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1 Einleitung

Das Thoraxtrauma und die COPD (Chronisch obstruktive Lungenerkrankung) sind
zwei Krankheitsentitdten, die beide einen groRen Anteil an Morbiditat und
Mortalitat in unserer Gesellschaft haben [42,69,118].

In der vorliegenden Arbeit soll evaluiert werden, ob die Zigarettenrauchexposition,
eine der haufigsten Verursacher der COPD [5,42], die durch ein stumpfes
Thoraxtrauma verursachten Schaden an der Lunge verschlimmert und ob die

kurzfristige Beatmung mit 100 % Oz protektiv wirken kann.

1.1 Das stumpfe Thoraxtrauma

1.1.1 Epidemiologie

Verkehrsunfélle sind eine der Haupttodesursachen weltweit. Laut WHO gibt es
jahrlich Uber 1,2 Milionen Tote Menschen im Strallenverkehr [137]. In
Deutschland waren es 2016 fast 400000 Verunglickte bei Verkehrsunfallen, ca.
3200 davon starben an ihren Verletzungen [119]. Mit 44,7% ist das Thoraxtrauma,
nach den Kopfverletzungen, das fuhrende Verletzungsmuster [69]. Das Auftreten
eines Thoraxtraumas spielt eine entscheidende Rolle fur die Prognose von
Polytraumatisierten. So konnten Trupka et al. zeigen, dass die Letalitat dieser
Patienten von 4% auf 25% steigt, wenn ein stumpfes Thoraxtrauma zum
Verletzungsmusters gehort [125].

Die haufigsten Unfallursachen mit erhohtem Risiko fur Thoraxverletzungen sind
Hochrasanztraumen im Stralenverkehr, Verschittungen und Stirze aus grofRer
Hohe [112,126]. Die stumpfe Krafteinwirkung auf den Brustkorb, oft Scherkrafte,
die zum Beispiel bei Autounfallen durch das schnelle Abbremsen entstehen [22],

zieht als eine der haufigsten Folgen eine Lungenkontusion nach sich [21,87].

1.1.2 Die Lungenkontusion und ihre Folgen

Mit 30-60% stellt die Lungenkontusion die haufigste Folge des Thoraxtraumas bei
Polytraumatisierten dar und ist eine akut lebensbedrohliche Situation [126]. So
zeigten Gaillard et al., dass die Mortalitatsrate signifikant stieg, wenn

Traumapatienten unter einer Lungenkontusion litten [39].
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FuUr die Ausbildung der Lungenkontusion sind drei Mechanismen verantwortlich:

1. Die Alveolarruptur: Sie entsteht beim Erstkontakt mit der Druckwelle und wird
,Spalling effect” (spalling=abplatzen) genannt. 2. Abriss der Alveolen vom
Hilusgewebe: Gewebe mit unterschiedlicher Dichte werden durch die Druckwelle
unterschiedlich stark beschleunigt und es kommt zum Abreisen, hier spricht man
vom inertial effect* (inertial=tréage). 3. Die Uberblahung: Sie wird beschrieben als
Jmplosion effect’, bei der es am Ende der Druckwelle zur massiven
Gasausdehnung in den Atemwegen kommt. [20-22]

Diese Mechanismen flhren zu histologischen Veranderungen, die in Tiermodellen
beschrieben wurden [41,115,128]. Durch die Ruptur der Alveolen und der
benachbarten Kapillaren kommt es zu intraalveolaren und interstitiellen
Einblutungen, was im Verlauf zu Permeabilitatsstorungen der Lungenstrombahn
und schlieRlich zum interstitiellen Odem fiihrt. Kollabierte Alveolen und
Ansammlungen  von Erythrozyten, sowie  die  Einwanderung von
Entzindungszellen, wie zum Beispiel neutrophilen Granulozyten, gehdren zum
mikroskopischen Bild [41,115,128]. Es kommt zunachst zu einer lokalen
Entzindungsreaktion. Abgesehen von dieser lokalen Reaktion kommt es zudem
zu einer systemischen Entzindungsreaktion, was der Anstieg von Zytokinen, wie
IL-6 und TNF-a, im Plasma zeigt. [51,63,96]

Neben Tierversuchen konnten retrospektive Studien an verschiedenen
Patientenpopulationen  Veranderungen der Lungenmechanik und des
Lungenparenchyms als Folgen der Kontusion nachweisen. Es wurde regelmafig
eine Abnahme der Compliance der Lunge festgestellt und mittels apparativer
Diagnostik konnten Verschattungen in Lungenarealen nachgewiesen werden, die
auf Atelektasen und Odeme schlieRen lieBen. Der Oxygenierungs-/ Horowitz-
index (paO2/FiO2), der zur Quantifizierung des Lungenparenchymschadens
herangezogen wurde, war deutlich erniedrigt und liel® in den meisten Fallen die
Diagnose einer akuten Lungenschadigung (ALl) oder sogar eines
Atemnotsyndroms des Erwachsenen (ARDS) zu [6,82,105].

Neben der, durch das stumpfe Thoraxtrauma entstehenden, lokalen und
systemischen Inflammationsantwort konnte gezeigt werden, dass es im
Lungenparenchym auch zur Apoptose kommt. Liener et al. zeigten, dass neben
der histologisch erhdhten Apoptoserate auch eine signifikante Erhdhung des
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Enzyms Caspase stattfand - einem der wichtigsten Marker fir den programmierten
Zelltod [70,133].

1.1.3 ARDS

Erstmals beschrieben, jedoch noch nicht so bezeichnet, wurde das ARDS 1967
von Asbaugh et al.. Sie stellten fest, dass bei einer Population von beatmeten
Patienten einige nicht auf die gangige Therapie ansprachen. Klinisch und
mikroskopisch hatten die Symptome starke Ahnlichkeit mit dem infantilen
Atemnotsyndrom [6]. Das akute Lungenversagen ist also eine Form einer akuten
diffusen entzundlichen Lungenschadigung. Klinisch zeichnet es sich durch
Hypoxamie und erniedrigte Lungen-Compliance aus [97]. Mikroskopisch lassen

sich dieselben Veranderungen wie bei der Lungenkontusion feststellen.

Tabelle 1: Erstveréffentlichung in Intensiv-News, Ausgabe 3-13: Abb.2: Berlin-Definition des ARDS
(adaptiert nach Ranieri M, 2011; Report from ESICM consensus conference into a new definition
for ARDS; Vortrag auf dem ESCIM-Kongress, Lissabon) [97,113]. ARDS (Atemnotsyndrom des
Erwachsenen), PaO2 (arterieller Sauerstoffpartialdruck), FiO2 (inspiratorischer Sauerstoffanteil),
mmHg (Millimeter Quecksilbersdule), PEEP (positiver-endexspiratorischer Druck), cmH20

(Zentimeter-Wassersaule), CT (Computertomographie).

ARDS
Mild Moderat Schwer
Zeit Akuter Beginn innerhalb von einer Woche bei bekannten

Risikofaktoren oder neuen/sich verschlechternden respiratorischen

Symptomen
Hypoxamie |PaO2/FiO2 PaO2/FiO2 PaO2/FiO2
201-300 mmHg 101-200 mmHg < 100 mmHg

beurteilt bei einem PEEP von 5 cmH20

Ursache Das respiratorische Versagen kann nicht vollstandig durch ein

des Odems |Herzversagen oder eine Hypervolamie erklart werden. Ausschluss
eines kardialen Lungenédems mittels Echokardiografie

Bildgebung | Bilaterale Verschattung oder ,Verdichtung®
(CT, Rontgen)

Einleitung 3




Risikofaktoren flr die Ausbildung eines akuten Lungenversagens koénnen
pulmonaler oder extrapulmonaler Genese sein. So zum Beispiel Pneumonie und
Aspiration, sowie Polytrauma mit Schock, Massentransfusion und Pankreatitis
[54]. In Bezug auf die vorliegende Arbeit ist eine prospektive Studie von Calfee et
al. besonders hervorzuheben. Diese zeigte, dass sowohl Aktiv- als auch
Passivrauchen stark mit der Entwicklung einer ALI (mildes ARDS) nach stumpfen

Thoraxtrauma assoziiert ist [15].

1.2 Die COPD

1.2.1 Epidemiologie

Unserer Gesellschaft ist weitgehend bekannt, dass Nikotinkonsum Lungenkrebs
verursachen kann. Dass das Rauchen auch andere Erkrankungen, wie die
chronisch obstruktive Lungenerkrankung (COPD) zur Folge hat, dringt jedoch nur
langsam in das Bewusstsein.

Laut WHO sind weltweit 210 Millionen Menschen von COPD betroffen, im Jahre
2015 starben ungefahr 3 Millionen Menschen an dieser Erkrankung. Damit zahlt
die COPD zu den zehn haufigsten Todesursachen der Welt [136,138]. Ein stetiger
Anstieg bis 2030 wird prognostiziert [5].

Der Todesursachenstatistik des statistischen Bundesamtes zufolge starben im
Jahre 2015 in Deutschland 13773 Frauen und 17300 Manner an den Folgen der
chronisch obstruktiven Lungenerkrankung (ICD-10:J44). Das sind 3,4% aller
Todesfalle in der Bundesrepublik fur das Jahr 2015. Mit 45,5% macht die COPD
fast die Halfte aller Sterbefdlle durch Atemwegserkrankungen (ICD-10:J00-J99)
aus. [118] Auch bei den durch Lungenerkrankungen verursachten Rentenfallen
durch verminderte Erwerbsfahigkeit nimmt die COPD mit 67% einen hohen
Stellenwert ein. Eine Zunahme der Zahlen fur Todes- und Rentenféalle in den
letzten Jahren zusammen mit dem Anstieg der Pravalenz mit zunehmendem Alter,
stellt die Bundesrepublik in Zukunft, vor allem mit Hinblick auf die Alterung der

Gesellschaft, vor eine grof3e gesundheitsékonomische Herausforderung. [7]

1.2.2 Pathomechanismus
Die COPD ist definiert als eine diffuse Erkrankung der kleinen Luftwege mit
Zerstorung des Lungenparenchyms bis hin zum Emphysem. Anders als beim

Asthma bronchiale zeichnet sich die chronisch obstruktive Lungenerkrankung
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durch eine persistierende Atemflussbehinderung aus, die nicht vollstandig
reversibel ist. Diese entsteht als Folge einer chronisch inflammatorischen Antwort
der Lunge auf schadliche Gase oder Partikel. Der wichtigste Risikofaktor ist das
Rauchen, aber auch andere exogene Faktoren wie die Luftverschmutzung durch
Feinstaub aus Verkehr und Industrie tragen wesentlich zur Entstehung der COPD
bei. Ein wichtiger endogener, genetischer Risikofaktor ist der a+-Antitrypsinmangel
[5,42,48].

Der Gewebsschaden der Lunge entsteht unter Anderem durch ein
Ungleichgewicht zwischen Proteasen und Antiproteasen. Dies wurde erstmals
beim a1-Antitrypsinmangel durch Laurell und Eriksson beschrieben [67,129].
Hierbei entsteht der Schaden durch das Fehlen der Antiprotease a1-Antitrypsin,
die normalerweise vor allem die Elastase hemmt. Diese Protease wird unter
anderem bei Entziindungsreaktionen in der Lunge durch neutrophile Granulozyten
ausgeschittet. Durch exogene Stimuli erhéht sich die Zahl dieser Leukozyten.
Nikotin als solch exogener Stimulus ist wegen der hohen Pravalenz von COPD bei
Rauchern gut untersucht. Man geht davon aus, dass Nikotin eine chemotaktische
Funktion besitzt und in den Lungenkapillaren zur vermehrten Auswanderung von
Neutrophilen und Makrophagen in die Alveolen fihrt. Diese werden durch
Chemokine aktiviert und entlassen Granula, die Elastase und andere proteolytisch
aktiven Enzyme enthalten. Im Uberschuss kdénnen diese nicht mehr durch
Antiproteasen inhibiert werden und flihren zur Gewebsschadigung, indem sie
Peptidbindungen durch Hydrolyse spalten und so die Alveolarmembran zerstoren.
AuBerdem enthalt Zigarettenrauch reaktive Sauerstoffspezies, die zu einer
Imbalance zwischen Oxidanzien und Antioxidanzien fuhren. Die Beschadigung
des Lungenparenchyms wird durch diesen oxidativen Stress noch verstarkt. Die
freien Radikale fuhren zu einem Circulus vitiosus, da sie wiederum in das
Gleichgewicht der Proteasen und Antiproteasen eingreifen, indem sie Letztere

inaktivieren [64].

1.3 Hyperoxie

In dieser Studie sollen unter anderem die Auswirkungen einer Beatmung mit 100
% O2 uberpruft werden. Seit Jahren wird uber die Vor- und Nachteile der Hyperoxie

diskutiert. Sowohl positive als auch negative Effekte von Sauerstoff werden in
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einer Gegenuberstellung von Danzeisen et al. und Suttner et al. beschrieben
[27,121]. Die Sauerstofftoxizitat resultiert aus der Entstehung und Wirkung freier
Sauerstoffradikale, die nach langerfristiger Beatmung zu einem hyperoxischen
Lungenschaden fuhren und auch andere Organe schadigen konnen. Aul3erdem
komme es schon nach kurzfristiger Anwendung von hohen inspiratorischen
Sauerstoffkonzentrationen zur Ausbildung von Atelektasen [121]. Dem gegentber
sprachen die Reduktion von postoperativen Wundinfekten, die erhdhte
Sicherheitsbreite bei unerwarteten Atemwegsproblemen und die Reduktion von
PONV (Postoperative Ubelkeit und Erbrechen) durch eine hohe inspiratorische
Sauerstoffkonzentration eindeutig fur eine routinemafRige Verwendung dieser [27].
Auch Calzia et al. sprechen sich in einer Zusammenschau von Studien fur die
Anwendung von 100 % Sauerstoff aus, da die mechanische Beatmung unter
Hyperoxie die Gewebeoxygenierung steigere und der kurzzeitige Gebrauch keine
Gewebsschadigung verursache [16].

Von besonderem Interesse fur die vorliegende Arbeit ist vor allem der
beschriebene Effekt auf die Lunge. Bei septischem Schock konnten
histomorphologische Schaden und die Apoptoserate der Lunge durch
lungenprotektive Beatmung mit 100 % O2 deutlich reduziert werden [9, 46].

Die negativen Auswirkungen der Hyperoxie werden unter Anderem durch reaktive
Sauerstoffspezies (ROS) verursacht [61] und unter normobaren Bedingungen ist
vor allem die Lunge das Organ, das den grof3ten Schaden nimmt [127]. Barth et
al. zeigten wiederum in einem tierexperimentellen Modell, dass die Beatmung mit

100 % O2 zu keinem Anstieg des oxidativen Stresses fuhrte [9].

1.4 Reaktive Sauerstoffspezies (ROS)

Die Sauerstofftoxizitat ist in der intrazellularen Bildung von teilweise reduzierten
Sauerstoffprodukten, wie zum Beispiel Wasserstoffperoxid (H202), Superoxid (O2)
und dem Hydroxylradikal (OH) begriindet [59]. Ein freies Radikal ist jedes Atom
oder Molekdl mit ungepaartem Elektron, das fur eine Zeit lang unabhangig
existieren kann [60]. Da Elektronen in gepaartem Zustand jedoch am stabilsten
sind [75], streben sie danach ein Elektron mehr zu besitzen oder Eines abzugeben
[60]. Treffen sie also auf Nicht-Radikale beginnt eine Kettenreaktion des

Elektronentransfers [60], was sie zu hochreaktiven Substanzen macht. Als ROS
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werden alle Radikale und Chemikalien zusammengefasst, die an Radikal-
ahnlichen Reaktionen teilhaben konnen, selbst aber keine wirklichen Radikale
sind, also keine ungepaarten Elektronen haben [75].

Die mitochondriale Atmungskette stellt die wichtigste intrazellulare, nicht-
enzymatische Bildungsquelle von ROS in den meisten Geweben dar, indem O2
durch ein ,Leck” Elektronen zugespielt werden [127]. Enzymatisch entstehen ROS
beispielsweise durch die NADPH-Oxidase [35] oder durch Cytochrom P450-
abhangige Oxygenasen [24].

1.5 Oxidativer Stress

ROS sind normalerweise unproblematisch, solange sie durch Antioxidantien
neutralisiert werden. Diese stoppen die Kettenreaktion der Radikale, indem sie
diese entfernen, den angerichteten Schaden wieder reparieren oder gar ihre
Bildung verhindern [60].

Zu diesen Radikalfangern gehéren sowohl enzymatische, wie die
Superoxiddismutase (SOD), die Katalase und die Gluthation-Peroxidase, als auch
nicht-enzymatische, wie zum Beispiel Pyruvate oder Flavine. Ist die Balance
zwischen den Antioxidantien und den Radikalen gestort spricht man von
oxidativem Stress und es kommt zu Veranderungen an Proteinen, Lipiden und der
DNA [35]. Der Prozess der Lipidperoxidation durch ROS ist einer der wesentlichen
toxischen Effekte, da dadurch Zellmembranen geschadigt werden. Dies hat unter
anderem zur Folge, dass die dabei entstehenden Peroxylradikale die DNA
angreifen [75]. Costa et al. beschreiben, dass durch die enge Assoziation der
mitochondrialen DNA zur inneren mitochondrialen Membran, wo ROS im
Uberfluss produziert werden, die mtDNA geschadigt werden kann [25]. Zu den
entstehenden Schaden gehdren Strangbriche und Basenmodifikationen, die bis
hin zu Mutationen und sogar zum Zelltod fihren kénnen [79].

Der oxidative Stress, also die Imbalance zwischen Oxidanzien und Antioxidanzien,
entsteht durch verschiedenste Prozesse. Fur diese Arbeit von Bedeutung ist die
vermehrte Bildung von ROS bei der Entziindungsreaktion, wie zum Beispiel beim
ARDS, durch die beteiligten phagozytierenden Zellen [35], die Entstehung von
oxidativem Stress durch die Lungenkontusion [41,115,123,128] und der Tatsache,

dass Zigarettenrauch freie Radikale enthalt [64].
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Zum Nachweis des oxidativen Stresses wurde in dieser Studie zum einen die
Bestimmung der DNA-Strangbriche mittels Einzelzel - Gelelektrophorese
herangezogen. Zum anderen wurde die Aktivitat der Hamoxygenase-1 (HO-1)
durch Western Blot ermittelt. Studien zeigten, dass das Isoenzym HO-1 bei
oxidativem Stress hochreguliert wird, da es zur Zytoprotektion dient [43,98,130],
wodurch dieses Enzym also zur Quantifizierung des oxidativen Stresses
herangezogen werden kann. AuRerdem konnten Wagner et al. zeigen, dass HO-1
als Stressantwort bei durch Thoraxtrauma verursachter Lungenkontusion
signifikant ansteigt [133]. AuRerdem wurde die Konzentration des als O2-Sensor
bezeichneten Transkriptionsfaktors Hypoxie-induizerter Faktor (HIF) bestimmt.
Dieser qilt als wichtigster Mediator bei der Anpassung des Organismus an
unterschiedliche Versorgungszustande mit Sauerstoff [47]. Er akkumuliert bei
Hypoxie in der Zelle [57,73] und sei schon bei Normoxie nicht mehr messbar [47].
Der Transkriptionsfaktor besteht als Heterodimer aus zwei Einheiten; einer a- und
einer  B-Untereinheit. Die  a-Untereinheit wird unter normoxischen
Sauerstoffpartialdricken durch eine Prolylhydroxylase dem Proteasom zugefuhrt
und so abgebaut. Sie ist also die sauerstoffabhangige Untereinheit, dessen

Konzentration als Parameter mittels Western Blot bestimmt wurde [12,73].

1.6 Fragestellung

Im Rahmen dieses Versuchsvorhabens sollen an anasthesierten,
volumensubstituierten und beatmeten Mausen folgende Hypothesen getestet

werden:

1. Zigarettenrauch kann post-traumatische sowie ventilations-assoziierte

Lungenschaden verschlimmern.
2. Eine kurzzeitige Beatmung mit 100 % Sauerstoff kann die posttraumatische

sowie die durch Zigarettenrauchexposition verursachte Inflammationsantwort der

Lunge abschwachen.
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2 Material und Methoden

2.1 Verwendete Gerate und Materialien

2.1.1 Operationsgerate

Arterieller Druckmesser:

DC-Bridge Amplifier und Bruckenverstarker

Beatmungsgerat: FlexiVent

Intraoperatives Tierbewarmungssystem
IOW-3704

Mikroskop: OPMI Pico
Narkosegerat: Sulla 19
Perfusor: 11 Plus

Radiometer: ABL 700 Series

Rasierer: Contura

2.1.2 Operationsmaterialien

Arterieller Katheter: @ 0,28mm * 0,62 mm
Augengel: Vidisic®

Blasenkatheter:

30cm, & 1,2mm * 2,2mm Verlangerungsleitung
24 G (0,7mm * 19 mm, 24 ml/min) Kanule

Buprenorphin, Temgesic®

Custodiol®

Material und Methoden

FMI GmbH, Seeheim-Ober
Beerbach
Scireq Inc., Montréal,

Kanada

FMI GmbH, Seeheim-Ober
Beerbach

Carl Zeiss AG, Oberkochen
Dragerwerk AG, Lubeck
Harvard Apparatus,
Holliston, MA, USA
Radiometer GmbH, Willich
Wella GmbH, Schwalbach

am Taunus

FMI GmbH, Seeheim-Ober
Beerbach
Bausch & Lomb GmbH,

Berlin

B.Braun AG, Melsungen
BD GmbH, Bad Wérishofen
Reckitt Benckiser Group plc.,
Slough, UK

Dr. Franz Kéhler Chemie
GmbH, Bensheim



e Dreiwegehahn: Discofix®
e Faden: Silkam 5/0, 4/0, Prolene 5/0, PDS*Il 6/0

e Fentanyl, Fentanyl-hameln®

e Formalin 3,5-3,7%

e Heparin-Natrium

e Intratracheal Tubus:

e Jonosteril 500 ml, freeflex, 1/1 E

e Kanllen: unterschiedliche GroRen, Sterican®

e Ketamin 10%

e Midazolam, Midazolam-ratiopharm®

e Norepinephrin, Arterenol®

e Operationsbesteck (sterilisiert)
e Sevofluran 100% (V/V)

e Spritzen: unterschiedliche Volumina, Plastipak™
e Tetraspan® 6% (HES), 500 ml, Ecobag®

B.Braun AG, Melsungen
Ethicon, Johnson&Johnson
Medical GmbH, New
Brunswick, NJ, USA
Hameln Pharmaceuticals
GmbH, Gloucester, UK

Otto Fischar GmbH,
Saarbricken

B.Braun AG, Melsungen
selbst gebaut aus Kunststoff-
schlauch, Adapter und
abgeschliffener 18G Kanlle
Fresenius SE & Co. KGaA,
Bad Homburg

B.Braun AG, Melsungen
WDT, Garbsen

Ratiopharm GmbH, Ulm
Sanofi-Aventis Deutschland
GmbH, Frankfurt

WPI Inc., Sarasota, FL, USA
Abbott GmbH&Co.KG, North
Chicago, IL, USA

BD GmbH, Bad Warishofen
B.Braun AG, Melsungen

¢ Venenkatheter: selbst gebaut, @ 0,2 mm * 0,4 mm

2.1.3 Laborgerite
e Blotting System: Trans-Blot® SD

e Eismaschine: Scotsman AF 80

e Elektrophorese WB: Mini-Protean™

Material und Methoden

Bio-Rad Laboratories Inc.,
Hercules, CA, USA
Frimont S.p.A., Mailand,
Italien

Bio-Rad Laboratories Inc.,
Hercules, CA, USA
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e Elektrophoresekammer: Sub-Cell® GT Basic

e Entwicklermaschine: CP 1000

e Gefrierschrank (-80°C)

e Heizblock: Mixing Block MB-102

e Homogenisator: Ultra Turrax T25

e Kochplatte: RCTbasic

e Kihlschrank: Glass Line

e Makro-Pipettierhilfe

e Mikroskop: B x 41

e Photometer: GeneQuantpro

¢ Pipetten: Eppendorf Research und Reference
e Schduttler: Shaker S4

e Spannungsversorgung: Consort E 835

e Ultraschall-Homogenisator: Sonopuls

e Vortex/Kreisschuttler

e Waage: XS 205 Dual Range

e Wasserbad
e Zentrifuge: Eppendorf Centrifuge 5424 R

Material und Methoden

Bio-Rad Laboratories Inc.,
Hercules, CA, USA
AGFA-Gevaert N.V., Mortsel,
Belgien

Thermo Fisher Scientific Inc.,
Waltham, MA, USA

Bioer Technology Co. LTD,
Hangzhou, Zhejiang, China
IKA GmbH & Co. KG,
Staufen

IKA GmbH & Co. KG
Staufen

Liebherr, Bulle, Schweiz
Reichelt Chemietechnik
GmbH & Co., Heidelberg
Olympus GmbH, Shinjuku,
Tokio, Japan

GE Healthcare Corp.,
Buckinghamshire, UK
Eppendorf AG, Hamburg
LTF GmbH & Co. KG,
Wasserburg/Bodensee
LTF GmbH & Co. KG
Wasserburg/Bodensee
Bandelin electronic GmbH &
Co. KG, Berlin

Bender & Hobein AG,
Munchen

Mettler Toledo Inc., Giel3en
GFL GmbH, Burgwedel
Eppendorf AG, Hamburg
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2.1.4 Verbrauchsmaterialien

Abtropfgestell: Nalgene

e Becherglaser (verschiedene Volumina)

e Clinitubes 85, 55, 35 i

e Cryotubes® 2 ml

e Deckglaser: Menzel-Glaser 24x60 mm

e Einmal-Pasteurpipetten 10 ml Cellstar®

e Erlenmeyerkolben (verschiedene Volumina)
e Farbkuvette nach Hellendahl

e Amersham Hyperfilm ECL (1824 cm)

e Cronex 5 (18*24 cm)

e Filterpapier: Chromatography paper 3 mm,
Whatman

e Gaze: PorengrofRe 200 um, 70 um
e Microvette® 500 pl

e Micro-Test Tubes 1,5 ml

e Mikroliterspritze: Microlitre Syringes 50 pl

¢ Nitrozelluloasemembran: Trans-Blot 0,45 um,
Amersham Hybond ECL

e Objekttrager: Super Premium Microscope Slides

e Probengefalte 20 ml

e Schraubdeckeltubes Falcon®

Material und Methoden

Thermo Fisher Scietific Inc.
Waltham, MA, USA

Schott AG, VWR GmbH,
Darmstadt

Radiometer GmbH, Willich
Sigma-Aldrich, Steinheim
Menzel GmbH,
Braunschweig

Greiner bio-one AG,
Kremsmiinster, Osterreich
Schott AG, Mainz

VWR GmbH, Darmstadt
GE Healthcare Corp.,
Buckinghamshire, UK
AGFA-Gevaert N.V., Mortsel,
Belgien

GE Healthcare Corp.,
Buckinghamshire, UK

Sefar AG, Heiden, Schweiz
Sarstedt AG & Co.,
NUmbrecht

Eppendorf AG, Hamburg
Hamilton Messtechnik
GmbH, Hochst im Odenwald

GE Healthcare Corp.
Buckinghamshire, UK
VWR GmbH, Darmstadt
Sarstedt AG & Co.,
NUmbrecht

BD GmbH, Bad Woarishofen
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e Zellkulturplatten: Cellstar®

2.1.5 Chemikalien und Reagenzien
Acrylamid/Bis Solution 29:1

e Ampuwa Splllésung: Plastipur®

e APS

e Bromphenolblau

e BSA

e [B-Glycerolphosphat
e [-MSH

¢ DMSO

e DTT

e EDTA

e EGTA
e Ethanol 99,8%
e FEthidiumbromid

e FKS

e Glycerol

e Glycin

e Leupeptin

e LMP-Agarose

e MEEO-Agarose
e Methanol

e Milchpulver

e NaCl
e NaOH (1M)

Material und Methoden

Greiner bio-one AG,

Kremsmiinster, Osterreich

Serva Electrophoresis
GmbH, Heidelberg
Fresenius SE & Co. KGaA,
Bad Homburg
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
AppliChem GmbH,
Darmstadt

Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Carl Roth GmbH & Co. KG,
Karlsruhe

Biochrom AG, Berlin
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
MERCK KGaA., Darmstadt
Sigma-Aldrich, Steinheim
Carl Roth GmbH & Co. KG,
Karlsruhe

Sigma-Aldrich, Steinheim
AppliChem GmbH,
Darmstadt
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Na-Vanadat
NP 40
PBS: gibco®

PNPP
Ponceau S
Salzsaure

Salzsaure rauchend
SDS

TEMED

Tris-Base

Triton X-100

Trypsin-EDTA Losung (einfach)

Tween-20

2.1.6 kaufliche Analysekits

Chemolumineszenz
20X LumiGLO® Reagent and 20X Peroxide

Color-/Farbmarker: Kaleidoscope™, Precision

Plus Protein™ Standards

Erstantikorper
Anti-HIF-1a

Cleaved Caspase-3

HO-1
Actin

Vinculin

Material und Methoden

Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Thermo Fisher Scientific Inc.,
Waltham, MA, USA
MERCK KgaA., Darmstadt
Sigma-Aldrich, Steinheim
VWR GmbH, Darmstadt
VWR GmbH, Darmstadt
Carl Roth GmbH & Co. KG,
Karlsruhe

Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Serva Electrophoresis
GmbH, Heidelberg

Cell Signaling Inc.,
Cambridge, UK

Bio-Rad Laboratories Inc.,
Hercules, CA, USA
Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA

Cell Signaling, Inc., Danvers,
MA, USA

Abcam, NY, USA

Santa Cruz Biotechnology,
Inc., Santa Cruz, CA, USA

Santa Cruz Biotechnology,
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Inc., Santa Cruz, CA, USA

e Proteaseinhibitorcocktail: Complete Mini® La Roche AG Inc., Basel,

Schweiz

e Positivkontrolle: Caspase-3 Control Cell Extracts Cell Signaling, Inc.,

o Zweitantikorper
HRP-gekoppelter AK

Cambridge, UK

Cell Signaling, Inc., Danvers,
MA, USA/ Santa Cruz
Biotechnology, Inc. Dallas,
TX, USA

2.1.7 Standardlésungen, Puffer und Medien

Soweit nicht anders beschrieben wurden alle Lésungen mit bidest. H20

hergestellt.

e Comet Assay:

Alkali-Elektrophoresepuffer

Farbelosung
LMP-Agarose

Lyse-Stammldsung

Lysepufferlosung

Neutralisationspuffer

e Westernblot:
Block-Puffer

Blotting-Puffer (einfach)

Material und Methoden

300 mM NaOH

1 mM Na2EDTA

mit NaOH-Platzchen bis pH > 13
5 pg/ml Ethidiumbromid

5 mg/ml LMP-Agarose in PBS
2,5 M NacCl

100 mM Naz2EDTA

10 mM Tris-Base

mit NaOH-Platzchen bis pH 10
42,5 mM Triton X-100

1,41 M DMSO in Lyse-Stammldsung
48,5 mg/ml Tris-Base
rauchende HCI bis pH 7,5

TBS-Puffer (einfach)

0,1% Tween-20

5% wi/v Milchpulver (geldst)
240 mM Tris Base

190 mM Glycin
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EMSA-Puffer (einfach)

Entwicklerlosung

Erstantikorper Dilutionspuffer

Ladekontrollen Dilutionspuffer
Laufpuffer (zehnfach, pH 8,8)

Lysepuffer (zweifach)

mit Proteaseinhibitoren

Sammelgel

Material und Methoden

6,42 mmol SDS

20% Methanol

10 mM Tris/HCI pH 7,9
50 mM NaCl

1 mM EDTA

1mMDTT

1% Glycerol

10 uyg BSA

20X LumiGlo® + 20X Peroxid
im Verhaltnis 1:10
TBS-Puffer (einfach)

5% BSA

0,1% Tween-20

H20 (Ampuwa Spullésung)
Block-Puffer

1,9 M Glycin

250 mM Tris Base

35 mmol SDS

100 mM Tris/HCL pH 7,5
500 mM NaCl

6 mM EDTA

6 mM EGTA

2% Triton X-100

1% NP 40

20% Glycerol

0,1 mM Na-Vanadat

2 mM PNPP

2mMDTT

1 mM B-Glycerolphosphat
10 uM Leupeptin

4,5% Acrylamid
Sammelgelpuffer (vierfach)
1% TEMED

10% APS
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Sammelgelpuffer (vierfach)

Sample Buffer nach Laemmli

(zweifach)

TBS-Puffer

TBST-/Wasch-Puffer

Trenngel/Laufgel

Trenngelpuffer (vierfach)

Zweitantikorper Dilutionspuffer

2.1.8 Software
Comet Assay IV
Flexivent 5.2

GraphPad Prism 6

Image J 1.4.3.67

Microsoft Office Excel 2003

Labchart 6.1.3
Microsoft Office Excel 2003

Material und Methoden

H20 (Ampuwa Spullésung)
0,5 M Tris Base

0,4% SDS

HCI konz. bis pH 6,8

208 mmol SDS

1 M Tris/HCI pH 6,8

20% Glycerol

8% B-MSH

15,4 mM Tris/HCI (pH 7,6)
136 mM NacCl

0,05% Bromphenolblau
TBS-Puffer (einfach)

0,1% Tween-20

7,5% 1 10% / 12% / 15% Acrylamid
Trenngelpuffer (vierfach)
1% TEMED

10% APS

H20 (Ampuwa Spullésung)
1,5 M Tris Base

0,4% SDS

HCI konz. bis pH 8,8
Block-Puffer

Perceptive Instruments, Haverhill, UK
Scireq Inc., Montréal, Kanada

GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA,
USA

National Institutes of Health, Bethesda,
MD, USA

Microsoft, Redmond, WA, USA

AD Instruments, Dunedin, Neuseeland
Microsoft, Redmond, WA, USA
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2.2 Versuchstiere und Versuchsgruppen

Der Antrag fur das folgende Versuchsvorhaben wurde bei der zustandigen
Behorde des Regierungsprasidiums Tubingen gestellt und genehmigt (Reg.-Nr.
1046).
Als Versuchstiere wurden mannliche und weibliche Wild-Typ Mause (C57BL/6J,
Charles River Laboratories, Kisslegg, Deutschland) mit einem durchschnittlichen
Gewicht von 23g und einem Alter von 10-16 Wochen verwendet. Bevor die Tiere
in den Versuch eingeschlossen wurden, wurden sie mindestens eine Woche lang
im Tierforschungszentrum der Universitdt Ulm gehalten. Dort hatten die Tiere
freien Zugang zu Futter und Wasser und einen Tag-Nach-Rhythmus von 12
Stunden.
Die Erhebung, der fur die Fragestellung relevanten Daten, erfolgte an folgenden
Gruppen, in welche die Tiere durch Randomisierung eingeteilt wurden:

1. Thoraxtrauma: Wt NonCOPD, TXT, Normoxie (FiO2=0,21) (n=7)

2. Thoraxtrauma: Wt COPD, TXT, Normoxie (FiO2= 0,21) (n = 8)

3. Thoraxtrauma: Wt NonCOPD, TXT, Hyperoxie (FiO2=1,0) (n = 8)

4. Thoraxtrauma: Wt COPD, TXT, Hyperoxie (FiO2=1,0) (n =9)

2.3 Zigarettenrauchexposition

Zur Induktion einer chronischen Entzindungsreaktion der Lunge beim Kleintier
durch Zigarettenrauch wurde ein bewahrtes Protokoll eingesetzt [140].

Dieser vorbereitende Versuchsteil zur Provokation einer COPD wurde in der
Abteilung Nonclinical Drug Safety Germany, Gruppe Biological Laboratory Service
(BLS 1I), der Boehringer Ingelheim Pharma GmbH & Co. KG in Biberach/Riss,
durchgefuhrt. In Bezug auf die erste Hypothese wurden dort 17 der 32 Tiere in
isoliert ventilierten Kafigen der Firma Tecniplast, Typ Green Line, gehalten. Dies
sind  32-Liter  Plexiglas-Expositionskammern  mit  Bodenheizung, @ um
reproduzierbare konstante Umgebungstemperaturverhalinisse zu schaffen. Nach
einer einwochigen Akklimatisierungsphase wurden die Versuchstiere drei bis vier
Wochen intermittierend dem Rauch von kommerziell erhaltlichen Zigaretten (Roth-
Handle ohne Filter, Teer 10mg, Nikotin 1mg, Kohlenmonoxid 6 mg, badische
Tabakmanufaktur Roth-Handle®, Lahr, Deutschland), ausgesetzt.
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v

Abbildung 1: Schema der Zigarettenrauchexposition

An Tag 1 wurden die Tiere gegenuber dem Rauch von 4 Zigaretten exponiert, an
Tag 2 von 6 und ab dem 3. Tag fur die weitere Zeit dem Rauch von 8 Zigaretten.
Um kontrollierte Bedingungen zu schaffen, was Rauchexposition und
Schadstoffkonzentration angeht, wurden ein halbautomatischer
Zigarettenanzinder, ein  mit elektrischer Zeitschaltung ausgestatteter
Rauchgenerator und ein Umgebungsschadstoffmonitor (MicroDust Pro, Casella,
Amherst, NH, USA) eingesetzt.

Nach erfolgter Zigarettenrauchexposition und grindlicher Untersuchung auf
Transportfahigkeit wurden diese Tiere in das Tierforschungszentrum der
Universitat Ulm transportiert. Nach einer weiteren Woche wurden die Tiere in den
Versuch eingeschlossen. Diese Erholungsphase diente dazu die Beeinflussung
der Untersuchungsergebnisse durch eine akute Stressreaktion auf die

Zigarettenrauchexposition auszuschlief3en.

2.4 Versuchsablauf

Der Ablauf des Versuches gliederte sich in zwei Abschnitte. Nach adaquater
Narkoseinleitung erfolgte zunachst die Induktion des Thoraxtraumas, der
sogenannte ,Blast®, und die Instrumentierung des Tieres. Im Anschluss folgte die

Beobachtungs- und Messphase.
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Markoseeinleitung
Organentnahme
MZP 1 MZP 3
Blast
MZP 2 MZP 4

¥

l Instrumentierung | | | | |
0h 1h 2h 3h 4h Versuchsende

Abbildung 2: Versuchsablauf. MZP (Messzeitpunkt).

2.4.1 Induktion des stumpfen Thoraxtraumas

Die Grundlage fur die Induktion eines Thoraxtraumas bei Kleintieren lieferte ein
erprobtes Modell [55,56], welches durch Forschergruppen der Universitat Uim zur
Anwendung auf Mause modifiziert [63] und durch mehrfachen Einsatz etabliert
wurde [62,92,133].

Vor der Induktion des Traumas kamen die Tiere zunachst in einen Glasbehalter
mit Sevofluran-Atmosphare bis sie ihr Bewusstsein verloren. Auf einer Heizmatte
wurde die Narkose der spontanatmenden Tiere uUber eine Maske mit FiO2=0,6,
einem Flow von 2I/min und 1,5-3 Vol% Sevofluran fortgeflihrt. Zur Analgesie
wurde den Tieren gewichtsadaptiert 1 ug/g KG Buprenorphin subkutan in die
Nackenfalte injiziert. AnschlieRend wurde die Maus in Rickenlage auf der
Heizmatte fixiert, Hals und Bauch rasiert und die Mitte des Sternums, das Xyphoid
und der Rippenbogen angezeichnet. Das Tier wurde nun so unter dem
sogenannten Blaster positioniert, dass der Mittelpunkt der Austritts6ffnung zentral
uber dem Sternum stand und der Abstand zum Thorax 1,9 cm betrug.

Der Blaster, oder auch Druckwellengenerator, bestand aus einem
Schlauchsystem, durch welches komprimierte Luft geleitet wurde. Die
Austritts6ffnung war durch eine Polyestermembran (Mylar, Du Pont de Nemur,
Bad Homburg, Deutschland) verschlossen. Uberschritt der Druck, der durch das
System geleiteten Luft, die ZerreiRspannung der Membran, wurde innerhalb von
wenigen ms eine Druckwelle von 1 bar prazise uber dem Thorax des Tieres

abgegeben. Die Druckwelle wurde bei Inspiration des Tieres ausgelost.
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Ziel dieses Systemaufbaus war es das Thoraxtrauma so zu induzieren, dass die
Untersuchung einer gleichseitigen, isolierten Lungenkontusion ermaoglicht wurde,
ohne dabei Verletzungen anderer innerer Organe oder Skelettstrukturen zu

verursachen, welche die Entziindungsreaktion beeinflussen konnten.

2.4.2 Tiermodell-Mouse Intensive Care Unit

Zur Uberwachung der Tiere nach Thoraxtrauma kam in diesem Versuch das
etablierte Konzept der ,Mouse Intensive Care Unit“ zur Anwendung [3,10,11,133].
Es simuliert am Kleintier die klinischen Bedingungen auf einer Intensivstation und
ermoglicht unter Anderem pharmakologische Interventionen zu untersuchen. Dies
dient dazu die gewonnenen Ergebnisse als neue Therapieschemata auf klinische

Situationen Ubertragen zu kénnen.

2.4.3 Instrumentierung

Unmittelbar nach dem Thoraxtrauma bekamen die Mause intraperitoneal Ketamin
(85 ug * g "), Midazolam (0,90 ug * g ') und Fentanyl (0,18 ug * g -') appliziert und
wurden auf dem Operationstisch unter dem Operationsmikroskop positioniert und
fixiert.

Tiere, die durch Atemversagen nach Narkose oder Induktion des Traumas durch
Pneumo- und Hamatothoraces starben, wurden ausgeschlossen.

Eine Kontrolle der Korperkerntemperatur erfolgte durch die Verbindung der
rektalen Temperatursonde der Tiere mit einer Warmeplatte, auf der sie lagen.
Durch kontinuierliche Messung und einen Feedback-Mechanismus wurde so fur
die Konstanthaltung der Kérpertemperatur von 37 °C gesorgt.

Nun erfolgte der Hautschnitt am Hals fur die bevorstehende Tracheotomie. Der
Thymus und die Muskulatur Gber der Trachea wurden stumpf nach lateral hin
abprapariert und der Trachealschnitt erfolgte kaudal des Kehlkopfes. Als Tubus
fungierte eine Spitzenkanule (GroRe 18 G). Die Tiere der Versuchsgruppen unter
Normoxie wurden mit Raumluft (21% O2) beatmet, die Tiere der Versuchsgruppen
unter Hyperoxie wurden mit 100% O2 beatmet. Sobald die Intubation vollzogen
war wurde das erste Blahmanover zur Rekrutierung eventuell entstandener
Atelektasen durchgefuhrt. Dazu wurde ein inspiratorischer Druck bis 18 cmH20 fur
5s aufgebaut. AnschlieRend wurde die erste Compliancemessung der Lunge

aufgezeichnet. Diese erfolgte durch ein Druck-Volumen-Mandver, indem der
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Beatmungsdruck schrittweise bis zu maximal 20 cmH20 inspiratorischem Druck
gesteigert wurde.

Im nachsten Schritt wurde der Venenkatheter in die Vena jugularis dextra gelegt.
Dazu wurde stumpf bis auf die Vene prapariert, sie wurde kanuliert und mit Hilfe
eines Infusionsbesteckes sofort an den Perfusor angeschlossen.

Uber diesen vendsen Zugang wurde die Narkose aus Ketamin 100-150 ug * g™ *
h-!, Midazolam 0,2-0,3 yg * g' * h' und Fentanyl 1-1,5 ug * g * h*' mit einer
Flussrate von 0,6 ml * h-! fortgefiihrt. Diese wurde je nach Narkosebedarf und
Vitalparametern angepasst. Es wurde Volumen durch Tetraspan 6% 12 ul * g * h-
' substituiert. Die Flussrate wurde nach 30 Minuten auf 0,005 ml * g'' * h-" halbiert,
da der Volumenbedarf wahrend der ersten halben Stunde durch
FlUssigkeitsverschiebungen  aufgrund der Narkose hoéher war. Zur
Aufrechterhaltung eines MAPs von > 50 mmHg wurde, wenn die Volumengabe
nicht ausreichend war, erganzend Noradrenalin perfundiert (3 ug * ml).

Zur kontinuierlichen, invasiven Blutdruckiberwachung wurde ein arterieller
Katheter in die Arteria carotis communis dextra eingebracht. Auch diese wurde
stumpf freiprapariert und kantliert. Vor dem Anschluss an das Druckmessgerat
wurden 55 ul Blut fir die erste Blutgasanalyse (BGA) entnommen.

Das Operationsfeld wurde durch Rlckverlagerung des Drusenlappens und der
Muskeln, so wie der Abdeckung durch einen Tupfer locker verschlossen und
wahrend der Uberwachung regelmaRig befeuchtet.

Die Bauchdecke wurde mittels eines Langsschnittes oberhalb der Blase erdffnet
und das Peritoneum eingeschnitten. Die so freipraparierte Blase wurde punktiert
und der Katheter schliellich an der Haut fixiert. Peritoneum und Haut wurden
zweischichtig durch eine kleine Naht verschlossen. Der Blasenkatheter diente zur

Uberwachung der Gesamtdiurese.

2.4.4 Messphase

Nach der Instrumentierung folgte die vierstiindige Messphase auf der MICU.

Der erste Messzeitpunkt (MZP) erfolgte eine Stunde nach Thoraxtrauma, die
weiteren drei dann im Stundentakt. Es wurden kontinuierlich Herzfrequenz,
mittlerer arterieller Blutdruck sowie Korpertemperatur erfasst.

Zu allen MZPs, auler zu MZP2, wurden Blutproben enthommen, woraus die

Blutgase und der pH-Wert bestimmt wurden.
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Aulerdem wurden die Beatmungsparameter stlindlich festgehalten.

Es wurde eine lungenprotektive, druckkontrollierte Beatmung durchgeflhrt. Dies
setzte ein Tidalvolumen von 4-6 ml * kg-1KG voraus. Dazu wurden entsprechend
der Versuchgruppe eine FiO2 von 0,21/1,0 und ein Verhaltnis von Inspirationszeit
zu Exspirationszeit von 1:2 (33,33%) bei einem PEEP von 3 cmH20, eingestellt.
Die Atemfrequenz wurde entsprechend so gewahlt, dass stets ein mittlerer
arterieller pCO2 von 30 — 40 mmHg erreicht wurde. Die druckkontrollierte
Beatmung erfolgte Uber die Applikation eines inspiratorischen Druckes uber einen
PEEP von 3 cmH20, der Uber den arteriellen paO2 titriert wurde. Wenn das
Verhaltnis von paO2/FiO2, also der Horowitz- bzw. Oxygenierungsindex (Ol) >
300 war konnte der PEEP bei 3 cmH20 belassen werden. Lag der Ol zwischen
200-300 wurde der PEEP auf 5 cmH20 und bei Ol <200 auf 8 cmH20 gesteigert.
Zur Rekrutierung von entstandenen Atelektasen wurde alle 30 min ein

Blahmandver der Lunge durchgefiihrt.

2.4.5 Materialgewinnung

Nach vier Stunden wurde das Tier, durch Blutentnahme aus dem in der Arteria
carotis liegenden Katheter, getotet. 30-50 ul des Blutes wurden in einem
Mikrotesttube fur den Comet Assay auf Eis gelegt.

Nach dem Tod des Tieres wurde umgehend der Thorax eréffnet und die Organe
entnommen.

% der rechten Lunge wurden bei -80°C bis zur Verarbeitung fur den Westernblot
schockgefroren. Der Rest der rechten Lunge wurde fir den Comet Assay in ein
Gefalt mit PBS-Puffer gegeben.

2.5 Comet Assay

2.5.1 Grundlagen

Die Einzelzell - Gelelektrophorese, oder einfach ausgedrickt der Comet Assay, ist
eines der etabliertesten Verfahren um DNA-Schaden von zellkernhaltigen
Geweben zu quantifizieren [8]. Die DNA an sich, genauer ausgedruckt das
Zucker-Phosphat-Gerist, ist negativ geladen, weshalb sie im elektrischen Feld in
Richtung Anode wandert. Beim Comet Assay werden die Zellen in ein Agarosegel
eingebettet, durch dessen Poren die DNA nur wandern kann, wenn durch

Strangbriche kleinere Fragmente entstanden sind. Das heil3t, je starker die DNA
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geschadigt ist, je mehr Bruche sie also hat, desto mehr DNA bewegt sich von der
Stelle des ehemaligen Zellkerns in Richtung Pluspol [8]. Durch die hier
verwendete Alkalimethode konnten, im Gegensatz zur Neutralmethode, nicht nur
Doppelstrangbriche, sondern auch Einzelstrangbriche, alkalilabile Stellen, DNA-
Quervernetzungen und Basenabweichungen identifiziert werden [88]. Dies
reprasentiert eine groRe Bandbreite an DNA-Schaden.

Durch einen fluoreszierenden Farbstoff konnen die DNA-Fragmente unter einem
UV-Mikroskop sichtbar gemacht werden. Sie erscheinen aufgrund ihrer
unterschiedlichen Laufstrecke, bedingt durch ihr Molekulargewicht, wie der
Schweif eines Kometen. Je starker die DNA geschadigt ist, desto mehr DNA wird
im Kometenschweif sichtbar [8]. Das Ausmald der DNA-Schadigung kann im
Anschluss mit Hilfe bestimmter Computerprogramme, anhand verschiedener

Parameter bestimmt werden.

2.5.2 Herstellung Agarose-beschichteter Objekttrager

Die Notwendigkeit der Beschichtung der Objekttrager liegt darin, dass die mit den
Proben vermischte LMP-Agarose spater besser auf den Objekttragern haftet.

Zur Herstellung der 1,5%igen MEEO-Agarose werden 1,5 g Agarose mit 100 ml
PBS (fur etwa 100 Objekttrager) in einen Erlenmeyerkolben gegeben und in einer
Mikrowelle zweimal sprudelnd aufgekocht, so dass die Agarose sich komplett in
PBS l6st, das PBS jedoch nicht zu stark verdunstet. Im 60°C warmen Wasserbad
wird die Agarose fur die Zeit der Beschichtung flissig gehalten.

Es wurden Objekttrager mit Mattrand benutzt, auf welchen eine Bleistiftmarkierung
zur Kennzeichnung der Oberseite angebracht wurde. Vor der Beschichtung
wurden die Objekttrager sorgfaltig mit einem fusselfreien Tuch gereinigt. Sie
wurden dann einzeln in die Agarose mit dem unmattierten Ende voran
eingetaucht. Hierbei war darauf zu achten, dass auch die mattierte Flache bis zur
Halfte beschichtet wurde, um eine bessere Haftung zu erlangen. Die Rlckseite
musste grundlich abgewischt werden. Auf einer horizontalen Ablagevorrichtung,
zur gleichmalfdigen Trocknung, wurden die Objekttrager bis zur Durchtrocknung bei

Raumtemperatur abgelegt.

2.5.3 Herstellung der LMP-Agarosealiquote
Zur Untersuchung der Vollblut- und Organproben wurde 0,5%ige LMP-Agarose
bendtigt. Dazu wurden 100 mg LMP-Agarose mit 20 ml PBS, wie schon in 2.7.2
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beschrieben, aufgekocht. Im Anschluss wurden jeweils 120 pl in Micro-Test-Tubes

aliquotiert und bei 4°C fur die weitere Verwendung gelagert.

2.5.4 Probeneinbettung und Lyse

Da die Proben zeitnah verarbeitet werden mussten, bedurfte es gewissen
Vorbereitungen. Zunachst wurden zwei Objekttrager pro Probe entsprechend
beschriftet und jeweils ein Agarose-Aliquot pro Objekttrager im Wasserbad
verflussigt. Diese wurden anschlieBend im Heizblock wieder auf 37°C
zuruckgekuhlt, um eine Beschadigung der Blutbestandteile durch Hitze zu
verhindern.

Die Lysepufferlosung wurde in eine Plastikklvette pipettiert und bei 4°C im
Kuhlschrank gelagert. Triton X-100 diente dazu Proteine aus ihrer Membran zu
lI6sen. DMSO, ein Lésungsmittel, verhinderte die Kristallbildung bei Kalte und
somit die weitere Schadigung der DNA. Die Lyse-Stammldsung diente dem
Zellzerfall durch die Aufldsung von Membranen.

Bevor die Materialgewinnung in der MICU abgeschlossen war, wurde die

Zellkulturplatte entsprechend dem folgenden Schema pipettiert.

10% FKS
1/0,5 mi
+ PBS 21 ml

Trypsin 1 mi
+ PBS 2 ml

Abbildung 3: Pipettierschema zur Aufbereitung des Lungengewebes der Mause. FKS (fetales

Kalberserum), PBS (phosphatgepufferte Salzlésung).

Von der auf Eis gelagerten heparinisierten Vollblutprobe wurden 5 ul in die flissige
LMP-Agarose pipettiert, gut vermischt und gleichmaRig auf den vorbereiteten
Objekttrager gegeben. Mit einem Deckglas versehen wurden die zwei so
praparierten Objekttrager bei 4°C zum Ausharten flir 4 bis maximal 10 Minuten in
den Kuhischrank gelegt. Nach dieser Zeit wurden die Deckglaser entfernt. Dabei
war darauf zu achten, dass man diese im rechten Winkel zur Migrationsrichtung
der DNA-Bruchsticke bei der Elektrophorese abzog, um eventuell dadurch
entstandene Artefakte bei der Auswertung zu erkennen und ausschlieRen zu
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konnen. Zur Zelllyse wurden die Objekttrager in die mit Lysepufferlésung
vorbereiten Kivetten eingebracht und lichtgeschitzt fir mindestens eine und
maximal 48 Stunden im Kuhlschrank bei 4°C belassen. Lichtgeschutzt mussten
die Objekttrager sein, um weiteren lichtinduzierten DNA-Schaden vorzubeugen.
Die Lyse lost die Zellmembranen auf, wodurch die DNA freigesetzt wird. Die
Agarose verhindert jedoch die frihzeitige Wanderung der DNA und halt diese in
Form des abgebauten Zellkerns an Ort und Stelle.

Das Lungengewebe wurde zunachst vorsichtig mit einem scharfen Einmalskalpell
zerkleinert, bevor es fur 15 Minuten in den PBS-Puffer der vorbereiteten
Zellkulturplatte gelegt wurde. Danach wurden die Gewebefragmente flr weitere 15
Minuten in Trypsin inkubiert. Trypsin ist ein Gemisch aus Verdauungsenzymen
und dient in diesem Fall dazu, die extrazellularen Proteine aufzulésen. Da die
Inkubationszeit auf 15 Minuten begrenzt war, blieben die Zellen intakt. Nun wurde
Uber dem Gefald mit FKS und PBS die grobe Gaze (120 ym) gespannt und das
Gewebe durch diese mit einem Glasstab in die Flissigkeit hinein gerieben. Zuletzt
wurde das so entstandene Gemisch mit einer Pipette durch das feinere Netz (70
pMm) gepresst, um alle noch enthaltenen Membran- und Gewebebestandteile zu
entfernen. Durch das enthaltene FKS wird die Enzymreaktion des Trypsins gegen
die Zellbestandteile beendet, da FKS einen Uberschuss an Substraten enthalt, die
die Enzyme binden. Von diesem Gemisch wurden jeweils 20 pl in die flussige
Agarose gegeben. Anschlieliend wurde wie mit der Blutprobe weiterverfahren.

Es wurden jeweils zwei Objekttrager pro Probe prapariert, um Unterschiede
zwischen Objekttragern der gleichen Probe als Fehlerquelle ausschliefen zu

konnen und Verluste zu verhindern.

2.5.5 Alkalidenaturierung und Elektrophorese

Die Elektrophoresekammer wurde in eine mit Eiswasser geflllte Wanne gestellt
und mit einem Elektrophoresepuffer, der auf 4°C temperiert war, aufgeflllt. Die
Objekttrager wurden alle in derselben Ausrichtung auf die Ablageflache der
Kammer gelegt, sodass der Mattrand der Objekttrager in Richtung Kathode zeigte.
Nun wurde die Kammer soweit mit dem Elektrophoresepuffer gefullt, bis die
Objekttrager mit einer dinnen Schicht benetzt waren. Der Deckel der Kammer
wurde geschlossen und zusatzlich mit einem Tuch abgedeckt, so dass die

Alkalidenaturierung lichtgeschitzt fur 25 Minuten erfolgen konnte. In dieser Zeit
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wurde die DNA entspiralisiert, Einzel- in Doppelstrangbriiche tberfihrt und auch
die anderen Formen der DNA-Schadigung, wie zum Beispiel alkalilabile Stellen,
wurden aufgrund des alkalischen Milieus in Strangbriuche Uberfuhrt. Nach Ablauf
der Zeit wurde die eigentliche Elektrophorese im Puffer, der auch schon bei der
Alkalidenaturierung verwendet wurde, durchgefuhrt. Hierzu wurde Uber den
Spannungsgenerator eine Spannung von 25 V angelegt. Da der dabei
entstandene Stromfluss vom FlUussigkeitsvolumen abhangig war, musste Puffer
gegebenenfalls hinzu- oder abpipettiert werden, bis bei gegebener Spannung ein
Stromfluss von 300 mA erreicht wurde. Das Funktionsprinzip der Elektrophorese
ist in Kapitel 2.5.1 erklart.

Wenn nicht alle Platze besetzt werden konnten, mussten die restlichen mit leeren

Objekttragern aufgefullt werden.

2.5.6 Neutralisierung und Dehydrierung

Nach der Elektrophorese wurden die Objekttrager auf ein Abtropfgitter gelegt und
dreimal fir jeweils funf Minuten mit Neutralisationspuffer beschichtet. Dieser
diente der Neutralisierung moglicher Reste der vorher verwendeten Materialien,
wie Basen oder Salzen.

Abgewaschen wurde der Puffer indem die Objekttrager vorsichtig in einer Kuvette
mit destilliertem Wasser geschwenkt wurden. Danach kamen sie fur finf Minuten
in eine Kuvette mit 99,8% Ethanol zur Dehydrierung.

Lichtgeschitzt wurden die Objekttrager horizontal liegend fur mindestens zwei

Stunden bei Raumtemperatur getrocknet.

2.5.7 Fluoreszenzmikroskopische Auswertung des Comet Assays

Zur Auswertung der DNA mussten die Objekttrager zunachst mit einem
fluoreszierenden Farbstoff angefarbt werden. Es wurden 50 pl Ethidiumbromid-
Farbelésung pro Objekttrager verwendet, die durch Auflegen eines Deckglases
verteilt wurde.

Ausgewertet wurde mit einem Fluoreszenzmikroskop bei 250-facher
VergrofRerung. Ein Anregungsfilter von 515-560 nm sorgte daflrr, dass nur das
Licht mit der Wellenlange durchgelassen wurde, die zur Anregung des Farbstoffes
notig war. Vom Objekttrager wurde nun das Fluoreszenzlicht, aber auch ein Teil

des Anregungslichtes reflektiert, was die Auswertung gestort hatte. Aus diesem
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Grund wurde ein Barrierefilter von 590 nm verwendet, der das reflektierte
Anregungslicht abfing, bevor es auf das Okular traf.

Uber eine Digitalkamera, deren Bilder auf einen Computer Ubertragen wurden,
konnten mit Hilfe eines Bildanalyseprogramms (Comet Assay V) verschiedene
Parameter quantifiziert werden. Dies waren Schweiflange und Leuchtintensitat des
Schweifes, sowie Kopfdurchmesser und Leuchtintensitat des Kopfes. Aus diesen
MessgroRen konnte dann das Tailmoment berechnet werden, welches das
Produkt aus der relativen Fluoreszenzintensitat des Schweifes und dem Abstand
zwischen der Mitte des Kometenkopfes und dem Ende des Schweifes ist [88].

Die Auswertung der Objekttrager sollte immer von der gleichen Person
durchgefuhrt werden, um auswertungsbedingte Fehler und Unterschiede zu
vermeiden. Es wurden immer 50 Zellen pro Praparat ausgewertet. Begonnen
wurde immer in etwa gleichem Abstand zum Matt- und Langsrand und der
Objekttrager wurde in Langsrichtung bis zum anderen Ende verfolgt. Auf der
Strecke wurden alle im Blickfeld erscheinenden Zellkerne ausgemessen, auler sie
fielen unter eines der Ausschlusskriterien. Zellkerne, die nahe am Rand des
Objekttragers zu liegen kamen, wurden schon dadurch ausgeschlossen, dass in
einem gewissen Abstand vom Rand mit der Auswertung begonnen wurde.
Zellkerne, die nicht ganz rund waren oder mehrere Zellkerne bzw. deren Kometen,
die zu nahe beieinander zu liegen kamen oder sich gar Uberschnitten, wurden
nicht ausgewertet. Waren am Ende des Praparates noch keine 50 Zellkerne
ausmessbar gewesen wurde der Objekttrager querverschoben und mit demselben
Verfahren eine weitere Strecke ,abgefahren®. Der Mittelwert des Tailmoments der
50 ausgemessenen Zellkerne diente als Mal} fur die DNA-Schadigung.

Wahrend der Auswertung war der Untersucher im Bezug auf die

Gruppenzugehdrigkeit der Tiere verblindet.

2.6 Westernblot

2.6.1 Grundlagen

Der Westernblot, oder auch Immunoblot, ist ein Verfahren zum Antigen- bzw.
Proteinnachweis in Zelllysaten. Bevor man die Proteine sichtbar machen kann,
mussen diese zunachst einzeln vorliegen. Dies wird erreicht indem das zu

untersuchende Proteingemisch mittels Gelelektrophorese aufgetrennt wird. Es
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wird eine Spannung angelegt, bei der die gesuchten Proteine gemall ihrem
Molekulargewicht mit einer dementsprechenden Geschwindigkeit durch die Poren
des Polyacrylamidgels wandern. Vom Gel mussen die Proteine auf eine Membran
transferiert werden (das eigentliche ,Blotting“), wo dann die Proteindetektion
stattfinden kann. Dazu werden spezifische Antikdrper verwendet, die an die
gesuchten Proteine binden. Ein enzymgekoppelter Zweitantikorper wird hierbei
verwendet, dessen Substratumsatz durch Chemolumineszenz dazu fuhrt, dass die
Erstantikdrperbindung fur das menschliche Auge in Form von Lichtquanten

sichtbar wird.

2.6.2 Organaufbereitung

Die zuvor schockgefrorene Organprobe der Lunge wurde schonend angetaut,
jedoch nicht komplett aufgetaut. Das Gewebe wurde gewogen und basierend auf
dem Gewicht (z.B. 0,15g Gewebe -> 150ul) mit einer bestimmten Menge
eiskaltem PBS-Puffer mit einem Proteaseinhibitorcocktail versetzt. AnschlielRend
erfolgte die Homogenisierung mit dem Ultra Turrax. Danach wurde das
Homogenisat zusammen mit dem Lysepuffer (zweifach), wieder mit
Proteaseinhibitoren, gut vermischt. Nachdem das Gemisch dann fur 30 Minuten
auf Eis inkubiert wurde, wurde es fir 30 Minuten bei 14900 rpm und 4°C
zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen und das Pellet aus Zellresten
verworfen. Dieser Uberstand wurde anschlieRend fiir 10 Sekunden sonifiziert, d.h.
mit Ultraschallwellen bearbeitet. Die in der Probe vorhandene Proteinmenge
wurde kolorimetrisch im Photometer bei 595 nm bestimmt.

Anhand der so bestimmten Gesamtproteinmenge wurde EMSA-Puffer (einfach)
bis zu einer Proteinkonzentration von 20ug/5ul zugeflgt. Zuletzt wurde die Probe
mit Sample Buffer nach Laemmli (zweifach) im Verhaltnis 1:2 versetzt und zur
Denaturierung bei 95°C flr 5 Minuten gekocht, mit dem Vortex gemischt und bis

zur Verarbeitung bei -20°C eingefroren.

2.6.3 Gelelektrophorese

Zur Durchfihrung der SDS-PAGE musste zunachst das Gel hergestellt werden,
das aus einem Trenn- und einem Sammelgel bestand. Durch die
unterschiedlichen pH-Werte der Gele kam es zu einer diskontinuierlichen
Elektrophorese, das heilt die Probe sammelte sich am Ubergang und wanderte

von nun an entsprechend ihrer GroRe durch das Gel und wurde so aufgetrennt.
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Pro Tasche wurden 40 pg Protein, also 20 pl des Proteingemisches, geladen.

Der Colormarker zeigte nach der Auftrennung farbkodiert unterschiedliche
Molekulargewichte an. AuRerdem wurde eine Positivkontrolle geladen.

Das Gel wurde in die Elektrophoresekammer hineingestellt und mit Laufpuffer
(einfach) aufgeflillt. In den ersten 15 Minuten bei einer Spannung von 90 V wurden
die Proteine gesammelt. In den folgenden 45 Minuten bei 180 V wurden die

Proteine schliel3lich getrennt.

2.6.4 Proteintransfer

FiUr das eigentliche ,Blotting“ wurde eine Nitrozellulosemembran verwendet, die in
Blotting-Puffer (einfach) getrankt wurde. Das Gel wurde darauf platziert. Auch in
Blotting-Puffer getrankte Filterpapiere umschlossen den Blot. Bei 20 V und 0,17 A
wurde dann fur eine Stunde, fur Caspase nur 45 Minuten, geblottet. Der
Diffusionsvorgang der Proteine vom Gel auf die Nitrozellulose erfolgte mittels

ionischen und hydrophoben Wechselwirkungen.

2.6.5 Membranblockierung und Antikorperinkubation

Um den Transfer zu kontrollieren wurde die Membran mit Ponceau S Ldsung
angefarbt.

Im Weiteren wurde die Membran in TBS-Puffer gewaschen. Mit dem Block-Puffer
wurden anschlieBend die unspezifischen Bindungsstellen blockiert, indem die
Membran flr eine Stunde mit dem Puffer inkubiert wurde.

Zur Entfernung des Uberschissigen Block-Puffers wurde die Membran nach der
Inkubation in TBST-Puffer gewaschen.

Im nachsten Schritt, konnte die Nitrozellulose mit dem ersten Antikorper inkubiert
werden. Hierzu wurde der erste Antikorper mit der Erstantikorper Dilution
vermischt. Dieses Gemisch wurde auf die Membran gegeben und Gber Nacht bei
4°C und leichtem Schaukeln inkubiert.

Primare Antikorper:
= Caspase: rabbit, polyclonal
= HO-1: rabbit, monoclonal

= Actin/Vinculin: goat, polyclonal (Ladekontrolle)
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Nach Waschen der Membran mit TBST-Puffer konnte der Zweitantikdrper
aufgetragen werden. Daflr wurde der zweite Antikorper mit der Zweitantikorper

Dilution vermischt.

Sekundarer Antikorper:

» HRP-gekoppelter AK: : goat anti-rabbit IgG

Nach einer Inkubationszeit von einer Stunde bei Raumtemperatur und dem

Waschen der Membran konnte die Proteindetektion erfolgen.

2.6.6 Proteindetektion

Um die Proteinbanden sichtbar machen zu kénnen, war ein Katalysator fur die
Enzymreaktion des Zweitantikorpers notwendig. Dieses Substrat war in der
Entwicklerldsung enthalten. Die Membran wurde mit 10 ml dieser Losung fur eine
Minute inkubiert, in Frischhaltefolie gewickelt, so dass keine Luftblasen entstehen
konnten und in der Filmkassette befestigt. Der Film wurde in der Dunkelkammer
fur wenige Sekunden bis mehrere Minuten (je nach gewlnschter Intensitat)
belichtet und anschlielend in der Entwicklermaschine entwickelt.

Jede Membran wurde im Anschluss noch mit der Ladekontrolle Uber Nacht
inkubiert. Eine Zweitantikorper-Inkubation fir die Ladekontrolle war nicht
notwendig, da als Ladekontrolle schon HRP-gekoppeltes Actin verwendet wurde.
Da Actin eine hohere Bindungsaffinitat als die verwendeten Erstantikdrper hatte
konnten die Membranen ein zweites Mal benutzt und nach der Erstantikorper-

Inkubation direkt entwickelt werden.

2.6.7 Auswertung

Das Bildbearbeitungs- und Bildverarbeitungsprogramm Image J wurde zur
Auswertung der entwickelten Filme benutzt. Damit war es moglich die Banden der
Proteine auf den Filmen bezuglich ihrer ,Integrated Density“ auszumessen. Diese
Werte dividierte man dann durch den Mittelwert der beiden Nativtiere. Die
Messwerte dieser Nativtiere wurden im Zuge eines anderen Versuchsvorhabens

mit identischem Versuchsaufbau ermittelt [132].
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2.7 Statistische Auswertung

Sofern nicht anders angegeben, sind alle Ergebnisse als Median, sowie Minimum
und Maximum angegeben.

Zur graphischen Darstellung wurden Box-and-Whiskers-Plots verwendet. Dadurch
kann eine Vielzahl von Daten komprimiert veranschaulicht werden, da sowohl der
Median als Linie in der Box, die 25% und 75% Quartile als Begrenzung der Box
und die 5% sowie 95 % Quartile als Striche auf3erhalb der Box dargestellt werden.
Bei nicht normalverteilten Daten, die durch den Kolmogorov-Smirnov-Test erfasst
wurden, erfolgte die statistische Uberpriifung signifikanter Unterschiede zwischen
den Behandlungsgruppen mittels Kruskall-Wallis one way ANOVA Test mit
nachfolgendem Dunn’s Test.

Das Signifikanzniveau wurde auf p < 0,05 festgelegt. Werte die mit einem +
gekennzeichnet sind zeigen einen signifikanten Unterschied im Vergleich zur
korrespondierenden NonCOPD-Gruppe, die mit einer # gekennzeichneten Werte
zeigen einen signifikanten Unterschied im Vergleich zur korrespondierenden
Raumluftgruppe. Zur Dokumentation der Daten wurde Microsoft Office Excel 2003
benutzt. Die statistische Auswertung sowie die graphische Darstellung erfolgten

mit dem Programm Prism 6.
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3 Ergebnisse

3.1 Physiologische Parameter

3.1.1 Hamodynamik

Bezlglich Herzfrequenz, mittlerem arteriellen Druck und Hamoglobinwerten
zeigten sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den vier Gruppen. Um den
Zieldruck (MAD > 50 mmHg) zu erreichen, war bei wenigen Tieren in allen

Gruppen die Verabreichung von geringen Dosen Noradrenalin notwendig. [131]

Tabelle 2: Hdmodynamische Parameter

Dargestellt sind Herzfrequenz, mittlerer arterieller Druck und Hamoglobinwert der Mause mit und
ohne COPD nach stumpfem Thoraxtrauma und vierstindiger mechanischer Beatmung mit
Raumluft (FiO2 0,21) oder 100 % Oz (FiO2 1,0). Werte sind als Median (Minimum;Maximum)
angegeben. COPD (Chronisch obstruktive Lungenerkrankung), FiO2 (inspiratorischer
Sauerstoffanteil), mmHg (Millimeter Quecksilbersaule), K-W ANOVA (Kruskal-Wallis Test), n.s.
(nicht signifikant), MAP (mittlerer arterieller Druck), Hb (Hadmoglobin).

[131] CC BY 4.0, https://creativecommons.org/licenses/by/4.0

NonCOPD | COPD NonCOPD | COPD ﬁ'_"v‘\’,e"
Fi020,21 |Fi020,21 |Fi021,0 | Fi021,0 | puosy
Herzfrequenz 340 355 395 326 ns
(min-) (290;360) | (311:460) | (330:450) | (290:557) -S-
54 56 57 58
MAP (mmHg) | 5051y | (52.58) | (55:77) | (50:69) n.s.
7.4 7.8 6,0 7.9
* -1 ] ] ) )
Ho(@dl) | 779 | 67100 | (4975 | ®895 | "
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3.1.2 Metabolismus
Zwischen den Behandlungsgruppen gab es keine signifikanten Unterschiede fur

die Stoffwechselparameter Glucose und Lactat. [131]

Tabelle 3: Metabolische Parameter

Aufgefiihrt sind die Glucose- und Lactatwerte der Mause mit und ohne COPD nach stumpfem
Thoraxtrauma und vierstiindiger mechanischer Beatmung mit Raumluft (FiO2 0,21) oder 100 % Oz
(FiO2 1,0). Werte sind als Median (Minimum;Maximum) angegeben. COPD (Chronisch obstruktive
Lungenerkrankung), FiO2 (inspiratorischer Sauerstoffanteil), K-W ANOVA (Kruskal-Wallis Test),
n.s. (nicht signifikant).

[131] CC BY 4.0, https://creativecommons.org/licenses/by/4.0

NonCOPD | COPD NonCOPD | COPD ﬂ'_“’,"ve“
Fi020,21 |Fi020,21 |Fi021,0 Fi021,0 ANOVA
g‘:":r‘:gﬁe 57 45 5.0 5,2 e
:_:ltr:l:?)tl* 1.8 1,1 1.2 0,9 n.s

3.1.3 Beatmung und BGA

Eine Exposition gegenuber Zigarettenrauch zeigte Veranderungen im pulmonalen
Gasautausch. Die Lunge der berauchten Mause zeigte sowohl unter Normoxie als
auch unter Hyperoxie eine hoéhere Compliance im Vergleich zu den nicht
berauchten Tieren. PaO2 und Oxygenierungsindex waren bei den mit Raumluft
beatmeten Tieren mit COPD erniedrigt.

Sowohl zu MZP 1 (Tabelle 4) als auch zu MZP 4 (Tabelle 5) zeigten die
NonCOPD-Tiere

Oxygenierungsindex als die Kontrollgruppe unter Raumluftbeatmung. Hingegen

unter Hyperoxie-Beatmung einen niedrigeren
zeigt sich diesbezlglich in der COPD-Gruppe kein Unterscheid. Insgesamt liefl3
sich im Verlauf der vierstundigen Beatmung eine verbesserte Oxygenierung

beobachten. [131]
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Tabelle 4: Parameter der Lungenmechanik und Blutgasanalyse zu MZP 1 (nach Instrumentierung).

Die Tabelle veranschaulicht ausgewahlte Werte wahrend der vierstindigen mechanischen
Beatmung mit Raumluft (FiO2 0,21) oder 100 % Oz (FiO2 1,0) und der Blutgasanalyse der Mause
mit und ohne COPD nach stumpfem Thoraxtrauma. + im Vergleich zur korrespondierenden
NonCOPD-Gruppe, # im Vergleich zur korrespondierenden Raumluftgruppe. Werte sind als
Median (Minimum;Maximum) angegeben. COPD (Chronisch obstruktive Lungenerkrankung), FiO2
(inspiratorischer Sauerstoffanteil), K-W ANOVA (Kruskal-Wallis Test), n.s. (nicht signifikant), PEEP

(positiver-endexspiratorischer Druck), cmH20 (Zentimeter-Wassersaule), mmHg (Millimeter-
Quecksilbersaule), Pa02 (arterieller Sauerstoffpartialdruck), PaCO2 (arterieller
Kohlendioxidpartialdruck).
Institut flr Anasthesiologische Pathophysiologie und Verfahrensentwicklung, Universitat Ulm 2013
NonCOPD | COPD NonCOPD | COPD '&'_Vv‘\’,e”
FiO2 0,21 FiO2 0,21 FiO21,0 FiO21,0 ANOVA
Atemminute- 810 800 800 800 .
(uL*min") (710;900) | (780:850) | (710;870) | (650:950)
Compliance 85 92 72 90 s
(ML*cmH20"") (60;115) (72;122) (48;97) (73;97) T
3,0 3,0+ 3,0 3,0+
PEEP (emH20) | 3o030) | 3050 | (3030 | @050 | %%
f?:ggf"'erungs 423 315 + 313 # 328 0.027
(mmHa) (371:680) | (266:371) | (270;370) | (139:397)
81 67 + 313 # 328 #
Pa0z (mmHg) (68;143) | (56:78) (270:370) | (139:307) | <0.001
28 33 32 33
PaCOz2(mmHg) | 535y | (27.40) (27:44) (25:45) | S
Arterieller pH 7,30 7,30 7,30 7,20 n.s
(2,30;7,38) | (7,19;7,36) | (7,15;7,33) | (7,18;7,31) T
Arterieller
Basenuber- -10,3 -11,8 -11,4 -11,8 s
schuss (-15:9) | (-16;-6,4) | (-14,8:-10,8) | (-16;-8,4) .
(mmol*L)
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Tabelle 5: Parameter der Lungenmechanik und Blutgasanalyse zu MZP 4 (nach vier Stunden).

Die Tabelle veranschaulicht ausgewahlte Werte der vierstiindigen mechanischen Beatmung mit
Raumluft (FiO2 0,21) oder 100 % O2 (FiO2 1,0) und der Blutgasanalyse der Mause mit und ohne
COPD nach stumpfem Thoraxtrauma. + im Vergleich zur korrespondierenden NonCOPD-Gruppe,

# im Vergleich zur korrespondierenden Raumluftgruppe. Werte sind als Median

(Minimum;Maximum) angegeben. COPD (Chronisch obstruktive Lungenerkrankung), FiO2
(inspiratorischer Sauerstoffanteil), K-W ANOVA (Kruskal-Wallis Test), n.s. (nicht signifikant), PEEP
(positiver-endexspiratorischer Druck), cmH20 (Zentimeter-Wassersaule), mmHg (Millimeter-
Quecksilbersaule), Pa02 (arterieller Sauerstoffpartialdruck), PaCO2 (arterieller
Kohlendioxidpartialdruck).
[131] CC BY 4.0, https://creativecommons.org/licenses/by/4.0
NonCOPD | COPD NonCOPD | COPD a'_“’,"ve”
FiO2 0,21 FiO2 0,21 FiO21,0 FiO21,0 ANOVA
plemminuten- 750 810 800 750 .
(uL*min") (740;900) | (700;920) | (710;880) | (700;840)
Compliance 79 97 + 75 90 + 0028
(uL*cmH20") (70;120) (70;130) (60;90) (50;100) ’
3,0 3,0 3,0 3,0
PEEP (emHz0) | (30330) | (30550 | (30:30) | 3050 | ™
Oxygenlerungs- | 491 368 + 379 # 370 0.007
(mmHg) (381;624) (319;461) (290;414) (101;477)
102 78 + 379 # 370 #
Pa0z (mmHg) (80:131) | (67:97) | (290:414) | (101:477) | <0001
35 32 37 37
PaCOz2 (mmHg) | »9.44) | (2845) | (27:38) | (30:53) | S
Arterieller pH 7,32 7,30 7,32 7,30 n.s
(7,24;7,37) | (7,19;7,36) | (7,27;7,43) | (7,22;7,46) o
Arterieller
Baseniiberschu -7.4 -8,1 -6,8 -7,0 s
ss (-9,5:-6,8) | (-15:4,8) | (-9,9:-5,3) | (-13:-1,7) S
(mmol*L)

3.2 Quantifizierung der DNA-Schadigung mittels Comet Assay

Zwischen den Gruppen zeigten sich keine signifikanten Unterschiede (siehe
Tabelle 6). Bei allen war das Ausmal} der mittels Comet assay erfassten DNA-

Strangbriche gering.
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Tabelle 6: Tailmoment (Comet assay) im Lungengewebe und Vollblut der Maus, Werte sind als
Mittelwerte (Minimum;Maximum) angegeben. COPD (Chronisch obstruktive Lungenerkrankung),
FiOz2 (inspiratorischer Sauerstoffanteil), K-W ANOVA (Kruskal-Wallis Test), n.s. (nicht signifikant).

Institut fir Anasthesiologische Pathophysiologie und Verfahrensentwicklung, Universitat Ulm 2013

NonCOPD | COPD NonCOPD COPD p-Wert
FiO2 0,21 FiO2 0,21 FiO21,0 FiO21,0 K-W
ANOVA
Tailmoment 0,68 0,56 0,50 0,44 n.s.
Lunge (0,30;1,06) | (0,33;0,97) (0,33;0,67) | (0,30;0,63)
Tailmoment 0,39 0,40 0,38 0,40 n.s.
Blut (0,27;0,52) | (0,24;0,70) (0,25;0,45) | (0,25;0,74)
Lunge
1,2 -
T
1,0 -
o 0,8
| I
1]
E
£ %
- 7.
7
Il
alo
0,2 T T I I 1
NonCOPD  COPD Non COPD COPD
FiCz10.21 FiO2021 FiOz21.,0 FiQz1.,0

Abbildung 4: Graphische Darstellung des Tailmoment im Lungengewebe der Maus, visualisiert als
Median, 5, 25, 75 und 95% Quartil der relativen Intensitat (Zunahme der densitometrisch
quantifizierten Intensitat im Vergleich zu Kontrollproben) in den vier Behandlungsgruppen. COPD
(Chronisch obstruktive Lungenerkrankung), FiOz2 (inspiratorischer Sauerstoffanteil).

Institut fir Anasthesiologische Pathophysiologie und Verfahrensentwicklung, Universitat Ulim 2013
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Abbildung 5: Graphische Darstellung des Tailmoment in Vollblut der Maus, visualisiert als Median,

5, 25, 75 und 95% Quartil der relativen Intensitdt (Zunahme der densitometrisch quantifizierten

Intensitat im Vergleich zu Kontrollproben) in den vier Behandlungsgruppen. COPD (Chronisch

obstruktive Lungenerkrankung), FiOz (inspiratorischer Sauerstoffanteil).

Institut flr Anasthesiologische Pathophysiologie und Verfahrensentwicklung, Universitat Uim 2013

3.3 Messung der Expression von Stress- und Apoptoseproteinen im

Lungengewebe

3.3.1 Expression des Transkriptionsfaktors HIF-1a

Es zeigte sich eine signifikante Reduktion des Hypoxie-induzierten Faktors 1a bei

den nicht berauchten Tieren unter Hyperoxie, sowie den berauchten Tieren unter

Normoxie im Vergleich zu den nicht berauchten Mausen unter Normoxie. [131]
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Abbildung 6: Original Westernblot-Banden der Expression des Hypoxie-induzierten Faktors 1a im
Lungengewebe der verschiedenen Behandlungsgruppen mit zwei Banden von Kontrolltieren
(Mause), die weder Zigarettenrauch ausgesetzt wurden, noch der Anasthesie, dem Thoraxtrauma
oder der Instrumentierung und Operation unterzogen wurden. COPD (Chronisch obstruktive
Lungenerkrankung), FiOz (inspiratorischer Sauerstoffanteil), kDA (Kilodalton).

[131] CC BY 4.0, https://creativecommons.org/licenses/by/4.0
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Abbildung 7: Expression des Hypoxie-induzierten Faktors 1a (HIF-1a) im Lungengewebe der
Maus, visualisiert als Median, 5, 25, 75 und 95% Quartil der relativen Intensitdt (Zunahme der
densitometrisch quantifizierten Intensitdt im Vergleich zu Kontrollproben) in den vier
Behandlungsgruppen, + im Vergleich zur korrespondierenden NonCOPD-Gruppe, # im Vergleich
zur korrespondierenden Raumluftgruppe. COPD (Chronisch obstruktive Lungenerkrankung), FiO2
(inspiratorischer Sauerstoffanteil).

[131] CC BY 4.0, https://creativecommons.org/licenses/by/4.0
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3.3.2 Expression des Enzyms HO-1
In der Gruppe der berauchten Tiere unter Hyperoxie stellte sich ein signifikanter

Anstieg der Konzentration an Hamoxygenase-1 dar. [131]

Kontrolle Kontrolle Kontrolle Kontrolle
32kDa==—=—= === . ------...] — | mm———— —| - ......._....._l
45 KD ==
Non-COPD COPD Non-COPD COPD
FiC2-021 Fi0z2-0 21 FiOz2-1.0 FiO2-1.0

Abbildung 8: Original Westernblot-Banden der Expression von Hamoxygenase-1 im
Lungengewebe der verschiedenen Behandlungsgruppen mit zwei Banden von Kontrolltieren
(Mause), die weder Zigarettenrauch ausgesetzt wurden, noch der Anasthesie, dem Thoraxtrauma
oder der Instrumentierung und Operation unterzogen wurden. COPD (Chronisch obstruktive
Lungenerkrankung), FiOz (inspiratorischer Sauerstoffanteil)

[131] CC BY 4.0, https://creativecommons.org/licenses/by/4.0
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Abbildung 9: Expression der Himoxygenase-1 (HO-1) im Lungengewebe der Maus, visualisiert als
Median, 5, 25, 75 und 95% Quartil der relativen Intensitdt (Zunahme der densitometrisch
quantifizierten Intensitat im Vergleich zu Kontrollproben) in den vier Behandlungsgruppen, + im
Vergleich zur korrespondierenden NonCOPD-Gruppe, # im Vergleich zur korrespondierenden
Raumluftgruppe. COPD (Chronisch obstruktive Lungenerkrankung), FiO2 (inspiratorischer
Sauerstoffanteil).

[131] CC BY 4.0, https://creativecommons.org/licenses/by/4.0

3.3.3 Expression des Apoptoseproteins Caspase-3

Die Exposition der Mause gegenlber Zigarettenrauch fiihrte zu einem
signifikanten Anstieg der Caspase-3 unter Raumluft. Wohingegen es unter
maschineller Beatmung mit 100 % O2 zu einer Reduktion der Caspase-3 bei den
berauchten Tieren im Vergleich zur Raumluftgruppe kam. Dies wird durch Abb. 11

nachvollziehbar. [131]
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Abbildung 10: Original Westernblot-Banden der Expression von cleaved Caspase-3 im
Lungengewebe der verschiedenen Behandlungsgruppen mit zwei Banden von Kontrolltieren
(Mause), die weder Zigarettenrauch ausgesetzt wurden, noch der Anasthesie, dem Thoraxtrauma
oder der Instrumentierung und Operation unterzogen wurden. COPD (Chronisch obstruktive
Lungenerkrankung), FiOz (inspiratorischer Sauerstoffanteil), kDA (Kilodalton).

[131] CC BY 4.0, https://creativecommons.org/licenses/by/4.0
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Abbildung 11: Expression von cleaved Caspase-3 im Lungengewebe der Maus, visualisiert als
Median, 5, 25, 75 und 95% Quartil der relativen Intensitdt (Zunahme der densitometrisch
quantifizierten Intensitat im Vergleich zu Kontrollproben) in den vier Behandlungsgruppen, + im
Vergleich zur korrespondierenden NonCOPD-Gruppe, # im Vergleich zur korrespondierenden
Raumluftgruppe. COPD (Chronisch obstruktive Lungenerkrankung), FiO2 (inspiratorischer
Sauerstoffanteil).

[131] CC BY 4.0, https://creativecommons.org/licenses/by/4.0
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4 Diskussion

Ziel dieser Arbeit war es zu untersuchen, ob eine kurze hyperoxische Phase
Effekte auf die Entziindungsantwort und den Gasaustausch der Lunge bei Tieren
nach Thoraxtrauma mit vorausgegangener Zigarettenrauchexposition hat. Anhand
der gewonnen Ergebnisse konnte diese Hypothese in Teilen bestatigt werden,

was im Folgenden erortert werden soll.

4.1 Zigarettenrauch-vermittelte Effekte nach Thoraxtrauma

4.1.1 Die Entstehung der COPD

Die Ergebnisse dieser Studie zeigen, dass das flr die vorliegende Arbeit
verwendete Modell zur Berauchung von Mausen zu Veranderungen der Lunge
fuhrte, wie sie auch bei der COPD des Menschen zu finden sind [30,89,90,102].
Anhand eines erniedrigten  Horowitz-Indexes und des erniedrigten
Sauerstoffpartialdruckes konnte eine signifikante Abnahme des Gasaustausches
in der Lunge der berauchten Tiere festgestellt werden. Bei den
zigarettenrauchexponierten Mausen zeigte sich eine erhdhte Compliance, d.h.
Veranderungen der Lungenmechanik [131].

Die genutzte Methode wurde mehrfach erprobt und zeigte aullerdem eine
inflammatorische Antwort. Auch diese ist bei der Entstehung der COPD zu
beobachten [64]. So wurden in der bronchoalveolaren Lavage (BAL) signifikant
erhohte Zellzahlen an Neutrophilen gefunden, au3erdem konnte man histologisch
perivaskular eine diffuse Inflammationsreaktion und Veranderungen der
Becherzellen nachweisen [140]. Auch andere  Tiermodelle der
Zigarettenrauchexposition zeigten eine Erhdhung der Anzahl an Neutrophilen und
Makrophagen [40,44,76], sowie eine vermehrte Expression von
proinflammatorischen Zytokinen wie TNF-a, MCP-1 und IL-1 [40,141]. Weiter fand
man eine gesteigerte Konzentration des Apoptoseenzyms Caspase-3 [40,91] und
Marker flr vermehrten nitrosativen und oxidativen Stress [18,44]. Letztlich konnte
eine  Studie an Ratten  zeigen, dass die Kombination  aus
Zigarettenrauchexposition und mechanischer Ventilation zu einer gesteigerten
Menge an DNA-Fragmenten fuhrte [49]. Die in dieser Studie verwendeten Marker
zur Quantifizierung der Auswirkungen des Zigarettenrauchs decken sich mit den
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oben beschriebenen Erkenntnissen. So zeigte sich ein signifikanter Anstieg der
aktivierten Caspase-3 in der Gruppe der berauchten Mause. Auch ein Indikator fur
den oxidtaiven Stress, das Enzym HO-1, zeigte einen deutlichen
Konzentrationsanstieg bei den Mausen, die Zigarettenrauch ausgesetzt wurden.
Histologische Untersuchungen des Lungengewebes am selben Modell zeigten
zudem einen signifikanten Anstieg des proinflammatorischen Zytokins IL-18, des
Transkriptionsfaktors NF-kB, sowie von Nitrotyrosin, ein Marker fur nitrosativen
Stress [131]. Des Weiteren konnten hier auch mikroskopische Veranderungen des
Lungengerists wie Emphysem und alveoladres Odem festgestellt werden, wie sie

auch bei an COPD erkrankten Patienten gefunden werden [64].

4.1.2 Effekte auf die Lungenmechanik und den Gasaustausch

Ultima Ratio der Behandlung einer schweren COPD mit chronischer Hypoxie ist
die kontrollierte Sauerstoff-Langzeittherapie. Durch die Obstruktion kommt es zu
Gasaustauschstorungen [48], wie dem Abfall des Sauerstoffpartialdruckes [14,93].
Dies deckt sich mit den beschriebenen Beobachtungen. Tiere mit COPD unter
Beatmung mit Raumluft zeigten einen signifikanten Abfall des PaO2 im Vergleich
zu denen ohne COPD. Daraus folgt auch ein Abfall des Oxygenierungsindexes
(PaO2/FiO2) [131]. Bei gleichbleibender inspiratorischer Sauerstofffraktion und
sinkendem Sauerstoffpartialdruck ergibt sich allein mathematisch eine
Erniedrigung des Indexes.

Das Lungenemphysem entsteht durch die Zerstorung der elastischen Architektur
der Lunge. Sowohl die elastischen Fasern der Alveolen als auch der grof3en und
kleinen Bronchien sind im Vergleich zu denen in gesunden Lungen vermindert,
fragmentiert, gerissen und perforiert, wie mehrere Studien an menschlichen und
tierischen emphysematdsen Lungen zeigten [13,36,106]. Die elastischen Fasern
sind jedoch essentiell fur die regelrechte Funktion der Lungenmechanik. Bei
Inspiration tragen sie dazu bei eine Zugspannung aufzubauen, die bei Exspiration
in Retraktionskrafte umgewandelt wird [104]. Bei Verlust der elastischen
Eigenschaften der Lunge kommt dieser Mechanismus aus dem Gleichgewicht, die
Lunge wird Uberdehnt, was mit dem Anstieg der Compliance (Lungendehnbarkeit)
gemessen werden kann. Dies lasst schlussfolgern, dass bei COPD eine Erhéhung
der Compliance festzustellen sein musste, da die Lunge bei obstruktiven

Lungenerkrankungen emphysematds ist [64]. Die hier vorliegenden Ergebnisse
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zeigen eine signifikante Steigerung der Compliance bei den Mausen nach
Zigarettenrauchexposition im Vergleich zu denen ohne, was sich mit Ergebnissen
einer Studie von Seimetz et al. deckt [131,106]. Dies ist ein weiterer Hinweis dafur,
dass das verwendete Modell mit Zigarettenrauchexposition zur Entwicklung einer
COPD gefuhrt hat.

4.1.3 Hypoxie-induzierter Faktor 1a

Die Zigarettenrauchexposition verursachte eine signifikante Reduktion von HIF-1a
in der Gruppe der mit Raumluft beatmeten Tiere im Vergleich zu den mit Raumluft
beatmeten, nicht vorbehandelten Tieren. Auch zeigte sich eine geringere
Expression von HIF-1a in der Hyperoxie-Gruppe ohne Zigarettenrauchexposition
im Vergleich zu der Raumluft-Gruppe ohne Zigarettenrauchexposition. [131]
Letzteres deckt sich mit dem biochemischen Verhalten des Transkriptionsfaktors:
Wie der Name schon sagt, ist die Konzentration von HIF-1a in der Zelle abhangig
vom Sauerstoffgehalt. Es steigt die Konzentration unter hypoxischen Bedingungen
und fallt unter normoxischen Bedingungen [32,73,108,143].

Doch was ist mit den Beobachtungen von HIF-1a bei den Tieren die
Zigarettenrauch ausgesetzt wurden? Unser Ergebnis deckt sich mit dem einer
Studie an humanem Lungengewebe von Patienten mit COPD. Auch hier zeigte
sich eine Verminderung der HIF-1a-Proteinexpression [142]. Dies steht allerdings
im Kontrast zu Daten aus sowohl tierexperimentellen Untersuchungen [58], als
auch zu anderen Studien von Patienten mit COPD [68]. Diese zeigen namlich eine
Steigerung der HIF-1a-Proteinexpression. Wie lasst sich dieser Widerspruch
erklaren? In einer Studie von Jiang et al. konnte gezeigt werden, dass die
Expression von HIF-1a nicht nur vom vorherrschenden Sauerstoffpartialdruck im
Gewebe abhangt, sondern zusatzlich von anderen Faktoren, wie reaktiven
Sauerstoffspezies, TNF-a und NF-kB [58]. Des Weiteren scheint Stickstoffmonoxid
(NO) in diesem Zusammenhang eine Rolle zu spielen. Sowohl das Thoraxtrauma
per se, als auch Zigarettenrauch flihren zu nitrosativem Stress [83,131,132]. Dabei
kommt es zu einem vermehrten Anfall von Nitrotyrosin und induzierbarer NO-
Synthase (iNOS), was wiederrum zu einer Uberproduktion von NO fiihrt und damit
durch die Bildung von Radikalen zu einer Schadigung der Zellen [132]. Unter
Normoxie fiihrt der Uberschuss an NO durch die Hemmung der Prolylhydroxylase

zu einem verminderten Abbau von HIF-1a [81]. Im Gegensatz dazu fuhrt die
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Akkumulation von NO unter hypoxischen Bedingungen zu einer reduzierten
Aktivitat von HIF-1a und dessen Destabilisierung [52,117]. In der vorliegenden
Arbeit zeigt sich eine signifikante Reduktion der Aktivitat von HIF-1a bei den mit
Zigarettenrauch exponierten Mausen nach Thoraxtrauma unter
Raumluftbeatmung. Diese sind mit einem Oxygenierungsindex von 368 mmHg per
Definition zwar nicht hypoxisch, doch haben sie einen im Vergleich zu den Tieren
ohne Zigarettenrauchexposition signifikant niedrigeren Oxygenierungindex, sowie
Sauerstoffpartialdruck. Somit passen die Ergebnisse zu den in der Literatur
beschriebenen Zusammenhangen zwischen Hypoxie, NO und HIF-1a. Dabei
bleibt jedoch zu beachten, dass die vorliegende Arbeit die Einzige ist, welche die
Untersuchungen an Gewebe von Tieren durchgefihrt hat, die zuvor einem
stumpfen Thoraxtrauma ausgesetzt wurden. Somit liegt eine zusatzliche Variable

vor, welche die Entziindungsreaktion in der Lunge beeinflusst.

4.2 Hyperoxie vermittelte Effekte nach Thoraxtrauma

4.21 Effekte auf die Lungenmechanik und den Gasaustausch

Die Beatmung mit 100 % O:2 hatte keinen Einfluss auf die Lungenmechanik, was
sich mit den gewonnen Erkenntnissen aus der Literaturrecherche deckt. Sowohl
eine Untersuchung an Patienten mit COPD, als auch ein Tiermodell zeigten, dass
eine kurzfristige Beatmung mit 100 % Sauerstoff keine signifikanten Auswirkungen
auf die Lungenfunktion hatte [9,101]. Allerdings zeigten sich Veranderungen auf
der  Ebene des Gasaustausches: Bei unseren Tieren ohne
Zigarettenrauchexposition kam es zu einem signifikanten Abfall des Horowitz-
Indexes im Vergleich zur Raumluftgruppe ohne Zigarettenrauchexposition. [131]
Grund hierfir konnte eine Erhéhung des intrapulmonalen Rechts-Links-Shunts
sein, die der Beatmung mit einem FiO2 von 1,0 folgt [101,120]. Das gesteigerte
Shuntvolumen bei Hyperoxie resultiert zum einen aus der Entstehung von
Resorptionsatelektasen durch Alveolarkollaps [100] und zum anderen entsteht
durch Minderbellftung der Alveolen eine alveolare Hypoxie, die reflektorisch zur
Vasokonstriktion der Arteriolen fuhrt [120]. Durch diesen sogenannten Euler-
Liljestrand-Mechanismus, kommt es zur verminderten Perfusion der betroffenen

Alveolen [53]. Das heifl3t trotz FiO2 von 1,0 kommt es durch die beschriebenen
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Effekte zur lokalen Hypoxie und damit zu einem erniedrigten Oxygenierungsindex
im Vergleich zu den Tieren mit FiO2 von 0,21.

Es lasst sich also anmerken, dass der erniedrigte PaO2/FiO2-Index durch
Inhomogenitaten des Ventilations/Perfusions-Verhaltnisse entsteht und nicht, wie
oft postuliert [121], durch direkte Sauerstofftoxizitat. So gibt es in der vorliegenden
Arbeit keine Hinweise darauf, dass die Hyperoxie zu einer Verschlimmerung der
pulmonalen Inflammation nach Thoraxtrauma gefuhrt hat. In Studien an anderen
Tiermodellen mit  Hyperoxiebeatmung, bei denen eine gesteigerte
Inflammationsantwort in der Lunge im Sinne von alveolarem Odem, vermehrter
Leukozyteninfiltration oder Anstieg von Zytokinen und Chemokinen zu
verzeichnen war, wurden deutlich héhere Tidalvolumina (20 — 25 ml * kg -1)
verwendet  [95,114,131]. Wahrend einer  kurzfristigen  hyperoxischen
mechanischen Beatmung von Mausen mit Tidalvolumina ahnlich derer in unserer
Studie (10 ml * kg -1) kam es weder zu negativen Veranderungen der

Lungenmechanik noch zu einem Anstieg von proinflammatorischen Markern [17].

4.2.2 DNA-Schaden durch oxidativen Stress — Comet Assay

Die Einzelzell - Gelelektrophorese, der sogenannte Comet Assay, ist eine weit
verbreitete und vor allen Dingen verlassliche Methode zur Beurteilung von DNA
Schaden in biologischen Proben. Die wichtigsten Vorzige dieses Verfahrens sind
die Detektion der DNA Schaden auf der Ebene einzelner Zellen, die Notwendigkeit
einer nur geringen Zahl an Zellen pro Probe, die hohe Sensitivitat bei der
Ermittlung der DNA Schaden und die Anwendbarkeit auf jede eukaryotische Zelle
in vitro und in vivo. AulRerdem spielen 6konomische Faktoren, wie zum Beispiel
geringe Materialkosten, eine Rolle [37,88]. Jedoch gibt es auch einige Faktoren
die das Ergebnis beeinflussen konnen. So sind die Dichte und Konzentration der
verwendeten Agarose, die Zeit der Alkalidenaturierung, die angelegte Spannung
und Dauer der Elektrophorese, sowie die Methode zur Ausmessung der
"Kometen’ von Bedeutung [8,33]

Im untersuchten Material ergaben sich keine signifikanten Unterschiede zwischen
den Gruppen. Es lasst sich jedoch eine Tendenz erkennen. Der Tailmoment der
mit 100 % Sauerstoff beatmeten Mause ist im Vergleich zu den mit Raumluft
beatmeten Mausen jeweils kleiner, hat also zu weniger DNA-Strangbrichen
gefuhrt.
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Warum erreichen die Ergebnisse jedoch keine Signifikanz?

Um die Gesamtheit der Schaden einer Zellpopulation erfassen zu kénnen sei es
notwendig in etwa 100 Kometen auszumessen [8]. In dieser Studie wurden 50
Zellen pro Objekttrager und pro Gewebe und Versuchsgruppe insgesamt zwei
Objekttrager ausgewertet. Sodass letztlich, wie von Azqueta et al. empfohlen, 100
Kometen unter dem Mikroskop vermessen wurden. Eine Fehlerquelle konnte in
der Image-Analyse per se liegen, da diese wesentlich das Outcome von Studien
beeinflusse. Da es bisher aber noch keine Referenzstandards gibt ist die
Vergleichbarkeit erschwert [37]. Aulerdem als Fehlerquelle auszuschlieen sind
die hier verwendeten Substrate fur den Comet Assay: Lungengewebe und
Vollblut. Diese wurden schon mehrfach in anderen Arbeiten erfolgreich verwendet
[19,65,66]. Es wurde sogar gezeigt, dass die in dieser Studie verwendete Menge
(5 ul) an Vollblut fir die Detektion von DNA-Strangbrtichen optimal ist [4].
Oxidativer Stress verursacht vor allem Schaden an der mitochondrialen DNA [26].
Die Detektion von durch oxidativen Stress verursachten Schaden kann mithilfe
Lasions-spezifischer Enzyme mittels Comet Assay gewahrleistet werden. So
zeigten Collins et al. an einem Versuchsaufbau, bei dem Zellen mit einer
Endonuklease beimpft wurden, dass im Beisein des ROS H20:2 der
Kometenschweif mehr geschadigte DNA enthielt als ohne H202 [23].
Mitochondriale DNA jedoch, habe die Tendenz sich im umgebenden Agarose-Gel
aufgrund der geringen Groélke schnell zu verteilen und letztendlich keine
Verbindung mehr zur DNA des Kometen zu haben [110]. Dies flhrt dazu, dass die
mtDNA der Image-Analyse entgeht.

Letztlich lasst sich nur mutmalien, dass es in diesem Modell zu wenige DNA-
Strangbriche in einem vielleicht zu kurzen Beobachtungszeitraum gab, als dass

der Comet Assay die richtige Methode war um dies zu quantifizieren.

4.2.3 HOA1

Die Hamoxygenase-1 ist ein Enzym das den Abbau von freiem Ham zu
zweiwertigem Eisen, CO und Biliverdin katabolisiert [43,98,122,130]. Da freies
Ham durch die Bildung von Radikalen zur Entzindungsreaktion fihren kann [31],
tragt also das Enzym zur Zytoprotektion in Stresssituationen der Zelle bei. Neben
den antioxidativen [34,94], werden HO-1 auch antiinflammatorische [111,139] und

antiapoptotische [124] Eigenschaften zugeschrieben. So konnte zum Beispiel in
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einem Mausmodell gezeigt werden, dass die HO-1-Expression nach
Thoraxtrauma hochreguliert wird [132]. Auch eine prolongierte (72 Stunden)
hyperoxische Beatmung von Mausen flhrte zu einer Erhohung der
zytoplasmatischen Level von HO-1 [86]. Untersuchungen an humanem Gewebe
unterstutzen diese Erkenntnisse. In der Flussigkeit der bronchoalveolaren Lavage
von Patienten mit ARDS hat man eine gesteigerte Konzentration an HO-1 Protein
gefunden [85]. Besonders interessant ist auch der Zusammenhang zwischen HO-
1 und Zigarettenrauchexposition. An menschlichen Lungenepithelzellen konnte
gezeigt werden, dass Zigarettenrauch zu einem signifikanten Anstieg der HO-1-
Genexpression in diesen Zellen flhrt [38,116].

In der Versuchsgruppe der berauchten Tiere unter Hyperoxie zeigte sich ein
signifikanter Anstieg der HO-1-Aktivitat im Vergleich zu den berauchten Mausen
unter Normoxie und den nicht-berauchten Mausen unter Hyperoxie [131]. Dieses
Ergebnis ist hinweisend darauf, dass die Beatmung mit 100 % Sauerstoff einen
dampfenden Effekt auf die Inflammationsreaktion bei COPD hat. Au3erdem kann
man daraus ableiten, dass die kurzfristige Beatmung mit 100 % Sauerstoff keinen
toxischen Effekt auf die Lunge hat, da keine gesteigerte Expression von HO-1 in
der Hyperoxie Gruppe der nicht-berauchten Tiere zu verzeichnen war.

Das biochemische Verhalten von HO-1 konnte in der Zukunft der therapeutischen
Ansatze der COPD wichtig werden. Bei der Pathogenese der COPD spielen
genetische Polymorpohismen des HO-1 Gens und damit unterschiedliche
Auspragungen der Expression des Enzyms eine Rolle [29]. So konnte eine Studie
von Maestrelli et al. zeigen, dass Patienten mit schwerer COPD im Vergleich zu
Rauchern mit normaler Lungenfunktion eine geringere Expression von HO-1 in

Alveolarmakrophagen haben [74].

4.2.4 Apoptose im Lungengewebe

Neben der Inflammationsantwort kommt es durch das stumpfe Thoraxtrauma auch
zur gesteigerten Apoptose von Alveolarzellen in der Lunge. Dies konnte sowohl
bei Patienten mit ARDS [2,77], als auch am Tiermodell mit induziertem
Thoraxtrauma mehrfach gezeigt werden [71,107,132]. Die Apoptose, der
sogenannte programmierte Zelltod, ist ein Mechanismus zur regulierten
Beseitigung von Zellen. Dabei spielen zwei unterschiedliche Pfade eine Rolle: der

extrinsische und der intrinsische Pfad [72]. In unterschiedlichen Tiermodellen
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wurde gezeigt, dass fur die Alveolarzell-Apoptose beim ARDS oder dem
hyperoxischen Lungenschaden vor allem der Signalweg Uber den Fas-Rezeptor,
also der extrinsische Weg, entscheidend ist [28,78,134]. Dies konnte wiederum bei
Patienten mit ARDS bestatigt werden [2,77]. Der sogenannte Fas-Ligand (FasL)
bindet an den Fas-Rezeptor, ein Protein, das zur Familie der TNF-Rezeptoren
gehort und initiiert so eine Signalkaskade. Bei Bindung von FasL wird zunachst die
Initiatorcaspase Caspase-8 aktiv, die dann wiederum eine Effektorcaspase, zum
Beispiel Caspase-3, aktiviert. Caspasen wirken proteolytisch und fihren am Ende
des Signalwegs zum Angriff auf die DNA der Zelle, die der Apoptose zugefihrt
werden soll. [72].

Die Beatmung mit 100 % O2 wurde in verschiedenen Tiermodellen fur die
Verursachung einer Lungenschadigung durch Apoptose verantwortlich gemacht.
In diesen Studien handelte es sich um Untersuchungen an Zelllinien mit
prolongierter Hyperoxie bis zu 72 h [80,135]. Im Gegensatz dazu konnten Barth et
al. zeigen, dass die kurzfristige Hyperoxie (24h) am porcinen Modell die Apoptose
in der Lunge reduzierte [9]. So kdnnte diese Diskrepanz an der unterschiedlichen
Dauer der Hyperoxie liegen. Aulerdem scheint, wie schon in Kapitel 4.2.1.
ausgefihrt, die Betrachtung der Beatmungsmodalitaten bei der Klarung der
kontroversen Ergebnisse zu helfen. So Iasst sich vermuten, dass eine Hyperoxie-
Beatmung mit hohen Tidalvolumina, so wie sie zu einer gesteigerten
Inflammationsantwort fuhrt [95,114], auch die vermehrte Apoptose von
Alveolarzellen nach sich zieht. Wahrend bei niedrigen Tidalvolumina zwischen
Gruppen mit FiO2 0.21, 0.3, 0.6, und 1.0 keine Unterschiede der Konzentration an
inflammatorischen Zellen und Zytokinen gezeigt werden konnte [17]. In der
Gruppe der NonCOPD-Mause, die mit 100 % O2 beatmet wurden, zeigte sich kein
signifikanter Anstieg der Caspase-3 verglichen mit der NonCOPD-Gruppe, die mit
Raumluft beatmet wurde [131]. Dies spricht wieder dafur, dass die kurzfristige
hyperoxische Beatmung, sofern mit niedrigen Tidalvolumina beatmet wird,
zumindest nicht schadlich ist.

Welchen Einfluss hat nun die Zigarettenrauchexposition auf die Apoptose?
Untersuchungen an humanen Alveolarepithelzellen und Lungenfibroblasten
zeigten eine gesteigerte Apoptose dieser Zellen in Abhangigkeit der
Zigarettenrauchexposition [91,116]. Bei der Inflammationsreaktion der Lunge auf

Zigarettenrauch kommt es unter anderem zur massiven Einwanderung von
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neutrophilen Granulozyten [44,140], diese wiederum induzieren die Apoptose von
Alveolarzellen Uber den Fas/FasL-Signalweg [109]. In der vorliegenden Studie
wurde die Expression der Effektorcaspase-3 als Marker fur den programmierten
Zelltod mittels Western Blot ermittelt. Die Zigarettenrauchexposition fuhrte unter
der Beatmung mit Raumluft im Vergleich zur NonCOPD-Gruppe zu einem
signifikanten Anstieg der Caspase-3. In der Gruppe der Tiere, die zwar mit
Zigarettenrauch exponiert wurden, aber auch mit 100 % Oz beatmet wurden zeigte
sich im Vergleich zur COPD-Gruppe unter Raumluft eine signifikant niedrigere
Expression der Caspase-3. [131] Es lasst sich also die 2. Hypothese bestatigen:
eine hyperoxische Beatmung vermag negative Effekte der
Zigarettenrauchexposition zu dampfen. Sollte dieses Ergebnis in weiteren Studien
an Patienten reproduziert werden konnen, konnte das die Therapie, bezuglich
Beatmungsparametern von Traumapatienten mit ARDS und dem gleichzeitig
bestehenden Risikofaktor COPD, beeinflussen. Denn nach Albertine et al. geht die
vermehrte Apoptose von Alveolarepithelzellen bei Patienten mit ARDS mit einem
schlechteren klinischen Outcome einher [2]. Es wurde sogar gezeigt, dass die
Hohe der Konzentration von Fas und FasL mit der Mortalitdt durch ARDS
assoziiert ist [2,77].

4.3 Limitationen der Studie

In dieser Arbeit wurde ein seit Jahren erprobtes Thoraxtraumamodell verwendet
[45,62,92,133]. Der jedoch kurze Beobachtungszeitraum mit einer Beatmung von
4 h lasst keine Aussagen uUber Langzeiteffekte auf die Lunge zu. In der Literatur
finden sich nur zwei Studien mit einer Ventilationsdauer bei Mausen von bis zu
acht Stunden [50,103]. Die meisten hingegen berichten von einer
Beatmungsdauer von vier bis sechs Stunden [99,133].

Des Weiteren ist zu bemerken, dass die Tiere nach Thoraxtrauma per Definition
kein ARDS entwickelt haben, da definitionsgemall der Horowitz-Index flr ein
mildes ARDS unter 300 mmHg liegen muss. Das kdnnte in der hier angewandten,
sehr schonenden druckkontrollierten lungenprotektiven Beatmung begrindet sein,
die zusatzlich Blahmandver zur Rekrutierung entstandener Atelektasen umfasste.
Dadurch haben wir beatmungsassoziierte Lungenschaden vermieden, um allein

die Effekte der durch das Thoraxtrauma entstandenen Lungenkontusion
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untersuchen zu kénnen. In den wenigen Studien, die in der Literatur zu finden
sind, bei denen bei mechanisch beatmeten Mausen der Horowitz-Index die
Definition eines ARDS =zulasst (OI<300), wurde das ARDS entweder durch
Endotoxin-Injektion verursacht [84] oder es wurden schadliche Tidalvolumina (12-
35 mL/kg) angewandt [1].

Zuletzt ist zu bemerken, dass bisher in der Literatur keine Studien zu finden sind,
die die Kombination aus Thoraxtrauma mit hyperoxischer Beatmung an mit COPD
vorgeschadigten Lungen untersuchen. Das erschwert die Vergleichbarkeit unserer
Ergebnisse. Umso interessanter und wichtiger wird es vergleichbare Studien
anzuschliel’en, um die therapeutischen Optionen der Hyperoxie unter erschwerten

pulmonalen Voraussetzungen zu definieren.

4.4 Schlussfolgerung und Ausblick

In der vorliegenden Arbeit wurde erstmals der Einfluss einer Co-Morbiditat auf die
Lungenfunktion und Entziindungsreaktion, in einem reproduzierbaren Tiermodell
untersucht und zusatzlich die Effekte einer Beatmung mit 100 % Sauerstoff
beleuchtet. Um einen Beitrag zur Klarung der Diskussion um die Vor- und
Nachteile der hyperoxischen Beatmung zu leisten, sollte folgende Hypothese
bestatigt werden: Eine Beatmung mit 100 % Oz vermag die Inflammationsreaktion
und die negativen Effekte auf Lungenmechanik und Gasaustausch bei Tieren mit
chronisch obstruktiver Lungenerkrankung nach einem stumpfen Thoraxtrauma zu
mildern. Mit den vorliegenden Ergebnissen liel3 sich diese Hypothese in Teilen
bestatigen. Um jedoch eine eindeutigere Aussage treffen zu kénnen und die
Ergebnisse somit auf die Behandlung von Patienten umsetzen zu kdnnen, was
das Ziel jeder wissenschaftlichen Arbeit sein sollte, bedarf es weiteren
Untersuchungen. Denn es hat sich gezeigt, dass mit diesem Modell zwar die
Voraussetzungen, namlich Lungenkontusion nach Thoraxtrauma und eine COPD,
reproduziert werden konnten, jedoch weiterfihrende und zusatzliche
Untersuchungsmethoden zur Evaluierung der Wirksamkeit der Hyperoxie

notwendig sind.
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5 Zusammenfassung

Das stumpfe Thoraxtrauma stellt ein haufiges Verletzungsmuster bei
polytraumatisierten Patienten dar. Viele dieser Patienten leiden, neben den akuten
Folgen, zusatzlich auch an einer Reihe von Grunderkrankungen. Eine der
Haufigsten, die Lunge betreffende Erkrankung, ist die COPD (Chronic obstructive
pulmonary disease). Solch eine vorbestehende Alteration der Lunge, wie sie durch
eine chronische Zigarettenrauchexposition entstehen kann, ist mit einem hoéheren
Risiko verbunden, ein ARDS (Acute respiratory distress syndrome) nach
Thoraxtrauma zu entwickeln. Eine kurzzeitige Beatmung mit 100 % Sauerstoff
fuhrte in verschiedenen Tierexperimenten zu einer abgeschwachten pulmonalen
Inflammationsantwort. Auf der anderen Seite kann eine Hyperoxie aber auch zu
oxidativem Stress mit potentiell schadlichen Effekten wie z.B. einem erhdhten
Zelltod oder DNA-Schaden fuhren.

Ziel dieser Studie war es daher, Effekte einer vorbestehenden
Zigarettenrauchexposition auf die posttraumatische Inflammationsreaktion der
Lunge nach stumpfem Thoraxtrauma zu evaluieren. Ferner sollten die
zusatzlichen Effekte einer Beatmung mit 100 % Sauerstoff im Vergleich zu einer
Beatmung mit Raumluft (21 % Sauerstoff) analysiert werden.

Insgesamt wurde 32 Mausen, nach standardisiertem Schema, ein stumpfes
Thoraxtrauma zugefligt. Die Halfte der Tiere wurde zuvor einer 3 — 4 wochigen
Zigarettenrauchexposition in einem dafur spezialisierten Labor unterzogen. Das
Thoraxtrauma wurde bei den Versuchstieren unter Analgosedierung in
Spontanatmung durchgefihrt. Direkt nach Thoraxtrauma wurden alle Tiere
umgehend tracheotomiert und lungen-protektiv beatmet (entweder mit 100 % oder
mit 21% Sauerstoff). Alle Tiere erhielten, analog intensivmedizinisch behandelter
Patienten, zudem einen zentralen Venenkatheter, eine arteriellen Katheter, einen
Blasenkatheter sowie eine Temperatursonde. Neben dem Kkontinuierlichen
hdmodynamischen Monitoring und der Uberwachung der Beatmungparameter
wurden regelmafig Compliancemessungen sowie Blutgasanalysen durchgefihrt.
Nach einer Beatmungsdauer von vier Stunden erfolgte die Organentnahme flr die
Gewebsuntersuchung. Aus Lungengewebe und Blutproben wurde eine Einzelzell -

Gelelektrophorese (Comet Assay) zur Bestimmung der DNA-Schaden
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durchgefuhrt. Ferner wurden aus dem Lungengewebe mittels Westernblot die
Aktivitat von HIF-1a (Hypoxie-induzierte Faktor 1 a), HO-1 (Hdmoxygenase-1) und
Caspase 3 bestimmt.

Es zeigte sich ein erniedrigter Sauerstoffpartialdruck, sowie Oxygenierungsindex
bei den zigarettenrauchexponierten Tieren. Die Compliance der berauchten
Mause war sowohl unter Normoxie als auch unter Hyperoxie im Vergleich zu den
nicht berauchten Tieren erhdht. Unter Hyperoxie zeigte sich ferner ein Anstieg des
zytoprotektiven Enzyms Hamoxygenase-1 bei den zigarettenrauchexponierten
Tieren. Die HIF-1a Expression war in den beiden hyperoxischen Gruppe
verglichen mit der normoxischen, nicht-exponierten Gruppe reduziert. Die
aktivierte Caspase-3 war in der rauchexponierten normoxischen Gruppe
signifikant erhoht. Im Comet Assay zeigten sich keinerlei Unterschiede zwischen
den Gruppen.

Nach stumpfem Thoraxtrauma fihrt eine vorausgegangene chronische
Zigarettenrauchexposition zu einer Beeintrachtigung der Oxygenierung, was auf
verdickte Alveolarmembranen als Folge einer erhdhten Anfalligkeit des
Lungengewebes flr Apoptose und Inflammation zuriickgefihrt werden koénnte. Die
Compliance ist bei den rauchexponierten Tieren sowohl unter Normoxie als auch
unter Hyperoxie verbessert. Dies kdnnte auf eine COPD - typische Uberbléhung
der Lunge hindeuten.

Eine kurzzeitige Beatmung mit 100 % Sauerstoff war nicht mit schadlichen
Effekten auf die Lungenmechanik, den Gasaustausch oder die lokale
Inflammationsantwort vergesellschaftet. Allerdings konnte auch kein bedeutender
Vorteil einer Hyperoxie nachgewiesen werden.

Bei den zigarettenrauchexponierten Tieren reduzierte die Hyperoxie die Apoptose
im Lungengewebe eventuell als Folge einer Hochregulation der anti-
inflammatorischen und anti-apoptotischen Hamoxygenase-1.
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