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1 Einleitung

Traumata sind die Haupttodesursache bei unter-45-jahrigen in Deutschland [128].
Das Polytrauma weist als besonders schwere Auspragung am haufigsten die
Verletzungskomponenten Schadelhirntrauma und Thoraxtrauma auf und geht oft

mit Hamorrhagien einher [151].

1.1 Stumpfes Thoraxtrauma

Das stumpfe Thoraxtrauma entsteht durch mechanische Krafteinwirkung von
aullen. Es kommt dabei zu einer Verletzung des Brustkorbs, seiner Organe und

angrenzender Strukturen.

Das isolierte stumpfe Thoraxtrauma kann in der Regel wenig invasiv behandelt
werden und geht mit einer geringen Letalitat einher (0-5% der jungen, 10-20% der
alteren Patienten [55,108,129]. Haufiger tritt es jedoch im Rahmen eines
Polytraumas auf [105], in dem seine Bedrohlichkeit einen hohen Stellenwert
einnimmt. So wiesen polytraumatisierte Patienten mit Thoraxtrauma in einer
prospektiven Fallstudie von Waydhas et al. eine deutlich hohere Morbiditat und
Letalitéat auf im Vergleich zu Patienten ohne Thoraxtrauma mit gleichem Injury
Severity Score und vergleichbaren Begleitverletzungen [150]. Zusammengefasst
sind etwa 20-25% der traumaassoziierten Todesfalle auf Thoraxverletzungen
zuriickzufiihren [46,61,118].

Ein Thoraxtrauma kann Mediastinalverletzungen und Lungenkontusionen zur
Folge haben. Eine Atelektasenbildung durch Mikrohamorrhagien oder
Gewebeverdichtung durch die lokale Entzindungsantwort fihrt haufig zu einer

akuten Verschlechterung der Lungenfunktion [114].

Wenn die Phase der akuten Lebensbedrohung durch Gewebeschadigung und
Blutverlust Uberwunden ist, drohen nach 48 Stunden Komplikationen wie das
akute Atemnotsyndrom (acute respiratory distress syndrome, ARDS) oder
Infektion und Sepsis, die Uber Lungen- oder Multiorganversagen zum Tod fihren
konnen [95,129]. Neben der physischen Lungenschadigung fuhrt eine
traumavermittelte Abnahme des alveolaren Sauerstoffpartialdrucks  mit

resultierender Hypoxamie und Gewebshypoxie zu einer sowohl lokal als auch
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systemisch Uberschieenden Entzindungsreaktion [33]. Diese verursacht
ubiquitéare Organschadigungen und geht mit vermehrtem oxidativen Stress,
Apoptose und Gefallpermeabilitatsstéorungen einher [52,69]. Ein mdglicher
Schlussel zur Erhaltung der Organfunktion in vergleichbaren Situationen liegt in

der Wirkung von Schwefelwasserstoff.

1.2 Schwefelwasserstoff (H,S)

Dieses leicht entzindlich-farblose Gas verstromt einen charakteristischen Geruch,
der an faule Eier erinnert. Auch wenn es fur seine schleimhautreizende und
toxische Wirkung bekannt ist [5], wird es vom Saugetierorganismus selbst
produziert und ist hier sowohl unter physiologischen, als auch unter

pathophysiologischen Umstanden von Bedeutung [74,133].

Die Produktion von H,S findet im Stoffwechsel von Saugetieren mittels eines von
drei Enzymen aus der Aminosaure L-Cystein statt [132]: Cystathionin-y-Lyase
(CSE), die vor allem im kardiovaskularen und respiratorischen System zu finden
ist [57,164], Cystathionin-p-Synthase (CBS), die im Nervensystem pradominant ist
[68] und 3-Mercaptopyruvate-Schwefeltransferase (3-MST), die neben dem
zentralen Nervensystem und Gefaldendothel zwar ubiquitéar vorhanden zu sein
scheint [92,119,120,135], deren Bedeutung aber noch in keinem Organsystem

erwiesen ist [30].
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Wirkung

Als physikalisch gelostes Gas mit niedrigem Molekulargewicht durchdringt H,S
problemlos Zellmembranen und verteilt sich durch Diffusion schnell im Gewebe,
wo es ohne Vorhandensein spezifischer Rezeptoren verschiedene Wirkungen
entfaltet [132,145].

Nach hamorrhagischem Schock [47,91] und Herzkreislaufstillstand [89] wurden
organprotektive Eigenschaften von H,S bzw. Na,S beobachtet, was an einem
Thoraxtraumamodell reproduziert werden konnte [146]. Der naheliegende Grund
hierfir ist eine supprimierte Entzindungsreaktion; Uber den Einfluss von
Schwefelwasserstoff auf diese ist sich die Literatur jedoch uneins. Einerseits
wurde eine Hemmung der Exprimierung von Entzindungsmediatoren sowie der
Leukozyten-Endothel-Interaktion beobachtet [155], andererseits stehen sich heute
Nachweise pro- [3,4,11,77,134,157-161] und antiinflammatorischer Wirkung
[32,35-38,41,76,123,155] gegeniiber. Ahnlich verhalt es sich mit beobachteten
pro- [8], sowie antiapoptotischen Effekten [58]. Um das Gas als potentiell
organprotektiven Wirkstoff zu untersuchen, werden verschiedene Verfahren

angewandt.

Messmethoden und Applikationsformen von H,S

Die direkte Bestimmung von H,S-Werten im Blut ist die naheliegende Methode zur
Untersuchung seiner Wirkung. Diese Messung erweist sich allerdings mit den
heutigen Mitteln als unzuverladssig. In aktuellen Studien finden sich erhebliche
Diskrepanzen zwischen den Angaben zu physiologischen Blutwerten beim
Menschen, die von 0,1 nM [45] bis hin zu 580 uM [111] reichen. Je nach Methode
kommt es zu stark variierenden Ergebnissen, von denen manche mit besonders
hohen Werten wegen der Toxizitat von Schwefelwasserstoff in Frage gestellt
werden mussen [87]. Weiterhin sollte zumindest bei den hdheren Konzentrationen
dieses Bereichs der charakteristische Geruch des Gases feststellbar sein, von ihm
wurde jedoch nie berichtet. Weil somit auch eine verlassliche ,on line"
Messmethode zurzeit nicht existiert, beruhen viele der aktuellen Studien zum
Thema entweder auf externer Zugabe oder pharmakologischer Einflussnahme auf

H.S selbst oder einen seiner Produktionswege.
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Bei der inhalativen Gabe des Gases kann es zu einem lokal
parenchymschadigenden Effekt kommen [41]. Dieser kann z.B. durch intravendse
Gabe von Na,S, in Kochsalzlésung geléstem H,S, verhindert werden. Hierbei
muss jedoch beachtet werden, dass in einer wassrigen Losung das Gleichgewicht
des eher lipidloslichen Gases und seines Anions (SH’) einer pH-Abhangigkeit
unterliegt und bei physiologischem pH und Temperatur nur 40% des Schwefels als
H.S vorliegt [25]. Dies kann Schwankungen in der Wirkung zur Folge haben und
somit die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse einschranken. Bei niedrigeren pH-
Werten oxidiert das Gas langsamer, wird allerdings gleichzeitig fluchtiger, was
seine Handhabung erschwert [60]. Sowohl bei der inhalativen, als auch bei der
intravendsen Darreichungsform ist die Substanz nur fir eine kurze Zeit wirksam

und erreicht zwischenzeitlich unerwlinscht hohe Spitzenkonzentrationen.

Schleimhautreizende Effekte und die kurze Wirkdauer der Substanzen [13,14,89]
konnen mit pharmakologischen Inhibitoren der H»S-Biosynthese wie DL-
Propargylglycin oder B-Cyanoalanin umgangen werden, die allerdings eine
geringe Selektivitdt und Zellmembranpermeabilitat aufweisen [19,83], was

unspezifische Nebenwirkungen zur Folge haben kann [145].

Als weitere Alternative wird an H;S-Donoren wie GYY4137 (Morpholin-4-ium
Methoxyphenylphosphoinodithioat) und AP39 (10-oxo-10-(4-(3-thioxo-3H-1,2-
dithiol-5yl)phenoxy)decyl) triphenylphosphoniumbromid) geforscht. Diese setzen
das Gas langsam frei und imitieren somit die endogene Produktion, bedurfen aber

noch weiterer Untersuchung [75,126].

Die oben beschriebenen Nebenwirkungen und pharmakodynamischen Aspekte
schranken die Validitat der Untersuchungsergebnisse bezuglich mechanistischer
Fragen ein. Hieraus ergibt sich die Indikation flir den Ansatz der genetischen

Blockade der H,S-Biosynthese.
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1.3 Cystathionin-y-Lyase und ihr Knockout

Analog zu CBS im zentralen Nervensystem [1] ist CSE das pradominante H,S-
produzierende Enzym im kardiovaskularen und respiratorischen System [57,164].
Speziell im kardiovaskularen und respiratorischen System von Saugetieren wird
es reichlich gebildet [57,164]. Mit Vitamin Bg als Kofaktor katalysiert es die
Umwandlung von Cystein zu Pyruvat und Ammoniak, bei der H,S entsteht.
Alternativ kann fur die Produktion von Schwefelwasserstoff auch eine Kombination
aus Cystein und Homocystein verwendet werden [125]. Sowohl Stickstoffmonoxid
(NO) [164], als auch bakterielle Endotoxine [62] steigern die CSE-Expression.
Vascular endothelial growth factor (VEGF) erhoht nachweislich die H,S-Spiegel.

Wahrscheinlich liegt auch hier eine gesteigerte CSE-Expression zugrunde [104].

Die CSE wirkt sich sowohl bei Asthma [27], als auch bei chronisch obstruktiver
Lungenerkrankung (chronic obstrictive pulmonary disease, COPD) [26] protektiv
auf die chronische Entzindung aus. Ein ebenso positiver Einfluss wurde nach
Ischamie und Reperfusion der Niere beobachtet [15]. Die Rolle der CSE wahrend
einer akuten Stressreaktion der Lunge hingegen war bislang nicht eindeutig. Auf
die begleitende Lungenschadigung im Rahmen einer akuten Pankreatitis hatte
ihre pharmakologische Blockade einen protektiven Einfluss [134]. In einer Studie
von Wagner et al. ging jedoch ein nach Thoraxtrauma protektiver Effekt von Na,S
in Kombination mit Hypothermie mit einer reduzierten CSE-Expression einher, was
eine Beteiligung des Enzyms an der Akutreaktion wahrscheinlich macht [146]. In
der vorliegenden Untersuchung sollte deshalb die Bedeutung der CSE fur die
Lungenfunktion nach Thoraxtrauma untersucht werden, ohne Stérvariablen wie
pharmakologischen Nebenwirkungen zu unterliegen. Hierzu wurde das Enzym
anstatt einer medikamentdésen Blockade durch eine genetische Veranderung

aul3er Kraft gesetzt.

Der gezielte genetische Knockout beider Allele des CSE-enkodierenden Gens
(CSE ko) der Maus wurde erstmals 2008 von Yang et al. publiziert. Hierflr wurden
Tieren der Stamme C57BL/6J und 129SvEv verwendet. Die Mutation flhrt in
homozygoten Tieren zu einer um 50% verminderten H,S-Konzentration im Serum
[154].
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1.4 Mausmodell

Die Maus ist bisher die einzige Spezies, an der ein genetischer CSE-Knockout
vorgenommen wurde [154](s.0.) und kommt daher auch als einzige fur diese
Studie in Frage. Fur die Wahl des Mausmodells sprechen zusatzlich folgende
Umstande: Durch die niedrigen Beschaffungs- und Haltungskosten sowie hdohere
Reproduktionsraten kann eine grofRere Anzahl von Mausen untersucht werden als
bei Verwendung von grof3eren Saugetieren, deren Physiologie menschenahnlicher
ist. Die geringe Korpergrolle der Maus erleichtert die Aufrechterhaltung der
Temperaturhomdostase und durch die gro3e genetische Homogenitat der Tiere
werden mogliche Fehlerquellen eliminiert. Ein weiterer zu beachtender Faktor flr
die klinische Relevanz dieser Studie ist das Vorhandensein Kohn’scher Poren, die
der Maus wie dem Menschen eine Kollateralventilation der Lungenalveolen

ermdglichen [70,93], aber zum Beispiel im Schwein nicht vorkommen [18].

1.5 mouse intensive care unit

Ein Teil dessen, was wir Uber Thorax- und andere Traumata wissen, basiert auf
Modellen, die keine standardisierten intensivmedizinischen Mallihahmen
beinhalten. Die MICU — eine speziell fur Mause entwickelte Intensivstation —
ermdglicht den Ausschluss verschiedener Storvariablen, die bei Untersuchungen
am Mausmodell zum Tragen kommen konnen. Durch eine Behandlung der
Versuchstiere in  Anlehnung an intensivmedizinische Standards kann ein
realitatsnahes Szenario erstellt werden. Teil dieser Behandlung sind eine
kontinuierliche Temperatur-, sowie Kreislaufiberwachung mit
Flissigkeitsbilanzierung und  Analgosedierung, sowie bedarfsgerechter
Katecholamingabe. Eine individuell angepasste, druckkontrollierte,
Jlungenprotektive Beatmung mit Zugvolumina von 4,2 bis 6,6 ul/g KG, die in
regelmaligen Abstanden blutgasanalytisch kontrolliert wird, ermdglicht eine
bessere Vergleichbarkeit der erzielten Ergebnisse. Sie verhindert zudem die
Ausbildung einer beatmungsinduzierten Lungenschadigung (ventilator-induced
lung injury, VILI) und somit zusatzliche Gewebsschadigung. Neben trauma- und
lagerungsbedingten Kompressionsatelektasen [121] fuhrt die Narkoseinduktion an
sich zu basalen Atelektasen der Lunge [17]. Durch Anlage eines positiven
endexpiratorischen Drucks (positive end-expiratory pressure, PEEP) und
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Durchfuhrung  stundlicher  Rekrutiermandver  wird  diesem Prozess
entgegengewirkt. Die genannten MalRnahmen sind Teil jeder
intensivmedizinischen Behandlung im Krankenhaus. In Kapitel 2.4 ist der

Versuchsablauf im Detail beschrieben.

1.6 Fragestellung und Zielsetzung der Arbeit

Thoraxtraumata konnen akut oder entzindungsvermittelt subakut
lebensbedrohlich sein. Ein Einfluss der CSE auf die entzindliche Stressantwort

liegt nahe, ist jedoch weder verstanden noch hinreichend belegt.

In dieser tierexperimentellen Versuchsanordnung soll an CSE ko-Mausen im

Vergleich zu Wildtyp-Mausen folgende Fragestellung untersucht werden:

1. Verschlechtert die genetische Deletion der CSE die Lungenfunktion nach

stumpfem Thoraxtrauma?

2. Verstarkt die genetische Deletion der CSE die systemische

Entzindungsreaktion nach stumpfem Thoraxtrauma?
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2 Material und Methoden

2.1 Genehmigung der Tierexperimente

Die notwendigen Antrage fur das Versuchsvorhaben und fur das Studienprotokoll
wurden von den Tierschutzbeauftragten der Universitat Ulm sowie der
Tierversuchskommission des Regierungsprasidiums in Tubingen, Baden-
Warttemberg, genehmigt (Reg.-Nr. 1130). Die Handhabung der Mause und die
Durchfuhrung der Experimente wurden nach den Richtlinien des
Tierschutzgesetztes vom 25. Mai 1998 vorgenommen. Die Tiere wurden
artgerecht gehalten, gepflegt, flr die Operationen vorbereitet und medikamentés
behandelt.

2.2 Ausstattung und Medikamente fur die Tierversuche

Versuchstiere

Es wurden insgesamt 18 Mause beider Geschlechter verwendet; acht hiervon
waren 2008 von Yang et al. beschriebene CSE ko-Mause aus eigener Zuchtlinie
[154]. Die Tiere sind genmoduliert und wurden im Oktober 2013 zur Untersuchung
der vorliegenden Fragestellung hinzugezogen. Das Zuchtpaar wurde von Prof. Rui
Wang, Department of Biology, Lakehead University, Thunder Bay, Kanada, im
Rahmen einer wissenschaftlichen Kooperation zur Verfiigung gestellt. Die Ubrigen
Tiere waren C57BIl6/J Wildtyp-Mause von Charles River (Sulzbach, Deutschland).
Zum Zeitpunkt der Untersuchung waren die Tiere 10-25 Wochen alt und zwischen

23g und 299 schwer.

Materialien

In den Versuchen wurden Uberwiegend speziell fir Mauseversuche entwickelte
Instrumente von der Firma World Precision Instruments, Sarasota, Florida, USA
verwendet. Alle weiteren Gerate und Utensilien des Versuchsablaufs sind in
Tabelle 1 aufgefiihrt. In Tabelle 2 sind alle hierzu verwendeten Medikamente und
Gase einschlieRBlich der Bezugsfirmen aufgelistet. Eine Aufzahlung der
notwendigen Gerate, Utensilien und Chemikalien fir die jeweiligen
Analyseverfahren erfolgt in den Tabellen 3 bis 10. Die angewandten

Computerprogramme werden in Tabelle 11 angegeben.
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Tabelle 1: Gerate und Utensilien des Versuchsablaufs, einschlieBlich der Bezugsquellen.

Gerat oder Operationsutensil

Bezugsquelle

ABL 800 Series blood gas analyzer

Radiometer GmbH, Willich, Deutschland

Analog-zu-Digital-Konverter
(Power Laboratory 4/SP)

ADInstruments, Castle Hill, Australien

Arterieller Katheter

FMI, Seeheim/Ober-Beerbach, Deutschland

Blasenkatheter/Intravaskularer
Katheter (24GA 0.75IN)

Becton Dickinson Infusion Therapy Systems
Inc., Sandy, UT, USA

Disposable pressure transducer
TBD-1222

FMI Seeheim/Ober-Beerbach, Deutschland

Kanule

B. Braun, Melsungen, Deutschland

Kleintier-Respirator Flexivent®

Scireq, MO, Canada

Leukopor® Klebeband

BSN medical GmbH, Hamburg, Deutschland

Luer-Lock Spritze

BD Plastik, Heidelberg, Deutschland

MIO-501 DC-Brickenmessverstarker

FMI, Seeheim/Ober-Beerbach, Deutschland

Naht (5.0 Prolene, 6.0 Ethilon, 8.0
Ethilon, )

Johnson & Johnson, Neuss, Deutschland

Polyestermembran

Du Pont de Nemur, Bad Homburg,
Deutschland

Spritze

B. Braun, Melsungen, Deutschland

Spritzpumpe (Syringe Pump 11 Plus)

Harvard Apparatus, Holliston, Massachusetts,
USA

TKM-0903 temperature control

FMI Seeheim/Ober-Beerbach, Deutschland

Tracheotomieset (Selbstherstellung)
aus Kanule 18 GA
und Schlauch (Silicone tubing)

B. Braun, Melsungen, Deutschland

VWR International, Darmstadt, Deutschland

Venenkatheter (Selbstherstellung)
aus Kanule 30 GA 1/2
und Schlauch

BD Microlance, Heidelberg, Deutschland
Bohlender, Griinsfeld, Deutschland

Waage

Kern & Sohn, Balingen, Deutschland
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Tabelle 2: Medikamente und Gase des Versuchsablaufs, einschlieBlich der Bezugsquellen.

Medikament

Bezugsquelle

Buprenorphin (Temgesic®)

Reckitt Bencksier, Slough, UK

Fentanyl (Fentanyl-hameln®)

Hameln Pharma Plus GmbH, Hameln,
Deutschland

Jonosteril 1/1 E

Fresenius Kabi, Bad Homburg, Deutschland

Ketamin (Ketanest-S®)

Pfizer, New York City, NY, USA

Midazolam (Midazulam-ratiopharm®)

Ratiopharm, Ulm, Deutschland

Noradrenalin (Arterenol®)

Sanovi-Aventis, Frankfurt am Main,
Deutschland

Sauerstoff Westfalen, Minster, Deutschland
Sevofluran Abbott, Wiesbaden, Deutschland
Stickstoff Westfalen, Minster, Deutschland

Tetraspan 6% Infusionslosung

B. Braun, Melsungen, Deutschland
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Tabelle 3: Gerdte fiir den Comet Assay und zur histologischen und immunhistochemischen

Aufarbeitung und Auswertung, einschlieBlich der Bezugsquellen.

Laborgerat

Bezugsquelle

AS2-Farbeautomat

Wendt Maschinenbau GmbH und Co,
Georgsmarienhutte, Deutschland

Axio Imager Mikroskop (Objektiv 5-40x
und Okular 10x)

Carl Zeiss AG, Oberkochen, Deutschland

Bosch Mikrowellenherd 842C

Robert Bosch GmbH, Gerlingen, Deutschland

Dispensiereinheit MPS/P

SLEE medical GmbH, Mainz, Deutschland

Einbettkassete Rotilabo

Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe

Gefrierschrank -80°C

Herafreeze, M.u.T. GmbH Berlin, Berlin

Kuhlplatte MPS/C-SLEE

SLEE medical GmbH, Mainz, Deutschland

Kihlschrank Glass Line

Liebherr, Bulle, Schweiz

Microtom Leica RM2255

Leica, Wetzlar, Deutschland

Pippetierhilfe Pipetus®

Hirschmann Laborgerate GmbH, Eberstadt,
Deutschland

Sprout Minizentrifuge

Biozym Scientific GmbH, Hessisch Oldendorf,
Deutschland

Tissue-TEK® TEC

Sakura Finetek, CA, USA

Vortex mixer

Heidolph Elektro GmbH & Co. KG, Kelheim,
Deutschland

Vortex-Genie 1

Scientific Industries, Inc., NY, USA

Vorwarmeinheit MPS/W-SLEE

SLEE medical GmbH, Mainz, Deutschland

Wasserbad Leica HI1210

Leica, Wetzlar, Deutschland
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Tabelle 4: Materialien fiir den Comet Assay und zur histologischen und immunhistochemischen

Aufarbeitung und Auswertung, einschlieBlich der Bezugsquellen.

Material

Bezugsquelle

Eppendorf Tubes 1,5 ml; 2 ml

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Menzel-Glaser Superfrost® Plus

Gerhard Menzel GmbH, Braunschweig,
Deutschland

Pap Pen- Liquid blocker

Science Services GmbH, Miinchen,
Deutschland

Pipetten: 100- 1000 pl

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Pipettenspitzen: 0,5- 10 ul, 10- 100 pl

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Schmalbandklingen Leica DB80LS

Leica, Wetzlar, Deutschland
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Tabelle 5: Gerate fiir den Western Blot und Zytokinmessungen, einschlieBlich der Bezugsquellen.

Laborgerat

Bezugsquelle

Autoklav

Systec 2540 EL, Linden, Deutschland

Centrifuge 5424 R

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Dispergiergerat Ultra-Turrax t25

IKA, Staufen, Deutschland

Eismaschine B-190

Scotsman, IL, USA

Elektrophoreseset Mini-Protean Tetra
Cell System

Bio-Rad, Hercules, CA, USA

Entwicklermaschine CP 1000

AGFA Healthcare AG, Bonn, Deutschland

Hypercassette

GE Healthcare, Buckinghamshire, UK

Kolbenhubpipetten

Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Gilson, Middleton, USA

Magnetrihrer Combimag RCO

IKA, Staufen, Deutschland

pH-Meter Mettler MP 220

Mettler, Columbus, USA

Pipettierhilfe Pipetboy Acu

Integra Biosciences, Zizers, Schweiz

PTC-200 Peltier Thermal Cycler

Biozym, Hessisch Oldendorf, Deutschland

Shaker S4, Shaker DRS-12

Elmi, Calabasas, CA, USA

Spannungsgeber Power Pac 200

Bio-Rad, Hercules, CA, USA

Spannungsgeber Power Pac 3000

Bio-Rad, Hercules, CA, USA

Spektralphotometer Gene Quant Pro

GE Healthcare, Buckinghamshire, UK

Trans-Blot SP Semi Dry Transfer Cell

Bio-Rad, Hercules, CA, USA

Vortex Type 16700 Mixer Maxi Mix 1

Thermo Scientific, Waltham, USA

Waage BP 310 S

Sartorius, Goéttingen, Deutschland
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Tabelle 6: Materialien fiir den Western Blot und Zytokinmessungen, einschlieBlich der Bezugsquellen.

Material

Hersteller

Becherglaser

Schott Glas, Wertheim (Main), Deutschland

Colormarker Kaleidoscope Standards
Precision Plus Protein

Bio-Rad, Hercules, CA, USA

Einmalpipetten (steril)

Costar, New York, USA

Entwicklerkit:
Lumi GLO Reagent A

Peroxide Reagent B

Cell Signaling, Danvers, USA

Entwicklerkit:

Western Bright Quantum
Chemiluminescent Detection Reagent

Western Bright Peroxide
Chemiluminescent Detection Reagent

Advansta, Menlo Park, California, USA

Eppendorf-Cups

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Erlenmeyerkolben

Schott Glas, Wertheim (Main), Deutschland

Falcon Tubes 15mL, 50mL

BD Biosciences, Bedford, USA

High performance chemiluminescence
film

GE Healthcare, Buckinghamshire, UK

Kivetten PMMA 1,5 mL halbmikro

Brand, Wertheim (Main), Deutschland

Medical X-Ray film CX-BL+

AGFA Healthcare AG, Bonn, Deutschland

Multiplex Zytokin Kit

Bio-Plex Pro Cytokine Assay, Bio-Rad,
Hercules, CA, USA

Precision Plus Proteinstandard,
Kaleidoscope

Bio-Rad, Hercules, CA, USA

Nitrocellulose Blotting Membran

GE Healthcare, Buckinghamshire, UK

Pipettenspitzen

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Protein Assay

Bio-Rad, Hercules, CA, USA

Whatman Chromatography Paper

GE Healthcare, Buckinghamshire, UK

14



Tabelle 7: Chemikalien fiir Comet Assay,

Bezugsquellen.

Material und Methoden

Immunhistochemie und Western Blots, einschlieBlich der

Chemikalie

Bezugsquelle

2-Mercaptoethanol

Sigma-Aldrich, Hamburg, Deutschland

32% HCI

Merck, Darmstadt, Deutschland

Aqua dest.

Uniklinik Ulm

Bromphenolblau

Sigma-Aldrich, Hamburg, Deutschland

BSA, Fraction V, pH 7,0

GE Healthcare, Buckinghamshire, UK

Citratpuffer (pH 6)

Sigma-Aldrich, Hamburg, Deutschland

EDTA

Applichem, Darmstadt, Deutschland

Ethanol 99,9%

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

Glycerol

Sigma-Aldrich, Hamburg, Deutschland

Glycin

Applichem, Darmstadt, Deutschland

Mayer's acid hemalaun

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

Milchpulver Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
NaCl Sigma-Aldrich, Hamburg, Deutschland
Neo- Mount® Merck, Darmstadt, Deutschland

Normal Donkey Serum: 017-000-
121

Dianova GmbH, Hamburg, Deutschland

Normal Goat Serum: 017-000-121

Dianova GmbH, Hamburg, Deutschland

PBS Dulbecco

Biochrom, Berlin, Deutschland

Ponceau

Sigma-Aldrich, Hamburg, Deutschland

Pufferldsungen pH 4 und pH 7

Fluka, jetzt Sigma-Aldrich, Hamburg, Deutschland

SDS-Pellets

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

TBS (Tris Buffered Saline)

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

TEMED Fluka, jetzt Sigma-Aldrich, Hamburg, Deutschland
Tween ® 20 Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Xylol VWR Prolabo, Fontenay-sous-Bois, Frankreich
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Tabelle 8: Standardlésungen und Puffer mit jeweiliger Zusammensetzung.

Standardlésung oder Puffer

Zusammensetzung

Alkali- Elektrophoresepuffer

NaOH: 300 mM
Na, EDTA: 1 mM

Lyse-Stammldsung

NaCl: 2,5 M
Na, EDTA: 100 mM
Tris-Base: 10 mM

In dest. Wasser I6sen, mit NaOH Pellets auf pH 8
einstellen, bei 4° lagern

Neutralisationspuffer

Tris- Base 48,5 mg/ml

Sample Buffer

Tris-HCI: 62,5 mM

20g SDS 2%

100g Glycerol 10%

DTT 50 mM

0,1g Bromphenolblau 0,01%
Auf 1L auffillen

2x Lysepuffer

20mL Tris HCL pH 7,5 100mM
5,844g NaCl 500mM

2,4mL 500mM EDTA pH 8,0 6 mM
2mL 600 mM EGTA pH 8,9 6mM
4mL Triton X-100 2%

2mL NP40 1%

40mL Glycerol 20%

Auffullen auf 200 mL

Vor Nutzung Zugabe von:

100 uL/50 mL DTT 2mM

50 pL/50 mL R-Glycerol 1TmM

50 pL/50 mL Natriumvanadat 1mM
100 pL/50 mL PNPP 2mM

50 pL/50 mL Leupeptom 1mM

16



Material und Methoden

10x EMSA

Tris HCI pH 7,9 100mM
5,844g NaCl 500mM
EDTA 10mM

DTT 10mM

Glycerol 10%

BSA 100 g

4x lower buffer

90,859 Tris
2,00g SDS

In 350mL H,O lésen und auf pH 8,8 einstellen,
anschlieRend auffiillen

4x upper buffer

30,289 Tris
2,00g SDS

In 350mL H,O lésen und auf pH 6,8 einstellen,
anschlieRend auffiillen

10x TBS

24,29 Tris
80g NaCl
Auf pH 7,6 einstellen und auf 1L auffillen

10x PBS

95,5g PBS
Auf 1L auffullen

10x Laufpuffer

284,89 Glycin
60,569 Tris
20g SDS

Auf 2L aufflllen

Bloating Buffer

3g Tris

14g Glycin
200mL Methanol
Auf 1L aufflllen

Blotto B

1x TBS

1% Milch

1% BSA

0,1% Tween-20
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Tabelle 9: Antikorper zur immunhistochemischen Farbung, einschlieBlich der Bezugsquellen.

Antikorper

Bezugsquelle

Albumin 1°AK: sc-46289

Santa Cruz Biotechnology, Inc., Dallas, TX, USA

VEGF 1°AK: ab46154

Abcam, Cambridge, UK

Ang-1 1°AK: AF923

R&D Systems, Minneapolis, MN, USA

NT 1°AK: ab 5411

Merck Millipore Corporation, D, CA, USA

Cas-3 1°AK: #9664

Cellsignaling Technology, MA, USA

CBS 1°AK: sc-67154

Santa Cruz Biotechnology, Inc., Dallas, TX, USA

Donkey anti goat 2° AK: 705-055-
147

Dianova GmbH, Hamburg, Deutschland

Goat anti rabbit 2° AK: 111-035-
144

Dianova GmbH, Hamburg, Deutschland

Tabelle 10: Antikorper fiir die Western Blots, einschlieBlich der Bezugsquellen.

Antikorper

Bezugsquelle

Bel-xL 1°AK: #2764

Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA

Bel-xL 1°AK: #7074

Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA

HIF-1a 1°AK: PA1-16627

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA

HIF-1a 2°AK: #7074

Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA

HO-1 1°AK: ab52947

Abcam, Cambridge, UK

HO-1 2°AK: #7074

Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA

iNOS 1°AK: SP5118P

Acris Antibodies GmbH, Herford, Deutschland

iINOS 2°AK: #7074

Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA

IkB-a 1°AK: sc-371

Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, USA

IkB-a 2°AK: #7074

Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA
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Tabelle 11: Computersoftware , die bei den Versuchen, zur Auswertung, Darstellung oder Erstellung

der Dissertation verwendet wurde, einschlieflich der Bezugsquelle.

Software

Bezugsquelle

Axiovision Imaging SE 64 Rel 4.8.3

Carl Zeiss AG, Oberkochen, Deutschland

BioPlex Manager 4.1

Bio-Rad, Hercules, CA, USA

Comet Assay IV

Perceptive Instruments, Haverhill, UK

flexiWARE

SCIREQ Inc., Montreal, Kanada

Image J

Open Source Software (www.imagej.net)

Microsoft® Word 2010

Microsoft Corporation, Redmond, WA, USA

Prism 6

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

Fir die vorliegende Studie wurden insgesamt 18 Mause verwendet. Zwei
Studiengruppen a acht Mausen wurden miteinander verglichen, wobei die eine
aus C57BL/6J Mausen (Wildtyp-Gruppe), die andere aus CSE ko-Mausen
bestand. Die Eigenschaften Geschlecht, Alter und Koérpergewicht waren in den
Gruppen gleichverteilt. Sie enthielten je vier weibliche und mannliche Tiere. Als
Nativkontrollen fur die Auswertung der Western Blots wurden zwei weitere
C57BL/6J Mause verwendet, die weder einem Thoraxtrauma, noch Anasthesie

oder Instrumentierung unterzogen wurden.

2.4 Versuchsablauf

Die Simulation des Thoraxtraumas wurde realitatsnah unter Spontanatmung
vorgenommen. Mit dem Zeitpunkt der Instrumentierung wurde — in Anlehnung an
eine Notarztversorgung mit anschlielender intensivmedizinischer Betreuung — die
intraperitoneale Narkose eingeleitet und das Versuchstier ,lungenprotektiv®
beatmet. Die Versuche wurden in Zusammenarbeit mit Sandra Weber und Dr.
Michael Groger des Institutes flr Anasthesiologische Pathophysiologie und
Verfahrensentwicklung, Ulm durchgefuhrt. Abbildung 1 stellt den Versuchsablauf

Ubersichtlich dar.

Das operative Vorgehen und die Instrumentierung der Mause wurden bereits in

ahnlichen Experimenten im Rahmen anderer Studien im Institut durchgefuhrt.
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Spontanatmung Lungen-protektive Beatmung (ansca angepass)
Splilmasken-
narkose
Hpatesle i.p. Injektion
Thorax- Messzeitpunkte
trauma 0 1 2 3
Instrumen-
l tierung l l l l
0 2 5 7 60 120 180 240
Zeit (min)

Abb. 1: Schematischer Versuchsablauf. Ubersicht iiber die zeitliche Abfolge der an der jeweiligen
Maus durchgefiihrten Schritte (i.p.=intraperitoneal). Oben im Bild: Art der Atmung im Zeitverlauf
(BGA=Blutgasanalyse).

Tabellarischer Versuchsablauf

* Gewichtsbestimmung der Maus

* Spulmaskennarkose mit 2,5 Vol% Sevofluran und 97,5 Vol% Sauerstoff

* Analgesie mit 1,5 ug/g KG Buprenorphin s.c.

» Fixierung der Maus in Ruckenlage mittels Klebeband an allen vier
Extremitaten auf dem Operationstisch

* Rasur von Bauch und Thorax

» Setzen des Thoraxtraumas durch Luftdruckwelle (1-2ms, 13bar) auf das
mittlere Sternum des spontan atmenden Tieres. Die Druckwelle entsteht
durch das Zerrei3en einer Polyestermembran, die am Ende eines
Metallzylinders gespannt ist und einem definiertem Luftdruck ausgesetzt
wird. Der Abstand des Zylinders zum Sternum betragt 1,9 cm.

» Aufrechterhaltung der Anasthesie durch intraperitoneale Injektion von 120
Mg/g KG Ketamin, 0,25 mg/g KG Fentanyl und 1,25ug/g KG Midazolam

(Gesamtvolumen ca.10 pl/g) und Beenden der Inhalationsnarkose.
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Instrumentierung:
Tracheotomie, Intubation und maschinelle, ,lungenprotektive,
druckkontrollierte Beatmung mit Kleintierrespirator Felxivent® mit folgenden
Einstellungen:
FiO, 0,21, positive endexpiratory pressure (PEEP) anfangs 3 cmH,0, dann
adaptiert an Horovitz-Index (PEEP = 5 bei PaO,/FiO; < 300; PEEP = 8 bei
PaO,/FiO, < 200), V1 4-6 ul/g KG, I:E 1:2, AF 150/min oder entsprechend
Blutgasanalyse (BGA) bzw. Kapnometrie, um einen PaCO; von 35-45
mmHg aufrechtzuerhalten
Rektale Messung der Korperkerntemperatur und Aufrechterhaltung von 37-
38°C durch feedback-regulierte Warmematte und -lampe
Kanulierung der V. jugularis dextra
Kanulierung der A. carotis dextra und Einflhren eines Katheters zur
kontinuierlichen Messung der Herzfrequenz und des arteriellen Blutdrucks
Hautinzision und Anlage einer Venenverweilkanule als Blasenkatheter
Fortfihrung der Anasthesie intravenés mit 30ug/h-g KG Ketamin und
0,3ug/h-g KG Fentanyl
Infusion von 100ul/h-g KG einer balancierten kolloidalen
Volumenersatzlésung (Tetraspan®)
Bei mittleren Blutdricken (engl. mean arterial pressure, MAP) <50mmHg
ggf. Gabe von Noradrenalin
Stundliche Messzeitpunkte (MZP): Entnahme von 85ul Blut aus A. carotis
fur BGA und Kontrolle von pH, Blutzucker, Laktat, PaCO,, PaO,

» Aufzeichnung von Lungencompliance

* Rekrutiermandver (18 cmH,0O Uber 5s), um die Oberflache fir den

Gasaustausch aufrechtzuerhalten

Toétung der Maus durch Blutentnahme aus A. carotis und Beendigung der
maschinellen Beatmung
Er6ffnung des Thorax und Entnahme der Lunge zur weiteren

Untersuchung.
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Aufgrund der geringen Organgrole wurde das komplette Lungengewebe
verwertet. Der linke Lungenfligel wurde der histologischen Aufarbeitung

zugefihrt, der rechte zur Zytokinmessung und fur den Western Blot verwendet.

Intubationsschlauch im
Tracheostoma
Beatmung
Kapnometrie
Beurteilung d. Lungenfunktion

Blasenkathether
Messung der Urinmenge

Rektalthermometer
Aufrechterhaltung von 37°C
Kérpertemperatur

A. carotis dextra

Druckmessung . ;
Herzfrequenz V. -luQu!_ans dex"a
Siure-Base-Status Anasthesie
Laktat, Glucose, etc. Volumengabe
Noradrenalin

Abb. 2: Instrumentierung der Maus wahrend des Versuchs. Anlage des Intubationsschlauchs durch
Tracheostoma zur Beatmung, Kapnometrie und Erhebung lungendynamischer Parameter;
Katheterisierung der Arteria carotis dextra zur kontinuierlichen Blutdruck- und Herzfrequenzmessung
sowie Beurteilung metabolischer Parameter; Katheterisierung der Vena jugularis dextra fiir
Anidsthesie, Volumen- und Noradrenalingabe; Anlage eines suprapubischen Blasenkatheters zur
Bestimmung der Urinmenge 5. Rektalthermometer zur Kontrolle der Korpertemperatur. Quelle
Originalbild [49]: https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Vector_diagram_of_mouse_lying_on_its_
back.svg?uselang=de, veroffentlicht unter der Lizenz CCO0 1.0 Universell (CCO0 1.0),

https://creativecommons.org/publicdomain/zero/1.0/deed.de
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2.5 Messung der physiologischen Daten

Nach Instrumentierung des Versuchstieres konnten die physiologischen Daten
kontinuierlich bzw. stindlich nach dem im Versuchsablauf beschrieben Schema

erhoben werden.

Blutdruck und Herzfrequenz wurden kontinuierlich Uber einen intraarteriellen
Katheter gemessen, der per Perfusor mit Jonosteril Infusionslésung gespilt
wurde. Ein Druckabnehmer leitet die gemessenen Daten Uber einen
Bruckenmessverstarker an einen Analog-zu-Digital-Konverter, der die Drucke fur
den angeschlossenen Rechner Uber die zughoérige LabChart-Software verwertbar

macht.

Der Kleintier-Respirator Flexivent™ erhebt in-, sowie exspiratorische
Beatmungsdricke und zeigt diese Uber die zugehorige flexiWARE-Software an.
Uber dieses System wurden die oben beschriebenen Rekrutiermandver mit

Compliance-Messung durchgefihrt.

Die Ubrigen Daten wurden stundlich mit dem Blutgasanalysegerat ABL 800 Series

erhoben.
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2.6 Messung der Zytokinkonzentrationen

Die Plasma- und Gewebskonzentrationen unten genannter Zytokine wurden in
Zusammenarbeit mit Bettina Stahl und Rosemarie Mayer des Institutes fur
Anasthesiologische Pathophysiologie und Verfahrensentwicklung, Ulm durch
Anwendung eines mausspezifischen Multiplex Zytokin Kit nach Anweisung des

Herstellers bestimmt. Es folgt eine Ubersicht Giber den Ablauf:

Die Plasma- und Gewebsproben wurden auf eine Filterplatte aufgetragen und mit
chemisch an fluoreszierende Mikrokugeln gebundenen Antikdrpern inkubiert. Im
Anschluss wurden jedem Probenbehalter vorgemischte Detektionsantikdrper und
Streptavidin-Phycoerythrin beigegeben. Danach wurden die Kugeln enthommen
und die Menge an bendtigter Zytokinreaktionsmischung mit dem Bio-Plex protein
array reader bestimmt. Die Daten wurden mit der Bio-Plex Manager Software 4.1
automatisch verarbeitet und analysiert. Dabei wurde die Zytokin Standardkurve
verwendet, die mittels rekombinanter Zytokinstandards erstellt worden war. Um
eine statistische Auswertung zu ermoglichen, wurden nicht nachweisbare

Konzentrationen als null gewertet.

Folgende Zytokine wurden mit dieser Methode gemessen:

Proinflammatorische Zytokine

Tumornekrosefaktor-a (TNF-a), Interleukin-18  (IL-1B), Interleukin-6 (IL-6),
Interleukin-18 (IL-18)

Antiinflammatorische Zytokine

IL-6, Interleukin-10 (IL-10)

Chemokine

Keratinozyt-Chemoattraktor (KC), Monozyten-Chemoattraktorprotein-1 (MCP-1)
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2.7 Comet Assay

Mit dem Comet Assay oder single-cell gel electrophoresis (SCGE) wird anhand
des Ausmalies des Tailmoments der im Vollblut enthaltenen, kernhaltigen Zellen
die Summe an Einzel- und Doppelstrangbrichen der Desoxyribonukleinsaure
(DNS) gemessen. Die Methode wurde urspringlich 1984 von Ostling und
Johanson entwickelt [98] und durch Singh im Jahre 1988 zur Erkennung von
Einzelstrangbrichen mittels basischer Puffer erweitert [124]. Die Messungen
wurden in Zusammenarbeit mit Dr. Michael Groger des Institutes fir
Anasthesiologische  Pathophysiologie und  Verfahrensentwicklung, Ulm

durchgefuhrt. Abbildung 3 stellt den Arbeitsvorgang Ubersichtlich dar.

e A

0.5% LMP
Agarose (37° C)

Lyse
Alkalidenaturierung
Elektrophorese
Bildanalyse

Alkalidenaturation and
electrophoresis

Analysis N N
Ethidiumbromide- Neutralisation
staining

Abb. 3 Schematische Darstellung des Comet Assay. 1. Lyse: Die Vollblutprobe wird der vorbereiteten
LMP (low melting point)-Agarose beigefiigt und das Gemisch auf Objekttrager aufgetragen. Diese
werden nun in mit Lysestammlésung gefiillten Lysebehiltern gelagert. 2. Alkalidenaturierung: Die
Proben werden in eine mit alkalischem Elektrophoresepuffer gefiilite Elektrophoresekammer gelegt,
um Einzelstrangbriiche der DNS zu kompletten Briichen zu denaturieren. 3. Elektrophorese: An die
Kammer wird elektrische Spannung angeschlossen, um DNS-Fragmente als Tailmoment sichtbar zu
machen. 4. Bildanalyse: Die Tailmomente werden mit Ethiumbromidlésung angefarbt und mithilfe
eines Floureszenz-Auflichtmikroskops sowie des Bildanalyseprogramms Comet Assay IV
ausgewertet. Quelle [127]: Speit & Hartmann, Methods Mol Biol. 2005;291:85-95
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Herstellung beschichteter Objekttrdager

Um die notwendige Haftung der Blutproben auf den Objekttragern zu
gewabhrleisten, wurden diese vorab mit Agarose beschichtet. Hierzu wurde 1,5%
MEEO-Agarose (Medium-Elektroendosmose) verwendet, deren Schmelzpunkt
hdéher ist als der fur die Proben verwendeten LMP (low melting point)-Agarose. Die
Herstellung funktionierte wie folgt: 1,5 g MEEO-Agarose wurden mit 100 ml PBS-
Puffer in einem Erlenmeyerkolben zweimal sprudelnd aufgekocht, um die Agarose
zu lésen. AnschlieBend wurde die Lésung bei 60°C warm gehalten. Nach
Reinigung der Objekttrager wurden diese in die Agaroselosung getaucht und so
bis zum Mattrand beschichtet. Die Rlckseite wurde nun mit einem Papiertuch

wieder gesaubert und der Objekttrager in waagerechter Position luftgetrocknet.

Vorbereitung der LMP-Agarose und der Lyselé6sung

Zur Aufbereitung der heparinisierten Vollblutproben wird LMP-Agarose bendtigt.
Jeweils 100mg LMP-Agarose wurden in 20 ml PBS aufgekocht, geldst und in
Aliquoten von 125ug bei 4°C gelagert.

Die Lysepufferlosung wurde aus 1 ml Triton X-100, 10 ml Dimethylsulfoxid
(DMSO) und 89ml Lysestammldosung gemischt und im Kuihlschrank bei 4°C
temperiert. Das beigefugte DMSO vermindert eine eventuelle gewebeschadigende

Kristallbildung wahrend der Kuhlung.

Zuerst wurden die mit LMP-Agarose geflllten Eppendorfgefalle im heiRen
Wasserbad erhitzt, bis diese flissig war und anschlieRend auf 37°C

zuruckgekuhlt.

Durchfiihrung des Comet Assay

Zu MZP 3 wurde aus der A. carotis eine Vollblutprobe von 10 ul enthommen und
in Lithium-Heparin-Monovetten geflllt. Diese wurde mit 125 ul temperierter,
flissiger LMP-Agarose vermischt und auf einen Objekttrager gegeben, der vorher
mit MEEO-Agarose beschichtet worden war. Mit einem Deckglas versehen wurde
er nun 5 Minuten lang bei 4°C im Kuhlschrank ausgehartet. Die Deckglaser
wurden seitlich abgezogen und die Proben in vorbereitete Lysebehalter gegeben.
Zur Auflésung der Zellmembranen ruhten diese fur eine Stunde bis maximal 48
Stunden.
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AnschlieBend wurde eine Alkalidenaturierung durchgefuhrt. Dabei wurde der
Objekttrager langs zur Stromspannung in eine vor Lichteinfall geschutzte
Phoresekammer gelegt, die in einer mit Eiswasser geflllten Wanne stand und mit
einem 4°C kalten, alkalischen Phoresepuffer mit pH-Wert >13 geflllt war. Dieser
Schritt Uberfuhrt in 40 Minuten Einzelstrangbriche in der DNS in quantifizierbare

Doppelstrangbruche.

Es folgte eine 40-mindtige Gelelektrophorese im selben Puffermedium bei 25 Volt
und 300mA. Der Grofteil der DNS verbleibt hierbei am Ort der Zellkerne, da die
Agarose die Blutbestandteile fixiert. Die fragmentierte DNS wandert allerdings
entlang eines elektrischen Feldes in Langsrichtung des Objekttragers durch die
lysierte Kerndoppelmembran. So entstand seitlich der Kerne der namensgebende

.,Kometenschweif* (Tailmoment).

Der Objekttrager wurde nun dreimal fur funf Minuten mit Neutralisationspuffer
beschichtet, mit destilliertem Wasser abgespult und zehn Minuten lang in 99,9%

Ethanol getrocknet.

Zur Anfarbung der DNS wurden 50 pl Ethidiumbromidiésung (1%, 1:2500fach

verdunnt) verwendet und der Objekttrager erneut mit einem Deckglas abgedeckt.

Die Auswertung erfolgte mit einem Fluoreszenz-Auflichtmikroskop, an das eine
CCD-Kamera (charge-coupled device) angeschlossen war. Mit Hilfe des
Bildanalyseprogramms (Comet Assay IV) wurden die Tailmomente standardisiert
und verblindet ausgewertet. Hierzu wurden die Proben bei 400facher
VergroRerung betrachtet. An 50 Zellkernen pro Praparat wurde die Lange des

Schweifs relativ zur Kerngréf3e bewertet und die Leuchtintensitat quantifiziert.

Aus Sicherheitsgriinden wurden jeweils zwei identische Praparate angefertigt und

ausgewertet.
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2.8 Western Blot

Beim Western Blot werden Proteine auf eine Tragermembran Ubertragen und
elektrophoretisch getrennt. Anschlieend konnen sie durch markierte Antikorper
sicht- und messbar gemacht werden. Die Messungen wurden in Zusammenarbeit
mit Bettina Stahl und Rosemarie Mayer des Institutes flr Anasthesiologische
Pathophysiologie und Verfahrensentwicklung, Ulm durchgefihrt. Basis fur die
quantitative und qualitative Bewertung von HO-1, HIF-1a, iNOS, BcL-xL, und IkBa

ist das folgende Protokoll.

2.8.1 Herstellung des Zellhomogenats

Unmittelbar nach Organentnahme wurde die Lungengewebsprobe zur
Aufbewahrung in flissigem Stickstoff schockgefroren. Anschliel3end wurde sie zur
Proteinisolation angetaut und in kaltem PBS unter Zusatz von Proteaseinhibitoren
mit einem Dispergiergerat homogenisiert. Das Homogenat wurde in der gleichen
Menge Lysepuffer (2x) fir 30 min auf Eis inkubiert. Die Probe wurde fir 30 min bei
4°C zentrifugiert, anschlieRend der Uberstand abgenommen und zweimal fiir 10s
mithilfe eines Sonicators beschallt. Das verbleibende Pellet aus Zellresten wurde

verworfen.

Um eine Vergleichbarkeit der Proben sicherzustellen, wurde die enthaltene Menge
Protein mithilfe des Bio-Rad Protein Assay bei 595 nm photometrisch bestimmt.
Um die Konzentration der Probe anschlieend auf die gewlnschte Konzentration

einzustellen, wurde sie mit einfach konzentriertem EMSA Puffer verdinnt.

Zur weiteren Reduktion wurde sie in einer 1:2 Verdinnung mit zweifach
konzentriertem Sample Buffer versetzt. Diese Mischung wurde flir 10 min bei 95°C

gekocht und anschliel3end bei -20°C aufbewahrt.
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2.8.2 Durchfliihrung des Western Blots

Als Tragermatrix wurde eine SDS-Page (sodium dodecyl! sulfate polyacrylamid gel
electrophoresis) mit Sammel- und Trenngel verwendet [72]. Nach Gielsen und
Ausharten von Taschen flur die Proben wurden sie dreimal mit Laufpuffer (pH 8,8)
gewaschen. Mithilfe einer Hamiltonspritze wurde das Gel vor und nach der
Beladung durch die Probe mit 10 yl Sample Buffer versetzt. Zur Unterscheidung
der Molekulargewichte wurde ein Kaleidoscope Proteinstandard verwendet; eine
Positivkontrolle wurde mit durchgefuhrt. In die Ubrigen Taschen wurden die
Proteinproben gefullt. Dann wurde das Gel in die Elektrophoresekammer gegeben
und diese mit Laufpuffer aufgefillt. Es wurde Strom mit 90 V flr die ersten 15 min

und 180 V fur weitere 35 min angelegt.

Mit dem sogenannten Blottingprozess sollen die aufgetrennten Proteine auf eine
Membran Ubertragen werden, um sie anschlielend per Antikdrper nachweisen zu
kénnen. Es wurde zunachst eine Nitrozellulosemembran in Blotting Puffer gelegt.
Das Gel wurde darauf platziert und beides zwischen in Blotting Puffer getrankte
Filterpapiere in eine Transferzelle gelegt. Der gesamte Stapel wurde durch
Walzen von Luftblasen befreit und im Anschluss fur eine Stunde vertikal eine

Spannung von 20 V angelegt.

Nach dem Blottingprozess wurde die Nitrozellulose mitsamt Ubertragenem Protein
zunachst in TBS-Puffer (tris buffered saline) gewaschen. Der Proteintransfer und
die gleichmaRige Proteinbeladung wurden durch eine reversible Farbung mit
Ponceau S fur 2 min sichtbar gemacht und kontrolliert. Nach Abwaschen der
Farbung mit TBS-Puffer wurden die Gbrigen Bindungsstellen mit einem Milchpuffer
blockiert, um eine unspezifische Bindung der Antikorper zu vermeiden. Nach einer
Stunde Inkubation wurde die Membran abermals mit TBS-Puffer gewaschen, um
anschlieBend den primaren Antikorper aufzutragen. Folgende Antikdrper wurden

verwendet:
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Hamoxygenase-1

Die Hamoxygenase-1 (HO-1) ist die induzierbare Form eines Enzyms, das als
Katalysator im Hamabbau fungiert. Sie wird u.a. im Rahmen von
Entzindungsreaktionen und hypoxischen Zustanden vermehrt sezerniert, ist
jedoch in erster Linie als Indikator fur oxidativen Stress zu werten [81]. Sie nimmt
indirekten Einfluss auf den Gefaldtonus durch Eingriff in die Produktion von
Kohlenmonoxid und in die Funktion der induzierbaren NO-Synthase (iNOS).

Letztere ist fUr ihren entzindungshemmenden Effekt verantwortlich [100].
1. AK: Monoclonal HO-1 rabbit IgG Verdinnung: 1:2000
2. AK: HRP-linked antibody, goat anti-rabbit IgG Verdinnung: 1:2000

Proteinmenge pro Geltasche: 20 ug/10 uL

Hypoxie-induzierter Faktor 1a

Dieser Transkriptionsfaktor (HIF-1 a) wird von den meisten, wenn nicht allen
sauerstoffatmenden Spezies produziert und spielt nicht nur eine Rolle in
Entwicklung und Metabolismus, sondern auch in der zelluldaren Anpassung an
hypoxische Bedingungen. So bewirkt er z.B. eine Ausschittung von VEGF und die

Transkription verschiedener zellproliferativer und glykogenolytischer Gene [116].
1. AK: Polyclonal HIF-1a rabbit IgG Verdunnung: 1:1000
2. AK: HRP-linked antibody, goat anti-rabbit IgG Verdinnung: 1:2000

Proteinmenge pro Geltasche: 20 ug/10 uL

Induzierbare NO-Synthase

Als katalysierendes Enzym tragt die induzierbare NO-Synthase (iINOS) zur
Oxidierung von L-Arginin zu NO bei. Neben dessen Rolle als vasodilatierender
Gasotransmitter wird es als freies Radikal in groReren Mengen durch die iNOS
hergestellt. Dieser Vorgang wird durch Zytokine ausgeldst und dient zur

Immunabwehr [94].
1. AK: Polyclonal NOS1/bNOS rabbit IgG Verdinnung: 1:1000
2. AK: HRP-linked antibody, goat anti-rabbit IgG Verdinnung: 1:2000

Proteinmenge pro Geltasche: 40ug/20 uL

31



Material und Methoden

Bcl-xL

Als mitochondriales Transmembranprotein stabilisiert Bcl-xL (B-cell lymphoma—
extra large) die Membranhomobostase. Es verhindert in Stresssituationen die
Ausschuttung von Cytochrom C aus den Mitochondrien und somit die Aktivierung

von Caspase 9, wodurch es antiapoptotisch wirkt [28].
1. AK: Monoclonal Bcl-xL rabbit 1IgG Verdinnung: 1:2000
2. AK: HRP-linked antibody, goat anti-rabbit IgG Verdunnung: 1:2000

Proteinmenge pro Geltasche: 10 ug/10 uL

IkBa

Dieses zytoplasmatische Protein ist ein direkter Inhibitor des Transkriptionsfaktors
NF-kB. Es verhindert durch Komplexbildung mit ihm sowohl dessen Aktivierung,
als auch seine Bindung an die DNS. NF-kB spielt eine tragende Rolle in der
Entwicklung einer Entziindungsantwort und wirkt je nach Stimulus und Zelltyp anti-
oder proapoptotisch [7,67]. Daflr ist die Spaltung des Komplexes durch
Phosphorylierung von IkBa notwendig, etwa durch inflammatorische Zytokine oder
reaktive Sauerstoffspezies (reactive oxygen species, ROS) [102]. Somit korreliert

die Konzentration von freiem IkBa negativ mit der von NF-kB.

1. AK: Polyclonal IkBa rabbit IgG Verdunnung: 1:2500
2. AK: HRP-linked antibody, goat anti-rabbit IgG Verdinnung: 1:2000
Proteinmenge pro Geltasche: 10 pg/10 uL

Verdinnt in Blotto B wurden die Primarantikérper auf die Membran gegeben und
uber Nacht bei 4°C und leichtem Schwenken inkubiert. Danach wurde der
jeweilige sekundare Antikorper in der o0.g. Verdinnung in Milchpuffer zusammen
mit 10 ml Blotting Puffer auf die Nitrozellulosemembran aufgetragen. Nach
einstindiger Inkubation wurde die Membran erneut mit einer TBS/Tween20
Mischung gewaschen.

Blots, die unscharfe oder inhomogene Anfarbungen oder starkes
Hintergrundrauschen aufwiesen, wurden verworfen. Die gleichmalige
Proteinverteilung in den Taschen aller verwendeten Blots wurde mit Aktin
Ladekontrollen Gberpruft.
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2.8.3 Auswertung

Der Blot wurde mithilfe des LumiGLO® Entwicklerkits nach Herstellerangaben
entwickelt. Anschlielend wurde der Blot — in Frischhaltefolie gewickelt —in einer
Rontgenkassette auf dem Rontgenfilm befestigt. In einer Dunkelkammer wurde
dieser antikorperabhangig exponiert und anschliefend entwickelt. Dadurch
entsteht ein radiologisches Abbild der Banden. Zur Digitalisierung wurde das
Programm Image J verwendet, mit dem die einzelnen Banden ausgemessen und

densitometrisch analysiert wurden.

Zum Vergleich wurden zusatzlich Gewebsproben der beiden C57BL/6J
Kontrollmause ausgewertet, weshalb die Ergebnisse in Kapitel 3.4 als ,Vielfaches

des Nativwertes” angegeben sind.
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2.9 Histologische Aufarbeitung

Das Lungengewebe wurde immunhistochemischen und histopathologischen
Auswertungen zugefuhrt. Die Gewebsfixierung und die immunhistochemischen
Verfahren wurden in Zusammenarbeit mit Rosa Engelhardt und Oscar McCook
des Institutes fir Anasthesiologische Pathophysiologie und Verfahrensentwicklung
in Ulm durchgefihrt. Die histopathologische Auswertung wurde von einer

unabhangigen, erfahrenen Pathologin durchgefuhrt (Dr. Angelika Scheuerle).

2.9.1 Gewebsfixierung

Sowohl fur die immunhistochemische, als auch fir die histopathologische
Auswertung mussen Paraffin-Schnittpraparate hergestellt werden. Hierzu wurde
unmittelbar post mortem der linke Lungenfllgel flr die Anfertigung histologischer
und immunhistochemischer Praparatefarbungen entnommen, in einer
Einbettkassette platziert und fur die Dauer von sechs Tagen in Paraformaldehyd
(4%) fixiert. Danach folgten die Dehydrierung des Gewebes in einer Reihe
Lésungen mit aufsteigender Alkoholkonzentration (70, 90, 100, 100%), die
Entfernung des Alkohols mittels Xylol, die Impragnierung des Gewebes in

flussigem Paraffin und schlieRlich die Verarbeitung zu Paraffinblocken.

An einem Microtom wurden nun 3 um dicke Paraffinschnittpraparate angefertigt
und in vollentsalztes Wasser von 50°C gegeben. Gleich danach wurden sie mit
Glasobjekttragern wieder herausgeholt, auf denen sie haften blieben. Nach dem
Trocknen im Brutschrank bei 41 °C wurden die Gewebeschnitte in vier
Waschgangen mit Xylol fur insgesamt 14 Minuten entparaffiniert und durch jeweils
5 Minuten in Badern einer Alkoholreihe absteigender Konzentration (100, 100, 90,
70%) wieder in ein wassriges Milieu Uberfuhrt. In diesem Zustand wurden die

Schnittpraparate den verschiedenen Farbemethoden zugefuhrt.
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2.9.2 Immunhistochemie

Nach der Entparaffinierung wurden die Objekttrager fur 4 Minuten in destilliertem
Wasser gespult und ein heat-induced epitop retrieval (HIER) mittels 10 mM
Citratpuffer (pH 6) durchgefuhrt, um die Bindung der Antigene zu verbessern.
Dafur wurden die Objekttrager in Citratpuffer 2 mal 4 Minuten in der Mikrowelle bei
700 Watt erhitzt. Die kontinuierliche Benetzung der Praparate mit Citratpuffer
wurde durch Auffullen des Behalters mit destilliertem Wasser zwischen den beiden

Erhitzungsschritten gewahrleistet.

Nach Abkuhlen und erneutem Waschen der Proben in destilliertem Wasser und
TBS-Puffer (Tris Buffered Saline, pH 8) folgte eine 20 minutige Inkubation der
Objekttrager mit 10% ,Normal Donkey Serum* fur die Anfarbung von Albumin und
Angiopoietin-1 (Ang-1), bzw. mit 10% “Normal Goat Serum® fur die Anfarbung von
CBS, Caspase-3 (Cas-3), Nitrotyrosin (NT) und VEGF. Beide Seren wurden mit
TBS-Puffer und 0,001 %Tween-20 verdiunnt. Sie dienen der Reduktion der
unspezifischen zytoplasmatischen Hintergrundfarbung. Anschliellend folgte bei
Raumtemperatur die einstundige Inkubation mit dem verdinnten Primarantikorper
in einer Losung aus 10 ml TBS-Puffer (pH 8,0) mit 30 yl Tween 20 und 10 ul des
entsprechenden Serums. Mit den 1:25-verdunnten Sekundarantikbrpern (Donkey
anti goat fur Albumin und Ang-1, ansonsten goat anti rabbit, Substanz A des Dako
REAL TM Detection Systems) wurde 30 Minuten lang inkubiert. Anschlief3end
wurden die Antikorper-Antigen-Komplexe durch Chromagen mit den Substanzen
C, D, E und F des Kits nach Angaben des Herstellers sichtbar gemacht, um das in
Abb. 4A dargestellte Ergebnis zu erhalten. Zwischen den einzelnen Inkubationen
erfolgten ca. 5 minttige Waschschritte mit TBS und 0,002 % Tween 20.

Nach Inkubation der Antikorperlosungen wurde eine Gegenfarbung mit
Hamatoxylin nach Mayer fur 30 Sekunden vorgenommen. Nach ca. 10 minutigem
Waschen mit Leitungswasser und schlielich vollentsalztem Wasser erfolgte eine
Behandlung der Objekttrager mit einer aufsteigenden Alkoholreihe (70, 90, 100%)
fur je 3 Minuten und zwei Xylol-Bader fur insgesamt 6 Minuten. Abschliel3end
konnten die immunhistochemisch gefarbten Objekttrager mit Neo-Mount® benetzt
und mit Deckglasern versehen werden. Folgende Antikorper wurden zur

Darstellung bestimmter Gewebeeigenschaften verwendet:
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Albumin

Albumin macht den groften Teil des im Blut vorhandenen Eiweiles aus. Weil es
bei Fehlfunktionen der Endothelbarriere in groRen Mengen ins Gewebe Ubertritt
wird die extravaskulare Anfarbung von Albumin als Indikator der endothelialen
Barrierestorung mit erhohter vaskularer Permeabilitat verwendet. |hr liegt ein
Mangel an gelostem NO zugrunde, der in diesem Fall am ehesten aufgrund

Inaktivierung durch Sauerstoffradikale entsteht [34].

FUr den immunhistochemischen Nachweis einer endothelialen Barrierestorung

wurde ein polyklonaler Ziegenantikorper in einer 1:60-Verdinnung verwendet.
Angiopoietin-1

Ang-1 spielt eine Rolle in der Aufrechterhaltung und Wiederherstellung der
endothelialen Integritat [136] und wird durch H,S reguliert [79]. Es verringert die
Wahrscheinlichkeit eines Lungendédems und verlangert die Uberlebenszeit nach

akuter Lungenschadigung (acute lung injury, ALI) [59].

FUr den immunhistochemischen Nachweis vaskularen Wachstums und Reparatur

wurde ein polyklonaler Ziegenantikorper in einer 1:60-Verdinnung verwendet.

Cystathionin-B-Synthase

CBS ist das Schlisselenzym eines der Pfade zur H,S-Produktion (vgl. Kapitel 1.2).

Es gilt zu untersuchen, wie ein CSE ko diese alternativen Pfade beeintrachtigt.

FUr den immunhistochemischen Nachweis der alternativen H,S-Produktion in der
Lunge wurde ein polyklonaler Kaninchenantikorper in einer 1:100-Verdinnung

verwendet.

Caspase-3

Cas-3 ist das terminale Enzym der Apoptosekaskade. Sowohl der intrinsische
Pfad (Zellularer Stress fuhrt zur Aktivierung von Caspase-9), als auch der
extrinsische (Bindung von Liganden an den extrazellularen ,death cell receptor®
aktiviert Caspase-8) fuhren schlieRlich zur Spaltung der inaktiven Pro-Caspase-3
zur ausfliihrenden Caspase-3. [73,112]. Sie ist damit das Bindeglied zwischen den
beiden apoptotischen Signalwegen.
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FUr den immunhistochemischen Nachweis von Apoptose wurde ein polyklonaler
Hasenantikorper gegen aktivierte Caspase-3 in einer 1:100 -Verdunnung

verwendet.

Nitrotyrosin

NT ist eine modifiziete Aminosaure, deren Vorhandensein als Indiz fir
nitrosativen Stress gilt. Hyperoxidanionen (O, ) reagieren mit NO zum stark
zytotoxischen Peroxinitrit (ONOQ"), das verschiedene Biomolekule attackiert und
somit einen Zellschaden hervorrufen kann [101]. Zusatzlich nitrosyliert es freie
Tyrosinreste in Proteinen. Dieser Prozess ist mittels Nitrotyrosin als Biomarker
nachweisbar. In gesunden Organismen findet er, wenn Uberhaupt, nur sehr

geringfugig statt und ist in der Regel nicht messbar [44].

Fir den immunhistochemischen Nachweis von nitrosativem Stress wurde ein

polyklonaler Hasenantikorper gegen NT in einer 1:200 -Verdinnung verwendet.

Vascular endothelial growth factor

VEGF ist ein Signalmolekll, das NO-Ausschittung und Angiogenese,
insbesondere am Endothel stimuliert [53]. Es wird bei Sauerstoffmangel durch
hypoxieinduzierte Faktoren induziert, aber auch von Peroxynitrit moduliert [122].
Seine Konzentration korreliert mit der Wahrscheinlichkeit eines Lungenédems im
Rahmen einer ALI [142].

FUr den immunhistochemischen Nachweis von nitrosativem und oxidativem Stress
wurde ein polyklonaler Kaninchenantikbrper in einer 1:200-Verdinnung

verwendet.

Auswertung

Die angefarbten Praparate wurden lichtmikroskopisch und verblindet mittels
LAxioVision Imaging Software®, einer Software fir Bildanalyse, ausgewertet.
Hierbei erfolgte eine Messung sowohl der Intensitat der Rotfarbung, als auch ihrer
Flache in um2. Pro Praparat wurden mehrere Areale 800 000 um? in die Wertung
aufgenommen, wie in Abb. 4 dargestellt. Nur eindeutig gefarbte Bereiche wurden

in die Wertung aufgenommen.
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Abb. 4: Quantitative Auswertung der immunhistochemischen Anfarbung am Beispiel des vascular
endothelial growth factor (VEGF). Bild A: 800 000 um? groBer Ausschnitt eines auf VEGF angefarbten
Praparates. Bild B: Die von AxioVision Imaging als positiv gewerteten Areale desselben 800 000 pm? -

Ausschnitts sind griin markiert.

2.9.3 Histopathologie

Um die Lungenpraparate morphologisch beurteilen zu koénnen, wurden diese
zunachst mithilfe eines Farbeautomats mit Hamatoxylin-Eosin angefarbt. Dieser
inkubierte die Schnitte in Mayers Hamalaun und nach kurzem Spllen mit
destilliertem Wasser in Eosin. Dehydriert wurden sie in aufsteigender Alkoholreihe,
ahnlich wie in Kapitel 2.9.2 beschrieben. Nach anschlielendem Xylolbad wurden

die Proben ebenfalls mit Neo-Mounte und Deckglasern versehen.

Diese Farbemethode ermdglicht eine differenzierte Beurteilung des Praparats, da
basophile Strukturen durch Hamalaun blau und eosinophile Strukturen durch

Eosin rot gefarbt werden.

Die lichtmikroskopische Auswertung der HE (Hamatoxylin-Eosin)-gefarbten
Lungenpraparate erfolgte verblindet. Folgende Kriterien wurden einbezogen:
Dystelektase, emphysematdse Uberbldhung, Alveolarmembranverdickung,
Makrophagen und Lymphozyten. Da unter Beachtung des Anfarbeverhaltens von
Granulozyten nur wenige eindeutig identifiziert werden konnten, wurden diese
nicht mit in die Wertung aufgenommen. Weitere enzymatische Farbungen
erschienen nicht sinnvoll, da das Gewebe bereits fixiert war. Dies spiegelt sich in
den Erkenntnissen von Matute-Bello et. al wider, laut derer Mause im Vergleich
zum Menschen weniger zirkulierende neutrophile Granulozyten aufweisen (10-

25% versus 50-70%) und sich die Unterscheidung von Granulozyten und
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Lymphozyten bzw. Monozyten bei der Maus als schwierig erweist [86]. Die

untersuchten Parameter wurden anhand folgender Skala bewertet:

0 Nicht vorhanden

1 Kaum erkennbar

2 Sehr gering ausgepragt
3 Gering ausgepragt

4 MaRig ausgepragt

5 Stark ausgepragt

Die Makrophagen und Lymphozyten wurden ausgezahlt, die Punktevergabe

erfolgte hier nach Anzahl pro Hauptgesichtsfeld.

Die so bestimmten Werte jeder einzelnen Maus wurden addiert, separat statistisch
ausgewertet und in Kapitel 3.6 als ,Gesamt-Score” fur histologische Schadigung

angegeben.

Abb. 5 stellt ein reprasentatives Beispiel der ausgewerteten Lungenschnitte der

beiden Gruppen dar.
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Abb. 5: Histopathologische Auswertung der Lungenpraparate. Je ein repriasentatives Beispiel der
Hamatoxylin-Eosin gefarbten Praparate der Wildtyp (WT)-Gruppe (A) und der Cystathionin-y-Lyase
(CSE ko)-Gruppe (B) sind abgebildet. Auf beiden Priaparaten sind eingewanderte Lymphozyten und
Makrophagen zu erkennen, unten ausgepriagtere Verdickungen der Alveolarmembran und dezente

Dystelektasen. VergroRerung: 400x
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2.10 Statistik

Dies ist eine prospektive, kontrollierte und randomisierte Studie. Eine
Normalverteilung der Ergebnisse wurde nicht angenommen, deshalb wurde die
Uberprifung auf signifikante Unterscheide zwischen den Gruppen mithilfe des

Mann-Whitney Rangsummentests flr unabhangige Stichproben durchgefihrt.

Die tabellarisch dargestellten Ergebnisse dieser Arbeit sind als Median, 25. und
75. Perzentile angegeben. KenngroRen mit arbitraren Werten sind flr eine
bessere Ubersichtlichkeit mittels Boxplots veranschaulicht, in denen zusétzlich

Minimal- und Maximalwerte abgebildet sind.

Als statistisch signifikant wurden Tests mit einem p kleiner als 0,05 betrachtet.
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3 Ergebnisse

3.1 Klinische Daten

Die an MZP 0 und 3 gemessenen Daten zu Hamodynamik, Lungenmechanik,
Gasaustausch, Metabolismus und Saure-Basen-Status sind in Tabelle 12
aufgefuhrt. Der PaO2, PaO2/FiO2 und auch der arterielle pH-Wert stiegen in der
Wildtyp-Gruppe im Verlauf des Versuchs an (p=0,0002, p=0,0002, p=0,046). Bei
CSE ko-Mausen waren Herzfrequenz und mittlerer arterieller Blutdruck an MZP 3
signifikant hoher als bei der Wildtyp-Gruppe (p=0,016, p=0,020). In der CSE ko-
Gruppe war die Lungencompliance wahrend des gesamten Versuchsablaufs
héher als in der Wildtyp-Gruppe (MZP 0: p=0,026; MZP 3: p=0,019). Der
Blutglukosespiegel wurde an MZP 3 bestimmt und war in der CSE ko-Gruppe
gegenuber dem Wildtyp signifikant erniedrigt (p=0,0006). Aus Tabelle 12 ist
auBerdem zu entnehmen, dass es zwischen den Gruppen keine signifikanten
Unterschiede im Noradrenalinbedarf gab, um einen mittleren arteriellen Druck von

= 50 mmHg aufrechtzuerhalten.

Tabelle 12: Himodynamische und lungenmechanische Parameter, Gasaustausch, Saure-Basen-Status
und metabolische Daten von Mausen mit (CSE ko) und ohne Cystathionin-y-Lyase-Knockout (WT). Die
Daten an Messzeitpunkt (MZP) 0 wurden eine Stunde nach Thoraxtrauma, an MZP 3 vier Stunden nach
Trauma erhoben. Die Daten sind als Median (Quartile) dargestellt. §= p<0,05 versus Wildtyp-Gruppe
desselben MZP, #= p<0,05 versus MZP 0 derselben Versuchsgruppe.

Parameter Gruppe MZP 0 MZP 3
WT 316 (301; 365) 328 (314; 340)
H_en;zfrequenz
ol CSE ko 414 (315; 424) 385 (348: 480) §
Mittlerer arterieller WT 57 (51;61) 57 (49; 58)
Druck
[mmHg] CSE ko 61 (48; 72) 63 (57; 78) §
WT 0(0; 15 0(0;0
Nor_a1dranalingabe ( ) (0:0)
It CSE ko 0 (0; 15) 0 (0: 0)
| WT 753 (743; 705) 790 (755; 822)
Atemrr_}mq}envolumen
b e CSE ko 775 (705; 876) 750 (705; 818)
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WT 86 (53; 90 87 (81; 91
Complian_g;e ( ) \ :
[ + em,07 CSE ko 108 (88; 125) § 122 (103; 141) §
WT 76 (73; 79 102 (91; 105) #
P30, ( ) ( )
[mmHg] CSE ko 86 (64; 92) 101 (76; 110)
WT 37 (33; 40 32 (29; 31
PaCO, ( ) ( )
[mmH] CSE ko 30 (27: 38) 30 (25; 38)
WT : :
- 3 (3; 3) 3(3;3)
fem F20] CSE ko 3(3; 3) 3(3;3)
WT 364 (348; 375 485 (428:; 499) #
Pa0,/FiO, ( ) ( :
[mmHg] CSE ko 407 (306; 438) 480 (362; 523)
WT 7,30 (7,27; 7,33) 7,34 (7,31; 7,44) #
Arterieller pH
CSE ko 7,34 (7,39; 7,27) 7,39 (7,34; 7,45)
Arterieller WT -7,5 (-9,0; -6,6) -4,7(-8,4;-3,4)
Basenuberschuss
[mmol-L™] CSE ko -7,6 (-9,6; -5,5) -5,9 (-7,4; -4,9)
WT 113 (108; 129
Gluko_s1e ( )
[mmol-L CSE ko 92 (87;97) §
WT 1,6 (1,33: 1,8)
Laktat_1
mmol-L"] CSE ko 1,2(0,8;1,4)
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3.2 Zytokine in Lunge und Plasma

Tabelle 13 stellt die in Lunge und Blutplasma gemessenen Konzentrationen der
pro- und antiinflammatorischen sowie der chemotaktischen Zytokine dar. In der
Lunge von CSE ko-Mausen war eine signifikante Erhohung des IL-18 (p=0,003),
IL-18 (p=0,002) und der KC (p=0,021) gegenlber der WT Gruppe messbar. Im
Plasma waren in der CSE ko-Gruppe dagegen IL-6 (p=0,0002), KC (p=0,021) und
MCP-1 (p=0,028) signifikant erhdht.

Tabelle 13: Zytokin- und Chemokinkonzentrationen in Lunge und Plasma: Vergleich zwischen Wildtyp-

(WT) und Cystathionin-y-Lyase-Knockout-Gruppe (CSE ko). Die Daten sind als Median (Quartile)
dargestellt. §= p<0,05 versus Wildtyp-Gruppe desselben Messzeitpunkts.

Gewebe Parameter WT CSE ko
. g 79 (66; 97) 57 (53 ;77)
IL-18 . .
I 486 (434; 537) 940 (664; 1155) §
IL-6 5,0 (4,5; 5,9) 5,7 (3,9; 19,0)
[Pg°*Mgprotein |
KC . 138 (106; 272) 279 (235; 481) §
[Pg*Mgprotein ]
MCP-1_ 22 (20; 27) 22 (20; 24)
[Pg°*Mgprotein |
IL-1B 66 (59; 78) 114 (92; 171) §
[Pg°*Mgprotein |
IL-10 7,7 (6,8; 10,0) 7,7(5,3;9,7)
[Pg*MQprotein ]
S [;’}'mFL‘}] 20 (10; 26) 17 (11; 33)
IL-18 163 (138; 199) 121 (82; 200)
[pg-mL"] : ’
IL-6 52 (40; 61) 118 (88; 158) §
[pg'mL"] ’ ’
[pg’_(ni_1] 52 (34: 89) 145 (86; 241) §
{\;'g?nf’[_ﬂ] 71 (49; 91) 100 (88; 841) §
[;'g-_'r:ﬁ] 18 (12; 29) 12 (10; 17)
[;5-}181 25 (20: 28) 14 (11; 22)
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3.3 Comet Assay

Abb. 6 ist zu entnehmen, dass der Tailmoment der CSE ko-Gruppe statistisch
signifikant erhoht war. In dieser Gruppe wurden also an MZP 3 mehr DNS-

Schaden gemessen als in der WT-Gruppe.

Comet Assay
1,0
0,8 - S
1=
2 0,6 -
£
= 0,41
|—
0.2 —_— p=0,0148
0,0 T T
WT CSE ko

Abb. 6: Comet Assay. Die Graphik vergleicht die Auspragung des Tailmoments zwischen den Mausen
der Wildtyp- (WT) und der Cystathionin-y-Lyase-Knockout-Gruppe (CSE ko). Die Daten sind als Median

(Quartile, Minimum und Maximum) dargestellt.
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3.4 Western Blot

Im Lungengewebe der CSE ko-Gruppe zeigte sich an MZP 3 eine signifikant
starkere Auspragung von HO-1 als in der WT Gruppe. Im Gegensatz hierzu wurde
eine signifikant geringere Konzentration von HIF-1a gemessen, wie in Abb. 7 zu
erkennen ist. Die starkste Veranderung wurde bei IkBa festgestellt, das durch den
Knockout stark zurickging. Die iINOS und Bcl-XL waren in der CSE ko-Gruppe
schwacher exprimiert. Diese Tendenzen erreichten allerdings kein

Signifikanzniveau.
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Abb. 7: Western Blots des Lungengewebes fiir B-cell lymphoma-extra large (Bcl-XL), Hypoxie-

induzierter Faktor 1a (HIF-1 a), Hamoxygenase-1 (HO-1), induzierbare NO-Synthase (iNOS) und

Inhibitor of kB, a (IkBa). Die Graphiken vergleichen die jeweiligen Proteinkonzentrationen zwischen

den Mausen der Wildtyp- (WT) und der Cystathionin-y-Lyase-Knockout-Gruppe (CSE ko). Die Daten

sind als Median (Quartile, Minimum und Maximum) dargestellt.
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3.5 Immunhistochemie

Die immunhistologische Anfarbung des Lungengewebes nach MZP 3 ergab
insgesamt kaum signifikante Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen (s.
Abb. 8). Allein Angiopoietin-1 war in der CSE ko-Gruppe deutlich erhoht. Starker
farbten sich in der CSE ko-Gruppe aufierdem Albumin und Nitrotyrosin an, beide

allerdings nicht signifikant.

Albumin Angiopoietin-1
2,5x107 2,0x10%
7 4
2,0x10 1,5x105 -
= 1,5x107 4 _ = _
g p=0,1304 % 1,0x10° - p=0,0298
£ 1,0x107 £
4
5,0x106 - 5,0x10
Ll B N
WT CSE-ko WT CSE-ko
VEGF CBS
3,0x107 1,0x107
8,0x106 - -1
= 2,0x107 - _— =
% ’ p=0,5737 ‘% 6,0x10° - p=1,0000
c [=
[ []
£ 1.0:107 £ 4,0x10°6 -
)
2,0x106 - ‘
0 ¥ T 0 I T I
WT CSE-ko WT CSE-ko
Caspase-3 Nitrotyrosin
2,0x106 1,5x108
1,5x106
=:‘§ ::‘-!: 1,0x106
= =
§ 1,0x108 - p=0,0848 § p=0,7463
£ . £ 5,0x105 -
5,0x105 -
e |
0 : — 0 ,
WT CSE-ko WT CSE-ko

Abb. 8: Immunhistochemie des Lungengewebes fiir Albumin, Angiopoietin-1, vascular endothelial
growth factor (VEGF), Cystathionin-$-Synthase (CBS), Caspase-3 und Nitrotyrosin. Die Graphiken
vergleichen die jeweiligen Farbintensititen des Lungengewebes zwischen den Mausen der Wildtyp-
(WT) und der Cystathionin-y-Lyase-Knockout-Gruppe (CSE ko). Die Daten sind als Median (Quartile,

Minimum und Maximum) dargestelit.
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3.6 Histopathologie

Die Ergebnisse der quantitativen Auswertung des Lungengewebes unter dem
Lichtmikroskop sind in Tabelle 14 abgebildet. Der Knockout fuhrte zu starker
ausgepragter Dystelektase (p= 0,0235) und Migration von Entzindungszellen, von
welchen aber nur die Makrophagen statistische Signifikanz erreichten (p= 0,0021).
Auch der ,Gesamt-Score” ist in der CSE ko-Gruppe deutlich héher (p= 0,0149)
und weist auf ausgepragtere gewebestrukturelle Veranderungen dieser Gruppe
hin.

Tabelle 14: Quantifizierung der histopathologischen Auswertung des Lungengewebes. Die
Lungenschnitte der Wildtyp- (WT) und Cystathionin-y-Lyase-Knockout-Gruppe (CSE ko) wurden in
Bezug auf die dargestellten Kriterien bewertet mit 0 (nicht vorhanden), 1 (kaum erkennbar), 2 (sehr
gering), 3 (gering), 4 (maRig), oder 5 (stark ausgepragt). Makrophagen sind als Anzahl pro

Hauptgesichtsfeld (HPF) dargestellt. Der ,,Gesamt-Score“ wurde aus der Summe aller Werte jeder

Maus errechnet. Die Daten sind als Median (Quartile) angegeben. §= p<0,05 versus Wildtyp.

Parameter WT CSE ko
Dystelektase 0,0 (00; 0,0) 2,0(0,3;3,8)§
Emphysem 3,5 (2,3; 4,0) 3,0 (1,3; 3,8)
Alveolarmembranverdickung 1,0 (0,0; 2,5) 2,0 (1,0; 3,8)
Lymphozyten 0,5 (0,0; 3,0) 2,5(1,3; 3,0)
Makrophagen [HPF] 0,0 (00; 0,0) 25(1,1;3,0)8§
Gesamt-Score 4,5 (3,3; 8,8) 10,25 (9,0; 13,8) §
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4 Diskussion

Uber den Einfluss von Schwefelwasserstoff auf die Mechanismen der
Entzindungsantwort ist sich die Literatur bislang uneins. Es ist hierbei eine
deutliche Heterogenitat der Studien zu erkennen, was untersuchte Organsysteme
(Hinterpfote [10], Leber [13], Lunge [37], Niere [138], systemisch [77]), Zellen und
Darreichungsform (inhaliert [37], intravends als Na,S [146], als slow-releasing drug
[75]) bzw. Blockade von H,S [157] betrifft. Womdglich stehen sich heute aus
diesen Grinden Zeugnisse einer pro- [3,4,77,157-161] und antiinflammatorischen
[6,35-38,41,76,123,137,146,147,155] sowie einer pro- [8,21,84] und
antiapoptotischen [14,32,37,89,109,138] Wirkung von Schwefelwasserstoff

gegenuber.

Ahnlich verhalt es sich mit dem H,S-produzierenden Enzym CSE, welches in der
vorliegenden Studie untersucht wurde. Bei Asthma [27], COPD [26] sowie nach
Nierenschaden [15] wurden protektive Effekte beobachtet; auf den begleitenden
Lungenschaden im Rahmen einer Pankreatitis wirkte sich jedoch seine Blockade
positiv aus [134]. Zur Ubertragbarkeit der erhobenen Ergebnisse auf ein klinisch

relevantes Setting, wie die MICU, fehlt es bislang ganzlich an Untersuchungen.

Die vorliegende Studie setzte sich deshalb zum Ziel, mit einem klinisch relevanten
Versuchsaufbau die Effekte der CSE auf die Entzindungsantwort nach
Thoraxtrauma zu untersuchen, ohne verfalschenden Variablen wie
Pharmakodynamik oder —kinetik sowie dosis- und organabhangiger Unterschiede
in der Wirkung zu unterliegen, wie sie bei bisherigen Untersuchungen zur Wirkung
von HyS zum Tragen kamen. Dies war dadurch mdglich, dass die Versuche an
genetisch modifizierten Mausen ohne CSE-Expression und in einer eigens dafur

entwickelten intensivmedizinischen Einheit durchgeflihrt wurden.
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Zusammengefasst wurden folgende Ergebnisse beobachtet:

Der CSE ko erhdhte die pulmonale Compliance a.e. im Sinne einer
emphysematdsen Uberblahung. Gegen Ende des Versuchs steigerte er
zudem Herzfrequenz und arteriellen Blutdruck, lie3 jedoch den
Gasaustausch unbeeinflusst.

Eine beobachtete Senkung der Blutglukose steht in Einklang mit einem
vorbeschriebenen blutzuckersteigernden Effekt von H,S.

Die Erhdhung mehrerer Zyto- und Chemokine in der CSE ko-Gruppe
legt eine entzindungshemmende Wirkung von Schwefelwasserstoff
nahe, sowohl auf lokaler als auch auf systemischer Ebene.

Festgestellte Schaden der DNS und weitere Indikatoren flr oxidativen
Stress bilden die antioxidative Wirkung von H,S ab, ein klarer Einfluss
der Mutation auf die Gefaldfunktion oder Apoptose war nicht
festzustellen.

Als histomorphologisches Korrelat der Entziindung befanden sich in
den Lungen der CSE ko-Tiere mehr Entzindungszellen, auch waren
vermehrt Dystelektasen auszumachen. GroRere strukturelle Schaden
verursachte der Knockout nicht.

Die Expression von CBS als alternativer Produktionsweg fir

Schwefelwasserstoff blieb unverandert.
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4.1 Interpretation klinischer Parameter

Bei der Interpretation aller vorliegenden Werte muss beachtet werden, dass sie
keine definitiven Ruckschlusse auf die Wirkung von H»S zulassen [51]. Untersucht
wurde lediglich die Wirkung des Knockouts der CSE, was nicht gleichbedeutend
ist mit einem Nichtvorhandensein von H,S. Zum einen kann keine sichere
Aussage Uber die tatsachlich verfligbare Menge des Gases getroffen werden, weil
diese nicht gemessen wurde (siehe dazu Abschnitt 1.2). Zum anderen ist es
vorstellbar, dass der Knockout von der H,;S-Konzentration unabhangige Effekte
mit sich bringt. Es konnen somit im vorliegenden Versuchsaufbau valide
Schlussfolgerungen nur Uber die Wirkung der CSE, nicht aber Gber die von H,S

gezogen werden.

4.1.1 Kreislaufparameter

Die Ergebnisse mehrerer Studien suggerieren, dass Schwefelwasserstoff Uber die
Offnung von Katp-Kanalen gefaRerweiternd und somit blutdrucksenkend wirkt
[29,90,163,164]. Wie schon in der erstmaligen Untersuchung der CSE ko-Mause
[154] wurde auch im vorliegenden Setting zu Ende des Versuchs ein erhdhter
Blutdruck gemessen. Die an MZP 3 gesteigerte Herzfrequenz nach Knockout steht
ebenfalls in Einklang mit einem vorbeschriebenen negativ chronotropen Effekt von
exogen appliziertem H,S, der auch unabhangig von einer durch das Gas
verursachten Hypothermie auftritt [106,131,143]. Allerdings konnten beide Effekte
erst an MZP 3, also vier Stunden nach Versuchsbeginn, beobachtet werden.
Passend hierzu kann der hohe Puls auch als Ausdruck einer starkeren
Stressreaktion als Resultat der gesteigerten Zytokinantwort und vermehrten
Atelektasenbildung verstanden werden. Auch wenn der Effekt des Knockouts nicht
gleichzusetzen ist mit niedrigeren H,S-Plasmakonzentrationen (s. Abschnitt 4.1),

konnte die vorbeschriebene kardiovaskulare Wirkung des beobachtet werden.

4.1.2 Lungenmechanik und Gasaustausch

Die meisten der erhobenen Parameter zu Lungenmechanik und Gasaustausch
zeigten sich durch den genetischen Knockout unbeeintrachtigt. Einzig die
Compliance war gegenuber der Wildtypgruppe sowohl zu Anfang des Versuchs,

als auch zu dessen Ende signifikant erhdht. Im vorliegenden Setting ist eine
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Beeintrachtigung der Compliance am ehesten durch das Thoraxtrauma an sich zu
erwarten, da eine VILI unter ,lungenprotektiver Beatmung mit Tidalvolumina von
unter 6 pl/g KG unwahrscheinlich ist. Dementsprechend wurde in einem
vergleichbaren Modell derselben Arbeitsgruppe eine Veranderung der Compliance
nach Thoraxtrauma beobachtet, nachher appliziertes Na,S hatte hierauf jedoch
keinen Einfluss [146]. Allerdings fihren sowohl diese Art der Schadigung, als auch
eine VILI durch Entstehung eines Lungendédems regelhaft zu einer verminderten,
nicht wie hier zu einer erhohten Compliance [114,139]. Des Weiteren ist
zumindest in letzterem Fall ein protektiver Effekt durch Schwefelwasserstoff
vorbeschrieben [41]. Esechie et al. beschrieben einen solchen positiven Einfluss
auch nach kombinierter Brand- und Rauchinhalation [36]. Somit Iasst sich Uber die

Entstehung der vorliegenden Werte nur spekulieren.

Eine mogliche Ursache fir hohe Compliance-Werte ist eine emphysematdse
Uberblahung der Lunge, wie sie beim chronisch-entziindlichen Krankheitsbild der
COPD vorkommt [51]. Der vorbeschriebene protektive Effekt von H,S auf die
COPD [26] passt gut in dieses Bild. Die ahnlichen histopathologischen
Emphysemwerte der Versuchsgruppen sind hiermit vereinbar, da auch die COPD
bei noch unbeeintrachtigter Lungenkapazitat die statische Compliance durch
Uberblahung erhéhen kann [96]. Es ist z.B. vorstellbar, dass der CSE ko an sich
Einfluss auf die pulmonale Elastizitdt nimmt und somit die Compliance a priori
beeinflusst. Zumindest in der glatten Atemwegsmuskulatur von Ratten wurde das
Enzym immunhistochemisch nachgewiesen [27]. Unterstutzt wird diese These von
einer Studie an Ratten, in der Na,S eine abnorme Kollagenakkumulation in den
kleinen Pulmonalarterien verhinderte [156]. Da verschiedene Kollagene flr die
Gewebeelastizitat der Lunge mitverantwortlich sind [130], ist ein Zusammenhang

hier vorstellbar, wenn auch rein spekulativ.

4.1.3 Blutzucker

Da die Leber als essentielles Organ des Glukosehaushalts gleichzeitig
Hauptproduktionsort von H,S ist, Uberrascht es nicht, dass die beiden
Stoffwechselwege interagieren. Einerseits stellten Guan et al. und Pan et al. fest,
dass hohe Glukosespiegel in vitro sowohl CSE-Expression als auch H»S-

Produktion reduzieren [48,103]. Auch im Mausmodell konnten Merz et al. eine
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Verminderung der CSE-Konzentration in der Leber durch Hyperglykamie
feststellen, noch ausgepragter im Rahmen eines septischen Schocks [88].
Andererseits induziert Schwefelwasserstoff sowohl Glykogenolyse als auch
Glukoneogenese [162]. Verschiedene Mechanismen scheinen hierbei beteiligt zu
sein, wie die Blockade der Insulinsekretion im Pankreas und eine Modulation der
mitochondrialen Biogenese via PGC-1a (peroxisome proliferator-activated
receptor-y coactivator-1a) [88,141]. Der hohere Blutzucker in den Wildtyp-Mausen

passt gut zu diesen Erhebungen.

Akute Stressreaktionen wie hier nach Thoraxtrauma gehen mit fur die
Stressadaptation essentiellen Erhéhungen der Blutglukose einher [9,85], eine
Reaktion, die auch am Mausmodell vorbeschrieben ist [50]. Deshalb ist auch hier
von einem solchen reaktiven Anstieg auszugehen, was die gemessenen Werte zu
einer Momentaufnahme der posttraumatischen Dynamik macht. Der Vergleich der
Konzentrationen lasst mutmalRen, dass der Knockout den reaktiven
Blutglukoseanstieg bei Stress im vorliegenden Modell unterdriickt. Hierbei kdnnen
jedoch — neben der oben beschriebenen direkten Wirkung von H,S — weitere

Mechanismen eine Rolle gespielt haben:

Eine mdgliche Ursache flur die niedrigeren Glukosewerte ist eine gesteigerte
glykolytische Aktivitat durch die starkere systemische Inflammationsantwort in der
CSE ko-Gruppe [51]. Dieser Effekt wurde von Ostroukhova et al. an
Asthmapatienten beobachtet und verschiedenen T-Zell-vermittelten Pfaden

zugeschrieben [99].

Weiterhin konnte der Hypoglykamie ein mechanisches Problem zugrunde liegen
[51]. Eine Uberblahte Lunge, die auch fur die hohen Compliancewerte der CSE ko-
Gruppe verantwortlich sein konnte, geht mit erhdohtem Widerstand im
Lungenkreislauf einher. Folge hiervon kann ein Blutstau vor dem rechten Herzen
sein, welcher zu einer Minderversorgung der Leber fihren [140] und schlie3lich

deren glukoneogenetische Funktion beeintrachtigen wurde.

Welche der diskutierten Faktoren im vorliegenden Fall zum Tragen gekommen
sind, lasst sich nur mit der gemessenen Blutglukosekonzentration nicht sagen, da
keine Differenzierung der beteiligten Stoffwechselwege maoglich ist. Die zugrunde

liegenden Mechanismen mussten in weiterfUhrenden Studien untersucht werden.
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4.2 Interpretation entziindungsrelevanter Signalstoffe

Divergierende Resultate vorgegangener Untersuchungen zum Einfluss
Schwefelwasserstoffs auf entziindliche Prozesse wurden in Kapitel 1.2 sowie am
Anfang dieses Abschnitts aufgeflhrt. Die hier erhobenen Werte lassen hingegen

eine klare Tendenz erkennen.

4.2.1 Zyto- und Chemokine

Im Lungengewebe der CSE ko-Gruppe war ein signifikanter Anstieg der
proinflammatorischen Zytokine IL-18 und IL-13, sowie des Chemokins KC zu
erkennen, im Plasma von IL-6 sowie der Chemokine KC und MCP-1.
Hervorzuheben ist dabei der durch den Knockout stark erhohte Plasma-IL-6-
Spiegel. Dieser Mediator bewirkt die Induktion mehrerer Akute-Phase-Proteine
[22] und ist ein verlasslicher Marker fur die Schwere eines Traumas [54]. Die
gemessenen IkBa-Werte unterstreichen diese Ergebnisse. Das Protein war in den
CSE-defizienten Mausen in deutlich geringerem Ausmald nachweisbar, eine
starker ausgepragte Aktivitat von NF-kB ist also denkbar (siehe Kapitel 2.8.2). Als
zentraler Mediator der Immunantwort wird der Faktor beispielsweise von IL-18 und
TNF-a induziert und fordert die Transkription, unter anderem der Gene von IL-6,
MCP-1 und KC [102].

Diese Ergebnisse legen den Schluss nahe, dass H,S durch Einflussnahme auf
verschiedene Mediatoren die immunologische Antwort nach Thoraxtrauma
moduliert. Dartuber hinaus scheint sich dies im vorliegenden Fall hemmend auf die
Inflammationsantwort auszuwirken. Dies deckt sich mit vorhergegangenen Funden
der eigenen Arbeitsgruppe [146], sowie verschiedenen Untersuchungen, die einen
protektiven Effekt des Gases bei Nieren- [87] und Lungenschadigung [36,37],
hamorrhagischem Schock [47,91] und nach Ischamie und Reperfusion von Leber
[13,66], Lunge [42] und Niere [14,56,138] beschrieben. Gegenteilige
Beobachtungen wurden sowohl bei Sepsis als systemische, Uberschielende
immunologische Antwort [77,159,160], als auch bei lokalen entziundlichen
Prozessen, z.B. in Lunge [161] oder beim Hinterpfotenddem [10] gemacht.
Teilweise wurden sogar dieselben Parameter untersucht (MCP-1 [134,158], IL-6,
IL-1B, TNF-a [158]). Ein Erklarungsansatz fur den variierenden Effekt von H,S ist
seine antiinflammatorische = Wirkung in niedrigen bis physiologischen
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Konzentrationen bei proinflammatorischer Wirkung in hohen Konzentrationen.
Eine Dosisabhangigkeit allein wird jedoch den beobachteten Zusammenhangen
nicht gerecht. So wurden beispielsweise die untersuchte Spezies und
unterschiedliche Organsysteme als Faktoren identifiziert, die Einfluss auf die

Wirkung des Gases nehmen [148].

Wie in Kapitel 4.1 beschrieben, ist auch hier zu bedenken, dass aus diesen Daten
keine sicheren Erkenntnisse zur Wirkung von H,S gewonnen werden kénnen.
Samtliche beobachteten Effekte konnen lediglich dem Knockout der CSE

zugeschrieben werden.

Die Rolle der CSE bei entzundlichen Prozessen und Verletzungen der Lunge ist
noch nicht ausfihrlich untersucht. Im Rattenmodell wirkte sie sich sowohl in einem
Asthma-, als auch in einem COPD-Modell protektiv aus [26,27]. Seine
pharmakologische Blockade hatte hingegen an der Ratte [12], wie an der Maus
[134] protektiven Einfluss auf die begleitende Lungenschadigung im Rahmen einer
ceruleininduzierten Pankreatitis. Die vorbeschriebenen Untersuchungen wurden
jedoch ohne genetischen Knockout und nicht an einem realitatsnahen, beatmeten
Modell erhoben. Unter Zuhilfenahme der MICU korrelierten hohere CSE-
Konzentrationen bislang mit einer Abschwachung der Lungenschadigung
[144,146).

Im vorliegenden Falle einer realitatsnahen intensivmedizinischen Betreuung wirkt
sich die CSE inhibitorisch auf die Zytokinantwort aus, auf der lokalen wie auf der
systemischen Ebene. Ob der Grund hierfir die Aufrechterhaltung der H»S-

Produktion ist, lasst sich nicht sicher beantworten.
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4.2.2 Indikatoren fur oxidativen und nitrosativen Stress

ROS und RNS (reactive nitrogen species, reaktive Stickstoffspiezies) schadigen
aufgrund ihrer starken, unspezifischen Reaktivitat verschiedenste Biomolektle und
konnen auf entsprechend unterschiedliche Arten und Weisen nachgewiesen
werden. Die immunhistochemisch ermittelte Konzentration von NT ergab keinen
Hinweis auf vermehrte Bildung von Peroxynitrit in der Lunge; auch die gemessene
VEGF-Expression  unterschied sich nicht signifikant zwischen den
Versuchsgruppen. Die im Western Blot untersuchte iINOS blieb ebenfalls
unbeeinflusst, allerdings war eine signifikant hohere Konzentration der HO-1 im
Lungengewebe der CSE ko-Gruppe auszumachen. In friheren Versuchen der
Arbeitsgruppe wurde eine vermehrte Expression der HO-1 bei &ahnlichem
Versuchsaufbau [146] bzw. im Sepsismodell [147] beobachtet und in diesen Fallen
durch appliziertes H,S vermindert. Der Anstieg wurde jeweils der Stressantwort
auf das Trauma zugeschrieben. Auch in der vorliegenden Untersuchung war ein
traumavermittelter Anstieg der HO-1 zu erwarten [81], der gréieren Auspragung in
der CSE ko-Gruppe liegt moglicherweise eine vermehrte Belastung durch

oxidativen Stress zugrunde.

Ein weiteres Indiz fur oxidativen [2] und nitrosativen [63] Stress ist der Comet
Assay, der im Blut der genetisch veranderten Mause deutlich mehr DNS-

Strangbriche aufzeigte.

SchlieBlich wird auch die Expression von NF-kB — und somit von IkBa — durch
oxidativen Stress beeinflusst, wie 1991 von Schreck et al. anhand von H;0O,
erstmals beschrieben [115]. ROS induzieren sowohl die Translokation, als auch
die Transkription von NF-kB [24] und setzen zudem diesbezuglich die Wirkung von
Zytokinen auller Kraft [113]. Das durch Deletion der CSE erniedrigte IkBa kann

also ebenfalls ein Indiz fur eine antioxidative Wirkung von H,S sein.

Es weisen also verschiedene veranderte Parameter auf erhdhten oxidativen
Stress in der CSE ko-Gruppe hin; die primar nitrosativen Stress kennzeichnenden
Faktoren ergaben hingegen keine signifikanten Ergebnisse. Die Aktivitat der CSE
scheint also die Wirkung von ROS starker abgefangen zu haben. H,S ist in der
Lage, die Bildung von ROS zu vermindern, diese selbst zu neutralisieren und
durch die Produktion von Glutathion ROS und RNS entgegenzuwirken [133].
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Welche Kombination genannter Wirkweisen hier zum Tragen kam und ob fur
diesen protektiven Effekt Uberhaupt eine hohere H,S-Konzentration ursachlich ist,

ist mit den vorliegenden Daten jedoch nicht zu ermitteln (siehe Abschnitt 4.1).

4.2.3 Indikatoren fir systemische und lokale Hypoxie

Kapitel 3.1 ist zwar zu entnehmen, dass sich der Gasaustausch (PaO, und
PaO,/FiO;) in der WT Gruppe im Verlauf des Versuchs verbesserte, allerdings
wiesen beide Gruppen weder Anzeichen einer Hypoxamie auf, noch

unterschieden sie sich signifikant voneinander.

Da Lungenkontusionen haufig Gewebseinrisse und -blutungen, Odeme und somit
Atelektasenbildung verursachen [114], muss eine ortlich beschrankte alveolare
Hypoxie im Lungengewebe in Betracht gezogen werden. Auf der lokalen Ebene
fuhrte die verminderte CSE-Expression zu einer deutlich erhéhten Expression von
HO-1. Zusammen mit der bereits diskutierten supprimierten IkBa-Konzentration
als Korrelat einer vermehrten NF-kB-Aktivitat kann dies ein Hinweis auf eine in der
Knockoutgruppe ausgepragtere lokale Hypoxie sein. Allerdings ist hierbei zu
beachten, dass beide Parameter wenig spezifisch sind, so kénnte die vorliegende

Konstellation auch Resultat der starkeren Zytokinantwort sein.

Im Gegensatz dazu wurden in der CSE ko-Gruppe signifikant niedrigere Werte fur
HIF-1a gemessen. Der Transkriptionsfaktor gilt als zentraler transkriptionaler
Regulator der Adaptionsantwort auf Hypoxie [149]. Durch die Kombination des
Knockouts mit einem Thoraxtrauma waren moglicherweise die Kapazitaten der
Regulierung durch HIF-1a erschopft. Hierdurch kann es zur gemessenen
niedrigen Konzentration gekommen sein, was wiederum fur den fehlenden VEGF-
Ausschlag in der Knockoutgruppe verantwortlich war. Die beiden Faktoren werden

unter hypoxischen Bedingungen regelhaft gemeinsam aktiviert [116].

Da HO-1 und NF-kB durch diverse Mechanismen aktiviert werden kdnnen, kdnnen
die niedrigen HIF-1a-Werte in der Knockoutgruppe jedoch auch Hinweis darauf
sein, dass hier keine vermehrte lokale Hypoxie vorlag. In diesem Fall ist die
Expression der HO-1 und von NF-kB, wie oben beschrieben, dem oxidativem

Stress oder der vermehrten Zytokinausschuttung zuzuschreiben.
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4.2.4 Endotheliale Barrierestorung und GefaRneubildung

In den gemessenen Werten fur Albumin und VEGF ergaben sich keine deutlichen
Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen, also wurde im vorliegenden Fall
weder eine vaskulare Wachstumsreaktion, noch die Gefallpermeabilitat durch den
Knockout nennenswert beeinflusst. Lediglich die Expression von Angiopoietin-1
war in der gesamten Wildtypgruppe unter der Nachweisgrenze und somit in den
CSE ko-Tieren erhoht.

Angiopoietin-1 bindet an den in Endothelzellen vorhandenen Tie2-Rezeptor,
dessen Aktivierung die Endothelzellhombostase aufrechterhalt und seine
Apoptose verhindert [39]. Via Blockade von NF-kB macht es einen
antiinflammatorischen  Effekt geltend [65] wund schatzt zugleich die
Endothelbarriere [136]. Als Gegenspieler hierzu wird Angiopoietin-2 durch
Entzindung aktiviert [82] und verbessert die Endotheladhdsion sowie dessen
Reaktivitat auf Zytokine [40]. Es wurde daher lange Zeit als der dynamische und in
Akutsituationen relevantere der beiden Parameter gesehen. Jeansson et al.
entdeckten allerdings 2011 mittels Knockout, dass Ang-1 bei der Heilung von
Geweben nach Verletzung eine tragende Rolle zukommt [64]. Weiterhin stellten
Ong et al. fest, dass ALI-Patienten mit hoherem Ang-1/Ang-2 Quotienten eher
uberleben [97].

Ob die vermehrte Proteinexpression von Ang-1 flir die ausbleibende
Barrierestorung trotz starkerer Entzindungsaktivitat in der CSE ko-Gruppe
verantwortlich ist, ist nicht sicher zu beantworten. Eventuelle — durch H,S-Mangel
hervorgerufene — Unregelmaligkeiten in der Funktion des Endothels konnten im
vorliegenden Modell also kompensiert werden, oder kamen uberhaupt nicht

zustande.
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4.2.5 Apoptose

Mit Bcl-XL und Cas-3 wurden zwei Gegenspieler der Apoptoseregulation
gemessen. Fur keinen der beiden wurden zwischen den Versuchsgruppen

signifikante Unterschiede festgestellt.

Die Apoptose ist im Gegensatz zur Nekrose ein kontrollierter Prozess, der auch
.programmierter Zelltod“ genannt wird. Sie verlauft nach einem histologisch
identifizierbaren, geordneten Muster bei dem die Integritat der Zellmembran
erhalten bleibt damit die Bestandteile der Zelle anderen Prozessen zugefuhrt
werden koénnen [71]. Ein Thoraxtrauma, wie hier den Tieren beider
Versuchsgruppen zugefugt, fihrt durch die Zerstérung der Gewebsstruktur zu
einer Steigerung der Apoptoserate [78]. Wie in Kapitel 4 erwahnt, ist die
Quellenlage bezuglich des Einflusses von Schwefelwasserstoff auf diesen
Mechanismus unklar. Eine Dosisabhangigkeit allein ist hierbei als Ursache der
Ungewissheit nicht ausreichend; so wurden bei physiologischen (0,1-0,5 mM)
[110,153] und bei hoéheren (5mM Na,S, 3,66 mM HS) [31,109] H,S-
Konzentrationen pro- [31,153], wie antiapoptotische [109,110] Wirkungen
beschrieben. Zu mdglichen Wirkmechanismen gibt es ebenfalls unterschiedliche
Beobachtungen an  verschiedenen Zelltypen. Beispielsweise  wurden
apoptosehemmende Effekte von Schwefelwasserstoff auf eine Hemmung der
Cas-3-Spaltung und der Phosphorylierung der p38-mitogenaktivierten
Proteinkinase (MAPK) [109], Bindung an die p65-Untereinheit von NF-kB [117],
Aktivierung des Phosphoinositid-3-Kinase/Proteinkinase B- (PI3K/Akt) und
extrazellularen signalregulierten Kinase-Pfads (ERK 1/2) [20] und Hemmung der
Offnung von mitochondrialen Permeabilitatstransitionsporen (MmPTP), sowie
Stabilisierung des Bcl-2-assoziiertes X Protein/B-cell lymphoma 2-Verhaltnisses
(Bax/Bcl-2) [152] zurtuckgefluhrt.

In einem vergleichbaren klinisch relevanten Modell senkte infundiertes Na,S die
Apoptoserate unter das Niveau ohne Thoraxtrauma [146]. Dieser Effekt konnte im
vorliegenden Modell eines CSE ko nicht reproduziert werden. Hier ist zudem
abermals anzumerken, dass der genetische Knockout nicht gleichbedeutend ist

mit dem Fehlen von H,S, wie bereits in Kapitel 4.1 erlautert.
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4.3 Interpretation histomorphologischer Befunde

Die histologische Untersuchung der Lungenpraparate ergab ein signifikant
erhohtes Vorkommen von Dystelektase und Makrophagen bei vorliegendem CSE

ko, sowie einen deutlich hdheren ,Gesamt-Score” fur histologische Schadigung.

Die nach Knockout vermehrte Prasenz von Makrophagen passt sich gut in das
Gefluge der in Kapitel 3.2 dargestellten Ergebnisse der Zytokinanalyse ein. Neben
ihrer Rolle als Phagozyten kommt Makrophagen in der Entzindungsantwort auch
eine Rolle als Signalvermittler zu [43]. So werden sie durch Zytokine wie MCP-1
rekrutiert und aktiviert, setzen aber auch selbst z.B. IL-1, IL-6, TNF-a, MCP-1 frei,
wodurch sie ihrerseits die Entziundungsantwort steuern [23]. Eingewanderte
Makrophagen sind also als morphologisches Korrelat der in CSE-defizienten
Tieren verstarkten Entzindungsaktivitat zu werten. Fur die — gleichermal3en in die
Entzindung eingebundenen — Lymphozyten lasst sich die gleiche Tendenz

erkennen, allerdings ohne statistische Signifikanz.

Die erhohte Dystelektaserate stellt ein weiteres gewebestrukturelles Spiegelbild
der untersuchten biochemischen Parameter dar. Stumpfe Thoraxtraumata konnen
A- und Dystelektasen zu Folge haben, die im Fall von Raghavendrans
Rattenmodell 24 Stunden nach Trauma am starksten ausgepragt waren [107].
Parenchymrisse fuhren zu Mikrohamorrhagien, die Entziindungsreaktion zu
vermehrter Schleimproduktion. Diese beiden Arten von Gewebeverdichtung
konnen im Kollaps von Alveolen enden bis hin zum kompletten Ausschluss

einzelner Lungenareale vom Gasaustausch — sogenannten Atelektasen [114].

Der weitaus hohere ,Gesamt-Score® in der CSE ko-Gruppe weist zusatzlich
kriterienubergreifend auf eine starkere gewebestrukturelle Veranderung in dieser
Gruppe hin. Die Kontrolle der Entzindungsantwort durch die CSE ist somit
offenbar lichtmikroskopisch erkennbar, auch wenn der pulmonale Gasaustausch
nicht erheblich beeintrachtigt war.
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4.4 Reaktion alternativer H,S-Produktionswege

Wie in Abschnitt 1.2 beschrieben, wird Schwefelwasserstoff endogen durch die
drei Enzyme CSE, CBS und 3-MST produziert. CSE und CBS verwenden fur
diesen Prozess dasselbe Substrat. Das wirft die Frage auf, ob das ohne CSE
vermehrt vorliegende Cystein die CBS-Aktivitat beeinflusst. Uberdies wurde fir
CBS eine ROS-abhangige Regulation festgestellt [80], was im vorliegenden
Modell eine Veranderung bewirken kdnnte. Es wurde hier allerdings kein Einfluss
des CSE ko auf die CBS-Konzentration ersichtlich; eine reaktive Hochregulation
des alternativen Produktionsenzyms im Lungengewebe blieb also aus. Die
Expression sowohl der CSE, als auch der CBS wurde als Teil der zellularen
Stressantwort identifiziert [146], fir eine Kommunikation untereinander bieten die

erhobenen Daten jedoch keinen Anhalt.
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4.5 Grenzen der Studie

Auf die generellen Limitationen von Tierstudien am Mausmodell wurde in Kapitel

1.4 eingegangen. Zusatzlich unterliegt unser Ansatz folgenden Einschrankungen.

Da in dieser Studie lediglich ein Zeitraum von bis zu vier Stunden nach
Unfallereignis Uberwacht wurde, kann ein direkter Zusammenhang zwischen hier
beobachteten akuten Veranderungen der Entzindungsreaktion und jenen, die
mittelfristig zum Multiorganversagen flhren, nicht bewiesen werden. Wie in
Abschnitt 1.1 beschrieben, kommen die Folgen der Entzindungsreaktion als
Todesursache erst ab dem zweiten oder dritten Tag nach Unfallereignis zum
Tragen [52]. Dass diese Reaktion dieselbe ist, wie sie hier beobachtet und durch
den Knockout beeinflusst wurde, kann mit den vorliegenden Daten nicht belegt
werden. Daflr spricht allerdings eine Untersuchung an einem fast identischen
Modell, die eine vergleichbare Immunantwort mit nach zwolf Stunden maximaler

und anschlie3end nachlassender Auspragung feststellte [50].

Auch wenn MaRnahmen wie das induzierte Trauma und die MICU eine
weitgehende Realitdtsnahe des Studienmodells ermoglichen, ist der zeitliche
Ablauf nicht dem eines tatsachlichen Unfallereignisses gleichzusetzen. Eine
vorangehende Analgosedierung wird bei Traumapatienten nie moglich sein, ist
jedoch am Tiermodell aus ethischen Grinden geboten. So besteht die Mdglichkeit,
dass die frlihe maschinelle Beatmung und Anasthesie kompensatorische
Mechanismen der Versuchstiere unterstitzt oder beeintrachtigt hat, wie z.B. von

Bracht et al. am Schweinemodell beobachtet [16].

Auch wenn der CSE ko nachweislich zu einer geringeren H,S-Konzentration im
Serum fuhrt [154], kénnen seine beobachteten Effekte nicht eindeutig auf
variierende Verfugbarkeiten des Gases zuruckgefuhrt werden. Es sei aber
erwahnt, dass bislang keine verlassliche Messmethode existiert, um diesen
Zusammenhang nachzuweisen [87]. Zudem konnten eventuelle andere Wirkungen
der CSE oder ihres Knockouts die Ergebnisse beeinflusst haben. Unter
Berucksichtigung der in Abschnitt 1.2 beschriebenen Storvariablen anderer
Methoden erscheint die Verwendung des Knockouts flir die vorliegende
Untersuchung jedoch sinnvoll.
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4.6 Schlussfolgerungen aus der Arbeit

Lungenfunktion und Gasaustausch blieben durch den Knockout unbeeintrachtigt.
Er verstarkte aber die Entzindung — sowohl auf lokaler, als auch auf systemischer
Ebene. Dies druckte sich durch vermehrte Zytokinproduktion, verringerte IkBa-
Expression sowie erhdhten oxidativen Stress aus. Es wurden weder eine auf
Entzindungsprozesse hinweisende endotheliale Barrierestorung, noch eine

erhdhte Apoptoserate festgestellt.

Hieraus wird erkennbar, dass der CSE auch unter Kklinisch relevanten
Bedingungen eine erhebliche Rolle in der entzindlichen Stressantwort zukommen
durfte. MalRgeblich sollte dabei ihr inhibitorischer Einfluss auf die Immunantwort
sein. Das konnte sie folglich neben dem Bereich akuter Traumata auch fur die
Forschung an Krankheiten wie COPD oder Sepsis interessant machen, fur deren
Heilung die Entzindungshemmung von Bedeutung ist. Wenn auch bislang mit
H.S-abgebenden Mitteln wie GYY4137 und AP39 keine ausreichend wirksame
Applikationsform gefunden wurde, bietet das Gas weiterhin Potential flr

weiterfUhrende Untersuchungen.

Zudem konnte nach genetischem Knockout der CSE ein Effekt auf die Blutglukose
beobachtet werden. Dies wird zuklnftig bei Erwagung mdglicher
pharmakologischer Angriffspunkte rund um das Gas beachtet werden missen,
wenn auch die zugrundeliegenden Mechanismen mit den vorliegenden Daten

nicht ermittelt werden konnen.
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5 Zusammenfassung

Thoraxtraumata konnen vor allem im Rahmen von Polytraumata akut
lebensbedrohlich sein — oder mittelfristig durch eine Uberschiel3ende systemische
Entzindungsreaktion = Organschaden verursachen. Der Gasotransmitter
Schwefelwasserstoff (H,S) nimmt Einfluss auf diese Immunantwort, seine Rolle
nach Thoraxtrauma ist jedoch in der Literatur bislang umstritten. Zudem gestaltet
sich die Untersuchung seiner Wirkung schwierig, da die Messung seiner
Konzentration im Blut bislang unzuverlassig ist und bei seiner externen Zugabe
bzw. medikamentosen Blockade Nebenwirkungen in Kauf genommen werden
mussen. In der vorliegenden Versuchsanordnung wird daher durch Verwendung
eines genetischen Knockouts die Bedeutung des H,S-produzierenden Enzyms
Cystathionin-y-Lyase (CSE) - als wichtigstes Enzym der endogenen H,S-

Produktion in der Lunge — nach Thoraxtrauma am Mausmodell untersucht.

Hierzu wurden acht C57BI6/J Wildtyp-Mause der gleichen Anzahl Mause mit
genetisch deaktivierter CSE gegenubergestellt. Beide Gruppen wurden einem
Thoraxtrauma unterzogen und fir vier Stunden unter intensivstationaren
Bedingungen  versorgt. AnschlieBend erfolgten  Organentnahme  und
biochemische, labortechnische und histologische Untersuchung des gewonnenen

Organmaterials.

Anhand von (Immun-) Histologie, Zytokinanalysen und Indikatoren fur oxidativen
und nitrosativen Stress konnte ein entzindungshemmender Einfluss der CSE
festgestellt werden — sowohl lokal durch Gewebsuntersuchungen der Lunge, als
auch systemisch durch Blutanalysen. Der genetische Knockout fuhrte zudem zu
niedrigeren Blutglukosewerten, wobei die zugrunde liegenden Mechanismen
aufgrund des anderweitig gesetzten Studienschwerpunkts offenbleiben mussen.
Lungenfunktion und Gasaustausch hingegen blieben im Wesentlichen
unbeeinflusst, auch ergab sich kein Anhalt fur signifikante Auswirkungen auf
Endothelfunktion und Apoptoserate. Die Expression der Cystathionin-p-Synthase
als alternatives Produktionsenzym von H,S blieb unverandert.

Diese Ergebnisse bestatigen die Bedeutung der CSE fur die akute Stressreaktion
nach Thoraxtrauma unter klinisch relevanten Bedingungen. Sie kommt damit als
Stellschraube zur Kontrolle der Inflammationsantwort bei akuten wie chronischen

Entzindungsprozessen in Frage.
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