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1 Einleitung

1.1 Bedeutung des Thoraxtraumas

1.1.1  Epidemiologie

Jahrlich versterben in Deutschland etwa 20 000 Menschen an den Folgen eines Unfalls *',
womit das Trauma die hdufigste Todesursache in den ersten drei Lebensjahrzehnten
darstellt. Dabei spielen traumatisch-hdmorrhagischer Schock und Schidel-Hirn-Trauma
bei dem friihen Tod von Unfallpatienten eine wichtige Rolle *. Davon abzugrenzen ist eine
Spitletalitit , die durch Komplikationen wie Sepsis und Multiorganversagen verursacht
wird *. Hierbei wird auch das Thoraxtrauma als bedeutender Wegbereiter des
Multiorganversagens angesehen . Das stumpfe Thoraxtrauma, welches in der
Bundesrepublik wesentlich hiufiger beobachtet wird als penetrierende Verletzungen *°, ist
somit sowohl isoliert, als auch im Rahmen eines Polytraumas eine hochrelevante
Schliisselverletzung. Klinischen Studien zufolge findet sich bei etwa 50-60% der
polytraumatisierten Patienten ein begleitendes Thoraxtrauma “*°*%°. Damit stellt es laut
einer Erhebung in den Jahren 1993 bis 1997 in der Bundesrepublik mit 45%, vor den
Extremititenverletzungen mit 42%, die hiufigste relevante Verletzung im Rahmen eines
Polytraumas dar . Die Bedeutung des stumpfen Thoraxtraumas verdeutlicht, dass es fiir
etwa 20% der posttraumatischen Todesfélle verantwortlich ist, wobei zwei Drittel dieser
Patienten ihre Verletzungen bei Verkehrsunfillen erlitten **. Verkehrsunfélle bilden somit
gefolgt von Stiirzen aus grofler Hohe den haufigsten Unfallmechanismus fiir ein stumpfes
Thoraxtrauma *°. Aus dem Unfallmechanismus ergibt sich, dass das Thoraxtrauma selbst
zu etwa 80% der Fille in Kombination mit thorakalen und extrathorakalen

Begleitverletzungen auftritt 7.

1.1.2  Prognose

Wihrend ein isoliertes Thoraxtrauma mit 0,5% eine relativ geringe Letalitit aufweist **,
finden sich beim polytraumatisierten Patienten mit begleitender Lungenkontusion deutlich
hohere Werte. Die Sterblichkeitsrate bei Patienten unter 60 Jahren liegt bei 15-20% und
steigt bei iiber 60-jahrigen auf bis zu 40% an ***°. Nach Gaillard ** kommt es bei
mehrfachverletzten Patienten zu einem Anstieg der Letalitit von 27% auf 56%, wenn eine

Lungenkontusion Teil des Verletzungsmusters ist.



Die Ursachen, warum ein begleitendes Thoraxtrauma mit einem derartigen Anstieg in der
Letalititsrate behaftet ist, sind bisher weitgehend ungeklédrt. Einerseits ist die
Prognoseverschlechterung mit einem gehduften Auftreten von posttraumatischer
respiratorischer Insuffizienz, Acute Respiratory Distress Syndrom (ARDS) und
Pneumonie vergesellschaftet. Andererseits findet sich eine erhohte Inzidenz an
extrapulmonalen Organfunktionsstorungen, welche ebenso zur Ausbildung einer
Multiorgandysfunktion mit septischen Komplikationen beitragen konnen %%
Zusammenfassend nimmt das Thoraxtrauma sowohl isoliert, aber vor allem im Rahmen

einer Mehrfachverletzung eine herausragende Rolle hinsichtlich Morbiditdt und Mortalitét

ein.
1.2 Pathologische Grundlagen des Thoraxtraumas

1.2.1  Histologische Auffilligkeiten

Unter der bei einem stumpfen Thoraxtrauma auftretenden Lungenkontusion versteht man
eine strukturelle und funktionelle Schidigung der Lunge als Folge einer nicht-
penetrierenden  Kompressions-Dekompressionsverletzung des Thorax ***°. Die daraus
resultierende Schiadigung der Alveolarmembranen und der vaskuldren Strukturen fiihrt
sehr rasch zu interstitiellen und intraalveoldren Blutungen. Im weiteren Verlauf kommt es
aufgrund von Permeabilitdtsstorungen der Lungenstrombahn zu einem interstitiellen
Odem 7 Ursichlich hierfiir scheinen durch Endothelzellschidigung hervorgerufene
kapillire Lecks zu sein '°. Des Weiteren finden sich Lungenabschnitte mit verbreiterten

1327 sowie perivaskuliren Odemen, eine Schwellung des

67,88

Alveolarsepten und Atelektasen

Endothels 7® und eine Sequestrierung von neutrophilen Granulozyten

1.2.2  Pathophysiologie der Lungenkontusion

Als Folge der pathologischen Verinderungen, insbesondere des Odems und der Blutung
und dem damit einhergehenden Verschluss der terminalen Luftwege, kollabieren die
peripheren  Alveolen 7% Dies fithrt zur Abnahme der funktionellen
Residualkapazitit, da die betroffenen Alveolen fiir den Gasaustausch nicht mehr zur
Verfligung stehen. Bei gleichzeitiger Reduktion der Compliance fiihrt diese Ventilations-
Perfusionsstérung zu einer Zunahme des Shuntvolumens, woraus sich eine massive

Verschlechterung der respiratorischen Funktion mit posttraumatischer Hypoxdmie ergibt



63767789 Daraus erkldrt sich die eingeschrinkte Funktion der Lunge hinsichtlich

Respiration und Metabolismus nach der Kontusion.

1.2.3  Inflammatorische Verdnderungen

Aufgrund der in Kapitel 1.2.1 beschriebenen Permeabilitatsstorung der Lungenstrombahn
kommt es schon kurze Zeit nach der pulmonalen Kontusion zu einer Sequestration von
aktivierten neutrophilen Granulozyten, die durch zunehmende Degranulation und
Freisetzung von gewebetoxischen Mediatoren eine lokale entziindliche Reaktion

27,63,67,88
hervorrufen Dt

Diese flihrt zur lokalen Aktivierung des humoralen
Gerinnungssystems sowie zu einer Inaktivierung des Surfactants ®. Die beschriebenen
Veranderungen lassen sich nicht nur im direkt kontusionierten Bereich der Lunge
nachweisen, sondern finden sich iiber das gesamte Lungenparenchym verteilt . In der
Lunge selbst kommt es aullerdem zu einer Vermehrung sowie Aktivierung von
Alveolarmakrophagen, welchen eine wichtige Rolle in der Infektabwehr sowie in der
Beseitigung von apoptotischen und nekrotischen Zellen zukommt *+*°. Als weiteres Indiz
fiir die lokale Entziindungsreaktion konnte in der bronchoalveoldren Lavage ein
signifikanter Anstieg von proinflammatorischen Zytokinen sowie chemotaktischer
Mediatoren nachgewiesen werden ©’. AuBerdem wurde gezeigt, dass durch die Schidigung
der Lunge auch eine systemische entziindliche Reaktion verursacht wird. So kommt es
neben einem Anstieg inflammatorischer Mediatoren im Plasma zu einer
Funktionsédnderung verschiedener, entfernt vom Ort der Schiadigung lokalisierter
Zellpopulationen wie Kupffer-Zellen, Milz- und Peritonealmakrophagen sowie

Splenozyten 467

. Neben der lokalen Entziindungsreaktion scheinen die durch die
zirkulierenden Entziindungsmediatoren vermittelten systemischen Einfliisse des Traumas
fiir die Entwicklung einer generalisierten inflammatorischen Reaktion eine wichtige Rolle
zu spielen **%7. Letztendlich sind die Mechanismen, die zum respiratorischen Versagen
fiihren, nicht hinreichend gekldrt. Daher sind unter experimentellen Bedingungen

weiterfithrende Untersuchungen hinsichtlich dieser Fragestellung notwendig.

1.3  Apoptose von Alveolarepithelzellen Typ 2 (AT2-Zellen)

Aus den unter 1.2.3 erwidhnten inflammatorischen Auswirkungen des stumpfen
Thoraxtraumas ergab sich die Hypothese, dass die Apoptose von AT2-Zellen in der

Pathogenese der posttraumatischen respiratorischen Komplikationen eine Rolle spielt.



1.3.1  Alveolarepithel

Das Alveolarepithel besteht vorwiegend aus 2 Zelltypen, die sich hinsichtlich Funktion
und Morphologie unterscheiden. Bei den AT1-Zellen handelt es sich um grof3e, flach
ausgezogene Zellen, die einen Anteil von 8-10 % der Lungenzellen bilden, jedoch etwa
95% der gasaustauschenden Fliche ausmachen *'*'*'%*_ Die AT2-Zellen hingegen sind
kuboidale, vorwiegend in den Alveolarecken lokalisierte Zellen mit zahlreichen
zytoplasmatischen Organellen '**%. Sie stellen ca. 15 % aller Lungenzellen und bilden
ca. 5 % der gasaustauschenden Fliche '*'*. Zu ihren vielfiltigen Funktionen zihlen die

Synthese von Surfactant >®7>%

und die Beteiligung an der Regeneration des
Alveolarepithels durch Differenzierung in AT1-Zellen "'*°!. Des Weiteren sind die AT2-
Zellen an zahlreichen Abwehrvorgingen wie Phagozytose sowie der Produktion und
Freisetzung von Zytokinen beteiligt /"', Neben den Alveolarepithelzellen finden sich in
der Lunge Endothelzellen, interstitielle Zellen und Makrophagen, die die verbleibenden 75

% der in der Lunge befindlichen Zellen ausmachen '*.

1.3.2  Allgemeiner Ablauf der Apoptose

Programmierter Zelltod oder Apoptose bezeichnet einen exakt regulierten Einzelzelltod,

bei dem die Gewebsarchitektur erhalten bleibt '

und Entziindungsvorgénge in keinem
oder nur minimalem Ausmaf vorkommen *'>**. Morphologisch lisst sich dieser Prozess
durch Vakuolisierung des Zytoplasmas, Verlust von Zell-Zell-Kontakten, Kondensation
von Kernchromatin und Zytoplasma, sowie durch Fragmentation von

8,10,11,46,52,101-103 . .
””” . Als biochemische

Desoxyribonukleinsdure (DNA) charakterisieren
Verdanderung findet sich eine Externalisierung von Phosphatidylserin auf die
Membranauf3enseite, welches als Erkennungssignal fiir phagozytierende Zellen dient
1378 Der Vorgang der Apoptose kann in eine Initiations- und eine Effektorphase
unterteilt werden, wobei die Initiationsphase durch extrinsische und intrinsische Stimuli
initiiert werden kann .

Der extrinsische Weg wird eingeleitet durch die Ligandenbindung an einen
Zellmembranoberflachenrezeptor der Tumornekrosefaktor (TNF) -Rezeptorfamilie (z. B.
Fas). Diese so genannten Todesrezeptoren besitzen in ihrem zytoplasmatischen Teil eine
Todesdomine. Zugehorige Liganden sind u. a. der Fas-Ligand und andere Zytokine, die

beispielsweise von T-Lymphozyten sezerniert werden >**°*%_ Eine 16sliche Form des Fas-

Ligand entsteht bei der Abspaltung des membrangebundenen Fas-Ligand durch

54,58,86 87

und induziert ebenso Apoptose in empfanglichen Zellen

4

Metalloproteinasen



Durch eine Trimerisierung des Rezeptors bilden die Todesdoménen eine Struktur, an die
nun Adaptermolekiile mit eigener Todesdoméne durch homotypische Interaktionen binden
konnen. In einem ersten Schritt bindet das ,,Fas assoziierte Protein mit Todesdoméne*
(FADD, Fas associated protein with death domain) an den Fas-Rezeptor ®*°. Das FADD
besitzt eine weitere Doméne liber die die Procaspase 8 an den Komplex, der als ,,Tod-
induzierender Signalkomplex* (DISC, death inducing signaling complex) bezeichnet wird,
bindet ****%"™ Durch die mittels Bindung an den Signalkomplex entstehende hohe
lokale Konzentration von Procaspase 8 kann sich diese nun autokatalytisch aktivieren und
die sogenannte Caspase-Kaskade ausldsen.

Beim intrinsischen Signalweg kommt es zur Freisetzung von Zytochrom C aus den
Mitochondrien in das Zytoplasma ***'. Dies kann ausgelost werden durch
Tumorsuppressoren wie beispielsweise p53, einem Transkriptionsfaktor, der durch die
Schiadigung von DNA aktiviert wird. Durch die Bindung von Zytochrom C an den
apoptotischen Protease-Aktivierungsfaktor-1 (Apaf-1, apoptosis protease-activated factor-
1) wird eine Konformationsdnderung des Proteins verursacht, so dass die Procaspase 9 an
den Apaf-1 binden kann. Die Bildung dieses Heterodimers ist eine Voraussetzung fiir die

47,103
9 >

autolytische Aktivierung der Caspase . Dieser Komplex wird als Apoptosom

bezeichnet und stellt die aktive Form der Caspase 9 dar, die analog zu Caspase 8 die
Caspase-Kaskade initiieren kann *"'%.

Reguliert wird dieser Signalweg u. a. mittels ,,B-Zell Lymphom-2 (Bcl-2, B-cell
lymphoma-2) assoziertem x-Protein* (Bax, Bcl-2 associated x-protein), welches in hdherer
Konzentration als Bax-Bax-Homodimer die Freisetzung von Zytochrom C aus dem
Mitochondrium bewirkt *°. In niedrigerer Konzentration bildet es zusammen mit Bcl-2
Heterodimere, wodurch Bax inaktiviert und die Apoptose gehemmt wird 2°-:46-84.85.102.103
Ausgehend von der aktiven Caspase 8 bzw. Caspase 9 kommt es in der Effektorphase zur
Aktivierung der Caspasen 3 **'®, 6 und 7 **”*, welche letztendlich fiir den apoptotischen
Tod der Zelle infolge von DNA-Fragmentation und Spaltung von Struktur- und

regulatorischen Proteinen verantwortlich sind %%,

1.3.3  Bedeutung und Ursachen der AT2-Zell-Apoptose

Im gesunden Lungenepithel spielt die Apoptose insbesondere in der fetalen
Entwicklungsperiode und der normalen Gewebshoméostase eine entscheidende Rolle 2%,
Des Weiteren soll die Apoptose der AT2-Zellen mit der Regeneration des Epithels im

Zusammenhang  stehen, da die  Gewebsarchitektur  erhalten  bleibt  und



Entziindungsvorginge minimiert werden ****®**. In diesem Zusammenhang ist bekannt,
dass AT2-Zell-Apoptose nach Ischdmie, Lungenverletzung und wihrend der
Erholungsphase nach einer akuten Lungenverletzung im Menschen induziert wird >,
Die Apoptose von AT2-Zellen spielt vermutlich jedoch auch bei pathologischen
Vorgingen in der Lunge eine wichtige Rolle. Studie zufolge leistet sie somit einen
bedeutenden Beitrag zur Pathogenese von acute lung injury (ALI, acute lung injury) und
ARDS 373338 bei deren Entwicklung eine Reduktion von AT2-Zellen beobachtet wurde
% Dabei kommen hypothetisch sowohl die Alveolarmakrophagen iiber direkten Zell-Zell-
Kontakt oder mittels Freisetzung I6slicher Mediatoren, als auch die eingewanderten
neutrophilen Granulozyten mittels oxidativem Stress als potentielle Ausloser fiir den

56,58,67,88

Vorgang der Apoptose in Frage . Ebenso wird einigen inflammatorischen

Mediatoren wie TNF-a und Interleukin-18 (IL-1B) die Eigenschaft zugeschrieben,

%1645 1n dieser Hinsicht konnten

Apoptose in verschiedenen Zelltypen zu induzieren
Alveolarmakrophagen als Quelle dieser Mediatoren in Betracht gezogen werden *, womit
sie zur Auslosung der Apoptose im Lungengewebe beitragen wiirden. Als weitere
wichtige Ursache fiir die Induktion von Apoptose in AT2-Zellen wird oxidativer Stress

angesehen .

1.4  Zielsetzung der Studie

Die vorangegangenen Zusammenhénge fiihrten zu der Hypothese, dass die in der Literatur
beschriebene Apoptoseinduktion in AT2-Zellen bei ALI bzw. ARDS auch in der
Pathogenese von respiratorischen Komplikationen nach einem stumpfen Thoraxtrauma
eine Rolle spielt. Zur Uberpriifung dieser Hypothese sollte in einem Rattenmodell eines
stumpfen Thoraxtraumas die Apoptoserate von AT2-Zellen und Verdnderungen von
apoptoseinduzierenden Faktoren untersucht werden. Des Weiteren sollte die Rolle der

Alveolarmakrophagen in der Apoptoseinduktion untersucht werden.



2 Material und Methoden

2.1 Tiermodell: Druckwellengenerator

Das Thoraxtrauma wurde entsprechend der von Jaffin et al. ** beschriebenen Methode

kontaktlos durch eine Druckwelle ausgelost, welche von einem Druckwellengenerator

erzeugt wurde. Der Druckwellengenerator (siche

Wissenschaftliche Werkstatt Feinwerktechnik,
Universitdt Ulm, Oberer Eselsberg, Ulm) setzte sich aus
einem oberen und einem unteren Zylinder zusammen,
die durch eine Mylarfolie (Du Pont GmbH, Bad
Homburg) voneinander getrennt waren. Der untere
offene Zylinder wurde mit einem Abstand von 2 cm
iiber dem Brustkorb der Versuchstiere zentriert. Der
obere Zylinder wurde iiber ein elektronisch auslosbares
(Hee-D-24,

Hochgeschwindigkeitsventil Festo,

Esslingen) und einen Druckminderer
(Flaschendruckminderer Zinser, Ebersbach) an eine
Gasflasche Druckluft

(MTLEichingen)

mit fir Atemzwecke

angeschlossen, wobei der
Druckminderer auf 13 bar eingestellt war. Durch
Offnen des Hochgeschwindigkeitsventils iiber den
elektronischen Ausldser stieg der Druck im Oberteil

des Druckwellengenerators an, bis die Berstspannung

Abb. 1:

eigene Herstellung:

Abb. 1: Druckwellengenerator mit
Druckerzeugungssystem und
Druckmesssonde. Oberer und unterer
Zylinder sind durch eine Mylarfolie
voneinander getrennt, welche durch
die druckbedingte Uberschreitung der
Berstspannung zerreifit. Somit konnte
in Zentrierung liber dem Thorax des
Versuchstieres eine reproduzierbare
Druckwelle erzeugt werden.

der Mylarfolie iiberschritten wurde. Dies bewirkte ein schlagartiges Zerreiflen der Folie in

Richtung Unterteil, was zur Entstehung der Druckwelle fiihrte, die nun fiir das

Thoraxtrauma des Versuchstieres verantwortlich war.

2.2 Extrahierung von Probenmaterial

2.2.1 Induktion des Thoraxtraumas

Als Versuchstiere wurden gesunde ménnliche Sprague Dawley Ratten (Charles River,

Sulzfeld) mit einem Gewicht von 250-275 g verwendet. Die Tiere wurden in den Stillen

der  Bereichstierhaltung  Haus

7

IV,  Untergeschoss

Safranberg  (Ulm) des



Tierforschungszentrums der Universitit Ulm bei einer Raumtemperatur von 21°C
gehalten. Dabei hatten die Tiere freien Zugang zu Wasser und Futter, bei welchem es sich
um eine standardisierten Versuchstiernahrung (Altromin 1314 Forti, Altromin, Lage-
Lippe) handelte. Die Hell-Dunkel-Phasen wurden in einen 12-stiindigen Tag-Nacht-
Rhythmus eingeteilt. Sdmtliche Tierversuche wurden ausschlieBlich in den Rédumen der
Bereichstierhaltung Safranberg durchgefiihrt. Die Versuchstiere wurden mittels einer
Spiilmaske in einer Sevofluran-Atmosphire (Sevorane, Abbott GmbH, Wiesbaden)
narkotisiert. Dazu wurden die Tiere zunéchst in einer Kohlenstoffdioxid (CO,)- Kammer
sediert und anschlieBend mit dem Kopf in der Spiilmaske platziert, welche von einem
Gemisch aus medizinischem Sauerstoff (Westfalen AG, Miinster) und Sevofluran
durchstromt wurde. Der Sauerstoff wurde iiber ein Rotameter (Dragerwerk AG, Liibeck)
mit einem Fluss von 0,8 1 pro Minute (min) zugefiihrt. Die Sevofluranbeimischung
erfolgte iiber einen Vapor (Dragerwerk AG). Der Anteil des Narkosegases lag bei 3% und
wurde zur Anpassung der Narkosetiefe des Tieres iiber den Vapor in diesem Bereich
variiert. Wesentliche Vorteile der Sevoflurannarkose gegeniiber intraperitoneal
verabreichten Andsthetika liegen in der schnellen Narkoseinduktion und der guten
Steuerbarkeit der Narkosetiefe. Die narkotisierten Tiere wurden mittels Klebestreifen mit
abgespreizten Extremitdten in Riickenlage auf einer Plexiglasplatte fixiert, wobei zur
Aufrechterhaltung der Narkose die Schnauze der Versuchstiere stets in der Spiilmaske
verblieb. Somit konnten die Ratten wie oben beschrieben unter dem Druckwellengenerator
platziert werden. AnschlieBend wurde bei der Hélfte der Versuchstiere mit einem Abstand
von 2 cm zwischen Thorax und unterem Zylinderrand das Thoraxtrauma ausgeldst. Bei
den restlichen Tieren wurde ein Kontrolleingriff durchgefiihrt, bei dem sie mit Ausnahme
des Thoraxtraumas genau derselben Prozedur unterzogen wurden. Bis zu den Zeitpunkten
30 min, 6 Stunden (h), 12 h, 24 h, 48 h und 7 Tage (d) nach dem Thoraxtrauma bzw. dem
Kontrolleingriff, an denen die Probengewinnung erfolgte, hatten die Tiere freien Zugang
zu Wasser und Futter. Direkt im Anschluss an das Trauma bzw. den Kontrolleingriff
erhielten die Versuchstiere eine Analgesie mittels Buprenorphin (Temgesic, Essex Pharma
BmbH, Miinchen) in einer Dosierung von 0,01 mg/kg Korpergewicht. Die Applikation der

Schmerzmedikation wurde in 12-stiindigen Abstdnden wiederholt.

2.2.2  Gewinnung von bronchoalveoldrer Lavage (BAL)

Zu den gewiinschten Zeitpunkten wurden die Versuchstiere zunidchst in einer CO,—

Atmosphire sediert, um sie anschlieBend mit circa 0,4 ml/kg Korpergewicht eines
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intraperitoneal verabreichten 1:1 Gemisches aus Xylazin (Xylazinhydrochlorid 2%
Alvetra, Neumiinster) und Ketamin (Ketaminhydrochlorid 100 mg/ml, Pharmacia &
Upjohn, Erlangen) tief zu andsthesieren. Nachdem die Tiere auf dem Riicken lagernd
befestigt wurden, wurde das Abdomen eroffnet und die Tiere mittels Punktion der Aorta
abdominalis entblutet. Im Anschluss daran wurden das Zwerchfell und das Sternum bis
zur Trachea durchtrennt. Fiir die nun folgende Fixierung des Lungengewebes wurde die
Trachea kaniiliert, wobei als Katheter der abgeschnittene Schlauch eines Butterflys (21 G,
Ecoflo, Dispomed Witt, Gelnhausen) diente. Nach Abklemmen des rechten
Hauptbronchus wurde die Lunge iiber den Katheter mit 3 ml Dulbecco's phosphate-
buffered saline (DPBS) 3-mal gespiilt, wobei das DPBS zwischen den Zyklen nicht
gewechselt wurde. AnschlieBend wurde die so gewonnene BAL in ein 15 ml Réhrchen
(Becton Dickinson & Company, Falcon, Franklin Lakes, USA), welches bereits 5
Mikroliter (ul) eines Gemischs aus Proteinaseinhibitoren enthielt tiiberfiihrt. Dieses
Gemisch setzte sich folgendermallen zusammen: 12 ul Leupeptin  (Leupeptin
hydrochlorid, 1 mg/ml, Sigma-Aldrich, Steinheim), 10 pl Trypsininhibitor (Trypsin
inhibitor, 10 mg/ml, Sigma-Aldrich), 5 ul Aprotinin (Aprotinin 1 mg/ml, Sigma-Aldrich)
und 2 pul Pepstatin (Pepstatin A, 1 mg/ml, Sigma-Aldrich). Die Proben wurden nun fiir 15
min bei 380 x Erdbeschleunigung (x g) und 4 °C zentrifugiert, der Uberstand

abgenommen, aliquotiert und bis zur weiteren Verwendung bei -80°C eingefroren.

2.2.3  Fixierung und Paraffinierung des Lungengewebes

Nach Gewinnung der BAL wurde die Klemme am rechten Hauptbrochus entfernt und
beide Lungen mit 10%-iger Formalinlosung aufgefiillt. Im Anschluss an die Entnahme der
Lunge wurde diese fiir 48 h in 10%-iger Formalinlosung eingelegt und anschlieend in
Paraffin eingebettet. Dazu wurde das Lungengewebe zunéchst in Plastikeinbettkassetten
iiberfiihrt und fiir 5 h unter flieBendes Wasser gegeben, um das Formalin aus dem Gewebe
zu waschen. Im Anschluss daran wurden die Kassetten im Einbettautomat (Leica Asp200,
Leica Microsystems, Wetzlar) mittels einer, in der Konzentration aufsteigenden
Alkoholreihe entwiéssert und mit Paraffin tibergossen. Die Alkoholreihe bestand aus 70%-
igem, 80%-igem, 90%-igem und 100%-igem Ethanol, Methylbenzoat, Toluol, Xylol und
nochmals 100%-igem Ethanol. 24 h spiter wurde das Gewebe in einer AusgieBstation
(Microm EC-350-1, Microm, Walldorf) zu Paraffinblocken gegossen. Dazu wurde
zundchst die Mulde der MetallgieBform mit Paraffin gefiillt und das einzubettende
Gewebe draufgegeben. SchlieBlich wurde die MetallgieBform komplett mit Paraffin
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aufgefillt und zum Aushirten auf die -4°C kalte Platte gestellt. Das Lungengewebe wurde
mit einem Mikrotom (Microm HMA450, Microm) auf 1 Mikrometer (um) Dicke
geschnitten. Fiir die weiteren Versuche wurde dabei jeweils der Mittellappen der rechten

Lunge herangezogen.

2.3 Immunhistochemie

2.3.1 Antizytokeratin- Antikérper MNF 116

Zur Entparaffinierung wurden die Schnitte zunédchst in Xylol und anschlielend in eine
absteigende Alkoholreihe (100%, 95%, 70%) tiberfiihrt. Es folgten Waschschritte in
destilliertem Wasser und DPBS (Gibco BRL; Grand Island, USA). Da der MNF 116-
Antikorper (monoclonal mouse anti-human cytokeratin clone MNF 116, DakoCytomation,
Carpinteria, USA) gegen intrazellulire Zytokeratinfilamente gerichtet ist, muss eine
Permeabilisation der Zellen erfolgen. Dies wurde durch eine 15-miniitige Inkubation der
Schnitte mit einer Proteinase K-Ldsung (Roche, Penzberg) in einer dunklen Kammer bei
37°C gewidhrleistet. Nach Waschen der Objekttrager in destilliertem Wasser wurden
unspezifische Fc-Fragmente 30 min durch Zugabe von 0,1% bovinem Serumalbumin
(BSA, Sigma-Aldrich) in TBS (Tris-Puffer: 0,05 mol/l Tris-Chlorwasserstoff (HCI,
Sigma-Aldrich), 0,15 mol/l Natriumchlorid (NaCl, Sigma-Aldrich), pH 7,6) geblockt.
AnschlieBend wurden die Schnitte iiber Nacht in einer feuchten Kammer bei 4°C mit dem
Erstantikorper (monoclonal mouse anti-human cytokeratin clone MNF 116,
DakoCytomation) inkubiert, welcher 1:150 in TBS verdiinnt wurde. Die Detektion des
Antikorpers erfolgte mittels eines alkalischen Phosphatase anti-alkalische Phosphatase-
Systems (APAAP) fiir primdre Mausantikorper (DakoCytomation). Im Anschluss an die
Inkubationsphase des Erstantikorpers wurden die Objekttrager in TBS gewaschen, um
daraufhin 2 Tropfen des Zweitantikorpers (polyclonal goat anti-mouse immunglobulin
(Ig)/goat F(ab")2, DakoCytomation) zuzugeben. Der 30-miniitigen Inkubationsphase
folgte ein Waschschritt in TBS. Zur Entwicklung der Schnitte wurden die Praparate fiir 30
min bei Raumtemperatur mit APAAP (DakoCytomation) beschichtet, wobei anschlieBend
wiederum mit TBS gewaschen wurde. Die anschlieBende Inkubation mit der APAAP-
Substratlosung (DakoCytomation) wurde fiir 20 min bei Raumtemperatur in einer feuchten
Kammer durchgefiihrt. Nach einem weiteren Waschvorgang in TBS wurden die Schnitte
zur Kernfarbung fiir 10 Sekunden (sec) in Mayers Hdmalaun (AppliChem, Darmstadt)
tiberfiihrt. AnschlieBend wurden die Objekttriger 10-mal in 0,037 molares
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Ammoniakwasser (Ammoniumhydroxid, Fluka, Buchs) getaucht und fiir 10 min zum
Blduen unter flieBendes Leitungswasser gegeben. Zur Fixierung der Deckgldser (Menzel-
Glaser, Braunschweig) wurde Faramount Aqueous Mounting Medium (DakoCytomation)

verwendet.

2.3.2  Aktive Caspase 3, Caspase 8, Fas, Fas-Ligand, Bax und Bcl-2

Die Entparaffinierung der Préparate erfolgte wie unter 2.3.1 beschrieben. Um das von der
Fixierung stammende Formalin, welches eine Maskierung der Antigene bewirkt,
herauszuldsen, wurde im Anschluss an die Entparaffinierung eine Mikrowellenbehandlung
in 10 millimolarem (mM) Citratpuffer (Sigma-Aldrich) durchgefiihrt. Nach einem
weiteren Waschschritt in DPBS wurden die Schnitte mit einer Quenchinglésung bestehend
aus Methanol und 30%-igem Wasserstoffperoxid (H,O,) inkubiert, um eine Blockade der
endogenen Peroxidase zu gewihrleisten. Dem anschlieBenden Waschen in DPBS folgte
die Inkubation der Schnitte mit dem Erstantikdrper verdiinnt in DPBS mit 1,5% Ziegen-
Normalserum (DakoCytomation), wobei die jeweils bendtigte Verdiinnung in
Vorversuchen ausgetestet wurde. Dabei erwiesen sich fiir den jeweiligen Erstantikdrper

folgende Konzentrationen als ideal:

1. aktive Caspase 3: 1:20 (rabbit anti-active caspase-3 polyclonal antibody,
PharMingen, San Diego, USA)

2. Caspase 8: 1:75 (rabbit anti-caspase-8 polyclonal antibody, Dianova,
Hamburg)

3. Fas: 1:25 (rabbit anti-fas polyclonal antibody, Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, USA)

4. Fas-Ligand: 1:50 (rabbit anti-fas-L polyclonal antibody, Santa Cruz
Biotechnology)

5. Bax: 1:50 (rabbit anti-bax polyclonal antibody, Santa Cruz
Biotechnology)

6. Bcl-2: 1:100 (rabbit anti-bcl-2 polyclonal antibody, PharMingen)

Als Negativkontrolle diente Kaninchen-Normalserum (DakoCytomation), welches 1:5000
in DPBS mit 1,5%-igem Ziegen-Normalserum verdiinnt wurde. Die Inkubation der Schnitte
mit dem Erstantikorper bzw. der Negativkontrolle erfolgte iiber Nacht bei 4°C in einer

feuchten Kammer.
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2-maligen Waschschritten mit DPBS folgend wurden die Schnitte mit dem Zweitantikdrper
(goat anti-rabbit IgG horseradish peroxidase (HRP), DakoCytomation) inkubiert. Dabei
erwies sich bei allen Farbungen eine 1:100 Verdiinnung in DPBS mit 1,5%-igem Ziegen-
Normalserum als optimal. Mit diesem, mit Meerrettichperoxidase konjugierten Antikorper,
wurde sowohl der eigentliche Schnitt, als auch die Negativkontrolle fiir 1 h bei
Raumtemperatur in einer feuchten Kammer inkubiert und anschlieBend wiederum in DPBS
gewaschen. Zur Detektion der Antikérper wurde 3,3-Diaminobenzidin-tetrahydrochlorid
(DAB, Sigma-Aldrich) verwendet, wobei die 15-miniitige Inkubation der Schnitte in der
DAB-Losung auf einem Schiittler im Dunkeln durchgefiihrt wurde. Die Objekttrager
wurden in destilliertem Wasser gespiilt und abschlieBend die Zellkerne durch 10-
sekiindiges Eintauchen in Mayers Hédmalaun (AppliChem) angefdrbt. Nach einem 10-
miniitigen Blduen unter flieBendem Leitungswasser wurden die Deckgldser wiederum mit

Faramount Aqueous Mounting Medium (DakoCytomation) fixiert.

2.3.3 Auswertung

Bei der MNF 116-Féarbung wurden zur Bestimmung von Verdnderungen der AT2-Zellzahl
zwischen Kontroll- und Traumatieren 20 Gesichtsfelder bei 630-facher Vergréferung
ausgezdhlt. Die MNF-positiven AT2-Zellen zeigten sich dabei als kuboidale, insbesondere
in den Alveolarecken lokalisierte Zellen, wihrend die flachen und ausgezogenen ATI-
Zellen nicht mit MNF angeféarbt wurden. Aufgrund von Wechselwirkungen zwischen dem
Proteinase K-Verdau der MNF 116-Farbung und der Citratbehandlung der anderen
immunhistochemischen Farbungen gelang trotz wiederholter Etablierungsversuche eine
Doppelfarbung mit MNF 116 und jeweils einem der unter 2.3.2 beschriebenen Antikorper
nicht. Dies erschwerte die Auswertung der Farbungen von 2.3.2 insofern, dass positiv
angeféarbte Zellen nur nach morphologischen Kriterien als AT2-Zellen identifiziert werden
konnten. Dabei wurde sowohl die Form als auch die Lokalisation der Zellen in die
Beurteilung mit einbezogen. Bestimmt wurde die Anzahl an positiven AT2-Zellen gesehen
auf eine Gesamtzahl von 200 gezihlten AT2-Zellen pro Schnitt.

Des Weiteren wurden in der MNF 116-Farbung die Anzahl der in den Alveolen
befindlichen Alveolarmakrophagen bestimmt. Hierbei wurden ebenso 20 Gesichtsfelder bei
630-facher VergroBerung ausgewertet und der Mittelwert gebildet. Die Zellen wurden hier
ebenso nach Lokalisation und morphologischen Kriterien, wie ovaler Zellkern, diffuses

Kernchromatin sowie variable Anzahl an zytoplasmatischen Vakuolen beurteilt .
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24 ELISA

2.4.1 Loslicher Fas-Ligand ELISA

Als Technik zur Bestimmung von l6slichem Fas-Ligand in der BAL wurde ein indirekter
ELISA gewidhlt, bei dem der gegen das Antigen gerichtet Antikdrper nicht direkt markiert
ist, sondern erst mittels eines Zweitantikorpers detektiert werden muss.

Zur Vorbereitung wurden die Proben zunédchst 1:200 mit Coating Buffer (20 mM Tris-
HCL pH 8,5) verdiinnt und die Standardlosung hergestellt. Dazu wurde mit dem
rekombinanten Fas-Ligand der Ratte (0,05 mg/ml, R&D Systems, Minneapolis, USA),
welcher als Standardprotein verwendet wurde, eine Losung der Konzentration 15000
pikogramm (pg)/ml hergestellt. Diese diente nun als Grundlage fiir die Verdiinnungsreihe
(2:1). AnschlieBend wurden jeweils 100 pl der Probe bzw. des Standards auf die
Mikrotiterplatte (C96 Maxisorp Cert., NUNC, Wiesbaden) pipettiert und {iber Nacht bei
4°C inkubiert. Am néchsten Tag wurde die Fliissigkeit von der Platte entfernt und pro
Well 300 ul Blocking Buffer (20 mM Tris-HCI pH 8,5 + 0,05% Tween 20 + 3% BSA)
zum Blockieren unspezifischer Bindungen hinzugefiigt. Nach einer Inkubationszeit von
1,5 h bei 37°C wurde 4-mal mit jeweils 300 ul Wash Buffer (20 mM Tris-HCI pH 8,5 +
0,05% Tween 20) gewaschen, 50 pul/Well des Erstantikorpers (Anti-rat Fas-
Ligand/TNFSF6 Antibody, R&D Systems) hinzupipettiert und 2 h bei Raumtemperatur
inkubiert. Nach erneutem 4-maligem Waschen mit 300 pul Wash Buffer wurde fiir 1 h mit
jeweils 50 pl des biotinylierten Zweitantikorpers (Biotin-SP-conjugated AffiniPure Anti
Goat IgG, Jackson ImmunoResearch, West Grove, USA) bei Raumtemperatur inkubiert
und wiederum 4-mal mit 300 ul Wash Buffer gewaschen. Anschlieend folgte eine 1-
stiindige Inkubationsphase mit 50 pl Peroxidase- konjugiertem Streptavidin (Jackson
ImmunoResearch). Einem weiteren Waschschritt folgend wurde in jedes Well 50 ul
Tetramethylbenzidin (TMB) Reagenz (TMB Substrate Reagent Set, Pharmingen) pipettiert
und fiir 30 min im Dunkeln inkubiert. Um die Farbentwicklung zu stoppen wurde
abschlieBend 50 pl/Well Stopplosung (2N Schwefelsdure, Sigma-Aldrich) zugefiigt und
die Absorption bei 450 Nanometer (nm, Referenzfilter 570 nm) am Microplate-Reader
(Tecan sunrise, Crailsheim) photometrisch gemessen. Die Konzentrationen wurden mit

Hilfe der aus den Standards berechneten Eichgeraden ermittelt.
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242 1IL-1B ELISA

Zur Bestimmung von IL-1P in der BAL der Ratte wurde ein Sandwich- ELISA- Kit
(BioSource International, Camarillo, USA) mit einer Sensitivitit von 31,2-2000 pg/ml
gewihlt. Dabei handelt es sich um eine direkte ELISA- Technik, bei der der Erstantikdrper
biotinyliert ist und somit kein Zweitantikdrper benotigt wird. Die Testdurchfiihrung
richtete sich nach den Empfehlungen des Herstellers.

Zu Beginn wurden jeweils 100 ul der Probe (1:1 verdiinnt mit Standard Diluent Buffer)
bzw. der Verdiinnungen des Standards (2000 pg/ml, 1000 pg/ml, 500 pg/ml, 250 pg/ml,
125 pg/ml, 62,5 pg/ml und 31,2 pg/ml, mit Standard Diluent Buffer verdiinnt) auf die
Mikrotiterplatte pipettiert, welche bereits mit einem fiir die Ratte spezifischen IL-1B
Antikorper beschichtet war. Nach einer 3-stiindigen Inkubationsphase bei Raumtemperatur
wurden die Wells mit jeweils 400 ul Wash Buffer 4-mal gewaschen. AnschlieBend wurden
pro Well 100 ul des biotinylierten IL-1B Antikorpers fiir 1 h bei Raumtemperatur
zugefiigt. Nach erneutem Waschen wurden 100 ul der Streptavidin-HRP Working
Solution hinzupipettiert, fiir 30 min bei Raumtemperatur inkubiert und wiederum
gewaschen. Nach Zugabe von jeweils 100 pul  Stabilized Chromogen
(Tetramethylbenzidine) beginnt sich die Fliissigkeit in den Wells blau zu farben. Um diese
Farbreaktion zu stoppen werden nach einer Inkubationszeit von 30 min bei
Raumtemperatur im Dunkeln 100 pl der Stop Solution hinzupipettiert und die Absorption
bei 450 nm am Microplate-Reader (Tecan sunrise) photometrisch gemessen. Die
Konzentrationen wurden mit Hilfe der aus den Standards berechneten Eichgeraden

ermittelt.

2.5 Isolation von AT2-Zellen

2.5.1 Tierarbeit

Fiir die Isolation der AT2-Zellen wurden gesunde ménnliche Sprague Dawley Ratten
(Charles River) mit einem Gewicht von 250-275 g verwendet. Die Tierarbiet erfolgte bis
zur Kaniilierung der Trachea analog Punkt 2.2.2. In diesem Fall diente der Katheter jedoch
zur Spiilung des Alveolarraums, wobei die Lungen durch 8-maliges Spiilen mit jeweils 10
ml frischen 4°C-kaltem DPBS (10 ml-Spritzen, Becton Dickinson & Company) von einem
GroBteil der in den Alveolen befindlichen Makrophagen befreit wurden. Der Effekt dieser

Spiilung wurde durch ein leichtes Massieren des Thorax ab der dritten Instillation
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erheblich verbessert. Nachdem im Anschluss an die letzte Lavage eine 20 ml Spritze
(Becton Dickinson & Company) gefiillt mit kaltem DPBS an das System angeschlossen
wurde, erfolgte die vorsichtige Entnahme des Herz-Lungenpakets. Durch Instillation von
2-3 ml kaltem DPBS wurde die Lunge auf ihre Integritét tiberpriift und anschlieend in

einem Becherglas mit sterilem, 4°C-kaltem, 0,9%-igem NaCl ins Labor transportiert.

2.5.2 Laborarbeit

Die Isolation der AT2-Zellen wurde in enger Anlehnung an die von Dobbs et al.

beschriebene Methode durchgefiihrt. Um die Zellen aus dem Epithelverband zu 16sen
wurde iliber den bei der Tierarbeit gelegten intratrachealen Katheter 40 ml DPBS mit 172
units (U) Pankreaselastase (Worthington Biochemical, Freehold, USA) iiber einen
Zeitraum von 20 min in die Lunge infundiert. Dabei flottierte die Lunge in einem 37°C-
warmen Wasserbad in DPBS. Alle weiteren Arbeitsschritte wurden in sterilem Milieu
unter der Sterilbank durchgefiihrt. Nachdem Herz und Hilus aseptisch entfernt wurden,
wurde die Lunge in DNAse I (1000 U; Sigma-Aldrich) iiberfiihrt und mechanisch
zerkleinert, wobei auch dieser Schritt dazu diente die Zellen aus ithrem Verband zu 16sen.
Durch die Zugabe von 5 ml Ultra-low IgG fetal calf serum (FCS, Life Technologies,
Rockville, USA) wurde die Enzymaktivitdt gestoppt. Es folgte ein forciertes Mischen des
Homogenates fiir 20 min auf einem Magnetriihrer. Im Anschluss daran wurden die Zellen
iiber Filter unterschiedlicher Maschengréfe (500 nm, 200 nm, 100 nm, VWR, Wien,
Osterreich) gegeben und fiir 10 min bei 450 x g zentrifugiert. Das Pellet wurde in
Dulbecco’s modified eagle medium (DMEM, Gibco) resuspendiert und die Zellsuspension
mit DMEM auf 40 ml aufgefiillt. Um restliche Alveolarmakrophagen zu entfernen,
wurden jeweils 10 ml der Suspension auf 4 mit Ratten-IgG (30 pg/ml, Sigma-Aldrich)
beschichteten bakteriologischen Petrischalen (100 x 15 mm, Becton Dickinson &
Company) ausgebracht und fiir 1 h bei 37°C in einer 5%-igen CO,-Atmosphire inkubiert.
Wihrend die Alveolarmakrophagen adhérierten, blieben die AT2-Zellen im Uberstand und
konnten somit abgenommen und zentrifugiert werden. AnschlieBend wurde das Pellet in
DMEM" + 10% FCS bestehend aus 500 ml DMEM, 10 ml nichtessentiellen Aminoséuren
(Gibco), 10 ml Penicillin/ Streptomycin (Gibco), 10 ml L-Glutamin (Gibco) und 55 ml
hitzeinaktiviertem FCS (Biochrom KG, Berlin), resuspendiert und gezéhlt, wodurch eine
Einstellung der Zellzahl auf 1 x 10° Zellen pro ml Medium erméglicht wurde. Nun wurden
zur Kultivierung der Zellen 0,5 ml der Suspension pro Well auf gekammerte Objekttrager

(Lab-Tek II Chamber Slide w/Cover RS glass slide sterile, Nalge Nunc International,
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Naperville, USA) bzw. 1 ml pro Well auf 24er-Well Zellkulturplatten (Becton Dickinson
& Company) ausgebracht. Nach einer 48-stiindigen Wachstumsphase bei 37°C in einer
5%-igen CO,-Atmosphidre wurde das Medium abgenommen und nicht adhérente Zellen
mit raumtemperierten  DMEM durch 8-maliges auf- und abpipettieren in jedem
Quadranten heruntergewaschen. Als neues Medium wurde 0,5 ml bzw. 1 ml DMEM" +
0,5% FCS, welches sich aus 500 ml DMEM, 10 ml nichtessenticllen Aminosauren, 10 ml
Penicillin/ Streptomycin, 10 ml L-Glutamin und 2,5 ml hitzeinaktiviertem FCS
zusammensetzte, zugegeben. Weitere 18 h im Brutschrank vervollstindigten die
Konfluenz des Zellrasens, so dass die Zellen nun fiir die Kokulturen herangezogen werden

konnten.

2.6 Koinkubation von AT2-Zellen

2.6.1 Isolation von Alveolarmakrophagen

Die Tierarbeit zur Gewinnung der Alveolarmakrophagen aus den Kontroll- und
Traumatieren zu den Zeitpunkten 4, 24 und 48 h nach Eingriff, wurde bis zur Einfiihrung
des intratrachealen Katheters entsprechend Punkt 2.2.2 durchgefiihrt. Uber den Katheter
erfolgte nun die 5-malige Spililung der Bronchien und des Alveolarraumes mit jeweils 10
ml kaltem DPBS, um die Makrophagen zu gewinnen. Dabei wurde der Thorax des
Versuchstiers ab dem dritten Durchgang vorsichtig massiert, da somit die Ausbeute an
Alveolarmakrophagen gesteigert werden konnte. Die Fliissigkeit wurde anschlieBend bei
4°C und 400 x g fiir 10 min zentrifugiert. Alle darauf folgenden Arbeitsschritte wurden in
sterilem Milieu unter der Sterilbank durchgefiihrt. Nach Verwerfen des Uberstandes
wurden die im Zellgemisch befindlichen Erythrozyten durch Zugabe von 10 ml sterilem
destillierten Wasser lysiert. Der Lysevorgang wurde anschlieBend durch die Zugabe von
2,7%-1gem NaCl beendet. Nach Auffiillen des GefdBles mit 30 ml DPBS wurde erneut
zentrifugiert und der Uberstand verworfen, um den Lysevorgang zu wiederholen. Nach
erneuter Zentrifugation wurde das Pellet nun in 1 ml DMEM resuspendiert und die
Zellzahl bestimmt. Dazu wurden die Zellen mit Trypanblau (Sigma-Aldrich) angefarbt
und in einer Neubauer Zdhlkammer ausgezdhlt. AnschlieBend wurde mit DMEM eine
Zellzahl von 3 x 10° Zellen/ml eingestellt. Darauthin wurde jeweils 1 ml der Suspension
auf 24er-Well Zellkulturplatten (Becton Dickinson & Company) gegeben, um die Zellen
fiir 45 min bei 37°C und 5%-iger CO;,-Atmosphére adhirieren zu lassen. Nicht adhérente

Zellen wurden nach diesem Inkubationsschritt durch vorsichtiges Waschen mit DMEM
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entfernt, um den Zellrasen anschlieBend mit 1 ml DMEM" + 0,5% FCS fiir 24 h bei 37°C
und 5%-iger CO;,-Atmosphére zu inkubieren. Sowohl durch die Lyse, als auch durch den
Waschschritt konnte ein sehr hoher Reinheitsgrad der Alveolarmakrophagenkultur erzielt
werden. Im Anschluss an diese Inkubationszeit wurde der Uberstand gewonnen und
zentrifugiert. Die konditionierten Medien wurde bis zur Verwendung fiir die Koinkubation

bei -80°C aufbewahrt.

2.6.2 Koinkubation mit Kulturiiberstinden von Alveolarmakrophagen

Fiir die Koinkubation wurden die zuvor auf den gekammerten Objekttragern kultivierten
AT2-Zellen jeweils mit folgenden Ansdtzen fiir 6 h bei 37°C in einer 5%-igen CO;-
Atmosphire iiberschichtet:
e 250 nul des Alveolarmakrophagen-Uberstandes eines Kontrolltieres ohne 0,5 mM
H,0,-Losung
e 250 ul des Alveolarmakrophagen-Uberstandes eines Kontrolltieres mit 0,5 mM
H,0,- Losung
e 250 nul des Alveolarmakrophagen-Uberstandes eines Traumatieres ohne 0,5 mM
H,0,-Losung
e 250 u1 des Alveolarmakrophagen-Uberstandes eines Traumatieres mit 0,5 mM
H,0,- Losung
Zusitzlich wurde als Kontrolle je ein Well nur mit DMEM™ + 0,5% FCS bzw. mit
DMEM" + 0,5% FCS + 0,5 mM H,0, inkubiert. Nach der Inkubationsperiode wurden die
Zellen fixiert, um anschlieend die Apoptosenachweise durchfiihren zu konnen. Fiir die
Annexin V und die Terminal deoxynucleotidyl Transferase dUTP-biotin nick end
labeling-Farbung (TUNEL) erfolgte die Fixierung durch Zugabe von 27 pul 4°C- kaltem
37%-igem Formalin zum Inkubationsmedium. Nach 1 h Wirkzeit im Kiihlschrank wurde
das formalinhaltige Medium abgenommen und die Zellen mit 500 ul DPBS {iberschichtet.

So konnten die Zellen bis zur weiteren Verwendung im Kiihlschrank aufbewahrt werden.

2.6.3 Koinkubation mit 16slichem Fas-Ligand

Hierzu wurden die AT2-Zellen fiir einen Zeitraum von 18 h bei 37°C in einer 5%-igen
CO,-Atmosphire mit 3 verschiedenen Konzentrationen an 16slichem Fas-Ligand (soluble
Fas-Ligand, Kamiya Biomedical Company, Seattle, USA) {berschichtet. Fiir die
Herstellung der Konzentrationen 50 ng/ml, 250 ng/ml und 500 ng/ml wurde als Medium
DMEM" + 5% FCS gewihlt. Diesem wurde fiir die Kontrolle anstelle des 18slichen Fas-
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Ligand das identische Volumen an DPBS beigefiigt. Nach der Inkubationszeit wurden die

Schnitte wie unter Punkt 2.6.2 fixiert und bis zur weiteren Verwendung bei 4°C gelagert.

2.7 Immunfluoreszenzfarbungen zum Nachweis von Apoptose

2.7.1 Annexin V

Zur Vorbereitung dieser Fiarbung, bei der externalisierte Phosphatidylserinmolekiile
nachgewiesen werden konnen, wurden zundchst zwei verschiedene Pufferlosungen
hergestellt. Zum einen der TNB-Puffer (0,1 M Tris-HCI, 0,15 M NacCl, 0,5% Albumin und
2 mM Calciumchlorid (CaCl,, pH=7,5, Sigma-Aldrich) der zur Blockade unspezifischer
Fc-Fragmente und zur Antikorperverdiinnung verwendet wurde und zum anderen der
TNT-Puffer (0,1 M Tris-HCI, 0,15 M NaCl, 0,05% Tween, 2 mM CaCl,, pH=7,5), der zur
Herstellung der Bisbenzimidlosung und zum Waschen diente.

Die auf den gekammerten Objekttragern befindlichen Zellen wurden nun zunichst 2-mal
mit DPBS und 2- mal mit TNT-Puffer gewaschen. Im Anschluss wurden die Zellen fiir 45
min mit 500 ul TNB/ Well TNB-Puffer inkubiert, wodurch unspezifische Fc-Fragmente
blockiert wurden. Danach wurden die Kammern der LabTecs entfernt und pro Well
jeweils 50 u 1 des Antikdrpers (anti- human Annexin V (rekombinant) Biotin, Hdolzel
Diagnostika, Koln), welcher 1:50 mit TNB-Puffer verdiinnt wurde, aufgetragen. Die
Objekttrager wurden so fiir 1 h in einer feuchten Kammer inkubiert, mittels welcher die
Austrocknung der Schnitte verhindert wurde. Dem 5-maligem Waschen mit TNT-Puffer
folgte die Inkubation der Zellen mit 50 pl/Well Streptavidin Alexa Fluor 568 (Invitrogen,
Karsruhe) wiederum fiir 1 h bei Raumtemperatur in einer feuchten Dunkelkammer. Nach
dem anschlieBenden Waschen mit TNT-Puffer wurden die Zellkerne durch ein 15-
miniitiges Einbringen der Objekttriger in eine Bisbenzimidlosung (Sigma-Aldrich)
angefarbt. Es folgte noch ein weiterer Waschschritt mit TNT-Puffer, bevor die Zellen nun

mikroskopisch beurteilt werden konnten.

2.7.2 TUNEL

Zum Nachweis von bei Apoptose auftretenden DNA-Bruchstiicken wurden die Zellen
zunédchst 2-mal mit DPBS gewaschen. AnschlieBend wurde in jedes Well 500 nl kaltes
70%-iges Ethanol pipettiert und fiir 2 h im Kiihlschrank inkubiert. Nach 2-maligem
Waschen mit DPBS und mit der im Kit (APO-direct-Kit, Becton Dickinson & Company)

enthaltenen Waschlosung wurden die Kammern der verwendeten Objekttriger entfernt
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und pro Well 50 u1 der Reaktionslosung aufgetragen. Diese setzte sich aus dem TdT
Reaktionspuffer, dem TdT Enzym und dem Fitc dUTP des Kits und destilliertem Wasser
zusammen und verblieb fiir 3 h bei 37°C in feuchtem Milieu auf den Zellen. Darauf
folgten Waschschritte mit DPBS und Rinse Puffer, der ebenfalls im Kit enthalten war.
Zuletzt wurde pro Well 50 ul der PI/RNAse-Losung in einer 1:2 Verdiinnung mit DPBS
zupipettiert und fiir 30 min im Dunkeln bei Raumtemperatur inkubiert. Nach erneutem

Waschen mit DPBS und destilliertem Wasser konnten die Schnitte mikroskopiert werden.

2.7.3  Mikroskopische Beurteilung

Von einer Person, der die Gruppeneinteilung nicht bekannt war, wurden bei 200-facher
Vergroflerung jeweils 3 Gesichtsfelder der gefarbten Schnitten photographiert (Axio
Imager M1, Zeiss, Oberkochen). Ausgewertet wurden die Bilder mit der zugehdrigen
Software (Axio Vision 4.4, Zeiss). Dazu wurde zunidchst mittels der Kernfiarbung die
Gesamtzellzahl bestimmt und anschlieBend nach Auszéhlung der positiv gefarbten Zellen

der prozentuale Anteil an apoptotischen Zellen errechnet.

2.8 Statistik

Die Ergebnisse aus den immunhistochemischen Farbungen, den ELISAs, den
Koinkubationsversuchen sowie der Auswertung der Alveolarmakrophagenzellzahl wurden
auf statistisch signifikante Unterschiede untersucht. Dazu kamen sowohl der t-test, als
auch ANOVA-on-ranks (Analysis of variance, Varianzanalyse) zur Anwendung.

Bei p< 0,05 wurden die Unterschiede als signifikant erachtet. Die Ergebnisse wurden in
den Diagrammen als Mittelwerte + Standardfehler als Fehlerbalken angegeben.

Fiir die statistischen Berechnungen wurde das Programm SigmaStat Version 2.0 (SPSS
Science Software GmbH, Erkrath, Deutschland) verwendet. Alle Diagramme wurden mit

dem Computerprogramm SigmaPlot 2001 (SPSS Science Software GmbH) erstellt.
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3 Ergebnisse

3.1 Immunhistochemie

Die zur Ermittlung von Verdnderungen der AT2-Zellzahl durchgefiihrte MNF 116-
Farbung von Paraffinschnitten des rechten Mittellappens zeigte in der Kontrollgruppe
konstante Zellzahlen, wihrend in der Traumagruppe eine signifikante Erniedrigung der
AT2-Zellzahl zum Zeitpunkt 48 h nach dem Thoraxtrauma gegeniiber 7 d nach dem
Thoraxtrauma beobachtet wurde (Abb. 2 A+B).
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Abb. 2 A+B: Mittlere Anzahl von Alveolarepithelzellen Typ 2 (AT2-Zellen) im rechten Mittellappen
von ménnlichen Sprague Dawley Ratten 6, 12, 24, 48 Stunden (h) und 7 Tage (d) nach Kontrolleingriff
oder stumpfen Thoraxtrauma (n=5/Gruppe). Die Lungen wurden mit dem Antizytokeratinantikorper
MNF 116 (DakoCytomation, Carpinteria, USA) immunhistochemisch gefarbt. In 20 Gesichtsfeldern
(630 x VergroBerung) wurde die Anzahl MNF 116 positiver Zellen unter Beriicksichtigung der
Morphologie und der typischen Lokalisation ausgezdhlt, um die Gesamtzahl der AT2-Zellen zu
bestimmen. *p<0,05 vs. 7 d Thoraxtrauma, t-test, Mittelwert + Standardfehler.

Um einen Hinweis darauf zu erhalten, ob die Apoptose als auslosender Faktor fiir die
reduzierte Zellzahl verantwortlich sein konnte, wurden die Gewebeschnitte auf
verschiedene Apoptosemerkmale getestet. Dabei wurden sowohl Faktoren der
extrinsischen als auch der intrinsischen Signalkaskade untersucht.

Hierbei fand sich 48 h nach dem Trauma ein signifikanter Anstieg an aktive Caspase 3
positiven AT2-Zellen im Vergleich zur Traumagruppe zum Zeitpunkt 7 d nach dem

Eingriff (Abb. 3 A+B).
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Abb. 3A+B: Mittlere Prozentzahl von Caspase 3 positiven Alveolarepithelzellen Typ 2 (AT2
Zellen) im rechten Mittellappen von ménnlichen Sprague Dawley Ratten 6, 12, 24, 48 Stunden (h
und 7 Tage (d) nach Kontrolleingriff oder stumpfen Thoraxtrauma (n=4-5/Gruppe). Die Lunge:
wurden mit dem aktiven Caspase 3-Antikorper (PharMingen, San Diego, USA) gefirbt. Bei 630
facher VergroBerung wurden 200 AT2-Zellen nach Morphologie und Lage charakterisiert und de
Prozentsatz an aktiven Caspase 3 positiven AT2-Zellen bestimmt. *p<0,05 vs. zugehorigen
Kontrollzeitpunkt, #p<0,05 vs. 7 d Thoraxtrauma t-test, Mittelwert = Standardfehler.

Des Weiteren ergab die Auswertung der auf Fas gefarbten Paraffinschnitten einen
signifikanten Anstieg an positiven AT2-Zellen bei 12, 24, 48 h und bei 7 d nach
Thoraxtrauma gegeniiber dem jeweiligen Kontrollzeitpunkt (Abb. 4).
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Abb. 4: Mittlere Prozentzahl von Fas positiven Alveolarepithelzellen Typ 2 (AT2-Zellen) im rechten
Mittellappen von minnlichen Sprague Dawley Ratten 6, 12, 24, 48 Stunden (h) und 7 Tage (d) nach
Kontrolleingriff oder stumpfem Thoraxtrauma (n=3-5/Gruppe). Die Lungen wurden mit dem Fas-
Antikorper (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, USA) gefdarbt. Bei 630-facher Vergroflerung
wurden 200 AT2-Zellen nach Morphologie und Lage charakterisiert und der Prozentsatz an Fas
positiven AT2-Zellen bestimmt. *p<0,05 vs. zugehorigem Kontrollzeitpunkt, t-test, Mittelwert =
Standardfehler.
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Bei der Fas-Ligand Fiarbung der Paraffinschnitte des rechten Mittellappens der Lunge
waren die positiven AT2-Zellen zu den Zeitpunkten 24 und 48 h, sowie bei 7 d nach dem

Thoraxtrauma im Vergleich zu den entsprechenden Kontrollen ebenso signifikant erhoht

(Abb. 5).
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Abb. 5: Mittlere Prozentzahl von Fas-Ligand positiven Alveolarepithelzellen Typ 2 (AT2-Zellen) im
rechten Mittellappen von ménnlichen Sprague Dawley Ratten 6, 12, 24, 48 Stunden (h) und 7 Tage (d)
nach Kontrolleingriff oder stumpfem Thoraxtrauma (n=4-5/Gruppe). Die Lungen wurden mit dem Fas-
Ligand-Antikdrper (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, USA) gefarbt. Bei 630-facher Vergrofierung
wurden 200 AT2-Zellen nach Morphologie und Lage charakterisiert und der Prozentsatz an Fas-Ligand
positiven AT2-Zellen bestimmt. *p<0,05 vs. zugehorigem Kontrollzeitpunkt, t-test, Mittelwert =+
Standardfehler.

Auch Caspase 8 positive AT2-Zellen waren bei 6, 24, 48 h und bei 7 d nach dem
Thoraxtrauma im Vergleich zu den zugehorigen Kontrollen signifikant erhoht (Abb. 6).

Im Gegensatz dazu konnte bei den Bax und Bcl-2 gefarbten Gewebeschnitten zu keinem
der Zeitpunkte eine Verdnderung in der AT2-Zellzahl zwischen der Kontroll- und

Traumagruppe beobachtet werden (Abb. 7 A+B).
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Abb. 6: Mittlere Prozentzahl von Alveolarepithelzellen Typ 2 (AT2-Zellen) im rechten Mittellappen
von minnlichen Sprague Dawley Ratten 6, 12, 24, 48 Stunden (h) und 7 Tage (d) nach Kontrolleingriff
oder stumpfem Thoraxtrauma (n=4-5/Gruppe). Die Lungen wurden mit dem Caspase 8-Antikdrper
(Dianova, Hamburg) gefarbt. Bei 630-facher VergroBerung wurden 200 AT2-Zellen nach Morphologie
und Lage charakterisiert und der Prozentsatz an Caspase 8 positiven AT2-Zellen bestimmt. *p<0,05 vs.
zugehorigem Kontrollzeitpunkt, t-test, Mittelwert + Standardfehler.
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Abb. 7 A+B: Mittlere Prozentzahl von Bax bzw. Bcl-2 positiven Alveolarepithelzellen Typ 2 (AT2-
Zellen) im rechten Mittellappen von ménnlichen Sprague Dawley Ratten 6, 12, 24, 48 Stunden (h) und
7 Tage (d) nach Kontrolleingriff oder stumpfem Thoraxtrauma (n=4-5/Gruppe). Die Lungen wurden in
A mit dem Bax-Antikorper (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, USA), in B mit dem Bcl-2-
Antikorper (PharMingen, San Diego, USA) gefarbt. Bei 630-facher VergroBlerung wurden 200 AT2-
Zellen nach Morphologie und Lage charakterisiert und der Prozentsatz an Bax bzw. Bcl-2 positiven
AT2-Zellen bestimmt. Mittelwert = Standardfehler.
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3.2 ELISA

IL-1B und l6slicher Fas-Ligand sind in der Literatur als potentielle Induktoren von
Apotose beschrieben. Um Verdnderungen in ihren Konzentrationen in der BAL der
Versuchstiere nach  Kontrolleingriff bzw. Trauma darzulegen, sollten diese

proapoptotischen Faktoren mittels ELISA-Technik nachgewiesen werden.

32.1 IL-1BELISA

Es wurden zum Zeitpunkt 24 h nach dem Thoraxtrauma statistisch signifikant erhohte
Konzentrationen an IL-1p im Vergleich zur zugehorigen Kontrolle in der BAL beobachtet

(Abb. 8).
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Abb. 8: Enzyme-linked immunosorbent assay (Sandwich-ELISA-Kit, BioSource International,
Camarillo, USA) fiir IL-1B in der bronchoalveoldren Lavage (BAL), isoliert aus Kontroll- und
Traumatieren 6, 12, 24, 48 Stunden (h) und 7 Tage (d) nach dem Eingriff (n=5/Gruppe). Die Absorption
wurde bei 450 Nanometer (nm, Referenzfilter 570 nm) am Microplate-Reader (Tecan sunrise,
Crailsheim) photometrisch gemessen und die Konzentrationen von IL-1p in Pikogramm/ml (pg/ml) mit
Hilfe der aus den Standards berechneten Eichgeraden ermittelt. *p<0,05 vs. zugehdrigem
Kontrollzeitpunkt, ANOVA on Ranks, Mittelwert + Standardfehler.
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3.2.2  Loslicher Fas-Ligand ELISA

In der BAL der Versuchstiere

fanden

sich, im Vergleich zum jeweiligen

Kontrollzeitpunkt, 6, 12, 24 und 48 h nach dem Thoraxtrauma signifikant hoéhere

Konzentrationen an 16slichem Fas-Ligand. Des Weiteren ergaben sich fiir den 48 h

Traumazeitpunkt Signifikanzen gegentiber 6 h, 12 h und 7 d nach dem Trauma (Abb. 9).
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Abb. 9: Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA, R&D Systems, Minneapolis, USA) fiir 16slichen
Fas-Ligand in der bronchoalveoldren Lavage (BAL), isoliert aus Kontroll- und Traumatieren 6, 12, 24,
48 Stunden (h) und 7 Tage (d) nach dem Eingriff (n=5/Gruppe). Die Absorption wurde bei 450
Nanometer (nm, Referenzfilter 570 nm) am Microplate-Reader (Tecan sunrise, Mannedorf, Schweiz)
photometrisch gemessen und die Konzentrationen von 16slichem Fas-Ligand in Mikrogramm/ml
(pg/ml) mit Hilfe der aus den Standards berechneten Eichgeraden ermittelt. *p<0,05 vs. zugehdrigem
Kontrollzeitpunkt , #p<0,05 vs. 6 h Thoraxtrauma, +p<0,05 vs. 12 h Thoraxtrauma, §p<0,05 vs. 7d
Thoraxtrauma, ANOVA on Ranks, Mittelwert = Standardfehler.

3.3 Koinkubation mit rekombinantem loslichen Fas-Ligand

Dieser Versuch wurde durchgefiihrt, um einerseits zu zeigen, dass l6slicher Fas-Ligand

Apoptose in AT2-Zellen, isoliert aus gesunden Sprague Dawley Ratten, auszulosen

vermag und dass diese andererseits auch empfanglich fiir eine Apoptoseinduktion mittels

loslichem Fas-Liganden sind. Bei der Koinkubation der AT2-Zellen mit 3 in ihrer

Konzentration aufsteigenden Lésungen von rekombinantem 16slichen Fas-Ligand wurde

in der Annexin-Firbung konzentrationsabhingig jeweils eine statistisch signifikante

Zunahme der apoptotischen Zellen gegeniiber der Kontrolle beobachtet (Abb. 10).
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Abb. 10: Kultivierte Alveolarepithelzellen Typ 2 (AT2-Zellen) von gesunden méannlichen Sprague
Dawley Ratten, koinkubiert mit humanem rekombinanten 16slichen Fas-Ligand (Kamiya Biomedical
Company, Seattle, USA) der Konzentrationen 50, 250 und 500 Nanogramm/ml (ng/ml) (n=5/Gruppe).
Nach 18 Stunden wurden die AT2-Zellen fixiert und mit Annexin V (Holzel Diagnostika, Koln)
gefarbt. Bei 200-facher VergroBerung wurden jeweils 3 Gesichtsfelder der Schnitte fotografiert (Axio
Imager M1, Zeiss, Oberkochen) und der Prozentsatz an Annexin positiven AT2-Zellen bezogen auf die
Gesamtzellzahl bestimmt. *p<0,05 vs. zugehdriger Kontrolle, ANOVA on Ranks, Mittelwert =+
Standardfehler.

3.4 Alveolarmakrophagenzellzahl

Um einen Einblick in Verdnderungen in der Anzahl an Alveolarmakrophagen nach dem
Trauma bzw. dem Kontrolleingriff zu gewinnen, wurde sowohl in den
immunhistochemisch gefarbten Gewebeschnitten der Lunge, als auch in der BAL die
Alveolarmakrophagenzellzahl bestimmt. Bei der Auswertung der Immunhistochemie
wurde in der MNF 116- Farbung, in welcher die Alveolarmakrophagen gut zur Darstellung
kamen, pro Gesichtsfeld ein signifikanter Anstieg der Zellzahl zum Zeitpunkt 48 h nach
dem Thoraxtrauma beobachtet. Die Signifikanz bezieht sich auf die zugehorige
Kontrollgruppe sowie auf die Traumagruppe 6 h nach dem Eingriff (Abb. 11A). Ebenso
konnten 48 h nach dem Thoraxtrauma signifikant mehr Alveolarmakrophagen aus der BAL
isoliert werden, als bei der 48 h Kontrollgruppe sowie der 4 und 24 h Traumagruppe (Abb.
11B).
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Abb. 11A: Mittlere Anzahl von Alveolarmakrophagen im rechten Mittellappen von ménnlichen
Sprague Dawley Ratten 6, 48 Stunden (h) und 7 Tage (d) nach Kontrolleingriff oder stumpfem
Thoraxtrauma (n=4-5/Gruppe). Die Lungen wurden mit dem Antizytokeratinantikérper MNF 116
(DakoCytomation, Carpinteria, USA) immunhistochemisch gefarbt und mit Hamatoxyllin
gegengefiarbt. In 20 Gesichtsfeldern (630 X VergroBerung) wurde unter Beriicksichtigung der
Lokalisation und der fiir Alveolarmakrophagen typischen Morphologie wie ovaler Zellkern, diffuses
Kernchromatin sowie variable Anzahl an zytoplasmatischen Vakuolen die Anzahl der
Alveolarmakrophagen pro Gesichtsfeld bestimmt, um daraus einen Mittelwert zu bilden. *p<0,05 vs.
48 h Kontrollgruppe, $p<0.05 vs. 6 h Thoraxtrauma, t-test, Mittelwert + Standardfehler.

Abb. 11B: Anzahl der Alveolarmakrophagen in der bronchoalveolidren Lavage (BAL) von mannlichen
Sprague Dawley Ratten 4, 24 und 48 h nach Kontrolleingriff oder stumpfem Thoraxtrauma
(n=5/Gruppe). Dazu wurden die Zellen mit Trypanblau (Sigma-Aldrich) gefarbt und die Zellzahl
mittels einer Neubauer Zahlkammer bestimmt. *p<0.05 vs. 48 h Kontrolltier, p<0.05 vs. 24 h
Thoraxtrauma, #p<0.05 vs. 4 h Thoraxtrauma, ANOVA on Ranks, Mittelwert = Standardfehler.

3.5 Koinkubation mit Kulturiiberstinden von Alveolarmakrophagen

Um einen Zusammenhang zwischen der erhohten Anzahl an Alveolarmakrophagen und
der Apoptoseinduktion in AT2-Zellen aufzuzeigen, wurden diese aus unbehandelten
méannlichen Sprague Dawley Ratten isoliert und mit Kulturiiberstinden von
Alveolarmakrophagen koinkubiert. Der Versuchsansatz wurde jeweils mit und ohne H,O,
durchgefiihrt, um den zusédtzlichen Einfluss des, durch das H,O, verursachten oxidativen
Stresses auf die Apoptoserate der AT2-Zellen zu iiberpriifen.

Hierbei konnte lediglich im Versuchsansatz mit 0,5 mM H,0; als oxidativem Stressor in
der Annexin V Farbung zum Zeitpunkt 48 h nach dem Thoraxtrauma ein signifikanter
Anstieg an apoptotischen Zellen im Vergleich zur entsprechenden Kontrolle beobachtet

werden (Abb. 12 A+B+C).
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Abb. 12 A: Apoptosenachweis in Alveolarepithelzellen Typ 2 (AT2-Zellen) von gesunden Sprague
Dawley Ratten, koinkubiert mit Uberstinden von Alveolarmakrophagen isoliert aus Kontroll- und
Traumatieren 4, 24 und 48 Stunden (h) nach dem Eingriff jeweils mit und ohne 0,5 Millimol (mM)
Wasserstoffperoxid (H,O,, n=3-4/Gruppe). Nach 6 h wurden die AT2-Zellen fixiert und mit Annexin
V (Holzel Diagnostika, Kdln) gefarbt. Bei 200-facher VergroBerung wurden jeweils 3 Gesichtsfelder
der Schnitte fotografiert (Axio Imager M1, Zeiss, Oberkochen) und der Prozentsatz an Annexin V
positiven AT2-Zellen bezogen auf die Gesamtzellzahl bestimmt. *p<0,05 vs. zugehoriger Kontrolle,
ANOVA on Ranks, Mittelwert + Standardfehler.

Abb. 12 B+C: Annexinnachweis in Alveolarepithelzellen Typ 2 (AT2-Zellen) nach der Koinkubation
(wie in 12 A beschrieben). Traumagruppe, 24 Stunden (h), ohne (oben) und mit (unten) 0,5 mM
Wasserstoffperoxid (H,0,). Die Zellen wurden mit Annexin V (Holzel Diagnostika, Koln) gefarbt und
bei 200-facher VergroBerung fotografiert (Axio Imager M1, Zeiss, Oberkochen).

Zu allen anderen Zeitpunkten zeigten sich sowohl in der Annexin V, als auch in der
TUNEL-Féarbung bei keinem der Versuchansdtze Unterschiede in der Anzahl an
apoptotischen AT2-Zellen zwischen Kontroll- und Traumagruppe (Abb. 13 A+B).
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Abb. 13 A: Apoptosenachweis in Alveolarepithelzellen Typ 2 (AT2-Zellen) von gesunden Sprague
Dawley Ratten, koinkubiert mit Uberstinden von Alveolarmakrophagen isoliert aus Kontroll- und
Traumatieren 4, 24 und 48 Stunden (h) nach dem Eingriff jeweils mit und ohne 0,5 Millimol (mM)
H,0, (n=3/Gruppe). Nach 6 h wurden die AT2-Zellen fixiert und mit Terminal deoxynucleotidyl
Transferase dUTP-biotin nick end labelling (TUNEL, APO-direct-Kit, Becton Dickinson & Company,
Franklin Lakes, USA) gefarbt. Bei 200-facher VergroBerung wurden jeweils 3 Gesichtsfelder der
Schnitte fotografiert (Axio Imager M1, Zeiss, Oberkochen) und der Prozentsatz an TUNEL positiven
AT2-Zellen bezogen auf die Gesamtzellzahl bestimmt. Mittelwert + Standardfehler.

Abb. 13 B: TUNEL-Nachweis in Alveolarepithelzellen Typ 2 (AT2-Zellen) nach der Koinkubation
(wie in 13 A beschrieben). Traumagruppe, 4 Stunden (h) mit 0,5 mM Wasserstoffperoxid (H,0,). Die
Zellen wurden mit TUNEL (APO-direct-Kit, Becton Dickinson & Company, Franklin Lakes, USA)
gefarbt und bei 200-facher Vergroferung fotografiert (Axio Imager M1, Zeiss, Oberkochen).
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4 Diskussion

4.1 Fiihrt ein stumpfes Thoraxtrauma zur Induktion von Apoptose in

AT2-Zellen

Die Fragestellung der Studie war, ob ein stumpfes Thoraxtrauma Apoptose in AT2-Zellen
induziert und welche Faktoren bei diesem Prozess eine Rolle spielen.

Zunédchst wurden die Lungen der traumatisierten und der kontrolloperierten Tiere mit
MNF 116, einem AT2-zellspezifischen Antikorper gefdarbt. Bei der Auswertung dieser
Untersuchung wurde zum Zeitpunkt 48 h nach dem Thoraxtrauma in den Lungen der
Versuchstiere ein Abfall der AT2-Zellzahl beobachtet. Um nun einen Hinweis zu erhalten,
ob diese Reduktion apoptotischen Ursprungs ist, wurden die Schnitte mit verschiedenen
Antikorpern, die auf einen apoptotischen Signalweg hindeuten gefarbt. So zeigte sich, dass
der Abfall der AT2-Zellzahl von einem signifikanten Anstieg an aktiven Caspase 3
positiven Zellen in den verbleibenden AT2-Zellen begleitet wurde. In vivo waren
zusdtzlich Caspase 8 positive AT2-Zellen 6, 24, 48 h und 7 d bzw. Fas positive AT2-
Zellen 12, 24, 48 h und 7 d nach der Lungenkontusion signifikant vermehrt im Vergleich
zu der jeweiligen Kontrollgruppe. Diese Ergebnisse zeigen, dass die Apoptose als Form
des Zelltodes zu der beobachteten Reduktion der AT2-Zellzahl beitragt.

Unterstiitzt wird diese Hypothese auch durch in der Literatur beschriebene Beobachtungen,
dass die Apoptose von AT2-Zellen in der Pathogenese von ALI und ARDS eine Rolle

31,53,58,61,84,95

spielt und somit auch zu der Entwicklung der respiratorischen Insuffizienz

nach einem stumpfen Thoraxtrauma beitragen konnte.

4.2 Die Bedeutung der beschriebenen Signalwege der Apoptose in Bezug

auf das stumpfe Thoraxtrauma

Wie in Kapitel 1.3.2. erwéhnt, sind in der Literatur verschiedene Signalwege des
apoptotischen Zelltodes beschrieben. Als die beiden wichtigsten gelten der extrinsische
und der intrinsische Signalweg, welche iiber Fas und Fas-Ligand bzw. liber Mitglieder
der Bcl-Familie reguliert werden **°*°*%_ Um zu untersuchen, welcher der Signalwege
bei der Apoptose der AT2-Zellen nach einem Thoraxtrauma involviert ist, wurde das
Lungengewebe zu verschiedenen Zeitpunkten nach dem Thoraxtrauma bzw. dem
Kontrolleingriff immunhistochemisch mit Antikérpern gegen Fas, Fas-Ligand, Caspase

8, Bax und Bcl-2 gefirbt.
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Als Hinweis auf den extrinsischen Signalweg war bei den traumatisierten Tieren nach
12, 24, 48 h und 7 d im Vergleich zu den kontrolloperierten Tieren ein signifikanter
Anstieg an Fas-positiv gefarbten AT2-Zellen zu beobachten. Vergleichbare Ergebnisse
wurden auch bei der Farbung auf Fas-Ligand und Caspase 8 gefunden, welche ebenso
Bestandteile des extrinsischen Signalweges darstellen.

Diese Resultate decken sich mit vorausgegangenen Studien, in denen von einem
signifikanten Anstieg von Fas und Fas-Ligand positiven AT2-Zellen bei Patienten mit
ARDS bzw. ALI berichtet wurde *>°. Wang et al. beschrieben den Fas/Fas-Ligand
Signalweg als wichtigen Mechanismus zur Regulierung von Zellzahlen in der Lunge *°.
Somit steigt zum Beispiel nach Polysaccharid-induzierter ALI in Ratten die Fas/Fas-
Ligand vermittelte AT2-Zellapoptose 7 d nach dem Eingriff an. Hierbei scheinen
sowohl die Iosliche, als auch die membrangebundene Form des Fas-Liganden mit
involviert zu sein °°, die somit beide zur Apoptoseinduktion befahigt sind *>*’. Die
Bedeutung dieses Signalweges wird des Weiteren hervorgehoben durch die Tatsache,
dass erhohte Fas-Ligand Konzentrationen einen prognostischen Faktor beziiglich der
Mortalitit durch ARDS darstellen *°. In diesem Zusammenhang beobachteten Matute-
Bello et al., dass Fas und Fas-Ligand bei Patienten mit ARDS, insbesondere bei letalem
Ausgang, hochreguliert werden ™.

Bei der Bax und der Bcl-2 Farbung hingegen lieBen sich keine Unterschiede zwischen
traumatisierten und kontrolloperierten Tieren nachweisen. In diesem Zusammenhang
scheint Bax also nur eine untergeordnete Rolle im Respirationstrakt zu spielen.
Krajewski et al. zeigten in einer Studie, dass dieses Protein im Lungengewebe von
gesunden Mdusen im Vergleich zu anderen Geweben, wie im Nerven-, Fortpflanzungs-
und endokrinen System, unterexprimiert ist **.

Im Gegensatz dazu existieren jedoch auch Studien, bei denen in kontusionierten Lungen
erhohte Bax und erniedrigte Bcl-2 Konzentrationen gefunden wurden *°. Zusitzlich
beschrieben Fehrenbach et al., dass der intrinsische Signalweg einen wichtigen Beitrag
zur Auflosung von Epithelzellhyperplasien leistet, welche experimentell in
Rattenlungen mittels Keratinozyten Growth Factor induziert wurden '

Welcher Signalweg ursichlich fiir die Auslosung der Apoptose ist scheint somit abhdngig
vom jeweiligen Modell zu sein. Somit bestitigen die Ergebnisse durchaus das Konzept,
dass die Apoptose von AT2-Zellen in Rattenlungen bei einem stumpfen Thoraxtrauma

iiber den extrinsischen Signalweg reguliert wird.
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4.3 Der Zusammenhang zwischen den erhohten IL-16 und Fas-Ligand

Konzentrationen in der BAL und der Apoptose in AT2-Zellen

Da die AT2-Zellen dem intraalveoldren Milieu ausgesetzt sind, wurden in der BAL mittels
ELISA-Technik die Konzentrationen von IL-1f und l6slichem Fas-Ligand bei
traumatisierten und kontrolloperierten Tieren zu verschiedenen Zeitpunkten nach dem
jeweiligen Eingriff bestimmt. Dabei zeigte sich zum Zeitpunkt 24 h nach dem
Thoraxtrauma ein signifikanter Anstieg der IL-1B Konzentration. In der Literatur wird
dieses Zytokin als Apoptoseinduktor in den verschiedensten Zelltypen beschrieben *'®%.
So induziert z.B. die Behandlung von Schilddriisenzellen mit IL-1p die Aktivierung von
Caspase 3 und damit des apoptotischen Signalweges. Auch in B-Zellen des Pankreas fiihrt
IL-1B in Zusammenhang mit anderen Zytokinen zur Apoptose °. Dabei setzen aktivierte
Makrophagen IL-1 als eines von verschiedensten Zytokinen frei **°. Desweiteren zeigten
Hybertson et al., dass die intratracheale Applikation von IL-1B zu vermehrtem oxidativen
Stress und damit auch zu einer gesteigerten Apoptoserate in AT2-Zellen fiihrt *. In den
beschriebenen Modellen wird die Apoptose jedoch {iber intrazellulire Komponenten und
nicht iiber den extrinsischen Signalweg getriggert. Daher ist in Frage zu stellen, ob die
nachgewiesene erhohte Konzentration von IL-1B in der BAL der traumatisierten Tiere
einen wesentlichen Effekt auf die Induktion des apoptotischen Zelltodes hat. Vielmehr
scheint dies eine Folge der inflammatorischen Begleitreaktion des Lungengewebes zu sein.
Auch der proapoptotische 16sliche Fas-Ligand war in der BAL der traumatisierten Tiere zu
den Zeitpunkten 6, 12, 24 und 48 h nach dem Thoraxtrauma signifikant erhoht. Dieses
Ergebnis deckt sich mit der Studie von Matute-Bello et al., die eine erhohte Konzentration

. Die Bedeutung dieses

an I6slichem Fas-Ligand bei Patienten mit ARDS fanden
Mediators flir eine spdte Apoptoseinduktion nach einer Lungenkontusion wird
hervorgehoben durch die beobachtete Zeitabhdngigkeit der Konzentration von 16slichem
Fas-Ligand nach dem Thoraxtrauma. Sie ist zum Zeitpunkt 48 h nach dem Trauma

signifikant hoher im Vergleich zu den Werten aus der 6 h und 12 h Traumagruppe.

4.4  Auswirkungen des loslichen Fas-Liganden auf die kultivierten AT2-

Zellen

In der Literatur werden dem l6slichen Fas-Liganden ebenso wie der membrangebundenen
Form proapoptotische Eigenschaften zugeschrieben >>*’. Bei der Koinkubation der aus

gesunden minnlichen Sprague Dawley Ratten isolierten AT2-Zellen mit aufsteigenden
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Konzentrationen an rekombinantem 16slichen Fas-Ligand wurde in der Annexin V
Farbung wie erwartet eine konzentrationsabhidngige und jeweils statistisch signifikante
Zunahme der apoptotischen Zellen beobachtet. Dieser Versuch verdeutlicht einerseits,
dass loslicher Fas-Ligand tatsdchlich eine apoptotische Reaktion zu induzieren vermag.
Andererseits deuten diese Ergebnisse darauf hin, dass die im weiteren Verlauf verwendete
AT2-Zellkultur Fas-Rezeptoren exprimiert und somit sensibel fiir den Fas/Fas-Ligand

vermittelten Signalweg ist.

4.5 Einfluss der verschiedenen Zelltypen auf die Apoptoseinduktion

Hier stellte sich nun die Frage, ob die Alveolarmakrophagen oder andere in der BAL
befindliche Zelltypen mit der Apoptoseinduktion in Zusammenhang stehen.

Matute-Bello et al. beschrieben, dass Fas-Ligand auf Alveolarmakrophagen exprimiert
wird und diese somit als Ursprung fiir die Einleitung des extrinsischen Signalweges dienen

konnten >

. Durch die Spaltung des Fas-Ligand mittels Metalloproteinasen entsteht
l6slicher Fas-Ligand, der ebenso Apoptose in empfanglichen Zellen zu induzieren vermag
335887 - Auch aus Monozyten entstandene Makrophagen enthalten 16slichen Fas-Ligand,
welcher nach einer Zellaktivierung mittels Phytohdmagglutinin, Immunkomplexen und
Superantigenen in vitro rasch freigesetzt werden kann ***"%. Dies ldsst vermuten, dass die
Alveolarmakrophagen fiir den Vorgang der Apoptoseinduktion mitverantwortlich sein
konnten und tatsdchlich zeigt die Auswertung der immunhistochemischen Farbungen des
Lungengewebes die Tendenz, dass zum Zeitpunkt 48 h nach dem Thoraxtrauma
signifikant mehr Alveolarmakrophagen im Alveolarepithel bzw. in den Alveolen zu sehen
sind.

Diese Vermutung wurde durch eine Zihlung von aus der BAL isolierten
Alveolarmakrophagen bestdtigt, da diese 48 h nach der Lungenkontusion im Vergleich zu
der Kontrollgruppe signifikant vermehrt in der BAL nachzuweisen sind. Diese
Vermehrung der Alveolarmakrophagen wird in der Literatur dadurch erklart, dass
parenchymale = Lungenmakrophagen im  Lungengewebe ein  Reservoir an
Alveolarmakrophagenvorldufern bilden, welches bei Bedarf rekrutiert werden kann. Dabei
werden periphere Monozyten des Blutes als Vorldufer der parenchymalen
Lungenmakrophagen betrachtet. Landsman et al. zeigten in einer Studie, dass die
peripheren Monozyten des Blutes die urspriinglichen Vorldufer der Alveolarmakrophagen
sind *. Als Ursache fiir diese Rekrutierung koénnte zum Beispiel die lokale

Entziindungsreaktion, die als unmittelbare Folge der Lungenkontusion auftritt, angesehen
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werden “*’. Als Folge der Kontusion kommt es schon nach kurzer Zeit zur Sequestration
von aktivierten neutrophilen Granulozyten, welche durch zunehmende Degranulation und
Freisetzung gewebstoxischer Mediatoren eine Entziindungsreaktion hervorrufen 2"%%67#%,
Somit lieBe sich auch die Vermehrung der Alveolarmakrophagen in der BAL von

traumatisierten Tieren erkliren %%,

Aber auch die einwandernden neutrophilen
Granulozyten konnten die Quelle des l6slichen oder membrangebundenen Fas-Ligand
bzw. anderer proapoptotischer Faktoren sein **. So zeigten Serrao et al., dass neutrophile
Granulozyten mittels Freisetzung von 16slichem Fas-Ligand ebenso in der Lage sind

Apoptose im Alveolarepithel auszuldsen ”°.

4.6  Steht die posttraumatische Vermehrung der Alveolarmakrophagen in

Zusammenhang mit der Apoptose im Alveolarepithel?

Um nun herauszufinden, ob diese Vermehrung der Alveolarmakrophagen mit der
Apoptose der AT2-Zellen in Zusammenhang steht, wurden naive AT2-Zellen mit
Kulturiiberstinden von Alveolarmakrophagen, die jeweils nach dem Thoraxtrauma bzw.
dem Kontrolleingriff isoliert wurden, koinkubiert. Dabei konnte in der Annexin V Férbung
zum Zeitpunkt 48 h nach dem Thoraxtrauma unter Zusatz von H,O, als oxidativem
Stressor ein signifikanter Anstieg der Apoptoserate der AT2-Zellen beobachtet werden.
Die Annexin V Fiarbung, die gegen Phosphatidylserin auf der Membranoberfliche
gerichtet ist, gilt als sehr spezifisch und gibt die Moglichkeit schon zu frithen Zeitpunkten
apoptotische Zellen nachzuweisen °°. Die TUNEL-Firbung hingegen lieB keine
Veranderungen in der Anzahl der apoptotischen Zellen erkennen. Ein Grund hierfiir konnte
sein, dass TUNEL bekanntermal3en erst in spiten Stadien des Apoptosevorganges maximal
positiv wird ». Eine Koinkubationsdauer von 6 h mit dem proapoptotischen Stimulus
konnte somit fiir eine aussagekriftige TUNEL-Féarbung zu kurz sein, so dass nachweisbare
Abweichungen in der Apoptoserate schon verloren gegangen sein konnten.

Diese Ergebnisse deuten also darauf hin, dass jene Alveolarmakrophagen, die durch ein
stumpfes Thoraxtrauma aktiviert wurden, in vitro in der Lage sind Apoptose in AT2-
Zellen auszulosen, wenn diese dafiir sensitiviert werden. Ein moglicher Faktor, der diese
Sensitivierung der AT2-Zellen auf proapoptotische Signale bewirkt, konnte der durch die
Zugabe von H;0, zur Zellkultur ausgeloste oxidative Stress sein. Oxidativen Stress im
Lungengewebe nach einer Kontusion findet man sowohl in experimentellen Studien als

auch im Menschen **. Somit hat sich oxidativer Stress als wichtiger Apoptoseinduktor in

34



Zellen des Lungengewebes herausgebildet ***°7. Des Weiteren fiihrt die experimentelle
Hemmung von Antioxidantien zu einem ansteigenden Zelltod in der Lunge °.

Daraus lésst sich schlussfolgern, dass die Alveolarmakrophagen Mediatoren freisetzen, die
in Zusammenhang mit dem die Kontusion begleitenden oxidativen Stress, Apoptose in
AT2-Zellen auszulésen vermdgen. Hierfiir kommt zum Beispiel 16slicher Fas Ligand, der
in der BAL von traumatisierten Tieren in erhohter Konzentration vorzufinden ist, aber auch

TNF-a und weitere Zytokine in Frage.
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5 Zusammenfassung

Die Apoptose von Alveolarepithelzellen Typ 2 (AT2-Zellen) in der Lunge spielt eine
wichtige Rolle bei Entziindungen, Verletzungen, aber auch bei der Regeneration des
Lungengewebes. Vorangehende Studien zeigten bereits, dass ein stumpfes Thoraxtrauma
zur Aktivierung von Entziindungszellen wie Alveolarmakrophagen und neutrophilen
Granulozyten fiihrt, woraus eine entziindliche Reaktion resultiert. Das Ziel dieser Studie
war die Untersuchung verschiedener intraalveoldrer Komponenten (Alveolarmakrophagen,
bronchoalveoldre Lavage (BAL)), die an der Induktion des apoptotischen Signalweges
nach einem stumpfen Thoraxtrauma beteiligt zu sein scheinen.

Dazu wurden ménnliche Sprague Dawley Ratten einem stumpfen Thoraxtrauma, welches
mittels einer Druckwelle induziert wurde, bzw. einem Kontrolleingriff unterzogen. Zu
verschiedenen Zeitpunkten nach dem Eingriff (6 Stunden bis 7 Tage) wurde das
Lungengewebe immunhistochemisch mit Hilfe einer AT2-zellspezifischen Farbung bzw.
mit Antikorper gerichtet gegen aktive Caspase 3, Caspase 8, Fas, Fas-Ligand, Bax und
Bcl-2 analysiert. Des Weiteren wurden die Konzentrationen von Interleukin-1f (IL-1PB)
und I6slichem Fas-Ligand in der BAL bestimmt und eine Koinkubation von AT2-Zellen
mit einem rekombinanten humanen 16slichen Fas-Ligand durchgefiihrt. SchlieBlich wurden
noch die aus den Lungen gesunder Versuchstiere isolierten AT2-Zellen mit den
Uberstinden von Alveolarmakrophagen, die aus der BAL von traumatisierten bzw.
kontrolloperierten Tieren gewonnen wurde, koinkubiert. Zur Identifizierung der
apoptotischen Zellen wurden die Farbungen Annexin V und Terminal deoxynucleotidyl
Transferase dUTP-biotin nick end labeling (TUNEL) herangezogen. Die histologische
Beurteilung der Lungengewebsschnitte zeigte eine signifikante Reduktion der AT2-
Zellzahl zum Zeitpunkt 48 Stunden nach Thoraxtrauma. In den Farbungen gegen aktive
Caspase 3, Caspase 8, Fas und Fas-Ligand wurden bei den traumatisierten im Vergleich zu
den kontrolloperierten Tieren signifikant mehr positive AT2-Zellen gefunden, wahrend bei
Bax und Bcl-2 keine signifikanten Unterschiede zwischen Kontroll- und Traumatieren
beobachtet wurde. Die Enzyme-linked immunosorbent assays (ELISA) brachten bei den
Traumatieren erhohte Konzentrationen an IL-1B zum Zeitpunkt 24 Stunden nach dem
Thoraxtrauma und an I6slichem Fas-Ligand zu den Zeitpunkten 6, 12, 24 und 48 Stunden
nach der Verletzung zum Vorschein. Mit Hilfe der Annexin V Féarbung konnte bei der
Koinkubation der AT2-Zellen mit unterschiedlichen Konzentrationen des rekombinanten
loslichen Fas-Ligand ein konzentrationsabhingiger und signifikanter Anstieg an

apoptotischen AT2-Zellen nachgewiesen werden. Des Weiteren wurde auch bei der
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Koinkubation der AT2-Zellen mit Kulturiiberstinden von Alveolarmakrophagen, die 48
Stunden nach dem Trauma aus den Tieren isoliert wurden apoptotischen Zellen
beobachtet.

Zusammenfassend deuten diese Ergebnisse darauf hin, dass bei einer durch ein stumpfes
Thoraxtrauma induzierten Lungenkontusion apoptotischer Zelltod stattfindet. Die Studie
zeigt, dass die extrinsisch aktivierte Signalkaskade dabei eine wesentlich groBBere Rolle
spielt, als es bei der intrinsischen der Fall ist. Des Weiteren deuten die Ergebnisse darauf
hin, dass von den Alveolarmakrophagen freigesetzte Mediatoren an der Auslosung der
Apoptose beteiligt sind, wobei diesbeziiglich jedoch noch weitere Untersuchungen

durchzufihren sind.
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