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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Bedeutung des stumpfen Thoraxtraumas

Der Verkehrunfall steht in den industrialisierten Lédndern an oberster Stelle der hdufigsten
Todesursachen bei der Gruppe der bis 45-Jdhrigen [97]. Dabei ist das Polytrauma als
lebensbedrohliche Mehrfachverletzung hiufig die Ursache fiir den letztlich letalen Ausgang.
In 78-82% aller Polytrauma-Félle kommt es zu eine Mitbeteiligung der Brustkorb in Form
eines Thoraxtraumas [97,198]. Daher stellt das meist stumpfe Thoraxtrauma einen
hochrelevanten Bestandteil des Polytraumas dar[13,141], dessen Beteiligung im
Verletzungsmuster die Mortalitdtsrate signifikant ansteigen ldsst [58]. Bei Polytrauma-
Patienten mit einer durchschnittlichen Mortalitdtsrate von 27 % fiihrt die Beteiligung der
Lunge in Form eines Pneumothorax, Hamothorax oder eines instabilem Thorax mit
Rippenserienfraktur und Lungenkontusion zu Mortalitdtsraten zwischen 38 % und 68 % [58].
Auch Trupka et al. machten bereits 1998 deutlich, dass die Letalitdt von Polytrauma-Patienten
durch ein Thoraxtrauma von 7 % auf 18 % steigt [198]. Ebenso steigt die Wahrscheinlichkeit
der Ausbildung eines respiratorischen Versagens, eines akuten progressiven Lungenversagens
(ARDS, Acute respiratory distress syndrome), eines Multiorganversagens (MOV) oder einer
Pneumonie signifikant gegeniiber Polytrauma-Patienten ohne Thoraxtrauma [198]. Die
Ausbildung von Atelektasen und/oder eines Lungen- oder Pleura-Empyems kdnnen ebenfalls
als Komplikationen nach einem stumpfen Thoraxtrauma auftreten [77]. Die Verschlechterung
der Prognose durch eine Lungenbeteiligung im Verletzungsmuster von Polytrauma-Patienten
wurde auch von Pape et al. in klinischen Studien an Patienten mit intramedulldrer Schienung
des Femur belegt [142]. Hier waren die Inzidenz eines posttraumatischen ARDS und die
Mortalitit nach Marknagelung bei Patienten mit zusétzlichem schwerem Thoraxtrauma
signifikant erhoht. Ebenfalls steigt, aufgrund einer eingeschriankten Clearance-Rate gegeniiber
gram-negativen Bakterien, nach Kontusion des Brustkorbs die Préadisposition fiir die
Entwicklung einer Pneumonie [40].

Die Bedeutung des Thoraxtraumas in Kombination mit anderen Verletzungen zeigt sich auch
im, insbesondere bei Polytraumen benutzten, Injury Severity Score (ISS). In diesem
Bewertungsmassstab fiir die Einschitzung der Gesamtverletzungsschwere wird die

Schadigung der Lunge als eine von sechs Korperregionen berticksichtigt [11].
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1.2 Physiologie des Alveolarraums

Das Grundgeriist der Alveolen wird aus Fibrozyten mit elastischen und retikuldren Fasern
gebildet. Die flachen Endothelzellen des, die Alveolen umgebenden Kapillarnetzes und die
Epithelzellen der Alveolen sind die wichtigsten Zellen fiir den, in den Alveolen stattfindenden
Gasaustausch. Zusammen mit der unterschiedlich stark ausgeprigten Basallamina stellen sie
die Blut-Gas-Schranke dar. Das Epithel der Alveolen besteht aus zwei sich in Morphologie
und Funktion stark unterscheidenden Zelltypen: iiber 90 % der Alveolenoberfliche besteht
aus den flachen Alveolar-Typ 1 Epithelzellen (AT1-Zellen). Sie dienen dem Gasaustausch.
Die geringe Dicke dieser Zellen von durchschnittlich 0,2 um ermdglicht die leichte Diffusion
der Gase liber die Blut-Gas-Schranke. Die kuboidalen Alveolar-Typ 2 Epithelzellen (AT2-
Zellen) machen nur ca. 10 % der Alveolenoberfldche aus. Ihre Aufgabe ist die Regeneration
des Alveolarepithels durch Differenzierung zu AT1-Zellen [46,3,201]. Eine weitere wichtige
Funktion der AT2-Zellen ist die Synthese und Abgabe, aber auch die Wiederaufnahme und
der Abbau von Surfactant (surface active agent) [53,14]. Diese oberflachenaktive Substanz
aus ca. 90 % Lipiden mit einem hohen Anteil an Phospholipiden und ca. 10 % Surfactant-
Proteinen wird bis zur Sekretion in den Alveolarraum in Lamillarkérper im Zytoplasma der
AT2-Zellen gespeichert. Surfactant hat zwei herausragende Funktionen im Respirationstrakt.
Einerseits wird iiber die lipophile Komponente die Oberflaichenspannung in den Alveolen
verringert, somit der Gasaustausch erleichtert und die Alveolen werden bei der Atmung
stabilisiert. Andererseits sind die Surfactant-Proteine ein wichtiger Bestandteil fiir die
Aufrechterhaltung des immunologischen Gleichgewichts innerhalb des
Bronchoalveolarraums [203]. Von den vier Surfactant-Proteinen Surfactant-Protein (SP)-A,
SP-B, SP-C und SP-D spielen SP-A und SP-D als Opsonine bei der Eliminierung von
apoptotischen Zellen und eingedrungenen Pathogenen durch Alveolarmakrophagen eine

wichtige Rolle (siehe auch 1.5 Phagozytose und Efferozytose) [194,204,205].

1.3 Pathophysiologie des stumpfen Thoraxtraumas

Durch die Kontusion des Brustkorbes kommt es zu histologisch nachweisbaren funktionellen
und strukturellen Verdnderungen des Lungengewebes. Die Schidigung des Endothels [170]
und des Alveolarepithels fithren zu Einblutungen in den Alveolarraum und in das Interstitium
der Lunge. Das dadurch entstehende interstitielle und/oder perivaskulire Odem [138,171]
bewirkt eine Verbreiterung der Alveolarsepten [75], was zu Storungen des Sauerstoff- und

Kohlendioxidaustausches fiihrt. Die Anreicherung von neutrophilen Granulozyten in den

2



Einleitung

Alveolen wird von einer anhaltenden Permeabilititsstorung [72] begleitet. Diese kann durch
die steigende Proteinkonzentration in der BAL nachgewiesen werden [116,149]. Durch die
massive Einwanderung der aktivierten neutrophilen Granulozyten in die Lunge kann sich eine
akute Lungeninsuffizienz (ALI, Acute lung injury) entwickeln [137]. Ebenso wird durch diese
Akkumulation der Granulozyten ein starker Anstieg der von ihnen abgegebenen pro-
inflammatorischen Mediatoren wie IL-6, IL-1B, KC und MIP-2 [2,116] in den Alveolen
nachweisbar. Trotz steigender Anzahl an neutrophilen Granulozyten wird die Bakterien-
clearance in den Alveolen durch die Induktion eines stumpfen Thoraxtraumas
eingeschrinkt [40].

Ferner kommt es nach der Induktion eines stumpfen Thoraxtraumas zum Riickgang vitaler
und funktionstiichtiger AT2-Zellen [178] und durch diese Schidigung des Alveolarepithels
zur Minderung der Surfactant-Funktion [137].

1.4 Apoptose

Die Apoptose, der programmierte Zelltod, ist ein stindig im Organismus ablaufender
Vorgang, der den Korper vor iiberalterten, mutierten oder iiberzéhligen Zellen schiitzt. Im
gesunden Korper kommt es tiglich zum Zelluntergang von mehr als 10° Zellen, von denen
kaum apoptotische Zellen histologisch nachweisbar sind [174]. Die Apoptose lauft im
Gegensatz zur Nekrose ohne Beeintrachtigung des umgebenden Gewebes ab. So 16st der auch
»physiologischer Zelluntergang* genannte Vorgang keine Entziindungsreaktion aus und ldsst
sich auch morphologisch eindeutig vom pathologischen Zelluntergang, der Nekrose,
unterscheiden. Nach Apoptoseinduktion kommt es zum Schrumpfen der Zelle. Das
Zytoplasma und das Chromatin kondensieren. Die DNA wird enzymatisch fragmentiert und
das in vitalen Zellen an der Innenseite der Zellmembran liegende Phosphatidylserin wird auf
die AuBenseite umgelagert. Im Gegensatz dazu schwellen nekrotische Zellen an. Beim
ZerreiBen der Plasmamembran kommt es durch das Austreten von Zytoplasma und
Zellorganellen zur Entziindungsreaktion. Die Apoptose als besondere Form des Zelltodes
wurde zwar bereits 1842 von Carl Vogt beschrieben [30]. Da die entstehenden apoptotischen
Vesikel ,,still* durch umgebende Zellen oder Phagozyten aufgenommen werden, wurde ihnen
zundchst wenig Bedeutung beigemessen. Erst in der zweiten Hélfte des 20. Jahrhunderts
wurde die Relevanz dieses Prozesses fiir den ganzen Organismus erkannt [94].

Die Apoptoseinduktion erfolgt iiber extra- und intrazelluldre Signale (Abb. 1). Bei der

Induktion des intrinsischen Signalwegs kommt es durch unterschiedlichste Reize, wie UV-
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Strahlung, Néhrstoffmangel oder chemische Reize zu Zellstress bzw. Zellschdadigung. Dabei
werden einzelne oder mehrere BH3 (Bcl-2 Homologie-Doméne 3)-only Proteine aktiviert, aus
dem Endoplasmatischen Reticulum freigesetztes Ca’” in die Mitochondrienmembran
aufgenommen und pro-apoptotischen Faktoren wie Cytochrom C aus den Mitochondrien ins
Zytosol freigesetzt [55,134,153,173]. Uber die Bildung des Apoptosoms wird Caspase 9
aktiviert. Schlielich kommt es iiber die aktivierte Effektor-Caspase 3 zur Abspaltung der
Caspase—activated DNAse (CAD) von ICAD (Inhibitor of caspase—activated DNAse
=DDFA) [43]. Dies fiihrt zu deren Oligomerisierung und zur inter-nukleosomalen Spaltung
der DNA [69,70]. Andere Mechanismen, wie z.B. die Proteolyse von Rho-Effektor ROCK1
flihren tUber die Kontraktion des Aktin-Zytoskeletts zur Ausbildung der typischen
morphologischen Kennzeichen einer apoptotischen Zelle mit kondensiertem Zellkern und
Zellmembranausstiilpungen, dem sogenannten blebbing.

Die extrinsische Signalkaskade wird ausgelost durch die Bindung der Liganden an die
sogenannten Todesrezeptoren, wie z.B. Fas (CD95), auf der Oberfliche der Zellen und
bewirkt eine Trimerisierung des Rezeptors. Dadurch wird die Bildung des Death-Inducing
Signaling Complex (DISC) induziert. Dieser entsteht an der Todesdomine (death domain,
DD) des intrazelluliren Teils des Rezeptors durch Interaktion mit spezifischen
Adaptorproteinen. Die Anlagerung von FADD (Fas-associated death domain), einer weiteren
Todesdomine mit anhidngender Todeseffektordoméne (DED), an DD, und die Anlagerung
von Procaspase 8 (FLICE) an deren DED, fiihrt zu deren Aktivierung zu aktiven
Initiator-Caspase 8. Die durch diese Caspase 8 aktivierte Effektor-Caspase 3 kann {iber den
oben aufgefiihrten Signalweg die DNA-Spaltung im Zellkern hervorrufen. Intrinsische und
extrinsische Signalwege fiihren iiber die Effektor-Caspasen zu den gemeinsamen terminalen
Wirkungen. Sie sind auch in unterschiedlichen Ebenen der Signalkaskade miteinander
verkniipft. Unter anderem transloziert der C-terminale Teil von tBid (truncated BH3-
interacting domain death agonist), ebenfalls einem BH3-only-Protein, nach proteolytischer
Aktivierung durch Caspase 8 zum Mitochondrium und triggert hier die Freisetzung
apoptotischer Faktoren. Die Induktion der Apoptose wird durch eine Vielzahl an anti-
apoptotische Regulationssignale der Zelle kontrolliert. Wahrend der Proliferation der Zelle
wird durch eine hohe Konzentrationen von cFLIP (cellular FLICE inhibitor protein), dem
Procaspase 8-Antagonisten, die Bildung des DISC durch Verdringung von Procaspase 8
verhindert. Somit wird die Aktivierung von Procaspase 8 zu Caspase 8 und damit die
Apoptose blockiert [156]. ARC (Apoptosis Repressor with Caspase recruitment domain)
hemmt die Caspasen-Kaskade ebenfalls auf Hohe der Caspase 8 [102]. Ein weiterer Inhibitor
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ist XIAP (X-linked Inhibitor of apoptosis-Proteine). Dieser hemmt sowohl Caspase 3, als
auch Caspase 9 [161,185].
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Abb.1 : Apoptose-Signalwege

Der extrinsische Weg der Apoptoseinduktion erfolgt iiber die Aktivierung sogenannter Todesrezeptoren
auf der Zelloberfldche durch die Anlagerung von Liganden. Die durch die Bindung von Fas-Ligand (FasL)
an Fas (CD95) induzierte Trimerisierung von Fas ermoglicht die Anlagerung des Fas-assoziierten Proteins
mit Todesdoméne (FADD) an die intrazellulire Todesdomine (DD) von Fas. Durch die Bindung der
Todeseffektordoméne von Procaspase 8 an die Todeseffektordoméne von FADD kommt es zur
autokatalytischen Aktivierung von Procaspase 8 zur Initiator-Caspase 8, die ihrerseits Caspase 3 aktiviert.
Uber diese am Ende verschiedenster Aktivierungswege stehende Effektor-Caspase kommt es zur Spaltung
des DNA-fragmentation factor (DDF) (Enari 1998). Die Oligomerisation des Spaltprodukts CAD fiihrt zur
DNA- und Zellkern-Fragmentation, den charakteristischen Kennzeichen einer apoptotischen Zelle (Hanus
2008). Im Zentrum der Apoptoseinduktion des intrinsischen Weges stehen die Mitochondrien. Extra- und
intrazelluldrer Stress fiithrt hierbei z.B. iiber die BH3 (Bcl 2-homology-Domaine 3)-only-Proteine zur
Aktivierung des zur Bcl-2-Familie gehdrenden pro-apoptotischen Proteins Bax. Dies bewirkt die
Freisetzung pro-apoptotischer Faktoren, wie z.B. Cytochrom ¢ (Cyt c¢), Second mitochondrial derived
activator of caspase (Smac/Diablo) und Apoptosis inducing factor (AIF) aus dem Mitochondrium in das
Zytoplasma. Die Bindung von Cytochrom ¢ und dATP an den apoptotischen Protease-Aktivierungsfaktor-
1 (Apaf-1) fithrt hier zur Konformationsinderung der Proteinbindedomdne CARD (Caspase-
Rekrutierungs-Doméne) am entstechenden Apoptosom und ermdglicht damit die Anlagerung der
Procaspase 9. Die Zusammenlagerung zum Heterodimer im Apoptosom fiihrt zur Aktivierung der
Procaspase 9 zur aktiven Caspase 9, die wiederum die Effektor-Caspase 3 aktiviert. Auch das
endoplasmatische Retikulum (ER) ist {iber die BH3-Proteine in den intrinsischen Weg eingebunden. Durch
von Bax und Bcl kontrollierte Interaktionen mit dem Inositol 1,4,5-Trisphosphat-Rezeptor (IP3R) kommt
es zur Abgabe von Ca?" ins Zytoplasma (Nutt LK 2002; Scorrano L 2003). Der Anstieg der Ca®'-
Konzentration im Mitochondrium geht mit der vermehrten Abgabe oben genannter pro-apoptotischer
Faktoren einher. Auch andere Signalwege werden iiber extra- und intrazelluldre Todessignale aktiviert.
Abbildung modifiziert nach Foo RSY 2005 und Portt L 2011
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1.5 Phagozytose und Efferozytose

Die Entfernung von in den Korper eingedrungenen Mikroorganismen, Partikeln und
apoptotischen Zellen erfolgt iiber deren Ingestion durch professionelle Phagozyten wie
Makrophagen, neutrophile Granulozyten und Dendritische Zellen. Apoptotische Zellen
werden zusétzlich durch benachbarte Zellen wie Epithelzellen, Endothelzellen oder
Fibroblasten eliminiert. Die Erkennung dieser unterschiedlichen zu entfernenden Partikel
erfolgt iiber verschiedene Rezeptoren der phagozytierenden Zellen.

Die zur unspezifischen Immunabwehr gehdrende Aufnahme von Mikroorganismen in die
Phagozyten erfolgt sowohl nach der Opsonierung der Antigen-Oberflichen mit Antikdrpern,
als auch tiber die unspezifische Opsonierung mit Komplement. Der Fab-Teil (antigen-binding
fragment) des nach Antigen-Kontakt gebildeten Antikorpers bindet spezifisch an die als
korperfremd erkannten Strukturen, wihrend der freie Fc-Teil (Kristallisierbares Fragment) der
Erkennung durch den Fcy-Rezeptor (FcyR) auf Monozyten, Makrophagen und neutrophilen
Granulozyten dient. Mit der Bindung an einen der aktivierenden Fcy-Rezeptoren wird die
Phagozytose des Antigen-Antikorperkomplexes stimuliert [158]. Die Bindung an FcyRI,
FcyRlIIla und FcyRIVa induziert {iber ihre intrazelluldren, mit ITAM assoziierten Strukturen,
die Aufnahme und Zerstérung des antikdrpergebundenen Antigens [157]. Die Phagozytose
von Komplement opsoniertem Material {iber die Komplement-Rezeptoren (CRs) erfolgt
schrittweise durch aktivierte Makrophagen [183]. Die konstitutiv im Serum vorliegenden
C3bi-Komplementproteine opsonieren unspezifisch korperfremdes Material. Nach der
Opsonierung kommt es zur Bindung an die Komplement-Rezeptoren CR-3 (Mac-1,
CDI11b/CD18, amP2) oder CR-1. Nach zusitzlicher Stimulation, z.B. durch Phorbolester
(PMA) oder Lipopolysaccharid (LPS) folgt dann erst die Ingestion [64,162]. Der
Komplement-Rezeptor CR-3 liegt konstitutiv auf den Oberfldchen neutrophiler Granulozyten,
Monozyten, Lymphozyten und NK-Zellen vor [21]. Durch die zusitzliche Stimulation mit
PMA kommt es auf der Oberfliche von Maus-Makrophagen und humanen MDM (Monocyte-
derived macrophages) zur Ausbildung von Féltchen, in denen der CR-3 vermehrt ausgebildet
wird [145]. PMA fordert in humanen Monozyten die Induktion der Phagozytose iiber CR-1
und CR-3, hat aber keine phagozytosefordernde Wirkung auf die Fcy-Rezeptoren [218].

Das Collectin Surfactant- Protein- A (SP-A), Bestandteil des Surfactants der Lunge, besitzt
eine verstirkende Wirkung auf die Phagozytose von opsonierten Mikroorganismen durch
Alveolarmakrophagen [194,204]. Phagozytosefordernd wirkt auch die durch SP-A ausgeloste
erhohte Expression von CR-3 auf Alveolarmakrophagen [62]. Die Bindung von SP-A an
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CR-3 der Alveolarmakrophagen-Oberfliche erhoht dadurch Ca®"-abhiingig die CR-3-
vermittelte Phagozytose von Bakterien.

Die Phagozytose von apoptotischen Zellen weist einige Ahnlichkeiten mit der Phagozytose
von Mikroorganismen oder anderen korperfremden Partikeln auf. So spielen bei beiden
Ingestionsvorgéngen dhnliche Erkennungsmuster eine Rolle. Sowohl die Opsonierung durch
Komplement [124,192], als auch die Opsonierung mit SP-A und SP-D oder die Interaktion
iiber das Mannose-Binding-Lektin (MBL) [205] fordern ebenfalls die Ingestion von

apoptotischen Zellen.

,,Find-me*“-Signale
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2 Lysophosphatidylcholin (LPC)
N *.%  Fractalkine (CX3CL1)
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Abb. 2: Efferozytose ,,Find-me“-Signale
Apoptotische Zellen konnen durch die Abgabe von Find-me-Signalen, wie den Nucleosidtriphosphaten
ATP und UTP (Elliott 2009), Lysophosphatidylcholin (LPC) (Lauber 2003, Peter C 2007), Fractalkine
(CX3CL1) (Truman 2008) und an Mikropartikel gebundenem Intercellular adhesion molecule 3 (ICAM-3)
(Torr 2012) von Makrophagen lokalisiert werden. Diese chemotaktischen Mediatoren fithren zur Migration
der Makrophagen zu apoptotischen Zellen.

Bei der Erkennung apoptotischer Zellen spielen jedoch auch andere Rezeptoren eine Rolle.
Dies und die Tatsache, dass die Phagozytose von apoptotischen Zellen eher anti-
inflammatorische, als pro-inflammatorische Reaktionen hervorruft, lassen es sinnvoll
erscheinen, zur Abgrenzung von der Phagozytose von Mikroorganismen oder Fremdpartikel
den von deCathelineau und Henson (2003) und Gardai (2005) etablierten Begriff der
Efferozytose (effero latein: zu Grabe tragen) fiir den Vorgang der Ingestion von apoptotischen
Zellen zu verwenden [35,60].

Die Efferozytose lisst sich in drei Schritte unterteilen: Um als apoptotische Zelle erkannt und
gefunden zu werden, geben apoptotische Zellen in der Frithphase der Apoptose sogenannte
,Find-me“-Signale ab. Zu diesen chemotaktisch aktiven Signalen gehoren Nukleotide
(ATP/UTP) [42], Lysophosphatidylcholin (LPC)[108,151], das Chemokin Fractalkine
(CX5CL1) [197] und auf Mikropartikeln lokalisiertes ICAM
(Intrazelluldres Adhdsionsmolekiil) -3 [196]  (Abb.2). Nach der Rekrutierung der
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professionellen Phagozyten erfolgt die Bindung der apoptotischen Zelle. Somersan and
Bhardwaj fassten diesen Vorgang als sogenanntes ,Tethering und Tickling*“-Modell
zusammen [187]. Unterschiedliche ,,Eat-me*“-Signale ermoglichen ein erstes Binden
(Tethering) der apoptotischen Zelle. AnschlieBend kommt es iiber die Interaktion von
Phosphatidylserin mit den Phosphatidylserinrezeptoren zur Aktivierung (Tickling) der darauf
folgenden Internalisierung der apoptotischen Zelle.

Die Umlagerung von Phosphatidylserin von der Innen- auf die AuBenseite der
Plasmamembran apoptotischer Zellen gilt als wichtigstes ,,Eat-me*“-Signal [49]. Es wird {iber
verschiedene  Rezeptoren mit unterschiedlichen ,Briickenmolekiilen® auf den
phagozytierenden Zellen erkannt. Zu den Rezeptoren gehoren u.a. der Phosphatidylserin-
Rezeptor [48], der B2-GPI-Rezeptor (B2-Glycoprotein I) [12], die Rezeptor-Tyrosin-Kinase
Mer [86,174], der Vitronectin-Rezeptor [67,68], das an den Vitronectin-Rezeptor angelagerte
CD36 [166] und Stabilin 2 [144] (Abb. 3). Unter den Briickenmolekiilen vermittelt z.B. das
B2-Glycoprotein I die Bindung an den $2-GPI-Rezeptor und Growth-arrest-specific 6 (Gas6)
die Bindung an die Rezeptor-Tyrosin-Kinase Mer. Annexine assoziieren an Phosphatidylserin
und erfiillen somit ebenfalls eine Opsonin-dhnliche Funktion [10,163]. Der an oxidiertes
Phosphatidylserin bindende Milk-Fat-Globule-Epidermal-Growth-Faktor 8 (MFG-E8) kann
durch Ligation an den Vitronectin-Rezeptor (o, P3-Integrin) die Efferozytose-Aktivitit
dendritischer Zellen erhdhen [6,20]. Auch Protein S fordert in oligomerisierter und oxidierter
Form die Aufnahme apoptotischer Zellen iiber die humane Rezeptor-Tyrosin—Kinase [9,200].
Weitere Briickenmolekiile sind das adhésive Protein Thrombospondin [166] und das vermehrt
auf apoptotischen Zellen anlagernde Calreticulin [60] (Abb. 3). Die Collectine SP-A, SP-D,
MBL und die Complement-Proteine C1q und C3bi, sowie MFG-ES erleichtern das Anlagern
an und teilweise auch die Aufnahme der apoptotischen Zellen in die
Phagozyten [159,167,205,67,68,126,125]. Dabei kommt es zur Anlagerung an Zucker-Reste
auf der Oberfldche der apoptotischen Zellen und zur Interaktion mit dem Calreticulin-CD91-
Komplex [205] der phagozytierenden Zelle. Die Calreticulin-Expression, sowie die ICAM-1-
Expression auf der Oberflidche apoptotischer Zellen gelten ebenfalls als efferozytoseférdernde
Marker [60,128].

Diese je nach Zelltyp unterschiedlich stark exprimierten Rezeptoren und je nach Organsystem
unterschiedlich stark auftretenden Briickenmolekiile bilden die Voraussetzung fiir die
Interaktion des ingestierenden Phagozyten mit der apoptotischen Zelle und deren sich

anschlieBenden Aufnahme.
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Nach der Rekrutierung der Makrophagen erfolgt die Bindung der apoptotischen Zelle. Unterschiedliche
Strukturverdinderungen auf der apoptotischen Zelloberfliche wirken teilweise {iber sogenannte
Briickenmolekiile als ,,Eat-me“-Signale auf die Makrophagen. Das von der Innenseite der Zellmembran
durch die Apoptose auf die AuBenseite translozierte Phosphatidylserin wird von unterschiedlichen
Molekiilen erkannt und markiert. Mit dem Phosphatidylserin-Rezeptor (PSR) kommt es zu einer direkten
Bindung (Fadok 2002). Uber das Briickenmolekiil p2-GPI kommt es zu Interaktion mit dem B2-GPI-
Rezeptor (Balasubramanian 1997). Gas6 und oxidiertes, oligomerisiertes Protein S wirken als Vermittler
zwischen Phosphatidylserin und der Rezeptor-Tyrosin-Kinase Mer (Ishimoto 2000; Scott 2001, Uehara H
2008). Das bei der Apoptose von der apoptotischen Zelle abgegebene Annexin I wirkt wie oligomerisiertes
Protein S durch die Bindung an Phosphatidylserin auf einen Phosphatidylserin-Rezeptor
efferozytosefordernd (Arur 2003; Anderson 2003, Uehara H 2008). Der Milk fat globule EGF-factor 8
(MFG-EB), der an Phosphatidylserin bindet, interagiert mit der Vitronectin-Rezeptor (Hanayama 2002).
Die Anlagerung des adhdsiven Proteins Thrombospondin vermittelt durch Anlagerung an CD36 und an den
Vitronectin-Rezeptor die Bindung zwischen apoptotischer Zelle und Makrophage (Savill 1992). Auch das
vermehrte Auftreten von Calreticulin auf apoptotischen Zellen initiiert eine erhohte Eliminationsrate
apoptotischer Zellen (Gardai 2005). Die Collectine SP-A, SP-D, MBL und Clq binden an die verédnderten
Zuckerreste auf der Oberfliche der apoptotischen Zelle und am CD9l1-assoziierten Calreticulin der
Makrophagen (Vandivier 2002). Das durch Phosphatidylserin aktivierte Komplement-System hat zusétzlich
iiber das Komplement-Fragment C3bi, das an die Zelloberflache der apoptotischen Zelle adhériert und an
die Komplement-Rezeptoren CR-3 und CR-4 bindet, eine steigernde Wirkung auf die Efferozytose
(Mevorach 1998). Die ICAM-3-Expression auf apoptotischen PMN fiihrt iber CD 14 ebenfalls zur Bindung
an Makrophagen (Moffatt 1999).
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1.5.1 Zellaktivierung durch Phorbol 12-Myristat 13-Azetat (PMA)

Phorbol 12-Myristat 13-Azetat (PMA, TPA (10-O-Tetradecanoylphorbol-13-Acetat)) gehdort
zu den Phorbolestern, gilt als karzinogen, aktiviert die Proteinkinase C (PKC) und wirkt iiber
diese auf die Signaltransduktion und die Proliferation der Zelle ein. Durch die Ahnlichkeit mit
dem natiirlichen Aktivator von PKC, Diacylglycerin (DAG), kann PMA nach Interkalieren in
der Zellmembran PKC analog zu DAG aktivieren [25,133]. PKC ist eine Serin/Threonin-
Kinase und phosphoryliert die Hydroxylgruppen der Aminosduren Serin und Threonin
verschiedener Proteine. Die drei charakterisierten PKC-Isoformen kénnen unterschiedlich
aktiviert werden. Die klassischen cPKCs werden durch die Bindung an die Sekundirsignale
Ca®" und DAG aktiviert. Die neuen nPKCs werden nur durch DAG aktiviert. Die atypischen
aPKCs sind weder Ca’’- noch DAG-abhingig und konnen somit auch nicht durch
Phorbolester aktiviert werden [140]. Bei allen ist jedoch die Bindung der zu aktivierenden
PKC an die Phospholipide der Innenseite der Zellmembran fiir die Aktivierung unabdingbar.
Verschiedene Modelle nutzen PMA zur Generierung von Makrophagen aus ihren
Vorlduferzellen, den Monozyten. Die Zellen der Monozyten-Zelllinie THP-1 werden z.B. mit
PMA zu Zellen mit den allgemeinen Charakteristika von Makrophagen genutzt [100]. Ebenso
kann in Monozyten des Blutes (PBMC = peripheral blood mononuclear cells) die
Differenzierung zu Makrophagen initiiert werden [33]. Typische Merkmale dieser Reifung
der Monozyten sind eine Verstirkung des Respiratory Burst, der Phagozytoseaktivitit und der
Adhésion der Zellen an die extrazelluldre Matrix.

Im Rahmen dieser Doktorarbeit wurde PMA eingesetzt, um die AM® und die in die Lunge
eingewanderten Monozyten zu aktivieren und zur Differenzierung leicht anzuregen. Somit
konnte der Einfluss einer zusdtzlichen PKC-Stimulation auf die Phagozytoseaktivitit und auf
die Immunreaktion der monozytiren Zellen aus dem Alveolarraum der traumatisierten und

nichttraumatisierten Lunge untersucht werden.

1.5.2 Schwefelwasserstoff als Therapieansatz

Schwefelwasserstoff (H,S) ist ein farbloses, brennbares, wasserlosliches, toxisches Gas, mit
typischem unangenehmem Geruch (nach faulen Eiern). Die Toxizitdt von H,S ist abhédngig
von der Konzentration und der Einwirkungsdauer des Gases. Es wird auch physiologisch im
menschlichen Korper synthetisiert [117,189] und wirkt dabei u.a. vasodilatorisch und

neuromodulatorisch [1,212]. Dabei fiihrt der endogene Abbau von L-Cystein durch die
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Enzyme Cystathionin-B-Synthase (CBS) und Cystathionin-y-Lyase (CSE) zur Bildung von
H,S [93,96,117].

Therapeutische Ansitze ergeben sich durch die Mdglichkeit, mit der Inhalation von H,S in
nicht-toxischen =~ Konzentrationen  einen  suspended-animation-dhnlichen  Zustand
hervorzurufen [18]. Unter diesem Zustand der ,,voriibergehenden Einstellung des Lebens®
kommt es zur Reduktion der Stoffwechselrate. Dabei bewirken die Senkung der Herz- und
Atemfrequenz, sowie die durch den herabgesetzten Metabolismus reduzierte
Wiérmeproduktion ein Absinken der Korpertemperatur [18]. Dieser durch H,S hervorgerufene
Zustand bewirkt eine hohere Belastbarkeit des Organismus [164]. So kommt es im
Tierversuch an der Maus zur Authebung der andernfalls letalen Wirkung einer Hypoxie [19].
Eine zellprotektive und anti-inflammatorische Wirkung von H,S auf Makrophagen konnte
von Oh et al. nachgewiesen werden [139]. Auch die extravasale Migration der Leukozyten
wird durch H,S beeinflusst. So hemmt H,S die Adhésion der Leukozyten an die
Endothelzellen [223] und fiihrt dadurch zu einer Reduktion der durch Leukozyten
hervorgerufenen Entziindungsreaktion. Durch die verminderte Permeabilitit der GefaBwinde
durch H,S kommt es auBerdem zu geringer ausgeprigten Odemen [223]. Esechie et al. konnte
nachweisen, dass die parenterale Gabe von H,S nach einer ALI zu einem signifikanten
Anstieg der Uberlebensrate fiihrt [45]. Damit einher gehen eine Reduktion des IL-1B-Spiegels
in der Lunge, ein Anstieg der IL-10-Konzentration und eine histologisch nachweisbar weniger
gestorte Struktur des Lungengewebes [45].

Die Studie zur Untersuchung der Phagozytoseaktivitit nach der Behandlung mit
Schwefelwasserstoff ~wurde mit dem von Alexander Veltkamp etablierten
H,S-Expositionsmodell durchgefiihrt. Im Rahmen seiner Doktorarbeit ,,Auswirkung von
inhalativ  verabreichtem H,S auf die Entziindungsantwort nach einem stumpfen
Thoraxtrauma“ konnte durch die 6-stiindigen H,S-Exposition direkt nach Thoraxtrauma bzw.
Kontrollbehandlung eine Reduktion der Korpertemperatur und der korperlichen Aktivitét aller

eingesetzten CD-Ratten nachgewiesen werden [176].
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1.6 Bedeutung der Zytokine und Chemokine

Folgende Zytokinen sind aufgrund ihrer pro- und/oder anti-inflammatorischen,
chemotaktischen  oder  phagozytosemodifizierenden = Wirkungsspektren  fiir  die
Pathomechanismen der Lunge nach einem stumpfen Thoraxtrauma relevant:

Der Tumor Nekrose Faktor-alpha (TNF-a) spielt als wichtiges Zytokin der
Signalvermittlung durch sein breites Wirkungsspektrum eine bedeutende Rolle bei der
Aufrechterhaltung und Ausweitung eines entziindlichen Geschehens bei lokalen und
systemischen Erkrankungen. TNF-a existiert in der membrangebundenen Form (26 kDa) [4],
dem sogenannten Pro-TNF-a, und der 16slichen Form (17 kDa), die durch Abspaltung der
membrangebundenen Form durch das TNF-a-converting-Enzym (TACE) entsteht. Nach
Stimulation z.B. mit Lipopolysaccharid (LPS) oder Interleukin 18 (IL-18) wird TNF-o von
unterschiedlichen Zellen und in groer Menge von Makrophagen sezerniert. Durch die
Bindung von TNF-a an die Rezeptoren TNFR I (= p55 = CD120a) und TNFR II (= p75 =
CD120b) konnen Zellen iiber den MAP (Mitogen-activated-protein) -Kinase-Signalweg zur
Ausschiittung anderer Zytokine, zur Zelldifferenzierung oder zur Apoptose angeregt werden.
In der Lunge kommt es iiber die durch TNF-a hervorgerufene Induktion zu einer erh6hten
Expression der  Adhisionsmolekiile ICAM und  E-Selektin auf  den
Endothelzelloberflichen [219] und der Induktion des chemotaktisch wirkenden CINC-
1 (Cytokine-induced neutrophil chemoattractant-1) zu einer stirkeren Einwanderung von
neutrophilen Granulozyten und Monozyten [193,215]. Auf die neutrophilen Granulozyten
wirkt TNF-o auBerdem aktivierend und fiihrt zu vermehrter Produktion des Superoxidanions

0, [179].

Interleukin-1 beta (IL-1B) Als primére Quelle des pro-inflammatorischen Zytokins IL-1[3
gelten Monozyten, Makrophagen und Dendritische Zellen. Die Konzentrationen des
fiebererzeugenden IL-1f sind selbst in Patienten mit schwerer Sepsis deutlich geringer als die
Konzentrationen der Zytokine TNF-o und IL-6 [24], wobei die IL-1p-Konzentrationen mit
der Schwere des Krankheitsgeschehens korrelieren [39]. Wie TNF-a induziert auch IL-13
iiber die entsprechenden Rezeptoren IL-1R Typ I und IL-1R Typ II den MAP-Kinase-
Pathway und besitzt somit ein dhnlich breites Wirkungsspektrum wie TNF-a.. Endothelzellen
der Lunge bilden nach Inkubation mit IL-1p vermehrt die Adhédsionsmolekiile ICAM und E-
Selektin an deren Zelloberflichen aus [219]. Dies fiihrt zu einer erhdhten Adhdsion und

Einwanderung von Leukozyten an und durch die GefdBwéinde. So kommt es nach lokaler
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Administration von IL-1p in die Lunge zu einer Aktivierung der neutrophilen Granulozyten
mit verstiarkter Abgabe von oxygenierten Radikalen, verstarkter chemotaktischer Aktivitat

und Phagozytoseaktivitdt [186].

Interleukin-6 (IL-6) gehort, wie TNF-a zu den Akute-Phase-Proteinen und wird iiber die
Aktivierung von NF-kB vermehrt transkribiert. Somit spielt IL-6 in der frithen Phase der
Entziindungsreaktion bzw. nach Trauma als vorwiegend pro-inflammatorisch wirkendes
Zytokin eine wichtige Rolle. Monozyten, Makrophagen, Granulozyten, Fibroblasten und T-
Zellen konnen IL-6 sezernieren [217,175,74]. IL-6 aktiviert liber die Bindung an den
membranstindigen IL-6-Rezeptor oder liber die Komplexbildung mit der I6slichen Form des
Rezeptors (sIL-6R) das signaliibertragende Protein gp130 [73]. Durch die Bindung von IL-6
an den IL-6-Rezeptor (IL-6R = CDI126) (80kDa) und dessen Dimerisierung mit der [3-
Rezeptor-Untereinheit gp130 (= CD130) [190] kommt es liber den JAK/STAT-Pathway zur
Transkription unterschiedlicher fiir die Immunabwehr wichtiger Gene. Die anti-
inflammatorische Wirkung von IL-6 beruht auf der Hemmung der Freisetzung der pro-
inflammatorischen Zytokine TNF-a und IL-1p. Nach dem Thoraxtrauma kommt es zu einem
schnellen Anstieg der IL-6-Konzentration im Plasma [98]. Auch durch die nach
Thoraxtrauma entstehende Hypoxie in der Lunge [99,111] kann es zu einer gesteigerten
Expression von IL-6 in den pulmonalen Endothelzellen der versorgenden Gefille

kommen [221].

Interleukin-10 (IL-10) ist ein hochwirksames anti-inflammatorisches Zytokin, das nach
LPS-Stimulation die Transkription vieler pro-inflammatorischer Zytokine (wie IL-1a., IL-1f3,
IL-6, IL-8, TNF-a, GM-CSF, G-CSF) und Chemokine (MIP-1a, MIP-13, MIP-2, RANTES,
KC) hemmt, und somit einen limitierenden Faktor fiir die Dauer und Intensitdt einer
Entziindung darstellt [17,34,36,52]. Der IL-10-Rezeptor ist ein Tetramer und besteht aus zwei
Liganden bindenden Untereinheiten (IL-10R Alpha oder IL-10 R1) und zwei assoziierten
Signal transduzierenden Untereinheiten (IL-10R Beta oder IL-10 R2). Autoregulatorisch
bewirkt IL-10 eine Verminderung der IL-10-mRNA-Synthese in LPS aktivierten Monozyten.
Uber den JAK/STAT-Pathway und den MAP-Kinase-Pathway wird im Zellkern u. a. die
Transkription von SOCS3 (Suppressor of cytokine signaling 3) induziert. SOCS 3 inhibiert
durch die Bindung an JAK?2 unterschiedliche Signaltransduktionen. Unter anderem wird die
Signaltransduktion iiber den Erythropoetin-Rezeptor und den Prolaktin-Rezeptor
gehemmt [78,165]. Durch Blockade von IL-10 mit Anti-IL-10-Antikdrpern kommt es nach
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Induktion einer entziindlichen Lungenverletzung durch IgG-Immun-Komplexe zu einem
starken Anstieg der Lungenpermeabilitdt, einer Erh6hung der Konzentration an TNF-a in der
bronchoalveoldren Lavage und einem deutlichen Anstieg der Anzahl an neutrophilen
Granulozyten in der bronchoalveoldren Lavage [180]. Dies verdeutlicht den hemmenden

Einfluss von IL-10 auf inflammatorische Prozesse in der Lunge.

Cytokine-induced neutrophil chemoattractant-1 (CINC-1) gehort zu den CXC-
Zytokinen (CXCL1) und gilt als homolog zu humanem GRO (Growth-regulated
oncogene) [222] und murinem KC (Keratinocyte-derived cytokine) [214,213]. CINC-1 besitzt
eine hohe chemotaktische Wirkung auf neutrophile Granulozyten [213,220]. Durch CINC-1
wird die Expression von P-Selektin auf den Endothelzelloberflichen induziert [226]. Dadurch
kommt es zu verstirktem Adhdsions- und Migrationsverhalten der neutrophilen Granulozyten
auch in die Lunge. Diese Migration kann durch Anti-CINC-1-Antikorper stark reduziert
werden ''°. Daher spielt CINC-1 eine wichtige Rolle bei der Entwicklung von entziindlichen

Vorgingen in der Lunge [56,81,182,220].

Macrophage inflammatory protein (MIP-1a) = CCL3 gehort wie MCP-1 (Monocyte
chemotactic protein-1) und RANTES (Regulated upon Activation, Normal T-cell Expressed,
and Secreted) zu den pro-inflammatorischen chemotaktisch aktiven CC-Chemokinen. MIP-1a
wird von verschiedenen Zellen, wie Alveolarmakrophagen [29] und neutrophilen
Granulozyten [92], gebildet. Es wirkt iiber die Rezeptoren CCR1, CCR3 und CCRS
chemotaktisch auf Monozyten, neutrophile, eosinophile und basophile Granulozyten und
Lymphozyten [181,155,115,168]. Bei der Entstehung einer LPS induzierten ALI kommt es
zum Anstieg der MIP-1o.-mRNA in Lungenhomogenisaten und einer Anreicherung an MIP-
la-Protein in den Alveolen [181]. Die Einwanderung von neutrophilen Granulozyten in die
Lunge und die Schidigung durch erhohte pulmonale vaskulidre Permeabilitdt kann durch die
Gabe von MIP-1a-Antikérpern gemindert werden [181]. Durch die Bindung von MIP-1a an
CCR1 kommt es =zur Sekretion von TNF-a und damit zur Verstirkung der

Entziindungsreaktion [155].

Monocyte chemotactic protein-1 (MCP-1) = CCL2 ist ein Chemokin, das chemotaktisch
auf mononukledre Zellen inklusive Alveolarmakrophagen wirkt[22,90,110]. Nach der
Induktion einer Sepsis konnte jedoch auch auf neutrophilen Granulozyten die Ausbildung der

nicht konstitutiv ausgebildeten MCP-1-Rezeptoren nachgewiesen werden [188]. Bei einer
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durch Immunkomplexe induzierten ALI sowie auch nach einem Thoraxtrauma [177] erhoht
sich die Konzentration von MCP-1 in der BAL. In daraus isolierten redundanten
Alveolarmakrophagen sind erhohte Konzentrationen von MCP-1-mRNA [22] nachweisbar.
Auch im Uberstand von Alveolarmakrophagen sind nach Thoraxtrauma erhdhte

Konzentrationen von MCP-1 nachweisbar [177].

RANTES (Regulated upon Activation, Normal T-cell Expressed, and Secreted) =
CCLS5 gehort wie MIP-1a und MCP-1 zu den pro-inflammatorischen chemotaktisch aktiven
CC-Chemokinen. RANTES bewirkt die Rekrutierung von Monozyten, T-Zellen und
Alveolarmakrophagen [169][206] und wird von T-Zellen, Alveolarmakrophagen [178] und
Lungenepithelzellen [106] abgegeben. Im Maus-Modell fiihrt die Instillation von LPS in die
Lunge zu einer TNF-a abhidngigen erhohten Expression von RANTES-mRNA und RANTES-

Protein in den alveolédren Epithelzellen [206].

Fractalkine (CX3CL1) ist das einzige bekannte Chemokin mit einer CX3C-Proteinstruktur
und kommt in zwei Formen mit unterschiedlichen Funktionen vor[16]. Als
membrangebundenes Molekiill wird es von Endothelzellen, Neuronen, Epithelzellen und
glatten Muskelzellen exprimiert und dient als Adhésionsmolekiill fiir migrierende
Leukozyten [54,107]. Durch TNF-a, IL-1 [16], INF-y [84] und LPS [59] kommt es zu einer
erhohten Fractalkine-Expression auf Endothelzellen. Auch auf Epithelzellen wird durch
Stimulation mit pro-inflammatorischen Zytokinen wie TNF-a die Expression von Fractalkine
erhoht [118]. Durch die beiden Metalloproteinasen ADAMI0 (a disintegrin and
metalloproteinase domain containing protein 10) [82] und TACE [199,61] kann der
extrazelluldre Teil des Fractalkines abgespalten werden. In Lungengewebe von Ratten mit
pulmonaler Hypertonie und lokaler Hypoxie konnte eine gesteigerte Expression von
Fractalkine und seines Rezeptors CX3CRI1 nachgewiesen werden [150]. Neben wichtigen
Funktionen bei der Adhésion ist Fractalkine auch fiir die Phagozytose apoptotischer Zellen
von Bedeutung. Wie oben beschrieben kann es als ,.find-me*“-Signal von apoptotischen
Lymphozyten abgegeben werden. Dies fiihrt zu einer effizienteren Chemotaxis von
Makrophagen in Richtung apoptotischer Lymphozyten und beschleunigt deren
Ingestion [197]. Durch erhdhte Fractalkine-Konzentrationen kommt es zu einer gesteigerten
Expression von MFG-E8, einem Opsonin fiir apoptotische Zellen [67,57]. Dabei fiihren
erhohte MFG-E8-Konzentrationen zu gesteigerten Phagozytoseaktivititen der Makrophagen
gegeniiber apoptotischen Zellen [126,57]. Eine durch die ALI hervorgerufene Reduktion der
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MFG-E8-Konzentration in der Lunge kann durch die intraperitoneale Gabe von
rekombinantem MFG-ES8 substituiert werden und fiihrt wieder zu gesteigerter Phagozytose

und der Suppression der lokalen Inflammation [126,57,32].

1.7 Zielsetzung der Arbeit

Ziel dieser Arbeit war es, den Beitrag des Fas/FasL-Systems zur Apoptoseinduktion im
Lungenepithel nach Induktion eines stumpfen Thoraxtraumas und die Effektivitit der
Eliminierung der anfallenden apoptotischen Zellen durch Alveolarmakrophagen nach
Thoraxtrauma zu ermitteln. Das stumpfe Thoraxtrauma stellt sowohl als isolierte Verletzung,
als auch in Kombination mit anderen Verletzungen [198,97] eine der haufigsten Folgen von
Verkehrsunfillen dar. Bei polytraumatisierten Patienten kommt es durch eine Beteiligung der
Lunge zu einer erhohten Wahrscheinlichkeit zum respiratorischen Versagen, ARDS oder
MOV [198] und damit zu einer signifikanten Erhdhung der Mortalititsrate [58]. Die
Schadigung des Lungenepithels und die Aktivierung des angeborenen Immunsystems sind die
primdren Reaktionen auf ein stumpfes Thoraxtrauma. Bereits in vorangegangenen Arbeiten
unserer Arbeitsgruppe wurden hierzu Untersuchungen im Maus- und Rattenmodell
durchgefiihrt. Dabei konnte nachgewiesen werden, dass es nach der Induktion eines
Thoraxtraumas sowohl zu lokalen als auch zu systemischen Immunreaktionen
kommt [99,147]. Nach einem stumpfen Thoraxtrauma kommt es zu einem Anstieg an
apoptotischen AT2-Zellen im Lungenepithel [178] und einer Anreicherung an neutrophilen
Granulozyten im bronchoalveoldren Kompartiment [148].

Hieraus ergaben sich folgende Hypothesen:

e Die durch ein stumpfes Thoraxtrauma ausgeloste Apoptose der AT2-Zellen wird
mafgeblich von den Alveolarmakrophagen bestimmt.

e Loslicher Fas-Ligand induziert in Alveolarmakrophagen und AT2-Zellen nach
Thoraxtrauma die Sekretion pro-inflammatorischer Zytokine.

e Die Phagozytoseaktivitit der Alveolarmakropagen wird durch ein Thoraxtrauma
abgeschwicht.

e Nach einem Thoraxtrauma kommt es zu einer erhohten Efferozytose-Aktivitit der
Alveolarmakrophagen gegeniiber der im Alveolarraum auftretenden apoptotischen
neutrophilen Granulozyten und AT2-Zellen.

o Schwefelwasserstoff hat, inhalativ nach Thoraxtrauma verabreicht, einen

verstirkenden Effekt auf die Phagozytoseaktivitit der Alveolarmakrophagen.
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2 Material und Methoden

2.1 Tierversuche

Die Tierversuche wurden an minnlichen CD-Ratten (Stamm Crl:CD(SD); Charles River,
Sulzfeld, Germany) mit einem Korpergewicht von 250-275 g im Operationssaal des
Tierhaltungsbereichs Safranberg des Universitdtsklinikums Ulm durchgefiihrt, in dessen
Réaumlichkeiten die Tiere auch gehalten wurden. Im einzelnen Experiment wurden 5 bis 15
Tiere pro Gruppe und Zeitpunkt eingesetzt. Die Unterbringung der Tiere erfolgte zu maximal
3 Tieren pro Kifig bei einer Raumtemperatur von 21°C. Um einen gleichmiBigen Tag-Nacht-
Rhythmus zu erzeugen, wurde der Raum 12 Stunden belichtet und 12 Stunden abgedunkelt.
Die Tiere hatten freien Zugang zu Futter und Wasser. Das Futter bestand aus einer
standardisierten Versuchstiernahrung (Fa. Altromin, Lage-Lippe).

Die tierexperimentellen Untersuchungen wurden von der zustindigen Behorde des

Regierungsprasidiums Tiibingen genehmigt (Tierversuch-Nr. 891, 964 und 1051).

2.2 Induktion eines Thoraxtraumas

Die Ratten wurden in einer Spiilmaskennarkose durch ein Gasgemisch von 4 % Sevoflurane
(Sevorane™ Abbott, Wiesbaden, Germany) und 96 % Sauerstoff unter einer konstanten
FlieBgeschwindigkeit von 2 I/min anésthesiert. Die Tiere wurden anschlieend in Riickenlage
und mit abgespreizten Extremitéiten fixiert. Brust und Bauch wurden rasiert. Zur genauen
Platzierung des Druckwellengenerators wurden die Rippenbogen und das Sternum mit dem
Processus xiphoideus markiert. Zur Unterscheidung der einzelnen Tiere wurden die
Schwanzwurzeln durch Markierungen gekennzeichnet. Zur Induktion des stumpfen
Thoraxtraumas wurde eine durch den Druckwellengenerator erzeugte Druckwelle
entsprechend der von Jaffin et al. und Irwin et al. beschriebenen Methode kontaktlos zentral
auf den Thorax appliziert [85,87]. Die sich anschlieBende Apnoephase wurde protokolliert.
Nach dem Wiedereinsetzen der Spontanatmung wurde den Tieren 0,03 mg/kg Korpergewicht
Buprenorphin (Temgesic®, Boehringer, Mannheim) subkutan injiziert und die Narkose iiber
die Spiilmaske beendet. Die Kontrolltiere wurden ebenfalls in Andsthesie fixiert, rasiert und
der Druckwellengenerator iiber ihnen ausgerichtet; es wurde jedoch keine Druckwelle
appliziert. Die Schmerzmedikation beider Tiergruppen wurde in 8-stiindigen Abstinden

wiederholt.
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Abb. 4: Druckwellengenerator

Durch Ausldsen des elektronischen Prézisionsventils (Hochgeschwindigkeitsventil) gelangt Druckluft in
die obere Kammer des Druckwellengenerators. Hier kommt es zu einem schnellen Anstieg des Drucks und
beim Erreichen des Berstdrucks zum Zerreien der Polyestermembran, die die obere Kammer vom
Auslasszylinder trennt. Die erzeugte Druckwelle wird durch den Auslasszylinder auf den Thorax der
darunter positionierten Ratte gelenkt. Die Inhalationsnarkose wird {iiber die an die Spiilmaske
angeschlossene Narkose-Einheit gesteuert.

2.3 Behandlung mit Schwefelwasserstoff (H,S)

Zur Behandlung der Ratten mit H,S wurden die nach Applikation des Thoraxtraumas bzw.
der Kontrollbehandlung und der subkutanen Injektion von 0,03 mg/kg Korpergewicht
Buprenorphin (Temgesic®, Boehringer, Mannheim) spontan atmenden und vollstindig
erwachten Ratten in Plexiglas-Expositionskammern umgesetzt (Abb. 5). Zur H,S- oder
Kontroll-Gas-Inhalation wurde eine Durchflussrate von 1,25 I/min durch die
Expositionskammer gewihlt. Das Gasgemisch des Kontroll-Gases setzte sich aus 20 %
Sauerstoff (O;) und 80 % Stickstoff (N,) zusammen. Dem H,S-Gasgemisch wurde zusitzlich
zu den Komponenten des Kontrollgases noch 100 ppm H,S beigemischt. Nach Beendigung
der sechsstliindigen Expositionszeit wurden die Kammern fiir 10 Minuten mit dem
Kontrollgas geflutet, um das H,S-Gas auszuspiilen und ein Ausstromen grof3erer H,S-Mengen
bei der Entnahme der Ratten aus der Expositionskammer zu verhindern. Die Ratten wurden
anschlieBend aus den Kammern entnommen und entweder sofort zur Organentnahme getotet
(6-Stunden-Zeitpunkt)  oder unter oben  genannter  Schmerzmedikation  und

Normalbedingungen im Tierhaltungsbereich bis zum Tétungszeitpunkt gehalten.
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Abb. 5 Expositionskammern zur H,S- oder Kontroll-Gas-Inhalation ménnlicher CD-Ratten

Nach Applikation des Thoraxtraumas bzw. der Kontrollbehandlung wurden die spontan atmenden und
vollstindig erwachten Ratten dem Kontroll-Gas aus 20 % Sauerstoff (O,) und 80 % Stickstoff (N,) bzw.
dem H,S-Gasgemisch mit zusétzlich 100 ppm H,S in diesen Glas-Expositionskammern ausgesetzt. Uber
das zufiihrende Schlauchsystem mit Mehrfachverteiler (von vorn) konnten 4 Kammern parallel mit dem
Gasgemisch versorgt werden, das bei einer Durchflussrate von 1,25 I/min iiber abfiihrende Schldauche
wieder entfernt wurde. Nach sechsstiindiger Exposition wurden die Tiere entweder sofort zur
Organentnahme und Durchfiihrung der bronchoalveolidren Lavage mit Isolation der Alveolarmakrophagen
getotet (6-Stunden-Zeitpunkt) oder unter Normalbedingungen in Tierhaltungsbereich in Kéfigen bis zum
Totungszeitpunkt 24 oder 48 Stunden nach Thoraxtrauma bzw. Kontrolleingriff gehalten.

2.4 Probenmaterial

2.4.1 Toten der Versuchstiere durch Ausbluten
Zur Entnahme des Probenmaterials wurden die Ratten zu den jeweiligen Zeitpunkten nach

Kontrollbehandlung bzw. Thoraxtrauma durch Ausbluten in tiefer Narkose getdtet. Die
Narkotisierung erfolgte durch die intraperitoneale Gabe von Xylazin (Xylazinhydrochlorid
2 mg/kg Korpergewicht, Alvetra, Neumiinster, Germany) und Ketamin (Ketaminhydrochlorid
100 mg/kg Korpergewicht, Pharmacia & Upjohn, Erlangen, Germany) im Verhéltnis 1:1. Das
Blut wurde hierzu aus der Aorta mittels eines peripheren Venenkatheters (Insyte-W™ BD,
Heidelberg, Germany) und einer EDTA-Monovette® (Sarstedt AG & Co, Niimbrecht,
Germany) entnommen. Die Blutproben wurden bei 500 x g und 4°C 10 Minuten zentrifugiert,

der Uberstand (Plasma) abgenommen und bei -80°C bis zur weiteren Analyse eingefroren.
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2.4.2 Gewinnung der bronchoalveoliren Lavage (BAL) und Isolation der
Alveolarmakrophagen (AM®)

Je nach Versuchsansatz wurden die Ratten 4, 6, 16, 24, 48 oder 72 Stunden nach
Kontrollbehandlung bzw. Thoraxtrauma wie oben beschrieben getdtet, die Trachea kaniiliert
und die Lunge mit 5 ml eiskalter phosphatgepufferter Salzlosung DPBS (Dulbecco’s PBS,
Gibco BRL; Grand Island, NY) gespiilt. Die Spiilfliissigkeit (BAL1) wurden in einem 15 ml
Falcon aufgenommen und kiihl gelagert. Um moglichst viele AM® zu isolieren, wurde die
Lunge achtmal mit 10 ml DPBS (BAL2) gespiilt und die Spiilfliissigkeit in zwei 50 ml-
Falcons aufgenommen. AnschlieBend wurden die BALs bei 450 x g und 4°C 10 Minuten
zentrifugiert, der Uberstand von BALl zur Bestimmung der Mediatoren bei -80°C
eingefroren, der Uberstand von BAL2 verworfen und die Zellpellets von BAL1 und BAL2
zusammengefiihrt. Noch vorhandene Erythrozyten wurden durch zweimalige Zugabe von
10 ml sterilem, destilliertem Wasser mit viermaligem Auf- und Abpipettieren und
anschlieBender Zugabe von 5 ml 2,7 % NaCl und 30 ml kaltem DPBS lysiert. Danach wurde
erneut bei 450 x g und 4°C 10 Minuten zentrifugiert, der Uberstand verworfen und das
Zellpellet in 1 ml Dulbecco's modified Eagle medium (DMEM, Gibco, New York, USA)
resuspendiert. Die Zellzdhlung erfolgte in der Neubauerzahlkammer mit Kristallviolett in
einer Verdiinnung von 1:10. AnschlieBend wurden die Zellen auf 24-well-Petrischalen (BD,
Franklin Lakes, NJ, USA) in einer Konzentration von 3 X 10° /ml DMEM ausgebracht. Nach
einer Inkubationszeit von 60 Minuten bei 37°C und 5 % CO, wurden die Kulturen mit
DMEM gewaschen.

AMO®, in deren Kulturiiberstand die Konzentration von loslichem Fas-Ligend (sFasL)
analysiert werden sollte, wurden 6, 24 und 48 Stunden nach Thoraxtrauma oder
Kontrollbehandlung isoliert und bei 37°C und 5% CO, in DMEM mit 0,5 % fetalem
Kélberserum (FCS, Biochrom, Berlin, Deutschland) kultiviert.

AM®, deren Kulturiiberstand nach Stimulation mit 500 ng/ml sFasL auf IL-6, IL-10 und
MCP-1 analysiert werden sollte, wurden 24 Stunden nach Thoraxtrauma oder
Kontrollbehandlung isoliert und bei 37°C und 5 % CO, in DMEM mit 0,5 % FCS kultiviert.
AMO, die fiir die RNA-Isolation vorgesehen waren, wurden wie unter 2.4 beschrieben,
weiterverarbeitet.

Die fiir den Phagozytose-Assay vorgesehenen AM® wurden nach zweimaligem Waschen mit
HBSS Ca*"/Mg*" und nach Zugabe von jeweils 500 ul RPMI /well 1 Stunde bei 37°C und
5 % CO, bis zur Zugabe der zu phagozytierenden Materialien kultiviert.
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Verwendete Puffer und Losungen:

DPBS w/o Mg*"/Ca**

DMEM

DMEM"+ 0,5 % FCS

RPMI Medium 1640
+10 % FCS

HBSS Ca*/Mg*

2,67 mM KCI; 1,47 mM KH,PO,,
137,91 mM NacCl; 8,06 mM Na,HPO4-7H,0
# 14190-094; Gibco

DMEM; # 41966; Gibco

+ 10 ml Nicht-essentielle Aminoséduren; # 11140-035; Gibco
+ 10 ml Penicillin/ Streptomycin; # 15140-122; Gibco

+ 10 ml L-Glutamin; # 25030-024; Gibco

500 ml DMEM
+ 2,5 ml hitzeinaktiviertes FCS; # S 0115; Biochrom KG

# E15-840; PAA

+ 55 ml hitzeinaktiviertes FCS; # S 0115; Biochrom KG

+ 10 ml Nicht-essentielle Aminoséduren; # 11140-035; Gibco
+ 10 ml Penicillin/ Streptomycin; # 15140-122; Gibco

+ 10 ml L-Glutamin; # 25030-024; Gibco

1,26 mM CaCl,, 0,493 mM MgCl,-6H,0;
0,407 mM MgSO4-7H,0; 5,33 mM KCI;
0,441 mM KH;POg; 4,17 mM NaHCOs3;
137,93 mM NaCl; 0,338 mM NaHPOy;
5,56 mM D-Glucose

# 14025-100; Gibco

2.4.3 Isolation von Alveolar-Typ 2 Epithelzellen (AT2-Zellen)
Zur Isolation der AT2-Zellen wurden unbehandelte Tiere sowie Kontroll- und Traumatiere,

wie oben beschrieben, getdtet. Der Lungenkreislauf wurde durch Injektion von ca. 10 ml

DPBS in den rechten Vorhof gespiilt. Die Trachea wurde kaniiliert, die Lunge 8-mal unter

vorsichtigem Massieren des Thorax mit 10 ml kaltem DPBS gespiilt, mit Trachea und Herz

herauspripariert und in 500 ml kaltes 0,9 % NaCl (Fresenius Kabi, Bad Homburg

Deutschland) iiberfiihrt. Im Labor wurde die kaniilierte, aufgehingte Lunge in 500 ml 37°C
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warmem DPBS 500 leicht flottiert. Uber den Trachealkatheter konnte dann die in 40 ml
DPBS geloste Elastase-Losung (172 U) (Worthington Biochemical, Freehold, NJ, USA)
innerhalb von 20 Minuten infundiert werden. Danach wurde unter sterilen Bedingungen der
Hilus und das Herz entfernt, die Lunge in ein 50 ml-Falcon mit auf 37°C vortemperierter
DNase [-Losung (1000 U; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) {iberfiihrt und in diesem mit
einer Schere mechanisch  zerkleinert. Das Homogenisat wurde in einen
50 ml-Erlenmeyerkolben iiberfiihrt. Um den DNAse-Verdau zu stoppen, wurden dann 5 ml
Ultra Low IgG FBS (Life Technologies, Rockville, MD, USA) zugegeben und 20 Minuten
auf einem Magnetrithrer forciert bei Raumtemperatur gemischt. AnschlieBend wurde das
Homogenisat sukzessive iiber Polyester-Filter (VWR International, Darmstadt, Deutschland)
mit PorengroBBen von 500 nm, 200 nm und 100 nm filtriert, auf 40 ml mit DMEM aufgefiillt
und bei 450 x g und 4°C 10 Minuten zentrifugiert. Das Pellet wurde in Dulbecco’s modified
eagle medium (DMEM, Gibco) resuspendiert und die Zellsuspension mit DMEM auf 40 ml
aufgefillt. Um restliche Alveolarmakrophagen und interstitielle Makrophagen zu entfernen,
wurden jeweils 10 ml der Zellsuspension auf 4 mit Ratten-IgG (10 pg/ml, Sigma-Aldrich)
beschichteten Petrischalen (100 x 15 mm, Becton Dickinson & Company) ausgebracht und
fiir 1 Stunde bei 37°C in 5 %-iger CO,-Atmosphére inkubiert. Nachdem die Makrophagen
adhirierten, konnten die AT2-Zellen im Uberstand abgenommen und erneut zentrifugiert
werden. Anschlieend wurde das Pellet in 5 ml DMEM + 10 % FCS bestehend aus 500 ml
DMEM, 10 ml nichtessentiellen Aminosduren (Gibco), 10 ml Penicillin/Streptomycin
(Gibco), 10 ml L-Glutamin (Gibco) und 55 ml hitzeinaktiviertem FCS (Biochrom KG, Berlin)
resuspendiert, durch ein 100 um-Filter (BD Biosciences Discovery Labware, Bedford, USA)
filtriert, gez&hlt und die Vitalitit der Zellen durch Anfarbung mit Trypanblau festgestellt.

AT2-Zellen aus unbehandelten Tieren, die fiir die Apoptose-Induktion mittels UVC-Strahlen
und den anschlieBenden Phagozytoseversuch vorgesehen waren, wurden jetzt kultiviert.
Jeweils 2 ml der AT2-Zell-Suspension in einer Konzentration von 1x10° Zellen pro ml
Medium (DMEM" + 10 % FCS) wurde in eine Kavitit einer 6-Well-Platte (Becton Dickinson
& Company, Franklin Lakes, USA) ausgebracht und 48 Stunden bei 37°C in 5% CO;
kultiviert. Nach 48 Stunden wurden die Zellen gewaschen und fiir weitere 18 Stunden in

frischem Mangelmedium (DMEM + 0,5 % FCS) kultiviert.

Verwendete Puffer und Losungen:

DPBS w/o Mg”"/Ca*" # 14190-094; Gibco
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0,9 % NaCl-Losung # 46473; Fresenius Kabi

Elastase-Losung 40 ml DPBS w/o Mg*"/Ca*"; # 14190-094; Gibco
+ 172 U Pankreas-Elastase; # LS 002279; Cellsystems

DNase [-Losung 8 ml DPBS w/o Mg*"/Ca®"; # 14190-094; Gibco
+ 2000 U DNase [; # D4263; Sigma

Ultra Low IgG FBS # 16250-086; Life Technologies

DMEM DMEM; # 41966; Gibco
+ 10 ml Nicht-essentielle Aminoséduren; # 11140-035; Gibco
+ 10 ml Penicillin/ Streptomycin; # 15140-122; Gibco
+ 10 ml L-Glutamin; # 25030-024; Gibco

Ratten IgG-Losung 10 ml DPBS w/o Mg”"/Ca®"; # 14190-094; Gibco
+ 10 pg Ratten IgG; # 1-8015; Sigma

DMEM + 10 % FCS 500 ml DMEM; # 41966; Gibco
+ 55 ml hitzeinaktiviertes FCS; # S 0115; Biochrom KG
+ 10 ml Nicht-essentielle Aminoséduren; # 11140-035; Gibco
+ 10 ml Penicillin/ Streptomycin; # 15140-122; Gibco
+ 10 ml L-Glutamin; # 25030-024; Gibco

DMEM + 0,5 % FCS 500 ml DMEM; # 41966; Gibco
+ 2,5 ml hitzeinaktiviertes FCS; # S 0115; Biochrom KG
+ 10 ml Nicht-essentielle Aminoséduren; # 11140-035; Gibco
+ 10 ml Penicillin/ Streptomycin; # 15140-122; Gibco
+ 10 ml L-Glutamin; # 25030-024; Gibco
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2.4.4 Isolation von neutrophilen Granulozyten (PMN)
Unbehandelte Ratten wurden in tiefer Narkose durch Entbluten aus der Aorta getotet. Das

dabei gewonnene heparinisierte Blut (Heparin-Natrium, B. Braun Melsungen AG,
Melsungen, Germany) (15 ml) wurde mit 0,9 % NaCl verdiinnt und tiber Ficoll-Paque PLUS
(GE Healthcare, Piscataway, USA) geschichtet. Nach der Zentrifugation (30 min, 340 X g)
wurde der Uberstand verworfen, das Pellet mit Erythrozyten und Granulozyten vorsichtig mit
0,9 % NaCl (B Braun Melsungen AG) resuspendiert und mit 5 % Dextran (Sigma) gemischt.
Um ein Absedimentieren der Erythrozyten zu ermdglichen, wurde diese Zellsuspension bei
gedffnetem Deckel 45 Minuten bei Raumtemperatur stehen gelassen. Der Uberstand mit den
darin enthaltenen Granulozyten wurde anschlieend abgenommen, mit 0,9 % NaCl verdiinnt
und 5 Minuten bei 530 x g und RT zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen. Um
restliche Erythrozyten zu lysieren, wurde das Pellet mit 10 ml sterilem destilliertem Wasser
versetzt und der osmotische Druck anschlieend durch sofortige Gabe von 5 ml 2,7 % NaCl
wieder ausgeglichen. Nach Auffiillen der Zellsuspension mit 0,9 % NaCl auf 40 ml wurde
diese erneut zentrifugiert (5 Minuten bei 530 X g und RT). Nach dem Verwerfen des
Uberstands wurden die Zellen in 2 ml HBSS ohne Mgw Ca”*" (Gibco) aufgenommen, mit
Trypanblau gefédrbt und in der Neubauer-Zihlkammer gezdhlt. Die darauf folgende Anfarbung
und Apoptose-Induktion der neutrophilen Granulozyten wurden wie unter 2.8 beschrieben

durchgefiihrt.

Verwendete Puffer und Lésungen:

0,9 % NaCl-Losung # 387028R; B Braun Melsungen AG
Ficoll-Paque PLUS # 17-1440-03; GE Healthcare Bio-Sciences AB
Dextran # D1037; Sigma

HBSS w/o Mg*”Ca** 5,33 mM KCl;0,441 mM KH,POy;
4,17 mM NaHCOs; 137,93 mM NaCl,
0,338 mM NaHPOy;
5,56 mM D-Glucose
# 14025; Gibco
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2.5 Aufreinigung der Alveolar-Typ 2 Epithelzellen (AT2-Zellen) oder
Alveolarmakrophagen (AM®) durch Selektion der neutrophilen
Granulozyten (PMN)

Zur weiteren Aufreinigung der AT2-Zellen bzw. AM®, die fiir die mRNA-Isolation bestimmt
waren, wurden die PMN durch Bindung an magnetische Beads aus den Zelllosungen
selektiert. Dazu wurde der EasySep” PE Selection Kit (StemCell Technologies, Vancouver,
BC, Canada) verwendet.

Nach S5-miniitiger Zentrifugation bei 450 x g und 4°C wurden die Zellen in einer
Konzentration von 1 x 10%ml im Selektions-Puffer (DPBS w/o Mg”>"/Ca>" + 1 mM EDTA;
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA + 2 % FCS) resuspendiert. Nach Zugabe von 10 pl
Ratten-IgG (Caltag Laboratories, Burlingame, CA) zur Blockierung unspezifischer
Bindungen, kurzem Vortexen und anschlieBender Zugabe von 5 ul Anti-rat-Granulocytes-PE
(BD Biosciences, Heidelberg, Germany) pro 100 ul Zellsuspension inkubierten die Zellen
15 Minuten bei Raumtemperatur. Die Zellen wurden danach mit Selektionspuffer gewaschen.
Dazu wurden sie 5 Minuten bei 450 x g und 4 °C zentrifugiert, das Pellet in einer
Konzentration von 1x10® Zellen/ml resuspendiert und der EasySep” PE Selection Cocktail
(StemCell Technologies) in einer Konzentration von 200 pl/ml zugegeben. Nach erneuter 15-
miniitiger Inkubation bei RT wurden die EasySep” magnetic nanoparticles (StemCell
Technologies) in einer Konzentration von 100 pl/ml zugegeben und 10 Minuten bei RT
inkubiert. Die Zellsuspension wurde nun auf ein Gesamtvolumen von 5 ml durch Zugabe von
Selektionspuffer aufgefiillt und auf zwei FACS-Rohrchen (BD) verteilt. Diese wurden fiir 10
Minuten in den Magneten inkubiert. Dadurch wurden die PMN an der Réhrchenwand
festgehalten. Durch Abkippen der in den Magneten stechenden Rohrchen in ein 15 ml-Falcon
konnte die Zellsuspension von den adhédrenten PMN gereinigt werden. Diese Zellsuspension
wurde erneut auf zwei FACS-Rohrchen verteilt und die magnetische Selektion der PMN
durchgefiihrt. Nach dem Abkippen der Zellsuspension mit AT2-Zellen bzw. AM in ein
15 ml-Falcon wurde dieses 5 Minuten bei 4°C und 450 x g zentrifugiert. Der Uberstand
wurde abgenommen und das Zellpellet in 500 ml DPBS resuspendiert. Die Zellzahl wurde
mikroskopisch in einer 1:10-Verdiinnung mit Kristallviolett bestimmt und die Reinheit der
Zellen iiberpriift.

Zellen, die zur RNA-Isolation vorgesehen waren, wurden anschlieend 5 Minuten bei 4°C
und 450 x g zentrifugiert, der Uberstand verworfen, das Zellpellet in 600 pl Lysepuffer

gelost, kurz gevortext und bei -80°C eingefroren.
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Verwendete Puffer und Losungen:

Selektions-Puffer DPBS w/o Mg*"/Ca’"; # 14190-094; Gibco
1 mM EDTA; # E6758; Sigma

EasySep” PE Selection Kit # 18557; StemCell Technologies

Ratten-IgG # CB6411604; Caltag Laboratories

Anti-rat-Granulocytes-PE ~ # 550002; BD Biosciences

DPBS w/o Mg*"/Ca*" # 14190-094; Gibco

2.6 Stimulation der Alveolarmakrophagen (AM®) und
Alveolar-Typ 2 Epithelzellen (AT2-Zellen) durch loslichen Fas-Ligand
(sFasL)

Um die Effizienz der Apoptose-Induktion durch 16slichen Fas-Ligand (sFasL) zu ermitteln,
wurden AT2-Zellen aus unbehandelten Ratten, wie unter 2.4.3 beschrieben, isoliert und auf
gekammerten 8-Well-Objekttragern ausgebracht. Sie wurden dann mit 16slichem Fas-Ligand
(soluble Fas-Ligand, Kamiya Biomedical Company, Seattle, USA) in den Konzentrationen
0 ng/ml, 50 ng/ml, 250 ng/ml und 500 ng/ml in DMEM + 5% FCS 18 Stunden bei 37°C in
5 %-iger CO,-Atmosphire inkubiert. Die Fixierung fiir die anschliefende Annexin V-Firbung
erfolgte durch Zugabe von 27 ul 4°C-kaltem 37%-igem Formalin in 250 ul Medium. Nach
einstiindiger Inkubation im Kiihlschrank wurde das formalinhaltige Medium abgenommen
und die Zellen mit 500 pl DPBS iiberschichtet. In diesem Zustand wurden die Zellen bis zur
Annexin V-Immunfluoreszenzfarbung (2.7) im Kiihlschrank aufbewahrt. Dieser Versuch
wurde in Zusammenarbeit mit Stephanie Mangold durchgefiihrt und bereits in ihrer
Doktorarbeit ,,Apoptose von Alveolarepithelzellen Typ II nach stumpfem Thoraxtrauma —
Rolle der Alveolarmakrophagen® ausgefiihrt [178].

Um die Apoptose induzierende Wirkung des 16slichen Fas-Ligand auf AM® zu ermitteln,
wurden die AM® ebenfalls aus unbehandelten Ratten, wie unter 2.4.2 beschrieben, isoliert
und in den oben erwédhnten Konzentrationen in DMEM + 5% FCS mit sFasL 18 Stunden bei
37°C in 5 %-iger CO,-Atmosphére in 35mm-Petrischalen (Corning, USA) inkubiert. Nach

26



Material und Methoden

Zugabe von Trypsin-EDTA und anschlieBender Inkubation, davon 30 Sekunden bei 37°C in
5%-iger CO,-Atmosphére und 1 Minute auf Eis, wurden die AM® nach dem Abstoppen der
Reaktion mit DMEM + 5% FCS vorsichtig mit dem Zellschaber von der Petrischale gelost.
Der Apoptosenachweis der AM® wurde direkt im Anschluss mit dem ANNEXIN V-FITC/7-
AAD KIT (Beckman Coulter, Fullerton, USA) nach Herstellerangaben durchgefiihrt.

Die zur Messung der Zytokin-Konzentrationen im Kulturiiberstand vorgesehenen Zellen
wurden, wie unter 2.4.2 und 2.4.3 beschrieben, 24 Stunden nach Thoraxtrauma bzw.
Kontrollbehandlung isoliert. Die AM® wurden in einer Konzentration von 3 x 10° /ml und
die AT2-Zellen in 1 x 10° /ml auf 24-well-Zellkulturschalen (Becton Dickinson & Company)
ausgebracht und 24 Stunden in DMEM + 0,5 % FCS bei 37°C in 5 %-iger CO,-Atmosphére
kultiviert. Zur Stimulation wurde den Zellkulturen 500 ng/ml 16slicher Fas-Ligand (sFasL;
soluble Fas-Ligand, Kamiya Biomedical Company, Seattle, USA) zugesetzt. Die jeweils

mitgefiihrten unstimulierten Kontrollen wurden mit dem identischen Volumen DPBS versetzt.
Verwendete Puffer und Lésungen:
DMEM' +0,5 % FCS 500 ml DMEM; # 41966; Gibco
+ 2,5 ml hitzeinaktiviertes FCS; # S 0115; Biochrom KG
+ 10 ml Nicht-essentielle Aminosauren; # 11140-035; Gibco
+ 10 ml Penicillin/ Streptomycin; # 15140-122; Gibco
+ 10 ml L-Glutamin; # 25030-024; Gibco
Loslicher Fas-Ligand # FL-101; Kamiya Biomedical Company

DPBS w/o Mg*"/Ca*" # 14190-094; Gibco

0,25 % Trypsin-EDTA 0,1 mM Trypsin, 0,9 mM EDTA
# 25200-056; Gibco

37 % Formalinldsung # 7040; Baker
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2.7 Apoptose-Nachweis durch Annexin V-Immunfluoreszenzfirbung

Die fiir die Annexin V-Féarbung, wie unter 2.6 beschrieben, vorbereiteten AT2-Zellen wurden
jeweils zweimal mit DPBS und zweimal mit TNT-Puffer gewaschen. Um unspezifische Fc-
Fragmente zu blockieren, wurden die AT2-Zellen im Anschluss flir 45 min mit 500 pl TNB-
Puffer pro Well inkubiert. Danach wurden die Kammern vom Objekttriger entfernt und
jeweils 50 ul des 1:50 mit TNB-Puffer verdiinnten Antikorpers (anti-human Annexin V
(rekombinant) Biotin, Holzel Diagnostika, K6ln) pro Kammer aufgetragen. In einer feuchten
Kammer wurden die Objekttriger fiir 1 Stunde inkubiert. Nach 5-maligem Waschen mit
TNT-Puffer folgte die Inkubation der Zellen mit 50 pl/Well Streptavidin-Alexa Fluor 568
(Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland) fiir 1 Stunde bei Raumtemperatur in einer feuchten
Kammer. Nach dem anschlieenden Waschen mit TNT-Puffer wurden die Zellkerne durch
ein 15-miniitiges Einbringen der Objekttréger in eine Bisbenzimid-Losung (Sigma-Aldrich)
angefarbt. Es folgte noch ein weiterer Waschschritt mit TNT-Puffer, bevor die Zellen nun

mikroskopisch beurteilt werden konnten.

Verwendete Puffer, Losungen und Antikorper:

TNB-Puffer 0,1 M Tris-HCI #75825; USB Corporation,
0,15 M NaCl # 71380; Fluka,
0,5% Albumin # A8022; Sigma,
2 mM CaCl, # C3306; Sigma
gelost in ddH,O
pH auf 7,5 eingestellt

TNT-Puffer 0,1 M Tris-HCI #75825; USB Corporation,
0,15 M NaCl # 71380, Fluka,
2 mM CaCl, # C3306; Sigma
0,05% Tween #
geldst in ddH,O
pH auf 7,5 eingestellt

Bisbenzimid-Losung 1 mg Bisbenzimid # B2883; Sigma
+ 1 ml TNT-Puffer geldst;
in 500 ml TNT-Puffer tiberfihrt;
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Lagerung lichtgeschiitzt bei RT.

DPBS w/o Mg*"/Ca*" # 14190-094; Gibco

AnnexinV (rekombinant) Biotin #209-002-T100; Holzel Diagnostika

Streptavidin Alexa Fluor 568 # S11226; Molecular Probes

2.8 Durchflusszytometrische Analyse (FACS) von Fas und Fas-Ligand auf
Alveolarmakrophagen (AM®) und Alveolar-Typ 2 Epithelzellen (AT2-
Zellen)

Die AM® und AT2-Zellen wurden 4 und 16 Stunden nach Thoraxtrauma bzw.
Kontrollbehandlung, wie oben beschrieben, isoliert und die neutrophilen Granulozyten durch
magnetische Selektion entfernt (siehe 2.4 und 2.5).

Zur Fixierung und Permeabilisierung der Zellen wurde der Leucoperm-Kit (AbD Serotec,
Raleigh, USA) verwendet. AnschlieBend wurden beide Zellpopulationen mit folgenden
Antikdrpern 30  Minuten bei Raumtemperatur inkubiert: Isotype rabbit-IgG
(Beckman-Coulter), Anti-Fas (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, USA) oder Anti-Fas-
Ligand (Santa Cruz Biotechnology). Zur Detektion der AT2-Zellen wurden diese zusétzlich
mit Anti-cytokeratin MNF Clone 116 (Dako, Carpinteria, CA) inkubiert. Als Detektions-
Antikorper fiir Fas und Fas-Ligand wurde Goat-anti-rabbit-PE (Beckman-Coulter) genutzt.
AT2-Zellen wurden zusitzlich mit goat-anti-mouse-SPRD (Spectral Red™, Beckman-
Coulter) als sekundédren Antikorper fiir MNF 116 gefdarbt. Nach 25-miniitiger Inkubation auf
Eis wurden die Zellen gewaschen und durchflusszytometrisch am BD FACSCanto™ II (BD,
Heidelberg, Germany) gemessen. Der Anteil an Fas bzw. FasL positiven Zellen wurde mit der

FACSDiva™-Software (BD) ermittelt.

Verwendeter Puffer und Losungen:
FACS-Puffer DPBS w/o Mg”"/Ca*"
+ 1 % Bovines Serumalbumin (BSA);

# A8022; Sigma

Leucoperm-Kit # BUF09; AbD Serotec

29



Material und Methoden

Verwendete Antikorper:

PrimérantikSrper

Isotype Rabbit IgG # 731642; Beckman Coulter
Anti-Fas / Rabbit polyclonal 1gG # sc-716; Santa Cruz
Anti-FasL / Rabbit polyclonal IgG # sc-834; Santa Cruz
Anti-Cytokeratinin / MNF clone 116 # M0821; Dako
Sekundérantikdrper

Goat-Anti-Rabbit-PE # 732751; Beckman Coulter
Goat-Anti-Mouse-SPRD # 731858; Beckman Coulter

2.9 RNA-Isolation

AM® and AT2-Zellen wurden, wie oben beschrieben, isoliert. Die Isolation der mRNA der
Zellen wurde mit Absolutely RNA Miniprep Kit (Stratagene, Cedar Creek, USA) nach
Herstellerangaben durchgefiihrt. Um Kontaminationen mit genomischer DNA zu vermeiden,
wurde ein zusitzlicher DNase-Verdau vorgenommen. AnschlieBend wurden die RNA-Proben
mit dem RNeasy MinElute Cleanup Kit (Qiagen, Hilden, Germany) nach Herstellerangaben

gereinigt und aufkonzentriert.

Verwendeter Puffer und Losungen:
Absolutely RNA Miniprep Kit # 400800, Stratagene
RNeasy MinElute Cleanup Kit # 74204; Qiagen

2.10 Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR)

Die relativen Quantitidten der mRNA von Fas und FasL wurden mittels RT-PCR ermittelt. Die
Reverse Transkriptions-Reaktion wurde mit 2 ug der Gesamt-RNA in einem Volumen von
40 pl mit Hilfe des AffinityScript QPCR cDNA Synthesis Kits (Stratagene, Cedar Creek,
USA) und nach Anleitung des Herstellers durchgefiihrt. Nach 15-miniitiger Inkubation bei

42°C zur Reversen Transkription wurden die Proben zur Denaturierung 5 Minuten bei 95°C
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inkubiert. Alle Proben wurden dann 1:5 verdiinnt und bei -20°C bis zur weiteren Bearbeitung

eingefroren.

Die quantitative Real-time PCR wurde im Mx3000P QPCR System mit der dazugehdrenden
Software (MxPro; Stratagene, Cedar Creek, USA) in Kombination mit dem Brilliant SYBR
Green QPCR Master Mix (Stratagene, Cedar Creek, USA) durchgefiihrt. Fas-, FasL,
Surfactant-Protein-D- und B2M-Primer konnten als QuantiTect Primer Assays (Qiagen,

Hilden, Germany) erworben werden.

Tabelle 1: Verwendete Primer und deren Produktlénge

Gen: Primer: Produktlinge (bp):

Fas QuantiTect Primer Assay 71
Kat.-Nr. QT00196595

FasL QuantiTect Primer Assay 100
Kat.-Nr. QT00178171

SP-D QuantiTect Primer Assay 127

Kat.-Nr. QT00184114

B2M QuantiTect Primer Assay 61

Kat.-Nr. QT00176295

Im Reaktionsansatz waren jeweils 2,5 pl des Primer-Assays (Qiagen, Hilden, Deutschland),
5 ul der cDNA und 17,5 pl des 1 x Brilliant SYBR Green QPCR Master Mix (Stratagene,
Cedar Creek, USA). Nach der 10-miniitigen initialen Denaturierung bei 95°C wurden die
PCR-Laufe unter den in Tabelle 2 erlduterten Amplifikations-Bedingungen durchgefiihrt.

Tabelle 2: PCR-Temperaturprofil

Denaturierung: Annealing: Extension: Zyklenzahl:

94°C; 15s 55°C; 30s 72°C; 30s 40

Durch die sich anschlieende, kontinuierliche Erwdrmung von 55°C auf 95°C wurde die
Schmelzkurvenanalyse vorgenommen. Dabei wird die Denaturierung der DNA-Amplifikate
an ihrer spezifischen Schmelztemperatur in der graphischen Darstellung durch einen Peak
deutlich. Dessen Hohe gibt semiquantitativ Auskunft iiber die Anzahl an Amplifikations-
Produkte. Fiir jede Probe wurden eine Negativ- und eine No-RT-Kontrolle mitgefiihrt. Jede
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PCR-Analyse wurde als Triplikat durchgefiihrt. Die Genexpression beider Zelltypen (AT2-
Zellen und AM®) wurde auf das Housekeeping-Gen Beta-2-Mikroglobulin (B2M)
normalisiert. Die Expressionsverinderung wurden mit der AACt-Methode errechnet und als
relative Genexpression der traumatisierten Tiere gegeniiber der Genexpression der
entsprechenden Kontrolltiere angegeben. Fiir die statistische Auswertung wurde der

Logarithmus (log2) der AACt-Werte verwendet.

2.11 Anfirben der Alveolar-Typ 2 Epithelzellen (AT2-Zellen) und der
neutrophilen Granulozyten (PMN) mit anschlieBender Apoptose-Induktion
durch ultraviolette Strahlung

Um in den Phagozytose-Versuchen die ingestierten Zellen in den phagozytierenden AM®
nachweisen zu konnen, wurden die aus unbehandelten Tieren isolierten AT2-Zellen und PMN
mit CellTracker™ CM-Dil (Invitrogen / Molecular Probes, Eugene, USA) markiert. Die
lipophile Indocarbocyanin-Verbindung Dil fiihrt nach Aufnahme durch die Zellen und
Einlagerung in Zellmembranen zu einer orange-roten Fluoreszenzfarbung der Zelle. Diese ist
mit einer maximalen Anregungswellenlénge von 553 nm und einer Emissionswellenldnge von
570 nm nachweisbar.

Der Zellrasen der AT2-Zellkulturen (siche oben) wurde zweimal kriftig mit DMEM
gewaschen, mit 5 pM CM-Dil in DMEM + 0.5 % FCS versetzt und 15 Minuten bei 37°C in
5% CO,-Atmosphdre und dann 10 Minuten auf Eis inkubiert. Um restliches CM-Dil zu
entfernen, wurden die Zellen zweimal mit HBSS+Ca*/Mg*" gewaschen und anschiefend bis
zur weiteren Verarbeitung mit 1 ml HBSS+Ca®"/Mg”" iiberschichtet. Zur Apoptose-Induktion
wurden die AT2-Zellen 5 Minuten bei gedffnetem Deckel der Zellkulturplatte mit
UV-C-Strahlung (254 nm), was 2100 Joules/m? entspricht, bestrahlt und bei 37°C in
5 % CO,-Atmosphdre inkubiert. Nach 30 Minuten wurde der Kulturiiberstand vorsichtig
entfernt, 2 ml HBSS Ca®"/Mg”" auf den Zellrasen gegeben und die AT2-Zellen 4,5 Stunden
bei 37°C in 5 % CO, —Atmosphire inkubiert. Durch Abnehmen des Kulturiiberstands, dessen
5-miniitige Zentrifugation bei 530 % g bei RT und Resuspendieren des Pellets in RPMI (PAA
Laboratories GmbH, Pasching, Osterreich) + 10 % FCS wurden die bereits abgeldsten
apoptotischen AT2-Zellen aufgenommen. Die noch adhédrenten AT2-Zellen wurden vorsichtig
mit HBSS Ca®"/Mg”>" gewaschen. AnschlieBend wurden durch Zugabe von Trypsin-EDTA
(0.25 % Trypsin, 0,9 mM EDTA) (Gibco) und 5-miniitiger Inkubation bei 37°C in 5 %
CO;,-Atmosphére die AT2-Zellen abgeldst. Die Reaktion wurde durch Zugabe von RPMI
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+ 10 % FCS abgestoppt, die Zellen kriftig von der Zellkulturplatte abgespiilt, die AT2-Zellen
von je 2 Wells durch ein 100 pm-Zellsieb gespiilt und in einem 50 ml-Falcon aufgenommen
(Endvolumen: 25 ml Zellsuspension). Diese Zellsuspension wurde 5 Minuten mit 450 % g bei
4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet in 0,5 ml RPMI + 10 % FCS
resuspendiert.

Zum Anfarben der frisch isolierten neutrophilen Granulozyten wurden diese nach 5-miniitiger
Zentrifugation bei 530 x g bei RT in einer Konzentration von 2,5x10° /ml in 5 uM HBSS
Ca2+/Mg2++CM-DiI aufgenommen. Diese Zellsuspension wurde 15 Minuten im
Schiittelwasserbad (50 rpm) bei 37°C und anschlieBend 10 Minuten auf Eis inkubiert. Um
iiberschiissiges Dil zu entfernen, wurden die Zellen nach erneuter Zentrifugation bei 530 x g
5 min bei RT zweimal mit HBSS Ca®"/Mg*" gewaschen, dann in einer Konzentration von
2,5x10° /ml in HBSS Ca*/Mg*" aufgenommen und je 500 ul der Zellsuspension in eine
Kavitdt einer 24-well-Zellkulturplatte ausgebracht. Zur Apoptose-Induktion wurden die
neutrophilen Granulozyten 5 Minuten bei gedffnetem Deckel der Zellkulturplatte mit
UV-C-Strahlung (254 nm) bestrahlt und 2,5 Stunden bei 37°C in 5 % CO,-Atmosphére
inkubiert. Nach der Inkubation wurden die Zellen in 15 ml-Falcons iiberfiihrt und 5 Minuten
bei 530 x g und RT zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet in einer

Konzentration von 2,5x10° /ml in RPMI + 10 % FCS resuspendiert.

Verwendete Puffer und Losungen:
CellTracker™ CM-Dil # C-7001; Invitrogen / Molecular Probes

DMEM DMEM; # 41966; Gibco
+ 10 ml Nicht-essentielle Aminosaduren; # 11140-035; Gibco
+ 10 ml Penicillin/ Streptomycin; # 15140-122; Gibco
+ 10 ml L-Glutamin; # 25030-024; Gibco

HBSS Ca”*"/Mg* # 14025-100; Gibco
RPMI Medium 1640 # E15-840; PAA
+10 % FCS + 55 ml hitzeinaktiviertes FCS; # S 0115; Biochrom KG

+ 10 ml Nicht-essentielle Aminosauren; # 11140-035; Gibco
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+ 10 ml Penicillin/ Streptomycin; # 15140-122; Gibco
+ 10 ml L-Glutamin; # 25030-024; Gibco

0,25 % Trypsin-EDTA 0,1 mM Trypsin, 0,9 mM EDTA
#25200-056; Gibco

2.12 Opsonierung der Latexpartikel

Die fiir den Phagozytose-Assay benutzten Latexpartikel (Fluoresbrite '™ Carboxylate 0.75
Micron Microspheres, Polysciences, Warrington, USA) wurden mit Rattenserum opsoniert.
Dafiir wurden 2,5 pl der Latexpartikel-Suspension (Konzentration von 1 x 10'/ml) zu
123 ul HBSS Ca?"/Mg®" und 125 ul Rattenserum gegeben und 30 Minuten bei 37 °C im
Schiittelwasserbad (90 rpm) im Dunkeln inkubiert. Durch Auffiillen des 1,5 ml-Eppendorf-
Rohrchens und anschlieBender 5-miniitiger Zentrifugation bei 4000 x g und RT wurden die
Latexpartikel gewaschen und dann mit HBSS auf eine Konzentration von 2,5 x 10°/ml
resuspendiert. Um einer etwaigen Verklumpung entgegen zu wirken, wurde die
Partikelsuspension ca. 45 Sekunden in das Ultraschallbad getaucht. Fiir den Einsatz im
Phagozytose-Assay wurden 20 pl der Partikelsuspension zu 4,98 ml RPMI+ 10 % FCS
gegeben.

Verwendete Puffer und Losungen:
Fluoresbrite ™ Carboxylate 0.75 # 07766-10; Micron Microspheres, Polysciences
HBSS Ca*'/Mg** # 14025-100; Gibco

RPMI Medium 1640 # E15-840; PAA

+ 10 % FCS + 55 ml hitzeinaktiviertes FCS; # S 0115;
Biochrom KG
+ 10 ml Nicht-essentielle Aminoséduren; # 11140-
035; Gibco
+ 10 ml Penicillin/ Streptomycin; # 15140-122;
Gibco
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+ 10 ml L-Glutamin; # 25030-024; Gibco

2.13 In vitro-Phagozytose-Assay

AM® wurden, wie oben unter 2.3.2 beschrieben, isoliert. Ein Teil der AM®-Kultur wurde
nach 45-miniitiger Kultivierung und Abnahme des Kulturiiberstandes 15 Minuten mit
25 ng/ml PMA (entspricht 40,5 nM; Sigma Aldrich, Steinheim, Germany) in RPMI bei 37°C
und 5 % CO; iiberschichtet. Zur Koinkubation mit den zu phagozytierenden Substanzen
wurde der Uberstand der AM®-Kulturen abgenommen und verworfen und direkt
anschlieBend mit den in RPMI+10 % FCS gelosten zu phagozytierenden Materialien
tiberschichtet.

Die AM® wurden mit apoptotischen AT2-Zellen im Verhéltnis AM®:AT2 1:8, mit
apoptotischen PMN im Verhéltnis AM®:PMN von 1:5 oder opsonierten FITC-gelabelten
Latexpartikeln im Verhéltnis AM®:Latexpartikel von 1:10 in RPMI + 10 % FCS fiir 1,5
Stunden bei 37°C und 5% CO; in den gekammerten Objekttrigern (NUNC, Roskilde,
Dénemark) kultiviert. Der Kulturiiberstand wurde abgenommen, bei 530 xg und 4°C 5
Minuten zentrifugiert und dessen Uberstand bei -80°C bis zur weiteren Verarbeitung
eingefroren (Multiplex-Assay). Der Zellrasen wurde zweimal kriftig mit HBSS gewaschen
und anschlieBend durch 20-miniitiges Uberschichten mit 4 % Formaldehyd (Mallinckrodt
Baker, Deventer, Niederlande) fixiert. Nach zweimaligem Waschen mit HBSS und Entfernen
der Kammern wurden die Objekttrager im Dunkeln getrocknet und bis zur mikroskopischen
Auswertung aufbewahrt.

Die fixierten Préparate des Phagozytose-Assays wurden am Axio Imager M1 Mikroskop
(Zeiss, Oberkochen, Deutschland) ausgewertet. Die AM® wurden in zehn stichprobenartig
ausgesuchten Feldern auf dem Objekttriger bei 400-facher VergroBerung geblindet

ausgezihlt. Der prozentuale Anteil der phagozytierenden AM® wurde berechnet.

Verwendete Puffer und Losungen:

PMA (Phorbol 12-myristat 13-Acetat) 40,5 nM, # P 8139 ; Sigma

RPMI Medium 1640 # E15-840; PAA
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+ 10 % FCS + 55 ml hitzeinaktiviertes FCS; # S 0115;
Biochrom KG
+ 10 ml Nicht-essentielle Aminoséduren; # 11140-
035; Gibco
+ 10 ml Penicillin/ Streptomycin; # 15140-122;
Gibco
+ 10 ml L-Glutamin; # 25030-024; Gibco

4 % Formaldehyd Formaldehyd (37%ige Losung); # F15587;
Sigma-Aldrich

HBSS (ohne Mg*Ca*") # 14025 ; Gibco

2.14 In vivo-Phagozytose-Assay

Bei ménnlichen CD-Ratten wurde, wie unter 2.2 beschrieben, ein Thoraxtrauma induziert
bzw. eine Kontrollbehandlung durchgefiihrt. Zwei und 24 Stunden nach Kontrollbehandlung
bzw. Thoraxtrauma wurden jeweils 1 ml FITC-gelabelte Latexpartikel in einer Konzentration
von 1x10%/ml in DPBS intratracheal instilliert. 2,5 Stunden nach der Instillation wurde eine
bronchoalveoldre Lavage (sieche 2.3.2) durchgefiihrt. Die absolute Anzahl an AM® und die
Zahl der AM® mit aufgenommenen Latexpartikeln wurden am Durchflusszytometer BD
FACSCanto™ II getrennt erfasst und mit der FACSDiva™-Software (BD) die Prozentzahl an

phagozytierenden Zellen berechnet.

Verwendete Puffer und Losungen:

Fluoresbrite ™ Carboxylate 0.75 # 07766-10; Micron Microspheres, Polysciences

DPBS w/o Mg*"/Ca*" # 14190-094; Gibco
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2.15 Bestimmung der Chemokinkonzentrationen im Kulturiiberstand und
in der bronchoalveoliren Lavage

Die Konzentrationen von TNF-a, IL-1B, MIP-1a, GRO-KC, MCP-1 und RANTES des
AMO®—-Kulturiiberstands wurden nach Herstellerangaben mit dem Milliplex Rat
Cytokine/Chemokine Immunoassay (Millipore Corporation, Billerica, USA) bestimmt.
Hierbei konnen bis zu 100 Chemokine bzw. Zytokine in einer Probe bestimmt werden.
Grundlage der Methode sind Beads, die durch zwei unterschiedliche Fluoreszenzfarbstoffe
markiert sind. Durch die Kombination von unterschiedlichen Konzentrationen der beiden
Farbstoffe werden Beads unterschiedlicher Fluoreszenz hergestellt. An diesen Beads sind
spezifische Antikorper gebunden, sodass an ihnen die zu ermittelnde Zytokine binden kénnen,
die wiederum durch einen Streptavidin-PE-konjugierten Detektions-Antikorper markiert
werden. Uber einen ersten Laser wird die Eigenfluoreszenz des Beads und somit die Art des
Zytokins gemessen. Durch einen zweiten Laser kann dann die Fluoreszenz des Detektions-
Antikorpers und damit die Menge des Zytokins in der vorliegenden Fliissigkeit ermittelt

werden. Die Messung wurde am Bio-Plex 200 System der Firma Biorad durchgefiihrt.

2.16 Proteinanalysen

Der Nachweis von Surfactant-Protein-A und -D in der BAL erfolgte mittels Western-Blot.
Die BAL wurde, wie unter 2.3.2 beschrieben, gewonnen und deren Proteingehalt mit dem

BCA-Test (Pierce® BCA Protein Assay Kit, Pierce, Rockford, USA) bestimmt.

2.16.1 Bestimmung der Proteinkonzentration
Um die gesuchte Proteinkonzentration zu ermitteln, wurde als Standard in destilliertem

Wasser geldstes bovines Serumalbumin (BSA) genutzt. Hierzu wurde nach Herstellerangaben
folgende BSA-Konzentrationen mitgefiihrt: 1, 0,7, 0,5, 0,3, 0,1 und 0 mg/ml. Jeweils 10 pul
der BAL wurden 1:4 mit 30 ul HO verdiinnt. In eine 96er Mikrotiterplatte wurden je Well
10 pl der zu bestimmenden verdiinnten Probe oder des BSA-Standard pipettiert, wobei jeweils
Dreifachbestimmungen durchgefiihrt wurden. Reagenz A und Reagenz B des Pierce Protein
Assays wurden 50:1 gemischt. Anschlieend wurden jeweils 200 pl davon zu den Proben
hinzugefiigt. Nach einer Inkubationszeit von 30 Minuten wurde die Absorption bei 562 nm
am Spektralphotometer gemessen. Zur Ermittlung der Proteinkonzentrationen der BAL wurde
anhand der Messwerte des BSA-Standards eine Standardkurve erstellt, mittels derer die

unbekannten Konzentrationen der Proteine direkt proportional bestimmt werden konnten.
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2.16.2 Auftrennung der Proteine im Polyacrylamidgel
Die Trennung einzelner Proteine erfolgte nach ihrem Molekulargewicht in einer

Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-Gel). Dazu wurden
5 nug Protein in 40 pl destilliertem Wasser mit 15 ul Sample Puffer gemischt, kurz
anzentrifugiert und 7 Minuten bei 96°C gekocht. Die Proben wurden dann auf das Gel
aufgetragen. Zur Bestimmung des Molekulargewichtes wurde ein High Rainbow-Marker
(Amersham High-range rainbow molecular weight marker, GE Healthcare, Freiburg,
Deutschland) als Molekulargewichtstandard verwendet.

Das Gel setzte sich aus einem 5 %igem Sammelgel und einem sich anschlieBenden
12,5 %igen Trenngel fiir SP-A (26-35 kDa) bzw. einem 10 %igen Trenngel fiir SP-D (43
kDa) zusammen. Fiir die Auftrennung der Proteine wurde eine Spannung von 250 V angelegt.
Anschlieffend an die Elektrophorese erfolgte die Weiterverarbeitung des Gels im Western-

Blot (siehe 2.16.3).

Verwendete Puffer und Losungen:

Sample Buffer 9,5 g Laemmli Sample Buffer; # 161-0737; Bio Rad
0,5 ml 2-Mercaptoethanol; # M3148; Sigma
Lagerung bei 4°C

Upper Buffer 6,05 g Tris; # 77-86-1; USB Corporation

0,4 g SDS; # 71729, Sigma
+ 300 ml ddH,O; pH mit 10 M HCI auf 6,8 eingestellt;
Aufgefiillt mit ddH,O auf 100 ml; Lagerung bei 4°C

Lower Buffer 91 g Tris
0,4 g SDS
+ 300 ml ddH,O; pH mit 10 M HCI auf 8,8 eingestellt;
Aufgefiillt mit ddH,O auf 500 ml; Lagerung bei 4°C

Trenngel 4,2 ml (SP-A) bzw. 3,3 ml (SP-D) 30% Acryl Rotiphorese
2,5 ml Lower Buffer
+ 3,3 (SP-A) ml bzw. 4,2 ml (SP-D) ddH,O
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+30ul 25 % APS; # 3678; Sigma
gemischt
+ 10ul TEMED; # T9281; Sigma

gemischt + Gel gegossen

Sammelgel 1,6 ml 30 % Acryl Rotiphorese; #3029.1; Roth
2,5 ml Upper Buffer
+ 5,9 ml ddH,O; + 40 pul 25 % APS
gemischt
+20 ul TEMED

gemischt + Gel gegossen

2.16.3 Semi-Dry-Western Blot
Der Western Blot dient der Identifizierung und der semiquantitativen Auswertung der

aufgetrennten Proteine.

Die Proteine wurden auf Nitrozellulosemembranen (Porengrofle 0,45um, GE Healthcare,
Chalfont St Giles, Buckinghamshire, UK) transferiert. Dafiir wurde das Gel nach der
Elektrophorese in den Transferpuffer gelegt und ein in Transferpuffer getrénktes
Whattmanpapier auf die Anode gelegt. Nach Abtrennen des Sammelgels wurde das Gel auf
die Nitrocellulosemembran auf dem Whattmanpapier gelegt, mit einem weiteren in
Transferpuffer getrdnkten Whattmanpapier bedeckt und vorsichtig die Kathode aufgelegt. Der
Transfer der Proteine aus dem SDS-Gel auf die Nitrozellulosemembran erfolgte bei einer
Stromstirke von 0,18 A iiber 2 Stunden. Die Nitrozellulosemembran wurde daraufthin 1
Stunde bei RT in TBST-Puffer (5 % Milchpulver) inkubiert, um freie Proteinbindestellen
abzublocken. Zur Detektion der Proteine wurden die Membranen mit den spezifischen
Antikorpern liber Nacht bei 4°C inkubiert. Die SP-A-Antikorper (Millipore Corporation,
Billerica, USA) wurden hierfiir 1:250 und die SP-D-Antikorper (Millipore Corporation,
Billerica, USA) 1:500 mit TBST-Puffer (5 % Milchpulver) verdiinnt. Nach dreimaligem
Waschen in TBST-Puffer wurden die Membranen mit dem 1:1500 in TBST-Puffer
verdiinnten Sekundirantikorper (Meerrettichperoxidase-konjugierter Anti-Kaninchen-IgG-
Antikorper flir SP-A bzw. Meerrettichperoxidase-konjugierter Anti-Maus-IgG-Antikorper fiir
SP-D (Cell Signaling Technology, Inc., Beverly, USA)) 1 Stunde bei RT unter stindiger

Bewegung inkubiert. Die Membranen wurden 4 mal in TBST-Puffer gewaschen. Zur

39



Material und Methoden

Visualisierung der positiven Banden wurde der Chemilumineszenz-Detektions-Kit Chemi
Glow (Alpha Innotech, San Leandro, USA) verwendet. Nach Mischen der beiden
Komponenten des Kits im Verhéltnis 1:1 wurde eine Membran in einem Milliliter des
Gemisches inkubiert. Es folgte die Belichtung eines Rontgenfilms in einer Dunkelkammer
durch Inkubation mit der Membran fiir 5-15 Sekunden. Der Rontgenfilm wurde mit einer
Compact 2 Rontgenfilmentwicklungsmaschine (Hohmann Roéntgentechnik GmbH&Co KG,
Hannover, Deutschland) entwickelt.

Als Kontrolle fiir die Proteinbeladung der Membranen wurden diese im Reblot-Verfahren mit
polyklonalem Kaninchen-Anti-f-Aktin-Antikorper (Cell Signaling Technology, Inc., Beverly,
USA) in einer Verdiinnung von 1:1000 in TBST-Puffer inkubiert. Als Zweitantikorper wurde
einen Meerrettichperoxidase-konjugierten ~Anti-Kaninchen-Antikorper (Cell Signaling
Technology) verwendet. Die Detektion erfolgte wieder mit dem Chemilumineszenz-
Detektions-Kit Chemi Glow.

Die Blots wurden eingescannt und die Intensitdt bzw. die Farbdichte der einzelnen Banden
bzw. mit der Software Image] software (Research Services Branch, National Institutes of
Health, Bethesda, USA) densitometrisch berechnet. Die Werte wurden auf B-Aktin als

Ladekontrolle normalisiert und statistisch ausgewertet.

Verwendete Puffer, Losungen und Antikorper:

Transferpuffer 2,93 g Glycerol; # G-8773; Sigma
5,81 g Tris
0,375 g SDS
200 ml Methanol; # 32213; Sigma-Aldrich
Aufgefiillt mit ddH,O auf 1 I; Lagerung bei Raumtemperatur

10*TBS 24,1 g Tris Base/Trizma Base; # T6066; Sigma
80 g NaCl
Aufgefiillt mit ddH,O auf 11
pH mit 10 M HCI auf 7,6 einstellen
Lagerung bei 4°C

10 % Tween 10 ml Tween 20*; # P1379; Sigma
90 ml ddH,O
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Lagerung bei 4°C
TBST-Puffer 100 ml 10*TBS

900 ml ddH,0O

10 ml 10 % Tween

Lagerung bei 4°C
Milchpulver # T145.2; Roth
Chemi Glow # 60-12596-00; Alpha Innotech
PrimérantikSrper:
Anti-Surfactant Protein A # AB 3420; Millipore
Anti-Surfactant Protein D # MAB 3132; Millipore
Anti--Aktin #4970; CellSignaling
Sekundérantikorper:

Anti-rabbit IgG, HRP-linked antibody # 7074; CellSignaling
Anti-mouse IgG, HRP-linked antibody # 7076; CellSignaling

2.17 Bestimmung des loslicher Fas-Ligand (ELISA)
Der Nachweis von loslichem Fas-Ligand in der BAL erfolgte mittels indirektem ELISA. Die

Proben wurden zunichst 1:200 mit Coating Buffer (20 mM Tris-HCL pH 8,5) verdiinnt. Als
Standardprotein wurde rekombinanter Fas-Ligand der Ratte (0,05 mg/ml, R&D Systems,
Minneapolis, USA) verwendet. Ausgehend von einer Konzentration von 15000 pg/ml wurde
eine Verdiinnungsreihe hergestellt. AnschlieBend wurden jeweils 100 ul der Probe bzw. des
Standards auf die Mikrotiterplatte (C96 Maxisorp Cert., NUNC, Wiesbaden) pipettiert und
{iber Nacht bei 4°C inkubiert. Am niichsten Tag wurde der Uberstand von der Platte entfernt
und pro Well 300 pl Blocking-Buffer (20 mM Tris-HCI pH 8,5 + 0,05 % Tween 20 +
3 % BSA) zum Abblocken unspezifischer Bindungen hinzugefiigt. Nach einer Inkubationszeit
von 1,5 Stunden bei 37°C wurde 4-mal mit jeweils 300 pul Waschpuffer (20 mM Tris-HCI
pH 8,5 + 0,05 % Tween 20) gewaschen, 50 ul/Well des Erstantikorpers (Anti-Ratte Fas-
Ligand/TNFSF6 Antibody, R&D Systems) hinzupipettiert und danach 2 Stunden bei

Raumtemperatur inkubiert. Nach erneutem 4-maligem Waschen mit 300 pul Waschpuffer
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wurde fiir 1 Stunde mit jeweils 50 ul des biotinylierten Zweitantikérpers (Biotin-SP-
conjugated AffiniPure Anti Goat IgG, Jackson ImmunoResearch, West Grove, USA) bei
Raumtemperatur inkubiert und wiederum 4-mal mit 300 ul Waschpuffer gewaschen.
AnschlieBend folgte eine 1-stiindige Inkubationsphase mit 50 ul Peroxidase-konjugiertem
Streptavidin (Jackson ImmunoResearch). Einem weiteren Waschschritt folgend wurde in
jedes Well 50 pl Tetramethylbenzidin (TMB) Reagenz (TMB Substrate Reagent Set,
Pharmingen) pipettiert und fiir 30 Minuten im Dunkeln inkubiert. Um die Farbentwicklung zu
stoppen, wurde abschlieBend 50 pul/Well Stopplosung (2 N Schwefelsdure, Sigma-Aldrich)
zugefiigt und die Absorption bei 450 nm (Referenzfilter 570 nm) am Microplate-Reader
(Tecan sunrise, Crailsheim) photometrisch gemessen. Die Konzentrationen wurden mit Hilfe

der aus den Standards berechneten Standardgeraden direkt proportional ermittelt.

Verwendete Puffer und Antikorper:

Coating Buffer 2,42 g Tris; # 77-86-1; USB Corporation
gelost in 1 1 ddH,O
pH mit 10 M HCI auf 8,5 einstellen

Washing-Buffer 0,5 ml Tween 20
gelost inl 1 Coating Buffer

Blocking Buffer 3 g BSA; # A8022; Sigma
gelost in 1 1 Washing Buffer

Dilution Buffer 1 g BSA; # A8022; Sigma
gelost in 1 1 Washing Buffer

Antikorper:
Anti-rat Fas Ligand/TNFSF6 Antibody # AF1858; R&D

Biotin-SP-conjugated AffiniPure Anti Goat IgG # 305-065-045; JacksonlmmunoResearch
Peroxidase-conjugated Streptavidin # 016-030-084; JacksonlmmunoResearch

42



Material und Methoden

2.18 Statistik

Zur Ermittlung der Unterschiede wurden die Daten nach Ermittlung der Normalverteilung
mittels der Varianzanalysen ONE-Way-ANOVA und TWO-Way-ANOVA getestet. Der
ONE-Way-ANOVA wurde als einfaktorielle Varianzanalyse zum Vergleich der Varianz der
Mittelwerte mehrerer Gruppen mit einer unabhingigen Variablen genutzt (3.1, 3.2.1, 3.2.6-
3.2.9). Waren die Daten nicht normalverteilt, wurde ein ANOVA on Ranks durchgefiihrt. Der
TWO-Way-ANOVA-Test wurde eingesetzt, wenn durch das Auftreten einer weiteren
unabhingigen Variablen eine zweifaktorielle Varianzanalyse durchgefiihrt werden musste
(3.2.3-3.2.5, 3.2.10 und 3.2.11). Die statistische Signifikanz der Unterschiede wurde mit dem
posthoc Test nach Student Newman Keuls iiberpriift. Ab einem Signifikanzwert von 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 Computerprogramm SigmaStat Version 2.0 (SPSS Science
Software GmbH, Erkrath, Deutschland) verwendet. Alle Diagramme wurden mit SigmaPlot

2001 (SPSS Science Software, GmbH Erkrath, Deutschland) erstellt.
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3 Ergebnisse

3.1 Nachweis von Fas/FasL nach stumpfem Thoraxtrauma

Die Verletzung durch ein stumpfes Thoraxtrauma induziert sowohl lokal im Lungengewebe,
als auch systemisch funktionelle und strukturelle Verdnderungen, deren Folgen von der
Ausbildung von Odemen im Alveolarraum und entsprechend eingeschrinktem Gasaustausch
bis hin zur Ausbildung eines respiratorischen Versagens reichen konnen. Wie in
vorangegangenen Studien nachgewiesen werden konnte, kommt es durch ein Thoraxtrauma
zur Abnahme intakter Alveolar-Typ 2 Epithelzellen (AT2-Zellen). Dabei fiihrt eine
gesteigerte Apoptoseaktivitit zur Reduktion dieser Zellen, deren primére Aufgabe die
Herstellung des die Oberflichenspannung herabsetzenden Surfactant ist [178]. Parallel dazu
steigt der Gehalt an 16slichem Fas-Ligand (sFasL) in der bronchoalveoldren Lavage (BAL)
kontinuierlich iiber 48 Stunden nach einem stumpfen Thoraxtrauma an [178].

Um die Quelle und die inflammatorischen Auswirkungen von sFasL in der Lunge zu
analysieren, wurden isolierte Alveolarmakrophagen (AM®) und AT2-Zellen sowie deren

Kulturiiberstinde untersucht.

3.1.1 Nachweis von loslichem Fas-Ligand (sFasL) in Alveolarmakrophagen
(AM®)-Kulturiiberstinden

Um den Beitrag der AM® an den in der BAL nachgewiesenen erhohten Konzentrationen von
FasL nach Thoraxtrauma zu bestimmen, wurden diese 6, 24 und 48 Stunden nach
Thoraxtrauma bzw. Kontrollbehandlung isoliert und 24 Stunden kultiviert. In den
Kulturiiberstinden der AM® wurde der 16sliche FasL (sFasL) mittels ELISA bestimmt. Die
Konzentration an sFasL im Kulturiiberstand der AM®, die 6 Stunden nach Thoraxtrauma
isoliert wurden, war doppelt so hoch wie die sFasL-Konzentration in der entsprechenden
Kontrollgruppe (Abb. 6). 24 Stunden nach Thoraxtrauma war der durch das Thoraxtrauma
hervorgerufene Effekt bereits abgeschwicht und es konnte kein signifikanter Unterschied
zwischen Thoraxtrauma und Kontrollgruppe mehr festgestellt werden. In Uberstinden von
AMO®-Kulturen, die 48 Stunden nach Thoraxtrauma angelegt wurden, konnte dagegen bereits
eine Tendenz zu niedrigeren sFasL-Konzentrationen gegeniiber denen aus Kontrolltieren

nachgewiesen werden.
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Abb. 6 Konzentrationen von loslichem Fas-Ligand (sFasL) in Alveolarmakrophagen (AM®)-
Kulturiiberstanden

Die AM® wurden 6, 24 und 48 Stunden (h) nach Kontrollbehandlung bzw. Thoraxtrauma an ménnlichen
CD-Ratten mittels bronchoalveoldrer Lavage entnommen und 24 Stunden bei 37°C und 5 % CO, mit
DMEM + 0.5 % fetalem Kélberserum (LifeTechnologies, Rockville, USA) kultiviert. Die Bestimmung von
sFasL im Kulturiiberstand wurden nach Herstellerangaben einem Enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA, R&D Systems, Minneapolis, USA) durchgefiihrt. Mittelwert + Standardfehler von n=13-14 Ratten
pro Gruppe; *p<0,05 vs. zugehdrigem Kontrollzeitpunkt , #p<0,05 vs. 48 h Thoraxtrauma (ANOVA)
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3.1.2  Apoptose-Induktion durch loslichen Fas-Ligand (sFasL) in
Alveolar-Typ 2 Epithelzellen (AT2-Zellen) bzw. Alveolarmakrophagen (AM®)
Die Effizienz der Apoptose-Induktion in AT2-Zellen durch humanen rekombinanten 16slichen

Fas-Ligand (Kamiya Biomedical Company, Seattle, USA) wurde durch die Kultivierung von
AT2-Zellen aus unbehandelten Ratten in DMEM + 0,5% fetalem Kaélberserum
(LifeTechnologies, Rockville, USA) mit Zusatz von loslichem Fas-Ligand in den
Konzentrationen 0 ng/ml, 50 ng/ml, 250 ng/ml und 500 ng/ml untersucht. Bereits bei einer
Konzentration von 50 ng/ml kam es zu einer signifikanten Zunahme der apoptotischen AT2-
Zellen. Bei einer Konzentration von 500 ng/ml verdoppelte sich die Zahl an apoptotischen
AT2-Zellen im Vergleich zur Anzahl der apoptotischen AT2-Zellen nach Kultivierung mit
reinem Medium (Abb. 7).

Im Unterschied dazu konnte nach der Kultivierung von AM® aus unbehandelten Ratten in
DMEM + 0,5% fetalem Kélberserum mit den oben genannten Konzentrationen von
l16slichem Fas-Ligand keine Apoptose induzierende Wirkung des rekombinanten 16slichen

Fas-Ligand nachgewiesen werden (Abb. 8).
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Abb. 7 Apoptose-Induktion durch lislichen Fas-Ligand (sFasL) in Alveolar Typ 2 (AT2)-Zellen
AT2-Zellen wurden aus unbehandelten ménnlichen CD-Ratten isoliert. Sie wurden in den Konzentrationen
0, 50, 250 und 500 ng/ml mit humanem rekombinanten loslichen Fas-Ligand (Kamiya Biomedical
Company, Seattle, USA) in DMEM + 0,5 % fetalem Kélberserum (LifeTechnologies, Rockville, USA)
kultiviert. Nach 18-stiindiger Kultivierung bei 37°C und 5 % CO, auf gekammerten Objekttrigern und
Fixierung wurden die AT2-Zellen mit Annexin V (Holzel Diagnostika, Kdln) gefiarbt. 3 Gesichtsfelder
wurden bei 200-facher Vergroflerung nach Annexin V-positiven und Annexin V-negativen AT2-Zellen
ausgezdhlt (Axio Imager M1, Zeiss, Oberkochen) und der Prozentsatz berechnet. Mittelwert +

Standardfehler von n=9 Ratten pro Gruppe. * p<0,05 vs. Medium , $p<0,05 vs. 50 ng/ml sFasL (ANOVA)
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Abb. 8 Apoptose-Induktion durch loslichen Fas-Ligand (sFasL) in Alveolarmakrophagen (AM®)
AM® wurden aus unbehandelten médnnlichen CD-Ratten isoliert. Sie wurden in den Konzentrationen 0, 50,
250 und 500 ng/ml mit humanem rekombinanten 16slichen Fas-Ligand (Kamiya Biomedical Company,
Seattle, USA) in DMEM + 0,5 % fetalem Kalberserum (LifeTechnologies, Rockville, USA) kultiviert.
Nach 18-stiindiger Kultivierung in 35 mm-Petrischalen bei 37 °C und 5 % CO, wurden die AM® durch
Zugabe von Trypsin-EDTA (30 sec. bei 37°C /5 % CO,und 1 min. auf Eis) abgeldst und mit ANNEXIN
V-FITC/7-AAD KIT (Beckman Coulter, Fullerton, USA) gefirbt. Die Auswertung erfolgte
durchflusszytometrisch am BD FACSCanto™ II (Becton Dickinson and Company, Heidelberg, Germany)
mit der FACS Diva™-Software (BD). Mittelwert + Standardfehler von n=4 Ratten pro Gruppe. (ANOVA)
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3.1.3 Mediatorenfreisetzung in Alveolarmakrophagen (AM®)- oder
Alveolar-Typ 2 Epithelzell (AT2-Zell) -Kulturen mit und ohne Stimulation durch
loslichen Fas-Ligand (sFasL)

Da es nach Thoraxtrauma in der bronchoalveoldren Lavage und in den Kulturiiberstinden der
Alveolarmakrophagen (AM®) zu einem Anstieg der Konzentrationen von 16slichem
Fas-Ligand (sFasL) kommt, sollten die immunologischen Reaktionen hoherer
Konzentrationen von sFasL auf AM® und AT2-Zellen ermittelt werden. Dazu wurden AM®
und AT2-Zellen 24 Stunden nach Thoraxtrauma bzw. Kontrollbehandlung isoliert und wie
unter 2.6 beschrieben mit 500 ng/ml sFasL inkubiert. Diese Konzentration fiihrt, wie unter
3.1.2 beschrieben, zur Verdopplung der Anzahl apoptotischer AT2-Zellen, jedoch zu keiner
Verdnderung der Zahl an apoptotischen Alveolarmakrophagen.

In den AM®-Kulturiiberstinden aus traumatisierten Tieren konnte ein signifikanter Anstieg
der Konzentrationen von IL-6, IL-10 und MCP-1 gegeniiber den AM®-Kulturiiberstinden aus
den korrespondierenden Kontrolltieren festgestellt werden (Abb. 9 A1-A3). Die zusétzliche
Stimulation der AM®-Kulturen aus traumatisierten Tieren mit Idslichem Fas-Ligand fiihrte zu
einer Verdopplung der IL-6-Konzentrationen im Kulturiiberstand (Abb. 9 A1). Im Gegensatz
dazu zeigte sich, dass eine zusitzliche Stimulation der AM® aus traumatisierten Tieren mit
16slichem Fas-Ligand zu einer um ca. 50 % reduzierte Sekretion des anti-inflammatorischen
IL-10 durch die AM® nach Thoraxtrauma fiithrt (Abb. 9 A2). Durch Stimulation mit
16slichem Fas-Ligand wurde keine Verdnderung in der Abgabe von MCP-1 durch AM®
hervorgerufen. In AT2-Zellkulturiiberstinden aus Traumatieren konnten signifikant hohere
Konzentrationen an IL-6, IL-10 und MCP-1 als in AT2-Zellkulturiiberstinden aus
Kontrolltieren nachgewiesen werden. Bei dieser Zellpopulation konnten weder bei den
Kontrollen noch bei den AT2-Zellen aus Traumatieren eine Verdnderung der
Mediatorenfreisetzung durch die zusétzliche Stimulation mit loslichen Fas-Ligand

beobachtet werden (Abb. 9 B1-3).
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Abb. 9 Zytokinkonzentrationen in (A) Alveolarmakrophagen (AM®)-Kulturiiberstinden und

(B) Alveolar Typ 2 (AT2)-Zell-Kulturiiberstinden mit und ohne Stimulation durch

l6slichen Fas-Ligand (sFasL; 500 ng/ml)
Die AM® (A1-3) wurden 24 Stunden (h) nach Kontrollbehandlung bzw. Thoraxtrauma entnommen und 24
Stunden bei 37°C und 5 % CO, in DMEM + 0.5 % fetalem Kilberserum (LifeTechnologies, Rockville,
USA) mit und ohne Stimulation durch l6slichen Fas-Ligand (sFasL; 500 ng/ml) kultiviert. Die
Konzentrationen von IL-6 (A1) (n=8-11), IL-10 (A2) (n=9-11) und MCP-1 (A3) (n=5-11) in den AM®—
Kulturiiberstdnden wurden mittels ELISA (R&D Systems, Minneapolis, USA) bestimmt.
Die AT2-Zellen (B1-3) wurden ebenfalls 24 Stunden nach Kontrollbehandlung bzw. Thoraxtrauma
entnommen und 24 Stunden bei 37°C und 5 % CO, mit DMEM + 0.5 % fetalem Kilberserum
(LifeTechnologies, Rockville, USA) mit und ohne Stimulation durch 16slichen Fas-Ligand (sFasL; 500
ng/ml) kultiviert. Die Konzentrationen von IL-6 (B2) (n=6-9), IL-10 (B2) (n=8-11) und MCP-1 (B3) (n=8-
11) in AT2-Zellen-Kulturiiberstinden mittels ELISA (R&D Systems, Minneapolis, USA) bestimmt.
Mittelwert + Standardfehler *p<0,05 vs. zugehdrige Kontrolle, #p<0,05 vs. unstimuliertes Thoraxtrauma
(ANOVA)
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3.1.4 Durchflusszytometrische Bestimmung von Fas- und FasL-Protein auf
Alveolarmakrophagen (AM®)- und Alveolar-Typ 2 Epithelzell (AT2-Zell) -
Oberflache

Wie im vorhergehenden Kapitel gezeigt, kommt es nach Thoraxtrauma zu verstarkter Abgabe
des pro-inflammatorischen IL-6 und des anti-inflammatorischen IL-10 der AM® in deren
Kulturiiberstand. Durch die Stimulation mit sFasL ldsst sich eine zusdtzliche Erh6hung der
IL-6-Konzentration beobachten, wohingegen der Anteil an anti-inflammatorischem IL-10
durch sFasL gesenkt wird. Dagegen hat die Stimulation mit sFasLL auf die Abgabe von
Zytokinen durch isolierte AT2-Zellen keine Auswirkung.

Daher sollte iiberpriift werden, ob die Aktivierung der AM® auf einen regulatorischen Effekt
des Thoraxtraumas auf die Expressionstirke von Fas zuriickzufiihren ist. Auch auf die
Oberflache der AT2-Zellen wurde die Expressionstirke dieses mit sFasL interagierenden
Rezeptors untersucht.

Der Fas-Rezeptor konnte konstitutiv auf fast 100 Prozent der AM® nachgewiesen werden.
4 Stunden nach Thoraxtrauma konnte nur noch auf der Oberfldche von ca. 80 Prozent der
AMO®O Fas-Protein festgestellt werden (Abb. 10 A1). Nach 16 Stunden war der Anteil an Fas-
positiven AM® weiter auf ca. 50 Prozent abgefallen. Rund 50 Prozent der AT2-Zellen
exprimieren auf ihrer Oberfliche Fas. Das Thoraxtrauma hatte zu keinem Zeitpunkt einen
regulierenden Einfluss auf die Fas-Expression auf der AT2-Zell-Oberfldche (Abb. 10 B1).
Loslicher Fas-Ligand entsteht nach Abspaltung des zellgebundenen Fas-Liganden durch
Metalloproteinasen. Um die Quelle der unter 3.1.1 im Kulturiiberstand von AM® und in der
BAL nachgewiesenen und durch ein Thoraxtrauma verstirkt freigesetzten sFasL-Molekiilen
zu ermitteln, wurde die FasL-Expression auf den Zelloberflichen von AM® und AT2-Zellen
ermittelt.

Auf den AM® konnte 4 Stunden nach Thoraxtrauma eine Reduktion des FasL etwa um den
Faktor 3 auf ca. 15 Prozent der AM® beobachtet werden. Nach 16 Stunden war der Anteil an
FasL-positiven AM® bereits wieder bei iiber 60 Prozent (Abb. 10 A2). Weder zwischen den
AT2-Zellen aus den Traumatieren und den Kontrolltieren, noch zwischen den beiden
Zeitpunkten konnten signifikante Unterschiede der FasL-Expression auf den AT2-Zellen
nachgewiesen werden (Abb. 10 B2).
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Abb. 10 Analyse der Proteinexpressionsinderung von Fas und FasL auf Alveolarmakrophagen
(AMO®) und Alveolar Typ 2 (AT2)-Zellen nach Thoraxtrauma

Die AM® (A) und AT2-Zellen (B) wurden 4 und 16 Stunden (h) nach Kontrollbehandlung bzw.

Thoraxtrauma isoliert und die Expression von Fas (A1+B1) oder Fas-Ligand (FasL) (A2+B2) auf der

Oberflache der Zellen durchflusszytometrisch analysiert. Mittelwert + Standardfehler des prozentuellen

Anteils positiver Zellen von n=10 Ratten pro Gruppe. *p<0,05 vs. zugehdrige Kontrolle, #p<0,05 vs.

Thoraxtrauma 4 h (ANOVA)

3.1.5 Expression von Fas und FasL-mRNA in Alveolarmakrophagen (AM®) und
Alveolar-Typ 2 Epithelzellen (AT2-Zellen)

Die durch ein Thoraxtrauma hervorgerufene Reduktion von Fas und FasL auf der Oberflache
der AM® und die Stagnation der Fas- und FasL-Protein-Expression auf den AT2-Zellen sollte
nun auf RNA-Ebene verifiziert werden. Dazu wurden die Fas- und FasL-mRNA-
Expressionen der AM® und AT2-Zellen mittels qRT-PCR ermittelt.

In AMO, die 4 Stunden nach Thoraxtrauma isoliert wurden, konnte eine signifikant niedrigere
Fas-mRNA-Expression nachgewiesen werden, als in AM® aus Kontrolltieren und in AMO®,
die 16 Stunden nach Thoraxtrauma aus Tieren isoliert wurden (Abb. 11 Al). 24 Stunden nach
Trauma war dagegen die Fas-mRNA in AM® hochreguliert. Ein signifikanter Abfall der Fas-
mRNA-Expression auf die Hohe des Ausgangswertes zeigte sich in AM®, die 48 Stunden
nach Trauma entnommen wurden (Abb. 11 Al).

Ein deutlicher Anstieg der sFasL-Konzentrationen konnte nach einem Thoraxtrauma in der

bronchoalveoldren Lavage und im Kulturiiberstand isolierter AM® beobachtet werden. Die
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im AM®-Kulturiiberstand nachgewiesen erhohten Konzentrationen von sFasL lielen auf eine
erhohte sFasL-Expression schlieBen. Die FasL-mRNA-Expression war in AM®, die nach
Thoraxtrauma isoliert wurden, an allen vier untersuchten Zeitpunkten deutlich héher als in

AM® aus Kontrolltieren (Abb. 11 A2), jedoch nur nach 4 Stunden signifikant erhdht.
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Abb. 11 Analyse der Genexpressionsiinderung von Fas und FasL in Alveolarmakrophagen (AM®)
und Alveolar Typ 2 (AT2) Zellen nach Thoraxtrauma

Die AM® (A1+2) und AT2-Zellen (B1+2) wurden 4, 16, 24 und 48 Stunden (h) nach Kontrollbehandlung
bzw. Thoraxtrauma isoliert. Die RNA beider Zelltypen wurde mit dem Absolutely RNA Miniprep Kit
(Stratagene, Cedar Creek, USA) nach Herstellerangaben gewonnen. Die isolierte RNA wurde mit dem
RNeasy MinElute Cleanup Kit (Qiagen, Hilden, Germany) aufgereinigt und aufkonzentriert. Nach der
reversen Transkription mithilfe des AffinityScript QPCR ¢cDNA Synthesis Kit (Stratagene, Cedar Creek,
USA) wurde die quantitative Real-time PCR im Mx3000P QPCR System und der entsprechenden Software
(MxPro; Stratagene, Cedar Creek, USA) mithilfe des Brilliant SYBR Green QPCR Master Mix (Stratagene,
Cedar Creek, USA) und QuantiTect Primer Assays (Qiagen, Hilden, Germany) durchgefiihrt, die
Genexpressiondnderung von Fas und FasL ermittelt und die Anderung relativ quantifiziert. Mittelwert
normalisiert auf -2-Mikroglobulin + Standardfehler von n=6-13 (A1), n=4-10 (A2), n=6-9 (B1+2) Ratten
pro Gruppe. *p<0,05 vs. zugehoriger Kontrolle, $p<0,05 vs. Thoraxtrauma 4 Stunden, *p<0,05 vs.
Thoraxtrauma 16 Stunden und #p<0,05 vs. Thoraxtrauma 48 Stunden (ANOVA)

Wie unter 3.1.2 beschrieben, kommt es durch die Stimulation mit sFasL zu keiner
zusitzlichen Aktivierung der AT2-Zellen, die nach Thoraxtrauma isoliert wurden. Auch
konnte auf der AT2-Zelloberfliche keine Anderung der Fas-Protein-Expression festgestellt

werden (3.1.3). Zusitzlich wurden die Fas-Expression auf RNA-Ebene auf Anderungen nach
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Thoraxtrauma analysiert. In AT2-Zellen kam es 4 Stunden nach Thoraxtrauma im Vergleich
zu den AT2-Zellen der Kontrolltiere zu einer signifikanten Erhéhung der Fas-mRNA-
Expression. 16 Stunden nach Thoraxtrauma war diese erhohte Expression jedoch wieder in
etwa auf die Hohe des Ausgangswerts herunterreguliert (Abb. 11 B1).

Um den moglichen Beitrag der AT2-Zellen am sFasL in der BAL zu ermitteln, wurden auch
von diesen die FasL-RNA-Expression ermittelt. AT2-Zellen, die 24 Stunden nach
Thoraxtrauma isoliert wurden, zeigten einen signifikanten Abfall in der FasL-mRNA-
Expression auf ca. ein Drittel der Werte der AT2-Zellen aus Kontrolltieren und der AT2-
Zellen, die 4, 16 oder 48 Stunden nach Thoraxtrauma aus Traumatieren isoliert wurden

(Abb. 11 B2).
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3.2 Phagozytose- bzw. Efferozytoseaktivitiit der Alveolarmakrophagen
(AMOD)

In vorangegangenen Studien konnte die Reduktion von intakten Alveolar-Typ 2 Epithelzellen
(AT2-Zellen) nach dem Thoraxtrauma nachgewiesen werden. Eine gesteigerte Apoptoserate
dieser fiir die Bildung des Surfactants essentiellen AT2-Zellen flihrt zu diesem Zellverlust
[178]. Um eine Akkumulation apoptotischer Zellen und die Entwicklung der apoptotischen
Zellen zu sekunddr nekrotischen Zellen mit der damit einhergehenden Abgabe pro-
inflammatorischer Mediatoren zu verhindern, miissen die apoptotischen Zellen mdglichst
schnell durch phagozytierende Zellen, wie Alveolarmakrophagen, beseitigt werden. Hieraus
ergibt sich die Frage, ob der groBen Anzahl an apoptotischen Zellen im bronchoalveoldren
Kompartiment nach Thoraxtrauma mit einer verstirkten Phagozytose- bzw.

Efferozytoseaktivitit der Alveolarmakrophagen begegnet wird.

3.2.1 Zahl der neutrophilen Granulozyten in der bronchoalveoliren Lavage
(BAL) nach Thoraxtrauma

Die Entziindungsreaktion, die durch ein Thoraxtrauma induziert wird, hat die Rekrutierung
von neutrophilen Granulozyten aus dem Blut in den bronchoalveoldren Raum zu Folge. Die
Anzahl an eingewanderten PMN wurde 6, 24 und 48 Stunden nach Thoraxtrauma bzw.

Kontrollbehandlung in der BAL ermittelt. Wie in Abb. 12 zu sehen ist, konnte bereits

D Kontrolle
30 ~ . Thoraxtrauma

20

10 |

Anzahl der PMN in der BAL [x109]

0 nn. nn. n.n.
Kontrollle TxT Kontrlolle TXT Kontfolle TxT

6h 24h 48 h

Abb. 12 Anzahl an neutrophilen Granulozyten (PMN) in der bronchoalveoliren Lavage (BAL)

Aus minnlichen CD-Ratten wurden 6 , 24 und 48 Stunden (h) nach Thoraxtrauma (TxT) bzw.
Kontrollbehandlung (Kontrolle) eine bronchoalveoldre Lavage (BAL) durchgefiihrt und die Zahl der
neutrophilen Granulozyten nach Farbung mit Kristallviolett mikroskopisch in der Neubauer-Zdhlkammer
bestimmt. Mittelwert + Standardfehler von n=8-14 Ratten pro Gruppe. *p<0,05 vs. Kontrollen und vs. 6 h
nach Thoraxtrauma (ANOVA) (n.n. = nicht nachweisbar)
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6 Stunden nach Thoraxtrauma die Einwanderung der PMN festgestellt werden. Eine
Verzehnfachung der Anzahl an PMN wurde 24 Stunden nach Thoraxtrauma festgestellt. Auch
48 Stunden nach Thoraxtrauma war die Anzahl der PMN im Vergleich zur Kontrolle und den
Werten 6 Stunden nach Thoraxtrauma noch signifikant erhdht. In den BAL der Kontrolltiere

waren zu allen Zeitpunkten keine PMN nachweisbar.

3.2.2 Apoptose-Induktion in neutrophilen Granulozyten (PMN) und
Alveolar-Typ 2 Epithelzellen (AT2-Zellen)

Wie unter 3.2.1 beschrieben, steigt die Zahl an kurzlebigen PMN im Alveolarraum nach
Thoraxtrauma an. Auch die Zahl an apoptotischen AT2-Zellen nimmt posttraumatisch im
Bronchoalveolarraum zu. Um im invitro-Versuch zu ermitteln, ob es nach einem
Thoraxtrauma bei Alveolarmakrophagen zu einer erhohten Ingestionsrate dieser zwei
Zelltypen kommt, wurden diese aus unbehandelten Ratten isoliert und durch UV-

C-Bestrahlung Apoptose induziert.
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Abb. 13 Durchflusszytometrischer Apoptose-Nachweis an neutrophilen Granulozyten (PMN)
Exemplarische Darstellung von PMN, die iiber den Ficoll-Dichtegradienten und anschlieBende Dextran-
Sedimentation isoliert wurden. Durch 7-miniitige UV-C-Bestrahlung mit anschlieBender 1,5-stiindiger
Inkubation in HBSS+Ca?"/Mg?* bei 37°C und 5 % CO, wurde Apoptose induziert. (A) Vitale PMN ohne
UV-C-Bestrahlungen. (B) Apoptotische PMN (Annexin V-positive Zellen in den beiden rechten
Quadranten) nach UV-C-Bestrahlung und 1,5-stiindiger Inkubation.

Zur Etablierung der Apoptose-Induktion wurden die Zellen in verschiedenen Medien den UV-
C-Strahlen unterschiedlich lange ausgesetzt. Fiir AT2-Zellen konnte eine effiziente Apoptose-
Induktion bei einer Expositionsdauer von 5 Minuten in HBSS Ca*/Mg*" mit darauf folgender
5-stiindiger Inkubationszeit in HBSS Ca®"/Mg”" ermittelt werden. Bei diesen Konditionen
konnte die groBte Menge an apoptotischen AT2-Zellen erreicht werden: 81+ 8 %
apoptotische und 8 + 3 % nekrotische AT2-Zellen. Die hochste Apoptoserate wurde in den

neutrophilen Granulozyten nach einer Expositionsdauer von 7,5 Minuten, gelost in
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HBSS Ca’/Mg”™ und anschlieBender 1,5-stiindiger Inkubation in HBSS Ca*/Mg*"
festgestellt. Unter diesen Bedingungen konnte eine Apoptoserate von ca. 96+3 % (ca.1£3 %
Nekrose) erreicht werden (Beispiel in Abb. 13).

3.2.3 In vitro-Phagozytose- bzw. Efferozytoseaktivitit der Alveolarmakrophagen
(AM®) nach Thoraxtrauma

Die mittels BAL 2 oder 24 Stunden nach Thoraxtrauma oder Kontrollbehandlung
entnommenen AM® wurden mit den apoptotischen Zellen oder opsonierten Latexpartikeln
iiber 90 Minuten koinkubiert. Parallel dazu wurden AM® ohne Zusatz als Kontrollen und der
Phagozytose-Assay mit Phorbol 12-Myristat 13-Azetat (PMA) als zusitzliches Stimulans
mitgefiihrt. Die Phagozytoserate wurde mittels Fluoreszenzmikroskopie bestimmt
(Abb. 14-16).

Zwei Stunden nach der Induktion des Thoraxtraumas konnte eine Verdoppelung der
phagozytotischen Aktivitidt der unstimulierten AM® gegeniiber apoptotischen AT2-Zellen
nachgewiesen werden (Abb. 14a). Die Stimulation mit PMA fiihrte zur Aufhebung des
Unterschieds zwischen AM® aus traumatisierten Ratten und kontrollbehandelten Ratten und
wird deutlich in einer Steigerung der Efferozytoseaktivitit der AM® gegeniiber apoptotischen
AT2-Zellen unter PMA-EinfluB3. Der Anteil an phagozytierenden AM® erhohte sich bei
AMO®O aus Kontrolltieren unter PMA auf das Doppelte, bei AM® aus traumatisierten Tieren
dagegen nur um ein Drittel. Auch 24 Stunden nach der Behandlung zeigte sich durch die
Stimulation mit PMA eine Verdoppelung der Phagozytoseaktivitdt. Jedoch konnte zwischen
AMO® aus traumatisierten Ratten und kontrollbehandelten Ratten 24 Stunden nach
Behandlung kein Unterschied mehr festgestellt werden (Abb. 14a).

Bei der Aufnahme von apoptotischen neutrophilen Granulozyten konnte zwischen
unstimulierten AM® aus Kontrolltieren und traumatisierten Tieren kein Unterschied
festgestellt werden (Abb. 15a). Durch die zusitzliche Stimulation mit PMA zeigte sich
tendenziell eine Phagozytosesteigerung durch das Thoraxtrauma. 24 Stunden nach stumpfem
Thoraxtrauma phagozytierten dabei fast dreimal soviel AM® apoptotische neutrophile
Granulozyten, wie AM® aus den korrespondierenden Kontrolltieren und als unstimulierte
AMO®O aus 24-Stunden-Tieren (Abb. 15a).

Eine Steigerung der Phagozytoseaktivitit der AM® gegeniiber Latexpartikeln durch ein
Thoraxtrauma war sowohl mit, als auch ohne zuséitzliche Stimulation mit PMA festzustellen

(Abb. 16a). Jedoch war dabei keine Signifikanz nachzuweisen.

55



Ergebnisse

—_
£
1

I:I Kontrolle

. Thoraxtrauma
$
# #

T T

— —

S )

L L
©

oo
1

Anteil phagozytoseaktiver AM® nach
Inkubation mit apopt. AT2-Zellen [%]

*
6 4

4

2

0

unstim. PMA unstim. PMA

2h 24h
Abb. 14a Phagozytose-Aktivitit von Alveolarmakrophagen (AM®) gegeniiber apoptotischen

AT2-Zellen

AM® wurden 2 und 24 Stunden (h) nach Kontrollbehandlung bzw. Thoraxtrauma isoliert und in einem
Verhiltnis von 1:8 90 Minuten bei 37°C / 5% CO, mit apoptotischen AT2-Zellen inkubiert. Die Hilfte
der AM®-Zellkulturen wurden vor dieser Inkubation 15 Minuten mit 25 ng/ml Phorbol-12-myristate-13-
acetate (PMA) stimuliert. Die andere Hailfte blieb unstimuliert (unstim.) Die Phagozytose-Aktivitit
wurde fluoreszenzmikroskopisch (400-fache Vergroferung) ermittelt. Mittelwert £ Standardfehler von
n=4-9 Ratten pro Gruppe. *p<0,05 vs. zugehdrige Kontrolle, #p<0,05 vs. zugehorige unstimulierte
Kontrolle, $p<0,05 vs. zugehériges unstimuliertes Thoraxtrauma (Two-Way ANOVA).

Abb. 14b Exemplarische Darstellung der Alveolarmakrophagen (AM®) mit phagozytierten
apoptotischen AT2-Zellen

A+B: AM® aus Kontrolltieren 24 Stunden (B: zusétzliche Stimulation mit PMA). C+D: AM® aus

traumatisierten Ratten 24 Stunden (D: zusétzliche Stimulation mit PMA). Die phagozytierenden AM®

sind anhand ihrer griinen Eigenfluoreszenz erkennbar. Die phagozytierten apoptotischen AT2-Zellen

setzten sich durch die gelb-orange-fluoreszierende Dioctadecyl-Tetramethylindocarbocyanin-Perchlorat

(Dil)-Féarbung gegeniiber den AM® ab. (400-fache VergroBerung)
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Abb. 15a Phagozytose-Aktivitit von Alveolarmakrophagen (AM®) gegeniiber apoptotischen

neutrophilen Granulozyten (PMN)
AM® wurden 2 und 24 Stunden (h) nach Kontrollbehandlung bzw. Thoraxtrauma isoliert und in einem
Verhiltnis von 1:5 90 Minuten bei 37°C / 5% CO, mit apoptotischen PMN inkubiert. Die Hélfte der
AM®-Zellkulturen wurden vor dieser Inkubation 15 Minuten mit 25 ng/ml Phorbol-12-myristate-13-
acetate (PMA) stimuliert. Die andere Halfte blieb unstimuliert (unstim.) Die Phagozytose-Aktivitét
wurde fluoreszenzmikroskopisch (400-fache VergroBerung) ermittelt. Mittelwert + Standardfehler von
n=4-9 Ratten pro Gruppe. *p<0,05 vs. zugehdrige Kontrolle , $p<0,05 vs. zugehoriges unstimuliertes
Thoraxtrauma (Two-Way ANOVA).
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Abb. 15b Exemplarische Darstellung der Alveolarmakrophagen (AM®) mit phagozytierten
apoptotischen neutrophilen Granulozyten

A+B: AM® aus Kontrolltieren 24 Stunden nach Eingriff (B: zusétzliche Stimulation mit PMA). C+D:
AM® aus traumatisierten Ratten 24 Stunden nach Eingriff (D: zusétzliche Stimulation mit PMA). Die
phagozytierenden AM® sind anhand ihrer griinen Eigenfluoreszenz erkennbar. Die phagozytierten
apoptotischen =~ PMN  setzten sich durch die gelb-orange-fluoreszierende  Dioctadecyl-
Tetramethylindocarbocyanin-Perchlorat  (Dil)-Farbung gegeniiber den AM® ab. (400-fache
Vergroferung)
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Abb. 16a Phagozytose-Aktivitit von Alveolarmakrophagen (AM®) gegeniiber Latexpartikeln
AMO® wurden 2 und 24 Stunden (h) nach Kontrollbehandlung bzw. Thoraxtrauma isoliert und in einem
Verhiltnis von 1:10 90 Minuten bei 37°C / 5% CO, mit Latexpartikeln inkubiert. Die Hélfte der AM®-
Zellkulturen wurden vor dieser Inkubation 15 Minuten mit 25 ng/ml Phorbol-12-myristate-13-acetate
(PMA) stimuliert. Die andere Hilfte blieb unstimuliert (unstim.) Die Phagozytose-Aktivitit wurde
fluoreszenzmikroskopisch (400-fache VergroBerung) ermittelt. Mittelwert + Standardfehler von n=4-9
Ratten pro Gruppe. (Two-Way ANOVA)
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Abb. 16b Exemplarische Darstellung der Alveolarmakrophagen (AM®) mit phagozytierten
fluoreszenzmarkierten Latexpartikeln

A+B: AM® aus Kontrolltieren 24 Stunden nach Eingriff (B: zusétzliche Stimulation mit PMA). C+D:

AMO®O aus traumatisierten Tieren 24 Stunden nach Eingriff (D: zusétzliche Stimulation mit PMA). Die

phagozytierenden AM® sind durchlichtmikroskopisch dargestellt. Die phagozytierten Latexpartikel sind

anhand der griinen Fluoreszenz (FITC) erkennbar. (400-fache VergroBerung)
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Deutliche Unterschiede waren in der Anzahl an ingestierenden Alveolarmakrophagen
zwischen den beiden zugesetzten apoptotischen Zelltypen festzustellen. Apoptotische
AT2-Zellen wurden von unstimulierten Alveolarmakrophagen unter allen Bedingungen

starker aufgenommen als apoptotische PMN.

3.2.4 Mediatorenfreisetzung durch Alveolarmakrophagen (AM®) wihrend der
Phagozytose bzw. Efferozytose

Um die durch die Phagozytose initiierte Freisetzung der unterschiedlichen Zytokine zu
analysieren, wurde der Kulturiiberstand der mit opsonierten Latexpartikel, apoptotischen
neutrophilen Granulozyten oder apoptotischen AT2-Zellen koinkubierten AM® mittels
Multiplex-Assay auf TNF-a, IL-13, MIP-1a, CINC-1, MCP-1, RANTES, IL-6 und IL-10
untersucht. Ebenfalls wurde der Einfluss von PMA auf die Freisetzung der Zytokine nach
einem stumpfen Thoraxtrauma in den Kulturiiberstinden der mit 25 ng/ml PMA
vorstimulierten AM® mittels Multiplex-Assay bestimmt.

In AM®-Kulturiiberstinden, deren AM® 24 Stunden nach Thoraxtrauma isoliert wurden, und
denen keine zu phagozytierenden Materialien zugegeben wurden, konnten sowohl in den mit
PMA stimulierten, als auch in den unstimulierten Kulturiiberstinden signifikant hdhere
Konzentrationen von TNF-a, IL-13, MIP-1a,, MCP-1 und CINC-1 nachgewiesen werden. Im
Gegensatz dazu wurden in Kulturiiberstinden von AM® aus Kontrolltieren keine
Konzentrationserhohungen festgestellt (Abb. 16,17,18). Die RANTES-Konzentrationen
waren zu diesem Zeitpunkt nicht signifikant jedoch tendenziell ebenfalls erhoht (Abb.
18B1+B2). Die RANTES-Konzentrationen waren in Kulturiiberstinden von AM® ohne
Phagozytosemoglichkeit bereits frith, d.h. 2 Stunden nach Thoraxtrauma signifikant erhoht
(Abb. 18B1+B2). Die Zugabe von opsonierten Latexpartikel fiihrte zu einem Anstieg der
TNF-a—, MIP-1a-, CINC-1- und MCP-1-Konzentrationen in den Kulturiiberstinden der
AMO, die 24 Stunden nach Trauma isoliert wurden (Abb. 16A, 17A, 17B, 18A). Die
Unterschiede waren jedoch nur in den PMA-stimulierten Kulturen signifikant. Die IL-1p—
und RANTES-Abgabe von AM® aus traumatisierten Tieren nahm dagegen tendenziell durch
die Phagozytose von Latexpartikel ab (Abb. 16B, 18B).
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Abb. 17 TNF-a— und IL-1p—-Konzentrationen im Alveolarmakrophagen-Kulturiiberstand (AM®)
AM® wurden 2 und 24 Stunden (h) nach Kontrollbehandlung bzw. Thoraxtrauma isoliert und 90 Minuten bei
37°C und 5% CO, mit Medium (@), Latexpartikeln (beads), apoptotischen neutrophilen Granulozyten (PMN)
oder apoptotischen Alveolar Typ 2 (AT2)-Epithelzellen inkubiert. Die TNF-o- und IL-1B-Konzentrationen
wurden in unstimulierten (A1+B1) und mit Phorbol-12-myristate-13-acetate stimulierten (25 ng/ml PMA)
(A2+B2) AM®-Kulturiiberstinden bestimmt. Mittelwert + Standardfehler von n=4-9 Ratten pro Gruppe.
*p<0,05 vs. entsprechender Kontrolle, #p<0,05 vs. Thoraxtrauma 24 h mit Medium, $p<0,05 vs. Thoraxtrauma
24 h mit Latexpartikeln, 5p<0,05 vs. entsprechendes Thoraxtrauma 24 h (Two-Way ANOVA) (nn. = nicht

nachweisbar)

Die Phagozytose von apoptotischen neutrophilen Granulozyten reduzierte signifikant die

Abgabe von TNF-a, IL-1B, MIP-1a, CINC-1, MCP-1 und RANTES der AM®, die

24 Stunden nach Thoraxtrauma isoliert wurden, im Vergleich zu AM® aus denselben Tieren,

denen Latexpartikel zur Phagozytose zugegeben wurden (Abb. 17A+B, 18A+B, 19A+B). Ein

signifikanter Unterschied konnte auch zwischen den Konzentrationen von IL-1fin den

Kulturiiberstinden von AM®, die 24 Stunden posttrauma isoliert wurden und apoptotische

PMN ingestiert haben und denen von AM®, die 24 Stunden nach Thoraxtrauma isoliert

wurden und lediglich mit Medium kultiviert wurden festgestellt werden (Abb. 17B1).
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Abb. 18 MIP-10— und CINC-1-Konzentrationen im Alveolarmakrophagen-Kulturiiberstand (AM®)
AM® wurden 2 und 24 Stunden (h) nach Kontrollbehandlung bzw. Thoraxtrauma isoliert und 90 Minuten bei
37°C und 5% CO, mit Medium (@), Latexpartikeln (beads), apoptotischen neutrophilen Granulozyten (PMN)
oder apoptotischen Alveolar Typ 2 (AT2)-Epithelzellen inkubiert. Die MIP-1a- und CINC-1-Konzentrationen
wurden in unstimulierten (A1+B1) und mit Phorbol-12-myristate-13-acetate stimulierten (25 ng/ml PMA)
(A2+B2) AM®-Kulturiiberstinden bestimmt. Mittelwert + Standardfehler von n=4-9 Ratten pro Gruppe.
*p<0,05 vs. entsprechender Kontrolle, #p<0,05 vs. Thoraxtrauma 24 h mit Medium, $p<0,05 vs. Thoraxtrauma
24 h mit Latexpartikel, $p<0,05 vs. entsprechendes Thoraxtrauma 24 h (Two-Way ANOVA)

Dasselbe gilt fiir die Konzentrationen von MIP-lac und MCP-1 in den unstimulierten
Kulturiiberstdnden des 24 Stunden-Zeitpunkts (Abb. I8A1+19A1).

Die Aufnahme von apoptotischen AT2-Zellen durch AM®, die 24 Stunden nach
Thoraxtrauma isoliert wurden, verursachte eine signifikant niedrigere IL-1B-Abgabe
verglichen mit der IL-1B-Abgabe von AM® aus den gleichbehandelten Tieren ohne
Phagozytosemoglichkeit (Abb. 17B1+2). Der signifikante Anstieg von TNF-o im
Kulturiiberstand von nicht-phagozytierenden AM®, die 24 Stunden nach Thoraxtrauma
isoliert wurden, wurde bei AM®, die apoptotische AT2-Zellen aufgenommen hatten,

gedampft (Abb. 17A1+2). Durch die Phagozytose der apoptotischen AT2-Zellen wurde auch
die Abgabe von RANTES durch AM® sowohl nach 2 wie nach 24 Stunden unter
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Abb. 19 MCP-1- und RANTES-Konzentrationen im Alveolarmakrophagen-Kulturiiberstand (AM ®)
AMO® wurden 2 und 24 Stunden (h) nach Kontrollbehandlung bzw. Thoraxtrauma isoliert und 90 Minuten bei
37°C und 5% CO, mit Medium (@), Latexpartikeln (beads), apoptotischen neutrophilen Granulozyten (PMN)
oder apoptotischen Alveolar Typ 2 (AT2)-Epithelzellen inkubiert. Die MCP-1- und RANTES-
Konzentrationen wurden in unstimulierten (A1+B1) und mit Phorbol-12-myristate-13-acetate stimulierten (25
ng/ml PMA) (A2+B2) AM®-Kulturiiberstinden bestimmt. Mittelwert + Standardfehler von n=4-9 Ratten pro
Gruppe. *p<0,05 vs. entsprechender Kontrolle, #p<0,05 vs. Thoraxtrauma 24 h mit Medium, $p<0,05 vs.
Thoraxtrauma 24 h mit Latexpartikel, $p<0,05 vs. entsprechendes Thoraxtrauma 24 h, *p<0,05 vs.
Thoraxtrauma 2 und 24 h mit apoptotischen AT2-Zellen (Two-Way ANOVA) (n.n. = nicht nachweisbar)

unstimulierten Bedingungen nach Thoraxtrauma stark reduziert. Diese Reduktion konnte
durch die Stimulation mit PMA aufgehoben werden (Abb. 19 BIl1+2). In
AM®O®-Kulturiiberstdnden mit zugesetzten apoptotischen AT2-Zellen konnte kein signifikanter
Unterschied der Konzentrationen von MIP-1a, CINC-1 und MCP-1 gegeniiber AM® aus den
selben Tieren ohne Phagozytosemdglichkeit mit Thoraxtrauma bzw. Kontrollbehandlung
nachgewiesen werden (Abb. 18, 19A).

Die Abgabe des pro-inflammatorischen Zytokins IL-6 durch unstimulierte
Alveolarmakrophagen wurde frith nach Thoraxtrauma hochreguliert (Abb. 20A). Hier konnte
zwei Stunden nach dem Thoraxtrauma ein signifikanter Anstieg im Kulturiiberstand der

Alveolarmakrophagen ohne zu phagozytierendes Material festgestellt werden. Durch die
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Abb. 20 IL-6— und IL-10—-Konzentrationen im Alveolarmakrophagen-Kulturiiberstand (AM®)

AM® wurden 2 und 24 Stunden (h) nach Kontrollbehandlung bzw. Thoraxtrauma isoliert und 90 Minuten bei
37°C und 5% CO, mit Medium (), Latexpartikeln (beads), apoptotischen neutrophilen Granulozyten (PMN)
oder apoptotischen Alveolar Typ 2 (AT2)-Epithelzellen inkubiert. Die IL-6- und IL-10-Konzentrationen
wurden in unstimulierten (A1+B1) und mit Phorbol-12-myristate-13-acetate stimulierten (25 ng/ml PMA)
(A2+B2) AM®-Kulturiiberstainden bestimmt. Mittelwert + Standardfehler von n=4-9 Ratten pro Gruppe.
*p<0,05 vs. entsprechender Kontrolle, #p<0,05 vs. Thoraxtrauma 24 h mit Medium, $p<0,05 vs. Thoraxtrauma
24 h mit Latexpartikel, $p<0,05 vs. entsprechendes Thoraxtrauma 24 h (Two-Way ANOVA) (nn. = nicht

nachweisbar)

Zugabe von Latexpartikeln kam es zur Authebung dieses Konzentrationsanstiegs. Die Zugabe

von apoptotischen Zellen hingegen fithrte zu einer fast génzlichen Unterdriickung der

Freisetzung von IL-6 in unstimulierten und stimulierten Alveolarmakrophagen-Kulturen. Der

Nachweis des anti-inflammatorischen Zytokins IL-10 im Kulturiiberstand unstimulierter

Alveolarmakrophagen zeigte ebenfalls einen frithen signifikanten Konzentrationsanstieg nach

Thoraxtrauma (Abb. 20B1). Durch die Zugabe von zu phagozytierendem Material kam es zur

Abnahme dieses Zytokins in den Kulturiiberstinden der Alveolarmakrophagen. Da die

Konzentrationen von IL-10 an der unteren Nachweisgrenze des Verfahrens liegen, sind diese

Daten nur bedingt

aussagekriftig.
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Die Konzentrationen der ermittelten Zytokine in den Kulturiiberstdnden der stimulierten und
unstimulierten ingestierenden Alveolarmakrophagen unterschieden sich nicht fast nicht.
Lediglich die Latexpartikel ingestierenden Alveolarmakrophagen, die 24 Stunden nach
Thoraxtrauma isoliert wurden, sezernierten durch die PMA-Stimulation signifikant mehr

MIP-1- und die CINC-1 in den Kulturiiberstidnden, als unstimuliert.

3.2.5 Freisetzung von loslichem Fas-Ligand (sFasL) durch Alveolarmakrophagen
(AM®) wiahrend der Phagozytose bzw. Efferozytose

Um zu iberpriifen, ob der Anstieg der sFasL.-Konzentration im Kulturiiberstand der AM®
(Abb. 6) durch die Phagozytose der unterschiedlichen Materialien mit dem dadurch
verdnderten Zytokinspiegel beeinflusst wird, wurden in den Kulturiiberstinden auch die
Konzentrationen von sFasL mittels ELISA ermittelt. Sowohl in Kulturiiberstinden, in denen
die AM® nicht stimuliert wurden, als auch in den Kulturiiberstinden mit PMA-stimulierten
AM® konnte ohne die Zugabe von zu phagozytierendem Material ein signifikanter Anstieg

der sFasL-Konzentration 24 Stunden nach Thoraxtrauma nachgewiesen werden

(Abb. 21A+B).
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Abb. 21 Konzentrationen des loslichen Fas-Ligand (sFasL) in Alveolarmakrophagen (AM®) -
Kulturiiberstinden

AM® wurden 2 und 24 Stunden (h) nach Kontrollbehandlung bzw. Thoraxtrauma isoliert und 90 Minuten bei
37°C und 5% CO, mit Latexpartikeln (beads), apoptotischen neutrophilen Granulozyten (PMN), apoptotischen
Alveolar Typ 2 (AT2)-Epithelzellen oder nur mit Medium (@) inkubiert. Die sFasL-Konzentrationen wurden im
unstimulierten (A) und mit Phorbol-12-myristate-13-acetate stimulierten (25 ng/ml PMA) (B) AM®-
Kulturiiberstand bestimmt. Mittelwert + Standardfehler von n=4-5 Ratten pro Gruppe. *p<0,05 wvs.
entsprechende Kontrolle, #p<0,05 vs. entsprechendes Thoraxtrauma mit apopt. AT2 Zellen, $p<0,05 vs.
entsprechende Kontrolle mit apopt. PMN, $p<0,05 vs. entsprechendes Thoraxtrauma mit apopt. PMN. (Two-
Way ANOVA)

Die Zugabe von apoptotischen PMN fiihrte zu signifikant hoheren sFasL-Konzentrationen in

AM®O®-Kulturiiberstdnden, die 2 Stunden nach Thoraxtrauma in Kultur genommen wurden
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sowohl gegeniiber AM®, die 2 Stunden nach Thoraxtrauma nur mit Medium, als auch
gegeniiber AM®, die mit Latexpartikeln oder mit apoptotischen AT2-Zellen inkubiert
wurden. Die Zugabe von Latexpartikeln zu AM®, die 2 Stunden nach Thoraxtrauma isoliert
wurden, filhrte zu  signifikant niedrigeren  sFasL-Konzentrationen in  den
AM®O®-Kulturiiberstidnden, als sie in Kulturiiberstinden mit dem Zusatz von apoptotischen

AT2-Zellen nachweisbar waren.

3.2.6 Surfactant-Proteine (SP) in der bronchoalveoliren Lavage (BAL)

Die opsonierende Wirkung des Surfactants der Lunge beruht auf den Surfactant-Proteinen
SP-A und SP-D. Da beide Collectine sowohl bei der Aufnahme von korperfremdem Material
als auch von apoptotischen Zellen eine wichtige Rolle spielen, wurden sie in den 6, 24 und 48
Stunden nach Thoraxtrauma oder Kontrollbehandlung gewonnenen bronchoalveoldren

Lavagen mittels Western Blot analysiert.

A 6h 24 h 48 h
Sham TxT Sham TxT Sham TxT

e . A

B-Actin P T '-—-d
1,2
B I:I Kontrolle

1,0 . Thoraxtrauma

0,81 T ‘{

SP-A Western Blot
[relative intensity]
(=]

o

6h 24h 48 h

Abb. 22 Surfactant-Protein A-Nachweis (SP-A) in der Bronchoalveoliren Lavage (BAL)

6, 24 und 48 Stunden (h) nach Thoraxtrauma (TxT) bzw. Kontrollbehandlung (Sham) wurde die BAL
gewonnen. SP-A wurde in der BAL mittels Western Blot nachgewiesen. (A) Reprédsentative Western
Blots. (B) Die SP-A-Konzentrationen in relativer Intensitdt, d.h. die densitometrisch ermittelte Intensitét
(IDT) der SP-A-Western-Blot-Banden normalisiert auf die IDT-Werte von B-Actin. Mittelwert +
Standardfehler von n=10-12 Ratten pro Gruppe. *p<0,05 vs. entsprechende Kontrolle (ANOVA)

Die SP-A-Konzentrationen in der BAL der Traumatiere waren tendenziell zu allen drei

Zeitpunkten gegeniiber denen der Kontrolltiere erniedrigt. 24 Stunden nach Thoraxtrauma
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verringerten sich die SP-A-Konzentrationen signifikant auf etwa die Haélfte der in
Kontrolltieren nachweisbaren Konzentrationen (Abb. 22).

Auch die Konzentrationen von SP-D nahmen nach dem Thoraxtrauma in der BAL ab. Hier
konnte 6 Stunden nach Thoraxtrauma eine starke Reduktion auf ein Drittel der SP-D-
Konzentrationen, die in der BAL aus Kontrolltieren ermittelt wurde, nachgewiesen werden.
24 Stunden nach Thoraxtrauma waren die Konzentrationen von SP-D bereits wieder auf
Werte in Hohe der Konzentrationen der BAL aus Kontrolltiere hochreguliert (Abb. 23). Auch

48 Stunden nach Thoraxtrauma blieben die SP-D-Konzentrationen weiter auf diesem Niveau.
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Abb. 23 Surfactant-Protein D-Nachweis (SP-D) in der Bronchoalveoliren Lavage (BAL)

6, 24 und 48 Stunden (h) nach Thoraxtrauma (TxT) bzw. Kontrollbehandlung (Sham) wurde die BAL
gewonnen. SP-D wurde in der BAL mittels Western Blot nachgewiesen. (A) Reprisentative Western Blots.
(B) Die SP-D-Konzentrationen in relativer Intensitét, d.h. die densitometrisch ermittelte Intensitdt (IDT) der
SP-D-Western-Blot-Banden normalisiert auf die IDT-Werte von B-Actin. Mittelwert + Standardfehler von
n=10-12 Ratten pro Gruppe. *p<0,05 vs. entsprechende Kontrolle (ANOVA)

3.2.7 Fractalkine-Konzentrationen in der bronchoalveoliren Lavage (BAL)

Die Freisetzung von Fractalkine durch apoptotische Zellen wirkt chemotaktisch auf
Makrophagen und fordert die Phagozytose von apoptotischen Zellen durch Makrophagen. Die
Fractalkine-Konzentrationen wurden in der BAL, die 6, 24 und 48 Stunden nach
Thoraxtrauma bzw. Kontrollbehandlung gewonnen wurde, mittels ELISA analysiert
(Abb. 24). Bereits 6 Stunden nach Thoraxtrauma konnten erhdhte Fractalkine-

Konzentrationen in der BAL nachgewiesen werden. 24 Stunden nach Thoraxtrauma stiegen
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die Fractalkine-Konzentrationen weiter auf das Doppelte der Konzentrationen, die in der BAL
aus Kontrolltieren ermittelt werden konnte. Danach kam es zum Absinken, so dass nach
48 Stunden nur noch eine geringe Differenz zwischen den Fractalkine-Konzentrationen der

BAL aus traumatisierten Tieren und BAL aus Kontrolltieren festgestellt werden konnte.
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Abb. 24 Fractalkine-Konzentration in der bronchoalveoliren Lavage (BAL)

Die BAL wurde 6, 24 und 48 Stunden (h) nach Kontrollbehandlung bzw. Thoraxtrauma isoliert. Die
Fractalkine-Konzentrationen wurden mittels ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) bestimmt.
Mittelwert + Standardfehler von n=4-5 Ratten pro Gruppe. *p<0,05 vs. entsprechender Kontrolle,
#9<0,05 vs. Thoraxtrauma 6 h und 48 h, $p<0,05 vs. Kontrolle 6 h und 48 h (ANOVA)

3.2.8 In vivo-Phagozytoseaktivitiit der Alveolarmakrophagen (AM®) nach
intratrachealer Instillation von opsonierten Latexpartikeln

Nachdem in vitro eine tendenzielle Steigerung der phagozytotischen Aktivitit der AM®
gegeniiber Latexpartikeln festgestellt werden konnte und die Analyse der BAL zeigte, dass
die Konzentrationen der beiden phagozytosefordernden Collectine SP-A- und SP-D nach
einem stumpfen Thoraxtrauma absinken, die Konzentration des ebenfalls die Phagozytose
fordernden Fractalkines jedoch ansteigen, sollte in vivo die Effektivitit der Phagozytose der
AMO®O nach einem Thoraxtrauma untersucht werden. Dazu wurden Ratten 2 bzw. 24 Stunden
nach Thoraxtrauma bzw. Kontrollbehandlung opsonierte FITC-gelabelte Latexpartikel
intratracheal instilliert. Die Zahl der AM® mit ingestierten Latexpartikel wurde nach
2,5 Stunden in der BAL durchflusszytometrisch bestimmt. Bereits 2 Stunden nach dem
Thoraxtrauma nahm der Anteil von phagozytierenden AM® an der Gesamtzahl der mittels
BAL isolierten AM® gegeniiber dem der aus Kontrolltieren isolierten ab (Abb. 25). Von den
AMO®, die 24 Stunden nach dem Thoraxtrauma entnommen wurden, hatten signifikant

weniger, ndmlich nur etwa 20 Prozent der AM®, Latexpartikel ingestiert.
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Abb. 25 In-vivo Phagozytose

Mainnlichen CD-Ratten wurde 2 bzw. 24 Stunden (h) nach Kontrollbehandlung bzw. Thoraxtrauma
opsonierte FITC-gelabelte Latexpartikel intratracheal instilliert. Nach 2,5 h wurden die Ratten get6tet und
die AM® mittels bronchoalveoldrer Lavage gewonnen. Die Phagozytose-Aktivitit wurde sowohl
fluoreszenzmikroskopisch (400-fache VergroBerung) als auch durchflusszytometrisch ermittelt. Mittelwert
+ Standardfehler von n=4-9 /Gruppe. *p<0,05 vs. entsprechende Kontrolle (Two-Way ANOVA)

3.2.9 Surfactant-Protein D - mRNA-Expression in Alveolar-Typ 2 Epithelzellen
(AT2-Zellen)

Um die Expression von SP-D auf mRNA-Ebene mittels RT-PCR zu analysieren, wurden die
AT2-Zellen nach ihrer Isolation lysiert, aufgereinigt, transkribiert und die cDNA anhand der
Amplifikation in der RT-PCR nachgewiesen.

Zwei Stunden nach dem Thoraxtrauma stieg die Expression von SP-D in den isolierten AT2-
Zellen signifikant um den Faktor 2 gegeniiber den AT2-Zellen der Kontrolltiere. 24 Stunden
nach dem Thoraxtrauma war die Expression von SP-D unter die Hélfte der m-RNA-

Expressionshohe der AT2-Zellen aus Kontrolltieren zuriickgefallen (Abb. 26).
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Abb. 26 Surfactant Protein D (SP-D)-mRNA-Expression der Alveolar Typ 2 (AT2)-Epithelzellen
Die AT2-Zellen wurden 2 und 24 Stunden (h) nach Kontrollbehandlung bzw. Thoraxtrauma isoliert. Die
SP-D-mRNA Expression dieser Zellen wurde mittels RT-PCR analysiert. Die Werte sind auf das
Housekeeping-Gen Beta-2-Microglobulin normalisierte Mittelwerte der relativen Expression =
Standardfehler von n=6-10 Ratten pro Gruppe. *p<0,05 vs. entsprechende Kontrolle (ANOVA)

3.2.10 Zytokin-Konzentrationen in der bronchoalveoliren Lavage nach
intratrachealer Instillation von opsonierten Latexpartikeln

Wie unter 3.2.8 beschrieben, konnte nach der Induktion eines Thoraxtraumas eine prozentuale
Abnahme an phagozytotisch aktiven AM® in vivo anhand der intratrachealen Instillation von
opsonierten Latexpartikeln festgestellt werden. Eine reaktive Anderung der Sekretion von
Zytokinen und Chemokinen auf die Instillation bzw. auf die Phagozytose der opsonierten
Latexpartikel im bronchoalveoldren Kompartiment sollte durch die Untersuchung der BAL
auf einige pro-inflammatorische Zytokine und Chemokine ermittelt werden. Die
Konzentrationen von TNF-a, IL-1p, CINC-1, MCP-1, RANTES und IL-6 wurden in der BAL
von Tieren mit und ohne Instillation von Latexpartikeln 2 und 24 Stunden nach Thoraxtrauma
bzw. Kontrollbehandlung mittels Multiplex analysiert.

Die Konzentration von TNF-a in der BAL stieg durch die Instillation von opsonierten
Latexpartikeln sowohl in den traumatisierten als auch in den Kontroll-Tieren um ein
Vielfaches an (Abb. 27A). Zwischen BAL aus traumatisierten Tieren und Kontrolltieren
konnte weder zum 2-Stunden, noch zum 24-Stundenzeitpunkt ein signifikanter Unterschied
festgestellt werden.

IL-1B war in der BAL nicht-instillierter Tiere 24 Stunden nach dem Thoraxtrauma
nachweisbar (Abb. 27B). Erst durch die Instillation der Latexpartikel konnte zwei Stunden
nach der Thoraxtrauma und Kontrollbehandlung IL-1B in Konzentrationen iiber der

Nachweisgrenze festgestellt werden. Dabei waren die IL-1B-Konzentrationen der BAL aus
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Abb. 27 TNF-a—, IL-1B- und CINC-1-Konzentrationen in der bronchoalveoliren Lavage (-beads)

und in der bronchoalveoliren Lavage nach Instillation von Latexpartikeln (+beads)
Zwei und 24 Stunden nach Kontrollbehandlung bzw. Thoraxtrauma wurden 1x108 FITC-gelabelte
Latexpartikel in 1 ml PBS intratracheal instilliert. Parallel wurde jeweils eine Kontrollinstillation mit PBS
an kontrollbehandelten und Thoraxtrauma-Tieren durchgefiihrt. 2,5 Stunden nach Instillation wurde eine
bronchoalveolidre Lavage (BAL) durchgefiihrt. In der BAL wurden die TNF-a-, IL-1B- und CINC-1-
Konzentrationen mittels Multiplex bestimmt. Mittelwert = Standardfehler von n=4-9 Ratten pro Gruppe.
*p<0,05 vs. entsprechende Kontrolle, $p<0,05 vs. entsprechende Kontrolle ohne Latexpartikel, #p<0,05 vs.
entsprechendes Thoraxtrauma ohne Latexpartikel, $p<0,05 vs. entsprechende Thoraxtrauma 24 h, (Two-
Way ANOVA) (n.n. = nicht nachweisbar)

Thoraxtraumatieren zu diesem Zeitpunkt viermal so hoch wie diejenigen der BAL aus dem
Kontrolltieren. Nach 24 Stunden sank die IL-1B-Konzentration in der BAL von Tieren mit

Kontrollbehandlung und Latexpartikel-Instillation unter die Nachweisgrenze. Im Gegensatz
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dazu fiihrte die Instillation der Latexpartikel in der BAL traumatisierter Tieren zu einem 20-
fachen Anstieg der IL-1B-Konzentration gegeniiber den BAL-Konzentrationen
traumatisierter, jedoch nicht instillierter Tieren.

Der Gehalt an CINC-1 in der BAL verdoppelte sich 2 Stunden nach dem Thoraxtrauma
(Abb. 27C). 24 Stunden nach dem Thoraxtrauma erhohte sich der Gehalt auf das 3-fache der
CINC-1-Konzentration der BAL aus Kontrolltieren. Durch die zusitzliche Instillation der
Latexpartikel kam es zu beiden Zeitpunkten zur Vervielfachung dieser Konzentrationen,
wobei die Differenz zwischen BAL aus traumatisierten Tieren und BAL aus Kontrolltieren
erhalten blieb.

2 Stunden und 24 Stunden nach der Induktion des Thoraxtraumas stiegen auch die
Konzentrationen an MCP-1 in der BAL an (Abb. 28A). Zwei Stunden nach der Intervention
war die Differenz der MCP-1-Konzentrationen zwischen BAL aus traumatisierten Tieren und
BAL aus Kontrolltieren minimal. 24 Stunden danach fiihrte das Thoraxtrauma zu einem
Anstieg um den Faktor 30. Die Instillation der Latexpartikel steigerte die Freisetzung von
MCP-1 in die BAL in Thoraxtraumatieren nach 2 Stunden um das Vierfache. Auch
24 Stunden nach der Induktion des Thoraxtraumas konnte eine Erhohung der Konzentration
durch die Instillation um ca. die Hélfte beobachtet werden.

Die Konzentrationserhohung von RANTES 2 Stunden nach einem Thoraxtrauma wurde durch
die Instillation von opsonierten Latexpartikeln auf das Doppelte verstirkt (Abb. 28B). Bei
Instillation der Latexpartikel 24 Stunden nach dem Thoraxtrauma konnte eine tendenzielle
Absenkung des Gehalts an RANTES gegeniiber der Konzentration der Kontroll-BAL auf die
Hilfte festgestellt werden.

Die Konzentrationen von IL-6 in der BAL aus Tieren, denen keine Latexpartikel instilliert
wurden, waren mit Ausnahme der BAL aus 24 Stunden-Traumatieren unter der
Nachweisgrenze des verwendeten Multiplexes (Abb. 28C). 24 Stunden nach Thoraxtrauma
konnte ein klares Ansteigen der IL-6-Konzentration auf ca. 200 pg/ml nachgewiesen werden.
Mit der Instillation der Latexpartikel stiegen sdmtliche Werte {iber die Nachweisgrenze. Nach
2 Stunden erhohte sich die IL-6-Konzentration von kontrollbehandelten zu traumatisierten
Tieren durch die zusitzliche Instillation der Latexpartikel um das Sechsfache. Nach 24

Stunden induzierte das Thoraxtrauma eine Steigerung um den Faktor 10.
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Abb. 28 MCP-1-, RANTES- und IL-6-Konzentrationen in der bronchoalveoliren Lavage (-beads)
und in der bronchoalveoliiren Lavage nach Instillation von Latexpartikeln (+beads)

Zwei und 24 Stunden nach Kontrollbehandlung bzw. Thoraxtrauma wurden 1x108 FITC-gelabelte
Latexpartikel in 1 ml PBS intratracheal instilliert. 2,5 Stunden nach Instillation wurde eine
bronchoalveoldre Lavage (BAL) durchgefiihrt. In der BAL wurden die MCP-1-, RANTES- und IL-6-
Konzentrationen mittels Multiplex bestimmt. Mittelwert + Standardfehler von n=4-9 Ratten pro Gruppe.
*p<0,05 vs. entsprechende Kontrolle, $p<0,05 vs. entsprechende Kontrolle ohne Latexpartikel, #p<0,05 vs.
entsprechendes Thoraxtrauma ohne Latexpartikel, $p<0,05 vs. entsprechende Thoraxtrauma 24 h, (Two-
Way ANOVA) (n n. = nicht nachweisbar)
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3.2.11 In vitro-Phagozytoseaktivitiit der Alveolarmakrophagen nach Behandlung
mit Schwefelwasserstoff (H,S)

Nach Induktion des Thoraxtraumas bzw. der Kontrollbehandlung wurden die Ratten in den
Expositionskammern 6 Stunden H,S ausgesetzt. Entsprechend behandelte Kontrolltiere
wurden parallel in Raumluft gehalten. Die AM® wurden 6, 24 und 48 Stunden nach dem
Eingriff durch eine BAL entnommen. Die 48 Stunden nach dem Thoraxtrauma auftretende
signifikante Differenz zwischen dem Anteil phagozytoseaktiver AM® aus traumatisierten und
aus nicht traumatisierten Ratten wurden durch eine leichte Steigerung der
Phagozytoseaktivitit der AM® aus Kontrolltieren durch die H,S-Behandlung aufgehoben
(Abb. 29).

N
(=]

I:I Kontrolle

. Thoraxtrauma

— —
[} W
I I
*

Anteil phagozytoseaktiver AM® nach
Inkubation mit Latexpartikeln [%]
(9]
H

Abb. 29 Phagozytose-Aktivitit von Alveolarmakrophagen (AMO) nach
Schwefelwasserstoff (H,S)-Exposition

Mannliche CD-Ratten wurden einem Thoraxtrauma oder einer Kontrollbehandlung unterzogen und
danach fiir 6 Stunden 100 ppm H,S- oder Kontroll (RL)-Gas exponiert. Die AM® wurden 6, 24 und
48 Stunden (h) nach Kontrolleingriff bzw. Thoraxtrauma isoliert und in einem Verhéltnis von 1:10 90
Minuten bei 37°C und 5% CO, mit FITC-gelabelten Latexpartikeln inkubiert. Die Phagozytose-Aktivitét
wurde im Durchflusszytometer ermittelt. Mittelwert = Standardfehler von n=8-10 Ratten pro Gruppe,
*p<0,05 vs. entsprechende Kontrolle. (Two-Way ANOVA)
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4 Diskussion

Das stumpfe Thoraxtrauma stellt eine der hiufigsten Verletzungen bei Verkehrsunfillen dar.
Durch die Beteiligung der Lunge kommt es bei polytraumatisierten Patienten mit einer
erhohten Wahrscheinlichkeit zu respiratorischem Versagen [198]. Ebenso steigt die
Mortalititsrate signifikant an, wenn im Verletzungsmuster eine Beeintrachtigung der Lunge
vorliegt [58].

Um in diesem Zusammenhang die Auswirkungen des Thoraxtraumas auf das Fas/sFasL-
Systems und dessen Einfluss auf das Entziindungsgeschehen in der Lunge zu ermitteln, wurde
das etablierte Thoraxtraumamodell der Ratte genutzt [85,87,178]. Auch fiir die Bestimmung
der Auswirkungen des stumpfen Thoraxtraumas auf die Phagozytoseaktivitit von
Alveolarmakrophagen wurde dieses Modell eingesetzt.

Zusammenfassend kann aus den in dieser Arbeit dargestellten Experimenten eine Aktivierung
des Fas/FasL-Systems durch die Induktion eines Thoraxtraumas festgestellt werden. Diese
zeigte sich in der erhdhten Abgabe von Fas-Ligand durch die Alveolarmakrophagen und einer
Herabsetzung der Anzahl von Fas wund Fas-Ligand auf der Oberfliche der
Alveolarmakrophagen. FEine konzentrationsabhdngige Apoptose induzierende Wirkung
konnte von l6slichem Fas-Ligand auf Alveolar-Typ 2 Epithelzellen nachgewiesen werden.
Dagegen bewirkte 16slicher Fas-Ligand auf Alveolarmakrophagen eine verstirkte Sekretion
von pro-inflammatorischen Zytokinen.

Durch die Induktion eines Thoraxtraumas konnte eine Erhdhung der Efferozytose-Aktivitit
der Alveolarmakrophagen in vitro gegeniiber apoptotischen Alveolar-Typ 2 Epithelzellen
festgestellt werden. Die Aufnahme von apoptotischen neutrophilen Granulozyten wurde nur
nach zusétzlicher Stimulation mit PMA gesteigert. Durch die Interaktion mit apoptotischen
Zellen wurde die pro-inflammatorische Reaktion der Alveolarmakrophagen nach einem
Thoraxtrauma abgeschwicht. Die Aufnahme von opsonierten Latexpartikeln nach
Thoraxtrauma war in vitro nur tendenziell erhoht. Hingegen konnte nach Instillation von
opsonierten Latexpartikeln in die Lunge in vivo eine verminderte Aufnahme der Partikel
durch Alveolarmakrophagen nach Thoraxtrauma nachgewiesen werden. Gleichzeitig konnte
ein Anstieg pro-inflammatorischer Zytokine in der bronchoalveoldren Lavage nachgewiesen
werden.

Auch die Fractalkine-Konzentrationen in der bronchoalveoliren Lavage stiegen nach

induziertem Thoraxtrauma an. Dagegen waren die Konzentrationen von Surfactant-Protein-A
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und -D nach einem Thoraxtrauma in der bronchoalveoldren Lavage deutlich geringer als die
in bronchoalveoldrer Lavage aus Kontrolltieren.

Die Untersuchung der Auswirkungen einer posttraumatischen Inhalation von
Schwefelwasserstoff auf die Efferozytose-Aktivitdt der Alveolarmakrophagen zeigte nur
einen minimal hemmenden Effekt des Gases.

Im Nachfolgenden werden die Ergebnisse in einzelnen Kapitel diskutiert.

4.1 Die Rolle der Fas/FasL-Expression von Alveolar-Typ 2 Epithelzellen
(AT2-Zellen) und Alveolarmakrophagen (AM®) nach Thoraxtrauma

Die Alveolar-Typ 2 Epithelzellen spielen als Vorlauferzellen der
Alveolar-Typ 1 Epithelzellen und als Speicher- und Syntheseort von Surfactant eine wichtige
Rolle in der Aufrechterhaltung der Homoostase der Lunge [14,53,201]. In friiheren
Untersuchungen konnte bereits nachgewiesen werden, dass es nach einem stumpfen
Thoraxtrauma zu einer Reduktion der Zahl an vitalen Alveolar-Typ 2 Epithelzellen im
Alveolarepithel durch Apoptose kommt [178]. Parallel zum dort nachgewiesenen Anstieg der
Aktivitdit der Initiator-Caspase 8 in den Alveolar-Typ 2 Epithelzellen zeigte sich in der
vorliegenden Arbeit schon frith nach dem Thoraxtrauma eine Funktionseinschrinkung der
Alveolar-Typ 2 Epithelzellen. Bereits 6 Stunden nach Induktion des Traumas sanken die
Surfactant-Protein-A- und SP-D-Konzentrationen in der bronchoalveoldren Lavage ab. Diese
Reduktion kann nicht nur zur Verminderung der Phagozytose von apoptotischen Zellen oder
Mikroorganismen  durch  Alveolarmakrophagen  fiihren [194,204,205] (s.u.); die
eingeschrinkte Produktion von Surfactant-Protein-A kann dariiberhinaus zur Hemmung der
Wiederaufnahme iiberschiissigen Surfactants bzw. der Hauptkomponente
Dipalmitoylphosphatidylcholin der Phospholipide aus der BAL durch die Alveolar-
Typ 2 Epithelzellen fiihren [88]. Hierzu konnte bereits Obertacke et al. eine durch Kontusion
der Lunge hervorgerufene Einschrankung der Surfactant-Funktion nachweisen [138].

Die hier nachgewiesene Apoptose induzierende Wirkung von Fas-Ligand auf Alveolar-
Typ 2 Epithelzellen 1ldsst darauf schlieBen, dass I16slicher Fas-Ligand, der in der
bronchoalveoldren Lavage zu allen Zeitpunkten nach Thoraxtrauma signifikant erhdht
nachgewiesen werden konnte [178], als Induktor der Apoptose in den Alveolar-
Typ 2 Epithelzellen  fungiert. Bereits Mizuta et al. beschrieben, dass von
Alveolarmakrophagen  abgegebener Fas-Ligand die Fas-bedingte = Apoptose in
Lungenepithelzellen hervorrufen kann [127]. Um den Beitrag der Alveolarmakrophagen zur

Auslosung der extrinsischen Apoptose-Kaskade in den Alveolar-Typ 2 Epithelzellen iiber Fas

75



Diskussion

zu ermitteln, wurde Fas-Ligand auf der Zelloberfldche, die Fas-Ligand-mRNA-Expression
und die Konzentrationen von l6slichem Fas-Ligand in Kulturiiberstinden von
Alveolarmakrophagen nach Thoraxtrauma analysiert. Die friih nach dem Thoraxtrauma in den
Kulturiiberstdnden der Alveolarmakrophagen nachgewiesene erhohte Abgabe des 16slichen
Fas-Ligand-Proteins steht im Einklang mit einem friihen Anstieg von Fas-Ligand-mRNA in
den  Alveolarmakrophagen. Auch die Reduktion von Fas-Ligand auf der
Alveolarmakrophagenoberfliche deutet auf eine gesteigerte Abspaltung von Fas-Ligand in
die bronchoalveoldre Lavage hin. Durch die Wirkung von Metalloproteinasen, wie dem
konstitutiv von Alveolar-Typ 2 Epithelzellen exprimierten ADAMI10 [38] oder den Matrix-
Metalloproteinasen MMP 3 und MMP 7, kommt es zur Abspaltung der membrangebundenen
Form von Fas-Ligand und somit zur Bildung des 16slichem Fas-Ligand [131,172,121,207].
Auch nach LPS-Stimulation konnte von Mizuta et al. eine Steigerung der Abgabe von
16slichem Fas-Ligand durch monozytire Zellen nachgewiesen werden [127]. Aufgrund der
Ergebnisse der vorliegenden Arbeit kann als Quelle der hohen Konzentration an 16slichem
Fas-Ligand in der BAL [178] die Alveolarmakrophagen-Population angenommen werden.
Die durchflusszytometrische Analyse von Fas auf der Oberflache der Alveolarmakrophagen
zeigte, dass Fas konstitutiv exprimiert wird. Diese grundlegende Expression entspricht den
Angaben von Matute-Bello et al.[122]. Die in Alveolarmakrophagen friihzeitig nach
Thoraxtrauma auftretende Abnahme sowohl der Fas-mRNA- als auch der Fas-Protein-
Expression auf der Oberflache, konnte eine selbstregulierende Schutzfunktion gegen eine
autokrine Induktion der Apoptose in den Alveolarmakrophagen durch 16slichen FasL
darstellen.  Der  anschlieBende  Anstieg der Fas-mRNA-Expression in  den
Alveolarmakrophagen spiegelt sich nicht auf der Zelloberfliche in Form des Fas-Proteins
wider. Dies konnte auf eine Internalisierung des Fas-Proteins nach Kontakt mit dem in der
bronchoalveoldre Lavage vorliegenden 16slichen Fas-Liganden zuriickzufiihren sein [26,109]
oder auf die Abgabe des Fas-Proteins als 1osliches Protein in den bronchoalveoldren
Raum [28,191].

Bei Alveolar-Typ 2 Epithelzellen konnte bereits Fine et al. auf der Oberfliche einer
Subpopulation unbehandelter Mause Fas-Proteine immunhistochemisch nachweisen [51]. In
Untersuchungen humaner Epithelzellen der Bronchiolen von Nakamura et al. zeigte sich
ebenfalls eine konstitutive Fas-mRNA-Expression, die mit konstitutiver Fas-Protein-
Expression auf der Oberfliche der Zellen korrelierte [132]. Auch in dieser Studie
exprimierten ca. 50 Prozent der isolierten vitalen Alveolar-Typ 2 Epithelzellen das Fas-

Protein auf ihrer Zelloberflache. Durch die Induktion eines Thoraxtraumas wurde dieser
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prozentuale Anteil an Fas-positiven Alveolar-Typ 2 Epithelzellen nicht verdndert. Dagegen
wurde die Fas-mRNA-Expression in Alveolar-Typ 2 Epithelzellen friith nach dem
Thoraxtrauma hochreguliert, was auf die vermehrt in der bronchoalveoldren Lavage
nachweisbaren pro-inflammatorischen Zytokine zuriickzufiihren ist. Durch Priinkubation mit
TNF-a und IFN-y konnte ein Anstieg der Fas-Expression von Hagimoto et al. in humanen
bronchioldren Epithelzellen induziert werden [66]. Die Diskrepanz zwischen der Fas-Protein-
Expressions- und der Fas-mRNA-Expressions-Anderung kénnte #hnlich wie bei den
Alveolarmakrophagen darauf zuriickzufiihren sein, dass es nach der Interaktion des
Fas-Proteins mit dem nach Thoraxtrauma vermehrt (s.0.) vorkommenden 16slichen Fas-
Liganden zur Internalisierung des Fas-Proteins kommt und dies daher nicht mehr auf der
Zelloberfliche nachgewiesen werden kann [26,109]. Auch die Abgabe des Fas-Proteins als
16slicher Rezeptor konnte den Anstieg von Fas auf RNA-Ebene in den Alveolar-
Typ 2 Epithelzellen erkldren [28,191]. Nach minimalen Schwankungen der FasL-mRNA-
Expressionen in den Alveolar-Typ 2 Epithelzellen 4 und 16 Stunden nach dem Thoraxtrauma
wurde 24 Stunden nach  Thoraxtrauma ein  signifikantes  Absinken  der
FasL-mRNA-Expression auf ein Drittel der Expression in Alveolar-Typ 2 Epithelzellen der
Kontrolltiere nachgewiesen. Der, in vorhergehenden Studien nachgewiesene, kontinuierliche
Anstieg der Fas-Ligand-Konzentration in der bronchoalveoliren Lavage [178] iiber 48
Stunden kann somit nicht auf die Alveolar-Typ 2 Epithelzellen zuriickgefiihrt werden. Die
Abnahme der FasL-mRNA-Expression stellt somit eine regulative Antwort der Alveolar-
Typ 2 Epithelzellen auf den ansteigenden Fas-Ligand-Spiegel im bronchoalveolédren
Kompartiment dar. Im Gegensatz zu Nakamura et al., die auf humanen Epithelzellen des
Bronchoalveolarraums keine konstitutive FasL-Protein-Expression =~ nachweisen
konnten [132], wurde hier auch auf der Zelloberfliche der Alveolar-Typ 2 Epithelzellen der

Kontrolltiere FasL. nachgewiesen.

4.2 Die Bedeutung von loslichem Fas-Ligand fiir das posttraumatische
inflammatorische Geschehen in der Lunge

Der Beitrag von l16slichem Fas-Ligand an der Inflammationsreaktion nach stumpfem
Thoraxtrauma  wurde anhand isolierter = Alveolarmakrophagen und  Alveolar-
Typ 2 Epithelzellen untersucht. Dazu wurden Alveolarmakrophagen und Alveolar-
Typ 2 Epithelzellen aus Traumatieren und Kontrolltieren isoliert und mit ldslichem Fas-
Ligand koinkubiert. Die Fahigkeit des eingesetzten loslichen Fas-Liganden, Apoptose

auszulosen, wurden ebenfalls in beiden Zelltypen tiberpriift.
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Die bereits durch das Thoraxtrauma induzierte erhdhte Sekretion des pro-inflammatorischen
Zytokins IL-6 durch Alveolarmakrophagen wurde durch die Stimulation mit l9slichem Fas-
Ligand zusdtzlich erhoht. Zusammen mit der nachgewiesenen Reduktion des anti-
inflammatorischen IL-10 durch die Stimulation mit loslichem Fas-Ligand zeigten diese
Ergebnisse die pro-inflammatorische Wirkung, welche 16slicher Fas-Ligand tiber die Bindung
an Fas auf Alveolarmakrophagen ausiibt. Ahnliches konnten Park et al. in unbehandelten
humanen Monozyten und MDM (monocyte derived macrophages) beobachten. Die Fas-
Aktivierung erfolgte hierbei durch den Fas-aktivierenden Antikérper CH-11 und fiihrte
ebenfalls zu einer pro-inflammatorischen Reaktion der mononukledren Zellen, allerdings in
Form einer erhohten TNF-o und IL-8-Abgabe [143]. Durch die Injektion von Fas-Ligand
exprimierenden Zellen in die Peritonealh6hle konnten auch Umemura et al. zeigen, dass es
tiber die Ligation von zellgebundenen FasL an Fas zur Induktion einer vermehrten Sekretion
pro-inflammatorischer Zytokine, wie IL-1 und auch IL-6, IL-17, IL-18 kommt [202].

Der 16sliche Fas-Ligand fiihrte bei keiner der in der Zellkultur eingesetzten Konzentrationen
zur Erhéhung der Apoptoserate der Alveolarmakrophagen. Vielmehr blieb der Anteil an
apoptotischen Alveolarmakrophagen in der Zellkultur bei ca. 10 Prozent. Bereits Park et al.
beschrieben die unterschiedliche Aktivierbarkeit verschiedener monozytirer Zellen durch
16slichen Fas-Ligand [143]. Die Autoren schlossen dabei auf eine reifungsabhingige Fas-
Signaltransduktion. Es konnte gezeigt werden, dass es nach Fas-Ligation auf Monozyten zur
Apoptose-Induktion und begleitender Zytokinfreisetzung kommt. Aus Monozyten
differenzierte Makrophagen reagieren auf die Ligation von Fas mit Fas-Ligand ebenfalls mit
der Sekretion von pro-inflammatorischer Zytokine, jedoch kommt es nicht zur Apoptose-
Induktion [143]. Wéhrend die Fas induzierte Zytokinfreisetzung der Monozyten durch
Caspase-Inhibitoren hemmbar ist, ist sie bei Makrophagen caspaseunabhéngig [143]. Dieser
nicht Apoptose induzierende Effekt der Fas-Ligation konnte bei vielen Zellen nachgewiesen
werden und wurde bei Ahn et al. mit einer moglichen Verschiebung des Verhéltnisses von
cFLIP zu Caspase zugunsten von cFLIP nach der Ligation von loslichem FasL an
Fibroblasten erklart [S]. Lee et al. fiihrten die Inhibition des Apoptose-Signalwegs nach Fas-
Ligation ebenfalls auf den Death-Inducing Signaling Complex (DISC) zuriick [109]. Die
Internalisierung vieler nach Fas-Ligation entstandener DISCs in die Zelle fiihrt danach zur
Aktivierung des Apoptose-Signalwegs. Kommt es zur Fas-Ligation ohne anschlieende
Internalisierung der DISCs werden die nichtapoptotischen Signalwege aktiviert [109].
Matsumoto et al. beschreiben ebenso die durch Fas-Ligation induzierte Produktion des auf

neutrophile Granulozyten chemotaktisch wirkenden IL-8 durch HEK293-Zellen als einen
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Caspase 8-, FADD-, JNK (c-Junc N-terminale Kinase)- und AP-1 (Activator-protein 1)-
abhingigen Prozess [120].

Bei Alveolar-Typ 2 Epithelzellen konnte, dhnlich wie bei den Alveolarmakrophagen, eine
durch das stumpfe Thoraxtrauma hervorgerufene Aktivierung und eine signifikant erhohte
Sekretion von IL-6, und MCP-1 nachgewiesen werden. Im Gegensatz zu den
Alveolarmakrophagen  konnte  hier  jedoch  keine  weitere =~ Erhohung  der
Zytokinkonzentrationen im AT2-Zellkulturiiberstand durch eine zusitzliche Stimulation mit
16slichem Fas-Ligand nachgewiesen werden. Da weder in Kulturiiberstinden von Alveolar-
Typ 2 Epithelzellen aus kontrollbehandelten Tieren noch in Kulturiiberstinden von Alveolar-
Typ 2 Epithelzellen aus traumatisierten Tieren eine Verdnderung der Zyokinkonzentrationen
durch Zugabe des l16slichen Fas-Ligand nachzuweisen war, ist anzunehmen, dass die
Zytokinsekretion der Alveolar-Typ 2 Epithelzellen auch im alveoldren Raum nicht von den
steigenden Konzentrationen an 16slichem Fas-Ligand beeinfluit wird. Im Gegensatz dazu
konnte von Hagimoto et al. ein Anstieg der IL-8-Konzentrationen im Kulturiiberstand
humaner Bronchialepithelzellen nach Stimulation mit TNF-o oder dem Fas-aktivierenden
Antikorper CH-11 nachgewiesen werden [66].

Interessanterweise konnte mit dem eingesetzten Fas-Ligand in den AT2-Zell-Kulturen die
Apoptoserate signifikant erhoht werden. Dies stimmt mit den Beobachtungen von Matute-
Bello et al. und Mizuta et al. {iberein. Diese haben den 16slichen Fas-Ligand als Ausldser fiir
die Apoptose im Lungenepithel bei ARDS nachgewiesen [123,127]. Ma et al. konnte in
Alveolar-Typ 2 Epithelzellen aus der Ratte durch die Stimulation mit Fas-Ligand sowohl
Apoptose als auch eine erhohte Freisetzung von MCP-1 und TNF-a induzieren [119]. Die
biologische Aktivitdt von Fas-Ligand wird von der molekularen Struktur bestimmt [76].
Dabei bestimmt das n-terminale Ende des 16slichen Fas-Liganden und das Ausmal3 der
Oxidation des Methioninrests die Effektivitit.

Kritisch hinterfragt werden muss, ob die Féhigkeit dieses rekombinanten 16slichen Fas-
Ligand, Apoptose bzw. Immunreaktionen zu induzieren, auch der Wirkung des
physiologischen Fas-Liganden entspricht. Algeciras-Schimnich et al. haben beim Vergleich
von kommerziell erhiltlichen Anti-CD95-Lésungen mit physiologischem 16slichen und
membrangebundenen Fas-Ligand eine stirkere apoptotische Wirkung der meist an Proteine
bzw. Peptidsequenzen gebundenen kommerziellen Fas-Liganden nachgewiesen [7]. Da
jedoch unterschiedliche Effekte des eingesetzten l6slichen Fas-Liganden auf beiden Zelltypen
nachzuweisen waren, ist davon auszugehen, dass die Modifikation des eingesetzten

Fas-Liganden durch die angehingte Polypeptidsequenz des FLAG-tags keine Auswirkungen
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auf das Wirkungsspektrum hat. Verschiedene apoptoseunabhidngige Reaktionen auf die
Ligation an den Fas-Rezeptor in unterschiedlichen Zellen bzw. unterschiedlicher Zellstadien
wurden von Peter et al. diskutiert [152]. So kann in aktivierten T-Zellen die Differenzierung
und Proliferation iiber Fas-Ligation angeregt werden [91,224]. In den konstitutiv stark Fas
exprimierenden Leberzellen wird bei viraler Hepatitis und Leberzirrhose Apoptose iiber Fas
induziert [27,65,101,103]. Dagegen fiihrt die Injektion des Anti-Fas Antikorper Jo-2 nach

partieller Hepatoektomie zu einer beschleunigten Leberregeneration [37].

Die Ergebnisse des ersten Teils der Arbeit zeigen eine deutliche Aktivierung des
Fas/FasL-Systems im bronchoalveoldren Kompartiment durch die Induktion eines
Thoraxtraumas. Alveolarmakrophagen konnen durch die Abgabe von 16slichem Fas-Ligand
die Konzentration dieses Mediators im Bronchoalveolarraum mitzubestimmen. Da sie durch
applizierten Fas-Liganden zu einer pro-inflammatorischen Antwort stimuliert werden, ist
davon auszugehen, dass in vivo diese Wirkung auch autokrin durch den abgegebenen
16slichen Fas-Liganden induziert wird. Aufgrund der starken Zunahme der Konzentration von
16slichem Fas-Ligand in der bronchoalveoldren Lavage nach einem Thoraxtrauma kann man
davon ausgehen, dass wenigstens teilweise die pro-inflammatorische Reaktion in der Lunge
auf den von Alveolarmakrophagen abgegebenen loslichen Fas-Liganden zuriickzufiihren ist.
In Alveolar-Typ 2 Epithelzellen kommt es hingegen durch den applizierten Fas-Liganden zur
Apoptose. Eine zusétzliche pro-inflammatorische Aktivierung konnte in dieser Zellpopulation
nicht nachgewiesen werden. Zusammenfassend ist festzustellen, dass die Aktivierung des
Fas/Fas-Ligand-Systems durch ein Thoraxtrauma nicht nur zur Apoptose-Induktion in den
Alveolar-Typ 2 Epithelzellen fiihrt, sondern auch als immunregulatorischer Faktor die

Entziindungsreaktion der Lunge mitbestimmt.

4.3 Phagozytose bzw. Efferozytoseaktivitit der Alveolarmakrophagen nach
Thoraxtrauma

Gegenstand dieses Teils der Studie war es, den Einfluss eines stumpfen Thoraxtraumas auf
die Phagozytose- bzw. Efferozytosefahigkeit der Alveolarmakrophagen (AM®) und die damit
verbundene Sekretion unterschiedlicher Entziindungsparameter zu untersuchen. Dabei hat
sich gezeigt, dass nur ein relativ geringer Anteil (3-12 %) der Alveolarmakrophagen-
Population gegeniiber apoptotischen Zellen und gegeniiber Latexpartikeln phagozytotisch
aktiv war. Diese Beobachtung stimmt mit denen von Hu et al. [80] {iberein. Diese verglichen

die Efferozytose-Aktivitit von Alveolarmakrophagen und Peritonealmakrophagen anhand der
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Ingestion von apoptotischen Thymozyten. Hierbei konnten sie einen Anteil von 6-28 %
phagozytotisch aktiven Alveolarmakrophagen im Gegensatz zu 90 % phagozytotisch aktiven
Peritonealmakrophagen nachweisen [80].

Nach Thoraxtrauma kommt es zu einer starken Einwanderung von neutrophilen Granulozyten
in die Lunge [146,111,147]. Um eine Akkumulation dieser allmdhlich apoptotisch werdenden
neutrophilen Granulozyten und eine durch deren sekundire Nekrose induzierte Zerstdrung des
Lungenepithels [114] zu verhindern, miissen sie zeitnah durch Alveolarmakrophagen beseitigt
werden [31]. Auch die nach einem Thoraxtrauma vermehrt auftretenden apoptotischen
Alveolar-Typ 2 Epithelzellen [178] miissen durch sie umgebende Zellen oder professionelle
Phagozyten wie die Alveolarmakrophagen beseitigt werden. Daher sollten die Auswirkungen
eines Thoraxtraumas auf die Fahigkeit der Alveolarmakrophagen, apoptotische Zellen zu
eliminieren, untersucht werden. Dazu wurden Alveolarmakrophagen aus Trauma- und
Kontrolltieren mit apoptotischen neutrophilen Granulozyten und apoptotischen Alveolar-
Typ 2 Epithelzellen inkubiert. In den neutrophilen Granulozyten und Alveolar-
Typ 2 Epithelzellen wurde Apoptose durch Bestrahlung mit ultraviolettem Licht (UV-C) und
somit durch direkte DNA-Schadigung [15,210] {iber den intrinsischen Signalweg induziert.
Die entnommenen Alveolarmakrophagen wiesen grundsétzlich eine unterschiedlich starke
Affinitdit gegeniiber den beiden apoptotischen Zellpopulationen auf. Der Anteil an
Efferozytose-positiven Zellen war bei Alveolarmakrophagen, die mit apoptotischen Alveolar-
Typ 2 Epithelzellen koinkubiert wurden, fast doppelt so hoch, als bei Alveolarmakrophagen,
welchen apoptotische neutrophile Granulozyten zur Ingestion zugesetzt wurden. Dies ist
moglicherweise auf eine der Entnahme der Alveolarmakrophagen in der Lunge
vorangegangene Interaktion von Alveolarmakrophagen mit apoptotischen neutrophilen
Granulozyten zuriickzufiihren. Durch die Ingestion der nach dem Thoraxtrauma anfallenden
neutrophilen Granulozyten konnte es zur ,,Séttigung™ der Alveolarmakrophagen gekommen
sein. So kommt es laut Erwig et al. bei Knochenmarksmakrophagen zu einer Reduktion der
Aufnahmekapazitit von apoptotischen neutrophilen Granulozyten auf ca. 50 Prozent, wenn
eine Ingestion von neutrophilen Granulozyten vorangegangen ist [44]. Die Ergebnisse dieser
Studie deuten darauf hin, dass diese ,,Sdttigung™ zellspezifisch sein konnte. Ohne
PMA-Stimulation konnte nur in Alveolarmakrophagen, die zwei Stunden nach Thoraxtrauma
isoliert und mit apoptotischen Zellen inkubiert wurden, eine Steigerung der
Efferozytoseaktivitdt durch das Thoraxtrauma nachgewiesen werden. Unter den im
Kulturiiberstand untersuchten Zytokinen wurde fiir TNF-a eine Efferozytose fordernde

Wirkung nachgewiesen [44,160]. Der leichte Anstieg der TNF-o-Konzentration in den
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Kulturiiberstdnden der Alveolarmakrophagen nach Thoraxtrauma konnte sich somit auch auf
die Efferozytoseaktivitit der Alveolarmakrophagen ausgewirkt haben.

Der durch das Thoraxtrauma hervorgerufene Effekt auf die Ingestion apoptotischer Alveolar-
Typ 2 Epithelzellen scheint durch PMA-Stimulation aufgehoben zu werden. So war durch
Stimulation mit PMA eine generelle Erhohung des prozentualen Anteils an
Alveolarmakrophagen, die  apoptotische  Alveolar-Typ 2 Epithelzellen  aufnehmen,
festzustellen. Diese Steigerung der Efferozytose-Aktivitdt durch PMA konnte von Hu et al.
auf die Aktivierung von PKC zuriickgefiihrt werden [79]. Die Interaktion von
Phosphatidylserin mit dem Phosphatidylserinrezeptor bewirkt dabei die Aktivierung der zu
den klassischen cPKC gehorenden Isoform PKC BII1[195]. Dagegen war die
Efferozytoseaktivitit der Alveolarmakrophagen gegeniiber apoptotischen neutrophilen
Granulozyten nahezu unverdndert. Nur 24 Stunden nach Thoraxtrauma konnte bei PMA
stimulierten  Alveolarmakrophagen eine signifikante Steigerung der Efferozytose
nachgewiesen werden. Die verstirkte Aufnahme von apoptotischen neutrophilen
Granulozyten ist moglicherweise auch auf die Wirkung von PMA auf die Differenzierung von
Monozyten zu Makrophagen zurilickzufiihren [33]. So werden die durch ein Thoraxtrauma
vermehrt einwandernden Monozyten [177] durch die Stimulation von PMA zur
Differenzierung zu den stirker phagozytierenden Alveolarmakrophagen [89] angeregt. Eine
positive regulierende Wirkung von PMA auf die Expression der unterschiedlichen, fiir die
Efferozytose relevanten Rezeptoren auf der Alveolarmakrophagen-Oberfliche wire ein

anderer Erkldrungsansatz.

4.4 Phagozytoseaktivitit der Alveolarmakrophagen in vivo

Im Gegensatz zum in vitro-Versuch, in dem erst nach 48 Stunden eine Anderung der
Phagozytoseaktivitdt gegeniiber Latexpartikel durch das Thoraxtrauma festgestellt werden
konnte, kam es bei der Instillation von opsonierten Latexpartikeln in die Lunge 24 Stunden
nach Thoraxtrauma zu einer signifikanten Reduktion der Phagozytoseaktivitit der
Alveolarmakrophagen. Dieser Unterschied zwischen in vitro- und in vivo- Ansatz konnte auf
den Einfluss des umgebenden Milieus zuriickzufiihren sein. So kann oxidativer Stress, wie er
nach Thoraxtrauma beschrieben wird [63], die Phagozytoseaktivitit beeinflussen.
Alveolarmakrophagen, die unter hyperoxischen Bedingungen kultiviert wurden, und
Alveolarmakrophagen, die aus Tieren isoliert wurden, die unter hyperoxischen Bedingungen
gehalten wurden, zeigen eine geringere Phagozytoseaktivitit als Alveolarmakrophagen aus

normoxischer Kultur bzw. aus normoxisch gehaltenen Tieren [136]. Bei Sauerstoffentzug
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zeigten RAW 264.7 Makrophagen gesteigerte Phagozytoseaktivitit gegeniiber Bakterien [8].
Durch die teilweise Minderbeliiftung der Alveolen nach einem Thoraxtrauma kommt es zu
Ausbildung hypoxischer, aber auch hyperkapnischer Areale in der Lunge. Im Gegensatz zu
hypoxischen Bedingungen konnte jedoch fiir hyperkapnischen Bedingungen eine
Einschrankung der Phagozytoseaktivitit nachgewiesen werden [135,211]. Die Phagozytose
von opsonierten Partikeln und von hitzeinaktivierten Bakterien (St. aureus) durch humane
Alveolarmakrophagen sowie THP-1 Makrophagen wurde durch hyperkapnischen
Kulturbedingungen (20 % CO;) reduziert [211]. Auch O’Croinin et al. konnten in den Lungen
unter hyperkapnischen Bedingungen gehaltener Ratten nach intratrachealer Instillation von E.
coli ein Anstieg der Bakterienzahl, stirkere strukturelle Lungenschdden und eine geringere
Compliance als in normokapnischen Tieren nachweisen [135].

Ein anderer Grund fiir die Abnahme der Phagozytoseaktivitit von Alveolarmakrophagen nach
Thoraxtrauma gegeniiber Latexpartikeln in vivo konnte die signifikant verringerte
Konzentration von Surfactant-Protein A im bronchoalveoldren Kompartiment nach
Thoraxtrauma sein. Der phagozytosefordernde Effekt [194,204] dieses hydrophilen Collectins
wird somit reduziert. Surfactant-Protein A bewirkt in den Alveolen die Expression von CR3
auf der Oberfliche von Alveolarmakrophagen und bestimmt somit die Komplement
vermittelte Phagozytose [62]. AuBerdem stimuliert Surfactant-Protein A die Phagozytose
opsonierter Latexpartikel iiber die Fcy-Rezeptoren [216]. Somit konnte die verminderte
Phagozytoseaktivitdt der Alveolarmakrophagen 24 Stunden nach Thoraxtrauma auf die zum
selben Zeitpunkt stark reduzierte Konzentration von Surfactant-Protein A zuriickzufiihren
sein. Die Konzentrationen des ebenfalls positiv auf die Phagozytose wirkenden
Surfactant-Protein D sind bereits sechs Stunden nach Thoraxtrauma reduziert. Die
Anlagerung von Surfactant-Protein D an IgG, fiihrt wie auch das Surfactant-Protein A zur
Aggregation der IgG-beschichteten Partikel und zu einer verstirkten Aufnahme durch
Makrophagen [113,130,216]. Beide Bestandteile des Surfactant, Surfactant-Protein A und D,
werden in den Alveolar-Typ 2 Epithelzellen synthetisiert und in den Alveolarraum
abgegeben. Raghavendran et al. konnte nach Thoraxtrauma eine verdnderte
Zusammensetzung des Surfactants und eine damit einhergehende Dysfunktion des Surfactants
beschreiben [154]. Ein zusétzlicher Verdiinnungseffekt konnte durch das nach Thoraxtrauma
entstehende Odem [177] die Wirkung der Surfactant-Proteine einschriinken.

Der Riickgang an Surfactant Proteinen durch die Reduktion der Alveolar-Typ 2 Epithelzellen

nach Thoraxtrauma durch Apoptose [178] und die posttraumatisch in der Lunge auftretenden
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hyperkapnischen Bedingungen konnten die Minderung der Phagozytoseaktivitit der

Alveolarmakrophagen begriinden.

4.5 Auswirkungen der Phagozytose bzw. Efferozytose auf die Zytokin-
Sekretion der Alveolarmakrophagen nach Thoraxtrauma

Die pro-inflammatorischen Zytokine TNF-a und IL-1f3 konnten in den Kulturiiberstinden der
Alveolarmakrophagen, die nach Thoraxtrauma isoliert und mit Latexpartikel versetzt wurden,
wie auch in den Kulturiiberstinden, die nur mit Medium inkubiert wurden, 24 Stunden nach
Thoraxtrauma in stark erhohten Konzentrationen nachgewiesen werden. Im Gegensatz dazu
kam es in Gegenwart von apoptotischen Zellen zur Reduktion der Freisetzung dieser pro-
inflammatorischen Zytokine. Damit {ibereinstimmend wurde von Byrne et al., Voll et al. und
Fadok et al. beschrieben, dass es bei LPS-stimulierten Makrophagen und Monozyten zu dieser
Sekretionshemmung der beiden Zytokine nach Ingestion von apoptotischen Zellen
kommt [23,47,208]. Die stirkere Hemmung der Sekretion dieser beiden Zytokine bei der
Ingestion von apoptotischen neutrophilen Granulozyten im Vergleich zur Ingestion von
apoptotischen Alveolar-Typ 2 Epithelzellen konnte auf die unterschiedliche Anzahl an
zugegebenen apoptotischen Zellen zuriickfiihren sein. Denkbar wire auch eine
unterschiedliche Expressionsdichte von Phosphatidylserin auf der Oberfliche der
apoptotischen Zellen bzw. Zellfragmente, die wie Huynh et al. beschreiben, ausschlaggebend
fiir die Induktion der TGF-B-Sekretion nach Efferozytose ist [83]. Das anti-inflammatorische
IL-10 konnte nur in den Kulturiiberstinden der Alveolarmakrophagen mit Medium ohne
Zusitze nachgewiesen werden. In den Kulturiiberstinden mit zugesetzten apoptotischen
Zellen wie auch in den Kulturiiberstinden mit zugesetzten Latexpartikeln sanken die
Konzentrationen von IL-10 unter die Nachweisgrenze. Eine Reduktion der IL-10-Sekretion
nach Ingestion von apoptotischen neutrophilen Granulozyten wurde auch bei LPS-
stimulierten Makrophagen beschrieben [47]. Byrne et al. und Voll et al. konnten dagegen in
Kulturiiberstinden von LPS-stimulierten Monozyten eine Steigerung der IL-10-Sekretion
nach Ingestion von apoptotischen Zellen nachweisen [23,208]. So kann bei den nach
Thoraxtrauma entnommenen Alveolarmakrophagen, nur von einer tendenziell anti-
inflammatorischen Wirkung der Efferozytose gesprochen werden, da die Sekretion von pro-
inflammatorischen Zytokine wie TNF-a, IL-1p und IL-6 zwar eingeschrankt wurde, das anti-
inflammatorische Zytokin IL-10 jedoch nicht verstirkt sondern auch eingeschrinkt abgegeben
wurde. Die Regulation erfolgt moglicherweise liber das, nach Fadok et al. und Huynh et al.

bei der Ingestion apoptotischer Zellen der myeloiden Reihe durch LPS-stimulierte
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Makrophagen ebenfalls verstérkt freigesetzte TGF-B1 [47,83]. Hierbei wird iiber den TGF-[3-
Signalweg die TGF-B-activated kinase 1 (TAKI) in der Zelle aktiviert. Dieses aktiviert
ithrerseits iiber IKKP NFxB und spielt somit eine wichtige Rolle bei der Regulation der
Inflammationsantwort [184].

Ahnlich wie bei den oben genannten Zytokinen kommt es in den Kulturiiberstinden der
Alveolarmakrophagen, die 24 Stunden nach Thoraxtrauma entnommen wurden, zu einer
starken Konzentrationserh6hung der CCL-Chemokine MIP-1a und MCP-1 und des CXC-
Chemokins CINC-1. Durch die Zugabe von apoptotischen neutrophilen Granulozyten wird
dieser Anstieg zwischen dem 2 Stunden- und 24 Stunden-Zeitpunkt aufgehoben. Auch hier
zeigte sich ein geringerer Effekt nach Zugabe apoptotischer Alveolar-Typ 2 Epithelzellen.
Somit fiihrt eine geringere Anzahl an apoptotischen Zellen (5 apoptotische PMN auf 1 AM®
vs. 8 apoptotische Alveolar-Typ 2 Epithelzellen auf 1 AM®) zu einer deutlicheren Minderung
der Zytokinsekretion. Da es sich bei CINC-1, MIP-lao und MCP-1 um Zytokine mit
chemotaktischer Wirkung auf neutrophile Granulozyten handelt [155,213,220,188], konnte
durch deren Hemmung nach der Ingestion apoptotischer neutrophiler Granulozyten eine
zusdtzliche Einwanderung von neutrophilen Granulozyten in die durch das Thoraxtrauma
geschiddigte Lunge verhindert werden. Dies scheint auf eine differenzierte Antwort der
Zytokinsekretion der Alveolarmakrophagen auf die Efferozytose unterschiedlicher
apoptotischer Zelltypen hinzudeuten. Ahnliches konnten Kurosaka et al. beim Vergleich der
MIP-2-Sekretion von Makrophagen nach Kokultur mit apoptotischen CTLL-2-Zellen und
apoptotischen Thymozyten beobachten [105].

In den Kulturiiberstinden der zwei Stunden nach Thoraxtrauma isolierten
Alveolarmakrophagen mit zugesetzten apoptotischen neutrophilen Granulozyten, konnte eine
signifikant hohere Konzentration von RANTES nachgewiesen werden als in
Kulturiiberstdnden von Alveolarmakrophagen, welche apoptotische
Alveolar-Typ 2 Epithelzellen aufgenommen hatten. Die Interaktion der Alveolarmakrophagen
mit apoptotischen Alveolar-Typ 2 Epithelzellen fiihrt somit zur verminderten RANTES-
Sekretion der durch Thoraxtrauma aktivierten Alveolarmakrophagen. RANTES, als
chemotaktisch auf mononukledre Zellen wirkendes Chemokin, induziert die vermehrte
Einwanderung von interstitiellen Makrophagen und Monozyten in die Alveolen [169][206].
Die unterschiedlich starke Reaktion der Alveolarmakrophagen auf die zwei Zelltypen konnte
auf ein unterschiedliches Apoptosestadium der Zellen zuriickzufiihren sein. Kurosaka et al.
beschrieben das Fehlen der Zytokinsekretion bei der Aufnahme frithapoptotischer Zellen
durch Alveolarmakrophagen [104]. Das Verhéltnis der apoptotischen Zellen bzw. die
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Expressionsdichte von Phosphatidylserin auf den Zelloberflichen in Relation zur Anzahl an
ingestierenden Alveolarmakrophagen wére ein weiterer Erklarungsansatz der unterschiedlich
starken Sekretion von RANTES nach Aufnahme der zwei Zelltypen.

Vergleicht man die Zytokinausschiittung der Alveolarmakrophagen nach der Induktion des
Thoraxtraumas und Zugabe von opsonierten Latexpartikeln mit den Konzentrationen der
Zytokine in der bronchoalveoldren Lavage nach Thoraxtrauma und intratrachealer Instillation
von opsonierten Latexpartikeln, so kann man feststellen, dass ein Grof3teil der Zytokin- und
Chemokin-Konzentrationen in der bronchoalveoldren Lavage stark von der Sekretion durch
Alveolarmakrophagen beeinflusst wird [112]. Die in der bronchoalveoldren Lavage 24
Stunden nach Thoraxtrauma nachweisbaren Erhéhungen der Konzentrationen der Zytokine
TNF-a, MCP-1 und CINC-1 sind in unstimulierten und mit PMA stimulierten
Alveolarmakrophagen-Kulturiiberstinden sowohl mit als auch ohne Zugabe von opsonierten
Latexpartikeln ebenfalls nachzuweisen. Auch der friilhe Anstieg der Konzentration von
RANTES in der bronchoalveoldren Lavage spiegelt sich in den Alveolarmakrophagen-
Kulturiiberstdnden der unstimulierten Alveolarmakrophagen wider. Im Gegensatz dazu zeigte
sich die frithe Reduktion der RANTES-Konzentration in den
Alveolarmakrophagen-Kulturiiberstinden nach Zugabe der Latexpartikel nicht in der
bronchoalveoldren Lavage nach Instillation der Latexpartikel. Auch der Verlauf der
IL-6-Konzentrationen stellte sich in der bronchoalveoldren Lavage anders dar als in den
Kulturiiberstdnden der Alveolarmakrophagen. Der starke Anstieg der IL-6-Konzentration, der
24 Stunden nach der Thoraxtrauma-Induktion und der Instillation von Latexpartikeln in der
bronchoalveoldren Lavage nachgewiesen wurde, konnte so in den Alveolarmakrophagen-
Kulturiiberstdnden mit zugesetzten Latexpartikeln nicht beobachtet werden. Somit konnen fiir
RANTES und IL-6 weitere Zelltypen des bronchoalveoldren Kompartiments, wie z.B. die
Fibroblasten oder die eingewanderten neutrophilen Granulozyten als mindestens ebenbiirtige

Sekretionsquellen in Erwidgung gezogen werden [71,106,217].
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4.6 Auswirkungen der posttraumatischen Schwefelwasserstoff-Inhalation
auf die Phagozytoseaktivitit der Alveolarmakrophagen

Das in der Studie eingesetzte Schwefelwasserstoff-Expositionsmodell fiihrt bei den
exponierten CD-Ratten durch die 6-stiindigen H,S-Exposition in einer Konzentration von
100ppm H,S zu einer Reduktion der Korpertemperatur und der korperliche Aktivitit [176].
Von Blackstone et al. und Volpato et al. konnten vergleichbare Auswirkungen der ,,suspended
animation durch Hj,S-Inhalation auf die Korpertemperatur und Stoffwechselumsatz
beobachtet werden [18,209].

Ziel dieser Studie war es, den Einfluss einer posttraumatischen Schwefelwasserstoft-
Exposition auf die Aktivierung der Alveolarmakrophagen zu erfassen. Die direkt nach dem
Thoraxtrauma durchgefiihrte 6-stiindige Schwefelwasserstoff-Exposition der CD-Ratten
fiihrte noch 48 Stunden nach dem Thoraxtrauma zu einem verminderten Anstieg der Anzahl
der Alveolarmakrophagen in der bronchoalveolédren Lavage [176]. Faller et al. konnten bereits
bei beatmungsinduzierten Lungenverletzungen (ventilator-induced lung injury VILI) durch
die inhalative H,S-Behandlung eine Hemmung der Einwanderung neutrophiler Granulozyten
in die Lunge nachweisen [50]. Die von Dufton et al. beobachtete verstirkte
Leukozyten-Clearance nach Zymosan induzierter Peritonitis durch die Injektion des H,S-
Donors NaHS [41], zeigte sich sowohl durch die Abnahme der Zahl an neutrophilen
Granulozyten (GR—lhi), als auch der myeloiden Zellen (F4/80+) am Entziindungsherd.

Die Auswirkungen von Schwefelwasserstoff auf die Zellmigration werden kontréar diskutiert.
Wiéhrend nachgewiesen werden konnte, dass in embryonalen Nierenzellen (HEK293) und
humanen Endothelzellen (HUVECs) Schwefelwasserstoff zu verstiarkter Polymerisierung des
Aktin-Zytoskeletts und erhéhten Migrationsraten flihrt [129,225], konnten ebenfalls gezeigt
werden, dass die Blockade der Schwefelwasserstoff-Synthese zu verstirkter Adhédsion von
Leukozyten an das Endothel und zu erhohtem Infiltrationsvermdgen der Leukozyten
fiihrt [223]. Eine die Migration hemmende Wirkung von Schwefelwasserstoff auf Monozyten
aus dem Blut konnte auch im Rahmen der parallel durchgefiihrten Studie nachgewiesen
werden [176]. Sie zeigte sich in einem reduzierten und zeitlich verkiirzten Anstieg der
Alveolarmakrophagen-Zahl in der bronchoalveoliren Lavage nach Thoraxtrauma. Die
Schwefelwasserstoff-Exposition konnte somit zusammen mit der 24 Stunden nach

Thoraxtrauma deutlich erniedrigten MCP-1-Konzentration im Plasma die Ursache fiir die
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verminderte Zahl an Alveolarmakrophagen in der BAL 48 Stunden nach dem Thoraxtrauma
darstellen [176].

Um eine mogliche Beeinflussbarkeit der Phagozytose-Aktivitidt der Alveolarmakrophagen
durch die inhalative Schwefelwasserstoff-Behandlung zu analysieren, wurden sechs, 24 und
48 Stunden nach Thoraxtrauma bzw. Kontrollbehandlung Alveolarmakrophagen aus den
behandelten CD-Ratten isoliert. Sechs und 24 Stunden nach Thoraxtrauma bzw.
Kontrollbehandlung konnten sowohl zwischen Thoraxtrauma- und Kontroll-behandelten
Tieren als auch zwischen Raumluft- und H,S-behandelten Tieren keine Unterschiede
zwischen den Phagozytoseraten der isolierten Alveolarmakrophagen festgestellt werden.
48 Stunden nach dem Eingriff scheint sich die Behandlung mit Schwefelwasserstoff starker
auf die Zellen des bronchoalveoldren Raumes auszuwirken. Die durch das Thoraxtrauma
gesteigerte Phagozytoseaktivitit der aus der Lunge Kontrollgas behandelter Tiere
entnommener  Alveolarmakrophagen wird in diesem Zeitabstand durch eine
Schwefelwasserstoff-Behandlung ~ aufgehoben.  Dieser  minimale  Einfluss  von
Schwefelwasserstoff nach  Thoraxtrauma auf die  Phagozytose-Aktivitdit  der
Alveolarmakrophagen konnte auf die geringe H>S-Konzentration zurlickzufiihren sein. Khan
et al. konnten erst bei hoheren H,S-Konzentrationen eine Wirkung des Gases auf die Aktivitit
der Alveolarmakrophagen nachweisen [95]. Dabei wurde die Respirationsrate Zymosan
stimulierter Alveolarmakrophagen durch eine 4-stiindige H,S-Exposition der Ratten bei
Konzentrationen von 200 und 400 ppm deutlich verringert. Die vorliegende Studie wurde
gezielt bei einer Konzentration von 100 ppm H,S durchgefiihrt, um die ab Konzentrationen

von 200 ppm H,S auftretenden gesundheitlichen Beeintrachtigungen zu vermeiden.
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5 Zusammenfassung

Das stumpfe Thoraxtrauma ist eine hiufige und sehr relevante Komplikation nach Unfillen.
Durch eine Beteiligung des Thoraxtraumas beim Polytrauma kommt es zu einer deutlichen
Verschlechterung der Prognose [58]. In vorangegangenen Arbeiten unserer Arbeitsgruppe
konnte im Ratten- und Mausmodell nachgewiesen werden, dass ein stumpfes Thoraxtrauma
sowohl lokale als auch systemische Immunreaktionen induziert [99,147]. Der
Konzentrationsanstieg von ldslichem Fas-Ligand in der bronchoalveoldren Lavage und der
Anstieg der Zahl apoptotischer Alveolar-Typ 2 Epithelzellen im Lungenepithel [178] fiihrte
zu der Fragestellung, welche Rolle das Fas/Fas-Ligand-System innerhalb der
posttraumatischen Immunantwort des bronchoalveoldren Kompartiments spielt. Durch die
posttraumatisch zunehmende Anzahl apoptotischer Alveolar-Typ 2 Epithelzellen und in die
Alveolen rekrutierter, neutrophiler Granulozyten [148] kommt der Beseitigung der
apoptotischen Zellen aus dem Bronchoalveolarraum durch Efferozytose eine grofle
Bedeutung zu. Ziel dieser Arbeit war es daher, mogliche Auswirkungen des stumpfen
Thoraxtraumas auf die Efferozytoseaktivitit der Alveolarmakrophagen zu ermitteln.
AuBerdem sollte mittels opsonierten Latexpartikeln untersucht werden, ob das stumpfe
Thoraxtrauma zu phagozytiren Defiziten der Alveolarmakrophagen fiihrt. Diese konnten zur
eingeschriankten Bakterien-Clearance-Rate in der Lunge nach einem stumpfen Thoraxtraumas
beitragen [40].

Minnliche CD-Ratten wurden einem stumpfen Thoraxtrauma bzw. der Kontrollbehandlung
unterzogen, die Alveolarmakrophagen und Alveolar-Typ 2 Epithelzellen isoliert, die
Expressionen der Fas- und Fas-Ligand-Proteine auf der Zelloberfliche und die mRNA-
Expressionen von Fas und Fas-Ligand bestimmt. Es konnte nachgewiesen werden, dass es
nach einem Thoraxtrauma zur gesteigerten Abspaltung von 16slichem Fas-Ligand von den
Alveolarmakrophagen = kommt. Der I6sliche Fas-Ligand induzierte in  den
Alveolarmakrophagen posttraumatisch eine pro-inflammatorische Reaktion, jedoch keine
gesteigerte Apoptoserate. Kontér dazu zeigte sich in den Alveolar-Typ 2 Epithelzellen eine
Sensitivitdt gegeniiber der Apoptose induzierenden Wirkung von Fas-Ligand, jedoch keine
Aktivierung zur Sekretion pro-inflammatorischer Zytokine. Somit stellt nach einem
Thoraxtrauma das Fas/Fas-Ligand-System mit der Abgabe des 16slichen Fas-Liganden nicht
nur einen wichtigen Apoptose-Induktor im Lungenepithel dar, sondern wirkt nach
Thoraxtrauma auch als wichtiger regulierender Faktor bei der Entziindungsreaktion der

Alveolarmakrophagen.
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Zur Durchfithrung der in vitro-Phagozytose-Assays wurden ebenfalls mdnnliche CD-Ratten
einem stumpfen Thoraxtrauma unterzogen, die Alveolarmakrophagen mittels
bronchoalveoldrer Lavage isoliert und mit apoptotischen Zellen oder opsonierten
Latexpartikeln  koinkubiert. Durch die fluoreszenzmikroskopisch Analyse konnte
nachgewiesen werden, dass die Efferozytoseaktivitit der Alveolarmakrophagen friih nach
Thoraxtrauma angeregt wird. Durch die Ingestion der apoptotischen Zellen durch aktivierte
Alveolarmakrophagen kommt es zur Verminderung der Sekretion von pro-inflammatorischen
Zytokinen und des anti-inflammatorischen Zytokins IL-10. Zusammen mit der reduzierten
Abgabe chemotaktisch auf neutrophile Granulozyten wirkender Zytokine konnte somit ein
iiberwiegend anti-inflammatorischer Effekt durch die Aufnahme apoptotischer Zellen in
Alveolarmakrophagen festgestellt werden. Im Gegensatz zur Efferozytoseaktivitdt wurde die
Phagozytoseaktivitdt isolierter Alveolarmakrophagen gegeniiber opsonierten Latexpartikel
durch ein Thoraxtrauma nicht signifikant beeinflusst. Die Konzentrationen der in die
Kulturiiberstinde abgegebenen Zytokine wurden durch die zusitzliche Interaktion mit
zugegebenen Latexpartikeln nicht beeinflusst. Zur Analyse der Phagozytoseaktivitdt in vivo
wurden opsonierte Latexpartikel intratracheal instilliert. Der nach der Isolation der
Alveolarmakrophagen ermittelte prozentuale Anteil an phagozytierenden
Alveolarmakrophagen wurde durch ein Thoraxtrauma deutlich gesenkt. Somit kann
angenommen werden, dass die Umgebungsbedingungen, wie z.B. Surfactant-Protein-D,
dessen Konzentrationen friih nach Thoraxtrauma in der Lunge herabgesetzt waren, und
Surfactant-Protein-A, dessen Konzentrationen spidt nach Thoraxtrauma herabgesetzt waren,
eine wichtige Rolle bei der Eliminierung opsonierter Partikel durch Alveolarmakrophagen im
alveoldren = Kompartiment  spielt. = Diese  verminderte = Reaktionsfdhigkeit  der
Alveolarmakrophagen auf Antigene konnte zur erhohten Infektanfilligkeit nach
Thoraxtrauma beitragen. Um die Auswirkungen der Schwefelwasserstoff induzierten
Suspended Animation auf die Phagozytoseaktivitdt der Alveolarmakrophagen zu untersuchen,
wurden minnliche CD-Ratten direkt nach der Induktion des Thoraxtraumas 6 Stunden
Schwefelwasserstoff exponiert. Die Alveolarmakrophagen wurden isoliert, mit opsonierten
Latexpartikeln  inkubiert und der prozentuale Anteil an phagozytierenden
Alveolarmakrophagen ermittelt. Die 48 Stunden nach Thoraxtrauma nachweisbare Zunahme
des Anteils an phagozytierenden Alveolarmakrophagen wurde durch Schwefelwasserstoff
aufgehoben. Der in der Literatur kontrovers diskutierte therapeutische Einsatz von
Schwefelwasserstoff hatte somit in der inhalativ dargereichten Form nur minimalen Einfluss

auf die Phagozytoseaktivitdt der Alveolarmakrophagen.
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