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Einleitung und Hintergrund

1 Einleitung

1.1 Akutes Lungenversagen

1.1.1 Definition der Syndrome Acute Lung Injury und Acute Respiratory Dis-

tress Syndrome

Das akute Lungenversagen ist durch eine generalisierte pulmonale Inflammati-
on charakterisiert. Dieses Entzindungsgeschehen geht mit der Ausbildung ei-
nes Lungenddems einher, das nicht kardial, sondern durch die vermehrte Per-
meabilitat der alveolar-kapillaren Membranen bedingt ist. Hieraus resultiert eine
schwere Gasaustauschstérung mit Hypoxamie. Je nach Ausmal der Hypoxa-
mie wird zwischen Acute Lung Injury (ALI) und Acute Respiratory Distress Syn-
drome (ARDS) unterschieden (Bernard et al. 1994:819). Das ARDS ist die
schwerwiegendste Auspragung des ALI und wurde erstmals 1967 von Ash-
baugh et al. beschrieben (Ashbaugh et al. 1967:319-323).

Beide Erkrankungsformen wurden 1992 von der American-European Consen-
sus Conference (AECC) als Syndrome definiert. Sie zeigen eine akut einset-
zende Klinik mit Dyspnoe, fortschreitende arterielle Hypoxamie und bilaterale
Infiltrate im Réntgen-Thorax ohne Hinweise auf eine kardiale Ursache (Bernard
et al. 1994:819).

Die genauen AECC-Diagnosekriterien sind in Tabelle 1 dargelegt.

1.1.2 Krankheitsauslosende Faktoren

ARDS und ALI kénnen durch pulmonale (direkte) oder extrapulmonale (indirek-
te) Faktoren ausgelost werden. Durch diese wird das Lungenparenchym direkt
oder indirekt (Uber eine generalisierte Immunantwort) geschadigt (Ware, Matt-
hay 2000:1338). Am haufigsten entstehen ALI und ARDS auf dem Boden einer
Pneumonie (46 %). Aber auch eine schwere Sepsis (33 %) und Aspiration
(11 %) sind haufige Ursachen (Rubenfeld et al. 2005:1691). Weitere krank-
heitsauslosende Faktoren sind in Tabelle 2 zusammengefasst. Durch die Scha-
digung steigt die Permeabilitat der alveolaren und kapillaren Membranen und es
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kommt zu einem Lungenddem. Oft tritt dieses Lungenddem als erstes klini-
sches Symptom auf (Downey, Granton 1997:43).

Tabelle 1: American-European Consensus Conference Diagnosekriterien

fuir ALI und ARDS (Bernard et al. 1994:819). PaO, = Sauerstoffpartialdruck,
FiO, = Sauerstoffkonzentration

Beginn  Oxygenierung Rontgen- Pulmonaler

Thorax Verschlussdruck

ARDS Akut PaO,/FiO, Bilaterale <18 mmHg oder
<200 mmHg Infiltrate klinisch kein Anhalt
fur Linksherzinsuffi-

zienz
ALI Akut PaO,/FiO, Bilaterale <18 mmHg oder
<300 mmHg Infiltrate

klinisch kein Anhalt
fur Linksherzinsuffi-

zienz

Tabelle 2: Erkrankungen, die mit der Entwicklung von ALI/ARDS einher-
gehen (Ware, Matthay 2000:1338).

Direkte Indirekte
Verletzung/Erkrankung Verletzung/Erkrankung
Pneumonie Sepsis
Aspiration Schwere Traumata
Lungenkontusion

Grolde chirurgische Eingriffe
Fett-, Luftembolie

Beinahe-Ertrinken
Inhalationstrauma

Reperfusionstrauma

Bluttransfusionen

Akute Pankreatitis
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1.1.3 Epidemiologie und Outcome

Eine genaue Aussage Uber die Inzidenz und Letalitat von ARDS/ALI ist anhand
der Studienlage schwierig. Studien vor der Einfuhrung der AECC-
Diagnosekriterien konnen nachfolgend nicht berlcksichtigt werden, da diese
uneinheitliche Diagnosekriterien aufweisen und eine Vergleichbarkeit zu Stu-
dien nach Einfihrung der Diagnosekriterien nicht gegeben ist. Eine Studie von
Rubenfeld et al. (King County Lung Injury Project — KCLIP) zeigt eine Inzidenz
von 78,9 Fallen pro 100 000 Menschen/Jahr und eine Letalitat von 38,5 % beim
ALl und eine Inzidenz von 58,7 Fallen pro 100 000 Menschen/Jahr sowie eine
Letalitdt von 41,1 % beim ARDS (Rubenfeld et al. 2005:1692). Goss et al. ge-
ben eine Inzidenz von 22,4 Erkrankungsfallen pro 100 000 Menschen/Jahr an
(Goss et al. 2003:1607-1611). Beide Studien beziehen sich auf die Vereinigten
Staaten von Amerika. In Europa liegen die Inzidenzen fur ALI und ARDS in ei-
ner Studie mit 6 522 Krankenhauseinweisungen bei 7,1 % und bei einer Letali-
tat von fast 55 % (Brun-Buisson et al. 2004:58). Luhr et al. ermitteln 17,9 Falle
pro 100 000 Menschen/Jahr mit einer Letalitat von 41,2 % (Luhr et al.
1999:1858). In Australien ergab eine Studie eine Inzidenz von 34 Fallen beim
ALI und 28 Fallen beim ARDS pro 100 000 Menschen/Jahr und eine Letalitat
von 32 % beim ALI sowie 34 % beim ARDS (Bersten et al. 2002:444). Obwohl
die Letalitdt im Vergleich zum letzten Jahrzehnt gesunken ist (MacCullum,
Evans 2005:47), wird anhand der Datenlage deutlich, dass ALI und ARDS auch
heute noch mit einer hohen Letalitat vergesellschaftet sind und ihnen demnach
eine groRe Bedeutung in der Krankenversorgung und Forschung zukommt. Ob
genetische Faktoren oder Umwelteinflisse eine Rolle bei der Inzidenz und Le-
talitat spielen und Inzidenz und Letalitdt deswegen je nach Land und Kontinent
in den unterschiedlichen Studien stark variieren, ist noch nicht hinreichend be-
kannt.

Ebenso variiert die Sterblichkeit stark in Abhangigkeit vom Alter der Patienten
und deren Risikoprofil. Dies bedeutet, dass fortgeschrittenes Alter, Schock oder
Leberversagen eine erhohte Sterbewahrscheinlichkeit und somit eine schlech-

tere Prognose mit sich bringen. Im Gegensatz dazu haben junge Traumapatien-
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ten das beste Outcome (Ely et al. 2002:32; Monchi 1998:1079; Rubenfeld et al.
2005:1689; Wheeler, Bernard 2007:1554).

Bei den meisten Patienten entscheidet sich innerhalb der ersten sieben bis
zehn Tage, ob sie von einer Therapie profitieren oder nicht. Auch bei gutem
Ansprechen auf eine Therapie erholt sich der Grolf3teil nur sehr langsam. Mehr
als zehn Prozent der Patienten werden Uber mehr als einen Monat maschinell
beatmet (Wheeler, Gordon 2007:1554).

Studien zum Langzeit-Outcome zeigen, dass sich die Lungenfunktion zwar wei-
testgehend erholt, bei einigen Patienten jedoch auch nach zwdlf Monaten noch
Einschrankungen nachweisbar sind (Herridge et al. 2003). Neben der einge-
schrankten Lungenfunktion sind vor allem muskulare Schwache, Abgeschla-
genheit sowie neurokognitive und neuropsychologische Einschrankungen Fol-
gen von ALI bzw. ARDS. Diese sind fur die verzogerte Wiedereingliederung in
das Berufsleben und ins soziale Umfeld verantwortlich (Herridge et al. 2003;
Adhikari et al. 2009; Hopkins et al. 2005).

1.1.4 Pathophysiologie und Histopathologie

Histopathologisch werden drei Phasen unterschieden: die akute oder exsudati-
ve Phase, die proliferative und die fibrotische Phase. Die Phasen gehen flie-
Rend ineinander Uber und variieren je nach Schweregrad der Erkrankung
(Beasley 2010:720).

In der akuten/exsudativen Phase zeigt sich eine diffuse alveolare Schadigung.
Es kommt zum Untergang von Alveolarepithelzellen, Pneumozyten Typ | und
deren Zell-Zell-Verbanden (Meduri 1996:2651). Durch eine beginnende Schadi-
gung des Endothels und Epithels kommt es zu einem interstitiellen und spater
auch alveolaren proteinreichen Odem mit einer Akkumulation von neutrophilen
Granulozyten, Makrophagen und Erythrozyten. Ebenfalls charakteristisch flr die
exsudative Phase ist die Ausbildung hyaliner Membranen (Pratt et al.
1979:199).

Die exsudative Phase geht nach ungefahr einer Woche in die proliferative
Phase Uber. In dieser Phase kommt es einerseits zu einer Zerstorung der

Pneumozyten Typ Il als Folge der Lungenschadigung, andererseits im Rahmen
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von Reparaturvorgangen zu einer Proliferation der Pneumozyten Typ Il und zu
einer weiteren Differenzierung der Pneumozyten Typ Il zu Pneumozyten Typ |I.
Je grolRer das Schadigungsausmaly, desto mehr Uberwiegt die Zellzerstérung
(Kobzik, Sholl 2009:50). Pneumozyten Typ Il produzieren Surfactant, der fur
den Erhalt der Oberflachenspannung in den Alveolen bendtigt wird und somit
ein Kollabieren der Alveolen verhindert. Aus der Zerstorung der Pneumozyten
Typ Il resultierend kommt es zu einer gestorten alveolaren Clearance und
Surfactantproduktion (Ware 2006:340, Meduri 1996:2651). Dies flhrt zu Atelek-
tasen und zu einem erschwerten Gasaustausch. Das Ausmal} der gestorten
alveolaren Clearance geht mit einer erhdhten Letalitdt und einem schlechteren
Outcome der Patienten einher (Ware, Matthay 2001:1382). Zudem beginnen
Myofibroblasten durch Licken in der alveolaren Membran einzuwandern und es
kommt zu ersten Kollageneinlagerungen (Meduri 1996:2651).

Nach circa drei Wochen kann die proliferative Phase bei schweren oder wie-
derholten Schadigungen des Epithels oder durch inadaquate Reparierversuche
in die fibrotische Phase Ubergehen. Dabei entwickelt sich eine interstitielle
Fibrose mit Umbau der Lungenarchitektur. Die Fibrose ist irreversibel und fuhrt
letztendlich zu einer verminderten Lungen-Compliance mit fortschreitender
chronischer Funktionseinschrankung der Lunge (Meduri 1996:2651, Ware
2006:338 ff., Beasley 2010:720).

1.1.5 Therapie

Die derzeitigen Behandlungsmoglichkeiten beschranken sich im Wesentlichen
auf die Behandlung der Ursache und supportive MaRnahmen wie eine ange-
messene Steuerung des Flussigkeitshaushaltes und Zufuhr von nutritiven L6-
sungen (Raghavendran et al. 2008:1913). Nur lungenprotektive Beatmungsstra-
tegien wie die Beatmung mit niedrigen Tidalvolumina (6—8 ml/kg Kérpergewicht)
zeigen einen Uberlebensvorteil (Acute respiratory distress syndrome network
2000:1306). In Studien wurden die Behandlungen mit Surfactant, Stickoxiden,
Glucokortikoiden und Lysofyllin untersucht. Dabei konnte keine der pharmako-
logischen Behandlungen die Letalitat reduzieren (Cepkova, Matthay 2006:123
ff.).
10
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1.2 Lipopolysaccharid-induziertes ALI/ARDS

Endotoxin ist ein Bestandteil der aulleren Membran gram-negativer Bakterien.
Haufig werden Endotoxin und Lipopolysaccharid (LPS) als Synonyme verwen-
det, obwohl LPS die chemisch hergestellte, reine Form des Endotoxins ist. Die
Inhalation von LPS/Endotoxin I6st eine lokale und systemische Entzindungsre-
aktion aus (Thorn 2001:260).

Das Endotoxin selbst setzt sich aus einem Polysaccharid, das die Ldslichkeit in
Wasser ermoglicht, und einem Lipid zusammen. Der Polysaccharidteil besteht
aus einem Oligosaccharid mit einer Struktur, die abhangig von der Bakterien-
spezies variiert, und einem wenig variablen Kernbereich, der das Polysaccharid
mit dem Lipid verbindet. Dieser Kernbereich 16st die immunmodulatorischen
und toxischen Effekte des LPS aus (Thorn 2001:254). Die genaue chemische
Struktur von LPS ist in Abbildung 1 dargestellt.

Lipopolysaccharide
Polysaccharide r— Phospholipid —
——— O-Specific Chain —————~Outer Core —~Inner Core — —— Lipid A ——

Abbildung 1: Chemische Struktur des Lipopolysaccharids (Holst et al.
1996:84).

An gesunden Freiwilligen konnte gezeigt werden, dass die Inhalation mit LPS
zu vermehrter Einwanderung neutrophiler Granulozyten in die Lunge bzw. in
den Alveolarraum flhrt (Maris et al. 2005:878 ff.). Auch in In-vivo-Modellen mit
Mausen konnte dies bestatigt werden (Reutershan et al. 2005, Basit et al.
2006:L202).

Das inhalierte LPS bindet im Alveolarraum an das LPS-bindende Protein (LBP)

und zusammen binden sie Uber cluster of differentiation (CD) 14 an die Oberfla-

11
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che von Alveolarmakrophagen (Hailman et al. 1994:275). Dieser dreiteilige
Komplex  beeinflusst  den Toll-like-receptor-4/MD-2-  (TLR-4/MD-2)-
Rezeptorkomplex (Poltorak et al. 1998:2087). Die darauffolgenden Signal-
kaskaden fihren zur Aktivierung von NF-kB, das wiederum die Sekretion von
Interleukin (IL) -1, -6, -8 und Tumornekrosefaktor-a (tumor necrosis factor, TNF-
a) einleitet (Jeyaseelan et al. 2004:7254; Palsson-McDermott, O’Neill
2004:153). Die ausgeschutteten Zytokine bzw. Chemokine werden an der ab-
luminalen Seite der Endothelzelle von dieser aufgenommen und mittels
Transzytose in Vesikeln zur luminalen Seite transportiert. Dort werden die
Chemokine von den Endothelzellen prasentiert und aktivieren neutrophile Gra-
nulozyten. Man vermutet, dass Glykosaminoglykane (GAGs) bei der Bindung,
beim Transport und bei der Prasentation der Chemokine eine Rolle spielen. Die
aktivierten neutrophilen Granulozyten beginnen dann entlang des chemotakti-
schen Gradienten in die Lunge zu migrieren (vgl. Kapitel 1.3) (Middleton et al.
2002:3858).

1.3 Neutrophile Granulozyten

Neutrophile Granulozyten, auch polymorphonukleare Leukozyten (PMNs) ge-
nannt, haben wichtige Funktionen im unspezifischen Immunsystem des Men-
schen und dienen in erster Linie der Abwehr von Erregern. Sie gehoren zur
Zellreihe der Leukozyten, mit einem Anteil von ca. 50-60 %. Im Knochenmark
werden téglich circa 10" neutrophile Granulozyten gebildet (Cannistra, Griffin
1988) und reifen dort aus, bis sie in die Zirkulation gelangen. Dort verweilen sie
zwischen vier und zehn Stunden, bevor sie sich an das Endothel anlagern und
in Geweben anreichern (MacNee, Selby 1990). Nach ein bis zwei Tagen gehen
die gealterten Zellen mittels Apoptose zugrunde und die Zellreste werden von
Makrophagen entfernt (Savill et al. 1993:131). In Stresssituationen oder wah-
rend Infektionen steigt die Differenzierungsrate bis auf das Zehnfache an (Can-
nistra, Griffin 1988). Sobald eine Immunantwort ausgelést wird, finden sich
neutrophile Granulozyten unter den ersten Zellen, die zum Ort der Infektion o-
der Zellschadigung wandern (Witko-Sarsat 2000:618). Die Immunabwehr erfolgt

12
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mittels Phagozytose. Sobald die Phagozytose einsetzt, werden begleitend zwei
antibiotische Prozesse aktiviert:

1. Es werden zytotoxische reaktive Sauerstoff- und Stickstoffspezies freige-
setzt, die zur Zerstorung der Zellstruktur des Pathogens flhren.

2. Es kommt zur Degranulation azurophiler und spezifischer Granula, die
verschiedene Enzyme wie Lysozyme, Collagenase, proteo- und sac-
charolytische Enzyme enthalten.

Normalerweise finden diese Reaktionen in den PMNs in sogenannten Phagoly-
sosomen statt. Gelegentlich laufen diese antibiotischen Prozesse auch extrazel-
luldar ab. Dann kénnen UberschielRende Reaktionen — vor allem der degranulie-
renden Prozesse — das umliegende Gewebe zerstéren und so zu einer chroni-
schen Entziindungsreaktion fihren (Smith 1994:675). Nach der Phagozytose
begehen die neutrophilen Granulozyten ihrerseits den programmierten Zelltod,

Apoptose, und werden von Makrophagen phagozytiert.

Bei akuten inflammatorischen Prozessen — wie bei ALI/ARDS — werden neutro-
phile Granulozyten rekrutiert. Dies erfolgt Uber mehrere Schritte, welche die
Aktivierung der PMNs, das Rollen entlang des Endothels, die feste Adhasion
und letztendlich die transendotheliale und transepitheliale Migration umfassen.
Diese Schritte sind in Abbildung 2 grafisch dargestellt.

Im ersten Schritt erfolgt die Aktivierung der PMNs. Nachdem die Lunge ge-
schadigt wurde (vgl. Tabelle 2, Kapitel 1.1.2), schutten Alveolarmakrophagen
und Pneumozyten Typ | verschiedene Zytokine wie IL-1, IL-8, TNF-a aus. Die
PMNs werden durch die ausgeschutteten Zytokine aktiviert (vgl. Kapitel 1.2).
Die Aktivierung flhrt Uber eine Veranderung des Cytoskeletts zu einer Ver-
schlechterung der Verformbarkeit der PMNs. Diese akkumulieren dadurch ver-
starkt im Kapillarbett und in den postkapillaren Venolen (vgl. Abbildung 2.1; Do-
erschuk et al. 1993; Downey et al. 1990; Witko-Sarsat 2000:618).

Im zweiten Schritt folgt nun eine lockere Anheftung der PMNs an die Gefal3-
wand. So kdnnen die PMNs an der Wand entlangrollen — daher auch Rolling
genannt. Die Anheftung geschieht Uber Selektine; dabei befindet sich L-Selektin
auf Neutrophilen, E- und P-Selektin auf den Endothelzellen (Witko-Sarsat 2000:

13
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619). Selektine gehdren zu den Adhasionsmolekilen und sind Transmembran-
proteine. Eine vermehrte Expression der Selektine auf der luminalen Oberflache
der Endothelzellen wird durch die ausgeschutteten Zytokine ausgeldst (Law-
rence, Springer 1993:6344). Selektine korrespondieren mit dem jeweils ent-
sprechenden Liganden auf der Zielzelle. Es resultiert eine verlangerte Passa-

gedauer, welche die Akkumulation der PMNs weiter unterstutzt (vgl. Abb. 2.2).

Stimulus

Alveolarmakrophage

Zytokine/
Chemokine

L Selektin

* Blutstrom KAPPILARE Blutstrom *

Abbildung 2: Migration neutrophiler Granulozyten. 1. Aktivierung der PMNs
durch prasentierte Zytokine und Chemokine. 2. Lockere Anheftung und Rollen
uber E-und L-Selektin. 3. Feste Anheftung Uber CD11/CD18 und ICAM-1.

4a. Transendotheliale Migration. 4b. Transepitheliale Migration.

Im dritten Schritt binden die PMNs fest an das Endothel. Diese Adhasion wird
Uber B,-Integrine (CD11/CD18) auf den Neutrophilen und deren Ligand ICAM-1
(intracellular adhesion molecule) auf den Endothelzellen reguliert (vgl. Abbil-

14
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dung 2.3; Sligh et al. 1993:8532; Furie et al. 1991:2095). Diese Interaktion kann
nur bei aktivierten PMNSs stattfinden. Auf inaktiven PMNs sind die Integrine nicht
in der Lage, mit ihrem Liganden zu binden. Es findet zudem eine verstarkte Ex-
pression des Liganden — getriggert durch IL-1 und TNF-a an der luminalen En-
dotheloberflache — statt (Wittko-Sarsat et al. 2000:619).

Der vierte Schritt umfasst die transendotheliale und transepitheliale Migrati-
on. Die transendotheliale Migration erfolgt hauptsachlich an den Zellgrenzen
der endothelialen Zellen. In der Umgebung von festen Bindungen (CD11/CD18
und ICAM-1) zwischen PMNs und Endothel kommt es zu einer Umorganisation
der Bindungskomponenten VE-cadherin, 3-catenin und Plakoglobin (Del Ma-
schio et al. 1996:498). Die PMNs wandern dann dem Konzentrationsgefalle der
chemotaktischen Stoffe entsprechend durch das Interstitium zum Ort der Scha-
digung (vgl. Abbildung 2.4a).

Bei vielen entzindlichen Erkrankungen migrieren die Neutrophilen letztlich Uber
ein polarisiertes Epithel und sammeln sich in einem Lumen (Parkos 1997:865).
Die transepitheliale Migration setzt eine Spaltung der interzellularen tight junc-
tions voraus (Parkos 1997:866, Nash et al. 1987:1110). Komplexe Signalablau-
fe fUhren zu einer kortikalen Restrukturierung (Hofman et al. 1996:C319). Nach
der Passage der neutrophilen Granulozyten folgt eine erneute Versiegelung der
tight junctions (vgl. Abbildung 2.4b). Da nach einem pathogenen Stimulus ver-
mehrt PMNs in die Lunge einwandern, kommt es durch deren Ausschuttung
toxischer Stoffe und durch die mechanische Beanspruchung durch Pseudopo-
den der PMNs zu Schadigungen der epithelialen Barriere. Dies fuhrt zu parazel-
lularer Permeabilitat, Einstrom von Flussigkeit und klinisch zu einem Lungen-
6dem, welches fur ALI und ARDS charakteristisch ist (Zemans et al. 2009:525).
Abraham zeigt in mehreren Studien, dass neutrophile Granulozyten bei der
Entstehung des ALI eine wichtige Rolle spielen. Die Schwere des ALI nimmt ab,
wenn die PMNs eliminiert werden (Abraham et al. 2000:L1139). Durch die Aus-
schittung von Zytokinen fihren PMNs selbst zur Einwanderung weiterer PMNs,
die durch die Migration das Lungengewebe weiter schadigen (Abraham
2003:5198).

15
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1.4 Inflammation und Zytokine

Ein typisches Merkmal von Entzindungen ist die Rekrutierung von Leukozyten.
FUr diese Rekrutierung muss eine interzellulare Kommunikation zwischen den
infiltrierenden Leukozyten, dem Endothel sowie den Stroma- und Parenchym-
zellen stattfinden.

Dies geschieht Uber Zytokine der frihen oder akuten Phase wie TNF-a und
IL-1, mittels der Expression von Adhasionsmolekilen an den Zelloberflachen
und durch die Produktion chemotaktischer Molekile — Chemokine (Keane,
Strieter 2000:N14). Das folgende Kapitel vermittelt einen kurzen Uberblick tber

die beteiligten Zytokine und Chemokine.

Der Tumornekrosefaktor (TNF) hat zwei Unterformen, TNF-a (Cachectin) und
TNF-B (Lymphotoxin). TNF-a wird in erster Linie von Makrophagen ausgeschit-
tet, wobei auch aktivierte Lymphozyten, natural Killer cells, Endothelzellen sowie
Mastzellen TNF-a produzieren kdnnen. Der potenteste Reiz ist LPS. TNF- wird
ausschlieBlich von Lymphozyten gebildet (Beutler, Cerami 1989:630 f.). Die
Tumornekrosefaktoren erzeugen Immunitat gegenltber Tumoren durch direkte
zytotoxische Effekte an Krebszellen (Carswell et al. 1975:3669). Zudem flhrt
TNF zur Ausschuttung von IL-1 aus ruhenden Makrophagen (Bachwich et al.
1986:96) und Endothelzellen (Libby et al. 1986:183). Es beeinflusst des Weite-
ren Endothelzellen, Adhasionsmolekile zu produzieren (Gamble et al.
1985:8670). Diese Adhasionsmolekile werden als intrazellulare Adhasionsmo-
lekule (ICAM-1), vaskulare Adhasionsmolekile (vascular cell adhesion
molecule, VCAM-1) und E-Selektin (vgl. Kapitel 1.3) bezeichnet. Zudem spielt
TNF eine grofRe Rolle bei der Aktivierung neutrophiler Granulozyten (Gamble et
al. 1985:8670), bei Chemotaxis (Ming et al. 1987), aber auch bei der Degranu-
lation und beim respiratory burst (Klebanoff et al. 1986:4223). Unter respiratory
burst wird die Freisetzung reaktiver Sauerstoffspezies aus neutrophilen Gra-
nulozyten und Mastzellen bei der Phagozytose verstanden. Zudem ist TNF ver-
antwortlich fur die schwere Kachexie, wie man sie bei Tumorerkrankungen oder

chronischen Infektionen beobachten kann (Beutler et al. 1985:994), und er ist
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der erste Mediator eines toxischen Schocks oder der Sepsis (Tracey et al.
1987:664).

Ebenfalls ein Zytokin der frihen bzw. akuten Phase ist das Interleukin-1, wel-
ches innerhalb von Stunden nach einer Gewebsschadigung oder Infektion die
verschiedensten Einflisse auf fast alle Gewebe und Organe hat.

Ursprunglich wurde es endogenes Pyrogen genannt, weil es Fieber ausloste
(Atkins 1960:628). In erster Linie wird IL-1 von Makrophagen produziert, aber
auch Astrozyten, B- und T-Lymphozyten, neutrophile Granulozyten, Endothel-
zellen, Keratozyten und noch einige mehr sind dazu befahigt (Dinarello
1988a:109). Bei gesunden Individuen wird kein IL-1 produziert — mit Ausnahme
von Keratozyten der Haut, einigen Epithelzellen, Neuronen und Zellen der Ne-
benniere (Dinarello, Wolff 1993:107). IL-1 bewirkt sehr viele Reaktionen im Kor-
per. Eine der wichtigsten ist die Aktivierung von T-Lymphozyten sowie eine
Verstarkung der B-Zell-Proliferation und gesteigerte Immunglobulinsynthese. Es
beeinflusst das zentrale Nervensystem und erzeugt Fieber, Abgeschlagenheit,
Mudigkeit und Gewichtsabnahme. In der Leber hemmt IL-1 die Proteinsynthese,
z. B. von Albumin, und stimuliert die Herstellung sogenannter Akute-Phase-
Proteinen wie des C-reaktiven Proteins (CRP). Am Endothel fuhrt IL-1 durch die
vermehrte Expression von ICAM-1, VCAM-1 und E-Selektinen zu einer gestei-
gerten Adhasion von Leukozyten (vgl. Kapitel 1.3). Das Endothel schiittet ver-
mehrt PGl und PGE; aus. Durch die starke Vasodilatation sinken der zentral
venose Druck und der Blutdruck. Da auch das Endothel selbst IL-1 sezerniert,
wirkt es chemotaktisch (Borish, Steinke 2003:S462; Dinarello 1988b:27 ff.).

Durch die Stimulation mit IL-1 und TNF-a wird auch Interleukin-6 sezerniert.
Interleukin-6 kann nicht nur von Immunzellen, sondern auch von vielen anderen
Zellen, wie Fibroblasten, Endothelzellen, Keratinozyten, Hepatozyten, Kno-
chenmarkzellen und einigen Tumorzellen, produziert werden (Kishimoto
1989:2) und vermittelt die unterschiedlichsten Wirkungen. Es hat eine proin-
flammatorische Wirkung, indem es in der Leber die Herstellung der Akute-

Phase-Proteine einleitet (Heinrich et al. 1990:625) und die Differenzierung von
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B-Zellen in Antikdrper-produzierende Plasmazellen beeinflusst (Hirano et al.
1986:73). Auch bei der Aktivierung von T-Lymphozyten spielt es eine grole
Rolle, da es IL-2 (Garman et al. 1987:7629) und die Expression dessen Rezep-
tors induziert (Noma et al. 1987:249). Aber Interleukin-6 hat zudem noch antiin-
flammatorische Wirkungen. Uber IL-6 kann der Kérper das AusmaR der syste-
mischen und lokalen Immunantwort kontrollieren, da es die Menge der proin-
flammatorischen Zytokine wie IL-1 und TNF-a reguliert. Es hat dabei aber kei-

nen Einfluss auf die antiinflammatorischen Zytokine (Xing et al. 1998:318).

Im nachfolgenden Abschnitt wird ein kurzer Uberblick Giber Chemokine gege-
ben. Chemokine sind kleine Proteinmolekile (8—-12 kDa), die fur viele Zellen
einen chemotaktischen Reiz darstellen (Borish, Steinke 2003:469). Anhand des
N-terminalen Cysteinrestes werden die Chemokine in vier Untergruppen einge-
teilt: CXC, CC, XC, CX3C (Zlotnik, Yoshie 2000). Man kann Chemokine aber
auch funktionell in zwei Gruppen einordnen:

1. Inflammatorische Chemokine werden nach Stimulation mit pro-
inflammatorischen Zytokinen oder LPS ausgeschuttet und dienen der
Rekrutierung von Monozyten, Granulozyten und T-Zellen. Aulzerdem lei-
ten inflammatorische Chemokine auf Endothelzellen die Integrin-
Produktion von Leukozyten ein.

2. Homoostatische Chemokine werden kontinuierlich produziert und dienen
dazu, den physiologischen Fluss der Zellen aufrechtzuerhalten. Sie sind
wahrend der Hamopoese, Antigen-Produktion und letztendlich bei der
Kontrolle des Immunstatus von Bedeutung (Moser, Loetscher 2001:123).

Im Folgenden soll besonders auf das Chemokin CXCL8 (IL-8) und die im Rah-
men der vorliegenden Arbeit untersuchten murinen Chemokine CXCL1 und
CXCL2 eingegangen werden.

CXCLS ist der wichtigste chemotaktische Reiz fur PMNs und wird in erster Linie
von mononuklearen Phagozyten, Endothel- und Epithelzellen ausgeschuttet.
Die Synthese wird durch die proinflammatorischen Zytokine IL-1, TNF-a oder
auch LPS eingeleitet. AuRer der chemotaktischen Wirkung tragt CXCL8 auch

zur Degranulation von Neutrophilen, zum respiratory burst und zur Adhasion
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der Leukozyten mit dem Endothel via CD11b/CD18 bei (Baggiolini et al.
1989:1045). Nach Studien von Kurdowska et al. spielt Interleukin-8 in der Ent-
stehung und bezlglich des Oufcomes des ALI eine wichtige Rolle (Kurdowska
et al. 2001:467). Die murinen Chemokine CXCL1 (keratinocyte-derived chemo-
kine, KC) und CXCL2 (macrophage inflammatory protein 2, MIP-2) sind mit
CXCLS8 funktionell identisch (Olson, Ley 2002:R11).

1.5 Adenosin und akute inflammatorische Prozesse der Lunge

Das Nukleosid Adenosin kann unter physiologischen Bedingungen sowohl intra-
als auch extrazellular nachgewiesen werden und hat im Korper verschiedene
Funktionen. Es findet sich als Adenin in der Ribonucleinsaure (RNA) bzw. Des-
oxyribonucleinsaure (DNA) wieder, es dient zur intrazellularen Energiegewin-
nung. Aulerdem spielt Adenosin als zyklisches Adenosinmonophosphat
(cAMP) bei der intrazellularen Signalgebung eine Rolle. Extrazellular kann Ade-
nosin Uber Rezeptoren unterschiedlichste Wirkungen vermitteln (Fredholm
2007:1317 ff.). Es gibt vier verschiedene Adenosinrezeptoren (AR): A1, Aoa, Az
und Asz. Dabei handelt es sich um membrangebundene G-Protein-gekoppelte
Rezeptoren, die sich auf fast allen Zellen wiederfinden (Fredholm et al.
2001a:532 ff.). Linden (2005) fasst die unterschiedlichen Wirkungen von Ade-
nosin an allen vier Rezeptoren in vier Gruppen zusammen:
1. Adenosin kann z. B. durch Vasodilatation das Verhaltnis zwischen Sau-
erstoffangebot und -bedarf verbessern.
2. Adenosin bewirkt die ischamische Prakonditionierung.
3. Adenosin stimuliert die Angiogenese.
4. Adenosin kann sowohl anti- als auch proinflammatorisch im Immunsys-
tem wirken (Linden 2005:1385 ff.).
In Tabelle 3 sind die wichtigsten biologischen Effekte der einzelnen Adenosin-

rezeptoren nach Schepp und Reutershan (2008) nochmals aufgelistet.

Adenosin entsteht sowohl intra- als auch extrazellular durch die Aufspaltung der
Nukleotide Adenosintriphosphat (ATP), Adenosindiphosphat (ADP) und Adeno-

sinmonophosphat (AMP). Normalerweise ist die intrazellulare Menge an Ade-
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nosin und ATP hoher als die extrazellulare. Deswegen kommt es bei Zellzersto-
rungen, im Rahmen von Ischamie oder entzindlichen Prozessen zu einem An-
stieg der extrazellularen Menge an Adenosin (Hasko, Cronstein 2004:33). Mar-
tin et al. konnten zeigen, dass die Plasmakonzentration von Adenosin bei Pati-
enten mit septischem Schock 4-10 uM betragt. Bei gesunden Probanden liegt
die Konzentration unter 1 yM (Martin et al. 2000).

Tabelle 3: Biologische Funktionen der einzelnen Adenosinrezeptoren (vgl.
Schepp, Reutershan 2008: 226).1 = Erhdhung, | = Verminderung.

Funktion

A Bradykardie, Antinozizeption, ischamische Praconditionierung,

| Lipolyse, | glomerulare Filtration

Azp | Plattchenaggregation, Vasodilatation, Schutz vor ischamischen Scha-

den

A2s Relaxation glatter vaskularer Muskelzellen, Stimulation der Ausschuttung

von Mediatoren durch Mastzellen

As; 7 Ausschittung von Mediatoren durch Mastzellen (Maus), Praconditionie-

rung

Allerdings kann ATP auch Uber eine kontrollierte Ausschuttung in den extrazel-
lularen Raum gelangen. Dies geschieht Uber Exozytose oder spezielle Kanale.
Das ATP wird im extrazellularen Raum in einer zweiteiligen Enzymreaktion in
Adenosin aufgespalten. Im ersten Schritt werden ATP und ADP mit der Ekto-
Apyrase (CD39) in AMP und im zweiten Schritt von AMP mittels der Ekto-5'-
Nukleotidase (CD73) in Adenosin und einen Phosphatrest aufgespalten (Fred-
holm 2007:1315). Reutershan et al. zeigen, dass die Transkriptmengen von
CD39 und CD73 beim LPS-induzierten ALI steigen, sich PMNs von CD39- und
CD73-gendefizienten Mausen verstarkt im Interstitium und im intraalveolaren
Raum anreichern (Reutershan et al. 2009:475 f.). Hieraus ergibt sich eine wich-
tige Rolle des extrazellularen Adenosins bei der Migration neutrophiler Gra-
nulozyten im Rahmen des ALI/ARDS. Adenosin tragt unter anderem dazu bei,

die Einwanderung der PMNs in die Lunge abzuschwachen (Chignard, Balloy
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2000; Reutershan et al. 2009; Reutershan et al. 2007; Reutershan et al. 2006;
Schingnitz et al. 2010).

Der Ags-Adenosinrezeptor (A2sAR) hat von den vier oben genannten Adenosin-
rezeptoren die schwachste Affinitat fur Adenosin. Deswegen wird er unter phy-
siologischen Normalbedingungen im Gegensatz zu den anderen Adenosinre-
zeptoren nicht aktiviert. Da wahrend einer Entzundungsreaktion die extrazellula-
re Menge an Adenosin aufgrund von Zellstress, Zellzerstérung und Hypoxie
ansteigt, wird A2sAR erst unter einem Entzindungsgeschehen aktiviert (Fred-
holm et al. 2001b:446). Man findet A,gAR auf pulmonalem Epithel (Cagnina et
al. 2009:L471), vaskularem Endothel sowie auf Entzlindungszellen (Yang et al.
2006:1916). Bei einer Aktivierung von A;sAR kommt es sowohl zu pro- als auch
antiinflammatorischen Effekten. In Studien konnte gezeigt werden, dass bei der
Stimulation von AzsAR auf humanen Mastzellen die Produktion proinflammato-
rischer Zytokine wie IL-1, IL-3, IL-4, IL-8 und IL-13 steigt (Feoktistov, Biaggioni
1995:1984; Ryzhov et al. 2004:7731). Auch ist belegt, dass glatte Muskelzellen
der Atemwege vermehrt monocyte chemoattractant protein 1 (MCP-1) und IL-6
ausschutten (Zhong et al. 2004:123). Des Weiteren zeigten Sun et al., dass die
Antagonisierung von A,sAR den Anstieg proinflammatorischer Zytokine vermin-
dert (Sun et al 2006:2179 f.). Die verstarkte Ausschuttung von IL-6 nach Stimu-
lation von A2sAR ist nicht auf Lungenzellen beschrankt, sondern findet sich zum
Beispiel auch in Osteoblasten (Evans et al. 2006:235), intestinalen Epithelzellen
(Sitaraman et al. 2001:863) und Astrozytomzellen (Fiebich et al.1996:1430).

Eine antiinflammatorische Wirkung des Azs-Adenosinrezeptors konnte mit der
Hilfe von A,gsAR-Knock-out- (K.o.-)Mausen nachgewiesen werden. So wurde
gezeigt, dass AsAR auf Endothelzellen vor einer Entzindungsreaktion und
vermehrter Adhasion neutrophiler Granulozyten am Endothel schitzt (Yang et
al. 2006). Eckle et al. zeigten, dass die Lungenschadigung bei A,sAR-Knock-
out-Mausen mit Hypoxie-induziertem ALl deutlich starker war als bei den Wild-
typmausen (Eckle et al 2008a). Auch die proinflammatorischen Zytokine stiegen
und die antiinflammatorischen Zytokine sanken (Eckle et al. 2008b). Untersu-

chungen von Schingnitz et al. (2010) wiesen nach, dass bei einer Endotoxin-
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induzierten Lungenschadigung vermehrt A,gAR exprimiert wird und IL-1-, IL-6-
sowie TNF-a-Transkripte in den K.o.-Mausen signifikant hoher waren als in den

Wildtypmausen (Schingnitz et al. 2010).

1.6 Fragestellungen der Arbeit

Acute Lung Injury und ARDS sind auch heute noch aufgrund der hohen Sterb-
lichkeit und der wenigen therapeutischen Optionen in der kausalen und suppor-
tiven Behandlung von grof3em Interesse fur die Forschung. Auch die Pathophy-
siologie ist bis heute nicht vollstandig geklart (vgl. Kapitel 1.1). Adenosin kommt
in der Pathogenese von ALI/ARDS eine entscheidende Rolle zu. Extrazellulares
Adenosin wirkt auf die Migration neutrophiler Granulozyten und steht so im Zu-
sammenhang mit akuten inflammatorischen Prozessen der Lunge (vgl. Kapitel
1.5). Diese Dissertation widmet sich daher der Frage, welche Rolle extrazellula-
res Adenosin Uber die Wechselwirkung mit A,gAR in akuten inflammatorischen
Prozessen der Lunge spielt.

Folgende Fragestellungen sollten mit dieser Arbeit untersucht werden:

e Welchen Einfluss hat der Asg-Adenosinrezeptor auf die histologisch bzw.
immunhistochemisch nachweisbare Entzindungsreaktion in der Lunge
nach LPS-Stimulation?

e Welche Rolle spielt der As-Adenosinrezeptor bei der Migration neutro-
philer Granulozyten in vivo? Lasst sich eine pro- oder antiinflammatori-
sche Wirkung nachweisen? Welcher Migrationsschritt wird beeinflusst —
transepithelial und/oder transendothelial?

e Welchen Einfluss hat der Ays-Adenosinrezeptor auf die Permeabilitat der
alveolar-kapillaren Membranen in vivo?

e Flhrt die Aktivierung des Ags-Adenosinrezeptors zu einer Veranderung
der Freisetzung chemotaktischer Zytokine bzw. Chemokine?

e Ergeben sich durch Aktivierung bzw. Inhibierung des Rezeptors thera-
peutische Mdglichkeiten in der Behandlung akut inflammatorischer Pro-

zesse der Lunge, wie ALI und ARDS?
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2 Materialien und Methoden
2.1 Materialien

2.1.1 Mausestamme und Zellen

Die AzsAR-Knock-out-Mause fiur die In-vivo-Versuche wurden von der Boston
University, School of Medicine Department of Biochemistry (Boston, USA) be-
zogen, die korrespondierenden Wildtyp-Mause Cs7Bl/6 von Charles River (Sulz-
bach). Die verwendeten Versuchstiere waren mannlich und zwischen acht und
zwoIf Wochen alt. Die Tierversuche wurden durch das Regierungsprasidium
TUbingen genehmigt (Genehmigungsnummer A1/06).

Die In-vitro-Transmigrationsversuche wurden mit humanen respiratorischen
Epithelzellen vom Typ A549 von ATCC (CCL-185), LGC Standards (Wesel)
durchgefuhrt. Die des Weiteren verwendeten humanen Endothelzellen der Lun-
ge vom Typ HMVEC-L (Human Lung Microvascular Endothelial Cells) stamm-
ten von Lonza (CC-0264, Kaln).

2.1.2 Gerate

Absaugpumpe Vario Vacuubrand BVC 21 Vacuubrand, Wertheim
Autoklav HICLAVE HV-25 HMC, Tussling
Bestrahlungsgerat Gammacell 1000 Elite MDS Nordion, Kanada

Brutschrank cytoperm2 Heraeus, Hanau

Dispergierantrieb MICCRA D-9 ART Prozess- und Labortechnik,
Mallheim

Dispergierwerkzeug DS-8/P ART Prozess- und Labortechnik,
Mullheim

Durchflusszytometer FACSort Becton Dickinson, Heidelberg

Eismaschine AF-10 Scotsman, Sprockhoevel

Gewebeinfiltrationsautomat TP1050 Leica biosystems, Nussloch

Histoembedder EG 11160 Leica biosystems, Nussloch

ICycler Base Bio-Rad Laboratories, Minchen
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Inkubationswasserbad Typ 1003

Labor-pH-Meter 526

Mehrkanalpipette (3114000158)
Mikroskop: Leica DMIL
Mikroskop: Leitz DM-IRB
Mikrowelle Cookmate
Multipette Plus (4981000.019)
Photometer GENios
Photometer Ultraspec 3000 pro

Pinzetten (BD312R, BD311R)
PipetBoy acu (155000)
Pipetten (0.1-2500 ul)

Plate washer Columbus Plus
Quantimet 600
Rotationsmikrotom RM 2235
Scheren (BC590R, BCO60R)
Steril Bank Leimin-Air HB 2472
Thermocycler Cyclone 25
Thermomixer 5439
Thermoschuttler AK 82
Ultraschall Sonoplus GM 70
Vernebler MICRO-A-I-R U22
Vortex K-55-GE

Waage HR-120-EC

Waage Scout Il

Warmeplatte HI 1220
Wasserbad HI 1210
Zentrifuge 5417R

Zentrifuge Megafuge 1.0R

24

GFL Gesellschaft fur Labortechnik,
Burgwedel

WTW Wissenschaftlich-Technische
Werkstatten, Weilheim

Eppendorf, Hamburg

Leica, Wetzlar

Leica, Wetzlar

DEAWOO, Butzbach

Eppendorf, Hamburg

Tecan, Crailsheim

Amersham Pharmacia Biotech, Frei-
burg

Aesculap, Tuttlingen

INTEGRA Bioscience, Fernwald
Eppendorf, Hamburg

Tecan, Crailsheim

Leica, Wetzlar

Leica biosystems, Nussloch
Aesculap, Tuttlingen

Heraeus, Hanau

PeglLab Biotechnologie, Erlangen
Eppendorf, Hamburg

INFPORS AG, Bottmingen (CH)
Bandelin electronic, Berlin
OMRON Healthcare, Illinois (USA)
Bender und Hobein AG, Zirich (CH)
A&D Instruments Ltd., Ahrensburg
Ohaus, Kirchheim

Leica biosystems, Nussloch

Leica biosystems, Nussloch
Eppendorf, Hamburg

Heraeus, Hanau
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2.1.3 Materialien

Abdecktuch steril Folioplast (992495/0)
Cell culture tube 12 ml, steril (163160)

Citrat-Monovetten

Combitips Plus 10 ml (0030069.269)

Deckglaser (01-2460/1)

Einbettkassetten Rotilapo (K.113.1)

Einweg-Pasteurpipetten (EA70.1)
Farbeeinsatz (11-0002)
Farbekuvette (11-0001)

GAZIN Mullkompressen (18501)

GAZIN Mullkompressen steril (13620)
Glasrohrchen No. 2775/6 75 x 12 mm

Glaspasteurpipetten 150 mm

Handschuhe DermaClean (PFC4303971)

Handschuhe steril Biogel
ImmEdge Hydrophobic Barrier
Pen (H-4000)

Kanule Safety-Multifly 21G (851638235)
Kanulen Microlance 20 G (301300)
Kanulen Microlance 24 G (304100)
Kanulen Microlance 25 G (300400)
Kanulen Microlance 27 G (302200)
Kryordhrchen 1,8 ml Nunc (368632)
Mikrotiterplatte Microplate (655101)
Mikrotiterplatte Nunc Maxisorp (442404)

Mikrotomklinge S35
Nahgarn Mercifil No 50 (M3541)
Objekttrager (03-0004)

Objekttrager Superfrost Plus (03-0060)

Parafilm

Hartmann, Heidenheim

Greiner bio-one, Frickenhausen
Sarstedt, Nurnberg

Eppendorf, Hamburg
R.Langenbrinck, Emmendingen
Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe
R.Langenbrinck, Emmendingen
R.Langenbrinck, Emmendingen
Lohmann & Rauscher, Neuwied
Lohmann & Rauscher, Neuwied
Assistent, Sondheim

WU, Mainz

Ansell, Minchen

Regent Medical, Braunschweig

Vector Labs, Peterborough (UK)
Sarstedt, Nurnberg

Becton Dickinson, Heidelberg
Becton Dickinson, Heidelberg
Becton Dickinson, Heidelberg
Becton Dickinson, Heidelberg
Thermo Scientific, Bonn
Greiner bio-one, Frickenhausen
Thermo Scientific, Bonn
Feather, Tokyo (J)

Amann und Sohne, Bonnigheim
R.Langenbrinck, Emmendingen
R.Langenbrinck, Emmendingen
Parafilm



Materialien und Methoden

PCR-Platte Mulri-Rigid Ultra Plates
(N421.1)

Petrischalen Cellstar (627160)
Petrischalen Cellstar (628160)
Petrischalen Cellstar (633171)
Pipettenspitzen 10 ul (70.1115)
Pipettenspitzen 1000 pl (686290)

Pipettenspitzen 200 pl (0030.000.870)

Pipettenspitzen 200 pl (70760002)
Pipettenspitzen 2000 pl (K315.1)
Polyproleneréhrchen 15 ml (188271)
Polyproleneréhrchen 50 ml (352070)
Polystrenerohrchen 5 ml (352052)
Quarzglaskuvetten (105-200-QS)
Reaction-tubes 1,5 ml (616201)
Reagent Reservoir 50 ml (4870)
Rotilabo Probenréhrchen (5866.1)
Safe-lock tubes 0,5 ml (0030121023)
Spritze 1 ml (300013)

Spritze Injekt 10 ml (4606108V)
Spritze Injekt 2 ml (4606027V)
Spritze Injekt 5 ml (4606051V)
Stripetten 1 ml (356521)

Stripetten 10 ml (356551)

Stripetten 25 ml (356525)

Stripetten 5 ml (356543)

Transwell Plate 24 well (3472-Clesar)
Venenkatheter Insyte 22 G (381223)
Zahlkammer C-Chip (DHC-NO1)
Zellkulturflasche fir A549 (90076)
Zellkulturflasche fir HMVEC-L (3290)

Zellsiebe Cell Strainer 70 um (352350)

Carl Roth, Karlsruhe

Greiner bio-one, Frickenhausen
Greiner bio-one, Frickenhausen
Greiner bio-one, Frickenhausen
Sarstedt, Nurnberg

Greiner bio-one, Frickenhausen
Eppendorf, Hamburg

Sarstedt, Nurnberg

Carl Roth, Karlsruhe

Greiner bio-one, Frickenhausen
Becton Dickinson, Heidelberg
Becton Dickinson, Heidelberg
Hellma, Mullheim

Greiner bio-one, Frickenhausen
Corning Incorporated, NY (USA)
Carl Roth, Karlsruhe
Eppendorf, Hamburg

Becton Dickinson, Heidelberg
Braun, Melsungen

Braun, Melsungen

Braun, Melsungen

Becton Dickinson, Heidelberg
Becton Dickinson, Heidelberg
Becton Dickinson, Heidelberg
Becton Dickinson, Heidelberg
Corning Incorporated, Wiesbaden
Becton Dickinson, Heidelberg
Digital Bio, Seoul (ROK)

TPP, Trasadingen (CH)
Corning Incorporated, NY (USA)
Becton Dickinson, Heidelberg
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2.1.4 Chemikalien

ABTS (A1888-2G)
Citronensaure (818707)
DAB Chromogen (S3000)
EDTA (EDA4S)

Evans blue (206334-10G)
Formamid (F9037)
H,SO4 (100731)

HCI (100319)

KCI (4936)

KH,PO4 (4873)
Nay-EDTA (A2937)
Na;HPO, (6580)
Na-Citrat (35801)

NaCl (106404)

NaHCO; (K10720529)
NaOH (9913)

NH4CI (A0988)

PBS (D5652)

PFA 4 % (P6148)
Sodium-Acid (S-8032)

Wasserstoffperoxid 30 % (108597)

2.1.5 Loésungen, Medien und Zusatze

1 %-Antibiotic-Antimycotic-Solution

(A5955)
Ascorbic Acid (CC-4116B)

Avidin Blocking Kit (SP-2001)

Bluing Reagent (7301)
BSA (100018)
Diff-Quik (130832)

Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Merck, Darmstadt

Dako, Hamburg
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt
AppliChem, Darmstadt
Merck, Darmstadt

Carl Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt
AppliChem, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Merck, Darmstadt

Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Lonza, Koln

Vector Labs, Peterborough (UK)
Thermo Scientific, Bonn
Boehringer, Mannheim

Medion Diagnostics, Dudingen (CH)
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DMSO (D5879)

DPBS without Mg/Ca (14190094)
EBM-2 (CC-3156)

Eosin (X883.2)

Ethanol absolut (A3678)

Eukitt (03989)

F-12 Ham’s (21765)

FBS (CC-4102B)

FCS Gold (A15151)

Formalin 4 % (A3697)

FSGO Gelatin (G7765)
GA-1000 (CC-4381)

Glycerin (1.04094)

Hamatoxylin (GHS316)

HBSS (14025050)

HBSS without Mg/Ca (14175053)
Hydrocortisone (CC-4112B)
I-Glutamin (25030-24)

LPS (L6011)

Methanol (106009)

NFW (73989)

Paraffin Rotiplast (6642.5)

PEG Polyethylenglycol (202398)
Percoll Plus (17-0891-01)
R®-IGF-1 (CC-4115B)

Reagent Diluent (DY995)

Recombinant murine MIP-2 (25015)

rhEGF (CC-4317B)
rhFGF (CC-4113B)
RPMI-1640 (R7509)
Substrat Solution (DY999)
Triton X-100 (A4975)

Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Gibco, Invitrogen, Darmstadt
Lonza, Koln

Carl Roth, Karlsruhe
AppliChem, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Gibco, Invitrogen, Darmstadt
Lonza, Koln

PAA Laboratories, Colbe
AppliChem, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Lonza, Koln

Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Gibco, Invitrogen, Darmstadt
Gibco, Invitrogen, Darmstadt
Lonza, Koln

Gibco, Invitrogen, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Merck, Darmstadt
AppliChem, Darmstadt

Carl Roth, Karlsruhe

Sigma, Taufkirchen

GE Healthcare, Miinchen
Lonza, Koln

R&D Systems, Wiesbaden
PeproTech, Hamburg
Lonza, Koln

Lonza, Koln

Sigma-Aldrich, Taufkirchen
R&D Systems, Wiesbaden
AppliChem, Darmstadt
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Trypsin/EDTA Solution (CC-5012)
Trypsin Neutralizing Solution (CC 5002)
Tark’s Lésung (109277)

Tween 20 (A4974)

Unmasking Solution (H-3300)

VEGF (CC-4114B)

Xylol (9713.3)

21.6 Enzyme

Accutase (L11-007)

Collagenase XI (C7657)

DNAse (D4527)

Hyaluronidase (H3506)

iScript cDNA Synthesis Kit (170-8891)
Nucleo Spin RNA 11 (740955.250)

2.1.7 Medikamente

Atropinsulfat 0,5 mg/ml

CotrimE 480 mg/5 ml
Desinfektionsspray Softasept
Heparin-Natrium 25000 I.E./5 ml
Ketamin 50 mg/ml

NaCl 0,9 % 10 ml

NaCl 0,9 % 100 ml

Rompun 2 % (25 ml Xylazin) 20 mg/ml

2.1.8 Antikorper, Marker, Primer

7/4 FITC (MCAT771F)
Biotinylated rabbit anti rat (BA-4001)
CDA45 PerCP (557235)
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Lonza, Koln

Lonza, Koln

Merck, Darmstadt

AppliChem, Darmstadt

Vector Labs, Peterborough (UK)
Lonza, Koln

Carl Roth, Karlsruhe

PAA Laboratories, Colbe
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Bio-Rad Laboratories, Minchen

Mercherey-Nagel, Diren

Ratiopharm, Ulm

Ratiopharm, Ulm

Braun, Melsungen
Ratiopharm, Ulm

Ratiopharm, Ulm

Braun, Melsungen

Fresenius Kabi, Bad Homburg
Bayer, Leverkusen

AbD Serotec, Dusseldorf
Vector Labs, Peterborough (UK)
Becton Dickinson, Heidelberg
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DuoSet ELISA IL-6 (DY 406)
DuoSet ELISA KC (DY 453)
DuoSet ELISA MIP-2 (DY 452)
DuoSet ELISA TNF-a (DY 410)
Gr1 (RB6-8C5)

IgG 2a FITC (553929)

IgG 2b APC (553991)

Mus Az left

5'-ggg cag caa ctc aga aaa ct-3'
Mus Agg right

5’-gga agg act tcg tct ctc ca-3’
Mus B-Aktin left

5'-tca cgc acg att tcc ctc tca g-3
Mus B-Aktin right

5'-ctc tcc ctc acg cca tce tg-3°

Rat anti mouse neutrophils (MCA771GA)

Selektiver A;B-Agonist BAY 60-6583

Selektiver A;B-Antagonist
PSB 1115 (P0373)

Sybr.-Green Supermix (170-8880)

Vectastain ABC-KIT (PK-4004)
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R&D Systems, Wiesbaden

R&D Systems, Wiesbaden

R&D Systems, Wiesbaden

R&D Systems, Wiesbaden
Lymphocyte Culture Center Core,
University of Virginia,
Charlottesville (USA)

Becton Dickinson, Heidelberg

Becton Dickinson, Heidelberg
biomers.net, Ulm
biomers.net, Ulm
biomers.net, Ulm
biomers.net, Ulm

AbD Serotec, Dusseldorf
Bayer, Wuppertal
Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Bio-Rad Laboratories, Minchen
Vector Labs, Peterborough (UK)
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2.2 Methoden

2.2.1 Real-time reverse Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR)

Grundlagen

Die RT-PCR ist ein zweiteiliges Verfahren, das seine Anwendung in Forschung
und Diagnostik findet. Es besteht aus den Verfahren der reversen Transkription
und der Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR).

Das Verfahren der reversen Transkription erlaubt es, RNA in DNA umzuwan-
deln. Reverse Transkriptasen werden daher auch als RNA-abhangige DNA-
Polymerasen bezeichnet und sind Enzyme, welche die Umwandlung von RNA
in DNA katalysieren. Dabei wird von einer einzelstrangigen RNA ein RNA-DNA-
Hybridstrang gebildet. Diese DNA wird deswegen auch ¢ (complementary) DNA
genannt. Um letztendlich eine doppelstrangige DNA zu erhalten, werden zu-
satzlich DNA-abhangige DNA-Polymerasen bendtigt. 1970 wurde die reverse
Transkriptase gleichzeitig von Howard Temin und David Baltimore entdeckt
(Drake, Crow 1996:3).

Die Polymerase-Kettenreaktion ist eine Methode, um DNA in vitro zu vervielfal-
tigen. Dieses Verfahren wurde 1983 von Kary B. Mullis erfunden und 1986
erstmals publiziert (Mullis et al. 1986). Bei der PCR wird die DNA mithilfe des
Enzyms DNA-Polymerase kiinstlich vervielfacht. Dabei bindet das Enzym an
einen DNA-Einzelstrang und beginnt an kurzen komplementaren Oligonukleoti-
den, Primer genannt, den zum verwendeten Einzelstrang komplementaren
Strang mittels Desoxyribonukleosidtriphosphaten zu synthetisieren. Danach
werden die Proben auf 94-96 °C erhitzt, die Wasserstoffbrickenbindungen zer-
fallen und es entstehen wieder Einzelstrange. Die schematische Darstellung der
PCR ist Abbildung 3 zu entnehmen. Urspringlich verwendete Mullis die DNA-
Polymerase | aus E.coli. Diese denaturierte allerdings beim Erhitzen und muss-
te so vor jedem neuen Zyklus hinzugefligt werden. Eine deutliche Verbesserung
des Verfahrens brachte die thermostabile DNA-Polymerase, die aus dem in
heiRen Quellen lebenden thermophilen Bakterium Thermus aquaticus gewon-
nen wurde. Diese thermostabile DNA-Polymerase wird auch Tag-Polymerase
genannt (Saiki et al 1988:487; Mullis 1990).
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Abbildung 3: Schematische Darstellung der PCR

RNA-Isolierung
Fir die RNA-Isolierung wird die Lunge der Versuchsmaus entnommen (vgl. Ka-
pitel 2.2.7, Praparation der Lunge) und im Lysepuffer homogenisiert (vgl. Kapi-
tel 2.2.9, Evans Blue).
Lysepuffer: RA-1 350 pl

B-Mercaptoethanol 3,5 ul
Die fur die Isolierung verwendeten Losungen, Reaktionsgefalde und Filter sind
im Nucleo Spin RNA Il Kit von Mercherey-Nagel enthalten. Es dirfen maximal
30 mg des Lungengewebes pro Probe verwendet werden.
Durch die Lyse werden die Disulfidbricken aufgebrochen. Das Zelllysat wird mit
einer Pipette aufgezogen, auf ein mit Filter versehenes Reaktionsgefal} gege-
ben und bei 11 000 g fur 1 min zentrifugiert. Auf dem Filter bleibt der Zellschrott
haften und kann verworfen werden. Zur Ausfallung der DNA werden nach der

Zentrifugation 350 ul 70-prozentiges Ethanol zugegeben. Die Probe wird so

32



Materialien und Methoden

lange gemischt, bis keine Schlieren mehr vorhanden sind, und auf ein neues —
ebenfalls mit Filtern versehenes — Reaktionsgefall gekippt, das fur 30 s bei
11 000 g zentrifugiert wird. Danach wird der Durchfluss im Reaktionsgefal’ ver-
worfen. Die RNA und DNA sind nun fest an die Filtermembran gebunden. Zur
Trocknung der Membran werden 350 pl Membran Desalting Buffer auf den Fil-
ter gegeben und die Probe 1 min bei 11 000 g zentrifugiert. Der Durchfluss wird
erneut verworfen. Um die restliche DNA in RNA aufzuspalten, werden 95 ul
DNAse-Losung auf die Membran pipettiert und bei Raumtemperatur (RT)
15 min inkubiert.
DNAse-Losung: DNAse | 10 pl

DNAse reaction buffer 90 ul
Nach der Inkubation werden 200 ul RA-2-Puffer zur Inaktivierung der DNAse
hinzupipettiert. Nachdem die Probe bei 11 000 g fur 30 s zentrifugiert wurde,
wird der Durchfluss verworfen und 600 pl RA-3-Puffer zugegeben. Der letzte
Schritt wird mit 250 yl RA-3-Puffer wiederholt. Zur vollstandigen Trocknung der
Membran wird die Probe 2 min bei 11 000 g zentrifugiert und der Filter auf ein
neues 1,5-ml-Eppendorf-Cup gesetzt.
Um die RNA vom Filter in das Eppendorf-Cup zu eluieren, werden 40 pyl NFW
(nukleasefreies Wasser) auf den Filter gegeben und bei 11 000 g fur 1 min
zentrifugiert. Zur Messung der Proben am Photometer wird die RNA 1:100 mit
NFW verdunnt und in eine Quarz-Klvette gefullt. Vor Beginn der Messungen

wird mit 100 ul NFW der Nullabgleich vorgenommen.

Umschreibung der RNA in cDNA

Zur Umschreibung wird das iScript cONA Synthesis Kit der Firma Bio-Rad ver-
wendet. Dieses besteht aus iScript reaction mix, iScript Reverse-Transkriptase
und NFW. Fir den Umschrieb von RNA in cDNA muss exakt 1 ug der isolierten
RNA eingesetzt werden. Anhand der zuvor gemessenen Photometerkonzentra-
tionen (ug/ml) wird berechnet, wie viel NFW zur RNA-L6sung gegeben werden
muss. RNA-L6sung und NFW mussen zusammen 15 ul ergeben. Fur die Reak-
tion werden pro Probe 4 ul iScript reaction mix und 1 pl iScript Reverse-

Transkriptase in kleine Eppendorf-Cups vorgelegt, dann die 15 yl RNA-NFW-
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L6sung dazupipettiert. Die Umschreibung erfolgt im Thermocycler fur 40 min.

Anschlielend werden 60 pl NFW auf jede Probe gegeben.

PCR
Zur Vorbereitung der PCR werden mehrere Losungen bendtigt. Es werden zwei
Primer-Mix-Losungen hergestellt:
1. Forward und Reverse Primer des A,sAR-Gens und
2. Forward und Reverse Primer des Kontrollgens, B-Aktin.
Die eingesetzten Primer (vgl. Kapitel 2.1.8, Antikorper, Marker, Primer) mussen

so gelGst sein, dass sie dieselbe Konzentration haben.

Primer-Mix: NFW 160 pl
Forward Primer 20 pl
Reverse Primer 20 pl

Fir die Standardreihen (A2sAR und B-Aktin) werden je vier Verdlinnungen her-
gestellt: 1:2, 1:4, 1:8 und 1:16. Die Standardreihe flir A,sAR wird aus der Probe
der Kontrolle, d. h. aus der cDNA der Maus, die kein LPS erhalten hat, herge-

stellt.
Fir die PCR werden je Probe 21 yl PCR-Mix verwendet.
PCR-Mix: Sybr-Green 12 ul

NFW 7,5

Primer-Mix (A2sAR od. B-Aktin) 1 pl
Nach den Vorbereitungen werden jeweils 4 ul der Proben und Verdinnungen
der Standardreihen in die wells (Vertiefungen) der 96-well-PCR-Platte vorge-
legt. Die B-Aktin-Proben werden in Duplikaten, die A;gAR-Proben und die Ver-
dinnungsreihen beider Standards in Triplikaten auf die Platte pipettiert. Vier
Mikroliter Probe enthalten 50 ng der cDNA. Dazu werden 21 ul des entspre-
chenden PCR-Mix gegeben und die Real-time-PCR im iCycler gestartet. Die
Ergebnisse werden mit Gene Expression Analysis for iCycler iQ Real-time-PCR

Detection System von Bio-Rad ausgewertet.
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2.2.2 Differentialblutbild

Mittels Biopsieschnitt werden ca. 10 pl Blut aus der Schwanzvene entnommen
und auf die Zahlkammer aufgebracht. Die Leukozyten werden zur Bestimmung
der Gesamtzellzahl (GZZ) pro ml (Anzahl Leukozyten x 2,5 x 10 x 1000) ausge-
zahit.

Zur Anfertigung des Differentialblutbildes wird ein Bluttropfen auf einen unbe-
schichteten Objekttrager aufgebracht und ausgestrichen. Die getrockneten
Ausstriche werden mit Diff-Quik nach Herstellerangaben gefarbt und getrock-
net. Mikroskopisch werden die Leukozyten bis zu einer absoluten Zellzahl (ZZ)

von 100 differenziert.

2.2.3 Histologie

Entnahme und Formalinfixierung der Lungen

Die Maus wird narkotisiert, das Fell abprapariert und der Thorax eroffnet. Die
Trachea der Maus wird mittels Venenverweilkatheter kandliert (vgl. Kapitel
2.2.6, Bronchoalveoldre Lavage). Uber den Katheter wird aus einer 20-ml-
Spritze vierprozentiges Formalin passiv tuber 15 min in die Lunge infundiert. Der
Formalinpegel der Spritze sollte hierbei nicht mehr als 20 cm Uber der Maus
sein, um erhdhten Druck auf das Lungengewebe zu vermeiden. Die Lunge wird
entnommen und in einer Einbettkassette flir 24 Stunden in vierprozentigem

Formalin belassen.

Einbetten der Lunge

Nach der Formalinfixierung wird die Lunge 30-60 min in 70-prozentigem Etha-
nol entwassert und anschlieRend das Lungengewebe im Gewebeinfiltrationsau-
tomat (Leica) in Paraffin eingebettet. Um die Lunge am Mikrotom schneiden zu

kénnen, wird diese am Histoembedder (Leica) in einen Paraffinblock gegossen.

Gewebeschnitte
Am Rotationsmikrotom (Leica) werden die mit Eis gekihlten Paraffinblocke in

10 ym dicke Schnittketten geschnitten und mit einem Pinsel vorsichtig ins 40 °C
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warme Wasserbad Ubertragen. Im Wasserbad wird die Kette nach Bedarf in
Einzelschnitte unterteilt, auf Objekttrager gezogen und Uber Nacht auf der

Warmeplatte bei 37 °C getrocknet.

Hématoxylin/Eosin-Farbung

FUr die Hamatoxylin/Eosin- (HE)Farbung werden die Paraffinschnitte zuerst in
Xylol fur zweimal 5 min, dann in absteigenden Alkoholkonzentrationen (Ethanol
zweimal 100 %, 96 %, 70 %, 50 %) fur jeweils 3 min entparaffiniert. Danach
werden die Schnitte 5 min in Aqua dest. gespult und fur 10 min mit Hamatoxylin
gefarbt, kurz in einprozentigen HCI-Alkohol getaucht, danach 15 min unter flie-
Rendem Wasser geblaut und 1 min mit Eosin gefarbt. Uber aufsteigende Alko-
holkonzentrationen (Ethanol je zweimal 70 %, 90 % und 100 % fur 3 min; zu-
letzt Xylol fir 5 min) werden die Schnitte entwassert, mit Eindeckmedium ein-

gebettet und getrocknet.

Immunhistochemie

Die Paraffinschnitte werden zuerst in Xylol fur 10 min, dann in absteigenden
Alkoholkonzentrationen (Ethanol je zweimal 100 %, 96 %, 70 %) fur je 5 min
entparaffiniert und zweimal in Aqua dest. je 5 min gespult. Zum Blocken der
endogenen Peroxidase wird der Objekttrager fir 30 min in einer Losung aus
200 ml Methanol und 3 ml 30-prozentigem Wasserstoffperoxid bei Raumtempe-
ratur inkubiert, dann 5 min in Aqua dest. gespult. Die Praparate werden mit
Unmasking Solution Uberdeckt und in der Mikrowelle bei 600 W fiur 20 min be-
lassen. Dabei wird regelmafig die Flissigkeit im Objekttragerbehalter aufgefillt,
damit die Praparate nicht austrocknen. Nach dem Erhitzen werden die Objekt-
trager circa eine Stunde zum Abkuhlen zugedeckt belassen. Danach werden
sie 5 min in PBS™ gespult. Auf den abgekuhlten Objekttragern werden die
Schnitte mit Pap Pen eingekreist und innerhalb der Kreise mit Avidin Blocking
Solution bedeckt.

Avidin Blocking Solution: 0,5 % FSGO/PBS’ 1 ml
Normal rabbit serum (NRS) 100 ul
Avidin Blocking Solution 4 Tropfen
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(Die hergestellten Losungen reichen fur einen Objekttrager. Werden mehr Ob-
jekttrager verwendet, missen die Mengenangaben entsprechend der Anzahl
der Objekttrager angepasst werden.)

In einer feuchten Kammer werden die Objekttrager bei Raumtemperatur flr
60 min inkubiert. Danach wird die Avidin Blocking Solution abgekippt, die Ob-
jekttrager 5 min in PBS gespult und zuletzt der Primar-Antikorper (AK) (Biotin

Blocking Solution) aufgetragen.

Biotin Blocking Solution: Primar-AK (1 pg/ml) 1 pl
0,5 % FSGO/PBS® 1 ml
Normal rabbit serum (NRS) 100 ul
Biotin Blocking Solution 4 Tropfen

Die Objekttrager werden mit Biotin Blocking Solution Gber Nacht in einer feuch-
ten Kammer bei 4 °C inkubiert. Der Primar-AK wird abgekippt, der Objekttrager
fur 5 min in funfprozentigem FSGO/PBS™ gespult und der Sekundar-AK aufge-
bracht. Die Objekttrager werden mit Sekundar-AK flr eine Stunde bei Raum-
temperatur in der feuchten Kammer inkubiert.
Sekundar-AK : Sekundar-AK 10 ul
0,5 % FSGO/PBS” 1 ml
Normal rabbit serum (NRS) 100 ul
Der Sekundar-AK wird abgekippt, der Objekttrager flir 5 min in flinfprozentigem
FSGO/PBS™ bei RT gespllt. Die ABC-Solution wird nach Angaben des Herstel-
lers angesetzt, auf die Praparate aufgetragen und flr 30 min in der feuchten
Kammer bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Abkippen der ABC-Solution und
erneutem Spulen (5 min) der Praparate in finfprozentigem FSGO/PBS’, wird
die DAB-L6sung angesetzt, auf die Schnitte aufgetragen und 5 min bei Raum-
temperatur inkubiert.
DAB-L6sung: PBS 10 ml
DAB 1 Tablette
Die DAB-Solution wird 30 min im Dunkeln ge-
mischt. Unmittelbar vor Gebrauch werden 7,5 ul

H.0 hinzugeflugt.
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Die DAB-L6sung wird nach der Inkubation abgekippt und die Objekttrager 5 min
in Aqua dest. gespult. Nach Gegenfarbung der Schnitte mit Hamatoxylin fur
15 s werden die Praparate 4-5 min unter flieBendem Leitungswasser gesplilt,
1 min mit Bluing Reagent geblaut und unter flieRendem Leitungswasser flr
3 min gespiilt. Uber die aufsteigenden Alkoholkonzentrationen und Xylol wer-

den die Schnitte wieder entwassert und zuletzt mit Eindeckmedium eingedeckt.

2.2.4 Inhalation von Lipopolysaccharid

Zur Induktion einer transienten pulmonalen Inflammation wird die Inhalation von
aerosoliertem LPS (Salmonella enteriditis) angewandt. Die Inhalation simuliert
Aspekte einer Pneumonie mit wesentlichen Merkmalen einer akuten respiratori-
schen Insuffizienz.

Die LPS-Ldsung besteht aus 7 ml LPS (0,5 mg/ml, gelést in PBS") + 7 ml NaCl
0.9 %. Der Aufbau der Inhalationskammer ist in Abbildung 4 dargestellt.

Es werden vier bis maximal acht Mause gleichzeitig in die Inhalationskammer
gesetzt. Das LPS-Aerosol wird vom Vernebler Uber den Plastikschlauch Nr. 1 in
die Kammer geleitet. Dies geschieht tber eine Sogwirkung an Gummischlauch
Nr. 2 durch flieRendes Wasser an Gummischlauch Nr. 3. So wird die gleichma-
Rige Verteilung des Aerosols sowie die Luftzufuhr flr die Mause gewahrleistet.
Die LPS-Inhalation dauert 30-50 min bis zur vollstandigen Entleerung des Ver-

neblers.
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Abbildung 4: Inhalationskammer zur LPS-Applikation. Aerosol wird Uber
Plastikschlauch Nr. 1 durch Sogwirkung an Plastikschlauch Nr. 2 vom Vernebler

in die Inhalationskammer geleitet.

2.2.5 Behandlung mit Agonist/Antagonist von A;sAR
Der AzsAR-Agonist (BAY 60-6583) oder -Antagonist (PSB 1115) wird der Maus

60 min vor Versuchsbeginn bzw. vor LPS-Gabe in entsprechender Dosis intra-
peritoneal (i. p.) verabreicht.

Agonist: 1 und 2 mg/kg Korpergewicht (KG), geldst in 80 % PEG, 10 % Glyce-
rin, 10 % Aqua ad injectabilia.

Antagonist: 10 mg/kg KG; geldst in DMSO und weiterverdinnt mit NaCl 0,9 %.

2.2.6 Bronchoalveolare Lavage (BAL)
Der Versuchsmaus werden 300 pl des gefarbten Antikdrpers Gr-1 intravends
(i. v.) und anschlieRend 300 pl der Narkoselésung i. p gespritzt.
Anasthesie: Ketamin 200 ul
Rompun 2 % 50 pl
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Atropin 40 pl

NaCl 0,9 % 710 pl

(Die Narkosel6sung reicht fur drei Mause.)
Nach 5 min wird die Maus mit Kanulen oder Pflasterstreifen an den Extremita-
ten fixiert. Vor der Fellpraparation wird das Tier mit 70-prozentigem Alkohol ein-
gespruht und abgewischt. Abdomen und Thorax werden eroffnet. Zum Ausblu-
ten wird die Vena cava infradiaphragmal durchtrennt und die rechte Herzkam-
mer mit 3 ml PBS™ perfundiert. Die Trachea wird freiprapariert und mit einem
Venenkatheter kaniiliert. Uber die Kaniile wird 1 ml PBS™ mit einer Insulinspritze
langsam in das Bronchialsystem injiziert und folgend aspiriert. Dieses Prozede-
re wird wiederholt, bis 5 ml BAL in einem Falcon auf Eis gesammelt sind. Die
BAL wird zentrifugiert (300 g, 10 min, 4 °C) und das Pellet fir die Zellzahlung in
1 ml Farbepuffer (FP) resuspendiert.
Farbepuffer: PBS’ 500 ml

BSA 54¢g

Sodium Acid 25 ml
FUr die Bestimmung der Zellzahl werden bei einer BAL mit LPS-Gabe 10 pl
Zellsuspension mit 90 ul Turks-Losung gemischt. Bei einer BAL ohne LPS-

Gabe werden 10 yl unverdunnt eingesetzt und mittels Zahlkammer ausgezahilt.

2.2.7 Praparation der Lunge

Die Praparation der Lunge folgt im Anschluss an die BAL. Die mediastinalen
Strukturen werden en bloc entnommen und die einzelnen Lungenlappen abpra-
pariert. Diese werden in einer Petrischale mit einer scharfen Schere und einigen
Tropfen der Enzymldsung zerkleinert und mittels Einmalpasteurpipette in die

restliche Enzymldsung in ein 50-ml-Falcon Ubertragen.

Enzymlésung: Collagenase Xl 5 ul geléstin PBS’
Hyaluronidase 5 pl geldstin PBS”
DNAse 5 pl geldstin PBS”
Gr-1 ungefarbt 100 pl
PBS 5 ml
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Wird mehr als eine Lunge prapariert, werden die zerkleinerten Lungen in der
Zwischenzeit bei Raumtemperatur im Dunkeln gelagert. Die Lunge wird 30 min
bei 37 °C und 200 rpm auf dem Thermoschuttler inkubiert. Zum Durchsieben
der Lunge wird ein 50-ml-Falcon mit einem Zellsieb vorbereitet. Nach der Inku-
bation wird das Lunge-Enzymlosungsgemisch auf das Zellsieb gegeben und mit
dem Stempel einer 2-ml-Spritze durchgesiebt. Wahrend des Durchsiebens wird
mit PBS™ nachgespult (Endvolumen max. 20 ml). Danach wird zentrifugiert (300

g, 10 min, 4 °C), der Uberstand verworfen und das Pellet in 5 ml Lysepuffer re-

suspendiert.

Lysepuffer: NH4CI (1,5 M) 10,03 ¢
NaHCO; (0,1 M) 1,05 g
Na-EDTA (0,01 M) 465,00 mg
Aqua bidest. 125,00 ml

Mit Aqua bidest. 1:10 verdinnen.
Nach 5 min Inkubation im Dunkeln wird die Lyse mit 20 ml FP gestoppt, die
Probe zentrifugiert (300 g, 5 min, 4 °C), der Uberstand verworfen und das Pellet
in 3 ml FP fur die Zellzahlung resuspendiert. Die Zellzahlung erfolgt mithilfe ei-
ner Zahlkammer. Dafur werden 10 yl der Probe mit 90 pl Turks-Losung ge-

mischt.

2.2.8 Durchflusszytometrie (fluorescence activated cell sorting, FACS)

Grundlagen

Mit der Durchflusszytometrie ist die simultane Messung verschiedener
physikalischer und chemischer Eigenschaften einer Zelle maoglich. Zellen kon-
nen so differenziert und zum Beispiel einzelnen Subgruppen zugeordnet wer-
den. Das Durchflusszytometer erlaubt die gleichzeitige Messung von Streulicht-
und Fluoreszenzsignalen an Einzelzellen. Die Zellen werden hierfir mit Flu-
orochrom-behafteten Antikorpern markiert und die Zellsuspension aus dem
Probenréhrchen (iber eine Stahlkapillare durch Uberdruck in die Messkiivette
gezogen. Als Lichtquelle fur die Messung in der Kuvette dient ein Argon-Laser
mit einer Anregungswellenlange von 488 nm. Trifft Licht auf die Zellen, wird der
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Strahl in Abhangigkeit von der Beschaffenheit der Zellen gestreut (Herzenberg
etal. 1976:108-111).
Das Durchflusszytometer unterscheidet zwischen:

e Vorwartsstreulicht (forward light scatter, FSC), das entlang der Achse
des einfallenden Lichtes gemessen wird und ein Mal fur die Grolde der
Zellen darstellt,

e Seitwartsstreulicht (side scatter, SSC), das im 90°-Winkel zum einfallen-
den Licht gemessen wird und von der komplexen Streuung durch intra-
zellulare Kompartimente abhangt. Es erlaubt Aussagen uber die intra-
zellulare Granularitat und Binnenstruktur. Im gleichen Winkel wird die

e Fluoreszenzintensitat gemessen, bei der das Fluorochrom der markier-
ten Zellen durch den Laser angeregt wird und die Energie in Form von
Licht einer anderen, hoheren Wellenlange emittiert wird. Die Wellenlan-
ge des emittierten Lichtes ist abhangig vom eingesetzten Fluorochrom.
Das verwendete Fluorochrom Fluorescein-Isothiocyanat (FITC) bei-
spielsweise emittiert Licht bei 525 nm, Allophycocyanin (APC) bei
660 nm, Peridinin-Chlorophyll-Protein (PerCP) bei 670 nm (Sack et al.
2007:27 ff., Fluorophores.org — Datenbank fur Fluoreszenzfarbstoffe).

Pro Probe werden 10 000 Zellen am Durchflusszytometer FACSort (Becton Di-
ckinson, Heidelberg) analysiert. Die Auswertung erfolgt mithilfe der Programme

"CellQuestPro" und "Flowjo".

FACS-Férbung

Die Zellsuspensionen aus BAL und Lungenpréparation werden auf 2 x 10° Zel-
len/100 pl verdinnt bzw. konzentriert. Die Antikérper werden mit FP nach Ta-
belle 4 verdinnt und je 1 yl nach Schema (Tabelle 5) in FACS-Rd&hrchen vorge-
legt. Je Rohrchen werden 100 ul der Zellsuspension der BAL bzw. der Lungen-
praparation dazupipettiert. Fur die Oberflachenfarbung werden die Proben
20 min im Dunkeln auf Eis inkubiert. Nach der Inkubation werden die Proben
zweimal mit je 1 ml FP gewaschen, zentrifugiert (1300 rpm, 10 min, 4 °C) und
letztlich in 400 pl (200 pl PFA 4 % und 200 pl FP) Fixierldésung resuspendiert.
Danach erfolgt die Messung am Durchflusszytometer.
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Tabelle 4: Verdiinnungsschema und Spezifitat der Antikorper
AK = Antikorper, FP = Farbepuffer

AK (ul) FP (ul) Spezifitit

714 FITC 1 4 7/4 Klon neutrophiler Granulozyten
CD 45 PerCP 1 9 Leukozyten

Gr-1 1 9 PMN

IgG2a FITC 1 24 Korrespondierender Isotyp

IgG2b APC 1 3 Korrespondierender Isotyp

Tabelle 5: Pipettierschema fiir Durchflusszytometrie

BAL Lunge
Roéhrchen Farbung je 1 pl je Probe je Probe
100 pl 100 pi
1 Ungefarbt X
2 7/4 FITC X
3 CD45 PerCP X
4 Gr-1 X
5 CD45 PerCP X
lgG2a FITC
lgG2b APC
6 7/4 FITC X X
CD45 PerCP

Gr-1 (bei Lungenprobe

nicht pipettieren)
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2.2.9 Evans blue

Evans blue ist ein Marker fur die Permeabilitat der kapillar-alveolaren Membra-
nen. Da Evans blue eine hohe Affinitdt zu Albumin besitzt und Albumin unter
physiologischen Bedingungen die Blut-Luft-Schranke nicht durchdringen kann,
zeigt die Konzentration von Evans blue das Ausmald der Zerstérung der Blut-
Luft-Schranke an.

Evans blue wird mit NaCl 0,9 % zu einer Konzentration von 1 mg/ml verdunnt.
Die im Versuch verwendete Dosis betragt 20 pl/kg KG und wird der Maus
30 min vor Versuchsbeginn in die Schwanzvene injiziert.

Die Maus wird narkotisiert und vor der Fellpraparation mit 70-prozentigem Alko-
hol eingespriiht und abgewischt. Vor dem Offnen des Abdomens und des Tho-
rax wird das Fell entfernt. Aus der rechten Herzkammer wird Blut mit einer vor-
heparinisierten Spritze entnommen und in einen Eppendorf-Cup uberfuhrt.
Nach der Zentrifugation (13 000 rpm, 15 min, 4 °C) wird das Plasma abpipettiert
und bis zur spektrometrischen Messung bei 4 °C aufbewahrt.

Nachdem die Vena cava infradiaphragmal durchtrennt wurde, wird das Herz
durch die rechte Herzkammer mit 3 ml PBS’ perfundiert, um das intravaskulare
Blut aus der Lunge zu spulen. Die Lunge wird mit den mediastinalen Strukturen
entnommen und die Lungenlappen separiert. Dabei werden die Hauptbronchien
vom Hilum der Lunge ausgeschnitten, da diese Evans blue selektiv aufnehmen.
Um die Lungenlappen zu homogenisieren, werden sie gewogen und PBS’
(350 ul/100 mg Lunge) hinzugefligt. Nach der Homogenisation wird die Probe
mit zwei Teilen Formamid versetzt und 12—18 h bei 60 °C inkubiert. Nach der
Inkubation und 30 min Zentrifugation bei 5 000 rpm werden je 200 ul des Uber-
standes in drei wells der Mikrotiterplatte pipettiert. Vom Plasma werden in einer
1:4-Verdlinnung mit PBS™ ebenfalls drei wells mit je 200 pl auf die Mikrotiterplat-
te pipettiert. Aus der angesetzten Evans-blue-Lésung wird eine Standardreihe
hergestellt (Evans blue in ug/200ul: 20; 10; 5; 2,5; 1,25; 0) und pro Verdlinnung
jeweils drei wells mit je 200 ul befullt. Danach erfolgt die Messung der Absorpti-
on im Spektrometer bei 620 nm und bei 740 nm. Das Absorptionsmaximum von
Evans blue befindet sich bei 620 nm. Tritt keine Absorption bei 740 nm auf,

weist das auf eine Kontamination der Probe mit Hampigmenten hin. Die korrek-
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te Absorption (A) von Evans blue im Plasma oder Gewebe bei 620 nm wird
nach vorgelegter Gleichung kalkuliert:
A = gemessene Absorption bei 620 nm — (1,426 x Absorption bei
740 nm + 0,03)

Zur Auswertung wird die Software Magellan verwendet.

2.2.10 Bestimmung der Zytokine (ELISA)
Grundlagen des Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA)

ELISA ist ein immunologisches Nachweisverfahren basierend auf einer en-
zymatischen Farbreaktion, das Anfang der 1970er-Jahre von der Arbeitsgruppe
um Peter Perlmann und Eva Engvall von der Universitat in Stockholm, Schwe-
den entwickelt wurde (Lequin 2005:2415). Man macht sich hierbei die Eigen-
schaft zunutze, dass Antigene an spezifische Antikdrper binden. Das Antigen ist
mit einem Enzym, z. B. alkalische Phosphatase, markiert. Dieses Enzym kata-
lysiert bei Zugabe des entsprechenden Substrates eine Reaktion. Die stattge-
fundene Reaktion ist meist als Farbumschlag sichtbar. Eine Reaktion gilt als

Nachweis flr das Vorhandensein des Antigens (Engvall et al. 1971:429).

Double-Antibody-Sandwich ELISA

Zur Bestimmung der Zytokine im hier verwendeten Versuchsaufbau werden
Double-Antibody-Sandwich-ELISAs verwendet. Beim Sandwich-ELISA handelt
es sich um eine spezielle ELISA-Technik, die zwei Antikdrper verwendet, die
beide an unterschiedlichen Stellen an das Antigen binden. Der erste Antikorper,
der sogenannte coating-Antikdrper, wird an eine feste Phase (96-well-
Mikrotiterplatte) gebunden. Danach wird das nachzuweisende Antigen zugege-
ben, das an den coating-Antikdrper bindet. Nach der Inkubation wird die Platte
zum Entfernen des nichtgebundenen Antigens gewaschen. Ein zweiter AK, der
sogenannte detection-AK, wird hinzugegeben. Dieser bindet ebenfalls an das
Antigen und ist zusatzlich mit einem Enzym verbunden. Das Antigen ist zwi-
schen den Antikorpern gefangen (= Sandwich). Durch erneutes Waschen wird

der Uberschussige detection-AK entfernt. Im nachsten Schritt wird ein Substrat
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zugegeben, welches vom Enzym des detection-AK zu einem Reaktionsprodukt
umgesetzt wird (Voller et al. 1978:508).

Durch den nun folgenden Farbumschlag erfolgt der visuelle Nachweis Uber das
Vorhandensein des Antigens. Zum quantitativen Nachweis wird eine Standard-
reihe mit bekannten Konzentrationen im Spektrometer gemessen, um eine Ka-

librierungskurve fur die optische Extinktion zu erhalten (Voller et al. 1978:511).

Bestimmung von TNF-a, KC, IL-6, MIP-2

Aus der BAL von Mausen werden TNF-a, KC, IL-6, MIP-2 quantitativ mit spezi-
fischen ELISA-Tests (DuoSet ELISA Development System, R&D Systems) be-
stimmt. Die Durchfihrung erfolgt entsprechend den Angaben des Herstellers
als Double-Antibody-Sandwich-ELISA. Die Proben der BAL mit LPS werden 1:8

verdunnt, die Proben der BAL ohne LPS werden unverdinnt eingesetzt.

Probenentnahme fiir ELISA

Das Vorgehen der Probenentnahme flr ein ELISA ist identisch mit dem Vorge-
hen bei der BAL (vgl. Kapitel 2.2.6). Es werden exakt 2 ml BAL bendtigt. Fur die
BAL-Entnahme wird eiskaltes PBS™ verwendet. Nach der Enthnahme werden die
Proben zentrifugiert (1 300 rpm, 10 min, 4 °C) und der Uberstand in vorgekiihlte
Eppendorf-Cups aliquotiert. Die Proben kénnen bei —80 °C bis zur Durchflih-

rung des ELISAs eingefroren werden.

2.2.11 Transplantation

Isolierung muriner Knochenmarkzellen

Die Maus wird anasthesiert, folgend euthanasiert und mit 70-prozentigem Alko-
hol abgewaschen. Femur und Tibia der Hinterlaufe werden im Huftgelenk abge-
trennt. Unter sterilen Kautelen werden die Knochen von Muskel- und umgeben-
dem Bindegewebe befreit. Die Knochenenden werden mit einer Schere abge-
trennt und die freigelegten Knochenmarkkanale mit RPMI-Medium in eine grol3e
Petrischale gespult (10-ml-Spritze, Kanule 25 G). AnschlieRend werden die Zel-
len durch langsames Auf- und Abziehen in einer 10-ml-Spritze vereinzelt und in

ein 15-ml-Falcon Uberfuhrt und gekudhlt. Fur die Bestimmung der Zellzahl wer-
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den 10 pl Zellsuspension mit 90 ul Turks-Losung gemischt, ausgezahlt und die
Gesamtzellzahl berechnet (GZZ = ZZ x 2,5 x 10 x 1000 x 10). Mit der Gesamt-
zellzahl wird die gewlinschte Injektionsmenge flr die Transplantation von 3-5 x

10 Zellen in 300 dI eingestellt.

Bestrahlung der Méuse
Am Tag der Transplantation werden die Empfangertiere zweimal im Abstand

von vier Stunden mit einem Gammacell-Bestrahler und 6 Gy bestrahlt.

Transplantation

Nach der Bestrahlung werden dem Empfangertier die Zellen des Spendertieres
i. v. injiziert. AnschlieRend werden die Tiere unter einer sterilen Abzugsvorrich-
tung in Kafige mit steriler Haube gebracht. Bis zum Versuchstag erhalten die
Tiere autoklaviertes Trinkwasser und alle zwei Wochen flur eine Woche zusatz-
lich mit dem Trinkwasser ein Antibiotikum (1mg/ml) (Cotrim E 480 mg/5 ml).

Nach sechs bis acht Wochen kdnnen die Versuche durchgeflihrt werden.

2.2.12 Zellen

Zellkultur

Die Kultivierung der Zellen erfolgt im Brutschrank bei 37 °C, 5 % Kohlenstoffdi-
oxidgehalt und 91 % relativer Luftfeuchtigkeit. Die Zellen sind adharent und

schnell wachsend. Folgende Medien werden fir die Kultivierung der Zellen ein-

gesetzt.

A549: F-12 Ham’s 500,0 ml
FCS Gold 50,0 ml
1% Antibiotic-Antimycotic-Solution 5,0 ml
[-Glutamin 2,5 ml

HMVEC-L: EBM-2 500,0 ml
FBS 25,0 ml
rhFGF 2,0 ml
VEGF 0,5 mi
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R3-IGF-1 0,5 mi
Ascorbic Acid 0,5 ml
rhEGF 0,5 mi
GA-1000 0,5 mi
Hydrocortison 0,2 ml

Das Medium wird dreimal pro Woche gewechselt. Die Zellen werden zweimal
pro Woche 1:3 passagiert. Dazu wird die Zellkultur der Epithelzellen erst mit
10 ml PBS™ gewaschen und dann mit 4 ml Accutase uUber 5-15 min im Brut-
schrank abgeldst. Die Endothelzellen werden mit 3 ml Trypsin/EDTA Solution
fur 5—10 min im Brutschrank abgelost. Trypsin wird mit der doppelten Menge
Trypsin Neutralizing Solution neutralisiert. Die HMVEC-L-Zellkulturflaschen
werden mit Poly-L-Lysin beschichtet. Zuletzt wird je ein Drittel der Zellsuspensi-

on in die mit 15-20 ml Medium vorbereiteten Zellkulturflaschen gegeben.

Einfrieren und Auftauen
Zum Einfrieren der Zellen werden spezielle Medien verwendet.
A 549: DMSO 5%

Medium 95 %

HMVEC-L: DMSO 10 %
FCS 10 %
Medium 80 %

Die Zellen werden je nach Herkunft wie fur die Passage mit Accutase oder
Trypsin/EDTA Solution abgeldst und in 20 ml Zellkulturmedium Gbertragen.
Nach Zentrifugation (900 rpm, 10—-15 min, 4 °C) wird das Pellet in 5 ml kaltem
Einfriermedium resuspendiert und in vorgekuhlte Kryoréhrchen zu 1,5 ml aliquo-
tiert. Die Kryoréhrchen werden zuerst bei —80 °C Uber vier Stunden und dann in
Flussigstickstoff gelagert.

Zum Auftauen werden die Kryordhrchen mit aufgedrehtem Deckel zum Entlif-
ten aus dem Stickstoff in ein Wasserbad mit 37 °C gegeben. Danach werden

die Rohrchen von auf’en desinfiziert, gedffnet und die Zellsuspension in ca.
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15 ml Medium gegeben. Die Zellsuspensionen werden 8 min mit 1 000 rpm bei
Raumtemperatur zentrifugiert, der Uberstand wird verworfen und das Pellet
vorsichtig in 15 ml vorgewarmtem Medium resuspendiert. Im letzten Schritt wird
die Zellsuspension in die Zellkulturflasche pipettiert und kann jetzt im Brut-

schrank kultiviert werden.

Aussaat

Die Zellen werden in der Zellkulturflasche entsprechend dem zuvor beschriebe-
nen Passagevorgang abgelost. Drei Milliliter der Abloseldsung werden abpipet-
tiert, in ein 50-ml-Falcon Ubertragen und im Brutschrank fur 15 min inkubiert.
Danach werden die abgeldsten Zellen mit Medium aufgefiillt und grindlich re-
suspensiert.

Bei der Aussaat der Endothelzellen werden 100 ul der Zellsuspension in die
inserts (Einlagen) und 1 ml Medium in die wells einer Transwellplatte gegeben.
Fir einen Transmigrationsversuch lasst man die Zellen ungefahr eine Woche
wachsen. Ein Medienwechsel erfolgt alle drei Tage.

Bei den Epithelzellen ist zu beachten, dass diese umgedreht ausgesat werden
mussen, sodass die Basalmembran im Versuch oben liegt. Dazu werden die
inserts umgedreht und vorsichtig 100 ul der Zellsuspension auf den Boden pi-
pettiert. Die Platten werden in dieser Position 24 Stunden im Brutschrank zum
Anwachsen der Zellen belassen. Dann werden die inserts umgedreht und 1 ml
Medium in jedes well gegeben. Auch bei den Epithelzellen lasst man die Zell-

kulturen ca. eine Woche wachsen. Ein Medienwechsel erfolgt alle drei Tage.

2.2.13 Transmigrationsassay

Isolierung humaner PMNs

Freiwilligen Probanden wird ca. 20 ml vendses Vollblut langsam in Citratmono-
vetten entnommen. In sterilen 12-ml-Zellkultur-Réhrchen werden erst 4 ml 72-
prozentiges Percoll, dann 4 ml 63-prozentiges Percoll und zuletzt 4 ml Vollblut
sehr langsam Ubereinandergeschichtet, um eine Aktivierung der neutrophilen
Granulozyten zu vermeiden.

Percoll 72 %: Percoll 100 % 72 ml
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PBS 10x 8 ml
PBS 1x 20 ml

Percoll 63 %: Percoll 100 % 63 ml

PBS 10x 7 ml

PBS 1x 30 ml
Damit sich die zellularen Bestandteile des Blutes der GroRe nach anordnen,
werden die Proben 30 min mit 1 700 rpm ohne Bremse zentrifugiert. Im Pellet
finden sich die Erythrozyten, zwischen den Percoll-Phasen die neutrophilen
Granulozyten und zwischen Percoll und Serum bilden Lymphozyten und Mo-
nozyten eine Bande. Das Serum und die erste Percoll-Phase werden mit einer
Glaspipette vorsichtig abgesaugt. Die Bande mit neutrophilen Granulozyten
wird mit einer Glaspipette abgenommen und in ein 50-ml-Falcon Uberfuhrt. Der
Falcon wird mit eiskalter Lyse aufgefullt und die Erythrozyten je nach Anzahl fur

10-15 min lysiert.

Lyse: NH4CL 40 g
NaHCO; 420,0 mg
EDTA 18,5 mg

Aqua dest. 500,0 ml
Nach der Lyse wird die Probe nochmals zentrifugiert (1 100 rpm, 10 min, 4 °C)
und die PMN-Pellets in 5 ml HBSS™ gepoolt. Von dieser Zellsuspension werden
10 ul mit 90 pl Turks-Lésung vermischt, ausgezahlt und die Gesamtzellzahl be-
rechnet (GZZ = ZZ x 2,5 x 10 x 1 000 x 5). Der Falcon wird mit HBSS™ aufgefullt
und die Zellen gewaschen (1 100 rpm, 10 min, 4 °C). Danach wird die Zellzahl
auf 10 x 10° pro ml mit 37 °C warmem HBSS* eingestellt.

Vorbehandlung der PMNs, des Lungenepithels und des Endothels
Bei den In-vitro-Transmigrationsversuchen werden drei verschiedene Bedin-
gungen betrachtet:
1. Nur PMNs werden mit Antagonist bzw. Agonist behandelt.
2. Nur Epithel bzw. Endothel werden mit Antagonist bzw. Agonist be-
handelt.
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3. Sowohl PMNs als auch Epithel bzw. Endothel werden mit Antagonist
bzw. Agonist behandelt.

Die Zellen werden jeweils mit verschiedenen Konzentrationen des Antagonisten
oder Agonisten behandelt: 10 ng/ml, 1 ng/ml und 0,1 ng/ml; die jeweilige Kon-
zentration wird mit HBSS™ eingestellt. Der Axs-Agonist (BAY 60-6583) sowie der
Antagonist (PSB 1115) sind in DMSO gel6st. Zur Behandlung der PMNs mit
den Agonist-/Antagonistlosungen werden je 500 ul der zuvor eingestellten
PMN-Zellsuspension in drei Eppendorf-Cups (1,5 ml) pipettiert und abzentrifu-
giert (1 100 rpm, 6 min, RT). Das Pellet wird in 1 ml der Losung, die zur Be-
handlung dient, resuspendiert und 30 min bei RT inkubiert. Nach der Inkubation
werden die Zellen abzentrifugiert und in der Ausgangsmenge (500 pl) in HBSS”
resuspendiert. Fur die Behandlung des Lungenepithels bzw. -endothels werden
je zwei Transwellplatten aus dem Zellkulturschrank genommen. Das Medium
wird vorsichtig aus den wells abpipettiert und die entsprechende Behandlungs-

|I6sung dazupipettiert. Die Losung wird 30 min bei 37 °C inkubiert.

Migrationsassay

In die Transwellplatten (24 wells) werden nach Schema (Abbildung 5) je 900 pl
HBSS" oder MIP-2 (200 ng/ml) pipettiert. MIP-2 dient als chemotaktischer Reiz
fur die PMNs (vgl. Kapitel 1.4). Die inserts werden aus den inneren wells her-
ausgenommen und vorsichtig mit 37 °C warmem HBSS" gewaschen. Danach
werden die inserts in die auleren wells gelegt und jeweils 100 yl der PMN-
Zellsuspension auf die inserts pipettiert. Fur die Migration wird die Transwell-
platte eine Stunde bei 37 °C auf dem Thermoschuttler inkubiert. Die inserts
werden aus den aulleren wells herausgenommen. Um die Zellen zu vereinzeln,
werden je 50 pl Citrat und Triton X 10x in jedes duRere well pipettiert.

Danach wird die Transwellplatte mit Parafilm Uberzogen und die Zellen mit Ult-
raschall lysiert. Aus jedem aulleren well werden Triplikate a 50 ul, aus der
Standardreihe Duplikate a 50 pl auf eine 96-well-Mikrotiterplatte pipettiert. Zur
Erstellung der Standardreihe (elf Proben) wird die erste Standardprobe aus
850 ul HBSS™ + 50 pl PMNs + 50 pl Citrat + 50 pl Triton X 10x hergestellt und

ebenfalls mit Ultraschall lysiert.
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well
(auBen)
insert I HBSS*
insert IHBSS*

well

(auBen)

Abbildung 5: Pipettierschema der 24-well-Platte fiir den Transmigrations-

versuch

Fir die weitere Standardreihe werden je 500 yl HBSS" in die Rohrchen der
Standardproben 2—11 vorgelegt. Im nachsten Schritt werden aus Standard eins
500 pl in Standard zwei, von Standard zwei 500 ul in Standard drei usw. pipet-
tiert. In Standard elf wird nur das HBSS™ belassen.

Fir die Messung am Photometer werden 75 pl der ABTS-Entwicklungsreagenz

in jedes well gegeben.

ABTS-Entwicklungsreagenz: ABTS 28 mg
Citrat 5 ml
Aqua dest. 45 ml
H,0, 50 pl

Die Proben werden sofort bei 405 nm im Photometer gemessen.

2.2.14 Statistik

Zur statistischen Auswertung wurde Graph Pad Prism 5.0 verwendet. Die Daten
sind Mittelwerte + Standardabweichung. Es wurde mit One-way-Anova und fol-
gend Turkeys post Test sowie unpaired t-test ausgewertet. Ein p-Wert von

p < 0,05 wurde als signifikant angesehen.
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3 Ergebnisse

3.1 Real-time-RT-PCR

Um die Transkription von AgAR nach einem inflammatorischen Stimulus zu
untersuchen, wurde eine Real-time-RT-PCR zu verschiedenen Zeitpunkten
nach LPS-Gabe durchgeflhrt. Die Transkription von A;gAR nimmt nach 2-3 h
deutlich zu (Abbildung 6). Um den weiteren Verlauf der A;g-mRNA zu zeigen,
wurden einmalig Transkriptionslevel nach 6, 12 und 24 h analysiert. Hier ist ein
erwarteter Ruckgang erkennbar (Zeitpunkt 0: 1,0 £ 0,0; 1 h: 0,49 + 0,11; 2 h:
1,61 £0,07; 3 h: 1,50 £ 0,13).
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Abbildung 6: Verinderung in der Transkription von A;sAR. Anderung der
Transkription von A2sAR nach 1 h, 2 h und 3 h (schwarze Balken) nach LPS-
Gabe gegenulber der Kontrolle ohne LPS-Gabe (nicht gefullter Balken). Es zeigt
sich eine signifikante Erhdhung nach 2-3 h gegenuber der Kontrolle. * p < 0,05
gegenuber der Kontrolle. Die Daten sind Mittelwerte + Standardabweichung
(n = 4). Die schwarzen Balken fir 6 h, 12 h, 24 h nach LPS-Gabe zeigen den
weiteren zeitlichen Transkriptionsverlauf (einmalige Messung ohne Stan-

dardabweichung).
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3.2 Differentialblutbild

Die absoluten Zellzahlen der Immunzellen wurden sowohl in den Knock-out- als
auch in den Wildtypmausen mittels Differentialblutbild ermittelt. In Tabelle 6 sind
die absoluten Zellzahlen der Leukozyten sowie die Differenzierung in PMNs,
Lymphozyten und Monozyten dargestellt. Es zeigen sich keine signifikanten

Unterschiede zwischen den beiden Mausestammen.

Tabelle 6: Differentialblutbild. Differentialblutbild aus dem peripheren Blut von
AsAR”-Mausen und deren Wildtypform. Es wurden jeweils 10° Zellen/ul aus-

gezahlt. Die Tabelle zeigt die Mittelwerte £ Standardabweichung (n = 6).

Cs7BI6 AsAR”
Absolute Zellzahl  Absolute Zellzahl p
(x 10°) (x 10°)
Leukozyten 9,4+0,7 10,0+ 3,9 0,87
PMN 1,2+04 1,6+0,8 0,26
Lymphozyten 7,7+0,5 7,6 £3,1 0,93
Monozyten 0,1+0,1 0,0+£0,0 0,08

3.3 Histologische und immunhistochemische Untersuchung

Mit einer histologischen und immunhistochemischen Untersuchung der Mause-
lungen von Cs7BI/6- und AsAR”-Mausen soll untersucht werden, ob der A,;sAR
bei der Migration neutrophiler Granulozyten eine Rolle spielt. Um eine Entzlin-
dungsreaktion der Lunge auszulésen, haben die Mause LPS inhaliert.

Die histologischen Schnitte in Hamatoxylin/Eosin-Farbung in Abbildung 7 zei-
gen eine Mehranreicherung von neutrophilen Granulozyten im Interstitium nach
LPS-Inhalation. Allerdings ist zwischen den Schnitten von A;sAR”-Mausen und

Wildtypmausen kein eindeutiger Unterschied erkennbar.
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+LPS

Abbildung 7: Lungenhistologie in HE-Farbung. Infiltration der Lunge durch
neutrophile Granulozyten. A;sAR”-Mause und ihre korrespondierenden Wild-
typkontrollen wurden LPS ausgesetzt. Nach 24 Stunden wurden die Lungen

entnommen, fixiert und gefarbt (n = 3).

Abbildung 8: Lungenhistologie mit Imnmunhistochemie. Infiltration des Lun-
gengewebes mit neutrophilen Granulozyten. A;AR”-Mause und ihre korres-
pondierenden Wildtypkontrollen wurden LPS ausgesetzt. Nach 24 Stunden
wurden die Lungen entnommen, fixiert und mit einem speziellen Marker flr
Neutrophile (7/4; braune Zellen) gefarbt (n = 3).

55



Ergebnisse

In den Bildern der Immunhistochemie (Abbildung 8) ist eine deutliche Mehran-
sammlung neutrophiler Granulozyten nach LPS-Gabe erkennbar. In den Schnit-
ten von AzsAR™ ist dies deutlicher zu sehen als in den Schnitten der Wildtyp-
kontrollen. Die Zellen wurden mit einem speziellen Marker fur Neutrophile mar-

kiert und erscheinen daher auf den Bildern der Immunhistochemie braun.

3.4 Migrationsverhalten neutrophiler Granulozyten in vivo

Im Folgenden wurde die Einwanderung der neutrophilen Granulozyten in die
unterschiedlichen Lungenkompartimente in einem akuten inflammatorischen
Prozess analysiert. Mit dem Migrationsversuch wird die Neutrophilenverteilung
im vaskularen, interstitiellen und alveolaren Raum untersucht.

Abbildung 9 zeigt, dass sich die Anzahl der PMNs in den Gefal3en (A, IV) nach
LPS-Gabe nicht wesentlich von der der Kontrollgruppen ohne LPS-Gabe unter-
scheidet. Auch zwischen A,;sAR”- und Cs;BI/6-Mausen lieR sich bei gleicher
Behandlung kein signifikanter Unterschied feststellen ((A) Cs7Bl/6: 0,33 + 0,16;
Cs/BI/6 + LPS: 0,82 + 0,41; A,gAR™: 0,68 + 0,62; AsAR™ + LPS: 1,02 + 0,75).
Im Interstitium (Abb. 9, B, IS) lasst sich eine signifikant hdhere Anzahl an PMNs
nach LPS-Gabe in AgAR™- und Cs;BI/6-Mausen im Vergleich zu ihren Kontroll-
gruppen beobachten. Zudem zeigt sich eine signifikant héhere Anzahl von
PMNs nach LPS-Gabe in den Knock-out- als in den Wildtypmausen ((B)
Cs7BI/6: 0,10 + 0,04; Cs7BI/6 + LPS: 2,94 + 0,56; AAR™: 0,30 + 0,18; AAR™
+ LPS: 4,66 £ 0,64).

In der bronchoalveolaren Lavage (Abb. 9, C, BAL) erkennt man, dass sich hier
nach LPS-Gabe bei beiden Mausestammen eine hdhere Anzahl neutrophiler
Granulozyten im Vergleich zu den Kontrollgruppen befindet, wobei sich zwi-
schen Knock-out- und Wildtypmausen keine signifikanten Unterschiede nach-
weisen lassen ((C) Cs7BI/6: 0,0 + 0,0; Cs;BI/6 + LPS: 1,80 + 0,50; A,sAR”: 0,0 +
0,0; A2sAR™ + LPS: 2,28 + 0,60).
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Abbildung 9: Migration neutrophiler Granulozyten. Anreicherung der
neutrophilen Granulozyten in den unterschiedlichen Lungenkompartimenten
von A;sAR”-Mausen (nicht gefiillte Balken) und Wildtypmausen (schwarze Bal-
ken). A: Ansammlung der PMNs in den LungengefaRen (1V), B: Ansammlung
der PMNs im Interstitium (IS), C: Ansammlung der PMNs im Alveolarraum
(BAL) 24 Stunden, nachdem die Tiere LPS ausgesetzt waren. Die Daten sind
Mittelwerte + Standardabweichung (n = 8). * p < 0,05 gegenuber der Kontroll-
gruppe ohne LPS-Inhalation. *p<0,05 gegenuber der Wildtypkontrolle mit glei-
cher Behandlung.
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FUr eine genauere Beobachtung des zeitlichen Ablaufs der Migration wurden
die drei Lungenkompartimente zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach LPS-
Gabe untersucht. Abbildung 10 zeigt die Ergebnisse.

Im vaskularen Kompartiment (Abb. 10, A, V) ist zu erkennen, dass sich neutro-
phile Granulozyten der A;sAR"-Mause sechs bis zwdlf Stunden nach LPS-
Gabe im Vergleich zu den Wildtypmausen vermehrt in den Gefalden der Lunge
anreichern ((A) Cs7BI/6: Zeitpunkt Null: 0,24 £ 0,05; nach 3 h: 2,31 + 1,11; nach
6 h: 0,58 £ 0,20; nach 12 h: 0,88 + 0,28; nach 24 h: 0,76 + 0,55; nach 48 h: 0,04
+ 0,07. A,AR™: Zeitpunkt Null: 0,47 + 0,16; nach 3 h: 2,52 + 0,69; nach 6 h;
1,28 £ 0,21; nach 12 h: 1,34 £ 0,22; nach 24 h: 1,50 + 0,81; nach 48 h: 0,26 £
0,08).

Im Interstitium (Abb. 10, B, IS) steigt die Anzahl der PMNs beider Mausestam-
me gleichmaRig nach LPS-Gabe an, wobei im Vergleich zu den Wildtypmausen
vermehrt PMNs der A,;sAR”-Mause ins Interstitium einwandern. Nach 48 Stun-
den ist dies sowohl in den Knock-out- als auch in den Wildtyptieren ricklaufig.
Bei den Wildtypmausen fallt im Vergleich zu den A,sAR”-Mausen auf, dass die
Anzahl der interstitiellen PMNs nach 48 Stunden fast komplett auf das Normal-
mald zurtiickgegangen ist. ((B) Cs7BI/6: Zeitpunkt Null: 0,13 £ 0,03; nach 3 h:
2,46 = 0,96; nach 6 h: 2,58 £ 1,01; nach 12 h: 2,98 + 0,50; nach 24 h: 3,32 +
0,51; nach 48 h: 0,19 + 0,20. A,gAR™: Zeitpunkt Null: 0,24 + 0,10; nach 3 h:
1,49 £ 0,45; nach 6 h: 2,57 + 0,68; nach 12 h: 3,11 £ 0,55; nach 24 h: 4,74 +
0,86; nach 48 h: 1,96 + 0,47.)

In der bronchoalveolaren Lavage (Abb. 10, C, BAL) steigt die Anzahl der PMNs
bei beiden Stammen gleichmalig im betrachteten Zeitraum an. Hier lasst sich
kein Unterschied im Migrationsverhalten festmachen. Nach 24 Stunden sinkt
die Anzahl der PMNs in der BAL wieder. Dies geschieht in den Wildtyptieren
etwas schneller, sodass nach 48 Stunden in der BAL der A,sAR™-Mause mehr
PMNs zu finden sind als in der BAL der Wildtypkontrollen ((C) Cs7BI/6: Zeitpunkt
Null: 0,0 + 0,0; nach 3 h: 0,48 + 0,18; nach 6 h: 1,08 £ 0,33; nach 12 h: 1,51
0,18; nach 24 h: 2,22 + 0,25; nach 48 h: 0,12 + 0,03. A;sAR™: Zeitpunkt Null:
0,0 £ 0,0; nach 3 h: 0,05 + 0,05; nach 6 h: 1,06 £ 0,34; nach 12 h: 1,35 + 0,11;
nach 24 h: 2,73 £ 0,46; nach 48 h: 0,29 + 0,11).
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Abbildung 10: Zeitverlauf der Migration von PMNSs in die Lunge. Anreiche-
rung neutrophiler Granulozyten in den Lungenkompartimenten von Cs;BI/6
(durchgehende Linie) und AxAR” (gestrichelte Linie) zu den Zeitpunkten Null,
3, 6, 12, 24 und 48 Stunden nach LPS-Gabe. A: Ansammlung von PMNs in den
Lungengefalen (IV). B: Ansammlung der PMNs im Interstitium (IS). C: An-
sammlung der PMNs im alveolaren Raum (BAL). Die Daten sind Mittelwerte +
Standardabweichung (n = 4). * p < 0,05 A,;sAR™ gegeniiber dem Wildtyp.
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Aus den bisherigen Ergebnissen ist ersichtlich, dass ein Fehlen von A;sAR zu
einer vermehrten Anreicherung neutrophiler Granulozyten im Lungeninterstitium
fuhrt. Um weiter differenzieren zu kénnen, ob dieser Effekt von AsAR auf Blut-
zellen oder durch AsAR auf Gewebezellen vermittelt wird, wurde der Migrati-
onsversuch mit chimaren Mausen durchgefuhrt. Hierbei wurde Knock-out-
Tieren Knochenmark einer Wildtypmaus injiziert, sodass Blutzellen den Rezep-
tor tragen, Gewebezellen ihn aber nicht exprimieren konnten. Ebenso wurde
Wildtypmausen Knochenmark einer Knock-out-Maus injiziert, worauf die Tiere
den AsAR auf Gewebezellen exprimierten, aber nicht auf Blutzellen. So konnte
untersucht werden, ob es einen Unterschied in der Funktionalitat von A;sAR auf
Blutzellen und auf Gewebezellen gibt. Abbildung 11 zeigt das Ergebnis.

Im vaskularen Raum (Abb. 11, A, IV) gibt es keine signifikanten Unterschiede
zwischen den Mausestammen; auch die LPS-Gabe verandert das Ergebnis
nicht signifikant gegenuber der Kontrollgruppe. ((A) Cs7Bl/6: 0,43 £+ 0,19; Cs5;BI/6
+ LPS: 0,70 + 0,13; A2sAR™: 1,35 + 0,98; AsAR™ + LPS: 0,54 + 0,17; Cs/BI/6
auf AjsAR™ + LPS: 0,70 £ 0,30; A2sAR™ auf Cs;BI/6 + LPS: 1,18 + 0,34).

Im Interstitium (Abb. 11, B, IS) erfolgt eine vermehrte Einwanderung der
neutrophilen Granulozyten nach LPS-Gabe sowohl bei Cs7Bl/6- als auch bei
AsAR”-Mausen Bei den chimadren Mausen verhalten sich die PMNs unter-
schiedlich. In den A,;sAR”-Mausen, die Knochenmark einer Wildtypmaus erhal-
ten haben, hat A;sAR auf Blutzellen einen protektiven Effekt, da weniger PMNs
ins Interstitium einwandern. In den Wildtypmausen, die Knochenmark von einer
Knock-out-Maus erhalten haben, ist dieser Effekt dagegen nicht sichtbar. ((B)
Cs7Bl/6: 0,07 + 0,02; Cs7BI/6 + LPS: 2,24 + 0,79; A;sAR™: 0,15  0,01; AsAR™
+ LPS: 4,58 + 0,43; C5;BI/6 auf A,gAR™ + LPS: 2,24 + 0,19; A,sAR™ auf Cs;BI/6
+LPS: 4,97 £0,51.)

Ein ahnliches Bild zeigt sich im Alveolarraum (Abb. 11, C, BAL). Sowohl
Cs7BI/6- als auch A,;sAR”-Mause reagieren nach LPS-Gabe mit einem signifi-
kanten Anstieg der neutrophilen Granulozyten in der bronchoalveolaren Lavage
gegenuber ihren jeweiligen Kontrollen ohne LPS (vgl. Abb. 9, C, BAL).
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Abbildung 11: Migration neutrophiler Granulozyten in chimaren Mausen.
Ansammlung der PMNs in den Lungenkompartimenten von A sAR™- (nicht ge-
fullte Balken), Cs7BIl/6- (schwarze Balken) und chimaren Mausen (schraffierte
Balken). Ansammlung von PMNs in den pulmonalen Gefalden (A, IV), im In-
terstitium (B, 1S), im Alveolarraum (C, BAL). Die Daten sind Mittelwerte + Stan-

+ +
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dardabweichung (n = 4). * p < 0,05 gegenuber der Kontrollgruppe ohne LPS-
Behandlung, * p < 0,05 gegeniiber der Wildtypkontrolle mit gleicher Behand-
lung, ° p < 0,05 gegenlber chimaren Mausen mit A,sAR auf Blutzellen mit glei-

cher Behandlung.

Bei den chimaren Mausen lasst sich auch hier bei gleicher Behandlung ein sig-
nifikanter Unterschied in der Anzahl der PMNs in der bronchoalveolaren Lavage
feststellen. Wie im Interstitium (Abb. 11, B, IS) hat A,gAR auf Blutzellen einen
protektiven Effekt. In der BAL der AZBAR"'-Méuse, die Knochenmark vom Wild-
typ erhalten haben, sind signifikant weniger Zellen als in der BAL der Knock-
out-Mause oder der Wildtypmause, die Knochenmark von A,sAR"-Mausen er-
halten haben. ((C) Cs7BI/6: 0,0 + 0,0; Cs7BI/6 + LPS: 1,92 + 0,42; A;sAR™: 0,0 +
0,0; A2sAR” + LPS: 1,82 + 0,30; Cs/Bl/6 auf A,gAR” + LPS: 0,76 + 0,27;
AAR” auf Cs;BI/6 + LPS: 1,79 + 0,33.)

3.5 Evans blue: Einfluss von A;gAR auf die Permeabilitdt der kapillar-

alveolaren Membranen

Die Barrierefunktion wird mithilfe des Albuminmarkers Evans blue wie unter
2.2.9 beschrieben gemessen. In Abbildung 12 ist das Ergebnis grafisch darge-
stellt. Die Menge an Evans blue steigt nach LPS-Gabe in beiden Gruppen an.
Es besteht ein signifikanter Unterschied zwischen der Gruppe der Knock-out-
Mause und ihrer Wildtyp-Kontrollgruppe nach LPS-Gabe. Dementsprechend ist
die Permeabilitat in den Knock-out-Tieren im Vergleich zur Wildtypkontrolle
nach LPS-Gabe erhdht. Ein Unterschied zwischen den Knock-out-Tieren und
den Wildtypmausen ohne LPS-Gabe besteht nicht (Cs/Bl/6: 118,7 + 35,7;
Cs7BI/6 + LPS: 224,4 + 42,9; AAR™: 169,1 £ 79,3; AgAR” + LPS: 315,6 +
79,2).
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Abbildung 12: Einfluss von AzgAR auf die Permeabilitat. Die Inhalation von
LPS fuhrt zu vermehrter Permeabilitat der alveolar-kapillaren Membranen. Die
Daten sind Mittelwerte + Standardabweichung von je n = 6-9 Experimenten.
Die durch LPS hervorgerufene Permeabilitatssteigerung ist in Cs7Bl/6 und
AAR™ signifikant héher als in den jeweiligen Kontrollgruppen ohne LPS.

* p < 0,05 gegentber der Kontrollgruppe ohne LPS. In AsAR™ ist die Permeabi-
litatssteigerung nach LPS signifikant hoher als in der Wildtypkontrollgruppe.

* p < 0,05 gegeniiber der Kontrollgruppe mit LPS.

Abbildung 13 zeigt die Ergebnisse von Evans-blue-Versuchen an chimaren
Mausen. Die Permeabilitat nach LPS-Gabe ist in den Knock-out- und Wildtyptie-
ren signifikant hdher als in den Kontrollgruppen ohne LPS. Zudem ist die Per-
meabilitatssteigerung in den Knock-out-Mausen signifikant hoher als in der
Wildtypkontrolle. In den chimaren Mausen ist keine Permeabilitatssteigerung zu
erkennen. Ein Unterschied zwischen den beiden Gruppen der chimaren Mause
besteht nicht. Die Permeabilitat ist in den Mausen, die A,gAR auf Blutzellen ex-
primieren, signifikant niedriger als in den Knock-out-Mausen. Bei den Mausen,
die den Rezeptor auf Gewebezellen tragen, ist die Permeabilitat ebenfalls nied-

riger als bei den Knock-out-Mausen. Hier ist der Unterschied aber nicht signifi-
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kant. (Cs7Bl/6: 118,7 + 35,7; Cs/BI/6 + LPS: 224,4 + 42,9; A,sAR™: 169,1 + 79,3;
AsAR™ + LPS: 315,6 + 79,2: Cs/BI/6 auf A.gAR” + LPS: 191,0 + 6,8; A,gAR™
auf Cs;BI/6 + LPS: 215,5 + 52,7)
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Abbildung 13: Einfluss von A;gAR auf die Permeabilitidt in chimaren Mau-
sen. Die Inhalation von LPS flhrt zu einer gesteigerten Permeabilitat. Die Da-
ten sind Mittelwerte + Standardabweichung (n = 4-9). Die durch LPS hervorge-
rufene Permeabilititssteigerung ist in Cs7BI/6 und A,;sAR™ signifikant hoher als
in den jeweiligen Kontrollgruppen ohne LPS. * p < 0,05 gegentber der jeweili-
gen Kontrollgruppe ohne LPS. Die Permeabilitatssteigerung ist in AAR™ nach
LPS-Gabe signifikant hoher als in Cs/BI/6. * p < 0,05 gegeniiber der Kontroll-
gruppe mit LPS. In den Gruppen der chimaren Tiere kommt es zu keiner Per-
meabilitatssteigerung. Die Permeabilitat ist in den Mausen, die A,sAR auf Blut-
zellen tragen, im Vergleich zu A;AR™ nach LPS-Gabe signifikant niedriger.
° p < 0,05 gegeniiber A;sAR™".

3.6 ELISA: Einfluss von A2sAR auf Zytokinausschittung

Zur Messung der Zytokinkonzentration wurden BAL-Proben von Wildtyp- und
Knock-out-Tieren entnommen, die zuvor LPS inhaliert hatten. Es wurden eben-

so Proben von der jeweiligen Kontrollgruppe ohne LPS-Gabe enthommen. Die
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Bestimmung der Zytokinkonzentrationen erfolgte mittels ELISA. Die Ergebnisse
der Versuche sind in Abbildung 14 zusammengefasst. Die Produktion aller Zy-
tokine wird durch LPS in beiden Mausetypen verstarkt. Zwischen AAR™-
Mausen und der Wildtypgruppe lasst sich bei keinem der untersuchten Zytokine
ein signifikanter Unterschied feststellen. (CXCL 1: Cs7BI/6: 10,3 + 15,5; AsAR™:
8,2 + 7,5; Cs;BlI6 + LPS: 3012,0 + 1424,0; A,gAR” + LPS: 2398,0 + 513 4.
CXCL 2/3: Cs/BI/6: 16,3 + 10,4; AsAR™: 31,7 + 24,8; C5BI/6 + LPS: 1772,0 +
891,0; A2sAR™ + LPS: 2242,0 + 1023,0. IL-6: C5/BI/6: 4,9 + 4,9; A,gAR™: 9,5 +
9,3; Cs/BI6 + LPS: 531,2 + 96,0; AsAR” + LPS: 516,9 + 146,2. TNF-a:
Cs7/BI/6: 3,7 + 3,6; A2sAR™: 6,6 + 10,2; C57BI/6 + LPS: 941,3 + 383,9; A,gAR” +
LPS: 900,4 + 250,4).
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Abbildung 14: LPS-induzierte Zytokinproduktion. Konzentrationen der Zyto-
kine IL-6, TNF-a und der murinen Chemokine CXCL 1 und CXCI 2/3 (funktionel-
le Analoga des humanen IL-8) in der bronchoalveoldren Lavage von A;sAR™-
Mausen (nicht gefullte Balken) und ihren Wildtypkontrollen (schwarze Balken)
3 h nach LPS-Gabe und in Kontrollgruppen ohne LPS-Gabe. Die Daten sind
Mittelwerte + Standardabweichung (CXCL 1: n = 16; CXCL 2/3: n = 20-30; IL-6:
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n = 12; TNF-a: n = 12). Die Konzentration steigt nach LPS-Gabe signifikant an.
* p < 0,05 gegenuber der Kontrollgruppe ohne LPS.

3.7 Migrationsverhalten neutrophiler Granulozyten und Permeabilitat der alve-

olar-kapillaren Membranen bei vorheriger Behandlung mit A,gAR-Agonist

und -Antagonist

Das Migrationsverhalten der PMNs wurde unter dem Einfluss der Stimulation
bzw. Inhibierung von A,sAR untersucht. Die Wildtypmause wurden mit dem A-
gonisten (BAY 60-6583) — sowohl mit einer Dosierung von 1 mg als auch mit
2 mg/kg Korpergewicht — bzw. dem Antagonisten (PSB 1115) wie unter 2.2.5
beschrieben vorbehandelt. Dargestellt sind die Ergebnisse nach Behandlung
mit 2 mg Agonist pro kg Korpergewicht.

Eine Tendenz war schon nach der Gabe von 1 mg Agonist pro kg Korperge-
wicht zu erkennen. Durch die Behandlung mit dem Agonisten sind in allen drei
Kompartimenten in der Tendenz weniger PMNs zu finden (Abbildung 15). In der
bronchoalveolaren Lavage (Abb. 15, C, BAL) sind die Unterschiede zwischen
der Gruppe der Wildtyptiere mit vorhergehender Agonistbehandlung und der
Kontrollgruppe ohne vorherige Behandlung nicht signifikant. In den GefalRen der
Lunge (Abb. 15, A, IV) und im Interstitium (Abb. 15, B, IS) ist dieser Effekt signi-
fikant ((A) Cs7BI/6 ohne LPS: 0,36 + 0,19; C5;BI/6 + LPS: 1,18 £ 0,91; C5/BI/6 +
BAY 60-6583: 0,23 £ 0,12; Cs;Bl/6 + PSB 1115: 0,89 + 0,38. (B) Cs;Bl/6 ohne
LPS: 0,09 £ 0,03; Cs/Bl/6 + LPS: 3,29 £ 1,50; C5/BI/6 + BAY 60-6583: 0,83 +
0,47; Cs/Bl/6 + PSB 1115: 2,21 + 0,30. (C) Cs7Bl/6 ohne LPS: 0,00 + 0,00;
Cs7Bl/6 + LPS: 1,72 + 0,27; C5/BI/6 + BAY 60-6583: 1,54 £ 0,60; Cs7Bl/6 + PSB
1115: 1,01 £ 0,37). Die Behandlung mit dem Antagonisten PSB 1115 ergab
keine eindeutigen Ergebnisse. Es gibt weder im vaskuldren noch im interstitiel-
len oder im alveoldren Raum einen signifikanten Unterschied zwischen der
Mausegruppe, die mit dem Antagonisten behandelt wurde, und der Kontroll-
gruppe 24 h nach LPS-Gabe.
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Abbildung 15: Einfluss des A;gAR-Agonisten BAY 60-6583 auf die Migrati-
on neutrophiler Granulozyten. Migration neutrophiler Granulozyten ohne und
24 h nach LPS-Gabe in Wildtypmausen (schwarze Balken), die eine Stunde vor
LPS-Gabe mit dem AxgAR-Agonisten BAY 60-6583 (nicht gefullte Balken) oder
mit dem Antagonisten PSB 1115 (graue Balken) behandelt wurden. Abgebildet
sind die Auswirkungen im vaskularen (A, IV), im interstitiellen (B, IS) und im
alveolaren Raum (C, BAL). Die Werte sind Mittelwerte £ Standardabweichung
von n = 3—6 Experimenten. # p < 0,05 gegenuber der Kontrollgruppe nach LPS-
Gabe ohne Behandlung mit dem Agonisten. * p < 0,05 gegenuber der Kontroll-

gruppe ohne LPS-Gabe.
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Unter dem Aspekt, dass die Behandlung mit dem AysAR-Agonisten und -
Antagonisten einen Effekt auf die Permeabilitat ausiben konnte, wurde diese
erneut untersucht. Bei der Behandlung mit dem Agonisten (1 mg/kg Koérperge-
wicht) liel} sich ein signifikanter Unterschied feststellen. Eine graphische Dar-
stellung der Ergebnisse ist Abbildung 16 zu entnehmen. Die Permeabilitat
nimmt in Wildtypmausen nach der Behandlung mit LPS deutlich zu (vgl. Kapitel
3.5). Bei vorangegangener Gabe des A;zAR-Agonisten (BAY 60-6583) ist die
Permeabilitat im Vergleich zur Versuchskontrolle ohne Gabe des Agonisten
signifikant niedriger (Cs7BI/6: 118,7 £ 35,7; C5;Bl/6 + LPS: 220,4 t+ 21,5; C5,Bl/6
+ LPS + BAY 60-6583: 74,3 £ 38,8).
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Abbildung 16: Einfluss des A;gAR-Agonisten (BAY 60-6583) auf die Per-
meabilitat. Die Inhalation mit LPS flhrt zu einer vermehrten Permeabilitat der
alveolar-kapillaren Membranen. Dabei ergibt sich bei vorangegangener Gabe
des AsAR-Agonisten BAY 60-6583 eine signifikant niedrigere Permeabilitat bei
sonst gleicher Behandlung. Die Daten sind Mittelwerte + Standardabweichung
von n = 6 Experimenten. * p < 0,05 gegenuber der Kontrollgruppe ohne LPS.
* p < 0,05 gegeniiber der Mausegruppe ohne vorangegangene Behandlung mit
BAY 60-6583.
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3.8 Migration neutrophiler Granulozyten in vitro

Zur Verifizierung der Ergebnisse der In-vivo-Versuche wurden Transmigrations-
versuche mit humanen PMNs, humanen Lungenepithel- (A549) und Lungenen-
dothelzellen (HMVEC-L) durchgefuhrt. Die Ergebnisse sind in Abbildung 17
dargestellt. Der Versuchsablauf beinhaltet drei Bedingungen:

1. Die PMNs werden mit BAY 60-6583 vorbehandelt (A + D).

2. Epithel bzw. Endothel wird mit BAY 60-6583 vorbehandelt (B + E).

3. Sowohl PMNs als auch Epithel bzw. Endothel werden mit BAY 60-6583

vorbehandelt (C + F).

Die Behandlung der PMNs mit dem Agonisten (Abb. 17, A + D) hat einen pro-
tektiven Effekt, es wandern signifikant weniger PMNs durch das Epithel bzw.
Endothel. ((A) Kontrolle: 251 012 + 32 446; Behandlung der PMNs mit BAY 60-
6583 10 ng/ml: 98 249 + 20 711; 1 ng/ml: 67 402 + 14 445; 0,1 ng/ml: 57 427 +
14 130. (D) Kontrolle: 422 689 + 7 131; Behandlung der PMNs mit BAY 60-
6583 10 ng/ml: 117 467 + 26 764; 1 ng/ml: 144 811 + 68 701; 0,1 ng/ml:
139 058 £ 19 099.)
Die Grafiken B und E in Abbildung 17 zeigen die Migration der jetzt unbehan-
delten PMNs durch das mit dem Agonisten vorbehandelte Epithel bzw. En-
dothel. Die isolierte Behandlung des Epithels hat keine Wirkung auf die Migrati-
on der PMNs (E). Bei der Behandlung des Endothels Iasst sich ein Effekt aus-
machen (B), es wandern signifikant weniger PMNs. ((B) Kontrolle: 343 535
11 396; Behandlung des Endothels mit BAY 60-6583 10 ng/ml: 219 754
27 583; 1 ng/ml: 194 416 + 14 541; 0,1 ng/ml: 168 258 + 5 371. (E) Kontrolle:
266 910 + 38 713; Behandlung des Epithels mit BAY 60-6583 10 ng/ml:
253 435 £ 28 894; 1 ng/ml: 245 495 £ 13 877; 0,1 ng/ml: 270 996 + 4 407.)
Die starkste Wirkung hat der Agonist allerdings, wenn sowohl PMNs als auch
Epithel bzw. Endothel behandelt werden (Abb. 17, C + F). Die Anzahl der mig-
rierten PMNs ist nach der Behandlung signifikant gesunken. ((C) Kontrolle:
262994 + 5 895; Behandlung der PMNs und Endothel mit BAY 60-6583
10 ng/ml: 52 289 + 16 590; 1 ng/ml: 51 484 £+ 8 798; 0,1 ng/ml: 38 332 + 16 189.
(F) Kontrolle: 298 087 + 21 304; Behandlung von PMNs und Epithel mit BAY

H+
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60-6583 10 ng/ml: 71 325 £ 6 706; 1 ng/ml: 75 925 + 2 387; 0,1 ng/ml: 67 717
17 896.)

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass BAY 60-6583 den protektiven
Effekt von A2sAR bei der Migration neutrophiler Granulozyten unterstitzt.
Dieselben Transmigrationsversuche wurden auch mit dem AzsAR-Antagonisten
PSB 1115 durchgefuhrt. Allerdings war hier kein eindeutiger Effekt feststellbar.

Aus diesem Grund wird auf eine grafische Darstellung verzichtet.
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Abbildung 17: Transmigrationsversuch in vitro. Anzahl humaner PMNs, die
durch humane Endothel- (HMVEC-L, Grafiken A, B, C) und Epithelzellen (A549,
Grafiken D, E, F) migriert sind (nicht gefillte Balken). Zusatzlich erfolgte eine
Behandlung mit dem A,sAR-Agonisten BAY 60-6583 (schwarze Balken). Die

+

Daten sind Mittelwerte Standardabweichung von n 2 Experimenten.

* p < 0,05 gegenuber der Kontrollgruppe ohne Agonistbehandlung.
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4 Diskussion

4.1 Rolle von A;sAR bei der Migration neutrophiler Granulozyten

Die funktionelle Rolle von AygAR im akuten inflammatorischen Geschehen
konnte mittels Real-timeRT-PCR im Rahmen der vorliegenden Arbeit bestatigt
werden. Zwei bis drei Stunden nach LPS-Exposition steigt die Transkription von
A2sAR an. Dies bestatigt die Ergebnisse friherer Untersuchungen. Die Tran-
skription von AzsAR steigt nach Behandlung mit unterschiedlichen inflammatori-
schen Stimuli, u. a. auch LPS, an (Eltzschig et al. 2003:791, Eckle et al.
2007:1587, Nemeeth et al. 2003:1048, Xaus et al. 1999:3611, Khoa et al.
2003:3994). Besondere Beachtung gilt der Arbeit von Schingnitz et al.
(2010:5275). Sie zeigen einen deutlichen Anstieg des AzpAR-
Transkriptionslevels um das Sechsfache im Vergleich zur Kontrollgruppe 4 h
nach LPS-Gabe. Das von Schingnitz et al. verwendete In-vivo-Modell ist iden-
tisch mit dem verwendeten In-vivo-Modell dieser Arbeit. Der Anstieg der Tran-
skriptionslevel der im Rahmen der vorliegenden Arbeit durchgefuhrten Untersu-
chungen ist nicht so ausgepragt, allerdings werden die Transkriptionslevel im
Vergleich zu Schingnitz et al. zu anderen Zeitpunkten betrachtet. Es besteht
somit die Moglichkeit, dass eine weitere Erhohung der Transkriptionslevel zwi-

schen drei und vier Stunden erfolgt.

Zur genauen Untersuchung von Unterschieden im Migrationsverhalten der
neutrophilen Granulozyten in AAR”- und Wildtypmausen wurde ein In-vivo-
Modell verwendet, das es erlaubt, die Anzahl von PMNs im vaskularen, intersti-
tiellen und alveolaren Raum zu bestimmen (Reutershan et al. 2005:L808;
Ngamsri et al. 2010:4375; Wagner et al. 2010:L503). Die Ergebnisse dieser Ar-
beit zeigen, dass nach LPS-Gabe in den Wildtypkontrollen weniger PMNs in
das Lungeninterstitium einwandern als in AygAR-Knock-out-Mausen. Das be-
deutet, dass die Wirkung von extrazellularem Adenosin Uber den Adenosinre-
zeptor Agg antiinflammatorisch und damit protektiv ist. Der protektive Effekt von
extrazellularem Adenosin wurde schon in mehreren vorausgegangenen Studien

demonstriert. Zum Beispiel zeigen Reutershan et al. in ihrer Arbeit, dass in
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Knock-out-Mausen ohne CD 39 und CD 72, welche Schlisselenzyme in der
Bildung von extrazellularem Adenosin sind, eine vermehrte Migration von
neutrophilen Granulozyten in die Lunge stattfindet (Reutershan et al. 2009). Der
in dieser Arbeit gefiihrte Nachweis Uber die verstarkte Migration der neutrophi-
len Granulozyten in die Lunge von Mausen, die A;sAR nicht exprimieren kon-
nen, belegt, dass der antiinflammatorische Effekt von extrazellularem Adenosin
durch den Adenosinrezeptor Agg reguliert wird. Mithilfe des im Rahmen dieser
Arbeit angewendeten Modells kdnnen die absoluten Zellzahlen in Knock-out-
Mausen und Wildtypmausen in vivo bestimmt werden. Somit gelingt im Ver-
gleich zu anderen Arbeiten (z. B. Schingnitz et al. 2010) ein direkter Nachweis
daruber, wie viele PMNs in die drei unterschiedlichen Lungenkompartimente
(vaskular, interstitiell und alveolar) einwandern und inwiefern dies in einem akut
entzundlichen Prozess durch A;sAR abgeschwacht wird.

Die antiinflammatorische Wirkung von Adenosin durch A;gAR an unterschiedli-
chen Geweben wurde in mehreren Studien mit verschiedenen Modellen gezeigt
(unter den jungeren Studien vgl. insbesondere Eckle et al. 2008b:3301, Yang et
al. 2008:792, Eckle et al. 2007, Eltzschig et al. 2004, Grenz et al. 2008). Die
Ergebnisse der Migrationsversuche zeigen, dass die Mehranreicherung der
PMNs im Interstitium am starksten ausgepragt ist. Dies konnte auch anhand der
histologischen und immunhistochemischen Bilder, die im Rahmen der vorlie-
genden Arbeit hergestellt wurden, belegt werden (vgl. Abb. 7 und 8). Es zeigt
sich eine verminderte Migration der neutrophilen Granulozyten in die Lunge der
Wildtypmause im Vergleich zu den AsAR-Knock-out-Mausen. Auf den immun-
histochemisch untersuchten Schnittbildern ist dies durch die spezielle Anfar-
bung der neutrophilen Granulozyten deutlicher zu erkennen als auf den histolo-
gischen Schnittbildern. Dieses Ergebnis wird in der neueren Literatur bestatigt.
Schingnitz et al. zeigen an histologischen Schnittbildern (HE-Farbung) der
Mauselungen von Knock-out-Tieren und Wildtyptieren, dass nach LPS-Gabe in
Wildtypmausen im Vergleich zu AsAR”-Méausen vermindert PMNs in die Lunge
einwandern (Schingnitz et al. 2010:5276). Auch in einer Studie von Eckle et al.
ist in histologischen Schnittbildern (HE-Farbung) eine vermehrte Einwanderung

von neutrophilen Granulozyten in die Lunge von Knock-out-Mausen zu erken-
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nen. Im Unterschied zu dieser Arbeit wurde die Lungenschadigung durch me-
chanische Ventilation hervorgerufen (Eckle et al. 2008b:3303). Yang et al.
konnten ebenso in immunhistochemisch untersuchten Schnittbildern nach Ge-
falkverletzung der A.femoralis durch einen Fiuhrungsdraht in A;sAR-Knock-out-
Mausen eine vermehrte Migration von Leukozyten im Vergleich zur Wildtypkon-
trolle feststellen (Yang et al. 2008:794). Zum Ausschluss erhOhter absoluter
Zellzahlen wurden die Gesamtzellzahlen bestimmt und Differentialblutbilder von

Knock-out-Tieren und Wildtypkontrollen angefertigt.

Um einen genaueren Uberblick tber den zeitlichen Verlauf des Migrationsge-
schehens zu erlangen und um daraus eine Erklarung fur die Unterschiede im
Migrationsverhalten abzuleiten, wurden Migrationsversuche in AzsAR-Knock-
out- und Wildtypmausen zu unterschiedlichen Zeitpunkten durchgefihrt.

Hier zeigt sich, dass sich zwischen drei und zwolf Stunden nach LPS-Gabe die
PMNs vermehrt in den pulmonalen Gefalten befinden (vgl. Abb. 10, A, IV). Dies
lasst darauf schliefen, dass die PMNs in der Zeit zwischen drei und zwolf
Stunden nach LPS-Gabe an das Endothel adharieren und zu migrieren begin-
nen (vgl. Kapitel 1.3). Nach 24 Stunden ist der Groldteil dieser PMNs in das In-
terstitium migriert (vgl. Abb. 10, B, IS), weshalb zu diesem Zeitpunkt im vaskula-
ren Raum zwischen den Gruppen der Knock-out-Tiere und Wildtyptiere sowie
zwischen den Gruppen, die LPS inhalierten, und den Kontrollgruppen ohne
LPS-Inhalation kein Unterschied mehr sichtbar ist. In den Knock-out-Tieren ist
im Vergleich zu den Wildtypmausen eine vermehrte Anreicherung der PMNs in
den pulmonalen Gefal3en zu erkennen (vgl. Abb. 10, A, IV). Dies ist dadurch zu
erklaren, dass es in Knock-out-Mausen zu einer verstarkten Adharenz der
PMNs am Endothel sowie zu einem verstarkten Rollen kommt. Eine Studie von
Yang et al., die intravital eine verstarkte Adharenz und verstarktes Rollen von
Leukozyten in A;sAR”-Mausen beobachten konnten, unterstiitzt dies. Zudem
wird in dieser Arbeit gezeigt, dass in A;gAR-Knock-out-Mausen vermehrt Adha-
sionsmolekule wie E-Selektin, P-Selektin und ICAM-1 auf Arterienendothel ex-
primiert werden (Yang et al. 2006:1917 f.). Auch Wakai et al. zeigen in einer
alteren In-vitro-Studie, dass Adenosin uber seine Wechselwirkung mit dem
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A2sAR die Migration neutrophiler Granulozyten Uber Endothel verhindert (Wakai
et al. 2001).

Nachdem sich die PMNs fest an das Endothel angeheftet haben, migrieren sie
durch das Endothel ins Interstitium (vgl. Kapitel 1.3 und Abbildung 2). Da dies in
den Knock-out-Mausen durch den fehlenden Asg-AR nicht abgebremst wird
(s .0.), kommt es im Vergleich zur Wildtypkontrolle zum verstarkten Einwandern
neutrophiler Granulozyten ins Lungeninterstitium. Dies erklart die signifikant
héhere Anzahl an PMNs im Interstitium nach 24 Stunden.

Weiterhin zeigen die Ergebnisse der Migrationsversuche in der bronchoalveola-
ren Lavage erst nach 48 Stunden einen signifikanten Unterschied zwischen
A.sAR”-Mausen und Cs/Bl/6-Mausen. Dies kann dadurch erklart werden, dass
die hohe Anzahl an PMNs im Interstitium dazu fihrt, dass in den Knock-out-
Mausen auch nach 48 Stunden noch PMNs in den alveolaren Raum migrieren,
wohingegen die PMNs in den Kontrolltieren nach 48 Stunden im Interstitium fast
nicht mehr nachzuweisen sind. Da der Abfall der PMNs sowohl interstitiell als
auch alveolar gleichermalen erfolgt, kann ein schnellerer oder vermehrter Ab-
bau der PMNs in den Wildtypmausen ebenso ausgeschlossen werden wie ein
langsamerer oder verminderter Abbau in den Knock-out-Mausen.
Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass PMNs in Knock-out-
Mausen verstarkt adharieren, dadurch vermehrt migrieren und durch die grofe
Anzahl der PMNs langer im Interstitium verweilen und aufgrund dessen auch
uber einen langeren Zeitraum als in den Kontrollmausen in die Alveolen migrie-

ren.

Um zu untersuchen, ob die protektive Wirkung von Adenosin Uber A,gAR auf
hamatopoetischen Zellen oder auf Gewebezellen vermittelt wird, wurden im
Rahmen dieser Dissertation Migrationsversuche mit chimaren Tieren durchge-
fuhrt. Die Ergebnisse aus diesen Versuchen machen deutlich, dass der protek-
tive Effekt durch A;gAR auf hamatopoetischen Zellen vermittelt wird. Wie bei
den zuvor diskutierten Ergebnissen des Migrationsverhaltens finden sich im
vaskularen Raum keinerlei Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen. Erst

bei Betrachtung des interstitiellen Raumes wird ein Unterschied deutlich, was
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den protektiven Effekt von extrazellularem Adenosin eindeutig dem Adenosin-
rezeptor Agg auf Blutzellen zuordnet (vgl. Abb. 11). Hier wandern in der Gruppe,
die A2sAR auf Blutzellen tragt, signifikant weniger PMNs in das Lungeninterstiti-
um ein. In der bronchoalveolaren Lavage ist dieser Effekt ebenfalls zu erken-
nen. Diese Ergebnisse werden durch Ergebnisse anderer Arbeiten unterstutzt.
So beschreiben Yang et al. eine vermehrte Produktion proinflammatorischer
Zytokine, also eine verstarkte Entziindungsreaktion, nach intraperitonealer LPS-
Gabe in AzsAR-Knock-out-Mausen im Vergleich zu Wildtypmausen. Hierflr wird
in In-vivo-Versuchen mit chimaren Mausen die Wirkung von extrazellularem
Adenosin am AzsAR auf Gewebezellen verantwortlich gemacht. Ein Anstieg
proinflammatorischer Zytokine ist bei A;sAR auf hamatopoetischen Zellen nicht
zu erkennen. Folglich kommt A,sAR auf hamatopoetischen Zellen, insbesonde-
re Makrophagen, eine antiinflammatorische Rolle zu (Yang et al. 2006:1918 ff.).
Dass es in Mausen, die den Rezeptor auf hamatopoetischen Zellen tragen, zu
einer geringeren Einwanderung von PMNs kommt, zeigten auch Eckle et al.,
allerdings an einem anderen Modell. Dabei wird die Lungenschadigung durch
Hypoxie und nicht wie in dieser Arbeit beschrieben durch Endotoxin herbeige-
fuhrt (Eckle et al. 2008a:2033).

Im Gegensatz dazu existieren auch Arbeiten, auf Grundlage derer zu erwarten
gewesen ware, dass die protektive Wirkung von Adenosin durch AsAR auf En-
dothel- und Epithelzellen vermittelt wird. Schingnitz et al. zeigen dies anhand
desselben In-vivo-Modells, welches auch in der vorliegenden Arbeit verwendet
wurde. Es kommt in den Mausen, die den Rezeptor auf Gewebezellen tragen,
zu einem geringeren Anstieg der Transkriptionslevel von IL-6 sowie zu einer
geringeren Auspragung des Lungenddems als in den Mausen, die den A;sAR
auf hamatopoetischen Zellen tragen (Schingnitz et al. 2010:5277). Auch die
Ergebnisse von Eckle et al. ergeben flr A;sAR auf Lungengewebe eine protek-
tive Rolle. In dieser Arbeit wurden Untersuchungen zum beatmungsinduzierten
ALI gemacht, die Lungenschadigung also durch maschinelle Beatmung hervor-
gerufen (Eckle et al. 2008b:3309).

Ein Grund fUr die unterschiedlichen Ergebnisse kdnnte sein, dass sich die Mo-

delle, aber auch die Ausloser der Lungenschadigung unterscheiden. Das be-
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deutet, dass die Aktivierung von AsAR und die Auswirkungen dieser Aktivie-
rung davon abhangig sind, durch welchen Stimulus die Aktivierung erfolgt und
ob die Lungenschadigung akut oder chronisch ist. Die duale Rolle (sowohl anti-
als auch proinflammatorische Wirkung) von AsAR wurde von Zhou et al. (2011)
an einem In-vivo-Modell untersucht. Sie zeigen in ihrer Arbeit, dass bei einer
durch lokale Gabe von Bleomycin hervorgerufenen akuten Lungenschadigung
Adenosin Uber AzsAR antiinflammatorisch wirkt, wohingegen bei systemischer
Gabe von Bleomycin kein Unterschied zwischen AzsAR-Knock-out- und Wild-
typmausen zu erkennen ist. Dagegen entwickelt sich bei systemischer Gabe
von Bleomycin eine moderate Entzindungsreaktion mit anschlieRender Fibro-
sierung. In den AzsAR-Knock-out-Mausen ist die Lungenfibrose weniger ausge-
pragt als in den Kontrollmausen. Der Adenosinrezeptor Aps nimmt folglich bei
der chronischen Phase der Lungenschadigung eine profibrotische Rolle ein
(Zhou et al 2011:1097 ff.). Auch in anderen Studien zeigt sich, dass dauerhaft
erhohte Adenosinspiegel zu einer Progression von chronischen Lungenerkran-
kungen flhren (Sun et al. 2006:2180; Blackburn 2003:69). Zudem scheint es
eine Rolle zu spielen, auf welche Weise der Stimulus fur das Entzindungsge-
schehen appliziert wird. Neben Zhou et al. wurde auch in anderen Arbeiten LPS
intraperitoneal appliziert. Allerdings deuten die Ergebnisse auf eine proinflamm-
atorische Wirkung von AzsAR hin (Ryzhov et al. 2008:698). In der vorliegenden
Dissertation wurde das Entziindungsgeschehen Uber eine LPS-Inhalation (lo-
kal) ausgeldst und es kam zu einer akuten Lungenschadigung. Die Versuchser-
gebnisse zeigen eine antiinflammatorische Wirkung von AzsAR.

Die Ergebnisse dieser Arbeit, aber auch die aktuelle Literatur machen deutlich,
dass AzsAR eine entscheidende Rolle in der Migration der PMNs zukommt.
Wann diese Wirkung durch AzgAR auf hamatopoetischen Zellen oder auf Ge-
webezellen vermittelt wird, ist moglicherweise abhangig vom Ausléser und be-
darf noch weiterer Forschung. Auch die paradoxe Wirkung — das heif3t antiin-
flammatorisch im Rahmen einer akuten Lungenschadigung und profibrotisch im
Rahmen chronischer Lungenerkrankungen, wie Asthma oder chronisch obstruk-

tive Lungenerkrankung (COPD), oder proinflammatorisch nach systemischer
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Gabe des Entzindungsstimulus — ist noch nicht hinreichend erforscht und bietet

daher neue Forschungsansatze fur die Zukunft.

4.2 Auswirkungen von A,sAR auf die pulmonale Barrierefunktion, Zytokine

und Chemokine

Neben der Einwanderung neutrophiler Granulozyten in die Lunge ist ein weite-
res Schllsselereignis bei der Entstehung des ALI die vermehrte Permeabilitat
der kapillar-alveolaren Membranen. Das sich daraus entwickelnde Leitsymptom
ist das Lungenddem (Bernard et al.1994:819).

In dieser Studie wurde die pulmonale Barrierefunktion mittels Evans blue Extra-
vasation untersucht. Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen eine vermehrte Per-
meabilitdt in den verwendeten AssAR-Knock-out-Tieren im Vergleich zu den
Wildtypmausen nach LPS-induzierter Lungenschadigung (vgl. Abb. 12). Somit
zeigt sich hier ein protektiver Effekt von A,sAR auf die pulmonale Barrierefunk-
tion. Diese Versuchsergebnisse und die Ergebnisse der Migrationsversuche
bestatigen damit die protektive Wirkung von Adenosin am AzsAR. In der Ver-
suchsreihe ohne LPS-Gabe Iasst sich kein signifikanter Unterschied zwischen
den beiden Gruppen feststellen.

Der Einfluss von Adenosin auf die Barrierefunktion wurde schon in einigen vo-
rangegangenen Studien nachgewiesen. Zum Beispiel konnten Reutershan et al.
zeigen, dass in Knock-out-Mausen ohne CD39 und CD73 — welches Schussel-
enzyme in der Bildung von Adenosin aus Vorlaufermolekulen sind — das pulmo-
nale Entzindungsgeschehen wie auch das Lungenddem sehr viel starker aus-
gepragt waren als in den Kontrolltieren (Reutershan et al. 2009:478).

Auch in einer In-vivo-Studie mit A;aAR wurde mittels des gleichen Versuchs-
aufbaus eine gesteigerte Permeabilitat in den A aAR-Knock-out-Tieren nach-
gewiesen (Reutershan et al. 2007). Die Ergebnisse kénnen allerdings nur ein-
geschrankt miteinander verglichen werden, da in der Arbeit von Reutershan et
al. ein anderer Adenosinrezeptor untersucht wurde.

In Bezug auf den AsAR wurde in Studien bei Aktivierung des Rezeptors ein
protektiver Effekt auf die Permeabilitat beschrieben. Zum Beispiel konnten Eck-
le et al. in einer Studie nachweisen, dass in A;gAR-Knock-out-Mausen sowohl

ein erhohter Albumingehalt in der BAL als auch ein vermehrtes Lungenédem,
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also eine erhohte Permeabilitat, zu finden sind. Allerdings wurde hier die Lun-
genschadigung durch mechanische Beatmung herbeigefuhrt (Eckle et al.
2008b:3303). Auch im Hypoxie-induzierten ALI-Modell von Eckle et al. zeigen
AzsAR-Knock-out-Mause nach Stimulation mehr Lungenédem und mittels
Evans blue eine verstarkte Permeabilitat (Eckle et al. 2008a:2028). Schingnitz
et al. konnten ebenfalls eine starkere Auspragung des Lungenddems in
AzsAR-Knock-out-Tieren gegenuber den Wildtypkontrollen nachweisen. Bei
dieser Studie handelt es sich um ein Modell mit Endotoxin-induzierter Lungen-
schadigung (Schingnitz et al. 2010:5276).

Sowohl das Modell zur Auslésung der Lungenschadigung mittels LPS-
Inhalation (Schingnitz et al. 2010:5276, Ngamsri et al. 2010:4375; Wagner et al.
2010:L503) wie auch die Gabe von Evans blue (Reutershan et al. 2007:1256;
Eckle et al. 2008a:2033; Ngamsri et al. 2010:4375; Wagner et al. 2010:L503)
wurden zuvor verwendet und sind etabliert. Die Ergebnisse der Evans-blue-
Versuche dieser Arbeit werden durch die Ergebnisse der oben genannten Stu-
dien unterstutzt. Allerdings konnte die vermehrte Permeabilitat in A,sAR-Knock-
out-Tieren unter Normalbedingungen, so wie sie von Eckle et al. beobachtet
wurde, nicht nachgewiesen werden (Eckle et al. 2008a:2029). Zu beachten ist,
dass A,sAR von allen Adenosinrezeptoren die geringste Affinitat fur Adenosin
hat und unter physiologischen Bedingungen nicht aktiviert wird (Fredholm et al.
2001b:446). Eine weitere Ursache fur die gegensatzlichen Ergebnisse konnte
die unterschiedliche Zirkulationsdauer von Evans blue sein. In der Versuchsrei-
he der vorliegenden Arbeit erhielten die Versuchstiere 30 min vor Versuchsbe-
ginn Evans blue, bei Eckle et al. vier Stunden vor Versuchsbeginn. Bei Inflam-
mation bzw. Schadigung der Lunge ist auch nach kurzer Zeit (30 min) schon ein
Unterschied zu erkennen. Unter Normalbedingungen ist die erhdohte Permeabili-
tat durch die Evans-blue-Anreicherung erst nach einiger Zeit nachweisbar und
kann deshalb anhand des verwendeten Versuchsablaufs im Rahmen der vor-
liegenden Arbeit nicht belegt werden.

Um die vermehrte Permeabilitat entweder der Wirkung von A;sAR auf hamato-

poetischen Zellen oder A;sAR auf Gewebezellen zuzuordnen, wurde die Barrie-
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refunktion auch in chimaren Mausen untersucht. Hierbei zeigen die Ergebnisse
wie auch schon im Migrationsversuch, dass die protektive Wirkung, also die
Reduktion der Permeabilitat gegenuber den AzsAR-Knock-out-Mausen, von
A2sAR auf hamatopoetischen Zellen vermittelt wird (vgl. Abb. 13). Eine Reduk-
tion ist auch bei der Versuchsgruppe, die AgAR auf Gewebezellen tragt, zu
erkennen, allerdings ist dieser Effekt nicht signifikant. Moglich ist, dass es hier
zu einem Zusammenspiel der Adenosinrezeptoren auf Blut- und Gewebezellen
kommt. Im Gegensatz zu dieser Arbeit zeigen die Ergebnisse anderer Arbeits-
gruppen eine protektive Wirkung fur A2sAR auf Gewebezellen. Eckle et al. beo-
bachteten in ihren Versuchen zum Hypoxie-induzierten ALI eine verminderte
Permeabilitat bei A,sAR auf Gewebe bzw. Epithel und Endothel (Eckle et al.
2008a:2031). Auch Schingnitz et al. wiesen in ihrer Arbeit vermehrtes Lungen-
0dem nach und machten fur die vermehrte Permeabilitdt A,gAR auf Blutzellen
verantwortlich (Schingnitz et al. 2010:5277). Allerdings kann die Arbeit von
Schingnitz et al. nur eingeschrankt mit den Ergebnissen dieser Studie vergli-
chen werden, da als Mal fir die Lungenpermeabilitat das Lungenwasser als
Verhaltnis von nassem zu getrocknetem Lungengewebe angegeben wird und
nicht wie im Rahmen dieser Arbeit mittels Evans blue. Die gegensatzlichen Er-
gebnisse konnen durch die unterschiedlichen Ausloser bzw. durch die unter-

schiedlichen Methoden zur Bestimmung der Barrierefunktion erklart werden.

Durch inflammatorische Stimuli wie LPS werden Zytokine und Chemokine von
Alveolarmakrophagen und Alveolarepithelzellen ausgeschittet. Neutrophile
Granulozyten wandern durch diese Zytokine getriggert entlang des Chemokin-
gradienten in die Lunge (vgl. Kapitel 1.3 und 1.4).

Die Ergebnisse der hier vorliegenden Arbeit zeigen, dass drei Stunden nach
LPS-Gabe die Konzentrationen der Zytokine IL-6 und TNF-a sowie der Chemo-
kine CXCL 1 und 2/3 sowohl in den Knock-out-Mausen als auch in den Wild-
typmausen im Vergleich zu den Negativkontrollen ansteigen (vgl. Abb. 14). Der
Anstieg der Zytokine und Chemokine ist charakteristisch fur die frihe Phase
einer akuten Entziindungsreaktion und entscheidend flir die Migration neutro-
philer Granulozyten (Reutershan et al. 2006:695; Moser, Loetscher 2001:123).
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Die Ergebnisse decken sich folglich mit der aktuellen Literatur. Ein Unterschied
zwischen den beiden Mausestammen mit LPS-Behandlung liel} sich hingegen
nicht feststellen. Dies erscheint dahingehend verwunderlich, dass ein Anstieg
der Zytokine und Chemokine am ehesten in den BAL der Knock-out-Mause zu
erwarten gewesen ware, weil in den Knock-out-Mausen auch eine verstarkte
Migration neutrophiler Granulozyten in die Lunge beobachtet werden konnte
(vgl. Kapitel 3.4).

Hierflr lassen sich einige Grinde anflhren. Zum einen muss bedacht werden,
dass die Inhalation mit LPS einen direkten und sehr starken Reiz fur die Alveo-
larmakrophagen und Pneumozyten Typ Il darstellt, Zytokine und Chemokine zu
produzieren. Zudem ist verstandlich, dass die Produktion und der Abbau von
Zytokinen und Chemokinen nicht beliebig gesteigert werden kénnen, sodass
hier eine Obergrenze erreicht ist, die auch in den Knock-out-Mausen nicht wei-
ter gesteigert werden kann. Zum anderen ist zu bedenken, dass Adenosin nicht
nur auf A;gAR, sondern auch auf die anderen Adenosinrezeptoren (A1, Aza, Az)
wirkt und diese sich in ihrer Wirkung gegenseitig beeinflussen. Ahnliche Ergeb-
nisse zeigt die Arbeit von Ngamsri et al. zum Adenosinrezeptor As. Hier liel
sich in der BAL nach LPS-Gabe ebenfalls kein Unterschied zwischen den
Knock-out-Mausen und den entsprechenden Wildtypkontrollen feststellen. Erst
nach Gabe eines selektiven Agonisten war in den Wildtypmausen eine signifi-
kante Reduktion der Chemokin- und Zytokinkonzentrationen zu beobachten
(Ngamsri et al. 2010:4382).

Andere bis dato veroffentlichte Studien zeigten einen vermehrten Anstieg der
proinflammatorischen Zytokine in den AzsAR-Knock-out-Mausen gegenuber
den Wildtyptieren (Schingnitz et al. 2010:5275; Eckle et al. 2008b:3303). Aller-
dings ist zu beachten, dass nicht die Konzentrationen der Zytokine und Chemo-
kine bestimmt wurden, sondern die Transkriptionslevel der Zytokine aus Lun-
gengewebe vier Stunden nach LPS-Inhalation (Schingnitz et al. 2010:5272)
bzw. fir die Zytokin-ELISAs (Eckle et al. 2008b) homogenisiertes Lungengewe-
be verwendet wurde. Zytokin- und Chemokinkonzentrationen unterscheiden

sich je nach Kompartiment (z. B. Plasma und BAL). Somit sind die unterschied-
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lichen Ergebnisse kein Widerspruch, sondern auf die verschiedenen Modelle

zuruckzufuhren.

4.3 Therapeutische Moglichkeiten

Acute Lung Injury und Acute Respiratory Distress Syndrome sind auch heute
noch Komplikationen bei schwer kranken Menschen und mit einer hohen Letali-
tat vergesellschaftet (vgl. Kapitel 1.1). Die Behandlungsmdglichkeiten be-
schranken sich im Wesentlichen auf die Beseitigung der Ursache und supporti-
ve MalRnahmen, insbesondere verbesserte Beatmungsstrategien (Cepkova und
Matthay 2006:15). Die Ergebnisse unserer Untersuchungen zeigen eine funkti-
onelle Rolle von A,sAR bei der Entstehung akuter inflammatorischer Prozesse
der Lunge. Aufgrund seiner Rolle sollten pharmakologische Strategien in Bezug
auf diesen Adenosinrezeptor in Erwagung gezogen werden.

Eines der Schlisselereignisse im akuten inflammatorischen Prozess bzw. im
Acute Lung Injury/Acute Respiratory Distress Syndrome ist die Einwanderung
neutrophiler Granulozyten in die Lunge (Abraham 2003). Einerseits spielen
neutrophile Granulozyten eine wichtige Rolle bei der Erregerabwehr und haben
somit eine schitzende Wirkung (Smith 1994:673). Andererseits kommt es bei
ALI/ARDS zu einer Art Uberschie®ender Reaktion der PMNs. Die schitzende
Wirkung wird bei der Betrachtung von Krankheitsbildern deutlich, denen Gra-
nulozytenfunktionsbeeintrachtigungen bzw. ein Verlust der Funktionalitat zu-
grunde liegen. Daraus resultiert eine geschwachte Infektabwehr. Zu nennen
sind zum Beispiel die Leukopenie und das Leukozytenadharenzdefekt-Syndrom
(LAD). Bei den meisten Erkrankungen dieser Art sind akute inflammatorische
Prozesse starker ausgepragt und haben einen schlechteren Verlauf. Bei einer
uberschie3enden Reaktion dagegen schutten die PMNs vermehrt hydrolytische
Enzyme und Oxidantien aus und fuhren so zu Gewebsnekrosen und letztend-
lich zu einer Funktionseinschrankung der Lunge mit zum Teil letalem Ende (vgl.
Kapitel 1.1 und 1.3).

Im Rahmen der vorliegenden Studie wurden Migrationsversuche in vivo mit
Mausen und — zur Klarung der Frage, ob sich die Ergebnisse auf den Men-
schen Ubertragen lassen —, Transmigrationsversuche in vitro mit humanen Zel-

len durchgefuhrt. Die Versuchsmause und Zellen wurden entweder mit dem
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A2sAR-Agonisten BAY 60-6583 oder dem AzsAR-Antagonisten PSB 1115 be-
handelt. Die Ergebnisse des Migrationsversuches in vivo wie auch des Trans-
migrationsversuches in vitro zeigen, dass die Behandlung mit dem Rezeptora-
gonisten wie erwartet den protektiven bzw. antiinflammatorischen Effekt von
A2sAR unterstutzt, wohingegen die Behandlung mit dem Antagonisten keine
signifikante Wirkung hat (vgl. Abb. 15). Dies kann unterschiedliche Ursachen
haben. Es ist moglich, dass die Dosierung des Antagonisten nicht ausreichend
war, obwohl diese Dosis zuvor von Eckle et al. verwendet wurde und folgend
deutliche Ergebnisse zeigte. So ist die Uberlebenszeit unter Beatmung bei Wild-
typmausen mit vorheriger Antagonist-Behandlung im Vergleich zur Kontroll-
gruppe deutlich verklrzt. Im Unterschied zu dieser Arbeit wird in der Studie von
Eckle et al. die Lungenschadigung durch mechanische Beatmung ausgelOst
(Eckle et al. 2008b:3306).

Wie schon in den vorangegangenen Kapiteln erortert, scheint es so, als ob die
Wirkung von Adenosin Uber A;gAR abhangig ist vom Ausloser der Lungen-
schadigung. Deswegen ist es denkbar, dass auch die Beeinflussung des Re-
zeptors durch einen Agonisten oder Antagonisten abhangig ist vom zugrunde
liegenden Ausloser der Lungenschadigung.

Ein weiteres Schlusselereignis ist die erh6hte Permeabilitat und die Entwicklung
eines Lungenddems. Deswegen wurde auch die Permeabilitat der kapillar-
alveolaren Membranen unter Verwendung des A,sAR-Agonisten BAY 60-6583
und des AgAR-Antagonisten PSB 1115 untersucht. Die Ergebnisse zeigen eine
deutliche Reduktion der Permeabilitat in Wildtypmausen nach LPS-Gabe bei
Verabreichung des Agonisten (vgl. Abb. 16). Dies unterstitzt die Hypothese
einer protektiven Rolle von A,sAR. Die Behandlung mit dem Antagonisten er-
brachte — wie auch zuvor in den Migrationsversuchen in vivo und den Transmig-
rationsversuchen in vitro — keinerlei Effekt.

Somit stellt die Behandlung mit einem AzgAR-Agonisten eine vielversprechende
Strategie in der Behandlung von ALI/ARDS dar, um eine Uberschiel3ende Ein-
wanderung neutrophiler Granulozyten ins Interstitium zu modellieren und damit

der Zerstérung der Lungenarchitektur entgegenzuwirken. Des Weiteren wird
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durch die Gabe eines Agonisten die Permeabilitat der kapillar-alveolaren
Membranen reduziert und damit die Entstehung eines Lungenédems gehemmt.
Zusatzlich konnte mittels der In-vitro-Transmigrationsversuche nochmals ge-
zeigt werden, dass die Migration auch im In-vitro-Modell hauptsachlich durch
A2sAR auf hamatopoetischen Zellen vermittelt wird. Bei der Behandlung der
PMNs mit dem Agonisten migrierten signifikant weniger Zellen als bei einer Be-
handlung des Epithels oder Endothels. Zudem Iasst sich feststellen, dass es nur
bei Behandlung des Endothels mit dem Agonisten zu einer geringeren Migration
kommt (vgl. Abb. 17). Dies zeigt sich auch in den In-vivo-Versuchen mit vorhe-
riger Behandlung der Mause mit dem Agonisten. Es finden sich deutlich weni-
ger PMNs im interstitiellen Raum im Vergleich zur Kontrollgruppe (vgl. Abb. 15,
B, IS). Somit wird die transendotheliale Migration der PMNs bei Gabe des Ago-
nisten deutlich abgeschwacht. Im Gegensatz dazu zeigt die Behandlung des
Epithels mit dem Agonisten keine Auswirkungen auf die Migration der neutro-
philen Granulozyten. Auch dieses Resultat bestatigt die Ergebnisse der In-vivo-
Versuche mit vorheriger Gabe des Agonisten. Eine Reduktion der transepitheli-
alen Migration ist nicht zu erkennen (vgl. Abb. 15, C, BAL und Abb. 17). Somit
ist entweder die Dichte von AzsAR auf Endothel und neutrophilen Granulozyten
hoher als auf Lungenepithel oder die AxgAR auf Lungenepithel sprechen auf
eine Stimulation nicht an. Der grofdte Effekt |asst sich allerdings in der Gruppe
nachweisen, in der sowohl die PMNs als auch das Endothel bzw. Epithel stimu-
liert werden.

Eine besondere Bedeutung kommt den Ergebnissen der In-vitro-
Transmigrationsversuche zu, weil sie einen ersten Hinweis auf die Ubertragbar-
keit der zuvor gewonnenen Erkenntnisse aus den murinen In-vivo-Versuchen

auf den Menschen geben.

4.4 Zusammenfassung

Die Ergebnisse dieser Dissertation dokumentieren eindeutig eine funktionelle
Rolle von A,sAR in der Entstehung des Acute Lung Injury/Acute Respiratory
Distress Syndrome. Anhand der Versuche lasst sich flr den akut inflammatori-
schen Prozess eine protektive Wirkung von extrazellularem Adenosin uber

A2sAR belegen. Daraus resultiert eine verminderte Einwanderung neutrophiler
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Granulozyten in das Lungeninterstitium und eine verminderte Permeabilitat der
alveolar-kapillaren Membranen.

Der protektive Effekt von A,sAR kann pharmakologisch mittels der Gabe eines
AzsAR-Agonisten sowohl im murinen In-vivo-Versuch als auch im humanen In-
vitro-Versuch induziert werden und bietet daher neue Forschungsansatze fur
die Therapie von ALI/ARDS, zumal die gewonnenen Erkenntnisse auf eine
Ubertragbarkeit auf den Menschen schlieRen lassen.

Einen weiteren Forschungsansatz bietet die Frage, ob AsAR je nach Stimulus
oder Applikation des Stimulus einen protektiven, profibrotischen oder proin-
flammatorischen Effekt vermittelt. Daraus konnte eine differenzierte pharmako-
logische Therapie abgeleitet werden.

Daruber hinaus ist das Zusammenspiel der vier unterschiedlichen Adenosinre-
zeptoren noch nicht hinreichend erforscht und bietet daher ebenfalls einen For-
schungsansatz. Inwiefern sich die Adenosinrezeptoren untereinander beeinflus-
sen, sich in ihrer Wirkung verstarken oder auch abschwachen, bleibt abzuwar-

ten.
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5 Abkirzungsverzeichnis

ADP
AECC
AK
ALl
AMP
APC

Aqua dest.

AR
ARDS
ATP
BAL
cAMP
CD
cDNA

COPD

CRP
DNA
ELISA
FACS

FITC
FP
FSC
GAGs
Gzz

HE-Farbung

i. p.
i. V.

Abklrzungsverzeichnis

Adenosindiphosphat

american-european consensus conference
Antikorper

Acute Lung Injury

Adenosinmonophosphat

Allophycocyanin

Aqua destillata, destilliertes Wasser
Adenosinrezeptor

Acute Respiratory Distress Syndrome
Adenosintriphosphat

bronchoalveolare Lavage

zyklisches (cyclic) Adenosinmonophosphat
Cluster of differentiation

komplementare (complementary) Desoxyribo-
nukleinsaure

chronisch obstruktive Lungenkrankheit (chronic
obstructive lung desease)

C-reaktives Protein

desoxyribonucleinacid, Desoxyribonucleinsaure
enzyme-linked immunosorbent assay
fluorescence activated cell sorting, Durch-
flusszytometrie

Fluorescein-Isothiocyanat

Farbepuffer

forward light scatter, VVorwartsstreulicht
Glykosaminoglykane

Gesamtzellzahl

Hamatoxylin/Eosin-Farbung

intraperitoneal

intravenos
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ICAM-1 intracellular adhesion molecule-1

IL Interleukin

IS interstitieller Raum

v vaskularer Raum

KC keratinocyte-derived chemokine
KCLIP king county lung injury project

KG Korpergewicht

k.o. Knock-out

LBP LPS-bindendes Protein

LPS Lipopolysaccharid

MCP-1 monocyte chemoattractant protein-1
MD-2 myeloid differentiation factor 2
MIP-2 macrophage inflammatory protein-2
NFW Nuklease-freies Wasser

NF-kB nuclear factor ‘kappa-light-chain-enhancer' of

activated B-cells

PCR Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain
reaction)

PerCP Peridinin-Chlorophyll-Protein

PGE; Prostaglandin-E;

PGI; Prostaglandin-l,, Prostacyclin

PMN polymorphonuclear leukocyte

RNA ribonucleinacid, Ribonucleinsaure

rpm rates per minute

RT Raumtemperatur

RT-PCR Reverse-Transkriptase Polymerase-
Kettenreaktion

SSC side scatter, Seitwartsstreulicht

TLR toll-like receptor

TNF Tumornekrosefaktor

TNFR Tumornekrosefaktor-Rezeptor

VCAM vascular adhesion molecule
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