Rolle der p38 Mitogen-aktivierten Proteinkinase im
Mausmodell der posttraumatischen Immunsuppression

und konsekutiven Pneumonie

Von der Naturwissenschaftlichen Fakultat
der Gottfried Wilhelm Leibniz Universitat Hannover

zur Erlangung des Grades

Doktorin der Naturwissenschaften

(Dr. rer. nat.)

genehmigte Dissertation

von

Diplom-Humanbiologin Nadine Ding

geboren am 07.11.1979 in Wolfenbuttel

2012



Referent: Prof. Dr. rer. nat. Ulrich A. Maus
Korreferent: Prof. Dr. med. Franz-Christoph Bange
Tag der Promotion: 21.02.2012



Meiner Familie



Inhalt

INHALTSVERZEICHNIS
ABKURZUNGEN.........oooviuiieeeeeeeee et e et ee e te e e ene e e ann e, I
KURZZUSAMMENFASSUNG ...ttt ee e e e e e e e e e e e e e e e e a s v
AB ST RACT ettt et e e s e e e e e e e e e e e e et e e e e e e e nnrrraaeaeeeaanns Vi
T EINLEITUNG. ...ttt e e e e e e e e e e e e e e 1
1.1 Trauma /HAmMOITNAGIE ........eviiiiieiiiee e 1
1.2 SIRS, CARS UNd MODS ... e 1
2 TS T 1 SRS 1
T.2.2 CARS L. e 2
T.2.3 MODS . e e e e e s e nr e e e e eannees 3
1.2.4 Zusammenspiel von SIRS, CARS und MODS.............cccvvvvvvvviiiiiiiiiiiieiiiiiannns 4
1.3 Mechanismen der pulmonalen Infektabwehr ...............ccccoiiiiiiiiiiiiiiinnns 5
1.3.1 Pulmonale Infektabwehr und Mustererkennung.............ccccceveeeiiiciiiiienieeeeens 5
1.3.2 Zytokine und ChemoKiNe ... 7
1.3.3 Monozyten/MaKrophagen..........cccuuuiiiiiie et e e e 9
1.3.4 Neutrophile GranuIOZYteN ..........ccccuiiiiiiie e 10
1.4 Der MAPK-SIGNaIWEG......co it 11
I I T 1Y i o = 1T PN 13
1.5 StreptocoCCUS PNEUMONIAE...........coeeeeeeeeeeiiiaiiieeieeee e 15
1.5.1 Nosokomiale PNEUMONIE .........cooiiiiiiiiiiiae e 16
2.FRAGESTELLUNG. ...t eeeeeees 25
3. METHODEN......ooiiiiieieeieeeeee et eeeeees 26
1 TRt B 1= = PP 26
3.2 Trauma und Trauma/Hamorrhagie Induktion............cccccooiiiiiieniiinnnne. 26
R T2 I = 18] o = PO PP PP P PPPPPPRPPN 26
3.2.2 Trauma/HEmMOITNAGIE .....coeeieiiiiiiiiie et 26

3.3 Blutentnahme, Hdmogramm und klinische Chemie............cccccvvvvveeveeneee. 28



Inhalt

3.4 Kultur und Quantifizierung von Streptococcus pneumoniae.................... 28
3.5 Infektion der Mause mit S. pneumoniae .................ccccccvvvveevveeeeeeeeenennnnnn. 28
3.6 Bronchoalveolare Lavage.............uuceiiiiiiiiiicieeeeceee e 29
3.7 Herstellung des Lungenhomogenats ..o 30
3.8 Bestimmung der Phagozytosekapazitat...........ccccooeiiiiiiniiiiiiiiiiiiieeeeee 30
3.9 WESEEIN BlOt ... 31
3.10 p38 MAPK INhIbItoren ...........cuoiiiiiiii e 32
3.11 In vitro Testung der p38 MAPK Inhibitoren ............cccccoviiiiiiiiiiivieiinnnee. 33

3.11.1 p38 MAPK-Inhibitor-Applikation in Vivo ............ccccoiiiiiiiii e, 33
3.12 Apoptose/Nekrose Bestimmung.........cccuuiiiiieiiiiiiiiiiieee e 34
A E L S A et eeeas 34

3.14 Zusammenfassung des experimentellen Versuchsablaufs

im T/H-Modell mit konsekutiver Pneumonie............cccccuvvvveeiiiicciieiee e, 35
318 SHALISHK ..o e 36
4. ERGEBNISSE ... .ot 37
4.1 Charakterisierung des T/H ModellS..........cccuvueiieeeiiiciieeeee e 37
4.1.1 Hdmogramm von Kontroll-, Trauma- und T/H-Mausen ...........ccccvvvvevivvnnnnns 37
4.1.2 Analyse klinisch-chemischer Parameter in Trauma- bzw. T/H-Mausen....... 37
4.1.3 Erhéhte p38 MAPK Aktivitat in den Lungen von T/H-Mausen...................... 39
4.1.4 Effekte von T/H auf die Zytokinfreisetzung im bronchoalveolaren
KOMPartMENT ... ... 41
4.1.5 Leukozytendifferenzierung in der BAL von Trauma- und T/H-Mause........... 43

4.2 Charakterisierung der pulmonalen Infektabwehr von Streptococcus

pneumoniae bei Trauma bzw. T/H .........ovvviiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeee e, 44

4.2.1 Vorversuche mit niedriger und mittlerer Infektionsdosis.............cccccvvvveennn.. 44
4.2.2 Charakterisierung der pulmonalen Infektabwehr von Trauma- versus
T/H-Mausen bei schwerer PNeUMONIE .........cooiiiiiiiiiiiie e 45
4.2.3 Phagozytosekapazitaten residenter Alveolarmakrophagen und peripherer

Blutmonozyten und -granulozyten............cc.uveiiiiiei i 47



Inhalt

4.2.4 Analyse von Apoptose/Nekrose-Induktion residenter Alveolarmakrophagen
VON T/H-MAUSEN ......uuiiiiiiiiiiii s 48
4.2.5 Uberleben von Trauma- und T/H-M&usen nach Infektion mit

S. PNEUMONIAE ...t 49

4.3 Auswirkungen der Inhibition der p38 MAPK auf die protektive

Immunabwehr der Lunge in T/H-MAusSen............ccooveiiiiiiiiiiieeeeiieeeeeee 51
4.3.1 Austestung verschiedener p38 MAPK Inhibitoren in Vitro ..............ccccccvvvuees 51
4.3.2 Pharmakologische Inhibition der p38 MAPK Aktivitat in den Lungen von
Trauma und T/H-MEUSEN ........uiiiiiiiiii e 52
4.3.3 Effekte der p38 MAPK Inhibition auf Organfunktionsstérungen................... 53
4.3.4 Inhibition der p38 MAPK fiihrt zu einer verbesserten Infektabwehr der
Lunge gegenlber S. pneumoniae Infektionen ............cccccceeiiiiii e 54

4.3.5 Inhibition der p38 MAPK verbessert die Phagozytosekapazitat von

Alveolarmakrophagen in T/H-MAUSEN..........cceiiiiiiiiiiiiiee e 56
4.3.6 Effekt der p38 MAPK Inhibition auf das Uberleben von S. pneumoniae-

infizierten T/H-MAUSEN ... 57

5. DISKUSSION ..o 59

5.1 Charakterisierung des T/H-ModellS...........cooeiiiiiiiiiiiiieeeeee e 59

5.1.2 Beteiligung der p38 MAPK an der posttraumatischen Immunsuppression ..60
5.2 Infektion bei posttraumatischer Immunsuppression ............ccccvvveeeeveeeee.. 61

5.2.1 Verschlechterte Phagozytoseaktivitat residenter Alveolarmakrophagen
NACh T/H-INAUKLION ... e 62

5.3 Effekt der Inhibition der p38 MAPK auf die posttraumatische

IMMUNSUPPIESSION ..ttt s e e e e e e e e e e aa e e e e eeaaaaeennnes 63

5.3.1 Inhibition der p38 MAPK verbessert Phagozytoseleistungen residenter

Alveolarmakrophagen nach T/H-Induktion ..o, 65

6. ZUSAMMENFASSUNG .......oooiiiiieiiee e 66
T AUSBLICK ..ttt e e e e e 67
8. MATERIAL ...t e e e 68
8.1 Verbrauchsmaterial ... 68

8.1.1 MIKIOSKOPE ...ttt e e e e e et e e e e e e e e e ee s e e eaaaeees 69



Inhalt

8.1.2 ZeNtHIfUGEN ... 69

8.2 OperatioNSZUDENOI...........ueiiiiiei e 69
8.3 Protein Gelelektrophorese und Western Blot.............ccccuvvvvviiiiiiiiiiieeenneeen. 70
8.4 Infektion, BAL, Lungenhomogenat und CFU Bestimmung...................... 70
8.5 SOMWAIE ... 71

e B == T =T o 4 = o OSSP 71
8.7 INGIKOSE ... 73
8.8 ANTIKOIPET ...ttt e e e e e e e e 73
8.9 INNIDITOIEN ... 73
B0 ELISA et n s 73
81T ZEIKUIUT ...t e 74
812 PUTTEI s 74
8.12. 1 WeStern BlOt.........o.eeeeeeeee e 74
8.12.2 FACS ANAIYSEN .....eeiieiiieeee ettt e e e e e e e e e e eaaae s 75
82,3 BAL .ot a e 76

9. LITERATURVERZEICHNIS ...t 77
ERKLARUNG ZUR DISSERTATION .....oviiiiieeeeeeeeeeceeeee e 90
CURRICULUM VITAE ..ottt e e e 91
PUBLIKATIONSLISTE ...ttt 92
DANKSAGUNG. ..ot e e eeeeas 94

Anmerkung: Die Seiten 18 — 24 sind durch einen Seiten-Nummerierungsfehler in dieser

Arbeit nicht vorhanden. Der Inhalt dieser Arbeit ist jedoch vollstandig.



Abkurzungen

Abkirzungen

AK Antikorper

APC Allophycocyanin

ASK apoptosis signal-regulating kinase
ATF activating transcription factor

BAL Bronchoalveolare Lavage

BCA Bicinchoninic Acid

bzw. beziehungsweise

CFU Colony forming units

CREB cAMP-response-element-binding protein
DAMPs Damage associated molecular patterns
DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsaure

ECL Enhanced chemiluminescence
EDTA Ethylendiamintetraacetic Acid

ERK Extracellular Regulated Kinase
FACS Flurescence-activated cell sorting
FCS Fetal calf serum

FITC Fluoresceinisothiocyanat

FSC Forward Scatter

GOT Glutamat-Oxalacetat-Transaminase
G-Protein  GTP- oder Guanosin-triphosphat-bindendes Protein
GPT Glutamat-Pyruvat-Transaminase

h Stunde

HMGB High mobility group box

iv. intravends

ICAM Intercellular adhesion molecule

IFN Interferon

IL Interleukin

IRAK IL-1 receptor-associated kinase
JNK Jun NH> terminal kinase



Abkurzungen

KC

kD
LPS
MAPK
MHC
min.
MIP-2
MLK 3
MyD 88
Na
NaCl
NaF
NLRs
NP
o.t.
oD
p.o.
PAMP
PEG
pH
PMN
PMSF
PRR
RLRs
ROS
rpm
RPMI
SDS
sec.
SEM
SSC
SV
T/H

Keratinocyte-derived cytokine

Kilo Dalton

Lipopolysaccharid
Mitogen-activated protein kinase
Major histocompatibility complex
Minute

Macrophage inflammatory protein 2
Mixed-lineage kinase 3

Myeloid differentiation primary-response protein 88
Natrium

Natriumchlorid

Natriumfluorid

Nucleotide-binding oligomerization domain (NOD)-like receptors
Nosokomiale Pneumonie
orotracheal

optische Dichte

per 0s

Pathogen-associated molecular pattern
Polyethylenglycol

potentia hydrogenii
Polymorphonuclear neutrophil
Phenylmethansulphonylfluorid
Pattern recognition receptor
RIG-1-like receptors

Reactive oxygen species

Rotation per minute

Roswell Park Memorial Institute
Sodiumdodecylsulfat

Sekunden

Standard error of the mean

Side Scatter

Simian virus

Trauma/Hamorrhagie



Abkurzungen

TAK
THB
TLR
TNF
TRAF6
Tween
VCAM

Transforming growth factor 3-activated kinase
Todd-Hewitt Broth

Toll-like Rezeptor

Tumor-Nekrose Faktor

Tumor necrosis factor receptor 6
Polyethylene glycol sorbitan monolaurate

Vascular cell adhesion molecule



Kurzzusammenfassung

Kurzzusammenfassung

Polytraumapatienten erleiden haufig nach primarem Uberleben ihrer schweren
Verletzungen eine Phase der posttraumatischen Immunsuppression, welche
diese Patienten suszeptibel flur sekundare Infektionen, insbesondere pulmonale
Infektionen (Pneumonien) macht. Solcherart im Krankenhaus erworbene, noso-
komiale Pneumonien fuhren vielfach zu schwerwiegenden septischen Verlau-
fen, welche haufig im Multiorganversagen assoziiert mit einer hohen Letalitats-
rate minden. Die pathophysiologischen und molekularen Mechanismen, welche
an der Entwicklung einer Immunabwehrschwache nach Trauma und Hamorrha-
gie beteiligt sind, sind bis heute unzureichend geklart. In der vorliegenden Ar-
beit wurde die Rolle der p38 Mitogen-aktivierten Proteinkinase (MAPK) im
Maus-Modell der Trauma/Hamorrhagie mit konsekutiver Pneumonie untersucht.
Zunachst wurden Mause einem Trauma mittels medianer Laparotomie unter-
worfen, gefolgt von der Induktion einer Hamorrhagie durch Kanulierung und
Blutentnahme via der Femoralarterien und -venen. Anschliefend wurden die
Mause mit Streptococcus pneumoniae infiziert und die Keimlasten in den Lun-
gen, die Phagozytosekapazitaten residenter Alveolarmakrophagen sowie die
Mortalitatsrate im Vergleich zu Trauma- oder Kontrollmausen analysiert. In ein-
zelnen Experimenten wurden Mause direkt nach erfolgter T/H Induktion mit ei-
nem p38 MAPK Inhibitor behandelt. Die Untersuchungen zeigten, dass T/H-
Mause im Vergleich zu Trauma- oder Kontroll-Mausen eine erheblich gesteiger-
te p38 MAPK Aktivitat in ihrem Lungengewebe aufwiesen, welche mit einer at-
tenuierten pulmonalen Erregerelimination sowie reduzierter Phagozytose-
leistung residenter Alveolarmakrophagen einherging. Passend hierzu zeigten
T/H-Mause nach Infektion mit S. pneumoniae eine héhere Mortalitatsrate als
Kontrollmause und Mause, in welchen nur Trauma ohne Hamorrhagie induziert
wurde. Die pharmakologische Inhibition der p38 MAPK nach T/H-Induktion ver-
besserte zwar die pulmonale Keimabwehr sowie Phagozytosekapazitaten resi-
denter Alveolarmakrophagen, resultierte jedoch nicht in einer verbesserten U-
berlebensrate von S. pneumoniae infizierten T/H-Mausen. Aus den Daten der

vorliegenden Studie kann zwar eine Beteiligung der p38 MAPK an der post-
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traumatischen Immunsuppression im T/H-Modell der Maus abgeleitet werden,
diese spielt jedoch fiir das Uberleben einer schweren Pneumonie nur eine un-
tergeordnete Rolle. Die Ergebnisse dieser Arbeit deuten darauf hin, dass eine
Inhibition der p38 MAPK zur Therapie der posttraumatischen Immunsuppressi-

on wahrscheinlich keinen Uberlebensvorteil fir Polytraumapatienten darstellt.

Schlagworter: Trauma/Hamorrhagie, Streptococcus pneumoniae, posttrauma-

tische Immunsuppression



Abstract

Abstract

Polytraumatized patients initially surviving their severe injuries frequently de-
velop a post-traumatic immune suppression, causing high susceptibility to sec-
ondary infections, especially pneumonias. Nosocomial pneumonias are respon-
sible for severe clinical manifestations and are often progressing to sepsis, mul-
tiple organ failure and high mortality rates. The underlying pathophysiological
and molecular mechanisms involved in the development of this impaired host
immune defense following trauma and hemorrhage are poorly understood. This
work was done to investigate the role of p38 MAPK signaling in impaired lung
protective immunity following trauma/hemorrhage with subsequent pneumococ-
cal pneumonia. Therefore, trauma in mice was induced by midline laparotomy
followed by cannulation of femoral arteries and veins to induce hemorrhage.
Subsequently, mice were infected with Streptococcus pneumoniae and lung
bacterial loads, phaocytosis capacity of alveolar macrophages, and mortality
rates compared to trauma and control mice were determined. In selected ex-
periments T/H mice were treated with a p38 MAPK inhibitor, or vehicle respec-
tively. T/H mice showed high activity of p38 MAPK in their lungs compared to
Control- and Trauma mice. These results correlated with impaired bacterial
clearance in the lungs and reduced phagocytosis capacity of resident alveolar
macrophages of T/H mice. In this line T/H mice infected with S. pneumoniae
showed higher mortality rates than Control- and Trauma mice. The pharmacol-
ogical inhibition of p38 MAPK after induction of T/H was able to restore the bac-
terial elimination process and the phagocytosis capacity of alveolar macro-
phages in the lungs, but did not result in an overall improved survival of T/H
mice infected with S. pneumoniae. The results of this study demonstrate a con-
tribution of p38 MAPK to post-traumatic immune suppression in the lungs of T/H
mice, but at the same time inhibition of p38 MAPK had no beneficial effect on
survival of T/H mice with severe pneumonia. The results of this work suggest
that inhibition of p38 MAPK activity as a new therapeutic approach to ameliorate
post-traumatic immunosuppression will probably not result in improved survival

of polytraumatized patients.

VI
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1. Einleitung

1.1 Trauma /Hamorrhagie

Als Trauma (aus gr. tpavua, Verletzung, Wunde) bezeichnet man in der Medi-
zin eine Schadigung, Verletzung oder Wunde, die durch Gewalt von aul3en ent-
steht. Unter dem Begriff Polytrauma werden mehrere Verletzungen verschiede-
ner Korperregionen bzw. Organsysteme definiert, wobei eine Verletzung oder
die Kombination aus mehreren Verletzungen einen lebensbedrohlichen Zustand
darstellen kann [1, 2]. Polytrauma ist die haufigste Todesursache bei Patienten
im Alter zwischen 5 und 45 Jahren weltweit. Der massive Blutverlust, auch als
Hamorrhagie (aus gr. awa, pnyvout; Blut, zerreilen = Zerreilen der Blutgefa-
Re) bezeichnet, den viele Polytraumapatienten erleiden, ist mitverantwortlich fur
die hohe Sterblichkeitsrate von ~ 50% [3]. In den letzten Jahren wurde eine
Vielzahl von klinischen und experimentellen Studien dartuber veroffentlicht, dass
Trauma/Hamorrhagie zu Veranderungen im Immunsystem des Patienten flhrt,
wobei hier sowohl spezifische als auch unspezifische Immunantworten beein-
trachtigt zu sein scheinen [4-8]. So haben Patienten, die ihre schweren Verlet-
zungen initial Uberleben, ein erhdhtes Risiko flr sekundare Infektionen, wie z.B.
nosokomiale Pneumonien (NP) und septische Komplikationen, welche letztlich
zu einem Multiorganversagen (MOV) fuhren kéonnen [9, 10]. Die bei Trau-
ma/Hamorrhagie zugrunde liegenden, dysregulierten Immunabwehrmechanis-
men bzw. Immunparalysen sind pathomechanistisch bis dato unzureichend

aufgeklart.

1.2 SIRS, CARS und MODS

1.2.1 SIRS

Wahrend eines hamorrhagischen Schocks fuhrt der verminderte Blutfluss in den
Organen zur Bildung von toxischen Stoffwechselprodukten sowie Sauerstoffra-
dikalen und in der Folge zu einer vermehrten Freisetzung inflammatorischer

Mediatoren (Zytokine, Chemokine, Leukotriene, Anaphylatoxine etc.), wobei
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das Ausmal der freigesetzten Entzindungsmediatoren mit der Schwere der
Verletzungen und dem Grad der Hamorrhagie korreliert [7, 11]. Die lokal freige-
setzten Mediatoren kdnnen u.a. auch durch die eingeleitete Resubstitutionsthe-
rapie zu einer systemischen Aktivierung des Immunsystems flihren, in deren
Folge sich ein ,systemic inflammatory response syndrome* (SIRS) manifestie-
ren kann [12-14]. Das SIRS beschreibt dabei eine systemische Entziindungs-
antwort im Organismus, welche durch nicht-infektidse Ereignisse (z.B. Verbren-
nung, Trauma und/oder Hamorrhagie) ausgeldst wird und durch Aktivierung
verschiedenster inflammatorischer Mediatorsysteme gekennzeichnet ist. Ein
SIRS kann sich auch in Folge einer bestehenden systemischen Infektion mani-
festieren, welche dann als Sepsis bezeichnet wird. Als wesentliche Kriterien fur
das Bestehen eines SIRS gilt das Auftreten von zumindest zwei der folgenden

Symptome [15]:

e Temperatur > 38 °C oder < 36 °C

e Herzfrequenz > 90 Schlage/min

o Atemfrequenz > 20 Atemzuge/min oder paCO; < 32 mm Hg

e Leukozyten > 12.000/mm? oder < 4000/mm?® oder > 10% unreife Granu-

lozyten im peripheren Blut

Eine generalisierte Entzindungsreaktion durch das Immunsystem kann dem-
nach in Trauma Patienten auch ohne begleitende Infektion hervorgerufen wer-
den. Die Ausbildung eines posttraumatischen SIRS, hervorgerufen durch die
erhdhte pro-inflammatorische Immunantwort, spielt eine signifikante Rolle in der
Entwicklung eines MODS und stellt flr polytraumatisierte Patienten ein hohes
Letalitatsrisiko dar [16, 17].

1.2.2 CARS

Um exzessive pro-inflammatorische Reaktionen (SIRS) einzudammen, induziert
das Immunsystem des Wirtes eine anti-inflammatorische Gegenreaktion, wel-
che als ,compensatory anti-inflammatory response syndrome*“ (CARS) bezeich-

net wird und v.a. durch Zellen des adaptiven Immunsystems sowie einen Shift
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von TH1 hin zu TH2 Zytokinen wie IL-10 vermittelt wird [18, 19]. Diese Prozes-
se bedingen zugleich den Zustand der Immunparalyse, in der das Immunsys-
tem nicht in der Lage ist, eine adaquate Immunantwort auf invadierende Mikro-
organismen zu induzieren. Im spateren posttraumatischen Verlauf kommt es
haufig zu einem Uberwiegen dieser Immundysfunktion, sodass eine Pradisposi-
tion fur die Entwicklung infektionsbedingter Komplikationen besteht [8]. Hieraus
resultierende Infektionen koénnen zu schwerwiegenden Komplikationen wie

Sepsis und septischer Schock mit konsekutivem Multiorganversagen fuhren.

1.2.3 MODS

Das generelle Multiorganversagen (MOV) nach Trauma/Hamorrhagie wird auch
als Multiple Organ Dysfunction Syndrome (MODS) bezeichnet. Dabei wird
MODS als veranderte Organfunktionen in kritisch kranken Patienten definiert,
die klinische Interventionen zur Aufrechterhaltung der Organfunktionen notwen-
dig machen [20, 21]. Der massive Blutverlust in Polytraumapatienten flhrt zu
hamodynamischer Instabilitat, Koagulopathie, verminderter Sauerstoffzufuhr
sowie zur Minderdurchblutung einzelner Organsysteme, aus der sich eine zellu-
lare Hypoxie entwickeln kann [22]. Im weiteren Verlauf entstehen zunachst re-
versible Organschadigungen, die jedoch ohne intervenierende Behandlung
schnell zu irreversiblen Organschaden flihren kénnen. Die Entwicklung eines
MODS ist durch eine hohe Sterblichkeitsrate gekennzeichnet [13], wobei zwi-
schen einem primar auftretenden MODS und einem sekundaren MODS unter-
schieden werden kann. Das primare MODS ist ein direktes Resultat aus der
traumatischen Verletzung und dem Blutverlust selbst. Das sekundare MODS
resultiert nicht direkt aus den Verletzungen, sondern entsteht als Konsequenz
aus der inflammatorischen Wirtsantwort nach Trauma/Hamorrhagie und steht
somit meist im Zusammenhang mit SIRS [20]. Erste klinische MalRnahmen zur
Behandlung von Trauma/Hamorrhagie Patienten schlieRen den Wundver-
schluss zur Blutstillung sowie friihzeitige Volumensubstitution zur Kreislaufstabi-
lisierung und Aufrechterhaltung der Organperfusion zur Sicherstellung der Sau-

erstoffversorgung ein [23].
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1.2.4 Zusammenspiel von SIRS, CARS und MODS

Die initiale pro-inflammatorische Immunantwort (SIRS) nach Trauma wird
hauptsachlich von den Zellen des angeborenen Immunsystems vermittelt, wo-
hingegen die nachfolgende kompensatorische anti-inflammatorische Immun-
antwort (CARS) hauptsachlich von Zellen des adaptiven Immunsystems vermit-
telt wird [4-7]. Man unterscheidet zwischen einem frihen MODS und einem
spaten MODS, welches abhangig von der Schwere der urspriinglichen Verlet-
zung ist und mit dem Auftreten von SIRS im Zusammenhang steht [24]. Ein
massives Trauma kann eine frihe, UberschielRende pro-inflammatorische Ant-
wort (SIRS) hervorrufen, woraufhin die Patienten ein frihes MODS entwickeln
kénnen oder aber die einsetzende, kompensatorische Immunantwort als Reak-
tion (CARS) auf die initiale pro-inflammatorische Immunreaktion fuhrt zu einem
verspatet auftretenden MODS [25]. Im so genannten ,two-hit‘- Szenario wird
nach einem Trauma (,one hit*) eine pro-inflammatorische Antwort ausgelost,
welche aber nach einem ,second hit“ (z.B. einer Infektion) schnell ausufert und
in der Folge zum Organversagen fihren kann. Ein ,second hit* in der Phase
des CARS hat aufgrund der sich etablierenden Immunparalyse ebenfalls zu-
meist schwerwiegende Folgen fur den Patienten und kann schlussendlich zu
einer Sepsis oder MODS fihren [26]. So kann also eine nicht ausbalancierte
systemische kompensatorische Immunantwort zu immunologischer Anergie und
Immunsuppression flihren, welche Polytraumapatienten sehr suszeptibel flr

opportunistische Infektionen machen kann [27] (Abb.1).
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Pro-inflammatorische
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Abbildung 1: SIRS, CARS und MODS. Trauma filhrt zu einer UbermaBigen pro-
inflammatorischen Antwort (SIRS), welches zu einem friihen Organversagen fuhren kann. Die
pro-inflammatorische Antwort wird von einer anti-inflammatorischen Antwort (CARS) kompen-
siert. Ein ,second hit“, wie beispielsweise eine bakterielle Infektion, kann zu einer vermehrten
Inflammation und spatem Organversagen fuhren. Abbildung verandert nach Kimura und Moore
[8, 24].

1.3 Mechanismen der pulmonalen Infektabwehr

1.3.1 Pulmonale Infektabwehr und Mustererkennung

Residente Alveolarmakrophagen der Lunge sowie de novo rekrutierte
Neutrophile Granulozyten (,Polymorphonuclear neutrophil“; PMN) reprasentie-
ren die zentralen zellularen Komponenten der pulmonalen Infektabwehr gegen
inhalierte pathogene und apathogene Agentien [28]. Sie zahlen zu den profes-
sionellen Phagozyten-Subsets und sind in der Lage, als ,fremd“ erkannte Mik-
roorganismen, aber auch Bestandteile von abgestorbenen Korperzellen, Gber
den Prozess der Phagozytose aufzunehmen und zu degradieren. Der Prozess
der Phagozytose bakterieller Erreger spielt gerade in der Frihphase einer pul-

monalen Infektion mit inhalierten Krankheitserregern eine dominierende Rolle.

5
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Die Erkennung invadierender Krankheitserreger durch professionelle Phagozy-
ten ist ein Uberaus spezifischer Vorgang. Hierbei werden hoch konservierte
mikrobielle Strukturen, zumeist Zellwandbestandteile von Mikroorganismen,
vom Wirt erkannt. Zu diesen mikrobiellen Strukturen gehoéren u.a. Lipopolysac-
charide (LPS) Gram-negativer Erreger, aber auch Peptidoglykane, Lipoteichon-
sauren sowie bakterielle DNA oder RNA Gram-positiver und —negativer Erreger.
Diese Strukturen werden zusammengefasst als pathogen-associated molecular
patterns (PAMPs) bezeichnet [29, 30]. Nicht nur professionelle Phagozyten,
sondern auch sessile Zellen der Lunge, wie Alveolarepithelzellen besitzen eine
Vielzahl von spezifischen Rezeptoren, welche diese PAMPs spezifisch erken-
nen konnen. Diese Rezeptoren werden als pattern recognition receptors
(PRRs) bezeichnet [31]. PRRs kdnnen lI6slich, membranstéandig oder endoso-
mal vorkommen. Zur Gruppe der l6slichen PRRs gehdren das Lipopolysacha-
rid-bindende Protein (LBP) und das Mannan-bindende Lektin (MBL). C-Typ
Lektin Rezeptoren und einige Toll-like Rezeptoren (TLRs) sind membranstan-
dig, sie erkennen ihre PAMPs extrazellular. Einige TLRs befinden sich auch in
endosomalen Kompartimenten und werden zumeist Uber freigesetzte mikrobiel-
le Nukleinsauren aktiviert. Die zytosolischen nucleotide-binding oligomerization
domain (NOD)-like Rezeptoren finden ihre PAMPs im intrazellularen Komparti-
ment ebenso wie die RIG-1-like Rezeptoren (RLRs), welche hauptsachliche
virale RNA erkennen kdnnen [29, 32, 33].

Die Interaktion von PAMPs mit ihren PRRs flhrt zur zelluldren Aktivie-
rung und nachfolgender Sekretion pro-inflammatorischer Mediatoren, welche
der Rekrutierung und Aktivierung sessiler aber auch neu rekrutierter Entzln-
dungszellen dienen mit dem Ziel, den pathogenen Erreger so schnell wie mog-
lich zu eliminieren. PRRs kdonnen aber auch endogene Liganden binden, die
von geschadigten bzw. nekrotischen Zellen beispielsweise bei Trauma freige-
setzt werden und somit die Immunabwehr des Wirtes aktivieren. Diese Ligan-
den werden Alarmine oder ,danger-associated molecular patterns“ (DAMPs)
genannt und insbesondere von nekrotischen Zellen freigesetzt [34, 35]. Typi-
sches Beispiel eines solchen DAMPs ist das Chromatin-assoziierte Protein
HMGB1, welches sowohl aktiv sezerniert als auch passiv freigesetzt werden

kann [36]. HMGB1 bindet an mindestens drei verschiedene Rezeptoren, nam-
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lich TLR2 und TLR4 sowie den“ Receptor for advanced glycation end products®
(RAGE) [35]. Nach Bindung an diese Rezeptoren kommt es zur ,downstream’
Transkription diverser Zielgene als pro-inflammatorische Antwort auf das emp-
fangene Signal. HMGB1 wirkt somit als Indikator fur Inflammation und Organ-

funktionsstérungen [37].

1.3.2 Zytokine und Chemokine

Zytokine sind wichtige Faktoren in der Kommunikation des Immunsystems. Zy-
tokine sind Proteine, die als biochemische Vermittler zwischen Zellen fungieren
und an Prozessen wie Zelldifferenzierung, Gewebereparatur und Immunregula-
tion beteiligt sind. Bei angeborenen immunologischen Reaktionen werden Zyto-
kine hauptsachlich von professionellen Phagozyten produziert, bei adaptiven
Immunantworten primar von T-Lymphozyten [38]. Das pro-inflammatorische
Zytokin TNF-a wird typischerweise von aktivierten mononuklearen Phagozyten
produziert. TNF-a kann zum Beispiel die Expression von Adhasionsmolekilen
auf Endothelzellen induzieren und sorgt somit fur eine erhdhte Adhasion von
Leukozyten an diese Zellen welches die Extravasation von Leukozyten zum Ort
der Entziindung Uberhaupt erst ermdglicht. AuRerdem stimuliert TNF-a Phago-
zyten und andere Entziindungszellen zur Sekretion von Chemokinen, die zur
Rekrutierung und Aktivierung weiterer Leukozyten beitragen. TNF-a ist ein en-
dogenes Pyrogen, d.h. es kann u.a. Fieber induzieren und ist gleichzeitig an der
Induktion von anderen Zytokinen wie IL-1 und IL-6 beteiligt [38]. Interleukin 6
wird neben Fibroblasten, Endothelzellen und T-Zellen ebenfalls hauptsachlich
von mononukledren Phagozyten der Leber synthetisiert. Es induziert in der Le-
ber die Freisetzung von Akute-Phase Proteinen und wirkt ebenfalls als endoge-
nes Pyrogen [38]. In der Lunge sind Alveolarmakrophagen, aber auch Epithel-
zellen eine wichtige IL-6 Quelle.

Zytokine und Chemokine sowie des Weiteren auch Stresshormone und
viele andere humorale Faktoren sind an der Pathogenese von SIRS, CARS und
MODS in Trauma Patienten beteiligt [39, 40]. Verschiedene Studien berichten

von erhdhten IL-6 und TNF-a Spiegeln im Plasma von Ratten nach T/H Indukti-
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on [12, 41], die zu einer systemischen Entzindungsreaktion und SIRS beitra-
gen kénnen.

Pro-inflammatorische Reaktionen auf Entziindung und Infektion werden
prinzipiell von anti-inflammatorischen Zytokinen gegenreguliert. Makrophagen
kénnen u.a. IL-10 oder TGF-B produzieren, um das Ausmal} der pro-
inflammatorischen Zytokinsresponse zu kontrollieren. IL-10 inhibiert die pro-
inflammatorische Zytokinproduktion von Makrophagen und reguliert zugleich
auch die Expression von MHC-Klasse Il Molekulen herunter [42]. Hohe anti-
inflammatorische Zytokin-Spiegel von IL-10 und IL-1Ra kdénnen im Patienten
zur ,Hypoinflammation’ fUhren und dadurch Patienten empfanglicher fir sekun-
dare Infektionen machen, was gleichbedeutend ist mit einer immunsuppressi-
ven Wirkung anti-inflammatorischer Mediatoren. Im Maus- Modell konnte ge-
zeigt werden, dass die Freisetzung von endogenem IL-10 eine essentielle anti-
inflammatorische Antwort auf pro-inflammatorische Zytokinproduktionen bei
Gram-negativen und -positiven Infektionen darstellt, aber dauerhaft erhdhte IL-
10 Spiegel kdnnen andererseits, wie bereits erwahnt, auch die Infektanfalligkeit
des Patienten erhéhen [42-45]. So wird vermutet, dass IL-10 an der auftreten-
den Immunsuppression/CARS bei Hamorrhagie beteiligt ist. IL-10 moduliert u.a.
die TNF-a-Aktivitat und attenuiert SIRS [46]. IL-1Ra wird ebenfalls nach Verlet-
zung freigesetzt und wirkt als endogener Autoregulator von IL-1, indem es mit
IL-1 um die Bindung an den IL-1 Rezeptor konkurriert und somit als endogener,
anti-inflammatorischer Kompetitor von IL-1 angesehen werden kann [46].

Chemokine sind chemotaktisch aktive Zytokine, welche fur die Rekrutie-
rung von Entziindungszellen wie z.B. Neutrophilen und Monozyten zum Ort der
Entziindung entlang eines Chemokingradienten verantwortlich sind und zu-
gleich auch deren Aktivierung triggern [47]. Bislang unterscheidet man vier ver-
schiedene Klassen von Chemokinen, wobei die CXC und CC Chemokine die
weitaus groRten Klassen der chemotaktisch aktiven Zytokine reprasentieren.
Bei CXC Chemokinen befinden sich im N-terminalen Bereich des Proteins zwei
benachbarte Cysteinreste, welche durch eine andere Aminosaure voneinander
getrennt werden, wahrend bei CC Chemokinen im N-terminalen Bereich zwei
Cysteinreste direkt nebeneinander liegen. CXC Chemokine wirken primar che-

motaktisch auf Neutrophile (IL-8 im humanen System, bzw. MIP-2 und KC im
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murinen System) [48]. CC Chemokine (MCP-1 oder MIP-1a) wirken demgegen-
Uber primar auf die Rekrutierung mononuklearer Zellen, wie z.B. Monozyten

oder Lymphozyten zum Ort der Entzindung [49].

1.3.3 Monozyten/Makrophagen

Wie unter 1.3.1 erwahnt, spielen Monozyten/Makrophagen in der Initiation von
Entzindungsprozessen, jedoch auch bei der Termination von Entzindung via
Elimination apoptotischer und nekrotischer PMN eine wichtige Rolle. Dieser Typ
professioneller Phagozyten gehért zum mononuklear-phagozytaren System,
welches eine wichtige Rolle in der Immunabwehr spielt [50]. Monozyten des
peripheren Blutes sowie ihre knochenmarktstdmmigen Progenitoren stellen
unmittelbare Vorlauferzellen fur ortstandige Makrophagen und dendritische Zel-
len dar, welche zugleich oft als ,first line defense” der Lunge gegen inhalierte
bakterielle Erreger bezeichnet werden [51, 52]. Makrophagen sind an der ange-
borenen Immunantwort des Wirtes auf intrazellulare sowie extrazellulare Patho-
gene beteiligt. Sie tragen zur Erkennung, Phagozytose und Abtétung von Mik-
roorganismen bei [53]. Residente Makrophagenpopulationen kommen in unter-
schiedlichen Organsystemen vor und werden in Abhangigkeit von ihrer Lokali-
sation beispielsweise als Alveolarmakrophagen der Lunge bzw. Kupffer-Zellen
der Leber oder Mikrogliazellen des ZNS bezeichnet. So tGberwachen Alveolar-
makrophagen den Alveolarraum und sind maf3geblich an der Phagozytose inha-
lierter apathogener Partikel wie Staub, Pollen etc. beteiligt. Sobald sie auf ein
Pathogen treffen, initiieren sie eine akute Entzindungsreaktion [54]. Makropha-
gen werden aktiviert, wenn PAMPs an ihre entsprechenden PRRs binden, wor-

aufhin es zur Aktivierung von intrazellularen Signalwegen kommt, welche u.a.

zur Aktivierung von Mitogen-aktivierten Proteinkinasen (MAPK) bzw. NFkB Sig-

nalmolekule fihren. Aktivierte Makrophagen induzieren durch die Sekretion un-
terschiedlichster Zytokine und Chemokine u.a. auch die Rekrutierung von Neu-
trophilen an den Ort der Entziindung. Zusatzlich kbnnen Makrophagen aufge-
nommene Antigene auch prozessieren und T-Zellen tber MHC-Klasse || Mole-
kule prasentieren. Die Makrophagenaktivierung selbst wird dber anti-

inflammatorische Zytokine wie IL-10, TGF-B oder Glucocorticosteroide reguliert

9



Einleitung

[54]. In einigen Studien wurde bereits festgestellt, dass es zu einer attenuierten
Makrophagen/Monozyten Funktion nach Trauma kommen kann. Diese zellulare
Deaktivierung wird hauptsachlich Uber eine reduzierte MHC Il Expression auf
Zelloberflachen von Makrophagen/Monozyten hervorgerufen und korreliert mit
der Schwere des Traumas und mdglicherweise auch mit der Entwicklung einer
Sepsis aufgrund der verminderten Antigenprasentationskapazitat dieser Zellen
[11, 55].

1.3.4 Neutrophile Granulozyten

Ein zellulares Charakteristikum akuter Entziindungsprozesse wie beispielswei-
se der akuten Lungenentzindung ist die frihe Rekrutierung neutrophiler Granu-
lozyten in das betroffene Gewebe, welcher im weiteren Verlauf der Entziindung
regelhaft die inflammatorische Rekrutierung von Monozyten/Makrophagen folgt
[56]. Neutrophile Granulozyten reprasentieren im peripheren Blut des Men-
schen die haufigste Subpopulation zirkulierender Leukozyten. Neutrophile spie-
len bei der Phagozytose und Abtétung pathogener Erreger aufgrund ihrer Fa-
higkeit zur Synthese reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) sowie ihrer Fulle an
antibakteriellen Proteinen, wie z.B. Cathepsinen, Defensinen oder Lactoferrin
eine wichtige Rolle [56]. PMNs haben andererseits jedoch eine sehr kurze Le-
bensspanne von wenigen Tagen und gehen nach der Phagozytose mikrobieller
Erreger sehr rasch in Apoptose und Nekrose Uber, weswegen sie kontinuierlich
von ortstandigen Makrophagen eliminiert werden missen, um Gewebeverlet-
zungen zu verhindern [49]. Die Aktivierung neutrophiler Granulozyten erfolgt
u.a. uber Chemokine, welche sie entlang von Chemokingradienten zum Ort der
Infektion leiten. Des Weiteren spielen Mustererkennungsrezeptoren (PRRs) wie
z.B. Toll-like Rezeptoren auf der Oberflache Neutrophiler eine essentielle Rolle
in der Aktivierung dieser Effektorzellpopulation. Neutrophile spielen eine wichti-
ge Rolle in der Abwehr von Mikroorganismen bei Trauma [25]. Es konnte ge-
zeigt werden, dass Neutrophile und Makrophagen von Trauma-Patienten be-
reits im Blut durch Freisetzung inflammatorischer Mediatoren vor-aktiviert sind
(Priming), wodurch sowohl ihre Transmigrationsleistung als auch ihre Befahi-

gung zur Produktion reaktiver Sauerstoffspezies (oxidativer Burst) sowie anti-
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mikrobieller Enzyme wie Lysozym und Elastase gesteigert ist [11, 57]. Diese
vermehrte zellulare Aktivitat und gesteigerte zellulare Akkumulation neutrophiler
Granulozyten kann zu einer Uberschief3enden systemischen Entzindung im

betroffenen Organ mit konsekutivem Organschaden fihren.

1.4 Der MAPK-Signalweg

Die Stimulation von Zellen durch Zytokine oder bakterielle Zellwandprodukte
induziert intrazellulare Signaltransduktionsprozesse, welche zumeist Uber se-
quenzielle Phosphorylierungschritte aktiviert werden und als Protein-Kinase-
Kaskaden bezeichnet werden [58]. Auch die Mitogen-aktivierte Protein Kinase
(MAPK) Kaskade zahlt zu den intrazellularen Signaltransduktionskaskaden und
tragt zur Regulation der Zellfunktion bei. MAPK Signalwege sind evolutionar
konservierte, zentrale Signaltransduktionswege, welche auf eine Vielzahl extra-
zellularer Faktoren antworten und zellulare Prozesse wie Genexpression, Proli-
feration, Differenzierung, Stress-Antworten und Apoptose regulieren [59]. Wie
vorab dargestellt, sind an einer Entzindungsantwort im Allgemeinen unter-
schiedliche Zelltypen und Signalwege beteiligt. Eine Schllsselrolle nehmen je-
doch die Proteinkinasen ein. In der angeborenen Immunabwehr findet man ka-
nonische Signalwege sich untereinander phosphorylierender Proteinkinasen.
Dabei erkennen hochaffine Mustererkennungsrezeptoren (PRR wie z.B. Toll-
like Rezeptoren) Pathogen-assoziierte molekulare Muster, woraufhin Adapter-
molekile an den zytosolischen Bereich dieser PRR rekrutiert werden, die ihrer-
seits die Oligomerisierung oder Aktivierung verschiedenster intrazellularer Pro-
teinkinasen veranlassen [60]. Unterschiedlichste Rezeptor-Familien wie z.B. G-
Protein gekoppelte Rezeptoren, Zytokinrezeptoren und Tyrosinkinase Rezepto-
ren zeigen MAPK abhangiges intrazellulares Signalling. Die Weiterleitung von
Signalen uber diese Kaskaden erfolgt oft mit der Aktivierung von kleinen G-
Proteinen oder anderen membranassoziierten Adapterproteinen wie ras, rac
oder Cdc42, auch MAP Kinasen Kinasen Kinasen Kinasen (MAP4K) genannt
[61]. Die Signale werden dann downstream Uber zytosolische Protein-Kinasen
meist Uber 3-5 Stufen weitergeleitet. Auf jeder Stufe phosphoryliert die jeweilige

Kinase ihre zugehorige downstream Kinase, um eine schnelle Weiterleitung des
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Signals zu erreichen. So werden z.B. MAP Kinasen Kinasen Kinasen (MAP3K)
von MAP4K aktiviert und aktivieren ihrerseits wiederum MAP Kinasen Kinasen
(MAP2K), welche daraufhin die einzelnen MAPK aktivieren (siehe Abb. 2).
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Abbildung 2: Erk, JNK, und p38 Mitogen-aktivierte Proteinkinasen
Abbildung verandert nach Liu et al. [62]

Die Aktivierung der MAPK erfolgt Uber die duale Phosphorylierung zweier Ami-
nosauren in ihrer jeweiligen Aktivierungsschleife, die fur die jeweiligen Gruppen
charakteristisch sind. Innerhalb des Zytoplasmas einer Zelle sind sogenannte
Scaffold-Proteine dafiir zustandig, die einzelnen MAPK an ihrem Platz innerhalb
der Zelle zu halten, so dass eine raumliche Verknipfung der Signalwege statt-
finden kann [61]. Die Regulation der MAPK-Aktivierung erfolgt tUber parallel in-
duzierbare MAPK Phosphatasen, welche die Phosphorylierung und somit die

Aktivierung einzelner MAPK aufheben kdénnen [62].
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Bislang wurden 6 verschiedene MAPKs in Saugetieren charakterisiert,
sie wurden nach ihren Komponenten in der Signalkaskade benannt: ERK1/2
(extracellular regulated kinase), JNK/SAPK (Jun NH, terminal kinase/stress ac-
tivated protein kinase), p38 MAPK, ERK7/8, ERK 3/4 und die ERK 5 MAPK
[59]. Die am besten untersuchten MAPK sind bis dato die p38 MAPK sowie die
ERK1/2 und JNK MAPK (Abb. 2). Jede dieser MAPK kann unterschiedliche zel-
luldre Prozesse steuern, die jedoch haufig Uberlappen. Gewodhnlich spielt die
ERK MAPK eine Rolle bei der Proliferation und Differenzierung, wahrend die
p38 MAPK und die JNK MAPK oft durch zellularen Stress aktiviert werden und
daher auch stress-aktivierte Protein Kinasen (SAPKs) genannt werden [59, 63].
Durch ihre vielfaltige Beteiligung an inflammatorischen und posttraumatischen
Entziindungsprozessen wurde in der vorliegenden Arbeit primarer Fokus auf die
p38 MAPK gelegt.

1.4.1 p38 MAP Kinase
Die p38 MAPK wird unter anderem durch Zytokine und Chemokine aber auch

durch Hormone, physikalischen Stress wie osmotische Gradienten und UV
Strahlung Uber Tyrosinkinase- und G-Protein gekoppelte Rezeptoren aktiviert
[64]. Bisher wurden 4 Isoformen der p38 MAPK mit unterschiedlicher Gewebe-
verteilung identifiziert, ndmlich die p38 a, 8, y und & Isoformen [65]. Sie wurden
nach ihrem Molekulargewicht von 38 kiloDalton benannt. Die Dualkinasen
MKK3 und MKK6 phosphorylieren/aktivieren die p38 MAPK an ihren Tyrosin
und Threonin-Resten, eine zusatzliche Aktivierung durch MKK4 und MKK7 wird
ebenfalls berichtet [61]. Die MAP2K ihrerseits kdnnen von vielen unterschiedli-
chen MAP3K aktiviert werden, wie z.B. ASK1, TAK1, DLK und MLK3. Kleine G-
Proteine der Rho-Familie wie Rac oder Cdc42 kénnen nach Aktivierung G-
Protein gekoppelter Rezeptoren auch die Aktivierung dieser Signalkaskade
vermitteln [66]. Nach Aktivierung der p38 MAPK transloziert diese in den Nuk-
leus oder aber verbleibt im Zytoplasma und aktiviert hier zytosolische Proteine
wie beispielsweise Phospholipase A2 oder das Mikrotubuli-assoziierte Protein

Tau [66]. Im Kern allerdings aktiviert sie eine Vielzahl unterschiedlichster
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Transkriptionsfaktoren, wie ATF (activating transcription factor) 1, 2, 6, NFkB

oder CREB (cAMP responsive element-binding protein) (Abb.3).
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Abbildung 3: Signalwege der p38 MAPK. Unterschiedliche Stimuli, wie Wachstumsfakto-
ren, Zytokine, oder Stressfaktoren kdnnen die p38 MAPK Signalkaskade aktivieren. Gezeigt
werden eine Vielzahl von downstream Proteinen der p38 MAPK wie Proteinkinasen, im Zytosol
lokalisierte Substrate und Transkriptionsfaktoren im Zellkern. Verandert nach Cuadrado et al.
[66].

Die p38 MAPK ist an vielen unterschiedlichen zellularen Antworten beteiligt. So
reguliert die p38 MAPK die Expression von diversen Zytokinen und Chemoki-
nen, im Entzindungsgeschehen wird ihr generell eine Schllsselrolle zuge-
schrieben [61]. Sie vermittelt funktionelle Antworten in Makrophagen und
Neutrophilen, wie z.B. den respiratorischen Burst, Chemotaxis, und Adharenz.
AuRerdem ist die p38 MAPK an der Induktion von Apoptose beteiligt [64].

Mit Blick auf die Bedeutung der p38 MAPK bei Polytraumapatienten wur-
de in einigen Studien bereits dartber berichtet, dass ein hoher Aktivierungssta-
tus der p38 MAPK zu einem erhohten Risiko flir Komplikationen wie MODS und

einem verlangerten Krankenhausaufenthalt fihren kann [67]. Auch konnte be-
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reits gezeigt werden, dass die Blockade des p38 Signalweges zu einem deut-
lich verbesserten Uberleben in einem Sepsismodell der Maus fiihrte [68, 69].
Die frihe Erkennung und Korrektur dieser veranderten zellularen Signalwege
zu friihen Zeitpunkten im klinischen Verlauf nach Trauma kénnte somit das U-
berleben der Patienten verbessern [70], wodurch Interventionsstrategien mit
dem Ziel der Inhibition einer Gberschief3ienden Aktivierung der p38 MAPK Aktivi-
tat bei Trauma bzw. Trauma und Hamorrhagie daher moglicherweise von be-

trachtlicher klinischer Relevanz sind.

1.5 Streptococcus pneumoniae

Streptococcus pneumoniae ist ein Gram-positives, bekapseltes Bakterium, wel-
ches zur normalen Begleitflora des Nasopharynx des Menschen gehort. Etwa
50 % der normalgesunden Bevolkerung sind mit S. pneumoniae kolonisiert. Die
Kolonisation des Nasopharynx mit S. pneumoniae geht zumeist asymptoma-
tisch einher. Demgegenuber ist S. pneumoniae zugleich aber auch der wichtigs-
te Erreger der ambulant erworbenen Pneumonie, welche mit einer hohen Mor-
biditat und (in Deutschland) mit einer Letalitat von ca. 15 % einhergeht [71]. Vor
diesem Hintergrund ist S. pneumoniae einer der wichtigsten humanpathogenen
bakteriellen Krankheitserreger weltweit. Neben seiner Bedeutung als Verursa-
cher schwerer pulmonaler Infektionen ist S. pneumoniae zugleich auch wesent-
licher Ausldser der Mittelohrentziindung bei Kleinkindern (Otitis media) sowie
der bakterieller Hirnhautentziindung (Pneumokokken-Meningitis) [72]. Infektio-
nen mit diesem Bakterium kénnen haufig einen invasiven Verlauf nehmen und
zu einer Bakteriamie bzw. Sepsis fiihren. Invasive Pneumokkokkeninfektionen
verursachen mehr Todesfalle, als jedes andere Bakterium und gehdren zu den
funf flhrenden Todesursachen weltweit [73]. Diese Gram-positiven Bakterien
bekamen ihren Namen 1874 von Theodor Billroth aufgrund ihrer einer Perlen-
kette ahnelnden Morphologie. Der Name Strepto-coccus selbst wird hergeleitet
von streptos (gr.), gewunden und coccus (gr.), die Kugel. Streptokokken sind
unbeweglich, kdnnen keine Sporen bilden und sind fakultativ anaerob. Strepto-
coccus pneumoniae wird haufig auch als Diplococcus pneumoniae bezeichnet,

da er im histologischen Praparat zumeist diplokokkal in Erscheinung tritt. S.
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pneumoniae zeigt ebenso wie vergrinende Streptokokken auf Blutagarplatten
eine unvollstandige oder a-Hamolyse des Hamoglobins, welches zugleich auch
fur den mikrobiologischen Nachweis von Bedeutung ist. Pneumokokken wurden
1881 von Georg Sternberg und Louis Pasteur entdeckt und unterscheiden sich
von anderen a-hamolysierenden vergrinenden Streptokokken durch ihre Emp-
findlichkeit gegenuber Galle und Optochin [74].

Die Polysaccharidkapsel der Pneumokokken ist einer der wichtigsten
Virulenzfaktoren dieser Erreger [75]. Basierend auf Unterschieden in der Zu-
sammensetzung dieser Polysaccharidkapsel wurden bislang mehr als 90 ver-
schiedene Serotypen beschrieben [76], von denen ca. 20 Serotypen fur mehr
als 80 % der Pneumokokkeninfektionen weltweit verantwortlich sind [77]. Die
Polysaccharidkapsel schutzt Pneumokokken vor der Opsonophagozytose und
fordert die Anheftung an die epitheliale Oberflache im nasopharyngealen und
pulmonalen Kompartiment [72, 78]. Pneumokokken besitzen zusatzlich zu ihrer
Polysacharidkapsel eine Vielzahl weiterer Virulenzfaktoren wie das Pneumoly-
sin [79]. Dieses 53 kD grol3e Protein liegt als intrazellulares Zytolysin im Zytop-
lasma und wird mittels Autolyse freigesetzt, um sich dann an Cholesterol in der
Wirtszellmembran zu binden und zu oligomerisieren. Pneumolysin zahlt zu den
Transmembranporen-bildenden Cholesterol-bindenden bakteriellen Toxinen
und kann die Lyse von Wirtszellen induzieren [80]. Dartber hinaus konnte ge-
zeigt werden, dass Pneumolysin auch als PAMP fungieren und an TLR4 der
Wirtszelle binden kann, um pro-inflammatorische Immunantworten in der Wirts-

zelle zu induzieren [81, 82].

1.5.1 Nosokomiale Pneumonie

Als eine nosokomiale Pneumonien wird jede im Krankenhaus 48 Stunden nach
Aufnahme erworbene Pneumonie und alle in den ersten Tagen (bis zu 4 Wo-
chen) nach Krankenhausentlassung erworbenen Pneumonien bezeichnet [83].
Nach Schatzungen handelt es sich bei 15 — 30 % aller nosokomialer Infektionen
um Pneumonien, wobei bei nosokomialen Infektionen mit schwerem Verlauf in
Uber 60 % der Falle Pneumonien zugrunde liegen [83]. Besonders bei immun-

supprimierten Intensivpatienten weist die nosokomiale Pneumonie eine hohe
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Letalitatsrate auf [15, 84]. Die Entwicklung einer nosokomialen Pneumonie stellt
eine sehr haufige, lebensbedrohliche Komplikation nach Polytrauma und ha-
morrhagischem Schock dar [85]. So konnte gezeigt werden, dass etwa 31 %
der in einer Studie untersuchten Trauma-Patienten eine nosokomiale Infektion
entwickelten [86]. Zu den Haupterregern einer nosokomialen Infektion gehdren
Staphylococcus aureus und Haemophilus influenzae ebenso wie Pseudomonas
aeruginosa und Klebsiella pneumoniae aber auch Streptococcus pneumoniae
[87]. Auch Pilzinfektionen mit Candida species gewinnen klinisch an Bedeutung
[83]. In einigen wenigen Studien wird darUber berichtet, dass Trauma bzw. T/H
zu einer attenuierten Makrophagen-Aktivitdt verbunden mit einer reduzierten
Zytokinproduktion und verschlechterten bronchoalveolaren Infektabwehr flhrt
[85, 88]. Bis heute gibt es kaum Studien Uber zugrunde liegende molekulare
Mechanismen, welche an der Immunsuppression nach Polytrauma oder Ha-

morrhagie mit nachfolgender nosokomialer Pneumonie beteiligt sind.
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2.Fragestellung

Patienten mit schweren Polytraumen, welche fast immer mit einem ausgeprag-
ten Blutverlust (Hamorrhagie) einhergehen, weisen ungeachtet adaquater initia-
ler Versorgung mit Resubstitutionstherapie und trotz Uberlebens der direkten
schweren Verletzungen eine stark erhohte posttraumatische Sterblichkeit auf.
Diese zu beobachtende sekundare Sterblichkeit liegt haufig an auftretenden
nosokomialen Infektionen, wobei die Lunge eines der am haufigsten betroffe-
nen Zielorgane darstellt. Vorarbeiten von verschiedenen Arbeitsgruppen haben
gezeigt, dass Trauma/Hamorrhagie eine konsekutive Immunsuppression indu-
ziert, welche verschiedene Organsysteme betrifft und wirtseigene Abwehrsys-
teme attenuiert [41, 89]. Die genauen Mechanismen, die eine Immunsuppressi-
on nach Trauma/Hamorrhagie auslésen, sind bis heute unzureichend charakte-
risiert. So fehlen bislang grundlagen-orientierte experimentelle Ansatze zur Auf-
klarung der pathophysiologischen Mechanismen, welche einer post-
traumatischen Immunparalyse zugrunde liegen. Insbesondere immunkompro-
mittierte Patienten (Trauma/Hamorrhagie) sowie auch immunsupprimierte
Transplantatempfanger haben ein erhdhtes Risiko, an einer Pneumokokkenp-
neumonie zu erkranken. Im Rahmen dieser Doktorarbeit wurde unter definierten
experimentellen Bedingungen analysiert, welchen Effekt die Induktion von
Trauma/Hamorrhagie auf die pulmonale Wirtsabwehr der Maus gegenuber S.
pneumoniae hat und welcher Bedeutung die p38 MAPK in diesem Kontext zu-

kommt.

Im Rahmen dieser Doktorarbeit wurden folgende Fragestellungen bearbeitet:

1) FUhrt Trauma/Hamorrhagie Induktion in der Maus zu einer verschlech-
terten pulmonalen Infektabwehr von S. pneumoniae?

2) Welche Bedeutung hat die p38 MAPK in der post-traumatischen Im-

munsuppression im Mausmodell der T/H mit konsekutiver Pneumonie?
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3. Methoden

3.1 Tiere

Fir alle tierexperimentellen Studien wurden weibliche C57BL/6N Mause von
Charles River (Sulzfeld, Deutschland) verwendet. Die Mause waren bei der
Versuchsdurchfihrung zwischen 10 und 12 Wochen alt und hatten ein durch-

schnittliches Gewicht von 20-22 g.

3.2 Trauma und Trauma/Hamorrhagie Induktion

3.2.1 Trauma

Zur Induktion eines Traumas wurden Mause mittels inhalativer Desfluran-
Narkose anasthesiert und in Rickenlage fixiert. Ventral wurde das Fell am
Bauch und den hinteren Extremitaten mit einem Rasierer sorgfaltig entfernt und
die Haut mit Braunoderm desinfiziert. Mit einem Skalpell wurde eine mediane
Laparotomie von ca. 1-2 cm Lange durchgeflihrt und das Peritoneum freigelegt,
welches ebenfalls vorsichtig unter visueller Kontrolle im Bereich der Linea alba
durchtrennt wurde. Unmittelbar danach erfolgte der sterile Wundverschluss mit
7-0 Ethicon Faden, wobei zuerst das Peritoneum durchgangig mit einer Naht
vernaht wurde und anschlieBend die obere Hautschicht mit einer Punktnaht

verschlossen wurde.

3.2.2 Trauma/Hamorrhagie

Zur Induktion von Trauma/Hamorrhagie erfolgte zusatzlich zu der oben be-
schriebenen Laparotomie unter Aufrechterhaltung der Desfluran-Narkose eine
Praparation beider Femoral-Arterien und -venen der hinteren Extremitaten der
Maus. Unter Zuhilfenahme eines Operationsmikroskopes wurden die Femora-
larterien in der regio femoris beiderseits stumpf freiprapariert und proximal und
distal ligiert. Beide Femoralarterien wurden mit einem Polyethylenschlauch ka-

ndliert und mit den proximalen Ligaturen fixiert. Zusatzlich zu den Arterien wur-

26



Methoden

de ebenfalls eine Femoralvene kanduliert und ligiert. Ein arterieller Zugang wur-
de an einen Blutdruck-Transducer angeschlossen und der Blutdruck der Maus
mittels digitaler Blutdruckmessung kontinuierlich tiberwacht. Uber den anderen
arteriellen Zugang erfolgte mit Hilfe einer 1 ml Spritze die Blutaspiration bis zu
einem mittleren arteriellen Blutdruck von 35 mm Hg, welcher dann fir 60 min.
aufrechterhalten wurde. AnschlieRend wurde den Mausen die 4-fache Menge
des aspirierten Blutvolumens in Form von Kochsalzlésung innerhalb von 30
min. Uber den vendsen Zugang mit Hilfe einer Harvard-Pumpe infundiert (Abb.
4). Nach der Resubstitutionsphase wurden die Polyethylenschlauche aus den
Arterien und der Vene entfernt, die Blutgefalle mit einem 5-0 Ethicon-Faden
ligiert und die obere Haut mit einer durchgangigen Naht mittels 7-0 Ethicon Fa-
den steril verschlossen. Die Mause wurden direkt nach dem Aufwachen zurlick

in ihre Kafige gesetzt mit freiem Zugang zu Futter und Wasser.

Desfluran Inhalationsnarkose

Harvard Pump

I 5
-oqo =
——

Resubstitution
(venos)

Laparotomie

Blutdruckkontrolle
(arteriell)

Blutaspiration
(arteriell)

Abbildung 4: Schematische Darstellung des Versuchsaufbaus zur T/H Induktion

in der Maus.
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3.3 Blutentnahme, Himogramm und klinische Chemie

Zu definierten Zeitpunkten wurden die Mause durch eine Uberdosis Isofluran
getdtet und Blut aus der Vena cava inferior mittels einer Lithium-Heparin Mono-
vette entnommen. Fur die Plasmagewinnung wurden die Blutproben bei 5000 x
g 5 min. bei 4°C zentrifugiert. Das Plasma wurde abgenommen und sofort bis
zur weiteren Verwendung bei -80°C eingefroren. Das Hamogramm der Mause
wurde aus Vollblut mittels vollautomatischer Poch100Diff (Sysmex, Leipzig,
Germany) Analyse erstellt. Zusatzlich erfolgte die Bestimmung klinisch-
chemischer Parameter wie Kreatinin, Glutamat-Oxalacetat-Transaminase
(GOT) sowie Glutamat-Pyruvat-Transaminasae (GPT) sowie Laktatdehydroge-
nase (LDH) (Fuji Dri-Chem 3500i, Sysmex, Leipzig, Germany) aus dem Plasma
der Mause.

3.4 Kultur und Quantifizierung von Streptococcus pneumoniae

Fir die Infektionsversuche wurde Serotyp 19 Streptococcus pneumoniae
(EF3030) verwendet. Die Pneumokokken wurden in Todd-Hewitt Broth (THB) +
10 % FCS bis zu einer OD von 0,17 (mittlere logarithmische Wachstumsphase)
kultiviert. Anschliellend wurden sie sofort in Kryordhrchen a 1 ml aliquotiert, in
fliussigem Stickstoff schockgefroren und bis zur weiteren Verwendung bei -80°C
gelagert. Zur Quantifizierung der Pneumokokken wurden serielle 1:10 Verdin-
nungsreihen hergestellt und 100 pl der Verdinnungen auf Blutagarplatten aus-
plattiert, diese wurden dann bei 37°C, 5% CO, fir 18 h im Brutschrank inku-
biert. AnschlieRend wurden die Kolonie-bildenden Einheiten (colony forming

units; CFU) mit einem Zahlstift ausgezahilt.

3.5 Infektion der Mause mit S. pneumoniae

Kontrollmause sowie Trauma- und T/H-Mause wurden mit Serotyp 19 S. pneu-
moniae infiziert. Dazu wurden die Mause mit Ketamin (75 mg/kg) / Tetrazolin-
hydrochlorid (5 mg/kg) narkotisiert und mit ihren vorderen Schneidezahnen an
einem Intubationsstander aufgehangt. AnschlieRend wurde ein 26 G Katheter

mit Hilfe eines Intubationshakens unter visueller Kontrolle orotracheal einge-
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fuhrt. Uber diesen Katheter wurden die Mause mittels einer angesetzten Spritze
mit jeweils 5x10°, 1x10” bzw. 1,5x10” CFU S. pneumoniae in 50 pl THB Medium
intratracheal infiziert. Kontrollmause wurden mit 50 yl THB Schein-infiziert
(mock infection). Anschlielend wurden die Mause zurlck in ihre Kafige gesetzt

mit freiem Zugang zu Futter und Wasser.

3.6 Bronchoalveolére Lavage

Zur Bestimmung der Keimlasten in Lavageflissigkeiten S. pneumoniae-
infizierter Mause wurden diese mit einer Uberdosis Isofluran getétet. Die Méause
wurden in Ruckenlage auf einem Brett fixiert und die Trachea stumpf frei prapa-
riert und mit einer 20 G Pastenkanule kanuliert, welche mit einem 4-0 Faden an
der Trachea fixiert wurde. Mit einer 1 ml Spritze wurden 500 yl PBS/EDTA Ali-
quots durch den Katheter in die Lunge instilliert, anschliefiend sofort aspiriert
und in einem Falconréhrchen bis zu einem Gesamtvolumen von 1,5 ml gesam-
melt. AnschlieRend wurde die Lavage fortgesetzt, bis ein weiteres BAL Volu-
men von 4,5 ml in einem weiteren Falconrohrchen gesammelt wurde. Je 100 pl
der 1,5 ml und 4,5 ml Aliquots der Lavageflissigkeiten wurden in seriellen Ver-
dinnungsreihen 1:10 mit THB verdinnt und anschlieend auf Blutagarplatten
ausplattiert, 18 h im Brutschrank bei 37°C und 5% CO, bebritet und anschlie-
Rend die Gesamt-CFU der BAL bestimmt. Weiterhin wurden die 1,5 ml und 4,5
ml Aliquots bei 1.400 rpm, 4°C 9 min. zentrifugiert und der Uberstand des 1,5
ml Aliquots fur spatere Zytokinbestimmungen abgenommen und in zwei 0,5 ml
Eppendorfgefalde Uberflhrt, welche direkt bei -80 °C bis zur weiteren Verwen-
dung eingefroren wurden. Der Uberstand des 4,5 ml Lavage-Aliquots wurde
verworfen und die Zellpellets beider Aliquots in RPMI + 10% FCS resuspendiert
und zusammengefuhrt. Die Zellzahl in der BAL wurde mit Hilfe einer Neubauer
Zahlkammer unter dem Mikroskop bestimmt und 100 ul der Zellsuspension
wurde zur Herstellung eines Zytozentrifugen-Praparates verwendet. Die Zyto-
zentrifugenpraparate wurden anschliessend einer Pappenheimfarbung zur zyto-
logischen Differenzierung der Leukozytenpopulationen unterzogen. Zur Be-
stimmung der Gesamtzellzahl der einzelnen Leukozytensubsets wurde ihr je-

weiliger prozentualer Anteil mit der zuvor bestimmten Gesamtzellzahl der bron-
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choalveolaren Lavage multipliziert. FUr bestimmte in vitro Experimente wurden
Mause zur Gewinnung naiver residenter Alveolarmakrophagen wie oben be-

schrieben, jedoch mit insgesamt 8 ml steriler PBS / EDTA-LOsung lavagiert.

3.7 Herstellung des Lungenhomogenats

Zur Analyse der Keimlasten im Lungenparenchym wurde die Lunge steril aus
dem Brustkorb entnommen, mit einer Schere zunachst zerkleinert und in 1 ml
HBSS aufgenommen. Danach wurde das Gewebe mit einem Ultra-Turrax Ho-
mogenisierstab homogenisiert und Uber einen sterilen Filter mit 1 ml HBSS in
ein Falconréhrchen Uberfuhrt. Von 100 ul des so gewonnenen Lungenhomoge-
nats wurde eine serielle 1:10 Verdlinnungsreihe in THB hergestellt und 100 pl
des Homogenats auf Blutagarplatten flir die CFU Bestimmung ausplattiert.
Nach 18 h im Brutschrank bei 5% CO, wurden die CFU quantifiziert und die

Keimlasten in der Gesamtlunge bestimmt.

3.8 Bestimmung der Phagozytosekapazitéat

Zur Untersuchung der Phagozytoseaktivitdt von Alveolarmakrophagen bzw.
peripheren Blutmonozyten und -granulozyten von Trauma- bzw. T/H-Mausen
wurde ein kommerzieller Phagotest-Assay verwendet. Hierbei wurde entweder
heparinisiertes Vollblut oder die mittels BAL gewonnenen Alveolarmakropha-
gen, aufgenommen in RPMI + 10 % FCS, mit Fluorescein (FITC)-markierten
opsonisierten Escherichia coli-Bakterien bei 37° C im Wasserbad inkubiert. Zur
Charakterisierung des Effekts der p38 MAPK Inhibition auf das Phagozytosepo-
tential von Alveolarmakrophagen wurden diese in RPMI + 10 % FCS mit dem
p38 MAPK-spezifischen Inhibitor BIRB 796 (10 uM) oder Vehikel (DMSO) fur 30
Minuten im Wasserbad inkubiert (Blutproben: 10 min. Inkubationszeit im Was-
serbad). Jeweilige Phagozytose-Kontrollansatze verblieben auf Eis. Nach der
Inkubationszeit wurden die mit FITC-E. coli inkubierten Leukozyten auf Eis ge-
stellt und die extrazellular gebundene FITC Fluoreszenz mit einer Quenchl6-
sung neutralisiert, um auf diese Weise das Fluoreszenzsignal von extrazellular

adharenten, jedoch nicht phagozytierten Bakterien, zu eliminieren, wahrend
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intrazellular lokalisierte Bakterienfluoreszenz unbeeintrachtigt blieb. Nach zwei
Waschschritten wurden kontaminierende Erythrozyten mittels Erythrozyten-
Lyseldsung lysiert. Durch die Zugabe DNA-bindender Fluoreszenzfarbstoffe vor
der durchflusszytometrischen Analyse konnten Aggregationsartefakte von Zel-
len und/oder Bakterien ausgeschlossen werden. Die Phagozytoseleistung der
Alveolarmakrophagen bzw. peripheren Blutmonozyten oder Neutrophilen wurde
anschlieend im DurchfluRzytometer analysiert. Hierzu wurde wahrend der
Messung ein Live Gate auf Monozyten und Granulozyten bzw. Alveolar-
makrophagen gesetzt (FSC/SSC) und deren FITC-Fluoreszenz sowie darauf
basierend der prozentuale Anteil der phagozytierenden Leukozytenpopulatio-

nen ermittelt.

3.9 Western Blot

Die Aktivierung der p38 MAPK in den Lungen von Kontrollmausen, Trauma-
und T/H-Mausen wurde mittels Western Blot analysiert. Hierzu wurden Trauma-
oder T/H-Mause zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach der Operation mit einer
Uberdosis Isofluran getotet, die Lungen steril entnommen und sofort auf Tro-
ckeneis schockgefroren. Mit Hilfe des Ultra-Turrax wurde das Gewebe in 1 ml
HBSS homogenisiert und danach durch einen cell strainer filtriert und in Lyse-
puffer mit Protease-Inhibitoren aufgenommen. Die Zellsuspension wurde fur 30
min. auf Eis inkubiert und alle 10 min. mittels ,Vortex“ gut resuspendiert. An-
schliefend wurden die Proben 25 min. bei 13.000 rpm und 4°C zentrifugiert, die
Uberstadnde abgenommen, in neue Eppendorfgefale Uberfiihrt und bei -80°C
eingefroren. Zur Bestimmung der Proteinkonzentrationen der einzelnen Proben
wurde ein BCA Protein Assay nach Protokoll verwendet.

Es wurden je Probe 25 ug Protein 1:2 mit Ladepuffer (nach Laemmli [90])
verdunnt und 5 Minuten bei 99 °C denaturiert. Die Proteine wurden auf einem
12,5 %igen Acrylamidgel elektrophoretisch bei 120 V flr 55 min. aufgetrennt.
Nach der Separation wurden die Proteinbanden bei 120 mA/Gel far 50 min.
mithilfe von Transferpuffer auf eine Immobilon-PVDF-Membran transferiert und
anschlie3end in PBS gewaschen und kurz in Methanol getaucht. Die Membran

wurde mit 5 % Milchpulver in 0,05 % PBST fir eine Stunde bei Raumtempera-
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tur geblockt. Danach wurde diese zweimal in 0,05 % PBST gewaschen. Die
Membran wurde mit dem primaren Antikorper (entsprechend in 1 % Milchpulver
/ 0.05 % PBST verdinnt) bei 4 °C Uber Nacht inkubiert. Nach einem dreimali-
gen Waschschritt mit 0.05 % PBST wurde die Membran fir eine Stunde bei
Raumtemperatur mit Sekundarantikérper (in 1 % Milchpulver / 0.05 % PBST
verdinnt) inkubiert. Anschlief’end an einen dreifachen Waschschritt mit 0,05 %
PBST wurde ECL plus Reagenz auf die Membran gegeben und die Detektion
der Banden uUber die Chemilumineszenz digital am Chemi Smart 5000 durchge-
fuhrt. Zur Analyse weiterer Proteine wurde die Membran fur 30 min bei 50 °C
unter standiger Bewegung in Stripping-Solution gewaschen. Nach zweimaligem
Waschen mit 0,05 % PBST wurde fir die Detektion weiterer Proteine mit nach-
folgenden, primaren Antikdrpern wie oben bereits erlautert begonnen. Ab-
schlieRend wurden die Blots nach Herstellerangaben des ECL Plus Western
Blotting Detection Systems digital analysiert und die Bandenintensitaten mit
dem Chemi Smart 5000 und der Software Chemi-Capt bestimmt. Die Auswer-

tung der einzelnen Bandenintensitaten erfolgte mit der Software Bio1D.

3.10 p38 MAPK Inhibitoren
Der p38 MAPK Inhibitor SB203580 gehort zur Gruppe der Pyridinylimidazol In-

hibitoren und wird bereits seit vielen Jahren eingesetzt [91]. SB203580 wurde
ursprunglich als pharmakologisches Werkzeug entwickelt, um molekulare Ziele
zu entdecken, die an der Zytokinregulation beteiligt sind [92]. Dieser p38 MAPK
Inhibitor konkurriert kompetetiv mit ATP um die ATP-Bindungsstelle an diesem
Enzym und verringert somit die Aktivitat der p38 MAPK. Er ist hochspezifisch
fur die p38 a als auch p38 B Isoformen. Im Gegensatz dazu gehort der neuere
p38 MAPK Inhibitor BIRB 796 zur Gruppe der Diaryl-Urea Inhibitoren und ver-
hindert die Bindung von ATP an die ATP-Bindungsstelle der p38 MAPK durch
eine Konformationsanderung an dieser Stelle [93]. Somit kénnen upstream Ki-
nasen wie MKK 6 oder MKK4 die p38 MAPK nicht weiter phosphorylieren und
somit auch nicht aktivieren. BIRB796 kann alle p38 Isoformen hochspezifisch
hemmen, wobei BIRB 796 fir p38a und 3 eine hohere Selektivitat besitzt als fir

p38y und & [94]. Durch die geschilderte Konformationséanderung in der ATP-

32



Methoden

Bindungsstelle und eine verlangsamte Dissoziationsrate besitzt der Inhibitor
eine langsame Bindungskinetik, so dass die Halbwertszeit flr die Dissoziation
auf 23 h kalkuliert wird [93]. Somit stellt BIRB 796 mit seiner sehr langsamen

Dissoziationsrate einen der potentesten Inhibitoren flr die p38 MAPK dar.

3.11 In vitro Testung der p38 MAPK Inhibitoren

Zur Austestung der Inhibitoraktivitaten in vitro wurde eine etablierte Alveolar-
makrophagen-Zellinie (MH-S) genutzt [95]. Die Zellen wurden in MH-S Zellkul-
turmedium im Brutschrank bei 5 % CO, inkubiert. Nachdem die Zellen einen
konfluenten Zellrasen gebildet hatten, wurden sie mithilfe von Accutase aus
ihrem Zellkulturgefal® abgeldst, in ein 50 ml Falcon Uberfuhrt und 10 min. bei
125 g bei RT zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen und das Zellpel-
let in 10 ml Medium resuspendiert und die Zellzahl bestimmt. Je 200.000 Zellen
wurden pro well in eine 48-well Zellkulturplatte ausgesat und Uber Nacht bis zur
Adharenz kultiviert. Am nachsten Tag wurden alle wells 3 x mit HBSS gewa-
schen und stimuliert. Die Zellen wurden mit 10 ng/ml LPS in An- oder Abwe-
senheit von 10 uM bzw. 100 yuM BIRB796 oder SB 203580 fir 6 h im Brut-
schrank inkubiert. Als Kontrolle dienten unstimulierte Zellen bzw. mit 10 ng/mi
LPS stimulierte Zellen oder Zellen, die mit entsprechenden Konzentrationen
Vehikel (DMSO) und LPS stimuliert wurden. Nach der Inkubationszeit wurden
die Zellkulturiberstande abgenommen und 10 min. bei 2000 rpm, 4°C zentrifu-
giert, um Zellrickstande zu entfernen. Der Zellkulturiberstand wurde abge-

nommen und bis zur weiteren Verwendung bei — 80 °C eingefroren.

3.11.1 p38 MAPK-Inhibitor-Applikation in vivo

Trauma/Hamorrhagie-Mausen wurde direkt nach erfolgter Operation unmittelbar
nach dem Aufwachen aus der Narkose der p38 MAPK Inhibitor BIRB 796 oral
mittels einer Schlundsonde verabreicht. BIRB 796 [94, 96] wurde zuvor als
Stammldsung (50 mg/ml) in DMSO geldst und zur Applikation mit PEG 400 an-

gereichert. Das Gewicht der T/H Mause wurde nach der Operation bestimmt
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und der Inhibitor in einer Konzentration von 10 mg pro kg Koérpergewicht in ei-

nem Volumen von 100 ul PEG 400 oral appliziert.

3.12 Apoptose/Nekrose Bestimmung

Um die Apoptose- bzw. Nekroseraten von Alveolarmakrophagen aus der bron-
choalveolaren Lavage von Trauma- bzw. T/H-Mausen zu untersuchen, wurden
diese Zellen in eine Mikrotiterplatte pipettiert (100.000 Zellen pro well) und mit
10 ul Ocatagam versetzt. Die Zellen wurden mit dem Makrophagen-
spezifischen Marker F4/80 FITC 20 min. bei 4°C inkubiert. Es folgten 2 Wasch-
schritte mit FACS-Puffer, danach wurden die Zellen in 100 yl Annexin Binding
Buffer aufgenommen und in ein Polypropylenréhrchen Uberfuhrt, indem bereits
Allophycocyanin (APC) -markiertes Annexin V fur die Bestimmung der Apopto-
se und Propidiumiodid fur die Bestimmung der Nekrose vorgelegt wurden. Es
folgte die Inkubation im Dunkeln fir 15 min. bei Raumtemperatur. Anschlielend
wurden nochmals 100 pl des Annexin Binding Buffers hinzu pipettiert und die
Makrophagen bezuglich ihrer FSC/SSC Eigenschaften und nach ihrer F4/80
FITC-Markierung im FACS ge-gated und der prozentuale Anteil der Alveolar-

makrophagen, welche apoptotisch bzw. nekrotisch waren, analysiert.

3.13 ELISA
Zytokin- und Chemokin-Konzentrationen von TNF-a, IL-6, MIP-2, KC, IL-1 Ra

und IL-10 sowie HMGB1 in der bronchoalveolaren Lavage von Kontrolimausen,
Trauma- und T/H-Mausen wurden mit kommerziell erhaltlichen ELISA Kits nach

Herstellerangaben quantifiziert.
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3.14 Zusammenfassung des experimentellen Versuchsablaufs

im T/H-Modell mit konsekutiver Pneumonie

Nach Trauma- bzw. T/H-Induktion wurden die Lungen der entsprechenden
Mause im Western Blot auf p38 MAPK Aktivitat untersucht, unterschiedliche
Serumparameter fur mogliche Organfunktionsstérungen bestimmt, Zytokine und
Chemokine in der BAL analysiert und Phagozyosekapazitaten residenter Alveo-
larmakrophagen, sowie Blutleukozyten bestimmt. Sechs Stunden, 12 h oder 24
h nach der Operation wurden die Mause mit S. pneumoniae infiziert und die
Keimlasten in den Lungen dieser Mause 24 h — 96 h spater analysiert. Zusatz-
lich wurde das Uberleben der jeweiligen Mause nach Infektion analysiert und
der Gewichtsverlust Uber die Zeit bestimmt. Fur definierte Experimente wurden
T/H-Mause mit dem p38 MAPK Inhibitor BIRB 796 direkt nach der Resubstituti-
onsphase oral behandelt und nachfolgend die Aktivitat der p38 MAPK in den
Lungen bestimmt sowie die Phagozytosekapazitat residenter Alveolar-
makrophagen analysiert. Zudem wurden die Keimlasten in den Lungen dieser

Mé&use und die Mortalitat nach Infektion mit S. pneumoniae bestimmt (Abb.5).

Trauma Trauma/ Himorrhagie Himorrhagie

Mortalitatskurve
Bestimmung der
pulmonalen
Keimlasten

Phagotest

Zytokin/Chemokin Analyse +24 h +72h +96 h

Klinische Chemie
Western Blot

= s >
I 1 I 77 | | | | 1 1 1 1 ]
0h Hamorrhagie 60 min. 90 min. 3h 6h 12 h 24 h 48 h 96 h 120 h
A A

| o> R
Trauma oder Resubstitution  +/-p38 Infektion mit
T/H Induktion mit NaCl- MAP S. pneumoniae

Loésung Kinase

Inhibition

Abbildung 5: Zusammenfassung des Versuchsablaufs im T/H Mausmodell mit

konsekutiver Pneumonie.
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3.15 Statistik

Alle Daten wurden als Mittelwerte + SEM angegeben. Signifikante Unterschiede
zwischen den verschiedenen Behandlungsgruppen wurden mit einem Levene's
Test fur die Gleichheit der Varianzen und dem Student’s t-test mittels SPSS flr
Windows ausgewertet. Die Mortalitatskurven wurden mit Hilfe des Log-rank
Tests ausgewertet. Statistisch signifikante Unterschiede zwischen den experi-

mentelle Gruppen wurden bei p < 0,05 angenommen.
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4. Ergebnisse

4.1 Charakterisierung des T/H Modells

4.1.1 Hamogramm von Kontroll-, Trauma- und T/H-Mausen

In initialen Untersuchungen wurde der Einfluss einer Trauma- bzw. T/H-
Intervention auf Blutparameter von Trauma- bzw. Trauma/Hamorrhagie- und
Kontrollmausen analysiert. Es zeigten sich zu allen untersuchten Zeitpunkten
keine Unterschiede im Blutbild von Trauma-Mausen verglichen mit unbehandel-
ten Kontrollmausen (Abb. 6). Demgegenulber wiesen T/H-Mause signifikant ver-
ringerte weille Blutzellen (WBC) besonders 6 h nach der Operation im Ver-
gleich zu Trauma- und Kontrolimausen auf (Abb. 6 A). Erythrozyten (red blood
cells; RBC), Hamoglobin (HGB), Hamatokrit (HCT) und Blutplattchen (PLT) wa-
ren zu allen untersuchten Zeitpunkten im Blut von T/H-Mausen signifikant ver-
ringert im Vergleich zu Kontroll- und Trauma-Mausen (Abb.6 B-E). Diese Daten

verdeutlichen die erfolgreiche Induktion einer Hamorrhagie in T/H Mausen.

4.1.2 Analyse klinisch-chemischer Parameter in Trauma- bzw. T/H-

Mausen

Schwerer Blutverlust fuhrt regelhaft zu einer Minderperfusion der inneren Orga-
ne, welche dadurch nicht mehr ausreichend mit Sauerstoff versorgt werden
kénnen. Hieraus entwickeln sich haufig Organdysfunktionen, die fatale Folgen
haben kénnen (multi-organ failure). Um zu untersuchen, ob Organschadigun-
gen auch nach Trauma oder T/H in der Maus induziert werden, wurden Plas-
maproben von Mausen der entsprechenden experimentellen Gruppen einer
klinisch-chemischen Analyse unterzogen. Es zeigte sich, dass Trauma allein
keine Veranderung klinisch-chemischer Laborparameter induzierte (Abb.7),
wahrend T/H-Mause signifikant erhéhte GOT, GPT und LDH Werte im Ver-
gleich zu Trauma- und Kontrolltieren 6 h nach Operation aufwiesen (Abb. 7 B-
D). Diese erhdhten Werte weisen auf Organfunktionsstérungen insbesondere

der Leber hin.
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Abbildung 6: Blutparameteranalyse in
Kontroll- , Trauma- und T/H-Mausen.
Blutplasma von  T/H-Mausen (schwarze

Balken), Trauma-Mausen (weil3e Balken) sowie

PLTx103/pl

Kontrollimausen (gestreifte Balken) wurde O h, 6
h und 24 h nach der jeweiligen Operation
gewonnen und die Anzahl weilRer Blutzellen
(WBC; A) sowie roter Blutzellen (RBC; B),
Oh 6h  24h Hamoglobin (HGB; C), Hamatokrit (HCT; D)
Zeit nach OP . . .
und Blutplattchen (PLT; E) bestimmt. Gezeigt
werden die Mittelwerte + SEM (n = 4 bis 6 Tiere pro Behandlungsgruppe und Zeitpunkt; n = 12

fur Kontrollmause); * , p < 0,05 verglichen mit Trauma-Mausen.

Die Messung der Kreatinin-Werte als Ausdruck der renalen Funktion brachte
keine signifikanten Unterschiede zwischen den einzelnen Behandlungsgruppen
hervor (Abb.7 A). Bereits 12 h nach Operation konnten im Plasma der T/H-
Méause die signifikant erhdhten GOT, GPT und LDH Werte nicht mehr nachge-

wiesen werden, was dafir spricht, dass die zuvor beobachteten Leberfunkti-
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onsstorungen nur transienter Natur waren und sich bereits 12 h nach T/H-

Induktion normalisiert hatten.
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Abbildung 7: Klinisch-chemische Laborparameter in Kontrollmausen, Trauma-
Mausen und T/H-Mausen. Automatisierte Analyse von Kreatinin (A), GOT (B), GPT (C) und
LDH (D) in Blutplasmaproben von Kontrollmdusen 6 h nach inhalativer Desflurannarkose (ge-
streifte Balken) und 6 h, 12 h, 24 h und 48 h nach Trauma (weilRe Balken) oder T/H (schwarze
Balken). Die Daten werden als Mittelwerte £+ SEM gezeigt (n = 4-8 Tiere pro Behandlungsgrup-

pe und Zeitpunkt). *, p < 0,05 verglichen mit Trauma-Mausen.

4.1.3 Erhohte p38 MAPK Aktivitdt in den Lungen von T/H-Mausen

Als nachstes wurden die Aktivierungsmuster der p38 MAPK in den Lungen von

Kontrollmausen, Trauma und T/H Mausen untersucht. Dafiir wurden homogeni-
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sierte Lungen von Mausen der unterschiedlichen Behandlungsgruppen per
Western Blot analysiert (Abb.8 A-B).

A T TH

Kontr. 3h 6h 12h 24h 3h 6h 12h 24h

pp38 — —— e G
p38 — e — S— | " C— — —

35 Kontrolle

311 Trauma
2,5 TH

1,5

<. 1ad

Kontr. 3 h 6h 12h 24h
Zeit nach OP

Ratio pp38/p38

Abbildung 8: Western Blot Analysen der p38 MAPK-Aktivierung in den Lungen von Kon-
trolimausen, Trauma- und T/H-Mausen. Drei Stunden, 6 h, 12 h und 24 h nach Trauma- oder
T/H-Operation wurden die Lungen der Mause entnommen und die Aktivitat der p38 MAPK mit-
tels Western Blot analysiert. Kontrollmause wurden 6 h nach inhalativer Desflurannarkose ana-
lysiert. Der gezeigte Western Blot (A) ist reprasentativ fir drei unabhangig voneinander durch-
gefiihrte Experimente. Die p38 MAPK Phosphorylierung in den Lungen von Kontrolimausen,
Trauma- bzw. T/H-Mausen wurde gegen p38 MAPK der jeweils entsprechenden Proben norma-
lisiert. (B) Dargestellt wird der Phosphorylierungsgrad der p38 MAPK als pp38:p38 ratio nach

Auswertung der Chemilumineszenzsignale mittels Bio1D Software.

Es liel3 sich zeigen, dass es 3 h, 6 h und 24 nach Operation zu keiner erkenn-
baren Aktivierung der p38 MAPK in den Lungen von Trauma-Mausen ohne
Hamorrhagie-Induktion im Vergleich zu Kontrollmausen mit inhalativer Desflu-
rannarkose kam. Trauma M&ause zeigten allerdings zwolf Stunden nach Opera-
tion eine geringfugige Aktivierung der p38 MAPK verglichen mit Kontrollmau-
sen. Im Gegensatz hierzu zeigten T/H-Mause eine stark erhéhte Aktivierung der
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p38 MAPK zu allen untersuchten Zeitpunkten im Vergleich zu Kontroll- und
Trauma-Mausen (Abb. 8 A-B), wobei die starkste Aktivierung der p38 MAPK in
den Lungen der T/H-Mause 24 h nach Operation festgestellt werden konnte.
Mithilfe densitometrischer Auswertung lie3en sich die Unterschiede in der Akti-
vitdt der p38 MAPK zwischen den einzelnen experimentellen Gruppen semi-
quantitativ darstellen (Abb.8 B).

4.1.4 Effekte von T/H auf die Zytokinfreisetzung im bronchoalveola-

ren Kompartiment

Da die p38 MAPK an der Regulation von pro- und anti-inflammatorischen Zyto-
kinen und Chemokinen beteiligt ist, wurden diese Mediatoren in weiterfuhren-
den Untersuchungen in der bronchoalveolaren Lavage von unbehandelten Kon-
trollmausen, Trauma- und T/H-Mausen analysiert. Es stellte sich heraus, dass
alle gemessenen Zytokine in der BAL von Trauma-Mausen zu allen untersuch-
ten Zeitpunkten im Vergleich zu Kontrollmausen leicht erhdht waren. In der La-
vage von T/H-Mausen konnten im Vergleich zu Trauma-Mausen jedoch weiter
erhohte pro-inflammatorische Zytokine wie TNF-a und IL-6 nachgewiesen wer-
den. Hierbei waren die TNF-a Zytokinspiegel in der BAL von T/H-Mausen im
Vergleich zu Trauma-Mausen 12 h nach Operation und die IL-6 Spiegel 24 h
nach Operation signifikant erhéht (Abb. 9 A, B). Die Chemokine MIP-2 und KC
waren ebenfalls in der BAL von T/H-Mausen im Vergleich zu Trauma-Mausen
erhoht, wobei die grofdten Unterschiede 12 h und 24 h nach Operation auftraten
(Abb. 9 C, D). Auch anti-inflammatorische Zytokine wie IL-10 und IL-1Ra waren
in der Lavage von T/H-Mausen im Vergleich zu Trauma-Mausen besonders 24
h nach Operation signifikant erhdoht (Abb. 9 E, F). HMGB1, ein sogenanntes
.,danger-associated molecular pattern® (DAMP) sowie pro-inflammatorischer
Schlusselmediator, welcher u.a. als Antwort auf Verletzung freigesetzt wird und
die Aktivierung von MAPKSs induziert, war ebenfalls in der BAL von T/H Mausen
12 h nach Operation verglichen mit Trauma-Mausen deutlich erhdht (Abb. 9 G).
Insgesamt veranschaulichen diese Ergebnisse, dass es nach T/H-Induktion in
Mausen zu einer erhohten Freisetzung von sowohl pro- als auch anti-

inflammatorischen Mediatoren in das bronchoalveolare Kompartiment kommt.
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Abbildung 9: Zytokin- und Chemokin-
Freisetzung in der BAL von Kontrollmau-
sen, Trauma- und T/H-Mausen. Unbehandel-
te Kontrollmause (gestreifte Balken), Trauma-
Mause (weile Balken) und T/H Mause (schwarze
Balken) wurden zu den analysierten Zeitpunkten
einer bronchoalveolaren Lavage unterzogen und
die Zytokine TNF-a (A), IL-6 (B), MIP-2 (C), KC

(D), IL-10 (E), IL-1Ra (F) und HMGB1 (G) mittels ELISA analysiert. Die Daten werden als Mit-

telwerte £+ SEM angegeben (n=4 fiur Kontrollmaduse und n=9-16 Tiere pro Behandlungsgruppe

und Zeitpunkt). *, p < 0,05 verglichen mit Trauma-M&usen.
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4.1.5 Leukozytendifferenzierung in der BAL von Trauma- und T/H-

Mause

Wie unter 4.1.4 beschrieben, zeigten T/H-Mause im Vergleich zu Kontroll- und
Trauma- Mausen erhdhte Zytokin- und Chemokinspiegel in ihrer BAL. Um zu
analysieren, ob die beobachteten erhéhten Zytokinspiegel Einfluss auf die Mo-
bilisierung von Leukozytenpopulationen in das bronchoalveolare Kompartiment
hatten, wurde die Verteilung der einzelnen Leukozytensubsets in der Lunge 6 h,
12 h, 24 h und 48 h nach der jeweiligen Operation charakterisiert. Es lie} sich
zeigen, dass Trauma- oder T/H-Induktion keine pulmonale Leukozytenrekrutie-
rung im Vergleich zu Kontrollmausen induzierte. Es konnten ebenso keine Un-
terschiede in der Gesamtzahl residenter Alveolarmakrophagen in der BAL von
Méausen der verschiedenen Behandlungsgruppen nachgewiesen werden (Abb.
10).
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Abbildung 10: Quantifizierung von Alveolarmakrophagen in der BAL von Trau-
ma- und T/H- Mausen Unbehandelte Kontrollmause (gestreifte Balken), Trauma-Mause (wei-
Re Balken) und T/H- Mause (schwarze Balken) wurden zu den analysierten Zeitpunkten einer
bronchoalveolaren Lavage unterzogen und mittels Pappenheim -gefarbten Zytozentrifugenpra-
paraten wurden die Zellzahlen der Alveolarmakrophagen bestimmt. Die Daten werden als Mit-
telwerte £ SEM angegeben. (n = 4 flr Kontrollmause und n = 9-16 Tiere pro Behandlungsgrup-

pe und Zeitpunkt).
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4.2 Charakterisierung der pulmonalen Infektabwehr von Strep-

tococcus pneumoniae bei Trauma bzw. T/H

4.2.1 Vorversuche mit niedriger und mittlerer Infektionsdosis

In weiterfUhrenden Experimenten wurde untersucht, ob T/H-Induktion negative
Auswirkungen auf die protektive Immunitat der Lunge gegenuber Streptococcus
pneumoniae Infektionen hat. Hierfur wurden in Vorversuchen Trauma- und T/H-
Mé&use 24 h nach Operation mit einer niedrigen ( 5x10° CFU) bzw. einer mittle-
ren Dosis von 1x10” CFU S. pneumoniae infiziert und die Keimlasten in den
Lungen 48 h und 72 h nach Infektion analysiert. Abbildung 11 A, B zeigt, dass
T/H Mé&use nach Infektion mit 5x10° CFU oder 1x10” CFU S. pneumoniae &hn-
liche Keimlasten in ihren Lungen aufwiesen wie Trauma-Mause nach entspre-
chender Infektion mit S. pneumoniae. Diese Daten zeigen, dass T/H-Mause auf
low-dose challenge mit S. pneumoniae mit einer adaquaten Immunantwort rea-
gieren kdnnen und unter diesen experimentellen Bedingungen keine Stdrung

der pulmonalen Infektabwehr aufweisen.

5x 10° CFU S. pneumoniae 107 CFU S. pneumoniae

6 |[] Trauma 7
MW TH

Log,, CFU Lunge
H
Log,, CFU Lunge
a

3
48 h 72 h 48 h 72 h
Zeit nach Infektion Zeit nach Infektion

Abbildung 11: Keimlasten in den Lungen von Trauma- und T/H-Mausen nach In-
fektion mit S. pneumoniae. Trauma-Mause (weile Balken) und T/H Mause (schwarze Bal-
ken) wurden 24 h nach der jeweiligen Operation mit Serotyp 19 S. pneumoniae infiziert. Die
Keimlasten in den Lungen der Mause wurden 48 h und 72 h nach Infektion bestimmt. Die Ver-
suchstiere wurden entweder mit 5x106 (A) oder mit 1x107 CFU S. pneumoniae pro Maus (B)
infiziert. Die Daten sind als Mittelwerte + SEM dargestellt (n = 4 - 7 Tiere pro Behandlungsgrup-
pe und Zeitpunkt).
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4.2.2 Charakterisierung der pulmonalen Infektabwehr von Trauma-

versus T/H-Mausen bei schwerer Pneumonie

In weiterfiihrenden Experimenten wurden Kontrollmause, Trauma- und T/H-
Mause 6 h, 12 h oder 24 h nach Operation mit einer hohen Infektionsdosis von
1,5x10" CFU S. pneumoniae pro Maus infiziert und die Keimlasten in den Lun-
gen nach Infektion longitudinal analysiert (Abb. 12). Unter diesen experimentel-
len Bedingungen zeigte sich, dass T/H-Mause eine erheblich attenuierte pul-
monale Infektabwehr nach 48 h, 72 h und 96 h nach Infektion aufwiesen im
Vergleich zu S. pneumoniae-infizierten Trauma-Mausen. Statistisch signifikante
Unterschiede wurden insbesondere beim Infektionszeitpunkt 24 h nach Opera-
tion mit 1,5x10” CFU pro Maus beobachtet. Hier zeigten T/H-Mause besonders
72 h nach Infektion eine signifikant verschlechterte pulmonale Keimelimination
verglichen mit Trauma Mausen, welche mit der gleichen Infektionsdosis behan-
delt wurden (Abb. 12 A). Diese Daten zeigen auf, dass die T/H-Induktion in
Mausen eine post-traumatische Immunsuppression mit reduzierter pulmonaler
Infektabwehrkapazitat gegentiber hohen Keimlasten induziert.
Alveolarmakrophagen und Neutrophile spielen eine zentrale Rolle in der
Phagozytose und Clearance inhalierter bakterieller Krankheitserreger [28]. Da-
her wurden in nachfolgenden Untersuchungen Leukozytenrekrutierungsmuster
in Lavageflussigkeiten von Trauma- und T/H-Mausen, welche 24 h nach Opera-
tion mit 1,5 x 10’ CFU S. pneumoniae pro Maus infiziert wurden, analysiert
(Abb. 12 B-D). Es zeigte sich, dass sowohl Kontrollmause als auch Trauma-
und T/H-Mause nach Infektion eine starke und signifikant verringerte Anzahl an
Alveolarmakrophagen in ihren Lavageflissigkeiten verglichen mit Mock-
infizierten Kontrollmausen aufwiesen. Dabei wurden die niedrigsten Zellzahlen
48 h nach Infektion mit S. pneumoniae beobachtet, welche anschlielend 96 h
nach Infektion bereits wieder deutlich erhéht waren (Abb. 12 B). Auch die alveo-
lare Rekrutierung von Neutrophilen war in Mausen aller Behandlungsgruppen
48 h nach Infektion am hochsten und sank zu den spateren Zeitpunkten wieder
ab (Abb 12 D). Auch liel3 sich zeigen, dass T/H-Mause im Vergleich zu Trauma-
Mausen eine leicht reduzierte Rekrutierung von Exsudatmakrophagen in das
bronchoalveolare Kompartiment zu allen untersuchten Zeitpunkten nach Infekti-

on zeigten (Abb. 12 C). S. pneumoniae-infizierte T/H-Mause zeigten zudem 48
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h nach Infektion eine signifikant reduzierte Neutrophilenakkumulation in der

BAL im Vergleich zu S. pneumoniae-infizierten Trauma-Mausen (Abb. 12 D).
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Abbildung 12: Keimlasten und
Leukozytenrekrutierung in den Lungen
von Trauma- und T/H-Mdusen nach
Infektion mit S. pneumoniae. (A)
Kontrollmause (gestreifte Balken), Trauma-
Mause (weilRe Balken) und T/H-Mause
(schwarze Balken) wurden 6 h, 12 h und 24 h
nach Operation mit S. pneumoniae infiziert und
die Keimlasten in den Lungen 48 h—96 h nach
Infektion bestimmt. Die Daten werden als

Mittelwerte + SEM angegeben. (n = 4-9 Mause

pro Behandlungsgruppe und Zeitpunkt fir die Infektionszeitpunkte 6 h und 12 h nach Operation.

n = 6-12 fir Kontrollmause; n = 18-24 fiir Trauma-M&ause und n = 14-19 fir T/H-Mause fiir den
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Infektionszeitpunkt 24 h nach Operation. *, p < 0,05 verglichen mit Trauma-Mausen. (B-D) BAL
Leukozyten-Differenzierung: (B) Alveolarmakrophagen, (C) Exsudatmakrophagen und (D)
Neutrophile von Kontrollmdusen (gestreifte Balken), Trauma-Mausen (weilRe Balken) und T/H
Mausen (schwarze Balken), infiziert mit S. pneumoniae (1,5x107 CFU/Maus) 24 h nach der
jeweiligen Operation. Mock-infizierte Mause erhielten THB. Die Daten werden als Mittelwerte +
SEM angegeben mit n = 10-16 pro Behandlungsgruppe und Zeitpunkt und n = 3-4 fir Mock-
infizierte Tiere. *, p < 0,05 verglichen mit Trauma-Mausen und +, p < 0,05 verglichen mit Mock-

infizierten Mausen.

4.2.3 Phagozytosekapazitaten residenter Alveolarmakrophagen und

peripherer Blutmonozyten und -granulozyten

Die beobachteten Defizite in der Keimelimination in den Lungen von T/H-
Mausen, welche nicht durch eine veranderte Leukozytenrekrutierung per se
hervorgerufen wurden, warfen die Frage auf, ob moglicherweise Effektorzell-
funktionen residenter Alveolarmakrophagen.in T/H Mausen attenuiert waren.
Daher wurden Alveolarmakrophagen aus Lungen von Kontrollmausen, Trauma-
Mausen und T/H-Mausen 24 h nach Operation mittels bronchoalveolarer Lava-
ge gewonnen und ihre Phagozytosekapazitat von FITC-markierten E. coli mit-

tels Phagotest™

Assays analysiert. Es zeigte sich, dass die Phagozytosekapa-
zitdten von Alveolarmakrophagen von T/H-Mausen 24 h nach Operation im
Vergleich zu Kontrollmausen um ca. 38 % signifikant verringert waren. Alveo-
larmakrophagen von Trauma-Mausen wiesen im Gegensatz dazu keine gestor-

te Phagozytosekapazitat von 86 % auf (Abb. 13).

Abbildung 13: Phagozytosekapazitaten resi-
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§'§. S 80 DurchfluRzytometrische Analyse der Phagozytose-
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,8 % ;E; 60 * mausen (gestreifte Balken), Trauma-Mausen (weilse
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5“ £ 20 nach Operation. Kontrollmduse wurden = 100 %
gesetzt. Die Daten werden als Mittelwerte + SEM
Zeit2n4a2h op dargestellt (n = 5 Mause pro Behandlungsgruppe). *,

p < 0,05 verglichen mit Kontrolimausen.
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Im Gegensatz zu der zuvor beobachteten attenuierten Phagozytosekapazitat
residenter Alveolarmakrophagen von T/H-Mausen zeigten periphere Blutmono-
zyten und -granulozyten von Trauma- und T/H-Mausen keine reduzierte Phago-
zytoseaktivitat (Abb.14).
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Abbildung 14: Phagozytosekapazitaten von Granulozyten und Monozyten aus
dem peripheren Blut von Kontrollmdusen, Trauma-Mausen und T/H-Mausen.
DurchfluRzytometrische Analyse der Phagozytosekapazitat von Granulozyten (A) und Monozy-
ten (B) aus Kontrollmausen (gestreifte Balken), Trauma-Mausen (weile Balken) und T/H-
Mausen (schwarze Balken) 24 h nach Operation. Die Daten werden als Mittelwerte (Kontroll-

mause = 100 %) + SEM dargestellt (n = 5 Mause pro Behandlungsgruppe).

4.2.4 Analyse von Apoptose/Nekrose-Induktion residenter Alveolar-

makrophagen von T/H-Mausen

Um auszuschlie3en, dass die zuvor beobachtete verringerte Phagozytosekapa-
zitat residenter Alveolarmakrophagen von T/H-Mausen durch erhdhte Apopto-
se- oder Nekrose-Induktion in der Makrophagenpopulation von T/H-Mausen
bedingt war, wurden Alveolarmakrophagen per DurchfluBzytometrie auf Apop-
tose/Nekrose-Marker analysiert. Daflir wurden residente Alveolarmakrophagen
von Kontrollmdusen und T/H-Mausen mittels bronchoalveolarer Lavage gewon-
nen und mit APC-markierten Annexin V und Propidiumjodid gefarbt. Wie Abb.

15 zeigt, konnte keine erhdhte Apoptose- oder Nekrose-Induktion in Alveolar-
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makrophagen von T/H Mausen 24 h nach Operation im Vergleich zu unbehan-

delten Kontrolimausen festgestellt werden.
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Abbildung 15: Apoptose und Nekrose in Alveolarmakrophagen nach T/H-
Induktion. Alveolarmakrophagen (AM) aus der bronchoalveolédren Lavage von Kontrollmau-
sen (gestreifte Balken) und T/H-Mausen (schwarze Balken) 24 h nach Operation wurden mittels
DurchfluRzytometrie auf Apoptose- (A) oder Nekrose-Induktion (B) getestet. Die Daten werden

als Mittelwerte + SEM dargestellt. (n = 4 fur T/H-Mause und n = 3 fur Kontrollmause).

4.2.5 Uberleben von Trauma- und T/H-M3usen nach Infektion mit

S. pneumoniae

Um den Effekt der zuvor beobachteten, reduzierten protektiven Immunitat von
T/H Mé&usen nach Pneumokokken-Infektion hinsichtlich Uberleben einer schwe-
ren Pneumonie zu evaluieren, wurden Kontrollmause, Trauma-Mause und T/H-
Méause 24 h nach Operation mit 1,5 x10” CFU/Maus S. pneumoniae infiziert und
einer Survival Analyse Uber 9 Tage unterworfen. Es lie3 sich zeigen, dass T/H-
Mause ein erheblich reduziertes Uberleben im Vergleich zu infizierten Kontroll-
oder Trauma-Mausen aufwiesen. Nur 30 % der T/H-Mause Uberlebten Tag 9
nach Infektion, wobei in der Gruppe der Trauma Mause 70 % Uberlebten (Abb.
16 A).
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Abbildung 16: Uberleben von Kontrollmiusen, Trauma- und T/H-Miusen nach

Infektion mit S. pneumoniae

(A) Kontrolimause (gestrichelte Linie), Trauma-Mause (schwarze Linie) und T/H-Mause (ge-

punktete Linie) wurden 24 h nach Operation mit 1,5 x 10’ CFU S. pneumoniae infiziert und die

Uberlebensrate dieser Mause fiir 9 Tage beobachtet. (B) Anzahl der lebenden bakteridmischen

Mause der jeweiligen Behandlungsgruppen. (C) Bestimmung des Kdrpergewichts von Kontroll-,

Trauma- und T/H Mausen ab 24 h nach Operation bis Tag 9 nach Infektion mit S. pneumoniae.

Die Daten in (C) werden als Mittelwerte + SEM angegeben. Fiir alle Behandlungsgruppen gilt n

=10. *, p < 0,05 verglichen mit Trauma-Mausen; +, p < 0,05 verglichen mit Kontrolimausen.
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Aulerdem wurden vermehrt T/H-Mause im Vergleich zu Kontroll- oder Trauma-
Mausen bakteridmisch (Abb. 16 B). Die verschlechterte Immunabwehr der T/H
Mause und die erhdhte Mortalitat spiegelte sich auch im Gewichtsverlust der
T/H Mause Uber die Zeit nach Infektion wider. T/H-Mause zeigten eine signifi-
kant starkere Gewichtsreduktion im Vergleich zu Trauma-Mausen (Abb.16 C).
Zusammengefasst zeigen diese Ergebnisse, dass T/H-Induktion in Mausen zu
einer verminderten Immunabwehr gegenuber Infektionen mit S. pneumoniae
fuhrt, begleitet von einem signifikanten Gewichtsverlust und einer erhdhten aber

nicht signifikanten Mortalitat relativ zu Kontroll- und Trauma-Mausen.

4.3 Auswirkungen der Inhibition der p38 MAPK auf die

protektive Inmunabwehr der Lunge in T/H-Mausen

4.3.1 Austestung verschiedener p38 MAPK Inhibitoren in vitro

Da in den vorangegangenen Versuchen gezeigt werden konnte, dass die auf-
tretende post-traumatische Immunsuppression in T/H-Mausen einer erhohten
p38 MAPK-Aktivitat begleitet wurde, sollten nun in den folgenden Versuchen die
Effekte der p38 MAPK Inhibition auf die Immunabwehr nach T/H untersucht
werden. In einem Vorversuch wurde die Effektivitat zweier p38 MAPK Inhibito-
ren in vitro via Inhibition der Zytokinfreisetzung von MHS-Zellen nach Stimulati-
on mit LPS (10 ng/ml LPS) in zwei verschiedenen Konzentrationen (10 uM und
100 uM) evaluiert. Es lie3 sich zeigen, dass Vehikel behandelte Zellen nach
LPS Stimulation keine veranderte Zytokinfreisetzung im Vergleich zur LPS sti-
mulierten Kontrolle aufwiesen. Demgegenuber zeigten beide Inhibitoren deut-
lich inhibitorische Effekte auf die Freisetzung der analysierten Zytokine IL-6,
TNF-a, IL-10 und IL-1Ra. Es zeigte sich, dass BIRB796 in geringen Konzentra-
tionen (10 uM) die Zytokinfreisetzung von MHS-Zellen nach LPS-Stimulation
starker als SB203580 hemmte (Abb. 17). Aufgrund dieser Daten wurde BIRB

796 in allen weiterfihrenden Experimenten verwendet.
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Abbildung 17: BIRB796 hemmt die Zytokinfreisetzung von MHS-Zellen nach Sti-

mulation mit LPS effektiver als SB203580

MHS Zellen wurden flr 6 h in Anwesenheit von BIRB 796 oder SB203580 (10 uM oder 100 uM)
bzw. Vehikel mit 10 ng/ml LPS stimuliert und die Freisetzung von IL-10 (A), IL-1Ra (B), IL-6 (C)
und TNF-a (D) im Zellkulturiberstand bestimmt. Die Daten sind als Mittelwerte + SEM angege-
ben. *, p < 0,05 verglichen mit LPS-stimulierter Kontrolle. Der Versuch wurde zweimal unab-

hangig voneinander durchgefihrt.

4.3.2 Pharmakologische Inhibition der p38 MAPK Aktivitat in den

Lungen von Trauma und T/H-Mausen

In den vorangegangenen Versuchen konnte gezeigt werden, dass die Defekte
der pulmonalen Immunabwehr in T/H-Mausen assoziiert war mit einer erhéhten
p38 MAPK-Aktivitat im Lungenparenchym dieser Mause. Daher sollte in den
nachsten Versuchen analysiert werden, ob die Inhibition dieser gesteigerten
p38 MAPK-AKktivitat zu einer verbesserten antibakteriellen Abwehr der Lunge

gegenuber S. pneumoniae fuhrt. Zu diesem Zweck wurde Mausen unmittelbar
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nach T/H- Induktion BIRB 796 (10 mg/kg) oder das entsprechende Vehikel
(PEG/DMSO) Uber eine intragastrale Sonde appliziert und nachfolgend die Ak-
tivitat der p38 MAPK im Lungenparenchym mittels Western Blot Analysen be-
stimmt. Wie erwartet zeigten T/H-Mause nach Vehikel-Applikation eine erhéhte
pulmonale p38 MAPK Aktivitdt. Demgegenuber flhrte die Applikation des Inhibi-
tors jedoch in den Lungen von T/H-Mausen zu einer reduzierten Phosphorylie-
rung der p38 MAPK, gleichbedeutend mit einer reduzierten p38 MAPK Aktivitat
nach 3 h, 6 h, 12 h, 24 h und 48 h nach Operation, verglichen mit Vehikel-
behandelten T/H-Mausen (Abb.18).

Vehikel BIRB 796

3h 6h 12h 24h 48h 3h 6h 12h 24h 48h

pp38 L G — — ——

p38 T — — . ca— — N —

Abbildung 18: p38 MAPK-Aktivitidt in den Lungen von T/H-Mausen nach Inhibitor
bzw. Vehikel Applikation. T/H-Mause wurden mit p38 MAPK Inhibitor BIRB 796 bzw. Vehi-
kel direkt nach Operation behandelt. Nach 3 h — 48 h nach T/H Induktion wurden die Lungen
isoliert und im Western Blot auf p38 MAPK-Aktivitat analysiert. Der gezeigte Western Blot ist
reprasentativ fur 4 unabhangig voneinander durchgefiihrte Experimente. Der p38 MAPK-
Antikorper diente der gleichmaRigen Beladungskontrolle.

4.3.3 Effekte der p38 MAPK Inhibition auf Organfunktionsstorungen

Um mogliche Zusammenhange zwischen den zuvor beschriebenen Organfunk-
tionsstorungen und der Erhdhung der p38 MAPK Aktivitat zu untersuchen, wur-
den T/H-Mause direkt nach der Resubstitionsphase mit BIRB 796 behandelt
und 6 h bzw. 12 h nach Operation wurden diverse klinisch-chemische Laborpa-
rameter im Plasma dieser Mause analysiert. Es zeigte sich, dass Inhibition der
p38 MAPK nach 6 h post Operation zu einer deutlichen Verringerung der GOT
und LDH Werte und 12 h spater auch der GPT Werte im Plasma von T/H-
Mausen fuhrte verglichen mit Vehikel-behandelten T/H-Mausen (Abb. 19 A-C).

Diese Ergebnisse zeigen, dass die nach T/H-Induktion erhdhten Leberwerte als
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Ausdruck einer beginnenden Organschadigung durch p38 Inhibition signifikant

revertiert werden konnten.

A GPT B GOT c LDH
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Abbildung 19: Plasmaparameter von T/H-Mausen nach Inhibitor oder Vehikel Ap-
plikation. Automatisierte Analyse von GPT (A), GOT (B) und LDH (C) in Plasmaproben von
Vehikel-behandelten T/H-Mausen (weiRe Balken) oder Inhibitor-behandelten T/H-Mausen
(schwarze Balken) 6 h und 12 h nach Operation. Die Daten werden als Mittelwerte + SEM an-
gegeben. (n = 5-6 Tiere pro Behandlungsgruppe und Zeitpunkt). *, p < mind. 0,05 verglichen mit
Vehikel-behandelten T/H-Mausen.

4.3.4 Inhibition der p38 MAPK fiihrt zu einer verbesserten Infektab-

wehr der Lunge gegeniiber S. pneumoniae Infektionen

Basierend auf den Beobachtungen, das T/H zu einer dysregulierten Aktivierung
der p38 MAPK flihrte und diese im Vergleich zu Trauma-Mausen mit einer ver-
schlechterten pulmonalen Erreger-Elimination einherging, konnte vermutet wer-
den, dass die verstarkte Aktivierung der p38 MAPK an der verschlechterten
Immunabwehr der Lunge gegeniber Pneumokokken-Infektionen beteiligt ist.
Um diese Hypothese zu prifen, wurden T/H-Mausen direkt nach der Resubsti-
tutionsphase mit BIRB 796 bzw. Vehikel behandelt und diese Mause 24 h spa-
ter mit 1,5 x 10° CFU/Maus S. pneumoniae infiziert. Interessanterweise zeigten
mit p38 MAPK Inhibitor behandelte T/H-Mause 72 h nach Infektion relativ zu
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Vehikel-behandelten T/H Mause eine deutlich, jedoch nicht statistisch signifi-
kant, verringerte Keimlast in ihren Lungen (Abb. 20 A).
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Abbildung 20: Effekt der p38 MAPK Inhibition auf die pulmonale Keimabwehr von
T/H-Mausen. (A) Keimlasten nach S. pneumoniae Infektion 24 h nach Operation in den Lun-
gen von T/H-Mausen, die entweder mit Vehikel (weiRe Balken) oder mit BIRB796 (schwarze
Balken) behandelt wurden. Keimlasten in den Lungen wurden 48 h und 72 h nach Infektion
bestimmt. (B-E) BAL Leukozyten-Differenzierung: (B) Alveolarmakrophagen, (C) Exsudat-
makrophagen, (D) Neutrophile und (E) Lymphozyten von Vehikel-behandelten (weiRe Balken)
bzw. Inhibitor-behandelten (schwarze Balken), 24 h nach Operation mit S. pneumoniae infizier-
ten T/H-Mausen (1,5x107 CFU/Maus). Daten sind als Mittelwerte + SEM dargestellt (n = 11-16
Tiere pro Behandlungsgruppe und Zeitpunkt).

95



Ergebnisse

Diese Daten zeigen, dass die Inhibition der p38 MAPK nach T/H die pulmonale
Erregerelimination deutlich verbessert. Gleichzeitig konnten aber keine signifi-
kanten Unterschiede in der Anzahl neu rekrutierter Leukozyten in den Alveolar-
raum der T/H-Mause im Vergleich zu Vehikel behandelten T/H-Mausen nach
Infektion festgestellt werden (Abb. 20 B-D). Diese Daten illustrieren, dass die
Inhibition der p38 MAPK zu einer Wiederherstellung der protektiven Immunab-
wehr der Lunge von T/H-Mausen beitragt und somit die durch T/H induzierte

posttraumatische Immunsuppression deutlich verringert.

4.3.5 Inhibition der p38 MAPK verbessert die Phagozytosekapazitat

von Alveolarmakrophagen in T/H-Mausen

Um zu untersuchen, ob die zuvor in T/H-M&usen beobachtete verbesserte
Keimabwehr von S. pneumoniae nach p38 MAPK Inhibition mit einer verbesser-
ten Phagozytoseaktivitat residenter Alveolarmakrophagen von T/H Mausen ein-
herging, wurden Alveolarmakrophagen 24 h nach Operation aus T/H-Mausen
per BAL isoliert und ihre Phagozytosekapazitat in An- oder Abwesenheit des
p38 MAPK Inhibitors BIRB 796 (10 uM) analysiert. Es zeigte sich, dass Inhibi-
tor-behandelte Alveolarmakrophagen von T/H-Mausen eine signifikant erhdhte
Phagozytoseleistung von 33 % im Vergleich zu Vehikel (DMSO) -behandelten
Alveolarmakrophagen (15 %) aufwiesen (Abb. 21). Diese in vitro Daten unter-
stutzen die zuvor in vivo beobachtete, verbesserte pulmonale Infektabwehr von
T/H Mausen nach p38 MAPK Inhibition und untermauern den Schluss, dass
eine anhaltend gesteigerte pulmonale p38 Aktivierung das Phagozytosepotenti-
al residenter professioneller Phagozyten gegentber inhalierten pathogenen Er-

regern negativ beeinflusst .
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Abbildung 21: p38 MAPK Inhibition verbessert die Phagozytosekapazitaten von
Alveolarmakrophagen in T/H-Mausen

Alveolarmakrophagen von T/H-Mausen wurden im Phagotest™ in Anwesenheit von BIRB796
(schwarze Balken) bzw. Vehikel (weilRe Balken) auf ihre E. coli Phagozytosekapazitat 24 h
nach Operation getestet. Die Daten werden als Mittelwerte + SEM angegeben (n = 3 Tiere pro

Behandlungsgruppe). *, p < 0,05 verglichen mit Vehikel-behandelten Alveolarmakrophagen.

4.3.6 Effekt der p38 MAPK Inhibition auf das Uberleben von S.

pneumoniae-infizierten T/H-Mausen

Um nunmehr zu prifen, ob die beobachteten positiven Effekte der p38 MAPK
Inhibition auf die protektive Infektabwehr der Lunge in T/H-Mausen auch zu ei-
nem verbesserten Uberleben fiihrte, wurden T/H-Mause direkt nach der Re-
substitutionsphase mit BIRB 796 behandelt und 24 h nach Operation mit 1,5 x
10" CFU S. pneumoniae infiziert und einer Survival-Analyse (iber 10 Tage un-
terworfen. Wie in Abbildung 22 dargestellt, fiihrte die Applikation des p38 MAPK
Inhibitors zu keinem verbesserten Uberleben der Inhibitor-behandelten T/H-
Mause im Vergleich zu Vehikel-behandelten T/H-Mausen mit schwerer Pneu-

monie.
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Abbildung 22: Uberleben von T/H-Miusen nach Infektion mit S. pneumoniae in
An-bzw.-Abwesenheit von BIRB 796

(A) T/H-Mause, die mit Vehikel (schwarze Linie) bzw. Inhibitor (gestrichelte Linie) behandelt
wurden, wurden 24 h nach Operation mit 1,5 x 10’ CFU S. pneumoniae infiziert und die Uberle-

bensrate dieser Mause fur 10 Tage analysiert (n = 16 Mause pro Behandlungsgruppe).
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5. Diskussion

5.1 Charakterisierung des T/H-Modells

Untersuchungen des Vollblutes von T/H-Mausen zeigten signifikant reduzierte
Leukozyten-, Thrombozyten- sowie Erythrozytenzahlen, sowie hierzu passend
einen verringerten Hamatokrit-Wert zu allen untersuchten Zeitpunkten nach
T/H-Induktion im Vergleich zu Trauma- und Kontroll-Mausen. Diese Daten be-
legen eine erfolgreiche Hamorrhagie-Induktion in T/H-Mausen. Weiterhin lief3en
sich in T/H-Mausen signifikant erhdhte Serumparameter fur GOT, GPT und
LDH 6 Stunden nach Operation nachweisen. Die Pathophysiologie des Trau-
mas in Kombination mit schwerem Blutverlust wurde bereits in friher publizier-
ten Studien beschrieben [24, 26]. Auch in dem in der vorliegenden Arbeit ver-
wendeten T/H-Modell entwickelten Mause 6 h nach Operation Organfunktions-
stérungen, die jedoch nicht zu einem Multiorganversagen fuhrten, sondern re-
versibel verliefen. Die exzessive Liberierung pro- und anti-inflammatorischer
Zytokine im Blut und in peripheren Organen (hyper- und hyposekretorische Kri-
se) kdnnen zu schweren Organdysfunktionen bis hin zu MOF und Tod fihren
[38]. In vielen Studien wurde bereits von einer Dysbalance der Plasma-
Zytokinspiegel nach Trauma berichtet. Exzessiv erhdhte Plasmaspiegel von
pro-inflammatorischen Zytokinen wie TNF-a, IL-1 und IL-6 nach Trauma,
schwerem Blutverlust oder Sepsis wurden sowohl in tierexperimentellen als
auch in Patienten-Studien berichtet [4, 97, 98]. Begleitet wird diese pro-
inflammatorische, hypersekretorische Zytokinantwort von einer kompensatori-
schen, anti-inflammatorisch dominierten Zytokinresponse mit dem Ziel, die Ho-
moostase des Immunsystems wieder herzustellen. Diese kompensatorische
Immunantwort, v.a. initiiert durch IL-10, kann zu einer Immunsuppression fuh-
ren, welche ihrerseits die Antwort des Wirtes auf bakterielle Infektion attenuie-
ren kann [99]. Sherry et al. konnten in einer Studie zeigen, dass erhdhte IL-10
Spiegel im Blutplasma von Polytraumapatienten das Risiko fur eine Sepsis er-
héhte [100]. Im vorliegend verwendeten T/H-Modell der Maus zeigten die Tiere
eine Freisetzung von sowohl pro-inflammatorischen als auch anti-

inflammatorischen Zytokinen und Chemokinen in der bronchoalveolaren Lavage

59



Diskussion

12 h - 24 h nach Operation. Trotz der hier gefundenen Erhéhung der CXC
Chemokine KC und MIP-2 in der bronchoalveolaren Lavage von T/H-Mausen
konnte keine veranderte Neutrophilen-Rekrutierung in die Lunge nach T/H-
Induktion festgestellt werden. Ebenfalls in der BAL von T/H Mausen stark er-
héht war HMGB1, ein Mediator, welcher zur Famile der DAMPs gehért. HMGB1
wird aktiv von immunstimulierten Makrophagen freigesetzt [101]. Erhdhte Plas-
maspiegel dieses Mediators wurden in Patienten mit hamorrhagischen Schock
festgestellt, weshalb vermutet wird, dass HMGB1 am direkten Krankheitsverlauf
nach Hamorrhagie bei Patienten und in tierexperimentellen Systemen beteiligt
ist [102]. Beispielsweise bindet HMGB1 an den RAGE Rezeptor, welcher wie-

derum eine Signalkaskade zur p38 und NFkB Aktivierung induziert [103]. Diese

Daten zeigen, dass das hier verwendete T/H Modell der Maus viele Parallelen
zu den bei Polytraumapatienten beobachteten Mediatorprofilen aufweist und

somit als praklinisches T/H-Modell Verwendung finden kann.

5.1.2 Beteiligung der p38 MAPK an der posttraumatischen Immun-

suppression

Die p38 MAPK ist an der Regulation von pro- und anti-inflammatorischen Zyto-
kinen beteiligt [92, 104]. Die in dieser Arbeit beobachtete Erhéhung einzelner
Zytokin- und Chemokinspiegel in der bronchoalveolaren Lavage wurde begleitet
von einer markanten Erhéhung der p38 MAPK im Lungenparenchym nach T/H-
Induktion, verglichen mit Kontroll- und Trauma-Mausen. Nach kurzlich publizier-
ten Arbeiten kbnnten MAPK Signalwege eine kritische Rolle in der beobachte-
ten posttraumatischen Immunsuppression spielen [105, 106]. So regulieren
MAPKSs die Freisetzung von pro-inflammatorischen Zytokinen durch Alveolar-
makrophagen in Rattenlungen nach hamorrhagischem Schock mit Sepsis [105].
In einer Studie konnte gezeigt werden, dass die Inhibition der p38 MAPK eine
adaquate TH1 Antwort in septischen Mausen wiederherstellte und das Uberle-
ben der Versuchstiere deutlich verbesserte [69]. In einer weiteren Studie konnte
aullerdem gezeigt werden, dass die durch Hypoxie induzierte erhdhte Freiset-
zung von IL-6 in Kupffer-Zellen von Mausen durch Inhibition der p38 MAPK in

vitro inhibiert werden konnte [107]. In der vorliegenden Arbeit konnten wir zei-
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gen, dass T/H-Induktion in Mausen zu einer vermehrten Aktivierung der p38
MAPK in den Lungen zu allen untersuchten Zeitpunkten fuhrte. Diese Ergebnis-
se deuten darauf hin, dass der gesteigerten p38 MAPK Aktivitat im vorliegen-
den T/H Modell der Maus potentiell eine bedeutende Rolle bei der Entstehung
einer posttraumatischen Immunsuppression nach T/H-Induktion in der Maus

zukommen kann.

5.2 Infektion bei posttraumatischer Immunsuppression

Um die Auswirkungen der erhdhten MAPK-Aktivitat in den Lungen von T/H-
Mausen auf die Immunabwehr zu untersuchen, wurden Infektionsexperimente
mit Streptococcus pneumoniae durchgefihrt. Infektion von T/H-Mausen mit ge-
ringen und mittleren Keimlasten von S. pneumoniae flhrte zu keiner attenuier-
ten bakteriellen Erregerelimination in den Lungen dieser Mause verglichen mit
S. pneumoniae-infizierten Trauma-Mausen. Diese Daten weisen darauf hin,
dass das Immunsystem von T/H-Mausen keiner vollstandigen Immunparalyse
unterliegt, sondern geringe und mittlere Keimlasten abwehren kann. Die Infekti-
on von T/H-Mausen mit 1,5 x 10’ CFU S. pneumoniae pro Maus filhrte jedoch
zu einer signifikant verschlechterten Keimabwehr in den Lungen von T/H-
Mé&usen verglichen mit Trauma- und Kontroll-Mausen, insbesondere drei Tage
nach Infektion. Dabei erwies sich der Infektionszeitpunkt 24 h nach T/H-
Induktion am fatalsten fur diese Mause. Zeitgleich zeigten S. pneumoniae infi-
zierte T/H-Mause eine stark erhdhte Mortalitat verglichen mit Trauma- und Kon-
troll-Mausen. Diese erhohte Mortalitatsrate wurde begleitet von einer starken
Gewichtsreduktion der T/H-Mause nach Infektion mit S. pneumoniae im Ver-
gleich zu Kontroll- und Trauma-Mausen. Diese Versuche belegen eine reduzier-
te Immunabwehr der Lunge gegenlber S. pneumoniae Infektionen nach T/H-
Induktion, wohingegen Trauma alleine zu keiner verschlechterten Infektabwehr
gegenuber S. pneumoniae Infektionen flhrte. Es lieRen sich allerdings keine
wesentlichen Unterschiede in der pulmonalen Leukozytenrekrutierung von T/H-
Mausen im Vergleich zu Trauma- und Kontrollmausen nachweisen. Insgesamt
I&sst sich aus diesen Daten schlie3en, dass die mit der T/H Induktion einherge-

hende Immunparalyse ursachlich nicht durch veranderte Leukozytenrekrutie-
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rung, sondern eher durch veranderte Effektorzellfunktionen begrindet ist, wel-
che die beobachtete, verringerte pulmonale Bakterienelimination in T/H-Mausen
erklaren. Veranderungen der Immunabwehr nach Polytrauma oder schweren
Operationen sind ein gravierendes, intensivmedizinisches Problem [89, 108-
112], aber es gibt nur wenige Studien Uber pathophysiologische Veranderungen
in der dynamischen Wirt-Pathogen Interaktion der Lunge nach Trauma oder
T/H-Induktion in vivo. So wurde kurzlich berichtet, dass Trauma-Induktion in
Form eines einzelnen Laparotomie-Schnittes in Mausen zu einer verschlechter-
ten Immunabwehr der Lunge gegenuber Staphylococcus aureus Infektionen
fuhren kann [113]. Manderscheid et al. zeigten ebenfalls eine verschlechterte
Keimabwehr in Mausen, die 24 h nach einem Laparotomieschnitt intranasal mit
E. coli infiziert wurden. Zusatzlich zeigten diese Mause eine erhdhte Mortalitat
im Vergleich zu nicht operierten Tieren [85]. In der vorliegenden Arbeit zeigten
jedoch im Widerspruch zu den zuvor genannten Studien Trauma-Mause nach
Laparotomie keine signifikant verschlechterte pulmonale Keimabwehr nach In-
fektion mit S. pneumoniae im Vergleich zu infizierten Kontrollmdusen. Die in
frGheren Studien im Vergleich zur vorliegenden Arbeit berichteten unterschiedli-
chen Suszeptibilitaten von Trauma-Mausen gegenlber bakteriellen Infektionen
kénnten auf Spezies-spezifische Unterschiede zuriickzufliihren sein, jedoch
auch durch Abweichungen in den verwendeten Operationstechniken bzw. un-
terschiedliche Suszeptibilitaten der verwendeten Mausstdamme gegeniber den

verwendeten Erregern bedingt sein.

5.2.1 Verschlechterte Phagozytoseaktivitat residenter Alveolar-

makrophagen nach T/H-Induktion

Residente Alveolarmakrophagen von T/H-Mausen wiesen eine signifikant atte-
nuierte Phagozytosekapazitat im Vergleich zu Trauma- und Kontrollmausen 24
h nach Operation auf. Diese beeintrachtigte Phagozytoseleistung spielt wahr-
scheinlich eine malfigebliche Rolle in der verschlechterten pulmonalen Immun-
abwehr von T/H-Mausen gegenuber inhalierten bakteriellen Erregern. Einige
Studien konnten zeigen, dass Operationen bzw. traumatische Ereignisse eine

verminderte zellvermittelte Immunitat aufgrund verminderter Antigen-
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Prasentation durch Makrophagen induzieren, welches mit einer erhdhten Sus-
zeptibilitat fur Infektionen einhergeht [89]. In einigen Studien wurde beschrie-
ben, dass Trauma-Patienten eine verringerte Expression des humanen Leuko-
zyten-Antigens (HLA-DR) auf Makrophagen aufweisen und dieses mit der Ent-
wicklung einer Sepsis und schweren klinischen Verlaufen korreliert [114-116]. In
der vorliegenden Arbeit beobachteten wir eine verringerte Phagozytosekapazi-
tat residenter Alveolarmakrophagen, welche nicht durch erhdhte Apoptose- o-
der Nekroseraten dieser Zellen erklart werden konnte. Auch in anderen Studien
wurden bereits verminderte Effektorzellfunktionen unterschiedlicher Zellpopula-
tionen nach T/H berichtet [117, 118]. Es ist méglich, dass die hier beobachtete
attenuierte Phagozytoseleistung von AM durch die beobachteten, erhohten IL-
10 Spiegel im bronchoalveolaren Kompartiment der T/H Mause verursacht wur-
de [54]. IL-10 verringert die Phagzytosefunktion von Alveolarmakrophagen und
korreliert mit einer verschlechterten Erregerelimination in Trauma-Patienten
[88].

5.3 Effekt der Inhibition der p38 MAPK auf die posttraumatische
Immunsuppression

Vorversuche zur Wirksamkeit der verwendeten p38 MAPK Inhibitoren zeigten,
dass der p38 MAPK Inhibitor SB203580 weniger effektiv als der Diaryl-Urea
Inhibitor BIRB 796 war. Die Applikation des p38 MAPK Inhibitors BIRB 796 di-
rekt nach Operation flhrte zu einer verbesserten Keimabwehr in den Lungen
von T/H-Mausen verglichen mit Vehikel behandelten T/H-M&ausen. Daraus lasst
sich eine Beteiligung der p38 MAPK an der posttraumatischen Immunsuppres-
sion im Infektionsmodell mit S. pneumoniae ableiten. Obwohl die Unterschiede
in den Lungen-Keimlasten von Inhibitor behandelten T/H-Mausen verglichen mit
Vehikel behandelten T/H-Mausen nicht statistisch signifikant waren, lasst sich
ein deutlicher Trend zur verbesserten Keimelimination in den Lungen von T/H-
Mausen nach Inhibitorapplikation erkennen. Das die beobachteten Unterschie-
de in den Keimlasten kein Signifikanzniveau erreichten, mag auch an den expe-
rimentellen Begleitumstanden liegen, da die aufwandigen und langwierigen o-

perativen Eingriffe an der Maus nur erlaubten, einige wenige T/H-Mause pro
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Tag (n=3-4/Tag) fur nachfolgende Infektionsexperimente mit S. pneumoniae
vorzubereiten. Hieraus ergab sich, dass an aufeinander folgenden Tagen je-
weils generierte T/H-Mause nie mit dem exakt gleichen Pneumokokken-stock
infiziert werden konnten. Dennoch fihrte die Inhibition der p38 MAPK nicht nur
zu einer verbesserten bakteriellen Clearance, sondern auch zu einer Normali-
sierung der Serumparameter GOT, GPT und LDH in T/H Mausen, welches den
Schluss zulasst, dass die Inhibition der p38 MAPK unmittelbar nach T/H auch
organ-protektive Effekte hat. In anderen Untersuchungen konnte bereits gezeigt
werden, dass die Inhibition der p38 MAPK das Uberleben bei polymikrobieller
Sepsis verbessert [69], wahrscheinlich aufgrund der Inhibition Uberschielender
inflammatorischer Mediatorfreisetzung. So zeigten beispielsweise Thobe et al,
dass die Freisetzung von IL-6 nach Hypoxie-Induktion an Kupffer-Zellen der
Maus durch p38 MAPK und nicht ERK oder JNK MAPK Signalwege vermittelt
wird [107]. Auch wenn kirzlich gezeigt werden konnte, dass eine frihe systemi-
sche Expression von TNF-a das Uberleben nach T/H beim Menschen verbes-
sert [119], kbnnen prinzipiell Uberschieende pro-inflammatorische Zytokinant-
worten von IL-6 und TNF-a nach Polytrauma oder schweren Operationen
nachteilig fir den Patienten sein [39, 41, 120]. Die hier aufgezeigte erhdhte
Freisetzung von Zytokinen und Chemokinen in den Lungen von T/H-Mausen im
Vergleich zu Trauma-Mausen lassen jedoch gegenwartig noch keinen endgulti-
gen Aufschluss Uber ihre exakte Wirkung im T/H-Infektionsmodell zu, da Zyto-
kine grundsatzlich pleiotrope Effekte haben. Auch die Redundanz im Zytokin-
netzwerk macht es schwierig, einzelnen Zytokinen eine Beteiligung an post-
traumatischen Immunparalysen beizumessen. So konnte in einer Untersuchung
gezeigt werden, dass die Hemmung einzelner Mediatoren, wie z.B. TNF-a mit
Antikérpern in einem Mausmodell des hamorrhagischen Schocks zu keiner ver-
besserten Uberlebensrate fiihrte [121], wahrend in einer anderen Untersuchung
die Inhibition von IL-10 nach hamorrhagischem Schock in der Ratte zwar zu
einer reduzierten pro-inflammatorischen Zytokinresponse, jedoch zu keinem

verbesserten Uberleben dieser Tiere fiihrte [122].
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5.3.1 Inhibition der p38 MAPK verbessert Phagozytoseleistungen

residenter Alveolarmakrophagen nach T/H-Induktion

In der vorliegenden Arbeit flihrte die Inhibition der p38 MAPK zu einer signifi-
kant verbesserten Phagozytosekapazitat residenter Alveolarmakrophagen und
somit zu einer verbesserten Effektorzellfunktion, welche zugleich die Immunab-
wehr gegenuber sekundaren Infektionen nach T/H deutlich verbesserte. Der
genaue Mechanismus des Effekts der p38 MAPK Inhibition auf die Phagozyto-
seleistung von Alveolarmakrophagen nach T/H ist jedoch bislang unklar und
muss weiter untersucht werden. Hinzu kommt, dass die Inhibition der p38
MAPK zu keinem Uberlebensvorteil von T/H-Mausen mit schwerer Pneumonie
im Vergleich zu Vehikel-behandelten T/H-Mausen fluhrte. In der vorliegenden
Arbeit erfolgte die Inhibition der p38 MAPK einmalig innerhalb der ersten 24 h
nach T/H-Operation. Ob und in wieweit eine repetitive Applikation des p38
MAPK-Inhibitors zu einem verbesserten Uberleben S. pneumoniae-infizierter
T/H-Mause fuhrt, wurde in der vorliegenden Arbeit nicht analysiert. Es kann je-
doch spekuliert werden, dass die exzessive Inhibition der p38 MAPK gleichwohl
zu einer anhaltenden Immunsuppression im Polytraumapatienten fihren kénn-
te, welches schwerwiegende Konsequenzen fir den Patienten haben kann
[123]. Jungste Untersuchungen anderer Arbeitsgruppen lassen vermuten, dass
die Korrektur veranderter zelluldrer Signaltransduktionswege zu fruhen Zeit-
punkten nach Trauma oder Sepsis zu einem verbesserten klinischen Verlauf in
kritisch kranken Patienten fuhren kénnte [70]. Diese Hypothese lasst sich je-
doch auf Grundlage der in dieser Arbeit vorgestellten Daten nur partiell unter-

mauern.
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6. Zusammenfassung

Auch wenn Polytraumapatienten zunachst ihre schweren Verletzungen uberle-
ben, erleidet eine Vielzahl von Patienten eine Immunparalyse, welche sie anfal-
lig fur sekundare Infektionen macht, die ihrerseits wiederum haufig zu septi-
schen Verlaufen und einer erhdhten Letalitat fuhren. In der vorliegenden Arbeit
wurde ein Two-Hit-Modell bestehend aus T/H-Induktion in der Maus mit an-
schlielender Pneumokokkenpneumonie entwickelt, um die Einflisse der p38
MAPK Signaltransduktionswege auf die Immunabwehr der Lunge nach T/H im
tierexperimentellen Modell zu untersuchen. Dieses Modell erlaubt die Untersu-
chung pathophysiologischer Veranderungen bei posttraumatischen Immunpa-
ralysen. Im Detail wurde gepruft, ob eine erhohte MAPK Aktivitat an einer post-
traumatischen Immunparalyse nach T/H Induktion beteiligt ist und ob eine
Hemmung dieser MAPK Aktivitat zu einer verbesserten Immunabwehr gegen-
Uber S. pneumoniae Infektionen fihrt. In der vorliegenden Arbeit wurde festge-
stellt, dass T/H-Mause im Vergleich zu Kontroll- und Trauma-Mausen eine post-
traumatische Immunsuppression erfahren, die sich durch eine verschlechterte
pulmonale Bakterienelimination und erhdhter Mortalitdt nach Infektion mit S.
pneumoniae auldert. Diese attenuierte Keimabwehr wurde begleitet von einer
stark erhéhten pulmonalen p38 MAPK Aktivitat sowie erhdhten pro- und anti-
inflammatorischen Zytokinspiegeln in der bronchoalveoldaren Lavage dieser
Méause. Alveolarmakrophagen von T/H Mausen wiesen eine verringerte Phago-
zytosekapazitat im Vergleich zu Alveolarmakrophagen von Trauma- und Kon-
troll-Mausen auf. Inhibition der p38 MAPK verbesserte die Keimelimination in
den Lungen von T/H-Mausen nach Infektion mit S. pneumoniae. Zusatzlich be-
wirkte die Inhibition der p38 MAPK Signalkaskade eine verbesserte Phagozyto-
seleistung residenter Alveolarmakrophagen von T/H-Mausen. Da die Inhibition
der p38 MAPK zu keiner verbesserten Uberlebensrate von T/H-Mausen nach S.
pneumoniae Infektion fiuhrte, scheint eine therapeutische Inhibition der p38
MAPK zur Verbesserung der pulmonalen protektiven Immunitat bei T/H Patien-
ten zumindest zum gegenwartigen Erkenntnisstand nur eine limitierte klinische

Relevanz zu haben.
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7. Ausblick

Der in der vorliegenden Arbeit eingesetzte Inhibitor BIRB 796 hemmt haupt-
sachlich die p38 a und B Isoformen des MAPK Komplexes. Daher sollten in wei-
terflhrenden Untersuchungen mithilfe von definierten p38 MAPK Knock-out
Mausen Isoform-spezifische Beteiligungen der p38 MAPK an der posttraumati-
schen Immunsuppression evaluiert werden. Zukinftige Untersuchungen sollten
auch die Beteiligung weiterer Signaltransduktionswege, wie beispielsweise der
MAPKs ERK und JNK an der posttraumatischen Immunsuppression evaluieren,
moglicherweise mit spezifischen Inhibitoren fir diese Signaltransduktionswege
oder entsprechenden Knock-out Mausen. Mit dieser Arbeit konnte ein zukuinfti-
ger Angriffspunkt far die Therapie der posttraumatischen Immunparalyse aufge-
zeigt werden. Die Inhibition einzelner MAPKs konnte folglich einen denkbarer
Ansatz darstellen, um post-traumatische Immunsuppressionen in der Klinik zu
verhindern und somit Polytraumapatienten vor Infektionen mit opportunistischen

Krankheitserregern zu schitzen.
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8. Material

8.1 Verbrauchsmaterial

Amersham Hyperfilm™ ECL plus
Brutschrank Function line
Bunsenbrenner Fireboy eco
Combitipps

Counter AC-12

Drigalski Spatel

Einmal-Skalpell 11 mini
Eppendorf Thermomixer comfort
FACS-Rohrchen

(Polystyren, Polypropylen)
Gefrierschrank -20 ° C
Gefrierschrank -80 ° C
Gefrierschrank -80 ° C
Glaswaren

Hybridisierungsofen OV3
Kdhlschrank

Kaltlichtleuchte KL 1500 LCD
Katheter 26 gauge

Kanulen 30 gauge, 24 gauge

Kantile fur intragastrale Applikation

(20 gauge, 38 mm, gerade)
Kryordhrchen

Magnetruhrer RCT basic

96 well Mikrotiterplatten

96 well Mikrotiterplatten (flexibel)
S-Monovetten (Li-Heparin)
Mullbeutel

Neubauer Zahlkammer

(0,0025 mm? Tiefe)

GE Healthcare (Buckinghamshire, UK)
Kendro Laboratory Products (Hanau, D)
Integra Biosciences (Chur, CH)
Eppendorff (Hamburg, D)
Hecht-ASSISTANT (Altnau, CH)

Roth (Karlsruhe, D)

Feather (Osaka, J)

Eppendorf (Hamburg, D)

Falcon/BD Biosciences

(Heidelberg, D)

Liebherr (Bulle, CH)

Kendro Laboratory Products (Hanau, D)
Sanyo (Munchen, D)

Schott Duran, Brand (Wertheim, D)
Biometra Whatman (Géttingen, D)
Liebherr (Bulle, CH)

Leica (Solms, D)

ABBOCATH, Hospira (Gligo, IRL)

BD Bioscience (Heidelberg, D)
Harvard Apparatus

(Massachusetts, USA)

Brand (Wertheim, D)

IKA (Staufen, D)

TPP (Trasadingen, CH)

Falcon/BD Biosciences (Heidelberg, D)
Sarstedt (NUmbrecht, D)

Brand (Wertheim, D)

Brand (Wertheim, D)
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Nylon-Sieb cell strainer 40 um
Objekttrager

Omnifix Spritzen

Pipetboy acu

Pipetten

Pipettenspitzen
Einmal-Pipetten
Reagiergefalie safe seal 0,5 ml
Reagiergefalie safe seal 1,5 ml
Spritzenadapter-Filter, steril,
Wattestabchen

8.1.1 Mikroskope

Stereomikroskop Leica MS 5
Lichtmikroskop DM 1000

8.1.2 Zentrifugen

Heraeus Multifuge 3 S_R
Heraeus BIOFUGE fresco

8.2 Operationszubehor

Anasthesiegasversorgungseinheit

Blutdrucktransducer
Braunoderm

DC-Messverstarker

(zur Anzeige des mittleren Blutducks)

Harvard Pump 11 Plus
Inhalationsanasthesie Maske

Inhalationsnarkotika Verdampfer

BD Biosciences (Heidelberg, D)
Thermo Scientific (Waltham, USA)
Braun (Melsungen, D)

Integra Biosciences (Chur, CH)
Eppendorf (Hamburg, D)
Eppendorf (Hamburg, D)

Sarstedt (Numbrecht, D)

Sarstedt (NUumbrecht, D)

Sarstedt (NUumbrecht, D)

Roth (Karlsruhe, D)

Omnilab (Bremen, D)

Leica (Solms, D)
Leica (Solms, D)

Kendro Laboratory Products (Hanau, D)
Kendro Laboratory Products (Hanau, D)

Fohr Medical Instruments (Seeheim, D)
Fohr Medical Instruments (Seeheim, D)
Braun (Melsungen, D)

Fohr Medical Instruments (Seeheim, D)
Fohr Medical Instruments (Seeheim, D)

Fohr Medical Instruments (Seeheim, D)

Fohr Medical Instruments (Seeheim, D)
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Inhalationsanasthesie-
Einleitungsrohre

7-0 Perma-Hand Ethicon Faden
5-0 Naturseide Faden
Operationsbesteck

(Pinzetten, Schere, Nadelhalter)
Octenisept
Polyethyleneschlauch

Rasierer

Skalpell

Fohr Medical Instruments (Seeheim, D)

Johnson & Johnson (Woluwe, B)
atgut (Markneukirchen, D)
FST (Heidelberg, D)

Schulke & Mayr (Norderstedt, D)
Smith Medical (Kent, UK)
Indulab (Gams, CH)

Feather (Osaka, J)

8.3 Protein Gelelektrophorese und Western Blot

Gel Kassette Criterion
PowerPac™ HC Power Supply
Trans-Blot® SD Semi-Dry
PVDF Membran Immobilon

PP Reagiergefalte, 14 ml,steril
serologische Pipetten, steril
Schiittler WT 12

Schattler Duomax 1030
Chemismart 5000

BIORAD (Mudnchen, D)

BIORAD (Minchen, D)

BIORAD (Minchen, D)

Millipore (Billerica, USA)

Greiner Bio one (Solingen-Wald, D)
Sarstedt (Nimbrecht, D)

Biometra Whatman (Géttingen, D)
HEIDOLPH (Schwabach, D)

Vilber Lourmat (Eberhardzell, D)

8.4 Infektion, BAL, Lungenhomogenat und CFU Bestimmung

Blutagarplatten (Columbia)
Einmal-Cytofunnel Shandon
Einmal-Insulinspritze

mit integrieter Nadel (Omnican)
Homogenisierstab IKA T10
basic Ultraturrax
Reagiergefalte 15 ml
Reagiergefalte 50 ml

Becton Dickinson (Heidelberg, D)
Thermo Scientific (Waltham, USA)
Braun (Melsungen, D)

IKA (Staufen, D)

Sarstedt (NUmbrecht, D)
Sarstedt (NUmbrecht, D)
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Sensorturn
Spritzen 1, 5, 10, 20 ml steril
Trachealintubationsstander

Zytozentrifuge Cytospin 4

8.5 Software

Bio-1-D Software
SoftMaxPro Software

8.6 Reagenzien

Accutase

Annexin Binding Buffer

Aprotinin

Azur Eosin-Methylenblau Lésung
BCA Protein Assay Kit

BSA

DMSO

Dulbecco’s PBS 10x

ECL Reagenz pus

EDTA, versen

Ethanol

FCS fetal bovine serum gold
Giemsa

Glucose

Hank's balanced salt solution (HBSS)
ohne Phenolrot

HEPES

Isotonische Natrium-Chlorid
Lésung 0,9%

Jonosteril

Roth (Karlsruhe, D)

Braun (Melsungen, D)

Fohr Medical Instruments (Seeheim, D)
Thermo Scientific (Waltham, USA)

Vilber Lourmat (Eberhardzell, D)

Molecular Devices (Sunnyvale, USA)

PAA (Paching, Osterreich)

BD Pharmingen (San Jose, USA)
Sigma (Munchen, D)

Merck (Darmstadt, D)

Pierce Protein Research Products (Wal-
tham, USA)

Sigma (Munchen, D)

Roth (Karlsruhe, D)

PAA (Paching, Osterreich)

Amersham Bioscsiences (Freiburg, D)
Biochrom (Berlin, D)

Roth (Karlsruhe, D)

PAA (Paching, A)

Invitrogen (Darmstadt, D)
PAA (Paching, Osterreich)

Invitrogen (Darmstadt, D)

Braun (Melsungen, D)

Fresenius Kabi (Bad Homburg, D
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KHCO3

Laemmli’s Protein Ladepuffer
L-Glutamin

Leupeptin

LPS

May-Grinwald's
Eosin-Methylenblau Lésung
Methanol

2-Mercaptoethanol
Milchpulver blotting grade
Na-Azid

Natrium-Bicarbonat
Na-EDTA, Titriplex Il
Natrium-Orthovanadat
Natrium-Pyruvat

NH,4CI
Octagam
PEG 400
Phagotest™

Pen/Strep

PMSF

Precision plus Protein Standard
Dual Color

Propidiumjodid

RPMI 1640 mit Phenolrot,

ohne L-Glutamin

20 % SDS Rotistock
Todd-Heuwitt-Broth (THB)

Titriplex Il

Tween 20 molecular biology grade

Merck (Darmstadt, D)
BIORAD (Mudnchen, D)
Invitrogen (Darmstadt, D)
Sigma (Munchen, D)
Sigma (Munchen, D)
Merck (Darmstadt, D)

Roth (Karlsruhe, D)
Invitrogen (Darmstadt, D)
Roth (Karlsruhe, D)
Sigma (Munchen, D)
PAA (Paching, A)

Merck (Darmstadt, D)
Sigma (Munchen, D)
PAA (Paching, A)

Merck (Darmstadt, D)
Octapharma (Langenfeld, D)
Roth (Karlsruhe, D)
Orpegen (Heidelberg, D)
Invitrogen (Darmstadt, D)
Roth (Karlsruhe, D)
BIORAD (Mudnchen, D)

BD Pharmingen (San Jose, USA)
PAA (Paching, A)

Roth (Karlsruhe, D)
Oxoid (Basingstoke, UK)
Merck (Darmstadt, D)
Promega (Madison, USA)

72



Material

8.7 Narkose

Desfluran
Isofluran

Ketamin

Rompun

8.8 Antikorper
F4/80 FITC

p38 MAP Kinase
(1:1000 verdunnt)

Phospho-p38 MAPK
(1:1000 verdinnt)

Peroxidase-konjugiertes
AffiniPure Donkey Anti-Rabbit 1IgG
1:10.000 verdunnt

8.9 Inhibitoren

BIRB 796
SB203580

8.10 ELISA
HMGB1 ELISA Kit

IL-6, IL-10, IL-1Ra, TNF-q,
MIP-2 und KC ELISA Kits

Baxter (Deerfield, USA)
Baxter (Deerfield, USA)
aniMedica GMbH
(Senden Bosensell, D)

Bayer (Leverkusen, D)

AbD Serotec (Dusseldorf, D)

Cell Signaling Technology

Cell Signaling Technology

Jackson ImmunoResearch (West
Grove, USA)

Axon Medchem (Groningen, NL)

Jena Bioscience (Jena, D)

IBL (Hamburg, D)

R&D Systems (Minneapolis, USA)
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8.11 Zellkultur

MH-S Zellen
MH-S Zellkulturmedium

Zellkulturflaschen T25, T75
48-well Zellkulturplatte

8.12 Puffer

8.12.1 Western Blot
Lyse-Puffer

PBS 1x

ATCC (Wesel, D)

RPMI 1640

2 mM L-Glutamin

5 ml Pen/Strep

1,5 g/l Natrium-Bicarbonat
4,5 g/l Glucose

10 mM HEPES

1 mM Natrium-Pyruvat
500 ul B-Mercaptoethanol
10% FCS

steril filtrieren

Greiner Bio one (Solingen-Wald, D)
Greiner Bio one (Solingen-Wald, D)

20 mM HEPES, pH 7,7

50 mM NaF

50 mM NacCl

1% Triton-X-100

10 ug/ml Aprotinin

10 ug/ml Leupeptin

in Aqua dest. I6sen, vor Benutzung da-
zu geben:

0,5 mM PMSF in Ethanol gelost

0,1 % Na-Orthovanadat

10 x PBS 100 mi
Aqua dest. 900 ml
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0, 05 % PBST

1 % Milchpulver in PBST

5 % Milchpulver in PBST

Stripping Solution

8.12.2 FACS Analysen

Annexin Binding Buffer

Erylyse (10x)

FACS-Puffer

Octagam

Propidiumjodid

1 x PBS
0,05 % Tween 20

Milchpulver 19
0,05 % PBST 100 mi

Milchpulver 549
0,05 % PBST 100 mi
10 % SDS

1M Tris/HCI pH 6,7
+ 0,7 % 2-Mercaptoethanol

1:10 mit Aqua dest. verdinnt

NH4CI 82,6 g
KHCO3 10,0 g
Titriplex 0,429

mit Aqua dest. auf 1 L auffillen
pH 7,4

BSA 59

2 % Na-Azidlésung 5 ml

mit 1 x PBS auf 500 ml auffillen
1:5 mit FACS-Puffer verdiunnt

1 mg/mlin 1 x PBS gelost

Gebrauchslésung: 1:20 mit 1 x PBS

verdinnt
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8.12.3 BAL

PBS/EDTA 46,3 ml 1 x PBS
3,7 ml EDTA versen
pH 7,2 mit NaOH einstellen
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