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1 EINLEITUNG 

Traumata verschiedener Genese führen zu Veränderungen im Immunsystem von 

Mensch und Tier, die in schweren Fällen zu Multiorganversagen und Tod führen 

können. Auch extrapulmonal lokalisierte Traumata leiten dabei häufig eine 

Immunmodulation ein, die sich über z.T. noch unbekannte Umstände auf die Lunge 

ausweiteten und dort durch Inflammation ein acute respiratory distress syndrome 

auslösen kann. Gleichzeitig erhöht sich die Infektanfälligkeit des gesamten 

Organismus aufgrund der gleichzeitig eintretenden Immunsuppression. Die 

Pathologie dieses Geschehen ist noch nicht vollständig verstanden, hat jedoch 

beträchtliche Konsequenzen in der Human- wie der Tiermedizin wegen der daraus 

entstehenden möglichen sehr ernsten Komplikationen bei der Behandlung von 

Patienten nach schweren Verletzungen oder nach großen Operationen.  

Es gibt verschiedene in vivo Tierversuchsmodelle zum acute respiratory distress 

syndrome, wie z.B. Untersuchungen zur Wirkung von mesenterialer Ischämie/ 

Reperfusion, Hämorrhagischem Schock, Knochenfraktur, Trauma des Hinterbeins 

durch Explosion („blast trauma“), Verbrennung, experimentelle Pankreatitis oder 

Kombination einzelner Traumata als Polytrauma. Die entsprechenden 

Untersuchungen beschäftigen sich speziell mit der immunologischen Veränderungen 

in der Lunge nach Traumatisierung. Allerdings gibt es dabei zu bedenken, dass jedes 

einzelne Traumageschehen eine spezifische Immunmodulation zur Folge hat. 

Vor dieser Arbeit war bekannt dass insbesondere Skelettmuskeltraumata die 

Einwanderung von Granulozyten, Makrophagen und Dendritische Zellen in den 

traumatisierten Muskel induzieren und in einer Verschiebung der lokalen 

Homöostase resultieren bis hin zu einer Immunsuppression im drainierenden 

Lymphknoten. Die beobachteten Mechanismen gaben Anlass zur Vermutung dass 

auch weitere Zell- sowie Organsysteme von der Immunmodulation nach stumpfem 

Weichteiltrauma betroffen sein könnten. In dieser Arbeit werden in erster Linie die 

immunologischen Veränderungen in der Lunge und dem Blut von Mäusen nach 

Weichteiltrauma auf den Wadenmuskel untersucht. Besonders der zelluläre Status 

und die inflammatorische sowie antiinflammtorische Zytokinbeteiligung werden 

überprüft. Im Infektionsmodell wird zudem der Einfluss einer Sekundärinfektion mit 
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dem typischen Hospitalismuskeim Pseudomonas aeruginosa auf das Immunsystem 

der Lunge nach Skelettmuskeltrauma ermittelt. 
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2 LITERATURÜBERSICHT 

2.1 DAS IMMUNSYSTEM – EIN ÜBERBLICK 

Das Immunsystem (von lat. immunis „frei“, „rein“) wird von Zellen und Molekülen 

gebildet, welche durch ein komplexes Zusammenspiel den Organismus von 

Lebewesen vor eindringenden Pathogenen und körpereignen, entarteten Zellen 

schützen. Dieses Abwehrsystem dient der Aufrechterhaltung der physiologischen 

Homöostase und der Verhinderung von Gewebeschäden indem 

krankheitserregende, körperfremde Mikroorganismen erkannt und eliminiert sowie 

fehlerhafte Körperzellen zerstört und entfernt werden. Bakterien, Viren, Pilze, 

Einzeller wie Protozoen oder Plasmodien und Mehrzeller z.B. Parasiten stellen 

typische Krankheitserreger dar, die eine aktive Immunantwort zur Folge haben. Die 

Entwicklung einer individuellen „immunologische Toleranz“ dient dem Schutz des 

Körpers vor der Zerstörung gesunder und körpereigener Strukturen sowie zur 

Verhinderung vor Immunreaktionen auf apathogene, körperfremde Moleküle [1]. 

Hierbei wird Selbst von nicht- Selbst unterschieden, welches der Erhaltung der 

individuellen Unversehrtheit dient [2-4]. 

Das Immunsystem von Menschen und Wirbeltieren setzt sich aus einer passiven 

Barriere und aktiven angeborenen sowie erworbenen (adaptiven) Immunantworten 

zusammen (s.Abb. 2.1). Phylogenetisch entwickelte sich die komplexe Kombination 

aus angeborenem und adaptivem Immunsystem aus der schon früh 

stammesgeschichtlich vorhandenen angeborenen Immunabwehr [5], welche auch in 

Einzellern zu finden ist [6]. Überwinden Erreger die physikalische Abwehr aus Haut 

und Schleimhaut, ergänzt durch chemische Komponenten [7, 8] wie antimikrobielle 

Substanzen in Speichel, Mukus und Schweiß, werden die unterschiedlichen, sich 

ergänzenden aktiven Komponenten aus Rezeptoren, Mechanismen und 

Reaktionskaskaden zur Erkennung von Pathogenen des angeborene und 

erworbenen Immunsystems aktiviert [9-11]. Alle beteiligten Immunabwehrzellen 

stammen von pluripotenten hämatopoetischen Stammzellen (engl. haematopoetic 

stem cells, HSCs) des Knochenmarks ab, welche sich über lymphatische und 

myeloide Vorläuferzellen entweder zu B-, T- Zellen und Neutralen Killer (NK)- Zellen 

oder Zellen der Phagozytenreihe (gr. phagein „fressen“) wie Monozyten, 
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Makrophagen, dendritischen Zellen (engl. dendritic cells, DCs), Mastzellen und 

Granulozyten weiterentwickeln [12]. 

 

Abb. 2.1 Überblick der immunologischen Abwehr. Mikrobielle Abwehr zusammengefasst 
in 3 Stufen: 1 anatomische und physische Barriere; 2 angeborenes Immunsystem: 2a 
zelluläre Abwehr und 2b humorale Bestandteile des angeborenen Immunsystems; 3 
adaptives Immunsystem: 3a zelluläre Abwehr und 3b humorale Bestandteile des 
erworbenen Immunsystems. Brückenbildner zwischen angeborenem und erworbenem 
Immunsystems stellen beispielsweise DCs und NKT- Zellen (Neutrale Killer- T- Zellen) dar 
(adaptiert und modifiziert nach American Academy of Allergy, Asthma & Immunology, 2010 
[13])  

 

2.1.1 DAS ANGEBORENE IMMUNSYSTEM 

Das angeborene Immunsystem setzt sich zusammen aus zellulären und humoralen 

(lat. humor „Flüssigkeit“) Bestandteilen, deren Struktur genetisch festgelegt ist. Es 

reagiert unvermittelt nach Fremdkontakt innerhalb von Minuten und führt zu einer 

unspezifischen, nicht auf bestimmte Antigene festgelegten Abwehrreaktion.  
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2.1.1.1 LÖSLICHE FAKTOREN 

Die Hauptaufgaben der mehr als 30 Plasma- Glykoproteine des 

Komplementsystems, wie beispielweise Proteasen, Anphylatoxine oder Lektine, 

bestehen in der Detektion, Bindung und zum Teil Destruktion von in den Körper 

eindringenden, pathogenen Strukturen durch Lyse sowie Aktivierung und 

Rekrutierung von Entzündungszellen, Erhöhung der Gefäßpermeabilität und 

Beseitigung von Immunkomplexen aus Antigenen und Antikörpern [14, 15]. Zur 

effektiven Eliminierung von Fremdstoffen im Zusammenspiel von Komplement und 

phagozytotischen Immunzellen, heften sich Bestandteile des Komplementsystems 

über Rezeptoren an die Oberfläche des detektierten Pathogens und markieren es so 

erkenntlich zur Phagozytose (Opsonierung). Einzelne Fragmente von 

Komplementproteinen können als Zytokine zur Aktivierung von Immunzellen dienen 

[16], u.a. als potente Aktivatoren von Granulozyten [17]. 

Zytokine als Entzündungsmediatoren spielen eine wichtige Rolle in der Vermittlung 

sowie Regulierung von Differenzierung, Aktivierung und Kommunikation zwischen 

den Zellen des Immunsystems [18]. Diese humoralen Botenstoffe sind kleine bis 

mittelgroße Polypeptide, welche hauptsächlich von immunologischen Zellen wie 

Lymphozyten und Antigen- präsentierenden Zellen (engl. antigen presenting cells, 

APCs) aber auch von anderen Zellen u.a. Endothel oder Keratinozyten sezerniert 

werden. Eine Untergruppe der Zytokine stellen Chemokine dar, welche 

proinflammatorisch chemotaktische Wirkung auf immunologische Zellen haben [19, 

20]. Zytokine werden über spezifische Transmembranrezeptoren, mit hoher Affinität 

für das jeweilige Zytokin, auf der Oberfläche der Zielzellen gebunden [21], wodurch 

das extrazelluläre Signal des Zytokins in ein intrazelluläres Signal, meist in 

Kombination von Gentranskription, umgewandelt wird [18]. Zytokine werden je nach 

Auswirkung auf Entzündungsprozesse eingeteilt in proinflammatorische Zytokine wie 

z.B. tumor necrosis factor (TNF)- ", Interferon (IFN)- $, Interleukin (IL)- 1, IL- 2, IL- 6, 

IL- 8, IL- 12 und antiinflammatorische Zytokine wie z.B. IL- 10 und transforming 

growth factor (TGF)- ! [22, 23].  

Auch eine Reihe weitere Botenstoffe wie z.B. Proteasen und Prostaglandine E2 

(PGE2) sind an der Signalübertragung der angeborenen Immunantwort beteiligt. 
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2.1.1.2 ZELLULÄRE KOMPONENTEN 

Zu den Zellen des angeborenen Immunsystems gehören Monozyten, Makrophagen, 

DCs, basophile, eosinophile und neutrophile Granulozyten und NK- Zellen. Sie alle 

erkennen invadierte Pathogene über pathogen associated molecular patterns 

(PAMPs), invariante molekulare Strukturen des mikrobiellen Metabolismus, welche 

einzigartig für Mikroorganismen sind. Hierzu gehören bakterielle 

Zellwandbestandteile wie Peptidoglycan und Lipopolysaccharid (LPS), bakterielles 

Flagellin, bakterielle oder virale RNA (engl. ribonucleic acid) oder bestimmte nicht-

methylierte DNA (engl. deoxyribonucleic acid)- Sequenzen von Bakterien wie CpG 

(Cytosin- Phophat- Guanin)- Oligonukleotide [24, 25]. Zur Erkennung der PAMPs und 

zur Unterscheidung zwischen körpereigenen und -fremden Strukturen, verfügen die 

Zellen des angeborenen Immunsystems über Rezeptoren, PRRs (engl. pathogen or 

pattern recognition receptors) genannt [26]. Zu den wichtigsten PRRs gehören die 

extrazellulär oder in der Endosomenmembran gebundenen Toll- ähnlichen 

Rezeptoren (engl. toll- like receptors, TLRs). Über TLRs werden nach 

Antigenkontakt, mittels Transkription in der Trägerzelle, Signalkaskaden ausgelöst, 

welche zur Aktivierung der immunologischen Abwehr führen [27-29]. Die 

intrazelluläre Aktivierung des Transkriptionsfaktors nuclear factor kappa B (NF#B) 

und der mitogen- activated protein kinase (MAPK)- regulierten Transkriptionsfaktoren 

durch TLR- Kommunikation führt über die Kombination der vier bekanntesten 

Adapterproteine MyD88, TIR- domain- containing adapter protein (TIRAP)/ 

myeloid adaptor- like protein (MAL), TIR- domain- containing adaptor inducing IFN- ! 

(TRIF) und TRIF- related adaptor molecules (TRAM). Grob können die Signalwege in 

MyD88- oder TRIF- mediiert eingeteilt werden. Die an der externen Oberfläche von 

Trägerzellen lokalisierten Transmembranrezeptoren TLR2 [30-32] und TLR4 

beispielsweise navigieren mittels TIRAP/ MAL MyD88- abhängig und TLR4 

zusätzlich noch MyD88- unabhängig über TRAM TRIF- abhängig die 

Signaltransduktion [33, 34]. Die Hauptaufgaben der phagozytischen Zellen des 

angeborenen Immunsystems bestehen in der Eliminierung von Pathogenen durch 

Phagozytose, Zytokinsekretion und Antigenpräsentation durch Makrophagen und 

DCs. Die phagozytierten und prozessierten Antigene werden durch Makrophagen 

und DCs über Haupthistokompatibilitätskomplexe (engl. major histocompatibility 

complex, MHC) der Klasse I und II den Zellen des adaptivem Immunsystems 
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präsentiert und stellen so die Brücke zwischen angeborenem und erworbenem 

Immunsystem dar.  

Neben Phagozytose, Zytokinproduktion und Antigenpräsentation sind Makrophagen 

auch bestimmend an Heilungsprozessen durch Förderung von Granulationsgewebe 

und Angiogenese beteiligt [35, 36]. Gewebeständige Makrophagen stammen von 

Monozyten ab, welche unter physiologischen oder inflammatorischen Konditionen 

aus dem Blut ins Gewebe einwandern und sich dort zu Makrophagen oder z.T. auch 

DCs differenzieren [37, 38]. Abhängig von ihrer Lokalisation oder Funktion werden 

Makrophagen auch in der Lunge als Alveolar Makrophagen (AM), in der Leber als 

Kupffer- Sternzellen, in Knochen und Knorpel als Osteo- bzw. Chrondoklasten 

genannt [39-41]. 

Ausgereifte DCs sind professionellen APCs, welche im Gegensatz zu Makrophagen 

eine primäre Immunantwort durch direkte Aktivierung naiver T- Zellen veranlassen 

können [42, 43] oder durch Präsentation von Selbst- Antigen zu einer Toleranz 

gegenüber körpereigenen Strukturen von T- Zellen beitragen um vor 

Autoimmunreaktionen durch autoreaktive T- Zellen zu schützen [44, 45]. Nach 

Aufnahme einer Fremdstruktur als unreife DCs (engl. immature DCs, iDCs) verlieren 

sie ihre phagozytischen Eigenschaften und differenzieren sich auf dem Weg zu 

sekundär lymphatischen Organen von unreifen Antigen- aufnehmenden in reife 

APCs (s.Abb. 2.2). iDCs, mit einer geringen Expression an MHC- II- und B7-

Molekülen, kommen in allen Organen und im Blut vor, überwiegend aber in 

Oberflächenepithelien. Die Reifung wird durch die Erkennung von mikrobiellen 

Strukturmolekülen über PRRs, aber auch durch pro- und antiinflammatorische 

Mediatoren wie Zytokine (TNF- ", IL- 1, IL- 6, IL- 10, TGF- !) [46] oder PGE2 [47] und 

durch Ligation mit T- Zellen über CD40 (engl. cluster of differentiation) [48] induziert. 

Zusätzlich können auch angeborene Lymphozyten wie $%- T- Zellen, Neutrale Killer-

T (NKT)- Zellen und NK- Zellen durch Präsentation körpereigener Moleküle von 

transformierten Zellen zur Entwicklung der DCs beitragen [49, 50]. Während des 

Reifungsprozess kommt es zu einem phänotypischen Wandel der DCs, wobei die für 

ausdifferenzierte DCs charakteristischen Moleküle MHC- II-, CD40- , B7.1- (CD80) 

und B7.2- (CD86) und der Chemokinrezeptor 7 (CCR7) gesteigert an der 

Zelloberfläche exprimiert werden [51-53].  
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Abb. 2.2 DC- Reifung nach Antigenkontakt. Die sich aus HSCs entwickelten iDCs 
rekrutieren aus dem Knochenmark in periphere Gewebe, wo sie Antigene aufnehmen und 
über einen endosomalen MHC- Klasse- II- Signalweg prozessieren können. Während der 
Migration zu den drainierenden Lymphknoten zur Antigenpräsentation vollziehen die DC 
einen phänotypischen Reifungsprozess bei dem es zu einer erhöhter Expression von CD40, 
CD80, CD86, MHC- II- Molekülen und CCR7 an ihrer Oberfläche kommt. Über die 
Präsentation von Antigenpeptidfragmente über MHC- II- Moleküle und Interaktion mit 
antigenspezifischen Lymphozyten, wird der funktionelle Reifungsprozess abgeschlossen. 
Dies zeichnet sich durch Aktivierungskompetenz gegenüber anderer Immunzellen, wie T- B-
und NK- Zellen, sowie Zytokinproduktion aus (adaptiert von HACKSTEIN und Mitarbeiter, 
2004 [54]). 

 

Nach Migration in sekundär lymphatische Organe, werden T- Zellen über komplexe, 

Rezeptor- vermittelte Signalkaskaden aktiviert und zur klonalen Proliferation 

stimuliert. Zusammengefasst in 3 Aktivierungssignale (dargestellt in Abb. 2.3) 

verbindet sich im Erstkontakt der T- Zell- Rezeptor (engl. t- cell receptor, TCR) mit 

dem über MHC- II präsentierten Antigen auf der DC- Oberfläche, was dann zu 

weiteren Interaktionen von ko- stimulatorischen- Molekülen wie z.B. CD80 und CD86 

von DCs mit CD28 auf der T- Zelle führt oder CD40 mit CD40 der jeweiligen Zelle 

[55, 56]. Als 3. Komponente der T- Zell- Aktivierung steht die Polarisation der T-

Helfer- Zellen (TH) über Zytokine [57, 58] und andere Faktoren wie z.B. CD70- 
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Exprimierung auf murinen DCs [59] und Rezeptor- Liganden- Bindung [60, 61]. Das 

Fehlen von Co- stimulatorischen Signalen führt zu Anergie oder Apoptose der T-

Zellen [18, 62].  

 
Abb. 2.3 Aktivierung von TH- Zellen. Die Signalkaskade zu Aktivierung von naiven CD4+-
T- Zellen benötigt die Interaktion der Antigen- präsentierenden MHC- Moleküle der APCs 
(hier DC) mit dem antigenspezifischen TCR auf der T- Zelle(1), Verbindung der ko-
stimulatorischen Moleküle (CD28 auf der T- Zelle mit CD80/86 der APCs; CD40 mit CD40) 
(2) und Sekretion von Zytokinen(3). Diese fördern die Polarisation der TH0- Zellen in TH1-
oder TH2- Richtung (adaptiert und modifiziert nach KASPENBERG und Mitarbeiter, 2003 
[63]). 

 
DC haben mittels ihrer Produktion an Zytokinen einen weitreichenden Einfluss auf 

andere Immunzellen [64]. Besonders im Entzündungsgebiet und auch in 

lymphatischen Organen besteht eine enge Assoziation zwischen NK- Zellen und DCs 

[65, 66] u.a. durch sezerniertes IL- 12 [67, 68] oder direkte NK- Zell- Aktivierung über 

Zellkontakt mittels DCs [69] (s. Abb. 2.4). Die korrelative IL- 12- Sekretion stimuliert 

und aktiviert beide Zellpopulationen und führt in den DCs zu einer erhöhten IL- 18- 

oder IFN Typ I-Freisetzung, welche wiederum die Zytotoxizität in den NK- Zellen 

steigert [70, 71]. NK- Zellen wiederum nehmen regulatorisch Einfluss auf DCs indem 

sie iDCs lysieren, was zu einer qualitativ besseren Immunantwort über effizientere 

Antigenpräsentation durch ausgereifte DCs führt [72]. Die lymphoiden NK- Zellen als 

Effektorzellen des angeborenen Immunsystems können über ihre klassische 

zytotoxischen Funktion [73, 74] die Apoptose von infizierten oder entarteten Zellen 

nach Erkennung mittels PRRs [75, 76] und Unterscheidung zu körpereigenen, 

gesunden Zellen [77-79] einleiten. Dies geschieht entweder über Zelllyse durch 

Enzymen wie Perforin, Granzyme oder aber Rezeptor- vermittelt (z.B. über 
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Fas/ CD95; tumor necrosis factor related apoptosis inducing ligand, TRAIL) und 

Caspase- abhängig [80]. Mittels ihrer regulatorischen Fähigkeiten durch Zytokin- und 

Chemokinsekretion sowie durch direkten Zellkontakt nehmen aktivierte NK- Zellen 

großen Einfluss auf das angeborene sowie erworbene Immunsystem [81-84]. Über 

IL- 12 rekrutierte NK- Zellen beispielweise fördern eine TH1- Immunantwort durch 

IFN- $- Produktion und Sekretion, was wiederum zu einer Verstärkung der zellulären 

Immunantwort führt [85-87]. Neben der hauptsächlichen Sekretion an IFN- $, 

granulocyte- macrophage colony- stimulating facor (GM- CSF), und TNF- " [87, 88], 

können NK- Zellen auch TH2- assoziierte Zytokine wie IL- 5, IL- 10 und IL- 13 

produzieren [89, 90]. Im Gegensatz zu anderen Lymphozyten kann die Aktivierung 

von NK- Zellen (z.B. durch Makrophagen und DCs [74, 76]) oder durch direkte 

PAMP- Erkennung [91]) mit einer Differenzierung zu Gedächtniszellen [92-94] 

einhergehen, jedoch unabhängig von spezifischer Antigen- Erkennung und ohne 

klonale Expansion [95, 96]. 

 

Abb. 2.4 Interaktion zwischen NK- Zellen und DCs. 1+ 3 Aktivierte DCs sezernieren 
proinflammatorische Zytokine wie IL- 12, IL- 15, IL- 18 und IFN Typ I, welche wiederum NK-
Zellen stimulieren. IL- 18 und IFN Typ I fördern die Zytotoxizität in NK- Zellen, wobei IFN 
Typ I zusätzlich zu einer erhöhten NK- Zell- Proliferation führt. 2 Das von aktivierten NK-
Zellen poduzierte IFN- $ unterstützt die DC- Reifungsprozesse und polarisiert die 
Immunantwort in Richtung TH1. 4 Durch die Eliminierung von iDCs durch aktivierte NK-
Zellen, wird eine verbesserte Antigenpräsentation durch ausdifferenzierte DCs gefördert 
und somit eine adaptive Immunantwort induziert (modifiziert nach ALTFELD, 2011[97]) 
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Mastzellen, basophile und eosionophile Granulozyten sind typischerweise an 

allergischen Reaktionen und immunologischer Abwehr gegen Parasiten beteiligt. Sie 

haben eine eher untergeordnete Rolle während steriler Entzündungsprozesse [98-

100]. 

 

2.1.1.3 GRANULOZYTEN 

Die zu den Phagozyten gehörigen Granulozyten (lat. granulum „Körnchen“) werden 

auch polymorphkernige Leukozyten (gr. poly „viele“; gr. morph „Gestalt“, PMNs) 

wegen der vielgestaltigen Form des Zellkerns genannt. Die Einteilung der funktionell 

unterschiedlichen PMNs in basophile, eosinophile und neutrophile Granulozyten 

geschieht namensgebend aufgrund des Färbeverhaltens ihrer Granula in der 

Giemsa- Färbung. Diese vielgestaltigen, aber kurzlebigen Zellen machen ca. 2/3 der 

Blutleukozyten aus, wovon der größte Teil neutrophile Granulozyten sind [101]. 

Granulozyten werden nach Bildung im Knochenmark ins Blut abgegeben und können 

nach Aktivierung über humorale Botenstoffe aktiv ins Gewebe einwandern. Dieser 

mehrstufige Diapedeseprozess (gr. dia „hindurch“, gr. pedan „springen“) aus den 

Blutgefäßen zum Ort der Entzündung umfasst Entlangrollen an der Gefäßwand 

(Rolling) über lose Bindungen von L- Selektin auf den Granulozyten an P- und E-

Selektin auf dem Gefäßendothel (Capture), Erhöhung der Integrin- Affinität auf dem 

Gefäßendothel durch Chemokine wie IL- 1 und TNF- ", was zu einem verlangsamten 

Rolling der Granulozyten führt (slow Rolling) [102], Adhäsion der Granulozyten 

mittels Integrinen an Adhäsionsmolekülen wie VCAM- 1 (engl. vascular cell 

adhesions molecule- 1) und ICAM- 1 (engl. intracellular adhesions molecule- 1) [103, 

104] der endothelialen Oberfläche mit einhergehender Formveränderung des 

Zytoskeletts der Granulozyten mit einer Varianz des Zelldurchmesser von 2 bis 15!m 

sowie Volumenverlust [105], und zuletzt Durchtritt durch das Endothel ins Gewebe 

[106] (Transmigration) mit Hilfe der Expression verschiedener Adhäsionsmoleküle 

wie z.B. PECAM- 1 (engl. platelet endothelial cell adhesions molecule- 1) [107, 108]. 

Dem Zytokin- Konzentrationsgradienten folgend migrieren die Granulozyten mittels 

Ausbildung von Pseudopodien in ihr Zielgewebe [109]. Die einzelnen Vorgänge sind 

in Abb. 2.5 veranschaulicht. 
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Abb. 2.5 Diapedese von Granulozyten aus dem Gefäßlumen in Entzündungsgewebe. 
Zur Vorbereitung der transendothelialen Migration von PMNs werden lose Verbindungen 
zwischen der an der Gefäßwand entlangrollenden Zelle und der Endotheloberfläche über 
Selektine geknüpft (Capture). Dies führt zu einer verlangsamten Bewegung der PMNs (slow 
Rolling) und letztendlich zu einer Adhäsion der sich transformierenden PMNs an der 
Gefäßwand durch Interaktion von Integrinen an der Granulozytenoberfläche und 
Adhäsionmolekülen des Endothels. Über komplexe Bindungsprozesse der PMNs mit den 
Molekülen der endothelialen Zell- Zell- Verbindungen wie PECAM- 1 migrieren die PMNs 
durch die endotheliale Gefäßwand in Richtung Zielgewebe (adaptiert und modifiziert nach 
YUAN et al, 2012 [110]). 

 
Nicht nur infizierte, sondern auch beispielsweise traumatisch bedingte sterile 

Entzündungsprozesse führen zur Aktivierung von neutrophilen Granulozyten [111-

113]. Neutrophile Granulozyten sind maßgeblich an der angeborenen Immunantwort 

durch Wunddebridement im entzündeten oder verletzten Gewebe und Beseitigung 

von Fremdstrukturen über ihre phagozytische sowie antimikrobielle Eigenschaften 

beteiligt [6, 114, 115]. Nach Erkennung der Pathogene über PRRs auf der 

Granulozytenoberfläche und Opsonierung durch Komplement werden diese 

phagozytiert sowie mittels in Granula befindlichen Enzymen eliminiert oder über 

Sekretion von reaktiven Sauerstoffspezies (engl. reactive oxigen species, ROS) und 

Bildung von NETs (engl. neutrophil extracellular traps) abgetötet [116-118]. Bei der 

sauerstoffabhängigen Bakterienabtötung produzieren zelleigene Nicotinamid-Adenin-

Dinukleotid- Phosphat (NADPH)- Oxidasen [119-121] Hyperoxidaninionen (O2
-) und 
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Wasserstoffperoxid (H2O2), welche dann durch chemische Reaktion mit anderen 

antimikrobiellen Substanzen ROS bilden [122-124]. Die Freisetzung dieser reaktiven 

und toxischen Komponenten resultiert in der Zerstörung und Abtötung des 

Pathogens, oft einhergehend mit Zelltod des Granulozyts und Schädigung des 

umliegenden Gewebes [125, 126]. IFN- $ ist ein Primer für diesen oxidativen Burst 

(engl. burst „Ausbruch“) [127-129]. NETs stellen einen Komplex aus 

dekondensiertem Chromatin, Granula und cytoplasmatischen Proteinen dar [130], 

welche als freigelegte fibrilläre Matrix gleichzeitig mit ROS von PMNs in die 

Umgebung abgegeben werden [131, 132]. Dieser mit Zelltod der neutrophilen 

Granulozyten einhergehende Prozess wird zur Bekämpfung von Pathogenen, welche 

ggf. zu groß zur Phagozytose sind, angewendet [133, 134]. Die durch NETs 

festgehaltenen Fremdorganismen werden letztendlich über antimikrobielle Proteine 

abgetötet [130, 133]. Die unterschiedlichen Pathogen- Bekämpfungsmechanismen 

neutrophiler Granulozyten sind in Abb. 2.6 nochmals erläutert. 
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Abb. 2.6 Antimikrobille Mechanismen von neutrophilen Granulozyten. Nach Erkennen 
von Pathogenstrukturen (hier dargestellt gebunden an TLR4- exprimierende Thrombozyten) 
können PMNs in Abhängigkeit von Andauer und Infektionsdruck verschiedene 
Effektorfunktionen aktivieren. Neben der Phagozytose, welche zeitlich gesehen die 
schnellste Elimination einzelner Erreger darstellt, können größere Pathogenmengen über 
Degranulation und Produktion von ROS antibakteriell beseitigt werden, allerdings oft 
einhergehend mit Schäden des umliegenden Gewebes und des PMN. Ausbildung von NETs 
werden dann erforderlich, wenn Erreger beispielsweise zu groß sind zu Phagozytose, wobei 
hierbei der Granulozyt apototisch wird, aber das umliegende Gewebe nicht geschädigt wird 
(adaptiert nach SEMPLE und Mitarbeiter, 2011[135]). 

 
Neutrophile Granulozyten gehören zu den ersten Zellen am Ort des 

Entzündungsgeschehen, wo sie durch Sekretion von Zytokinen und Chemokinen u.a. 

TNF- ", IL- 1!, macrophage inflammatory protein (MIP)- 1" zur Rekrutierung von 

Monozyten, Makrophagen und DCs beitragen sowie eine adaptive Immunantwort 

indirekt initiieren [101, 136]. Aber auch verschiedene Zytokine können 

unterschiedliche Wirkungen auf neutrophile Granulozyten haben. GM- CSF 

beispielsweise ist ein typischer Überlebensfaktor [137, 138], TNF- " ein potenter 

Aktivator [139-143], IFN- $ fördert die Chemokinfreisetzung [128, 144, 145] und 

keratinocyte derived chemokine (KC) sowie MIP- 2 sind maßgeblich an der 
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Rekrutierung von neutrophilen Granulozyten in inflammatorischen Geweben beteiligt 

[146, 147].  

Apoptotische Granulozyten werden, zur Verhinderung einer überschießenden 

Immunreaktion und zum Schutze des Gewebes, von Makrophagen [148-150] und 

anderen neutrophilen Granulozyten [151-153] erkannt und mittels Phagozytose 

beseitigt. Zur effektive Ausführung von regenerativen Prozessen, immunologischer 

Abwehr und direkter antimikrobieller Bekämpfung im infizierten oder traumatisierten 

Gewebe [154, 155], kommt es unter Einfluss verschiedener Signale des 

inflammatorischen Milieus zu delayed Apoptose (engl. delayed „verzögert“) 

neutrophiler Granulozyten [156-158]. Hierbei wird die durchschnittliche 

Überlebenszeit der neutrophilen Granulozyten, nach Aktivierung über 

Pathogenstrukturen oder vermittelt durch andere Immunzellen, von sechs bis zehn 

Stunden [159, 160] bis zu 24h verlängert [101, 138, 161]. 

 

2.1.2 DAS ADAPTIVE IMMUNSYSTEM 

Das erworbene Immunsystem stellt eine spezifische, zielgerichtete Immunantwort 

dar, welche mit klonaler Expansion und Gedächtnisbildung einhergeht. Die aus 

lymphoiden Vorläuferzellen abstammende T- Zellen und B- Zellen bilden die zelluläre 

Komponente dieser immunologischen Abwehr, woraus B- Lymphozyten sich zu 

Plasmazellen und Gedächtniszellen differenzieren können.  

 

2.1.2.1 B- LYMPHOZYTEN 

B- Lymphozyten werden im Knochenmark gebildet und zirkulieren als ausgereifte 

Zellen im Blut oder in lymphatischen Organen wie Thymus, Milz und Lymphknoten. 

Nach Antigenerkennung sowie -bindung über ihren spezifischen BCR (B- cell 

receptor) oder ihre unspezifischen TLRs, wandern sie in sekundär lymphatische 

Organe, wo es nach Antigenpräsentation mittels MHC- II- Molekülen gegenüber den 

T- Zellen zur Aktivierung der B- Zelle über Wechselwirkungen mit ko–

stimulatorischen Signalen von TH- Zellen kommt [162-164]. B- Lymphozyten 

erkennen Pathogene auch als ganze Struktur und es bedarf keiner unbedingten 
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Präsentation über MHC- Moleküle. In Folge der Aktivierung proliferieren und 

differenzieren B- Lymphozyten in Antikörper- produzierenden Plasmazellen und 

Gedächtniszellen [165, 166] (s. Abb. 2.7). Diese Antiköper besitzen dieselbe 

Spezifität wie der BCR der vorausgegangenen B- Zelle und sind Teil der humoralen 

Komponente der adaptiven Immunantwort. Die Eliminierung des Pathogens findet 

nach Bildung eines Komplexes durch Antigenbindung an die Antikörper entweder 

direkt durch Neutralisierung des Pathogens, Opsonierung dieser zur Phagozytose 

oder über die Aktivierung der Komplementkaskade [3, 167, 168] statt. B-

Lymphozyten übernehmen aber auch regulatorische Funktion in der Immunantwort 

u.a. die Aktivierung von CD4+- T- Zellen [169-171]. 

 

Abb. 2.7 Differenzierung von B- Zellen. Nach Bindung eines Antikörpers an den hierfür 
spezifischen B- Zell- Rezeptor (BCR) differenziert der B- Lymphozyt nach klonaler 
Proliferation in Plasmazellen zur Antikörperproduktion und Gedächtniszellen. Kommt es zu 
einem Zweitkontakt mit dem gleichen Antigen differenzieren die Gedächtniszellen in multiple 
Antikörper- sezernierende Plasmazellen und wiederum Gedächtniszellen für eine schnelle 
und effektive sekundäre Immunantwort (adaptiert und modifiziert nach Midlands Technical 
College [172]). 
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2.1.2.2 T- LYMPHOZYTEN 

Die Entwicklung von T- Lymphozyten führt nach der Bildung im Knochenmark über 

einen Reifungs- und Selektionsprozess im Thymus [173, 174] zur Freisetzung in die 

Peripherie von naiven T- Zellen in 2 Subgruppen mit den Oberflächenmarkern CD4+ 

oder CD8+. T- Lymphozyten können im Gegensatz zu B- Lymphozyten Pathogen nur 

nach Präsentierung von Peptidfragmente über MHC- Moleküle mittels ihrer TCR 

erkennen und binden. Neben diesen T- Zellen mit typischen "!- TCR gibt es noch $%-

T- Zellen, deren TCRs aus $- und %- Untereinheiten bestehen. Die Aktivierung dieser 

Lymphozyten kann rezeptorabhängig sowie unabhängig geschehen und führt nach 

Erkennung von Gewebeschäden oder Pathogenen zu der Initiierung der 

angeborenen wie adaptiven Immunantwort [175-177]. 

Cytotoxische CD8+- T- Zellen sind effektiv an der adaptiven Immunantwort während 

intrazellulärer Infektionen beteiligt. Sie erkennen Antigene gebunden an MHC-

Klasse- I- Moleküle, welche auf der Oberfläche aller kernhaltigen Zellen des 

Organismus exprimiert werden. Nach Aktivierung differenzieren CD8+- T- Zellen in 

Effektorzellen, als welche sie in infizierten Zellen über Enzyme wie Perforrin und 

Granzyme den programmierter Zelltod einleiten, oder werden zu Gedächtniszellen 

um effektiv vor erneuter Infektion mit denselben Erregern (Reinfektion) zu schützen 

[178-182]. 

CD4+- T- Zellen kommen in den Subgruppen der TH- Zellen (TH1, TH2, TH17) und 

regulatorischen T- Zellen (Treg) vor [183-185] (s. Abb. 2.8). TH- Zellen sind nach 

Aktivierung durch Bindung mittels ihres TCRs an Antigen- MHC- II- Molekül-

Komplexe [186] an der Koordination der Immunantwort u.a. durch Freisetzung von 

humoralen Botenstoffen beteiligt. Zusätzlich kommt es zu klonaler Proliferation. Das 

autokrin- wirkende Zytokin IL- 2 wird von den aktivierten T- Zellen sezerniert und 

stimuliert die Differenzierung der naiven T- Zellen in Effektor- und Gedächtniszellen 

[187]. Nach Polarisierung [188-191] in die antagonistisch wirkende TH1- oder TH2-

regulierte Immunantwort [192-194], verstärken TH1- Zellen typischerweise die 

zelluläre Immunantwort über Sekretion von TH1- Zytokine wie IFN- $, IL- 2 und TNF-" 

wohingegen TH2- Zellen vermehrt die Antikörperproduktion mittels TH2- Zytokinen 

wie IL- 4, IL- 5, IL- 6, IL- 10 und IL- 13 fördern [57]. TH17- Zellen sind regulatorisch an 

Autoimmunreaktionen und Entzündungsprozessen beteiligt u.a. durch Rekrutierung 
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von neutrophilen Granulozyten über IL- 17- Sekretion [195-197]. Die über TH1-

Zytokine regulierte Immunantwort führt zu Aktivierung von Makrophagen, 

verbesserter Antigenpräsentation der APCs, Vasodilatation, verbesserte Migration 

von Entzündungszellen des angeborenen Immunsystems durch Hochregulierung von 

Adhäsionsmolekülen auf Gefäßendothel und regen B- Zellen zur Produktion von 

Immunglobulin (Ig) G an. Die Interaktion von TH2- Zellen und B- Lymphozyten 

steigert besonders die Bildung und Ausschüttung von Antikörpern und veranlasst 

über serzerniertes IL- 4 „Isotypenswitch“ der neutralisierten Antikörperklassen von 

IgM zu IgA, IgE und IgG. Zusätzlich können TH2- Zellen Mastzellen, eosinophile und 

basophile Granulozyten stimulieren. Tregs exprimieren die Oberflächenmarker 

CD4+ CD25+ forkhead box P3 (FOXP3+) [198] und sind im Stande die Immunreaktion 

durch eingreifende Maßnahmen zu modulieren und zu regulieren [199]. Sie fördern 

die Toleranz gegen körpereigene Stoffe und schützen so vor Autoimmunreaktion, 

können aktiv Apoptose über Fas/ FasL- Verbindungen in anderen Zellen auslösen 

und periphere T- Zellen deletieren. Es kommen aber auch induzierte Tregs (iTreg) vor, 

welche sich aus naiven CD4+ CD25- Tregs thymusunabhängig entwickeln [200, 201].  

 

Abb. 2.8 Differenzierung von naiven CD4+- T- Zellen nach Antigenpräsentation durch 
APCs in verschiedene Effektorzellen. Naive CD4+- T- Zellen können je nach externen 
Aktivierungseinfluss in TH1, TH2, TH17 oder iTreg differenzieren (modifiziert nach O’SHEA 
und Mitarbeiter, 2010[202]). 
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Eine Zwischenform zwischen T- Zellen und NK- Zellen stellen NKT- Zellen dar. Sie 

exprimieren einen spezifischen TCRs, differenzieren aber nicht zu Gedächtniszellen 

und sind über lytische oder regulatorische Aktivität an der Immunantwort beteiligt. 

Nach Antigenerkennung durch Antigenpräsentation über CD1d [203, 204] 

sezernieren sie typischerweise IL- 4, IL- 10 und IFN- $, Zytokine der TH1- sowie TH2- 

Immunantwort [205], und führen zu einer Aktivierung von DCs, NK- Zellen sowie T-

und B- Lymphozyten [206, 207]. 

 

2.2 IMMUNABWEHR IN DER LUNGE 

Der Atmungsapparat wird in einen oberen und einen unteren Atemtrakt und in 

luftleitende Wege und die gasaustauschende Lunge eingeteilt. Die inhalierte 

Umgebungsluft wird über Bronchien zu den Alveolen geleitet, in denen die 

Oxigenierung des Blutes stattfindet. Das Alveolarepithel besteht aus den 

ausdifferenzierten Pneumozyten Typ I, welche mit Kapillarendothel und Basallamina 

die Blut- Luft-Schranke bilden, und den mitotisch aktiven Pneumozyten Typ II, 

welche den lipid- und proteinhaltigen Surfactant als Antiatelektasefaktor produzieren 

und zur Epithelzellregenation nötig sind [208]. Die Immunabwehr in der Lunge, 

bestehend aus angeborenem und erworbenem Immunsystem, wird unterstützt durch 

physikalische Barrieren und antibakterielle Produkte wie z.B. !- Defensine [209-211], 

Lactoferrine und Lysozyme [212-214], wie sie auch in Mukus zur Mikrozillialen 

Clereance, Hydratation der Luftwege und Einfangen von Pathogenen vorhanden sind 

[215]. Eingeatmete Fremdstrukturen treffen im ersten Kontakt auf Lungenepithel 

[216-218], welches passiv als physikalische Barriere fungiert und aktiv PAMPs über 

Rezeptoren wie TLRs [219-221] erkennt um eine weitere Immunantwort durch 

funktionelle Moleküle, wie Zytokine, oder Zell- Zell- Kontakt mit Immunzellen zu 

induzieren [222-227]. Regulierend und chemotaktisch nimmt das alveolare Epithel 

Einfluss auf das adaptive Immunsystem z.B. durch Rekrutierung von DCs [228, 229], 

welche wiederum zur weiteren Immunabwehr in Interaktion mit B- , T- und NK- Zellen 

stehen [230, 231], TH1- sowie TH2- Zellen über monocyte chemotactic protein-2 

(MIP- 2)- Rezeptor- Liganden- Bindung [232-235]. MIP- 2 und dessen Rezeptor 

(Chemokinrezeptor 3, CXCR3) zeigen zusätzlich antimikrobielle Wirkung [223, 236].  
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Die Immunabwehrmechanismen laufen unter ständiger Kontrolle der respiratorischen 

Mukosa um überschießende Immunreaktionen auf z.B. apathogene, inhalierte 

Strukturen zu verhindern [237]. An diesen noch nicht ganz bekannten Prozessen 

sind nicht- inflammatorische TH2- Zellen [238], T- Zell–vermittelte Antigen-

Toleranzbildung [239, 240] unter Kontrolle von DCs [241-243] und die inhibitorische 

Aktivität von AMs gegenüber T- Zellen über IL- 10–Produktion beteiligt [244, 245]. 

Gerade AMs, welche einen Großteil der Lungenleukozyten ausmachen und sich aus 

Blutmonozyten differenzieren [246], fangen eingeatmete Antigene ab [247, 248] ohne 

als APCs [245, 249] zu fungieren und supprimieren unspezifisch eine adaptive 

Immunantwort um das lokale Lungengewebe vor ständiger, spezifischer oder 

dysregulierter Entzündungsreaktion zu schützen [250-252]. Nach Aktivierung durch 

PAMPs oder Zytokine allerdings fungieren sie als Effektorzellen durch 

Antigenpräsentation, Phagozytose [253] und Koordinierung der angeborenen 

Immunantwort [254, 255]. Im Entzündungsgeschehen wird die Migration von 

neutrophilen Granulozyten als Effektorzellen in die Lunge zur immunologischen 

Abwehr durch Chemokinsekretion von AMs wie auch Lungenepithel initiiert [256-

259]. Über Phagozytose, Degranulation, ROS- und NET- Produktion [130] sowie 

Zytokinsekretion zur Anlockung weiterer Immunzellen (wie in Kapitel2.1.1.3 detailliert 

beschrieben), sind PMNs direkt an der Pathogenabwehr in der Lunge beteiligt. 

Neben stationären NK- Zellen in der Lunge, deren zytotoxische Kapazität während 

der Homöostase durch AMs [260, 261] supprimiert wird [262-264], werden auch in 

kurzer Zeit nach Inflammation zirkulierende NK- Zellen aus dem Blut in die Lunge 

rekrutiert und aktiviert [265-267]. Die aktivierten, IFN- $- produzierenden [268] NK-

Zellen tragen durch direkte Lyse infizierter Zellen [269, 270] oder durch 

Beeinflussung der adaptiven Immunantwort, durch Aktivierung zytotoxischer CD8+- 

T- Zellen [271-273], zu einer aktiven immunologischen Abwehr bei. In Abb. 2.9 wird 

die Immunreaktion auf inhalierte Antigene erläutert. 
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Abb. 2.9 Antigenkontakt und Induktion der Immunantwort in der Lunge. Eingeatmete 
Antigene werden von lokalen DCs, welche im Oberflächenepithel der A bronchialen Mukosa 
oder B Lungenalveolen angesiedelt sind, registriert und aufgenommen. Nach 
Antigenkontakt exprimieren die DCs verstärkt CCR- 7 und migrieren durch afferente 
Lymphbahnen zum drainierenden Lymphknoten C zur Antigenpräsentation gegenüber 
naiven, antigenspezifischen T- Zellen. Nach klonaler Proliferation migrieren die aktivierten 
Effektor- T- Zellen über efferente Lymphbahnen, das Blut und den Ductus thoracicus 
entweder in die bronchiale Mukosa D oder agieren im peripheren Immunsystem E z.B. der 
Mukosa anderer Organe (adaptier und modifiziert nach HOLT und Mitarbeiter, 2008 [237]). 

 
Im gesunden Organismus befinden sich in allen alveolaren Zwischenräumen 

anliegend den pulmonalen Gefäßen stationäre, alveolarmukosaständige DCs, 

welche durch ständige Antigenerfassung der Immunkontrolle dienen aber kaum 

Antigen- präsentierende Funktion haben [238], sowie unreife DCs zur Überwachung 

des Mukosagewebes um eingeatmete Antigene als reife DCs in den regionalen 

Lymphknoten gegenüber Lymphozyten zu präsentieren. Diese DCs werden im 

Knochenmark neu gebildet [237] oder differenzieren unter Einfluss von Epithel aus 

Monozyten [274]. Während entzündlicher Prozesse in der Lunge unterstützen, 

fördern sowie regulieren DCs die lokale Immunantwort [275, 276] und erhöhen durch 

Migration [277, 278] die Anzahl an DCs als professionelle APCs.  
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Phänotypisch kommen CD8+- sowie CD4+- T- Lymphozyten als Effektorzellen und/ 

oder Gedächtniszellen vor, wobei sich zytotoxische CD8+- T- Zellen hauptsächlich 

intraepithelial befinden und die CD4+- T- Zellen neben Antigen- präsentierenden B-

Zellen, Plasmazellen und Mastzellen zum größten Teil in der Basallamina des 

Lungengewebe zu finden sind [237, 279]. B- Lymphozyten können T- Zell- abhängig 

und -unabhängig [280, 281] (z.T. über Alveolarepithel [282]) aktiviert werden und 

produzieren geraden in den oberen Atemwegen kontinuierlich Immunglobuline (va. 

IgA) zur direkten immunologischen Abwehr von Pathogenen [283-285]. Nach 

Antigen- Stimulation in der Lungen persistieren B- Zellen und DCs noch über Monate 

im Alveolarraum [286, 287]. 

 

2.3 IMMUNMODULATION NACH TRAUMA 

Der Begriff Trauma (gr. trauma „Wunde“, „Verletzung“) beschreibt als medizinischer 

Terminus die physische Verletzung eines Körpers durch externe Gewalteinwirkung 

und umfasst das gesamte Verletzungsgeschehen. Hierbei werden die direkten 

schädigenden Wirkungen der einzelnen Verletzungen, wie z.B. Wunden, 

Quetschungen, Frakturen in Kombination mit der indirekten Auswirkung auf den 

Gesamtorganismus wie z.B. durch Blutverlust, Fettembolie, Nierenversagen als ein 

komplexes Krankheitsgeschehen betrachtet. Traumata können u.a. eingeteilt werden 

in nicht- lebensbedrohliche (Monotraumata; gr. monos „allein“) und 

lebensbedrohliche Einzelverletzungen (Barytraumata; gr. barys „schwer“) sowie 

lebensbedrohliche Mehrfachverletzungen (Polytraumata; gr. polys „viele“), welche 

sich aus synchron geschehenen Verletzungen mehrerer Organe oder 

Körperregionen zusammensetzen. Inflammatorische Entgleisung des Immunsystems 

kann, ggf. durch genetische Prädisposition unterstützt [288], zu funktionellem 

Versagen von Organen fern des eigentlichem Traumageschehens führen [289]. Im 

Jahresbericht 2012 des Traumaregister (www.traumaregister.de) der Deutschen 

Gesellschaft für Unfallchirurgie (DGU) sind über 23.000 Traumapatienten (95% 

stumpfen Traumata) für das Jahr 2011 registriert worden, wovon 22% der 

intensivstationären Patienten ein Multiorganversagen (engl. multiple organ failure, 

MOF) erlitten.  
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Das Immunsystem reagiert auf Traumageschehen und Gewebeverletzung mit einer 

Entzündungsreaktion, alarmiert mittels körpereigener Mediatoren, welche zur 

Regeneration und Wiederinstandsetzung verletzen Gewebes beitragen. Mittels 

proinflammatorischer Mechanismen wird eine sterile Hyperinflammation des 

Organismus eingeleitet (engl. systemic inflammatory response syndrome, SIRS) 

[290, 291], welche parallel durch eine kontraregulierende antiinflammatorische 

Immunantwort (engl. compensatory antiinflammatory response syndrome; CARS) 

begleitet wird [292, 293]. Auf Ebene der Leukozyten- Transkription findet die 

Expression inflammatorischer und antiinflammatorischer Gene simultan statt [294]. 

Im ungünstigsten Fall manifestiert sich eine Dysregulation dieser 

Komplikationssyndrome (SIRS und CARS) schwerverletzter Patienten in einer 

Immunparalyse, die eine Infektanfälligkeit vermittelt bis hin zu einem MOF[295-298].  

MATZINGER beschreibt diese beteiligten körpereigenen Entzündungsmediatoren der 

Immunantwort auf Traumata in ihrem „Dangermodell“ als damage associated 

molecular patterns (DAMPs) [299]. Die Immunologischen Aktivierung von Prozessen 

der Pathogenabwehr, Gewebereparatur und -regeneration über damage associated 

molecular patterns läuft rezeptorabhängig analog der PAMP- Erkennung mittels 

PRRs. Sie stimulieren über z.B. TLR die Bildung von proinflammatorischen 

Mediatoren [300-306]. Damage associated molecular patterns sind eine heterogene 

Gruppe an Moleküle, dazugehörig auch die Subpopulation an Alarminen nach 

OPPENHEIM [307, 308], die von Zellen aktiv in sterilen wie auch infektiösen 

Stresssituationen oder passiv während Nekrose und Apoptose freigesetzt werden 

[309-312]. Proinflammatorische wirkende damage associated molecular patterns sind 

beispielsweise high- mobility group box- 1 protein (HMBG- 1) [313], IL- 1" [314],     

IL- 33 [315], Ca- bindende Proteine (S100A8/ S100A9) [316], heat shock proteins 

(HSPs) [317], Akute- Phase, und Hormone (Adreanlin, Cortisol, Glucagon) [290], 

wobei z.B. Ubiquitin und HSP70 auch eine inhibitorische Wirkung aufweisen können 

[318].  

Auf immunologischer Ebene führt eine Entgleisung der Entzündungsmechanismen 

nach Trauma, mit einer hohen Anzahl an lokal und systemisch vorkommenden 

damage associated molecular patterns, zu einer destruktiven Umwelt des Gewebes 

mit schädigender Wirkung durch z.B. übermäßigen Induktion von Apoptose [319, 
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320], Endothelschäden in Zusammenhang mit akkumulierten neutrophilen 

Granulozyten [321] und Entwicklung einer Disseminierten Intravasalen 

Gerinnungsstörung (lat. disseminare „verstreut"; lat. intravasal „im Gefäß“; engl. 

disseminated intravascular coagulation, DIC) [322]. Das Gleichgewicht zwischen 

TH1- und TH2- Zellen, verschiebt sich langsam in Richtung TH2 durch Zunahme an 

antiinflammtorischen TH2- Zytokinen, wie IL- 4, IL- 5 und IL- 10, einhergehend mit 

verminderter IFN- $- Produktion, wenn die Gegenregulation zur Hyperinflammation 

eintritt [323-325]. Die verminderte TH1-Antwort begünstigt Infektionen mit bakteriellen 

Erregern [125, 296, 326]. 

Anhand von neutrophilen Granulozyten, welche wichtig für eine effiziente 

Pathogenabwehr und Regeneration nach Gewebeschaden sind, konnte gezeigt 

werde, dass PMN- aktivierende Faktoren [327-329] und funktionelle Mechanismen 

nach Trauma deutlich erhöht bzw. modifiziert waren [160, 330, 331]. Die Überanzahl 

und -Aktivierung der PMNs sowie deren modifizierten Funktionsweisen, begünstigen 

(z.B. durch ROS- Bildung [332]) die Destruktion des invadierten Gewebes und 

können die Entwicklung von Organschäden forcieren [321]. 

 

2.3.1 PSEUDOMONAS- INFEKTION UND TRAUMA 

In der Literatur werden Veränderungen im Immunsystem nach Trauma beschrieben 

(wie oben erwähnt), die zu einer Begünstigung von Infektionen mit sekundär 

infektiösen Erregern u.a. durch Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa, P.a.) 

führen kann. Dieser Effekt konnte in Versuchsmodellen z.B. an Hand von 

Verbrennungen [333] beobachtet und reproduziert werden, aber es werden auch 

Effekte einer verbesserten Resistenzlage bzw. verbesserten immunologischen 

Abwehr nach partieller Verbrennung [334, 335] oder Lungenkontusion [336] 

geschildert. In der eigenen Arbeitsgruppe durchgeführte Untersuchungen zeigten, 

dass ein stumpfes Skelettmuskeltrauma in Mäusen eine verminderte Immunabwehr 

gegenüber Pseudomonaden induzierte (nicht publizierte Daten). Bestandteile von 

P. aeruginosa wie CpG, Flagellin, LPS oder Zellwand- Lipoproteine werden von 

TLR2, TLR4, TLR5 und TLR9 des betroffenen Organismus erkannt und führen zu 

einem Entzündungsprozess in der Lunge, welche durch die Aktivierung des 
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Immunsystems moduliert wird [337-340]. Bei der Eliminierung der gram- negativen 

Pseudomonas- Bakterien in der Lunge kommen besonders Granulozyten und NK-

Zellen eine entscheidende Funktion [341-344] zu, indem sie durch zytolytische, 

zytotoxische und zytokinsekretorische Effekte an der direkten Abwehr involviert sind. 

Eine Veränderung der Zellzusammensetzung in Bezug auf Granulozyten und NK-

Zellen vor der Pseudomonas- Infektion kann einen direkten Einfluss auf den Verlauf 

der Infektion habe. Durch z.B. Depletion von neutrophilen Granulozyten steigt die 

Mortalität infizierter Mäuse massiv an [345]. Der Einfluss von AMs auf den 

Infektionsverlauf mit P. aeruginosa wird in der Literatur kontrovers diskutiert. In 

einigen Arbeiten zur Pseudomonas- Infektion in Kombination mit Depletion von AM 

wird von einer uneingeschränkten Bakterienbeseitigung berichtet ohne direkte 

Auswirkung auf die Mortalität von infizierten Tieren [346, 347], wohingegen in 

anderen Veröffentlichungen aber eine verminderte Zytokinsekretion, somit 

verminderte Rekrutierung neutrophiler Granulozyten und verminderte 

Bakterienbeseitigung beschrieben wird [348-350]. Monozyten haben eine wichtige 

regulatorische Rolle bei Entzündungsprozessen in der Lunge wie z.B. die 

Überwachung der T- Zell- Antwort durch Rekrutierung aber auch Induktion von 

Apoptose zur Verhinderung einer überschießenden Immunreaktion wie sie 

DAIGNEAULT und Mitarbeiter in einem Versuchsmodell mit 

Streptococcus pneumoniae-Bakterien beschreiben [351]. Allgemein sind Monozyten 

grundlegend an der antimikrobiellen Abwehr beteiligt u.a. durch Zytokinsekretion, 

Sekretion antimikrobieller Substanzen, Migration zur Infektionsstelle, und 

Differenzierung zu Makrophagen und DCs als Effektorzellen gegen Pathogene [352, 

353]. Die Beteiligung von NKT-, T- und NK- Zellen an Infektionen mit P. aeruginosa 

wird In der Literatur u.a. über die Aktivierung der NKG2D- Rezeptor- Expression 

[341, 342] auf den Lymphozyten, zur Erkennung von veränderten oder infizierten 

Zellen, oder über die Sekretion des proinflammatorischen Zytokins IL-17 [354] 

beschrieben. Werden Lymphozyten in Infektionsmodellen mit P. aeruginosa 

depletiert [355], der NKG2D-Rezeptor blockiert oder ein IL-17- Antikörper eingesetzt, 

führt dies zu einer verminderten Bakterienbekämpfung, verminderten 

Zytokinproduktion und unzureichender Aktivierung neutrophiler Granulozyten. Die 

Beteiligung von DCs mit ihrer Funktion als APCs an einer Infektion mit P. aeruginosa 

ist noch nicht weitläufig erforscht. In einem post- caecal- ligation and puncture (CLP)-
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Mausmodell mit Transfer von DCs aus dem Knochenmark, scheinen DCs an der 

immunologischen Antwort auf die Infektion durch Regulation der 

Zytokinkonzentrationen von IL- 10 und IL- 12 teilzuhaben [276]. In einem 

Lungeninfektionsmodell mit P. aeruginosa von EPPERT und Mitarbeiter wird eine 

verbesserte proinflammatorische Immunabwehr mit erhöhter Bakterien- Beseitigung 

durch CCR7- Defizienz von DCs, Chemokinrezeptor auf T-, B-, und ausgereiften 

DCs, beschrieben [356]. 

 

2.3.2 ARDS/ ALI 

Die Lunge ist mitunter das erste Organ [357-359], welches durch beeinträchtigte 

Immunfunktionen [360, 361] aufgrund von direkten oder indirekten Insulten 

heterogener Ätiologie wie z.B. Pneumonie, Aspiration, Lungenkontusion oder 

extrapulmonaler Sepsis, Trauma, Schock, Verbrennungen [362, 363], indirekt 

mitgeschädigt wird. Trotz vieler Studien ist es noch unklar wie genau es zu dieser 

Dysregulation des Immunsystems kommt und welche Mechanismen damit 

verbunden sind [362], v.a. in Anbetracht der unterschiedlichen Auswirkung jeder 

Traumaart auf die einzelnen immunologische Bestandteile [364, 365]. In starker 

Ausprägung kann sich die immunologische Modulation in der Lunge als akutes 

progressives Lungenversagen (engl. acute respiratory distress syndrome, ARDS) 

manifestieren. Der 1994 auf der amerikanischen- europäischen Konsenskonferenz 

(AECC) festgelegte Begriff ARDS [366] wurde 2011 von der European Society of 

Intensive Care Medicine, der American Thoracic Society und der Society of Critical 

Care Medicine neu definiert [367, 368] und der vorher eigenständige Begriff acute 

lung injury (ALI) mit ARDS gleichgesetzt. Nach der Definition des Konsensus in 

Berlin 2011, leiden Patienten dann an ARDS wenn die klinischen Symptome 

innerhalb einer Woche nach einer bekannten klinischen Erkrankung/ Verletzung 

aufgetreten sind bzw. sich neue oder verschlimmerte respiratorische Symptome 

hinzufügen, bilaterale Verschattungen (Infiltrate) der Lunge auf radiologischen 

definierten Thoraxaufnahmen gegeben sind ohne andere klinische Erklärung und 

unter definitivem Ausschluss kardialer Ursachen, es sich um ein respiratorische 

Versagen ohne Herzversagen oder Hypervolämie handelt und die Oxygenierung des 

Blutes bei einem positiven endexspiratorischen Druck (engl. positive end- expiratory 
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pressure, PEEP) von einem Wert größer/ gleich 10 cmH2O liegt. Eingeteilt wird das 

ARDS nach der arteriellen Hypoxämie mit dem Horovitz- Quotienten (arterieller 

Sauerstoffpartialdruck/ inspiratorischen Sauerstoffkonzentration; PaO2/ FIO2) in die 

Abstufungen mild (201 bis 300 mmHg), moderat (< 200 mmHg), und schwer (< 100 

mmHg). Nach der früheren AECC- Definition, wurden Patienten mit einer milden 

Hypoxämie (PaO2/ FIO2 < 300mmHg bis > 200 mmHg) der Kategorie ALI zugeteilt 

und Patienten mit einer schweren Hypoxämie (PaO2/ FIO2 <200 mmHg) der 

Kategorie ARDS [362, 366]. 

Pathophysiologisch tritt ein ARDS durch hochgradige Schädigung des 

Lungenparenchyms auf, hervorgerufen durch einen entzündlichen Insult, welcher zu 

erhöhter Permeabilität mit folgendem interstitiellen und alveolarem Ödem führt [369], 

resultierend in verminderter Restkapazität der Lungenfunktion [370] und inadäquaten 

Gasaustausch. Charakteristische histologische Veränderungen der Lunge von 

ARDS- Patienten sind hochgradige Akkumulation von Entzündungszellen v.a. 

aktivierten PMNs, diffuse Alveolarschädigungen einschließlich Verlust der 

epithelialen Integrität und freigelegter Basalmembran, abnormal verdickte 

Alveolarwände, pulmonale Ödematisierung, Fibrinanreicherungen und intravaskuläre 

Mikrothromben [371-374]. Die posttraumatische Aktivierung systemischer 

Entzündungsmediatoren über proinflammatorische Mechanismen scheint an der 

Entwicklung von traumaassoziierten, indirekten ARDS beteiligt zu sein [375-377]. In 

der folgenden Abb. 2.10 werden die entzündlichen Veränderungen in der Alveole 

während der akuten Phase des ARDS im Vergleich zu dem physiologischen 

Alveolar- Milieu dargestellt. 
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Abb. 2.10 Intakte Alveole und geschädigte Alveole während der akuten Phase des 
ARDS. Linkseitig ist die normale Alveole im Vergleich zur rechtseitig dargestellten 
entzündlich veränderten Alveole abgebildet. Die Veränderungen während der 
Entzündungsphase umfassen Abtragung und Schädigung von bronchialem und alveolarem 
Epithel, Aufbau einer hyalinen Membran über der freigelegten Basalmembran, 
transendotheliale Migration neutrophiler Granulozyten in den Alveolarraum sowie 
Anreicherung von proteinreicher Ödemflüssigkeit, welche zur Inaktivierung von Surfactant 
führt. Die sich im belüfteten Bereich der Alveole aufhaltenden Alveolarmakrophagen 
sezernieren Cytokine (IL- 1, IL- 6, IL- 8, IL- 10, TNF- "), welche eine lokale chemotaktische 
und aktivierende Wirkung auf neutrophile Granulozyten haben. IL- 1 kann auch stimulativ 
auf die Produktion von extrazellulärer Matrix durch Fibroblasten wirken. Aktivierte 
neutrophile Granulozyten setzen Oxidantien, Proteasen, Leukotriene und andere 
proinflammatorischen Moleküle wie z.B. PAF (engl. platelet- activating factor) frei. Aber 
auch antiinflammatorische Mediatoren wie IL- 1- Rezeptor- Antagonisten, freie TNF-
Rezeptoren, IL- 8- Antikörper, IL- 10 und IL- 11 sind im alveolaren Milieu vertreten 
(adaptiert von MATTHAY und Mitarbeiter [378]). 

 

 

 

Figure 2.
(a) The normal alveolus and (b) the injured alveolus in the acute phase of acute lung injury
and the acute respiratory distress syndrome. In the acute phase of the syndrome (b), there is
sloughing of both the bronchial and alveolar epithelial cells; protein-rich hyaline membranes
form on the denuded basement membrane. Neutrophils adhere to the injured capillary
endothelium and marginate through the interstitium into the air space, which is filled with
protein-rich edema fluid. In the air space, alveolar macrophages secrete cytokines;
interleukin (IL)-1, -6, -8, and -10; and tumor necrosis factor (TNF- ), which act locally to
stimulate chemotaxis and activate neutrophils. IL-1 can also stimulate the production of
extracellular matrix by fibroblasts. Neutrophils can release oxidants, proteases, leukotrienes,
and other proinflammatory molecules such as platelet-activating factor (PAF). A number of
anti-inflammatory mediators also present in the alveolar milieu include IL-1 receptor
antagonist, soluble TNF receptor, autoantibodies against IL-8, and cytokines such as IL-10
and -11 (not shown). The influx of protein-rich edema fluid into the alveolus leads to the
inactivation of surfactant. Abbreviation: MIF, macrophage-inhibitory factor. Adapted with
permission from the Massachusetts Medical Society.
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Die hochgradige Sequestrierung von neutrophilen Granulozyten in der Lunge kann 

durch deren proteolytischen Enzymen, Bildung von ROS und verringerter Apoptose 

zu erweiterten Schäden des Lungengewebes und generell zur Verschlechterung des 

pulmonalen Zustandes führen [379-382]. Experimentell erwies sich die 

Unterdrückung der PMN- Akkumulation in der Lunge z.B. durch Depletion von PMNs 

oder CXCR2- Blockade als positiv für den Ausgang eines ARDS durch verminderte 

Lungenschäden [359, 383-385]. Neutrophile Granulozyten sind Co- Mediatoren von 

ARDS, jedoch wird ARDS auch in Patienten mit Neutropenie beschrieben [386, 387] 

und PMN- Influx in die Lunge ohne erweiterten Lungenschaden [388, 389]. Somit ist 

die Kombination der PMN- Akkumulation mit anderen prädisponierenden Faktoren 

wie eine nicht- intakte epitheliale Barriere [371, 390], Apoptose von Epithelzellen 

über Fas/ FasL [391, 392], Stickoxid- Freisetzung von Makrophagen [393] oder 

veränderte endotheliale Struktur [372, 394] mitverantwortlich für die Schädigung des 

Lungengewebes und der Entwicklung von ARDS. Aber auch Faktoren wie in die 

Lunge infiltrierte T- Zellen oder aktivierte DCs nehmen regulatorischen Einfluss auf 

die Entwicklung von ARDS z.B. indem CD4+ CD25+ FOXP3
+ Tregs durch IL- 10-

Sekretion zu einer verminderten PMN- Rekrutierung beitragen [395, 396] oder DCs 

zu einer Inhibierung der Einwanderung von proinflammatorischen Monozyten in die 

Lunge führen [397] und somit entzündliche Geschehen reduzieren. 

 

2.4 ZIELE DER ARBEIT 

Schwerverletzte Patienten haben ein hohes Risiko aufgrund von traumainduzierten 

immunmodulatorischen Mechanismen ein Multiorganversagen, unter anderem auch 

der Lunge als ARDS, zu erleiden [291, 292, 398]. Zusätzlich erhöht sich die Gefahr 

von infektiösen Komplikation durch Eintreten einer Immunsuppression und ggf. 

Immunparalyse [399-401]. Die Ursache dafür findet sich in einer möglichen 

Fehlkompensation der eingeleiteten, systemischen Entzündungsreaktion (systemic 

inflammatory response syndrome) durch die gegenregulierenden, 

antiinflammatorischen Mechanismen des CARS. Die Behandlung der 

Intensivpatienten wird durch die heterogenen Auswirkungen der verschiedenen 

Traumatypen auf das Immunsystem sowie das trotz wissenschaftlicher Fortschritte 
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begrenzte Wissen um die Vorgänge der Immunmodulation deutlich erschwert [365, 

402, 403]. Schon einzelne Traumata mit geringerer Mortalität (Fraktur, 

Hämorrhagischer Schock, Verbrennungen) verändern die immunologischen 

Homöostase und können zu einer Vorprägung mit Gedächtnisbildung der 

Immunzellen (engl. Priming) des angeborenen und adaptiven Immunsystem führen, 

welche durch sekundäre Geschehen (engl. second hit) wie z.B. Infektionen zu einer 

hochgradigen Dysregulation des Immunsystems führen, bis hin zum Tod des 

Patienten [359, 360, 379, 404, 405]. Das Verständnis, durch welche komplexen 

Vorgänge im Einzelnen eine Immunmodulation zu Stande kommen und welche 

Auswirkungen sie auf den Organismus haben kann, ist wichtig zur Optimierung der 

medizinischen Versorgung von Risikopatienten und zur Definition kompetenter 

Therapiekonzepte und Behandlungsmethoden wie z.B. vermindertes 

Beatmungsvolumen in der künstlichen Beatmung bei ARDS- Risikopatienten [406, 

407]. Bekanntermaßen führen Skelettmuskeltraumata, welche mit fast allen 

Operationen und Unfällen einhergehen [318, 403, 408], zu einer veränderten 

Immunlage im betroffenen Gewebe und es kommt zur Initiation einer 

Entzündungsreaktion [405, 409, 410]. An diesen muskelinflammatorischen sowie 

regenerativen Prozessen sind zelluläre Bestandteile wie residente Makrophagen, 

infiltrierende PMNs, DCs, Monozyten aber auch Mast- und T- Zellen [411-414] sowie 

humorale Mediatoren z.B. IFN- $, TNF- ", IL- 4 [415, 416] des angeborenen sowie 

adaptiven Immunsystem beteiligt. Inwieweit sich diese Prozesse, induziert durch ein 

stumpfes Weichteiltrauma, auch auf andere Organe wie z.B. die Lunge ausweiten 

und welche Auswirkungen sie haben, ist z.Z. noch weitgehend unbekannt.  

Es ist essentiell, die lokalen und systemischen immunologischen Auswirkungen 

stumpfer Skelettmuskeltraumata zu charakterisieren, um mögliche inflammatorische 

oder immunsuppressive Komplikation nach Operationen und Traumata verstehen zu 

lernen. Diese Arbeit soll mittels eines Mausmodells zu einem ersten Überblick über 

die immunologische Homöostase von Immunzellen sowie über die humoralen 

Immunmediatoren und immunmodulatorischen Effekte in der Lunge nach Induktion 

eines Weichteiltraumas auf die Gastrocnemius- Muskulatur beider Hinterbeine von 

Mäusen verhelfen. Dazu werden murine Zellen hauptsächlich aus der Lunge und 

dem Blut isoliert und auf ihre Zusammensetzung untersucht sowie die Zytokinmuster 

mittels Durchflusszytometer und ELISA analysiert. Der Einfluss einer 
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Sekundärinfektion auf das Immunsystem der Lunge wird mit Hilfe einer intranasalen 

(i.n.) Instillation von P. aeruginosa als typischem Hospitalismuskeim ermittelt. 
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3 MATERIAL 

3.1 VERBRAUCHSMATERIAL 

Die verwendeten Verbrauchsmaterialien beispielsweise Zellkulturplatten, Pipetten, 

PP- Schraubenverschlussröhrchen, Pipettenspitzen, Kanülen, Einmalspritzen, 

Zellsiebe und Reaktionsgefäße wurden von den Firmen Falcon BD (Heidelberg), 

Becton, Dickinson and Company BD (Heidelberg), STARLAB (Ahrensburg), Greiner 

bio- one (Frickenhausen), Eppendorf (Hamburg) und Nunc (Wiesbaden) erworben. 

 

3.2 LABOR- GERÄTE 

Die in Tabelle (Tab.) 3.1 aufgelisteten Geräte, wurden für die Arbeiten im Labor 

verwendet.  

Tab. 3.1 Verwendete Geräte 

Geräte Hersteller 
Auflichtmikroskop Axiovert 25 Carl Zeiss Jena GmbH, Jena 
Auflichtmikroskop Axiostar plus Carl Zeiss Jena GmbH, Jena 
CO2 Inkubator Forma Scientific Thermo Fisher Scientific, Dreieich 
Durchflusszytometer FACSCalibur® Becton, Dickinson and Company (BD), Heidelberg 
Mikroplatten- Absorptionsreader ELx808 BioTek Instruments GmbH, Bad Friedrichshall 
Spektrometer DR/2010 HACH LANGE GmbH, Düsseldorf 
Werkbank antair BSK Bio-Flow Technik, Meckenheim 
Zentrifuge Varifuge 3.0RS Heraeus, München 
Zentrifuge BIOFUGE fresco Heraeus, München 
Zentrifuge 5810 Eppendorf, Hamburg 
 

3.3 CHEMIKALIEN 

Von den Firmen Sigma Aldrich (Taufkirchen), Merck (Darmstadt), Promega 

(Mannheim) und Serva Elektrophoresis (Heidelberg) wurden alle verwendeten 

Chemikalien, sofern nicht anders angegeben, im Reinheitsgrad „zur Analyse“ 

bezogen. Von der hauseigenen Apotheke des Universitätsklinikums Essen wurde 

das zur Desinfektion verwendete Ethanol gestellt.  
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3.4 PUFFER, LÖSUNGEN 

Soweit nicht anders angegeben, wurden die Chemikalien der unter Kapitel3.3 

angegebenen Firmen zum Ansetzen der Puffer und Lösungen (s. Tab. 3.2) 

verwendet. Entionisiertes Wasser aus der hauseigenen Anlage, selbst angesetztes 

PBS (phosphat- buffered saline) oder Aqua ad iniectabilia (Braun, Melsungen) 

wurden als Lösungsmittel verwendet. Das in der Zellkultur eingesetzte PBS wurde 

von Gibco/ Invitrogen (Karlsruhe) bezogen und besaß einen Endotoxingehalt von " 

1 EU/ ml. Die Puffer und Lösungen zum Einsatz in der Zellkultur wurden vor 

Gebrauch mit einem 0,22 !m Filter steril filtriert. 

Tab. 3.2 Puffer und Lösungen 

Bezeichnung Zusammensetzung / Bezugsquelle 
Blockierlösung (für ELISA) 1 % FCS in PBS  
Cellwash® BD Biosciences, Heidelberg 
Cytoperm/ Cytofix® BD Biosciences, Heidelberg 
EDTA 250 mM Stocklösung 
ELISA- Waschpuffer D- PBS + 0,05 % Tween- 20 
Erythrozyten- Lysepuffer, pH 7 0,15 M NH4Cl; 10 mM KHCO3; 0,1 mM 

Na2EDTA*2H2O 
Ethanol 100% v/v, Apotheke Universitätsklinikum Essen 
D- PBS (für ELISA) 1,5 M NaCl; 26,8 mMKCl; 14,7 mM KH2PO4; 27,1 

mM Na2HPO4 
Isofluran (Forene®) 100% v/v, Abott, Wiesbaden 
Ketamin CEVA, Sante Animal, Düsseldorf 
Physiologische Trypanblaulösung 0,4 %, Sigma- Aldrich, Taufkirchen 
TMB Substrat Reagent Set BD OptEIATM, BD Biosciences, Heidelberg 
Xylazin CEVA, Sante Animal, Düsseldorf 
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3.5 REAGENZIEN, ZYTOKINE, STIMULI UND BAKTERIEN 

3.5.1 REANGENZIEN, ZYTOKINE UND STIMULI 

Die Reagenzien, Zytokine und Stimuli, die unter Tab. 3.3 aufgeführten sind, fanden 

Anwendung in der Kultivierung und Aufreinigung von Zellen oder wurden in vivo in 

Versuchstiere appliziert. Sie wurden von den genannten Herstellern bezogen. 

Tab. 3.3 Reagenzien und Stimuli 

Reagenz Bezugsquelle 
Anti-Asialo GM1 Antiserum Wako Chemicals GmbH, Neuss 
Collagenase P (Clostridopeptidase A,  
EC 3.4.24.3.) 

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim 

Dihydrorhodamine 123 Invitrogen, Life Technologies GmbH, Darmstadt 
Liberase Blendzym 2 Roche Diagnostics GmbH, Mannheim 
Monensin (GolgiStop™)  BD Biosciences, Heidelberg 
Zytokin  Bezugsquelle 
Rekombinantes murines IL-2 R&D Systems, Wiesbaden 
Stimulus   Bezugsquelle 
Concanavalin A (Con A) Sigma- Aldrich, Taufkirchen 
CpG- Oligonukleotide (Sequenz: 
T*C*C*ATGACGTTCCTGAT*G*C*T) 

Eurofins MWG Operon, Ebersberg 

Lipopolysaccharid (LPS, E.coli026:B6) Sigma- Aldrich, Taufkirchen 
 

3.5.2 BAKTERIEN 

Der Pseudomonas aeruginosa Bakterienstamm ATCC 27853 wurde von 

PROF. DR. GULBINS (Universitätsklinikum Essen, Deutschland) zur Verfügung 

gestellt. Die Pseudomonaden wurden mit Ultraviolettstrahlung (UV)- inaktiviert und 

zur intranasalen (i.n.) Infektion von Versuchstieren verwendet. Die UV- inaktivierten 

Bakterien fanden zusätzlich Anwendung bei der in vitro Stimulation von Zellkulturen 

muriner Zelltypen. 
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3.6 SEREN UND MEDIEN 

3.6.1 SEREN 

In der Zellkultur wurde fötales Kälber Serum (engl. fetal calf serum, FCS) der Firma 

Biochrom (Berlin) als Medienersatz verwendet. Es besaß einen geringen 

Endotoxingehalt von weniger als 1,00 EU/ ml. Vor der Anwendung wurde das FCS 

zur Komplementinaktivierung 30 min bei 56 °C im Wasserbad erhitzt und danach 10 

Minuten bei 4000 g zentrifugiert. Nach Trennung von den sedimentierten 

Bestandteilen wurde es in 50 ml Portionen bei -20 °C zur Aufbewahrung eingefroren. 

Zur Gewinnung von Kaninchen- und Mausserum wurde Spendertieren Blut ohne 

Zusatz von Antikoagulanzien abgenommen und bei Raumtemperatur (RT) inkubiert. 

Die Blutabnahme bei Kaninchen erfolgte am Ohr über die Vena auricularis und bei 

der Maus unter Allgemeinanäthesie entweder retrobulbär durch Punktion des 

Plexus ophthalmicus oder durch Herzpunktion. Nach Abschluss der Koagulation und 

Zentrifugation wurde das Serum als Überstand über dem koagulierten Blutkuchen 

abgenommen. Das gewonnene Serum wurde in einem Volumen von 500 !l 

(Kaninchen) oder 150- 200 !l (Maus) aliquotiert und bei -20 °C verwahrt. Eine Hitze-

Inaktivierung des Kaninchen- sowie Mäuseserums erfolgte nicht. Das 

Kaninchenserum stammte von einem naiven Kaninchen des Zentralen Tierlabors 

(ZTL) des Uniklinikums Essen. Das verwendete Mausblut wurde Mäusen der 

Kontroll- und der Traumagruppe während der Versuchsreihen abgenommen. 

 

3.6.2 KULTURMEDIUM 

Das very low endotoxin medium (VLE) RPMI 1640 der Firma Biochrom (Berlin) 

wurde für alle Ansätze von Zellkulturen und Arbeiten mit murinen Zellen als 

Kulturmedium verwendet. Als endotoxinfreie Zusätze wurden dem Kulturmedium 

10 mM HEPES (Biochrom, Berlin), 2 mM L- Glutamin (Sigma Aldrich, Taufkirchen), 

0,06 mg/ ml Penicillin (Sigma Aldrich, Taufkirchen), 0,02 mg/ ml Gentamycin (Sigma 

Aldrich, Taufkirchen) und 0,05 mM #- Mercaptoethanol zugesetzt. Dem Medium 

wurde zur Kultivierung zusätzlich noch 10 % Hitze- inaktiviertes FCS beigegeben. 
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3.7 ANTIKÖRPER 

3.7.1 ANTIKÖRPER ZUR DURCHFLUSSZYTOMETRISCHEN ANALYSE 

Antikörper in unterschiedlichen Kombinationen wurden für die Analyse von Zellen 

bezüglich ihrer Oberflächenrezeptoren und für die Bestimmung von intrazellulären 

Zytokinen mittels Durchflusszytometrie verwendet. In Tab. 3.4 sind die jeweilige 

Bezugsquelle, Farbstoff- Konjugation, Isotyp und Klon, aus dem die Antikörper 

generiert wurden, aufgeführt. Es werden nur die Isotypen angegeben, welche in der 

durchflusszytometrischen Messung verwendet wurden. Die Abkürzung FITC steht für 

Fluoresceinisothiocyanat, PE für Phycoerythrin, PerCPCy5.5 für Phycoerythrin 

Cyanin und APC für Allophycocyanin. 

Tab. 3.4 Antikörper 

Konjugation Spezifität Klon Bezugsquelle Isotyp 
FITC      
 CD3e 145-2C11 BD Biosciences, Heidelberg  
 I-A/I-E 2G9 BD Biosciences, Heidelberg  
 Ly6C AL-21 BD Biosciences, Heidelberg  
PE     
 B220/CD45R RA3-6B2 BD Biosciences, Heidelberg  
 CD69 H1.2F3 BD Biosciences, Heidelberg  
 IFN-$ XMG1.2 BD Biosciences, Heidelberg Rat IgG1,# 
 IL-12 C15.6 BD Biosciences, Heidelberg Rat IgG1 
 Ly6G 1A8 BD Biosciences, Heidelberg  
PerCPCy5.5      
 CD11b M1/70 BD Biosciences, Heidelberg  
APC     
 CD11c N418 BD Biosciences, Heidelberg  
 CD49b DX5 eBioscience, Frankfurt  
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3.7.2 ANTIKÖRPER ZUR BESTIMMUNG VON ZYTOKINKONZENTRATIONEN 

Die in der Tab. 3.5 aufgelisteten Antikörper wurden als kommerzielle Standardtests 

verwendet und dienten der Quantifizierung von Zytokinen in Zellkulturüberständen 

mittels enzyme- linked immunosorbent assay (ELISA). 

Tab. 3.5 ELISA- Test- Kits 

Test-Kit Primär-
antikörper 

Sekundär-
antikörper 

Bezugsquelle 

mouse IFN- $ ELISA Duo Set Ratte anti- Maus 
IFN- $ 

Ziege anti- Maus  
IFN- $ 

R&D Systems, 
Wiesbaden 

mouse IL- 1! ELISA Duo Set Ratte anti- Maus  
IL-1! 

Ziege anti- Maus  
IL-1! 

R&D Systems, 
Wiesbaden 

mouse IL- 6 ELISA Duo Set Ratte anti- Maus  
IL- 6 

Ziege anti- Maus  
IL- 6 

R&D Systems, 
Wiesbaden 

mouse IL- 10 ELISA Duo Set Ratte anti- Maus  
IL- 10 

Ziege anti- Maus  
IL- 10 

R&D Systems, 
Wiesbaden 

mouse IL- 12p70 ELISA  
Duo Set 

Ratte anti- Maus 
IL- 12p70 

Ziege anti- Maus  
IL- 12p70 

R&D Systems, 
Wiesbaden 

mouse CXCL1/ KC ELISA  
Duo Set 

Ratte anti- Maus  
KC 

Ziege anti- Maus  
KC 

R&D Systems, 
Wiesbaden 

mouse CXCL2/ MIP-2 ELISA 
Duo Set 

Ratte anti- Maus  
MIP-2 

Ziege anti- Maus  
MIP-2 

R&D Systems, 
Wiesbaden 

mouse TNF- " ELISA  
Duo Set 

Ziege anti- Maus  
TNF- " 

Ziege anti- Maus  
TNF- " 

R&D Systems, 
Wiesbaden 

 

3.8 VERSUCHSTIERE 

Als Versuchstiere wurden Mäuse vom Stamm BALB/c, MyD88-/-, TLR4-/- und  

TLR2,4-/- auf BALB/c– Hintergrund, und in 2 Versuchen MyD88-/- auf C57BL/6-

Hintergrund, verwendet. Bis auf die weiblichen Mäuse des Stamm MyD88-/- mit 

BALB/c-Hintergrund waren alle Tiere männlich. Die Mäuse vom Stamm BALB/c und 

C57BL/6 wurden von Harlan Winkelmann, Borchen, Deutschland erworben oder 

stammten, wie auch die MyD88-/-- Mäuse auf C57BL/6- Hintergrund, aus eigener 

Zucht. Wobei die Elterntiere der im ZTL des Universitätsklinikums Essen zur Zucht 

verwendeten Mäuse ursprünglich von Harlan Winkelmann (Borchen, Deutschland) 

bezogen worden waren. Die genetischen knock- out- Tiere MyD88-/-, TLR4-/-, und 

TLR2,4-/- auf BALB/c– Hintergrund wurden mit freundlicher Genehmigung aus dem 

ZTL der Universität Orléans, Molecular Immunology and Embryology Transgenose 

Institute, Frankreich von Dr. B. RYFFEL gespendet. Erstmals erwähnt wurden die 

genetisch veränderten Mäuse des Types MyD88-/- von ADACHI und Mitarbeiter 

[417], TLR4-/- von HOSHINO et al. [418] und TLR2,4-/- von SEKI et al. [419]. Alle 
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Tiere waren zu Versuchsbeginn im Alter von zehn bis zwölf Wochen. Die extern d.h. 

nicht vom ZTL der Universitätsklinik Essen erworbenen Mäuse wurden frühestens 1 

Woche nach Zugang in den Versuch aufgenommen. Dies ermöglichte es den Tieren 

sich an die Umgebungsbedingungen zu gewöhnen und sich von möglichem 

Transportstress zu erholen. Die Versuchstiere wurden gemäß den 

Tierschutzbestimmungen im ZTL des Universitätsklinikums Essen gehalten und 

hatten Zugang zu Standard- Nagerfutter und Wasser ad libidum. 
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4 METHODEN 

4.1 TIERMODELL ZUR INDUKTION EINES WEICHTEILTRAUMAS BEI 

DER MAUS 

Das für diese Arbeit verwendete Tierversuchsmodell lief unter der genehmigten 

Tierschutzanzeige mit dem Aktenzeichen 9.93.2.10.34.07.288. Um die Wirkung 

eines lokal begrenzten Weichteiltrauma auf die Lunge zu untersuchen, wurde das im 

Original von CRISCO und Mitarbeiter [420] stammende Traumamodell angewendet 

und in diesem Labor auf die Maus adaptiert wie etabliert. Hierbei wird eine 

geschlossene Verletzung der Wadenmuskulatur induziert, ohne eine Fraktur zu 

erzeugen. Die Narkose der Versuchstiere wurde über eine Inhalationsnarkose mittels 

Isofluran (Abbott GmbH & Co. KG, Wiesbaden) und einer einmaligen 

intramuskulären (i.m.) Injektion von 57,5 mg/ kg Körpergewicht Ketamin und 

6,5 mg/ kg Körpergewicht Xylazin (CEVA, Sante Animal, Düsseldorf) eingeleitet. In 

einer Mischspritze wurden Ketamin und Xylazin mit 0,9 % iger NaCl- Lösung 

verdünnt und in einem Volumen von 50 µl in den rechten Vorderlauf i.m. injiziert. Zur 

Narkoseerhaltung wurde bei Bedarf wenn die gewünschte Narkosetiefe nicht erreicht 

wurde bis zu 25 µl der verdünnten Ketamin/ Xylazin- Lösung nachinjiziert. Das 

Muskeltrauma erfolgte auf dem zweiköpfigen Wadenmuskel (lat. musculus 

gastrocnemius, M. gastrocnemius) beider Hinterbeine der narkotisierten Maus. In der 

Durchführung wurde die Maus zuerst in Sternallage positioniert und ein Stempel auf 

den Wadenmuskel aufgesetzt. In der Apparatur der Traumasäule wurde ein Gewicht 

von 20 g in einer Fallhöhe von 120 cm fixiert und dann geführt in einer Plexiglasröhre 

auf den Stempel fallengelassen. Die Energie des Aufpralls des Fallgewichts übertrug 

sich auf den Stempel und induzierte ein reproduzierbares und auf den M. 

gastrocnemius lokal begrenztes stumpfes Weichteiltrauma (s. Abb. 4.1). 
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Abb. 4.1 Induktion eines geschlossenen Weichteiltraumas. A Fallröhre mit 
eingespanntem Gewicht (s. Pfeil) in 120 cm Höhe. B Narkotisiertes Versuchstier mit auf der 
Wadenmuskulatur platziertem Stempel zur Induktion des Traumas. C Dasselbe Versuchstier 
aus B nach Traumaapplikation in Sternallage mit anpräparierter Hinterbeinmuskulatur. 
Deutlich ist der traumatisierte Muskel links im Vergleich zu dem nicht- traumatisierten 
Muskel rechts zu erkennen. 

 
Die Versuchstiere der Negativkontrollgruppe wurden wie oben beschrieben 

narkotisiert, aber es wurde kein Weichteiltrauma der Oberschenkel induziert. Je 

Versuchsdurchführung wurden mindestens drei Mäuse einem Trauma unterzogen 

und mindestens drei Mäuse dienten als Narkosekontrolle. Die Tiere wurden noch für 

mindestens eine halbe Stunde postanästhetisch überwacht. Während des gesamten 

Versuchszeitraums, der von einer Stunde bis sieben Tage variierte, waren die Tiere 

im ZTL des Universitätsklinikums Essen untergebracht. 

 

4.2 APPLIKATIONEN, BLUT- UND ORGANENTNAHME 

4.2.1 APPLIKATIONSARTEN 

Die im Versuchsaufbau verwendeten Substanzen wurden den Versuchstieren i.n. 

appliziert oder i.m., intravenös (i.v.), oder intraperitoneal (i.p.) injziert. Als 

Verdünnungslösung der verschiedenen Substanzen diente steriles PBS mit geringem 

Endotoxingehalt.  
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Bei i.v.- Applikation in die Schwanzvene wurde Serum von Versuchstieren drei 

Stunden nach Trauma bzw. Kontrollbehandlung gewonnen und in naive Mäuse 

transferiert. Zur besseren Darstellung der Schwanzvene wurden die Tiere in einer 

Plexiglasfalle fixiert und der Schwanz mit warmem Wasser angewärmt. Je nach 

Versuch wurde 100 !l oder 200 !l Serum i.v. injiziert. 

Die i.n.- Applikation von UV- inaktivierten P. aeruginosa- Bakterien erfolgte in einer 

Konzentration von 5 x 108 Kolonie- bildenden Einheiten (colony- forming units, CFU) 

in einem Gesamtvolumen von 20 µl PBS, aufgeteilt in je 10 !l pro Nasenloch. Die 

Kontrollgruppe erhielt 20 µl PBS i.n.. Die Tiere wurden zur erleichterten Applikation 

unter Kurznarkose mittels Isofluran in senkrechter Position fixiert. 

Zur Untersuchung einer möglichen immunmodulierenden Rolle von NK- Zellen bei 

der Migration von Granulozyten in die Lunge wurden den Versuchstieren einen Tag 

vor Trauma 50 µl Anti- Asialo GM1 Antiserum i.p. injiziert. Die Versuchstiere der 

Kontrollgruppe erhielten 50 µl eines Kaninchenserums, welches ebenfalls i.p. 

verabreicht wurden. Bei dem Anti- Asialo- Serum handelt es sich um ein Serum, das 

aus Kaninchen gewonnen wird und das die Aktivität von NK- Zellen in verschiedenen 

Ratten- und Maus- Stämmen eliminiert. Das mit Salzen lyophilisiert vorliegende 

Serum wurde nach den Angaben des Herstellers in 1 ml destilliertem Wasser gelöst.  

Intramuskulär wurden Ketamin und Xylazin zur Einleitung der Narkose und 

Narkoseerhaltung, wie unter Kapitel4.1 beschrieben, in die Oberarmmuskulatur der 

Mäuse injiziert bevor dann das Trauma induziert wurde, während die Negativkontrolle 

ohne die letzte Behandlung blieb. 

 

4.2.2 BLUTENTNAHME 

Vollblut wurde den Versuchstieren unter kurzer Vollnarkose mittels Isofluran 

entweder durch intraorbitale Punktion des retrobulbären Venenplexus oder durch die 

intracardiale Punktion des Herzens entnommen. Bei der intraorbitalen Blutentnahme 

wurde die V. jugularis durch Nackengriff gestaut und der Venenplexus über den 

Zugang durch den medialen Augenwinkel mit einer Blutkapillaren von 0,8 mm 

Außendurchmesser punktiert. Um eine intrakardiale Punktion des Herzens 
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durchzuführen, wurden die Tiere in Rückenlage verbracht, von caudal unterhalb des 

Xyphoid parallel zu Längsachse mit einer 35 Gauge (G) Kanüle (BD MicrolanceTM, 

BD Medical, Heidelberg) in den Thorax eingegangen und das Herz punktiert. Bis zu 

1 ml Blut wurde in eine heparinisiete 1 ml Spritze aspiriert. Ein Teil des gewonnen 

Bluts wurde in Ethylendiamintetraacetat (EDTA)- Blutentnahmeröhrchen zur 

durchflusszytometrischen Analyse aufgefangen und der jeweils andere Teil zur 

Serumgewinnung ( siehe auch Kapitel3.6.1) genutzt. 

Die Blutgewinnung wurde nach der „Empfehlung zur Blutentnahme bei 

Versuchstieren“ [421] des Ausschusses für Tierschutzbeauftragte in der GV- SOLAS 

und Arbeitskreis 4 in der TVT durchgeführt. Bei beiden Blutgewinnungsarten 

befanden sich die Versuchstiere in einer Kurznarkose mittels Isofluran. Es konnte pro 

Maus bis zu 1 ml Blut entnommen werden. 

 

4.2.3 ORGANENTNAHME 

Zur Extirpation der Organe wie Lunge, Milz, Lymphknoten und Muskeln wurden die 

Versuchstiere nach Betäubung mittels Isofluran durch zervikale Dislokation getötet. 

Hiernach folgten alle weiteren Arbeitsschritte zur Organentnahme unter sterilen 

Bedingungen an einer Werkbank.  

 

4.2.3.1 PRÄPARATION DER MILZ 

Um eine Splenektomie durchzuführen, wurden die Versuchstiere in linker Seitenlage 

fixiert und das Präparationsfeldes mit 70 % igem Ethanol desinfiziert. Unter sterilen 

Bedingungen wurde eine Hautinzission auf der linken Körperseite im Bereich der Milz 

mit Hilfe einer sterilen Schere durchgeführt. Zum Eröffnen des Peritoneums wurde 

das Sezierbesteck gewechselt und die Milz in der Bauchhöhle von umliegendem 

Fett, Netz und Blutgefäßen unter Verwendung einer Schere und stumpfen Pinzette 

freipräpariert. Nach der vollständigen Entnahme der Milz aus dem Abdomen wurde 

diese bis zur Zellgewinnung in eine Petrischale (100 x 15 mm, Falcon, BD 

Biosciences), gefüllt mit FCS- haltigem Kulturmedium, überführt. 
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4.2.3.2 PRÄPARATION DER MUSKELN 

Zur Präparation des M. gastrocnemius wurden die hinteren Extremitäten der 

Versuchstiere mit 70 % igem Ethanol desinfiziert. Die Haut wurde im gesamten 

Bereich der Hinterbeine mit Hilfe einer Schere und Pinzette entfernt und die 

Gastrocnemius- Muskulatur beider Hinterbeinen der Maus abgetrennt. Die 

präparierten Muskeln wurden sofort weiterbehandelt zur Isolation der Muskelzellen. 

 

4.2.3.3 PRÄPARATION DER LUNGE 

Die Versuchstiere wurden zur Entfernung der Lunge in Rückenlage fixiert. Nach 

Desinfektion des Thorax- und Abdominalbereiches wurde mittels einer sterilen 

Schere eine Hautinzission entlang der Linea alba über den Thorax bis zum Larynx 

durchgeführt um Thorax sowie Abdomen freizulegen. Zur Eröffnung des Peritoneums 

wurde einer zweite Schere angewendet, mit der auch im weiteren Verlauf das 

Diaphragma durchtrennt und der vordere Anteil des Brustkorbes mittels Kostotomie 

entfernt wurde. Nach Durchtrennung der V. cava caudalis und der Aorta zur 

Druckentlastung, wurde die Lunge gespült. Hierzu wurde das Herz im Ventrikulus 

dexter mit einer 22 G Kanüle (BD MicrolanceTM, BD Medical, Heidelberg) punktiert 

und unter leichtem Druck mit 2 – 3 ml einer eiskalten, sterilen PBS- Lösung aus einer 

10 ml Spritze gespült, bis sich beide Lungenflügel adspektorisch weiß verfärbten. 

Das sich in der Lunge befindende Blut konnte über die durchtrennte Aorta im 

Bauchraum ablaufen. Die Lunge wurde mit einer Schere und einer anatomischen 

Pinzette von der Trachea und den Lungengefäßen getrennt und dem Brustkorb 

entnommen. Die präparierten Lungenflügel wurden sofort weiterbehandelt zur 

Aufreinigung der Lungenzellen. 

 

4.2.3.4 PRÄPARATION DER LYMPHKNOTEN 

Lymphknotenzellen (LNC) wurden aus den cervicalen, inguinalen und poplitealen 

Lymphknoten (Lnn.) isoliert. Zur Entfernung der Lnn. popliteales, welche sich 

eingebettet in Fettgewebe der Kniekehle befinden, wurde die Maus in ventro- 

dorsale- Lage platziert und die Präparationsfelder mit 70 % igem Ethanol desinfiziert. 

Dann wurden die Hinterläufe in gespreizter Haltung nach lateral fixiert, die Haut im 
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Innenschenkel von proximal nach distal über das Kniegelenk hinaus mit einer sterilen 

Schere durchgeschnitten, von den Muskeln getrennt und nach caudal fixiert. Im 

Anschluss an die Entfernung der Kniekehllymphknoten wurde das Versuchstier in 

Rückenlage umgelagert und erneut im Bereich der Präparationsfelder desinfiziert. Es 

erfolgte eine Inzision der Haut entlang der Linea alba über den Thorax und Kehlkopf 

hinaus, um dann die Haut nach lateral zu fixieren und die inguinalen Lymphknoten zu 

resizieren. Zur Entfernung der cervicalen Lymphknoten wurde der Kopf des 

Versuchstieres überstreckt und die Haut entfernt. Nach vorsichtiger Präparation der 

Halseingeweide wurden die Lnn. cervicales entfernt. Zur Durchführung der 

Präparation der Lymphknoten wurde das Besteck jeweils nach den Hautschnitten 

gewechselt. 

Alle Lymphknoten einer Versuchsgruppe (Kontrolle, Trauma) und anatomischen 

Lage (cervical, inguinal, popliteal) wurden in einer Petrischale (60 x 15 mm, Falcon, 

BD Biosciences) mit Kulturmedium gepoolt. 

 

4.3 ZELLKULTUR 

Die Durchführung jeglicher Arbeitsschritte zur Isolierung und Kultivierung der 

verschiedenen murinen Zellen erfolgte unter sterilen Bedingungen an einer 

Werkbank. In den Zwischenphasen der einzelnen Arbeitsschritte wurden die 

isolierten Organe, Gewebe bzw. Zellen auf Eis gekühlt. Die Inkubation der 

Zellpräparate fand bei 37 °C in einem Brutschrank mit einem 5 % igem CO2- Gas-

Luft- Gemisch und wasserdampfgesättigter Atmosphäre statt. 

 

4.3.1 ERYTHROZYTEN- LYSE 

Zur Lyse der restlich vorhandenen Erythrozyten aus den gewonnen Zellgemischen 

von Milz und Lunge wurden die unbehandelten Zellen zuerst 10 min bei 300 g und 

4 °C zentrifugiert. Danach wurde das Pellet organabhängig in 1 ml (Lunge) oder 2 ml 

(Milz) Erythrozyten- Lysepuffer re- suspendiert und bei RT für 1 min inkubiert. Der 

Lysevorgang wurde durch die Zugabe von 5 ml Kulturmedium beendet und zur 
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Trennung der Erythrozyten von den restlichen Zellen erfolgte eine Unterschichtung 

mit 2 ml FCS. Nach einer weiteren Zentrifugation (300 g, 10 min, 4 °C) wurde das 

Zellsediment zur weiteren Bearbeitung in Kulturmedium aufgenommen. 

 

4.3.2 ISOLIERUNG UND KULTIVIERUNG VON MILZZELLEN 

Um Milzzellen isolieren zu können, wurde 1 ml Liberase Blendzyme 2 mit einer 

Konzentration von 4 !g/ ml zur Auflösung der Zellverbände mit Hilfe einer 27 G 

Nadel (BD MicrolanceTM, BD Medical, Heidelberg) und einer Spritze verteilt an drei 

Stellen in die nach Kapitel4.2.3.1 resizierte Milz injiziert. Liberase Blendzyme 2 ist ein 

Enzymgemisch zum effizienten und vorsichtigen Aufschluss des Gewebes durch 

Wirkung auf die Kollagene und nicht- Kollagen- Proteine der intrazellulären Matrix 

des Milzgewebes. Zur enzymatischen Aufspaltung folgte eine Teilung des Organs in 

drei vergleichbar große Stücke, welche dann für 18 Minuten in Kulturmedium im 

Brutschrank bei 37°C inkubiert wurden. Hiernach wurde die Milz, in dissoziierter 

Form, mit dem Stempel einer sterilen 2 ml Spritze durch ein Zellsieb (70 !m, BD 

Biosciences) in eine Petrischale gerieben und resuspendiert. In der Petrischale war 

ein Gemisch aus 20 ml Kulturmedium und 5 mM EDTA vorgelegt, welches zur 

Dissoziation von Zell- Clustern diente. Die Milzzellen wurden durch ein weiteres Zell-

 Sieb (40 !m, BD Biosciences) zur Zentrifugation (460 g, 1500 rpm, 6 min, 4 °C) und 

anschließender Erythrozyten- Lyse in ein 50 ml Greinerröhrchen überführt. Nach 

Lyse der Erythrozyten und weiterer Zentrifugation, wurde das Pellet aus Milzzellen in 

Kulturmedium aufgenommen. Die Zellzahl wurde nach Verdünnung der Zellen im 

Verhältnis von 1:10 mit Trypanblau unter Verwendung einer Neubauer- Zählkammer 

bestimmt.  

Im Anschluss an die Isolierung wurden die Zellen aus der Milz 24 Stunden zur 

Intrazellulärfärbung oder 48 Stunden zur Gewinnung des Überstandes für die 

Zytokinbestimmung mittels ELISA in einer Dichte von 4 x 105 Zellen und einem 

Volumen von 200 !l in vierfacher Ausführung in einer 96 well Flachbodenplatten 

ausgesät. Eine Kultivierung mit 5 !g/ ml Cytosin- phosphatidyl- Guanosin (CpG) fand 

zur Intrazellulärfärbung für die durchflusszytometrischen Messung statt und die 

Stimulation durch 3 µg/ ml Concavalin A (ConA) wurde zur Zytokinbestimmung 



 4 Methoden 

 

            | 46 
   

mittels ELISA angewendet. ConA ist ein Metalloprotein aus der Jackbohne 

(Canavalia ensiformis) und gehört zu den Lektinen, da es membranständige 

Kohlenhydratstrukturen auf verschiedenen Zellen binden kann. Hierdurch kann es 

sich an Zellen heften und biochemische Reaktionen auslösen, aber ohne dass eine 

Enzymaktivität besteht. Es wirkt als Mitogen und kann T- Lymphozyten stimulieren. 

CpG ist eine bakterielle Komponenten zur Stimulation von immunologisch aktiven 

Zellen. Kulturmedium wurde als Negativkontrolle eingesetzt. 

Zur durchflusszytometrischen Bestimmung wurden 8 x 105 Zellen pro Färbung 

eingesetzt. 

 

4.3.3 ISOLIERUNG UND KULTIVIERUNG VON MUSKELZELLEN 

Die isolierten Gastrocnemius- Muskeln wurden auf einem Objektträger mit Hilfe eines 

Skalpells weitmöglich zerkleinert und in ein 15 ml Falconröhrchen überführt. Nach 

Verdau mit 1 ml Liberase Blendzyme 2 (4 !l/ ml) für eine Stunde im Wasserbad bei 

37 °C wurden die Muskelfragmente durch ein 40 !m Zellsieb gerieben. Das erhaltene 

Zellgemisch wurde zentrifugiert (460 g, 1500 rpm, 6 min, 4 °C), in Medium 

aufgenommen und nochmals durch einen Zellfilter (30 !m, MACS Pre- Separation 

Filter, Miltenyi Biotec) in ein 15 ml Falconröhrchen filtriert. Zum Abschluss wurden die 

Zellen noch einmal gewaschen um dann zur durchflusszytometrischen Färbung in 

2 ml PBS aufgenommen zu werden.  

 

4.3.4 ISOLIERUNG UND KULTIVIERUNG VON LUNGENZELLEN 

Zur Gewinnung der Lungenzellen wurde die entnommene Lunge mit einem 

Einmalskalpell auf einem Objektträger zerkleinert und in ein 15 ml Falconröhrchen 

überführt, in welchem 3 ml einer 2 mg/ ml Collagenase P- PBS- Lösung vorgelegt 

waren. Collagenase P ist eine Mischung aus Enzymen, gewonnen aus dem 

Überstand von Clostridium histolyticum– Kulturen, zum Aufschluss von 

Gewebeverbänden und zur Isolierung von Zellen. Nach der Inkubation der Lunge zur 

enzymatischen Aufspaltung im Wasserbad für 45 min bei 37 °C wurden die 

zersetzten Lungenfragmente durch intensives Vortexen aufgeschüttelt und mit dem 
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Stempel einer 2 ml Spritze durch ein 40 !m Zellsieb (BD Biosciences) gerieben und 

zum Erhalt des größtmöglichen Zellanteils mit der erforderlichen Menge an PBS 

nachgespült. Zur Minimierung von Debris in der Zellsuspension fand eine Filtrierung 

durch einen Nylonfilter (30 !m Maschenstärke, BD Biosciences) in ein 15 ml 

Falconröhrchen mit anschließender Zentrifugation (460 g, 1500 rpm, 6 min, 4 °C) 

statt. Nach der folgenden Erythrozyten– Lyse, wurden die Lungenzellen in 1 ml 

Kulturmedium aufgenommen und die Zellzahl mit Hilfe einer Neubauer- Zählkammer 

in einer 1:10 Verdünnung der Zellen mit Trypanblau (Biochrom AG, Berlin) unter dem 

Mikroskop ermittelt. 

8 x 105 Zellen wurden für die durchflusszytometrische Bestimmung pro Färbung 

eingesetzt. Bei Anwendung einer Intrazellulärfärbung fand erst eine Kultivierung der 

Lungenzellen für 24 Stunden statt. 

Zur Zellkultivierung wurden die gewonnen Zellen aus der Lunge (4 x 105 Zellen in 

200 !l Kulturmedium/ well) in einer 96 well Rundbodenplatte ausgesät in der Regel 

als Triplikate maximal aber in fünffacher Ausführung, in einem Brutschrank bis zur 

Überstandabnahme 24 Stunden inkubiert. Nach der ersten Inkubationsstunde 

erfolgte eine Restimulation der Zellen mit 2 !l/ well (1 x 109 CFU/ ml) UV- 

inaktivierten P. aeruginosa unter Zusatz von 3 ng/ ml rmIL- 2 zur NK- Zell- 

Aktivierung und zu einem kleinerem Teil auch mit 3 µg/ ml ConA, 5 µg/ ml CpG oder 

100 ng/ ml Lipopolysaccharid (LPS), welches zu den Zellwandbestandteil gram- 

negativer Bakterien gehört.  

 

4.3.5 ISOLIERUNG VON LYMPHKNOTENZELLEN 

Um die LNCs aus den exzipierten Lymphknoten freizusetzen, wurde die kollagene 

Lymphknotenkapsel mit Hilfe von zwei 24 G Kanülen (BD MicrolanceTM, BD Medical, 

Heidelberg) eröffnet, die Matrix in eine Petrischale mit Kulturmedium ausgeschabt. 

und die gewonnene Zellsuspension zur Zentrifugation (460 g, 1500 rpm, 6 min, 4 °C) 

in ein 15 ml Falconröhrchen überführt. Abschließend wurden das gewonnene 

Zellpellet in 1 ml Kulturmedium aufgenommenen und die LNCs mittels einer 

Neubauer- Zählkammer, nach einer Verdünnung im Verhältnis 1:10 mit Trypanblau, 

ausgezählt. 
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4.3.6 BESTIMMUNG DER GESAMTZELLZAHL 

Zum Einsatz der isolierten Zellen aus den einzelnen Organen wurde die Zellzahl 

mittels einer Neubauer- Zählkammer und Trypanblau- Lösung unter einem Mikroskop 

ermittelt. Dazu wurde eine adäquate Menge an Zellsuspension in einer 1:10- 

Verdünnung mit Trypanblau- Lösung versetzt. Trypanblau ist ein anionischer 

Diazofarbstoff, welcher durch Blaufärbung toter Zellen zur Bestimmung der 

Zellviabilität (Zelllebensfähigkeit, Lebendzellzahl) herangezogen werden kann. Die 

Zellmembran von lebenden Zellen ist für diesen Farbstoff undurchlässig. Die 

Zählkammer wurde mit der gefärbten Zellsuspension beschickt und die Zellzahl pro 

Volumeneinheit bestimmt. Um die Gesamtzellzahl zu erhalten, wurde dieser Wert mit 

dem Kulturvolumen multipliziert. 

 

4.4 KOMMERZIELLE STANDARDTESTVERFAHREN 

4.4.1 FLUORESCENCE ACTIVATED CELL SORTING (FACS) 

Die Abkürzung „FACS“ steht für eine geschützte Handelsmarke der Firma Becton 

Dickinson und bedeutet fluorescence ativated cell sorting, Durchflusszytometrie. 

Dabei werden Lichtstreuung und Fluoreszenz einzelner, 0,2 – 150 !m großer Zellen 

gemessen. Kombiniert mit unterschiedlichen Oberflächenmarkern helfen 

Lichtstreuung und Fluoreszenz bei der Differenzierung verschiedener zellulärer 

Parameter und der Sortierung von Zellen. Im Rahmen dieser Dissertation wurde das 

Gerät FACSCalibur® der Firma BD Biosciences (Heidelberg) zur quantitativen 

Analyse von Oberflächenmolekülen oder intrazellulären Zytokinen muriner Zellen 

verwendet, nicht aber zur Separierung von Zellen. Es kamen zwei Laser zum Einsatz 

mit denen vier verschiedene Fluoreszenzen erzeugt und gemessen werde konnten. 

 

4.4.1.1 PRINZIP 

Bei der Durchflusszytometrie werden Zellen durch Lichtstreuung und Lichtemission 

analysiert und charakterisiert. Aufgrund der individuellen Zelleigenschaften können 

Fluoreszenzfarbstoff- markierte Antiköper spezifisch an die Oberflächenmoleküle 
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oder intrazellulären Moleküle binden und über Laser, Detektoren und 

Durchflusszytometer quantitativ erfasst werden. Die zu untersuchende gefärbte 

Einzelzellsuspension läuft in einem Überdrucksystem zusammen mit einer 

Trägerflüssigkeit als laminarer Strom durch eine Durchflusszelle (flow cell), in der die 

einzelnen Zellen über hydrodynamische Fokussierung von einem Laserstrahl 

beleuchtet werden (s. Abb. 4.2).  

 

Abb. 4.2 Prinzip der Durchflusszytometrie. Fluoreszenzfarbstoff- markierte Zellen werden 
bei der durchflusszytometrischen Messung in einem Flüssigkeitsstrom durch einen 
Laserstrahl geführt. Hierbei wird das Licht durch die extra- und intrazellulären Strukturen 
der Zelle gebrochen sowie reflektiert (Seitwärtsstreulicht, SSC) und proportional zu 
Zellgröße gebeugt (Vorwärtsstreulicht, FSC). Linsen, Spiegel und Filtersysteme leiten SSC, 
FSC sowie die durch den Laser angeregte Emission der spezifischen Fluoreszenzmoleküle 
in den Zellen an die entsprechenden Detektoren des elektronischen Systems weiter 
(adaptiert und modifiziert von Laborwelt, 2012 [422]). 

 
Der auftreffende Laserstrahl wird abhängig von der Größe der Zellen um 3 – 10° 

gebeugt, was als forward- scattered light (FSC) von einer Fotodiode erfasst wird. Das 

side- scattered light (SSC) beschreibt die Seitwärtsstreuung des Lichts, welche durch 

die Lichtbrechung und Reflektion an den Zellgranularitäten oder anderen 

intrazellularen komplexen Strukturen hervorgerufen wird. SSC wird in einem 90° 

Winkel zum Laserstrahl von einer Sammellinse erfasst und an einen SSC- Detektor 

weitergeleitet. Somit variieren die Lichtstreuungs- und Beugungseigenschaften der 

einzelnen Zellen in Abhängigkeit ihrer physikalischen Parameter wie in Abb. 4.3 

dargestellt. Die an die Zellen gebundenen Fluoreszenz- Farbstoffmoleküle 

absorbieren das auftreffende Laserlicht und geben diese Energie verzögert in Form 
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von Photonen wieder ab, welche dann über optische Filter und Detektoren des 

Durchflusszytometers gemessen werden. Die Intensität der Fluoreszenz ist hierbei 

direkt proportional zur Anzahl der durch Antikörper an externen oder internen 

Zellmolekülen konjugierten Fluorochrome. Bei einer extrazellulären 

Antikörperfärbung findet eine Erkennung von Epitopen auf der Zelloberfläche statt, 

wohingegen bei der intrazellulären Färbung nach Permeabilisierung der Zelle 

spezifischer Bestandteile im Zellinneren detektiert werden. 

 

Abb. 4.3 Lichtstreuungs- Eigenschaften einer Zelle. Über Lichtbrechung und –reflektion 
im Laserstrahl, welche durch die extra- und intrazellulären Strukturen der Zelle entstehen, 
wird SSC bemessen. FSC gibt die Beugung des Lichtes proportional zur Größe der Zelle an. 
Die Erfassung und Bemessung der Lichtstreuungs- Eigenschaften der Zelle erfolgt für SSC 
über einen Side- Scatter- Detektor, im 90° Winkel zum Laserstrahl über eine Sammellinse, 
und für FSC in Richtung des einfallenden Laserstrahls über eine Photodiode. 

 

Die detektierten Lichtsignale werden im elektronischen System verarbeitet und in 

digitale Signale umgewandelt und schließlich als zweidimensionale Punkt-

Diagramme (Dotplots) in Mess- und Auswertefenster dargestellt. Ein Punkt 

repräsentiert eine Zelle und die Intensität der elektronischen Signale ist proportional 

zu den aufgefangenen optischen Signalen. In Tab. 4.1 werden die 4 verwendeten 

Fluoreszenzkanäle (FL), Farbstoffe, Absorptionsmaxima und Emissionsmaxima 

dargestellt mit denen die Fluoreszenz- Intensität der Fluorochrom– markierten Zellen 

erfasst wird. Die verschiedenen Farbstoffe unterscheiden sich in den 

Wellenlängenbereichen ihrer Emissionsmaxima, sodass die Abstrahlung in 

unterschiedlichen Fluoreszenzkanälen (FL- 1 bis FL- 4) gemessen werden kann. 
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Tab. 4.1 Verwendete Fluoreszenzstoffe 

Fluoreszenzkanal Farbstoff Absorptions- 
Maximum 

Emissions- 
Maximum 

FL- 1 FITC (FLuorescein Isocyanat) 495 nm 519 nm 
FL- 2 PE (Phycoerythrin) 488 nm 565 nm 
FL- 3 PerCP (Peridinin Chlorophyll Protein) 488 nm 695 nm 
FL- 4 APC (Allophycocyanin) 650 nm 660 nm 
 

4.4.1.2 FÄRBUNG VON OBERFLÄCHENMOLEKÜLEN 

Zur Färbung von Oberflächenmolekülen wurden für die verschiedenen 

Färbungskombinationen jeweils 1 x 106 Zellen in einer 96 well Rundbodenplatte 

vorgelegt und mittels Zentrifugation (460 g, 1500 rpm, 6 min, 4 °C) die Zellen vom 

Kulturmedium getrennt. Nach Verwerfen des Überstandes wurde das Zellsediment 

mit Hilfe eines Schüttlers (30 sec, 500 rpm) gelöst, in 50 !l FC- Block/ well (50 !l 

Cellwash® mit 5 !l einer 1 mg/ ml Maus IgG- Lösung) aufgenommen und für 6 

Minuten bei 4 °C unter Lichtausschluss inkubiert. Dieser Block- Schritt wurde 

durchgeführt um spätere unspezifische Bindungen der Antikörper zu inhibieren. Im 

Anschluss folgte die Färbung der Oberflächenmoleküle. Hierzu wurden die Antikörper 

oder Isotyp- Kontrollen (s. Tab. 3.4) in Cellwash® austitriert und in einem Volumen 

von 50 !l zu der Zellsuspension pipettiert. Nach einer weiteren 15 minütigen 

Inkubation bei 4 °C im Dunkeln wurden die Zellen mit 100 !l Cellwash® gewaschen 

und zentrifugiert (460 g, 1500 rpm, 6 min, 4 °C). Das Zellpellet wurde nach dem 

Aufschütteln in 200 !l Cellwash® aufgenommen und in ein 5 ml Rundbodenröhrchen 

(FACS- Tube), gefüllt mit 50 !l Cellwash, überführt. Die Messung der Zellen erfolgte 

mit einem FACSCalibur™ unter Verwendung des Programms Cell quest Pro 

(BD Biosciences) zur Aufzeichnung und Auswertung der Daten. 

 

4.4.1.3 INTRAZELLULÄRE FÄRBUNG 

Die Zellen wurden in zwei verschiedenen Versuchsabläufen intrazellulär gefärbt. 

Entweder wurden die Zellen für 24 Stunden kultiviert und die Zellen aus der Lunge 

mittels P. aeruginosa und die Milzzellen mittels CpG stimuliert oder direkt nach 

Aufbereitung der Zellen aus Milz und Lunge mit 0,5 µg/ ml PMA (Sigma Aldrich, 

Taufkirchen) und 5 µg/ ml Ionomycin (Sigma Aldrich, Taufkirchen) für eine Stunde 
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stimuliert. PMA stimuliert T- Zellen unabhängig von ihrer Antigenspezifität und 

Ionomycin wirkt als Ca2+- Ionophor, welches der zusätzlichen Aktivierung der T-

Zellen dient. Um mittels einer durchflusszytometrischen Messung die intrazelluläre 

Zytokinproduktion messen zu können, müssen Protein- Transport- Vorgänge 

zwischen Intra- und Extrazellulärraum blockiert werden. Durch die Blockade 

sammeln sich die Zytokine der Zelle in den Golgikomplexen ohne abgebaut zu 

werden. In dieser Arbeit wurde der Protein- Transport- Inhibitor Monensin 

(GolgiStop™ 0,66 !l/ ml, BD Biosciences) verwendet, mit dem die Zellen für sechs 

Stunden inkubiert wurden. Anschließend wurden 1 - 2 x 106 Zellen in eine 96 well 

Rundbodenplatte überführt und die Oberflächenmoleküle nach bereits 

beschriebenem Protokoll (s. Kapitel4.4.1.2) gefärbt. Um die Zellen für die zur 

intrazellulären Färbung verwendeten Antikörper durchlässig zu machen, wurden die 

Zellen für 20 min bei Raumtemperatur unter Lichtausschluss fixiert und 

permeabilisiert. Das verwendete Produkt Cytoperm/ Cytofix® (150 !l pro well) von BD 

Bioscience enthält Paraformaldehyd zur Fixierung und Saponin zur Permealisierung 

der Zellmembran. Im folgenden Schritt wurden die Zellen zentrifugiert (460 g, 

1500 rpm, 6 min, 4 °C ), aufgeschüttelt und mit 200 !l pro well saponinhaltigem 

Permeabilisierungspuffer gewaschen. Die Zellen wurden wiederholt zentrifugiert 

(460 g, 1500 rpm, 6 min, 4 °C) und 15 Minuten bei 4 °C unter Lichtausschluss mit der 

vorgegebenen Menge an Antikörper für IL- 12 oder IFN- $, aufgenommen in 50 !l 

Permeabilisierungspuffer, inkubiert. Nach Waschen mit Permeabilisierungspuffer und 

Zentrifugation (460 g, 1500 rpm, 6 min, 4 °C) wurden die Zellen zur 

durchflusszytometrischen Analyse in 200 !l Cellwash® aufgenommen, welches auch 

zur Wiederverschließung der Zellmembran dient. 

 

4.4.1.4 DETEKTION VON REACTIVE OXYGEN SPECIES (ROS) 

Neutrophile Granulozyten besitzen, neben der Fähigkeit zur Phagozytose, die 

Möglichkeit reaktive Sauerstoffspezies (engl. reactive oxygen species, ROS) zur 

Abwehr von Pathogen im Organismus zu bilden [423]. Ob ROS gebildet werden, 

kann mit Hilfe des nicht- fluoreszenten, ungeladenen Indikator Dihydrorhodamin 123 

(DHR 123) überprüft werden. Das DHR 123 wird durch die gebildeten 

Sauerstoffradikale zu dem grün fluoreszierenden Rhodamin 123 (R 123) oxidiert, 
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welches über FACS- Analyse bei der Emission von 500 nm und 536 nm oder die 

Absorption bei einer Wellenlänge von 500 nm ermittelt werden kann. 

Zur Zellfärbung mit DHR 123 wurden 4 x 105 Zellen in 100 !l Medium pro well auf 

einer 96 well- Mikrotiterplatte mit Flachboden in Triplikaten ausgesät und für eine 

Stunde in einem Brutschrank bei 5 % igem CO2/ Luft- Gemisch, wasserdampf-

gesättigter Atmosphäre und 37 °C inkubiert. Vor der nächsten einstündigen 

Inkubation wurden die Zellen mit 2 !l/ well (1 x 109 CFU/ ml) UV- inaktivierten 

P. aeruginosa stimuliert. Hiernach folgte eine Zentrifugation, Resuspension und 

fünfminütige Inkubation der Zellen mit der austitrierten DHR 123- Lösung im 

Brutschrank. Unter Hinzugabe von 50 !l/ well PBS wurden die Zellen gewaschen, 

gefolgt von einer Zentrifugation (460 g, 1500 rpm, 6 min, 4 °C). Nach Verwerfen des 

Überstandes wurden die Zellen aufgeschüttelt und zur FACS- Färbung (siehe 

3.4.1.2) gegen das Oberflächenmolekül Ly6G in einer 96 well Rundbodenplatte 

gepoolt.  

 

4.4.2 ENZYME- LINKED IMMUNOSORBANT ASSAY (ELISA) 

Um die Zytokine aus den Überständen der verschiedenen Zellkulturen zu bestimmen 

und zu quantifizieren, wurden ELISA- DuoSets (s. Tab. 3.5) nach Herstellerangaben 

verwendet. Alle Arbeitsschritte wurden bei Raumtemperatur durchgeführt. Zur 

Auswertung der ELISA wurde ein Mikroplatten- Absorptionsreader ELx808 der Firma 

BioTek Instruments GmbH (Bad Friedrichshall) unter Zuhilfenahme des Programms 

MikroWin (Version 3.0 und 2000, Mikrotek Laborsysteme GmbH) zur Berechnung der 

Zytokinmenge verwendet. 

 

4.4.2.1 PRINZIP 

Die in dieser Arbeit durchgeführten ELISA Tests beruhen auf dem Prinzip der 

Sandwich- Technik (s. Abb. 4.4). Hierbei wird das zu untersuchende Zytokin durch 

indirekte Bindung über einen Primärantikörper in der ELISA- Platte fixiert und über 

einen polyklonalen, Biotin- konjugierten Sekundärantikörper detektiert sowie zu 

einem Sandwich- Komplex verbunden. An einen weiteren Antikörper konjugiertes 



 4 Methoden 

 

            | 54 
   

Enzym bindet den Detektionsantikörper und durch enzymatische Substratumsetzung 

in Farbstoff kann eine Aussage über die Menge an Antigen getroffen werden.  

 

Abb. 4.4 Schematische Darstellung des Prinzip des Sandwich- ELISA. Das Zielprotein 
wird von einen auf der Platte gebundenen Pimärantikörper fixiert und von einem 
Sekundärantikörper detektiert. Durch dessen Bindung kommt es zum Sandwich- Effekt. 
Durch enzymatische Umsetzung eines Substrates welches über einen weiteren Antikörper 
gebunden wird, entsteht ein farbiges Produkt. Dieses wird mittels Fotometrie gemessen 
(CellSignaling Technology, Inc., Danvers, USA, 2012, modifiziert [424]). 

 

4.4.2.2 DURCHFÜHRUNG 

Zur Durchführung der ELISA- DuoSets wurde im ersten Schritt ein monoklonaler 

Primärantikörper verdünnt in PBS in einem Volumen von 100 !l auf einer 96 well 

Flachboden- Mikrotiterplatte aufgetragen um an dieser unspezifisch zu binden 

(Coaten). Nach der Inkubation über Nacht wurden überschüssige, ungebundene 

Antikörper durch dreimaliges Waschen mit je 200 !l Waschpuffer aus der Platte 

entfernt und die unbesetzten Adhäsionsflächen des Kunststoffbodens durch 

Serumproteine der Blocklösung (1 % in D- PBS verdünntes FCS in 250 !l pro well) 

inhibiert. Im Anschluss an eine einstündige Inkubation und einem weiteren 

Waschschritt, wurden die Zellkulturüberstände in der jeweils erforderlichen 

Verdünnung, sowie der dazugehörige Standard, in einer zweifachen seriellen 

Verdünnung mit Medium in einem Volumen von 100 !l pro well auf die Platte 

aufgetragen und für zwei Stunden inkubiert. Zur Detektion des Komplexes aus 

Antigen und Primärantikörper wurden die Überstände mittels dreimaligen Waschens 
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mit Waschpuffer entfernt und je 100 !l des biotinolierten Sekundärantiköpers pro well 

pipettiert. Nach einer zweistündigen Inkubationszeit wurde nochmals dreimalig mit 

Waschpuffer gewaschen und die Platte dann für 20 bis 30 Minuten mit einem 

Konjugat aus Antikörper- Streptavidin- Enzym (Streptavidin- Horseradish Peroxidase, 

HRP) in einem Volumen von 100 !l inkubiert. Zur Entfernung des überschüssigen 

Stretavidin- Konjugats fand eine dreimalige Waschung der Mikrotiterplatte mit 

Waschpuffer statt. Anschließend wurden 100 !l pro well einer zusammengesetzten 

Substratlösung aus Tetramethylbenzidin (TMB) (Substratlösung A + B im Verhältnis 

1:1) hinzugefügt und für fünf bis 15 Minuten im Dunkeln inkubiert. Um die 

enzymatische Substratumsetzung durch die HRP zu stoppen, wurde 1 M 

Schwefelsäure in einer Menge von 50 !l den einzelnen wells hinzugefügt und direkt 

die Absorption des entstandenen Farbstoffs gemessen.  

 

4.5 VERSUCHSDURCHFÜHRUNG 

4.5.1 CHARAKTERISIERUNG DER IMMUNOLOGISCHEN 

ZELLZUSAMMENSETZUG DER LUNGE NACH TRAUMA 

An Tag Null wurden die naiven Versuchstiere narkotisiert und den Mäusen der 

Traumagruppe ein geschlossenes Weichteiltrauma auf den M. gastrocnemius beider 

Hinterbeine appliziert (s. Kapitel4.1). Die Mäuse ohne Muskeltrauma dienten der 

Narkosekontrolle. Zur Untersuchung der Auswirkung einer Immunmodulation in 

Organen außerhalb des Bereichs des Muskeltraumas, hier speziell in der Lunge, 

wurde Blut entnommen und die Lunge zu den Zeitpunkten eine Stunde, drei 

Stunden, sechs Stunden, 24 Stunden, vier Tagen und sieben Tage nach 

Traumaapplikation präpariert und die Veränderungen in einer Zeitkinetik dargestellt. 

In einzelnen Experimenten wurde in Zuge dessen auch andere Organe wie Milz, 

Knochenmark, Muskeln und Lymphknoten entnommen. Die Organzellen wurden 

isoliert und mittels Extra- sowie zum Teil Intrazellulärfärbung durchflusszytometrisch 

analysiert (s. Kapitel4.4.1). Zur Untersuchung des Zytokinmusters nach 

Weichteiltrauma wurden Zellkulturen mit und ohne Stimulation angelegt und nach 18 

bis 22 Stunden die Zytokine in den Überständen mittels ELISA, wie in Kapitel4.4.2 

erläutert, bestimmt. Ein Teil des gewonnen Vollbluts wurde naiv zur FACS- Analyse 
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verwendet. Aus dem anderen Anteil des Blutes wurde Serum gewonnen, welches 

partiell zur Analyse der S100A8/ S100A9- Protein-Konzentration diente, welche in 

freundlicher Kooperation von PD Dr. VOGL im Institut für Immunologie der 

Westfälischen Wilhelms- Universität Münster durchgeführt wurde. Der 

Versuchsablauf ist in Abb. 4.5 skizziert. 

 

 

Abb. 4.5 Beispielhafte Darstellung des Versuchsablaufs eines drei- Stunden- Traumas. 
Traumainduktion auf die Wadenmuskulatur oder Einleitung der Narkosekontrolle zum 
Zeitpunkt 0, Organentnahme und FACS- Analyse nach drei Stunden (versuchsabhängig 
auch zu den Zeitpunkten 1h, 6h, 24h, 4d oder sieben Tage). Kultivierung der gewonnen 
Zellen für 24 Stunden. 

 

4.5.2 EINFLUSS LÖSLICHER KOMPONENTEN AUF 

GRANULOZYTENREKRUTIERUNG IN DIE LUNGE NACH 

WEICHTEILTRAUMA  

Zur Klärung der Frage ob lösliche Komponenten bei der Granulozytenrekrutierung in 

die Lunge nach Weichteiltrauma mitverantwortlich sind, fand ein Transfer von Serum 

traumatisierter und nicht- traumatisierter Mäuse in naive Tiere statt (s. Abb. 4.6). 

Dazu wurde den Spendermäuse drei Stunden nach Traumainduktion, als Zeitpunkt 

der höchsten Granulozyteninfiltration in die Lunge nach Muskeltrauma in der 

Zeitkinetik, Vollblut abgenommen und Serum gewonnen. Das Serum wurde in einem 

Volumen von 100 !l von je einer Maus der Trauma- oder Narkosekontrollgruppe in 

die Schwanzvene eines naiven Tieres injiziert. 
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Abb. 4.6 Versuchsablauf mit Serumtransfer. Versuchstieren einer Trauma- sowie deren 
Kontrollgruppe wurde 3 Stunden nach Traumainduktion zur Gewinnung von Serum Blut 
abgenommen. Dieses Serum wurde von je einer traumatisierten oder Kontrollmaus in je 
eine naive Maus per i.v.- Injektion in die Schwanzvene appliziert. Drei Stunden nach 
Serumtransfer auf die naiven Tiere wurden die Organe entnommen und 
durchflusszytometrisch analysiert oder die isolierten Zellen für 24 Stunden kultiviert. 

 
Nach einer Inkubationsperiode von drei Stunden nach Serum- Applikation wurde den 

Mäusen des Serumtransfers Blut entnommen und die Lungen präpariert. Die Zellen 

wurden wie in Kapitel4.3.4 beschrieben isoliert und durchflusszytometrisch analysiert. 

Ein Teil der Zellen wurde zur Bestimmung der Zytokinexpression in einer Zellkultur 

angelegt. Auch das gewonnene Vollblut wurde mittels FACS nach Färbung der 

Oberflächenmoleküle untersucht. 

 

4.5.3 AUSWIRKUNG EINER BAKTERIELLEN INFEKTION NACH TRAUMA AUF 

DIE GRANULOZYTENINFNILTRATION IN DIE LUNGE 

Zu den Zeitpunkten drei Stunden und vier Tage nach Trauma, wurden die Tiere mit 

und ohne Trauma- Induktion mit UV- inaktivierten P. aeruginosa- Bakterien infiziert 

um die Auswirkung einer bakteriellen Infektion nach einem extrapulmonalen Trauma 

auf die Lunge zu untersuchen. In Abb. 4.7 wird der Versuchsablauf bildlich 

dargestellt. Insgesamt wurden vier Versuchsgruppen von je zwei 

Narkosekontrollgruppen und je zwei Traumakontrollgruppen zusammengestellt. 

Hiervon wurden Mäuse je einer Narkosekontrollgruppe und einer Traumakontrolle mit 

5 x 108 CFU P. aeruginosa i.n. infiziert oder mit PBS als Negativkontrolle behandelt. 
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Zur i.n. Applikation wurde ein Volumen von 10 !l/ Nasenloch/ Tier ($ 20 !l pro Tier) 

verabreicht. Nach sechs Stunden wurden die Organe entnommen. 

 

Abb. 4.7 Versuchsablauf im Infektionsmodell. Insgesamt zwei von vier 
Mausversuchsgruppen wurde ein Muskeltrauma auf die Wadenmuskulatur appliziert. Die 
beiden anderen Versuchsgruppen dienten der Narkosekontrolle. Nach drei Stunden erfolgte 
für je eine Trauma- und eine Narkosekontrollgruppe die bakterielle Infektion mittels i.n.-
Instillation UV- inaktivierter Pseudomonaden. Sechs Stunden nach Infektion wurden die 
Organe aller Tiere entnommen und die Zellen isoliert. Ein Teil der Zellen wurde für weitere 
Zytokinanalysen 24 Stunden kultiviert. 

 

4.6 STATISTISCHE ANALYSEN 

Die erhobenen Daten wurden statistisch und graphisch mit der Software 

GraphPad Prism 4.0 analysiert. Die Ergebnisse von vorher definierten Messreihen 

sind in der Regel als Median und der Spannweite (range) dargestellt. Bei der Analyse 

einzelner Experimente mit mindestens n= 3 Mäusen werden die Daten als absolute 

Zahl der Zellen pro Lunge dargestellt, ermittelt aus den durchflusszytometrisch 

gemessenen prozentualen Angaben und aus der Gesamtzahl der isolierten 

Lungenzellen (s. Kapitel4.3.4). Die Daten über den Vergleich mehrerer 

Versuchseinheiten mit n= 2 bis 6, jeweils zum selben Zeitpunkt, wurden für jedes 

Experiment auf den Median der Kontrollgruppe normalisiert und dann statistisch 

ausgewertet. Zur Veranschaulichung der einzelnen Werte wurden die Daten als 

Punktwolken dargestellt. Zum Vergleich von zwei Versuchsgruppen (Trauma und 

Kontrolle) wurde ein ungepaarter, nicht- parametrischer „Mann-Whitney U“- Test 

angewendet. Waren mehr als zwei Gruppen zu vergleichen, wurde die Analyse mit 

einem ungepaarten, nicht- parametrischen „Kruskal- Wallis“- Test mit folgendem 

„Dunn’s Multiple Comparison“- Test durchgeführt. Die Ergebnisse der 

Zytokinanalyse, wurden mit einem „one- way ANOVA“- Test und nachfolgendem 
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„Newman- Keuls“- Test verglichen und graphisch dargestellt als die Mittelwerte mit 

der Standardabweichung. Ein p- Wert von < 0,05 wurde allgemein als statistisch 

signifikant erachtet. 
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5 ERGEBNISSE 

5.1 CHARAKTERISIERUNG DER ZELLULÄREN IMMUNMODULATION 

NACH TRAUMA 

Männlichen BALB/c- Mäusen wurde ein geschlossenes Weichteiltrauma auf die 

Gastrocnemius- Muskulatur wie in Kapitel4.1 beschrieben appliziert. In einer 

Zeitkinetik wurden zu unterschiedlichen Zeitpunkten Blut und die Lungen entnommen 

und mittels FACS- Analyse untersucht (s. Abb. 5.1). 

 

Abb. 5.1 (modifizierte Abb. 4.5) Versuchsaufbau Induktion eines Weichteiltraumas. 
Hervorgehoben wird die Organpräparation und Zellisolation sowie Blutentnahme aus 
Versuchstieren drei Stunden nach Trauma oder Narkosekontrolle zur Analyse von 
Immunzellen aus Lunge, Blut und anderen Organen. Zur Erstellung einer Zeitkinetik 
variierte der Zeitpunkt der Organ- bzw. Blutentnahme nach Trauma zwischen einer Stunden 
und sieben Tagen. 

 

5.1.1 MODULATION DER GRANULOZYTENANZAHL NACH WEICHTEILTRAUMA 

5.1.1.1 GRANULOZYTEN IN DER LUNGE 

Nach durchflusszytometrischer Analyse der Lungenzellen konnte eine erhöhte 

Anzahl von Ly6G+ 11c- Granulozyten nach Weichteiltrauma (s. Abb. 5.2) in der 

Lunge nachgewiesen werden.  
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Abb. 5.2 Durchflusszytometrische Messung von Granulozyten in der Lunge. 
Darstellung des Granulozyten- Einstroms in die Lunge mittels Dotplots jeweils bei einem 
Tier mit und einem ohne Trauma- Induktion drei Stunden nach Trauma. In der Gating–
Strategie zur Bestimmung des Anteils an Granulozyten (Ly6G+) zeigt sich, dass sich in der 
Lunge des traumatisierten Tieres deutlich mehr (12.88 %) Granulozyten befinden als in der 
Lunge eines Tieres der Narkosekontrollgruppe (4.89 %). 

 
Mäuse nach Skelettmuskel- Traumatisierung zeigten im Vergleich zu Kontrolltieren 

drei Stunden, sechs Stunden und nochmals vier Tage nach Trauma signifikant 

erhöhte Granulozytenanzahl in den Lungen. 24 Stunden nach Trauma- Induktion war 

die pulmonale Infiltration an Granulozyten rückläufig und zum Zeitpunkt sieben Tage 

nach Trauma im Bereich der Normwerte von Kontrolltieren. In der Zeitkinetik, wie in 

den Abb. 5.3 A + B zusammengefasst, konnte schon eine Stunde nach Trauma eine 

Tendenz zur Erhöhung der Granulozytenzahl in den Lungen von Traumatieren 

festgestellt werden. Das Maximum der Granulozyteninfiltration wurde in diesen 

vorgenommenen Messeinheiten drei Stunden nach stumpfer Muskelverletzung der 

Wadenmuskulatur ermittelt, wobei der normallisierte Wert für den Median der 

Kontrollgruppe von 100% in der Traumagruppe auf 232,16% anstieg. Die Expression 

des Aktivierungsmaker CD11b war an der Oberfläche der gemessenen Granulozyten 

in der Lunge zu dem Zeitpunkt der maximalen Infiltration an Granulozyten, drei 

Stunden nach Trauma, in der signifikant erniedrigt im Vergleich zu der 

Narkosekontrolle. In der Dotplot- Darstellung in Abb. 5.3 C wird die deutlich 

niedrigere Granulozytenanzahl der Kontrollgruppe verglichen mit der Gruppe der 

Tieren nach Traumainduktion sichtbar, währendessen diese aber einen erhöhten MFI 

(mean fluorescence intensity) an CD11b aufweisen (ausgewertet in Abb. 5.3 D). Der 

Median des MFI der CD11b+ Granulozyten der Narkosekontrolle betrug 6250.02 und 

in der Traumagruppe reduziert auf 5634.69.  
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f 

Abb. 5.3 Zeitkinetik zur Granulozytenanzahl in der Lunge und CD11b- Expression der 
Granulozyten. Die Lungen der Versuchstieren wurden zu den Zeitpunkten 1h, 3h, 6h, 24h, 
4d und 7d nach Traumatisierung oder Narkosekontrolle entnommen, die Zellen isoliert und 
mittels FACS- Analyse bestimmt. A Dargestellt werden beispielhafte Einzelexperimente mit 
Median und Spannweite pro Zeitpunkt der Versuchsdurchführung. Im Vergleich dargestellt 
sind n= 3 Versuchstier pro Traumagruppe (T) in einem schwarzen Balken und 
Kontrollgruppe (K) in einem offenen Balken. B Die aus den einzelnen Experimenten 
ermittelten Daten wurden für jeden Zeitpunkt und jede Versuchsgruppe (T= graue Kreise, 
K= offene Kreise) gepoolt und jeder Wert auf den Median der Kontrollgruppe für jedes 
Experiment normalisiert. Der Median ist mittels einer Linie pro Versuchsgruppe markiert. C 
Gemessene CD11b- Expression an der Granulozytenoberfläche mittels FACS, dargestellt 
als Dotplots. D Die Messung der CD11b- Expression an der Oberfläche der Granulozyten in 
der Lunge zum Zeitpunkt drei Stunden nach Traumainduktion zeigte eine signifikant 
erniedrigten medianen MFI der CD11b+Granulozyten der Traumagruppe im Vergleich zur 
Kontrollgruppe. Der Unterschied zwischen T und K pro Zeitpunkt für die Daten der 
Abbildungen A + B + D wurde mit Hilfe des nicht- parametrischen „Man- Whitney U“- Test 
ermittelt. P < 0,05 * bis P < 0,001 *** wurden als signifikant erachtet.  

 

In dieser Färbung der Oberflächenmoleküle kann keine Differenzierung der PMNs in 

ihre Unterpopulationen wie eosionophile Granulozyten, basophile Granulozyten und 

neutrophile Granulozyten vorgenommen werden. Ly6G+ kennzeichnet neutrophile 

Granulozyten.  
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5.1.1.2 GRANULOZYTEN AUSSERHALB DER LUNGE 

Die Anzahl an Granulozyten im Blut von Versuchstieren mit und ohne 

Traumatisierung der Gastrocnemius- Muskulatur wurde mittels Durchflusszytometrie 

prozentual (s. Abb. 5.4) analysiert. Die Gesamtzellzahl im Blut wurde nicht ermittelt. 

Die Blutprobenentnahme der Versuchstiere erfolgte zu den Zeitpunkten der 

Pulmoektomie (eine Stunde bis sieben Tage nach Trauma). Die Messung der 

Blutzellen zeigte analog der Ergebnisse zur Granulozyteninfiltration in die Lunge in 

Kapitel5.1.1.1  eine signifikante Steigerung der Granulozytenanzahl im Vergleich zu 

der traumatisierten Versuchstiere mit deren Kontrollgruppe zu den Zeitpunkten drei 

Stunden, sechs Stunden und vier Tagen nach Trauma. 24 Stunden und sieben Tage 

nach Traumainduktion können keine Unterschiede zwischen der Gruppe von 

Versuchstieren nach Trauma oder Narkosekontrolle erfasst werden. Zum Zeitpunkt 

drei Stunden nach Trauma mit der höchsten Signifikanz in der 

Granulozytenrekrutierung ins Blut war normallisierte Wert für den Median der 

Kontrollgruppe von 100% in der Traumagruppe auf 176,94% angestiegen. 

 

Abb. 5.4 Durchflusszytometrische Darstellung der gemessenen Granulozyten im Blut. 
Der prozentual erfasste Anteil an Ly6G+ Granulozyten mit Hilfe eines Durchflusszytometers 
im Blut zum Zeitpunkt drei Stunden nach Trauma- Induktion, liegt mit 44.82% des 
Traumatieres über der Granulozytenzahl eines Tieres nach Narkosekontrolle mit 15.47%. 

 
Die prozentuale Veränderung der Granulozyten im Blut nach Muskeltrauma zu den 

unterschiedlichen Zeitpunkten kann der Zeitkinetik unter Abb. 5.5 A + B entnommen 

werden. In der Abb. 5.5 C wird die Zellzusammensetzung der 

Oberflächenmolekühlfärbung nach Ly6C, Ly6G, 11b, 11c dargestellt. 
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Abb. 5.5 Prozentualer Anteil an Granulozyten im Blut nach Trauma. A Beispielhafte 
Darstellung von Granulozytenzahlen in Prozent im Blut einzelner Experimente analog zur 
Zeitkinetik der Lunge (s. Abb. 5.3 A + B). B Die Daten der Einzelexperimente sind für jeden 
Versuch auf den Median der Kontrollgruppe normalisiert für jedes Experiment und in einer 
Punkt–Wolkendarstellung (T= graue Kreise, K= offene Kreise) abgebildet. Der Median ist 
mittels einer Linie pro Versuchsgruppe markiert. C Zu dem Zeitpunkt drei Stunden nach 
Trauma sind die Zellen in der Abbildung mit der Gating- Strategie Granulozyten LyG+, AM 
CD11c+ CD11bintermediär und Monozyten unterteilt in Ly6Chi Ly6G- und Ly6Cmed Ly6G- im 
Vergleich Traumatiere (schwarzer Balken) zur Kontrollgruppe (offener Balken) gezeigt. Der 
Unterschied zwischen T und K pro Zeitpunkt wurde mit Hilfe des nicht- parametrischen 
„Man- Whitney U“- Test ermittelt. P < 0,05 * bis p < 0,001 *** wurden als signifikant 
erachtet. 

 

In diesem Traumamodell konnten nach Analyse der isolierten Milzzellen mittels 

FACS nach Färbung der Oberflächenmoleküle, keine signifikante Infiltration von 

Granulozyten in die Milz zu den Zeitpunkten drei Stunden (s. Abb. 5.6 A + B) und vier 

Tagen (Daten nicht gezeigt) nach Trauma- Induktion nachgewiesen werden.  
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Abb. 5.6 Durchflusszytometrische Analyse von Granulozyten in der Milz. Neben der 
Analyse von Lunge und Blut, wurden in drei Experimenten die Zellen der Milz zu dem 
Zeitpunkt drei Stunden nach Induktion eines Weichteiltraumas analysiert. A Einzelbeispiel 
zur Darstellung von Granulozytenzahlen von n= 3 Tieren pro Versuchsgruppe in der Milz 
drei Stunden nach Trauma (T= schwarzer Balken, K= offener Balken). B Gepoolte 
Granulozyten- Daten der Einzelexperimente zu dem Zeitpunkt drei Stunden nach Trauma 
normalisiert auf den Median der Kontrollgruppe für jedes Experiment. Die statistische 
Analyse wurde mit Hilfe des nicht- parametrischen „Man- Whitney U“- Test durchgeführt. 

 

Die Granulozyteninfiltration in die Gastrocnemius- Muskulatur beider Hinterbeine 

nach Trauma war aufgrund der sehr geringen Zellzahl (< 0.8%) zum Zeitpunkt drei 

Stunden nach Trauma schwer nachweisbar, aber es lies sich tendenziell ein Anstieg 

der Granulozytenzahl (keine Abbildung gezeigt) nach Traumatisierung erkennen. In 

den poplitealen, inguinalen und cervicalen Lymphknoten lag die Zahl der 

Granulozyten drei Stunden nach Trauma unter der Nachweisgrenze (keine Abbildung 

gezeigt).  

 

5.1.2 WEITERE IMMUNZELLEN IN DER LUNGE NACH TRAUMA 

5.1.2.1 MONOZYTEN UND MAKROPHAGEN 

In diesem Versuchsaufbau konnten für die Zeitpunkte eine Stunde bis sieben Tage 

nach Traumainduktion keine Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen für die 

Anzahl an Ly6Clow Ly6G-- Monozyten und CD11clow CD11bintermediär- AM in der Lunge 

festgestellt werden (s. Abb. 5.7 B + C). Jedoch zu den Zeitpunkten eine Stunde und 

vier Tage nach Trauma- Einwirkung wurde ein signifikanter Anstieg an Ly6Chi Ly6G--

Monozyten in den Lungen der Mäuse aus der Traumagruppe im Vergleich zu den 

Kontrolltieren durchflusszytometrisch gemessen (s. Abb. 4.7 A). In der Dotplot-

Darstellung Abb. 5.7 a werden die Messfenster zur Messungen von beiden 
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Subpopulationen an Monozyten und unter Abb. 5.7 b Makrophagen bildlich 

dargestellt. 

 
 

Abb. 5.7 Monozyten und Makrophagen in der Lunge nach Trauma. Zum Zeitpunkt drei 
Stunden nach Trauma wurden a die Monozyten in ihren Subpopulationen Ly6Chi Ly6G- 
(türkise Punkte) und Ly6Clow Ly6G- (blaue Punkte) und b Makrophagen als 
CD11clow CD11bintermediär durchflusszytometrisch in der Lunge erfasst. A - C Die aus den 
einzelnen Experimenten ermittelten Daten der Monozytenhi, Monozytenlow und Makrophagen 
wurden für jeden Zeitpunkt und jede Versuchsgruppe (T= graue Kreise, K= offene Kreise) 
gepoolt und jeder Wert auf den Median der Kontrollgruppe für jedes Experiment 
normalisiert. Der Median ist mittels einer Linie pro Versuchsgruppe markiert. Der 
Unterschied zwischen T und K pro Zeitpunkt wurde mit Hilfe des nicht- parametrischen 
„Man- Whitney U“- Test ermittelt. P < 0,05 * wurde als signifikant erachtet. 
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5.1.2.2 NKT-, CD3+- UND NK- ZELLEN 

Zur Untersuchung ob es durch ein Weichteiltrauma auf die Wadenmuskulatur von 

Mäusen zu einer Veränderung der Zellzusammensetzung in Hinblick auf NK-, NKT- 

und CD3+- T- Zellen kommt, wurden die isolierten Zellen mit einer 

Antikörperkombination gegen CD3, CD11b und DX5 gefärbt und 

durchflusszytometrisch gemessen (s. Abb. 5.8 a). Es konnte keine gesteigerte 

Expression des Aktivierungsmarkers CD69 auf NK-, NKT- und CD3+- T- Zellen von 

Mäusen der Trauma- oder Kontrollgruppe erfasst werden (Daten nicht gezeigt).  
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Abb. 5.8 Beobachtung von NKT-, CD3+- T- und NK- Zellen nach Trauma in der Lunge. a 
FACS–Messung mit der Gating- Strategie CD3+DX5+- NKT- Zellen (orangene Punkte), 
CD3+DX5-–T- Zellen (blaue Punkte) und CD3-DX5+- NK- Zellen (pinke Punkte). Darstellung 
der NKT- (A), T- (B) und NK- Zellen (C) in einer auf den Median von K für jedes Experiment 
normalisierten Zeitkinetik (T= graue Kreise, K= offene Kreise) mit jeweils einem 
Einzelbeispiel (T= schwarzer Balken, K= offener Balken) drei Stunden nach 
Traumainduktion. Der Median ist mittels einer Linie pro Versuchsgruppe markiert. Der 
Unterschied zwischen T und K pro Zeitpunkt oder Einzelexperiment wurde mit Hilfe des 
nicht- parametrischen „Man-Whitney U“- Test ermittelt. P<0,05 * wurde als signifikant 
erachtet. 

 

Die Zellanalyse der CD3+ Dx5+- NKT- Zellen und den CD3- Dx5+- NK- Zellen in der 

Lunge nach Trauma zu den Zeitpunkten eine Stunde bis sieben Tage nach 

Traumainduktion ergab keinen Unterschied zwischen den Versuchstieren nach 

Traumatisierung der Wadenmuskulatur zu der Kontrollgruppe (s. Abb. 5.8 A + C). Es 
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konnte jedoch ein signifikanter Anstieg der CD3+ Dx5-- T- Zellzahl der Traumatiere 

eine Stunde nach Trauma im Vergleich zu der Kontrollgruppe verzeichnet werden (s. 

Abb. 5.8 B). Zu den nachfolgenden Zeitpunkten unterschieden sich die 

durchflusszytometrischen Messwerte an T- Zellen von Tieren der Traumagruppe im 

Vergleich zu ihrer Kontrollgruppe nicht mehr. Die gemessenen NK- Zellen in der Milz 

drei Stunden und vier Tage nach Trauma sowie in den Lymphknoten drei Stunden 

nach Trauma ergaben keine aussagekräftigen, reproduzierbaren Abweichungen 

zwischen den Daten der Trauma- und Kontrollgruppen (Daten nicht gezeigt).  

Eine Behandlung der Versuchstiere mit Antiasialo zur Depletion der NK- Zellen in 

einmaliger Durchführung führte zu keiner veränderten Granulozyteneinwanderung in 

die Lunge drei Stunden nach Trauma im Vergleich zu den Tieren ohne Antiasialo- 

Behandlung (Daten nicht gezeigt).  

 

5.1.2.3 DENDRITISCHE ZELLEN 

Die in Kapitel4.3.4 gewonnenen Lungenzellen wurden mit Antikörpern gegen CD11c 

(als Marker für Konventionelle DC) und IA (MHC Klasse II+- Zellen) gefärbt und über 

eine FACS-Messung analysiert (s. Abb. 5.9). 

 

 

Abb. 5.9 Durchflusszytometrische Messung von CD11c+ MHC Klasse II+- DCs in der 
Lunge. Dotplot- Darstellung der IA+ CD11c+ DCs in der Lunge drei Stunden nach Trauma-
Induktion. In der linken Darstellung in der Lunge einer Kontrollmaus sind 0.77% 
IA+ CD11c+ DCs zu verzeichnen im Vergleich zu 1.63% IA+ CD11c+ DCs in der Lunge einer 
Maus der Traumagruppe (rechte Darstellung).  
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Die Auswertung der Daten an CD11c+ MHC Klasse II+- DCs von Traumatieren im 

Vergleich zu Tieren der Narkosekontrolle zeigte keinen Unterschied im Anteil von 

CD11c+- DCs und Expression an MHC Klasse II- Molekülen zu den 

Versuchszeitpunkten 1h, 3h, 6h, 24h, 4d und 7d nach Trauma (s. Abb. 5.10 A + B). 

 

Abb. 5.10 Unveränderte Anzahl an DCs in der Lunge nach Trauma. A Einzelbeispiel zur 
Darstellung der absoluten Anzahl der CD11c+ MHC Klasse II+- DCs von n= 3 Versuchstieren 
pro Vergleichsgruppe drei Stunden nach Trauma (T= schwarzer Balken, K= offener Balken). 
B Gepoolte Daten der Einzelexperimente normalisiert auf den Median von K für jedes 
Experiment in einer Zeitkinetik (T= graue Kreise, K= offene Kreise). Die statistische Analyse 
wurde mit Hilfe des nicht- parametrischen „Man- Whitney U“- Test durchgeführt. 

 

5.1.3 MODULATION DER GRANULOZYTENZAHL NACH TRAUMA IN TLR4-/-, 

TLR2,4-/- UND MYD88-/-- MÄUSEN 

5.1.3.1 TLR4-/-, TLR2,4-/- 

Zur Fragestellung ob TLR2 sowie TLR4 an der Granulozyteninfiltration in die Lunge 

nach Weichteiltrauma beteiligt sind, wurden TLR4-/-, TLR-2,4-/- und MyD88-/-- Mäusen 

im Vergleich zu Wildtypmäusen ein Trauma auf die Wadenmuskulatur appliziert. Es 

wurden das Blut sowie die Lungen durchflusszytometrisch untersucht. Nicht-

traumatisierte Mäuse dienten als Narkosekontrolle. Die Abb. 5.11 zeigt die 

unterschiedliche Granulozytenanzahl in der Lunge mit und ohne Traumainduktion in 

Wildtyp- BALB/c- Mäusen und in Abhängigkeit der unterschiedlichen „knock out“-

Faktoren TLR4-/-, TLR-2,4-/- und MyD88-/-. Die TLR-4-/-Versuchstiere der 

Traumagruppe (n= 3) zeigten drei Stunden nach Trauma eine erkennbar erhöhte 

aber statistisch nicht signifikante Infiltration von Granulozyten in die Lunge. Bei den 

TLR2,4-/-- Traumatieren (n= 3) hingegen, kam es zu einer geringeren Infiltration von 
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Granulozyten in der Lunge bzw. zu einem Rückgang der Granulozytenzahl im 

Vergleich zur Kontrollgruppe. Die Granulozyteneinwanderung in die Lunge nach 

Muskeltrauma von MyD88-/-- Mäusen wird im unteren Textabschnitt unter 

Kapitel5.1.3.2 weiter beschrieben. 

 

Abb. 5.11 Unterschiedliche Granulozyteninfiltration in die Lunge von TLR4-/-- und 
TLR2,4-/-- Mäusen drei Stunden nach Trauma. Dargestellt sind die absoluten Zahlen der 
durchflusszytometrischen Analyse von Granulozyten in der Lunge drei Stunden nach 
Muskeltrauma dargestellt mit Median und der Spannweite. Die Unterschiede zwischen den 
Versuchsgruppen wurden statistisch mit dem ungepaarten, nicht- parametrischen „Kruskal–
Wallis“- Test mit folgendem „Dunn’s post“- Test ermittelt. 

 

5.1.3.2 MYD88-/- 

In wie weit der Granulozyteneinstrom in die Lunge nach Trauma der 

Wadenmuskulatur abhängig von MyD88 verläuft, wurde nach Versuchsdurchführung 

unter Zuhilfenahme von MyD88-/-- Mäusen im Vergleich zu Wildtypmäusen 

untersucht. 
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Abb. 5.12 Granulozytenmuster der Lunge drei Stunden nach Trauma in MyD88-/--
Mäusen. A + C Einzelbeispiel zur Granulozyteneinwanderung in die Lunge (A) und im Blut 
(C) von WT- (WT T= schwarzer Balken, WT K= offener Balken) und MyD88-/-- Mäusen 
(MyD88-/ T= schwarz karierter Balken, MyD88-/-K= weiß karierter Balken) drei Stunden nach 
Trauma, dargestellt mit Median und Spannweite. B + D Gepoolte Daten der 
Einzelexperimente (n= 3) zur Infiltration von Granulozyten in die Lunge (B) und ins Blut (D) 
normalisiert auf den Median von K für jedes Experiment (T= graue Kreise, K= offene 
Kreise). Die statistische Analyse wurde mit Hilfe des ungepaarten, nicht- parametrischen 
„Kruskal- Wallis“- Test mit folgendem „Dunn’s post“- Test durchgeführt. P < 0,5 * wird als 
signifikant erachtet. 

 

In der Versuchsdurchführung unter Verwendung von Wildtyp- und MyD88-/-- Mäusen 

jeweils auf BALB/c- oder C57BL/6- Hintergrund, führte die Induktion des 

Weichteiltraumas auf die Gastrocnemius- Muskulatur beider Hinterläufe zu einer 

erhöhten Anzahl an Granulozyten in den Lungen verglichen mit den Tieren der 

jeweiligen Narkosekontrollgruppe (s. Abb. 5.12 A, B + C). In geringerem Maße wurde 

dieser Effekt auch im Blut sichtbar (s. Abb. 5.12 D + E). Generell zeigte die 

Auswertung der Daten von MyD88-/-- Mäusen der Trauma- sowie Kontrollgruppe 

niedrigere Granulozytenzahlen in der Lunge und im Blut als die der Wildtypmäusen. 

Der Granulozyten- Einstrom in die Lunge und auch die erhöhte Granulozytenzahl im 

Blut waren nicht MyD88- abhängig. 
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Zusammengefasst konnte nach Traumainduktion auf die Wadenmuskulatur bei 

BALB/c-, C57bl/6-, TLR4-/-- und MyD88-/-- Mäusen auf zellulärer Ebene eine massive 

Erhöhung der Granulozytenzahl in der Lunge und im Blut mit einer maximalen 

Infiltration drei Stunden nach Trauma beobachtet werden. TLR2,4-/-- Mäuse wiesen 

eine tendenziell geringere Anzahl an Granulozyten in der Lunge nach Trauma im 

Vergleich zur Narkosekontrollgruppe. Der MFI für CD11b der gemessenen 

Granulozyten in der Lunge drei Stunden nach Trauma war in der Traumagruppe 

niedriger als in der Narkosekontrollgruppe. Die Anzahl an Ly6Chigh Ly6G-- Monozyten 

und CD3+- T- Zellen waren zu dem Zeitpunkt eine Stunde und für Ly6Chigh Ly6G--

Monozyten zusätzlich vier Tage nach Trauma erhöht. In den Populationen von 

Ly6Clow Ly6G-- Monozyten, AM, DC, NKT- und NK- Zellen konnte nach 

durchflusszytometrischer Analyse keine Veränderung im Vergleich Tiere mit und 

ohne Weichteiltrauma festgestellt werden. 

 

5.2 GRANULOZYTENINFILTRATION, ROS UND S100 

5.2.1 ROS 

Zur Untersuchung mikrozider ROS- Bildung durch Granulozyten in Bezug auf die 

Granulozyteninfiltration in die Lunge drei Stunden nach Weichteiltrauma wurden 

isolierte Lungenzellen wie in Kapitel4.4.1.4 beschrieben inkubiert, mit Antikörpern 

behandelt und durchflusszytometrisch gemessen. 

Die massive Granulozyteninfiltration in die Lunge drei Stunden nach 

Weichteiltrauma, korrelierte in diesem Traumamodell nicht mit einer erhöhten 

Produktion an Sauerstoffradikalen nach Traumatisierung, dargestellt in Abb. 5.13. 

Tendenziell konnte ein geringerer DHR- Farbstoff- Umsatz in den Ly6G+- Zellen der 

Traumagruppe sowohl mit als auch ohne in vitro Pseudomonas- Stimulation im 

Vergleich zu den Tieren der Narkosekontrolle gemessen werden. Allerdings 

induzierte die Restimulation der Zellen mittels P. aeruginosa eine erhöhte ROS-

Produktion im Vergleich zu unstimulierten Zellen. 
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Abb. 5.13 ROS- Produktion der Granulozyten drei Stunden nach Trauma. Die isolierten 
Lungenzellen der Trauma- und Negativkontrollgruppe wurden in Medium kultiviert und zur 
Hälfte für eine Stunde mit UV- inaktivierten P.aeruginosa- Bakterien in vitro stimuliert. Nach 
Inkubation mit DHR 123 und Antikörperfärbung nach Ly6G, wurde die ROS- Produktion der 
Granulozyten durchflusszytometrisch erfasst. A Einzelbeispiel zur Darstellung der 
prozentualen Anzahl der Ly6G+ DHR+- Zellen mit und ohne in vitro Pseudomonas-
Stimulation drei Stunden nach Trauma (Traumatiere= schwarzer Balken, Kontrolltiere= 
offener Balken). B Gepoolte Daten der Einzelexperimente mit n= 3 der drei Stunden-
Traumata normalisiert auf den Median von K für jedes Experiment (T= graue Kreise, K= 
offene Kreise). Der Median ist als horizontale Linie für jede Versuchsgruppe dargestellt. Die 
statistische Analyse wurde mit Hilfe des ungepaarten, nicht- parametrischen „Kruskal-
Wallis“- Test mit folgendem „Dunn’s post“- Test durchgeführt. Als signifikant wurde 
p < 0,05 * erachtet. 

 

5.2.2 S100A8/ S100A9 

Die Analysen auf S100A8/ A9- Konzentrationen nach Weichteiltrauma im Serum von 

Mäusen wurden mittels ELISA- Methodik im Institut für Immunologie der 

Westfälischen Wilhelms- Universität Münster unter Leitung von PD Dr. VOGL 

durchgeführt. Hierfür wurden Mäusen zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach Trauma 

Blut entnommen und das gewonnene Serum an PD Dr. VOGL weitergeleitet.  

In Anlehnung an die Zeitkinetik der Granulozyteninfiltration in die Lunge nach 

Weichteiltrauma, konnte eine erhöhte Serum- S100A8/ S100A9- Konzentration 

zeitgleich mit dem Anstieg an Granulozyten in der Lunge gemessen werden. In der 

Abb. 5.14 werden die ermittelten ELISA- Ergebnisse der Zeitpunkte 1h, 3h, 6h und 

24h dargestellt. Zum Zeitpunkt drei Stunden nach Trauma war die höchste 

Konzentration an S100A8/ S100A9- Protein im Serum sowie Anzahl an Granulozyten 

in der Lunge von Versuchstieren der Traumagruppe zu verzeichnen. Hierbei stieg die 

S100A8/ S100A9- Konzentration der Narkosekontrollgruppe von 425 ng/ml auf 

1396,5 ng/pg der Traumagruppe. 
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Abb. 5.14 Erhöhte S100A8/ S100S9- Protein- Konzentration im Serum zeitgleich mit 
der Granulozyteninfiltration. Zu den Zeitpunkten 1h, 3h, 6h und 24h nach Trauma wurde 
Serum der Versuchstiere gewonnen und in einer ELISA- Bestimmung in Kooperation mit 
PD Dr. VOGL an der Universität Münster die Konzentration an S100A8/ S100A9- Proteinen 
bestimmt. Dargestellt sind die S100- Serumkonzentration (Trauma= graue Kreise, 
Kontrolle= offene Kreise) zu den verschiedenen Zeitpunkten. Die horizontalen Linien geben 
den Median an. Die statistische Analyse wurde mit Hilfe des nicht- parametrischen „Man-
Whitney U“- Tests durchgeführt, wobei P < 0,5 * als signifikant erachtet wurde. 

 
Das Weichteiltrauma auf die Gastrocnemius- Muskulatur von Mäusen induzierte eine 

signifikant gesteigerte Granulozyteninfiltration in die Lunge einhergehend mit einer 

gesteigerten S100A8/ S100A9- Serumkonzentration, welche jedoch nicht zu einer 

gesteigerten ROS- Produktion dieser Granulozyten führte. Mit und ohne in vitro 

Restimulation der Leukozyten aus der Lunge mit P. aeruginosa war die gemessene 

Population an Ly6G+ DHR+- Granulozyten in der Lunge der Kontrollgruppen höher 

als der Traumagruppen, aber die Restimulation mit P. aeruginosa führte jeweils zu 

einer erhöhten Ly6G+ DHR+- Zellzahl. 

 

5.3 GRANULOZYTENINFILTRATION UND SERUMTRANSFER 

Blutserum dient im lebenden Organismus als Transportmedium für lösliche 

Kommunikationsmoleküle um verschiedene Botenstoffe an unterschiedlichen 

Lokalisationen im Körper zu verteilen. Zur Untersuchung ob lösliche Komponenten im 

Serum von Mäusen nach Weichteiltrauma an der vermehrten Infiltration von 

Granulozyten in die Lunge ohne direkte zelluläre Wechselwirkung beteiligt sind, 
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wurde Serum von Mäusen eines drei Stunden- Traumas in naive Versuchstiere, wie 

in Kapitel4.5.2 beschrieben, übertragen.  

 

Abb. 5.15 (modifizierte Abb. 4.6) Versuchsaufbau Serumtransfer. Hervorgehoben wird 
die i.v.- Injektion von gewonnenem Serum aus Mäusen drei Stunden nach Trauma oder 
Narkosekontrolle in naive Tiere zur Analyse von Granulozyten in Blut und Lunge nach drei 
Stunden Inkubation. 

 
Das verwendete Serum stammte von Tieren der Narkosekontrolle sowie von Mäusen 

drei Stunden nach Weichteiltrauma und wurde von je einem Versuchstier in eine 

naive Maus in einem Volumen von 100!l in die Schwanzvene injiziert. Die 

schematische Darstellung des Versuchsablaufs unter Hervorheben des 

Serumtransfers ist in Abb. 5.15 gezeigt. Die Applikation von Serum aus Tieren drei 

Stunden nach Trauma transferierte den Effekt der  Granulozyteninfiltration auf naive 

Tiere. In der durchflusszytometrischen Analyse der Lungenzellen wurden mehr 

Ly6G+-Granulozyten in den Lungen der Mäuse nach Injektion von Serum der 

Spendertieren mit Muskeltrauma als bei den Versuchstieren, welche mit Serum der 

Kontrollgruppe behandelt wurden (s. Abb. 5.16). 



 5 Ergebnisse 

 

            | 77 
   

 

Abb. 5.16 Transferierte Granulozyteninfiltration in die Lungen von naiven Tieren. Drei 
Stunden nach Seruminjektion von Mäusen der Kontroll- und Traumagruppe eines drei 
Stunden- Traumas in naive Versuchstiere, wurde deren Blut und die Lungen 
durchflusszytometrisch auf eine veränderte Granulozytenzahl untersucht. In der Darstellung 
A sind die Granulozytenzahlen in der Lunge nach Serumtransfer von Mäusen mit (T= 
schwarzer Balken) und ohne Trauma (K= offener Balken) für ein Einzelexperimente 
dargestellt. B Gepoolte Granulozyten- Daten der Einzelexperimente normalisiert auf den 
Median von K für jedes Experiment, wobei die grauen Kreise die Daten der Mäuse 
behandelt mit Serum der Traumagruppe präsentieren und die offenen Kreise die der 
Negativkontrollgruppe. Die statistische Analyse wurde mit Hilfe des nicht- parametrischen 
„Man- Whitney U“- Tests durchgeführt. P > 0,5* wurde als signifikant erachtet. 

 

Das Serum von Mäusen drei Stunden nach Trauma transferierte eine 

Granulozyteninfiltration in die Lunge naiver Mäuse in etwas geringerem Maße, sonst  

jedoch analog zu der beobachteten Granulozyteneinwanderung bei den Mäusen drei 

Stunden nach Traumapplikation. 

 

5.4 CHARAKTERISIERUNG DER IMMUNMODULATION IN DER LUNGE 

NACH TRAUMA IM LUNGENINFEKTIONSMODELL 

Dass ein geschlossenes, stumpfes Muskeltrauma eine systemische 

Immunmodulation zur Folge hat, konnte deutlich durch die zellulären Veränderungen 

in der Lunge nach Trauma, einem Organ entfernt der Weichteilschädigung, 

demonstriert werden. In unserem Traumamodell war in den vorausgegangenen 

Versuchen ohne sekundäre Infektion mit Pseudomonas- Bakterien (s. Kapitel5.1) die 

Anzahl an Granulozyten in der Lunge eine Stunde bis sechs Stunden nach 

Traumainduktion deutlich erhöht, jedoch nicht die der NK- Zellen. Die maximale 

Granulozyteninfiltration in die Lunge ohne Sekundärinfektion war drei Stunden nach 

Durchführung des Muskeltraumas erreicht.  
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In diesem Versuchsabschnitt wurde die Auswirkungen einer Sekundärinfektion mit 

P. aeruginosa - Bakterien im Zusammenspiel mit der Immunmodulation in der Lunge 

nach Weichteiltrauma betrachtet, besonders in Hinblick auf die signifikante 

Granulozyteninfiltration, die mit weiteren pulmonalen zellulären Veränderungen 

einhergeht. Dazu wurden die Versuchstiere drei Stunden und vier Tage nach 

Traumainduktion i.n. mit UV- inaktivierten P. aeruginosa infiziert (s. Kapitel4.5.3) und 

sechs Stunden später Blut und Lunge der Mäuse zur Zellanalyse herangezogen 

(s. Abb. 5.17). 

 

Abb. 5.17 (modifizierte Abb. 4.7) Versuchsaufbau des Lungeninfektionsmodell. 
Hervorgehoben wird die i.n.- Applikation von UV- inaktivierten P. aeruginosa- Bakterien in 
Versuchstiere drei Stunden (oder vier Tage) nach Trauma. Sechs Stunden nach Infektion 
wurde den Versuchstieren Blut entnommen und die Organe präpariert. 

 

5.4.1 MODULATION DER GRANULOZYTENZAHL NACH TRAUMA IM 

INFEKTIONSMODELL 

Drei Stunden sowie vier Tage nach Trauma konnte ein massiver Einstrom an 

Granulozyten in die Lunge der Pseudomonas- infizierten Mäusen, im Vergleich zur 

nicht- infizierten Kontrollgruppe, durchflusszytometrisch gemessen werden (s. Abb. 

5.18 A). Jedoch bestand kein Unterschied in der Anzahl an Granulozyten zwischen 

den Mäusen mit und ohne Muskeltrauma nach der Infektion mit UV-inaktivierten 

P. aeruginosa- Bakterien (s. Abb. 5.18 B - E). Die gemessene Granulozytenzahl stieg 

drei Stunden nach Trauma im Vergleich der Mediane der normalisierten Werte von 

der nicht infizierten Narkosekontrollgruppe und denen der bakteriell- infizierten 
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Mäuse in der Traumagruppe um das 8,6 fache, sowie in der Kontrollgruppe um das 

7 fache und vier Tage nach Trauma in der Traumagruppe um das 10 fache, sowie in 

der Kontrollgruppe um das 6 fache an (s. Abb. 5.18 C). Im Blut belief sich die 

Infiltration von Granulozyten nach P. aeruginosa- Infektion um das 3,5 bis 4 fache 

nach drei Stunden sowie vier Tagen nach Trauma (s. Abb. 5.18 E). Wobei auch hier 

in der Anzahl an Ly6G+- Granulozyten kein signifikanter Unterschied zwischen der 

Traumaversuchsgruppe und Narkosekontrollgruppe nach P. aeruginosa- Infektion in 

Lunge oder Blut verzeichnet werden konnte.  
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Abb. 5.18 Granulozyteninfiltration in die Lunge nach Trauma und Sekundärinfektion 
mit P. aeruginosa. A Dotplot- Darstellung der gemessenen Granulozytenanzahlen in der 
Lunge drei Stunden nach Trauma und nachfolgender sechsstündiger Pseudomonas–
Infektion. B + D Einzelbeispiel zur Granulozyteneinwanderung in die Lunge (B) und das Blut 
(D) mit (T + P.a. = dunkelgrauer Balken, K + P.a. = hellgrauer Balken) und ohne 
Pseudomonas- Infektion (T= schwarzer Balken, K= offener Balken) drei Stunden sowie vier 
Tage nach Trauma. Die Graphen sind mit Median und Spannweite dargestellt. C + E 
Gepoolte Daten der Einzelexperimente (n= 4) zur Infiltration von Granulozyten in die Lunge 
(C) und ins Blut (E) normalisiert auf den Median von K für jedes Experiment (T= graue 
Kreise, K= offene Kreise). Die statistische Analyse wurde mit Hilfe des ungepaarten, nicht–
parametrischen „Kruskal- Wallis“- Test mit folgendem „Dunn’s post“- Test durchgeführt. Als 
signifikant wurden p < 0,5 *, p < 0,01 ** und p < 0,001 *** erachtet. 
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5.4.2 ZUSAMMENSETZUNG WEITERER IMMUNZELLEN IN DER LUNGE NACH 

TRAUMA IM INFEKTIONSMODELL 

Zur vollständigen Übersicht über die Zellzusammensetzung in der Lunge nach 

Weichteiltrauma im Lungeninfektionsmodell werden die restlichen Zellen vorgestellt, 

jedoch nicht weiter in der Diskussion betrachtet. 

 

5.4.2.1 MONOZYTEN UND MAKROPHAGEN 

In diesem Traummodell drei Stunden und vier Tage nach Trauma und nachfolgender 

Sekundärinfektion mit P. aeruginosa konnten unterschiedliche Verhaltensmuster von 

Monozyten in den Subgruppen Ly6Chi Ly6G-- Monozytenhi und Ly6Clow Ly6G--

Monozytenlow sowie CD11clow CD11bintermediär- Makrophagen beobachtet werden. Die 

durchflusszytometrisch gemessene Ly6Chi Ly6G-- Monozytenhi- Anzahl stieg 

signifikant in der Pseudomonas- infizierten Trauma- sowie der Kontrollgruppe vier 

Tage nach Trauma an, was hingegen im drei Stunden- Trauma nur in der 

Narkosekontrollgruppe nach bakterieller Infektion ersichtlich war (s. Abb. 5.19 a, A). 

Dies korrelierte mit einem geringen Abfall der Zellzahl an Ly6Clow Ly6G--

Monozytenlow nach Infektion mit P. aeruginosa drei Stunden sowie vier Tage nach 

Trauma (s. Abb. 5.19 a, B). Die Anzahl an Makrophagen war nur in der 

Pseudomonas- infizierten Negativkontrollgruppe signifikant erniedrigt. In der 

durchflusszytometrischen Analyse der Makrophagen des vier Tage- Traumas war 

kein Effekt der P. aeruginosa- Infektion oder der Traumainduktion wahrzunehmen (s. 

Abb. 5.19 c, C). 
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Abb. 5.19 Anzahl an Monozyten und Makrophagen in der Lunge nach Trauma und 
Pseudomonas- Infektion. Drei Stunden und vier Tage nach Trauma wurden die 
Versuchstiere i.n. mit P. aeruginosa infiziert und nach sechsstündiger Inkubation die 
Zellzahlen aus der Lunge ermittelt. Darstellung der Monozyten in ihren Subpopulationen 
(A, a) Ly6Chi Ly6G-- Monozytenhi und (B, b) Ly6Clow Ly6G-- Monozytenlow sowie (C, c) 
CD11clow CD11bintermediär- Makrophagen in einer auf den Median von K für jedes Experiment 
normalisierten Zeitkinetik (A - C) (T= graue Kreise, K= offene Kreise, ) mit jeweils einem 
Einzelbeispiel (a - c) (T= schwarzer Balken, K= offener Balken, T + P.a. = dunkelgrauer 
Balken, K + P.a. = hellgrauer Balken) zu den Zeitpunkten drei Stunden und vier Tage nach 
Trauma. Die Zellzahlen in den Einzelbeispielen sind abgebildet als Median mit Spannweite 
und in den normalisierten Darstellungen ist der Median mittels einer horizontalen Linie pro 
Versuchsgruppe markiert. Die statistische Analyse wurde mit Hilfe des ungepaarten, nicht-
parametrischen „Kruskal- Wallis“- Test mit folgendem „Dunn’s post“- Test durchgeführt. Als 
signifikant wurden p < 0,5 * und p < 0,01 ** erachtet. 
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5.4.2.2 NKT-, CD3+- T- UND NK- ZELLEN 

Vier Tage nach Traumainduktion und sechsstündiger Infektion mit UV- inaktivierten 

Pseudomonas- Bakterien wurde in der Anzahl an CD3+- T- Zellen und NK- Zellen 

und drei Stunden sowie vier Tage nach Trauma der Anzahl an NKT- Zellen kein 

Unterschied zu den nicht- infizierten Tieren ermittelt. In der durchflusszytometrischen 

Analyse wurde eine Verringerung der CD3+- T- und NK- Zellzahl in der 

Narkosekontrollgruppe nach Infektion mit P. aeruginosa gemessen. In der Abb. 5.20 

werden die Anzahl an NKT-, CD3+- T-, NK- Zellen mit und ohne Traumainduktion im 

Lungeninfektionsmodell dargestellt. 
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Abb. 5.20 Anzahl an NKT-, CD3+- T- und NK- Zellen in der Lunge nach Trauma und 
Pseudomonas- Infektion. Drei Stunden und vier Tage nach Trauma wurden die 
Versuchstiere i.n. mit P. aeruginosa infiziert und nach sechsstündiger Inkubation die 
Zellzahlen aus der Lunge ermittelt. Darstellung der (A, a) NKT- Zellen (B, b) CD3+- T-Zellen 

sowie (C, c) NK- Zellen in einer auf den Median von K für jedes Experiment normalisierten 
Zeitkinetik (A - C) (T= graue Kreise, K= offene Kreise, ) mit jeweils einem Einzelbeispiel (a -
c) (T= schwarzer Balken, K= offener Balken, T + P.a. = dunkelgrauer Balken, K + P.a. = 
hellgrauer Balken) zu den Zeitpunkten drei Stunden und vier Tage nach Trauma. Zellzahlen 
in den Einzelbeispielen sind abgebildet als Median mit Spannweite und in den 
normalisierten Darstellungen ist der Median mittels einer horizontalen Linie pro 
Versuchsgruppe markiert. Die statistische Analyse wurde mit Hilfe des ungepaarten, nicht-
parametrischen „Kruskal- Wallis“- Test mit folgendem „Dunn’s post“- Test durchgeführt. Als 
signifikant wurde p < 0,5 * erachtet. 
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2.1.2.1 DENDRITISCHE ZELLEN 

Die Lungeninfektion mit P. aeruginosa drei Stunden nach Trauma führte in der 

Gruppe der Tiere nach induziertem Muskeltrauma zu einer Erniedrigung der Anzahl 

an DCs im Vergleich zur Narkosekontrollgruppe mit und ohne Infektion. Vier Tage 

nach Trauma war kein Unterschied zwischen den infizierten und nicht- infizierten 

Versuchstieren zu verzeichnen (s. Abb. 5.21). 

 

Abb. 5.21 Anzahl an DCs in der Lunge nach Trauma und Pseudomonas- Infektion. Drei 
Stunden und vier Tage nach Trauma wurden die Versuchstiere i.n. mit P. aeruginosa 
infiziert und nach sechsstündiger Inkubation die Zellzahlen aus der Lunge ermittelt. 
Darstellung der DCs in einer auf den Median von K normalisierten Zeitkinetik für jedes 
Experiment (A) (T= graue Kreise, K= offene Kreise, ) mit jeweils einem Einzelbeispiel (a) 
(T= schwarzer Balken, K= offener Balken, T + P.a. = dunkelgrauer Balken, K + P.a.= 
hellgrauer Balken) zu den Zeitpunkten drei Stunden und vier Tage nach Trauma. Die 
Zellzahlen in den Einzelbeispielen sind abgebildet als Median mit Spannweite und in der 
normalisierten Darstellung ist der Median mittels einer horizontalen Linie pro 
Versuchsgruppe markiert. Die statistische Analyse wurde mit Hilfe des ungepaarten, nicht-
parametrischen „Kruskal- Wallis“- Test mit folgendem „Dunn’s post“- Test durchgeführt. Als 
signifikant wurde p < 0,5 * erachtet. 

 
Zusammenfassend führt die i.n.- Infektion mit UV- inaktivierten P. aeruginosa–

Bakterien zu einer massiven Infiltration von Granulozyten in die Lunge (6 - 10 fache  

erhöht) und dem Blut (3 - 4 fach), gleichermaßen bei Tieren nach Traumaapplikation 

sowie der Narkosekontrolle. Die Infektion drei Stunden nach Trauma induziert einen 

Anstieg der Ly6Chi Ly6G-- Monozytenhi- Anzahl und einen Abfall der Anzahl von AM, 

CD3+-T- Zellen und NK- Zellen der Narkosekontrolle, wohingegen die Anzahl der 

Ly6Clow Ly6G-- Monozytenlow und DCs der Narkosekontrolle ebenso wie die der 

Traumagruppe nach Infektion tendenziell erniedrigt waren. Die 

durchflusszytometrisch gemessene Zellzahl von NKT- Zellen blieb drei Stunden nach 

Trauma unverändert nach Infektion oder Traumainduktion. Vier Tage nach 
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Weichteiltrauma der Wadenmuskulatur waren signifikant mehr Ly6Chi Ly6G--

Monozytenhi in den Lungen von infizierten Tieren der Narkosekontrolle und 

Traumagruppe zu verzeichnen als bei nicht- infizierten Tieren, wobei die Infektion mit 

Pseudomonaden keinen Einfluss auf die Populationen von Ly6Clow Ly6G--

Monozytenlow, CD11clow CD11bintermediär- AM, NKT- Zellen, CD3+–T- Zellen, NK-Zellen 

und DCs hatte. 

 

5.5 TRAUMA, GRANULOZYTENREKRUTIERUNG UND INFEKTABWEHR 

Zur Untersuchung der Chemokin- und Zytokinmuster kultivierter Lungenzellen von 

Tieren nach Weichteiltrauma und nach in vitro Stimulation mit UV- inaktivierten 

P. aeruginosa- Bakterien wurden den Versuchstieren drei Stunden nach 

Traumainduktion bzw. Narkosekontrolle die Lungen entnommen und die isolierten 

Zellen für 18- 22 Stunden kultiviert. Der Überstand wurde mittels ELISA wie in Abb. 

5.22 dargestellt auf die Zytokine KC, MIP- 2, IL- 6, IFN–$ und IL- 10 analysiert.  

 

Abb. 5.22 (modifizierte Abb. 4.5) Analyse der Zytokinkonzentration mittels ELISA nach 
Zellkultivierung. Hervorgehoben wird die Ermittlung des Zytokinmusters in der 
Lungenkultur mittels ELISA. Die für 18- 22 Stunden kultivierten Lungenzellen entstammten 
Versuchstieren drei Stunden nach Trauma oder Narkosekontrolle. 

 

Die durchflusszytometrische Messung DHR+ Granulozyten erfolgte nach Isolierung 

der Lungenzellen, Inkubation und Antikörperfärbung der Zellen wie in Kapitel4.4.1.4 

beschrieben. 
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5.5.1 CHEMOTAKTISCHE FAKTOREN KC UND MIP- 2 

In dem hier angewandten Traumageschehen korrelierte die Infiltration der Lunge mit 

Granulozyten drei Stunden nach Trauma mit einem tendenziellen Anstieg der 

Chemokine KC und MIP- 2 in der Traumagruppe nach Restimulation mit 

P. aeruginosa. Das Trauma alleine induzierte keine signifikant veränderte 

Zytokinexpression. In Abb. 5.23 werden die analysierten Werte für KC und MIP- 2 

dargestellt. 

 

Abb. 5.23 Chemokinmuster kultivierter Lungenzellen. Drei Stunden nach 
Traumainduktion wurden die Lungenzellen isoliert und in An- bzw. Abwesenheit von UV-
inaktivierten P. aeruginosa für 18 - 22 Stunden kultiviert. Mittels ELISA fand eine Analyse 
der Chemokine KC und MIP- 2 statt. Dargestellt sind die Mittelwerte und die 
Standartabweichungen der Chemokine in pg/ ml aus den Triplikat- Ansätzen 
zusammengefasst von mindestens 2 Experimenten. Die Abweichungen zwischen den 
Traumatieren und den Tieren der Narkosekontrolle wurde mittels eines „one- way ANOVA“-
Test und nachfolgendem „Newman- Keuls“- Tests analysiert. Als signifikant wurde 
P < 0,05 *und P < 0,01 ** erachtet. 

 

5.5.2 INFEKTABWEHR DER LUNGE NACH TRAUMA 

5.5.2.1 ZYTOKINMUSTER IN DER LUNGE NACH TRAUMA UND IN VITRO 

RESTIMULATION MIT P. AERUGINOSA 

Das induzierte Weichteiltrauma auf die Hinterbeinmuskulatur von Mäusen in diesem 

Versuchsmodell sowie eine Restimulation der Zellen mittels P. aeruginosa führte drei 

Stunden nach Trauma zu keiner veränderten IL- 6- Sekretion in der Lunge. Die 

Konzentration an IL-6 gemessen mittels ELISA in den Überständen der 

Lungenkulturen der Trauma- sowie der Kontrolltiere differenzierten sich nicht 

voneinander (s. Abb. 5.24 A).  
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P. aeruginosa hatte keine massive stimulierende Wirkung zur IFN- $- Produktion auf 

Lungenzellen in Kultur. Jedoch zeigten die Zellen in der Mediumkultur sowie der 

restimulierten Kultur mit P. aeruginosa eine deutlich verminderte Sekretion von IFN- $ 

in der Traumagruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe drei Stunden nach 

Traumatisierung der Gastrocnemius- Muskulatur (s. Abb. 5.24 B).  

Das in dieser Arbeit angewendete Weichteiltraumamodell alleine führte zu keiner 

signifikant veränderten IL- 10- Konzentration in der Lungenkultur der traumatisierten 

Mäuse im Vergleich zu der Narkosekontrolle drei Stunden nach Trauma. Jedoch 

nach Restimulation der isolierten Leukozyten aus der Lunge mit P. aeruginosa in 

vitro sezernierten die kultivierten Zellen von Mäusen nach Trauma signifikant weniger 

IL- 10 als die der Kontrollgruppe (s. Abb. 5.24 C).  

 

Abb. 5.24 Zytokinmuster kultivierter Lungenzellen. Drei Stunden nach Traumainduktion 
wurden die Lungenzellen isoliert und in An- bzw. Abwesenheit von UV- inaktivierten 
P. aeruginosa für 18 - 22 Stunden kultiviert. Mittels ELISA fand eine Analyse der Zytokine 
statt. Dargestellt sind die Mittelwerte und die Standartabweichungen der Zytokine in pg/ ml 
aus den Triplikat- Ansätzen zusammengefasst von mindestens 2 Experimenten. Die 
Abweichungen zwischen den Traumatieren und den Tieren der Narkosekontrolle wurde 
mittels eines „one- way ANOVA“- Test und nachfolgendem „Newman- Keuls“- Tests 
analysiert. Als signifikant wurde P < 0,05 *, P < 0,01 ** und P < 0,001 *** erachtet. 

Die ELISA- Analysen zu den Zytokine IL- 1! und TNF- " sowie die 

durchflusszytometrischen Messungen der intrazellulär- gemessenen Zytokine IL- 12 

und IFN- $ führten zu keinen aussagekräftigen Ergebnissen.  
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5.5.2.2 TRAUMA, P. AERUGINOSA- INFEKTION IN VIVO UND ROS 

Wie in Kapitel5.2.1 gezeigt, induzierte das Trauma der Gastrocnemius-Muskulatur in 

Mäusen keine erhöhte Produktion an ROS durch Granulozyten. Jedoch nach 

Weichteiltrauma und in vivo Infektion mit UV- inaktivierten P. aeruginosa- Bakterien 

stieg die Anzahl an Granulozyten in den Lungen von Tieren der 

Narkosekontrollgruppe sowie der Traumagruppe massiv an (s. Abb. 5.18), was auch 

zu einer tendenziell erhöhte ROS- Produktion führte, angezeigt durch DHR+- Zellen 

(s. Abb. 5.25 A + B). Vier Tage nach Trauma mit anschließender sechsstündiger 

Infektion mit P. aeruginosa war die Differenz der ROS- Produktion zwischen der 

Traumagruppe mit Infektion zur nicht- infizierten Versuchsgruppe mit Weichteiltrauma 

signifikant. 

 

Abb. 5.25 Steigerung der ROS- Produktion mit Anstieg der Granulozytenzahl nach 
Pseudomonas- Infektion. Die isolierten Lungenzellen der Trauma- und Kontrollgruppe mit 
und ohne Infektion wurden in Medium kultiviert. Nach Inkubation mit DHR 123 und 
Antikörperfärbung nach Ly6G, wurde die ROS- Produktion der Granulozyten 
durchflusszytometrisch erfasst. A Einzelbeispiel zur Darstellung der prozentualen Anzahl 
der Ly6G+ DHR+- Zellen mit und ohne in vivo P. aeruginosa- Infektion drei Stunden und vier 
Tage nach Trauma (T= schwarzer Balken, K= offener Balken, T + P.a. = dunkelgrauer 
Balken, K + P.a. = hellgrauer Balken). B Gepoolte Daten der Einzelexperimente mit n= 4 je 
Zeitpunkt normalisiert auf den Median von K für jedes Experiment (T= graue Kreise, K= 
offene Kreise). Die statistische Analyse wurde mit Hilfe des ungepaarten, nicht- 
parametrischen „Kruskal- Wallis“- Test mit folgendem „Dunn’s post“- Test durchgeführt. Als 
signifikant wurde p < 0,05 * erachtet. 

 

Zusammengefasst führte Restimulation kultivierter Lungenzellen von Mäusen der 

Narkosekontrolle sowie der Traumagruppe mittels P. aeruginosa in vitro zu einer 

vermehrten Sekretion der Chemokine KC und MIP- 2, aber auch des 

antiiflamatorischen Zytokins IL- 10. Hierbei sezernierten die Immunzellen aus der 
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Lunge von Mäusen nach Traumainduktion und Restimulation signifikant vermehrt KC 

und MIP- 2 und erniedrigte Werte an IL- 10. Die Applikation des Weichteiltraumas 

sowie die Restimulation mit Pseudomonaden in der Lungenkultur hatten keinen 

Einfluss auf die Sekretion von IL- 6. IFN- $ wurde jeweils in den Lungen der 

Versuchsgruppe nach Traumainduktion mit und ohne in vitro Restimulation signifikant 

weniger produziert als in der Narkosekontrollgruppe. Die in vivo Infektion von 

Versuchstieren mit UV- inaktivierten Pseudomonaden spiegelte sich in einer 

massiven Granulozyteninfiltration in die Lungen der Mäuse wider, welche mit einer 

tendenziell erhöhten Produktion an ROS korrelierte. Vier Tage nach Traumainduktion 

und in vivo Infektion wurde signifikant mehr DHR von Ly6G+- Granulozyten 

traumatisierter Tiere umgesetzt als in der infizierten Narkosekontrollgruppe. 
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6 DISKUSSION 

Verletzungen von Gewebestrukturen und Organen heterogener Ursachen führen zu 

einer lokalen sowie systemischen Modulation des Immunsystems. Mit einer 

inflammatorischen Immunreaktion [290, 291] geht eine Phase der Immunsuppression 

einher [292, 293], in welcher der Organismus anfälliger für sekundäre Infektionen ist 

[360, 399]. Führen diese kontraregulatorischen Mechanismen nicht zu einer 

immunologischen Balance, kommt es zu einer Entgleisung der Immunantwort [296, 

297]. Diese sogenannte Hyperinflammation kann zu frühem Multiorganversagen 

(engl. multi organ failure, MOF) führen [321, 332]. Durch Immunsuppression 

begünstigte Sekundärinfektionen können zu spätem MOF führen [323-325], auch in 

Organen fern des inzidentiellen Traumageschehens [289, 298]. 

Die klinische Versorgung schwerverletzter Patienten, Mensch wie Tier, wird wegen 

der unterschiedlichen Ausprägungen der Immunmodulation und der Vielfalt an 

möglichen Komplikationen stark erschwert. In der wissenschaftlichen Forschung 

bleibt es eine große Herausforderung, diese flexiblen und hochgradig variablen 

Prozesse zu analysieren und Ansätze zur Verbesserung der klinischen 

Behandlungsmethoden zu entwickeln. Auswirkungen traumatischer Geschehen auf 

das Immunsystem wurden intensiv an Traumamodellen wie Hämorrhagischem 

Schock, Fraktur und Verbrennungen u.a. auch in Zusammenhang mit MOF 

untersucht [375, 425-427]. In Bezug auf Weichteiltrauma ist noch wenig bekannt, 

wobei gerade diese Verletzungsform bei fast allen Operationen und Unfällen auftritt 

[318, 399, 403]. 

Es ist erwiesen, dass es nach verschiedenen systemischen sowie lokalen 

traumatischen und septischen Geschehen zu einer veränderten und sogar 

beeinträchtigenden Immunlage in der Lunge kommt [362, 363, 398, 428]. Wie aus 

der Literatur bekannt, kommt es nach massiven extrapulmonalen Traumata zu einer 

Immunmodulation [17, 125, 358, 429], die sich über z.T. noch unbekannte Umstände 

auf die Lunge [430, 431] ausweitet und im Rahmen der Inflammation ein acute 

respiratory distress syndrome (ARDS) auslösen kann. Gleichzeitig erhöht sich die 

Infektanfälligkeit aufgrund der eintretenden Immunsuppression. Die Pathologie 

dieses Geschehen ist noch nicht vollständig verstanden [362, 432]. Es gibt 
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verschiedene in vivo Tierversuchsmodelle, wie z.B. mesenteriale Ishämie/ 

Reperfusion [433], Hämorrhagischer Schock [434], Knochenfraktur [402], Trauma 

des Hinterbein durch Explosion („blast trauma“) [435], Verbrennung [436], 

experimentelle Pankreatitis [437] oder Kombination einzelner Traumata als 

Polytrauma [426, 438], die sich speziell mit der immunologischen Veränderung in der 

Lunge nach Traumatisierung beschäftigen. Allerdings hat jedes einzelne 

Traumageschehen eine spezifische Immunmodulation zur Folge [364, 403, 404, 425, 

439].  

In dieser Forschungsgruppe konnte gezeigt werden, dass das Skelettmuskeltrauma 

auf die Gastrocnemiusmuskulatur von Mäusen wie in dieser Arbeit verwendet zu 

einer Einwanderung von Granulozyten, Makrophagen und Dendritischen Zellen 

(DCs) in den traumatisierten Muskel führt und in einer Verschiebung der lokalen 

Homöostase resultiert bis hin zu einer Immunsuppression im drainierenden 

Lymphknoten (unpublizierte Daten). Im Versuchsmodell führt dies zu einer 

verminderten Immunabwehr in der Lunge von Traumatieren gegenüber einer 

Infektion mit Pseudomonas aeruginosa Bakterien. Diese Mechanismen geben Anlass 

zur Vermutung, dass auch weitere Zell- sowie Organsysteme von der 

Immunmodulation nach stumpfem Weichteiltrauma betroffen sind.  

In wie weit sich Immunmodulation durch ein Skelettmuskeltrauma auf die Lunge 

auswirkt, ist jedoch noch weitestgehend unbekannt. In dieser Arbeit wird in einem 

ersten Überblick die immunologischen Veränderung in der Lunge nach stumpfem 

Weichteiltrauma des M. gastrocnemius an Hand eines Mausmodells untersucht und 

durch Charakterisierung von Zellen und Zytokinen erfasst. Weiterführend wird die 

Auswirkung einer Lungeninfektion mit UV- inaktivierten P. aeruginosa nach diesem 

extrapulmonalen Weichteiltrauma in der Lunge untersucht.  

 

6.1 GRANULOZYTENINFILTRATATION NACH WEICHTEILTRAUMA 

Das experimentelle Muskeltrauma auf die Wadenmuskulatur von Mäusen führt zu 

einer Zerstörung der Muskelfaseranordnung mit Einblutungen in die Muskulatur. In 

Folge des Traumas sterben einige Muskelfasern ab. Diese Muskelschäden sind 

ähnlich zu toxininduzierten Muskelverletzungen [440]. Zu keinem Zeitpunkt nach 
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Trauma kann eine klinische pulmonale Auswirkung wie Atemnot, verstärkte 

abdominale Atmung oder Husten beobachtet werden. Auch im Infektionsmodell nach 

intra nasaler (i.n.) Infektion der Mäuse mit UV- inaktivierten P. aeruginosa zeigen die 

infizierten Tiere keine klinischen Befunde im Vergleich zu der nicht- infizierten 

Kontrollgruppen. Die offensichtlichen Vitalfunktionen wie Nahrungsaufnahme, Kot-, 

Urinabsatz, Pflegeverhalten und Aktivität, eingeschlossen Nestbau, sind nicht 

beeinträchtigt.  

Trotz der fehlenden klinischen Beeinträchtigung der Versuchstiere durch das 

applizierte Weichteiltrauma führt dieses zu Veränderungen auf immunologischer 

Ebene. Granulozyten infiltrieren in die Lunge traumatisierter Mäuse, einem Organ 

fernab des eigentlichen Traumas. In der Literatur werden Granulozyten als 

Bestandteil der angeborenen Immunabwehr [381, 383, 441] als einer der ersten 

Hauptinfiltratoren in die Lunge nach Trauma angesprochen. Auch in anderen 

Traumamodellen mit peripheren Traumata wie Frakturen, Pseudofrakturen, stumpfen 

Skelettmuskelverletzungen und Verbrennungen oder Hämorrhagischem Schock 

kommt es zu einer signifikanten gesteigerten Granulozytenanzahl in der Lunge 

verglichen mit der Kontrollgruppe [442-445].  Der Unterschied der oben erwähnten 

Traumamodelle im Vergleich zu dem in dieser Arbeit angewendeten Trauma besteht 

bei Hämorrhagischem Schock in der direkten systemischen Wirkung durch die 

erzielte Hypovolämie, bei Verbrennungen unterschiedlicher Schweregrade in der 

thermischen Beeinträchtigung und hochgradigen Prädisposition für Infektionen durch 

Hautverlust und somit der oberflächlichen Pathogenbarriere, und bei Fraktur/ 

Pseudofraktur in der massiven immunologischen Wirkung durch Exposition des 

Gewebes mit Knochenkomponenten wie Knochenmarkszellen und 

Knochenmarksflüssigkeit. Das erwähnte Modell mit Skelettmuskelverletzung von 

KOBBE und Mitarbeitern ist am ehesten mit dem hiesigen Weichteiltrauma 

vergleichbar [444]. Jedoch wird in diesem deutlich massiveren Trauma die komplette 

Oberschenkelmuskulatur mit einer Klemme für 30 Sekunden mit hochgradiger 

Gewebe- und Gefäßzerstörung zerquetscht. Außerdem werden die Untersuchungen 

an C3H/HeOuJ wie C3H/HeJ Mäusen durchgeführt und die Myeloperoxidase (MPO)-

Aktivität als Maß der Granulozyteninfiltration in die Lunge ermittelt. MPO ist ein 

Enzym, welches häufig zur Granulozytenmessung verwendet wird. Es wird jedoch 

auch von anderen Zellen wie Makrophagen gebildet und ist somit nicht spezifisch für 
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Granulozyten [446]. Die Anzahl an Granulozyten kann durch die Messung der MPO-

Aktivität nicht exakt wiedergegeben werden, im Gegensatz zur FACS (fluorescence 

ativated cell sorting)- Analyse. Durch die durchflusszytometrische Messung der 

Granulozyten in dieser Arbeit sind die Daten spezifischer als in dem Traumamodell 

von KOBBE und Mitarbeiter [444].  

In Geweben generell, aber auch in der Lunge, dienen Granulozyten der Abwehr von 

Pathogenen und tragen nach Verletzungen zur Geweberegeneration bei. Unter 

physiologischen Bedingungen geschieht dies ohne Destruktion der umliegenden 

Gewebestruktur [126, 447]. Die Arbeitsgruppe um BOUCHIER- HYES zeigt in einer 

in vitro Studie eine Aktivierung von neutrophilen Granulozyten gesunder Probanden 

nach Exposition mit Hämatom- Material von Patienten nach Knochenbruch. Dieser 

Prozess geht einher mit einer erhöhten Phagozytose und gesteigertem 

respiratory burst, jedoch ohne gesteigerte Expression von Adhäsionmolekülen oder 

transendothelialer Migration [448]. Auch in dem Versuchsmodell dieser Arbeit kommt 

es nach Trauma zu einem Einstrom von neutrophilen Granulozyten in die Lunge, 

jedoch ohne eine gesteigerte reactive oxygen species (ROS)- Produktion. Es gibt 

keine Anzeichen einer erhöhten Aktivierung der infiltrierten Granulozyten. In 

humanmedizinischen klinischen Studien exprimieren neutrophile Granulozyten von 

Patienten drei Stunden nach Trauma [449] und nach abdominalen Operationen [450] 

vermehrt CD11b auf ihrer Oberfläche. Dies steht im Gegensatz zu den Ergebnissen 

in dieser Arbeit. CD11b dient als Rekrutierungsfaktor zur festeren Bindung zwischen 

polymorph nuclear granulocytes (PMNs) und Endothel während der 

transendothelialen Migrationsphase. Diese Beobachtungen zeigen dass starke 

Traumata eine Aktivierung von Granulozyten und eventuell auch Reifung von 

Granulozyten induzieren. Möglicherweise ist das hier verwendete Trauma nicht stark 

genug um Veränderungen in der CD11b- Expression von Granulozyen zu induzieren. 

In in vivo Versuchsmodellen führt die Induktion steriler Traumata zur Infiltration 

signifikanter Anzahlen an Granulozyten in die Lunge als Ort entfernt des 

Traumageschehens, wie es auch in dieser Arbeit beobachtet werden kann. Dieser 

Prozess geht einher mit der Initiierung einer Inflammation, im ungünstigsten Fall bis 

hin zur Ausbildung eines ARDS [379, 383, 445, 451, 452]. Ein prädisponierendes 

Trauma, welches alleine nicht zur Entwicklung eines acute lung injury (ALI) führt, wie 

z.B. Hämorrhagischer Schock, kann eine Vorprägung von neutrophilen Granulozyten 
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hervorrufen. Dies hat eine moderate Aktivierung sowie eine verzögerte Apotose der 

PMNs zur Folge. Nach Induktion eines second hit, wie z.B. Sepsis, erhöht sich durch 

die gesteigerte Gesamtgranulozytenzahl, der Gesamt- respiratory burst von 

Granulozyten. Es kommt zu Schädigungen des umliegenden Lungengewebes und 

gleichzeitig wird eine Inflammation induziert. [359, 379, 453, 454]. Die darauf 

folgenden pathologischen Auswirkungen im Lungengewebe sind Schädigungen der 

endothelialen sowie epithelialen Membranen, welche in einer erhöhten kapillaren 

Permeabilität resultieren, gefolgt von Lungenödem und einem unkontrollierten Influx 

an Granulozyten in die Lunge. Die Aktivierung und Transmigration von PMNs steht 

im Zusammenhang mit Adhärenz, Diapedese, Sequestrierung im Gewebe und 

Sekretion zytotoxischer Produkte in der Lunge [381, 455, 456]. Diese Prozesse 

entsprechen der Entwicklungsphase des Komplikationssyndroms ARDS und sind 

signifikant für die Manifestation eines ARDS [457, 458].  

 

6.1.1 ZEITLICH ABHÄNGIGE GRANULOZYTENREKRUTIERUNG IN DIE LUNGE 

NACH TRAUMA 

Das in dieser Arbeit angewendete stumpfe Weichteiltrauma auf die Gastrocnemius- 

Muskulatur beider Hinterbeine von Mäusen führt zu einer signifikanten Infiltration an 

Granulozyten in die Lunge (s. Abb. 5.3 A + B) und dem Blut (s. Abb. 5.5 A + B) drei 

und sechs Stunden sowie vier Tage nach Traumatisierung. Der maximale Influx an 

Granulozyten stellt sich zu dem Zeitpunkt drei Stunden nach Trauma in Lunge und 

Blut ein. Der Rückgang der Granulozytenanzahl in den Bereich der Kontrollgruppe ist 

24 Stunden und sieben Tage nach Trauma zu beobachten. In einer Studie zur 

Lungeninflammation nach Aspiration von Magensäure von BARLETTA und 

Mitarbeiter ist der Höhepunkt der PMN- Infiltration in die Lunge und im Blut zu dem 

Zeitpunkt vier Stunden nach Traumainduktion nachweisbar, gemessen mittels 

Durchflusszytometrie [459]. Obwohl es sich hierbei um einen direkten Insult der 

Lunge handelt, sind die Ergebnisse ähnlich den Ergebnissen dieser Arbeit. KOBBE 

und Mitarbeiter finden eine gesteigerte Granulozytenzahl über die Bestimmung der 

MPO- Konzentration in der Lungen von Mäusen eine Stunde nach bilateraler 

Femurfraktur [403]. In einem Verbrennungsmodell an Mäusen findet sich der 

maximale Influx an neutrophilen Granulozyten in die Lunge sechs Stunden nach 
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Trauma, ist aber zum Zeitpunkt 24 Stunden nach Verbrennung nicht mehr sichtbar 

[445]. Allerdings werden frühere Zeitpunkte in dieser Studie nicht berücksichtigt. Die 

Infiltration von Granulozyten in die Lunge findet kurz nach einem Trauma statt, wie 

sich in diesem sowie in anderen Traumamodellen bestätigt. Diese verläuft 

unabhängig vom Verletzungsmuster und sogar ähnlich wie bei direkter Schädigung 

der Lunge. 

In der histopathologischen Untersuchung von Lungengewebe zu den Zeitpunkten 

drei Stunden und vier Tage nach Weichteiltrauma (Daten nicht gezeigt) werden in 

keiner Versuchsgruppe Veränderungen des Lungengewebes oder 

Gewebeverletzungen festgestellt. Auch MENZEL und Mitarbeiter beschreiben in 

einem Traumamodell mit bilateraler Fraktur/ Pseudofraktur der Hinterextremitäten bei 

Mäusen jeweils eine erhöhte Granulozytenanzahl in Lungen- und Lebergewebe. Die 

Granulozyten infiltrieren die Organe in den Zeiträumen zwei, vier und sechs Stunden 

nach Traumainduktion ohne offensichtliche histologische Gewebeverletzungen in der 

Lunge hervorzurufen [402]. Das Weichteiltrauma dieser Arbeit führt, ähnlich wie beim 

beschriebenen Fraktur/ Pseudofraktur- Modell, zu einer Granulozyteninfiltration in die 

Lunge im Zeitraum von einer bis 24 Stunden, mit einem maximalen PMN- Anstieg 

drei Stunden nach Trauma, ohne histopathologische Veränderungen herbeizuführen. 

Inflammatorische Prozesse in Trauma [330, 460, 461] oder Sepsis [462, 463] können 

zu verzögerter Apoptose von neutrophilen Granulozyten führen. Diese Auswirkung 

kann bis zu drei Wochen nach dem pathologischen Insult anhalten. Die Folge des 

verminderten Absterbens der Granulozyten, kombiniert mit weiterem Influx von 

neuen PMNs in das betroffene Gewebe, ist eine exzessive Akkumulation neutrophiler 

Granulozyten [157, 160]. Es scheint eine Korrelation zwischen der verzögerten 

Apoptose neutrophiler Granulozyten und einer überschießenden Immunantwort nach 

Trauma zu geben [150, 464], welche in Organen wie Leber [465], Lunge [381, 466] 

und Niere [467] zu Organverletzungen führen kann. Das in diesem Versuchmodell 

durchgeführte Weichteiltrauma induziert offensichtlich keine verlängerte mittlere 

Überlebenszeit der infiltrierten Granulozyten (in der Regel sechs bis zehn Stunden 

[159, 160]), da die Anzahl an Granulozyten nur kurzfristig ansteigt und ab dem 

Zeitpunkt drei Stunden nach Traumainduktion stetig abnimmt. 24 Stunden bzw. 

sieben Tage nach Trauma befindet sich die Anzahl an gemessenen Granulozyten 

der Traumagruppe wieder im Bereich der Kontrollgruppe. Dies weist eher auf eine 
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Rekrutierung der Granulozyten in die Lunge aus der Peripherie und dem 

Knochenmark hin, was sich auch aus der gesteigerten Anzahl an Granulozyten im 

Blut der traumatisierten Tiere im Vergleich zu nicht- traumatisierten Mäusen ableitet. 

Demnach ruft das lokal begrenzte Muskeltrauma der Wadenmuskulatur eine 

Immunmodulation mit systemischer Auswirkung hervor. Insbesondere wird dieser 

Effekt durch eine massive Einwanderung neutrophiler Granulozyten in die Lungen 

traumatisierter Tiere sichtbar. In der Milz wird keine signifikante 

Granulozyteninfiltration nach Trauma beobachtet (s. Abb. 5.6).  

 

6.1.1.1 UNREIFE GRANULOZYTEN INFILTRIEREN DIE LUNGE NACH 

TRAUMA 

Der gemessene mean fluorescence intensity (MFI) für CD11b+ Granulozyten in der 

Lunge nach Traumainduktion ist in der Traumagruppe signifikant niedriger als in der 

Kontrollgruppe (s. Abb. 4.4 C + D). Das auf Granulozyten oberflächenständige 

Molekül CD11b bildet in Kombination mit CD18 ein Heterodimer als Integrin alpha- M 

beta- 2 ("M!2), welches an Adhäsionsvorgängen, u.a. durch Interaktion mit ICAM- 1 

[468, 469], und Phagozytose und Chemotaxis beteiligt ist [470]. FUJIMOTO und 

Mitarbeiter [471] beschreiben die Zunahme der CD11b- Expression an der 

Zelloberfläche in Korrelation mit einem erweiterten Reifestadium von neutrophilen 

Granulozyten, welcher im Falles diesen Traumamodells nicht vorzuliegen scheint. In 

Bezug auf die Lunge nach Weichteiltrauma nimmt die Gesamtanzahl an 

Granulozyten in der Lunge traumatisierter Mäuse im Vergleich zu Kontrolle zu, 

jedoch mit einem erhöhten Anteil an Granulozyten mit unausgeprägter CD11b-

Expression. Dies könnte ein Hinweis dafür sein, dass der nachfolgende infiltrierende 

Granulozytenpool nach Traumatisierung der Wadenmuskulatur sich in einem nicht-

ausgereiften Stadium befindet. Damit wird die obige Annahme unterstützt, dass 

unreife Granulozyten aus Knochenmark/ Blut mit wenig CD11b einwandern. Das 

induzierte Trauma führt somit zu einer Infiltration von Granulozyten in Lunge und 

Blut, jedoch ohne Überaktivierung der Granulozyten. In einer Arbeit von VAN 

WESSEM und Mitarbeiter wandern hauptsächlich Granulozyten mit geringer CD11b-

Expression in die Lunge von Ratten nach mechanischer Ventilation alleine oder in 

Kombination mit Hämorrhagischem Schock ein. Im Gegensatz dazu zeigen die 
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Granulozyten in der Lunge eine erhöhte CD11b- Expression nach mechanischer 

Ventilation und intravenöser Instillation von Lipopolysaccharid (LPS) [472]. Auch 

nach Verbrennungen, Trauma durch Explosion oder Lungenkontusion zeigen in die 

Lunge eingewanderte Granulozyten einen erhöhten Anteil an CD11b-

Oberflächenmolekülen [473]. Unterschiedliche Traumaarten aktivieren die 

Einwanderung von Granulozyten somit in die Lunge mit verschiedenem Maße von 

CD11b Expression an ihrer Oberfläche, was als Aktivierungsmarker bzw. als Marker 

für den Reifegrad von PMNs dient. 

Das experimentelle Weichteiltrauma führte in naiven wie auch restimmulierten 

Lungenzellen mit P. aeruginosa zu keiner veränderten ROS- Produktion im Vergleich 

der Tiere mit und ohne Trauma (s. Abb. 5.13 A + B). Zumindest in der Kontrollgruppe 

wäre eine gesteigerte ROS- Produktion neutrophiler Granulozyten als Antwort auf die 

bakterielle Stimulation mit P. aeruginosa zu erwarten gewesen. Möglicherweise ist 

die durchflusszytometrische Messmethode von DHR+- Zellen ex vivo nicht sensitiv 

genug um ROS zu detektieren. Auch LIEBERMANN beschreibt die FACS- Messung 

der DHR 123- Umsetzung als nicht sehr sensitiv [474]. Somit kann hier nicht 

ausgeschlossen werden, dass die Granulozyten geringe Mengen ROS produzieren, 

die aber nicht nachzuweisend sind. 

In der Literatur wird eine Korrelation zwischen einer erhöhten CD11b- Expression auf 

Granulozyten mit einer vermehrten ROS- Produktion beschrieben [475]. Somit 

könnte die unveränderte ROS- Aktivität der Granulozyten nach Skelettmuskeltrauma 

auch durch die verminderten Anzahl an CD11b+- Granulozyten der Traumagruppe im 

Vergleich zur Narkosekontrolle in diesem Traumamodell begründet sein. Die 

fehlende zellschädigende Wirkung der hier fehlenden ROS- Produktion durch PMNs 

stellt eine Erklärung für das histopathologisch unbeschädigte Lungengewebe dar 

(keine Abbildung gezeigt). Im Gegensatz zu diesen Befunden rufen Versuchsmodelle 

zu ARDS mit massiven Traumata signifikante histopathologische Veränderungen in 

der Lunge hervor [379]. 
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6.1.2 WEITERE GRANULOZYTENREKRUTIERUNG INFOLGE SEKUNDÄRER 

PSEUDOMONAS- INFEKTION 

 

P. aeruginosa ist ein typischer Hospitalismuskeim, welcher Infektionen des 

Urogenitaltraktes, des Respirationstrakt, der Haut (z.B. Superinfektionen nach 

Verbrennungen) und des Blutes verursacht [476, 477]. Prädisponiert für akute 

Infektionen sind v.a. Patienten mit einer beeinträchtigten epithelialen Barriere 

(großflächige Verletzungen, Verbrennungen) und nach Verlust der lokalen 

Immunabwehr [478]. Auch bei durch künstliche Beatmung erworbenen Pneumonien 

sind gerade P. aeruginosa- Bakterien die Hauptursache von Infektionen [479-481]. 

Bei Patienten mit intaktem Immunstatus werden Pseudomonaden über körpereigene 

Phagozyten eliminiert, wobei IFN- $ die bakterizide Wirkung der Phagozyten fördert 

[482]. In bakteriellen Geschehen wird IFN- $ hauptsächlich von NK- Zellen produziert 

als Antwort auf einen IL- 12- Stimulus [341]. Die Zytokine IL- 4, IL- 10 und TGF- ! 

haben eine hemmende Wirkung auf die IFN- $- Synthese der NK-Zellen [483]. 

Experimentelle, respiratorische Infektionen von Versuchstieren mit Pseudomonaden 

führen zur Aktivierung von Granulozyten und einer massiven Akkumulation 

neutrophiler Granulozyten in der Lunge [425, 476, 484]. In der Literatur finden sich 

keine vergleichbaren Studien zu Weichteiltraumata in Kombination mit einer 

sekundären Pseudomonas- Infektion wie beim Versuchsmodell dieser Arbeit. In 

anderen Traumamodellen führt eine bakterielle Infektion als second hit zu einer 

erhöhten Leukozytenzahl in der Lunge der Versuchstiere [425]. In einem 

Verbrennungsmodell mit sekundärer Exposition mit Pseudomonas- Bakterien wird 

die Leukozyteninfiltration im histologischen Lungenschnitt nachgewiesen [425]. Auch 

in einem murinen Versuchsmodell kann eine erhöhte Granulozytenzahl nach 

Lungenkontusion und folgender intratrachealer LPS- Instillation nach 24 Stunden 

durch eine erhöhte MPO- Aktivität in der Lunge und einer erhöhten PMN-

 Konzentration in der broncho alveolärer Lavage belegt werden [485]. 

Die sekundäre i.n.- Infektion der Versuchstiere mit UV- inaktivierten P. aeruginosa-

Bakterien in dem in dieser Arbeit verwendeten Weichteiltraumamodell hat einen 

zusätzliche Anstieg der Granulozytenzahl in der Lunge (s. Abb. 5.18 A – C) sowie im 

Blut (s. Abb. 5.18 D + E) von Tieren mit und ohne Traumatisierung zur Folge. Die 
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signifikant erhöhte Granulozytenanzahl drei Stunden nach vorausgegangenem 

Weichteiltrauma bleibt auch noch nach der sechsstündiger Inkubationzeit der i.n.-

Infektion in der Lunge erhalten. Ebenfalls noch vier Tage nach Trauma in 

Kombination mit einer sekundären Pseudomonas- Infektion kann dieser Effekt 

beobachtet werden. Ohne Sekundärinfektion verringert sich der Wert der 

Granulozyteninfiltration nach Erreichen der Maximalinfiltration drei Stunden nach 

Trauma wieder bis hin zur Anzahl der nichttraumatisierten, nichtinfizierten 

Kontrollgruppe. Diese Ergebnisse zeigen, dass die für die Infektabwehr wichtige 

Rekrutierung von neutrophilen Granulozyten in die Lunge intakt ist.  

In dieser Arbeit korreliert die Zunahme der Granulozytenanzahl im in vivo 

Infektionsmodell mit UV- inaktivierten P. aeruginosa- Bakterien auch mit einer 

minimalen Steigerung der ROS- Produktion in den Lungen der infizierten Mäuse mit 

und ohne Traumainduktion (s. Abb. 5.25). Signifikant mehr DHR+- Zellen sind in 

Lungen von traumatisierten Mäusen und Pseudomonas- Infektion im Vergleich zu 

Traumatieren ohne Lungeninfektion zu messen. Diese Beobachtungen lassen 

vermuten, dass das verwendete Weichteiltrauma nicht die Granulozytenrekrutierung 

sowie deren ROS- Produktion nach Sekundärinfektion beeinflusst. Es gibt 

Untersuchungen, die zeigen, dass nach Trauma das Infektionsrisiko erst reduziert 

und später erhöht ist [334-336]. Die Granulozyteninfiltration nach Weichteiltrauma 

könnte somit bei einer Infektion eine protektive Wirkung haben. Um die Frage des 

Infektionsrisikos im Fallen diesen Skelettmuskeltraumas herauszufinden, müsste die 

Infektion mit lebenden Pseudomonas- Bakterien durchgeführt werden um die 

bakterielle Beladung der Lunge zu bestimmen. 

 

6.2 EINFLUSS VON MYD88- SOWIE TLR4 AUF DIE 

GRANULOZYTENREKRUTIERUNG IN DIE LUNGE NACH TRAUMA 

Es gibt verschiedene Ansätze zur Klärung wie Granulozyten nach traumatischen 

Geschehen in die Lunge rekrutiert werden. Allerdings hat jede Traumaart eine 

andere Auswirkung auf die immunologische Antwort. Somit lassen sich die 

Ergebnisse der verschiedenen Studien nicht verallgemeinert auf andere 

Versuchsmodelle übertragen.  
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Durch Frakturen induzierte Hämatome bewirken den Anstieg verschiedener 

immunstimulatorischer Zytokine und Chemokine [403, 486-488]. Diese tragen zur 

Aktivierung neutrophiler Granulozyten bei, mit einem Potential an 

lungenschädigender Wirkung in Bezug auf die Entwicklung eines ARDS. Im 

Vergleich zu Skelettmuskeltraumata führen Frakturen zu einer erhöhten Blutung, 

außerdem können Komponenten aus dem Knochen sowie des Knochenmarks 

freigesetzt werden. Aus der Veröffentlichung von HAUSER und Mitarbeitern ist 

bekannt, dass es nach Femurfraktur zur Freisetzung von mitochondrial damage 

associated molecular patterns (MTD) in das lokale Wundgewebe und die Zirkulation 

kommt [489]. Injiziert in naive Ratten führen diese MTDs zu erhöhten 

Entzündungsparametern mit einer Beteiligung von aktivierten PMNs in der Lunge 

[490]. In dieser Studie sowie in Studien mit humanen Hepatozyten [491], über 

Schock [492] und mit Traumapatienten [306] wird ein aktivierender und 

chemotaktischer Effekt von MTDs auf Granulozyten, fungierend als damage 

associated molecular patterns (DAMPs), beschrieben. DAMPs, als Liganden 

zellulärer toll like receptors (TLRs) u.a. an der Oberfläche neutrophiler Granulozyten 

[493, 494], warnen den Wirtsorganismus vor Gewebeschäden. Sie mediieren eine 

immunologische Reaktion, welche auch zu Schädigung von Gewebe führen kann 

[27, 303]. Vermutlich sind MTDs an der Entstehung traumassoziierter veränderter 

Lungenhomöostase bis hin zur Entwicklung eines ARDS beteiligt. Auch in diesem 

Skelettmuskel- Traumamodell könnten MDTs möglicherweise für die Aktivierung von 

Granulozyten verantwortlich sein und die Granulozyteninfiltration in die Lunge 

fördern. 

Neutrophile Granulozyten exprimieren auf Ebene von mRNA alle TLRs, bis auf TLR3 

[495]. Gerade TLR2 und 4 vermitteln die Aktivierung neutrophiler Granulozyten [493, 

494], teilweise auch in Abhängigkeit von intrazellulärer Kommunikation mit 

Monozyten [496]. Der Signalweg von TLR2 sowie TLR4 führt traditionell MyD88-

abhängig über TIR- domain- containing adapter protein (TIRAP)/ myeloid adaptor –

like protein (MAL) und bei TLR4 zusätzlich MyD88- unabhängig über TIR- domain- 

containing adaptor inducing IFN- ! (TRIF)/ TRIF- related adaptor molecules (TRAM). 

TLR4 vermittelt die verlängerte Lebensspanne, bzw. delayed Apoptose neutrophiler 

Granulozyten [497]. Generell ist TLR4 an einer systemischen Entzündungsantwort 

nach Induktion eines sterilen Traumas wie dem Komplikationssyndrom ARDS 
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beteiligt [427, 498, 499]. Im Gegensatz zu Wildtyp (WT)- Mäusen kann in den 

Lungen von TLR4-/-- Mäuse nach Fraktur/ Muskelgewebsschaden [444] oder 

Verbrennung [436] eine verminderte MPO- Aktivität als Maß für die 

Granulozytenanzahl gemessen werden, verglichen mit WT- Mäusen. In dem hiesigen 

Versuchsmodell des stumpfen Weichteiltraumas auf den M. gastrocnemius beider 

Hinterläufe der Maus kommt es nicht, wie oben beschildert, zu einer verminderten 

Inflammation in den Lungen traumatisierter TLR4-/-- Mäuse. Der Anstieg an 

Granulozyten in den Lungen nach Muskeltrauma in TLR4-/-- Mäusen ist fast gleich 

dem von WT- Mäusen. Die Granulozytenzahlen in traumatisierten Mäusen mit 

TLR2,4-/- ist dagegen tendenziell rückläufig (s. Abb. 5.11). Aufgrund der insgesamt 

sehr geringen Datenmenge müssen diese Ergebnisse vorsichtig bewertet werden.  

Der Effekt der verminderten Inflammation wird auch intestinal nach Ischämie/ 

Reperfusion [500] und in der Leber nach Fraktur [501] in traumatisierten TLR4-/--

Mäusen beschrieben jeweils verglichen mit WT- Mäusen. Dies führt zu dem Schluss, 

dass  TLR4 nach Fraktur oder Verbrennung an der Granulozyteninfiltration in die 

Lunge beteiligt ist, wobei PMNs potenziell gewebs- bzw. organschädigender Wirkung 

haben. Für TLR2 allerdings kann keine Korrelation mit der Einwanderung von 

Granulozyten in die Lunge festgestellt werden [436]. In den Zytokinanalysen der 

TLR-4-/-- Traumagruppe sind die Konzentrationen an IL- 6, IL- 10 sowie TNF- " im 

Vergleich zu WT- Mäusen, als Maß für systemische Entzündung, deutlich reduziert 

[436, 444, 501]. In Studien mit cerebraler Ischämie werden Effekte verminderter 

Schädigung im Gehirn in Zusammenhang mit TLR4- Defizienz [502, 503] aber auch 

TLR2- Defizienz [504, 505] nach Traumainduktion im Vergleich zu WT- Mäusen 

beschrieben. Dies wiederum hebt die unterschiedliche immunologische Antwort auf 

Traumata verschiedener Ätiologie hervor.  

Es lässt sich hiernach die Vermutung aufstellen, dass die Immunantwort auf ein 

stumpfes Weichteiltrauma in diesem Fall nicht über TRIF sondern eher über TIRAP 

vermittelt wird. Somit könnte die Granulozyteninfiltration in die Lunge nach 

Weichteiltrauma bei TLR4-/-- Mäuse möglicherweise durch TLR2 mittels des MyD88-

abhängigen Signalweg über TIRAP kompensiert werden. Eine Studie von SABROE 

und Mitarbeiter zeigt, dass mehr TLR2 als TLR4 an der Oberfläche von neutrophilen 

Granulozyten exprimiert werden [496]. Dies unterstützt die Theorie der TLR4-/--

Kompensation durch TLR2. Auf neutrophilen Granulozyten werden TLR2 wie TLR4 3 
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bis 3.5 Stunden nach experimenteller LPS- Exposition zur immunologischen Antwort 

hochreguliert [506, 507]. In diesem Traumamodell wäre eine TLR2- Aktivierung über 

freigesetzte DAMPs/ MDTs nach Gewebeverletzung in Korrelation mit der maximalen 

Granulozyteneinwanderung in die Lunge drei Stunden nach Traumainduktion 

möglich. Auch ist bekannt, dass der TLR2- Signalweg, nicht aber TLR4, über 

proinflammatorische Zytokine aktiviert werden kann [508], was jedoch in dieser Arbeit 

nicht weitergehend analysiert wurde. Es ist notwendig, weitere Versuchsansätze zur 

Quantifizierung der Daten mit TLR2-/--, TLR4-/-- und TLR2,4-/-Mäusen durchzuführen. 

Das zytoplasmatische Adapterprotein MyD88 nimmt eine zentrale Stellung in 

Verbindung mit der Aktivierung der Transkriptionsfaktoren MAPK und NF#B ein, da 

es von allen TLRs außer TLR3 zur Signaltransduktion in der 

Kommunikationskaskade genutzt wird (s. Kapitel2.3) [27, 509-511]. Jedoch kommt es 

in MyD88-/-- Mäusen nach Verletzung der Gastrocnemius- Muskulatur nur 

geringgradig zu einer verminderten Infiltration von Granulozyten in die Lunge im 

Vergleich zu Wildtypmäusen der Traumagruppe (s. Abb. 5.11 und Abb. 5.12). Auch 

in einer Traumastudie an Mäusen von VICTONI und Mitarbeiter ist die über MPO-

Aktivität ermittelte Granulozyteninfiltration in die Lunge nach Traumainduktion der 

Traumagruppe höher als die der Kontrolltiere, jedoch von traumatisierten MyD88-/--

Mäusen niedriger als von traumatisierten WT- Mäusen. Auffällig ist die generell 

niedrigere Granulozytenzahl in den Lungen von MyD88-/-- Mäusen verglichen zu den 

Daten der WT- Kontrolltiere. Dieser Effekt ist beispielsweise auch in den Daten von 

VICTONI et al. (Fig.1) [511] sichtbar, wird allerdings dort nicht diskutiert. Woher diese 

erniedrigte Anzahl an Granulozyten in der Lunge von MyD88-/-- Mäusen kommt, 

bleibt unbekannt.  

Das in dieser Arbeit verwendete induzierte stumpfe Weichteiltrauma der 

Gastrocnemius- Muskulatur führt zu einer MyD88- sowie TLR4- unabhängigen 

Granulozyten- Rekrutierung in die Lunge von Mäusen mit möglicher Beteiligung von 

TLR2. Die Arbeitsgruppe um HENNEKE beschreibt einen TLR2- MAL- mediierten, 

MyD88- unabhängigen Signaltransduktionsweg in Zusammenhang mit LPS-

Stimulation in Phagozyten [512]. In Bezug auf Granulozyten und Weichteiltrauma gibt 

es hierzu derzeit keine direkten Daten, welches aber die mögliche Beteiligung dieses 

Weges, oder auch anderer, an der Granulozytenrekrutierung nach Trauma nicht 

ausschließen lässt. Der Hinweis zeigt den Bedarf weiterer Forschungsarbeit auf. 
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6.3 TRAUMATISCH BEDINGTE VERÄNDERUNGEN AUF 

MOLEKULARER UND ZELLULÄRER EBENE 

6.3.1 SERUM ALS KOMMUNIKATIONSMEDIUM ZUR 

GRANULOZYTENREKRUTIERUNG NACH TRAUMA 

Zur Klärung der Fragestellung, ob lösliche Mediatoren an der Granulozyteninfiltration 

nach Weichteiltrauma beteiligt sein können, wird ein Versuchsaufbau mit 

Serumtransfer gewählt. Hierbei wird Serum von traumatisierten Mäusen drei Stunden 

nach Traumainduktion entnommen sowie von Mäusen der Narkosekontrolle und i.v. 

in die Schwanzvene naiver Tiere injiziert (s. Abb. 5.15). Der Serumtransfer von 

traumatisierten Mäusen in naive Mäuse führt zu einer erhöhten Granulozytenanzahl 

in den Lungen im Vergleich zur Kontrollgruppe (s. Abb. 5.16). Dies lässt darauf 

schließen, dass eine Modulation der Homöostase löslicher Botenstoffe an der 

Immunantwort auf ein Weichteiltrauma in der Lunge beteiligt ist. Auch in Bezug auf 

Lymphe als Kommunikationsmedium ist bekannt, dass die Ligation des 

mesenterialen Lymphductes eine entzündliche Ausprägung in der Lunge nach 

Trauma (Laparotomie) in Kombination mit Hämorrhagischem Schock verhindert [513, 

514]. Nach Transfer von Lymphe traumatisierter Mäuse in naive Mäuse wird wieder 

eine inflammatorische Immunantwort in der Lunge hervorgerufen [515]. 

Arbeitsgruppenintern ist bekannt, dass nach stumpfen Skelettmuskeltrauma des 

M. gastrocnemius wie in dieser Arbeit verwendet der Lymphfluss im traumatisierten 

Muskel zum drainierenden Lymphknoten nicht gestört ist. Daher könnten Mediatoren, 

die aus dem verletzten Skelettmuskel freigesetzt werden, über die Lymphbahnen in 

das Blut und weiter in die Lunge gelangen. 

Die Identität des löslichen Mediators im Serum kann in dieser Studie jedoch nicht 

geklärt werden. Auffällig ist, dass drei Stunden nach Trauma der Wert des 

Serumproteins S100A8/A9 erhöht ist. Im Serum befinden sich u.a. S100- Proteine, 

welche zur Kommunikation im Organismus beitragen. Die Kalzium- bindenden 

Proteine S100A8/ S100A9 werden im Zytosol von neutrophilen Granulozyten sowie 

Makrophagen und Monozyten exprimiert. Hohe Mengen an S100A8/ S100A9 finden 

sich extrazellulär in infizierten oder entzündeten Geweben und sind an der 

Rekrutierungskaskade von Leukozyten beteiligt [516, 517]. Murines S100A8 gilt als 

potenter chemotaktischer Faktor für neutrophile Granulozyten. In vitro Studien 
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ergeben, dass neutrophile Granulozyten vermindert auf chemotaktische Stimuli 

ansprechen, wenn kein S100A9 vorhanden ist und in einem in vivo- Versuchsmodell 

mit S100A9-/-- Mäusen wird eine verminderten Granulozyten- Rekrutierung während 

der Wundheilung registriert [316, 518]. Diese Kalzium- bindenden Proteine werden 

als DAMPs über TLRs während infektiösen und entzündlichen Prozessen erkannt 

und sind an der immunologischern Antwort durch Förderung der 

Granulozyteneinwanderung in inflammatorische Gewebe beteiligt [316, 517]. Parallel 

zur maximalen Granulozyteninfiltration in die Lunge traumatisierter Mäuse drei 

Stunden nach induziertem Skelettmuskeltrauma steigt die Konzentration an 

S100A8/ S100A9- Proteinen im Serum dieser Mäuse signifikant an (s. Abb. 5.14). 

Eine Stunde nach Trauma sind die gemessenen Werte von Trauma- und 

Kontrollgruppe gleichwertig. Nach Anstieg der S100A8/ S100A9- Konzentration zu 

dem Zeitpunkt der Maximalkonzentration, verringern sich die erhöhten 

Konzentrationswerte in den Serumproben von Mäusen nach Muskeltrauma auf 

nahezu den Ausgangswert, nur minimal erhöht im Vergleich zu Kontrollgruppe. Diese 

Ergebnisse sprechen für eine Korrelation zwischen der Granulozyteninfiltration in die 

Lunge nach Weichteiltrauma und der erhöhten Konzentration an S100A8/ S100A9. 

Eine Aussage über den Zusammenhang kann jedoch nicht getroffen werden. Weitere 

Studien werden benötigt um genauere Ergebnisse zu erziele. Ein Ansatz wäre die 

Versuchsdurchführung mit S100-/-- Mäusen durchzuführen oder spezifisch die 

einzelnen S100- Proteine durch Antikörper zu blockieren. 

 

6.3.2 IL- 6, KC UND MIP- 2: BETEILIGUNG AN LUNGENINFLAMMATION NACH 

WEICHTEILTRAUMA 

Zytokine und Chemokine als lösliche Mediatoren der Immunantwort werden je nach 

Traumamodell und in Abhängigkeit zur Zeit in unterschiedlichen Mustern freigesetzt. 

Dieses erschwert die Erfassung der verschiedenen Zytokinkonzentrationen nach 

Trauma. Frakturen führen zu erhöhten Serumkonzentrationen an IL- 6, IL- 2, IL- 10, 

und TNF- " [403, 427, 486]. Komplette Zerstörung der Oberschenkelmuskulatur von 

Mäusen hat eine Erhöhung der Chemokine KC und MIP- 2 im Serum zur Folge, was 

hingegen nach einer Fraktur nicht zu beobachten ist [403].  
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In den meisten Untersuchungen zu Trauma werden Serumproben auf Zytokinmuster 

untersucht. Jedoch können SCHMITZ und Mitarbeiter in Bezug auf ein 

Weichteiltrauma, vergleichbar mit dem in dieser Arbeit genutzten Versuchsmodell, 

keine veränderten Zytokinkonzentrationen im Serum traumatisierter Mäuse 

feststellen. Wahrscheinlich ist der Schweregrad von diesem Weichteiltrauma nicht 

hoch genug um eine Auswirkung auf die Chemo- sowie Zytokinkonzentrationen im 

Serum zu haben.  

Das Keratinocyte derived chemokine (KC/ CXCL- 1) und das Macrophage 

inflammatory protein- 2 (MIP- 2/ CXCL- 2) sind Homologe des humanen IL- 8 und 

wirken stark chemotaktisch auf Granulozyten [519-522]. Auch die Akkumulation von 

Granulozyten in Geweben wie der Lunge werden durch KC und MIP- 2 gefördert 

[523]. Sie sind wichtige Mediatoren bei der Rekrutierung und Aktivierung von 

neutrophilen Granulozyten und wirken über die Chemokin- Rezeptoren (CXCR)-

1 + 2 , als Hauptchemokinrezeptoren für neutrophile Granulozyten [524-527]. 

Während akuter Entzündungsprozesse fungiert KC als ein potentes und systemisch 

wirksames Chemokin, wohingegen die MIP- 2- Expression eher limitiert auf das 

lokale Inflammationsgeschehen stattfindet [528]. Die Hauptquelle für die Sekretion 

von MIP- 2 sind Monozyten und Makrophagen und für KC Makrophagen, Neutrophile 

Granulozyten und Epithelzellen [529]. Auch in experimentellen Inflammationen der 

Lunge durch Lungenkontusion, Hämorhagischer Schock, Fraktur oder 

Immunglobulin- mediierter Entzündung sind die gemessenen Werte an KC und MIP-

2 im Serum der Versuchstiere erhöht. In den Versuchsmodellen ist die Freisetzung 

der Chemokine mit einer Rekrutierung von neutrophilen Granulozyten in die Lunge 

assoziiert [359]. Dies ist vergleichbar mit dem in dieser Arbeit verwendeten 

Weichteiltraumamodell. Drei Stunden nach Skelettmuskeltrauma und Restimulation 

sind die Werte an KC und MIP- 2 in der Lungenkultur von Mäusen tendenziell erhöht 

(s. Abb. 5.23 A + B) wie auch die Anzahl der Granulozyten in der Lunge. LOMAS-

NEIRA und Mitarbeiter zeigen dass MIP- 2 im Hämorhagischen Schock mehr an der 

Rekrutierung von Granulozyten beteiligt ist als KC. Die eigentliche chemotaktische 

Wirkung von MIP-2 und KC auf Granulozyten oder das Ausmaß der Wirkung auf die 

Infiltration von Granulozyten in die Lunge werde in diesem Skelettmuskel-

Traumamodell nicht untersucht. Dazu müssten beispielsweise Untersuchungen mit 
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Antikörpern gegen MIP- 2 und KC oder der Inhibierung des Rezeptor (CXCR2) für 

MIP- 2 und KC durchgeführt werden.  

IL- 6 besitzt als typisches proinflammatorisches Zytokin großen Einfluss auf 

Granulozyten im Entzündungsgeschehen durch Aktivierung, Rekrutierung und 

Beeinflussung der Apoptose neutrophiler Granulozyten [530]. Die erhöhte Sekretion 

von IL- 6 wird konstitutiv im Zusammenhang mit inflammatorischen Insulten wie 

Trauma und Sepsis nachgewiesen [477, 531-533] und auch als Marker für die 

Schweregradbestimmung eines Traumas genutzt [534, 535]. IL- 6 vermittelt den 

Übergang der frühen prädominanten granulozytären Immunantwort im entzündlichen 

Gewebe in einen nachfolgenden Influx mononukleärer Zellen und CD3+- T- Zellen. 

Diese prädominanten granulozytären Phase ist geprägt durch Akkumulation 

neutrophiler Granulozyten im entzündeten Gewebe [536-539]. In diesem 

Versuchsmodell führt die Induktion des Weichteiltraumas auf die Wadenmuskulatur 

von Mäusen zu keiner veränderten IL- 6- Sekretion in der Lungenkultur drei Stunden 

nach Trauma (s. Abb. 5.24 A). Vermutlich befindet sich die Inflammation zeitliche in 

der prädominanten granulozytären Phase mit einer massiven Granulozyteninfiltration 

in die Lunge, aber unveränderter IL- 6- Konzentration. Diese These wird unterstützt 

durch die erhöhten Konzentrationen an KC und MIP- 2 in den Lungen von 

traumatisierten Mäusen. In einem experimentellen Frakturmodell von KOBBE und 

Mitarbeiter kommt es erst fünf Stunden nach Traumainduktion zu einer Erhöhung von 

KC und IL- 6 im Serum traumatisierter Mäuse [443]. In dem hier angewendeten 

Traumamodell würde dieser Zeitpunkt mit dem langsamen Abfall der 

Granulozytenanzahl korrelieren, gemessen ab dem Zeitpunkt sechs Stunden nach 

Trauma (s. Abb. 5.3 A + B), und somit die Einleitung der postgranulozytären Phase 

beschreiben. 

Eine Stunde nach Traumainduktion infiltrieren Ly6Chi Ly6G-- Monozyten (s. Abb. 5.7 

A) und CD3+- T- Zellen (s. Abb. 5.8 B) in die Lungen traumatisierter Mäuse im 

Vergleich zur Kontrollgruppe. Der Anstieg dieser Zellpopulationen wäre laut Literatur 

eher zu einem Zeitpunkt mit rückläufiger Granulozytenanzahl später als sechs 

Stunden nach Trauma zu erwarten gewesen [536-539]. Anhand der vorliegenden 

Daten kann die Ursache der beobachteten Zunahme der Zellzahlen nicht geklärt 

werden. Die Untersuchung der Monozytenpopulationen in Ly6Chi Ly6G- und 

Ly6Clow Ly6G- zeigt nur geringgradige Unterschiede. 
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Die durchflusszytometrisch gemessene Alveolarmakrophagen (AM)- Population 

zeige keine zahlenmäßige Veränderung nach Traumatisierung der Gastrocnemius-

Muskulatur im Vergleich zur Narkosekontrollgruppe auf (s. Abb. 5.7 C). 

Typischerweise kommt es nach schwerer Traumatisierung während der Entwicklung 

eines ARDS zu einer Maximierung der Makrophagenanzahl, Wunddepridement und 

Regulation weiterer immunologischer Antwortmechanismen. Die Makrophagen 

phagozytieren apoptotische Granulozyten. Allerdings scheint die Auswirkung des hier 

angewendeten stumpfem Muskeltraumas nicht so hoch zu sein, als dass es zu einer 

Aktivierung und Infiltration weiterer Monozyten (hier nur geringgradig) und zur 

Weiterentwicklung in Gewebsmakrophagen und Dendritische Zellen (DCs) oder 

direkten Rekrutierung von Makrophagen und DCs führt. 

6.3.3 IL- 10 UND IFN- $ KOMPONENTEN DER INFEKTABWEHR NACH 

WEICHTEILTRAUMA 

Schwere Verletzungen die intensivmedizinisch behandelt werden müssen, 

korrelieren oftmals mit einer reduzierten Fähigkeit einer Interferon (IFN)- $- Bildung 

[540, 541]. Dies wird in experimentellen Studien mit Hämorrhagischen Schock sowie 

Fraktur intensiv untersucht, allerdings nicht in Bezug auf Weichteiltrauma [324, 325, 

542, 543]. Anwendung von rekombinanten IFN- $ in schwerverletzten Patienten 

vermindert das Infektionsrisiko [544, 545], was bestätigt wie essentiell IFN- $ in der 

Immunabwehr ist. IFN- $ wird typischer von TH1- Zellen [57] und NK- Zellen [75, 546] 

sezerniert. In Bezug auf bakterielle Infektionen spielt IFN- $ über die Aktivierung der 

phagozytischen Immunzellen eine wichtige Rolle, wie in Kapitel6.1.2 beschrieben. 

Hierbei stellen NK- Zellen die Hauptquelle für INF- $ dar. Interessanterweise zeigt die 

Analyse der IFN- $- Konzentration in den Lungenkulturen der traumatisierten Mäuse 

einen signifikanten Abfall drei Stunden nach Trauma mit und ohne Restimulation, im 

Vergleich zu den Werten der Kontrollgruppe (s. Abb. 5.24 B). Mögliche Gründe dafür 

hätte eine Erniedrigung der Gesamtzellzahl an NK- Zellen in der Lunge nach Trauma 

oder aber eine geringe Produktion an IFN- $ pro NK- Zelle sein können. Neben der 

unveränderten Anzahl an T- Zellen und NKT- Zellen (s. Abb. 5.8 A+B) ist auch die 

Population der NK- Zellen zum Zeitpunkt drei Stunden nach Weichteiltrauma 

unverändert (s. Abb. 5.8 C). Das lässt die Vermutung zu, dass je NK- Zelle weniger 



 6 Diskussion 

 

            | 109 
   

IFN- $ nach Trauma produziert wird als in der Kontrollgruppe mit und ohne 

Restimulation. 

NK- Zellen sind während der physiologischen Lungenhomöostase inaktiviert zum 

Schutz vor Gewebeschäden, was zu Lungenfunktionsstörungen wie defizientem 

Gasaustausch führen würden. Erst über Mediatoren aktivierter AMs erlangen 

respiratorische NK- Zellen ihren Aktivierungszustand zur Verteidigung gegen 

pathologische Einflüsse [262, 263, 547, 548]. Ebenfalls in einer Sepsis- Studie von 

HIRSH und Mitarbeiter kann keine verminderte Anzahl an NK- Zellen festgestellt 

werden, allerdings eine Dysfunktion der NK- Zellen [549]. Gerade in Interaktion mit 

pulmonalen Epithelzellen produzieren NK- Zellen das für die Immunantwort auf 

entzündliche und auch mikrobielle Prozesse wichtige IFN- $ [341, 550]. Zur weiteren 

Analyse in wie weit das induzierte Weichteiltrauma die vitalen Funktionen des 

Alveolarepithels beeinflusst oder aber zu einer direkten negativen Beeinflussung der 

NK- Zell- Aktivität führt, müssten gezielte experimentelle Versuchansätze 

durchgeführt werden. Aber auch IL- 10 hat einen reduzierenden Einfluss auf die 

Aktivität von NK- Zellen. Es wird im gesunden Organismus beständig von 

Bronchoalveolar- Epithelialzellen gebildet [551, 552], vermutlich um in der gesunden 

Lunge überschießende Entzündungsreaktionen auf die dauerhafte Präsentation von 

harmlosen Partikeln in der eingeatmeten Luft zu verhindern [553]. Jedoch ist auch 

die Konzentration an IL- 10 in diesem Traumamodell drei Stunden nach Trauma 

vermindert (beschrieben im unteren Abschnitt) und stellt vermutlich keine Erklärung 

für die verminderte IFN- $- Produktion durch NK- Zellen nach Trauma und 

Restimulation mit P. aeruginosa dar. Ursächlich für eine pathologische Immunantwort 

auf eine Pseudomonas- Infektion könnte auch eine Beeinträchtigung der IL- 12 

induzierten IFN- $- Produktion durch NK- Zellen sein [554]. Hauptsächlich wird IL- 12 

in Zusammenhang mit einer Pseudomonas- Infektion von DCs gebildet [476]. 

In der Literatur [426] wird in einem murinen Polytraumamodell eine abgeschwächte 

Entzündungsreaktion mit einhergehender, verminderter Infiltration von neutrophilen 

Granulozyten in die Leber und Lunge nach Depletion von NK- Zellen beschrieben. 

Dieses Ergebnis kann in dem hier verwendeten Versuchsaufbau bei einmaliger 

Durchführung nicht reproduziert werden (Daten nicht gezeigt). Der einmalig 

durchgeführte Versuch mit depletierten NK-Zellen sollte nur als hinweisend gewertet 

werden. 
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DCs sind essentiell für das Zusammenspiel von angeborener und adaptiver 

Immunantwort. Sie residieren unter physiologischen Bedingungen in der Lunge 

zwischen Epithelzellen, Alveolar- Septen und Lungengefäßen [237, 241, 275]. In 

verschiedenen Lungeninflammationsmodellen wird die Beteiligung von DCs an 

antiinflammatorischen Effekten zum Schutz der Lunge beschrieben. DCs führen 

beispielweise zur Rekrutierung von IL- 10- exprimierenden T- Zellen in die Lunge, die 

einen limitierendem Effekt auf die Granulozyteninfiltration haben oder 

proinflammatorischer Monozyten in der Lunge inhibieren [397, 555]. Allerdings führen 

nicht alle traumatischen Insulte zu einer DC- abhängigen inflammatorischen 

Immunantwort [395], wie auch in dieser Arbeit gefunden. Die Inflammation, ausgelöst 

durch das Skelettmuskeltrauma, verläuft im Vergleich zu nicht- traumatisierten 

Mäusen ohne Erhöhung der Anzahl an DCs in der Lunge(s. Abb. 5.7). Die 

unveränderte Zahl an DCs bedeutet nicht unbedingt, dass die DCs nicht aktiviert 

wurden. Eine Beteiligung von DCs an einer Immunreaktion auf das Weichteiltrauma 

durch beispielsweise direkten Zell- Zell- Kontakt wird hierdurch somit nicht 

ausgeschlossen. In wie weit das induzierte Weichteiltrauma zu einer Dysfunktion der 

DC führt, ohne deren Anzahl in der Lunge zu vermindern, kann mit diesen Daten 

nicht weiter geklärt werden. Jedoch könnte eine veränderte Funktion von DCs als 

Quelle für IL- 12 eine Erklärung für die niedrigere IFN- $- Produktion durch NK- Zellen 

nach Weichteiltrauma und Restimulation darstellen. Und wiederum wäre auch ein 

Einfluss auf die erniedrigte IL- 10- Konzentration in der Lungenkultur durch fehlenden 

Einfluss auf T- Zellen möglich. In weiteren Versuchsreihen müsste dazu die Rolle der 

DCs an der Immunmodulation eines Weichteiltraumas geklärt werden. 

IL- 10 ist ein regulatorisches Zytokin, welches von Zellen des angeborenen 

Immunsystems, Lungenepithel und regulatorischen T- Zellen freigesetzt wird [383]. 

Der Respirationstrakt wird unter stetiger Exposition mit Partikeln auch apathogener 

Qualität konfrontiert. Gerade deshalb sezerniert das respiratorische Epithel 

kontinuierlich IL- 10 zur Balance der Entzündungsantwort und zum Schutz vor 

unlimitierten Inflammationsreaktionen (s. Kapitel2.2). Die verminderte IL-10 

Produktion lässt keine Rückschlüsse auf die zelluläre Quelle zu, da nach 

P. aeruginosa- Stimulation nicht bekannt ist, welche Zellen das IL-10 produzieren. 

Auf jeden Fall kann ausschließen werden, dass vermehrte Produktion von IL-10 für 

die verminderte IFN- $- Produktion verantwortlich ist.  



 6 Diskussion 

 

            | 111 
   

Die in diesem Kapitel diskutierten verschiedenen Aspekte der Immunmodulation in 

Zusammenhang mit Traumageschehen beinhalten komplexe Kommunikationswege 

verschiedener Mediatoren und klassische Effektorzellen zu inflammatorischem aber 

auch zu suppressivem immunologischen Geschehen. Die pathologisch veränderte 

Homöostase in der Lunge stellt einen prädisponierenden Faktor für die Ausprägung 

eines ARDS dar, welches als Komplikationssyndrom mit einer deutlich erhöhten 

Mortalitätsrate einhergeht. 

Die potentiell zytotoxische Wirkung dysregulierter neutrophiler Granulozyten in der 

Lunge kann zu pathologischen Veränderungen des Lungengewebes führen die hier 

nach Skelettmuskeltrauma beschrieben wurden und könnte eine fatale Dysfunktion 

der Lunge als lebenswichtiges, oxigenierendes Organ mit sich ziehen.  

 

6.4 RELEVANZ MURINER TRAUMAMODELL FÜR DIE 

PRÄVENTIONSMEDIZIN 

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen dass auch schon relativ begrenzte 

Weichteilverletzungen wie ein isoliertes stumpfes Trauma des M. gastrocnemius der 

Maus signifikante Veränderungen der immunologischen Homöostase sogar entfernt 

des induzierten Skelettmuskeltraumas in der Lunge auslösen. Wenn das Trauma Teil 

eines multifaktoriellen Geschehens ist, z.B. mit Hypothermie, Hypovolämie, 

Organverletzungen, dermale Ablationen, Schock, weitergehenden begleitenden 

Verletzungen oder auch bestehenden Immundefiziten einhergeht, oder wenn weitere 

Bedrohungen des Immunsystems in Form eines second hit durch Infektion 

dazukommen, besteht die Gefahr eines sich entwickelnden acute respiratory distress 

syndrome (ARDS). Weichteilverletzungen treten bei Unfällen jeglicher Art, aber auch 

iatrogen bei allen Operationen auf. Gerade in der Kleintiermedizin sind ursächliche 

Traumageschehen nicht immer zu rekonstruieren. Allein die Vielfalt der 

vorkommenden Verletzungen z.B. beim Hundesport [556], Unfällen, 

Bissverletzungen, sowie induziert durch Operationen [557, 558] macht wie in der 

Humanmedizin die Versorgung veterinärmedizinischer Patienten zu einer 

Herausforderung. Trotz gezielter Behandlungsmethoden und konsequenter 
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Versorgung der Patienten drohen dabei zusätzlich noch Komplikationen durch 

Entgleisungen des Immunsystems wie bei dem ARDS in der Lunge. 

Die wissenschaftlichen Untersuchungen zur Immunreaktion in der Lunge nach 

Trauma und zur Pathogenese eines ARDS beruhen auf verschiedenen Tiermodellen, 

die z.B. an Mäusen, Ratten, Schafen, Hunden, Schweinen getestet wurden [278, 

388, 490, 559]. Auch bei Hunden ist die Entwicklung einer acute lung injury in Bezug 

auf künstliche Beatmung und Transfusion bekannt, welche in engen Zusammenhang 

mit der Versorgung von Traumapatienten stehen [560, 561]. Die Ergebnisse der 

Studien zeigen dass die Immunmodulationen die zur Entwicklung dieses ARDS 

führen können zwar jeweils ähnlich sind, im Detail aber von geno- wie 

phänotypischen Faktoren, u.A. Spezies, Geschlecht, Alter, aber auch ursächlich von 

der Traumaart abhängen [365]. Somit tragen die jeweiligen Untersuchungen der 

Pathologie in der Lunge zum besseren Verständnis der Entwicklung eines ARDS bei, 

können aber nicht direkt und quantitativ auf andere Spezies übertragen werden. In 

der Klein- und Heimtiermedizin sollten dementsprechend zur Bewertung der zu 

erwartenden Traumakomplikationen bei den verschiedenen Spezies am ehesten die 

Tiermodelle der verwandten Arten herangezogen werden. 

Zum Schutz vor Immunkomplikationen in der Traumatologie wie z.B. 

Multiorganversagen müssen diese immunmodulatorischen Effekte zur Kenntnis 

genommen werden, und zum Anlass für ausreichende Analysen des Immunstatus 

genommen werden. Traumageschehen verschiedener Ätiologien dürfen nicht als 

gleichwertige Krankheitsbilder angesehen werden und die therapeutischen 

Maßnahmen müssen individuell, vor allem auch wegen der Kombination differenter 

Insulte zugeschnitten werden. Dazu gehören neben dem Ausreizen der 

allgemeingültigen Vorsichtsmaßnahmen z.B. verminderter Gasdruck während der 

künstlichen Beatmung, Regulation des Flüssigkeitshaushaltes, optimierte 

Thermoregulation oder aseptische Wundversorgung. Wegen der Immunmodulation 

nach Weichteiltrauma sind minimalinvasive Methoden im chirurgischen Vorgehen 

deutlich gegenüber Behandlungen mit weiterem Gewebeschaden zu präferieren. 

Fortschrittliche Immuntherapeutika zum Schutz der Lunge und zur Verhinderung der 

Entwicklung eines ARDS bieten Möglihkeiten zur Begrenzung der Dysregulation 

neutrophiler Granulozyten.  
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In wie weit ein direkter Eingriff in immunologische Reaktionskaskaden z.B. durch 

künstliches Surfactant, Beatmungsmethoden oder immunologische Adjuvantien zur 

Verhinderung einer systemischen Dysregulation in der Klinik einsetzbar sind, muss in 

weiterer Versuchsprojekten geklärt werden. Die Aspekte Alter, Zyklusstatus, 

physiologische Verfassung, exponierte Umgebung (z.B. Keimflora, Temperatur, 

ernährungsphysiologische Versorgungslage) wurden hier nicht weiter diskutiert, 

dürfen aber auf Grund ihres immunmodulatorischen Effektes nicht außer Acht 

gelassen werden und sollten in weitere experimentelle Studien einbezogen werden. 

Zur Erweiterung des Verständnisses der einzelnen Traumata verschiedener 

Ätiologien und zur Verbesserung der klinischen Patientenversorgung werden weitere 

Forschungsarbeiten von Nöten sein. Die hier gewonnenen Erkenntnisse tragen zum 

Verständnis der Modulation des Immunsystems nach Weichteiltrauma bei. 
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7 ZUSAMMENFASSUNG 

Das Immunsystem, bestehend aus angeborenen und adaptiven Komponenten, stellt 

eine wichtige Schutzfunktion des Organismus vor Infektionen dar. Traumata 

unterschiedlicher Genese können eine massive systemische Inflammation induzieren 

und zu lebensbedrohlichem Multi- Organversagen führen. Im Rahmen dieser Arbeit 

wurde in einem ersten Überblick die Immunmodulation in der Lunge von Mäusen 

nach stumpfen Skelettmuskeltrauma auf die Gastrocnemiusmuskulatur untersucht.  

Die signifikante Rekrutierung neutrophiler Granulozyten in die Lunge nach stumpfem 

Trauma der Gastrocnemiusmuskulatur verdeutlicht den massiven Einfluss eines 

traumatischen Insultes auf das Immunsystem. Das Maximum der 

Granulozyteninfiltration in die Lunge und das Blut von Mäusen des Wildtyps wurde 

drei Stunden nach Skelettmuskeltrauma erreicht, wobei die Zahl der Granulozyten 

nach Trauma als normalisierter Wert des Medians der Kontrollgruppe von 100% in 

der Lunge auf 232,16% und im Blut auf 176,95% anstieg. Auch bei MyD88-/-- Mäusen 

wurde ein Anstieg der Granulozyten im Median in den Lungen der traumatisierten 

Tiere um das 2,8 fache und im Blut um das 2,5 fache gemessen und bei TLR4-/--

Mäusen in der Lunge um das 2,9 fache. Zeitgleich konnte eine signifikante Erhöhung 

des Medians der Serumkonzentration an S100A8/ S100A9-Kalzium-Proteinen von 

427 ng/ml auf 1396,5 ng/pg gemessen werden. Vermehrt unreife Granulozyten mit 

geringer Expression von CD11b Protein auf der Zelloberfläche wanderten drei 

Stunden nach Trauma in die Lunge ein, gemessen mit der mean fluorescence 

intenensity in der Narkosekontrollgruppe von 6165,25 erniedrigt bei Mäusen nach 

Skelettmuskeltrauma auf 5634,95, jedoch ohne gleichzeitig ROS Produktion oder 

histopathologische Veränderungen der Lunge hervorzurufen. Nach sekundärer 

Pseudomonas- Infektion wurde eine Einwanderung neutrophiler Granulozyten 

pulmonal und hämatologisch sowohl mit als auch ohne Traumainduktion unter 

Zunahme der ROS- Produktion beobachtet. In der Lunge erhöhte sich die Zahl der 

Granulozyten drei Stunden nach Trauma und nachfolgender Pseudomonasinfektion 

von 100% der Narkosekontrollgruppe ohne Peudomonasinfektion auf 700,13% in der 

infizierten Narkosekontrollgruppe und auf 860,75% nach Traumatisierung, vier Tage 

nach Trauma und Infektion von Pseudomonas- Bakterien ohne Trauma auf 594,23% 

und nach Weichteiltraumainduktion auf 1001,17%. Auch Transfer von Serum in naive 
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Tiere von Tieren der Narkosekontrolle und Tieren drei Stunden nach Trauma führte 

zu einer signifikatnen Infiltration von Granulozyten in die Lunge der naiven Tiere von 

einem normalisierten Wert 100% der Tiere behandelt mit Serum der Narkosekontrolle 

auf 160,94 % der Mäuse behandelt mit Serum der Traumagruppe. Die Inflammation 

befand sich drei Stunden nach Trauma in einer prädominanten granulozytären Phase 

mit einer unveränderten IL- 6- Konzentration und Abfall der Konzentrationen von  

IFN- $ von 6517,1 pg/ml in der Narkosekontrollgruppe auf 5066,9 pg/ml in der 

Traumagruppe und IL- 10 von 218,2 pg/ml in der Narkosekontrollgruppe auf 178,6 

pg/ml in der Traumagruppe in der Lungenkultur nach Restimmulation mit UV-

 inaktivierten Pseudomonas aeruginosa Bakterien. Diese Phase ist geprägt durch 

massive Akkumulation neutrophiler Granulozyten, unterstützt durch die erhöhten 

Werte der auf Granulozyten chemotaktisch wirksamen Chemokine KC und MIP- 2. 

Nach Restimmulation der Lungenkultur mit Pseudomonas- Bakterien stieg die KC-

Konzentration von 9342,33 pg/ml der Narkosekontrollgruppe auf 12152,3 pg/ml der 

Traumagruppe und die Konzentration von MIP- 2 von 1396,5 pg/ml der 

Narkosekontrollgruppe auf 37721,3 pg/ml der Traumagruppe. Der statistische Anteil 

der Zellpopulationen an Alveolar Makrophagen, Monozyten, Neutralen Killer- Zellen, 

Neutralen Killer T- Zellen, T- Zellen und Dendritischen Zellen blieb zum Zeitpunkt drei 

Stunden nach Trauma dagegen konstant.  

Eine Infektion der traumatisierten Tiere mit Pseudomonaden ergab keine gestörte 

Granulozytenrekrutierung. Das angewendete Skelettmuskel- Trauma führte zu einer 

Inflammation durch Granulozyteneinstrom, jedoch ohne Organschädigung zu 

verursachen wie bei schweren Traumata beschrieben. Die Entzündungsreaktion in 

der Lunge wird durch lösliche Faktoren im Blut vermittelt.  

Die Trauma- induzierte Rekrutierung von Granulozyten in die Lunge könnte einen 

prädisponierenden Faktor für die Entwicklung eines acute respiratory distress 

syndrome (ARDS) darstellen, das mit einer erhöhten Mortalitätsrate assoziiert ist.  
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8 SUMMARY 

Traumata induce severe systemic inflammation that may cause life- threatening 

multiorgan failure. 

The study addresses the immunological effect in the lung of mice after soft tissue 

trauma of the gastrocnemic muscle. Significant recruitment of granulocytes from 

periphery or bone marrow into the lung after soft tissue trauma in the gastrocnemic 

muscle of the mice demonstrates the massive systemic influence of traumata. The 

infiltration rate of neutrophils into lung and blood of wild type animals reached its 

maximum three hours past trauma induction, whereat the number of granulocytes 

increased from 100% in the control group to 232% in lung and 177% in blood for the 

traumatized mice, as given by the normalized merit of the median. Also for MyD88-/--

 mice, the median of the number of granulocytes in the lung  increased 2.8 times 

after trauma and 2.5 times in blood; for TLR4-/-- mice after trauma the granulocytes 

increased 2.9 times in the lung. The effect was accompanied by a significant 

increase of S100A8/ S100A9 concentration in blood serum from 427 ng/ml to 1397 

ng/pg. Less mature granulocytes, detectable by their low abundance of CD11b 

surface protein, also immigrated into the lung as was measured by mean 

fluorescence intensity. Three hours after soft tissue trauma the concentration had 

increased from 6165 ng/pg in control mice to 5635 ng/pg  for the  trauma group, 

without causing ROS production or histopathological changes in the lung. Secondary 

infection of mice with P. aeruginosa after trauma as well as of control mice led to an 

extended infiltration of neutrophils into lung and blood. In this case, however, the 

increase of ganulocytes was accompanied by measurable ROS production. The 

number of granulocyte in the lung increased within three hours after trauma and 

infection with pseudomonas bacteria from 100% for the control group without 

infection to 700% in the control group with infection, and to 861% after trauma and 

infection. Four days after trauma and infection an increase of 594% was found for the 

control group and 1001% for the trauma group. Three hours after trauma there was a 

pre-dominant granulocytary state of inflammation without changes in IL- 6- cytokine 

concentration and a decrease in the concentration of IFN- $ from 6517 pg/ml in 

control group to 5067 pg/ml after trauma and a decrease in the concentration of IL- 

10 from 218,2 pg/ml in control group to 178,6 pg/ml after trauma in lung culture after 
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restimmulation with UV- inactivated Pseudomonas aeruginosa bacteria. Transfer of 

serum from mice of the 

control group and from mice of the trauma group three hours after trauma to naïve 

mice induced significant infiltration of granulocytes into the lung of the naïve mice. 

The normalized merit raised from 100% for the control group to 161% in naïve mice 

after serum transfer from traumatized mice. This state of inflammation is 

characterized by massive accumulation of neutrophils challenged by increased 

concentration of chemokines KC and MIP-2. After restimmulation with UV-inactivated 

pseudomonas bacteria, in lung culture the concentration of KC increased from 9342 

pg/ml for the control group to 12152 pg/ml after trauma and the concentration of MIP- 

2 increased from 1396 pg/ml for the control group to 37721 pg/ml after trauma. Three 

hours after soft tissue damage, the statistical percentage of alveolar macrophages, 

monocytes, neutral killer cells, neutral killer T- cells, T- cells and dendritic cells did 

not change in the cell population. 

The infection of traumatized mice with pseudomonas did not cause any defective 

infiltration of granulocytes. There were also no increase in chemokine production or 

any histopathological defect of the lung. The muscle trauma resulted in inflammation 

as well as infiltration of granulocytes without causing organ damage, known to occur 

for severe traumata. The inflammation of the lung is mediated by soluble components 

in blood. 

The trauma- induced recruitment of granulocytes into the lung may predispose the 

organism to the development of acute respiratory distress syndrome (ARDS) that is 

associated with enhanced mortality. 
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