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1. Einleitung 

1.1. Pneumonie 

1.1.1. Definition, Epidemiologie und Ätiologie 

Die Pneumonie gehört weltweit zu den am häufigsten tödlich verlaufende Infektions-

krankheiten [78]. Die Pneumonie ist definiert als akute oder chronische Infektionser-

krankung des Lungengewebes, welche durch Bakterien, Viren, Pilze, Protozoen oder 

Parasiten verursacht wird und ist als Infektion der unteren Atemwege klassifiziert [7]. 

Infektionen der unteren Atemwege stehen nach Myokardinfarkten, Schlaganfällen und 

der chronisch obstruktiven Lungenerkrankung an vierter Stelle der zehn häufigsten To-

desursachen weltweit, in Entwicklungsländern sind sie mit Abstand die häufigste To-

desursache [2, 148]. 

Pneumonien werden klinisch eingeteilt in ambulant erworben (community-acquired 

pneumonia; CAP) und nosokomial, also im Krankenhaus erworben (hospital-acquired 

pneumonia; HAP) [31, 42]. Dabei sind nosokomiale Pneumonien Pneumonien die frü-

hestens 48 Stunden nach Hospitalisierung oder in den ersten Wochen nach einem Kran-

kenhausaufenthalt auftreten [31]. Als Sonderform der CAP ist die Pneumonie bei 

Heimbewohnern oder in Pflegeeinrichtungen Lebenden abzugrenzen (IAP, institution-

acquired pneumonia). 

Weitere Einteilungsmöglichkeiten sind nach Verlauf (typisch, untypisch), nach Vertei-

lungsmuster (alveolär, interstitiell), sowie nach Begleitumständen (primär, sekundär) 

möglich [7]. 

Anhand von Auswertungen des Institutes für Qualität und Patientensicherheit wird an-

genommen, dass jährlich 400.000 – 600.000 Menschen in Deutschland an der Pneumo-

nie erkranken, wovon zirka 200.000 Patienten stationär behandelt werden müssen [41]. 

Hierbei sind mehr als 65 % älter als 70 Jahre [103]. 

Die häufigsten Erreger der CAP sind vor allem Streptococcus pneumoniae, gefolgt von 

Mycoplasma pneumoniae, Haemophilus influenzae und Viren. Die häufigsten Erreger 

der HAP stellen aerobe und fakultativ anaerobe Gram-negative Stäbchenbakterien, wie 

Pseudomonas aeruginosa und Enterobacteriaceae (Escherichia coli, Klebsiella spp. und 

Enterobacter spp.), dar [31, 42]. 
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1.1.2. Klinik und Diagnostik 

Die typische Pneumonie beginnt plötzlich mit Fieber, welches binnen weniger Stunden 

auf 40 °C, begleitet von Schüttelfrost, ansteigt. Hinzu kommen Dyspnoe, Husten und 

(eitriger) Auswurf, sowie (Glieder-)Schmerzen. Auskultatorisch machen sich ein feines 

Knistern, feinblasige Rasselgeräusche sowie Bronchialatmen bemerkbar [147]. Eine 

Pneumonie kann sich jedoch auch durch schleichenden Beginn, Husten, geringere 

Atemnot und geringes Fieber äußern [7]. 

Zur Einschätzung des Risikos eines schweren Verlaufes einer Pneumonie dient der 

CRB-65-Score. Die Kriterien des CRB 65 Score sind: (neuaufgetretene) Bewusstseins-

trübung (confusion), Atemfrequenz ≥ 30/min (respiratory rate),  diastolischer Blut-

druck ≤ 60mmHg oder systolischer Blutdruck < 90mmHg (blood pressure) und ein 

Alter ≥ 65 Jahre [84, 95]. Für jedes erfüllte Kriterium wird ein Punkt verteilt und nach 

der Summe der Punkte ergeben sich folgende Risikogruppen (siehe Tabelle 1). 

 

Tabelle 1: Risikogruppen nach CRB 65 Score nach [66] 

 

Risikogruppe Punktzahl 

Niedriges Risiko 0 

Mittleres Risiko 1-2 

Hohes Risiko 3-4 

 

Je nach Studie wird das Risiko für einen letalen Verlauf folgendermaßen angegeben: 0-

3 % für Gruppe 1, 6-13 % für Gruppe 2 und 23-35 % für Gruppe 3 [41, 42, 66].  

Für den Fall einer schwer verlaufenden Pneumonie sind die beiden wichtigsten Schritte 

das frühestmögliche Erkennen eines solchen Falles und die sofortige antibiotische Be-

handlung (zusätzlich zu allen weiteren Maßnahmen abhängig von der Schwere des Ver-

laufes) [31, 42]. Neben der typischen Klinik dient der radiologische Nachweis neuauf-

getretener Infiltrate in der Lunge als beweisend. Nicht nur zur weiteren Sicherung der 

Diagnose, sondern zur Optimierung der Therapie sollte (vor allem bei stationärer Be-

handlung) zusätzlich der Erreger, mittels Blutkultur und nach Möglichkeit durch 

Sputumuntersuchungen, nachgewiesen werden [42]. Ebenfalls ist in der aktuellen S3 

Leitlinie (2016) der Urin-Antigentest auf Legionellen empfohlen [42]. 
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1.1.3. Therapie 

In einer Studie zur Auswertung der CAPNETZ-Stiftung, wie auch in der aktuellen deut-

schen Leitlinie zur Behandlung der ambulanten Pneumonie wird beschrieben, dass die 

ersten Tage einer Pneumonie (72 Stunden) die gefährlichsten sind [41, 42]. Daher ist die 

schnellstmögliche optimale antibiotische Therapie ein zentraler Bestandteil der Thera-

pie. Diese wird initial, bis zum definitiven Erregernachweis, zunächst kalkuliert gestar-

tet. Dabei reicht in der Regel für die ambulante Behandlung ein Aminopenicillin, wel-

ches gegebenfalls mit einem Betalaktaminhibitor ergänzt wird, alternativ kann auf ein 

Fluorchinolon oder Makrolid ausgewichen werden. Bei mittelschweren Fällen werden 

Aminopenicilline mit Betalaktaminhibitoren oder ein Cephalosporin mit Makroliden 

kombiniert. In schweren Fällen ist initial Piperacillin plus Tazobactam in Kombination 

mit einem Makrolid empfohlen. Für nähere Information kann die  S3-Leitlinie der Deut-

schen Gesellschaft für Pneumologie und Beatmungsmedizin [42] zu Rate gezogen wer-

den. 

Ergänzend zu der antiinfektiven Therapie stehen die stationäre Behandlung (ab CRB-65 

Gruppe 2, siehe oben), sowie die intensivmedizinische Betreuung der Patienten mit 

schwerer Pneumonie (Gruppe 3) im Vordergrund. Bei älteren Menschen mit einer leich-

ten oder mittelschweren Pneumonie ist der CRB-65-Score jedoch nicht immer zuverläs-

sig, daher werden die sogenannten Minorkriterien der ATS/IDSA aus dem Jahr 2007 als 

bester prädiktiver Faktor empfohlen [42, 82]. Die  Kriterien dienen der Abschätzung ob 

eine intensivmedizinische Therapie notwendig wird, was bei Erfüllen von zwei der in 

der folgenden Tabelle (Tabelle 2: Modifizierte Minorkriterien zur Beurteilung der 

Notwedigkeit der Intensivtherapie bei ambulant erworbener Pneumonie [42] Seite 4) 

dargestellten Kriterien der Fall ist. Gerade diese Patientengruppe leidet zusätzlich unter 

Vor- und Begleiterkrankungen, welche die Prognose der Pneumonie deutlich ver-

schlechtern [42]. So zeigten die Auswertungen der CAPNETZ-Studie von Pletz et al., 

dass mehr als 65 % der Patienten über 70 Jahre alt waren und auch die Sterblichkeit der 

Erkrankung mit dem Alter signifikant zu nahm (< 1,5 % bei den bis 39-Jährigen vergli-

chen mit 19,1 % in der Gruppe der 80–89-jährigen Patienten) [103].  
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Tabelle 2: Modifizierte Minorkriterien zur Beurteilung der Notwendigkeit der Intensivtherapie bei ambu-

lant erworbener Pneumonie [42] 

Minorkriterien 

1)  schwere akute respiratorische Insuffizienz 

 (PaO2 ≤ 55 mmHg bzw. ≤ 7 kPa bei Raumluft) 

2)  Atemfrequenz ≥ 30/Minute 

3)  multilobäre Infiltrate in der Röntgenthoraxaufnahme 

4)  neu aufgetretene Bewusstseinsstörung 

5) systemische Hypotension mit Notwendigkeit der 

 aggressiven Volumentherapie 

6)  akutes Nierenversagen (Harnstoff-N ≥ 20 mg/dL) 

7)  Leukopenie (Leukozyten < 4000 Zellen/mm3) 

8) Thrombozytopenie (Thrombozyten < 100.000 Zellen/mm3) 

9) Hypothermie (Körpertemperatur < 36 °C) 

 

Der Erfolg der Therapie wird vor allem an der Besserung der klinischen Symptomatik 

sowie an der Regredienz der inflammatorischen Parameter beurteilt. Diese sogenannten 

Zeichen klinischer Stabilität sind in Tabelle 3 einzusehen: 

 

Tabelle 3: Die definierten Zeichen der klinischen Stabilität erfolgreicher Pneumonietherapie [42] 

Herzfrequenz  ≤ 100/min 

Atemfrequenz  ≤ 24/min 

systolischer Blutdruck ≥ 90 mmHg 

Körpertemperatur ≤ 37,8 °C ≤ 37,8 °C 

gesicherte Nahrungsaufnahme  oral oder sichere Zugänge 

Bewusstseinszustand  normal bzw. Wiedererreichen des vorbestehenden 

Zustands 

keine Hypoxämie  pO2  ≥ 60 mmHg bzw. SaO2  ≥ 90% unter Raumluft  

 

Die klinische Stabilität des Patienten sollte im Optimalfall nach 48-72 Stunden erreicht 

werden, da in diesem Zeitraum das höchste Risiko für eine akute Verschlechterung der 

Organfunktion besteht [35, 42, 102]. Tritt keine Besserung innerhalb dieses Zeitraumes 
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ein, sollte über ein mögliches Versagen der Therapie nachgedacht werden [42].  Dabei 

ist die verzögert ansprechende Pneumonie von der progredienten Pneumonie abzugren-

zen: Die verzögert ansprechende Pneumonie ist definiert als Nichterreichen klinischer 

Stabilität nach 72 Stunden, trotz adäquater Therapie, zeigt jedoch keine Progredienz 

[42, 66]. Eine progrediente Pneumonie ist definiert als klinische Zustandsverschlechte-

rung mit Entwicklung einer respiratorischen Insuffizienz und/oder einer schweren Sep-

sis oder eines septischen Schockes trotz empirischer antimikrobieller Therapie. Sie ent-

wickelt sich bei 5–10 % aller hospitalisierten Patienten mit ambulant erworbener Pneu-

monie [66] und weist eine bis zu zehnfach erhöhte Letalität auf [78]. Die Ursachen des 

Therapieversagens sind vielfältig und können infektiöser (zum Beispiel Erregerresisten-

zen) oder nicht-infektiöser (Komorbidäten, Komplikationen) Genese sein [42, 66]. 

Die entsprechende Therapie ist ebenso vielfältig und richtet sich nach der Ursache. Al-

len gemein ist jedoch das intensivmedizinische Management zur Stabilisierung bzw. 

Sicherstellung der Organfunktion. Die Diagnostik sollte sich bei progredienter Pneumo-

nie vorwiegend auf infektiöse Ursachen konzentrieren und Komplikationen wie 

Pleuraempyem und Abszessbildung ausschließen. Darüber hinaus gilt es, mögliche ext-

rapulmonale Infektionsfoci aufzuspüren. 

 

1.1.4. Komplikationen 

Bei älteren Patienten mit einer hospitalisierungspflichtigen CAP treten vermehrt extra-

pulmonale Komplikationen auf, insbesondere akute Organdysfunktionen [5, 36, 113]. 

Bei ungefähr 25 % der Patienten mit ambulant erworbener Pneumonie finden sich kar-

diale Rhythmusstörungen, Myokardischämien und/oder die Entwicklung einer Herzin-

suffizienz. In 50 % der Fälle geschieht dies innerhalb der ersten 24 Stunden nach statio-

närer Aufnahme [29, 42]. Eine Pneumonie ist zudem neben kardiovaskulären Erkran-

kungen auch ein Risikofaktor für zerebrovaskuläre Ereignisse [42, 79]. Die Letalität der 

stationär behandelten ambulant erworbenen Pneumonie liegt nach Literaturangaben bei 

14 % [41], wobei 10 % der hospitalisierten Patienten intensivmedizisch betreut werden 

müssen. Für diese Patientengruppe finden sich Angaben zur Letalität von 20-50 % [102, 

109]. Die wichtigsten frühen Komplikationen sind die akute respiratorische Insuffizienz 

und die komorbiditäts- oder sepsisbedingte akute extrapulmonale Organdysfunktion [5, 

36, 41, 102, 113]. 
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1.2. Sepsis – eine gefährliche Komplikation der Pneumonie 

Die Sepsis wird immer noch als führender Punkt für Morbidität und Mortalität weltweit 

genannt [124]. Sie wird als physiologische, pathologische und biochemische Abnorma-

lität beschrieben, welche durch Infektionen ausgelöst wird [124].  

Die Mortalität der Sepsis liegt bei zirka 20 % [139]. Patienten, welche eine Sepsis über-

lebt haben, leiden oft unter langfristigen gesundheitlichen Folgen. Dies sind physischen 

oft auch psychologische Komplikation oder kognitive Beinträchtigungen [124]. Abge-

sehen von diesen direkten Auswirkungen auf die Gesundheit der Patienten hat diese 

auch Auswirkungen auf die wirtschaftliche Situation, sowohl des Patienten, als auch des 

Gesundheitswesens [134]. Diese bedingen ihrerseits wieder gesundheitliche Versorgung 

und soziale Nachteile, welche wiederum eine wirtschaftliche Belastung darstellen. 

Die neuste Definition beschreibt die Sepsis als ein lebensbedrohendes Organversagen, 

welches durch eine fehlgesteuerte Immunantwort des Wirtes auf eine Infektion ausge-

löst wird [21, 124].  Dieselbe Expertengruppe, welche die Definition festlegte,  verließ 

auch die bis dato gültigen SIRS (Systemisches inflammatorisches Response-Syndrom)- 

Kriterien zur klinischen Beurteilung auf das Vorliegen einer Sepsis, zu Gunsten der 

neuen SOFA (sequential organ failure assessment score)- Kriterien [80, 124]. Eine aku-

te Veränderung des SOFA-Score um zwei oder mehr Punkte weist dabei auf eine Or-

gandysfunktion hin, welche das Hauptmerkmal der neuen Sepsisdefinition ist [124]. Die 

Parameter der SOFA-Kriterien sind folgende: die Atemtätigkeit gemessen am Sauer-

stoffpartialdruck, das zentrale Nervensystem beurteilbar nach dem Glasgow-Coma-

Scale (GCS), die Herzkreislaufaktivität gemessen am mittleren arteriellen Druck, die 

die Leberfunktion an der Höhe des Bilirubin festgehalten, die Blutgerinnung anhand der 

Zahl der Thrombozyten und die Nierenfunktion festgestellt am Kreatininwert [124]. Für 

den klinischen Alltag, insbesondere zur schnellen Risikostratifizierung z.B. in der Not-

aufnahme, gibt es den qSOFA-Score (q = quick), welcher schneller eruierbar ist und vor 

allem ohne Labortests auskommt. Die Kriterien hierfür sind Atemfrequenz über 22 

Atemzüge pro Minute, ein verändertes Bewusstsein (GCS-Veränderung > 2 Punkte) und 

ein systolischer Blutdruck unter 100 mmHg. Dabei ist bei einem Patienten, der mindes-

tens zwei der drei Kriterien erfüllt, mit einem schlechten Outcome zu rechnen [124]. 

Bereits ein mäßiger Grad an Organfunktionsstörungen ist bei Verdacht auf eine Infekti-

on mit einer Mortalität im Krankenhaus von mehr als 10 % verbunden [124]. 
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Pathophysiologisch ist die Sepsis charakterisiert als eine vielfältige Wirtsreaktion auf 

ein eindringendes, infektiöses Pathogen, welche durch endogene Faktoren (zum Bei-

spiel Geschlecht, genetische Disposition, Alter, Komorbiditäten, Umwelt) signifikant 

verstärkt werden kann [124].  

Durch eine exzessive Freisetzung von pro-inflammatorischen Mediatoren wie zum Bei-

spiel dem Tumornekrosefaktor-α (TNF-α), wird ein septischer Schock hervorgerufen 

[34]. 

Der septische Schock wurde als eine Untergruppe der Sepsis definiert, in der Kreislauf-, 

Zell- und Stoffwechselanomalien mit einem größeren Risiko der Mortalität verbunden 

sind als die Sepsis allein [122]. Die klinischen Kriterien, die diese Definition darstellen, 

sind die Notwendigkeit einer Vasopressortherapie, um einen mittleren arteriellen Druck 

von 65 mmHg oder mehr aufrechtzuerhalten und ein Serumlaktatspiegel von mehr als 2 

mmol/l, der nach einer adäquaten Flüssigkeitstherapie persistiert [122]. Diese besondere 

Form der Sepsis geht, wie oben bereits erwähnt, mit einer nochmals erhöhten Mortalität 

gegenüber der Sepsis einher, je nach Literaturwerden Werte bis zu 50 % angegeben [21, 

122, 124]. 

 

Der häufigste Grund für eine Sepsis, ist eine bakterielle Infektion. Es kommen aber 

auch Viren oder Pilze als Infektionsursache in Frage. Jede Körperregion kann die Quel-

le dieses schweren Krankheitsbildes sein. Jedoch spielen sich die meisten Infektionen in 

unserem respiratorischen Organ ab [1, 21, 93], welches der häufigste Ursprung der Sep-

sis ist [39]. 

Dazu im Folgenden ein kurzer Blick in die immunologischen Vorgänge während einer 

Entzündung in der Lunge: 

Das angeborene Immunsystem ist die erste Verteidigungslinie gegen eindringende Pa-

thogene, die verschiedene Mechanismen von physikalischen Barrieren bis zu zellulären 

Komponenten umfassen [4]. Dabei wird das Eindringen von Pathogenen in die Lunge 

als erstes über sogenannte pattern recognition receptors (PRRs), welche mikrobielle 

Bestandteile anhand von spezifischen Mustern (PAMPs, pathogen associated molecular 

patterns) oder Zellschaden-assoziierten endogenen Proteinen (DAMPs, danger associa-

ted molecular patterns) detektieren, erkannt [47].  Die PRRs werden dabei vereinfacht 

in sekretierte, transmembrane und zytosolische Klassen unterteilt. Im 
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Alveolarkompartiment erkennen transmembrane PRRs wie zum Beispiel die Familie 

der Toll-like-Rezeptoren (TLR) konservierte mikrobielle Muster, die auf der Zellober-

fläche zugänglich sind, beispielsweise Lipopolysaccharid (LPS) gramnegativer Bakteri-

en (TLR4), Lipoteichonsäuren von grampositiven Bakterien und bakterielle 

Lipoproteine (TLR1/TLR2 und TLR2/TLR6), sowie Flagellin (TLR5) [71]. Diese PRRs 

werden von Makrophagen, dendritischen Zellen und rekrutierten Immunzellen sowie 

von Epithel- und Endothelzellen exprimiert. Intrazelluläre Signalkaskaden, ausgelöst 

durch Ligandenbindung von PRRs, rufen die Produktion von inflammatorischen 

Zytokinen, Interferonen und Chemokinen auf transkriptioneller und posttranslationaler 

Ebene hervor [99]. Hierunter befinden sich vor allem neutrophile Chemolockstoffe wie 

CXCL1, CXCL2, Interleukin (IL)-1α und Monozyten-Chemoattraktant-Protein-1 

(MCP-1) [15, 16]. Daraus resultiert ein schneller Einstrom von Neutrophilen an den Ort 

der Infektion. Primäre Funktion dieses Neutrophilen-Einstroms und der alveolären An-

reicherung ist die Sekretion anti-bakterieller Substanzen, wie Sauerstoffradikale (ROS), 

Matrix-Metalloproteasen und Proteasen, sowie die Induktion von Phagozytose, Chemo-

taxis und eine weitere Steigerung der transephithelialen Neutrophileninvasion [110]. 

Um das Überleben der normalerweise kurzlebigen Zellen (vorprogrammierter Zelltod 

um übermäßige Entzündung zu verhindern [90]) zu verlängern, produzieren Makropha-

gen Wachstumsfaktoren wie den Granulozyten-Makrophagen-Kolonie-stimulierender 

Faktor (GM-CSF), den Granulozyten-Kolonie-stimulierender Faktor (G-CSF) und den 

Tumornekrosefaktor-alpha (TNF-α) [132]. Einmal rekrutiert, sind Neutrophile in der 

Lage, eine Entzündungsreaktion der zweiten Welle zu induzieren: so regulieren sie 

mitunder über die Freisetzung von Faktoren wie Cathepsin G und Azurocidin die Rek-

rutierung anderer Immunzellen, insbesondere Monozyten/Makrophagen, welche wiede-

rum weitere Signalkaskaden in Gang setzen [25].  

Offensichtlich arbeiten Neutrophile und Makrophagen zusammen, um die Immunant-

wort gegen Pathogene zu verstärken: Es zeigte sich, dass sich Makrophagen abhängig 

von ihrer Umgebung und den eingehenden Signalen in Form von Botenstoffen in zwei 

unterschiedlich, teils gegensätzlich wirkende Subtypen differenzieren können. Den pro-

inflammatorischen M1- und den antiinflammatorischen, oder besser entzündungsregul-

ierenden M2-Typ [58]. M1-Makrophagen produzieren vor allem TNF-α und IL-6, wo-

hingegen M2-Makrophagen den transformierenden Wachstumsfaktor (TGF)-β und    
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IL-10 zur Erleichterung der Gewebereparatur produzieren [149]. Der Anfang des Ent-

zündungsgeschehens wird zunächst durch die Neutrophilen des M1-Typs initiert. Im 

Verlauf können Makrophagen durch membrangebundenes TNF-α den programmierten 

Zelltod, auch Apoptose genannt, der Neutrophilen einleiten [6].  Diese werden wiede-

rum von im Gewebe lebenden Makrophagen phagozythiert [104], wobei sie wiederum 

durch Interaktion mit Neutrophilen in ihrer phagozythotischen Fähigkeit bestärkt wer-

den [112]. Dieser Prozess scheint die Umwandlung zum antiinflammatorischen M2-Typ 

zu bewirken [127]. Es ist jedoch wichtig, dass diese interzelluläre Beziehung streng 

reguliert wird, da sie sonst zur unkontrollierten Entzündung, und damit dem Übergang 

in die Pneumonie oder Sepsis, beitragen kann. Kommt es zu einer Störung dieses feinen 

Gefüges, können proinflammatorische Mediatoren wie TNF-α, Interleukin 6 und ihre 

Signaltransduktionen auch zu Zellschäden und Apoptose sowie Autophagie führen [47, 

88].  

Dadurch werden Zellbestandteile freigesetzt, welche über sogenannte Todesrezeptoren 

die eine Reihe von Caspasen auslösen, wiederum zu Apoptose weiterer Zellen führen 

[87]. Apoptose kann aber auch durch Oxidationsmittel oder Membranproteine zerstörter 

Mitochondrien (Cytochrom C), die in das Zellplasma freigesetzt werden, ausgelöst wer-

den [87]. 

Diese Entzündungsvorgänge finden in der Lunge sowohl in den Alveolaren als auch im 

umliegenden Gewebe statt und sind als Konsolidierung bekannt. Die daraus resultieren-

de Okklusion der Alveolarräume stört die normale Gasaustauschfunktion der Lunge, 

was zu den klinischen Symptomen und Kompliaktionen der Pneumonie und später der 

Sepsis führt.  
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1.3. Mitochondriale Dysfunktion während der Inflammation 

Wie oben beschrieben, spielen Zell- und Stoffwechselveränderungen eine zentrale Rolle 

in der Pathogenese der Entzündung und folglich auch der Sepsis. 

Als eine der Hauptursachen in der Pathogenese des septischen Organversagens gilt die 

bereits diskutierte Apoptose von Immun- und Gewebezellen. Allerdings verdichten sich 

die Hinweise, dass nicht nur der Untergang von Zellen, sondern auch eine Störung der 

mitochondrialen Funktion und somit der Sauerstoffutilisation, eine entscheidende Rolle 

in der Entstehung und Progression des Organversagens, beziehungsweise der Sepsis 

spielen [86]. 

Sauerstoff wird für viele Vorgänge in der Zelle benötigt, zum Beispiel ister an der Bil-

dung von Desoxyribonukleotiden, der Prostaglandinproduktion, sowie den Oxidations-, 

Carboxylierungs- und Hydroxylierungsreaktionen beteiligt. Freie Radikale (reactive 

oxygen species; ROS) beteiligen sich auch an der Wirtsverteidigung gegen bakterielle 

Infektionen, an der Regulation vom Gefäßtonus sowie an Zelladhäsionsreaktionen und 

wirken als Sensor für die Sauerstoffkonzentration [37, 143].  

In verschiedenen Studien wurde untersucht, ob mitochondriale Dysfunktion ein Grund 

für den veränderten Sauerstoffmetabolismus sein könnte [51]. 

So würde eine Hemmung der Pyruvat-Dehydrogenase zu einer Erhöhung der Laktat-

produktion (ein Kriterium für den septischen Schock), sowie zu einer verminderten 

mitochondrialen energetischen Aktivität führen [140]. Ein zweiter Mechanismus redu-

ziert die oxidierte sowie die reduzierte Form von Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid 

(NAD
+
/NADH), und führt darüber hinaus zu einer Hemmung des Komplexes I 

(Ubichinon–Oxidoreduktase oder NADH-Dehydrogenase) der mitochondrialen At-

mungskette (mitochondrial respiratory chain; MRC). Schließlich wurde auch gezeigt, 

dass Endotoxine über eine Erhöhung der Menge an Stickstoffmonoxid den MRC-

Komplex IV (O2-Oxidoreduktase oder Cytochrom-c-Oxidase) hemmen [137]. Dieser 

Komplex ist verantwortlich für die endgültige Sauerstoffreduktion in Wasser und seine 

Hemmung könnte zu einer mitochondrialen Dysfunktion und zu oxidativem energeti-

schen Versagen auch in einer sauerstoffreichen Atmosphäre führen. Zusätzlich kann 

Stickstoffmonoxid die mitochondriale Adenosintriphosphat-Synthase (ATPase), die 

Adenosintriphosphat (ATP) aus Adenodiphosphat (ADP) und Phosphat synthetisiert, 

hemmen [44, 100, 111, 123]. Mit anderen Worten Stress, der durch Sepsis auf die Zel-

https://de.wikipedia.org/wiki/NADH-Dehydrogenase
https://de.wikipedia.org/wiki/Cytochrom-c-Oxidase
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len wirkt, kann zu mitochondrialer Dysfunktion führen. Die Mitochondrien können aber 

auch Ursache, oder zumindest Verstärker, solchen Stresses sein. Es gibt Hinweise da-

rauf, dass Signale von gesunden Mitochondrien Stressreaktionen in Zellen induzieren 

können, zum Beispiel indem sie NF-κB oder p53 aktivieren [12]. Ebenso können Mito-

chondrien die metabolische Aktivität von Zellen supprimieren, indem sie die 

Adenosinmonophasphat (AMP)-abhängige Proteinase aktivieren [12]. Darauf deuten 

Proben von Patienten mit kritischen Erkrankungen und Organdysfunktion hin, deren 

Zellen aber eine normale Morphologie zeigten [12]. Möglicherweise wird dieser Me-

chanismus initiiert um das Überleben der Zellen zu gewährleisten [12]. Diese Abnahme 

bestimmter mitochondrialer Funktionen, einschließlich der oxidativen Phosphorylie-

rung, könnte darauf abzielen, die Produktion von ROS zu begrenzen, die sonst die Zel-

len weiter beschädigen würde [12]. Weitere Belege für das Herunterregulieren der Leis-

tungsfähigkeit der Zellen sind Versuche, die zeigten, dass septisches Plasma dazu ten-

diert, den Sauerstoffverbrauch von gesunden Mitochondrien zu reduzieren [47]. Eine 

Studie von Garrabou et al. zeigte insbesondere bei Sepsis-Patienten mit negativem Er-

gebnis, signifikant erhöhte Mengen an extrazellulärer mitochondrialer DNA und ent-

zündlichen Zytokinen im Plasma, verglichen mit Patienten mit positivem Outcome, 

obwohl diesem Plasma gesunde Mitochondrien hinzugefügt wurden [51]. Diese und 

auch andere Mechanismen, zum Beispiel ein Abfallen des Gehaltes an ATP, der Haupt-

energieträger unserer Zellen, unter ein kritisches Maß oder das Ausschwemmen von 

Cytochrom c aus den Mitochondrien in das Zellplasma, führen zum programmierten 

Zelltod (Apoptose) [67]. 

 

Seit der Identifizierung von Mitochondrien durch Elektronenmikroskopie in den 1950er 

Jahren ist klar geworden, dass Mitochondrien ein einzelnes dynamisches Netzwerk bil-

den, dessen Kontinuität durch ein ausgewogenes kontinuierliches Bewegen, Teilen und 

miteinander Verschmelzen aufrechterhalten wird [72, 97]. Dieses mitochondriale Netz-

werk ermöglicht es, sich an Stress und einen Verlust des Membranpotentials anzupas-

sen. Dazu gehören neben den genannten mitochondrialen Spaltungs- und Fusionsreakti-

onen (mitochondrial fission and fusion), Mitophagie und mitochondriale Biogenese 

[152]. Mitochondrial fission and fusion sind dynamische morphologische Veränderun-

gen, die im mitochondrialen Netzwerk auftreten [56]. Die Spaltung wird als ein koordi-
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nierter Prozess erkannt, wobei das mitochondriale Netzwerk die beschädigten Elemente 

der Mitochondrien zu einer fokalen Region sequestriert und in das gesündere Netzwerk 

assimiliert, was zu einer Aufrechterhaltung des Membranpotentials beiträgt. Diese Pro-

zesse wurden bei der Sepsis bisher unzureichend untersucht. In einem präklinischen 

Tiermodell der Sepsis wurde eine Störung von Spalt- und Fusionsreaktionen beschrie-

ben, von der angenommen wurde, dass sie zu Zellschädigung und Apoptose beitragen 

kann [12, 56]. 

 

Zusammenfassend spielt die mitochondriale Dysfunktion als Ursache sowie als Folge 

des Organversagens eine zentrale Rolle in der Pathogenese der Sepsis und korreliert 

oftmals mit der Schwere und der Prognose der Sepsis [51]. 
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1.4. Auflösen der Entzündung 

Der aktive Prozess des Auflösens einer Entzündungsreaktion (resolution of 

inflammation) rückte in den letzten Jahren zunehmend in den Fokus auch der 

Sepsisforschung. Bereits vor hundert Jahren wurde von I. I. Metchnikoff beschrieben, 

dass Neutrophile, welche bei Entzündungen aus den Blutgefäßen in das entsprechende 

Gewebe einwandern, von Gewebsmakrophagen (big eaters) phagozytiert werden und 

somit das Ende der Entzündung einleiten [74]. Jahre später wurden durch die Arbeits-

gruppe um Charles Serhan in selbstlimitierenden akuten entzündlichen Exsudaten erst-

mals neue Familien von Lipidmediatoren identifiziert, Resolvine, Protectine und 

Maresine genannt, welche die Auflösung der Entzündung aktiv stimulieren [115, 116, 

119]. Dabei wird die Leukozyteninfiltration beendet, sowie die Entfernung der 

apoptotischen Neutrophilen und des Zelldetritus gefördert. Durch diese ersten Schritte 

wird bereits die Rückkehr zur Homöostase des betroffenen Gewebes eingeleitet. Bisher 

gingen Forscher davon aus, dass die Entfernung des Entzündungsreizes die Produktion 

von Botenstoffen verhindert, welche die Leukozytenrekrutierung fördern, und dass eine 

einfache Verdünnung dieser Botenstoffe ausreichend sei, eine weitere Rekrutierung von 

Leukozyten zu verhindern und somit passiv das Ende der Entzündung herbeiführt [116, 

117, 119]. Heute weiß man jedoch, dass die Auflösung von Entzündung ein program-

mierter aktiver Prozess ist, Resolutionsphase (resolution of inflammation) genannt, wel-

cher während des Lipid-Mediator-Klassenwechsels initiiert wird [116, 117, 119]. Dieser 

Prozess dient dazu, die Produktion der klassischen Initiatoren der akuten Entzündung, 

Prostaglandine und Leukotriene, auf spezialisierte vorauflösende Mediatoren 

(specialized proresolving mediators; SPM) zu wandeln [116, 117, 119]. Diese SPM 

sind Autakoide, welche lokal gebildet werden und ihre Wirkung lokal zeigen [119]. 

Diese werden ähnlich wie ihre Gegenspieler, die pro-inflammatorischen Mediatoren 

(Prostaglandine und Leukotriene, aber auch verschiedene Zytokine) aus mehrfach unge-

sättigten Fettsäuren (polyunsaturated fatty acids, PUFA) gebildet. Zu ihnen gehören 

Lipoxine, Resolvine, Protektine, Maresine und jeweils ihre Aspirin-getriggerten Formen 

[119]. Die zuerst entdeckten  Mediatoren die entzündungsauflösende Eigenschaften 

zeigten, waren Lipoxine [115]. Wie auch die Prostaglandine die aus der Arachidonsäure 

(AA;), einer Omega-6-Fettsäure, gebildet werden, werden Lipoxine aus der AA gebildet 

und leiten die Auflösung der Entzündung ein [115]. Die nächsten Gruppen wurden in 
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selbstauflösenden entzündlichen Exsudaten entdeckt: Resolvine und Protectine [115, 

119]. Diese neuen Mediatoren werden jedoch nicht aus der AA, sondern aus Omega-3-

Fettsäuren gebildet. Die Omega-3-Fettsäuren gehören ebenfalls zu den PUFA. Haupt-

vertreter dieser Fettsäureklasse sind Alpha-Linolensäure (ALA), Eicosapentaensäure 

(EPA) und Docosahexaensäure (DHA) [116]. Die Protectine werden aus der DHA syn-

thetisiert, während Resolvine sowohl aus DHA als auch aus EPA generiert werden. Man 

unterscheidet je nach Ausgangsprodukt zwei Klassen von Resolvinen: Resolvine D 

(RvD), welche der DHA entstammen und Resolvine E (RvE), welche aus der EPA syn-

thetisiert werden. Ebenfalls aus der DHA entstehen die oben genannten Maresine [115]. 

Resolvine und Protectine sind aufgrund ihrer aktiven Produktion während der Auflö-

sungsphase einer Entzündung, der Grund für die aktuelle Annahme, dass der Prozess 

der Entzündungsauflösung ein aktiver statt ein, wie bisher angenommen, passiver Pro-

zess ist [115, 116]. 

Ein weiterer Punkt der die Gruppe der Resolvine und Protectine hervorhebt, ist die Tat-

sache, dass sie im Vergleich zu weiteren antiinflammatorischen Produkten aus PUFAs 

(vor allem aus AA und DHA) eine deutliche größere Potenz zeigen und in vivo schon 

im Piko- oder Nanogrammbereich ihre Wirkung entfalten [115, 119-121].  

Wie bereits beschrieben, ist Entzündung die Antwort unseres Körpers auf eindringende 

Erreger (und auch auf jegliche Veränderung der Homöostase sei es durch Krebserkran-

kungen oder durch chirurgische Eingriffe) [115]. Ebenfalls wurde schon beschrieben, 

wie pro-inflammatorische Mediatoren, darunter Prostaglandine, erzeugt werden um jene 

Entzündung hervorzurufen [115]. Dabei kommt es zur Erweiterung der Kapillaren, um 

die Infiltration der neutrophilen Granulozyten aus dem Blut zu ermöglichen. Diese wie-

derum versuchen mittels ROS eingedrungene Erreger zu eliminieren. Bereits unter dem 

Thema der mitochondrialen Dysfunktion (Kapitel 1.3) beschrieben, sind ROS nicht nur 

hilfreich, sondern können auch dem Wirt selbst schaden.  

Um jedoch eine Schädigung des Wirtes zu vermeiden, zum Beispiel in Form von chro-

nischer oder systemischer Inflammation, muss eine Entzündung also wieder aufgelöst 

werden. Dabei spielen die Resolvine eine zentrale Rolle. Serhan et al. fanden heraus, 

dass Resolvine die Wanderung der Neutrophilen aus dem Blut ins Gewebe einschränken 

sowie die Produktion von Zytokinen und ROS reduzieren und damit das Ausmaß der 

gesamten Immunantwort mäßigen [115]. Außerdem verbessern Resolvine die Aufnah-
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me von apoptotischen Zellen, Zelltrümmern und Mikroben durch Makrophagen und 

tragen so zu der Rückkehr zur Homöostase des Wirtes bei [115, 119]. Auch auf 

transkriptioneller sowie der translationalen Ebene zeigen SPM ihre Wirkung. So regeln 

sie Prostaglandine und Leukotriene (LTB4, LTC4, LTD4), Chemokine und Zytokine 

(zum Beispiel TNFα, IL-1β, IL-6, IL-8, IL-12) herunter und regulieren somit Kardinal-

symptome der Entzündung, wie zum Beispiel Ödeme [118]. Des Weiteren bedingen sie 

eine vermindernde Wirkung auf NFκB assoziierte Gene [118]. SPM reduzieren jedoch 

nicht nur die Entzündung, sondern fördern auch die aktive Heilung indem sie die 

Reepithelisierung anregen und so die Geweberegeneration und die Wundheilung stimu-

lieren [118].  

Protrahierte Entzündungen, epitheliale und mikrovaskuläre Verletzungen können zu 

einer übermäßigen Fibrose führen, die die Organfunktion beeinträchtigt. In vielen Or-

ganen wie Lunge und Niere ist die Ursache unbekannt und kann zu erhöhter Morbidität 

führen. RvE1 und RvD1 schützen hier vor einer renalen Fibrose durch Reduktion von 

Kollagen I und IV [106, 118]. 

Zusammenfassend spielen SPM, insbesondere die Resolvine, wahrscheinlich eine wich-

tige Rolle in der Kontrolle und letztlich Auflösung von Entzündungen, Infektionen und 

Gewebeverletzungen. 
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1.5. Resolvin E1 

In unserer Arbeit fokussierten wir uns vor allem auf die Resolvine, im Speziellen auf 

Resolvin E1 (RvE1). Wie bereits beschrieben stammt der Name von seiner potenten 

stereoselektiven Wirkungen bei der Auflösung von murinen Exsudaten in vivo [14]. 

Ebenfalls bereits erwähnt, entstehen Resolvine der E-Serie aus der EPA [38, 119, 138]. 

EPA ist vor allem in Kaltwasserfischen angereichert und wird aus der α-Linolensäure, 

einer essentiellen Omega-3-Fettsäure, synthetisiert [38, 119]. Aus dieser werden dann 

über mehrere Zwischenschritte die verschiedenen Resolvine hergestellt: 

Gefäßendothelzellen, welche COX 2 (Cyclooxygenase-2) exprimieren, die durch Aspi-

rin modifiziert wurde, gewinnen aus EPA zunächst 18R-HEPE (18R-hydroxy-

5Z,8Z,11Z,14Z,16E-eicosapentaenoic acid), welches dann via 5-LOX (Arachidonat-5-

Lipoxygenase) auf Neutrophilen zu einem Zwischenprodukt für die Synthese von RvE1 

und RvE2 umgewandelt wird [38, 119]. Auch Cytochrom p 450, aktiviert durch Viren 

oder Bakterien, kann EPA in 18R-HEPE konvertieren [38, 119, 138]. 

Aktuell sind drei verschieden Resolvine der Serie E bekannt. RvE1 (5S,12R,18R-

trihydroxy-6Z,8E,10E,14Z,16 eicosapentaenoic acid) scheint dabei jedoch die potentes-

te anti-inflammatorische Wirkung zu besitzen: So vermindert Resolvin E3 (RvE3) die 

Infiltration von PMN aus dem Blut ins Gewebe, Resolvin E2 (RvE2) kann zusätzlich 

die Makrophagen zur Phagozythose von apoptotischen Zellen, Detritus und Erregern 

anregen, während RvE1 beide Funktionen und zusätzlich die Interleukin-12-Produktion, 

sowie die Migration dentritischer Zellen reguliert und die Thrombozythenaggregation 

hemmt [119].  

Diese Wirkungen werden, soweit bisher bekannt, vor allem über zwei Rezeptoren ver-

ursacht: ChemR23 und BLT1 [9, 10, 118]. 

ChemR23 (Chemerin Receptor 23) oder alternativ auch chemokine like receptor 1 

(CMKLR1) ist ein G-Protein gekoppelter Rezeptor, der ursprünglich als Rezeptor für 

Chemokin, ein unter anderem entzündungsmodulierendes Adipokin, dient. Über diesen 

Rezeptor vermittelt RvE1 eine Hemmung von NF-κB und führt somit zu einer Hem-

mung der Inflammation. Ferner gibt es Hinweise darauf, dass RvE1 M1-Makrophagen 

(proinflammatorischer Phänotyp) repolarisiert und in eine Art auflösungsfördernden 

Phänotypen umwandeln, welcher sich jedoch von den M2-Makrophagen (durch Akti-

vierung durch Interleukin 4 definiert) unterscheidet. Dieser modifizierte Typ, rM-
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Makrophagen (resolution phase macrophages) genannt, wird durch die Produktion, 

jedoch nicht die Ausschüttung, von Interleukin 10 angeregt [65]. Des Weiteren beein-

flusst die RvE1-ChemR23-Interaktion weitere Signalkaskaden, wie zum Beispiel 

Proteinkinase B (besser bekannt als Akt), oder Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat 3-

kinase (PI3K) [76, 98, 136]. 

Der BLT1-Rezeptor ist ein spezifischer Rezeptor für Leuktrien B4 und ist assoziiert mit 

proinflammatorischen Wirkungen. Dieser Rezeptor ist vor allem auf neutrophilen 

Granulozyten und Makrophagen exprimiert und ist somit für die Adhäsion dieser Zellen 

an das Endothel verantwortlich, sodass diese in das betroffene Gewebe transmigrieren 

können [131]. RvE1 interagiert mit dem BLT1-Rezeptor und blockiert die Wirkung des 

Leukotriens. Obwohl RvE1 nur als partieller Antagonist an den Rezeptor bindet, zeigt 

es sich doch mit einer ähnlichen Potenz wie der direkte Antagonist zu BLT1, U-75302 

[10]. In Bindungsanalysen konnte jedoch gezeigt werden, dass RvE1 mit einer höheren 

Affinität an ChemR23 im Vergleich zu BLT1 bindet [9]. Und auch Arita et al. sahen in 

ihren Experimenten, dass RvE1 in höheren Dosen auch bei Mäusen mit geschädigten 

BLT1-Rezeptoren ihre Wirkungen unabhängig von diesem Rezeptor in ungefähr dem 

gleichen Maße wie in Wildtyp-Mäusen entfalteten [10]. 

Resolvine entfalten ihre Wirkungen bereits schon im Nanogrammbereich. Wahrschein-

lich werden Resolvine nicht nur unter pathologischen Bedingungen generiert, sondern 

treten durchaus auch unter physiologischen Konditionen im Körper auf [92, 117]. RvE1 

wurde in Plasma, Serum und Sputum von Menschen nachgewiesen [9, 27, 150]. 

 

Alle bisher beschriebenen Effekte wurden schon in den Abläufen der verschiedensten 

Pathologien entdeckt und in vitro und zum Teil auch in vivo nachgewiesen. So zum 

Beispiel in inflammatorischen Tiermodellen wie der Kolitis [11], Pneumonie, ALI [114] 

und Peritonitis [75]. 

So konnten Seki et al. im Tierversuch anhand aspirationsassoziierter Pneumonien zei-

gen, dass Resolvin E1 die pro-inflammatorischen Mediatoren verringert und damit das 

Überleben der aspirationsassoziierten Pneumonie verbessert [114]. Eine weitere Studie 

konnte zeigen, dass sogenannte fat-1-Mäuse, welche zu endogener Omega-3-

Fettsäuren-Synthese befähigt sind, vor allergischen Atemwegsentzündungen besser ge-

schützt sind [18]. Hecker et al. konnten an jenen Mäusen ein verbessertes Outcome aus 
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dem ALI nachweisen [60]. Möglicherweise lassen sich diese positiven Effekte der aspi-

rationsassoziierten Pneumonie auf das breite Spektrum der pulmonalen Inflammation 

ausweiten. 

 

1.6. Zielsetzung dieser Arbeit 

Das Krankheitsbild der Pneumonie kommt sehr häufig vor und ist in den meisten Fällen  

gut behandelbar. Trotzdem ist die Zahl der Fälle mit schwerem oder sogar letalem Ver-

lauf, insbesondere bei septischen Komplikationen, noch inakzeptabel hoch. 

Das Ziel dieser Arbeit war es den Einfluss von Resolvin E1 auf pulmonale 

Inflammation zu untersuchen, mit besonderem Augenmerk auf die mitochondriale At-

mung. 

Wie oben beschrieben ist mitochondriale Dysfunktion vielleicht der Grund für die 

Schwere der Verläufe, sodass wir in einem weiteren Ansatz den Einfluss der Fission-

Inhibitoren Mdivi und Dynasore auf die pulmonale Entzündung untersuchten. 
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2. Material und Methoden 

2.1. Material 

2.1.1. Geräte 

Blot-Kammer mit Einsätzen  

Mini-Protean Tetra System, BIO-RAD Laboratories, München 

Brutschrank  

Hera Cell, Heraeus, Hanau  

Druckkolbenpipetten  

Eppendorf Research Volumen bis 10μl, 100μl und 1000μl, Eppendorf, Hamburg  

Multipette Stream, Eppendorf, Hamburg  

Elisa-Reader  

Elx808, BIO-TEK, Instruments, Bad Friedrichshall  

Gel-Dokumentation  

Chemidoc XRS+, BIO-RAD Laboratories, München  

Heizblock  

HTM130, HLC BioTech, Bovenden 

Mikroskop  

Axiovert S100, Carl Zeiss, Oberkochen  

PCR-Cycler 

Thermol Cycler T100, BIO-RAD Laboratories, München  

CFX Connected Real – Time PCR Detection System, BIO-RAD Laboratories, München 

pH-Meter  

pH-Meter 766 Calimatic, KNICK, Berlin  

Pipettierhilfe 

Pipetboy 2, Integra Biosciences, Fernwald  

Reinstwasseranlage 

Milli-Q, Millipore, Schwalbach  

Respirometer 

Oroboros O2k, Oroboros Instruments Corp, Innsbruck, Österreich 

RNA/DNA Konzentrationsbestimmung  

NanoDrop ND-1000, Kisker-Biotech, Steinfurt 
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Schnellblotkammer 

Trans-Blot Turbo Blotting System, BIO-RAD Laboratories, München 

Schüttler  

Duomax 1030, Heidolph Instruments, Schwabach  

Roller Mixer SRT6, STUART, Staffordshire, Großbritannien  

Spannungsquelle 

Power Supply EV231, Consort, Turnhout, Belgien 

Power Supply EA835, Consort, Turnhout, Belgien 

Sterilwerkbank 

HS 15, Heraeus, Hanau  

Tiefkühlschrank  

Herafreeze, Heraeus, Hanau  

Vortexer 

Analog Vortex Mixer, VWR, Darmstadt  

Waage  

PB303 Delta Range, Mettler Toledo, Gießen 

Wasserbad  

Thermomix BU, Braun Melsungen, Melsungen 

Zentrifugen  

Rotina 46R, Hettich, Tuttlingen  

Mikro 22R, Hettich, Tuttlingen  

Tischzentrifuge Sprout, Heathrow Scientific, Vernon Hills, USA  

Zellkulturgefäße  

Zellkulturflasche 250 ml Cellstar TC steril, Greiner Bio-One, Frickenhausen  

Zellkulturschale 35x10 mm Cellstar TC steril, Greiner Bio-One, Frickenhausen 

Zellkulturschale 100x20 mm Cellstar TC steril, Greiner Bio-One, Frickenhausen 

TC-Platte 6 Well Standard F, Sarstedt, Nürnbrecht 

Zellharvester  

CellScraper 25 cm, Sarstedt, Nümbrecht 
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2.1.2. Allgemeine Verbrauchsmaterialien und Reagenzien 

96-Well-Platte 

Hard-Shell® PCR Plates, 96-well, thin-wall, BIO-RAD Laboratories, München 

Ammoniumpersulfat 

Ammoniumpersulfat (APS), Sigma-Aldrich, Steinheim 

Aufsätze Multipette 

1 ml, 5 ml und 10 ml Combitips advanced, Eppendorf, Hamburg  

BLT-1-Antagonist 

CP-105696, Sigma-Aldrich, Steinheim 

Bovines Serum Albumin (BSA)  

BSA, Sigma-Aldrich, Steinheim  

Deckgläser  

Deckgläser, R. Langenbrinck, Emmendingen  

Dimethylsulfoxid 

DMSO, Sigma Aldrich, Steinheim 

Dithiothreitol 

Dithiothreitol (DTT), Sigma-Aldrich, Steinheim 

Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (DPBS)  

Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline, High Glucose, PAN Biotech, Aidenbach 

Dynasore 

Dynasor hydrate, Sigma-Aldrich, Steinheim 

Einmalpipetten 

Pipette 5 ml/10 ml, steril, einzeln verpackt, Greiner Bio-One, Frickenhausen 

Fisherbrand™ Transferpipetten, steril, graduiert, Thermo Scientific, Braunschweig 

Elektophoresepuffer 

Lämmli sample buffer, BIO-RAD Laboratories, München 

Ethanol  

Ethanol (reinst) für Molekularbiologie, Sigma-Aldrich, Steinheim  

Ethanol , Otto Fischer, Saarbrücken  

Falconröhrchen 

15 ml/50 ml Falcon-Tubes, Becton Dickinson, Heidelberg  
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Fetales Kälberserum (FCS)  

FCS, PAA Laboratories, Cölbe 

Folie für 96-Well-Platte 

Optically Clear Heat Seal, BIO-RAD Laboratories, München 

Glyzin 

Glycine Pufferan®, Roth, Karlsruhe 

Mdivi 

Mdivi-1, Sigma Aldrich, Steinheim 

Medium für Zellkultur  

Dulbecco's Modified Eagle Medium, High Glucose, Sigma Aldrich, Steinheim  

Mercaptoethanol 

β-Mercaptoethanol, Sigma-Aldrich, Steinheim 

Methanol  

Methanol (reinst), Sigma-Aldrich, Steinheim  

Mikrotiter-Platten  

Nunc Immuno Plate, Thermo Scientific, Braunschweig  

Milchpulver 

Skim Milk Powder, Sigma-Aldrich, Steinheim 

Natriumchlorid 

Natriumchlorid p.a., Sigma-Aldrich, Steinheim 

Natriumdodecylsulfat 

Natriumdodecylsulfat (SDS) ultrapure, Roth, Karlsruhe 

Neubauer Zählkammer 

Neubauer Zählkammer, VWR, Darmstadt 

Penicillin/Streptomycin  

Penicillin/Streptomycin (10000 U/ml Penicillin, 10 mg/ml Streptomycin), PAN- Bio-

tech, Aidenbach 

Phosphataseinhibitor 

Pierce Phosphatase Inhibitor mini tablets, Thermo Scientific, Massachusetts, USA 

Polymerisationskatalysator 

N,N,N,N-Tetramethylethylendiamin (TEMED), Sigma-Aldrich, Steinheim 
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Polysorbat 20 

Tween 20, Sigma-Aldrich, Steinheim 

Propanol 

2-Propanol p.a., Sigma-Aldrich, Steinheim 

Proteaseinhibitor 

Proteaseinhibitor Cocktail tablets, Roche, Mannheim 

Protein-Marker  

Spectra Multicolor Broad Range Protein Ladder, Thermo Scientific, Braunschweig  

Reaktionsgefäße  

1,5 ml und 0,5 ml Safe Seal Tube, Sarstedt, Nümbrecht 

Reagiergefäß 1,5 ml, Sarstedt, Nümbrecht 

Resolvin 

Resolvin E1, Cayman Chemical, Michigan, USA 

Röntgenfilm 

Agfa®X-Ray Film, VWR, Darmstadt 

Amersham Hyperfilm ECL, GE Healthcare, Lafayette, USA 

Salzsäure 

37 % Salzsäure, Merck, Darmstadt 

Schwefelsäure 

1M Schwefelsäure, Roth, Karlsruhe 

Sterilfilterspitzen 

TF 1000-L-R-S, Axygen, Tewksbury, USA  

TF 100-L-R-S, Axygen, Tewksbury, USA  

TF 10-L-R-S, Axygen, Tewksbury, USA  

Stickstoff (flüssig)  

Stickstoff (flüssig), Linde Gas, Mainz-Kostheim  

Tris(hydroxymethyl)-aminomethan 

2-Amino-2-hydroxymethyl-propane-1,3-diol (TRIS), Roth, Karlsruhe 

Trypsin  

Trypsin/EDTA-Lösung, PAN Biotech, Aidenbach 

Tumor Nekrose Faktor α (TNFα)  

Recombinant Human TNF-alpha, R&D, Minneapolis, USA  
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Wasser 

Gibco RNase/DNase-freies Wasser, Thermo Scientific, Braunschweig 

Western Blot Laufgel 

TGX™ TGX Stain Free™ Fast Cast™ Acrylamide Kit, Biorad Laboratories, München 

Western Blot Luminol Reagenz 

ECL Westernblotting Substrate, Thermo Scientific, Braunschweig 

Western Blot Transfer Membran 

Immobilon-P Transfer Membran (PVMD-Membran), Millipore, Schwalbach 

Zellen 

A549-Zellen, ATCC, Wesel 

Zelllysepuffer 

Cell Lysis Buffer, Cell Signaling, Danvers, USA 
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2.1.3. Verwendete Kits 

Apoptose-Array, R&D, Minneapolis, USA 

Human IL-6 DuoSet ELISA, R&D, Minneapolis, USA  

Human IL-8 DuoSet ELISA, R&D, Minneapolis, USA  

Human IL-10 DuoSet ELISA, R&D, Minneapolis, USA  

RNeasy mini Kit, Qiagen, Hilden  

DNeasy blood & tissue Kit, Qiagen, Hilden  

Platinum SYBR Green qPCR SuperMix, Invitrogen, Karlsruhe  

Zellstress-Array, R&D, Minneapolis, USA 

 

2.1.4. Verwendete Primer 

GAPDH for: 5‘-AGCACCAGGTGGTCTCCTCT-3‘ 

 rev: 5‘-CTCTTGTGCTCTTGCTGGGG-3‘ 

Fis-1  for: 5’-GGAGGACCTGCTGAAGTTTG-3’ 

 rev: 5’-ACGATGCCTTTACGGATGTC-3’ 

DLP1 for: 5’-AAGAACCAACCACAGGCAAC-3’ 

 rev: 5’-TTTTCGTGCAACAGGAACTG 

OPA1 for: 5’-GGCCAGCAAGATTAGCTACG-3’ 

 rev: 5’-ACAATGTCAGGCACAATCCA-3’ 

MFN1 for: 5’-TTGGAGCGGAGACTTAGCAT-3’ 

 rev: 5’-TTCGATCAAGTTCCGGATTC-3’ 

MFN2 for: 5´-TGCCTCAGAGCCCGAGTA-3´ 

 rev: 5´-CTGGTACAACGCTCCATGTG-3´ 

ND1 mtF3212: 5‘-CACCCAAGAACAGGGTTTGT-3‘ 

 mtR3319: 5‘-TGGCCATGGGTATGTTGTTAA-3‘ 
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2.2. Methoden 

2.2.1. Zellkultur 

2.2.1.1. Allgemein 

In dieser Arbeit wurden A549-Zellen von ATCC verwendet. A549-Zellen sind eine 

spezifizierte humane Zelllinie, welche 1972 von Donald J. Giard am MIT etabliert wur-

de. Die Originalzellen stammen von einem explantierten Adenokarzinom der Lunge 

[54]. In Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass die A549-Zelllinie für die Unter-

suchung der metabolischen und makromolekularen Verarbeitungsbeiträge von 

Alveolartyp-II-Zellen zu Mechanismen der Arzneimittelabgabe am Lungenepithel nütz-

lich sein kann [45]. 

Die Zellen wurden für die Versuche in Zellkulturflaschen von Greiner Bio-One 

(Frickenhausen) in Dulbecco's Modified Eagle Medium, High Glucose (DMEM) 

ausgesäht. Dem DMEM wurden dabei 1 % Penicillin/Streptomycin (10000 U/ml Peni-

cillin, 10 mg/ml Streptomycin), sowie 5 % fetales Kälberserum (BSA) hinzugefügt. 

Bevor die Zellen den gesamten Boden des Zellkulturgefäßes bedecken konnten, wurden 

diese 1:3, 1:5 oder 1:10 gesplittet. Für die Experimente wurden die Passagen 20-30 

verwendet. Zum Lösen der Zellen vom Boden der verwendeten Zellkulturgefäße wurde 

0,05/0,02 % Trypsin/EDTA-Lösung verwendet. Das Medium wurde wenn nicht anders 

beschrieben alle zwei Tage gewechselt. Alle Zellen wurden zum Kultivieren, sowie für 

die Experimente in einem Begasungsbrutschrank (Heraeus, Hanau) in einer 

wasserfdampfgesättigten Atmosphäre bei 37 °C und 5,0 % CO2-Gehalt aufbewahrt. 

 

2.2.1.2. Zellversuche mit Resolvin E1 

Für die Messung der Zellatmung bei den Versuchen mit Resolvin E1 (RvE1) wurden 

500.000 Zellen in Zellkulturschälchen (35x10 mm) von Greiner Bio (Frickenhausen) in 

1 ml Medium ausgesät. Nach 24 Stunden wurde das Medium gewechselt und die ent-

sprechenden Schälchen mit 10 ng/ml humanen Tumornekrosefaktor α (TNF-α) stimu-

liert. Nach 24 Stunden Inkubationszeit wurden den entsprechenden Schälchen 50 nM 

RvE1 hinzugefügt. RvE1 wurde nach Herstellerangaben vorbereitet. 

Je Experiment wurden vier Schalen angesetzt: Kontrolle, TNF, Kontrolle + RvE1, TNF 

+ RvE1. Nach weiteren zwei Stunden Inkubationszeit mit RvE1 wurden die Zellen 

abtrypsiniert, das heißt vom Boden des Zellkulturgefäßes mittels der oben beschriebe-
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nen Trypsinlösung gelöst, mit DPBS und 5 % FCS bei 1200 rpm und 20 °C für zehn 

Minuten zentrifugiert und anschließend wurde das Pellet in je 2,5 ml resuspendiert. Im 

Folgenden wurden die Proben direkt in die Untersuchungskammern des Oxygraphen 

überführt (siehe Kapitel 2.2.4).Vor der Zentrifugation wurden die Zellen mittels Neu-

bauer Zählkammer gezählt.  

 

Die Proben für die Western Blot (WB) -Versuche wurden folgendermaßen vorbereitet. 

Hierzu wurden 1,5 Mio Zellen in Zellkulturschalen (100x20 mm) von Greiner Bio-One 

(Frickenhausen) in 10 ml Medium ausgesät. Auch hier erfolgte wieder die Aufteilung in 

die vier Kategorien wie oben beschrieben zu je gleicher Anzahl. Aufgrund der größeren 

Wachstumsfläche wurde erst nach 48 Stunden das Medium gewechselt und mit 10 

ng/ml TNF stimuliert. Nach 24 Stunden wurden 50 nM RvE1 hinzugefügt. Nach weite-

ren zwei Stunden Inkubationszeit wurden aus den Überständen Proben für die weitere 

Verarbeitung mittels ELISA entnommen und bei -80 °C eingefroren. Das restliche Me-

dium wurde vorsichtig abgesaugt und die Zellen wurden zweimal mit DPBS gewa-

schen. Wie weiter mit den Zellen verfahren wurde siehe Kapitel 2.2.6 Western Blot. 

 

Für die Untersuchungen der RNA wurden 500.000 Zellen in 2 ml Medium in einer 6-

Well-Platte (Sarstedt, Nümbrecht) ausgesäht. Nach 48 Stunden wurde das Medium ge-

wechselt und anschließend wurden die Zellen mit 10 ng/ml TNF stimuliert. Nach weite-

ren 24 Stunden wurden die entsprechenden Proben für weitere zwei Stunden mit 50 nM 

RvE1 versetzt. Zum Beenden der Experimente wurden die Proben zweimal mit DPBS 

gewaschen. Anschließend wurden die Zellen in 350 µl RLT-Puffer aus dem RNeasy 

mini Kit (Qiagen, Hilden)  mit einem Zellschaber vom Boden gelöst. Der RLT-Puffer 

wurde entsprechend den Herstellerangaben vorbereitet. Die Lösung wurde in ein Ep-

pendorf-Tube überführt und bis zur weiteren Verarbeitung bei -80 °C gelagert.  

 

Für die Untersuchungen der DNA wurden die Proben wie oben für die Versuche zur 

RNA beschrieben vorbereitet. Nach dem Waschen mit DPBS wurden die Zellen mittels 

Zellharvester in 350 µl DPBS vom Boden des Zellkulturgefäßes gelöst und direkt in ein 

Eppendorf-Tube überführt und bis zur weiteren Verarbeitung bei -80 °C eingefroren. 
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2.2.1.3. Zellversuche mit Mdivi und Dynasore 

Für die Messung der Zellatmung bei den Versuchen mit Mdivi-1 (Mdivi) und Dynasore 

(DY) wurden 750.000 Zellen für die Versuche mit Mdivi und 500.000 Zellen für die 

Versuche mit DY in Zellkulturschalen (35x10 mm) von Greiner Bio (Frickenhausen) in 

2 ml Medium ausgesät. Nach 24 Stunden wurde das Medium gewechselt und die ent-

sprechenden Schalen mit 50 µM Mdivi oder 50 µM DY stimuliert. Nach 30 min Inku-

bationszeit wurden den entsprechenden Schalen mit 10 ng/ml (TNF) stimuliert. Je Ex-

periment wurden je vier Schalen vorbereitet: Kontrolle, TNF, Kontrolle + Mdivi, TNF + 

Mdivi, Kontrolle + DY, TNF + DY. Die Schalen mit der Aufschrift Kontrolle und TNF 

wurden für je beide Settings vorbereitet. Nach weiteren 24 Stunden Inkubationszeit 

wurden die Zellen wie unter 2.2.1.2 beschrieben abtrypsiniert und das Pellet wurde in je 

2,5 ml resuspendiert. Danach wurden sie direkt in die Untersuchungskammern des 

Oxygraphen überführt (siehe Kapitel 2.2.4). Auch hier erfolgte die Bestimmung der 

Zellzahl vor dem Zentrifugationsschritt. 

 

Die Proben für die Western Blot (WB) Versuche wurden folgendermaßen vorbereitet. 

Hierzu wurden 1,5 Mio Zellen in Zellkulturschalen (100x20 mm) von Greiner Bio-One 

(Frickenhausen) in 10 ml Medium ausgesät. Auch hier erfolgte wieder die Aufteilung in 

die sechs Kategorien wie oben beschrieben zu je gleicher Anzahl. Nachdem die Zellen 

zu zirka 80 % konfluent waren (in der Regel nach 48 Stunden) wurde das Medium ge-

wechselt und die entsprechenden Schalen mit 50 µM Mdivi oder 50 µM DY stimuliert. 

Nach 30 min wurden 10 ng/ml TNF hinzugefügt. Nach 24 Stunden Inkubationszeit 

wurden aus den Überständen Proben für die weitere Verarbeitung mittels ELISA ent-

nommen und bei -80 °C eingefroren. Das restliche Medium wurde vorsichtig abgesaugt 

und die Zellen wurden zweimal mit DPBS gewaschen. Wie weiter mit den Zellen ver-

fahren wurde siehe Kapitel 2.2.6 Western Blot. 

 

Für die Untersuchungen der RNA wurden 500.000 Zellen in 2 ml Medium in einer 6-

Well-Platte (Sarstedt, Nürnbrecht) ausgesäht. Nach 48 Stunden wurde das Medium ge-

wechselt und anschließend wurden die Zellen mit 50 µM Mdivi oder 50 µM DY stimu-

liert. Nach 30 Minuten wurden 10 ng/ml TNF hinzugefügt. Nach weiteren 24 Stunden 

wurden die Experimente beendet. Hierzu wurden die Proben zweimal mit DPBS gewa-
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schen. Anschließend wurden die Zellen in 350 µl RLT-Puffer aus dem RNeasy mini Kit 

(Qiagen, Hilden)  mit einem Zellschaber vom Boden gelöst. Der RLT-Puffer wurde 

entsprechend den Herstellerangaben vorbereitet. Die Lösung wurde in ein Eppendorf-

Tube überführt und bis zur weiteren Verarbeitung bei -80 °C gelagert.  

 

Für die Untersuchungen der DNA wurden die Proben wie oben für die Versuche zur 

RNA beschrieben vorbereitet. Nach dem Waschen mit DPBS wurden die Zellen mittels 

Zellharvester in 350 µl DPBS vom Boden des Zellkulturgefäßes gelöst und direkt in ein 

Eppendorf-Tube überführt und bis zur weiteren Verarbeitung bei -80 °C eingefroren. 

 

2.2.1.4. Zellversuche zu BLT-1 

Zum Nachweis der Funktionalität des BLT-1-Rezeptors in A549-Zellen wurden 

500.000 Zellen in Zellkulturschalen (35x10 mm) von Greiner Bio (Frickenhausen) in 

1.ml Medium ausgesät. Nach 24 Stunden wurde das Medium gewechselt und die ent-

sprechenden Schalen mit 10 ng/ml humanen Tumornekrosefaktor α (TNF-α) stimuliert. 

Nach 24 Stunden Inkubationszeit wurden den entsprechenden Schalen 50 nM RvE1 

hinzugefügt. RvE1 wurde nach Herstellerangaben vorbereitet. 30 Minuten vor der Inku-

bation mit RvE1 wurde 1 µM BLT-1-Antagonist CP-105,696 den entsprechenden Scha-

len zugeführt.  

Je Experiment wurden acht Schalen vorbereitet: Kontrolle, TNF, Kontrolle + RvE1, 

TNF + RvE1, Kontrolle + Inhibitor, TNF + Inhibitor, RvE1 + Inhibitor, TNF + RvE1 + 

Inhibitor. Nach weiteren zwei Stunden Inkubationszeit wurden aus den Überständen 

Proben für die weitere Verarbeitung mittels ELISA entnommen und bei -80°C eingefro-

ren. 
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2.2.2. Enzyme-linked immunosorbent Assay (ELISA) 

Verwendeter Immunfarbstoff:  

dy999, R&D, Minneapolis, USA 

 

Mittels ELISA wurden aus den gewonnenen Proben (beschrieben unter 2.2.1.2 und 

2.2.1.3) die Konzentrationen der Interleukine IL-6, IL-8 und IL-10 bestimmt. 

Die in dieser Arbeit genutzten ELISA Kits (Human IL-6, IL-8, IL-10 DuoSet ELISA) 

nutzen das Sandwich-ELISA-Prinzip [107]. 

Die Detektion erfolgte jeweils mit Meerrettichperoxidase, welches das farblose Substrat 

3,3′,5,5′-Tetramethylbenzidin (TMB), zu einem gelben Farbstoff oxidiert. Es wurde 

jeweils nach Herstellerprotokoll verfahren. Dabei wurden jedoch der Waschpuffer aus 

DPBS und 0,05 % Tween sowie die Verdünnungslösung aus DPBS und 1 % BSA selbst 

hergestellt. Als Stopplösung wurde 1M Schwefelsäure verwendet. 

Als TMB Substrat wurde dy999 (R&D, Minneapolis, USA)  verwendet. Die Absorption 

wurde mit dem Elisa-Reader Elx808 gemessen und die Auswertung mit dem Programm 

Gen5 durchgeführt. 

 

2.2.3. Zellstress- und Apoptose-Arrays 

Die relativen Konzentrationen von Proteinen in Bezug auf humane Zellen, die mit 

Stress und Apoptose zusammenhängen, wurden in vorbehandelten Zelllysaten unter 

Verwendung von Antikörper-Arrays auf Membranbasis gemäß den Anweisungen des 

Herstellers (Human Cell Stress Antibody Array, Human Apoptosis Array, beide von R 

& D Systems, Wiesbaden, Deutschland erworben) bestimmt. Um die Fleckenintensität 

zu bewerten, wurden Blots von drei unabhängigen Prüfern visuell bewertet. Die im Ma-

nuskript markierten Stellen waren die, die von allen drei Prüfern als verändert beschrie-

ben wurden. Zur Datenanalyse wurden die Pixeldichten auf entwickelten Röntgenfilmen 

von Flecken mit deutlichen Änderungen mit einem Transmissionsmodus-Scanner und 

einer Bildanalyse-Software (ImageLab 4.0.1, Bio-Rad Laboratories) analysiert. 
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2.2.4. Messung der Zellatmung 

2.2.4.1. Messung der Proben mittels High-Resolution-Respirometry 

Verwendete Materialien 

Antimycin a, Sigma Aldrich, Steinheim, Deutschland 

FCCP (carbonylcyanide p-trifluoromethoxyphenylhydrazone), Sigma Aldrich, Stein-

heim, Deutschland 

Oligomycin, Sigma Aldrich, Steinheim, Deutschland 

Oxygraph O2k, Oroboros Instruments Corp, Innsbruck, Österreich 

10 μl Hamilton-Präzisionsspritze, Sigma Aldrich, Steinheim, Deutschland 

 

Die Messung 

Die Zellatmung wurde mittels hochauflösender Respirometrie (high-resolution 

respirometry) gemessen. Hierzu wurde der Oxygraph-2k von Oroboros Instruments 

(Innsbruck, Österreich) verwendet. Prinzipiell wurde mittels Sensor der Sauerstoffge-

halt in den Kammern des Gerätes gemessen und im Graphen gegen die Zeit aufgetra-

gen. Bei vorher definierten Volumen und Zellzahl ließ sich so der Sauerstoffverbrauch 

der Zellen in pmol je Million Zellen und Sekunde bestimmen. Die Aufzeichnung des 

Graphen erfolgte mit der DatLab-Software „DatLab5“ (Oroboros Instruments, 

Innsbruck, Österreich). 

Wie oben beschrieben wurden die Zellsuspensionen vorbereitet und in die jeweilige 

Messkammer der Oxygraph-2k-Vorrichtung überführt. Nach Eingeben der Zellzahl 

wurden die Kammern verschlossen und die Messung begonnen. Während der gesamten 

Messung wurde die Temperatur kontinuierlich bei 37 °C gehalten. Um eine gleichmäßi-

ge Lösung beizubehalten, arbeitete in den Kammern ein Rührer mit 750 U/min. Die 

Messung erfolgte in Echtzeit (Zeitintervalle von 2 Sekunden). 

Zunächst wurde  die physiologische Atmung intakter Zellen gemessen. Hierbei handelt 

es sich um die Ruheatmung oder auch Routineatmung (routine respiration) genannt. 

Nach dem sich dieses Gleichgewicht einstellte, wurde je Kammer 1 µl Oligomycin 

(Endkonzentration 2,5 µM) hinzugefügt um die ATP-Synthase zu inhibieren. Dass hier 

neu eingestellte Gleichgewicht ist das sogenannte LEAK-Gleichgewicht (leak respirati-

on). Nun begann die Titration von je 1 µl FCCP (siehe unten), die finale Konzentration 

betrug 0.5 µM je Titrationsschritt, um die maximale mitochondriale Atmung (maximal 
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respiration) festzustellen. Zum Abschluss der Messung wurde 1 µl Antimycin A, hin-

zugefügt um den nicht-mitochondrialen Sauerstoffverbrauch zu bestimmen. Die endgül-

tige Konzentration beträgt hier 2,5 µM. 

Die Abbildung 1 verdeutlicht noch einmal den Ablauf solch eines Versuches. 

 

 

Abbildung 1: Standardablauf eines Experimentes zur Bestimmung der mitochondrialen Atmung unter 

Nutzung der high-resolution respirometry. Die graue Linie stellt den Sauerstoffgehalt in der Kammer dar, 

die Schwarze die mitochondriale Atmung. Die wichtigsten Parameter sind in den grauen Boxen hinter-

legt: Routine = Routine respiration, Leak = Leak respiration, Max = Maximal respiration 

 

2.2.4.2. Oligomycin 

Oligomycin ist ein Inhibitor der ATPase und blockiert damit die Phosphorylierung von 

ADP zu ATP [40]. 

Das benutzte Oligomycin wurde bei Sigma Aldrich (Steinheim, Deutschland) bestellt.  

Die Lösung für die Experimente wurde nach den Angaben von oroboros instruments 

vorbereitet. Hierzu wurden 4 mg des Stoffes in 1 ml Ethanol gelöst und bis zur weiteren 

Verwendung bei -20 °C gelagert. 

 

2.2.4.3. FCCP 

Carbonylcyanid-p-trifluoromethoxyphenylhydrazon, kurz FCCP ist ein künstlich herge-

stellter Entkoppler der Atmungskette. Entkoppler bauen den, durch die Atmungskette, 

aufgebauten, Photonengradienten ab und nehmen damit der ATPase ihren Antrieb. Dies 

führt dazu, dass die Kette von Komplex I bis Komplex IV vollständig durchlaufen wird, 
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jedoch kein ATP synthetisiert werden kann. Zusätzlich laufen die Reaktionen an den 

Komplexen schneller ab, da die Elektronen nicht mehr gegen den elektrochemischen 

Gradienten transportiert werden müssen [128]. 

Das benutzte FCCP wurde bei Sigma Aldrich (Steinheim, Deutschland) bestellt.  Die 

Lösung für die Experimente wurde laut Oroboros Instruments vorbereitet. Hierzu wur-

den 1,27 mg FCCP in 5 ml Ethanol gelöst und bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C 

gelagert. 

 

2.2.4.4. Antimycin A 

Das Antibiotikum Antimycin A hemmt den Komplex III (Cytochrom c-Reduktase). Es 

blockiert die Übertragung von Elektronen vom Cytochrom b auf Cytochrom c. Die 

Komponenten der Atmungskette vor dem Wirkungsort von Antimycin A im Komplex 

III bleiben reduziert, alle nachfolgenden bleiben oxidiert. Dadurch werden der Ver-

brauch von Sauerstoff an Komplex IV und die Synthese von ATP im Komplex V ge-

hemmt [68]. Auf diese Weise sinkt der Sauerstoffverbrauch der Zellen. 

Das benutzte Antimycin a stammt von der Firma Sigma Aldrich (Steinheim, Deutsch-

land) und wurde laut dem Hersteller des Oxygraphen O2k verarbeitet. Hierzu wurden 

5,4 mg in 2 ml Ethanol gelöst und bis zur Verwendung bei -20 °C gelagert. 

 

2.2.5. Real-Time Polymerase-Kettenreaktion (qPCR) 

Die PCR dient grundsätzlich zur Amplifikation definierter DNA-Fragmente und wurde 

1987 von Kary Mullis entwickelt [94]. Um eine PCR durchzuführen, benötigt man 

DNA, Primer (Oligonukleotide), die die Enden des gewünschten DNA-Fragments defi-

nieren und Desoxynucleosidtriphosphate (dNTP) sowie eine Polymerase zur Synthese 

des neuen DNA-Stranges.  

Im ersten Schritt wurde die DNA-Matrize bei 95 °C denaturiert, d. h. dass der Doppel-

strang sich in zwei Einzelstränge auftrennte. Hieran lagern sich dann die Primer bei 40 - 

60 °C abhängig von deren Schmelzpunkt an. Dieser Vorgang wird Annealing genannt. 

Es folgt die Elongation, die Synthese des neuen komplementären DNA-Stranges, bei 

60.- 72 °C durch die Polymerase. Die Polymerasen sind hitzebeständig und nach einem 

weiteren Denaturierungsschritt weiterhin aktiv, sodass die Schritte Denaturierung, 

Annealing und Synthese bis zu 40-mal hintereinander wiederholt werden konnten. In 

https://de.wikipedia.org/wiki/Antimycin_A
https://de.wikipedia.org/wiki/Elektron
https://de.wikipedia.org/wiki/Cytochrom_b
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der RT-PCR wurde nun die Menge einer bestimmten RNA in einer Probe bestimmt. 

Hierzu wurde die RNA aus der Probe isoliert (siehe unten Isolierung der DNA/RNA) 

und die gesamte RNA in cDNA umgeschrieben (siehe unten Umschreiben in cDNA). 

Die cDNA der gesuchten RNA wurde nun spezifisch durch ein geeignetes Primer-Paar 

amplifiziert und die neu gebildeten DNA-Fragmente quantifiziert. Hierfür wurde Plati-

num SYBR Green
®
 (Invitrogen, Karlsruhe) verwendet. Es emittierte, durch Anregung 

mit blauem Licht (λmax= 494nm) und nur nach Interkalierung in doppelsträngige DNA, 

grünes Licht (λmax= 521nm). Die Intensität dieser Emission ist proportional zur vor-

handenen DNA-Menge, und diese kann durch Bestimmung der Emissionsintensität in 

Abhängigkeit zur PCR-Zyklusanzahl (Ct) bestimmt werden. Wenn keine definierte 

Menge des zu bildenden DNA-Fragments in der RT-PCR zur Kalibrierung eingesetzt 

wird, kann dennoch die Menge ein und desselben DNA-Fragmentes semiquantitativ 

analysiert werden. Da SYBR Green unspezifisch in jede doppelsträngige DNA 

interkaliert, wurde die Spezifität des RT-PCR Produktes durch eine Schmelzkurvenana-

lyse bestimmt.  

Die Ergebnisse der RT-PCR werden in delta - Ct Werten angegeben, die folgenderma-

ßen berechnet wurden:  

ΔCt = Ct Housekeeping Gen – Ct Ziel-Gen 

 

Nach demselben Protokoll wurde auch die mitochondriale DNA (mtDNA) bestimmt. 

 

Isolierung der DNA 

Zum Isolieren der DNA aus den Proben wurde das DNeasy blood & tissue Kit (Qiagen, 

Hilden) verwendet und dabei nach Angaben des Herstellers verfahren. 

 

Isolierung der RNA 

Zur Isolierung der RNA wurde das RNeasy mini Kit (Qiagen, Hilden) benutzt und das 

Protokoll vom Hersteller zur „Isolierung von RNA von tierischen Zellen mittels 

Zentrifugation“ befolgt. 
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Umschreiben in cDNA 

Nach der Isolierung musste die vorhandene RNA in cDNA umgeschrieben werden um 

diese für die PCR nutzen zu können. Zunächst wurde der RNA-Gehalt der Proben be-

stimmt. Hierzu wurde der NanoDrop ND-1000 (Kisker-Biotech, Steinfurt) benutzt. 

Danach wurden zunächst Aliquots der Proben mit jeweils gleichem RNA-Gehalt er-

stellt. Hierzu wurde die geringste Konzentration mit vier multipliziert (die vier ergibt 

sich aus dem maximal möglichen einsetzbaren Volumen) um eine Zielgröße zu erhal-

ten, jedoch wurden nicht mehr als 1 µg RNA eingesetzt. Diese Aliquots entsprechen 

dem Ansatz in dem darauffolgenden Protokoll. 

Um nun die vorhandene RNA in cDNA umzuschreiben wurde das ImProm-II Reverse 

Transcriptase Kit (Promega, Mannheim) verwendet und die Proben wurden nach Her-

stellerprotokoll vorbereitet. Für die Amplifikation der cDNA wurde der Thermal Cycler 

T100 (BIO-RAD Laboratories, München) verwendet. Anschließend wurde die cDNA 

1:10 mit Wasser verdünnt und die Proben bei -80 °C bis zur weiteren Verarbeitung auf-

bewahrt. 

 

PCR 

Für die eigentliche PCR wurde folgender Ansatz mit dem jeweiligen Primer in eine 96-

Well-Platte gegeben: 

Ansatz:  

12,5 μl Platinum SYBR Green qPCR SuperMix  

1 μl Primergebrauchslösung (10 pM Vorwärts- und Rückwärtsprimer)  

1 μl MgCl2-Lösung (50 mM)  

1 μl cDNA (5 ng)  

9,5 μl Wasser  

 

Wenn es nötig war, mehr DNA/cDNA einzusetzen wurde die entsprechende Menge 

weniger Wasser verwendet um die Gesamtmenge von 25 µl nicht zu überschreiten. 

Die Primergebrauchslösung bestand aus je 20 µl Vorwärts- und Rückwertsprimer-

Stock-Lösung, welche nach Herstellerangaben hergestellt wurde, sowie 160 µl 

RNase/DNase-freien Wasser. 
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Nachdem die 96-Well-Platte mit Optical clear heat seal - Folie (BIO-RAD Laborato-

ries, München) verschlossen wurde, wurde folgendens Programm im CFX Connected 

Real – Time PCR Detection System (BIO-RAD Laboratories, München) durchlaufen. 

 

qRT-PCR Programm:  

2 min 50 °C, 2 min 95 °C, (10 s 95 °C, 20 s 60 °C)*40, Schmelzkurvenanalyse (1 min 

95 °C, 30 s 55 °C, 30 s 95 °C) 

Unter 2.1.4 können die verwendeten Primer eingesehen werden. GAPDH diente dabei 

als Referenzgen. 
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2.2.6. Western Blot 

Vorbereitung der A549-Zellen 

Nach dem Waschen der Zellen wie unter 2.2.1.2 und 2.2.1.3 beschrieben wurden die 

Zellen in 250 µl DPBS mit einem Zellharvester (Sarstedt, Nürnbrecht) vom Boden des 

Zellkulturgefäßes gelöst und mit 20 ml DPBS zentrifugiert. Der Überstand wurde vor-

sichtig abgesaugt und das Pellet mit 250 µl Lysis-Buffer versetzt. 

10 ml Lysis-Buffer bestehen aus 1ml Cell Lysis Buffer (Cell Signaling), 9 ml destillier-

tem Wasser und je einer Tablette Pierce Phosphatase Inhibitor mini tablets und 

Proteaseinhibitor Cocktail tablets. Die Proben samt Lysis-Buffer wurden gevortext,  

kamen für 5 Minuten auf Eis und wurden anschließend mit 14000 g bei 4 °C für 10 Mi-

nuten zentrifugiert. Der Überstand wurde in ein neues Eppendorf-Tube überführt und 

bis zur Weiterverarbeitung bei -80 °C gelagert. 

 

Westernblotting 

Vor dem eigentlichen Western Blot wurde zunächst der Proteingehalt der Proben be-

stimmt, um vergleichbare Mengen einsetzen zu können. Hierzu wurde der DC™ Protein 

Assay (Biorad Laboratories, München) nach Herstellerprotokoll verwendet. Der Prote-

instandard wurde mit BSA (Biorad Laboratories, München) erstellt. Der Assay basiert 

auf einer Kupfer-Bindung an die Proteine, die nun das Substrat Folin reduzieren und 

dabei einen blauen Farbstoff mit einem Absorptionsmaximum von 750 nm bilden. Die 

Absorption wurde im Elisa-Reader Elx808 gemessen und mit dem Programm GEN5 

ausgewertet. Nach der Proteinbestimmung wurden entsprechend den nachfolgenden 

Western Blot-Versuchen Aliquots erstellt und diese bis zur weiteren Verarbeitung bei    

-80 °C gelagert. 

 

Der eigentliche Western Blot besteht aus zwei Schritten. Zuerst müssen die Proteine 

mittels Gelelektrophorese aufgetrennt werden um dann im Blottingverfahren auf eine 

Immobilon-P Transfer Membran (PVMD-Membran, Millipore) transferiert (geblottet) 

zu werden. 

Aufgrund der Größe der verschiedenen Proteine und der Möglichkeit teilweise densel-

ben Sekundärantikörper zu verwenden, wurden zur Auftrennung der Proteine 10 %- und 

12 %-Trenngele verwendet. 
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Die Gele für das Wetern Blot-Verfahren bestehen aus einem Sammelgel, welches bei 

jedem Gel dieselbe Zusammensetzung aufweist und dem Trenngel mit der unterschied-

lichen Menge an Acrylamid. 

Für die Herstellung der Gele wurde das TGX™ TGX Stain Free™ Fast Cast™ Acryl-

amide Kit von Biorad verwendet. Hierbei wurde nach Herstellerangaben verfahren und 

den Gelen zum Polymerisieren noch TEMED und 10 -ige APS-Lösung als Katalysator 

hinzugefügt. 

 

Um diese Gele zu gießen, wurde zunächst das Mini-Protean-Tetra-System von Bio-Rad 

nach Angaben des Herstellers zusammengebaut, das noch unpolymerisierte Trenngel in 

die Gelkammer gegossen und mit 100 -igen 2-Propanol bedeckt. Nach Aushärten des 

Gels, nach etwa 20 Minuten, wurde das 2-Propanol abgekippt und das noch nicht poly-

merisierte Sammelgel eingefüllt. In das noch flüssige Gel wurden die Kämme einge-

schoben, die die späteren Probentaschen bildeten. Nach mindestens 1,5 Stunden war das 

Gel ausgehärtet und die Kämme konnten entfernt werden. 

Nachdem die Gele fertig waren, wurden sie in die Elektrophorese-Kammer von Bio-

Rad eingespannt und diese mit einfachem Laufpuffer gefüllt. Der 5x-Laufpuffer bestand 

aus 15,1 g TRIS, 94 g Glyzin, 50 ml 10 %-SDS und 1 L Aqua dest. Diese Zusammen-

setzung wurde dann zur Benutzung 1:5 mit Aqua dest. verdünnt. 

Parallel zum Vorbereiten der Gele, wurden die entsprechenden Volumen der Proben mit 

vierfachem Lämmli sample buffer (Biorad) versetzt und 5-10 Minuten bei 95 °C erhitzt. 

Der Lämmli sample buffer wurde zuvor nach Herstellerangaben mit Dithiothreitol ver-

setzt. Die Probenmenge richtete sich nach dem Proteingehalt. Eingesetzt wurden 25 µg 

je Probe.  

Nach Einbringen der Proben und des Rainbow-Markers Spectra BR (Thermo) in die 

Geltaschen wurde die Elektrophorese mit 100 mA und 100 W gestartet. Hierfür wurden 

die unter Kapitel 2.1.1 Geräte beschriebenen Spannungsquellen genutzt. Das Programm 

lief 90 Minuten. 

 

Im zweiten Schritt wurden die Proteine von dem Gel auf eine PVDF-Membran übertra-

gen. Hierzu wurde das Trans-Blot Turbo Blotting System für das Semi-Dry-Blot Ver-

fahren von Bio-Rad verwendet. Bevor die Membran die Proteine aufnehmen konnte, 
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musste diese aktiviert werden. Hierzu wurde sie wenige Sekunden in 100 % Methanol 

und anschließend in Transferpuffer geschwenkt. Ebenso wurden die aus dem 

Versuchskit verwendeten Transferstacks im Transferpuffer geschwenkt. 

Der benutzte Transferpuffer stammt aus dem oben genannten Kit von Bio-Rad. 

Nun wurde die Kassette gemäß Herstellerprotokoll bestückt und der Blot-Vorgang ge-

startet. Hierzu wurde das Programm Turbo, wie vom Hersteller vorgegeben, genutzt. 

 

Die auf der PVDF-Membran befindlichen Proteine konnten nun mittels immunologi-

scher Verfahren nachgewiesen werden. 

Hierzu wurde die Membran nach dem Blotten ersteinmal eine Stunde mit 5 %-iger 

Milch geblockt. Anschließend wurde die Membran mit dem Primär-Antikörper (Anti-

körper gegen das gesuchte Protein) gelöst in Milch über Nacht bei 4 °C  oder eine Stun-

de bei Raumtemperatur in einem 50 ml-Falcon-Röhrchen rollend inkubiert. Welche 

Antikörper in welcher Konzentration und mit welcher Lösung diese eingesetzt wurden, 

können der untenstehenden Tabelle (Tabelle 4: Übersicht über die verwendeten Anti-

körper) entnommen werden.  

Der verwendete Waschpuffer (TBS-T) setzt sich folgendermaßen zusammen: 

 

10x Tris-Buffered-Saline (TBS)-Puffer pH 7,6  

60,6 g TRIS  

87,6 g NaCl  

1 M Salzsäure (um den pH-Wert einzustellen)  

1 L Aqua dest. 

  

Dieser zehnfache TBS-Puffer wurde 1:10 mit destilliertem Wasser verdünnt und ergab 

dadurch einfachen TBS-Puffer. 

 

Waschpuffer (TBS-T)  

1 L 1x TBS-Puffer  

1 ml Tween20 
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Danach wurde die Membran dreimal je zehn Minuten mit TBS-T gewaschen und bei 

Raumtemperatur für eine Stunde mit dem Sekundär-Antikörper (Antikörper gegen den 

Primär-Antikörper) inkubiert. Auch hier können die Werte in Tabelle 4: Übersicht über 

die verwendeten Antikörper nachgeschaut werden. 

Nach einem weiteren Waschschritt mit dreimal zehn Minuten mit TBS-T wurde, das 

nach Herstellerangaben vorbereitete, ECL auf der Membran verteilt. Nach einer Ein-

wirkzeit von einer Minute wurde das überschüssige ECL entfernt und die Membran in 

eine Fotokassette eingelegt. Anschließend wurden von der Membran Röntgenbilder 

angefertigt. 

An den Sekundärantikörper war das Enzym Meerrettichperoxidase gekoppelt, welche 

Luminol oxidiert und dadurch eine Chemolumineszenz hervorrufen kann. Diese konnte 

auf dem entsprechenden Film dargestellt werden. Das erfasste Signal befindet sich aus-

schließlich an den Orten des Sekundärantikörpers und damit an den Orten der gesuchten 

Proteine. 

 

Auswertung 

Zur Auswertung wurde das Programm Image LAB 4.0.1 genutzt. Grundsätzlich wurde 

bei der densitrometrischen Auswertung der Quotient aus gesuchtem Protein und zuge-

hörigem β-Actin zur Normalisierung erstellt.  
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Tabelle 4: Übersicht über die verwendeten Antikörper 

Primäranti-

körper 

Firma Verdünnung und 

Lösungsmittel 

Blockier- 

lösung 

Herkunftsorga-

nismus 

Mitofusin 1 

(ab57602) 

Abcam, 

Cambridge, USA 

1/1000 in 5 %-

iger Milch 

Milch mouse 

Mitofusin 2 

(D2D10) 

CellSignaling, 

Danvers, USA 

1/1000 in 5 %-

iger Milch 

Milch rabbit 

OPA-1 

(ab42364) 

Abcam, 

Cambridge, USA 

1/1000 in 5 %-

iger Milch 

Milch rabbit 

Fis 1 

(HPA017430) 

Sigma, 

St. Louis, USA 

1/500 in 5 %-iger 

Milch 

Milch rabbit 

Pink 

(ab75487) 

Abcam, 

Cambridge, USA 

1/500 in 5 %-iger 

Milch 

Milch mouse 

DRP-1 

(ab56788) 

Abcam, 

Cambridge, USA 

1/1000 in 5 %-

iger Milch 

Milch mouse 

HSP60 

(D6F1) 

CellSignaling, 

Danvers, USA 

1/1000 in 5 %-

iger Milch 

Milch rabbit 

BLT-1 

(EPR7113) 

Abcam, 

Cambridge, USA 

1/200 in 5 %-iger 

Milch 

Milch rabbit 

Beta-actin 

(4967) 

CellSignaling, 

Danvers, USA 

1/2000 in 5 %-

iger Milch 

Milch rabbit 

anti-rabbit 

(7074) 

CellSignaling, 

Danvers, USA 

1/2000 in 5 %-iger 

Milch 

Milch  

anti-mouse 

(7076) 

CellSignaling, 

Danvers, USA 

1/2000 in 5 %-iger 

Milch 

Milch  

 

Verwendete Lösungsmittel: 

5 %-ige Milch-Lösung  

100 ml Waschpuffer  

5 g Skim Milk Powder 
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2.2.7. Statistik 

Die Datenerhebung erfolgte mit Microsoft Excel Version 2007 (Microsoft GmbH, 

Unterschleißheim, Deutschland). 

Die Analyse der erhobenen Daten wurde mit SigmaStat® Version 3.5 (Systat Software, 

San Jose, CA USA) durchgeführt. 

Die Daten wurden als Mittelwert ± SEM angegeben. Two-Way-ANOVA wurde für die 

Analyse verschiedener Behandlungsgruppen verwendet. Wenn Gruppen nicht normal-

verteilt waren, wurde eine Log-Transformation durchgeführt, um sie in eine annähernde 

Normalverteilung umzuformen. Die Post-hoc-Analyse wurde unter Verwendung des 

Student-Newman-Keuls-Tests durchgeführt. Wahrscheinlichkeitswerte (p) < 0,05 wur-

den als statistisch signifikant angesehen. 

 

  



43 

   

 

3. Ergebnisse 

3.1. Auswirkung von RvE1 auf die Produktion pro-inflammatorischer Zytokine 

Um den Einfluss von RvE1 auf die Entstehung proinflammatorischer Zytokine zu unter-

suchen, haben wir in einem ersten Versuchsansatz die Konzentrationen von Interleu-

kin.6 und 8, beides klassische Zytokine, die für entzündliche Prozesse verantwortlich 

sind, im Zellkulturüberstand der humanen Alveolarepithelzellen gemessen. Um die ent-

zündlichen Bedingungen experimentiell nachzuahmen, wurden die Zellen mit TNF-α 

inkubiert, das als Schlüsselzytokin in der Pathogenese der Sepsis angesehen wird. Die 

Ergebnisse zeigten, dass unter nicht-entzündlichen Bedingungen die Zugabe von RvE1 

zum Zellkultursystem keine Veränderungen in der Expression von IL-6 und IL-8 indu-

zierte (Abbildung 2 A + B). Wie erwartet, erhöhte die Inkubation von Zellen mit TNF-α 

die Sekretion beider Zytokine signifikant (Abbildung 2 A + B, * p < 0,05). Zellen, die 

nach der Behandlung mit TNF-α mit RvE1 stimuliert wurden, zeigten signifikant redu-

zierte IL-6- und IL-8-Spiegel im Vergleich zu den jeweiligen TNF-behandelten Grup-

pen (Abbildung 2 A + B, § p < 0,05). 

 

 

 

Abbildung 2: Produktion von Interleukin 6 (A) und Interleukin 8 (B) nach Zugabe von TNF-α und nach 

Zugabe von TNF-α und Resolvin E1 im Vergleich zu der Kontrollgruppe und alleiniger Zugabe von 

Resolvin E1. Deutlich erkennbar die verminderte Produktion beider Interleukine nach Zugabe von 

Resolvin E1 bei simultierter Entzündung. 
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3.2. Einfluss von RvE1 auf die Expression von Zellstress- und Apoptose-

assoziierten Proteinen 

Nach Identifizierung einer entzündungshemmenden Wirkung von RvE1 auf menschli-

che Alveolarepithelzellen versuchten wir, die Expression von Zellstress- und Apoptose-

verwandten Proteinen in entsprechenden Zelllysaten zu analysieren. Im Allgemeinen 

zeigten die Ergebnisse der Proteinarrays geringe Veränderungen in der Expression von 

Stress- und Apoptose-verwandten Proteinen nach RvE1- oder TNF-α-Behandlung in 

menschlichen Alveolarepithelzellen. 

In Bezug auf Zellstress-assoziierte Proteine konnten wir eine diskrete Hochregulation 

von p38α [A], HSP60 [B], PON2 [C], COX-2 [D], SIRT2 [E], SOD2 [F], und p21 [G] 

in Zellen, die TNF-α ausgesetzt waren, im Vergleich zu Kontrollen beobachten (Abbil-

dung 3 oben). Interessanterweise zeigten Zellen, die nach TNF-α-Exposition mit RvE1 

inkubiert wurden, eine reduzierte Expression der oben erwähnten Proteine und wiesen 

somit ein Expressionsprofil auf, das mit Kontrollzellen übereinstimmt. 

In unserer experimentellen Umgebung zeigte die Expression von Apoptose-verwandten 

Proteinen auch nur diskrete Veränderungen bei RvE1- oder TNF-α-Behandlung (Abbil-

dung 3). 

Nach TNF-α-Exposition konnte eine diskrete Hochregulation des pro-apoptotischen 

TRAIL R2 [A] nachgewiesen werden, die sich bei Behandlung mit RvE1 unter entzünd-

lichen Bedingungen reduziert (Abbildung 3 unten). Eine densitometrische Analyse der 

oben genannten relevanten Stress- und Apoptose-verwandten Proteine ist in Abbil-

dung.3 dargestellt. 

 

3.3. Analyse von RvE1-Rezeptoren 

Als nächstes wurde untersucht, ob die beobachteten entzündungshemmenden Wirkun-

gen von RvE1 durch seinen Rezeptor ChemR23 vermittelt wurden. Die ChemR23-

Expression war sowohl auf mRNA- als auch auf Proteinebene in A549-Zellen nicht 

nachweisbar (Daten nicht gezeigt). Da die Wirkung von RvE1 möglicherweise auch 

durch den Leukotrien-B4-Rezeptor BLT-1 vermittelt wird, wurde als Nächstes die Ex-

pression von BLT-1 in A549-Zellen untersucht und es konnte eine stabile Expression 

auf Proteinebene nachgewiesen werden, die nicht durch die Behandlung mit RvE1 und / 

oder TNF-α beeinflusst wurde. Um die Funktionalität von BLT-1 in A549 zu untersu-
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chen, wurde in diesem experimentellen Ansatz den BLT-1-Antagonisten CP-105696 

verwendet. Wie oben gezeigt, induzierte RvE1 unter entzündlichen Bedingungen eine 

signifikant verringerte Sekretion von IL-6 (Abbildung 4, * p < 0,05). Die Blockierung 

von BLT-1 mit CP-105696 vor der Zugabe von RvE1 zeigte ähnliche IL-6-Spiegel im 

Vergleich zu RvE1, die auch im Vergleich zu TNF-α allein signifikant waren (Abbil-

dung 4, # p < 0,05). Interessanterweise zeigten Zellen, die einer Behandlung mit CP-

105696 unterzogen wurden, signifikant niedrigere IL-6-Konzentrationen im Zellkultur-

überstand im Vergleich zu TNF-α allein (Abblidung 4, § p < 0,05). 

 

 

Abbildung 3: Einfluss von TNF-α und Resolvin E1 auf die Expression verschiedener Cell stress (oben) 

und Apoptose (unten) –Proteine. In den Kästchen markiert sind: p38α [A], HSP60 [B], PON2 [C], COX-2 

[D], SIRT2 [E], SOD2 [F], and p21 [G]. 
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Abbildung 4: Auswirkungen der Blockierung des BLT-1-Rezeptors mit CP-105696 unter Zugabe von 

TNF-α und Resolvin E1 jeweils im Vergleich ohne Blockierung des Rezeptors 

Die IL-6 Spiegel waren nicht nur unter dem Einfluss von Resolvin E1 signifikant geringer (* p < 0,05), 

sondern auch nach Blockeirung des BLT-1-Rezeptors im Vergleich zur Inkubation mit TNF-α (§ p 

<.0,05). Dagegen zeigten sich keine Unterschiede der Wirkung von Resolvin E1 mit oder ohne Blockade 

des BLT-1-Rezeptors (#). 
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3.4. Veränderung der Zellatmung unter dem Einfluss von Resolvin E1 

Zunächst wurde der Einfluss von RvE1 auf die mitochondriale Atmung durch high-

resolutin respirometry untersucht, die als Schlüsselmerkmal der mitochondrialen Funk-

tion gilt. Die Inkubation humaner Alveolarepithelzellen mit RvE1 oder TNF-α induzier-

te keine signifikante Veränderung der Routineatmung verglichen mit unbehandelten 

Zellen. Die Atmung der Mitochondrien, die nach Hemmung der ATPase mit 

Oligomycin gemessen wurde (Leak, Abbildung 5), spiegelt die intrinsische Entkopp-

lung wider und war über alle Behandlungsgruppen konsistent. Interessanterweise zeig-

ten die mit TNF-α behandelten Zellen eine signifikant reduzierte maximale Atmungska-

pazität pro Zelle (Abbildung 5, Max), gemessen nach Entkoppeln mit FCCP, im Ver-

gleich zu allen anderen Gruppen (Abbildung 5, * p < 0,05). Diese beeinträchtigte ma-

ximale Atmungskapazität nach Exposition gegenüber TNF-α konnte durch Zugabe von 

RvE1 vollständig wiederhergestellt werden (Abbildung 5, # p < 0,05). Die Atmung nach 

Inhibition durch Antimycin A zeigte keine signifikanten Unterschiede zwischen den 

verschiedenen Behandlungsschemata (Daten nicht gezeigt). 

 

Abbildung 5: Veränderungen der Zellatmung unter experimenteller Entzündung und der Zugabe von 

Resolvin E1. Unter inflammatorischen Bedingungen war die maximale Zellatmung signifikant geringer 

im Vergleich zur Kontrollgruppe (* p < 0,05), welche jedoch durch Resolvin E1 wiederhergestellt werden 

konnte (# p < 0,05) 

 

3.5. Bestimmung der Kopienzahl mitochondrialer DNA  

Um zu untersuchen, ob die oben genannten Veränderungen der Atmungskapazität durch 

eine Veränderung der mitochondrialen Dichte beeinflusst wurden, wurde ein quantitati-

ver PCR-Ansatz gewählt, der die Kopienzahl der mitochondrialen DNA (mtDNA) mit 
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der nukleären DNA (nDNA) in Beziehung setzt. Es konnten keine signifikanten Verän-

derungen im mtDNA-Gehalt zwischen den verschiedenen Behandlungsgruppen festge-

stellt werden (Abbildung 6). 

 

Abbildung 6: Es wurden keine signifikanten Veränderungen des Gehaltes an mtDNA unter der Einwir-

kung von Resolvin E1 festgestellt. 

 

3.6. Veränderungen in der Expression von „fission and fusion“-Genen und -

Proteinen 

Um zu klären, ob die gestörte TNF-α-assoziierte mitochondriale Dysfunktion mit Ver-

änderungen von mitochondrial fission and fusion in humanen Alveolarepithelzellen 

assoziert sind, wurden die mRNA-Expressionen diesbezüglich relevanter Gene unter-

sucht. In Bezug auf die fission-regulierenden Gene FIS-1 und DRP-1 konnten wir eine 

signifikant verminderte Expression von FIS-1 nach Zugabe von RvE1 bei Stimulation 

mit TNF-α im Vergleich zu den nur mit TNF-α behandelten Zellen (Abbildung 7 (A); * 

p < 0,05) nachweisen. Für DRP-1 konnten keine signifikanten Unterschiede festgestellt 

werden (Abbildung 7 (B)).  

Analysen der Fusions-assoziierten Gene MFN1, MFN2 und OPA-1 zeigten, dass die 

Zugabe von RvE1 unter inflammatorischen Bedingungen eine signifikant erhöhte 

MFN1-mRNA-Expression im Vergleich zu TNF-α oder Kontrollen zeigte (Abbildung 7 

(C); * p < 0,05). In unserem experimentellen Setting wurden keine signifikanten Unter-

schiede für MFN2 und OPA-1 beobachtet (Abbildung 7 (D+E)). 

Nachfolgend wurde die Proteinexpression von FIS-1 und MFN1 durch Western Blotting 

untersucht, da beide signifikante Veränderungen hinsichtlich der Gendarstellung in un-
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serem experimentellen Setting zeigten. Es konnte eine signifikante Herunterregulierung 

des mitochondrialen Fusion-assoziierten MFN1 nach Stimulation von Zellen mit TNF-α 

im Vergleich zu unbehandelten Kontrollen nachgewiesen werden, die nach Inkubation 

mit RvE1 nicht vorhanden war (Abbildung 9 (B); *, p < 0,05). Für FIS-1 konnten keine 

relevanten Veränderungen der Proteinexpression nachgewiesen werden (Abbildung 9 

(A)). 

 

 

Abbildung 7: Veränderungen der Proteinexpression von Fission und Fusion-Proteinen unter dem Ein-

fluss von Resolvin E1 

(A) Verminderte Expression von Fis-1 nach Zugabe von RvE1 bei induzierter Inflammation (* p < 0,05); 

(C) Vermehrte Expression von MFN-1 nach Zugabe von RvE1 bei induzierter Inflammation (* p < 0,05); 

Die Expressionen von DNM (B), MFN-2 (D) und OPA-1 (E) blieben unverändert. 
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Abbildung 8: Banden der Proteine FIS-1 und MFN-1 im Westernblot im Vergleich zu beta-actin 

(housekeeping gen) 

 

  

Abbildung 9: Verhältnis von FIS-1 (A) und MFN-1 (B) jeweils zu beta-actin (housekeeping gen) 

Während bei der Expression von FIS-1 keine Veränderungen auftraten konnten bei MFN-1 signifikant 

geringere Proteinexpressionen nachgewiesen werden * p < 0,05 

 

3.7. Einfluss von mitochondrial fission and fusion auf die Inflammation 

Da TNF-α-assoziierte Veränderungen der mitochondrial fission and fusion in humanen 

Alveolarepithelzellen beobachtet werden konnte, die durch Zugabe von RvE1 modifi-

ziert werden konnten, wurde als nächstes der Einfluss der mitochondrialen fission-

Reaktionen auf die Bildung proinflammatorischer Zytokine analysiert. Für diese Expe-

rimente wurden die mitochondrialen fission-Inhibitoren Mdivi-1 und Dynasore verwen-

det, die vor der Stimulation mit TNF-α dem Zellkultursystem zugesetzt wurden. 

Wie oben gezeigt, induzierte die Inkubation von menschlichen Alveolarepithelzellen 

mit TNF-α signifikant erhöhte Konzentrationen von IL-6 und IL-8 im Zellkulturüber-

stand (Abbildung 10; *, p < 0,05). Darüber hinaus zeigten die Ergebnisse, dass die Vor-
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inkubation von menschlichen Alveolarepithelzellen mit Mdivi-1 vor der Induktion der 

experimentellen Entzündung die Konzentration der proinflammatorischen Zytokine 

IL-6 und IL-8 im Vergleich zu den Spiegeln in den Überständen von allein mit TNF-α-

behandelten Zellen signifikant reduzierte (Abbildung 10; §, p < 0,05). Unter nicht-

entzündlichen Bedingungen veränderte Mdivi-1 die IL-6- oder IL-8-Spiegel im Ver-

gleich zu den Kontrollen nicht. 

Die Vorinkubation mit Dynasore hatte keinen signifikanten Einfluss auf die Bildung der 

entzündungsfördernden Zytokine sowohl unter entzündlichen als auch nicht-

entzündlichen Bedingungen. 

 

 

Abbildung 10: Einfluss von Mdivi und Dynasore auf die Bildung proinflammatorischer Zytokine IL-6  

(A) und Il-8 (B) [pg/ml] 

Unter inflammatorischen Bedingungen zeigten sich die IL-6- und die IL-8-Spiegel erhöht (* p<0,05), 

Unter dem zusätzlichen Einfluss von Mdivi war die Ausschüttung beider Zytokine signifikant vermindert 

(§ p<0,05). Dynasore hatte keinen Einfluss auf die Interleukine. 

 

3.8. Veränderung der Zellatmung unter dem Einfluss von Mdivi-1 und Dynasore 

Anschließend untersuchten wir den Einfluss von Mdivi-1 auf die mitochondriale At-

mung durch high-resolution respirometry. Wie in den oben erwähnten Experimenten 

beobachtet, wurden keine signifikanten Veränderungen in der Routineatmung zwischen 

den Kontrollen und den mit TNF-α-behandelten Zellen nachgewiesen. Interessanterwei-

se induzierten Mdivi-1 allein sowie die Vorbehandlung von Zellen mit Mdivi-1 vor der 

Induktion einer Entzündung durch TNF-α eine signifikant erhöhte Routineatmung im 

Vergleich zu menschlichen Alveolarepithelzellen, die nur TNF-α unterzogen wurden 

(Abbildung 11; * p < 0,05). Die nach Hemmung der ATPase mit Oligomycin gemesse-

ne Mitochondrienatmung zeigte signifikant erhöhte Werte für mit Mdivi-1 und TNF-α 
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behandelte Proben im Vergleich zu alleiniger TNF-α-Behandlung (Abbildung 11; §,     

p < 0,05). Im Hinblick auf die Analyse der maximalen Atmungskapazität zeigten Zel-

len, die einer Behandlung mit TNF-α unterzogen wurden, eine signifikant verminderte 

Atmungskapazität im Vergleich zu den Kontrollen, sowie den Zellen, die mit Mdivi-1 

allein behandelt wurden, was mit den oben beschriebenen Befunden übereinstimmt 

(Abbildung 11; #, p < 0,05). Bemerkenswert ist, dass die Vorbehandlung von Zellen mit 

Mdivi-1 vor der Induktion einer Entzündung durch Stimulation mit TNF-α die beein-

trächtigte maximale Atemkapazität nach Exposition gegenüber TNF-α signifikant wie-

derherstellte (Abbildung 11; *, p < 0,05). Die Atmung nach Inhibition durch Antimycin 

A zeigte keine signifikanten Unterschiede zwischen den verschiedenen Behandlungs-

schemata (Daten nicht gezeigt).  

Dynasore konnte dagegen keinen dieser Effekte auslösen, weder zeigte sich eine Verän-

derung in der Routineatmung, noch ein positiver Effekt in der maximalen Atmungska-

pazität in Anwesenheit von TNF-α. Dynasore zeigte in der maximalen Atmung nach 

Stimulation mit FCCP einen negativen Effekt, so erreichten diese Werte nicht das Ni-

veau der maximalen Atmung von der Kontrollgruppe oder der Stimulation mit Mdivi-1. 

 

Durch Bestimmung des mitochondrialen DNA-Gehalts im Verhältnis zur genomischen 

DNA in der oben erwähnten Versuchsanordnung konnten Veränderungen der 

mitochondrialen Dichte ausgeschlossen werden, die für die oben erwähnten Verände-

rungen der Atmungskapazität verantwortlich sein könnten (Daten nicht gezeigt). 
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Abbildung 11: Veränderung der Zellatmung unter dem Einfluss von Mdivi und Dynasore 

Die Inkubation der A549-Zellen mit Mdivi allein zeigte im Vergleich zu der Inkubation der Zellen mit 

Mdivi und TNF-α eine signifikant erhöhte Routineatmung * p< 0,05;  
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4. Diskussion 

Ziel dieser Studie war es, den Einfluss von Resolvin E1 auf die pulmonale 

Inflammation zu untersuchen. Als Versuchsansatz diente die Induktion einer experi-

mentellen TNF-α-vermittelten Entzündungsreaktion einer humanen 

Alveolarepithelzelllinie.  

Die Ergebnisse zeigten, dass eine Entzündungsreaktion mit einer gestörten Funktion der 

Mitochondrien einherging, welche durch die mitochondriale Atmung sowie durch die 

Bildung entzündungsbedingter Zytokine und Zellstressproteine in diesen Zellen be-

stimmt wurde. Es konnte gezeigt werden, dass die Zugabe von RvE1 diese TNF-α-

induzierte mitochondriale Dysfunktion vollständig wiederherstellen und die 

proinflammatorische Antwortreaktion reduzieren konnte. Die mitochondriale Dysfunk-

tion, die wahrscheinlich durch erhöhte mitochondriale fission-Reaktionen ausgelöst 

wird, kann durch RvE1 und den mitochondrialen fission-Inhibitor Mdivi-1 therapeu-

tisch adressiert werden, wodurch die mitochondriale Dysfunktion aufgehoben und die 

Freisetzung proinflammatorischer Zytokine gehemmt werden kann. 

 

4.1. Auswirkungen von Inflammation auf die Lungenzelle 

Wie bereits in Kapitel 1.2 beschrieben, liegt die häufigste Ursache einer Sepsis in der 

Pneumonie [39]. Gleichzeitig können weitere Erkrankungen der Lunge, wie zum Bei-

spiel das akute Lungenversagen (ARDS), den Verlauf der Sepsis verkomplizieren [64]. 

Vor diesem Hintergrund wurde eine humane Alveolarepithelzelllinie verwendet, da die 

Schädigung und Zerstörung der Alveolarepithel-Integrität und damit der Verlust der 

Barrierefunktion ein charakteristisches Merkmal dieser Lungenschädigung ist und 

gleichzeitig pulmonale Infektionen fördert [59, 89]. Die verwendeten Zellen wurden mit 

TNF-α stimuliert, welches eine zentrale Schlüsselrolle in der Pathogenese von Entzün-

dungen und der Sepsis spielt [81, 110]. 

Wie zu erwarten erhöhte die Inkubation der Zellen mit TNF-α die Produktion der 

proinflammatorischen Interleukine IL-6 und IL-8 signifikant. Gleichzeitig konnte eine 

diskrete Mehrexpression von  Proteinen, wie p38α, HSP60, PON2 oder COX-2 nach 

Zugabe von TNF-α beobachtet werden (siehe Kapitel 3.2), welche in Signalkaskaden 

von Entzündungen und oxidativem Zellstress eine Rolle spielen [30, 48, 130]. 
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4.2. Einfluss von  RvE1 auf die pulmonale Entzündungsreaktion 

In dieser Studie konnte gezeigt werden, dass RvE1 die inflammatorischen Effekte (siehe 

Kapitel 4.1) mindern oder zum Teil wieder aufheben konnte. So zeigte sich, dass die 

proinflammatorischen Interleukine IL6 und IL8 in deutlich geringerer Menge ausge-

schüttet wurden. Des Weiteren konnte beobachtet werden, dass RvE1 das 

inflammatorische Bild der Ergebnisse des Zellstress- und des Apoptose-Arrays ab-

schwächte und somit einen Hinweis auf Gegenregulation bietet und zum Teil in der 

Lage war die Ausgangssituation wiederherzustellen (siehe Kapitel 3.2). 

Die entzündungshemmenden und -auflösenden Effekte von RvE1 wurden bereits in 

zahlreichen Studien beschrieben, unter anderem in einem murinen Modell des säure-

induzierten ARDS [11, 76, 114]. In Übereinstimmung mit unseren Ergebnissen verrin-

gerte die intravenöse Verabreichung von RvE1 vor einer Säureverletzung der Lunge die 

Lungengewebespiegel mehrerer entzündungsfördernder Chemokine und Zytokine signi-

fikant, was zu einer deutlichen Verbesserung des Überlebens führte [114]. 

Bisher können die Entzündungs-auflösenden Effekte des EPA-Derivats auf folgende 

Mechanismen zurückgeführt werden. 1) regulatorische Beeinflussung der 

Leukozytenfunktionen, 2) vermehrte phagozytische Clearance von apoptotischen 

Neutrophilen, 3) phänotypische Umschaltung von Makrophagen und 4) Modulation des 

Trafficking und der proinflammatorischen Mediatorfreisetzung [28, 105, 136]. RvE1 

interagiert dabei mit verschiedenen Signalmolekülen, welche auch in der Pathogenese 

der Sepsis eine große Rolle spielen [49, 136].  

RvE1 entfaltet nach heutigen Kenntnissen seine Wirkung vor allem über zwei Rezepto-

ren, ChemR23 (oder CMKLR1) und BLT1 [9, 10, 118, 136]. 

Zum einen kann RvE1 als Agonist durch Bindung an ChemR23 dienen, um die TNF-α-

induzierte Aktivierung von NF-κB in einer konzentrationsabhängigen Weise zu blockie-

ren [9]. RvE1 kann aber auch die proinflammatorische LTB4-vermittelte BLT-1-

Signalgebung durch verminderte Aktivierung von NF-κB abschwächen [10]. In Mäu-

sen, die einer Dextransulfat-Natrium-induzierten Kolitis ausgesetzt waren, inhibierte 

RvE1 deutlich die Phosphorylierung von NF-κB und reduzierte die Mengen 

proinflammatorischer Mediatoren [69]. Die Arbeitsgruppe um H. Seki konnte in einem 

Mausmodell zur bakteriellen Pneumonie zeigen, dass RvE1 die Translokation und Akti-
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vierung von NF-κB (p65) in Lungengewebshomogenaten hemmt und die bakterielle 

Clearance verbessert [114].  

Weitere Moleküle zur Beeinflussung von Signaltransduktionswegen sind die PI3K und 

die extrazelluläre Signal-regulierte Kinase (ERK) der mitogen-activated protein kinase 

(MAPK)-Familie. Dies sind Signalmoleküle, welche im weiteren Verlauf der Signal-

kaskade die Serin/Threonin-Kinase Proteinkinase B (Akt) beeinflussen, was wiederum 

zu entzündlichen Reaktionen führen und das apoptotische Verhalten von Zellen beein-

flussen kann [136]. Interaktionen von RvE1 mit dem BLT-1-Rezeptor führen zu einer 

Aktivierung von PI3K, die wiederum eine Phophorylierung von Akt hervorruft und da-

mit eine Phosphorylierung von ERK initialisiert [98]. So konnten Keyes und Kollegen 

zeigen, dass durch eine vermehrte Phophorylierung von Akt, ERK und endothelialer 

Stickstoffmonoxid-Synthase (eNOS) bei gleichzeitiger Minderung der Konzentrationen 

von aktivierter pro-apoptotischer Caspase 3 und p38-mitogen-activated-protein-Kinase 

(p38) [76] eine direkte Schutzwirkung auf Kardiomyozyten, die einer Hypoxie ausge-

setzt waren, ausgeübt wurde [76]. Dies geschah zum einen indem RvE1 apoptotische 

Programme in den Zellen regulierte, zum anderen reduzierte RvE1 den neutrophilen 

Einstrom in das Infarktgebiet [76]. So konnte gezeigt werden, dass RvE1 die Infarkt-

größe bei Rattenherzen begrenzen kann [76].  

Überraschenderweise war es in diesem Experiment nicht möglich, ChemR23 in A549-

Zellen nachzuweisen, es konnte jedoch eine robuste Expression von BLT-1 gezeigt 

werden. Eine ähnliche Beobachtung wurde bislang von Woo et al. beschrieben [146]. 

Mit dem BLT-1-Antagonisten CP-105696 konnte seine Funktionalität demonstriert 

werden, dies hatte aber keinen direkten Einfluss auf die durch RvE1 vermittelten ent-

zündungshemmenden Eigenschaften. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass RvE1 in 

A549 seine Funktion auf eine von ChemR23 und BLT-1 unabhängige Weise ausüben 

könnte. Die Identifizierung der möglichen neuartigen RvE1-Bindungspartner liegt au-

ßerhalb des Rahmens unserer Studie. 
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4.3. Veränderungen in der Zellatmung 

Hinsichtlich der Analyse der mitochondrialen Atmung konnte in dieser Arbeit ein signi-

fikanter TNF-α-induzierter Rückgang der maximalen Atemkapazität der Mitochondrien 

festgestellt werden. Unsere und auch weitere Arbeitsgruppen konnten in verschiedenen 

Geweben und Zelltypen zeigen, dass Entzündung Einfluss auf die mitochondriale Funk-

tion nehmen kann und die mitochondriale Atmungskapazität reduziert [26, 62, 63, 125]. 

RvE1 war in der Lage, diese verminderte maximale Atmungskapazität unter TNF-α 

vollständig wiederherzustellen. Dabei veränderte RvE1 jedoch nicht die beiden anderen 

Parameter Routine- und LEAK-Atmung. Dies ist ein Hinweis, dass RvE1 lediglich den 

Folgen der Entzündung entgegen steht, ohne in das funktionierende physiologische Sys-

tem einzugreifen. 

Die maximale Atmungskapazität kann als Maß für die mitochondriale respiratorische 

Reserve angesehen werden. Die eingeschränkte Leistungsfähigkeit der Mitochondrien 

geht somit mit einer eingeschränkten Möglichkeit zur ATP-Produktion einher, was zum 

bioenergetischen Versagen der Zellen führen kann [17, 55, 129]. So konnten Brealey et 

al durch Muskelbiopsien von 28 an Sepsis erkrankten Patienten zeigen, dass diejenigen, 

welche die Sepsis nicht überlebten signifkant geringere ATP-Spiegel aufwiesen [19]. 

Der Rückgang der mitochondrialen Atmung unter inflammatorischen Bedingungen 

kann durch eine Hemmung der mitochondrialen Komplexaktivität verursacht werden. 

Durch TNF-α wird das Spingholipid Ceramid produziert, welches unter anderem 

Lipidperoxidationen verursacht und zu einem Aktivitätsverlust der Cytochrom-c-

Oxidase führt [50]. Die genannten Veränderungen führen zur Bildung von ROS [50]. 

ROS sind für viele physiologische Zellvorgänge essentiell und normalerweise von einen 

antioxidativen Netzwerk kontrolliert [73]. Im Rahmen von Entzündungen kann diese 

Feinregulierung gestört werden und es kommt zu einer übermäßigen, schädigenden 

ROS-Produktion, welche durch einen sogenannten Permeabilitätsübergang der Mito-

chondrien zur Apoptose der Zelle führen kann [49]. Aufgrund der Vielzahl von Funkti-

onen von Mitochondrien (neben den genannten, unter anderem auch Regulierung des 

Calciumhaushaltes, Teilnahme an intrazellulären Signalkaskaden, Codierung von 

Polypeptiden und Transfer-DNA, Zitronensäurezyklus, β-Oxidation von Fettsäuren, 

Biosynthese von Häm und bestimmten Phospholipiden) kann eine Schädigung durch 

Inflammation den klinischen Verlauf von schwerer Entzündung und Sepsis negativ be-
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einflussen [49, 110, 144]. So gibt es Studien, die in der Sepsis reduzierte ATP-

Konzentrationen und eine Hemmung der Atmungskette in verschiedenen Geweben 

nachweisen konnten [19, 52, 83]. 

Eine weitere Studie unserer Arbeitsgruppe mit mononukleären Zellen des peripheren 

Blutes (peripheral blood mononuclear cells; PBMCs) konnte die negative Auswirkun-

gen von Entzündung, insbesondere auf Zellatmung, nachweisen. Sie ist bisher die einzi-

ge weitere veröffentlichte Untersuchung, welche die Normalisisierung der maximalen 

mitochondrialen Atmungskapazität durch RvE1 in PBMCs zeigen konnte [61]. 

 

Durch Vergleiche der mitochondrialen DNA mit nukleärer DNA (gemessen an 

GAPDH) konnte ein unterschiedlicher Mitochondriengehalt als Ursache für die Verän-

derungen ausgeschlossen werden, was darauf hinweist, dass durch das entzündliche 

Geschehen dieses Experimentes die mitochondriale Funktion beinträchtigt wird. 

 

4.4. Mitochondriale Dysfunktion durch Veränderung der mitochondrialen Mor-

phologie 

Mitochondrien sind dynamische Organellen, die ständig miteinander verschmelzen und 

sich teilen. Diese Prozesse sind unter anderem wichtig für die mitochondriale Verer-

bung und für die Aufrechterhaltung der mitochondrialen Funktionen [144]. Gleichzeitig 

ist diese mitochondriale Dynamik auch ein zentraler Bestandteil für (physiologischen) 

programmierten Zelluntergang [144].  

Verschiedene Studien belegen den Zusammenhang zwischen einer Dysbalance dieser 

mitochondrialen Dynamik und zahlreichen Erkrankungen. So fanden Knott et al. Hin-

weise auf Interaktionen von mutierten Proteinen, wie sie bei Erkrankungen wie Morbus 

Parkinson oder Chorea Huntington auftreten, mit Proteinen der Spaltungs- und Fu-

sionsmaschinerie [77]. Weitere Studien konnten Mutationen in mitochondrial fusion -

Proteinen bei Optikusatrophie [24, 33], eine gestörte mitochondriale Dynamik bei 

renalen Erkrankungen [155], Assoziationen zwischen Diabetes mellitus Typ 2 und 

mitochondrialer Dysfunktion [151] sowie veringerte Expression von mitochondrial fu-

sion -Proteinen in Zusammenhang mit kardialer Hypertrophie [141] zeigen. 

Schon lange ist bekannt, dass Entzündung zur Produktion von ROS führt [91], vor allem 

in der gravierendsten Form von Entzündung, der Sepsis [49, 57]. ROS sind nicht nur ein 
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Produkt von Mitochondrien, sondern auch ein mitochondrienschädigendes Agens und 

führen somit, neben anderen Faktoren, zu mitochondrialer Dysfunktion. Diese Dysfunk-

tion konnten wir in Form von eingeschränkter respiratorischer Kapazität in unserem 

Experiment nachweisen (siehe 3.4 und 4.3). Des Weiteren konnten bereits weitere Stu-

dien mitochondriale Dysfunktion mit Sepsis in Verbindung bringen [13, 19, 20, 32, 53]. 

Unsere Arbeitsgruppe konnte bereits in PBMCs und mit dieser Arbeit in A549-Zellen 

nachweisen, dass die Auswirkungen der inflammatorischen mitochondrialen Dysfunkti-

on, durch RvE1 vollständig wiederhergestellt werden konnte [61]. 

Dieser Effekt lässt sich ebenfalls auf der Ebene der Genexpression beobachten. So 

konnte gezeigt werden, dass RvE1 unter entzündlichen Bedingungen die Fis-1-

Expression, die eine der am besten untersuchten Komponenten der mitochondrial     

fission - Reaktionen ist, reduziert. Fis-1 (Mitochondrial fission 1) ist ein 

Membranrezeptor auf der äußeren Membran von Mitochondrien, der für die Rekrutie-

rung von DRP1 oder DLP1 (Dynamin related protein 1) zuständig ist. Gleichzeitig be-

einflusst RvE1 die mitochondriale Fusion durch verstärkte Genexpression von MFN1. 

Auf Proteinebene wirkt RvE1 der TNF-α-induzierten verminderten Produktion von 

MFN1 entgegen und fördert so Fusionsprozesse. Resolvin greift so in die morphologi-

schen Veränderungen der Mitochondrien ein. 

Diese Befunde könnten von Interesse sein, da es zunehmend Belege für eine zentrale 

Rolle von mitochondrial fission and fusion als Schlüssel zur Reparatur von geschädig-

ten mitochondriellen Komponenten gibt. Der Zusammenschluss von Mitochondrien 

miteinander dient vor allem dem Austausch von Komponenten zwischen geschädigten 

und nichtgeschädigten Mitochondrien (Netzwerkbildung) [8, 23, 96]. Darüber hinaus ist 

das Verschmelzen zweier benachbarter Mitochondrien ein entscheidender Prozess, der 

den Austausch von Metaboliten ermöglicht, um die Integrität der Mitochondrien und 

eine ausreichende Energieversorgung sicherzustellen [108]. Auf der anderen Seite ha-

ben die Mitochondrien die Möglichkeit über fission-Reaktionen geschädigte Arreale 

abzutrennen [135]. Diese Entlastung geschädigter Areale dient somit die Integrität des 

gesamten Netzwerkes von Mitochondrien aufrechtzuerhalten [56]. 

Aufgrund neuartiger Einblicke in die morphologische mitochondriale Dynamik wurde 

deutlich, dass sich Mitochondrien schnell an zelluläre bioenergetische Anforderungen, 
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Energieaufwand oder Zellstress, wie schwere Entzündungen, anpassen können, um zel-

luläre Homöostase zu erhalten [144]. 

 

Zusammenfassend greift RvE1 in die Signaltransduktion von Entzündungen ein, um 

diese zu regulieren und zu beenden und zeigt somit antiinflammatorische Effekte. 

Gleichzeitig wurden in mehreren Studien aktive entzündungsauflösende Wirkungen von 

RvE1 beschrieben [28, 105, 136]. Ein weiterer Weg, das Entzündungsgeschehen positiv 

zu beeinflussen könnte die Wirkung des RvE1 auf die mitochondriale Morphologie 

sein. Wir haben daher den Einfluss von mitochondrial fission and fusion auf Entzün-

dung in humanem Alveolarepithel unter experimentellen Bedingungen untersucht. Hier-

zu verwendeten wir die zwei bisher am besten untersuchten Spaltungsinhibitoren 

Mdivi-1 und Dynasore. 

 

4.5. Möglicher Therapeutischer Ansatz durch Mdivi-1 und Dynasore 

Da wir bereits einen Einfluss von RvE1 auf Gene und Proteine der mitochondrial fission 

and fusion erkennen konnten, untersuchten wir den Einfluss mitochondrialer Dysfunkti-

on auf entzündliche Vorgänge in humanen Alveolarzellen. Wie bereits erwähnt wurden 

in dieser Studie die Spaltungsinhibitoren Mdivi-1 und Dynasore verwendet. 

Dynasore inhibiert die GTP-Hydrolyse von Dynamin-1, Dynamin-2 und DRP1 in nicht-

kompetitiver Weise durch Bindung an die GTPase-Domäne [85]. 

Im Gegensatz zu Dynasore reduzierte die Inkubation humaner Alveolarepithelzellen mit 

Mdivi-1 die TNF-α-induzierte Bildung proinflammatorischer Zytokine signifikant. Da-

rüber hinaus stellte Mdivi-1 die beeinträchtigte mitochondriale Atmung unter experi-

menteller Entzündung vollständig wieder her. 

Bis auf die Tatsache, dass Entzündung und oxidativer Stress zu einer Fragmentierung 

von Mitochondrien führen um den Abbau der schwer geschädigten Organellen zu er-

leichtern, ist bisher wenig über die Rolle von mitochondrial fission während 

inflammatorischen Geschehens bekannt [46, 154]. 

Verschiedene Studien belegen den Zusammenhang zwischen der chronisch entzündli-

chen Lungenerkrankung und mitochondrialer Dysfunktion [145, 153], jedoch ist dies, 

nach besten Wissen, die erste Studie die diesen Zusammenhang unter experimenteller 

Entzündung in humanen Alveolarepithelzellen untersucht. 
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Park und Kollegen konnten in murinen Mikrogliazellen zeigen, dass die Hemmung der 

LPS-induzierten mitochondrial fission und die Bildung von ROS durch Mdivi-1, die 

Produktion pro-inflammatorischer Mediatoren über Reduktion von NF-κB und mitogen-

aktivierter Proteinkinase (MAPK)-Signalgebung verringert [101]. Fan et al. demons-

trierten kürzlich, dass Mdivi-1 eine frühe Hirnschädigung nach experimenteller 

Subarachnoidalblutung, vermutlich durch Unterdrückung der entzündungsbedingten 

Störung der Blut-Hirn-Schranke, abschwächte [43]. Weitere Studien belegen den Zu-

sammenhang zwischen Entzündung und einer gestörten mitochondrialen Dynamik für 

entzündungsinduzierte Knochenzerstörung [156], Inflammasomaktivierung [157] und 

Efferozytose [142]. Basierend auf diesen und unseren Daten, könnte die Modifikation 

von mitochondrial fission and fusion mit dem Ziel, die Integrität und Homöostase der 

Mitochondrien wiederherzustellen, als neuer therapeutischer Ansatz für die Behandlung 

von entzündlichen Erkrankungen in Zukunft in Frage kommen. Ferner konnten Islam et 

al. und Spees et al. auf anderem Wege zeigen, dass die Wiederherstellung des 

mitochondrialen Potentials einer Zelle deren Überleben verbessert [70, 126]. Eine vor 

Kurzem veröffentlichte Studie konnte dies auf Modelle von Atemwegsverletzungen und 

Entzündungen übertragen [3]. Des Weiteren konnten die Kollegen um Gonzalez positi-

ve Effekte auf die mitochondriale Dynamik durch die Gabe von Mdivi-1 vor Induktion 

einer Sepsis durch cecal ligation and punction, nachweisen [56]. In dieser Studie konnte 

nicht nur eine Minderung der mitochondrialen Dysfunktion beobachtet warden, sondern 

damit einhergehend auch ein verminderter Zelluntergang durch Apoptose [56]. 

 

Ein bemerkenswerter Befund der vorliegenden Studie ist die unterschiedliche Wir-

kungsweise von Mdivi-1, das entzündungshemmende Eigenschaften hat, und Dynasore, 

das in unserer Versuchsanordnung keine Auswirkungen auf die Bildung von Entzün-

dungsmediatoren oder die Atmung der Mitochondrien zeigte. Hecker et al. haben kürz-

lich in einem Modell experimenteller Entzündungen gezeigt, dass beide Inhibitoren in 

menschlichen PBMC ähnliche entzündungshemmende Wirkungen induzieren [61]. Ne-

ben einer weiteren Studie zur Untersuchung von Mitochondrien und Endothelin-1-

induzierter Arterienkonstriktion [22], konnten wir in der Literatur keine weiteren direk-

ten Vergleiche dieser beiden Inhibitoren finden. Als mögliche Erklärung für die beo-

bachteten unterschiedlichen Effekte der beiden Inhibitoren nehmen wir neben einem 
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zelltypspezifischen Phänomen an, dass Mdivi-1 selektiver zu sein scheint als Dynasore. 

Dieser Aspekt wird durch die Tatsache gestützt, dass Dynasore die GTP-Hydrolyse von 

Dynamin-1, Dynamin-2 und DRP1 auf nicht-kompetitive Weise durch Bindung an die 

GTPase-Domäne inhibiert, wohingegen Mdivi-1 selektiv die Aktivität von DRPs der 

mitochondrialen Teilung hemmt, indem es an eine allosterische Stelle bindet [85, 133]. 
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5. Zusammenfassung 

Zusammenfassend haben wir in der vorliegenden Studie gezeigt, dass RvE1 entzün-

dungshemmende Eigenschaften in menschlichen Alveolarepithelzellen besitzt. Unter 

experimenteller Entzündung zeigte sich eine gesteigerte Produktion von 

proinflammatorischen Interleukinen, sowie eine gestörte mitochondriale Atmung und 

spiegelte somit eine schwere Einschränkung der mitochondrialen Funktion wider. RvE1 

konnte diese Folgen entzündlicher Aktivität für Mitochondrien vollständig wiederher-

stellen und die Bildung proinflammatorischer Faktoren herabregulieren. 

Auf Ebene der Proteine konnten wir Veränderungen in der mitochondrialen Dynamik 

dokumentieren. Auch hier zeigte RvE1, dass es die Auswirkungen der Entzündung 

rückgängig machen kann. Der Eingriff in die Regulation der Morphologie der Mito-

chondrien könnte einer der Mechanismen sein, welche die entzündungshemmende und 

krankheitsmodifizierende Wirkung von RvE1 erklärt. Ein weiterer Hinweis hierauf lie-

ferten die Ergebnisse aus den Experimenten mit Mdivi-1. Die Verhinderung von fission 

der Mitochondrien konnte ganz ähnliche Ergebnisse erzielen, wie zuvor RvE1. Die 

Funktionen von mitochondrial fission and fusion scheinen eng mit der Pathogenese von 

Entzündungsvorgängen in Lungenzellen verknüpft zu sein. Inwieweit die Manipulation 

der mitochondrialen Dynamik in Zukunft zu neuen, nicht-antibiotischen Therapieansät-

zen für Lungeninfektionen führen könnte, müssen weiter Experimente zeigen.  

Interresanterweise konnten wir weder den, für RvE1 bekannten, ChemR23-Rezeptor in 

A549-Zellen, noch einen Zusammenhang zwischen BLT-1 und der 

antiinflammatorischen Wirkung von RvE1 nachweisen. Weitere Studien könnten neue 

Interaktionspunkte von RvE1 aufdecken. 
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6. Summary 

In summary, in the present study we have shown that RvE1 has antiinflammatory pro-

perties in human alveolar cells. 

There was a greater production of proinflammatory interleucins and a disturbed 

mitochondrial respiration in experimental inflammatory. This shows the severe 

restriction of the mitochondrial function. We show that RvE1 totally restores the 

conesequences of inflammation and downregulates the proinflammatory interleukins. 

RvE1 also interacts with proteins, especially in our setting with the proteins for fission 

and fusion. RvE1 countermand the effects of our experimental inflammation. 

The interaction of RvE1 with the fission and fusion machinery might be one of the 

mechanisms explaining the anti-inflammatory and disease-modifying effect of RvE1. 

This statement is supported by the results of our experiments with Mdivi which delivers 

similar results by blocking the fission of mitochondria. 

Furthermore our results indicate an association between the fission and fusion 

machinery and the pathogenesis of inflammation of pulmonary cells, which may lead to 

novel non-antibiotic-based therapeutic approaches for pulmonary infections in the futu-

re. This will be the task of further studies. 

Interestingly, we were unable to detect either the RVE1-known ChemR23 receptor in 

A549 cells, nor did we detect an association between BLT-1 and the anti-inflammatory 

effect of RvE1. Further studies may reveal new interaction points of RvE1. 
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7. Abkürzungsverzeichnis 

 

18R-HEPE 18R-hydroxy-5Z,8Z,11Z,14Z,16E-eicosapentaenoic acid 

TMB 3,3′,5,5′-Tetramethylbenzidin 

ALI acute lung injury, akute Lungenschädigung 

ARDS acute respiratory distress syndrome 

ADP Adenodiphosphat 

AMP Adenosinmonophasphat 

ATP Adenosintriphosphat 

ALA Alpha-Linolensäure  

ATS American Thoracic Society 

APS Ammoniumpersulfat 

5-Lox Arachidonat-5-Lipoxygenase 

AA Arachidonsäure 

BSA bovines Serumalbumin  

FCCP carbonylcyanide p-trifluoromethoxyphenylhydrazone 

ChemR23 Chemerin Receptor 23 

CMKLR1 chemokine like receptor 1  

CAP community-aquired pneumonia 

CXCL C-X-C Motif Chemokine Ligand 

COX-2 Cyclooxygenase-2 

DAMP danger associated molecular patterns 

dNTP Desoxynucleosidtriphosphate 

DNA Desoxyribonukleinsäure 

DMSO Dimethylsulfoxid 

DHA Docosahexaensäure 

DPBS Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline 

DMEM Dulbecco's Modified Eagle Medium 

DRP-1 dynamin related protein 1 

DY Dynasore 

EPA Eicosapentaensäure 
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eNOS endotheliale Stickstoffmonoxid-Synthase 

EDTA Ethylendiamintetraessigsäure 

ERK extracellular signal-regulated kinases 

FCS fetales Kälberserum 

GCS Glasgow-Coma-Scale  

G-CSF Granulozyten-Kolonie-stimulierender Faktor  

GM-CSF Granulozyten-Makrophagen-Kolonie-stimulierender Faktor 

GTP Guanosintriphosphat 

HAP hospital-aquired pneumonia 

PVMD-Membran Immobilon-P Transfer Membran  

IDSA Infectious Diseases Society of America 

IAP institution-acquired pneumonia 

IL Interleukin  

LEAK ist eine dissipative Komponente der Atmung, die für die Durch-

führung biochemischer Arbeiten nicht zur Verfügung steht 

CAPNETZ Kompetenznetz Ambulant erworbene Pneumonie 

cDNA komplementäre Desoxyribonukleinsäure 

LTB4 Leukotriene B4 

LTC4 Leukotriene C4 

LTD4 Leukotriene D4 

BLT1 Leuktrien B4- Rezeptor 1 

LPS Lipopolysaccharid 

M1 Makrophagen Typ 1 

M2 Makrophagen Typ 2 

MAX Maximale Atmung in der Respirometry 

Mdivi Mdivi-1, 3-(2,4-Dichloro-5-methoxyphenyl)-2,3-dihydro-2-

thioxo-4(1H)-quinazolinone 

FIS-1 Mitochondrial fission 1 protein 

MRC mitochondrial respiratory chain 

mtDNA mitochondriale Desoxyribonukleinsäure 

MFN1 Mitofusin-1 
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MFN2 Mitofusin-2 

MAPK mitogen-activated protein kinases 

MCP Monozyten-Chemoattraktant-Protein 

TEMED N,N,N,N-Tetramethylethylendiamin  

SDS Natriumdodecylsulfat 

NF-кB nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer 

nDNA nukleare Desoxyribonukleinsäure 

OPA-1 optic atrophy gen 1 

NAD+ oxidierte Form Nicotinamid-Adenin-Dinucleotid  

PAMP pathogen associated molecular patterns 

PRR pattern recognition receptors  

Ct PCR-Zyklusanzahl 

PBMCs peripheral blood mononuclear cells 

PI3K Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase 

PCR Polymerase-Kettenreaktion  

PMN polymorphonuclear cell 

PUFA polyunsaturated fatty acids 

PVDF-Membran  Polyvinylidenfluorid 

Akt Proteinkinase B 

qSOFA quick Sequential Organ Failure Assessment 

ROS Reactive Oxygen Species, Sauerstoffradikale 

qPCR Real-Time Polymerase-Kettenreaktion  

NADH reduzierte Form Nicotinamid-Adenin-Dinucleotid  

rM resolution phase macrophages 

RvD1 Resolvin D1 

RvE1 Resolvin E1 

RvE2 Resolvin E2 

RvE3 Resolvin E3 

RvD Resolvine D 

RvE Resolvine E 

RNA ribonucleic acid, Ribonukleinsäure 
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RLT RNeasy Lysis Buffer 

SOFA Sequential Organ Failure Assessment 

SPM specialized proresolving mediators 

SIRS systemisches inflammatorisches Response-Syndrom 

TLR Toll-like-Rezeptor 

TGF transformierenden Wachstumsfaktor  

TRIS Tris Pufferan
®

 

TBS Tris-Buffered-Saline-Puffer  

TNF-α Tumornekrosefaktor-α 

p53 humaner Tumorsuppressor p53 

TBS-T Waschpuffer für Western Blot auf Basis des Tris-Buffered-

Saline-Puffer  

WB Western Blot 
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