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Einleitung

1. Einleitung
1.1. Die akute respiratorische Insuffizienz

1.1.1. Definition der akuten respiratorischen Insuffizienz

Die akute respiratorische Insuffizienz (,,acute respiratory distress syndrome®, ARDS) ist
eine lebensbedrohliche Erkrankung mit einer Sterblichkeitsrate von iiber 40 Prozent (Ware
and Matthay, 2000).

ARDS wird definiert als eine akute, diffuse, entziindliche Lungenfunktionsstérung, die mit
einer erhohten Permeabilitit der Gefdle, erhohtem Lungengewicht und Verlust an
ventiliertem Lungengewebe einhergeht. Die Kennzeichen sind Hypoxidmie, bilaterale
Infiltrate im  Thoraxrontgen, erhohte  Totraumventilation und  verminderte
Lungencompliance. Morphologisch zeigt sich in der akuten Phase eine diffuse alveolére
Schiidigung mit alveolirem Odem, Bildung hyaliner Membranen, Himorrhagien und
Entziindung (Ware and Matthay, 2000).

Das Syndrom wurde 1967 erstmals beschrieben (Ashbaugh et al., 2005), danach waren
viele unterschiedliche Definitionen gebrduchlich, wodurch eine Vereinheitlichung
schwierig war. 1994 wurde erstmals eine einheitlich giiltige Definition der akuten
respiratorischen Insuffizienz durch die amerikanisch-européische Konsensuskonferenz
eingefiihrt. Damals wurde zwischen dem ARDS und dem weniger schwerwiegenden
sacute lung injury (ALI) streng nach Oxygenierungsindex (PaO,/FiO;) unterschieden
(Bernard et al., 1994).

2012 wurde eine neue Definition (,,Berlin Definition*) durch die ARDS Definition Task
Force etabliert (Ranieri et al., 2012). Ab sofort wird zwischen leichtem, moderatem und
schwerem  ARDS  unterschieden. @ Das  Unterscheidungskriterium  ist  der
Oxygenierungsindex (PaO,/FiO,). Dabei wird der arterielle Sauerstoffpartialdruck (PaO,)
im Blut bestimmt und dieser dann durch die inspiratorische Sauerstoffkonzentration (FiO;)
dividiert. Bei einem Oxygenierungsindex zwischen 200 und 300 mm Hg spricht man von
mildem ARDS, bei 100 bis 200 mm Hg PaO,/FiO, handelt es sich um moderates ARDS
und eine Oxygenierungsindex <100 mm Hg kennzeichnet die schwere Form der
Insuffizienz. Weiterhin muss der Verlauf der Erkrankung akut sein, die Symptome also
innerhalb einer Woche nach einem auslésenden Stimulus auftreten. Es darf kein

1
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Herzversagen oder eine Uberladung mit Fliissigkeit ursichlich fiir die Odembildung sein
und es miissen bilaterale Verschattungen im Thoraxrontgenbild zu sehen sein, die nicht nur

auf das Odem oder Knoten zuriickzufiihren sind (Ranieri et al., 2012).

1.1.2. Ursachen

Die Griinde fiir eine akute respratorische Insuffizienz konnen vielfdltig sein. Man
unterscheidet zwischen direktem Lungenschaden einerseits, und sekundérer
Lungenschidigung aufgrund extrapulmonaler Ursachen andererseits.

Eine direkte Schidigung der Lunge kann bedingt sein durch Pneumonien (bakteriell oder
viral), Aspiration von Mageninhalt, Lungenkontusion, Embolien, Beinahe-Ertrinken,
Inhalation toxischer Substanzen oder durch Beatmungstraumata. Extrapulmonale Ausldser
des ARDS beinhalten Sepsis, schweres Trauma mit Schock und multiplen Verletzungen
nach Unfillen, Transfusionen, Drogeniiberdosis, akute Pankreatitis sowie operative

Eingriffe (Hudson et al., 1995).

1.1.3. Pathophysiologie

Charakteristisch fiir das ARDS ist eine Schiadigung von alveolirem Epithel und dem
angrenzenden Endothel der Kapillaren. Dies fiihrt zu einer Permeabilisierung der
alveolokapilldren Barriere mit Ausbildung eines Protein-reichen alveoliren Odems (Pugin
et al, 1999). Weiterhin kommt es zur Aktivierung von Leukozyten, was zu einer
Akkumulation von Leukozyten im GefaB3bett der Lunge sowie im Lungeninterstitium fiihrt
und im Folgenden zur Migration v.a. von neutrophilen Granulozyten in den Alveolarraum.
(Andonegui et al., 2003)

Die Schiadigung der Epithelzellen hat oft dramatische Folgen. Der Transport von
Fliissigkeit aus dem Alveolarraum ist gestort. Ebenso ist die Produktion von surfactant
reduziert (siehe 1.1.6), was zu einem zunehmenden Kollaps der Alveolen und zu einer
erleichterten Ausbreitung von Bakterien und Viren fiihrt. Dies ist auf den Wegfall der
Immunfunktion der Surfactantproteine zuriickzufithren. Das aktivierte Epithel sowie
Leukozyten setzen proinflammatorische Mediatoren, wie Tumor-Nekrose-Faktor-oo (TNF-

a), Makrophagen-Inflammatorisches-Protein 2 (MIP 2) und Interleukine frei.
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Neutrophile Granulozyten sind die dominierenden Leukozyten im ARDS, sie sind ein
Indikator fiir das Ausmal} der Lungenschidigung (Pittet et al., 1997). Initial sind sie zur
Bekdmpfung von Mikroorganismen ein wichtiger Bestandteil der korpereigenen Abwehr,
deshalb sind antiinflammorische Therapieversuche bislang erfolglos geblieben. Im
weiteren Verlauf tragen proinflammatorische Mediatoren, Sauerstoffradikale und
Proteasen maBgeblich zur Entzlindung bei.

Nach der akuten Phase kommt es bei vielen Patienten zu einem unkomplizierten Verlauf
mit schneller Auflosung der Entziindung (Matthay, 1990). Bei einem Teil der Patienten
entwickelt sich jedoch eine fibrosierende Alveolitis mit Deposition von extrazelluldrer
Matrix (Kollagen, Fibronektin), die mit einer erhohten Mortalitétsrate einhergeht.

Das akute Lungenversagen stellt eine schwerwiegende Erkrankung mit hoher
Sterblichkeitsrate dar. Die Inzidenz liegt in Deutschland bei ca. 3,5 — 4,5/100000
Menschen an einer schweren ARDS, die Letalitdt liegt bei 40-50 % (Esteban et al., 2002).

Alveolamaum

G

— —— -

..‘ ;._.‘ o....- _ “..

Abbildung 1 Schematische Darstellung der alveolokapilliren Barriere im gesunden
Organismus

Im Alveolarraum befinden sich wenige Alveolarmakrophagen, die Epithelzellen bilden
eine dichte Barriere. Der Zwischenraum zwischen alveoldrer Epithelzellschicht und
Endothelzellschicht der Kapillaren ist physiologischerweise mikroskopisch diinn.
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Alveolaraum

Abbildung 2 Schematische Darstellung der alveolokapilliren Barriere im ARDS

Die Zerstérung der Integritét der Barriere fiihrt zu einer Ansammlung von proteinreicher
Odemfliissigkeit in den Alveolen und im Lungeninterstitium. Blutleukozyten migrieren
durch die Endothelschicht in das Lungeninterstitium und von dort weiter in den
Alveolarraum. Erythrozyten wandern ebenfalls durch die gestorten Zellschichten.

1.1.4. LPS-induzierte Signaltransduktion

Lipopolysaccharide (LPS) sind thermostabile Verbindungen aus Fetten (Lipo-) und
Zucker-Bestandteilen (Polysaccharide). Sie sind Wandbestandteil gramnegativer
Bakterien, die vom Immunsystem als Antigen identifiziert und als Endotoxin
wahrgenommen werden.

Strukturell ist der Lipidteil (Lipid A) von den Polysaccharid-Seitenketten, die stark
variabel sind oder auch fehlen konnen, zu unterscheiden.

Lipid A ist bei fast allen gram-negativen Bakterien gleich, es ist als Kern des Molekiils fiir
die immunologischen Funktionen verantwortlich und Bindestelle fiir LPS-bindendes
Protein (LBP), das fiir die weitere Signaliibertragung wichtig ist (Tobias et al., 1989).

Wird ein Organismus LPS ausgesetzt, so laufen immer gleiche Signalwege ab (Fenton and
Golenbock, 1998; Schumann et al., 1994b; Schumann et al., 1994a). LPS wird von
verschiedenen Molekiilen auf der Zellmembran von Leukozyten erkannt und gebunden,
dazu gehoren CD14, der macrophage scavenger receptor (SR) und die B2-Leukozyten
Integrine.

Da LPS nur schwer diffundiert und in wéssriger Umgebung Aggregate bildet, bendtigt es
das LPS-bindende Protein (LBP), um die Bindung an die Rezeptoren herzustellen
(Hailman et al., 1994). LBP fungiert als Lipid-Transfer-Protein und transferiert LPS
einerseits auf die Membranrezeptoren der Immunzellen, andererseits aber auch auf

Lipoproteine, wodurch seine biologische Aktivitit neutralisiert wird (Skarnes, 1966).
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LBP ist ein Akute-Phase-Protein, das hauptsédchlich in der Leber produziert wird, zum Teil
aber auch in der Lunge. Der Plasma-Spiegel steigt bei entziindlichen Geschehen stark. Es
konnte auflerdem gezeigt werden, dass bei Patienten mit ARDS die LBP-Level in der
bronchoalveoldren Lavage (BAL) stark erhoht waren (Martin et al., 1997).

CD14 ist ein Glykoprotein auf der Oberfliche mononukledrer Zellen sowie neutrophiler
Granulozyten (Goyert et al., 1986; Wright et al., 1990).

Bindet LPS an CD14 kann jedoch keine direkte transmembrane Aktivierung erfolgen, da
CD14 ein Glycosylphosphatidylinositol (GPI)-gebundenes Protein ist. Es erfolgt ein
Transfer auf den TLR4-MD-2 (toll-like-receptor 4 - lymphocyte antigen 96) Komplex (da
Silva et al., 2001; Shimazu et al., 1999).

Der TLR4 ist der Haupt-Rezeptor fiir die durch LPS ausgeldsten Effekte (Andonegui et al.,
2003). Uber MyD88, das ,,myeloid differentiation primary response gene 88, werden nun
weitere Kinasen aktiviert, unter anderem die Interleukin-1 Rezeptor—assoziierte Kinase
(IRAK). Diese wiederum aktiviert den Tumor-Nekrose-Faktor-Rezeptor-assoziierten
Faktor 6 (TRAF 6). Die Kinasen phoshorylieren den Inhibitor (IxB) des Nukledren
Faktors—«B (NF-xB). Dadurch kommt es zur Abspaltung des Inhibitor-Komplexes und
folglich zur Aktivierung des pro-inflammatorisch wirkenden Transkriptionsfaktors NF-kB.
Durch die Translokation von NF-kB aus dem Zytosol in den Zellkern wird die
Transkription von pro-inflammatorischen Zielgenen initiiert. Gene, die unter anderem
durch NF-«kB reguliert werden sind die pro-inflammatorischer Mediatoren und Zytokine,
wie z.B. TNF-a oder Interleukin (IL)-8 (Han et al., 2002; Poynter et al., 2003), denen

wiederum im ARDS eine Schlisselrolle zukommt.
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Abbildung 3 LPS-Signalkaskade

LPS bindet an LBP, dieser Komplex wird dann auf das membrangebundene CD14
iibertragen. Uber den TLR4 wird das Signal ins Innere der Zelle weitergegeben, die
Signaltransduktion erfolgt tiber MyD88, IRAK und TRAF6. Durch Phosphorylierung wird
IxB abgespalten und somit NF-kB aktiviert. Nach Translokation in den Zellkern lagert sich
NF-kB an die DNA an und fiihrt zur proinflammatorischen Genexpression. (Darstellung
modifiziert nach (Cohen, 2002)

1.1.5. Transmigration von Leukozyten

Die Migration von Leukozyten aus dem Gefillsystem an den Ort eines entziindlichen
Geschehens ist einer der wichtigsten Schritte zur Bekdmpfung einer Infektion.

Durch die besondere Anatomie der Lunge ist dieser Vorgang nicht mit der Transmigration
von Leukozyten in anderen Organen zu vergleichen, bei denen die Leukozyten-Migration
in den postkapilldren Venolen stattfindet.

In der Lunge finden diese Vorginge im Kapillarbett selbst statt. Die Kapillaren weisen
einen Durchmesser von 2 — 15 pm auf, der Durchmesser von Neutrophilen Granulozyten
(PMN) liegt bei 6 — 8 um (Doerschuk et al., 1993). Die Granulozyten miissen also

physiologischerweise ihre Form verdndern, um das Kapillarbett zu passieren (Downey et
6
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al., 1990). Die mittlere Passagezeit ist daher mit 6,1 Sekunden auch deutlich lédnger als die
eines Erythrozyten (1,4 — 4,2 Sekunden). Dies fiihrt dazu, dass sich im Kapillarbett der
Lunge ca. 50-fach mehr PMN befinden als im systemischen Kreislauf (Doerschuk et al.,
1987; Doerschuk et al., 1990a; Downey et al., 1993; Lien et al., 1991).

Bei Bindung chemotaktischer Mediatoren (z.B. Interleukin-8) reagieren die Granulozyten
mit einer massiv erhohten Rigiditdt (Buttrum et al.,, 1994; Downey et al., 1993). Die
Forménderung zur Passage der Kapillaren ist nun nicht mehr moglich, die Zellen werden
somit mechanisch im Kapillarbett gestoppt und lokal an der Alveolarwand konzentriert. Im
Gegensatz zu den anderen Organsystemen werden hier weder L-Selektin noch f3,-Integrine
bendtigt (Doyle et al., 1997).

Nach der initialen Sequestration der Granulozyten werden weitere Vorginge durch
Adhésionsmolekiile beeinflusst, hier v.a. durch die Interaktion zwischen Leukozyten-
Adhésionsmolekiilen mit Endothel-Adhésionsmolekiilen. Doerschuk et. al zeigten 1990,
dass es nun zwei Signalwege fiir die endotheliale Leukozytentransmigration gibt, einen [3-
Integrin-abhiangigen und einen -unabhidngigen Weg, je nach Art des Stimulus. Im Modell
der LPS mediierten Inflammation handelt es sich um einen [,-Integrin-abhingigen
Signalweg (Doerschuk et al., 1990b).

Integrine sind transmembrane, heterodimere Glykoproteine, die mit Immunglobulin-
dhnlichen Glykoproteinmolekiilen interagieren konnen. Sie ermoglichen den Kontakt zu
anderen Zellen und der extrazelluldren Matrix.

Erstaunlich ist, dass bei der B,-Integrin-abhédngigen Signaltransduktion immer noch 20-30
% der Migration Integrin-unabhingig erfolgen. Die Adhésionsmolekiile, die bei der
transendothelialen Migration in der Lunge eine Rolle spielen, sind PECAM-1 (platelet
endothelial adhesion molecule-1, CD31), JAMs (junctional adhesion molecules), VE-
Cadherin (vascular endothelial-cadherin) und CD99 (Burns et al., 2003).

PECAM-1 ist ein Protein der Immunglobulin-Familie und ist auf Endothelzellen,
Thrombozyten und Leukozyten exprimiert. Bei Inhibition dieses Molekiils durch
Antikorper konnte in-vitro 80- 90 % der Transmigration geblockt werden. Bei PECAM-1
knock-out Méusen wird dies jedoch durch andere Mechanismen kompensiert (Muller,
2001).

JAMs sind ebenfalls Proteine der Immunglobulin-Familie; bisher sind 3 verschiedene
Proteine (JAM-1 — 3) bekannt. Bisher scheint allerdings nur JAM-1 eine Rolle bei der
Transmigration in der Lunge zu spielen, JAM-2 und -3 sind nicht ausreichend erforscht.

7
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JAM-1 ist auf Epithelzellen (apikal), Endothelzellen und hadmatopoetischen Zellen
exprimiert und an Zell-Zell-Kontakten lokalisiert, die genaue Funktion ist aber noch unklar
(Martin-Padura et al., 1998).

VE-Cadherin (Cadherin 5) ist ebenfalls auf Endothelzellen in den interendothelialen
Spalten exprimiert. Thm kommt eine wichtige Rolle im Erhalt der Integritit der
endothelialen Barriere zu (Corada et al., 1999). Eine Blockade durch Antikdrper fiihrt zur
Migration von Leukozyten. Migrierende Leukozyten ,,schieben* VE-Cadherin bei ihrer
Wanderung zur Seite, das verdrangte Material fiillt danach das Loch schnell wieder auf
(Steinberg and McNutt, 1999).

CD99 ist ein Typ-I-Transmembranprotein, das auf Leukozyten und Endothelzellen
vorkommt. Dort lokalisiert es an Zell-Zell-Kontakten. Eine Blockade fiihrt zur Hemmung
der Migration von Monozyten, die Wirkung auf Granulozyten ist noch nicht untersucht

(Schenkel et al., 2002).

Es konnte gezeigt werden, dass ca. 50 % der Leukozyten an trizelluldren Zellgrenzen, also
Grenzen an denen 3 Zellen aufeinander treffen, migrieren. 25 % wandern an bizelluldren
Zellgrenzen, zwischen zwei Endothelzellen, aus und wiederum 25 % bevorzugen
transzelluldre Wege, d.h. durch das Zytoplasma von einzelnen Endothelzellen (Burns et al.,
1997).

An trizelluldren Grenzen sind die eigentlich dichten interendothelialen Zellkontakte (tight
Jjunctions) ,,16chrig®, dies zeigt sich an einer verminderten Auspriagung der Kontaktproteine
(Occludin, Zona occludens-1, -2) (Burns et al., 2000).

Bei der Diapedese (Wanderung) der Zellen durch bizelluldre Zellkontakte 6ffnen sich die
tight junctions wie eine Art Vorhang und schlieflen sich direkt wieder (Shaw et al., 2001).
Die Regulation der transzelluldren Migration ist bisher unbekannt. Es gibt jedoch
Hinweise, dass VEGF (vascular endothelial growth factor) endotheliale Liicken induziert
(Roberts and Palade, 1995). Diese transzelluliren Poren entstehen durch Fusion
sogenannter Caveolae der Endothelzellen. Diese Caveolae sind stark mit dem Rezeptor fiir
VEGF besetzt (Feng et al., 1999). Weiterhin befindet sich VEGF in den Granula
neutrophiler Granulozyten und wird bei Stimulation schnell ausgeschiittet, was zu einer
sehr schnellen, massiven Erh6hung der Permeabilitit fiihrt (Gaudry et al., 1997; Taichman
etal., 1997).
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Warum die einzelnen Zellen ihren jeweiligen Migrationsort wéhlen, konnte bisher nicht

gezeigt werden. Die Signalwege bediirfen weiterer Forschung.

Nach der Migration durch das Endothel wandern die Leukozyten durch existierende
Liicken in der Basalmembran, die Proteasen der Granulozyten spielen hierbei keine Rolle
(Parkos, 1997). Es konnte aber gezeigt werden, dass die Fibroblasten im Interstitium eine
Art Fiihrungsfunktion einnehmen und die Leukozyten entlang ihrer Ausldufer wandern
(Behzad et al., 1996).

Zur Migration durch die extrazelluldre Matrix gibt es keine weiteren Informationen, ebenso
weill man nur wenig zur transepithelialen Migration. Zwar sind Adhdsionsmolekiile auf
Epithelzellen ausgeprégt, doch nur auf der apikalen Seite. Die Migration der Leukozyten
erfolgt aber von basal in Richtung apikal, daher sind diese Molekiile nicht von Bedeutung.
Es konnte aber gezeigt werden, dass Leukozyten, ebenso wie bei der transendothelialen
Migration, trizelluldre Grenzen bevorzugen, hier vor allem Grenzen zwischen zwei Typ-I
und einem Typ-II Pneumozyten (Damiano et al., 1980). Diese trizelluldiren Grenzen weisen
ebenfalls Diskontinuititen in den tight junctions auf. Weitere Signalwege und eventuelle

Adhisionsmolekiile sind fiir das Lungenepithel bisher nicht bekannt.

1.1.6. Lungenédem

Die Regulation des Fliissigkeitshaushaltes ist im gesamten Korper eng reguliert. Es besteht
ein Gleichgewicht zwischen Filtration aus dem Blutkreislauf einerseits und Abtransport
dieser Fliissigkeit {iber die Lymphgefde andererseits. Reguliert wird dies durch
hydrostatische und kolloidosmotische Gradienten, wobei die FlieBrichtung der Fliissigkeit
tiber die Druckunterschiede zwischen GefdaBBsystem und Interstitium bestimmt wird
(Bhattacharya et al., 1984).

Das Endothel bildet eine wichtige Barriere zwischen vaskuldrem und interstitiellem
Kompartment. In der Lunge unterscheidet man zwischen ,,diinnen* und ,,dicken*
Segmenten der Blut-Luft-Schranke. Der Gasaustausch findet vorwiegend in den diinnen
Teilen statt, in denen die flache Endothelschicht sich mit der alveoldren Epithelschicht eine
verschmolzene Basalmembran teilt. In den dicken Anteilen befinden sich zwischen den

Basalmembranen noch extrazelluldre Matrix, Fasern und einzelne Fibroblasten. Hier findet
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vor allem der Austausch von Fliissigkeit, Proteinen und anderen Molekiilen statt (Murray,
2010).

Verschiedene Krankheiten werden durch eine Stérung dieser Regulationsmechanismen
ausgelost. Die Reduktion des Fliissigkeitstransports in den Alveolarraum etwa durch eine
Mutation von Ionenkandlen fithrt zur Mukoviszidose, einer schwerwiegenden
Erberkrankung mit eingeschrankter Lebenserwartung beim Menschen. Bei einer Erh6hung
der Flissigkeitsfiltration in die Lunge, die iiber die Kompensationsmechanismen der
Resorption hinausgeht, spricht man von einem Lungenddem.

Dies kann nun mehrere Ursachen haben. Man unterscheidet das kardiogene Odem von
nicht kardiogenen Odemursachen. Beim kardiogenen Odem wird durch einen Anstieg des
pulmonéren kapuilliren Drucks mehr Fliissigkeit in das Lungengewebe gepresst als
resorbiert werden kann. Dies ist z.B. eine Folge von Linksherzversagen (Gropper et al.,
1994).

Bei einem nicht-kardiogenen Lungenddem liegt eine Permeabilititsstorung von Endothel
und auch Alveolarepithel vor, was zu einem Austritt von Fliissigkeit und korpuskuldren
Bestandteilen aus dem Blut in den Alveolarraum und das Lungeninterstitium fiihrt
(Aukland and Reed, 1993). Dieses proteinreiche Transsudat fiihrt zur Storung des
Gasaustausches durch eine massive Erhohung der Diffusionsbarriere. Durch die Stérung
des alveoldren Fliissigkeitsfilms wird auch das surfactant (surface active agent) verdiinnt
und durch Proteine, wie z.B. Gerinnungsfaktoren, inaktiviert. Surfactant ist eine Mischung
aus Phospholipiden und Proteinen und dient zum einen der Reduzierung der
Oberflachenspannung in den Alveolen, zum anderen erfiillt es auch wichtige

immunologische Funktionen (Gunther et al., 2001).

1.1.7. Zytokinsynthese

Zytokine sind Mediatoren des Immunsystems. Sie werden von aktivierten Zellen, wie
Monozyten und Makrophagen, sezerniert und iibermitteln inflammatorische Reize an
Effektorzellen. Ihnen kommt in der Pathogenese des ARDS eine Schliisselrolle zu.

Alveolarmakrophagen befinden sich physiologischerweise in den Alveolen um inhalierte
Pathogene zu bekdmpfen und Partikel zu phagozytieren. Sie sind die initialen Zellen der
angeborenen Immunantwort (Beck-Schimmer et al., 2005). Bei Aktivierung sezernieren sie

Zytokine, darunter Tumor-Nekrose-Faktor (TNF)-a und Interleukin (IL)-1p.
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Sowohl TNF-a als auch IL-13 werden nach einem inflammatorischen Stimulus, z.B. LPS,
innerhalb sehr kurzer Zeit ausgeschiittet und fithren zur Aktivierung membranstiandiger,
spezifischer Rezeptoren. Dies filhrt zu Symptomen wie Fieber, Tachykardie,
Hyperventilation und Gefderweiterung und verursacht die Synthese weiterer Zytokine,
was eine Aktivierung von neutrophilen Granulozyten sowie eine Hochregulation von
Adhisionsmolekiilen auf Endothelzellen und Leukozyten zur Folge hat (Beasley et al.,
1989; Okusawa et al., 1988). Dies wurde nicht nur in experimentellen Modellen, sondern
auch in ARDS-Patienten nachgewiesen (Siler et al., 1989).

TNF-a und IL-1f fiihren zur Ausschiittung von IL-6 durch Monozyten, Makrophagen,
Endothelzellen, Fibroblasten und glatte Muskelzellen (Damas et al., 1989; Steinmetz et al.,
1995). IL-6 stimuliert Akute-Phase-Proteine wie C-reaktives Protein und bewirkt eine
Aktivierung der Komplementkaskade (Bone, 1996). Darliber hinaus bewirkt es die
Ausschiittung von  corticotropin-releasing  hormone (CRH), welches in der
Nebennierenrinde die Cortisolsynthese steigert. Cortisol bewirkt eine negative
Riickkopplung fiir IL-6, iiber eine Hemmung der Produktion in Monozyten und
Fibroblasten (Heinrich et al., 1990).

Transforming growth factor (TGF)-B ist ein weiterer Mediator, der eine wichtige Rolle im
ARDS spielt. Es ist vor allem fiir die Resolution der Entziindung entscheidend, da es einer
der Schliissel-Mediatoren fiir Fibrose ist (Broekelmann et al., 1991). Auch konnte gezeigt
werden, dass eine Hemmung von TGF-B durch Antikérper Maiuse vor LPS- und
Bleomycin-induziertem Lungenversagen schiitzt (Giri et al., 1993).

Doch nicht nur pro-inflammatorische Botenstoffe, sondern auch anti-inflammatorische
Mediatoren spielen eine Rolle im ARDS. So setzen aktivierte Endothelzellen granulocyte-
macrophage colony stimulating factor (GM-CSF) frei, der aktivierend auf Makrophagen
und Endothelzellen wirkt. Dieser Wachstumsfaktor ist bedeutend fiir die Funktion der
Alveolarmakrophagen, die Lungenimmunabwehr und die surfactant-Homdoostase (Trapnell
and Whitsett, 2002).

Das murine macrophage inflammatory protein-2 (MIP-2) entspricht dem humanen IL-8.
MIP-2 bzw. IL-8 sind Chemokine der CxC-Familie und werden nach Induktion von
Endothelzellen, Monozyten, Epithelzellen und Fibroblasten produziert. Chemokine sind
kleine Proteine, die an G-Protein gekoppelte Rezeptoren binden und chemotaktische sowie

aktivierende Effekte auf Leukozyten-Subpopulationen haben.
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Man unterscheidet zwei Gruppen von Chemokinen, die CC-Chemokine einerseits und die
CxC-Chemokine andererseits. Bei CC-Chemokinen liegen die ersten beiden Cystein-Reste
direkt aneinander, sie wirken hauptsidchlich auf Monozyten. Zu dieser Gruppe gehdrt unter
anderem monocyte chemoattractant protein (MCP)-1. In der Gruppe der CxC-Chemokine
werden die ersten beiden Cystein-Reste durch eine weitere Aminosdure verbunden. Zu
dieser Gruppe gehort IL-8 bzw MIP-2, die hauptsdchlich auf neutrophile Granulozyten
wirken, durch Forderung der Chemotaxis sowie durch Expression von

Adhisionsmolekiilen (Weber, 2003; Wolpe et al., 1989).
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1.2. Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF)

1.2.1. Vascular Endothelial Growth Factor

Die VEGF-Familie besteht aus fiinf Proteinen, die funktional und strukturell verwandt
sind, VEGF-A, -B, -C, -D und placental growth factor (PGF). VEGF-A ist das wichtigste
und auch das am besten untersuchte Molekiil dieser Familie, es wird im Folgenden als
VEGEF bezeichnet (Houck et al., 1991; Tischer et al., 1991).

Das Gen des VEGF-A weist acht Exons und sieben Introns auf, durch alternatives splicing
entstehen vier Isoformen mit 121, 165, 189 und 206 Aminosduren. VEGF,; ist ein freies
Protein, das leicht diffundiert und keine Heparin-Bindestelle mehr aufweist. VEGF ;g9 und
VEGF,¢s sind basische Proteine, die vor allem in der extrazelluliren Matrix (ECM) zu
finden sind. Beide weisen eine hohe Affinitdit zu Heparin auf. VEGF¢s ist die am
haufigsten vorkommende Isoform von VEGF, es wird sezerniert, kommt aber auch
membrangebunden und in der ECM vor. Thm kommt also eine intermediédre Stellung zu.
Bei der Maus sind die Isoformen jeweils eine Aminosdure kiirzer als beim Menschen

(Houck et al., 1992).

Die Genexpression von VEGF wird iiber die Sauerstoff-Séttigung und Wachstumsfaktoren
gesteuert. Ein niedriger Sauerstoff-Gehalt fiihrt zur Induktion des hypoxia-inducible factor
(HIF)-1 der wiederum ein wichtiger Transkriptionsfaktor fiir das VEGF-Gen ist. So wird
sichergestellt, dass in Gewebe mit zu niedriger Sauerstoffversorgung neue Gefille
einsprossen, was durch VEGF reguliert wird (Dor et al., 2001).

Mehrere Wachstumsfaktoren sowie Onkogene wie epidermal growth factor (EGF),
transforming growth factor (TGF)-a, TGF-B, keratinocyte growth factor (KGF), insulin-
like growth factor (IGF), platelet-derived growth factor (PDGF), sowie die
proinflammatorischen Interleukine IL-1o und IL-6 haben einen stimulierenden Effekt auf

die VEGF mRNA Expression (Neufeld et al., 1999).

1.2.2. VEGF Rezeptoren

Es gibt drei VEGF Rezeptoren, VEGFR1-3, sowie Isoform-spezifische Co-Rezeptoren, die
Neuropiline und Heparansulfat. Der VEGFR3 ist im Rahmen dieser Arbeit nicht relevant,
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da an ihn nur VEGFC und VEGFD binden und er hauptséchlich in lymphatischen Gefdf3en
zu finden ist (Karkkainen et al., 2002).

Die beiden anderen Rezeptoren sind Tyrosin-Kinasen, die einander sehr dhnlich sind. Sie
weisen eine extrazellulire Domdne mit sieben Immunglobulin-dhnlichen Dominen auf,
eine transmembrane Region und eine Tyrosin-Kinase-Sequenz (Shibuya et al., 1990;
Terman et al., 1991). Der VEGFR1 wird auch als Flt-1 (Fms-like tyrosine kinase 1)
bezeichnet, der VEGFR2 als Flk-1 oder KDR (fetal liver kinase 1, kinase-insert domain-
containing receptor). Beide Rezeptoren binden VEGF mit hoher Affinitdt, dies kann durch
freies VEGF erfolgen oder durch Priasentation durch einen Co-Rezeptor. Darauthin erfolgt
eine Dimerisierung des Rezeptors zu einem Homo- oder Heterodimer, was fiir die
Aktivierung notwendig ist (Dosch and Ballmer-Hofer, 2010; Nilsson et al., 2010). Die
Ubertragung der Signale erfolgt bei beiden Rezeptoren durch eine Phosphorylierung

verschiedener Tyrosin-Reste.

Flt-1 wird vornehmlich in vaskuldren Endothelzellen exprimiert, aber auch andere Zellen,
wie Monozyten, Makrophagen, vaskuldre glatte Muskelzellen (VSMC), dendritische
Zellen und Tumorzellen weisen Flt-1 auf. (Koch et al., 2011)

Durch alternatives splicing entsteht eine weitere Form von Flt-1, die nicht mehr
membrangebunden ist. Diese wird als 16slicher Flt-1 (sFlt-1) bezeichnet. Dieser sFlt-1
iibermittelt natiirlich keine intrazelluliren Signale und wird daher als ein endogener
Inhibitor von VEGF angesehen (Kendall and Thomas, 1993).

Flt-1 ist in der Embryogenese sowie im Neugeborenen wichtig, bei fortschreitendem
Lebensalter wird der Rezeptor weniger bendtigt. Die Expression ist im adulten
Organismus, sowohl beim Tier als auch beim Menschen, erneut erh6ht. In der Promotor-
Region von Flt-1 findet sich eine HIF-1a Bindungsstelle, dies ldsst auf eine Aktivierung
der Genexpression unter hypoxischen Bedingungen schlielen.

Der aktivierte Flt-1 wird durch Endozytose in die Zelle aufgenommen und nicht recycled,
sondern degradiert (Kobayashi et al., 2004).

Flk-1 wird ebenfalls stark in der Embryogenese exprimiert, dies unterstreicht seine
Bedeutung in der Vaskulogenese. Im adulten Organismus zeigt sich erneut eine vermehrte
Expression, es gibt Hinweise, dass KDR dann eine neuroprotektive Wirkung hat. Flk-1 hat

ebenfalls eine durch alternatives splicing entstandene 16sliche Form, den sVEGFR2, der in
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verschiedenen Geweben und im Plasma nachweisbar ist und eine Wirkung auf die Reifung
von Getfédllen ausiibt (Lorquet et al., 2010).

In der Promotor-Region von Flk-1 findet sich jedoch keine Bindungsstelle fiir HIF-1a, die
Expression wird folglich nicht durch diesen Transkriptionsfaktor reguliert (Gerber et al.,
1997).

Aktivierung von Flk-1 fiihrt zur Ablosung des Rezeptors von Caveolin-1 und zu einer
Translokation in Endosomen (Salikhova et al., 2008). Alternativ wird Flk-1 durch
Endozytose in Caveosomen aufgenommen (Labrecque et al., 2003).

Im Gegensatz zu Flt-1 wird dieser Rezeptor nur zum Teil degradiert, der Rest wird
recycled und zur Plasmamembran zuriick transportiert. Die Degradierung héngt von
posttranslationalen Modifikationen wie Ubiquitinierung und Phosphorylierung ab (Singh et
al., 2005; Ewan et al., 2006).

Flk-1 wird in Endothelzellen in Vesikeln gespeichert und nach Stimulation mit VEGF zur
Plasmamembran transportiert (Gampel et al., 2006).

VEGF hat eine etwa 10-fach hohere Affinitdt zu VEGFR1 als zu VEGFR2. Die Kinase
von Flt-1 ist in Endothelzellen im adulten Organismus normalerweise nicht aktiv, Flt-1
konnte also als ein “Decoy”-Rezeptor fungieren, der iiberschiissiges VEGF bindet, so
sequestriert und seine biologische Aktivitit verhindert (Waltenberger et al., 1994).

In Monozyten und Makrophagen ist Flt-1 jedoch aktiv, eine Aktivierung des Rezeptors
durch Phosphorylierung fiihrt in diesen Zellen zur Migration durch Chemotaxis (Clauss et
al., 1996; Barleon et al., 1996). PGF fordert die biologische Verfiigbarkeit von VEGEF,
wahrscheinlich durch Bindung an den Flt-1, wodurch VEGF frei wird und die Bindung an
Flk-1 moglich wird (Park et al., 1994).

Werden Flt-1 und Flk-1 gemeinsam exprimiert, bilden sie bei Aktivierung Heterodimere
welche 10 - 50 % der aktiven Signalkomplexe ausmachen (Huang et al., 2001).

VEGF wird weiterhin durch Co-Rezeptoren gebunden. Hier sind v.a. die Neuropiline
(NRP) 1 und 2 sowie Heparansulfat (HS) von Bedeutung (Grunewald et al., 2010).

In verschiedenen Tumor-Zelllinien, bei denen keine Expression von VEGF-Rezeptoren
bekannt war, sowie in humanen Nabelstrang-Endothelzellen (HUVEC) wurden VEGF
Rezeptoren nachgewiesen, die nur die Isoformen VEGF 45 und VEGF 45 binden (Soker et
al., 1996; Soker et al., 1998). Dies sind NRP1 und 2. Beides sind hochkonservierte

transmembrane Proteine mit unterschiedlicher Verteilung. So kommt bei arteriellen
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Endothelzellen hauptsdchlich NRP1 vor, bei vendsen und lymphatischen Endothelzellen
v.a. NRP2 (Herzog et al., 2001).

NRP1 verstiarkt die Wirkung von Flk-1 auf Endothelzellen, auch ist die Bindungsaffinitat
der Flk-1/NRP1 Komplexe zu VEGF deutlich hoher als die von Flk-1 allein. Die genauen
Mechanismen, wie Neuropiline die Bioaktivitdt von VEGF beeinflussen sind bislang aber
nicht geklért. Neuropiline binden allerdings eine Vielzahl von Liganden und interagieren
mit vielen verschiedenen Rezeptoren und Co-Rezeptoren, ihre Wirkung ist demnach nicht
von VEGEF allein abhingig (Fuh et al., 2000; Soker et al., 2002; Whitaker et al., 2001).
Heparansulfat bindet an VEGF, sowie an alle Rezeptoren und NRP1. Die VEGF-Isoform
121 ist die einzige Isoform, bei der keine Bindung moglich ist, da hier die Bindungsstelle
fehlt. HS-Proteoglykanen (HSAGs) Bindung an VEGF/Rezeptor-Komplexe fiihrt zu einer
Stabilisierung dieser Komplexe und so zu einer Verstirkung der Signaliibertragung
(Stringer, 2006). Weiterhin prasentieren HSPGs VEGF zu Flk-1 und fiihren so &hnlich wie

bei den Neuropilinen zu einer Verstiarkung des Signals (Jakobsson et al., 2006).

1.2.3. Biologische Wirkungen von VEGF

VEGF ist ein wichtiger Uberlebensfaktor fiir Endothelzellen, der iiber den Phosphoinositid
(PI)-3 Kinase - Akt Signalweg vermittelt wird. Die Aktivierung sowohl des Flt-1 als auch
des Flk-1 flihrt zu einer Aktivierung der PI3K, diese dann zur Aktivierung von Akt
(Protein Kinase B). Akt kann BAD (Bcl-2 associated death promoter) phosphorylieren,
wodurch es vom Bcl-2/Bel-X Komplex dissoziiert und so das pro-apoptotische Potential
verloren geht (Song et al., 2005).

Weiterhin induziert VEGF die Expression anti-apoptotischer Proteine wie z.B. Bcl-2 oder
Al (Gerber et al., 1998a; Gerber et al., 1998b; Farahani et al., 2005) und inaktiviert
Caspase-9 durch Induktion der Phosphorylierung (Cardone et al., 1998).

AuBlerdem spielt VEGF eine wichtige Rolle fiir die Chemotaxis von Monozyten (Clauss et
al., 1990) und ist ein sehr potenter Permeabilititsfaktor (Senger et al., 1983).

VEGEF ist ein dullerst wichtiger Mediator fiir die Proliferation von Zellen. Hier spielt die
Aktivierung von Phospholipase Cy (PLCy) eine Schliisselrolle. Sie aktiviert Proteinkinase
C (PKC) und so zur Aktivierung der Mitogen-aktivierten Protein Kinasen (MAPK).

MAPK sind wichtige Mediatoren fiir die Regulation von Permeabilitit und Proliferation.
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VEGF gehort zu den potentesten vaskuldren Permeabilititsfaktoren (Zachary, 2001;
Takahashi et al., 1999).

In der embryonalen Entwicklung spielt VEGF eine Rolle in der Vaskulogenese, VEGF
defiziente Tiere sind nicht lebensfdhig und leiden unter massiven Abnormalitdten u.a. in
der Organentwicklung (Carmeliet et al., 1996; Ferrara et al., 1996).

Auch in der frithen postnatalen Periode ist VEGF fiir die weitere Organentwicklung sowie
das Wachstum, hier vor allem Skelettwachstum und Knochenformation, unentbehrlich

(Gerber et al., 1999b; Gerber et al., 1999a).

VEGF-A
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Abbildung 4 Die Signalwege von VEGF im adulten Organismus

VEGF bindet an den Rezeptor Flt-1 und wird so sequestriert, es findet in Endothelzellen
keine Signaliibertragung statt, in Makrophagen fiihrt die Aktivierung des Rezeptors zu
einer Migration. Nach Bindung an den Flk-1, mit oder ohne Hilfe durch die Neuropiline,
werden verschiedene Tyrosine phosphoryliert. Die folgenden Signalkaskaden sind zum
einen der PI3K/Akt Weg, der fiir das Uberleben der Zellen von Bedeutung ist, dann der
PLC/PKC/MAPK Weg sowie die Src/CAS Kaskade, die v.a. fiir Proliferation und
Permeabilitét eine Rolle spielen. (Valdes et al., 2008)
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1.2.4. VEGF in der Pathogenese verschiedener Krankheiten

VEGTF spielt bei diversen pathologischen Geschehen eine wichtige Rolle.

Vor allem bei malignen Neoplasien, seltener auch bei gutartigen, wird VEGF héufig durch
die Hypoxie im Zentrum solider Umfangsvermehrungen produziert und fiihrt so zur
Neovaskularisation des Tumorgewebes. Die Tumore werden so mit Blut und dadurch mit
Nahrstoffen und Sauerstoff versorgt und werden nicht in ihrem Wachstum behindert.
Weiterhin ist VEGF in der Pathogenese der altersabhingigen feuchten (exsudativen)
Makuladegeneration (WAMD) von fundamentaler Bedeutung. Hier filihrt eine erhohte
VEGF Expression zu einer Vaskularisation der Retina von der darunterliegenden
Choroidea. Die Gefdlle der Choroidea sind anders aufgebaut als die retinalen Blutgefil3e,
die vermehrte VEGF Expression fiihrt daher zu subretinalen Odemen, die sehr schnell zur
Blindheit fiihren. wAMD ist durch VEGF-Antikorper behandelbar (Ferrara, 2002).

Auch die diabetische Retinopathie, eine weitere Ursache fiir Blindheit, geht auf die
Wirkung von VEGF zuriick. Hier kommt es durch Hypoxie zu lokaler Hochregulation der
VEGF-Produktion, dadurch zu erhdhter Permeabilitit, Himorrhagien, Odemen, vermehrter
Gefélproliferation und Neovaskularisation der Retina und damit verbundenem Verlust des
Sehvermdogens (Knudsen et al., 2002).

Auch bei Lungenfunktionsstorungen, Hautkrankheiten wie Psoriasis (Schuppenflechte),
Arthritis, Nierenerkrankungen und koronaren Herzkrankheiten wird eine Beteiligung von

VEGF an der Pathogenese angenommen (Bates, 2010).
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1.3. VEGF in der Lunge

1.3.1. Physiologische Funktionen von VEGF in der Lunge

VEGEF ist fiir die Entwicklung der Lunge von groBer Bedeutung, ebenso wie fiir das
gesamte Gefdllsystem (Compernolle et al., 2002; Healy et al., 2000). Ein Verlust an VEGF
fiihrt zu Emphysembildung, gestorter Septierung der Lunge sowie respiratorischer
Insuffizienz und generell einer gestdrten Lungenentwicklung (Gerber et al., 1999a;
Carmeliet et al., 1999). Die Uberexpression von VEGF in peripheren Epithelzellen fiihrt
zur Dysmorphogenese (Akeson et al., 2003; Akeson et al., 2005). In der adulten Lunge ist
es auBBerdem fiir die strukturelle Erhaltung wichtig (Voelkel et al., 2002), vor allem durch
Kontrolle von Apoptose und Proliferation.

Wie bereits beschrieben ist VEGF auBerdem ein potenter Uberlebensfaktor fiir Endothel-
und auch Epithelzellen und relevant fiir die Differenzierung und Proliferation der Zellen
(Brown et al., 2001).

In der Lunge befindet sich im alveoldren Fliissigkeitsfilm eine 500-fach hohere
Konzentration von VEGF als im Plasma (Kaner and Crystal, 2001). Es wird angenommen,
dass diese hohen Spiegel fiir die Funktion und Integritit der alveoldren Epithelschicht
bendtigt wird. Ob dieses VEGF allerdings biologisch aktiv ist, wurde nicht nachgewiesen.
Die Quelle fiir das alveolire VEGF sind alveoldre Typ II Pneumozyten und aktivierte
Alveolarmakrophagen (Monacci et al., 1993). Dies ist erstaunlich, da Hypoxie einer der
wichtigen Faktoren ist, der die VEGF Produktion erhéht und in der Lunge keine
hypoxischen Bedingungen herrschen.

Es konnte auBerdem gezeigt werden, dass eine Uberexpression von VEGF in der Lunge zu
einem Lungenddem fiihrt, freies VEGF in der Lunge also genau wie im systemischen
Kreislauf eine permeabilitétssteigernde Wirkung hat (Kaner et al., 2000).
Zusammenfassend lédsst sich sagen, dass die Funktion von VEGF in der Lunge bisher nur
wenig untersucht wurde und genaue Informationen zur physiologischen Homeostase

fehlen.

1.3.2. Pathologische Effekte von VEGF in der Lunge

VEGF wurde bisher schon in vielen Lungenerkrankungen untersucht.
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Bei der bronchopulmonalen Dysplasie (BPD), einer Erkrankung von zu friih geborenen,
mechanisch ventilierten Sduglingen werden durch die Hyperoxie VEGF und seine
Rezeptoren geringer exprimiert als in gesunden Sduglingen (Bhatt et al., 2001; Lassus et
al., 1999). Da VEGEF fiir die Ausbildung einer funktionsfdhigen Lunge aber von dullerst
grofler Bedeutung ist, leiden diese Kinder iiber Jahre ohne deutliche Verbesserungen an
Funktionsstorungen wie limitiertem Luftstrom, Keuchen und Husten (Fakhoury et al.,
2010; Filippone et al., 2009). Die Behandlung mit VEGF fiihrte im Tiermodel zu einer
Verbesserung der Lungenmorphologie (Thebaud et al., 2005).

In der pulmonalen arteriellen Hypertension (PAH) wurde ebenfalls eine Beteiligung von
VEGF angenommen (Tuder et al., 1994). Hohe Expressionslevel von VEGF und Flk-1
wurden in plexiformen Lésionen nachgewiesen. VEGF konnte hier die Proliferation von
Endothelzellen und VSMC fordern, was dann zu einer Obliteration des Lumens der Gefilie
fiihrt (Hirose et al., 2000). In Tiermodellen gibt es widerspriichliche Ergebnisse iiber den
Effekt von VEGF als Therapeutikum (Lahm et al., 2007). Daher wurde der Schluss
gezogen, dass es fiir die Therapie beim Menschen wahrscheinlich eher nicht in Frage
kommt.

Emphysematose Geschehnisse gehen oft mit verringerter Produktion von VEGF und Flk-1
einher (Kasahara et al., 2001). Da solche pathologischen Verdnderungen ebenfalls mit
Apoptose von Epithel- und Endothelzellen einhergehen, liegt die Vermutung nahe, dass
durch den verringerten Spiegel an VEGF diese Zellen schlecht mit Stimulation fertig
werden und dann apoptotisch werden (Kasahara et al., 2000). Apoptotische Zellen fiihren
zu einer positiven Riickkopplung/feedback, denn sie setzen inflammatorische Stimuli frei
und fiihren so selbst wiederum zu einer Verschlechterung der Symptomatik (Tuder et al.,
2003).

Bei Lungentumoren wird VEGF ebenfalls liberexprimiert, hier fiihrt es zu einer Tumor-
Angiogenese. Hohe Spiegel von VEGF im Serum korrelieren hier mit einer schlechten
Prognose (Kaya et al., 2004; Bando et al., 2004). Anti-VEGF Therapien wurden bei
Tumor-Erkrankungen bereits beim Menschen getestet, mehrere Medikamente sind hierzu
erhéltlich.

Im Asthma wurden bei Patienten ebenfalls erhohte VEGF Werte im Sputum gemessen
(Asai et al., 2003). Im Tiermodell konnte gezeigt werden, dass VEGF zur Hyperreaktivitét
der Atemwege beitrdgt (Lee et al., 2002), bei Patienten gibt es ebenfalls Hinweise auf
einen Beitrag zum Geschehen (Kanazawa et al., 2002). VEGF reguliert die Chemotaxis
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von eosinophilen Granulozyten und ist auflerdem fiir die Sensibilisierung von T-
Helferzellen durch Antigene von Bedeutung (Asai et al., 2003; Lee et al., 2004). Die
Regulation von VEGF konnte also auch bei asthmatischen Patienten therapeutisch relevant

sein.

1.3.3. VEGF im ARDS

Im ARDS ist eines der Hauptmerkmale die Zerstérung der alveolo-kapilliren Membran
und dadurch die Akkumulation von Odemfliissigkeit im Alveolarraum. Dies legt die
Vermutung nahe, dass VEGF als potenter Permeabilititsfaktor hier eine Rolle spielen
konnte. Tatsdchlich weisen Patienten mit ARDS deutlich erhohte Plasma-Spiegel von
VEGF auf (Thickett et al., 2001). Allerdings sind die alveoldren VEGF Spiegel in den
frihen Stadien von ARDS reduziert, was mit einer vermehrten Apoptose von
Endothelzellen assoziiert ist (Abadie et al., 2005; Maitre et al., 2001). Der sFlt-1, der freies
VEGF bindet und so seine biologische Aktivitit unterbindet, ist im ARDS deutlich
vermehrt vorhanden (Perkins et al., 2005), was die permeabilitits-induzierende Wirkung
von VEGF verringert. Im Maus-Modell des LPS-induzierten ARDS wurden sowohl
erhohte Protein-Level von VEGF als auch vermehrte mRNA Expression in der Lunge
gezeigt (Karmpaliotis et al., 2002). In einem Modell mit Instillation von Pseudomonas
aeruginosa in Rattenlungen wurden dagegen in der initialen Phase des ARDS verringerte
VEGF-Werte gemessen (Maitre et al., 2001).

Bei Patienten, die das ARDS iiberlebten, war die VEGF Protein-Konzentration im
alveoldren Fliissigkeitsfilm deutlich hoher als bei Patienten, die im Verlauf der Krankheit
starben (Koh et al., 2008). Ebenso hatte ein erhohter VEGF-Spiegel in der Lunge eine
protektive Wirkung bei Miusen, die Hyperoxie ausgesetzt wurden (Corne et al., 2000).
Daher liegt die Vermutung nahe, dass VEGF unterschiedliche Effekte im Zeitverlauf des
ARDS hat und daher stark reguliert wird. Vermutlich wird zu Beginn des ARDS VEGF
herunter reguliert, um einem Fluten der Alveolen mit Odemfliissigkeit entgegenzuwirken,
zu spiteren Zeitpunkten scheint eine vermehrte Produktion von VEGF eine positive
Wirkung auf die Reparationsvorgénge in der Lunge zu haben, wahrscheinlich durch
Unterstiitzung der Angiogenese und Proliferation von Epithel- und Endothelzellen zur

Wiederherstellung der alveolo-kapilldren Barriere.
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1.4. Fragestellung

Vor dem Hintergrund der beschriebenen Zusammenhénge beschiftigt sich die vorliegende
Arbeit mit dem Einfluss von VEGF im Tiermodel der LPS-induzierten respiratorischen
Insuffizienz.

Folgende Fragestellungen sollen hierbei untersucht werden:

1) In wie weit wird VEGF im ARDS reguliert? Welche Zellen sind fiir die Regulation

zustandig?

2) Kann man durch therapeutische Gabe von VEGF die respiratorische Insuffizienz

positiv beeinflussen?
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2. Material und Methoden

2.1. Material

2.1.1. Materialien fiir die Tierhaltung

Altromin 1324,

Haltungsdidt - Ratten und Mause

Altromin Tiereinstreu-Granulat

BALB/c-Méiuse

Kéfige Makrolon, Typ I L

2.1.2. Geriate

Cellspin I, Tharmac
Dialux Mikroskop

Einbettapparat Leica EG1140H

ELISA-Reader ELx808

Entwiésserungsautomat

Leica ASP300S
FACSCalibur two lasers
Kryostat Leica CM1850 UV
Kiihlplatte Leica EG1150C
Lasermikrodissection

Leica LMD6500

Mikroskop Leica DFC310FX
Mikrotom Leica RM2165
NanoDrop (ND-1000);

Neubauer Zihlkammer

Altromin Spezialfutter GmbH & Co. KG, Lage-
Lippe,

Deutschland

Altromin Spezialfutter GmbH & Co. KG, Lage-
Lippe, Deutschland

Charles River Deutschland GmbH, Sulzfeld,
Deutschland

Charles River Deutschland GmbH, Sulzfeld,
Deutschland

Hettich, Tuttlingen, Deutschland

Olympus, Wiesbaden-Delkenheim, Deutschland
Leica, Wetzlar, Deutschland

BIO-TEK Instruments GmbH, Bad Friedrichshall,
Deutschland

Leica, Wetzlar, Deutschland

BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland
Leica, Wetzlar, Deutschland
Leica, Wetzlar, Deutschland
Leica, Wetzlar, Deutschland

Leica, Wetzlar, Deutschland

Leica, Wetzlar, Deutschland
Kisker-Biotech, Steinfurt, Deutschland
Labor Optik, Friedrichsdorf, Deutschland
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Pinzetten

Realtime PCR-Cycler
Stratagene MX 3000P
Reinstwasseranlage Milli-Q
Stereolupe Leica MS 5
Sysmex KX-21

Sysmex

Fine Science Tools GmbH, Heidelberg, Deutschland
Agilent Technologies, Waldbronn, Deutschland

Millipore, Schwalbach, Deutschland
Fa. Leica, Wetzlar, Deutschland

Deutschland GmbH,

Deutschland

Thermocycler Biometra T Personal
Thermolux® - Wirmeunterlagen
Waage EMB 1000-2

Wiarmeschrank Memmert

Memmert GmbH + Co.

Biometra GmbH, Go6ttingen, Deutschland
Witte + Sutor GmbH, Murrhardt, Deutschland

Kern, Balingen, , Deutschland

KG,

Deutschland

Zentrifuge Micro 22
Zentrifuge Rotanta 460R

Hettich, Tuttlingen, Deutschland
Hettich, Tuttlingen, Deutschland

2.1.3. Verbrauchsmaterialien und Chemikalien

Agarose

Antisedan® ad us. vet., Injektionslosung
(Atipamezol)

BD Mikro-Fine (Spritze), 30G x 8§ mm
Bovines Serum Albumin (BSA)

Collagenase from Clostridium
histolyticum

Cryomold Standard
Deckgléser

Deoxyribonuclease I from bovine
pancreas
Domitor® ad us. vet., Injektionslosung

(Medetomodin)

Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland

Orion Corporation, Espoo, Finnland

BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
PAA  Laboratories GmbH, Pasching,
Osterreich

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

Sakura Finetek, Zoeterwoude, Niederlande
R. Langenbrinck, Emmendingen,
Deutschland

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

Orion Corporation, Espoo, Finnland
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DPBS

Edisonite

Einmalspritzen

Ethanol (reinst) fiir die
Molekularbiologie

Ethanol 70 %, 96 % und 99,6 %;

fetales Kélberserum (FCS)

Hémalaun nach Mayer

Heparin-Natrium 25000 IE/5 ml
Hyaluronidase from bovine testes
Isotone Natriumchloridlésung 0,9 %
Braun

Ketamin 10% 100 mg/ml,
Injektionsldsung

Lipopolysaccharid von E.coli (Serotyp
O111:B4)

Methanol

Microlancew Kaniilen
Recombinant Mouse VEGF 164
Serologische Pipetten 5, 10, 50 ml

Shandon Eosin Y

Sterilfilterspitzen

Stickstoft, fliissig

SYBR® Safe

Tissue-Tek® O.C.T. Compound
Xylazin 2 % 1 ml/20 mg,
Injektionslosung

Xylol

PAN Biotech
Deutschland

GmbH, Aidenbach,
Merz, Frankfurt, Deutschland

B. Braun, Melsungen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Otto  Fischer = GmbH, Saarbriicken,
Deutschland

PAA Laboratories, Colbe, Deutschland
Waldeck GmbH & Co,
Deutschland

Ratiopharm GmbH, Ulm, Deutschland

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

Miinster,

B. Braun Melsungen AG, Melsungen,
Deutschland

bela-pharm GmbH & Co.KG, Vechta,
Deutschland

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland
R&D Systems, Minneapolis, Minnesota
Greiner bio-one, Frickenhausen,
Deutschland

Thermo Scientific, Miinchen, Deutschland
Nerbe plus GmbH, Wiesen/Luhe,
Deutschland

Linde Gas, Mainz-Kostheim, Deutschland
Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

Sakura Finetek, Zoeterwoude, Niederlande
CEVA  TIERGESUNDHEIT  GmbH,
Diisseldorf, Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
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Zitronensiure (Na;Citrat);

-Mercaptoethanol

2.1.3.1. Puffer ELISA
Waschpuffer
1000 ml Aqua dest
24¢g TRIS
0,5 ml Tween 20 (Polyoxyethylene-
Sorbitan Monolaureate)
pH: 7,3
Blockpuffer
100 ml PBS
lg Bovine Serum Abumin
5¢g Saccharose
0,05¢g NaN3
Diluent
200 ml Aqua dest.
02¢g BSA
0,1 ml Tween 20
0,48 g TRIS Base
1,75 g NacCl
pH: 7,3

Merck, Darmstadt, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

B. Braun Melsungen AG, Melsungen,
Deutschland
Carl Roth GmbH & Co,
Deutschland
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,

Karlsruhe,

Deutschland

Pan Biotech GmbH, Aidenbach, Deutschland

PAA  Laboratories = GmbH,  Pasching,
Osterreich
Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe,
Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

B. Braun Melsungen AG, Melsungen,
Deutschland
PAA  Laboratories = GmbH,  Pasching,
Osterreich
Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,

Deutschland

Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe,
Deutschland
Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe,
Deutschland
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2.1.3.2. Puffer FACS

Antibody staining buffer

500 ml PBS Pan Biotech GmbH, Aidenbach, Deutschland
5¢g BSA PAA  Laboratories = GmbH,  Pasching,
Osterreich
0,5¢g Natrium Azide (NaN3) Merck, Darmstadt, Deutschland
Lysepuffer (10x)
125 ml A.dest. B. Braun Melsungen AG, Melsungen,
Deutschland
10,03 g Ammoniumchlorid (NH4Cl) Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe,
Deutschland
1,05¢g Natriumhydrogencarbonat Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe,
(NaHCO3) Deutschland

0,465 g Titriplex (Disodium EDTA) Merck, Darmstadt, Deutschland

2.1.4. Antikorper

Anti-Mouse CD11b APC eBioscience, Frankfurt, Deutschland
Anti-Mouse CD45.2 PE eBioscience, Frankfurt, Deutschland
Anti-Mouse Ly6G (Gr-1) Purified eBioscience, Frankfurt, Deutschland

FITC Rat Anti-Mouse Ly-6G and Ly-6C  BD Pharmingen, San Jose, Kalifornien

2.1.5. Verwendete Kits und Assays

BioRad DC Protein Assay BioRad, Bad Nauheim, Deutschland

iScript cDNA Synthese Kit Bio-Rad, Miinchen, Deutschland

MIP-2 Duo-Set R&D Systems GmbH, Wiesbaden, Deutschland
PlatinumeSYBR®&Green qPCR Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

SuperMix UDG

Quantikine VEGF Immunoassay R&D Systems GmbH, Wiesbaden, Deutschland
RNeasyeMicro Kit Qiagen, Hilden, Deutschland

TNF-a Duo-Set R&D Systems GmbH, Wiesbaden, Deutschland
VEGF Duo Set R&D Systems GmbH, Wiesbaden, Deutschland
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2.2. Methoden
2.2.1. Mause

2.2.1.1. Tierhaltung

Als Versuchstiere wurden ménnliche Inzucht Méause der Linie BALB/c verwendet, die von
Charles River, Sulzfeld, Deutschland geliefert wurden.

Die Haltung der Tiere erfolgte entsprechend tierschutzgerechter Haltung in transparenten
Polycarbonatkéfigen unter spezifisch pathogen-freien Bedingungen. Die Tiere wurden in
Gruppen gehalten und wochentlich umgesetzt. Die Haltung erfolgte bei einer
Raumtemperatur von 20 — 22 °C, einer relativen Luftfeuchtigkeit von 50 % und einem 12-
Stunden-Tag-Nacht-Rhythmus. Futter und Wasser standen ad libitum zur Verfiigung.

Die Méuse wurden mit einem Gewicht von 22-28 g in die Experimente eingesetzt.

2.2.1.2. Anaisthesie

Fiir die Instillation von LPS bzw. VEGFA wurde eine Injektionsnarkose durchgefiihrt.
Hierfiir wurde den Mausen 0,25 ml/kg KG Domitor (Medetomidin) subcutan injiziert, die
Narkose wurde nach Beendigung des Eingriffs mit 0,25 ml/kg KG Antisendan (Atipamezol)
antagonisiert.

Fiir die Anédsthesie zur Lungenentnahme fiir die Lungeneinbettung wurde den Tieren ein
Gemisch aus 30 mg Xylazinhydrochlorid / 400 mg Ketaminhydrochlorid pro kg KG mit
1000 LE. Heparin pro Tier intraperitoneal injiziert.

Fiir die intraperitoneale Implantation der Transponder wurde eine Injektionsnarkose mit

6 mg Xylazinhydrochlorid / 80 mg Ketaminhydrochlorid pro kg KG intraperitoneal
injiziert.

Die Maus wurde fixiert, ventral paramedian abdominal eingestochen und ein

Gesamtvolumen von 70-100 pul injiziert.

2.2.1.3. Instillation von LPS bzw. VEGFA in die Trachea

Um die Inflammation der Lunge auszulosen wurde Endotoxin in Form von

Lipopolysaccharid (LPS) von E. coli in die Lunge eingegeben. Es wurde eine Menge von 10
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ng pro Tier gewdhlt. Zur Behandlung der Entziindung wurde VEGFA in zwei
Konzentrationen 24 h nach LPS-Stimulation in die Lunge instilliert.

Fir die intratracheale Instillation wurde die Maus anésthesiert. Sie wurde an den oberen
Schneidezdhnen auf ein Gestell gehdngt, so dass der Eingang in die Trachea gut mit Hilfe
eines Mikroskops dargestellt werden konnte. Dann wurde eine Edelstahl-Knopfkaniile
(GroBe 0.4) durch die Stimmritze in die Trachea eingefiihrt und eine Losung von 10 pg LPS
in 0,9 %iger NaCl bzw. von 1 ng/ 10 ng VEGFA in PBS mit einem Gesamtvolumen von 50
ul langsam in zwei Portionen in die Lunge eingegeben.

Zur Kontrolle des Stimulationserfolges und als Indikator fiir das Befinden der Méiuse

wurden die Tiere bis zur Auswertung tiglich gewogen.

2.2.1.4. Applikation des FITC-markierten Ly-6G Antikorpers

Die anésthesierte Maus wurde in Seitenlage gebracht, der Schwanz mit Ethanol desinfiziert
und angewédrmt. Mit einer Insulinspritze (Mikro Fine, BD) wurde der Maus ein FITC
(Fluoreszein) markierter rat anti-mouse Antikorper gegen Granulozyten (Ly-6G -
lymphocyte antigen 6 complex, locus G) intravends injiziert. Dies flihrt zu einer Markierung
der Granulozyten im Blutkreislauf und im GefaB3bett der Lunge, so dass spiter durch eine
Durchflusszytometrie der Anteil an intravasalen Granulozyten im Lungenhomogenat
bestimmt und von interstitiellen Granulozyten differenziert werden kann.

Um eine ausreichende Zirkulation im gesamten Kreislauf zu erreichen wurden die
benotigten 5 pg des Antikorpers in 0,9 %iger NaCl verdiinnt, ein Gesamtvolumen von 150
ul langsam injiziert und die Maus dann fiinf Minuten im Kéfig belassen. Erst danach

erfolgte die Blutentnahme.

2.2.1.5. Blutentnahme und Bearbeitung

Die anédsthesierte Maus wurde auf dem Riicken liegend fixiert und die Abdominalhohle
eroffnet. Nun wurde die V. cava caudalis freigelegt und aus dieser mit einer Spritze mit
aufgesetzter Kaniile (BD Microlance 3, 26G) bis zu 1 ml Blut entnommen. Da diese Menge
ca. 40 % des Blutvolumens der Miuse ausmachte, fiihrte die Blutabnahme zum Tod des
Tieres.

Zur weiteren Bearbeitung wurde das Blut in ein EDTA-Hadmatologie-Rohrchen umgefiillt

und mit einem Sysmex Hdmatologie Analysegerit (KX-21) untersucht.
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Danach wurden die Blutrohrchen bei 2500 RPM 10 min lang bei Raumtemperatur
zentrifugiert. Das Plasma wurde fiir die weitere Verwendung abpipettiert und bei -80 °C
tiefgefroren, 200 pul der festen Bestandteile wurden mit 5 ml Lysepuffer fiir 5 min bei 4 °C
im Dunklen (Kiihlschrank) inkubiert und die Reaktion dann mit 10-12 ml kaltem PBS
abgestoppt.

Nach Zentrifugation wurde der Uberstand abgekippt, das Pellet mit 1 ml PBS resuspendiert
und dann mittels Zentrifugation (Cellspin) auf Objekttrager aufgebracht um die Leukozyten

zu differenzieren.

2.2.1.6. Broncho-alveolire Lavage (BAL)

Die euthanasierte Maus wurde auf dem Riicken liegend fixiert. Danach wurde ein ca. 2 cm
langer Schnitt in der Medianen der ventralen Halsseite vorgenommen und die beiden
subkutan liegenden Speicheldriisen in der Mitte stumpf abpréipariert. Nun wurde noch der
M. trachealis durchtrennt, der die Trachea bedeckt. Ein Katheter (Vasocan Brauniile, 20G)
wurde zwischen zwei Knorpelspangen in die Trachea eingefiihrt und eingebunden.
Daraufhin wurde die Lunge mit eiskaltem PBS gespiilt. Zuerst wurde ein Volumen von 200
ul eingebracht und aspiriert, um die Lunge vorzudehnen. Danach wurde mit ca. 350 pl
gespiilt bis zu einer Gesamtmenge von 1,5 ml. Dabei wurde darauf geachtet, dass alle
Lungenfliigel gleichméBig gefiillt und lavagiert wurden.

Die Lavage-Fliissigkeit wurde bei 1200 RPM und 4 °C 10 min zentrifugiert. Der Uberstand
wurde abpipettiert und bei -80 °C bis zur weiteren Bearbeitung eingefroren. Das Pellet
wurde in 1 ml Antibody Staining Buffer resuspendiert und die Zellzahl in einer Neubauer-
Zahlkammer bestimmt. Die resuspendierten Zellen wurden auflerdem wie die Blutzellen

mittels Cellspin auf Objekttrager aufgebracht zur weiteren Differenzierung der Leukozyten.

2.2.1.7. Leukozyten-Zihlung

Von den BAL-Zellen und Lungenzellen wurden nach Resuspendieren 10 pl in eine
Neubauer-Zahlkammer gegeben und 4 GroBquadrate ausgezdhlt. Fiir die Gesamtzellzahl
wurde der Durchschnitt zwischen den Werten gebildet, die Gesamtzellzahl dann mittels der

folgenden Formel berechnet.
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Ausgezihlte Zellen (Mittelwert)

1 mm® (Fliche eines GroBquadrats) X 0,1 mm (Kammertiefe) X 1 (Verdiinnungsfaktor)

2.2.1.8. Differenzierung der Leukozyten

Die Leukozyten aus Blut, Lungenhomogenat und BAL wurden mit einer Cellspin-Zentrifuge
(5 min, 5000 RPM) auf Objekttriger aufgebracht und dann mit einer Pappenheim-Féarbung
(May-Griinwald/Giemsa) angefdarbt. Die Zellen wurden dann unter dem Mikroskop
ausgezdhlt und in Lymphozyten, Granulozyten und Monozyten/Makrophagen differenziert
um einen prozentualen Uberblick iiber die verschiedenen Leukozyten-Populationen in den

verschiedenen Kompartimenten zu erhalten.

2.2.1.9. Lungenentnahme und Bearbeitung

Fiir FACS/Zelldifferenzierung

Nach dem Tod des Tieres wurde die Lunge mit 10 ml 0,9 %iger NaCl gespiilt um das
Gefafibett von Blut freizuspiilen und danach zur weiteren Analyse entnommen.

Dafiir wurde das Gewebe fein zerschnitten, in einen Enzymcocktail aus DNase I (300 U),
Hyaluronidase (440 U) und Collagenase XI (480 U) gegeben, der mit 50 ug unmarkiertem
Ly-6G Antikorper versetzt wurde, zur Vermeidung unspezifischer Interaktion mit dem zuvor
gespritzten markierten Antikorper. Dies wurde dann 30 min bei 37 °C im Thermoschiittler
im Dunklen inkubiert.

Das verdaute Homogenat wurde dann durch ein 100 um Cell Strainer (Sieb) gegeben,
nochmals durchgedriickt und mit 20 ml PBS nachgespiilt. Nach Zentrifugation (1200 RPM,
10 min, 4 °C) wurde der Uberstand abgekippt, das Pellet mit 5 ml Lysepuffer resuspendiert,
5 min im Kiihlschrank inkubiert und die Reaktion dann mit 20 ml Antibody Staining Buffer
abgestoppt.

Nach einem weiteren Zentrifugationsschritt wurde das Pellet mit 1 ml Antibody Staining
Buffer resuspendiert und die Zellzahl in der Neubauer Zihlkammer ausgezdhlt (siche
2.2.1.7).

Ein Teil der Zellen wurde dann fiir die FACS-Analyse verwendet, ein anderer Teil mittels

Cellspin zur Leukozytendifferenzierung auf Objekttrager zentrifugiert.
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Fiir Kryokonservierung

Nach dem Tod des Tieres wurde die Lunge mit 10 ml 0,9 %iger NaCl gespiilt um das
Gefallbett von Blut freizuspiilen und danach der Alveolarraum mit 1,5 ml eiskaltem PBS
lavagiert. In die Lunge wurde dann ca. 1-1,5 ml TissueTek® -NaCl (in einer 1:1
Verdiinnung) langsam und vorsichtig unter Sichtkontrolle eingegeben (alle Lungenlappen
sollten sich gleichmédBig bis in die Spitzen fiillen). Darauthin ligierte man die Trachea um
ein Herauslaufen des OCT-Compounds zu verhindern und die Lunge wurde aus dem
Brustkorb entnommen. Das Pridparat wurde in Plastikschidlchen (Cryomoulds) gelegt, mit
TissueTeke bedeckt und langsam im Stickstoff-Dampf gefroren um Risse zu vermeiden.

Die Lagerung der Proben erfolgte bei -80 °C.

Fiir Histologie

Nach dem Tod des Tieres wurde die Lunge ebenfalls mit 10 ml 0,9 %iger NaCl gespiilt.

Die Lunge wurde dann durch den Druck einer 20 cm Wassersdule mit 4,5 %igem Formalin
vollstindig gefiillt, die Trachea ligiert um ein Herauslaufen zu verhindern und dann mit dem
Herz zusammen aus dem Brustkorb entnommen. Das Préparat wurde dann in Formalin
verbracht und 24 h dort belassen.

Nach der Fixationszeit wurden Herz, Thymusreste, Mediastinum und Trachea entfernt und
die Lunge in Einbettkassetten gelegt. Nach dreimaligem Spiilen iiber jeweils 24 h mit PBS
wurde das Gewebe mit einem Entwédsserungsautomaten entwéssert, in Paraffin eingebettet

und bei Raumtemperatur gelagert.

2.2.1.10. Anfertigen von Schnitten

Kryoschnitte

Die in TissueTek® eingebetteten Lungen wurden mit einem Leica Kryostat geschnitten.

Von der dorsalen Lungenfliche her wurden Schnitte mit 8 um Dicke hergestellt. Die PEN-
Membran-Objekttriger wurden mit Schnitten bedeckt.

Die fertigen Schnitte wurden dann 30 s in Hdmalaun geférbt, zweimal mit Wasser
gewaschen und dann nach aufsteigender Alkoholreithe (2 x 70 %, 2 x 96 %, 2 x 99,6 %
Ethanol) in 99,6 %igem Ethanol bis zur Mikrodissektion belassen. Eine Lagerung der

Gefrierschnitte erfolgte nicht.
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Paraffinschnitte

Fiir die histologische Auswertung der Proben wurden Schnitte aus formalin-fixierten, in
Paraffin eingebetteten Mauslungen mit einem Mikrotom angefertigt.

Hier wurden ebenfalls von der dorsalen Lungenseite her Schnitte mit 3 um Dicke angefertigt
und auf Objektrager aufgezogen. Diese wurden dann iiber Nacht bei 37 °C im

Wirmeschrank getrocknet und bei Raumtemperatur bis zur Farbung gelagert.

2.2.2. In-vitro Methoden

2.2.2.1. Laser-unterstiitzte Mikrodissektion (LMD)

Fir die LMD wurden Kryoschnitte von Mauslungen auf PEN-Membran-Objekttrigern
verwendet, um die Gen-Expression speziell in den prékapilldiren pulmonalen Arteriolen
sowie in den alveolaren Septen zu untersuchen.

Es wurden intrapulmonale Arterien mit einem Durchmesser von < 70 um aufgesucht, unter
optischer Kontrolle mit einem Laser (Leica LMD6000) ausgeschnitten und in RNA-Lyse
Puffer (RLT-Puffer) mittels Gravitation gesammelt. Pro Lunge wurden 40 Geféle
mikrodisseziert.

Fir die Dissektion der Alveolarsepten wurden Bereiche ohne Gefille und Bronchien

aufgesucht und dort 60 Septen disseziert, die ebenfalls in RLT-Puffer aufgefangen wurden.

2.2.2.2. RNA Isolation

RNA aus lasermikrodissezierten Gefilen und Alveolarsepten wurde mit dem
RNeasy®Micro Kit isoliert. Das Kit wurde nach Herstellerangaben verwendet. Es wurde
aullerdem ein DNase-Verdau auf der Sdule durchgefiihrt.

Die RNA-Konzentrationen der Proben konnte aufgrund der geringen Menge an
Ausgangsmaterial nicht gemessen werden, bei Bedarf wurden die Proben bei -80 °C

gelagert.

2.2.2.3. ¢DNA Synthese und Real-Time PCR

Die isolierte RNA wurde mit Hilfe des iScript cDNA Synthese Kits durch Reverse
Transkription in cDNA umgeschrieben. Ansatz der Reaktion siehe Tabelle 1.
Folgende Reaktionsbedingungen wurden fiir die cDNA-Synthese im Thermocycler gewihlt:
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5 min bei 25 °C, 30 min bei 42 °C und 5 min bei 85 °C.

Tabelle 1 Reaktionsgemisch cDNA Synthese

5x iScript reaction mix 4 ul
1Script reverse transcriptase 1wl
H,0O (Nuclease frei) Sul
RNA (template) 10 pl
Gesamt 20 ul

Zur Untersuchung der relativen mRNA-Mengen wurde anschlieend eine Real-Time PCR
durchgefiihrt. Die Reaktion erfolgte in dem Stratagene MX3000P Cycler, die Auswertung
mittels des Programmes MXPro 3.00.

Fiir die PCR-Reaktionen wurde der PlatinumeSYBR®&Green qPCR SuperMix UDG nach
Herstellerangaben verwendet. Die PCR-Ansdtze wurden wie in Tabelle 2 aufgefiihrt

pipettiert.

Tabelle 2 Reaktionsgemisch Realtime-PCR

PlatinumeSYBR&Green qPCR SuperMix 13 pl
H,0O (Nuclease frei) 9ul
50 mM MgCl2 1wl
forward Primer (10 pmol/pl) 0,5 ul
reverse Primer (10 pmol/ul) 0,5 ul
cDNA (template) 1wl
Gesamt 25 ul

Als Negativkontrolle wurde pro amplifiziertes Gen eine non-template Kontrolle

(Mastermix ohne Zugabe von cDNA) angesetzt.

Folgendes Temperaturprofil wurde verwendet:

2 min bei 50 °C, 2 min bei 95 °C [10 s bei 95 °C, 20 s bei 60 °C, 10 s bei 72 °C] x 40
Zyklen.

Da SYBR®Green I unselektiv mit doppelstrangiger DNA interkaliert und nur bei Bindung
ein Signal gibt wurde die Spezifitit der Reaktion durch eine Schmelzkurvenanalyse

iiberpriift. Dabei wird die Temperatur schrittweise erhoht und die Signalstdrke bestimmt, so
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kann die Linge der amplifizierten Fragmente bestimmt werden. Zur Uberpriifung der
Spezifitit der Primer wurde auflerdem das PCR Produkt mittels einer Gelelektrophorese im
1,5 %igen Agarose-Gel aufgetrennt und visualisiert.

Die ACt Werte fiir jedes Ziel-Gen wurden wie folgt berechnet:

ACt = Ct mittetwert Referenzgen - Ct Zielgen

Die Primer (angegeben von 5’ nach 3°) fiir die Real-Time PCR wurden Intron-liberspannend

konstruiert und bei Eurofins MWG Operon, Ebersberg, Deutschland bestellt.

Tabelle 3 Sequenzen Referenzgene

Gen

Ribosomal Protein L32, Mouse

Guanine Nucleotide Binding

protein beta polypeptide 2-like

Primername
RPL32 Mus_for
RPL32 Mus rev
GNB2L1 Mus for
GNB2L1 Mus rev

Sequenz

gtt caa ggg cca gat cct ga
gcg ttg gga ttg gtg act ct
aac aca gat cgc cac cac ac

cga gag ggc aaa ctg acc at

1

Von-Willebrand-Faktor vWF Mus_for cagcatctctgtggtcctga
vWF Mus rev gatgttgttgtggcaagtgg

Surfactant Protein C SPC Mus_for cagctccaggaacctactge
SPC Mus_rev cacagcaaggcctaggaaag

Tabelle 4 Sequenzen Zielgene

Gen Primername Sequenz

VEGFA VEGFA Mus_for caggctgctgtaacgatgaa
VEGFA Mus_rev tttgaccctttcectttect

Flt-1 Fit1 Mus for tgaggagctttcaccgaact
Fltl Mus_rev agctggagaagcagaagcetg

Flk-1 Flk1 Mus_ for ggecggtggtgacagtatctt
Flkl Mus_rev gtcactgacagaggcgatga
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2.2.24. ELISA (TNF-a, MIP-2 und VEGF)

Die ELISA-Platten wurden mit dem Capture-Antibody (Erst-Antikorper), der mit 1x PBS
verdiinnt wurde, beschichtet und bei Raumtemperatur iiber Nacht stehen gelassen. Je nach
Test wurde entweder goat anti-mouse TNF-a, rat anti-mouse MIP-2 oder goat anti-mouse
VEGEF eingesetzt.

Die vorbeschichteten Platten wurden dreimal mit Waschpuffer gewaschen und unspezifische
Bindungsstellen eine Stunde bei Raumtemperatur mit Blockpuffer geblockt. Eine Standard-
Verdiinnungsreihe wurde fiir den jeweiligen ELISA angesetzt, als Losungsmittel wurde
Diluent verwendet. Im Anschluss an die Inkubation mit dem Blockpuffer wurde dieser durch
Waschen entfernt und Standardreihe sowie Proben (BAL oder EDTA-Blutplasma) in die
einzelnen Wells pipettiert.

Die Platten wurden bei Raumtemperatur zwei Stunden inkubiert um eine Bindung des
Antigens an die auf der Platte gebundenen Antikorper zu erreichen. Ungebundenes Antigen
wurde durch dreimaliges Waschen mit Waschpuffer entfernt.

Nach Zugabe des biotinmarkierten Detection-Antibody (Zweit-Antikorper) auf die Platte
(biotinylated goat anti-mouse TNF-a, biotinylated goat anti-mouse MIP-2 oder biotinylated
goat anti-mouse VEGF) wurden die Platten erneut zwei Stunden bei Raumtemperatur
inkubiert um eine Bindung des Zweit-Antikorpers an das gebundene Antigen zu erreichen.
Ungebundener Zweit-Antikorper wurde durch Waschen entfernt.

Danach erfolgte eine 20 miniitige Zugabe von enzymkonjugiertem Streptavidin.

Dieses Protein ist aus vier identischen Untereinheiten aufgebaut, jede der vier
Untereinheiten kann mit sehr hoher Affinitdt ein Biotinmolekiil binden. Die Streptavidin-
Biotin-Bindung ist eine der stdrksten bekannten nichtkovalenten biologischen Bindungen,
unspezifische Bindungen sind duflerst selten. Eine Untereinheit bindet an Biotin, die anderen
Untereinheiten sind durch biotin-gekoppelte Meerrettichperoxidase (HRP) abgesittigt.

Nach erneutem Waschen wurde das Substrat fiir die HRP, Tetramethylbenzidine (TMB)
zugegeben und die Farbreaktion nach 20 miniitiger Inkubation im Dunklen durch 1 M
Schwefelsdure abgestoppt. Die Messung der Intensitit der Farbreaktion wurde mittels eines

ELISA-Readers bei 450 nm vorgenommen.
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2.2.2.5. Proteinbestimmung in der BAL

Der Proteingehalt in der BAL wurde nach BIORAD-Protokoll bestimmt. Als Standard
diente Bovines Serumalbumin (BSA) in einer Verdiinnungsreihe. 5 pl Probenvolumen
wurden in ein Well vorgelegt, dann wurden zundchst 25 ul Losung A und schlieflich 200 pl
Reagenz B zu jeder Probe und zu jedem Standard hinzupipettiert um den gewiinschten
Farbumschlag zu erhalten. Die so pipettierte Mikrotiterplatte wurde abgedunkelt und fiir drei
Minuten geriittelt.

Danach wurde die Probe mit einem ELISA-Reader bei 550 nm photometrisch gemessen.

2.2.2.6. Histologie

Zur Beurteilung der Lungenmorphologie und der pathologischen Verdnderungen wurden
Hiamatoxilin-Eosin-Farbungen der Lungenschnitte hergestellt.

Durch Hématoxilin werden saure Molekiile dargestellt, sodass die Kerne, aber auch andere
saure Substanzen, Bakterien und Kalk blau erscheinen. Das Zytoplasma der Zellen,
Kollagen und proteinhaltige Losungen werden durch Eosin rosa bis rot angefiarbt. Die
Paraffinschnitte wurden zuerst zehn Minuten mit Xylol vorbehandelt um das Paraffin zu
entfernen und dann in absteigender Alkoholreihe (99,6 %, 96 %, 70 %) rehydriert.

Nach einer 20miniitigen Farbung in Haemalaun wurden die Schnitte fiir fiinf Minuten in
Leitungswasser gewaschen und mit Eosin fiir 4 Minuten gegengefarbt. Nach Spiilen mit
destilliertem Wasser wurden die Schnitte mit einer aufsteigenden Alkoholreihe (96 %, 99,6
%, 99,6 %) dehydriert, mit Xylol dreimal gekldrt und mit Pertex® als Eindeckelmedium und
einem Deckglas versehen. Die fertigen Schnitte wurden in lichtundurchlissigen

Préaparatekésten gelagert und mittels eines Lichtmikroskops ausgewertet.

2.2.2.7. Durchflusszytometrie (FACS, Fluorescence activated cell

sorting)

Zur Bestimmung der prozentualen Anteile von intravasalen sowie interstitiellen Leukozyten
im Lungenhomogenat wurde den Tieren flinf Minuten vor der Euthanasie der FITC
markierte Antikdrper gegen Granulozyten (siehe 2.2.1.4) intravends injiziert. Die Antikorper
konnten so mehrmals durch den gesamten Kreislauf zirkulieren und intravasal befindliche

Granulozyten markieren. Nach dem Tod des Tieres wurden die Lungengefile mit
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physiologischer NaCl gespiilt, um nicht adhdrente Zellen zu entfernen, die Lunge darauthin
entnommen und bearbeitet (siche 2.2.1.9). Von den gewonnenen Zellen wurden dann 500
000 in ein Rohrchen iiberfiihrt, die dann mit einem APC-markierten (Allophycocyanin)
Antikorper gegen CDI11b (Integrin, das auf Granulozyten und Monozyten exprimiert wird)
sowie mit einem PE-markierten (Phycoerythrin) Antikorper gegen CD45.2 (Tyrosinkinase,
die auf allen Leukozyten exprimiert wird) gegengefarbt und dann mittels FACS analysiert.
Bei der FACS Analyse werden Zellen in einem Hiillstrom fokussiert und passieren dann
einzeln einen Laser-Strahl. Je nach Grof3e und Granularitit wird das Signal von den Zellen
gestreut, dies wird dann fiir die GroBe als Vorwiértsstreulicht (Forward Scatter, FSC) oder
fiir die Granularitit als Seitwirtsstreulicht (Side Scatter, SSC) von Detektoren
wahrgenommen, das Signal amplifiziert und dann an einen Computer iibertragen. Zellen, die
mittels fluoreszierender Antikdrper markiert wurden, geben aullerdem ein fiir den jeweiligen
Farbstoff spezifisches Signal ab, wenn sie mit einer bestimmten Wellenldnge stimuliert
werden, was mittels spezifischer Fluoreszenzkanéle gemessen werden kann. Im verwendeten
Geridt waren zwei Laser unterschiedlicher Wellenldngen verbaut, daher war eine Messung
mehrerer Farbstoffe problemlos moglich.

Die Zellen wurden zuerst aufgrund ihrer Gréf8e und Granularitét untersucht und die Fraktion
der Granulozyten weiter untersucht. Danach wurde der Anteil der CD45.2 positiven Zellen
bestimmt und nur die positiven Zellen zur weiteren Bestimmung ausgewidhlt. Von diesen
Zellen wurde die Markierung mit dem CD11b sowie dem Ly-6G Antikorper gemessen. Alle
Granulozyten sollten mit dem CDI1I1b-Antikdrper markiert sein, die intravaskuldren
Granulozyten wiesen auBlerdem ein Signal fir den FITC-Ly-6G auf. Daher war eine
Trennung von intravasalen und interstitiellen Granulozyten mdglich. Die Software des
Programms kalkulierte genaue Prozentangaben aufgrund der gemessenen Zellzahl in der

Probe.

2.3. Protokoll der Experimente

2.3.1. Gruppeneinteilung

Tiere fiir die Lungenentnahme zur Mikrodissektion

1. Gruppe:  Tiere ohne LPS

2. Gruppe:  Tiere mit LPS, Zeitpunkt der Euthanasie 4 h nach LPS

3. Gruppe:  Tiere mit LPS, Zeitpunkt der Euthanasie 24 h nach LPS
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4. Gruppe:  Tiere mit LPS, Zeitpunkt der Euthanasie 48 h nach LPS
5. Gruppe:  Tiere mit LPS, Zeitpunkt der Euthanasie 72 h nach LPS

Tiere fiir die Lungenentnahme zur Paraffineinbettung
Subgruppe 10 pg LPS

1. Gruppe: Unbehandelte Tiere

2. Gruppe: Tiere mit LPS, Euthanasie 24 h nach LPS

3. Gruppe: Tiere mit LPS, Euthanasie 48 h nach LPS

4. Gruppe: Tiere mit LPS, Euthanasie 72 h nach LPS

5. Gruppe: Tiere mit LPS, Euthanasie 120 h nach LPS

Subgruppe 10 pug LPS und 1 ng VEGFA
6. Gruppe: Tiere mit LPS, Behandlung mit 1 ng VEGFA, Euthanasie 48 h nach LPS
7. Gruppe: Tiere mit LPS, Behandlung mit 1 ng VEGFA, Euthanasie 72 h nach LPS
8. Gruppe: Tiere mit LPS, Behandlung mit 1 ng VEGFA, Euthanasie 120 h nach LPS

Subgruppe 10 pg LPS und 10ng VEGFA

9. Gruppe: Tiere mit LPS, Behandlung mit 10 ng VEGFA, Euthanasie 48 h nach LPS
10. Gruppe: Tiere mit LPS, Behandlung mit 10 ng VEGFA, Euthanasie 72 h nach LPS
11. Gruppe: Tiere mit LPS, Behandlung mit 10 ng VEGFA, Euthanasie 120 h nach LPS

Tiere fiir die BAL und FACS-Auswertung

Subgruppe 10 pg LPS
1. Gruppe: Unbehandelte Tiere
2. Gruppe: Tiere mit LPS, Euthanasie 24 h nach LPS
3. Gruppe: Tiere mit LPS, Euthanasie 48 h nach LPS
4. Gruppe: Tiere mit LPS, Euthanasie 72 h nach LPS
5. Gruppe: Tiere mit LPS, Euthanasie 120 h nach LPS

Subgruppe 10 pg LPS und 1 ng VEGFA
6. Gruppe: Tiere mit LPS, Behandlung mit 1 ng VEGFA, Euthanasie 48 h nach LPS
7. Gruppe: Tiere mit LPS, Behandlung mit 1 ng VEGFA, Euthanasie 72 h nach LPS
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8. Gruppe: Tiere mit LPS, Behandlung mit 1 ng VEGFA, Euthanasie 120 h nach LPS

Subgruppe 10 pg LPS und 10ng VEGFA

9. Gruppe: Tiere mit LPS, Behandlung mit 10 ng VEGFA, Euthanasie 48 h nach LPS
10. Gruppe: Tiere mit LPS, Behandlung mit 10 ng VEGFA, Euthanasie 72 h nach LPS
11. Gruppe: Tiere mit LPS, Behandlung mit 10 ng VEGFA, Euthanasie 120 h nach LPS

2.3.2. Zeitverlauf

Die Tiere wurden am Tag 0 mit 10 pg LPS intratracheal stimuliert, die Kontroll-Gruppe
erhielt keine Instillation. 24 h spdter wurden die Subgruppen mit 1 ng bzw. 10 ng VEGFA
intratracheal behandelt, die LPS-Subgruppe erhielt keine weitere Behandlung.

Das Versuchsende erfolgte in der LPS-Gruppe 24, 48, 72 und 120 h nach LPS-Instillation.
In den VEGF-Gruppen erfolgte das Versuchsende 48, 72 und 120 h nach LPS-Gabe.

4 Versuchsende

Oh 4h 24 h 48 h 72h 120 h

Instillation von
LPS - Gabe VEGF 1/10 ng

Abbildung 5 Versuchsablauf

40



Material und Methoden

2.4. Statistik

Zur statistischen Auswertung wurden bei den Tiergruppen die Mittelwerte,
Standardabweichungen und Standardfehler der Mittelwerte berechnet.

Fiir die Analyse der realtime-PCR-Daten wurde eine einfaktorielle ANOVA (analysis of
variance, Varianzanalyse) angewandt. Als post-hoc Test wurden alle Daten nach Bonferroni-
Korrektur verglichen.

Eine zweifaktorielle ANOVA wurde verwendet, um die Unterschiede zwischen den
Zeitpunkten und den Tiergruppen zu bestimmen. Als post-hoc Test wurden alle Daten nach
Bonferroni-Korrektur verglichen.

Die Box und Whisker Plots (Abbildung 6 - Abbildung 11) zeigen in der Box die

mittleren 50 % der Daten, wobei der Mittelstrich den Mittelwert angibt. Die Whisker

zeigen die maximalen und minimalen gemessenen Werte.

Eine Wahrscheinlichkeit von p < 0.05 wurde als statistisch signifikant angesehen.

Die Analysen erfolgten durch das Programm GraphPad Prism 5.0.
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3. Ergebnisse

3.1. Tierzahlen

In die Arbeit flieBen die Daten von 152 Méusen ein. Diese Tiere waren alle BALB/c
Wildtyp-Mause. Fiir die Einbettung der Lungen zur PCR-Analyse wurden 20 Tiere
verwendet. Fiir die Therapie-Gruppen wurden je 36 Tiere mit 1 ng bzw. 10 ng VEGF

behandelt und wiederum 60 Tiere dienten als Kontrollen.

3.1.1. Allgemeine Entziindungsanzeichen

Die Tiere wurden mit bakteriellem Lipopolysaccharid (LPS) aus E. coli intratracheal
stimuliert. Zur Evaluierung des Stimulationserfolges wurden sie nach der Narkose
tiberwacht und zeigten einen Tag nach dem Eingriff deutliche Krankheitsanzeichen, wie
gestraubtes Fell, verringerte Aktivitdt und generell ein gestortes Allgemeinbefinden. Die
Tiere wurden tédglich gewogen, um einen objektiven Parameter zur Bestimmung des
Stimulationserfolges zu haben.

Die Tiere nahmen alle nach LPS-Eingabe ab, durchschnittlich 9 % des Ausgangsgewichtes
innerhalb der ersten 24 Stunden. Die Tiere, die kein LPS erhielten, verloren kein Gewicht.

Nach fiinf Tagen hatten alle Tiere ihr Ausgangsgewicht wieder erreicht.

3.1.2. VEGF mRNA-Expression im Zeitverlauf

Um die Verhiltnisse im Zeitverlauf des LPS-induzierten ALI zu evaluieren, wurden die
Lungen von 20 Miusen lavagiert und in TissueTek® eingebettet, geschnitten und bei
diesen Schnitten durch Lasermikrodissektion Endothelzellen von 20-70 pm grof3en
prikapillaren Arteriolen (im Weiteren als Endothel bezeichnet) und alveoldre Septen (im
Weiteren als Epithel bezeichnet) ausgeschnitten. Aus diesen Proben wurde die mRNA
isoliert, durch reverse Transkription in cDNA umgeschrieben und dann als Template in die
realtime-PCR eingesetzt. Zur Normalisierung wurden zwei Referenz-Gene eingesetzt,
Ribosomales Protein 132 (RPL32) sowie guanine nucleotide binding protein beta
polypeptide 2-like 1 (GNB2L1), die Werte wurden auf die Durchschnittswerte der
Referenz-Gene normalisiert. Um die Reinheit der Proben zu verifizieren, wurden die
Proben aullerdem auf die Expression von Von-Willebrand-Faktor (vWF) fiir

Endothelzellen und Surfactant Protein C (SP-C) fiir Epithelzellen untersucht. Zur
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Bestimmung der Expressionswerte fir VEGF und die Rezeptoren Flt-1 sowie Flk-1

wurden ebenfalls spezifische Primer verwendet.

3.1.3. Regulation der mRNA von VEGF und der Rezeptoren im
Endothel nach LPS

VEGF wurde in den Endothelzellen bei den Tieren im Zeitverlauf des LPS-induzierten
ALI nur geringgradig reguliert. Nur 48 Stunden nach der Instillation war die mRNA
signifikant reduziert. Zu allen anderen Zeitpunkten war keine Regulation feststellbar.

Ahnliches zeigt sich bei beiden Rezeptoren, Flt-1 und Flk-1. Diese waren im Zeitverlauf

nicht reguliert.
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Abbildung 6 VEGF mRNA in Endothelzellen

Dargestellt ist die Verdnderung der VEGF-mRNA in mikrodissezierten Endothelzellen
nach Instillation von LPS im Vergleich zur Kontrollgruppe (Oh). Signifikanz (*)p < 0,05
im Vergleich mit t = Oh, n = 4 Tiere mit Doppelbestimmung. Die Box zeigt den
Interquartilsabstand an, der Mittelstrich den Median-Wert und die Whisker die minimal
und maximal gemessenen Werte.
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Abbildung 7 Flt-1 mRNA in Endothelzellen

Dargestellt ist die Verdnderung der Flt-1-mRNA in mikrodissezierten Endothelzellen nach
Instillation von LPS im Vergleich zur Kontrollgruppe (0h). n = 4 Tiere mit
Doppelbestimmung. Die Box zeigt den Interquartilsabstand an, der Mittelstrich den
Median-Wert und die Whisker die minimal und maximal gemessenen Werte.
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Abbildung 8 Flk-1 mRNA in Endothelzellen

Dargestellt ist die Verdnderung der Flk-1-mRNA in mikrodissezierten Endothelzellen nach
Instillation von LPS im Vergleich zur Kontrollgruppe (0h). n = 4 Tiere mit
Doppelbestimmung. Die Box zeigt den Interquartilsabstand an, der Mittelstrich den
Median-Wert und die Whisker die minimal und maximal gemessenen Werte.

3.1.4. Regulation der mRNA von VEGF und der Rezeptoren im Epithel
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nach LPS

Im alveoldren Kompartment war die mRNA von VEGF im Zeitverlauf schnell nach der
Stimulation stark herunterreguliert. Es war eine signifikante Verringerung der Expression
zu allen Zeitpunkten ersichtlich, die auch nach 72 Stunden fortbestand. Der Flt-1 war, wie
schon in den Endothelzellen, zu keinem Zeitpunkt reguliert. Die Expression des Flk-1 war
jedoch bereits 4 Stunden nach der Stimulation stark verringert, dies dnderte sich bis 72

Stunden nach der LPS-Stimulation nicht.
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Abbildung 9 VEGF mRNA in Epithelzellen

Dargestellt ist die Verdnderung der VEGF-mRNA in mikrodissezierten Epithelzellen nach
Instillation von LPS im Vergleich zur Kontrollgruppe (Oh). Signifikanz (*)p < 0,05 im
Vergleich mit t = Oh, n = 4 Tiere mit Doppelbestimmung. Die Box zeigt den
Interquartilsabstand an, der Mittelstrich den Median-Wert und die Whisker die minimal
und maximal gemessenen Werte.
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Abbildung 10 Flt-1 mRNA in Epithelzellen

Dargestellt ist die Verdanderung der Flt-1-mRNA in mikrodissezierten Epithelzellen nach
Instillation von LPS im Vergleich zur Kontrollgruppe (0h). n = 4 Tiere mit
Doppelbestimmung. Die Box zeigt den Interquartilsabstand an, der Mittelstrich den
Median-Wert und die Whisker die minimal und maximal gemessenen Werte.
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Abbildung 11 Flk-1 mRNA in Epithelzellen

Dargestellt ist die Verdnderung der Flk-1-mRNA in mikrodissezierten Epithelzellen nach
Instillation von LPS im Vergleich zur Kontrollgruppe (Oh). Signifikanz (*)p < 0,05 im
Vergleich mit t = Oh, n = 4 Tiere mit Doppelbestimmung. Die Box zeigt den
Interquartilsabstand an, der Mittelstrich den Median-Wert und die Whisker die minimal
und maximal gemessenen Werte.
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3.2. Leukozytentransmigration
3.2.1. Transmigration in den Alveolarraum

3.2.1.1. Anzahl der Leukozyten in der BAL

Da ein wichtiges Merkmal der respiratorischen Insuffizienz die Einwanderung von
Leukozyten in den Alveolarraum ist; wurde bei den Tieren 24, 48, 72 und 120 Stunden
nach der Stimulation eine bronchoalveoldrer Lavage durchgefiihrt und so die in den

Alveolarraum eingewanderten Leukozyten gewonnen und ausgezihlt.

In der LPS-Kontrollgruppe ergab sich der erwartete Zeitverlauf. Unstimulierte Tiere
wiesen nur sehr geringe Leukozytenzahlen in der Lunge auf, 0,1 + 0,0 x 10° Zellen. Ein
massiver Anstieg der Leukozyten wurde 24 Stunden nach LPS auf 2,5 + 0,4 x 10° Zellen
beobachtet, der bis 48 Stunden nach Stimulation auf 3,9 £ 0,3 x 10° Zellen weiter anstieg.
Danach fielen die Zellzahlen wieder ab auf 2,3 + 0,1 x 10° Zellen nach 72 Stunden und

weiter auf 0,5 £ 0,1 x 10° Zellen nach fiinf Tagen.

mio/Lunge

Abbildung 12 Leukozytenanzahl in der BAL nach Stimulation mit 10 pg LPS i.t.
Dargestellt sind die Ergebnisse fiir Tiere mit LPS-Stimulation ohne weitere Behandlung.
Es zeigen sich signifikante Unterschiede im Zeitverlauf. Signifikanz (*) p < 0,05
verglichen mit t = Oh; dargestellt sind MW + SEM, n = 6 Tiere.

Die Tiere, die mit 1 ng VEGF 24 Stunden nach der Stimulation intratracheal behandelt
wurden, wiesen 48h nach LPS-Stimulation eine signifikant geringere Zellzahl in der BAL

auf, unabhingig von der Menge des instillierten VEGF. Die Gruppe, die mit 1 ng VEGF
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behandelt wurde, hatte 2,6 = 0,1 x 10° Zellen in der Lavage, die Gruppe mit 10 ng VEGF
2,7+ 0,3 x 10° Zellen und die Kontrollgruppe mit LPS Stimulation 3,9 + 0,3 x 10° Zellen
(s.0.). Zu den spiteren Zeitpunkten waren die Unterschiede nicht mehr signifikant. Zum
Zeitpunkt 72 h wurden in der 1 ng VEGF Gruppe 1,4 + 0,1 x 10° Zellen und in der 10 ng
VEGF Gruppe 1,7 + 0,1 x 10° Zellen gezihlt. Dies ist zwar geringer als in der LPS
Kontrollgruppe (2,3 + 0,1 x 10° Zellen) aber nicht signifikant. Fiinf Tage nach Stimulation
lag die Zellzahl in den Behandlungsgruppen auf gleichem Niveau wie die Kontrollgruppe.
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Abbildung 13 Leukozytenanzahl in der BAL nach Stimulation mit 10 pg LPS i.t. und
Behandlung mit VEGF

Tiere mit LPS-Stimulation ohne weitere Behandlung und mit 1 ng bzw. 10 ng VEGF 24
Stunden nach Stimulation. Signifikante Unterschiede zur unbehandelten LPS-Gruppe
ergeben sich nur bei 48 h. 72 h und 120 h nach LPS- Instillation sind die Unterschiede
zwischen den Gruppen nicht mehr signifikant. Signifikanz (*) p < 0,05 im Vergleich zur
LPS-Gruppe; dargestellt sind MW + SEM, n = 6 Tiere.

3.2.1.2. Differenzierung der Leukozyten in der BAL

Die Differenzierung der in der Lavage gefundenen Zellen ergab in der unstimulierten
Kontroll-Gruppe 90 + 1 % Monozyten/Makrophagen, 5 + 1 % Granulozyten und 5 £ 1 %
Lymphozyten. Nach Stimulierung mit LPS kam es zu einer Migration von Granulozyten.
So setzt sich die Zellpopulation im Alveolarraum 24 h nach LPS aus 6 + 1 %
Monozyten/Makrophagen, 92 + 1 % Granulozyten und 3 + 1 % Lymphozyten zusammen.

Zwei Tage nach der Stimulation begann der Makrophagen/Monozyten-Anteil zuzunehmen.

48



Ergebnisse

Die Verhiltnisse sahen nun folgendermalen aus: 13 + 2 % Monozyten/Makrophagen, 84 +
3 % Granulozyten und 3 + 1 % Lymphozyten. Diese Verschiebung setzte sich im weiteren
Verlauf fort, immer mehr Monozyten und Makrophagen wanderten in die Lungen ein. 72 h
nach der Stimulation fanden sich nun 31 + 3 % Monozyten/Makrophagen, 56 + 4 %
Granulozyten und 13 % + 3 Lymphozyten in der Lunge. Am fiinften Tag war das initiale
Verhiltnis fast wieder hergestellt, es fanden sich noch 79 + 2 % Monozyten/Makrophagen,
3 =1 % Granulozyten und 18 = 3 % Lymphozyten in der BAL.
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Abbildung 14 Leukozytendifferenzierung in der BAL nach Stimulation mit 10 pg
LPS i.t.

Differenzierung der Leukozytenpopulation in der BAL im Zeitverlauf nach LPS
Stimulation. M/M steht fiir Monozyten/Makrophagen, PMN fiir Granulozyten und L fiir
Lymphozyten, Signifikanz (*) p < 0,05 verglichen mit t = Oh; dargestellt sind MW + SEM,
n = 6 Tiere.

Die Tiere, die 24 Stunden nach LPS mit VEGF behandelt wurden, zeigten am néchsten
Tag keine Verschiebung in den Leukozytenpopulationen, 72 Stunden nach LPS ergab sich
hier jedoch ein anderes Bild. Die Gruppe, die mit 1 ng behandelt wurde hatte einen um 17
% hoheren Anteil an mononukledren Zellen (47 + 5 % Monozyten/Makrophagen) sowie
einen um 21 % geringeren Anteil an neutrophilen Granulozyten (35 £ 5 %) in der Lavage
als die LPS-Gruppe. Nach Behandlung mit 10 ng war kein groer Unterschied zur LPS-
Gruppe feststellbar. Am fiinften Tag nach der Stimulation lagen die beiden behandelten

Gruppen wieder auf einem dhnlichen Niveau wie die LPS-Gruppe.
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Abbildung 15 Leukozytendifferenzierung in der BAL nach Stimulation mit 10 pg
LPS i.t. und Behandlung mit VEGF

Vergleich der Gruppen 48, 72 und 120 Stunden nach LPS-Stimulation. Behandlung der
Tiere 24 Stunden nach LPS-Gabe mit unterschiedlicher VEGF-Menge.

M/M steht fiir Monozyten/Makrophagen, PMN fiir Granulozyten und L fiir Lymphozyten,
Signifikanz (*) p < 0,05 im Vergleich zur LPS-Gruppe; dargestellt sind MW + SEM, n = 6
Tiere.

3.2.2. Transmigration in das Lungeninterstitium

3.2.2.1. Anzahl der Leukozyten im Interstitium

Durch einen inflammatorischen Stimulus werden Leukozyten zur Transmigration in das
entziindete Gewebe angeregt. Vor der Euthanasie wurde den Méusen ein Antikérper zur
Markierung der intravasalen Granulozytenpopulation gespritzt. Nach der Euthanasie wurde
den Tieren die Lunge entnommen, in den Kapillaren befindliches Restblut herausgespiilt
und die Lungen dann mit einem Enzymcocktail verdaut. Die so gewonnenen Zellen
wurden gezdhlt, differenziert und mittels FACS Analyse in interstitielle und adhirente
vaskuldre Granulozyten unterteilt.

In den Lungen von unbehandelten Kontrolltieren befanden sich 14,3 + 1,5 x 10° Zellen.
Durch LPS-Stimulation verdoppelte sich dieser Wert auf 31,2 + 2,4 x 10° Zellen innerhalb
von 24 Stunden, stieg dann auf 38,8 + 2,6 x 10° Zellen nach 48 Stunden, wo er auch 3
Tage nach der Stimulation blieb. Erst am 5. Tag nach der Instillation sank die Zellzahl in

der Lunge wieder auf 30 Millionen Zellen.
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Abbildung 16 Leukozytenanzahl im Lungenhomogenat nach Stimulation mit 10 pg
LPS i.t.

Dargestellt sind die Zellzahlen von Tieren nach Stimulation mit LPS ohne weitere
Behandlung. Signifikanz (*) p < 0,05 verglichen mit t = Oh; dargestellt sind MW + SEM, n
= 6 Tiere.

Bei den Tiergruppen, die mit 1 ng bzw. 10 ng VEGF 24 Stunden nach der LPS-Stimulation
intratracheal behandelt wurden ergibt sich ein dhnliches Bild. Die Anzahl der Leukozyten
ist zwar tendenziell geringer, diese Unterschiede sind aber auf Grund der grof8en Streuung

nicht signifikant.
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Abbildung 17 Leukozytenanzahl im Lungenhomogenat nach Stimulation mit 10 pg
LPS i.t. und Behandlung mit VEGF

Tiere mit VEGF-Behandlung im Vergleich zur LPS-Kontrollgruppe 48, 72 und 120
Stunden nach der LPS Stimulation. Behandlung der Tiere 24 Stunden nach LPS-Gabe.
Dargestellt sind MW + SEM, n =4 - 6 Tiere.

3.2.2.2. Differenzierung der Leukozyten im Interstitium

Bei der differenzierten Auszdhlung der Leukozyten aus dem Lungengewebe ergab sich bei
unstimulierten Méusen ein Anteil von 42 £ 5 % Monozyten/Makrophagen, 17 £ 5 %
Granulozyten und 41 = 5 % Lymphozyten. 24 Stunden nach LPS- Instillation steigt der
Anteil der Granulozyten auf 69 + 3 %, der Anteil von Monozyten/Makrophagen sinkt auf
11 + 1 %, die Lymphozyten machen dann noch 21 + 2 % aus. Diese Verschiebung in der
Leukozytenverteilung bleibt auch 48 Stunden nach der Stimulation bestehen, erst nach 72
Stunden nimmt der Anteil der Monozyten wieder merklich zu. Zu diesem Zeitpunkt
befinden sich 37 = 2 % Monozyten und Makrophagen, 29 + 3 % Granulozyten und 34 + 3
% Lymphozyten im Lungenhomogenat. Fiinf Tage nach Auslosen des ARDS sind die

Werte wieder dhnlich zu denen vor der LPS-Gabe.
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Abbildung 18 Leukozytendifferenzierung im Lungenhomogenat nach Stimulation mit
10 pg LPS i.t.

Differenzierung der Leukozytenpopulationen aus dem Lungengewebe zu verschiedenen
Zeitpunkten im LPS-induzierten ARDS. M/M steht fiir Monozyten/Makrophagen, PMN
fiir Granulozyten und L fiir Lymphozyten, Signifikanz (*) p < 0,05 verglichen mit t = Oh;
dargestellt sind MW = SEM, n =5 - 6 Tiere.

Bei der Differenzierung der Leukozyten im Lungenhomogenat der mit VEGF behandelten
Maiuse ergab sich ein dhnliches Bild wie bei der LPS-Gruppe. Nur zum Zeitpunkt 72
Stunden nimmt der Anteil an Granulozyten in beiden Behandlungsgruppen ab, mehr noch

bei 10 ng im Vergleich zu 1 ng. Der Unterschied liegt allerdings nicht einmal bei 10 %.
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Abbildung 19 Leukozytendifferenzierung im Lungenhomogenat nach Stimulation mit
10 pg LPS i.t. und Behandlung mit VEGF

Tiere mit VEGF-Behandlung im Vergleich zur LPS-Kontrollgruppe 48, 72 und 120
Stunden nach der LPS Stimulation. Behandlung der Tiere 24 Stunden nach LPS-Gabe.
M/M steht fiir Monozyten/Makrophagen, PMN fiir Granulozyten und L fiir Lymphozyten,
Signifikanz (*) p < 0,05 im Vergleich zur LPS-Gruppe; dargestellt sind MW = SEM, n =5
- 6 Tiere.

3.2.3. Quantifizierung intravasaler und interstitieller Granulozyten

Durch FACS-Analyse wurde die Granulozyten-Population im Lungenhomogenat in
interstitielle Granulozyten und vaskuldre adhérente Granulozyten unterteilt. Hierfiir wurde
den Tieren vor der Euthanasie ein markierter Antikdrper gegen diesen Zelltyp intravends
injiziert und der Anteil der markierten Zellen mittels FACS-Analyse quantifiziert.

Bei den unbehandelten Kontroll-Tieren zeigt sich ein Anteil von 0,2 £ 0,0 x 10°
Granulozyten im Interstitium und 1,0 = 0,3 x 10° PMN im GefiBbett. Der Anteil der
intravasalen adhédrenten Granulozyten &nderte sich im Zeitverlauf des LPS induzierten
ARDS nicht. Die Anzahl der interstitiellen Granulozyten nahm jedoch innerhalb der ersten
24 Stunden auf 5,3 £ 1,1 x 10° Zellen zu. 48 Stunden nach der LPS-Instillation befanden
sich schon 10,3 + 0,7 x 10° Granulozyten im Lungengewebe. Nach 72 Stunden war die
Zellzahl wieder bei 5,5 + 0,4 x 10° Zellen. Am 5. Tag nach der Stimulation war der

Ausgangswert wieder erreicht.
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Abbildung 20 Quantifizierung der interstitiellen und vaskulir-adhirenten
Granulozyten im Lungenhomogenat nach Stimulation mit 10 pg LPS i.t.
Differenzierung der Granulozyten in interstitielle und vaskuldre Zellen durch FACS-
Analyse bei Tieren nach LPS-Stimulation. Signifikanz (*) p < 0,05 verglichen mit t = Oh,;
dargestellt sind MW + SEM, n =4 - 6 Tiere.

Die Tiere, die 24 Stunden nach der LPS-Gabe mit 1 ng VEGF behandelt wurden zeigten
ein dhnliches Bild wie die LPS-Kontrollgruppe. Die Gruppe, der 10 ng VEGF instilliert
wurde zeigte einen deutlich geringeren Anteil an interstitiellen Granulozyten, ndmlich 8,1
+ 0,9 x 10° Zellen. 72 Stunden nach LPS-Stimulation zeigten beide VEGF-behandelten
Gruppen identische Verhéltnisse, die Anzahl der interstitiellen Granulozyten lag deutlich
unter dem Niveau der LPS-Gruppe bei 2,9 + 1,1 (1 ng) bzw. 3,1 + 0,6 x 10° Zellen. Der
Anteil an vaskuldren Granulozyten war bei allen drei Gruppen identisch. Fiinf Tage nach

LPS-Instillation waren alle drei Gruppen wieder identisch.
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Abbildung 21 Quantifizierung der interstitiellen und vaskulir-adhirenten
Granulozyten im Lungenhomogenat nach Stimulation mit 10 pg LPS i.t. und
Behandlung mit VEGF

Tiere mit VEGF-Behandlung mit 1 ng bzw. 10 ng intratracheal 24 Stunden nach LPS-
Applikation. Vergleich zur LPS-Kontrollgruppe 48, 72 und 120 Stunden nach der LPS
Stimulation. Signifikanz (*) p < 0,05 verglichen mit der LPS-Gruppe; dargestellt sind MW
+ SEM, n =5 - 6 Tiere.

3.3. Permeabilititsstorung der alveolokapilliiren Barriere

Die Permeabilititsstorung, die ein wichtiges Merkmal des ARDS ist, wurde mittels
Messung des gesamten Proteingehaltes in der bronchoalveoldren Lavage bestimmt.

Die Tiere wurden mit 10 pg LPS intratracheal stimuliert und zu verschiedenen Zeitpunkten
euthanasiert. Nach Lavage der Lungen wurde die so gewonne Fliissigkeit mittels eines
photometrischen Verfahrens auf ihren Gesamt-Proteingehalt untersucht. Bei unstimulierten
Tieren lag der gemessene Wert bei 0,20 = 0,01 pg/ul. Nach der LPS-Gabe stieg der
Proteingehalt in der Lunge auf 0,33 = 0,07 ug/ul nach 24 Stunden an, nach 48 Stunden
liesen sich schon 0,59 =+ 0,02 pg/ul nachweisen. 72 Stunden nach der Stimulation war
dieser Wert auf sein Maximum 0,66 + 0,03 ng/ul angestiegen. Fiinf Tage nach Ausldsen

des ARDS entsprach die Proteinkonzentration wieder dem Ausgangswert.
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Abbildung 22 Gesamtproteingehalt in der BAL nach Stimulation mit 10 pg LPS i.t.
Die Proteinkonzentration in der bronchoalveoldren Lavage im LPS-induzierten ARDS bei
unbehandelten Tieren (Oh) sowie zu verschiedenen Zeitpunkten nach LPS. Signifikanz (*)
p < 0,05 verglichen mit t = Oh; dargestellt sind MW = SEM, n =5 - 6 Tiere.

Die Tiere, die mit 10 ng VEGF 24 Stunden nach LPS-Gabe behandelt wurden zeigten 48
Stunden nach der Stimulation ein #hnliches Bild wie die LPS-Kontrollgruppe. Die
Proteinkonzentration war allerdings bei der Gruppe, die 1 ng VEGF intratracheal erhielt,
geringer als in den beiden anderen Gruppen, sie lag bei 0,44 + 0,02 pg/ul. 72 Stunden nach
der LPS-Instillation war der Proteingehalt in der BAL in der mit 10 ng VEGF behandelten
Gruppe dhnlich dem der Kontrollgruppe. Bei den Tieren, die 1 ng VEGF erhielten war der
Wert deutlich geringer als bei der LPS-Gruppe. Diese Tiere hatten im Mittel 0,49 + 0,05
ng/ul Protein in der Lavage-Fliissigkeit. Fiinf Tage nach der Stimulation waren alle drei

Gruppen wieder auf dem gleichen Stand, wie vor Eingabe des Lipopolysaccharids.
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Abbildung 23 Gesamtproteingehalt in der BAL nach Stimulation mit 10 pg LPS i.t.
und Behandlung mit VEGF

Vergleich der Gruppen 48, 72 und 120 Stunden nach LPS-Stimulation. Behandlung der
Tiere 24 Stunden nach LPS-Gabe mit unterschiedlicher VEGF-Menge.

Signifikanz (*) p < 0,05 verglichen mit der LPS-Gruppe; dargestellt sind MW = SEM, n =
5 - 6 Tiere.

3.4. Zytokin-Synthese

Zur Evaluierung der inflammatorischen Antwort wurden die beiden pro-inflammatorischen
Zytokine Tumor-Nekrose Faktor(TNF-a) und Makrophagen Inflammatorisches
Protein(MIP-2) in der broncho-alveoldren Lavagefliissigkeit mittels ELISA bestimmt.
Beide Zytokine werden in der Pathogenese des ARDS gebildet und unterhalten die

Entziindungsreaktion (siehe 1.1.7).

3.4.1. Tumor-Nekrose Faktor (TNF-a)

TNF wurde bei Tieren ohne Stimulation in der bronchoalveoldren Lavage gemessen, die
Werte waren extrem gering, im Mittel 71 + 10 pg/ml. Nach der Instillation von LPS stieg
dieser Wert innerhalb der ersten 24 Stunden auf 1398 + 134 pg/ml an. Wieder 24 Stunden
spater war dieser hohe Wert wieder auf den urspriinglichen Wert gesunken. Dies war auch

zu allen spéteren Zeitpunkten der Fall.

58



Ergebnisse

2000-
*

1500-

£ 1000-
o

500-

0 -

& & & & &
3 &(\V bt‘b‘\\, X ff,(\\, '{19 ‘\\/

Abbildung 24 TNF-a Spiegel in der BAL nach Stimulation mit 10 pg LPS i.t.

Die Tiere wurden mit LPS stimuliert und zu verschiedenen Zeitpunkten euthanasiert und
die Lunge lavagiert. Die TNF-a Werte wurden mittels ELISA bestimmt.

Signifikanz (*) p < 0,05 verglichen mit t = Oh; dargestellt sind MW + SEM, n =5 - 6 Tiere.

In den Gruppen, die 24 Stunden nach der LPS-Applikation intratracheal mit VEGF
behandelt wurden, ergibt sich zu den Zeitpunkten 48, 72 und 120 Stunden nach der LPS-
Gabe ein identisches Bild, alle Werte entsprechen denen der LPS-Gruppe und sind im

Bereich der Baseline.
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Abbildung 25 TNF-a Spiegel in der BAL nach Stimulation mit 10 pg LPS i.t. und
Behandlung mit VEGF

Die Tiere wurden 24 Stunden nach der LPS-Instillation mit 1 ng bzw. 10 ng VEGF
intratracheal behandelt, spiter euthanasiert und die Lunge lavagiert. Gezeigt sind die Werte
im Vergleich zu den LPS-Kontrollen. Dargestellt sind MW £ SEM, n=75 - 6.

3.4.2. Makrophagen Inflammatorisches Protein (MIP-2)
MIP-2 ist ein weiteres pro-inflammatorisches Protein, das von verschiedenen Zelltypen
nach einem inflammatorischen Stimulus gebildet wird.
Die Werte dieses Zytokins korrelieren mit denen von TNF-o. Die Basiswerte ohne
Stimulation sind sehr niedrig, 54 + 8 pg/ml. 24 Stunden nach der LPS-Applikation stiegen
die MIP-2 Spiegel auf fast das 10-fache, 519 + 151 pg/ml, an, um dann schnell wieder auf

die Ausgangswerte abzusinken.
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Abbildung 26 MIP-2 Spiegel in der BAL nach Stimulation mit 10 pg LPS i.t.

Maiuse wurden mit LPS intratracheal stimuliert, zu verschiedenen Zeitpunkten euthanasiert
und die Lungen bronchoalveolir lavagiert. Aufgetragen sind die mittels ELISA ermittelten
MIP-2 Werte zu den unterschiedlichen Zeitpunkten. Signifikanz (*) p < 0,05 verglichen
mit t = Oh; dargestellt sind MW + SEM, n =5 - 6 Tiere.

Die Tiergruppen die mit 1 ng bzw. 10 ng intratracheal 24 Stunden nach LPS-Gabe
behandelt wurden zeigen zu den Zeitpunkten 48, 72 und 120 Stunden nach LPS-Instillation
keine Unterschiede zu der LPS-Kontrollgruppe.

Abbildung 27 MIP-2 Spiegel in der BAL nach Stimulation mit 10 pg LPS i.t. und
Behandlung mit VEGF

24 Stunden nach der LPS-Stimulation wurden zwei Gruppen mit 1 ng bzw. 10 ng VEGF
intratracheal behandelt. Die Werte sind im Vergleich zur LPS-Kontrollgruppe zu den
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Zeitpunkten 48, 72 und 120 Stunden nach LPS-Gabe abgebildet. Dargestellt sind MW +
SEM,n=5 -6.

3.5. VEGF-Proteingehalt

3.5.1. VEGF in der BAL

Der VEGF-Proteingehalt in der bronchoalveoldren Lavagefliissigkeit wurde mittels eines
ELISA bestimmt. Die Tiere wurden mit 10 pg LPS intratracheal behandelt und dann zu
verschiedenen Zeitpunkten euthanasiert und die Lungen lavagiert. Bei unbehandelten
Tieren war der VEGF-Spiegel in der Lunge im Vergleich zum Plasma recht hoch, er lag
bei 37 + 3 pg/ml. Nach der LPS-Gabe stieg dieser Wert um das fiinffache auf 190 + 25
pg/ml an, um dann iiber die nédchsten zwei Tage wieder auf das urspriingliche Niveau

abzusinken.
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Abbildung 28 VEGF-Protein Spiegel in der BAL nach Stimulation mit 10 pg LPS i.t.
Nach Stimulation mit LPS wurden die Miause zu verschiedenen Zeitpunkten euthanasiert
und die Lunge lavagiert. Gezeigt sind die VEGF-Protein Werte vor und nach der
Stimulation. Signifikanz (*) p < 0,05 im Vergleich mit t = Oh; dargestellt sind MW £+ SEM,
n=>5 - 6 Tiere.

Die Tiere, die 24 Stunden nach der LPS-Instillation mit VEGF behandelt wurde zeigten zu

den Zeitpunkten 48, 72 und 120 Stunden nach Versuchsbeginn identische Werte zu der
LPS-Gruppe.
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Abbildung 29 VEGF-Protein Spiegel in der BAL nach Stimulation mit 10 pg LPS i.t.
und Behandlung mit VEGF

Die Tiere wurden 24 Stunden nach Auslosen des ARDS mit 1 ng bzw. 10 ng VEGF
intratracheal behandelt und dann zu verschiedenen Zeitpunkten euthanasiert und lavagiert.
Dargestellt sind MW = SEM, n=5 — 6.

3.5.2. VEGF im Blutplasma

Die VEGF-Protein-Werte im Blutplasma bei unstimulierten Tieren lagen deutlich niedriger
als in der Lunge, daher musste ein anderes ELISA-Kit eingesetzt werden, das diese
niedrigen Werte sensitiv nachweisen kann. Der Wert lag physiologisch bei 6,9 + 0,6 pg/ml,
weniger als ein Viertel des Wertes, der in der BAL gemessen wurde. Im Zeitverlauf des
LPS-induzierten ARDS =zeigte sich eine geringe Reduktion bereits nach 24 Stunden,
allerdings war dies erst 72 Stunden nach LPS-Gabe signifikant. Fiinf Tage nach der

Auslosung des ARDS war der Wert wieder auf den Ausgangswert angestiegen.
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pg/ml

Abbildung 30 VEGF-Protein Spiegel im Blut nach Stimulation mit 10 pg LPS i.t.
Nach LPS-Gabe wurden die Méause zu verschiedenen Zeitpunkten euthanasiert und Blut
entnommen. Gezeigt sind die VEGF-Protein Werte vor und nach der Stimulation.
Signifikanz (*) p < 0,05 verglichen mit t = Oh; dargestellt sind MW += SEM, n =5 - 6 Tiere.

Nach Behandlung mit VEGF, 24 Stunden nach der LPS-Applikation, zeigte die Gruppe,
die 1 ng erhielt, bei 48 Stunden einen Anstieg von VEGF im Blut auf 7,7 + 0,7 pg/ml, der
allerdings verglichen mit 5,3 &+ 1,0 pg/ml (LPS-Gruppe) nicht signifikant war. Die Gruppen

waren nach fiinf Tagen alle wieder auf dem urspriinglichen Niveau.

101

s{ T

6 e
: T
2

4-

2-

0' T T T

’(‘\3% x\‘\q \Q(\Q (\Q% x\o‘) \Q(\Q (\\g% x\(\Q \QQQ’

X X X
R PC A

Abbildung 31 VEGF-Protein Spiegel im Blut nach Stimulation mit 10 pg LPS i.t. und
Behandlung mit VEGF

Die Tiere wurden 24 Stunden nach Auslésen des ARDS intratracheal mit 1 ng bzw. 10 ng
VEGF behandelt und dann zu verschiedenen Zeitpunkten euthanasiert, dann Blut
entnommen und mittels ELISA die VEGF-Werte im Plasma bestimmt. MW + SEM, n = 6.
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3.6. Leukozyten im peripheren Blut

3.6.1. Anzahl der Blut-Leukozyten

Nachdem die Tiere mit LPS stimuliert waren und euthansiert wurden, wurde ihnen noch
peripheres Blut aus der kaudalen Hohlvene entnommen. Dieses Blut wurde mittels
Fluoreszenz-Durchflusszytometrie untersucht. So wurde der Gesamtgehalt an Leukozyten
gemessen. Die Werte variieren inter-individuell sehr stark, die Streuung bei diesem
Parameter war folglich sehr gro. Daher sind die Unterschiede zwischen den einzelnen
Zeitpunkten nicht signifikant. Dennoch nahm 24 Stunden nach der LPS-Gabe der
Leukozytengehalt im peripheren Blut von 2,0 + 0,1 x 10° Zellen auf 1,2 + 0,2 x 10° Zellen
pro Milliliter deutlich ab. 72 Stunden nach der Stimulation wurde ein deutlicher Anstieg

der Leukozytenkonzentration im Blut auf iiber 3 Millionen Zellen pro Milliliter beobachtet.

mio/ml
N
1

Abbildung 32 Leukozytenanzahl im peripheren Blut nach Stimulation mit 10 pg LPS
i.t.

Die Tiere wurden mit LPS stimuliert und zu verschiedenen Zeitpunkten danach das Blut
auf die Leukozytenanzahl untersucht. Signifikanz (*) p < 0,05 verglichen mit t = Oh;
dargestellt sind MW + SEM, n =5 - 6 Tiere.

Bei den Tieren, die mit 1 ng bzw. 10 ng VEGF intratracheal behandelt wurden, ergab sich
durch die individuelle Streuung ein dhnliches Bild. Die Werte unterscheiden sich kaum

von denen der Kontrollgruppe
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Abbildung 33 Leukozytenanzahl im peripheren Blut nach Stimulation mit 10 pg LPS
i.t. und Behandlung mit VEGF

Die Tiere wurden 24 Stunden nach der LPS-Instillation mit VEGF behandelt. Dargestellt
sind die Blutleukozyten im Vergleich zur LPS-Kontrollgruppe, MW + SEM, n =5 - 6.

3.6.2. Differenzierung der Blut-Leukozyten

Aus dem gewonnenen Blut wurden die Leukozyten durch Lyse der Erythrozyten isoliert
und ausgezdhlt. Bei der Differenzierung ergab sich in der Gruppe der Tiere, die mit LPS
stimuliert wurden ein Anteil von 7 £+ 2 % Monozyten/Makrophagen, 6 + 2 % Granulozyten
und 86 + 4 % Lymphozyten. 24 Stunden nach der Auslésung des ARDS stieg der Anteil
der Granulozyten auf 16 + 4 %, die Lymphozyten sanken entsprechend, wéhrend der
Anteil der Monzyten und Makrophagen gleich blieb. Dieses Verhéltnis war auch nach 48
Stunden nachweisbar, erst 72 Stunden nach der Stimulation sank der Anteil der
Granulozyten wieder auf den Ausgangswert, die urspriinglichen Verhéltnisse waren wieder

hergestellt, was sich bis zum Versuchende nicht mehr énderte.
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Abbildung 34 Leukozytendifferenzierung im peripheren Blut nach Stimulation mit 10
pg LPS i.t.

Die Tiere wurden mit LPS stimuliert, das Blut zu verschiedenen Zeitpunkten im Hinblick
auf die Leukozytenpopulationen analysiert.

Dargestellt sind MW £+ SEM, n =5 - 6. M/M steht fiir Monozyten/Makrophagen, PMN fiir
Granulozyten und L fiir Lymphozyten.

24 Stunden nach der LPS-Gabe mit VEGF behandelte Méuse zeigten zu keinem Zeitpunkt

deutliche Unterschiede zur LPS Gruppe, die Verhiltnisse waren stets identisch.
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Abbildung 35 Leukozytendifferenzierung im peripheren Blut nach Stimulation mit 10
pg LPS i.t. und Behandlung mit VEGF

Die Tiere wurden mit LPS stimuliert, 24 Stunden spiter mit VEGF behandelt und die im
Blut befindlichen Leukozyten zu verschiedenen Zeitpunkten differenziert. Abgebildet sind
die Werte 48, 72 und 120 Stunden nach Stimulation im Vergleich zur LPS-Gruppe.
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Dargestellt sind MW £+ SEM, n =5 - 6. M/M steht fiir Monozyten/Makrophagen, PMN fiir
Granulozyten und L fiir Lymphozyten.

3.7. Gewichtsverlauf

Zur Uberwachung des Zustandes der Tiere wurden sie tiglich gewogen. Nach Applikation
von LPS wurde eine deutliche Gewichtsabnahme innerhalb der ersten 24 Stunden
verzeichnet, die bei der LPS Gruppe bis 72 Stunden nach Stimulation anhielt. In den
beiden folgenden Tagen nahmen die Tiere wieder an Gewicht zu und erreichten am fiinften
Tag ihr Ausgangsgewicht. Die Tiere, die 24 Stunden nach LPS-Gabe 1 ng VEGF
intratracheal erhielten, zeigten bereits 48 Stunden nach LPS-Instillation ein verbessertes
Allgemeinbefinden, was sich in einer deutlichen Steigerung des Gewichtes zeigte. Die
Tiere waren wieder auf fast 95 % ihres Ausgangsgewichtes wihrend die Kontrollgruppe
nur 91 % des urspriinglichen Gewichtes aufwies. Die Tiere, die 10 ng VEGF erhielten,
zeigten ebenfalls eine Verbesserung im Vergleich zur Kontrollgruppe, diese war jedoch

weniger ausgepragt als in der geringer dosierten Behandlungsgruppe.
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Abbildung 36 Gewichtsverlauf der Miuse nach Stimulation mit 10 pg LPS i.t. und
Behandlung mit VEGF

Die Tiere wurden mit LPS stimuliert, 24 Stunden spiter mit VEGF behandelt und tiglich
gewogen. Abgebildet sind die Werte in % bezogen auf das Ausgangsgewicht.

Dargestellt sind MW + SEM, n = 6, Signifikanz (*) verglichen mit t = Oh liegt bei p < 0,05.
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3.8. Histologie

Fiir die Herstellung der histologischen Priparate wurden die Tiere mit LPS stimuliert, dann
euthanasiert und die Lungen mit Formalin fixiert und schlieBlich in Paraffin eingebettet.
Bei unstimulierten Tieren (0 h) kann man gut die Morphologie der gesunden Lunge
erkennen. Die Alveolarsepten sind diinn und die Alveolen frei, es befinden sich praktisch
keine Zellen im Alveolarraum.

24 Stunden nach der LPS-Instillation verdndert sich das Bild. Es kommt zu einer
Verdickung der Alveolarsepten, Protein und Zellen sind in den Alveolen sichtbar. Diese
Zellen sind sowohl Leukozyten, v.a. Granulozyten, als auch Erythrozyten. 48 Stunden nach
der Stimulation ist noch mehr Protein in den Alveolen nachweisbar, die Zellen fiillen
einzelne Alveolen fast aus. Es kommt zu groBeren luftgefiillten Hohlrdumen durch
Zerstorung des Gewebes. Auch Kollaps einzelner Alveolen ist zu beobachten. Am dritten
Tag nach Auslosen des ARDS zeigen sich nun vermehrt Makrophagen in den Alveolen,
die Anzahl der Granulozyten geht zuriick. Es befinden sich aber immer noch viele Zellen
in den Septen, die dadurch stark verdickt erscheinen. Auch Protein ist noch in grofler
Menge in den Alveolen sichtbar. Fiinf Tage nach LPS-Gabe sind die Alveolen groftenteils
wieder frei, die Septen sind jedoch noch verdickt und erscheinen teils blasig. Es sind
aullerdem noch einige Leukozyten in den Alveolarsepten zu finden.

Bei den Tieren, die 24 Stunden nach der LPS-Gabe mit 1 ng VEGF behandelt wurden,
ergibt sich zum Zeitpunkt 48 Stunden ein etwas anderes Bild. Es befinden sich deutlich
weniger Zellen und Protein in den Alveolarraumen. In den Septen sind allerdings ebenso
viele Zellen wie in der LPS-Gruppe zu finden. 72 Stunden nach Stimulation ist der
Unterschied zwischen Kontroll-Gruppe und der behandelten Gruppe nicht mehr allzu groB,
allerdings fallt auf, dass mehr Makrophagen in den Alveolarrdumen sind und weniger
Granulozyten. Fiinf Tage nach Auslosen des ARDS sind die beiden Gruppen wieder vollig
identisch.

Die Maiuse, die 24 Stunden nach der Stimulation mit 10 ng VEGF behandelt wurden,
zeigen nach 48 Stunden ein dhnliches Bild wie die LPS-Gruppe. Es sind &hnlich viele
Zellen sowohl in den Alveolarsepten als auch in den Alveolen selbst, ebenso ist die Menge
an Protein vergleichbar. 72 Stunden nach LPS-Applikation sieht die Lunge makroskopisch
schlechter aus, als in den beiden anderen Gruppen. Die Septen sind stark verdickt, viele
Zellen befinden sich in den Alveolen. Doch fiinf Tage nach der Stimulation entspricht das

Bild wieder dem der beiden anderen Gruppen.
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Abbildung 37 Histologie-Schnitte mit H&E-Fiarbung
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4. Diskussion

4.1. LPS-Instillation als Tiermodell des ARDS

Das Tiermodell der LPS-induzierten respiratorischen Insuffizienz ist eines der
Standardmodelle zur Untersuchung des ARDS. Es zeigte im Versuch dhnliche Merkmale
wie die Krankheit beim Menschen. Wichtige Charakteristika wie die diffuse Entziindung
der Lunge, Odembildung, neutrophile Infiltration der Alveolen sowie erhdhte Produktion
von Zytokinen wurden durch das Modell reproduziert. Weitere Parameter wie
Koagulopathie, Herzfunktionsstorung sowie Hypoxdmie wurden nicht bestimmt. Dariiber
lasst sich also keine Aussage treffen. Die Bestimmung dieser Werte ist jedoch auch, durch
die GroBe der Tiere, mit einigen Schwierigkeiten verbunden. Andere Charakteristika wie
iberschieBende Reparationsvorginge mit Fibrosierung des Lungengewebes konnten nicht
nachgewiesen werden, treten beim Menschen aber auch nicht bei allen Patienten auf. Fiir
diese Fragestellung wire ein anderes Modell, das Modell der Bleomycin-induzierten
Fibrose besser geeignet gewesen. Hier ergibt sich initial eine respiratorische Insuffizienz,
die nach 11 Tagen in eine fibrotische Verdnderung der Lunge iibergeht (Matute-Bello et
al., 2008; Moore and Hogaboam, 2008).

Das Modell der LPS-induzierten respiratorischen Insuffizienz ist ein Modell, das gut
etabliert ist und reproduzierbare Ergebnisse liefert. Es ist eines der am haufigsten
verwendeten Modelle im Bereich der respiratorischen Insuffizienz, wie Publikationszahlen
belegen (Matute-Bello et al., 2008). Die Herangehensweise ist in diesem Modell
unterschiedlich, z.T. wird LPS intravends verabreicht, es kommt primidr zu einer
Endothelschddigung und erst sekundir zu einer Schiadigung der Lunge. Dies entspricht
aber eher einem Sepsis-Model als einem reinen Lungenschddigungsmodel. In dieser Arbeit
wurde ein anderer Administrations-Weg gewdhlt: das LPS wurde in die Trachea
eingegeben und konnte so eine spezifische Lungenschiddigung auslosen. So wurden
systemische Nebeneffekte vermieden. Diese Applikation entspricht einer Schiadigung der
Lunge durch Bakterien, die auf respiratorischem Weg in die Lunge gelangten und dort eine
Entziindung auslosen. Da die Applikation von LPS aber nur einen einmaligen Stimulus
bedeutet und die Entziindung steril ist, wird die bakterielle Infektion der Lunge so nur
unvollstdndig reproduziert. Dies ist sicher einer der gravierendsten Nachteile des Modells.

Allerdings konnen bei Patienten, die mit Antibiotika behandelt wurden, nach kurzer Zeit
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ebenfalls keine Bakterien mehr aus dem Sputum angeziichtet werden, die
Entziindungsreaktion bleibt aber auch beim Patienten bestehen und verschlimmert sich
weiterhin.

Das verwendete Modell ist ein eher mildes Modell der respiratorischen Insuffizienz, die
Permeabilitédtsstorung ist relativ gering und bei der verwendeten Dosis ist keine Letalitéit zu
beobachten. Doch die wichtigen Parameter, die in dieser Arbeit untersucht wurden, waren
zum einen die Transmigration und zum anderen die Resolution der Entziindung, daher war
dieses Modell fiir den Versuch gut geeignet.

Die gewdhlte Dosis ist ebenfalls als eher niedrig einzustufen, doch sind BALB/c-Mause
sehr empfinglich fiir LPS, so dass die instillierte Menge ausreicht, um eine
Entziindungsreaktion auszul6sen. Der verwendete Inzuchtstamm weist aulerdem gute
immunologische Reaktionen auf und zeigt daher besonders gut die Immunantwort, die

auch beim Patienten zu beobachten ist.

4.2. VEGF-Regulation im ARDS

In der Pathogenese des ARDS wird eine Beteiligung von VEGF vermutet, da es ein
potenter Permeabilititsfaktor ist und ein Hauptmerkmal des ARDS die erhdhte
Permeabilitédt der alveolokapilldren Barriere darstellt.

Karmpaliotis et al. zeigten in einem Model der LPS-induzierten respiratorischen
Insuffizienz mittels Immunhistologie, dass nach dem Stimulus die VEGF-Konzentration in
der Lunge erhoht war. Ebenfalls wiesen sie eine erhohte Expression der mRNA von VEGF
im Lungenhomogenat nach (Karmpaliotis et al., 2002). Eine andere Gruppe wies im
Infektionsmodel (Pseudomonas aeruginosa) eine Reduktion von VEGF Protein und
mRNA in der initialen Phase nach. Sie verwendeten ELISA und Western Blot zur
Detektion des Proteins und PCR bzw. Northern Blot zum Nachweis der mRNA. In dieser
Veroftentlichung wird aulerdem auf Patientendaten hingewiesen, die zeigen, dass ARDS
Patienten einen deutlich niedrigeren Spiegel an VEGF Protein in der bronchoalveoldren
Lavagefliissigkeit aufwiesen als Patienten ohne ARDS (Maitre et al., 2001).

Im Modell der Hyperoxie-bedingten Lungenschiddigung konnten Ekekezie et al. eine
Verringerung sowohl der VEGF mRNA als auch des Proteins nachweisen. In diesem Fall
wurden die Proteinwerte aus dem Lungenhomogenat bestimmt. Der Anteil des

lavagierbaren VEGF stieg auch in diesem Model an (Ekekezie et al., 2003).
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Da in diesen Publikationen derart unterschiedliche Regulationen von VEGF in
verschiedenen Tiermodellen des ARDS beschrieben wurden und sich aufgrund der Wahl
der Methoden kein generelles Bild ergab, konzentrierte sich der erste Teil der Arbeit
darauf, die tatsdchliche Regulation im verwendeten Model festzustellen.

Die PCR-Daten aus den beiden Kompartimenten Alveolarepithel und Gefdendothel der
Lunge lassen eine primdre Regulation in Epithelzellen, nicht aber in Endothelzellen
vermuten. Die mRNA von VEGF und den beiden Rezeptoren Flt-1 und Flk-1 war in den
Endothelzellen praktisch nicht reguliert, wohingegen die Epithelzellen sowohl bei VEGF
selbst als auch bei seinem Rezeptor Flk-1 eine deutliche negative Regulation der mRNA
aufwiesen. Dies konnte ein Gegenregulationsmechanismus des Epithels darstellen. Da im
ARDS die Barrierenfunktion gestort wird und VEGF die Permeabilitdt noch weiter erhoht,
konnte das Epithel die Expression von VEGF reduzieren um ein ,,Fluten* der Alveolen zu
verringern. Eine andere Erkldrung wére ein vermehrter Abbau der mRNA durch RNasen
oder Mikro RNAs durch den inflammatorischen Stimulus. Diese Ergebnisse sind
erstaunlich, da eine Regulation in Endothelzellen als wahrscheinlicher angenommen
wurde, da VEGF ein endothelialer Wachstumsfaktor ist.

Der offensichtliche Anstieg des VEGF-Proteingehaltes in der bronchoalveoldren
Lavagefliissigkeit im Versuch ist aber daher nicht auf die erhohte Expression im Epithel
zuriickzufiihren. Eine mogliche Erklirung wire die Degranulation von neutrophilen
Granulozyten. Diese Zellen wandern im Verlauf der Erkrankung massenhaft in die Lunge
ein und es ist bekannt, dass sie in ihren Granula VEGF speichern (Gong and Koh, 2010).
Ob dieses VEGF allerdings biologisch aktiv ist, darliber ldsst sich durch einen ELISA
keine Aussage treffen. Hier konnten auch kiirzere, gespaltete Fragmente von VEGF
gebunden werden und ein positives Ergebnis liefern. VEGF ist ein wenig stabiles Protein,
es wird schnell durch Proteasen abgebaut. Aullerdem besteht die Mdglichkeit, dass VEGF
an den loslichen Flt-1 gebunden ist und somit nicht aktiv ist (Kendall and Thomas, 1993).
Untersuchungen zur Aktivitit bzw. Intaktheit des VEGF-Proteins sollten daher noch
durchgefiihrt werden, um weitere Aussagen diesbeziiglich zu treffen.

Erstaunlich ist die Tatsache, dass sich der alveoldre Spiegel des VEGF Proteins nicht
erhoht, wenn exogenes VEGF intratracheal eingegeben wird. Ursdchlich konnte sein, dass
der Zeitraum zwischen Eingabe und Untersuchung mit 24 Stunden zu lang ist und das
rekombinante Protein zu schnell durch Proteasen abgebaut wird. Als Alternative kdme die

Aufnahme von VEGF f{iber die alveolokapilldre Barriere in den Blutkreislauf in Betracht.
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Dafiir wiirde eventuell sprechen, dass sich der Plasmaspiegel von VEGF durch die
Behandlung tendenziell erhoht, da dies jedoch nur unter Behandlung mit 1 ng VEGF der
Fall ist, ist dies eher als unwahrscheinlich einzustufen. Die hohere Dosis VEGF fiihrt zu

keiner Verdnderung der VEGF-Spiegel in Alveolarraum oder Blut.

Da VEGF im Tiermodell im Zeitverlauf des ARDS reguliert wird, liegt die Vermutung
nahe, dass es eine Rolle in der Pathogenese spielt. Allerdings kann dies nicht abschlieBend
bestétigt werden, da es fiir derartige Aussagen weiterer Untersuchungen bedarf. Eine
vollstdndige Depletion des Proteins und seiner Rezeptoren fiihrt in KO-Tieren jedoch zu
letalen Phenotypen, auch wenn der Knock-out lungenspezifisch ist. Daher konnten
entsprechende Versuche nicht durchgefiihrt werden. Die Blockade des Rezeptors oder die
Verringerung des biologisch aktiven VEGF durch applizierte Antikoérper wére ein weiterer
Ansatzpunkt, dies wurde jedoch in dieser Arbeit nicht untersucht. Daten zur Hemmung von
VEGF durch seinen ldslichen Rezeptor sFlt-1 sind bereits erhéltlich und zeigen eine
Verringerung von inflammatorischer Antwort und Fibrose im Bleomycin Model (Hamada
et al., 2005). Ebenso mildert die Applikation des Flk-1-Inhibitor SU5416 die initiale
Entziindung sowie die spétere Fibrose im gleichen Model (Ou et al., 2009).

4.3. Auswirkungen auf die Leukozytenrekrutierung

Im Zeitverlauf des ARDS kommt es zu einer massiven Rekrutierung von Leukozyten in
den Alveolarraum. Im verwendeten Tiermodell ist dies ebenfalls zu beobachten. Nach
LPS-Stimulation wandern innerhalb von 24 Stunden zwei bis drei Millionen Leukozyten in
die Lunge ein, hauptsidchlich neutrophile Granulozyten (siche Abbildung 12, Abbildung
14).

Unter Behandlung mit VEGF wandern deutlich weniger Leukozyten in den Alveolarraum
ein. Daher stellte sich die Frage, wo die Blockade der Transmigration stattfindet. Im
Lungeninterstitium lieBen sich mit VEGF-Applikation auch tendenziell weniger
Leukozyten nachweisen als bei Tieren, die nicht mit VEGF behandelt wurden. Durch die
Differenzierung in interstitielle und vaskuldre adhirente Leukozyten kann auch ein
tendeziell geringerer Anteil an Leukozyten, die im GefaBbett adhdrent sind, nachgewiesen
werden. Einzig im Blut befinden sich tendenziell mehr Leukozyten bei behandelten Tieren.
Daher scheint die intratracheale Behandlung mit VEGF einen Block der Transmigration

bereits am Gefallendothel zu bewirken.
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Bereits 1998 wurde nachgewiesen, dass eine Uberexpression von VEGF in Hautzellen die
Adhésion von Leukozyten an Endothelzellen verstirkt (Detmar et al., 1998). 2009 wurde
allerdings von Walshe et al. gezeigt (Walshe et al., 2009), dass eine Inhibition des VEGF-
Signalweges im Endothel von Mesenterialgefalen ein vermehrtes Rollen der Leukozyten
und auch eine vermehrte Adhdsion bewirkt, was diesen Ergebnissen entgegensteht.

In bisherigen Verdffentlichungen wurde gezeigt, dass lokal injiziertes VEGF in der Haut
von Ratten zu vermehrter Transmigration von Granulozyten und auch Monozyten in
entzlindete Gewebe fiihrt (Zittermann and Issekutz, 2006). Dies ist auf den Effekt von
VEGF auf Endothelzellen zuriickzufiihren.

Intratracheal verabreichtes VEGF ist jedoch nicht systemisch wirksam und bleibt auf das
Lungenkompartment beschrinkt (Compernolle et al., 2002). Dies konnte im Versuch
bestétigt werden, es wurde kein systemischer Anstieg von VEGF nachgewiesen. Daher
konnte die beobachtete verringerte Transmigration von Granulozyten darauf
zuriickzufiihren sein, dass eine Zelltyp-spezifische Reaktion in Endothelzellen hierfiir notig
ist.

Im vorliegenden Versuch konnte eine Vermehrung der Monozyten-Transmigration unter
Behandlung mit 1 ng VEGF gezeigt werden, die Anzahl der transmigrierten Granulozyten
war bei beiden Dosierungen reduziert.

Dem steht entgegen, dass eine Verringerung der BAL-Zellen durch Inhibition des VEGF-
Signalweges bewirkt werden konnte (Hamada et al., 2005). Doch konnte dies auch durch
Aktivierung anderer Zellen wie der Leukozyten und Endothelzellen bedingt sein, dieser
Effekt wurde durch die intratracheale Applikation verhindert. Allerdings zeigten Koh et al.
2007, dass eine Hemmung von VEGF eine vermehrte Transmigration von Neutrophilen

bedingt, dies wird durch die vorliegenden Ergebnisse untermauert (Koh et al., 2007).

4.4. Effekt auf die Differenzierung der Leukozyten

Die Differenzierung der Leukozyten in der BAL ergab das bekannte Bild. In der gesunden
Lunge sind praktisch nur Makrophagen nachzuweisen. Einen Tag nach LPS-Gabe wurden
massenhaft Granulozyten in der Lavage gezihlt, die dann graduell weniger wurden. Die
Anzahl der Monozyten und Makrophagen nahm ab dem 3. Tag zu. Insgesamt war das
Differentialbild nach fiinf Tagen wieder mit dem einer gesunden Lunge vergleichbar.

Unter Behandlung mit 1 ng VEGF nahmen die Makrophagen am 3. Tag deutlich mehr zu

als ohne Behandlung, scheinbar war der Stimulus durch die geringe Menge VEGF
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ausreichend, um eine Migration dieser Zellen zu bewirken. Dies konnte auf ein vermehrtes
repair hinweisen oder auf eine vermehrte Transmigration durch den Stimulus. Da in der
Histologie der Lungen jedoch auch einige Zellen zu sehen sind, die bereits Granulozyten
phagozytiert haben, ldsst dies eher eine verstiarkte Aufrdumreaktion vermuten.
Makrophagen sind bekannt dafiir, dass sie tote und sterbende Zellen phagozytieren konnen,
ebenso wie zellulire Uberbleibsel, und so Entziindungsreaktionen des Kérpers verringern
(Herold et al., 2011).

Die Anzahl der Granulozyten war jedoch deutlich verringert, so dass der
transmigrationsfordernde Effekt selektiv fiir die Makrophagen war. Eine Subpopulation
von Makrophagen fiihrt zu vermehrter Transmigration von neutrophilen Granulozyten
(Brittan et al., 2012; Kreisel et al., 2010). Es konnte gezeigt werden, dass die neutrophilen
Granulozyten durch vorher transmigrierte Makrophagen zu vermehrter Transmigration
angeregt werden, der Influx der Granulozyten konnte also von mononukledren Zellen
abhéngig sein.

Bei den untersuchten Tieren konnte jedoch der Einstrom von Granulozyten vermindert und
dennoch die Transmigration von mononukledren Zellen verstirkt werden. Dies konnte
darauf zuriickzufiihren sein, dass VEGF an Rezeptoren bindet, die auf der Oberfldche von
mononukledren Zellen exprimiert werden und diese so zur Migration anregt (Clauss et al.,
1990) (siche Abbildung 4).

Im Lungenhomogenat ergab sich ein dhnliches Bild wie in der BAL. In der gesunden
Lunge befinden sich sowohl Lymphozyten als auch mononukledre Zellen, die im
Homogenat gezéhlten Granulozyten waren praktisch ausschlielich adhdrente Zellen aus
dem Gefallbett. Nach Stimulation mit LPS verdoppelte sich innerhalb von 24 Stunden die
Gesamtzahl der Leukozyten im Homogenat, was auf die Einwanderung von neutrophilen
Granulozyten zurlickzufiihren war. Diese Zellen wurden 72 Stunden nach LPS Gabe
wieder deutlich weniger um nach flinf Tagen den Ausgangswert zu erreichen. Unter
Behandlung mit VEGF zeigten sich keine deutlichen Verschiebungen der
Leukozytenpopulationen. Scheinbar hat die Behandlung bereits einen Einfluss auf die
Transmigration vom Blutkreislauf in das Lungeninterstitium, da sich im alveoldren
Kompartment deutliche Verdanderungen zeigen, im interstitiellen Kompartment jedoch
nicht. Allerdings migriert nur ein kleiner Anteil der Leukozyten aus dem Interstitium in die

Lunge, daher ist eine geringe Verschiebung im Interstitium eventuell nicht nachweisbar.
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Das Differenzialblutbild zeigte einen Anteil von knapp 90 % Lymphozyten. Unter LPS-
Stimulation ergab sich ein geringer Anstieg der Granulozyten nach 24 Stunden, der aber
nach 72 Stunden wieder auf das Ausgangsniveau zuriickging. Die Unterschiede hier waren
zu keinem Zeitpunkt signifikant.

Auch hier liefen sich unter VEGF Behandlung keine Unterschiede zur LPS-Gruppe
feststellen.

Die einzig relevanten Unterschiede in der Leukozytendifferenzierung zwischen
Kontrollgruppe und den behandelten Gruppen konnten folglich im Alveolarraum
verzeichnet werden. Dies korreliert mit den Ergebnissen der Zellzahl und weist auf ein
spezifisches Behandeln des Alveolarraumes hin. Im Hinblick auf die gravierenden

systemischen Effekte von VEGF ist dies ein wichtiger Aspekt fiir die weitere Forschung.

4.5. Verinderung der Permeabilitit der alveolokapilliren Barriere

Die Steigerung der Permeabilitidt wurde gemessen durch Bestimmung der Proteinmenge in
den Alveolen. Nach LPS-Applikation wurde ein Anstieg der Permeabilitdt innerhalb der
ersten 24 Stunden gemessen. Die Proteinmenge in den Alveolen nahm bis 72 Stunden nach
Auslosen des Lungenversagens weiter zu, erst nach 5 Tagen erreichte sie wieder den
Ausgangswert. Dies deckt sich mit der erwarteten Permeabilitéitssteigerung. Auch beim
Menschen wird eine gesteigerte Permeabilitit im ARDS beobachtet, hier fiihrt das
gebildete alveolire Odem zu massiven Einschrinkungen im Sauerstoffaustausch.

Unter Behandlung mit 1 ng VEGF zeigte sich nach 48 Stunden eine deutliche Reduktion
der Proteinmenge um 25 % in den Alveolen. Dies ist auch nach 72 Stunden noch
nachweisbar. Nach 5 Tagen haben beide Tiergruppen wieder den Ausgangswert erreicht.
Wurden die Tiere mit der 10-fach hoheren Menge an VEGF behandelt, war zu keinem
Zeitpunkt ein Unterschied in der alveoldren Proteinkonzentration messbar. Hieraus kann
man ableiten, dass eine zu hohe Dosis des VEGF keinen positiven Effekt auf die
Ausprigung des Syndroms hat. Eine noch viel héhere Dosis wiirde wahrscheinlich sogar
gegenteilige Effekte haben, von Kaner et al. wurde bereits gezeigt, dass eine
Uberexpression von VEGF in gesunden Lungen zu einem Lungenddem fiihrt (Kaner et al.,
2000).

Zur Beurteilung der Permeabilititsverdnderung ist es ndtig, sich die physiologischen
Gegebenheiten in der Lunge vor Augen zu flihren. Die alveolo-kapilldre Barriere wird

durch zwei verschiedene Schichten gebildet. Eine dieser Schichten ist das mikrovaskuldre
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Endothel, dessen Kontinuitit durch Liicken, sogenannten gaps unterbrochen ist und das,
wie in anderen Organen auch, nicht komplett dicht ist, um die Erndhrung des Gewebes
sicherzustellen. Zum anderen existiert das alveoldre Epithel, das deutlich dichter ist als die
Endothelzellschicht. Dies liegt an der Auspridgung von tight junctions zwischen den
einzelnen Epithelzellen (Wiener-Kronish et al., 1991).

Der Verlust der epithelialen Integritit in der respiratorischen Insuffizienz hat zur Folge,
dass Fliissigkeit in den Alveolarraum iibertreten kann, was dort zu einem Odem fiihrt.
Aullerdem ist das Epithel fiir den Riicktransport von Fliissigkeit aus dem Alveolarraum in
Richtung des Blutkreislaufes nétig. Durch den Verlust von Epithelzellen durch Apoptose
und Nekrose wird somit das empfindliche Gleichgewicht zwischen Fliissigkeitssekretion
und —resorption gestort, was zu einer Verlingerung der Gasaustausch-Strecke fiihrt
(Modelska et al., 1999; Sznajder, 1999).

Im Modell der intratrachealen LPS-Instillation wird durch die Wirkung des Endotoxins
primér eine Schidigung des Epithels hervorgerufen. Durch die Zerstérung der epithelialen
Barriere gelangen Zytokine und inflammatorische Mediatoren aus dem Alveolarraum zur
Endothelschicht und von dort dann in den Blutkreislauf.

VEGF hat iiber den Rezeptor Flk-1 eine die Permeabilitét steigernde Wirkung. Dies wird
hauptséchlich tiber den MAP Kinasen Signalweg vermittelt (Hillman et al., 2001).

VEGEF fiihrt zur Auspriagung vesikuldrer Vakuolen in Endothelzellen und kurzfristig zu
deren Verschmelzung zu grofBBeren Lochern (Feng et al.,, 1996; Feng et al.,, 1999).
Weiterhin fiihrt VEGF langfristig zur Ausbildung von Fenestrierungen (Roberts and
Palade, 1997) des Endothels. Mittelfristig werden die Verbindungsproteine an den tight
junctions herunterreguliert, dies konnte fiir Endothelzellen fiir VE-cadherin, ZO1 sowie
Occludin gezeigt werden (Bates, 2010). Diese Regulation konnte daher auch fiir
Epithelzellen in der Lunge zutreffen, derartige Untersuchungen wurden aber bisher nicht
unternommen. Wenn man von einer derartigen Beeinflussung der Verbindungsproteine
ausgeht, wire ein Effekt von VEGF auf die Permeabilitit auch bei intratrachealer Gabe
nicht verwunderlich. Bei Einsatz der niedrigen Dosis VEGF war der Einfluss auf die
Permeabilitdt nicht steigernd, sondern im Gegenteil reduzierend. Die Alveolen wurden
weniger mit proteinreicher Fliissigkeit aus dem Blutgefdfsystem tiberschwemmit.

Der Grund dafiir kdnnte sein, dass bei einer so niedrigen Dosis die positiven, struktur-

erhaltenden Effekte von VEGF (Voelkel et al., 2002) iiberwiegen. Bei der héheren Dosis
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von 10 ng scheinen diese Effekte wieder aufgehoben zu sein. Der permeabilititssteigernde
Effekt von VEGF konnte folglich dosisabhingig auftreten.

Ebenso wirkt die intravendse Gabe von VEGF auf die Integritdt der endothelialen Barriere.
In Ratten konnte gezeigt werden, dass die Infusion von VEGF zu einer schnellen Stérung
der Grenzschicht fiihrt (Tilton et al., 1999).

Der Effekt von VEGF scheint also nicht nur von der verwendeten Dosis, sondern auch von

der Art der Applikation abhingig zu sein.

4.6. Zytokine als Inflammationsparameter

Als Vertreter der Zytokine wurden im vorliegenden Versuch sowohl TNF-a als auch MIP-
2 in der Lavage-Fliissigkeit bestimmt. Diese zeigten unter LPS-Stimulation den erwarteten
Verlauf: Anstieg innerhalb von 24 Stunden, dann rapider Abfall, so dass nach 48 Stunden
schon kein erhohter Wert mehr nachgewiesen werden konnte. Dies deckt sich mit Daten
aus der Literatur (Siler et al., 1989).

Die Intervention mit VEGF fand folglich zu dem Zeitpunkt statt, an dem der
Zytokinspiegel seinen Hochstwert erreicht hatte. Die Verabreichung von VEGF fiihrte
nicht zu einer veridnderten Zytokin-Ausschiittung. Sowohl in der Kontrollgruppe als auch
in den behandelten Gruppen konnten 48 Stunden nach LPS keine erhohten Spiegel von
TNF-o und MIP-2 gemessen werden.

Um eine Regulation im Bereich der Zytokine zu sehen, miisste die Intervention mit VEGF
deutlich frither erfolgen. Normalerweise sind die Zytokinwerte bereits nach 4 Stunden
massiv erhoht, daher wire eine VEGF Gabe in diesem Bereich evtl. geeignet um nach 24
Stunden eine Verdnderung zu bewirken. Die negativen Folgen einer derart frithen
Behandlung sind jedoch nicht absehbar und miissten in einer Folgestudie untersucht

werden.

4.7. Intervention mit Wachstumsfaktoren im ARDS

Da das ARDS eine duflerst hiufige, schwerwiegende Komplikation bei Intensivpatienten
darstellt, wurden schon viele Moglichkeiten der Therapie im Tiermodell entwickelt und am
Menschen getestet. Doch spezifische Therapien waren bisher nicht erfolgreich. Zur
Unterstiitzung der Patienten wird ein lungenprotektives Beatmungsregime mit optimalem

Fliissigkeitsmanagement kombiniert (2000; Wiedemann et al., 2006). Pharmakologisch
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wurde Therapie mit Glukokortikoiden, der Einsatz von N-Acetyl-Cystein und
entziindungshemmenden Stoffen sowie exogene Surfactantsubstitution versucht, zeigten
aber nur méBige Erfolge (Hecker et al., 2012). Die Sterblichkeitsrate wurde dadurch nicht

verringert.

Wachstumsfaktoren, zu denen auch VEGF =zihlt, wurden im ARDS bereits vielfach
untersucht. Zu nennen sind hier Faktoren wie EGF (epidermal growth factor), KGF
(keratinocyte growth factor) HGF (hepatocyte growth factor), TGF (transforming growth
factor), PDGF (platelet derived growth factor) sowie die TFFs (trefoil factor family
peptides) (Lindsay, 2011).

TGF-B verhindert die Zellproliferation und reguliert auBerdem die Synthese der
extrazelluliren Matrix. Daher kann die vermehrte Bildung dieses Wachstumsfaktors zu
fibrotischen Verdanderungen fiithren. Eine Alternative wére die Hemmung durch Antikérper
oder eine Blockade des Rezeptors, dies wurde jedoch bislang nicht untersucht (Ryan et al.,
1994). Fakt ist nur, dass TGF-B eine wichtige Rolle in der Entstehung des ARDS spielt
und da auch mit fiir die Odem-Bildung verantwortlich ist (Dhainaut et al., 2003).

EGF hingegen wird von alveoldren Typ II Epithelzellen gebildet, hier ist es fiir
Reparaturvorginge essentiell. Es spielt eine Rolle in der Reifung der Pneumozyten
(Plopper et al., 1992) und ist somit auch indirekt fiir die Bildung und Homoostase des
alveoldren Surfactant von Bedeutung. Die positive Wirkung von EGF als Therapeutikum
konnte bisher in in vitro Studien gezeigt und im Maus-Modell bestétigt werden
(Zgleszewski et al., 1999). Zum Menschen liegen allerdings noch keinerlei Daten vor.

HGF wurde ebenso wie KGF im Alveolarraum von ARDS Patienten gefunden (Stern et al.,
2003); es scheint hier Apoptose und Zellproliferation zu regulieren. Als Quelle fiir diese
beiden Wachstumsfaktoren werden neutrophile Granulozyten genannt. /n vitro konnte
gezeigt werden, dass HGF humane Epithelzellen von kleinen Luftwegen in vitro vor
Apoptose durch TNF-a oder oxidativen Stress schiitzt (Okada et al., 2004). In vielen
Organen weist HGF eine regenerative Wirkung auf (Jiang et al., 1993). Daher wire die
Annahme, dass dies auch fiir die Lunge der Fall ist, nahe liegend. Doch gibt es keine in
vivo Daten, die dies belegen kdnnen.

Fir KGF ist dies jedoch bereits erforscht worden. KGF fiihrt in vitro zu vermehrtem
Wachstum von alveoldren Typ II Epithelzellen und ebenso zu vermehrtem repair nach

Lungenverletzung (Gillis et al., 1999). In Ratten fiihrt eine Applikation von KGF zu einem
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Schutz vor alveolirer Odembildung bei Reperfusions-Problematiken (Sadovski et al.,
2008) sowie vor Hyperoxie-bedingtem Lungenversagen (Panos et al., 1995). Auch fiir
Maiuse konnte eine protektive Wirkung von KGF im Modell der respiratorischen
Insuffizienz gezeigt werden (Ulrich et al., 2005). Sowohl bei den Ratten als auch den
Maiusen wurde KGF intratracheal eingegeben. Dieser Wachstumsfaktor wére ein dankbares
Mittel zur Therapie beim Menschen, da hier schon ein humaner rekombinanter Stoff
verfiigbar ist. Daten zur Therapie beim Menschen liegen jedoch auch in diesem Falle

bislang nicht vor.

Die Familie der TFFs hat einen anderen Angriffspunkt an den Effektorzellen. Wéahrend die
meisten anderen Wachstumsfaktoren von basolateral an den Zellen angreifen, wirken diese
Peptide von apikal auf die Zellen ein. Daher wiren sie fiir eine Behandlung {iber den
Alveolarraum  bestens geeignet. TFFs werden in den Epithelzellen des
Gastrointestinaltrakts, aber ebenso im Respirationstrakt und anderen Organen gebildet. Sie
weisen protektive und regenerierende Eigenschaften auf (Hoffmann, 2005). Indem sie
einen Prozess initiieren, der als mucosal restitution bezeichnet wird, bewirken sie eine
Reepithelialisierung von nackten Basalmembranen (Paulsen et al., 2008; Kalabis et al.,
2006).

Diese Faktoren wurden bisher jedoch hauptsdchlich bei ophthalmologischen und
gastrointestinalen Problemen behandelt, ihr potenzieller Wert im ARDS muss noch

untersucht werden.

VEGF wurde im Tiermodell bereits erfolgreich zum Schutz vor alveolirem Odem
eingesetzt (Koh et al., 2007), auch hat sich die Blockade des VEGF-Signalweges im ARDS
im Tiermodell als vorteilhaft erwiesen (Hamada et al., 2005). Weiterhin ist VEGF fiir die
Integritit der Lunge von essentieller Bedeutung. Aus diesen Griinden wurde VEGF als
potentieller Kandidat fiir die Behandlung des Syndroms in diesem Versuch untersucht. Im
Tiermodell hat VEGF eine positive Wirkung auf die Ausprdgung des Krankheitsbildes,
daher konnte es auch beim Menschen forderlich sein.

Wachstumsfaktoren beschéftigen die Wissenschaft schon lange als mdgliche
Interventionsmoglichkeiten bei ARDS. Durch die Komplexitét dieser Erkrankung und die

vielfachen Ursachen wird es wohl schwierig werden, etwas zu finden, das allen Patienten
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hilft. Dennoch kénnen Wachstumsfaktoren einen wichtigen Beitrag leisten wenn es um
Regeneration, Zellproliferation und verbesserte Parameter bei den Patienten geht.

Jedoch gilt immer, dass die Dosis und die Art der Verabreichung im einzelnen Fall gut
erforscht werden miissen, in der Lunge gibt es ja gliicklicherweise die Moglichkeit von der
Luft-Seite an das Organ heranzugehen, um so systemische Nebeneffekte, die bei

Wachstumsfaktoren zu erwarten sind, zu vermeiden.
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5. Zusammenfassung

Die respiratorische Insuffizienz ist eine schwerwiegende Komplikation bei
Intensivpatienten. Charakteristischerweise tritt bei allen Patienten eine Storung der
alveoldren Epithel- und Endothelzellschicht auf, gefolgt von einem proteinreichen nicht
kardiogenen Lungenddem. Weiterhin kommt es zu einem massiven Einstrom von
Leukozyten und letztlich zu einem Lungenversagen.

Vascular endothelial growth factor (VEGF) ist ein wichtiger Wachstumsfaktor, der fiir die
strukturelle Integritdt der Lunge, insbesondere der Alveolen, verantwortlich ist und
auBBerdem permeabilititssteigernd wirkt. VEGF spielt aullerdem eine Rolle fiir das
Uberleben von Zellen sowie fiir deren Proliferation. Daher wird angenommen, dass es eine
wichtige Rolle in der Pathogenese des ARDS spielt. Doch seine Rolle ist bislang nicht
abschlieBend geklért.

Im Rahmen dieser Arbeit sollte die Verdnderung des endogenen VEGF und seiner
Rezeptoren im Modell der LPS-induzierten respiratorischen Insuffizienz untersucht
werden, um dann eine Mdglichkeit zu finden, dieses Wissen therapeutisch einzusetzen. Im
Zeitverlauf ergab sich eine Herunter-Regulation der VEGF und Flk-1 mRNA in alveoldren
Epithelzellen, nicht jedoch in Endothelzellen. Flt-1 war nicht reguliert.

Nun wurde versucht, mittels intratrachealer Applikation die Tiere 24 Stunden nach LPS-
Stimulation mit VEGF zu behandeln. Dies hatte einen positiven Effekt auf viele der
gemessenen Parameter. Die Leukozytenanzahl sowohl in der BAL als auch im
Lungeninterstitium war deutlich reduziert, ebenso die Odembildung. Weiterhin wurden
scheinbar mehr Monozyten zur Transmigration angeregt, was eine vermehrte Reparation
der Lungenschdden vermuten ldsst. Durch die Verwendung zweier Dosierungen von
VEGF konnte gezeigt werden, dass die hohere Dosis von 10 ng weniger positive Effekte
aufweist als die geringe Dosis von 1 ng. Dies weist auf eine dosis-abhidngige Wirkung von
VEGEF hin.

Ob die Regulation von VEGF mRNA beim Menschen ebenso abliduft, muss noch
untersucht werden. Es wurde nachgewiesen, dass eine gering dosierte Applikation von
VEGF zu deutlich positiven Effekten auf Zellzahl, Odembildung und Reparation im
Krankheitsverlauf fiihrt wéhrend eine hohere Dosis zur Authebung der positiven Effekte
fiihrt. Inhalatives VEGF konnte also bei der Behandlung des ARDS beim Menschen einen

Beitrag leisten.
83



Summary

6. Summary

Acute respiratory distress syndrome (ARDS) remains a devastating condition with a high
mortality in critically ill patients. Its reasons are manifold, therefore patients show different
characteristics. Generally ARDS is characterized by alveolar epithelial and endothelial
dysfunction leading to the development of a protein-rich non-cardiogenic pulmonary
edema. This is combined with a massive leukocyte invasion and finally acute respiratory
failure.

Vascular endothelial growth factor (VEGF) A is an important growth factor responsible for
alveolar structural integrity but also bears a great potential to increase permeability. VEGF
also plays a crucial role in cell survival as well as cell proliferation. Therefore it has been
considered to play a role in the pathogenesis of ARDS. However, the role of VEGF in
ARDS is a matter of on-going discussion.

In this project we wanted to show the alteration of endogenous VEGF in a model of LPS-
induced ARDS to find a possibility to use this knowledge for therapeutic purposes. During
the injury we observed a downregulation of VEGF and Flk-1 mRNA in alveolar epithelial
cells but not in endothelial cells. Flt-1 was not regulated at all.

We tried to intratracheally treat the animals 24 hours after LPS stimulation with VEGF.
This had a beneficial effect on many of the parameters monitored. The amount of
leukocytes in BAL fluid as well as in the interstitium of the lungs was markedly reduced,
just as the edema formation. Furthermore, mononuclear cells migrated into the lungs in
larger numbers, indicating augmented repair processes of the injury. By using two dosages
of VEGF we were able to show that the higher amount of 10 ng displayed less beneficial
effects than the lower dose of 1 ng. This suggests a dose-dependent effect for VEGF.

In this model of ARDS we were able to show that the regulation of VEGF and Flk-1 on
mRNA level were primarily in alveolar epithelial cells and not as expected in endothelial
cells of the lung vasculature. Whether this is also the case in the human disease needs to be
investigated.

Furthermore we demonstrated that a low dose application of VEGF is far better than a
higher dosage in regards to number of migrated neutrophils, edema formation and repair.

Inhalative VEGF is therefore a promisinge agent in the treatment of ARDS in humans.
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