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1 VORWORT 1

1. Vorwort

Der experimentelle Tell der vorliegenden Dissertation wurde in der Zeit von Mai
1999 bhis Ma 2000 in dem Laborbereich der Klinischen Forschergruppe
»Respiratorische Insuffizienz“ unter der Betreuung von Herrn Dr. med. Frank
Rose mit dem Thema ,Inflammatorisches Verhalten von Typ-1I Zellen unter
mechanischer Belastung (Zell Stretch in vitro)* in der Arbeitsgruppe von Herrn
Prof. Dr. med. Dr. rer. nat. F. Grimminger am Zentrum fir Innere Medizin
durchgefihrt.

Hintergrund dieser Arbeit ist die Frage, ob aveoldre Typ-ll Zelen unter
mechanischem Stress (z.B. unter kinstlicher Beatmung) n der Intensivmedizin
auf bakterielle Stimulantien (z.B. LPS) sensibler reagieren und damit vermehrt
inflammatorische Cytokine freisetzen, die wiederum das Auftreten von ARDS
und MSOF (Multiple System Organ Failure) beglnstigen.

Zu diesem Zweck wurden Typ-ll Zelen aus Rattenlungen isoliert und

systematisch der Einfluss mechanischer Dehnung untersucht.

Um die Zellen mechanisch zu dehnen wurde das Zell-Stretch Gerét ,, FX-3000
Flexercell Strain Unit* in das Labor eingeftihrt. Dieses Gerét ist in der Lage,
Zellen computergesteuert unter mechanischen Stress zu setzen, indem es die
Zellen equibiaxial dehnt. Damit konnte man die kinstliche Beatmung in der

Intensivmedizin nachahmen.



2 EINLEITUNG 2

2. Einleitung
2.1 Morphologie und Architektur der Alveole

211 DieBeschreibung des Alveolar systems der Lunge

Der Aufbau der Lunge ist untertellt in das luftleitende System und das
Alveolarsystem. Die Alveolen werden gleichmaig von Epithelzellen
ausgekleidet. Zwei Epithelzelltypen lassen sich nach der aul3eren Form der
zytoplasmatischen Differenzierung unterscheiden: Typ-1 Zellen und Typ-I1 Zellen
(88). Die Lunge des Menschen dient dem Gasaustausch, d.h. der Aufnahme von
Sauerstoff und der Abgabe von Kohlendioxid. Morphologisches Korrelat ist die
alveolo-kapillare Membran, welche eine grof3e Gasaustauschfléche bel auferst
geringer Diffusionsbarriere bietet. Die Starke der alveolo-kapillaren Membran
wird mit ca. 0,3 um beschrieben (89, 90). Das Alveolarepithel der Lunge hat eine
Gesamtflache von ca 80 nf in der Expiration und 120 nf in der Inspiration. Es
bildet damit die grofite Flache des Organismus, die mit der AuRenwelt direkt in
Kontakt steht. Die grole Oberflache wird gasseitig erzielt durch ene
Aufzweigung der Luftwege, ausgehend von der Trachea Uber Bronchien,
Bronchiolen und terminale Bronchiolen (diese dienen dem Gastransport), bevor
Uber diese Strukturen die Gasaustauscheinheiten der Lunge, die Acini erreicht
werden (90). Die Acini bestehen aus den respiratorischen Bronchiolen mit den
sich anschliel3enden Alveolargéngen, Alveolarsaicken und traubenformig
angeordneten Alveolen. Ausgekleidet ist der alveolare Raum von einem dinnen
vom Alveolarepithel synthetisierten Surfactantfilm, der fir den physiologischen
Ablauf des Respirationszyklus von entscheidender Bedeutung ist. Als
Grenzflachenstruktur muss das Alveolarepithel des Gesamtorganismus vor
inhalierten  Umweltnoxen schitzen und gleichzeitig enen suffizienten
Gasaustausch gewdhrleisten. Die alveolaren Epithelzellen dienen hierbei nicht nur
als passive Barriere, sondern gewahrleisten durch verschiedene Mechanismen die
Homobostase der Alveole. So sind sie mit lonenkandlen bzw. -pumpen
ausgestattet. Des Weiteren besitzen sie die Fahigkeit, immunmodulatorische
Mediatoren und Matrixkomponenten zu sezernieren sowie aktiv aveoldren

Surfactant zu synthetisieren.



2 EINLEITUNG 3

Abb. 1. Aufbau der Alveolarwand (Surfactantsystem der Lunge,
Morgenroth, de Gruyter Verlag)

1. Zellkern, 2. Golgifeld, 3. Mitochondrien, 4. Endoplasmatische Reticulum
5. Osmiophile Lamellenkdrper, 6. Ausscheidungsvorgang des Sufactantmaterials,

7. Pneumozyten Typ-1 Zellen des Alveolarepithels, 8. Kapillarendothel.



2 EINLEITUNG 4

2.1.2 Alveolarepithelzellen Typ

Pneumozyten Typ-1 bedecken ca. 90 % der Alveolaroberflache. Sie sind sehr
grol¥flachige flache Zellen mit wenig Zytoplasma und machen etwa 8 % der
Lungenparenchymzellen aus. Das 0,1-0,2 um breite, flache Zytoplasma enthélt
wenig Endoplasmatisches  Reticulum, vereinzelt Lyosomen, einzelne
Mitochondrien und ein Golgifeld. Der ovale Kern ist in der Regel im Zentrum der
Zellen angeordnet. In den langen, flachen Zytoplasma-Ausléufern der Zellen
liegen ene groRe Anzahl Pinozytoseblaschen. Diese flachen Zytoplasma-
Audlaufer Uberlappen sich Uber unterschiedlich breite Strecken und kénnen sich in
der Expirations- und Inspirationsphase gegeneinander verschieben (1). Diese
flachen Zellen sind weit auseinander gezogen und liegen einer kontinuierlich
ausgebildeten Basallamelle an, die Uber weite Strecken mit der Basallamelle der
Endothelzelle der Alveolarkapillaren verschmilzt. Die Epithelzellen bilden damit
zusammen mit der Basallamelle und dem Kapillarendothel die Barriere fir den
Gasaustausch an der Alveolarwand (1). Das diinne und attenuierte Zytoplasma der
Typ-1 Zelle erleichtert den Gasaustausch der Lunge durch die Minimierung der

Diffusionsstrecke vom alveolaren Gas zum kapillaren Blut.

2.1.3 Alveolarepithelzellen Typ- |

Pneumozyten Typ-11 Zellen haben einen Durchmesser von ca. 9 um. Sie liegen in
der Regel einzeln und kommen nur gelegentlich in kleinen Gruppen aus zwei oder
drel Zellen im Alveolarepithel vor. Sie sind auf der Oberflache durch einen Besatz
aus 0,1 um breiten Mikrovilli charakterisiert. Das Zytoplasma der Zellen ist
reicher an Organellen als das der Pneumozyten Typ-I. ES beinhaltet raues
endoplasmatisches Reticulum, frele Ribosome, Mitochondrien, Lyosomen,
Multivesikularkorper und ein ausgepragtes Golgifeld. Der zentral angeordnete
Zellkern besitzt einen deutlich ausgepragten Nukleolus.

Lamellenkdrper sind ein besonders morphologisches Kennzeichen der Typ-I|

Zellen, sie machen mt 0,2-2 um Durchmesser etwa 18-24 % des Zytoplasmas
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aus. Die Lamellarkorper sind as Substrat der Syntheseleistung dieser Zellen
aufzufassen. Hier liegt der Ursprung der intrazytoplasmatisch gebildeten,
oberflachenaktiven Substanzen, dem Surfactant. Der Surfactant ist chemisch keine
reine Substanz, sondern eine Mischung (Emulsion) aus Phospholipiden, Proteinen
und Kohlenhydraten. Der Lipidantell betragt etwa 90 %. Die Proteine machen
etwa 10 % der Gesamtmenge aus (1).

Typ-11 Zellen liegen mit einer breiten Basis auf einer Basallamele auf. Die Zellen
werden seitlich von Audlaufern der Pneumozyten Typ-1 kragenformig tberlappt,

so dass sie das Niveau der Ephithel oberflache nur wenig tberragen (1).

Das aveolare Epithel weist eine Polaritét zwischen apikaer und basolateraler
Seite auf, was sowohl fur die Zellstruktur wie z.B. den apikal gelegenen
Mikrovilli, den Enzymbesatz, wie die apikal gelegene Katalase (35) als auch fir
lonenkanale nachweisbar ist. So sind der Na'/H" Antiporter (37) und die Na'/K”*
ATPase nur auf der basolateralen Seite des alveolaren Epithels vorhanden,
waéhrend Natrium- und Chloridkandle nur auf der apikal gelegenen Zellmembran
identifiziert werden konnten.

Typ-1 Zdlen und benachbarte Typ-Il Zellen stehen durch ,tight-junctions® in
Verbindung, wodurch die eigentliche epitheliale Barrierefunktion gegeben ist.
Diese Verbindung besteht aus drel bis sechs sequenziellen Membranfusionen,
durch die ein transepithelialer Durchtritt von Molekilen mit einem
Molekulargewicht von mehr als 1000 kDa verhindert wird. “Gap-junctions®, die
auf den intra und interzelluldren Transport von lonen und Kleinmolekilen
speziadisert sind, existieren mit grof3er Wahrscheinlichkeit auch zwischen Typ-I
und Typ-1l Zellen, sind aber nicht in hoher Ausprdgung nachweisbar (38). Diese
Zell-Zell-Verbindungen regulieren im Allgemeinen die Permeabilitdt des
alveolaren Epithels, sind aber mechanischen Beanspruchungen gegeniiber nur in
geringem Mal3e belastbar (39).
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2.2 Bedeutung und Funktionen der Typ-ll Zdlen im
Alveolar epithel

1. Synthese und Sekretion des Surfactants

Ergebnisse aus autoradiographischen Untersuchungen fuhrten zur der Erkenntnis,
dass die Bausteine fur das Surfactant den Typ-1l Zellen wahrscheinlich Uber das
Blut zugefuhrt werden. Nach intraventser Applikation von markiertem Palmitat
und Cholin erscheinen diese Substanzen innerhab weniger Minuten im
endoplasmatischen Retikulum und im Golgifeld der Typ-Il Zellen (91, 92). Neben
der Speicherung findet moglicherweise auch eine fortgesetzte Synthese in den
appositionell an Groéle zunehmenden Lamelarkorpern statt. Die Biosynthese der
oberfl&chenaktiven Substanzen konnte nach Lavagierung aus der Lunge verfolgt
werden. Aullerdem it es maoglich, die Typ-1l Zellen aus den Lungen von
Versuchstieren zu isolieren und den Ablauf der Biosynthese systemisch in vitro zu
beobachten (93-95).

2. Rekonstruktion und Reparatur des Alveolarepithels, durch ihre Fahigkeit zur

Proliferation und Transdifferenzierung zu Typ-1 Zellen

Typ-11 Z€ellen gelten as potente Zellen, die in der Lage sind, zu proliferieren und
sich zu Typ-1 Zellen zu differenzieren (96). Die Typ-1 Zellen hingegen stellen das
Endstadium der Differenzierung dar. Den Vorgang der Differenzierung von einer
hoch differenzierten Zelle, wie der Typ-Il Zelle, zu einer weniger differenzierten
Zelle bezeichnet man as Transdifferenzierung (97). Der Vorgang der
Transdifferenzierung stellt einen wichtigen physiologischen Prozess dar, der es
den Typ-11 Zellen erméglicht, im Falle einer Schadigung des Alveolarephithels,
dieses durch reperative und proliferative Prozesse zu ersetzen (96). Bel
Primérkulturen von Typ-Il Zellen, die in vitro kultiviert werden, kann man nach
einer gewissen Zeit eine Transdifferenzierung beobachten. Die Zellen zeigen nach

diessr Transdifferenzierung einen Verlus von Typ-II  zellspezifischen
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Charakteristika (z.B. Verlust der kuboidalen Zellform und der Lamellarkorper)
(98). Diese Beobachtungen bestétigen den Vorgang der Transdifferenzierung von
Typ-1l Zellen auch in vitro, die in diesem Zusammenhang auch als

Dedifferenzierung bezeichnet werden kann.

3. Transepithelialer Natrium-Transport von der apikalen zur basolateralen Seite

zur Reduktion der alveolaren Flissigkeitsmenge

Eine wichtige Aufgabe der Alveolarepithelzellen besteht darin, Uberschiissige
Flissigkeit aus den Alveolen zu transportieren und so den Gasaustausch zu
gewéhrleisten (99). Es handelt sich um komplexe Mechanismen, die fur die
Einhaltung des Gleichgewichts zwischen aveolar-interstitieller und der
intravasalen Flissigkeit verantwortlich sind. Dabei finden sich neben passiven
Transportmechanismen auch Mechanismen des aktiven Transportes (100). Die
Na'/K*-ATPase liegt von basolateral den Alveolarepithelzellen an (101). Apikal
weisen die Zellen einen Amilorid-sensitiven Na'-Kanal auf (102). Die Na'/K*-
ATPase spielt eine zentrale Rolle beim vektoriellen Transport von Na'-lonen. Sie
halt einen transzelluldren elektrischen Gradienten aufrecht, der durch den
gegenseitigen Transport von Na'-lonen und K*-lonen entsteht (103). Dieser
aktive Transport kommt curch die Hydrolyse von ATP zustande. Die Na'/K*-
ATPase ist ein heterodimeres Protein, welches aus zwei Untereinheiten, der a-
und der b-Untereinheiten, besteht. Die ATP Bindungsstelle befindet sich an der
katalytischen a-Untereinheit (104). Es sind drei Isoformen dieser a-Untereinheit
bekannt: a1 a, und az. Jede Isoform zeigt eine differierende Na'-Affinitat und
eine ungleiche Organverteilung. Ebenso existieren drei Isoformen der b-
Untereinheit, von der man annimmt, sie sai fur die Membranintegration der a-
Untereinheit verantwortlich (105). Bel den Typ-Il Zellen der Lunge findet sich
hauptsachlich die a 1- sowie die (}-1soform. Demgegeniber ist die a»-1soform bei
den Typ-1 Zellen zu finden. Die Ubrigen Isoformen (@3 by bs) sind in der Lunge

nicht vertreten(106).
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4. Abwehrfunktion durch Freisetzung von Cytokinen und Koordinationsfunktion

bei der Rekrutierung von Immunzellen

Akute und chronische Lungenerkrankungen sind durch die Présenz von
aktivierten Makrophagen und anderen Entziindungszellen gekennzeichnet. Diese
Makrophagen werden hauptsachlich aus dem Pool peripherer Monozyten des
Blutes rekrutiert (107). Der chemotaktische Gradient fir diese Rekrutierung wird
von immunkompetenten Zellen hergestellt, zu denen auch die Typ-1l Zellen
gerechnet werden. Typ-II Zellen sind in der Lage, bioaktive Faktoren zu
produzieren, die eine inflammatorische Situation initieren und unterhalten kénnen.
In dieser Arbeit werden die Cytokine MCP-1 und MIP-2 untersucht, die von Typ-
Il Zellen sezerniert werden.
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2.3 Darstellung ver schiedener experimenteller
Dehnungsmeschanismen

Heutzutage weil3d man, dass Dehnung (physikalischer Stress) bei Lungenzellen
physiologische und pathophysiol ogische Effekte bewirken konnen. Alveolarzellen
unterliegen durch die Atmungsluft, durch den Blutfluss und durch die
Atembewegungen im Pleuralspalt bestimmten Dehnintensitéten. Deshab sind im
letzten Jahrzehnt verschiedene Geréte entwickelt worden, um Zellen zu dehnen.
Manche sind von ihnen auch kommerziell erhdltlich. Diese werden je nach ihren
physikalischen Merkmalen in Gruppen aufgeteilt, beispielsweise statischer gegen
cyclischer Stretch, uniaxialer gegen biaxiadler Stretch und zweidimensionaler

gegen dreidimensionaler Stretch.

Abb. 2: Schematische Beschreibungen der Geréte, die gebraucht werden, um
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Schema A Durch den positiven Druck von unten wird die elastische Membran
nach oben bewegt (112). Die Zdllschicht auf der Membran erféhrt dadurch eine
biaxiale Dehnung. Es hat den Vortel, dass bestimmte Versuche unter dem

Mikroskop begutachtet werden kénnen.

Schema B: Dieses Gerét, welches wir auch in unseren Versuchen verwendet
haben, ist kommerziell erhdtlich. Im Equipment ist eine Vakuum Pumpe
enthaten. Diese Pumpe erzeugt computergesteuert unter der elastischen
Membran, den speziellen 6'er Well Platten, einen negativen Druck, d.h. der
elastische Boden wird nach unten bewegt. Die Platten konnen mit verschiedenen
extrazellularen Substanzen beschichtet werden, somit konnen die Zellen an der
Membran adhérent werden. Verschiedene biaxiale-cyclische und biaxial- statische
Dehnungen konnen durchgefiihrt werden (114, 115, 116). Beziglich der
Korrelation der Dehnung zwischen der Membran und den daraufliegenden Zellen
gibt es verschiedene Beobachtungen. Winston et a. (116) beschreiben, dass die
Zelldehnung 60 % der Membrandehnug betragt. Wirtz und Dobbs (117)
beobachteten auch, dass die Zelldehnung welcher verglichen mit der
Membrandehnung geringer ausféllt. Sie spekulieren, dass eventuell bestimmte
Z€ellbereiche bei der Dehnung sich von der Membran |6sen kénnten, so dass diese
auf der Membran wahrend der Dehnung gleiten kdnnten (117). Somit wirde die
Dehnung der Zellen kleiner ausfallen als die der Membran (117). Im Gegensatz
dazu beobachteten Lee et al. (188) bel der equibiaxiadlen Dehnung von
Herzfibroblasten aus der Ratte eine hohe Korrelation mit der Membrandehnung.
Die Diskrepanz dieser verschiedenen Ergebnisse macht es erforderlich, diese in

spateren Studien zu untersuchen.

Schema C: In diesem Modell werden die Zellen in einer drei-dimensionalen
Kultur gestretcht. Es ist bekannt, dass sich der Phanotyp der Lungenzellen,
insbesondere der Typ-1l Zellen, in vitro schnell verandern kann. Wenn die Zellen

in einer Umgebung mit einer niedrigen Dichte sind, flachen sie schnell ab und
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verlieren ihre Fahigkeit, Surfactantproteine zu bilden. Es ist aber gezeigt worden,
dass die dreidimensionale Umgebung bei Lungenzellen eine Aufrechthaltung der
Zell-Morphologie und des Phanotyps gewdhrleistet (119). Bei den dre-
dimensionalen Kulturen handelt es sich um denaturierte Collagen-Schwamme.
Diese mesenchymale Substanz ist auch physiologisch um die Zellen vorhanden
(120, 121, 122). Das ursprungliche dre-dimensionale Stretch Gerdt wurde von
Skinner entworfen (115). Dieses wurde spéter zu einem computerisierten Bio
Stretch System weiterentwickelt (124).

Schema D Beim Scheerstress entsteht eine Reibungsflache auf einer Oberflache
in eine Richtung. Eine parallele Platte wird unter einem Zellmonolayer in einer
Richtung hin und her bewegt (125). Man muss aber beachten, dass Zellen durch
die Luftwege, pulmonale Blutgefélie und Pleuralraum nicht nur dem Sheerstress,

sondern auch dem mechanischen Stress ausgesetzt sind.

Schema E: Bel dieser Methode ist man in der Lage, eine einzige Zelle unter Stress
zu versetzen (126). Eine Glas Pipette mit ~1 pm Spitzendurchmesser wird mit
Hilfe eines Mikromanipulators in die Nahe der Membran der Zelle positioniert.
Mit einem Computer-kontrollierten Piezoelectric-Gerédt kann die Zelle dann in

Bewegung versetzt werden.

Schema F: Hierbel werden die Zellen, mit Hilfe von spezifischen Antikorpern, mit
kugelformigen eisenhaltigen Perlen gebunden. Durch Magnetfelder werden dann
die Zellen gedreht (127, 128). Es entsteht ein so genannter Scheerstress an der
Zelloberfléche.
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2.4 M echanische Dehnung des Alveolarepithels,

physiologische und pathophysiologische M echanismen

Es ist mittlerwelle unumstritten, dass physikalische Kréfte eine sehr wichtige
Rolle bei der Regulation, Funktion und Metabolismus der Lungenzellen spielen
(43). Sonografisch ist gezeigt worden, dass Atmungsbewegungen schon in der

zehnten Schwangerschaftswoche bel einem Fetus zu sehen sind

Aber abnormale physikalische Krafte tragen dazu bel, dass in den
Lungengeweben verschiedene pathologische Vorgange in Gang gesetzt werden.
Um die durch mechanischen Stress hervorgerufenen Krankheiten der Lunge wie
z.B. Barotrauma, bedingt durch die intensivmedizinische kinstliche Beatmung,
Pulmonary Hypertension, Pulmonary Hypoplasia, Asthma, COPD vorzubeugen
und zu behandeln, bedarf es noch der intensiveren Forschung. Denn mechanische
Stimulation fahrt zu unbekannten Regelkreisen intrazelluldrer

Signaltransduktionswege, die noch nicht definitiv nachvollziehbar sind.

Bislang wurden mit verschiedenen Zellen unseres Korpers Versuche
durchgefihrt, die mechanischem Stress ausgesetzt waren, wie z.B. zellulare und
molekulare Antworten von Herzmuskelzellen auf Stretch (44), Genregulation
durch  Stretch  von Endothelzellen (45), Mechanotransduktion von
Gefaldmuskel zellen (46), Knochenzellen (47) und Endothelialzellen (48, 49).

Die genaue mechanisch intrazellulare Signaltransduktion, hervorgerufen durch

mechanische Belastung der Lungenzellen, ist jedoch noch nicht gezeigt worden.

Obwohl die initiale Schadigung des Beatmungstraumas pulmonalen Ursprungs ist,
fuhrt bel Patienten, die an ihrer akuten Erkrankung versterben, meist ein
Multiorganversagen zum Tode. Ursache hierfir ist der Einfluss des
Beatmungstraumas auf lokale und systemische inflammatorische Mediatoren
(85, 86).
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2.5 Effekte von mechanischen Belastungen auf
Alveolar epithelzellen

Bis jetzt haben Studien gezeigt, dass mechanische Belastung der Zellen in die

folgenden Bereiche eingreift:

1. Inflammatorische MediatorenProduktion
2. Beeinflussung der Calcium-Freisetzung

3. Beeinflussung der ,, Z€ell-Proliferation*

4. Beeinflussung des Surfactant Metabolismus
5. Umstrukturierung des Extrazellularraums

6. Beeinflussung der Zellpermeabilitét

251 Mechanische Dehnungen von Zellen fihren zu einer erhohten
Cytokinfreisetzung

Mechanische Beatmung ist in der Intensvmedizin  mittlerwelle eine

unentbehrliche Therapiemaldnahme bei Atmungsproblemen.

Schadigende Ventilationsstrategien fuhren zu einer Zunahme von TNF-a,
Interleukine wie IL-1b, IL-6 und IL-10, MIP-2 (Macrophage Inflammatory
Protein) und Interferon?. Diese Werte mald man in der Lungenlavage von

isolierten Rattenlungen (72).

Bei der human-alveolaren Epithelzelllinie A459 wurden durch die Belastung mit
dem Flexercell Stretchgerét |L-8 freigesetzt (74).

I nflammatorische Cytokine, die wahrend der Lungenbeatmung produziert werden,
kénnen zur Entwicklung einer akuten Lungenschadigung (ARDS) und zur
Entwicklung von multiplen Organschadigungen wie z.B. MSOF fihren (73).
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Bethmann und Kollegen zeigten, dass bel isolierten Mé&uselungen, die mit -25 cm
H,O Beatmung, gegentber der physiologischen -10 cm H,O Beatmung, hthere

Werte von TNF-aund IL-6 im Perfusat zu messen waren (60).

Es ist auch herausgefunden worden, dass primédr in Kultur gelegte alveolare
Epithelzellen, die am ersten Tag gestretcht wurden, prozentual mehr
Schadigungen erlitten hatten, as aveolare Ephithelzellen, die am filinften Tag
gestretcht wurden (75). In verlangerten Kulturzeiten haben die Typ-Il Zellen die

Eigenschaft, sich morphologisch in Typ-I Zdlen zu verwandeln.

Prostaglandin Synthese: Die Synthese von biologisch aktiven Eicosanoiden durch
die Epithelzellen der Luftwege tragen zur Regulierung des Tonus der glatten
Muskeln in den Luftwegen und zur inflammatorischen Antwort bei. Mit dem
Flexercell Stretch Gerét ist gezeigt worden, dass cyclischer Stretch die Synthese
der Prostaglandine nach unten reguliert. Unter anderem von: PGE,, PGl»,
Thromboxane A, von Katzen und humanen Lungenepithel Zellen (76). In anderen
Studien ist wiederum gezeigt worden, dass Scheerstress bel fetaen
Rattenlungenzellen eine rapide Freisetzung von Prostacyclinen bewirkt (77, 78).
Diese Ergebnisse zeigen, dass verschiedene mechanische Belastungen zu

unterschiedlichen inflammatorischen Antworten fuhren.

In den Zellstretchversuchen st es wichtig, die Zellen so zu behandeln, dass sie
weniger der Zelldeformation und dem Zelltod unterliegen. Alveolarschaden
nehmen mit dem Ausmal3 und der Dauer der Dehnung zu (54) und verringern sich
mit der zelluldren Dichte. Je langer sie in vitro in Ruhe gelassen werden, d.h.
Zdllen, die in vitro erst nach ein paar Tagen gestretcht werden, sind stabiler und

unterliegen weniger dem Zelltod (54).

Mechanischer Stress der Lunge, z.B. durch mechanische Beatmung, wird auch in
Zusammenhang gebracht mit einer Beglinstigung von ARDS. Die Mortalitétsrate
von ARDS ist grofier as 50 %, die meisten Patienten sterben jedoch an MSOF
(Multiple System Organ Failure) (55). Denn Entziindungen (wie z.B. durch
mechanische Ventilation) kdnnen hervorrufen, dass Granulozyten von der Lunge

(Alveolen) Uber das Herz in den grofen Kreidauf gelangen. Bedingt durch
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Zunahme der Permeabilitét zwischen Alveolen und Kapillaren gelangen
verschiedene Mediatoren vom kleinen Kreidauf in den groRen Kreidauf.
Schliefdlich  befinden sich ein Drittel aler Granulozyten auferhalb des
Knochenmarks in den Lungen. Die Anwesenheit der Entzindungsvermittler im
Kreidauf spielt eine grolRe Rolle beim systemischen Organversagen und Schock
(55).

Wie mechanische Belastung die Zelen beeinflusst und wie dieses Signal
intrazel lulér umgewandelt wird, ist noch nicht beschrieben worden. Aber von den
verschiedenen vorgeschlagenen Mechanismen erfahren das Modell der Stretch
aktivierten lonenkandle und das Extrazelluldr-Integrin-Cytoskellett-Model die
meiste Beachtung. Stretch steigert die Aktivitée der lonenkandle der
Lungenzellen. Ca&®* ist das am meisten beschriebene lon, das ein stretchbedingtes

intrazellulares Signal vermittelt.

20%-ige Dehnung von glatten Muskelzellen der Pulmonalarterien bei Ratten
Zéllen fuhrt zu einer Zunahme des Calciumeinstroms und Calciumsausstroms
(79). Zellen sind miteinander durch die Integrine verbunden, diese Integrine haben
wiederum Kontakt mit dem Cytoskelett. Dieser Aufbau schafft eine strukturelle
Beziehung zwischen dem Extrazelluldrraum und dem Zelinneren, weiterhin
ermoglicht es eine strukturelle Signaltibertragung vom Extrazellulérraum Uber die
Zelloberflache in das Zellinnere. Wenn die Integrine mit einer Micropipette
gedriickt werden, fuhrt dies zu einer Umorientierung der Cytoskelettfilamente.
D.h. mechanischer Stress filhrt zu einer Anderung der Cytoskeletalstarre und diese
Verdnderung kann z.B. dazu fihren, dass in den Zdlen bestimmte

Regulatorproteine beeinflusst werden (80, 81, 82).

2.5.2 Mechanische Dehnung fiihrt zu einer Zunahme des Ca®*

Esist gezeigt worden, dass z.B. 11-17 %-ige Dehnungen von Ratten Typ-11 Zellen

nach 20 Sekunden eine Steigerung der intrazellularen Calciumkonzentration
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bewirken (50). Die c-AMP-Werte zeigten bel Stretch keine gravierenden
Unterschiede (50).

253  Mechanische Dehnung fuhrt zur Zelproliferation

Eine andere Studie bewies, dass Stretch bel fetden Rattenlungenzellen
Proliferationen zeigte, die stérkste (3H) Thymidin Incorporation in die DNA
erfolgte bel 1 %igem FCS-Medium und bel den Zeiten 12, 24 und 48 Stunden
nach Stretch (51, 53, 62). Auch humane Lungen Fibroblasten der Zell-Linie IMR-
90 zeigten ein Wachstum (63, 64). Es wird postuliert, dass mechanischer Stress
bei fetalen Rattenlungenzellen eine Zunahme der Gene und Proteinexpression von
PDGF [3-Rezeptor bewirkt (PDGF: Plated derived growth factor, von
Thrombozyten, Endothelzellen, Makrophagen und Fibroblasten gebildeter
Wachstumsfaktor; ist betelligt an der Zell-Proliferation, Wundheilung und
Entstehung der Atherosklerose) (65). Denn die Blockade dieser Rezeptoren mit
Protein-Tyrosin-Kinase-Inhibitor unterdriickt die durch mechanischen Stress
erzeugte Zell-Proliferation (65).

254  Mechanische Dehnung fuhrt zu einer Zunahme der MRNA-
Konzentrationen von SP-C

Surfactantbildung und Sekretion sind wichtige Hauptaufgaben von Typ-11 Zellen.
Es ist beschrieben worden, dass mechanische Ventilation die Surfactantbildung
beeinflusst (56, 57, 58, 59). Wirtz und Dobbs (112) stretchten 30 Minuten lang
Typ-1l Zellen, dies fihrte neben der Zunahme der intrazellularen Ca®*
Konzentrationen zu einer Zunahme der Phospholipid-Freisetzung (50, 66). In
einem anderen Versuch ist gezeigt worden, dass cyclischer Stretch bei fetalen
Rattenlungenzellen eine Zunahme der mRNA Konzentrationen von SP-C, aber
nicht von SP-A bewirkt hat (67). Somit steigt die Tendenz eines distalen Alveolis-
Kollapses, somit sinkt der Gasaustausch, was in der Intensivmedizin zu ener
Erhéhung des Beatmungsdruckes fuhrt. Auf diese Weise entsteht ein Teufelskreis:
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Lungenschadigung  verschiedener  Genese, die damit  verbundene
Gasaustauschstérung  (Hypoxie) ?  kinstliche Beatmung ?  weitere
Lungenschdden durch die kinstliche Beatmung und Verschlechterung des
Gasaustausches (Barotrauma) ? Erweiterung der kunstlichen Beatmung ?
ARDS, MSOF.

255 Mechanische Dehnung fihrt zu einer Zunahme der mRNA Levels
von Typ IV Collagen, Tropoplastin und Fibronectin

Cyclischer Stretch induziert bei fetalen Lungenzellen eine Zunahme der mRNA
Levels von Typ IV Collagen und Tropoplastin. Es verhindert aber die
Ansammlung von a(l)-Procollagen und Biglycan mRNAs (68, 67). Die
Genexpression und Aktivitdt der Matrixmetalloproteinase und ihres Inhibitors
(Tissue inhibitor of metalloproteinase-1) waren vom Stretch unbeeinflusst (68).
Stretch fuhrt auch zu einer Zunahme der Fibronectinproduktion, aber gleichzeitig
zu einer Unterdruckung der Fibronectin Protein Synthese und Sekretion. Somit
wird die Blutgerinnung nach unten reguliert (69, 70, 71).



2 EINLEITUNG 18

2.6 M echanische Beatmung am Beispiel von ARDS

Die Erstbeschreibung des ARDS erfolgte durch Ashbaugh (1967). Das akute
Lungenversagen (acute respiratory distress syndrome, ARDS) ist ene
Funktionsstorung der Gasaustauschstrecke der Lunge (Kapillare — Interstitium —
Alveole), welche durch unterschiedliche Faktoren bei vorher Lungengesunden
ohne spezielle Pradisposition ausgel6st werden kann und in der Regel begleitet
wird von Stérungen der pulmonalen Vasomotion, interstitieller und alveolarer
Odembildung und Atelektasenbildung, wodurch klinisch eine pulmonale

Hypertonie und konsekutive Gasaustauschstorungen resultieren.

Die Atiologie ist entweder durch direkte pulmonale Schadigung, wie z.B.
Aspirationspnemonie, Beinahe-Ertrinken  (d.h. Ertrinken mit Aspiration),
Infektion, Lungenkontusion, Pneumonien (Bakterien, Pilze, Viren, Pneumocystis),
Rauchgasinhalation, Reizgasinhalation (Phosgen, Oxide, Chloringas), Inhalation
von hyperbarem Sauerstoff oder durch systemische Erkrankungen, wie z.B.
Intoxikation (Heroin, Methadon, Salicylate, Paraguat usw.), Massentransfusionen
(>Einheiten/24Stunden), Pankreatitis, kardio-pulmonaler Bypass, kardio-
pulmonale Reanimation, Sepsis, Polytrauma, Schadel- Hirn- Trauma bedingt (4).

Man unterscheidet zwei Schweregrade:

1. Mittlerer Schweregrad (Acute Lung Injuy, ALI)
Akuter Beginn
Oxygenierungsstérungen: PaO»/FH O, < 300 mm Hg
Bilaterae Infiltrate in der Rontgenaufnahme der Lunge (ap)
Pulmonal-arterieller Verschlussdruck (nicht obligatorisch):
PCWP <18 mm Hg
2. Hoher Schwerergrad (Acute Respiratory Distress Syndrome, ARDS)
Wie ALI aulRer Oxygenierungsstorungen: PaO2/FO2 <200 mm Hg (3)

Die maschinelle Uberdruckbeatmung stellt zurzeit ein unersetzliches Instrument
zur Therapie schwerer beatmungspflichtiger Ateminsuffizienzen dar. In der im

Jahre 2000 verdffentlichten ,Acute respiratory disstress syndrome” Network
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Studie (108) konnte jedoch ein signifikanter Vortell hinsichtlich der Mortalitét
und der Beatmungsdauer einer Lungenprotektiven im Vergleich zu einer
konventionellen Beatmungsstrategie gezeigt werden. Die lungenprotektive
Beatmung hatte hierbei zum Ziel, durch Verwendung eines hohen positiven
endexpiratorischen  Druckes (PEEP) in Kombination mit niedrigen
Atemzugvolumina (AZV, 6-8 mi/kg Korpergewicht) den mechanischen Stress in
den ventilierten Lungenarealen zu minimieren. Diese Studie wurde nach
Einschluss von 861 Patienten wegen der geringen Mortalitét in der Gruppe mit
lungenprotektiver Beatmung abgebrochen.

Parameter des Beatmungstraumas sind Storungen der aveolo-kapilléaren Schranke
mit Verdnderungen des Gasaustausches durch Auftreten eines interstitiellen und
aveoldren Lungentdems, Surfactants Dysfunktion, sowie Verdnderungen der
Hamodynamik und der Medatorprofile im Serum und in der bronchoalveoléren
Lavage (BAL).

Obwohl die initiale Schadigung des Beatmungstraumas pulmonalen Ursprungs it,
fihrt bei Patienten, die an ihrer Erkrankung versterben, meist ein
Multiorganversagen zum Tode. Ursache hierfir ist der Einfluss des
Beatmungstraumas auf lokale und systemische inflammatorische Mediatoren (84,
85, 86). Schadigende Ventilationsstrategien fihren zu einer Zunahme von TNF-a,
Interleukinen wie IL-1b, IL-6, IL-8 und IL-10, MIP-2 und Interferon-? (72, 74).

Der Einfluss mechanischer Stimuli auf das alveolare Epithel, wie sie unter
physiologischen Bedingungen (Atemexkursion), aber auch unter therapeutischer
Intervention (Uberdruckbeatmung mit mechanischer Dehnung der Alveolarzellen
bei respiratorischer Insuffizienz) auftreten konnen, ist weit reichend. So kann eine
Dehnung (Stretch) neben reversiblen differentiellen Veranderungen der
Epithelzellen auch durch en Beatmungstrauma zu irreversiblen
Schéadigungsmechanismen und Umstrukturierung der Alveolen beitragen, in deren
Folge die alveoldre Homostase verandert ist. Entziindungen kénnen dazu fuhren,
dass Granulozyten von der Lunge Uber das Herz in den grofRen Kreislauf gelangen
koénnen, schliefdlich befindet sich ein Drittel aller Granulozyten auf3erhalb des
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Knochenmarks in den Lungen. Die Anwesenheit der Entzindungsvermittler im
Kreislauf spielt eine grofe Rolle beim systemischen OrganVersagen und
Schock (2).

In unserer Arbeit untersuchten wir anhand Typ-11 Zellen des Alveolarepithels, die
wir aus Rattenlungen isoliert haben, inwieweit sie bel kinstlicher Beatmung
(gedehnt durch das Flexercell Stretch Gerét) vermehrt die Cytokine MCP-1 und
MIP-2 freigesetzt wurden. Diese Versuche wurden in An- und Abwesenheit von
LPS (bakterieller Stimulans) durchgefuhrt. MCP-1 zéhlt zu den CC-Chemokinen
(CC: zwel benachbarte Cysteinen) und ist ein von verschiedenen humanen Zellen
sezernierendes Protein mit chemotaktischen Effekten auf die Zellen mononukl&rer
phagozytarer Systeme und basophiler Granulozyten. Letztere werden nicht nur
angelockt, sondern auch sehr effektiv degranuliert. MCP, das CC-Chemokin,
binden an die CC-Chemokin- Rezeptoren der Zellen, von denen neun bekannt sind
(CCR1-9). Chemokinrezeptoren geben ihre Signale Uber angekoppelte G-Proteine
weiter (7, 8).

Chemokine wie IL-8 und MCP-1 erflillen zweierlei Funktionen beim Anlocken
von Zellen. Erstens steuern Chemokine die Wanderung der Leukozyten entlang
eines Chemokinegradienten. Dessen Konzentration nimmt in Richtung auf einen
Infektionsherd zu. Das wird durch Bindung der kleinen 16sichen Chemokine in
der extrazelluldren Matrix und auf Oberflichen von Endothelzellen an
Proteoglykanen erreicht, sodass die Chemokine an einem stabilen Substrat
befestigt sind, auf dem sich die Leukozyten kewegen kénnen (7, 8). Zweitens
wirken sie auf Leukozyten ein, die in Entzindungszonen die Endothelzellen
entlang ,,rollen” und wandeln diese Bewegung in eine stabile Bindung um, in dem
sie bei den Adhasionsmolekiilen, die man als LeukozytenIntegrine bezeichnet,
eine Konformationsanderung verursachen. Dadurch kann ein Leukozyt die
Blutgefa3wand durchqueren, indem er sich zwischen den Endothelzellen
hindurchdriickt (Extravasation) (7, 8). AulRerdem induzieren die Chemokine die
Produktion von CD11c, CD11b und das L eukozyten Adhasions-Molekil-1 (15).
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2.7 Die Rolle des bakterielen Endotoxins LPS ba

inflammatorischen Prozessen der Lunge

Die klinische Manifestation von fulminanten oder systemischen Infektionen wie
Fieber, Hyperkoagulation, Somnolenz, Hypotension, Kachexie und multiples
Organversagen werden auch den Auswirkungen von aktivierten Immunzellen (wie
z.B. Neutrophile Granulozyten und Makrophagen) zugeschrieben. Als Prototyp
des bakteriellen Stimulus fur Inflammation gilt das bakterielle Endotoxin (LPS)
(18), ein Bestandtell der duf3eren Zellmembran gramnegativer Bakterien.

Die Aktivierung von Immunzellen ist ein natirlicher Schutzmechanismus des
Korpers, mit dessen Hilfe Mikroorganismen erkannt und zerstért werden konnen.
Aufgrund seines toxischen und protektiven Potenzials wurde die Wirkungsweise

von LPS auf immunaktive Zellen sehr genau untersucht (19).

Der menschliche Organismus ist unter natlrlichen Bedingungen in standigem
Kontakt mit LPS-tragenden, gram-negativen Bakterien; bei Inhalation dieser
Bakterien kann es zu einer aveolaren Exposition mit LPS kommen, wobei
niedrige Dosierungen von LPS nltzliche Effekte z.B. bezuglich des
Immunsystems und der Steigerung der Abwehrkraft gegentiber Infektionen oder
Entartungen zeigen konnen (20). Andererseits fuhrt die Anwesenheit von hohen
LPS Konzentrationen zu dramatischen pathophysiologischen Reaktionen wie
Fieber, Leukopenie, Tachykardie, Tachypnoe, Hypotension, disseminierter
intravasaler Gerinnung mit Verbrauchskoagulopathie und Multi-Organversagen.
Das resultierende septische- Schock-Syndrom hat eine Letalitét von etwa 20-50 %,
was zur intensiven Forschung dber die molekularen, biochemischen und
patophysiologischen Wirkungen des LPS gefihrt hat.

LPS erzeugt seine biologischen Effekte durch die Stimulation von korpereigenen
Zellen wie Epithelzellen, Endothelzellen, Monozyten/Makrophagen und
neutrophilen Granulozyten und fihrt zu einer Produktion und Freisetzung endo-

und exogener Mediatoren.
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Als fur die Lunge relevant beinhalten diese neben MCP-1, MIP-2, Interleukin-1,
Interleukin-6, Tumornekrosefaktor alpha (TNF-a), bioaktive Lipide wie den
Plattchen aktivierenden Faktor (PAF) und Thromboxan A2, oxidative Spezies wie
Wasserstoffperoxid (H20,), Stickstoffmonoxid (NO), welche eine Grof3zahl der
Auspragungen des septischen Krankheitshildes verursachen (21).

Die grundsétzliche chemische Struktur der Lipopolysacchariden besteht aus einem
Lipid- und einem Polysaccharidanteil. Der Polysaccharidanteil beinhaltet die O
spezifischen Kettenbestandteile sowie die Kernbestandtelle. Der O-spezifische
K ettenbestandteil, aufgebaut aus ca. 50 sich wiederholenden Oligosacchariden, ist
charakteristisch und einzigartig fur jede Bakterienspezies, er bezeichnet den
bakteriologischen Serotyp und stellt ein starkes Antigen dar. Der Kernbestandteil
des Polysaccharidanteils ist weniger variabel ausgebildet als der O spezifische
Kettenbestandteil; seine pathophysiologische Rolle ist noch nicht hinreichend
gekléart.

Die geringste molekulare Variabilitét zeigt generell der Lipidanteil des LPS, hier
ist besonders die terminale Lipidregion, das sog. Lipid A, von Interesse. Obwohl
nicht ale Strukturmerkmale des LPS bei alen gram-negativen Bakterien
ausgepragt sind, so beinhaten doch alle LPS-Subtypen das Lipid A, das as
verantwortlicher Molekilbegandteil der biologischen Wirkung des LPS
identifiziert wurde. Es ist belegt, dass isoliertes Lipid A gleichartige Wirkungen
wie LPS hervorruft (20).
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Abb. 3: Struktur des Lipopolysaccharids, LPS. (Charles A. Janeway,
Immunologie 5. Auflage, Akademischer Verlag Spektrum, Gustav Fischer)

Aufgrund des amphipathischen Charakters des LPS wurde friher angenommen,
dass LPS unspezifisch durch hydrophobe Verschmelzung mit der Zellmembran
der Effektorzelle interagiert und dadurch seine Wirkung entfaltet. Inzwischen ist
das Konzept der spezifischen Rezeptor-vermittelten Interaktion des LPS mit der
Zielzelle allgemein akzeptiert und begrindet (21).

Viele Membranproteine binden LPS, z.B. die CD18/11 b-Integrine, doch nur von
einem Rezeptortyp, CD-14, ist bislang definitiv gezeigt worden, dass er in den
eigentlichen Zellaktivierungsprozess involviert ist. Dieses 55 kDa grof3e
Glykoprotein, CD-14, fuhrt zu einer sekretorischen Antwort nach Interaktion mit
LPS (21). CD-14 existiert in einer |6slichen Serumform (sCD-14) und einer

membrangebundenen Form (mCD-14).

Das Ankoppeln von LPS am mCD-14 Rezeptor monozytarer Zellen fuhrt zur
Synthese und Freisetzung von Cytokinen. Das Andocken von LPS wird von dem
Serumfaktor  Lipopolysaccharid-bindendes-Protein (LBP)  beeinflusst und
moduliert. Dieses 60 kDa Glykoprotein ist in humanem Serum in einer
Konzentration von 510 mg/ml vorhanden. Wahrend der Akut-Phasen Antwort
steigt dieser Level bis auf das 20 fache an (22). LBP bildet mit LPS hochaffine
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Komplexe, welche durch CD-14 erkannt werden. Die Relevanz von LBP bel der
LPS-vermittelten Wirkung wurde dadurch gezeigt, dass Anti-LBP den
Endotoxinschock, ausgelost durch geringe LPS-Konzentration, bel Mausen
verhindern konnte (23).

Die Gabe von Anti-CD-14 konnte die LPS-Rezeptor-Kopplung und Zytokin-
Ausschittung an Monozyten bei niedriger LPS-Konzentration verhindern; diese
Hemmung wurde durch hohe Konzentrationen von LPS aufgehoben, was die
Existenz von mCD-14 unabhangigen Rezeptortypen moglich erscheinen |&sst.
LPS konnte an einem anderen Rezeptor als mCD-14 ankoppeln oder aber
internalisiert werden und mit einem intrazellul&ren Rezeptor interagieren (24).
Seit kurzer Zet ist die Existenz eines so genannten Toll-like-Rezeptors
nachgewiesen, der in seiner chemischen Struktur dem IL-1-Rezeptor dhnelt
(deshalb auch synonym: IL-1-like-rezeptor). Diesem neu entdeckten Rezeptor
wird eine hohe Affinitét gegentiber dem LPS zugeschrieben; man vermutet, dass
das LPS auch Uber diese Rezeptorklasse, ebenfalls unter Interaktion mit CD-14,
Wirkungen entfalten und Signaltransduktionskaskaden ausldsen kann. In dieser
Richtung sind aber noch umfangreiche Forschungsarbeiten zu leisten, um die
Funktion des Toll- like-Rezeptors abschlief3end beurteilen zu kénnen (25).

Wie bei mCD-14 kann auch die Bindungskapazitat von sCD-14 durch LBP erhoht
werden (26), die sCD-14-LPS Komplexe kénnen Zellen, die nicht Uber einen
membrangebundenen CD-14 Rezeptor verfligen, wie glatte Muskelzellen,
Endothelzellen, Epithelzellen, zur Ausschittung von Mediatoren stimulieren (27).

Die Existenz eines Rezeptors, der diese 16dichen LPS-sCD 14-Komplexe an
mMCD-14 negativen Zellen erkennt, wird postuliert, ist aber nicht erwiesen.

Insgesamt ist festzustellen, dass der Wirkungsmechanismus der zelluldren
Antwort nach LPS-Kontakt noch nicht hinreichend erforscht ist. Aufgrund
zahlreicher Besonderheiten, sowohl die unterschiedlichen Zellarten als auch
unbekannte Regelkreise intrazellulérer Signaltransduktionswege betreffend, ist die
Interaktion von LPS mit biologischen Zellsystemen sehr komplex und variabel.
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2.8 Charakteriserung und Funktion von den Chemokinen
MCP-1und MIP-2

Zu den Cytokinen, die in den frihen Phasen einer Beatmung in dem betroffenen
Gewebe freigesetzt werden, gehtren Vertreter einer Familie von chemotaktisch
aktiven Cytokinen, die man as Chemokine (chemoattractant-cytokines)
bezeichnet. Chemokine sind Cytokine, die potente chemotaktische Agentien u.a.
fur T-Zellen, ,Natura Killer*-Zellen, Monozyten und Makrophagen sind.
Typischerweise sind es kleine, Uber Disulfidbriicken stabilisierte Polypeptide mit
einer Lange von 60-70 Aminosauren. Nahezu ale Mitglieder enthalten vier
konservierte Cystein-rAminosaurereste (C1-C4). Aufgrund der Position der vier
konservierten Cysteinreste werden die Chemokine in Gruppen unterteilt (siehe
Chemokine Tabelle) CC-, CXC-, CX3C-, C-Chemokine (87).

281 Physologische Funktionen des Monozyten-chemotaktischen
Protein-1 (M CP-1) im Alveolarepithelzellver band

MCP-1 z&hlt zu den CC-Chemokinen (CC: zwei benachbarte Cysteinen) und ist
en von verschiedenen humanen Zellen sezernierendes Protein  mit
chemotaktischen Effekten auf die Zellen mononuklarer phagozytéarer Systeme und
basophiler Granulozyten. Letztere werden nicht nur angelockt, sondern auch sehr
effektiv degranuliert. Das mittels recombinanter Gentechnik hergestellte Mol ekl

hat e ne relative Molekiilmasse von 8,7 kDa

MCP, das CC-Chemokin, binden an die CC-Chemokin-Rezeptoren der Zellen,
von denen neun bekannt sind (CCR1-9). Chemokinrezeptoren geben ihre Signale
Uber angekoppelte GProteine weiter (7, 8). Ein MCP-1 Antagonist ist das um
acht Aminosduren verkirzte humane MCP-1 (hMCP-1 9-76) ein Protein, das aus

methylotrophen Hefe Pichia pastoris heterolog exprimiert wurde.

Chemokine wie IL-8 und MCP-1 erfillen zweierlei Funktionen beim Anlocken

von Zdlen.
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Erstens steuern Chemokine die Wanderung der Leukozyten entlang eines
Chemokinegradienten. Dessen Konzentration nimmt in Richtung auf einen
Infektionsherd zu. Das wird durch Bindung der kleinen I6dlichen Chemokine in
der extrazellularen Matrix und auf Oberflachen von Endothelzellen an
Proteoglykanen erreicht, sodass die Chemokine an einem stabilen Substrat

befestigt sind, auf dem sich die Leukozyten bewegen kdnnen (7, 8).

Zweitens wirken sie auf Leukozyten ein, die in Entzindungszonen die
Endothelzellen entlang ,rollen” und wandeln diese Bewegung in eine stabile
Bindung um, indem sie bel den Adhésionsmolekiilen, die man als Leukozytem
Integrine bezeichnet, eine Konformationsdnderung verursachen. Dadurch kann ein
Leukozyt die Blutgefédwand durchqueren, indem er sich zwischen den
Endothel zellen hindurchdrickt (Extravasation) (7, 8).

AulRerdem induzieren die Chemokine die Produktion von CD11c, CD11b und das
L eukozyten-Adhésions-Molekiil-1 (15).

Wie oben erwahnt, wird MCP von verschiedenen humanen Zellen produziert, wie
z.B Enterozyten, Pankreatozyten oder Typ-11 Zellen der Lunge.

Es ist gezeigt worden, dass Enterozyten keine passiven Infektionsopfer sind; sie
signalisieren durch die Freisetzung von Cytokinen und Chemokinen, dass eine
Infektion stattgefunden hat. Zu den freigesetzten Substanzen gehtren neben dem
Chemokin IL-8, einem Chemoattraktor fir Neutrophile, auch CC-Chemokine wie
MCP-1, MIP-1a und MIP-13 u.a die allesamt Monocyten, Eosinophile und T-
Lymphocyten chemisch anlocken (9-13). Auch die Typ-11 Zellen der Lunge sind
in der Lage, Entzindungen durch Freisetzung von Chemokinen zu signalisieren,
da MCP-1 und MIP-2 die in den allerersten Phasen einer Infektion in dem
betroffenen Gewebe freigesetzt werden, wurden sie in unseren Versuchen per
ELISA bestimmt.
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Tab. 1: Chemokine und ihre Rezeptoren (Immunologie, Charles A. Janeway,
Spektrum Lehrbuch 5. Auflage, S 727)

Chemokine und ihre Rezeptoren

systematische

spezifischer

Chemokin . Chromosom Zielzellen
Bezeichnung Rezeptor
T CXC CXCI
IL-8 8 4 neutrophile, basophile Zellen, T-Zellen CXCR12
GROa 1 4 neutrophile Zellen CXCR2» 1
GROR 2 4 neutrophile Zellen CXCR2
GROy 3 4 neutrophile Zellen CXCR2
ENA-78 5 4 neutrophile Zellen CXCR2
LDGF-PBP 7 4 Fibroblasten, neutrophile Zellen CXCR2
GCP-2 6 4 neutrophile Zellen CXCR2
CXC
PF4 4 4 Fibroblasten unbekannt
Mg 9 4 aktivierte T-Zellen CXCR3
IP-10 10 4 aktivierte T-Zellen (Tyl> Ty2) CXCR3
CD34'-Knochenmarkzellen, T-Zellen,
SDF-la/b 12 10 dendritische Zellen, B-Zellen, naive B- CXCR4
Zellen, aktivierte C04-T-Zellen
BUNZO/STRC33 16 17 T-Zellen, NK-Zellen CXCR6
i-TAC 11 4 aktivierte T-Zellen CXCR3
BLC/BCA-1 13 4 naive B-Zellen CXCR5
ccC CCL
Monocyten/Makrophagen, T-Zellen
(TH*> TH2), NK-Zellen, basophile
MIP-1a 8 v Zellen, unreife dendritische Zellen, CCRLS
Knochenmarkzellen
Monlocyten/Makrophagen, T-Zellen
(TH” > TH2), NK-Zellen, basophile
MIP-1b 4 7 Zellen, unreife dendritische Zellen, CCRL 5
Knochenmarkzellen
unreife dendritische Zellen, IA-NK-
MDC 22 16 Zellen, T-Zellen (TH?>> TH?), CCR4
Thymocyten
Makrophagen, Thymocyten,
TECK & 19 dendritische Zellen CCR9
unreife dendritische Zellen, IA-NK- CCR4
TARC 17 16 Zellen, T-Zellen (TH2 > TH'), Thy
mocyten
Monocyten/Makrophagen, T-Zellen (T-
Gedéchtniszellen > T-Zellen; TH1 >
RANTES 5 1w TH?), NK-Zellen, basophile, CCRL, 3,5
eosinophile und dendritische Zellen
HCC-1 14 17 Monocyten CCR1
HCC-4 16 17 Monocyten CCR1
DC- CK1 18 17 naive T-Zellen > T-Zellen unbekannt
T-Zellen (T-Gedéchtniszellen > T-
Zellen), mononucieare Zellen des
MIP-3a 20 2 peripheren Blutes, CCR6
Knochenrnarkzellen, dendritische
Zellen
naive T-Zellen, reife dendritische
MIP-3b 1 ° Zellen, B-Zellen CCR7
MCP-1 2 17 T-Zellen, Monocyten, basophile Zellen CCR2
MCP-2 8 17 T-Zellen. Monocyten, eosinophile, CCR2
basophile Zellen
g T-Zellen, Monocyten, eosinophile,
MeP-3 7 v basophile, dendritische Zellen CCR2
g T-Zellen, Monocyten, eosinophile,
MCP-4 13 7 basophile, dendritische Zellen CCR2,3
~ 12 e eosinophile Zellen, Monocyten, T- CCR2
Zellen
Eotaxin 11 17 eosinophile Zellen CCR3
Eotaxin-2/MPIE-2 2% 2 ;éﬁ::en (?). eosinophile. basophile CCR3
1-309 1 17 neutrophile Zellen (nur TCA-3), T- CCRS8
Zellen
_ ~ T-Zellen, Monocyten, neutrophile
MIP-5/HCC-2 5 e Zellen (?), dendritische Zellen CCRL3
MPIF-1 23 177 Monocyten, T-Zellen (ruhend), unbekannt
neutrophile Zellen (?)
6Ckine 21 9 naive T-Zellen, Mesangiumzellen (?) CCR7
CTACK 27 9 T-Zellen CCR10
MEC 28 5 T-Zellen, eosinophile Zellen CCRI10, 3
Cund CX3C
Lymphotactin XCL1 1(1) T-Zellen, NK-Zellen XCR1
Eractalkin CcX3CL 1 16 T-Zellen, Monocyten, neutrophile CX3CR1

Zellen (?)
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2.8.2 Einfluss des Makrophageninflammatorischen Proteins-2 (MIP-2)

auf Alveolarepithelzellen

MIP-2, Macrophage inflammatory protein-2, ist in seiner proinflammatorischen
und neutrophile Granulozyten aktivierenden Wirkung dem Interleukin-8 ein nahe
verwandter Faktor. Das MIP-2 wurde erstmals aus einer Makrophagenzelllinie
von Mausen gewonnen und gereinigt. Es handelt sich dabei um ein 7,9-kDa
messendes Peptid, welches, durch Endotoxin induziert, von Entziindungszellen
produziert wird. Das MIP-2 zeigt eine dosisabhangige, chemotaktische Wirkung
auf polymorphkernige, neutrophile Granulozyten (PMN) (110). Diese Wirkung
des MIP-2 ist auch in der Lunge verschiedener Tiermodelle beschrieben worden.
So wurde in diesen Modellen, nach intratracheder Instillation von Klebsiella
pneumonieae, Pseudomonas aeruginosa, LPS oder verschiedener Staubpartikel,
eine Erhdhung der messenger RNA (mRNA)- und der Proteinexpression vom
MIP-2 festgestellt (111). Folge ener erhohten MIP-2-Expression ist eine
Infiltration des Parenchyms und der interstitiellen Raume der Alveole mit
polymorphkernigen neutrophilen Granulozyten (110). Somit nimmt das MIP-2 bei
der Chemotaxis von Entzindungszellen, im Rahmen akuter inflammatorischer

Prozesse in der Lunge, ebenso wie das MCP-1, eine zentrale Rolle ein.
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3. Fragestellung

Die maschinelle Uberdruckbeatmung stellt zurzeit ein unersetzliches Instrument
zur Therapie schwerer beatmungspflichtiger Ateminsuffizienzen dar. Obwohl die
initiale Schadigung des Beatmungstraumas pulmonalen Ursprungs ist, fuhrt bei
Patienten, die an ihrer akuten Erkrankung versterben, meist en
Multiorganversagen zum Tode. Ursache hierfur ist der Einfluss des
Beatmungstraumas auf lokale und systemische inflammatorische Mediatoren (84,
85, 86).

Der menschliche Organismus ist unter natlrlichen Bedingungen in standigem
Kontakt mit LPS-tragenden, gram-negativen Bakterien; bel Inhalation dieser
Bakterien kann es zu einer alveolaren Exposition mit LPS kommen, wobel
niedrige Dosierungen von LPS nltzliche Effekte z.B. bezuglich des
Immunsystems und der Steigerung der Abwehrkraft gegentiber Infektionen oder
Entartungen zeigen kénnen (20). Anderseits fuhrt die Anwesenheit von hohen
LPS Konzentrationen zu dramatischen pathophysiologischen Reaktionen wie
Fieber, Leukopenie, Tachykardie, Tachypnoe, Hypotension, disseminierter

intravasaler Gerinnung mit V erbrauchskoagul opathie und Multi-Organversagen.

Ausgangspunkt der vorliegenden Arbeit war die Frage nach dem
inflammatorischen Verhaten von Typ-Il Zellen bel mechanischen Belastungen.
Hierzu untersuchten wir frisch isolierte alveoldre RattenTyp 11-Zellen und Zellen
einer Rattenlungentumorzelllinie (L2), die auf speziellen, mit einem elastischen
Boden ausgeriisteten 6er Well-Platten inkubiert wurden. Diese Wells wurden mit
Hilfe von computergesteuerten Ventilen bewegt, sodass das Zellmonolayer

wahrend der Versuche equibiaxial gedehnt wurde.

Folgende Schwerpunkte wurden untersucht:

Inwieweit fuhrt Stretch  (mechanische Dehnung) zur einer

Zellschadigung, verglichen mit ungestretchten Zellen?
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Fuhrt  Stretch  (mechanische  Beatmung) zur  erhohten
Chemokinfreisetzung  (Entzindungssignale) im Vergleich  zur
ungestretchten Zellen?

Wie reagieren die Zellen mit der Chemokinfreisetzung, wenn sie
zusétzlich zum Stretch mit LPS behandelt werden. Wird durch

mechanische Beatmung die Toleranz fir LPS gesenkt?

Als bakterieller Stimulans wurde LPS (Lipopolysaccharide) aus gramnegativen
Zellen (Salmonellen) benutzt. Gemessen wurden die Cytokine MCP-1 (Monocten
Chemotactant Protein-1) und MIP-2 (Macrophage inflammatory Protein-2) per
ELISA.



4 MATERIAL UND METHODEN 31

4. Material und Methoden

4.1 | solierung von Typ-I1 Zellen aus Rattenlungen

411 Vesuchstiereund Tierhaltung

Spezifisch pathogenfreie méannliche Ratten der Art Rattus norvegicus familiaris
und Zuchtlinie Spargue-dawley (CD 18) mit einem Gewicht von ca. 160 — 180 g
lieferte die Firma Charles River WIGA (Sulzfeld/Main). Sie wurden mit Futter ad

liditum versorgt und innerhalb von 48 Stunden nach Lieferung verwendet.

4.1.2  Zdlkulturmaterial, Inkubationsmedien, Agenzien
A549-Z€lllinie, ATCC (Atlanta, USA)
L2-Zdllinie, ATCC (Atlanta, USA)

Antibiotika (Gentamycin) lyosphilisiert, steril, Gibco (Karlsruhe,
Deutschland)

Aqua tridestillata im Milli Q Wasseraufbereitungssystem, Millipore

(Eschborn, Deutschland) entionisiert und gefiltert.
D-(+)-Glucose, Sigma (Deisenhofen, Deutschland)

EGTA (Chelator mit erhéhter Calzium-Selektivitat), Ethylenglykol-bis-(2-
aminodthyléther)-N,N-tetraessigsaure  zur  Analyse lieferte  Serva
Feinbiochemica (Heidelberg, Deutschland)

Fibronectin, Boehringer Mannheim (Mannheim, Deutschland), mit Aqua
dest. und NaCl gelost, steril filtriert und die Zelkulturplatten fur 45
Minuten bel einer Konzentration von 50ug/ml bel Raumtemperatur
beschichtet, bevor man die Platten mit Zellen beschichtete.
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HEPES (Gewebekulturpuffer) N-2-Hydroxyethl piperazin-N-2-
ethansulphonsaure ,fur  Zellkultur getestet® lieferte Roth GmbH

(Karlsruhe, Deutschland)
Immunglobulin, purified rat 1gG, Technical Grade Sigma (USA, Canada)

Isotonische Kochsalzldsung und Ringerlosung, steril und pyrogenfrei,

lieferte Braun Melsungen KG (Melsungen, Deutschland)
L-Glutamin, Gibco (Karlsruhe, Deutschlard)

Pufferbestandteile: Di-Natriumhydrogenphosphat, Kaliumchlorid,
Glucose, Caciumchlorid und Magnesiumsulphat wurden von Sigma
(Deisenhofen, Deutschland) in der Qualitét ,, cell culture tested” bezogen.

Tris, Trishydroxyaminomethan p.A., Merck (Darmstadt, Deutschland)

Bicarbonat (NaHCOs), Elektrolytkonzentrat 8,4 %ig, Braun (Melsungen,
Deutschland)

DMEM (Dulbeccos modified eagle Medium), Sigma (Deisenhofen,
Deutschland)

Medium Ham's F12 K (enthdt Pyruvat und Glutamin), Gibco (Karlsruhe,
Deutschland)

Trypsin EDTA Ldsung, Gibco (Karlsruhe, Deutschland)

| sobuthyl- methylxanthine (IBMX), Sigma (Deisenhofen, Deutschland)

Die zur Zellisolierung aus Rattenlungen verwendeten Pufferl6sungen wurden kurz
vor der Verwendung aus Stammlésungen hergestellt und setzten sich wie folgt

zusammen:.
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L6sung 1:

LGsung 2

Trispuffer:

DMEM:

PBS:

140 mM NaCl, 55 mM KCl, 2,6 mM NaH,PO,, 10 mM HEPES,
6 mM Glucose, 0,5 MM EGTA, pH: 7,42

140 mM NaCl, 55 mM KCl, 2,6 mM NaH,;PO,, 10 mM HEPES,
6 mM Glucose, 2,2 mM CaCh, 1,3 mM MgSOxa, pH: 7,42

50mM Trishydroxy-aminomethan in Aqua dest. gelést und mit 1 N
HCL auf pH 9,5 eingestellt.

Dulbecco’'s modified Eagle Medium (Gibco), 2mM Glutamin

50pg/ml Gentamycin (Gibco), carbonatgepuffert, im Inkubator
aqullibriert.

Phosphate buffered Saline (Gibco) hergestellt aus 10-fach
Konzentrat mit 2 mM Calcium und 1,3 mM Magnesium, eingestel It
auf pH: 7,2

4.1.3 Pharmaka und Substanzen zur Isolierung alveolarer Typ-I1 Zellen

Liqguemin N 25000 (Antikoagulanz) Heparin; Hoffmann La Roche
(Grenzach-Whylen, Deutschland)

Nembutal (Narkotikum) Pentobarbital-Natrium 6 g/ml, Sanefi-CEVA
Importgesellschaft (Hannover, Deutschland)

LPS Lipopolysaccharid von Salmonella Typhimurium, Sigma

(Deisenhofen, Deutschland)

Anti-CD-14 monoklonale Antikérper MY-4, Coulter Klone

FCS (Fetales Kdber Serum), hitzeinaktiviert fur 30 Minuten bei 56°C,
steril filtriert, Gibco (Karlsruhe, Deutschland)

DNAse, Elastase
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4.1.4

Lipid-Farbstoff Phosphin 3R, ICN Flow Biochemicals (Mannheim,
Deutschland)

Harris Haematoxylin, Merck (Darmstadt, Deutschland)
Erythrosin B fur Vitalitétstest, Merck (Darmstadt, Deutschland)

Farbstoff 5-carboxy-Fluorescin-diacetat 1 mg/ml fur Vitalitatstest, Sigma

(Deisenhofen, Deutschland)

Instrumente und Geréate zur Isolierung alveolarer Typ-l1 Zellen
COq-Inkubator IR 1500, Flow laboratories (M eckenheim, Deutschland)

Hamilton Prézisionsspritze 100 pl und 50 pl, Hamilton (Darmstadt,
Deutschland)

Hettich Rotanda RP Kihlzentrifuge mit Schwingbecherrotor, Hettich
(Tuttlingen, Deutschland)

Milli Q Wasseraufbereitungsanlage, Millipore (Eschborn, Deutschland)

Nylon Filtergewebe, 150 um, 20 um, und 10 pum von Reichelt Chemie,
(Linz)

Filter (0,2 um), Nalgene (Hereford, United Kingdom)

Petrischalen, bakteriologisch 100 x 15 mm, aus Polystyrol von Falcon
(No:1029)

Zelkulturflaschen
Pipetten fur Zellkultur: Becton & Dickinson, (Heidelberg, Deutschland)

Polypropylenbecher und Erlenmeyerkolben: 250 ml von Brand KG fir
Zdelkultur
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Préparierbesteck und Scheren zur Gewebszerkleinerung: Aeskulap GmbH
Préparierbrett: GrofRe 20x20 cm

Sterilbank  (laminar air flow) Typ BSB 4a Flow Labaratories

(Meckenheim, Deutschland)

Trachealtuben aus V2A-Stahl, 2mm: MSZ, Uniklinik Gief3en
Waégezelle, Hottinger Baldwin MeBtechnik (Langen, Deutschland)
Zentrifuge RPC Rotanda, Hettich (Tuttlingen, Deutschland)

Zentrifugenréhrchen Falcon ,Blue Max*® 50 ml aus Polypropylen mit
konischem Boden (No: 2097)

Neubauer—K ammer

415 Isolierung von Typll Zellen modifiziert nach Dobbs

Zur Vorbereitung der Isolierung wurden die Losungen 1 und 2 sowie

physiologische Kochsal zIldsung (0,9 % NaCl) im Wasserbad auf 37 °C erwarmt.

Immunglobulin G wurde mit einer Konzentration von 50 pg ml in 15 ml
Trispuffer mit pH 9,5 gel6st und filtriert. Es wurden drei bakteriologische 100 mm
Petrischalen (Falcon) mit je 5 ml dieser Losung gefullt und geschwenkt. Sobald
der Boden voll benetzt war, blieben die Platten drei Stunden lang bel
Raumtemperatur stehen. Anschlielend wurde die 1gG+Trispuffer—Losung
abgegossen und die Platte funfmal mit PBS sowie einma mit DMEM gesplilt.

Fur die Betédubung der Tiere wurde eine Mischung aus 0,35 ml Nembutal, 0,5 ml
Kochsalzlésung und 0,05 ml Heparinlésung in einer Insulinspritze (1 ml)
aufgezogen. Eine ménnliche Sprague-Dawley-Ratte mit einem Gewicht unter
180 g (Gewichtsbegrenzung wegen héherer Zellausbeute bei jugendlichen Ratten)
wurde durch intraperitoneale Injektion mit 0,7-0,8 ml des Nembutal-Heparin
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Gemisches betaubt. Das Tier schlief nach 2-5 Minuten und durfte auf Schmerzreiz
und Korneareizung nicht mehr reagieren. Es wurde sodann auf dem Ricken

liegerd auf einem Brett an den Extremitéten fixiert.

Das Fell wurde vom Bauch bis zur Mandibula langs aufgeschnitten. Der
Bauchraum wurde erdffnet, die Nierenarterien zerschnitten und das Blut von
mehreren Tupfern aufgenommen. Am Hals wurde anschlief?end die Trachea
freigelegt, mit einer feinen Pinzette wurde ein Faden unterlegt und danach wurde
sie horizontal zu % eingeschnitten. Ein 2 mm Tubulus mit Lauer-Adapter wurde
fest eingebunden. Danach wurde der Thorax langst dem Sternum mit einer Schere

gedffnet, das Thymusgewebe wurde entfernt und das Perikard eroffnet.

Das rechte Herz und das Herzohr (linker Vorhof) wurden eingeschnitten. Eine auf
das Infusionsbesteck adaptierte Pipettenspitze wurde in den Truncus Pulmonalis
vorgeschoben und die Lunge mit warmer Lésung 2 so lange perfundiert, bis das
Parenchym makroskopisch weil3 und blutleer wurde. Vor Perfusion der Lunge
wurde diese mit Hilfe einer auf den Trachealtubus aufgesetzten Spritze zweimal
mit je 4 ml Raumluft beatmet. Sodann wurde die Lunge mdglichst schonend
herausprgpariert und mit der Lésung 2 von aufen abgespilt, um organische

Verunreinigungen zu beseitigen.

Zum Entfernen von Alveolarmakrophagen wurde die Lunge achtmal mit je 6 ml
Losung 1 lavagiert, dazu wurde eine leichtgangige 10 ml-Spritze verwendet. Dann
wurde zweima mit je 8 ml Ldsung 2 sowie eéinma mit einer Elastase-Trypsin
Losung (9 mg Elastase EC 134 und 1 mg Trypsin in 40 ml Lésung 2,
entsprechend 30 U/ml Orcein-Elastin) lavagiert.

Die Lunge durfte hierbel nicht tropfen. Nach Instillation eines Volumens von etwa
8 ml Elastasel 6sung wurde die Lunge in die auf 37 °C temperierte Kochsalzl 6sung
gehangt und die restliche Elastasel 6sung unter einem hydrostatischen Druck von

ca 7 cm Wassersaule Uber einen Zeitraum von 20 Minuten installiert.

Im weiteren Verlauf wurden grofere Bronchien und Nicht-LungenGewebe

herrausprapariert und die Lunge in 4 ml DNase Losung (2,5 mg/ml) mit zwei bis
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drei paralel gefihrten Scheren in einem Spitzkonischen Kunststoffbecher in

Stiicke von etwa 1 mm?® zerkleinert.

Diese Suspension wurde mit Losung 2 auf 20 ml aufgefillt und 2 Minuten im
Pastik-Erlenmeyerkolben bei 37 °C im Wasserbad geschittelt. Um die
enzymatische Gewebeauflosung zu unterbrechen, wurden dann 10 ml steril
filtriertes FCS (fetales Kdaberserum) hinzugefigt und weitere 2 Minuten
geschwenkt. Das resultierte Gemisch aus Lungenstiicken und freien Zellen wurde
durch mehrere Filterlagen aus Mull sowie durch 100 pm, 20 pm, 10 pm
Nylongaze aufgetrennt. Das Filtrat wurde mit Losung 2 in einem Falcon
Rohrchen auf ein Gesamtvolumen von 50 ml eingestellt; anschlief3end wurde 10

Minuten lang bei 130 g zentrifugiert und der Uberstand dekantiert.

Sedimentierte Zellen wurden in DMEM (mit 10 pg/ml DNase [-Zusatz)
resuspendiert und auf eine Zellzahl von 2,5x10° Zellen/ml eingestellt. Zum
Entfernen von Alveolarmakrophagen und Granulozyten wurden je 10 ml dieser
Suspension auf die vorbereiteten, mit 1gG beschichteten Petrischalen gegeben und
1,5 Stunden lang bei 37 °C in 10 % CO, inkubiert. Danach wurde jede Petrischale
mehrfach vorsichtig geschwenkt und mit Hilfe einer 10 ml Pipette wiederholt
aufgenommen und abgegeben, um nicht haftende Zellen zu resuspendieren. Die
Typ-1I Zellen befanden sich nach diesem Schritt im Uberstand, wahrend Nicht-
Typ-11 Zellen an der 1gG-Plastik-Matrix adhérierten, was im Lichtmikroskop
Uberprift wurde. Die Zellsuspenson wurde in sterile Zentrifugenrohrchen

Ubertragen und wiederum 10 Min lang bei 130 g zentrifugiert.

Der Uberstand wurde dekantiert, die Zellen in DMEM mit 10 % FCS
resuspendiert und auf dem verwendeten Zellkultursystem Uber Nacht im
Inkubator mit 10 % CO; kultiviert. Routinemaldig wurden fur eine Zellisolierung
die Lungen von zwei bis drel Ratten entnommen und paralel nach diesem

Protokoll aufgearbeitet.
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4.2 Identifizierung und Charakterisierung isolierter Typ-
Il Zellen

Eine einfach und schnell durchfihrbare Identifizierung der Typ-I1 Zellen konnte
durch Inkubation mit dem Lipid-Farbstoff Phosphin 3R (ICN Flow Biochemicals,
Mannheim, Deutschland) durchgefiihrt werden. Dazu wurden einige Milliliter der
verdinnten Zellsuspension mit 10 pg/ml einer Stammldsung des Farbstoffes in
Aceton (10 pg/ml) versetzt und nach zwel Minuten mit einer CytospinZentrifuge
direkt auf Objekttrager sedimentiert. Nach Eindecken mit PBS konnten die Typ-I|
Zéellen im Fluoreszenzmikroskop unter Blaulicht-Erregung durch das goldgelbe
Aufleuchten der fur sie charakteristischen Lamellarkorper erkannt werden.
Phagozytierte Lipide und Vesikel in Makrophagen erschienen dagegen in einem
grun-gelben, gut unterscheidbaren Farbton. Andere Zellen farbten sich nur
schwach und diffus. Zum Vergleich wurden Ausstriche der Zellpraparation der

modifizierten Papanicolaouférbung unterworfen (139).

Die Phospholipide werden dabei sauer oxydiert und bilden einen im alkalischen

Milieu blauschwarzen Farbkomplex mit Hamatein.

4.2.1 Durchfihrung der Identifizierung/Char akterisierung

1. Zelsuspension im Cytospin auf Objekttréger sedimentieren und eine

Stunde trocknen;

2. 2,5 Minuten in Harris Haematoxylin (Merck, Darmstadt, Deutschland)

inkubieren;
3. zweimal in Aqua dest. tauchen, um Farblsung abzusptilen;
4. 2 Minuten in 0,03 %iger LiCOg3-L6sung inkubieren;
5. enmal in Aqua dest. abspiilen;

6. Objekttrager durch eine aufsteigende Alkoholreihe fihren;
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7.

kurz in Xylol tauchen und mit Entellan (Merck) eindecken.

Zudem wurden die Lammelarkorper kultivierter Typ-11 Zellen mit der

Tanninsaure- Polychromfarbung nach Mason et al. (100) dargestellt.

Durchfthrung:

1.

dreimaliges Waschen der Kulturschalen mit PBS

Fixation mit 1,5 % Glutaraldehyd in 0,1 M Cacodylatpuffer pH: 7,3 30
Minuten bei 4 °C

zweimaliges Waschen mit 3,4 % Saccharosein 0,1 M Cacodylatpuffer pH:
7,3

Postfixation mit 1 % Osmiumtetroxyd in 0,1 M Cacodylat pH: 7,3 90
Minuten bel 4 °C

dreimaliges Waschen mit 3,4 % Saccharose in 0,1 M Cacodylatpuffer pH:
7,3

Féarbung mit 1 % Tanninsdure mit 0,1 M cacoylat pH: 6,8 bei 4°C 16 h

zweimaliges Waschen mit 0,1 Cacodylat pH: 7,0, zweimaliges Waschen
mit Aqua dest.

Gegenfarbung mit Polychromblau 19 Sekunden; Polychromrot 10
Sekunden

Waschen mit Aqua dest. Lagerung in 0,1 % Natriumacid
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4272 Vitalitatstests

Eine mit geringem Aufwand durchfiihrbare Technik der Vitalitatsbestimmung
beruht auf der Beobachtung, dass die Oberflachenmembran |lebender Zellen die
Fahigkeit besitzt, spezielle Substanzen auszuschlief3en, wahrend avitale Zellen
diese zum Zdlinneren durchtreten lassen. Eine solche Substanz ist das
Erythrosin B (2,5 mg in 100 ml PBS; Merck, Darmstadt), welche den Zellen im
Verhdltnis 1:100 zugemischt und 5 Minuten lang inkubiert wurde. Anschlief3end
wurden die Zelen sedimentiert und Fluoreszenz-mikroskopisch — unter
Grunlichtanregung betrachtet. Die Zahl der leuchtenden und damit toten Zellen
wurde sodann ermittelt und in Relation zu den vitalen, nichtleuchtenden Zellen
gesetzt.

Alternativ dazu kann as optischer Vitaitétstest der Farbstoff 5-Carboxy-
Fluorescin-diacetat den Zellen zugesetzt werden. Diese nicht-fluoreszierende
Substanz ist membranpermeabel und wird durch intrazellulére Esterasen zum
fluoreszierenden, nicht membranabhéngigen 5-Carboxy-Fluorescin hydrolisiert.
Vitale Zelen leuchten daher unter Blaulichtanregung im Fluoreszenz-Mikroskop.
Zur Vitalitétsbestimmung wurde eine Stammldsung von Farbstoff 5-Carboxy-
Fluorescin-diacetat (1 mg/ml) 1:1000 verdinnt auf die Zellen gegeben. Nach einer
15-minutigen Inkubation wurden die Zellen gewaschen und die Anzahl der

leuchtenden Zellen im Vergleich zu den nicht leuchtenden Zellen ermittelt.

Weiterhin konnte zur Bestimmung der Membranintaktheit der cytosolische
Zellmarker Lactatdehydrogenase LDH aus dem ZellUberstand photometrisch

bestimmt und quantifiziert werden.

4.2.3  Kultur der Alveolaren Epithelzellen

Im Anschluss an die Isolierung der Typ-l1I Zellen wurden diese unter dem
Mikroskop mit Hilfe der Neubauer-Kammer gezahlt und je 2 Millionen Zellen in
2 ml Kulturmedium in die Wells aufgebracht. Als Kulturmedium wurde DMEM -
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Medium in oben genannter Zusammensetzung mit einem FCS Anteil von 10 %
benutzt.

Die Zellkulturschalen wurden im Brutschrank bei 37 °C und 19 %iger CO,-
Atmosphére inkubiert. 24 Stunden nach Aufbringen der Zellen wurde das
Kulturschalensystem vorsichtig so geschittelt, dass sich die in Lésung
befindlichen bzw. noch nicht adh&renten Zellen gleichmdiig verteilten. 48
Stunden nach Isolation wurden die Mediumanteile durch frisches Kulturmedium
ausgetauscht. Das ate Medium wurde mit der Pasteur-Pipette entfernt und mit
Hilfe der Eppendorf-Pipette durch frisches Kulturmedium ersetzt. Die wurde im
Abstand von zwel Tagen wiederholt. Ab dem zweiten Tag nach Isolation wurden
vor dem Versuchsbeginn die Kulturmedien erneut, diesmal aber durch en

Kulturmedium mit einprozentigem FCS-Anteil ersetzt.

4.2.4  Lactatdehydrogenase (LDH)- Messung

Die LDH-Freisetzung wurde as Marker fir einen zytotoxischen Zellschaden der
Epithelzellen nach der “optimierten Standardmethode® der Deutschen
Gesellschaft fur Klinische Chemie photometrisch bei einer Absorption von 405
nm gemessen. Die Enzymfreisetzung wurde dabei as Aktivitat (U/l) gegentber
der maximalen Enzymaktivitét, die bei Inkubation mit 10 pg/ml Mélitin

(Bienengift) freigesetzt wurde, gemessen.
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4.3 L2-Zellen

43.1 Herstellen von Kulturmedien

L2-Zellen Nahrmedien wurden hergestellt aus 90 ml F12 K (mit Glutamin) + 10
ml 10 %-iger FCS (Fetales Kélber Serum) + 40 pl Gentamycin.

Typ-11 Zellen Ndhrmedien wurden aus 88 ml DMEM (Dulbeco’s Modified Eagels
Medium) + 10 ml FCS + 2 ml Glutamin + 100 ul Gentamycin hergestellt.

Die Kulturmedien wurden mit 10 %-igem FCS und die Versuchsmedien mit 1%-
igem FCS hergestellt.

432 Auftauen von L2-Zellen

Die L2-Zdlen liegen in Kryoréhrchen in jeweills 1 ml DMSO im
Stickstoffbehélter.

Unter Kontrolle wurden die L2-Zellen aufgetaut, da unter aufgetauter Form das
DMSO die Zellen schadigen wirde. Im gefrorenen Zustand verhindert es jedoch
die Verklumpung der Zellen.

Nach dem vorsichtigen Auftauen wurden 7,5 ml 10 %iges Nahrmedium im
Falconréhrchen hinzugefiigt, um die schadigende Wirkung von DMSO zu
reduzieren und die Zellen mit Nahrmedien zu versorgen. Diese Losung wurde bei
1200 Umdrehung, 5 Minuten, bei 22°C, mit 30 Sekunden Anstiegszeit und 1
Minute Abstiegszeit zentrifugiert. Der Uberstand wurde mit der Pasteur-Pipette
abgesaugt und verworfen, da es DMSO-hdtig war. Auf das Pellet im
Falconrohrchen kam erneut 10 % iges Nahrmedium, je 2,5 ml Lésung mit den
Zellen kamen in eine Petrischale, die zusétzlich noch mit 7,5 ml 10 %-igem FCS-
Nahrmedium aufgeflllt wurden. Die Petrischalen wurden hin und her geschwenkt
und bel 37 °C in den Brutschrank gelegt.
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433  Splitten von L2-Zellen

Da sich die Zelen nach wenigen Tagen so geteilt haben, dass sie einen
konfluenten Zellrasen in der Petrischale gebildet haben, wurden sie gesplittet
(diese subkultivierten Zellen konnten dann in zwei Tagen, wenn sie wieder einen
vollsténdigen Zellrasen gebildet hatten, in Versuchen eingesetzt werden). Dazu
wurde das verbrauchte Nahrmedium mit der Pasteur-Pippete abgesaugt. Die
Zellen wurden dann mit 8 ml F 12 K Medium zweima gewaschen. Anschlief3end
wurde mit 8 ml temperierter TrypsinrEDTA Losung fur 30-60 Sekunden im
Brutschrank inkubiert. Es erfolgte eine mikroskopische Kontrolle, ob sich der
Zellmonolayer vom Schalenboden losgel6st hat. Die Trypsinr EDTA Ldsungen
mit den losgelésten Zellen, nachdem die Zellen durch mehrmaligem Spilen
losgel0st wurden, wurde dann in ein Falconréhrchen pipettiert, wo sich schon 1

ml temperierter FCS befand.

Die Losung wurde bei 1200 Umdrehungen, 5 Minuten, bei 22 °C, Aufstiegszeit
30 Sekunden, Abstiegszeit 1 Minute zentrifugiert. Der Uberstand wurde mit der
Pasteur-Pipette abgesaugt und bis 10 ml mit 10 %-igem FCS-Nahrmedium
aufgefillt. In der Neubauerkammer wurden die Zellen gezadhlt. Dazu wurde 10 pl

Zelllésung auf die Neubauerkammer pipettiert und abgezahit.

Diese Zahl wurde dann mit 2,5 und 10 000 (N&hrmedium) multipliziert. Je
nachdem, was fir Versuche man in zwel Tagen plante, wurden sie in der gleichen
Zellzahl, in den Wells der 6er Platte gegeben und zu 2 ml mit Ndhrmedium
aufgefllt.

434 Einfrieren von L2-Z€llen

Die Medien, die zum Einfrieren der L2-Zellen gebraucht wurden, setzten sich wie
folgt zusammen: Medium 1 bestand zu 9 ml aus 10 %-igem Nahrmedium und 1ml

0,2 mM Hepes.
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Medium 2 bestand zu 4 ml Medium 1 und 1 ml DMSO, das steril abgefiltert
wurde. Die Medien wurden vor Gebrauch ins Eis gelegt.

Der Uberstand der Pellets aus einer 100-er Petrischale, die nach dem
Zentrifugieren entstand, wurde mit der Pasteur-Pipette abgesaugt. Das Pellet
wurde mit 0,5 ml Medium 1 resuspendiert und folgend mit 0,5 ml Medium 2
resuspendiert. Die 1 ml Lésungen wurden in spezielle Kryordhrchen gefillt. Diese
Kryoréhrchen wurden 5 Minuten in Eis (~ +4 °C), 2-3 Stunden in das Gefrierfach
(~-20 °C), 2 Tage in -80 °C Fach aufbewahrt, um dann anschlief3end in den
Stickstoffbehdlter (~-170 °C) gelegt zu werden.

44 DieBestimmung von MCP-1 aus den Zelliber stdnden

Die Bestimmung des in den Uberstand freigesetzten MCP-1 wurde mit ELISA
(Enzyme Linked-1mmuno- Sorbent-Assay) bestimmit.

441 L dsungen, Antikor per, Materialien fir dasMCP-1 EL I SA:
Maxisorp- Platten 96’ Well
IKA-Schittler, IKA Werke GmbH (Staufen, Deutschland)
Photometer

Monoclonal, purified anti-rat MCP, 500 mg/ml (2,5 pg/ml), Pharmingen,
Cat. no. 24011 DO

Biotinylated anti-rat MCP-1, 0,5 mg/ml (1 pg/ml), Pharmingen Cat. no.
24022 D

Waschpuffer: 0,05 % Tween in 20 mM Tris, pH:7,3
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Diluent: 0,1 % BSA, 0,05 % Tween in Tris-NaCl (20 mM Tris base + 150
mM NaCl), pH: 7,3

Blockierungs-Losung: 1 % BSA, 5 % Saccharose, 0,05 % NaN3 in PBS
HRP-Srept-Avidin: 2,5 pl auf 10 ml Diluent (1: 4000)

ABTS: 14 mg ABTS auf 21 ml Substratpuffer, nur kurz vorher wurde
14 pl H,O, zugegeben und die Falconflasche und die Platte in Alufolie
gewickelt, da es hitzelabil ist.

Substratpuffer: 8,2 g Na-Acetat- Trihydrat
6,9 NaH-» PO4 X Hzo
1000 ml Aqua dest.

pH: 4,2

442  Durchfihrung der Messung

Die Bestimmung von MCP-1 dauerte ca. 12 Stunden und wurde in mehreren

Schritten durchgefiihrt.

1. Coating: Die Platte wird mit Antikorpern, die gegen MCP-1 gerichtet sind,
beschichtet.

Hierbel wurden 50 pl , capture®-Antikorper mit 10 ml PBS bei pH: 7,4
verdunnt und je 100 pl (2,5 pg/ml) in jedes Well gegeben. Uber Nacht
wurde es abgedeckt bel 4 °C inkubiert. Danach wurde die FlUssigkeit aus
dem Wells ausgeschiittet und auf Papier ausgeklopft, um dann mit dem
Waschpuffer geflllt zu werden. Dies wurde dreimal wiederholt.

2. Blockieren: Die beschichteten Antikorper-Zwischenrdume werden

blockiert.
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300 ml Blockierungspuffer wurden in jedes Well pipettiert und mindestens
eine Stunde auf dem Schittler bel Raumtemperatur inkubiert.
Infolgedessen wurden die Platten, wie oben beschrieben, dreimal

gewaschen.

3. Inkubation der Proben: In die ersten 10 Wells wurde die verdinnte
Standardreihe mit den Konzentrationen von 5000, 3333, 2000, 1000, 800,
500, 250, 125, 62,5 und O pg/ml hineingegeben. Die Proben wurden mit
Diluentpuffer in verschiedenen Konzentrationen verdinnt und je 100 pl
der Proben in die Wells zugegeben. Die Platten wurden auf dem Schittler

2 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert, danach dreimal gewaschen.

4. Inkubation des biotinylierten Antikorpers: Die Antikorperverdinnung mit
der Konzentration 1 pg/ml wurde jewells as 100 pl in die Wells gegeben
und auf dem Schiittler bei Raumtemperatur ca. 2 Stunden inkubiert. Im

Anschluss wurden die Platten dreimal gewaschen.

5. HRP-Inkubation: HRP-Streptavidin wurde 1:4000 verdinnt und je 100 pl
in die Wells gegeben und bei Raumtemperatur bei 20 Minuten inkubiert,

um anschlief3end wieder dreimal gewaschen zu werden.

6. Substrat-Inkubation: ABTS wurde wie oben beschrieben nach Anleitung
angesetzt und 200 pl in die jeweilige Well gegeben. Die Inkubation

erfolgte ca. 30 Minuten bei Raumtemperatur.

7. Messung am Fhotometer: Die Platten wurden im Photometer bel 450 nm

gemessen.



4 MATERIAL UND METHODEN 47

4.5

Messung von M1 P-2 aus den Zellliber standen

Die Messung von MIP-2 aus dem Uberstand der Zellen erfolgte Uber ein

kommerzielles Assay-System von Cytoscreen™ (Cytoscreen'™ Immunoassay Kit,
Catalog # KRC 1022/KRC 1020-SB, Rat MIP-2)

45.1

L dsungen, Antikorper und Materialien fir dasMIP-2 ELISA
raMIP-2 antibody-Coated Wells, 96 Wells per Plate.
Plate Covers, adhesive strips.
Wash Buffer Concentrate (25x), 100 ml per bottle.
standard diluent Buffer. Contains 15 mM sodium azide; 25 ml per bottle.
raMIP-2 standard, recombinant raMIP-2.

raMIP Biotin Conjugate, (Biotin-labeled anti-MIP-2). Contains 15 mM

sodium azide; 6 ml per bottle.

Streptavidin-Peroxidase (HRP) (100x) concentrate. Contains 3,3 mM
thymol; 0,125ml per vial.

Streptavidin-Peroxidase (HRP) Diluent. Contains 3,3 mM thymol; 25 ml
per bottle.

Stabilized Chromogen, Tetramethylbenzidine (TMB); 25 ml per bottle.

Stop solution; 25 ml per bottle.
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452  Durchfihrung der Messung

Da die mitgelieferten Platten schon mit dem Antikérper gegen MIP-2 beschichtet
waren, begannen wir, direkt in die Wells der Platten die Standardreihe und unsere
verdunnten Proben zu geben. Die Standartreihe erhielt folgende Konzentrationen:
0, 10, 20, 40, 80, 160, 320, 640 pg/ml.

Hinzu kam je 50 pl BiotinrAk in jedes Well, dies wurde durch leichtes Antippen
an der Seite der Platte gemischt, abgedeckt und bel Raumtemperatur 90 Minuten
inkubiert. Anschlief3end wurde die Platte mit der Waschlsung, die 1: 24 verdinnt
wurde, 4-mal gewaschen, um anschlief3end pro Well 100 pl Sreptavidin-working
Solution zu geben, dies wurde wiederum gemischt wie oben. Abgedeckt bei
Raumtemperatur wurde die Platte 30 Minuten inkubiert.

Nachdem wir die Platten 4 ma erneut gewaschen haben, flgten wir je 100 ul
Chromogen in den Wells. Die Proben wurden langsam blau. Die Platte wurde in
grine Tucher gewickelt und im Dunkeln ca. 20-30 Minuten inkubiert.
Anschlief3end wurde die Farbung gestoppt, indem 100 pl Stopp-Solution in die
WEélls gegeben wurde. Die blaue Farbung schlug in gelbe um.

Innerhalb 2 Stunden wurden die Platten im Photometer bei 450 nm gemessen.
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4.6 Das Stretchger at

4.6.1 Beschreibung des Stretchger ates

Mit der Flexercell-Strain-Unit der amerikanischen Firma Flexcell Internationa
kann man durch mechanischen Reiz (Tension or Compression) die Zellen in

Kultur unter Stress setzen.

Sieinduziert eine biochemische Veranderung als Antwort auf einen angewendeten
mechanischen Zug in Zellen u.a. von Muskeln, Knorpeln, Lungen, Herz, Haut und
Knochen. Spezielle Sechs-Well-Schalen mit einem elastischen Boden werden auf
eine Halterung (Basisplatte) im CO,-Brutschrank gelegt. Mit computergesteuerten
Ventilen wird der elastische Plattenboden mit Vakuum oder Druckluft bewegt.

462 FX-3000™ Flexercel® Strain Bestandteile

1. FX-3000™ Flex Central® System Controller mit Pentium 1 166 MHz CPU,
2 GB Festplatte, eine 1,44 MB Diskettenlaufwerk, 16 MB Arbeitsspeicher und

Flexercell® Hardware.
2. 101 Key Tastatur
3. Maus

5. FlexSoft (Flexercell FX-3000 Software), Microsoft DOS und Microsoft
Windows 3.11 installiert.

6. Hilfszubehor, wie z.B. Schrauben usw.

7. Flexercel Vakuum Basisplatte, Dichtungsring und Deckel fir die
elastischen Kultur-Platten
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8. Flexercell System Drying Filter VVorrichtung

9. Einfuhrende und Rausfthrende Vakuum-Schléauche

10. Wasserauffangbehélter, Water trap- p/n 150300

Abb. 4: Die Darstellung des Stretchgerétes (Flexercell International Corporation,
FX- 3000"™™, Flexercell® Strain Unit v.3.2. Users Manual, S 22) Basisplatte mit

den 4 speziellen 6er Well Kultur Platten, Vakuum Pumpe, Monitor, Tastatur,
Maus, Rechner.
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The Flexercell Strain Unit
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Abb. 5: Schematische Darstellung der Bestandteile des Stretchgerétes (Flexercell
International Corporation, FX- 3000™, Flexercell® Strain Unit v.3.2. Users

Manud, S 22).
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SIDE VIEW TOP VIEW

Delrin® | bt
Loading Post

e VACHUM —— S—
Radial = Circumierential strain

Abb. 6. Darstellung der Basisplatte mit den Speziellen 6-er Well Platten
(Flexercell International Corporation, FX- 3000™, Flexercell® Strain Unit v.3.2.
Users Manual, S 22). Der elastische Plattenboden wird mit Vakuum oder

Druckluft bewegt. Auf diese Weise werden Zellen wahrend des Wachstums unter
lebensverwandten Stress ausgesetzt.
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4.7 Statistische Auswertungen der dar gestellten Ergebnisse

Die Erfassung und die deskriptive und graphische Darstellung der Daten erfolgte
mit Microsoft EXCEL. Deskriptiv. wurden die Daten mit Hilfe von
Saulendiagramm, Mittelwert und Standardabweichung dargestellt.

Die vergleichende statistische Auswertung wurde mit dem Programm SPSS fir
Windows Version 11. durchgefuhrt. Der Einfluss des Stretches getrennt nach
Stimmulationsart bel 24hWert wird mit Hilfe des t-Testes fur abhangige
Stichproben beurteilt.

Eine Wechselwirkung von Stimulation und Stretch bzw. ein additiver Effekt der
Zugabe von LPS auf die Zytokinfreisetzung wird mit Hilfe der 2-faktoriellen

Varianzanalyse mit Messwiederholungen getestet.

Die Datenanalyse hat explorativen Charakter, Kriterium fir die Beibehaltung
bzw. Ablehnung der jewelligen Nullhypothesen ist die berechnete
Wahrscheinlichkeit fur den Fehler 1. Art ,p“, die im Ergebnisstell jeweils
angegeben wird.
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5. Ergebnisse

Die Versuche ergaben folgende Ergebnisse:

Die nach den Versuchen durchgefihrte LDH-Messung an den beiden Zellarten
zeigte, dass die Stretchintensitét, die wir ausgewahlt hatten, nicht zu einer hheren
Zdllschadigung fuhrt als nicht gestretchte Zellen.

Stretch d.h. mechanischer Stress, fuhrt bei Typ-1l1 Zdllen und L2-Zellen zu einer
Erhéhung der Chemokinfreisetzung nach 24 Stunden und zwar von MCP-1 und
MIP-2.

Bel Inkubationen mit LPS haben die gestretchten Typ-11 Zellen und L2-Zelen im
Vergleich zu den nicht gestretchten Zellen eine hohere Cytokinausschittung
aufgewiesen. Die aus Ratten isolierte Typ-11 Zellen und die L2-Zellen aus einer

Tumorzellienie ergaben éhnliche Ergebnisse.
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51 Stretchversuche fihren nicht zu ene erhdhten
ZdIschadigung bei L2-Zéllen

Die LDH-Freisetzung wurde as Marker fir einen zytotoxischen Zellschaden der
Epithelzellen nach der , optimierten Standardmethode der Deutschen Gesellschaft
fur Klinische Chemie* photometrisch bei einer Absorption von 340 nm gemessen.
Die Enzymfreisetzung wurde dabei als Aktivitdt (U/l) der jeweiligen Probe im
Vergleich zur Kontrolle (Zellen ohne Behandlung) ausgedriickt.

Die gewdhlten Stretchintensitéten und die Zeitdauer haben keinen
erwdhnenswerten Effekt auf die Zellschadigung gezeigt (Abb. 7). Die LDH-Werte
der L2-Zellen sind nach 2 Stunden und 24 Stunden mit oder ohne Stretch im
gleichen Level. Man sieht eine deutliche Zunahme der L DH-Freisetzung, wenn
man den Zellmonolayer Méllitin hinzufiigt: es kommt zu einer Zellschadigung mit

vermehrter LDH-Freisetzung.
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Abb. 7. L2-Zdlen, Zytotoxische Wirkung in Abhangigkeit von Stretch
(n=10) LDH-Werte bei verschiedenen Zellbehandlungen zur Bestimmung der
Zdllschadigung. Die LDH-Freisetzung wurde als Marker flr einen zytotoxischen
Zellschaden der Ephithelzellen nach der , optimierten Standardmethode’ der
Deutschen Gesellschaft fur Klinische Chemie photometrisch bel einer Absorption
von 340 nm gemessen. Die Enzymfreisetzung wurde dabei als Aktivitat (U/l) der
jeweiligen Probe im Vergleich zur Kontrolle (Zellen ohne Behandlung)
ausgedriickt. Dabel wurden 750 pl LDH-Lésung + 12,5 pl Probenldsung
zusammengegeben und gemessen. Die Proben entstammen aus den Uberstanden
der Zellen mit den jeweiligen oben genannten Zellbehandlungen. Mdlittin, ein
Peptid, Hauptbestandteil des Bienengiftes, wurde kurz vorher in der
Konzentration von 100 ug/ml auf die Zellen gegeben, bevor der Uberstand

entnommen wurde.
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52 Stretchversuche filhren nicht zu ene erhdhten

Zéellschadigung bel Typ-I1 Zellen

Die LDH-Freisetzung wurde as Marker fir einen zytotoxischen Zellschaden der
Epithelzellen nach der “optimierten Standardmethode der Deutschen Gesellschaft
fur Klinische Chemie" photometrisch bel einer Absorption von 340 nm gemessen.
Die Enzymfreisetzung wurde dabel als Aktivitat (U/l) ausgedriickt. Dabel wurden
750 pl LDH-L6sung + 12,5 pl Probenldsung zusammengegeben und gemessen.
Die Proben entstammen den Uberstianden der Zellen mit den jeweiligen
Zellbehandlungen.

Melittin, ein Peptid, der Hauptbestandteil des Bienengiftes, wurde kurz vorher in
der Konzentration von 100 pg/ml auf die Zellen gegeben, bevor der Uberstand

entnommen wurde.

Die gewahlten Stretchintensititen und die Zeitdauer haben Kkeinen
erwahnenswerten Effekt auf die Zellschadigung. Die LDH-Werte der Typ-Ii
Zéllen sind nach 2 Stunden und 24 Stunden mit oder ohne Stretch im gleichen
Level. Man sieht eine deutliche Zunahme der LDH-Freisetzung, wenn man dem
Zellmonolayer Médllitin hinzufigt: es kommt zu einer Zellschadigung mit
vermehrter LDH Freisetzung.
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Abb. 8: Typ-ll Zellen, LDH-Werte bei verschiedenen Zellbehandlungen
(n=4)

Die LDH-Werte bei verschiedenen Zellbehandlungen, zur Bestimmung der
Zellschadigung. Die LDH-Freisetzung wurde als Marker flr einen zytotoxischen
Zellschaden der Epithelzellen nach der , optimierten Standardmethode der
Deutschen Gesellschaft fur Klinische Chemie® photometrisch bei  einer
Absorption von 340 nm gemessen. Die Enzymfreisetzung wurde dabei als Aktivitat
(U/l) der jeweiligen Probe im Vergleich zur Kontrolle (Zellen ohne Behandlung)
ausgedrickt. Dabei wurden 750 pl LDH-LOsung + 12,5 pl Probenldsung
zusammengegeben und gemessen. Die Proben entstammen aus den Uberstanden
der Typ-11 Zellen mit den jeweiligen, oben genannten Zellbehandlungen. Melittin,
ein Peptid, der Hauptbestandteil des Bienengiftes, wurde kurz vorher in der
Konzentration von 100 pg/ml auf die Zellen gegeben, bevor der Uberstand
entnommen wur de.
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53 L PS abhangige Freisetzung von MCP-1 be L2-Zdllen

In diesem Versuch sollte dargestellt werden, inwieweit sich zeit- und
dosisabhangige LPS auf die Freisetzung von MCP-1 bel L2-Zellen auswirkt.

Ca 1 Million L2-Zellen pro Wel wurden 24 Stunden lang inkubiert und
anschlief3end mit verschiedenen LPS-Konzentrationen von 0/0,1/1/5/10/50 ng/ml
inkubiert; in verschiedenen Zeitabstanden von 2, 4, 8 und 24 Stunden wurden die
M CP-Werte aus den Uberstanden gemessen (Abb. 9)

Bel 0 ng/ml LPS sieht man zeitunabhéngig keine Steigerung des MCP-1 Wertes.

LPS-Konzentrationen von 5/10/50 ng/ml fuhrten zeit- und dosisabhéngig zu einer
Erhdhung der MCP-1 Werte.
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Abb. 9: Zeit-Dosis-Kurve der LPS-abhangigen Freisetzung von MCP-1 bel
L2-Zellen (n=4)

Zeit-DosisKurve von L2-Zellen mit verschiedenen LPSKonzentrationen,
gemessen wurde in verschiedenen Zeitabstanden das Chemokin MCP-1. Ca. 1
Million L2-Zellen pro Well wurden 24 Stunden lang inkubiert und anschlief3end
mit verschiedenen LPS-Konzentrationen von 0/0,1/1/5/10/50 ng/ml inkubiert; in

verschiedenen Zeitabstanden von 2, 4, 8 und 24 Sunden wurden die MCP-Werte
aus den Uberstanden gemessen.
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54 Stretch fuhrt zu einer Erhéhung der MCP-1 Freisetzung
be L2-Zellen

In diesem Versuch wollten wir ausfindig machen, ob sich Stretch auf die
Cytokinfreisetzung auswirkt. Pro Well wurden ca. 1 Million L2-Zellen tber 24
Stunden inkubiert. Am folgenden Tag wurden die Zellen 17 %, 12-mal die Minute
gestretcht. Nach 2 Stunden und 24 Stunden wurde jeweils aus dem Wells der
Uberstand entnommen. Mit den Uberstanden wurden unverdinnt die Méllitin-
Werte und bei einer Verdiinnung von 1:20 per ELISA die MCP-1 Werte gemessen
(Abb. 10). Bei dem Kontrollwert sieht man keinen signifikanten Unterschied, bel
der Freisetzung von MCP-1 zwischen gestretchten und ungestretchten Zellen. In
den 24 StundenWert zeigt sich eine deutliche Zunahme der MCP-1 Freisetzung
bel den gestretchten Zellen.
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Abb. 10: L2-Zellen, MCP-1 Freisetzung bei Stretch (n=4)

MCP-1 Freisetzung von L2-Zellen mit und ohne Sretch. Pro Well wurden ca. 1
Million L2-Zellen Gber 24 Stunden inkubiert. Am folgenden Tag wurden die Zellen
17 %, 12-mal die Minute gestretcht. Nach 2 Sunden und 24 Stunden wurde
jeweils aus den Wells der Uberstand entnommen. Mit den Uberstanden wurden
unverdunnt die Mellitin-Werte und bei einer Verdinnung von 1:20 per ELISA die
MCP-1 Werte gemessen.
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55 Stretch fuhrt zu einer Erhéhung der MCP-1 Freisetzung
bel Typ-II Zellen

In diesem Versuch wollten wir herausfinden, ob sich Stretch auch auf die

Cytokinfreisetzung von Typ-I1 Zellen auswirkt.

Pro Well wurden ca. 5 Millionen Typ-Il Zellen Gber 48 Stunden inkubiert. Am
folgenden Tag wurden die Zellen 17 %, 12-mal die Minute gestretcht. Nach 2, 6
und 24 Stunden wurde jeweils aus dem Wells der Uberstand entnommen. Mit den
Uberstanden wurden unverdinnt die LDH-Werte (Abb. 8) und bei einer
Verdinnung von 1:20 per ELISA die MCP-1 Werte gemessen (Abb. 11).

Man erkennt, dass in den ersten Stunden des mechanischen Stresses keine
Unterschiede in der MCP-1 Freisetzung zu sehen ist.

Be den 24 StundenWert ist eine deutliche Zunahme des MCP-1 Wertes bei
Stretch zu sehen.

Wir entschieden uns deshalb, fir die weiteren Versuche den 2 Stunden-Wert und

den 24 Stunden-Wert zu messen.
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Abb. 11. MCP-1 Freisetzung mit Stretch sowie ohne Stretch bei Typ-lI
Zéellen (n=4).

MCP-1 Freisetzung von Typ-ll Zellen mit und ohne Stretch. Pro Well wurden
ca. 5 Millionen Typ-I1 Zellen tber 48 Sunden inkubiert. Daraufhin wurden die
Zdlen 12 %, 12-mal die Minute gestretcht. Nach 2, 6 und 24 Stunden wurden
jeweils aus den Wells die Uberstande entnommen. Mit den Uberstanden wurden
unverdinnt die Méllitin Werte und bei einer Verdinnung von 1:20 per ELISA die

MCP-1 Werte gemessen.
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56 Stretch mit LPS fuhrt 21 einer héheren Freisetzung von
MCP-1 be L2-Zellen

Die Fragestellung lautete: Da sich Stretch auf die L2-Zellen durch Erhéhung der
MCP-1 Freisetzung auswirkt, wie wirkt sich die MCP-1-Freisetzung von L2-
Zéllen in Kombination mit Stretch und LPS, einem Stimulus fir eine
Inflammation, z.B. bei beatmeten Patienten in der Intensivmedizin, die eine

Infektion der Lunge haben bzw. bekommen.

Pro Well wurden ca. 1 Million L2-Zellen Uber 24 Stunden inkubiert. Am
folgenden Tag wurden die Zellen 17 %, 12-mal die Minute gestretcht und in die
jeweiligen Wells wurde LPS in einer Konzentration von 5 ng/ml hinzugegeben.
Nach 2 Stunden und 24 Stunden wurden jeweils aus den Wells die Uberstande
entnommen. Mit den Uberstanden wurden unverdiinnt die Médllitin-Werte (Abb.
7) und bel einer Verdinnung von 1:20 per ELISA die MCP-1 Werte gemessen
(Abb. 12).

Auch hier sieht man bei den 2 StundenWerten keinen signifikanten Unterschied
bei der MCP-1 Freisetzung der L2-Zellen. Bel den 24 Stunden Werten mal3 man
bei den ungestretchten Zellen mit LPS-Kontamination, wie erwartet, eine
Erhohung der MCP-1 Freisetzung. Bel den gestretchten Zellen sieht man aber eine
deutlich vermehrte Freisetzung der MCP-1 Werte.
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Abb. 12: L2-Zé€llen, Freisetzung von MCP-1 in Anwesenheit von LPS sowie
mit und ohne Stretch (n=3)

MCP-1 Freisetzung von L2-Zellen in Anwesenheit von LPS und mit und ohne
Sretch. Pro Well wurden ca. 1 Million L2-Zellen Gber 24 Stunden inkubiert. Am
folgenden Tag wurden die Zellen 17 %, 12-mal die Minute gestretcht und in die
jewelligen Wells wurde LPS en Simulus fir eine Inflammation in einer
Konzentration von 5 ng/ml hinzugegeben. Nach 2 Stunden und 24 Sunden wurden
jeweils aus den Wells die Uberstande entnommen. Mit den Uberstanden wurden
unverdinnt die Mellitin-Werte und bei einer Verdinnung von 1:20 per ELISA die

MCP-1 Werte gemessen.
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5.7 Stretch mit LPSfihrt zu einer héheren Freisetzung von
MCP-1 be Typ-11 Zellen

Die Fragestellung lautete: Da sich Stretch auf die Typ-Zellen durch Erhéhung der
MCP-1 Freisetzung auswirkt, wie wirkt sich die MCP-1-Freisetzung von Typ-II
Zéllen in Kombination mit Stretch und LPS, enem Stimulus fir eine
Inflammation, z.B. bei beatmeten Patienten in der Intensivmedizin, die eine

Infektion der Lunge haben bzw. bekommen, aus?

Pro Well wurden ca. 5 Million Typ-Il Zellen Uber 24 Stunden inkubiert. Am
folgenden Tag wurden die Zellen 12 %, 12-mal die Minute gestretcht und in die
jeweiligen Wells wurde LPS in einer Konzentration von 5 ng/ml hinzugegeben.
Nach 2 Stunden und 24 Stunden wurden jeweils aus den Wells die Uberstande
entnommen. Mit den Uberstanden wurden unverdinnt die Méellitin-Werte und bei
einer Verdinnung von 1:20 per ELISA die MCP-1 Werte gemessen (Abb. 13).

Auch hier sieht man bei den 2 StundenWerten keinen signifikanten Unterschied
bei der MCP-1 Freisetzung der Typ-Zellen. Bei den 24 Stunden mal3 man bei den
ungestretchten Zellen mit LPS-Kontamination, wie erwartet, eine Erhéhung der
MCP-1 Freisetzung. Bei den gestretchten Zellen sieht man aber eine deutlich
vermehrte Freisetzung der MCP-1 Werte.
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Abb. 13: Typll Zelen, Freisetzung von MCP-1 in Anwesenheit von LPS

sowie mit und ohne Stretch (n=4)

MCP-1 Freisetzung von Typ-1l Zellen in Anwesenheit von LPS und mit und ohne
Stretch. Pro Well wurden ca. 5 Millionen Typ-11 Zellen Uber 48 Sunden inkubiert.
Daraufhin wurden die Zellen 12 %, 12-mal die Minute gestretcht und in die
jeweiligen Wells wurde LPS in einer Konzentration von 5 ng/ml hinzugegeben.
Nach 2 Stunden und 24 Stunden wurden jeweils aus den Wells die Uberstande
entnommen. Mit den Uberstanden wurden unverdinnt die Méellitin, Werte und bei

einer Verdinnung von 1:20 per ELISA die MCP-1 Werte gemessen.
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58 Anti CD-14-Ak fuhrt nicht zu einem vollsténdigen
Ruckgang der Cytokinfreisetzung bel L2-Zdlen

Das 55 kDa grof3e Glykoprotein CD-14 fihrt zu einer sekretorischen Antwort
nach Interaktion mit LPS. CD-14 existiert in einer 10dichen Serumform (sCD-14)

und elner membrangebundenen Form (mCD-14).

Das Ankoppeln von LPS an den mCD-14 Rezeptoren monozytarer Zellen fuhrt
zur Synthese und Freisetzung von Cytokinen. Das Andocken von LPS wird von
dem Serumfaktor Lipopolysaccharid-bindendes-Protein (LBP) beeinflusst und
moduliert. Dieses 60 kDa Glykoprotein ist in humanem Serum in einer
Konzentration von 510 mg/ml vorharden. Wahrend der Akut-Phasen Antwort
steigt dieser Level bis auf das 20-fache an (22). LBP bildet mit LPS hochaffine
Komplexe, welche durch CD-14 erkannt werden. Die Relevanz von LBP bel der
LPS-vermittelten Wirkung wurde dadurch gezeigt, dass Anti-LBP den
Endotoxinschock, ausgel6st durch geringe LPS-Konzentration, bel Mausen

verhindern konnte (23).

Die Gabe von Anti-CD-14 konnte die LPS-Rezeptor-Kopplung und
Zytokinausschittung an Monozyten bel niedriger LPS-Konzentration verhindern,
diese Hemmung wurde durch hohe Konzentrationen von LPS aufgehoben, was
die Existenz von mCD-14 unabhéngigen Rezeptortypen moglich erscheinen 18sst;
LPS konnte an einem anderen Rezeptor als mCD-14 ankoppeln oder aber
internalisiert werden und mit einem intrazelluléreren Rezeptor interagieren (24).
Seit kurzer Zeit ist die Existenz eines so genannten Toll-like-Rezeptor
nachgewiesen, der in seiner chemischen Struktur dem IL-1-Rezeptor dhnelt
(deshalb auch synonym: IL-1-like-Rezeptor). Diesem neu entdeckten Rezeptor
wird eine hohe Affinitét gegentiber dem LPS zugeschrieben; man vermutet, dass
das LPS auch Uber diese Rezeptorklasse, ebenfalls unter Interaktion mit CD-14,
Wirkungen entfalten und Signaltransduktionskaskaden ausldsen kann. In dieser
Richtung sind aber noch umfangreiche Forschungsarbeiten zu leisten, um die
Funktion des Toll- like-Rezeptors abschlief3end beurteilen zu kénnen (25).
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Wie bei mCD-14 kann auch die Bindungskapazitat von sCD-14 durch LBP erhoht
werden (26), die sCD-14-LPS Komplexe kdnnen Zellen, die nicht Uber einen
membrangebundenen CD-14 Rezeptor verfligen, wie glatte Muskelzellen,
Endothelzellen, Ephithelzellen, zur Ausschittung von Mediatoren stimulieren

7).

Die Existenz eines Rezeptors, der diese l0dlichen LPS-sCD-14-Komplexe an

mMCD-14 negativen Zellen erkennt, wird postuliert, ist aber nicht erwiesen.

Insgesamt ist festzustellen, dass der Wirkungsmechanismus der zelluléren
Antwort nach LPS-Kontakt noch nicht hinreichend und abschlief3end erforscht ist.
Aufgrund zahlreicher Besonderheiten, sowohl die unterschiedlichen Zellarten als
auch unbekannte Regelkreise intrazelluldrer Signaltransduktionswege betreffend,
ist die Interaktion von LPS mit biologischen Zellsystemen sehr komplex und

variabel und damit schwer definitiv nachvollziehbar.

In unserem Versuch konnten wir die Wirkung von LPS auf die Cytokinfreisetzung

der Zellen in vitro mit CD-14-Ak nicht vollsténdig unterdriicken.
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Abb. 14: L2-Zellen, MCP-1 Freisetzung bei Stretch, sowie mit LPS und CD-
14-Ak (n=3)

L2-Zellen, MCP-1 Freisetzung bei Sretch, sowie mit LPS und CD-14-Ak. Pro
Well wurden ca. 1 Million L2-Zellen Uber 24 Sunden inkubiert. Am folgenden
Tag wurden die Zellen 17 %, 12-mal die Minute gestretcht und in die jeweiligen
Wells wurde LPS in einer Konzentration von 5 ng/ml hinzugegeben. In den
jeweiligen Wells kamen zu dem LPS noch 1,5 pug CD-14-Ak. Nach 2 und 24
Sunden wurden jeweils aus den Wells die Uberstande entnommen. Mit den
Uberstanden wurden unverdinnt die Mellitin-Werte und bei einer Verdiinnung
von 1:20 per ELISA die MCP-1 Werte gemessen.
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5.9 Anti CD-14-Ak fuhrt nicht zu einem vollsténdigen
Ruckgang der Cytokinfreisetzung bel Typ-I1 Zellen

O Controlle 020 ng LPS ®E8 pg CD 14 Ak
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Abb. 15: Typ-I1 Zellen, MCP-1 Freisetzung in Anwesenheit von LPS und CD
14-Ak sowie mit und ohne Stretch (n=4)

Pro Well wurden ca. 5 mill Typ-11 Zellen Uber 48 Stunden inkubiert. Am folgenden
Tag wurden die Zellen 12 %, 12-mal die Minute gestretcht und in die jeweiligen
Wells wurde LPS in einer Konzentration von 20 ng/ml hinzugegeben. In den
jeweiligen Wells kamen zu dem LPS noch 8 pg CD-14-Ak. Nach 2 und 24 Sunden
wurden jeweils aus den Wells die Uberstande entnommen. Mit den Uberstéanden
wurden unverdinnt die Mellitin-Werte und bei einer Verdinnung von 1:20 per
ELISA die MCP-1 Werte gemessen.



5 ERGEBNISSE 73

5.10 TNF-Ak fahrt nicht zu einem vollstdndigen Riickgang der
Cytokinfreisetzung bel L2-Zéellen

1975 wurde das erste Mitglied des TNF Systems, das TNF-aisoliert. Neben den
zytotoxischen Eigenschaften besitzt TNF-a vor alem proinflammatorische
Aktivitét. (141). Die zugehdrigen Rezeptoren TNF-R1 und TNF-R2 binden neben
TNF-a auch LTa-Homotrimere. Beide TNF-Rezeptoren werden werden ubiquitér
exprimiert. Einzige Ausnahme sind Erytrozyten. Die zytotoxische Wirkung von
TNF-aauf Tumorzellen in vitro sowie die Induktion hdmorrhagischer Nekrosen in
transplantierten Tumoren im Tierversuch weckte zundchst die Hoffnung, eine
neue Tumortherapie gefunden zu haben. Die hohe Toxizitdt auch fir gesunde
Gewebe, die ubiqutdre Expression der zugehdrigen Rezeptoren sowie vielféltige
andere biologische Effekte lieffen bald erkennen, dass TNF-a die zunéchst
geweckten Erwartungen nicht erfullen wirde. Stattdessen wurde TNF-a aufgrund
seiner Wirkungen auf das Endothel mit der Pathogenesse des endotoxischen
Schocks in Verbindung gebracht. TNF-a bewirkt hier die Freisetzung von Platelet
Aggregating Factor (PAF), Adhasionsmolekilen sowie diversen Zytokinen.

Direkte Folgen davon sind eine erhdhte Gefal3permeabilitét, antikoagulierende
Aktivitdt und Leukozytenadhésionen (140, 142).

In diesem Versuch konnten wir zeigen, dass durch Zugabe von TNF-aAk die
MCP-1 Ausschiittung bei gestretchten sowie bei nicht gestretchten Zellen, in vitro
nicht vollstandig unterdriickt werden konnte (Abb. 16).
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Abb. 16: L2-Zellen, MCP-1 Freisetzung bel Stretch, sowie mit LPS und TNF-
Ak (n=3)

MCP-1 Freisetzung von L2-Zellen in Anwesenheit von LPS und TNF-Ak mit und
ohne Stretch. Pro Well wurden ca. 1 Million L2-Zellen Gber 24 Stunden inkubiert.
Am folgenden Tag wurden die Zellen 17 %, 12-mal die Minute gestretcht und in
die jeweiligen Wellswurde LPSin einer Konzentration von 5 ng/ml hinzugegeben.
In die jeweiligen Wells kamen zu dem LPS noch 1 pg/ml TNF-Ak. Nach 2 und 24
Sunden wurden jeweils aus den Wells die Uberstande entnommen. Mit den
Uberstanden wurden unverdiinnt die Mellitin-Werte und bei einer Verdinnung
von 1:20 per ELISA die MCP-1 Werte gemessen (n = 3).
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5.11 Stretch fuhrt bel L2-Z€ellen zu einer Erhéhung der M1P-2
Freisetzung

MIP-2 ist in seiner proinflammatorischen und neutrophile Granulozyten
aktivierenden Wirkung dem Interleukin-8 nahe verwandtem Faktor.

O Kontrolle O 5 ng LPS

250 A
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. g
50 A :
T _ T
0 T T T
2h gestretchte Zellen 24 h gestretchte Zellen
nach 2 h nach 24 h

Zellbehandlung

Abb. 17: L2-Zé€llen, M1 P-2 Freisetzung mit sowie ohne Stretch (n= 8)

MIP-2 Freisetzung von L2-Zellen mit und ohne Stretch. Pro Well wurden ca. 1
Million L2-Zellen Gber 24 Stunden inkubiert. Am folgenden Tag wurden die Zellen
17 %, 12-mal die Minute gestretcht. Nach 2 und 24 Stunden wurden jeweils aus
den Wells die Uberstande entnommen. Mit den Uberstanden wurden unverdinnt

die Mdllitin Werte und per kommerzeller ELISA die MIP-2 Werte gemessen.
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5.12 Stretch fuhrt bel Typ-l1 Zelen zu einer Erhéhung der
MIP-2 Freisetzung

MIP-2 ist in seiner proinflammatorischen und neutrophile Granulozyten
aktivierenden Wirkung ein dem Interleukin-8 nahe verwandtem Faktor.
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Abb. 18: Typ-Il Zdlen, MIP-2 Freisetzung mit und ohne Stretch (n=5)

Pro Well wurden ca. 5 Millionen Typ-ll Zellen Uber 48 Stunden inkubiert.
Daraufhin wurden die Zellen 12 %, 12-mal die Minute gestretcht. Nach 2 und 24
Sunden wurden jeweils aus den Wells die Uberstande entnommen. Mit den
Uberstanden wurden unverdinnt die Mellitin-Werte und bei einer Verdinnung
von 1:30 per ELISA die MIP-2 Werte gemessen.
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0. Diskussion

6.1 | nflammatorische Cytokin Produktion der Typ-I1 Zelen

bei mechanischer Belastung

In unseren Versuchen konnten wir zeigen, dass die gewéhlten Stretchintensitdten
und die Stretchdauer nicht zu einer Zellschddigung im Rahmen der Dehnung
fuhrten. In den Versuchen waren sowohl bel L2-Zellen und auch Typ-I1 Zellen
keine hoheren LDH-Wete zu messen. Be Mdlitin, einem Peptid,

Hauptbestandteil des Bienengiftes, zeigten sich deutlich hohere LDH-Werte.

Nach 24 Stunden Stretch sieht man in unseren Versuchen, dass bel L2-Zellen und
auch bel Typ-11 Zellen eine deutliche Zunahme der Cytokine MCP-1 und MIP-2
Zu sehen ist.

Wurden die Zellen aber vorher mit dem Lipopolysaccharid LPS inkubiert, war ein
additiver Effekt auf die Cytokinproduktion durch Stretch zu sehen.

Die maschinelle Uberdruckbeatmung stellt zurzeit ein unersetzliches Instrument
zur Therapie schwerer beatmungspflichtiger Ateminsuffizienzen dar. Obwohl die
initiale Schadigung des Beatmungstraumas pulmonalen Ursprungs ist, fuhrt bei
Patienten, die an ihrer akuten Erkrankung versterben, meist ein
Multiorganversagen zum Tode. Ursache hierfir ist der Einfluss des
Beatmungstraumas auf lokale und systemische inflammatorische Mediatoren (84,
85, 86).

Der menschliche Organismus ist unter natlrlichen Bedingungen in stdndigem
Kontakt mit LPS-tragenden, gram-negativen Bakterien; bei Inhalation dieser
Bakterien kann es zu einer aveolaren Exposition mit LPS kommen, wobei
niedrige Dosierungen von LPS nitzliche Effekte z.B. beziglich des
Immunsystems und der Steigerung der Abwehrkraft gegentiber Infektionen oder
Entartungen zeigen konnen (20). Anderseits fuhrt die Anwesenheit von hohen

LPS Konzentrationen zu dramatischen pathophysiologischen Reaktionen wie
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Fieber, Leukopenie, Tachykardie, Tachypnoe, Hypotension, disseminierter

intravasaler Gerinnung mit V erbrauchskoagul opathie und Multi-Organversagen.

6.2 Effekte von physikalischem Stressin Lungen-Zellen

Die vorliegende Arbeit verdeutlicht die wichtige Bedeutung von mechanischer
Belastung der Zellen. In der Intensivmedizin ist namlich die mechanische
Beatmung  heutzutage ene  unersetzliche  Thearapiemal3nahme  bel

Ateminsuffizienzen.

Aber abnormale physikalische Kréfte tragen dazu bei, dass in den
Lungengeweben verschiedene pathologische Vorgange in Gang gesetzt werden.
Um die durch mechanischen Stress hervorgerufenen Krankheiten der Lunge wie
z.B. Barotrauma, bedingt durch die intensivmedizinische kinstliche Beatmung,
Pulmonary Hypertension, Pulmonary Hypoplasia, Asthma, COPD vorzubeugen
und zu behandeln, bedarf es noch der intensiveren Forschung. Denn mechanische
Stimulation fahrt zu unbekannten Regelkreisen intrazelluldrer
Signaltransduktionswege, die noch nicht definitiv nachvollziehbar sind. D.h. wie
mechanische Dehnung in intrazelluldre biochemische Signale umgewandelt wird,

ist noch unklar. Es gibt verschiedene Theorien.

Das Verstandnis dartiber, wie und wo diese physikalischen Kréfte in den Zellen
wirken, wirde wns helfen, Behandlungsmethoden zu entwickeln. Dadurch wirde
man physikalisch bedingte Schédigungen der Lunge vorbeugen bzw. therapieren.
Heute well3 man, dass die mechanische Dehnung in verschiedene Bereiche der
Zéellen eingreift. Es bedarf noch der intensiven Forschung, um diese Puzzleteilein
eine Einhelt zusammenzulegen. Bislang wurden mit verschiedenen Zellen unseres
Korpers Versuche durchgefihrt, die mechanischem Stress ausgesetzt waren, wie
z.B. zelulare und molekulare Antworten von Herzmuskelzellen auf Stretch (44),
Genregulation durch Stretch von Endothelzellen (45), Mechanotransduktion von
Gefaldmuskelzellen (46), Knochenzellen (47) und Endothelialzellen (48, 49).
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In Studien wurden folgende Ergebnisse dargestellt, wie Zellen bel Mechanischer

Dehnung reagieren:

-Zytokinfreisetzungen bei mechanischer Dehnung

Mechanische Beatmung ist in der Intensivmedizin mittlerweile eine
unentbehrliche Therapiemal3nahme bei Atmungsproblemen.

Schédigende Ventilationsstrategien fihren zu einer Zunahme von TNF-ga,
Interleukine wie IL-1b, IL-6 und IL-10, MIP-2 (Macrophage Inflammatory
Protein) und Interferon?. Diese Werte mal3 man in der Lungenlavage von

isolierten Rattenlungen (72).

Bei der humanalveolaren Epithelzelllinie A459 wurden durch die Belastung mit
dem Flexercell Stretchgerét |L-8 freigesetzt (74).

Inflammatorische Cytokine, die wéhrend der Lungenbeatmung produziert werden,
kénnen zur Entwicklung einer akuten Lungenschadigungen (ARDS) und zur

Entwicklung von multiplen Organ Schadigungen, wie z.B. MSOF, fuhren (73).

Bethmann und Kollegen zeigten, dass bei isolierten Mauselungen, die mit -25 cm
H,O beatmet wurden, gegentiber der physiologischen -10 cm H,O Beatmung,

hohere Werte von TNF-aund IL-6 im Perfusat zu messen waren (60).

Es ist auch herausgefunden worden, dass primédr in Kultur gelegte aveolare
Epithelzellen, die am ersten Tag gestretcht wurden, prozentual mehr
Schadigungen erlitten hatten, as alveolare Ephithelzellen, die am filinften Tag
gestretcht wurden (75). In verlangerten Kulturzeiten haben die Typ-Il Zellen die

Eigenschaft, sich morphologisch in Typ-1 Zellen zu verwandeln.

Prostaglandin Synthese: Die Synthese von biologisch aktiven Eicosanoids durch
die Epithelzellen der Luftwege tragen zur Regulierung des Tonus der glatten
Muskeln in den Luftwegen und zur inflammatorischen Antwort bei. Mit dem
Flexercell Stretch Gerét ist gezeigt worden, dass cyclischer Stretch die Synthese
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der Prostaglandine nach unten reguliert. Unter anderem von: PGE,, PGl,,
Thromboxane A, von Katzen und humanen Lungenepithel Zellen (76). In anderen
Studien ist wiederum gezeigt worden, dass Scheerstress bel fetalen
Rattenlungenzellen eine rapide Freisetzung von Prostacyclinen bewirkt (77, 78).
Diese Ergebnisse zeigen, dass verschiedene mechanische Belastungen auch zu

unterschiedlichen inflammatorischen Antworten fuhren.

In den Zellstretchversuchen ist es wichtig, die Zellen so zu behandeln, dass sie
weniger der Zelldeformation und dem Zelltod unterliegen. Alveolarschaden
nehmen mit der Dehnungsgrofie der Zellen und mit der Dehnungsdauer zu (54).
Alveolarschdden nehmen mit der zelluldren Dichte und je langer sie in vitro in
Ruhe gelassen werden ab, d.h. Zellen, die in vitro erst nach ein paar Tagen

gestretcht werden, sind stabiler und unterliegen weniger dem Zelltod (54).

Mechanischer Stress der Lunge, z.B. mechanische Beatmung, wird auch in
Zusammenhang gebracht, ARDS zu begiinstigen. Die Mortalitétsrate von ARDS
ist grolRer als 50 %, die meisten Patienten sterben jedoch an MSOF (Multiple
System Organ Failure) (55). Denn Entziindungen (wie z.B. durch mechanische
Ventilation) konnen hervorrufen, dass Granulozyten von der Lunge (Alveolen)
Uber das Herz in den grof3en Kreislauf gelangen. Bedingt durch Zunahme der
Permeabilitdt zwischen Alveolen und Kapillaren gelangen verschiedene
Mediatoren vom kleinen Kreislauf in den grof3en Kreislauf. Schliefdlich befinden
sich ein Drittel aller Granulozyten auf3erhalb des Knochenmarks in den Lungen.
Die Anwesenheit der Entzindungsvermittler im Kreislauf spielt eine grof3e Rolle

beim systemischen Organversagen und Schock (55).

Wie mechanische Belastung die Zellen beeinflusst und wie dieses Signal
intrazellulér umgewandelt wird, ist noch nicht beschrieben worden. Aber von den
verschiedenen vorgeschlagenen Mechanismen erfahren das Modell der Stretch
aktivierten lonenkandle und das Extrazellular-Integrin-Cytoskellett-Model die
meiste Beachtung. Stretch aktiviert die Aktivitdt der lonenkande der
Lungenzellen. Ca?* ist das am meisten beschriebene lon, das ein intrazellulares
Signal vermittelt, bedingt durch Stretch der Lungenzellen
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20 %ige Dehnung von glatten Muskelzellen der Pulmonalarterien bei Ratten
Zellen fuhrt zu einer Zunahme des Calciumeinstroms und Calciumsausstroms
(79).

Zellen sind in den Extrazellulérraum durch die Integrine verbunden, diese
Integrine haben wiederum Kontakt mit dem Cytoskelett. Dieser Aufbau schafft
eine strukturelle Beziehung zwischen dem Extrazellul&rraum und dem
Zellinneren, weiterhin erméglicht es eine strukturelle SignalUbertragung vom
Extrazellularraum Uber die Zelloberflache in das Zellinnere. Wenn die Integrine
mit einer Micropipette gedriickt werden, fihrt dies zu einer Umorientierung der
Cytoskelettfilamente. D.h. mechanischer Stress fuhrt zu einer Anderung der
Cytoskeletalstarre und diese Verdnderung kann z.B. dazu fihren, dass in den
Z€ellen bestimmte Regulatorprotei ne beeinflusst werden (80, 81, 82, 83).

- Einfluss der mechanischen Dehnung auf den Ca?* Influx und Effluxin Zellen

Physikalische Kréfte wirken auf die Zellmembran und aktivieren oder inaktivieren
lonen-Kande. D.h. dass die Permeabilitdt der Membran fur bestimmte lonen sich
andert. Eine 20 %-ige statische Dehnung der glatten Muskelzellen der
Rattenlungen Geféle fiihrte zu einer Zunahme des Ca®*-Efflux und Ca*-Influx
(129). Auch eine biaxiale Dehnung der Rinder-Lungen-Arterien Endothelial-
zellen fihrt zu einer erhdhten Permesbilitdt von Ca?*lonen (130). Ein cyclisch
intermittierendes  Stretch induziert eine schnelle Ca?*-Influx bei  fetalen
Rattenlungenzellen (131). Es ist gezeigt worden, dass z.B: 11-17 %ige
Dehnungen von Ratten Typ-1l Zellen nach 20 Sekunden eine Steigerung der
intrazellularen Calciumkonzentration bewirken (50). Die cAMP Werte zeigten
bei Stretch keine gravierenden Unterschiede (50). Sheerstress fuhrt aber nicht zu
einer Ca?* Veranderung in Endothelzellen der Pulmonalarterien, aber zu einer
fltichtigen Zunahme der K*-Zunahme (132, 133).
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- Zellproliferationen unter mechanischer Dehnung

Eine andere Studie bewies, dass Stretch bel fetden Rattenlungenzellen
Proliferationen zeigte, die stérkste (3H) Thymidin Incorporation in die DNA
erfolgte bel 1 % igem FCS-Medium und bel den Zeiten 12, 24 und 48 Stunden
nach Stretch (51, 53, 62). Auch humane Lungen-Fibroblasten der Zell-Linie IMR-
90 zeigten ein Wachstum (63, 64). Es wird postuliert, dass mechanischer Stress
bei fetalen Rattenlungenzellen eine Zunahme der Gene und Proteinexpression von
PDGF b-Rezeptor bewirkt (PDGF. Plated derived growth factor, wvon
Thrombozyten, Endothelzellen, Makrophagen und Fibroblasten gebildeter
Wachstumsfaktor; ist beteiligt an der Zell-Proliferation, Wundheilung und
Entstehung der Atherosklerose) (65). Denn die Blockade dieser Rezeptoren mit
Protein-Tyrosin-Kinase-Inhibitor unterdriickt die durch mechanischen Stress
erzeugte Zell-Proliferation (65).

- Die MRNA Konzentrationen von SP-C unter der Dehnung

Surfactantbildung und Sekretion ist eine bedeutende Hauptaufgabe von Typ-1I
Zéellen. Es ist beschrieben worden, dass mechanische Ventilation die
Surfactantbildung beeinflusst (56, 57, 58, 59). Wirtz und Dobbs stretchten 30
Minuten lang Typ-1l Zellen, dies fuhrte neben der Zunahme der intrazellul&ren
Ca?* Konzentrationen zur einer Zunahme der Phospholipid-Freisetzung (50, 66).
In einem anderen Versuch ist gezeigt worden, dass cyclischer Stretch bei fetalen
Rattenlungenzellen eine Zunahme der mRNA Konzentrationen von SP-C, aber
nicht von SP-A bewirkt hat (67). Somit steigt die Tendenz eines distalen Alveolis-
Kollapses, somit sinkt der Gasaustausch, was in der Intensivmedizin zu einer
Erhéhung des Beatmungsdruckes fuhrt. Auf diese Welse entsteht ein Teufelskrels:
Lungenschédigung  verschiedener  Genese, die  damit  verbundene
Gasaustauschstorung  (Hypoxie) ?  kinstliche Beatmung ?  waeltere
Lungenschdden durch die kinstliche Beatmung und Verschlechterung des
Gasaustausches (Barotrauma) ? Erweiterung der kinstlichen Beatmung ?

ARDS, MSOF.
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- Mechanische Dehnung fuhrt zu einer Zunahme der mRNA Levels von Typ-1V

Collagen, Tropoplastin und Fibronectin

Cyclischer Stretch induziert bei fetalen Lungenzellen eine Zunahme der mRNA
Levels von Typ IV Collagen und Tropoplastin. Es verhindert aber die
Ansammlung von &(l)-Procollagen und Biglycan mRNAs (68, 67). Die
Genexpression und Aktivitdt von Matrix Mettaloproteinase und sein Inhibitor
(Tissue inhibitor of metalloproteinase-1) waren vom Stretch unbeeinflusst (68).
Stretch fuhrt zu einer Zunahme der Fibronectinproduktion, aber gleichzeitig zu
einer Unterdriickung der Fibronectin Protein Synthese und Sekretion. Somit wird

die Blutgerinnung nach unten reguliert (69, 70, 71).

6.3 V or geschlagene M echanismen fir M echanor ezeptoren

Wie mechanische Kréfte durch die Zellen jetzt genau registriert und in
biochemische Signale umgewandelt werden, ist noch nicht definitiv geklart
worden. Man muss auch beachten, dass die verschiedenen Zellarten und die
verschiedenen physikalischen Kréfte, die ja nach Organen anders sind, keine
Einheit gewahrleisten. Hinzu kommt natirlich, dass in den Untersuchungen in
vitro verschiedene Geréte benutzt werden, um mechanisch die Zellen zu stressen.
Unter verschieden vorgeschlagenen Mechanismen erfahren die Stretch
aktivierten-lonen Kande und das ECM-integrin-cytoskeletton pathway die meiste
Beachtung.

- Sretch aktivierte lonenkanal e:

Physikalische Kréafte wirken auf die Zellmembran und aktivieren oder inaktivieren
lonen-Kande. D.h. das, die Permesabilitdt der Membran fir bestimmte lonen sich
andert. Eine 20 %-ige satische Dehnung der glatten Muskelzellen der
Rattenlungen Gefalke filhrte zu einer Zunahme des Ca?*-Efflux und Ca*-Influx
(129). Auch eine biaxiale Dehnung der Rinder-Lungen-Arterien Endothelial-
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zellen fihrt zu einer erhdhten Permesbilitdt von Ca?*lonen (130). Ein cyclisch
intermittierendes  Stretch induziert eine schnelle Ca*-Influx bei fetalen
Rattenlungenzellen (131). Es ist gezeigt worden, dass z.B: 11-17 %-ige
Dehnungen von Ratten Typ-11 Zellen nach 20 Sekunden eine Steigerung der
intrazellularen Calciumkonzentration bewirken (50). Die cAMP Werte zeigten
bei Stretch keine gravierenden Unterschiede (50). Sheerstress fihrt aber nicht zu
einer Ca®* Veranderung in Endothelzellen der Pulmonal Arterien, aber zu einer
fliichtigen Zunahme der K*-Zunahme (132, 133).

- ECM-Integrin Cytoskel ett Pathway

Zéellen sind an die Extrazelluldre Matrix (ECM) (Kollagen, Elastin, Fibrillin,
Fibronektine, Laminin) durch Integrine (Adh&sionsproteine) verbunden, diese
haben eine Verbindung zum Cytoskelett. Dies fuhrt dazu, dass ein struktureller
Kontakt besteht, Signale konnen vom ECM in die Zellen Ubertragen werden. Als
Integrine mit einer Mikropipette gezogen wurden, sah man, dass sich die
Cytoskeletal Filamente neu orientierten, der Nukleolus sich verdreht und der
Nukleolus sich neu vertellt entlang der Achse, wo die Dehnung stattgefunden
hatte (134). Mechanischer Stress verursacht Verdnderungen der Cytoskelettal
Starre, Verformungen dieser Starre kann zu Veranderungen der Funktion der
Struktur Moleklle, Cytoskelett, Nukleolus und bestimmte Regulator Proteine
fihren (135, 136, 137). Dieser Autofeedback-Mechanismus konnte ein sehr
wichtiger ~ Adaptationsmechanismus sein um sich  der  Externalen

Umgebungssituation anzupassen (138).



6 DISKUSSION 85

6.4 Zukunftige Studien

In unserer Arbeit konnten wir zeigen, dass mechanischer Stress allein zu einer
deutlichen Erhdhung der Cytokine MCP-1 und MIP-2 bel Typ-Il Zellen gefuhrt
haben. Bel Stimulation der Zellen mit LPS sah man aber einen additiven Effekt
der Cytokinfreisetzung. D.h. die Patienten, die in der Intensivmedizin beatmet
werden, reagieren durch eine Infektion viel sensibler auf eine mechanische
Belastung und sind damit sensibler, ein Barotrauma, ARDS und das multiple
Organversagen entwickeln. In zukinftigen Studien missten Strategien entwickelt
werden, zum Beispiel durch Pharmakaintervention oder veranderte
Ventilationsstrategien, damit die Typ-Il Zellen der Lunge nicht so sensibel auf
Dehung und bakterielle Stimulansien reagieren.

Es bedarf nattirlich der weiteren Forschung auf diesem Gebiet, wie zum Beispiel
die Interaktion zwischen physikalischen Faktoren (mechanische Dehnung) und
anderen Faktoren. Wie reagieren Zellen mit der Cytokinfreisetzung, bei Stretch
und Overstretch, Stretch mit verschiedenen Amplituden, Stretch mit
verschiedenen Frequenzen. Oder wie reagieren Typ-II Zellen bel Stretch in
Anwesenheit von anderen schadigenden Faktoren wie z.B. bakterieller

Inkontamination, viraler Inkontaminationen, Hyperoxie, Hypoxie.

Es ist auch wichtig, dass man die vitro-Versuche mit den vivo-Versuchen
kombiniert. Zellkulturen haben den Vorteil, dass man eine Zellgruppe unter gut
kontrollierten Bedingungen untersuchen kann. Wie auch immer, die Komplexitét
von Cell-Cell und Zell-Matrix Interaktionen oder die Kommunikation zwischen
verschiedenen Zell- Typen kann nicht komplett in Zell-Kulturen simuliert werden.
Deshalb ist es wichtig, in der Zukunft Zellkulturvesuche mit Organversuchen zu
kombinieren. Zum Beispiel kdnnte man die Ergebnisse der in vitro-Versuche

anhand durch Operationen gewonnenem menschlichen Lungengewebe bestétigen.
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8. Anhang

8.1 Abkirzungsver zeichnis

SP-C Surfactant Protein C

A 549-Zdllinie humane alveoldre Tumorzelllinie

Anti CD-14 monoklonale Antikorper gegen CD-14

FCS fetales Kéberserum

L2-Zéelllinie aveolare Tumorzelllinie der Ratte

LPS Lipopolysaccharid aus salmonella typhimurium
M mol/l, Angabe in M, mM oder uM

MCP-1 M onocyten-Chemotaktisches -Protein 1

MIP-2 Macrophage- I nflammatory-Protein 2

IL-8 Interleukin-8

CC-Chemokin Chemokine mit zwei benachbarten Cysteinen
CD Cluster of Differentiation. Internationales System fur die

Bez. von Differenzierungsantigenen. Die Differenzierung

erfolgt durch monoklonale Antikdrper.

TNF-a Tumor-Nekrose-Faktor alpha
ARDS Acute respiratory distress syndrome
M SOF Multiple System Organ Failure

-6 Interleukin-6

BAL Broncholaveolére Lavage
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