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1 Einleitung

1.1 Hyperoxischer Lungenschaden

Die Beatmung mit erhohten Sauerstoffkonzentrationen ist ein wesentlicher
Bestandteil der Therapie respiratorisch insuffizienter Patienten. Diese therapeutische
MaBnahme kann jedoch vor allem bei lingerer Anwendung zu einem sogenannten
hyperoxischen Lungenschaden fiihren. Hierbei entwickelt sich eine unspezifische
Entziindungsreaktion in der Lunge.

Das Molekiil Sauerstoff (O,) wurde 1772 von Karl Wilhelm Scheele und unabhéngig
davon im Jahre 1774 von Joseph Priestley entdeckt. Bereits damals vermutete
Priestley, dass reiner Sauerstoff als Atemluft schidigende Effekte auf den gesunden
Organismus zur Folge haben miisste: ,,... for, as a candle burns out much faster in
dephlogisticated than in common air, so we might, as may be said, live out too fast,
and the animal powers to be too soon exhausted in this pure kind of air.” (Priestley,
1775). Kurze Zeit spiter konnte Antoine Laurent Lavoisier zeigen, dass Meerschwein-
chen, die reinen Sauerstoff atmeten, im Lungenddem starben (Lavoisier, 1785). Im
Jahre 1899 beschrieb Lorrain-Smith erstmals die strukturellen Veridnderungen des
Lungengewebes unter erhohten Sauerstoffkonzentrationen, die, bestehend aus Odem,
Atelektasen und einer Entziindungsreaktion, daher anfangs auch Lorrain-Smith-Effekt
genannt wurden (Lorrain-Smith, 1899). Inzwischen weill man, dass in Abhédngigkeit
von der Zeit und dem Sauerstoffpartialdruck (pO,) eine Hyperoxie (F; O, > 50) beim
Menschen zunichst zu einer Tracheobronchitis und nachfolgend zu einem akuten und
chronischen hyperoxischen Lungenschaden fiithren kann (Griffith et al., 1992).

Die Kennzeichen des akuten hyperoxischen Lungenschadens (Abb. 1.1) sind eine
Rekrutierung und Aktivierung von Granulozyten (PMN) und Alveolarmakrophagen
(AM), die neben proinflammatorischen Zytokinen, Leukotrienen und Proteasen auch
reaktive Sauerstoffspezies (ROS) freisetzen. Es kommt zu einer Schidigung des
Kapillarendothels und der Pneumozyten mit Ausbildung einer mikrovaskulidren
Permeabilititsstorung. Dies fiihrt zu einem vermehrten Fliissigkeitseinstrom und
dadurch zu einem interstitiellen und alveoldren Odem, sowie zu hidmorrhagischen

Verdnderungen (Capellier et al., 1999; Klein, 1990). Durch Organisation dieser
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proteinreichen Fliissigkeit bilden sich hyaline Membranen. Die Folge ist ein gestorter
Gasaustausch, verbunden mit einer Surfactant-Dysfunktion und -Inaktivierung (Bailey
et al., 2002). Im Finalstadium der oxidativen Schidigung findet man im Kapillarlumen
lysierte Erythrozyten und zahlreiche anhaftende Thrombozyten (Drath et al., 1981).

Bei einem chronischen Lungenschaden kommt es dariiber hinaus zu einer Proliferation
von Pneumozyten und Fibroblasten mit vermehrter Kollagenbildung, zu emphysem-
artigen Verinderungen und schlieBlich zur Fibrose des Lungengewebes (Sinkin et al.,

1992; Waheed et al., 2002).

Alveole

Endothel

Kapillare Zytokine
ROS

Abb. 1.1: Akuter hyperoxischer Lungenschaden: schematische Darstellung

PMN

des alveolokapilliren Ubergangs. Wihrend der Aktivierung von Granulo-
zyten (PMN) und Alveolarmakrophagen (AM) kommt es zur Freisetzung
von inflammatorischen Zytokinen und reaktiven Sauerstoffspezies (ROS).
Die Folge ist eine mikrovaskulire Permeabilititsstorung mit Odembildung.
Durch Organisation der proteinreichen Fliissigkeit bilden sich hyaline

Membranen.
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Der Pathomechanismus des hyperoxischen Lungenschadens ist bis heute noch nicht
eindeutig geklirt, auch wenn sich bereits viele Studien mit der Sauerstofftoxizitit
beschiftigt haben. Es stellt sich die Frage, ob Sauerstoff in hoheren Konzentrationen
selbst toxisch ist oder ob reaktive Sauerstoffspezies zu den erkennbaren Schiden
fiihren. Seit 1970 haben viele Arbeitsgruppen gezeigt, dass reaktive Sauerstoffspezies
auf molekularer Ebene fiir die Sauerstofftoxizitit verantwortlich sind. In der Literatur
wird hiufig von der ,,Theorie der freien Radikale* gesprochen (Freeman und Crapo,

1982).

1.2 Molekulare Mechanismen der Sauerstofftoxizitit

Die ,,Sauerstoffproblematik* beruht im Wesentlichen darauf, dass Sauerstoff als
ein fiir alle Aerobier lebensnotwendiges Element in seiner atmosphérischen Form nur
sehr wenig reaktiv ist. Um mit anderen Biomolekiilen reagieren zu konnen, muss er
deshalb erst aktiviert werden. Bei dieser Aktivierung entstehen jedoch reaktive
Sauerstoffspezies (ROS), die eben nicht nur in der gewiinschten Form reaktiv sind,
sondern dariiber hinaus auch aggressiv und sogar toxisch wirken.

Eine wesentliche Quelle von Sauerstoffradikalen sind die Ein-Elektronenreduktionen.
So konnen z.B. in der Atmungskette durch die Cytochromoxidasen, durch die mem-
brangebundene NADPH-Oxidase der Granulozyten, oder durch die Xanthin-Oxidase
Superoxidanionen (O, ") gebildet werden. Diese Radikale werden durch das Enzym
Superoxiddismutase (SOD) zu Wasserstoffperoxid (H,0,) reduziert (Chabot et al.,
1998; Crapo und Tierney, 1974). Verschiedene Oxidasen sind dafiir bekannt, dass sie
in erster Linie eine Zwei-Elektroneniibertragung auf Sauerstoff zum Wasserstoff-
peroxid katalysieren. Als Beispiele fiir diesen Typ der Sauerstoffaktivierung kdnnen
Aminosdureoxidasen oder auch Glukoseoxidasen genannt werden. Die permanente
Wasserstoffperoxid-Entgiftung ist eine Grundlage des aeroben Metabolismus. Eine
Moglichkeit, Wasserstoffperoxid effektiv zu eliminieren, bietet das Enzym Katalase.
Daneben sind auch einige Peroxidasen in der Lage, Wasserstoffperoxid aus biologi-
schen Gleichgewichten zu entfernen. Bei der metallkatalysierten Reaktion (Fez+/Fes+)

von Superoxidradikalen und Wasserstoffperoxid entstehen die besonders reaktiven und
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toxisch wirkenden Hydroxylradikale ("OH). Der biologische Nutzen des Sauerstoffsist
also eine Gratwanderung zwischen der Notwendigkeit der Sauerstoffaktivierung und

der potentiellen Toxizitéit des aktivierten Sauerstoffs (Chabot et al., 1998; Stogner und
Payne, 1992; Abb. 1.2).

0, O,
l e lze 2H*
SOD e 2H"
O;” p HO
Katalase
Fe&'/Fe* °n
H,O
"OH

Abb. 1.2: Entstehung von reaktiven Sauerstoffspezies. Durch so genannte
Ein-Elektronenreduktionen entstehen aus Sauerstoff (O,) Superoxidanionen
(O2"), die iiber die Superoxiddismutase (SOD) zu Wasserstoffperoxid
(H202) reduziert werden. Wasserstoffperoxid kann auch in einer Zwei-
Elektronenreduktion direkt aus Sauerstoff entstehen. Die Elimination von
Wasserstoffperoxid erfolgt iiber das Enzym Katalase. Bei der metallkataly-
sierten Reaktion (Fe?*/Fe®") von Superoxidradikalen und Wasserstoffper-

oxid entstehen die besonders reaktiven Hydroxylradikale ("OH).

Die meisten der genannten Molekiile sind wegen ihres ungepaarten Elektronenpaares
auf ihrer AuBenhiille sehr reaktiv und konnen auf diese Weise zelluldre Strukturen wie
Proteine, Lipide oder auch DNA angreifen. Die Oxidation von Schwefelgruppen kann
zu Verdnderungen der biologischen Aktivitit von Enzymen fithren oder die Funktion

von Membranproteinen beeintrichtigen (Turanlahti et al., 2000). Besonders gut
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untersucht sind die Auswirkungen einer oxidativen Schddigung auf Membranlipide,
die in einer als Lipidperoxidation bezeichneten Reaktion modifiziert werden (Feeney
und Berman, 1976; Jamieson €t al., 1986; Turanlahti et al., 2000). An der DNA fiihren
Basenmodifikationen durch reaktive Sauerstoffspezies zu Fehlpaarungen und wirken
in deren Folge mutagen. Zudem konnen DNA-FEinzel- oder -Doppelstrangbriiche
entstehen. Die daraufhin eingeleiteten Reparaturmechanismen fiihren zu einer Energie-
depletion und damit ebenfalls zu einer Schidigung der Zelle (Sies, 1993; Vangala et
al., 1998; Wu et al., 2002).

Hiéufig sind es mehrere Sauerstoffspezies, die gleichzeitig an einer bestimmten Stelle
mit unterschiedlichen Geschwindigkeiten angreifen. Um diese Zellschidden zu vermei-
den, ist der Organismus mit einem ganzen Satz von Antioxidantien ausgeriistet,
welche die Aufgabe besitzen, Schaden zu verhindern bzw. bereits bestehende Schiden
wieder auszubessern (Comhair und Erzurum, 2002; Sies, 1993; Sies, 1997). Normaler-
weise besteht in der Zelle ein Gleichgewicht zwischen Oxidantien und Anti-
oxidantien, so dass physiologisch vorkommende ROS neutralisiert werden konnen.
Besteht aber ein Ungleichgewicht zugunsten der Oxidantien, so spricht man von
oxidativem Stress. Dieser ist an vielen pathophysiologischen Vorgéingen beteiligt, z.B.
an Entziindungsreaktionen wie Asthma, an Gewebeschiden nach Ischidmie und
Reperfusion oder nach physikalischen Einfliissen wie UV-Licht oder Rontgenstrahlen
(van der Vliet und Cross, 2000). Auch an der Entstehung von Malignomen und dem
Alterungsprozess wird eine Beteiligung der ROS angenommen (Sentman et al., 2002).
Ein klinisch relevantes Beispiel, bei dem oxidativer Stress induziert wird, ist, wie
eingangs erwihnt, die kiinstliche Beatmung mit hohen Sauerstoffkonzentrationen,
welche nach lidngerer Exposition zu einem hyperoxischen Lungenschaden fiithren kann

(Capellier et al., 1999; Chabot et al., 1998; Zhang et al., 2003).
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1.3 Stickstoffmonoxid

In den letzten Jahren wird aber nicht nur reaktiven Sauerstoffspezies, sondern
auch reaktiven Stickstoffspezies (RNS) als Oxidantien eine Bedeutung an patho-
physiologischen Vorgingen zugeschrieben (Duchstein et al, 1999). Diese entstehen
aus Stickstoffmonoxid (NO), dem kleinsten bekannten, bioaktiven Molekiil (Abb. 1.3).
NO ist aufgrund seiner chemischen Eigenschaften - niedriges Molekulargewicht und
geringe Wasserloslichkeit - gut diffusibel. Es kann sowohl Zytoplasma als auch
Zellmembranen entlang seinem Konzentrationsgradienten schnell durchdringen (Al-

Ali und Howarth, 1998; Kerwin €t al., 1995).

RS-NO RNH-NO

™ e

R-S + R-NH

AN 1

1
sGC <4— xFe 4T NO —» 0, —» Nitrat/Nitrit

v v

Enzyme 0,
Metalloproteine ¢

OONO -

Met-Hb

Abb. 1.3: Schematische Darstellung der Reaktionen von NO (modifiziert
nach: Al-Ali und Howarth, 1998): Die isolierten Endprodukte von NO und
Sauerstoff in wissriger Losung sind Nitrit und Nitrat (1). Mit Superoxid-
anionen (O2") reagiert NO zu Peroxinitrit (OONO") (2). Da NO eine hohe
Affinitdt zu eisenhaltigen Proteinen (xFe) aufweist, wird z.B. Himoglobin
zu Methdmoglobin (Met-Hb) oxidiert, die 16sliche Guanylatzyklase (sGC)
aktiviert und weitere Enzyme und Metalloproteine inhibiert (3). Konzentra-
tionsabhingig reagiert NO auch mit Thiol- (RS-NO) und Aminogruppen
(RNH-NO) von anderen Proteinen (4).
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Aufgrund des ungepaarten FElektrons auf seiner AuBenhiille besitzt es Radikal-
charakter. In wissriger Losung reagiert NO mit Sauerstoff zu Nitrit und Nitrat, welche
u.a. an der Bildung von Nitrosaminen beteiligt sind. NO kann mit Superoxidanionen
(05"7) die stark oxidierend wirkende Substanz Peroxinitrit (OONQO") bilden (Pryor und
Squadrito, 1995; Rubbo et al., 1996; van der Vliet und Cross, 2000). Durch die hohe
Affinitit von NO zu eisenhaltigen Verbindungen (xFe) wird Hidmoglobin, der
wichtigste physiologische Scavenger von NO, zu Methimoglobin (Met-Hb) oxidiert
(Kanner et al., 1992). Uber die Bindung an die l6sliche Guanylatzyklase (sGC)
vermittelt NO u.a. seine vasodilatatorischen Eigenschaften (Liaudet et al., 2000). Die
Inhibierung von Metalloproteinen, z.B. die Komplexe I und II der Atmungskette, wirkt
zytotoxisch. Konzentrationsabhidngig reagiert NO auch mit Thiol- (RS-NO) und
Aminogruppen (RNH-NO) von Proteinen, was zu deren Inaktivierung fiihren kann
(Al-Ali und Howarth, 1998; Beckman und Koppenol, 1996; Gaston €t al., 1994).

Seit der Entdeckung der NO-Produktion in Endothelzellen im Jahre 1987 als EDRF
(endothelium derived relaxing factor) durch Palmer et al. bzw. Ignarro et al. hat sich
ein neues und stetig wachsendes Forschungsfeld entwickelt (Duchstein et al., 1999;
Moncada et al., 1991; Singh und Evans, 1997). Heute ist bekannt, dass NO in
verschiedensten Zelltypen eine Vielzahl von Funktionen hat, z.B. in Endothelzellen fiir
eine Vasodilatation, in Makrophagen fiir unspezifische immunologische Abwehrfunk-
tionen und im Gehirn als Neurotransmitter (Kerwin et al., 1995). Pathophysiologische
Effekte werden dem NO in der Genese der Glomerulonephritis, des Diabetes mellitus
oder der Colitis ulcerosa zugeschrieben (Nathan und Xie, 1994; Lyons, 1995). Man
bezeichnet NO deswegen auch zu Recht hiufig als zweischneidiges Schwert.

Die genaue Bedeutung von NO am hyperoxischen Lungenschaden ist bis heute nicht
eindeutig geklart (Gaston et al., 1994; Grisham et al., 1999). Alveolarmakrophagen
sind eine bedeutende Quelle von NO (MacMicking et al., 1997; Shellito et al., 1995).
Arkovitz und Kollegen zeigten, dass Ratten-AM nach 72 h hyperoxischer Exposition
in vivo mehr NO produzierten als die AM der Kontrolltiere unter Normoxie (Arkovitz
et al., 1996). Auch Endothelzellen und neutrophile Granulozyten setzen NO sowie
Superoxidanionen (O,") frei. Gefihrlich ist dabei die bereits angesprochene Bildung
von Peroxinitrit, welches ebenfalls an der Initiierung der Lipidperoxidation von

Membranlipiden und damit auch an der oxidativen Lungenschiddigung beteiligt ist
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(Radi et al., 1991; Saleh et al., 1997; Salminen et al., 2002). Eine Studie von Berg und
Mitarbeitern an Ratten untersuchte die Rolle der AM in der Pathogenese der
pulmonalen Sauerstoffschidigung. Eine Depletion von iiber 70 % der AM fiihrte zu
einer etwas lingeren Uberlebenszeit unter hyperoxischer Exposition verglichen mit

Kontrolltieren (Berg et al., 1995).

1.4 Induzierbare NO-Synthase und Zytokine

NO selbst wird durch die Stickstoffmonoxid-Synthasen (NOS) gebildet, von
denen zwei konstitutive (¢c(NOS) und eine induzierbare Form (iNOS) bekannt sind. Die
NO-Synthasen nehmen unter den eukaryontischen Enzymen eine besondere Stellung
ein, da es sich bei ithnen um P-450-dhnliche Hiamproteine handelt, die reduzierende
und oxidierende Dominen in einem Monomer vereinigen (Oxidoreduktasen). In
unserer Arbeitsgruppe interessieren wir uns besonders fiir die induzierbare NO-

Synthase.

Abb. 1.4: Dreidimensionale Struktur der iNOS: Die Abbildung zeigt die as
Monomer synthetisierte iNOS mit prosthetischer Gruppe Ham, hier in griin

dargestellt (Fischmann et al., 1999).
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Die iNOS besteht aus zwei identischen Untereinheiten mit jeweils einer N-terminalen
Oxidase- und einer C-terminalen Reduktase-Domaine. Als Kofaktoren werden Calmo-
dulin, Flavinadenindinukleotid (FAD) und Flavinadeninmononukleotid (FMN) beno-
tigt, die an die Reduktase-Doméne binden. Das Calmodulin ist im Gegensatz zu den
konstitutiven Isoformen fest gebunden und somit weitgehend unabhingig von einem
zusitzlichen Kalziumeinstrom. Das iNOS-Protein wird als Monomer synthetisiert
(Abb. 1.4). Durch Bindung von Hdm und Tetrahydrobiopterin an die Oxidase-Domine
dimerisieren die beiden Untereinheiten zur aktiven iNOS (Fischmann et al., 1999;
Schulz et al., 1998).

Als Kosubstrate fiir die NO-Produktion werden Sauerstoff, NADPH sowie H+
benotigt. Dabei entstehen in einer 5-Elektronen-Oxidations-Reaktion aus L-Arginin
tiber das Zwischenprodukt N-Hydroxyarginin die Endprodukte L-Citrullin und NO
(Gaston €t al., 1994; Zapol et al., 1994; Abb. 1.5).

HN N*H, H,N NHOH O HN
N4 \ 7/ N/
C C
| | |
NH NH NH
/ / /
"'2|C N NADEH/H+ HC o, |\|AQPH/H+ Hz(li
N
H,C <> H2|C < x> H,C + NO
H,O NADP* \ H,O NADP* \
CH2 CH2 CH2
| I |
CH CH CH
/7 N\ 7\ / N\
HsN™ COO HsN* COO H.N*  COO
L-Arginin N-Hydroxyarginin L-Citrullin

Abb. 1.5: Mechanismus der NO-Produktion durch NO-Synthasen: Dieser
Mechanismus gilt fiir alle drei Isoenzyme. NO entsteht dabei durch die
Oxidation von L-Arginin zu L-Citrullin. Als Kosubstrate werden Sauer-

stoff, NADPH und H" benétigt.
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Inzwischen ist bekannt, dass viele verschiedene Zelltypen dazu in der Lage sind, die
INOS zu exprimieren, z.B. Fibroblasten (Romanska et al., 2002), glatte Muskel zellen,
Hepatozyten, Epithel- und Endothel zellen der Lunge, sowie M akrophagen wie Pleura-,
Peritoneal- und Alveolarmakrophagen (Panaro et al., 2003; Schulz et al., 1998; Wang
et al., 1999). Durch die iNOS werden, im Gegensatz zu den konstitutiven Isoformen,
gro3e Mengen an NO - picomolare vs. nanomolare Konzentrationen - gebildet.

Die Regulation der iNOS erfolgt auf transkriptioneller Ebene, unterliegt aber auch
posttranskriptionellen Modifikationen wie Veridnderungen der mRNA-Stabilitdt und
posttranslationale Einfliisse auf das iNOS-Protein, z.B. Dimerisierung, Phosphory-
lierung oder Bindung von Kofaktoren (Forstermann und Kleinert, 1995; Jorens et al.,
1995; Lee et al., 2003; MacMicking et al., 1997; Nussler und Billiar, 1993; Pitt und
Croix, 2002; Wort et al., 2001). Yoshida und Xia wiesen eine Erhohung der iNOS-
Aktivitdat durch das endogen gebildete Hitzeschockprotein 90 iiber eine allosterische
Protein-Protein-Interaktion nach (Yoshida und Xia, 2003). Eine weitere Moglichkeit
der Aktivitdtskontrolle, vor allem bei starker iNOS-Expression und NO-Freisetzung,
bietet die Produktinhibition des iNOS-Proteins durch selbstgeneriertes NO (Abu-Soud
etal., 2001).

In ruhenden Zellen wird die iNOS nur gering oder gar nicht exprimiert. Unter
addquater Stimulation, beispielsweise Carrageenan (Cuzzocrea et al., 2000), Asbest
(Dorger et al., 2002 a und b), himorrhagischem Schock (Hierholzer et al., 1998),
Zigaretten-Rauch (Chang et al., 2001) oder Hyperoxie (Cucchiaro et al., 1999) kommt
es in vitro und in vivo zu einer Induktion der iNOS. Auch nach Verabreichung von
bakteriellem Endotoxin (Lipopolysaccharide, LPS) wird die iNOS-Expression
induziert (Ermert et al., 2002; Hickey et al., 1997; Hollenberg €t al., 2000).

Wie bereits erwidhnt, kommt es unter Einwirkung verschiedenster Stimuli neben einer
iNOS-Induktion zu einer vermehrten Expression proinflammatorischer Zytokine
(griech: kytos, Zelle; kinesis, Bewegung). Diese sind korpereigene, regulatorisch
wirkende, niedermolekulare Proteine oder Glykoproteine. Thre Wirkung wird iiber
membranstindige Rezeptoren parakrin (lokale Wirkung) und autokrin (Produktzelle =
Effektorzelle), teilweise auch endokrin (via Blutstrom) vermittelt. TNF-a und andere
Zytokine stehen am Anfang der Entziindungskaskade und werden daher oft ,.early

response cytokines* genannt.
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TNF-a ist ein pleiotrop wirkender Faktor mit sowohl |okaler as auch systemischer
Wirkung. Er aktiviert neben weiteren Makrophagen auch Fibroblasten, Epithel- und
Endothelzellen, die ihrerseits wieder inflammatorische Zytokine produzieren. Hierbel
kommt es zu einer Freisetzung von Chemokinen, die zu einer Einwanderung von
Leukozyten aus dem Blutstrom an die Entziindungsquelle fiihren, z.B. Interleukin-8
(IL-8). An der Akkumulation von neutrophilen Granulozyten sind neben chemo-
taktischen Faktoren auch Adhidsionsmolekiile auf Leukozyten und Endothelzellen
beteiligt. Freigesetztes TNF-a fiihrt beispielsweise zu einer Hochregulierung von
Selektinen und Adhisionsmolekiilen wie ICAM-1 am GefiBendothel (Fakler et al.,
2000; Geiser, 1999; Menard et al., 1993; Zabel, 1996). Die Wirkung der ,early
response cytokines* wird durch antiinflammatorische Zytokine wie 1L-10 und IL-13

inhibiert (Abb. 1.6).

Makrophagen
Fibroblasten
Endothel / Epithel

Makrophagen

IL-8

ICAM-1; Selektine

IL-10; IL-13

Abb. 1.6;: TNF-a und seine Wirkungen auf andere Zellen: TNF-a bewirkt
z.B. in Makrophagen, Fibroblasten, Epithel- oder Endothelzellen eine
Sekretion von Chemokinen wie IL-8 und eine Hochregulierung von
Selektinen und Adhésionsmolekiilen wie ICAM-1. Zusitzlich stimuliert er

die Freisetzung antiinflammatorischer Zytokine wie IL-10 und IL-13.
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Inflammatorische Zytokine spielen als Mediatoren bei entziindlichen Lungenerkran-
kungen eine entscheidende Rolle (Bustani und Kotecha, 2003). So konnten z.B. bei
Patienten mit ARDS erhohte TNF-0-Konzentrationen 1im Bronchialsekret
nachgewiesen werden (Millar et al., 1989). In vitro-Studien an menschlichen
Alveolarmakrophagen ergaben, dass unter hyperoxischer Stimulation die LPS-
induzierte TNF-a-Produktion gesteigert ist (O’Brien-Ladner et al., 1995). Ebenso
zeigt sich in diversen in-vivo-Studien an Ratten und Méusen eine vermehrte TNF-Q-
Expression und -Produktion unter Hyperoxie (Barazzone et al., 1996 b; Ben-Ari et al.,
2000; Tsan et al., 1995). Durch eine intra-tracheale Instillation von anti-TNF-o-
Antikorpern konnte das Uberleben von Ratten unter hyperoxischer Exposition mit
reinem Sauerstoff von drei auf bis zu sieben Tage verldngert werden (Tsan et al.,
1995). Diese Ergebnisse zeigen, dass die TNF-a-Freisetzung unter Hyperoxie
gesteigert ist und deuten darauf hin, dass diese an der pulmonalen Sauerstofftoxizitét
beteiligt sein konnte. Eine Blockade der Makrophagen-Akkumulation unter hyper-
oxischer Exposition hatte einen reduzierten Chemokin-induzierten Neutrophilen-Influx
und eine verminderte Proteinoxidation zur Folge (Vozzelli et al., 2003). Kwon und
George konnten zeigen, dass eine spezifische Kombination der Zytokine TNF-a, IL-
1 und IFN-y eine synergistische Wirkung auf die induzierte NO-Produktion ausiiben
(Kwon und George, 1999). Die Bedeutung einer vermehrten iNOS-Expression im
Rahmen des pulmonalen Entziindungsgeschehens scheint jedoch nicht eindeutig zu

sein.

21



1.5 Transkriptionsfaktoren

Die molekularen Mechanismen, durch welche die Expression des iNOS-Gens
stimuliert oder inhibiert wird, sind noch Gegenstand der Forschung. Wie bereits unter
Punkt 1.4 aufgefiihrt, unterliegt die iNOS im Gegensatz zu ihren konstitutiven
Isoformen einer transkriptionellen Regulation. Die komplexe Struktur der Promotor-
region des iNOS-Gens ist ein moglicher Hinweis darauf, dass mehrere Transkriptions-
faktoren an der Regulation der Gen-Expression unter dem Einfluss verschiedenster
Stimuli beteiligt sind (Linn et al., 1997).

Die Promotor-Enhancer-Region des murinen iNOS-Gens ist inzwischen genauestens
bekannt (Lowenstein et al., 1993). Der Promotor des Gens enthilt eine ,, TATA-Box*
30 Nukleotide upstream des Startcodons der iNOS-mRNA. Zusitzlich befinden sich in
diesem Bereich verschiedene Bindungsstellen fiir bekannte Transkriptionsfaktoren wie
Interferon-y-Response-Element (IFN-y-RE), Nuklear-Faktor-IL-6 (NF-IL-6), TNF-
Response-Element (TNF-RE), sowie auch fiir das Aktivatorprotein-1 (AP-1) und
Nuklear-Faktor-kB (NF-kB) (Lowenstein et al., 1993; Spink und Evans, 1997; Xie et
al., 1993). In der Promotorregion des humanen iNOS-Gens sind fiir NF-kB mehrere
Bindungstellen beschrieben (Nunokawa et al., 1996 und 1997; Taylor et al., 1998).
Auch die Zytokin-Synthese wird durch Transkriptionsfaktoren reguliert, indem diese
an definierte DNA-Bindungsstellen bestimmter Gene binden. Bei entziindlichen und
immunologischen Prozessen kommt den Transkriptionsfaktoren NF-KB und AP-1 eine
besondere Bedeutung zu, da iiber diese zusitzlich zur iNOS viele proinflammatorische
Zytokine reguliert werden (Adcock, 1997; Young und Gwang, 2003; Young et al.,
2003) .

Wenn der aus einer P 50- und P 65-Untereinheit bestehende Transkriptionsfaktor NF-
KB an ein inhibitorisches Protein (IKB) gebunden zytosolisch vorliegt, ist er inaktiv.
Durch eine Reihe spezifischer Aktivatoren (z.B. IL-1B, TNF-a) wird er iiber deren
Rezeptoren aktiviert, indem bestimmte Proteinkinasen den NF-KB-Inhibitor phospho-
rylieren. Auf diese Phosphorylierung folgt die Proteolyse von IKB, so dass dieses die
Untereinheiten P50 und P65 nicht mehr daran hindern kann, in den Zellkern zu

translozieren und dort die Transkription proinflammatorischer Gene zu starten.
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AP-1 ist ebenfalls ein Heterodimer. Die Proteine cFos und cJun, welche durch die
.immediate early genes* c-fos und c-jun aus der Gruppe der Protoonkogene codiert
werden, dimerisieren im Zytosol und binden als Transkriptionsfaktor AP-1 an
Konsensussequenzen verschiedener Gene (Chen et al, 1999; Christman et al., 2000;
Rahman und MacNee, 1998; Whitsett, 2002; Abb. 1.7).

Zytokine/andere Stimuli

Antioxidantien - + ROS
\

Proteinkinasen

AP-1
TLLLLREELLIREEL R REE L R R L TR LR

Abb. 1.7: Modell zur Aktivierung von NF-kB und AP-1. AP-1 ist ein

Heterodimer aus den Proteinen cFos und cJun. NF-kB ist ebenfals en
Heterodimer und liegt zytosolisch an ein inhibitorisches Protein (IkB)
gebunden vor. Nach Stimulation wird IkB phosphoryliert und die beiden
Untereinheiten P 50 und P 65 konnen in den Zellkern translozieren. ROS
stimulieren die Aktivierung der Transkriptionsfaktoren, Antioxidantien und

NO hemmen ihre Aktivierung.
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Inzwischen konnte auch eine synergistische Funktion zwischen NF-kB und AP-1
nachgewiesen werden. So interagieren die Untereinheiten der beiden Transkriptions-
faktoren, potenzieren dadurch ihre DNA-Bindungsaktivitit und folglich auch ihre
biologische Funktion (Fan et al., 2001).

In den letzten Jahren mehren sich die Hinweise darauf, dass NF-KB und AP-1 zu den
redoxsensitiven Transkriptionsfaktoren gehoren (Bowie und O’Neill, 2000). Bereits
Schulze-Osthoff und Mitarbeiter konnten in einem Experiment zeigen, dass ROS die
Expression redoxsensitiver Transkriptionsfaktoren als bedeutende Induktoren beein-
flussen (Schulze-Osthoff et al., 1995). Diese Interaktionen zwischen ROS und
Transkriptionsfaktoren konnen teilweise auf den stimulatorischen Effekt der ROS auf
intrazelluldre Kinasen oder Phosphatasen zuriickzufithren sein, welche die Phos-
phorylierung und Aktivierung von Transkriptionsfaktoren regulieren (D’Angio und
Finkelstein, 2000; Li und Karin, 1999). Durch die Applikation von Antioxidantien wie
N-Acetyl-L-cystein (NAC) und Pyrrolidin-1-dithiocarbamat (PDTC) war es moglich,
sowohl die iINOS-Expression als auch die Aktivierung von NF-kB und AP-1 zu
inhibieren (Pepperl et al., 2001). Neuere Untersuchungen haben ergeben, dass reaktive
Stickstoffspezies (RNS) ebenfalls an der Aktivierung redoxsensitiver Transkriptions-
faktoren beteiligt sind (Haddad, 2002).

Demgegeniiber ist von NO bekannt, dass es die Expression von NF-KB inhibiert
(Chen et al., 1999; Mathews et al., 1996). Diese Inhibition kann auf eine direkte
Nitrosylierung von NF-KB zuriickzufiihren sein. Es gibt aber auch Hinweise darauf,
dass NO stabilisierend auf den Inhibitor IKB wirkt und/oder die Synthese des
Inhibitors fordert. Eine weitere Moglichkeit konnte sein, dass NO antioxidierend und
als Radikalfinger wirkt und so die Aktivierung von NF-KB durch ROS verhindert.

Die genaue Bedeutung von reaktiven Sauerstoff- und Stickstoffmetaboliten fiir die
Initiierung und Regulation der Gen-Expression via Transkriptionsfaktoren wird immer
noch kontrovers diskutiert, denn die Effekte der Oxidantien variieren von Zelltyp zu
Zelltyp und sind abhingig von der Art des oxidativen Stresses (D’Angio und
Finkelstein, 2000).
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1.6 Fragestellung

Es gibt bereits diverse Studien, die unter Einwirkung verschiedenster Stimuli den
Zusammenhang zwischen iNOS-Induktion und akutem Lungenschaden in vivo
untersucht haben. Hierbel ergaben sich jedoch kontroverse Ergebnisse, die einerseits
auf proinflammatorische Eigenschaften der INOS hindeuten, andererseits aber darauf
schlieBen lassen, dass antiinflammatorische Eigenschaften der iNOS ebenfalls eine
Rolle spielen. Bisher gibt es aber erst wenige Erkenntnisse iiber den Zusammenhang
zwischen der iNOS-Induktion und einer hyperoxischen Lungenschddigung.

Um die spezifische Bedeutung des iNOS-Gens am Lungenschaden in vivo zu
untersuchen, wird neben der Applikation unspezifischer und spezifischer iINOS-
Inhibitoren in jiingster Zeit das Modell der iNOS-defizienten Maus verwendet. Ziel
dieser Studie war, die mogliche Auswirkung einer iNOS-Defizienz auf den akuten
hyperoxischen Lungenschaden zu erfassen. Im Rahmen dieser Arbeit sollten daher in

einem tierexperimentellen Ansatz folgende Punkte analysiert werden:

. Bewirkt die Abwesenheit des iNOS-Gens eine Anderung der Hyperoxie-

induzierten inflammatorischen Reaktion und

. wird dadurch konsekutiv das Ausmal3 der oxidativen Lungenschidigung

beeinflusst?

. Hat die iNOS-Defizienz einen Einfluss auf die Hyperoxie-induzierte

Aktivierung von redoxsensitiven Transkriptionsfaktoren?
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2 Material und Methoden

2.1 Versuchsbeschreibung

2.1.1 Versuchstiere

Die Tierversuche wurden im Zeitraum von 2001 bis 2002 am Institut fiir
Chirurgische Forschung der Universitit Miinchen durchgefiihrt. Der Regierung von
Oberbayern lag ein genehmigter Tierversuchsantrag (Aktenzeichen: 211-2531-67/98)
gemidl § 8 Abs.1 Satz 2 Nr. 4 des Tierschutzgesetztes vor. Fiir alle Untersuchungen
wurden minnliche iNOS-defiziente Maiduse und deren genetischer Hintergrund
(C57BL/6J x 129/SvEv, am Institut geziichtet) mit einem Alter von 12 bis 16 Wochen
verwendet. Die Tiere wurden vor der Exposition in Makrolon-Kéfigen Typ II gehalten

und erhielten Wasser ad libitum, sowie Standard-Nagerfutter (ssniff, Soest).

2.1.2 Versuchsaufbau

Die Exposition der Miuse erfolgte in einer von der Hauswerkstatt des Instituts
hergestellten Plexiglaskammer (27 x 27 x 20 cm®), die bis auf zwei Offnungen
luftdicht abgeschlossen ist (Abb. 2.1). In der Mitte des Kammerdeckels befindet sich
ein Zulauf fiir das einstromende Luftgemisch bzw. den reinen Sauerstoff; vorne in der
Kammerwand ist ein Metallrohr eingelassen, iiber welches die Luft wieder entweichen
kann, um in der Kammer einen Volumenfluss zu gewéhrleisten. Zur Absorption von
CO;, und Feuchtigkeit wurde Natronkalk (Mallinckrodt Baker B.V., Deventer,
Holland) verwendet. Die gewiinschte Sauerstoffkonzentration wurde iiber einen
Gasmischer fiir O, und N,O (Anisthesiewerkstatt, Klinikum GroBhadern), der zu
einem Gasmischer fiir O, und Druckluft umfunktioniert wurde, eingestellt, iiber ein
Wasserreservoir angefeuchtet und in die Plexiglaskammer geleitet. Die Tiere in der

Kammer erhielten ebenfalls Standard-Nagerfutter und Wasser ad libitum.

26



Abb. 2.1: Die Abbildung zeigt die von der Hauswerkstatt des Instituts

hergestellte Kammer mit Gasmischer (1), Oxydig (2), Hygrometer und
Digital-Baro-/Vakuum-Meter (3)

2.1.3 Versuchsprotokoll

Der Volumenfluss in der Kammer wurde auf 6 I/min eingestellt. Dabel wurden
die Tiere Sauerstoffkonzentrationen von 21 %, 60 % und 100 % ausgesetzt. Dies
wurde regelmédfBig mit einem Oxydig (Driagerwerk AG, Liibeck) iiberpriift. Der Hell-
Dunkel-Rhythmus im Raum betrug 12 h. Als Expositionsbedingungen in der Kammer
ergaben sich eine Temperatur von 24°C + 1,5, eine Luftfeuchtigkeit von 73 % * 13
(Thermo-Hygrometer, Huger Electronics GmbH, Villingen-Schwenningen) und ein
Luftdruck von 947 mbar + 5 (Digital-Baro-/Vakuum-Meter, GDH 12 AN, Greisinger
Electronic, Regenstauf). In Abbildung 2.2 ist das Versuchsprotokoll schematisch
zusammengefasst. Die Gruppengrofe ist auf n = 7 festgelegt worden; die 21 %-

Sauerstoff-Gruppe diente als Kontrollgruppe. Nach 24 bzw. 72 h wurde in tiefer
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Barbituratnarkose bel jeweils einer Gruppe von Tieren entweder eine bronchoalveolire
Lavage durchgefiihrt oder die Lunge fiir histologische und biochemische Analysen

entnommen.

* O, -Konzentration: 21 %, 60 %, 100 %
* GruppengroBe: n =7

24 h 72h

BAL BAL
Lungenentnahme Lungenentnahme

Abb. 2.2: Schematische Darstellung des Versuchsprotokolls: Die Tiere (WT
bzw. KO) wurden Sauerstoffkonzentrationen von 21 % (as Kontroll-
gruppe), 60 % und 100 % ausgesetzt. Die GruppengroBe ist auf n = 7
festgelegt worden. Nach 24 h bzw. 72 h erfolgte entweder eine broncho-
alveoldre Lavage oder eine Lungenentnahme fiir histologische und

biochemische Analysen.

Um eine randomisierte Versuchsdurchfithrung zu gewihrleisten, wurden zu Beginn die
einzelnen Gruppen nach ihrer Expositionsdauer (24 oder 72 h) aufgeteilt, die
Bestimmung der Reihenfolge der zu exponierenden Versuchsgruppen erfolgte nach

dem Zufallsprinzip.
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2.2 Bronchoalveolare Lavage

Die Miuse wurden durch eine intraperitoneale Injektion von 10 mg/kg KG
Pentobarbital-Natrium (Narcoren®, Merial, Hallbergmoos) narkotisiert und in Riicken-
lage fixiert. Die Trachea wurde freigelegt, inzidiert und kaniiliert (Abbocath®-T, 20 G x
32 mm (1%’’), Venisystems, Sligo, Irland). Nach medianer Er6ffnung des Abdomens
und des Thorax wurden zwei Entlastungsschnitte seitlich in die Bauchwand gelegt und
das Zwerchfell von der Thoraxwand gelost. Die bronchoalveolidre Lavage (BAL)
erfolgte in sSitu in 5 Schritten, wobei jeweils mit 1 ml steriler, phosphatgepufferter
0,81 %iger Kochsalzlosung (PBS, Apotheke Klinikum Innenstadt, Miinchen) gespiilt
wurde. Das Volumen (recovery) der gewonnenen BAL-Fliissigkeit (BALF) wurde in
Mess-zylindern gesammelt, fiir 10 Minuten bei 300 x g (Hettich Rotanda/S Zentrifuge,
Wagner & Munz, Miinchen) zentrifugiert, der Uberstand vorsichtig abgenommen und
fiir spitere Untersuchungen bei -20°C bzw. bei -80°C eingefroren. Das Zellpellet
wurde mit 5 ml PBS gewaschen, abzentrifugiert und mit 500 pl PBS resuspendiert. Die
Gesamtzellzahl wurde mit Hilfe eines Coulter Counters (Coulter Ac T 8, Coulter

Electronics, Krefeld) ermittelt und als Zellzahl x 10%ml angegeben.

2.2.1 Zdldifferenzierung

Zur Differenzierung der einzelnen Zellpopulationen wurden Zytopriparate
angefertigt. Zuerst wurden 200 Pl der Zellsuspension 10 min bei 400 x g (Cytospin 2,
Shandon Labortechnik GmbH, Frankfurt) auf Objekttriger zentrifugiert und
luftgetrocknet. AnschlieBend wurden diese in einem Férbeautomaten (Varistain 4,
Shandon Labortechnik GmbH, Frankfurt) mit May-Griinwald-Giemsa (Merck,
Darmstadt) nach Pappenheim (5 min May-Griinwald-Lésung, 2 min Waschen, 15 min
12,5 %ige Giemsa-Losung, 2 min Waschen) gefirbt. Die Differenzierung der einzelnen
Zellen nach morphologischen Kriterien erfolgte lichtmikroskopisch (Lichtmikroskop,
Zeiss 473011-9901, Oberkochen), wobei jeweils 2 x 100 Zellen pro Priparat ausgezihlt

wurden.
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2.2.2 Bestimmung der Zellvitalitit

Die Bestimmung der Zellvitalitit erfolgte durch das Trypanblau-Ausschluf3-
verfahren. Hierzu wurde ein Aliquot der Zellsuspension mit einem Aliquot isotonischer
1 %iger Trypanblau-Losung (Fluka AG, Neu Ulm) gemischt, anschlieBend lichtmikro-
skopisch (Lichtmikroskop, Zeiss 473011-9901) 100 Zellen pro Priparat ausgezihlt,

sowie der Anteil der ungeféarbten und somit vitalen Zellen ermittelt.

2.2.3 Bestimmung der Gesamtprotein-Konzentration

Die Gesamtproteinkonzentration in der BALF wurde mittels eines nach Lowry
modifizierten Bicinchoninsdure (BCA)-Assay bestimmt (Smith et al., 1985). Diese
Messung basiert auf der Biuret-Reaktion, bei der Proteine im alkalischen System mit
Cu®*-Tonen einen farbigen Komplex bilden, der durch BCA verstirkt wird. Dieser
tiefviolette Farbkomplex kann bei 562 nm photometrisch quantifiziert werden. Zur
Durchfithrung wurden jeweils 20 pl der BALF-Probenlosung mit 200 pl der
Reaktionslosung, bestehend aus 49 Teilen Losung A (1 % BCA, 2 % Na,CO3zH0,
0,16 % Natriumtartrat, 0,4 % NaOH und 0,95 % NaHCOs in wissriger Losung,
pH 11,25) und einem Teil Losung B (4 % CuSO45H,0 in wissriger Losung) versetzt,
30 min bei 37°C inkubiert und die Extinktion bei 562 nm im Mikrotiterplatten-Reader
(EAR 400 AT, SLT, Salzburg, Osterreich) gemessen. Als Standard diente eine
Verdiinnungsreihe von 50 pg/ml bis 1 mg/ml bovinem Serumalbumin (BSA, PAA
Laboratories, Linz, Osterreich). Alle Messungen wurden als Doppelbestimmungen

vorgenommen.

2.2.4 Bestimmung der NO-Produktion

Die NO-Freisetzung wurde indirekt durch die Bestimmung der Oxidationspro-
dukte Nitrat und Nitrit mittels der Griess-Reaktion nach einer Methode von Ding

(Ding et al., 1988) ermittelt. Dabei bildet das stabile Oxidationsprodukt Nitrit mit den
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aromatischen Aminen des Griess-Reagenz (1 % Sulfanilamid, 0,1 % N-1-Naphthyl-
ethylendiamindihydrochlorid (beides Sigma Chemie, Deisenhofen) in 2,5 %iger
Phosphorsiure) einen dunkel-violetten Farbkomplex, der photometrisch erfasst werden
kann. Dazu wurden jeweils 50 pl der Probenldsung in eine Mikrotiterplatte pipettiert,
50 I Griess-Reagenz zugegeben, 10 min bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert
und anschlieBend bei 550 nm im Mikrotiterplatten-Reader (EAR 400 AT, SLT)
gemessen. Als Standard diente eine Verdiinnungsreihe mit NaNO, (linearer Bereich

von 0-100 pmol/1). Alle Messungen wurden als Doppelbestimmungen durchgefiihrt.

2.2.5 Bestimmung der Laktatdehydrogenase-Aktivitiit

Die Laktatdehydrogenase-Aktivitit in der BALF wurde mit einem Testkit
(LDH Optimiert, Roche Diagnostics, Mannheim) bestimmt, welcher auf der Reduktion
von Pyruvat zu Laktat beruht. Diese Reaktion wird durch die Laktatdehydrogenase
katalysiert. Dazu wurden 20 Pl Probe mit 500 pl Testlosung versetzt und bei einer
Messtemperatur von 25°C nach 0, 1, 2 und 3 min die Extinktion photometrisch (DU
7500, Beckmann Photometer, Fullerton, USA) bei 340 nm ermittelt. Die Berechnung
der LDH-AKktivitdt erfolgte nach der Formel:

Aktivitdt in U/l = 4921 x AE/min (Extinktionskoeffizient: € = 4921;

Angabe des Herstellers)

Als Kontrollserum diente Precinorm U (Roche Diagnostics, Mannheim).

2.2.6 Bestimmungder TBARSIin der BALF

Als Ausdruck einer vermehrten Oxidantien-Produktion wurden in der BALF die
Thiobarbitursdure-reaktiven Substanzen (TBARS) nach einer modifizierten Methode
nach Thiery gemessen (Thiery et al., 1996). Zur Proteindenaturierung wurden die
Proben mit 50 %iger Trichloressigsdure versetzt, 2 - 3 min lang geschiittelt und das

ausgefallene Protein abzentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein neues Eppendorfgefil
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tiberfiihrt und 75 Ml einer 1,3 %igen Thiobarbitursidurelosung (Sigma Chemie GmbH,
Deisenhofen) in 0,3 % NaOH dazugegeben. Nach der Inkubation fiir 60 min bei 90°C
wurden die Proben kurz auf Eis gestellt und dann fiir 6 min bei maximaler
Geschwindigkeit in einer Eppendorfzentrifuge (Eppendorf Centrifuge 5415, Eppendorf,
Hamburg) zentrifugiert. Nun wurden 200 pl Probe bei 530 nm im Photometer (Dynex
MRX TC II, Dynex Technologies, Denkendorf) gemessen. Zur Berechnung der Lipid-
peroxidation diente eine Standardkurve mit Malondialdehyd (MDA, Sigma Chemie),
wobei der lineare Messbereich zwischen 0,3 und 4,8 UM lag. Die Ergebnisse wurden

als nmol TBARS/ml angegeben.

2.2.7 Bestimmung der TNF-a-Konzentration

Die Bestimmung der TNF-0-Konzentration in der BALF erfolgte mittels eines
TNF-a-ELISA-Testkits (EM-TNFA, Endogen, Woburn, Massachusetts, USA). Dieser
Test basiert auf dem Prinzip der Sandwichtechnik. Es wurden 50 pl der zellfreien
BALF/well auf der ELISA-Platte vorgelegt und mit 50 pl biotinyliertem Antikorper-
Reagenz versetzt. Nach zwei Stunden Inkubation bei Raumtemperatur wurde die
Platte 10 Mal mit einem Wasch-Puffer gewaschen (Nunc Immunowash 12, Dinemark).
AnschlieBend wurden fiir 30 min 100 pl/well Streptavidin-HRP (,,horseradish-per-
oxidase‘‘)-konjugierte TNF-a-Antikorper zugegeben. Nach erneutem Waschen wurden
die einzelnen Probenldsungen mit je 100 pl TMB-Reaktionslosung (5 mM H,0,, 25%
Tetramethylbenzidin in Methanol, 1 % DMSO, 7.5 % Glycerol) versetzt und im
Dunkeln entwickelt. 30 min spiter wurde die Reaktion mittels der Stopplosung (1 Mol
Schwefelsidure) beendet und die Absorption bei 450 nm im ELISA-Reader (EAR 400

AT, SLT) gemessen. Als Standardkurve diente folgende Verdiinnungsreihe: 0 pg/ml,
50 pg/ml, 100 pg/ml, 200 pg/ml, 300 pg/ml, 400 pg/ml und 500 pg/ml.
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2.3 Entnahmevon Lungengewebe

Die Tiere wurden durch eine intraperitoneale Injektion von 60 mg/kg KG
Ketamin (Ketavet®, Pharmacia & Upjohn GmbH, Erlangen) und 7,5 mg/kg KG
Xylazin 2 % (Rompun®, BayerVital, Leverkusen) narkotisiert. Nach Fixierung der
Tiere in Riickenlage wurden das Abdomen und der Thorax median erdffnet. Die
Lungen wurden mobilisiert, entnommen, aliquotiert, in fliissigem Stickstoff schock-

gefroren und bei - 80°C gelagert.

2.3.1 Bestimmung des Verhiltnisses von Lungenfeucht- zu Lungentrocken-

gewicht

Zur Bestimmung der Wet-Dry-Ratio (Verhiltnis von Lungenfeucht- zu Lungen-
trockengewicht) wurde das Lungengewebe sofort nach Entnahme in feuchtem
Zustand, sowie nach Trocknen bei 80°C fiir 24 h (Trockenschrank Memmert,
Schwabach) gewogen (Mettler Toledo, AG 245, Ninikon, Schweiz) und der Quotient

aus Lungenfeucht- und Lungentrockengewicht ermittelt.

2.3.2 Bestimmung der Myeloper oxidase-Aktivitiit

Die Messung der Myeloperoxidase-Aktivitidt im Lungengewebe erfolgte mittels
eines modifizierten Assays nach Kiibler (Kiibler et al., 1996). Die gefrorenen Gewe-
bestiicke wurden gewogen (Mettler Toledo, AG 245), in Pottergefdl3e tiberfiihrt und
mit 2 ml einer 0,02 M Kaliumphosphatpufferlosung (pH 7,4) versetzt. Das Gewebe
wurde sofort auf Eis homogenisiert (Potter, Typ 853203, Braun-Melsungen AG,
Melsungen), dann 15 min lang bei 4°C in einer Ultrazentrifuge (Sorvall® Instruments,
RC5C, Du Pont Company, Newton, USA) mit 20000 U/min ohne Bremse zentri-
fugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Zellpellet fiir 2 h im Wasserbad bei
60°C inkubiert. Im Folgenden wurde das Pellet mit 1 ml 0,5 %iger HTAB-L6sung

(Hexadecyltrimethylammoniumbromid) resuspendiert, fiir 15 min im Ultraschallbad
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(Sonorex, RK514M, Bandelin Electronic, Berlin) behandelt, 3 x bel - 80°C eingefroren
und wieder aufgetaut, sowie erneut im Ultraschallbad behandelt. Die Suspension
wurde wiederum fiir 15 min bei 4°C mit 20000 U/min ultrazentrifugiert, der Uberstand
vorsichtig abgenommen und die Bestimmung der MPO-Aktivitidt durchgefiihrt. Dieser
Assay beruht auf der H,O,-abhingigen Oxidation von 3,3°,5,5’-Tetramethylbenzidin
(TMB, Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen), bei der das urspriinglich farblose TMB
im oxidierten Zustand eine blau-griine Farbe annimmt. Dabei wurden 150 pl einer 6,4
mM TMB-Losung (Endkonzentration: 1,6 mM) und 150 pl einer 2,4 mM H,0,-
Losung (Endkonzentration: 0,6 mM) in eine Mikrokiivette pipettiert und die Reaktion
durch Zugabe von 300 pl Probeldsung gestartet. Bei einer Messtemperatur von 25°C
wurde die Extinktionsdnderung bei 691 nm iiber 20 min in einem Photometer (DU,

Beckmann Photometer) registriert.

2.3.3 Bestimmung der TBARSIim Lungengewebe

Im Lungengewebe wurden die Thiobarbitursdure-reaktiven Substanzen nach
einer modifizierten Methode von Thiery (Thiery et al., 1996) detektiert, die Gewebe-
homogenisierung erfolgte nach Okhawa et al. (1978 und 1979). Dabei wird das
Lungengewebe mit 1.15 %iger KCI-Losung (1:10) versetzt und homogenisiert. Die
weitere Vorgehensweise wurde unter 2.2.6 beschrieben. Hier wurde ebenfalls die
Standardkurve mit MDA zur Berechnung herangezogen. Das Ergebnis wurde als nmol

TBARS/g Feuchtgewicht angegeben.

2.3.4 Histologie

Das Lungengewebe wurde mit einer 4 %igen wissrigen Losung von neutralem
Formalin (Apotheke, Klinikum Innenstadt, Miinchen) gehirtet und fixiert. Das
Gewebe wurde in Paraffin eingebettet, um eine schneidbare Konsistenz zu erreichen.

Anschlielend wurden 3 pm diinne Schnitte auf einem Mikrotom (Hn 40, Reichert und
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Jung, Leica, Bensheim) angefertigt. Nachdem die Gewebeschnitte entparaffinisiert
worden waren, konnten die histologischen Priparate mit dem Standardfidrbeverfahren
der Héamatoxylin-Eosin-Fiarbung gefirbt und lichtmikroskopisch (Lichtmikroskop,
Zeiss 473011-9901) ausgewertet werden.

2.3.5 Nachweis der Aktivitit der Transkriptionsfaktoren NF-xB und AP-1

2.3.5.1 Extraktion des nukleiren Proteins

Um die nukledren Transkriptionsfaktoren Nuclear-Factor-kB (NF-KB) und
Aktivatorprotein-1 (AP-1) bestimmen zu kénnen, muss zunéchst das nukleédre Protein
vom zytoplasmatischen Protein getrennt werden. Dazu diente die Methode nach
Dignam et al. (1983). Die Gewebeproben (- 80°C) wurden mit 4 pl Losung A versetzt
(0,6 % Nonidet P-40, 150 mM NaCl, 10 mM HEPES, 1 mM EDTA und 4 %
Proteinasein-hibitoren Cocktail) und 60 sec bei 1200 U/min und 30 sec bei 1400
U/min homogenisiert (Potter, Typ 853202, Braun-Melsungen AG). Das Homogenisat
wurde in 12-ml-Rohrchen iiberfithrt und die zellunloslichen Bestandteile bei 2000
U/min fiir 30-60 sec abzentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen, fiir 5 min auf
Eis gestellt und nochmals fiir 10 min bei 5000 U/min (Hettrich Rotanda/S Zentrifuge,
Wagner & Munz) zentrifugiert. Der Uberstand mit der zytoplasmatischen Protein-
fraktion wurde verworfen, das Pellet in 300 pl Puffer (25 % Glycerol, 20 mM HEPES,
420 mM NaCl, 1,2 mM MgCl,, 0,2 mM EDTA, 0,5 mM DTT) resuspendiert, 30 min
auf Eis gestellt und anschliefend fiir 1 min bei 4°C mit maximaler Umdrehungszahl
zentrifugiert (Eppendorf Zentrifuge, 5415 R). Der nun gewonnene Uberstand mit der
nukleidren Proteinfraktion wurde abgenommen und eine BCA-Proteinbestimmung

durchgefiihrt (siehe Punkt 2.2.3).
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2.3.5.2 Electrophoretic Mobility Shift Assay

Die aktivierten Transkriptionsfaktoren NF-kB und AP-1 konnen, wie in Kuppat
et al. (1997) beschrieben, im Kern detektiert werden. Fiir die Anlagerung wurden die
Oligonukleotide (Tabelle 2.1) zum Nachweis der Transkriptionsfaktoren erst in einem
1:10 verdiinntem Bindungspuffer (0,04 M Tris, 0,2 M NaCl, 2 mM EDTA, 8 %
Glycerin, 2 ul Ficoll 400, 0,2 mM PMSF, 4 mM DTT) fiir 5 min auf 95°C erhitzt und
dann langsam abgekiihlt. Zur Markierung der Oligonukleotide wurde eine Losung aus
11 pl H,O, 2 ul Phosphorylierungspuffer, 5 pl 32Phosphor—y—ATP, sowie 1 pl PN-
Kinase und 1 pl der Oligonukleotide fiir 1 h bei 37°C inkubiert. Uber eine NUC-Trap-
Saule (Stratagene, Heidelberg) wurde freies 32Phosphor entfernt. Als nichstes wurden

10 pg nukledres Protein mit 2 pl 32

Phosphor-markierten Oligonukleotiden (MWG
Biotech, Ebersberg) 30 min auf Eis inkubiert. Um die spezifische Bindung der
Oligonukleotide zu iiberpriifen, wurden 10 min vor der Inkubation mit den markierten
Oligonukleotiden spezifische und unspezifische kalte, d.h. nicht mit 32Phosphor
markierte Oligonukleotide im Uberschuss zugegeben. Die Auftrennung erfolgte iiber
2 h bei 250 V in einem 6 %igen PAA-Gel (75 % H,0, 45 mM Tris, 45 mM Borséiure,
1 mM EDTA, pH 8,0, 6 % APS und 60 pl TEMED als Katalysator) mit Laufpuffer (45

mM Tris, 45 mM Borsdure, | mM EDTA, in H,O gelost, pH 8,0).

Tabelle 2.1: Oligonukleotidsequenzen

Transkriptionsfaktor Oligonukl eotidsequenz
NF-KB 5’-AGT TGA GGG GAC TTT CCC AGG C-3
-K
5’-GCC TGG GAA AGT CCC CTC AACT-3
AP 5’-CGC TTG ATG AGT CAG CCG GAA-3’

5’-TTC CGG CTG ACT CAT CAA GCG-3’
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2.3.6 Nachweisder INOS- und TNF-a-mRNA

Die Methode der Reversen Transkriptase-Polymerasenkettenreaktion (RT-PCR)
macht es moglich, RNA als Ausgangsmaterial zu verwenden. Dabei wird isolierte
RNA zunidchst mit der reversen Transkriptase in die komplementdire copy DNA

(cDNA) umgeschrieben, die dann als Ausgangsmatrize fiir die Amplifikation dient.

2.3.6.1 RNA-Isolierung

Um vor Kontamination zu schiitzen, wurden die folgenden Schritte an einem
RNAse-freien Arbeitsplatz durchgefiihrt. Zuerst erfolgte die Isolierung der gesamten
RNA aus dem Lungengewebe mit Hilfe eines RNeasy Mini Kit (Quiagen, Hilden).
Dazu wurden die einzelnen Gewebestiicke in 350 pl RLT-Puffer lysiert, homogenisiert
(Omni 2000, Waterbury, USA) und mit 350 pl 70 %igem Ethanol versetzt. Die
Losung wurde auf eine RNeasy-Séule pipettiert und bei > 8000 x g zentrifugiert (5415
R, Eppendorf Zentrifuge). Nun wurden die Sdulen mit 700 pl RW1-Puffer gewaschen,
15 sec bei > 8000 x g zentrifugiert, dann mit je 500 pl RPE-Puffer gewaschen, wieder
fir 15 sec zentrifugiert, noch einmal mit 500 pl RPE-Puffer gewaschen und zuletzt,
um die Sdulenmembran zu trocknen, fiir 2 min zentrifugiert. Um die RNA zu eluieren,
wurden 30 pl RNAse-freies Wasser direkt auf die Membran aufgebracht und 1 min bei
> 8000 x g zentrifugiert. Der RNA-Gehalt des Eluats wurde photometrisch (DU,
Beckmann Photometer) bei 260 nm gemessen. Zuletzt erfolgte eine elektrophoretische
Auftrennung der RNA, um die Qualitéit der Isolierung zu iiberpriifen, wobei sich das

RNA-typische Doppelbandenmuster zeigen sollte.

2.3.6.2 cDNA-Synthese

Zur Synthese der cDNA wurden 2 pg RNA mit RNAse-freiem Wasser auf ein
Volumen von 15,7 pl verdiinnt und dann fiir 3 min bei 75°C in einem Thermocycler

(Perkin Elmer, Cetus Corporation, Norwalk, CT, USA) inkubiert. Nun wurden jeweils
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14,3 pl cDNA-Synthese-Mix, bestehend aus 1,5 uM Oligo-p(dT)s-Primer (Roche
Diagnostics, Mannheim), 0,1 M DTT (Dithioreitol) (Gibco BRL®), 5 x First-Strand-
Buffer (Gibco BRL®), 10 mM dNTP-Mix (Eppendorf, Hamburg), 40 U/ul RNAse-
Inhibitor (Roche Diagnostics, Mannheim) und 200 U/ul reverse Transkriptase des
Maus-Moloney-Leukimievirus (Gibco BRL®) in das ReaktionsgefiB (Biozym
Diagnostik, Hess. Oldendorf) dazupipettiert. Es folgte die Inkubation fiir 1 h im
Thermocycler bei 37°C, 10 min Hitzeinaktivierung bei 95°C und anschlieend die

Abkiihlung auf 4°C. Die Lagerung der cDNA erfolgte bei - 80°C.

2.3.6.3 PCR

In einem PCR-Reaktionsgefdl (Biozym Diagnostik) wurden 3 pl der cDNA mit
jeweils 47 pl des DNA-Synthese-Mixes (5 Ml 10 x PCR-reaction-buffer (Roche
Diagnostics, Mannheim), 1 ul ANTP-Mix (10 mM, Eppendorf), 1 pl von jedem Primer
(sense und antisense), 38,8 pl RNase freies Wasser und 0,2 pl Taqg DNA-Polymerase 1
U/l (Roche Diagnostics, Mannheim)) versetzt und mit einem Tropfen leichten
Mineralol (Sigma, Taufkirchen) bedeckt. Die PCR wurde in einem Thermocycler
(RoboCycler Gradient 40, Stratagene, Heidelberg) durchgefiihrt. Zuerst wurde 1 min
lang bei 95°C pridenaturiert, dann wurde fiir 27 bzw. 30 und 35 Zyklen amplifiziert
(Denaturierung bei 95°C fiir 45 sec, Anlagerung (Annealing) der Primer fiir 45 sec,
Elongation bei 72°C fiir 1 min). Als Negativkontrolle diente RNA anstelle der cDNA.
Die Sequenzen der verwendeten Oligonukleotid-Primer (MWG-Biotech, Ebersberg)
sind in Tabelle 2.2 aufgelistet. Als Haushaltsgen diente [3-Aktin.

2.3.6.4 Detektion der PCR-Produkte

Die Auftrennung der PCR-Produkte erfolgte in 1 %igem Agarose-Gel versetzt
mit 25 Pg/ml Ethidiumbromid in einer Elektrophorese-Kammer (Blue Marine 100,
Serva, Heidelberg) gefiillt mit PCR-Laufpuffer (10 mM Tris, 0,35 % Eisessig, 1| mM
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Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA)). Die PCR-Produkte (4 pl) wurden mit 2 pl
Puffer (6 x Loading Dye, MBI Fermentas) versetzt und aufgetragen. Die Auftrennung
erfolgte iiber 30 min bei 100 V und 70 mA. AnschlieBend wurde das Gel auf einer
UV-Lampe (FluoLink, Bachofer, Reutlingen) mit einem CCD Video Modul (Kaiser)

aufgenommen und iiber BioCapt Software (Version 97.015¢) digitalisiert.

Tabelle2.2:  Oligonukleotidsequenzen, Produktgrofe und Anlagerungstemperatur

der verwendeten Primer

PCR- . . Produktgrofe Anlagerungs-
Sequenz in Sense und Antisense . temperatur
Produkt in Basenpaare in °C

B-Actin Sense
5 —GGA CTC CTA TGT GGG TGA CGA GG-3 370 bp 64°C
Antisense
5’-GGG AGA GCA TAG CCC TCG TAG AT-3’

iNOS Sense
5 —CAC AAG GCC ACATCG GATTTC-3 741 bp 5500
Antisense
5’-TGC ATA CCA CTT CAA CCC AG-3

TNE-q Sense
5 —GTG CCT ATG TCT CAG CCT CT-3 399 bp 53°C
Antisense

5’-GCA AAT CGG CTG ACG GTG TG-3’
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2.3.7 NachweisdesiNOS-Proteins

Der immunhistochemische Nachweis der iNOS im Lungengewebe wurde an in
Paraffin eingebetteten Lungenschnitten vorgenommen. Nach Entparaffinierung der
Schnitte wurde zuerst die endogene Peroxidase blockiert (1 ml 30 %iges Wasserstoff-
peroxid in 60 ml Methanol), dann wurden die Schnitte iiber Nacht bei 4°C in einer
feuchten Kammer mit einem polyklonalen Kaninchen-Anti-Maus-iNOS-Antikorper
(1:500, Dianova, Hamburg) inkubiert. Anschlieend folgte die Detektion der spezi-
fischen Antikorperbindung mittels eines Peroxidase konjugierten Kaninchen-IgG
(1:50, Pharmingen, San Diego, Kalifornien, USA) und die Anfirbung mit 3-Amino-9-
ethylcarbozol (AEC, Sigma) als Substrat. Zum Nachweis von unspezifischen
Bindungen wurden Kontrollanfirbungen entweder ohne 1. Antikorper oder mit

normalem Kaninchenserum (DAKO, Glostrup, Dinemark) durchgefiihrt.

2.3.8 Nachweisvon Nitrotyrosin

Der Nachweis von nitrotyrosiliertem Protein im Lungengewebe erfolgte an in
Paraffin eingebetteten Lungenschnitten. Nach Entparaffinierung der Schnitte und
Blockade der endogenen Peroxidase (siehe Punkt 2.3.7) wurde bei 4°C iiber Nacht in
einer feuchten Kammer mit einem polyklonalen Kaninchen-Anti-Nitrotyrosin-Anti-
korper (1:10, Upstate Biotechnology, Lake Placid, New York, USA) inkubiert. Danach
wurde die spezifische Antikorperbindung mittels eines Peroxidase-konjugierten
Kaninchen-IgG (1:50, Pharmingen) mit nachfolgender Anfirbung mit ACE als
Substrat detektiert. Zum Nachweis von unspezifischen Antikorperbindungen wurden
Kontrollfarbungen entweder ohne 1. Antikérper oder mit normalem Kaninchenserum

(DAKO) durchgefiihrt.
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2.3.9 Densitometrische Auswertung

Zur Auswertung der PCR-Ergebnisse wurde die Software BIO-1D V.96 (Vilber
Lourmat, Marne La Vallée, Frankreich) verwendet. Die Ergebnisse sind als Verhiltnis

zwischen iNOS und [3-Aktin dargestellt.

2.3.10 Statistik

Die Ergebnisse sind als Mittelwert + Standardfehler (SEM) angegeben. Fiir die
statistische Analyse der Unterschiede zwischen den einzelnen Sauerstoffkonzentra-
tionen (21 % Oy; 60 % O,; 100 % O,) wurden die Varianzanalyse nach Kruskall-
Wallis und der Mann-Whitney Rangsummentest verwendet, gefolgt von der Korrektur
nach Bonferroni. Der Vergleich der Daten von WT- und KO-Gruppen erfolgte mittels

Mann-Whitney Rangsummentest. Das Signifikanzniveau lag bei p < 0,05.

41



3 Ergebnisse

3.1 Korpergewicht und Allgemeinzustand der Méuse

Um zu iberpriifen, ob die Exposition mit erhohten Sauerstoffkonzentrationen
einen Einfluss auf das Korpergewicht hat, wurden alle Tiere vor und nach der
jeweiligen Exposition gewogen. Im Durchschnitt lag das Korpergewicht der WT-
Mause, sowie das Korpergewicht der KO-Miuse unter Kontrollbedingungen vor und
nach Exposition (21 % O,: 24 und 72 h; n = 14) bei Werten zwischen 26,1 und 27,3 g
(Tabelle 3.1).

Tabelle 3.1: Korpergewicht der Miuse unter Kontrollbedingungen (21 % O5)

WT KO
Vor Exposition (g) 27,3+£0,8 26,1 £0,5
Nach Exposition (g) 269+ 1,1 27,2+0,5

n = 14 ; Mittelwerte + SEM

Auch die Exposition mit Sauerstoffkonzentrationen von 60 % bzw.100 % ergab nach
24 h keine signifikanten Unterschiede, ebenso wie die Exposition unter 60 % nach
72 h (nicht gezeigt). Deutliche Ergebnisse ergaben sich nach 72 h unter 100 % O..
Wihrend in der Gruppe der KO-Miuse keine Anderung des Korpergewichtes zu
erkennen war (vor Exposition: 25,2 + 0,9 g; nach Exposition: 24,1 + 0,7 g), zeigte sich
bei den WT-Miusen eine signifikante Gewichtsabnahme nach 72 h unter 100 %
Sauerstoffexposition (vor Exposition: 27,8 + 0,9 g; nach Exposition: 23,2 + 0,6 g). Das
Gewicht von WT-Miusen und KO-Mdusen unterschied sich hierbei ebenfalls nicht

signifikant voneinander (Abb. 3.1).

42



40 -
I vor Sauerstoffexposition
35 [ nach Sauerstoffexposition

30 -
25 1
20 A

15 4

Korpergewicht (g)

10 4

WT KO

ADbb. 3.1: Korpergewicht der WT- und KO-Miéuse vor und nach Exposition
mit 100 % Os fiir 72 h (n = 7, Mittelwerte + SEM; #p < 0,05 vs. vor Sauer-

stoffexposition)

Die Beobachtung des Allgemeinzustandes der Tiere ergab vor und nach einer Exposi-
tionszeit von 24 h unter allen drei Sauerstoffkonzentrationen, ebenso wie vor und nach
einer Expositionszeit von 72 h unter Kontrollbedingungen und 60 % O, keine
Auffilligkeiten. Im Einklang mit den Ergebnissen der Messung des Korpergewichts
vor und nach Exposition befanden sich die Mdause, vor allem die WT-Miuse, nach
einer Expositionsdauer von 72 h unter 100 % O, in einem deutlich reduzierten
Allgemeinzustand. Sie zeigten sich lethargisch und reaktionsgemindert, tachy- und

dyspnoeisch, die Augen waren matt und glanzlos, das Fell struppig und ungepflegt.
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3.2 BALF-Parameter

Um zu priifen, ob sich WT- und KO-Miuse bereits unter Kontrollbedingungen
unterscheiden, wurden exemplarisch folgende BALF-Parameter aller Kontrollgruppen
(21 % Oq fiir 24 und 72 h; n = 14) ausgewertet: das Volumen der zuriickgewonnenen
Lavagefliissigkeit (Recovery), die Zellvitalitit sowie die Gesamtzellzahl in der BALF
(Tabelle 3.2).

Tabdle 3.2: BALF-Parameter

WT KO
Recovery (ml) 47+0,3 48+0,1
Vitalitiit (%) 92,9+0,6 91,8+ 1,0
Zellzahl (x 10%ml) 0,18 + 0,02 0,15+ 0,02

n = 14; Mittelwerte + SEM

Die Daten belegen, dass sich unter Kontrollbedingungen bei den WT- und KO-Méusen
dhnliche Ausgangswerte beziiglich der Recovery, der Zellvitalitit und Gesamtzellzahl
in der BALF ergeben und sich somit die einzelnen Ergebnisse unter den jeweiligen

Expositionsbedingungen vergleichen lassen.

3.3 Vitalitit der Zellen

Die Bestimmung der Zellvitalitit mittels Trypanblau-AusschluBBverfahren ergab
fiir die WT-Miuse nach 24 h eine signifikante Senkung der Vitalitdt unter 100 % O,-
Exposition im Vergleich zu 21 % O, und 60 % O,, signifikant auch im Vergleich zur
Gruppe der KO-Miuse. Bei den KO-Miusen war eine deutliche, aber nicht signifi-
kante Anderung der Zellvitalitit nach 24-stiindiger Exposition unter allen drei Sauer-

stoffkonzentrationen nachweisbar. Nach 72 h zeigte sich sowohl bei den WT-Madusen,
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alsauch bei den KO-Miusen eine signifikante Abnahme der Vitalitit unter 100 % Oo-
Exposition, wihrend die Vitalitit unter Normoxie und unter 60 % O, annihernd gleich

blieb (Tabelle 3.3).

Tabelle 3.3: Vitalitit der Zellen (%) in der BALF

WT KO
21 % O, 24 h 92,9 +0,9 91,0+ 1.1
72 h 93,0+ 1,0 93,9 +0,7
60 % O, 24 h 93.1+12 93,6 +0,7
72 h 93,9+ 1,0 93,9+0,8
100% 0, 24h 773+12 #3 85.6+32
72h 775+22% 82,7 +24%

n = 7; Mittelwerte + SEM; #p < 0,05 vs. 21 % Oy; *p < 0,05 vs. 60 % Oy; $p < 0,05 vs. KO
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3.4 Gesamtzellzahl

Um den Einfluss der Hyperoxie auf die Gesamtzellzahl in der BALF zu
untersuchen, wurde diese als Ausdruck einer inflammatorischen Reaktion und einer
erhohten Kapillarpermeabilitit mit Hilfe eines Coulter Counters ermittelt und als
Zellzahl x 10%ml BALF angegeben. Die Ergebnisse der Gesamtzellzahl in der BALF
ergaben nach 24 h Expositionsdauer keinen Anstieg unter 100 % O, im Vergleich zur
Normoxie sowie zu 60 %iger O,-Exposition. Dies gilt sowohl fiir die WT-Gruppe
(21 % Oy: 0,16 £ 0,02 x 10%ml; 60 % Oy: 0,13 % 0,02 x 10%ml; 100 % Oy: 0,19 + 0,02
X 106/m1), als auch fiir die Gruppe der KO-Miuse (21 % O,: 0,14 £ 0,03 x 106/m1; 60
% Oy: 0,14 + 0,02 x 10%ml; 100 % Oy: 0,16 % 0,02 x 10%ml; Abb. 3.2).

0,7 A
0,6 - 1 KO
0,5 4
0,4
0,3 4

0,2 4

Gesamtzellzahl (x 106/ml)

0,1 4

0,0 -
21% 60 % 100 %

Abb. 3.2: Gesamtzellzahl in der BALF der WT- und KO-Méuse unter
Exposition mit 21 % Oz, 60 % Oz und 100 % O, fir 24 h (n = 7;
Mittelwerte + SEM)
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Nach 72 h lieB sich unter 60 %iger Exposition bei den WT-Méiusen mit 0,24 + 0,04 x
10%ml kein signifikanter Anstieg der Gesamtzellzahl im Vergleich zur Normoxie
nachweisen (21 % O, 0,20 = 0,03 x 106/m1). Unter 100 % O, kam es zu einer
signifikanten Zunahme der Gesamtzellzahl (100 % O,: 0,54 + 0,05 x 106/m1). Ahnlich
verhielten sich auch die Ergebnisse in der KO-Gruppe: 21 % O,: 0,16 + 0,02 x 106/m1;
60 % O,: 0,19 = 0,04 x 106/m1; 100 % O,: 0,38 = 0,04 x 10%ml. Der Anstieg der

Gesamtzellzahl in der BALF fiel in der Gruppe der WT-Miuse signifikant hoher aus
als in der KO-Gruppe (Abb. 3.3).

0,5 1
0,4 4
0,3 1

0,2 1

Gesamtzellzahl (x 106/ml)

0,1 1

0,0 -

21% 60 % 100 %

Abb. 3.3: Gesamtzellzahl in der BALF der WT- und KO-Miuse unter
Exposition mit 21 % Oz ,60 % O, und 100 % O, fiir 72 h (n = 7,
Mittelwerte + SEM; #p < 0,05 vs. 21 % Og; *p < 0,05 vs. 60 % O3 ; $p <
0,05 vs. KO)
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3.5 Zdldifferenzierung

Die Zelldifferenzierung in der BALF dient zur Erfassung einer Hyperoxie-
induzierten inflammatorischen Reaktion. Eine Auswertung der Zytoprédparate ergab fiir
die WT-Mause eine signifikante Abnahme der Alveolarmakrophagen zugunsten der
Lymphozytenpopulation unter 60 % O, bzw. 100 % O,nach 24 h. Das Zelldifferential
der KO-Maiuse zeigte nach 24 h in allen drei Sauerstoffkonzentrationen keine
Anderung. Der Anteil der segmentkernigen Granulozyten und der Lymphozyten blieb
in beiden Gruppen unter allen drei Sauerstoffkonzentrationen gering, ebenso lag der
Anteil der eosinophilen Granulozyten am Gesamtdifferential konstant unter 1 %

(Tabelle 3.4).

Tabedlle 3.4: BALF-Zdldifferential nach 24 h

WT (24 h) KO (24 h)

21 % 60 % 100 % 21% 60 % 100 %

AM (%) 97,706 953+12° 0913+11" 945+114 933+16 902+12
Ly (%) 19+04  31+11" 63+09° 38+11 48+ 12 82+14
Sg(®%)  04+02  14+03  19+03°  13+08 1,8+0,7 1,6+0,7

Eos (%) 0,0+0,0 02+0,2 05+0,3 04+04 01+0,2 0,0+0,0

n=7; Mittelwerte + SEM; "p < 0,05 vs. 21 % O,

Nach einer Expositionszeit von drei Tagen kam es sowohl bei den WT-, als auch bei
den KO-Miusen erst unter 100 % Sauerstoff zu einer signifikanten Abnahme des
Anteils der Alveolarmakrophagen verglichen mit den Werten unter Normoxie und
unter 60 % O,. Verbunden damit stiegen unter 100 % O, die Anteile der Lymphozyten

und der segmentkernigen Granulozyten signifikant an. Der Vergleich zwischen WT-
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und KO-Miusen machte auch nach 72 Stunden keine deutliche Anderung in der

Zellzusammensetzung sichtbar (Tabelle 3.5).

Tabelle 3.5: BALF-Zdldifferential nach 72 h

WT (72 h) KO (72 h)

21% 60 % 100 % 21 % 60 % 100 %

AM (%) 988+05 97,7+10 862+18" 990+04 989+05 851+20"
Ly (%) 1,2+0,5 20+10 92+09"  03%02 07+04 100+12"
Seg (%) 0,0+0,0 03+02 46+107 07+02 04+03  49+13"

Eos (%) 00+0,0 00+0,0 00+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 00+0,0

n=7; Mittelwerte+ SEM; “p < 0,05 vs. 21 % O,; *p < 0,05 vs. 60 % O,
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3.6 Gesamtprotein-Konzentration

Zur Beurteilung einer Zell- bzw. Gewebeschadigung im Sinne einer mikro-
vaskuldren Permeabilititsstorung wurde die Gesamtprotein-Konzentration in der
BALF bestimmt. Unter hyperoxischer Exposition lie sich nach 24 h in der WT-
Gruppe im Vergleich zur Normoxie (21 % O,: 60,0 £ 17,9 pg/ml) ein signifikanter
Anstieg der Gesamtprotein-Konzentration induzieren (60 % O,: 142,6 + 15,7 pg/ml;
100 % O: 116,1 + 32,3 pg/ml). In der KO-Gruppe konnte nach 24 h ebenfalls ein
signifikanter Anstieg der Gesamtprotein-Konzentration, verglichen mit normoxischen
Bedingungen, verzeichnet werden (21 % Oy: 96,3 = 11,1 pg/ml; 60 % O,: 114,7 + 37,2
Hg/ml; 100 % O,: 157,2 £ 12,5 pug/ml). Es zeigten sich keine wesentlichen Unter-
schiede im Vergleich von WT- und KO-Méusen (Abb. 3.8).

1400 -
T
1200 4 3 Ko
E 1000 4
(@)]
=
c 800 4
o
o
2 600 1
=
]
(7]
b
O 400 4
#
#
200 -
21 % 60 % 100 %

Abb. 3.8: Gesamtprotein-Konzentration in der BALF unter 21 % O,, 60 %
O, und 100 % O, fiir 24 h (n = 7; Mittelwerte + SEM; #p <0,05vs. 21 %
O2)
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Nach 72 h kam es unter Kontrollbedingungen sowie auch unter 60 %iger Hyperoxie
weder in der WT-Gruppe (21 % O,: 86,4 = 37,3 ug/ml; 60 % O,: 95,5 £ 22,8 pg/ml)
noch in der KO-Gruppe (21 % O,: 157,1 £ 23,7 pg/ml; 60 % O,: 86,0 £ 26,6 pg/ml)

zu einer signifikanten Anderung der Gesamtprotein-Konzentration.
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Abb. 3.9: Gesamtprotein-Konzentration in der BALF unter 21 % O,, 60 %
O, und 100 % O, fiir 72 h (n = 7; Mittelwerte £ SEM; #p <0,05vs.21 %
Oy; *p < 0,05 vs. 60 % O2; *p < 0,05 vs. KO)

Dagegen zeigte sich unter 100 % O, ein starker Anstieg der Gesamtprotein-
Konzentration in beiden Gruppen (WT 100 % O,: 973,8 £ 95,7 ug/ml; KO 100 % O.:

326,8 + 90,4 ug/ml). Dieser Anstieg fiel bei den WT-Mausen signifikant hoher aus als
bei den KO-Miusen (Abb. 3.9).

51



3.7 Laktatdehydrogenase-Aktivitiit

Ein Mal fiir die Schidigung der Zellen in der BALF und fiir eine gesteigerte
Membranpermeabilitit bietet die Messung der LDH-Aktivitidt. Die LDH-Aktivitédt in
der BALF von WT- und KO-Miusen war unter Kontrollbedingungen nach 24 h
nahezu vergleichbar: WT 21 % O, 1,9 £ 0,8 U/min/ml; KO 21 % O, 2,3 + 0,3
U/min/ml. Durch die Exposition mit erhohten Sauerstoffkonzentrationen konnte in der
WT-Gruppe keine wesentliche Anderung der LDH-AKktivitit induziert werden (60 %
O5: 2,2 £ 0,7 U/min/ml; 100 % O5: 2,0 £ 0,3 U/min/ml). Ebenso konnten in der KO-
Gruppe weder unter 60 % O, (60 % O,: 3,2 £ 0,9 U/min/ml) noch unter 100 % O, (100
% Oz 2,9 £ 0,8 U/min/ml) deutliche Unterschiede im Vergleich zur Normoxie
festgestellt werden (Abb. 3.10).
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Abb. 3.10: LDH-AKktivitit in der BALF unter 21 % O,, 60 % O und 100 %
O, fiir 24 h (n = 7; Mittelwerte + SEM)
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Nach 72 h dnderte sich die LDH-Aktivitit in der WT-Gruppe unter 60 % O,-
Exposition mit 1,6 + 0,4 U/min/ml nicht im Vergleich zur Normoxie (21 % O,: 3,1 +
1,0 U/min/ml), wéhrend ihre Aktivitdt unter 100 % O, signifikant auf 41,8 + 10,8
U/min/ml anstieg, signifikant auch im Vergleich zur KO-Gruppe unter 100 % O,.
Demgegeniiber zeigte sich bei den KO-Miusen nach 72 h kein Anstieg der LDH-
Aktivitit (21 % O: 2,3 £ 0,5 U/min/ml; 60 % O,: 6,5 = 1,7 U/min/ml; 100 % O,: 9,6
+ 3,0 U/min/ml) (Abb. 3.11).
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Abb. 3.11: LDH-AKktivitdt in der BALF unter 21 % O», 60 % O, und 100 %
0O, fiir 72 h (n = 7; Mittelwerte + SEM; #p < 0,05 vs. 21 % Oy; *p < 0,05
vs. 60 % Oy *p < 0,05 vs. KO)
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3.8 TNF-a-Konzentration

Zur Erfassung einer Zellreaktion im Sinne einer Entziindung wurde die Konzen-
tration des proinflammatorischen Zytokins TNF-a in der BALF mittels ELISA erfasst.
Nach 24 h Expositionsdauer kam es bei den WT-Miusen unter 100 % O, zu keiner
Zunahme der TNF-a-Konzentration (100 % O,: 47,3 = 7,2 pg/ml) im Vergleich zur
Normoxie (21 % O: 33,3 = 1,7 pg/ml) und zu 60 % O, (60 % O,: 20,5 *+ 2,4 pg/ml). In
der KO-Gruppe bewirkte die Stimulation mit Sauerstoff ebenfalls keine signifikante
Anderung (21 % Oy: 39,0 + 7,2 pg/ml; 60 % O,: 38,4 = 2,5 pg/ml; 100 % O,: 40,3 +
8,6 pg/ml; Abb. 3.12).
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Abb. 3.12: TNF-a-Konzentration in der BALF unter 21 % O,, 60 % O, und
100 % O; fiir 24 h (n = 7; Mittelwerte + SEM; *p < 0,05 vs. 60 % Oo)

Deutlich sind die Ergebnisse nach 72stiindiger Expositionsdauer. Bei den WT-Méusen
ergab sich mit 83,0 £ 9,8 pg/ml unter 100 % O, ein signifikanter Anstieg der TNF-a-

Konzentration im Vergleich zur Kontrollgruppe mit 28,5 * 3,8 pg/ml und 60 %
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Sauerstoff-Exposition mit 29,2 + 2,6 pg/ml. Ebenso war in der Gruppe der KO-Maiuse
eine signifikante Zunahme unter 100 % O, (100 % O3: 54,9 £ 9,0 pg/ml) erkennbar,
wihrend die TNF-a-Konzentration unter 60 % O, (60 % O,: 25,4 + 6,0 pg/ml) und
unter normoxischen Bedingungen (21 % O,: 35,0 + 5,4 pg/ml) annidhernd gleich blieb.

Die Zunahme in der WT-Gruppe fiel dabei signifikant hoher aus als in der KO-Gruppe
(Abb. 3.13).
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Abb. 3.13: TNF-a-Konzentration in der BALF unter 21 % O,, 60 % O, und
100 % O, fiir 72 h (n = 7; Mittelwerte + SEM; #p < 0,05 vs. 21 % Oy; *p <
0,05 vs. 60 % Oy; *p < 0,05 vs. KO)
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3.9 Konzentration der TBARS

Als Ausdruck fiir die Freisetzung von reaktiven Sauerstoff- und Stickstoffmeta-
boliten im Rahmen einer zelluliren Abwehrreaktion wurden als Marker der Lipid-
peroxidation Thiobarbitursidure-reaktive Substanzen (TBARS) in der BALF und im

Lungengewebe bestimmt.

3.9.1 BALF

In der BALF der WT-Gruppe konnten nach 24 h unter 21 % O, und 60 % O,
nur geringe Mengen an TBARS nachgewiesen werden (21 % O;: 4,0 = 4,0 nmol/ml;
60 % 0O, 0,0 £ 0,0 nmol/ml). Unter 100 % O,-Exposition kam es zu einem
signifikanten Anstieg der Konzentration (100 % O,: 82,0 £ 29,0 nmol/ml).
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Abb. 3.14: TBARS-Konzentration in der BALF unter 21 % O,, 60 % O,
und 100 % O, fiir 24 h (n = 7; Mittelwerte + SEM; #p < 0,05 vs. 21 % Oy;
*p < 0,05 vs. 60 % Oo)
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Bel den KO-Miusen zeigte sich mit 89,0 £ 18,0 nmol/ml keine signifikante Zunahme
der TBARS-Konzentration unter 100 % O,. Die Konzentrationen unter Normoxie
(21 % Oy: 35,0 = 14,0 nmol/ml) und unter méBiger Hyperoxie (60 % O,: 31,0 £ 17,0
nmol/ml) waren im Vergleich zur WT- Gruppe bereits leicht erhoht (Abb. 3.14).

Unter Normoxie ergab sich in der WT-Gruppe nach 72 h eine Konzentration von 53,0
+ 27,0 nmol/ml, unter 60 % iger Hyperoxie war eine TBARS-Konzentration von 24,0
+ 19,0 nmol/ml zu verzeichnen. Zu einer Zunahme der TBARS-Konzentration kam es
unter 100 % O, (100 % O,: 146,0 = 62,0 nmol/ml); diese Zunahme war signifikant
verglichen mit der KO-Gruppe. In der KO-Gruppe ergab sich nach 72 h keine

signifikante Anderung der TBARS-Konzentration unter den jeweiligen Oy

Konzentrationen (21 % O,: 26,0 £ 11,0 nmol/ml; 60 % O,: 35,0 £ 26,0 nmol/ml;

100 % O,:52,0 £ 18,0 nmol/ml; Abb. 3.15).
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Abb. 3.15: TBARS-Konzentration in der BALF unter 21 % O,, 60 % O,
und 100 % O fiir 72 h (n = 7; Mittelwerte + SEM; $p < 0,05 vs. KO)
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3.9.2 Lungengewebe

Bel der Analyse der TBARS-Konzentration im Lungengewebe ergaben sich
weder bel den WT- noch bei den KO-Maiusen nach 24 h signifikante Unterschiede. Die
Werte unter normoxischen Bedingungen lagen in der WT-Gruppe bei 36,8 + 2,9
nmol/g Lungengewebe, in der KO-Gruppe bei 20,2 + 7,4 nmol/g Lungengewebe,
unterschieden sich aber nicht signifikant voneinander. Weder unter 60 % O, (60 % O:
34,3 + 3,2 nmol/g Lungengewebe) noch unter 100 % O, (100 % O,: 36,0 £ 6,9 nmol/g
Lungengewebe) ergab sich bei den WT-Miusen eine signifikante Zunahme. In der
Gruppe der KO-Miduse war ein ebenfalls kein signifikanter Anstieg der TBARS-
Konzentrationen unter 60 % O, (60 % O,: 35,2 + 5,3 nmol/g Lungengewebe) und
unter 100 % O, (100 % O,: 35,3 + 5,8 nmol/g Lungengewebe) erkennbar (Abb. 3.16).
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Abb. 3.16: TBARS-Konzentration im Lungengewebe unter 21 % O,, 60 %
O, und 100 % O fiir 24 h (n = 7; Mittelwerte + SEM)
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Die Ergebnisse nach 72 h zeigten in der WT-Gruppe unter 100 % O, mit 52,0 = 4,8
nmol/g Lungengewicht keine signifikante Zunahme der TBARS-Konzentration
verglichen mit den Werten unter Normoxie (21 % O,: 37,2 + 9,6 nmol TBARS/g
Lungengewebe) und der Exposition mit 60 % O, (60 % O, 36,4 + 2,6 nmol/g
Lungengewebe). In der KO-Gruppe lag die Konzentration unter Normoxie bel 22,2 +
4,6 nMol TBARS/g Lungengewebe und unter 60 % O, bei 19,6 £ 56 nmol/g
Lungengewebe. Hier kam es unter 100 %iger Exposition ebenfalls zu keinem
signifikanten Anstieg der TBARS-Konzentration (100 % O, 27,1 + 9,4 nmol/g
Lungengewebe; Abb. 3.17). Dennoch zeigte der Vergleich zwischen den WT- und den
KO-Miusen sowohl unter normoxischen Bedingungen, als auch unter 60 % O, und
100 % O, einen signifikanten Unterschied fiir die gemessenen TBARS-Konzen-

trationen.
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Abb. 3.17: TBARS-Konzentration im Lungengewebe unter 21 % O, 60 %
O, und 100 % O fiir 72 h (n = 7; Mittelwerte + SEM; $p < 0,05 vs. KO)
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3.10 Verhiiltnis von Lungenfeucht- zu Lungentrockengewicht

Als MaB fiir ein interstitielles Odem wurde das Verhiltnis von Lungenfeucht- zu
Lungentrockengewicht (Wet-Dry-Ratio) gravimetrisch ermittelt. Nach 24-stiindiger
Exposition zeigte sich bei den WT-Miusen keine signifikante Anderung der Wet-Dry-
Ratio unter 100 % O, (100 % O,: 4,0 = 0,5) und unter 60 % O, (60 % O,: 3,9 £ 0,2) im
Vergleich zur Normoxie (21 % O,: 4,0 £ 0,1). Auch in der KO-Gruppe ergab sich
nach 24 h kein signifikanter Anstieg der Wet-Dry-Ratio mit 4,1 £+ 0,5 unter 60 % O,

bzw. mit 4,2 + 0,1 unter 100 %iger Oy-Exposition gegeniiber normoxischen

Ratio
N

21% 60 % 100 %

Bedingungen (21 % O,: 4,1 £ 0,2; Abb. 3.18).

Abb. 3.18: Verhiltnis von Lungenfeucht- zu Lungentrockengewicht unter

21 % O, 60 % Oz und 100 % O fiir 24 h (n = 7; Mittelwerte + SEM)

Nach 72 h kam es in der WT-Gruppe mit 3,9 + 0,2 ebenfalls zu keiner Zunahme der
Wet-Dry-Ratio unter 60 % O, im Vergleich zu 21 % O, (21 % O,: 3,3 £ 0,2). Unter
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100 % O, -Exposition (100 % O,: 4,5 + 0,3) ergab sich fiir die WT-Maiuse ein
signifikanter Anstieg der Wet-Dry-Ratio im Vergleich zur Normoxie. Deutliche
Unterschiede waren auch in der Gruppe der KO-Miuse nach 72 h nachzuweisen.
Wihrend das Verhiltnis von Lungenfeucht- zu Lungentrockengewicht unter Norm-

oxie bei 2,5 £ 0,2 lag, stieg es unter 60 % O, auf 4,0 = 0,1 bzw. unter 100 % O, auf
4,7 + 0,4 signifikant an (Abb. 3.19).
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Abb. 3.19: Verhiltnis von Lungenfeucht- zu Lungentrockengewicht unter
21 % Oy, 60 % O2 und 100 % O fiir 72 h (n = 7; Mittelwerte + SEM; #p <
0,05 vs. 21 % Oy)
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3.11 Myeloper oxidase-Aktivitiit

Zur Erfassung einer Granulozyten-Akkumulation in der Lunge wurde die M PO-
Aktivitit im Lungengewebe bestimmt. In der WT-Gruppe zeigte sich nach 24 h unter
60 % keine (60 % O,: 0,33 + 0,10 U/min/g Lungengewebe), unter 100 %iger O,-
Exposition eine signifikante Zunahme der MPO-Aktivitidt (100 % O,: 0,37 + 0,05
U/min/g Lungengewebe) verglichen mit normoxischer Exposition (21 % O,: 0,17 £
0,05 U/min/g Lungengewebe). Bei den KO-Miusen konnte keine signifikante Zunah-
me der MPO-AKktivitit unter hyperoxischer Exposition nachgewiesen werden (21 %
O, 0,25 += 0,09 U/min/g Lungengewebe; 60 % O,: 0,31 + 0,12 U/min/g Lungen-
gewebe; 100 % O,: 0,27 = 0,07 U/min/g Lungengewebe; Abb. 3.20).
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Abb. 3.20: Myeloperoxidase-Aktivitit unter 21 % O, 60 % O, und 100 %
Oy fiir 24 h (n = 7; Mittelwerte + SEM; #p < 0,05 vs. 21 % Oy)
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Nach dreitdagiger Exposition mit Sauerstoff kam es in der WT-Gruppe zu keinem

signifikanten Anstieg der MPO-Aktivitit unter 60 und 100 % O, (60 % O,: 0,31 *
0,09 U/min/g Lungengewebe; 100 % O,: 0,29 + 0,07 U/min/g Lungengewebe). Die
Werte unter Normoxie lagen bei 0,16 + 0,04 U/min/g Lungengewebe.

Die Ergebnisse in der KO-Gruppe ergaben unter Normoxie eine Aktivitit von 0,22 +
0,14 U/min/g Lungengewebe. Unter 60 % O, (60 % O,: 0,26 + 0,07 U/min/g Lungen-
gewebe), sowie unter 100 % O, (100 % O,: 0,33 + 0,11 U/min/g Lungengewebe)
zeigte sich ebenfalls keine signifikante Zunahme der MPO-Aktivitit (Abb. 3.21).
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Abb. 3.21: Myeloperoxidase-Aktivitit unter 21 % O, 60 % O, und 100 %
O, fiir 72 h (n = 7; Mittelwerte £ SEM)
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3.12 Histologie

Um das Ausmal} des hyperoxischen Lungenschadens beurteilen zu konnen,
wurden histologische Gewebeschnitte angefertigt. Die mikroskopische Untersuchung
der Lungenschnitte nach standardisierter Hamatoxylin-Eosin-Farbung ergab sowohl
bei den WT-Miusen, als auch bei den KO-Miusen unter Kontrollbedingungen das
Gesamtbild einer gesunden Lunge. Abb. 3.22 zeigt exemplarisch einen Ausschnitt aus
dem Lungengewebe einer WT- und einer KO-Maus unter normoxischen Bedingungen.
Zu sehen ist das Alveolarnetz der Lungenperipherie mit den diinnen Alveolarsepten
sowie regelrechtes Bronchialepithel. Leukozyten als Anzeichen fiir eine bestehende

Entziindung sind weder bei den WT- noch bei den KO-Mdusen zu erkennen.

Abb. 3.22: Exemplarische Darstellung des Lungengewebes von WT- und
KO-Miusen (n = 7) unter Kontrollbedingungen (21 % O,). Die lichtmikro-

skopischen Aufnahmen (Originalvergrolerung x 400; Himatoxylin-Eosin-
Farbung) zeigen einen Normalbefund. Die Lénge des in den rechten

Bildrand eingeblendeten Balkens entspricht 25 pm.



Die hyperoxische Exposition (60 % und 100 % O,) ergab nach 24 h keine deutlichen,
histologisch erkennbaren Verdnderungen im Lungenparenchym, weder in der Gruppe
der WT-Miuse noch bei den KO-Maiusen (nicht gezeigt). Auch nach 72 h unter
60 % O, war allenfalls eine geringfiigige Verdickung der Alveolarsepten im Lungen-
gewebe der WT-, wie auch im Lungengewebe der KO-Miuse zu erkennen (nicht
gezeigt). Nach 72 h und 100 % O, zeigte sich dann ein ausgepridgter Lungenschaden,
sowohl bei den WT-Mdusen, als auch bei den KO-Miusen. Es kam zur Ausbildung
eines interstitiellen Odems, in Abb. 3.23 zu erkennen als deutliche Verbreiterung der
Alveolarsepten und des Brochchialwandepithels, zu einer verstirkten Bildung von
Atelektasen, sowie zu einem vermehrten Influx von Entziindungszellen interstitiell und
auch alveoldr. Hyaline Membranen sind zu diesem Zeitpunkt noch nicht nachweisbar.
Das Ausmall des hyperoxischen Lungenschadens zeigt nach 72 h in der Histologie

noch keine wesentlichen Unterschiede im Vergleich von WT- und KO-Méusen.

Abb. 3.23. Exemplarische Darstellung des Lungengewebes von WT- und
KO-Miusen (n = 7) unter 100 % O fiir 72 h. Das histologische Préparat

(Originalvergroerung x 400; Hidmatoxylin-Eosin-Firbung) zeigt deutlich
O0dematOs aufgequollene Alveolarsepten ( — ), eine verstirkte Atelektasen-
bildung ( —» ), sowie eine Extravasation von Entziindungszellen. Hyaline
Membranen sind zu diesem Zeitpunkt noch nicht nachweisbar. Die Linge

des in den rechten Bildrand eingeblendeten Balkens entspricht 25 pm.
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3.13 Aktivierung der Transkriptionsfaktoren

Der Nachweis der Aktivierung der Transkriptionsfaktoren NF-kB und AP-1
erfolgte mittels EMSA-Analysen in Kooperation mit Herrn Dr. Kupatt von der

Medizinischen Klinik I im Klinikum der Universitit Miinchen-GroBhadern.

3.13.1 NF-xB

Unter Kontrollbedingungen, sowie unter hyperoxischer Exposition war sowohl
bei den WT-Madusen, als auch bei den KO-Miéusen nach 24 h allenfalls eine
geringfiigige NF-KB-Bindungsaktivitit im Kern nachweisbar (nicht gezeigt). Auch
nach 72 h war unter Kontrollbedingungen bei den WT-Mdusen, wie auch bei den KO-
Miusen nur wenig Bindungsaktivitit von NF-kB zu erkennen. In Anwesenheit von
erhohten Sauerstoffkonzentrationen kam es nach einer Expositionszeit von 72 h zu
einer deutlichen Zunahme der NF-kB-Aktivitit, die bei den WT-Maiusen stiarker

ausgepragt war als bei den KO-Miusen (Abb. 3.24).

Abb. 3.24: NF-kB: EMSA einer WT- (a) und KO-Maus (b) unter 21 %
O, (Banden 1 und 4), 60 % O, (Banden 2 und 5) und 100 % O, (Banden
3und6) nach 72 h
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3.13.2 AP-1

Die Bindungsaktivitit des Transkriptionsfaktors AP-1 ergab bei den WT- und
KO-Miusen nach 24 h unter hyperoxischer Exposition nur eine leichte Zunahme im
Vergleich zu normoxischen Bedingungen (nicht gezeigt). AP-1 war nach 72 h eben-
falls in beiden Gruppen unter Normoxie nur schwach aktiviert. Unter Hyperoxie, vor
allem unter 100 % O, kam es zu einem deutlichen Anstieg der Bindungsaktivitiit von
AP-1, welcher in der Gruppe der WT-Mduse etwas stirker ausfiel als in der Gruppe

der KO-Miuse (Abb. 3.25).

.g’ﬂz'v

1 2 3 4 5 6

Abb. 3.25: AP-1: EMSA einer WT- (a) und KO-Maus (b) unter 21 % O,
(Banden 1 und 4), 60 % O, (Banden 2 und 5) und 100 % O, (Banden 3
und 6) nach 72 h
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3.14 iNOS und TNF-a-mRNA-Expression

3.14.1 Haushaltsgen p-Aktin

Zunichst wurde tiberpriift, ob der Isolierungsprozess der Gesamt-RNA ohne
deren Degradierung erfolgt war. Die typischen Doppelbanden in der Gelelektrophorese
der RNA belegen dies (Abb. 3.26 a).

Um zu kontrollieren, ob fiir alle Proben jeweils die gleiche Menge an RNA eingesetzt
wurde, dient der Nachweis der Expression eines Haushaltsgens. Haushaltsgene sind
Gene, die zur Aufrechterhaltung der basalen Funktionen einer Zelle im Allgemeinen
mit gleichbleibender Geschwindigkeit transkribiert werden. Man bezeichnet dies auch
als konstitutive Transkription. Die Transkription von regulierten Genen kann im
Gegensatz dazu um GroBenordnungen variieren. In unserem Fall wurde [3-Aktin als
Haushaltsgen verwendet. Abb. 3.26 b zeigt exemplarisch das Gel der RT-PCR einer
Gruppe unter 100 % O,-Exposition. Nach 27 Zyklen war kein Einfluss der Hyperoxie

zu erkennen, die 3-Aktin-Expression kann daher als interne Kontrolle dienen.

a Gesamt-RNA 38 —R—F % —§

b B-Aktin

Abb. 3.26: Elektrophorese der Gesamt-RNA (a) und RT-PCR des Haus-
haltsgens (3-Aktin (b) am Beispiel einer Gruppe unter 100 % O,-Exposition
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3.14.2iINOS-mRNA-Expression

Die Exposition unter 100 % O, ergab bei den WT-Méiusen nach 24 h eine
deutlich stirkere iINOS-mRNA-Expression im Vergleich zur 60 % Oy Exposition
(Abb. 3.27 a). Auch nach 72 h zeigte sich eine deutlich erhohte iNOS-mRNA-
Expression unter 100 % O, gegeniiber der Exposition mit 60 % O, (Abb. 3.27 c).
Unter normoxischen Bedingungen war die iNOS bei den WT-Méusen nicht
exprimiert. In den Gruppen der KO-Miuse war weder nach 24 h noch nach 72 h eine

iINOS-mRNA-Expression zu erkennen (Abb. 3.27 b und d).

a WT24h
b KO24h
c WT72h
d KO72h

Abb. 3.27. Expression der INOS-mRNA nach 35 Zyklen. Banden 1 - 3:
21 % O,; Banden 4 - 6: 60 % O,; Banden 7 - 9: 100 % O,



Die Ergebnisse der densitometrischen Auswertung sind als Verhiltnis zwischen iNOS
und (-Aktin dargestellt (Abb. 3.28). Die RT-PCR (30 Zyklen) zeigt in allen Kontroll-
gruppen keine iNOS-Expression. Nach 24 h zeigt sich unter 60 % O, eine signifikante
Expression des iNOS-Gens (60 % O,: 0,91 + 0,15), die unter 100 % O, (100 %
0,:1,07 £ 0,12) noch zunimmt. Die Exposition unter erhohten Sauerstoffkonzen-
trationen ergab nach 72 h einen signifikant stirkeren Anstieg unter 100 % O, (100 %
O,: 1,18 £ 0,13) im Vergleich zur Exposition mit 60 % O, (60 % O,: 0,84 +0,12).

1,4 1 #
H 24 h
1,2 - C—72h
1,0 4

0,8 -

0,6 -

iINOS/B-Aktin

0,4 -

0,2 -

0,0
21% 60 % 100 %

Abb. 3.28: Densitometrische Analyse der RT-PCR Ergebnisse des iINOS-

Gens nach 30 Zyklen (n = 7; Mittelwerte + SEM; *p < 0,05 vs. 21 % Oy; p
<0,05vs. 60 % O5)
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3.14.3 TNF-a-mRNA-EXxpression

Die TNF-a-mRNA war schon unter Normoxie bei den WT- wie auch bei den
KO-Miusen exprimiert. In der WT-Gruppe zeigte sich nach 24stiindiger Sauerstoff-
Exposition unter Hyperoxie eine leicht vermehrte TNF-a-mRNA-Expression (Abb.
3.29 a). Bei den KO-Tieren kam es nach 24 h 100 % O, zu einer stirkeren TNF-a-
mRNA-Expression im Vergleich zur Normoxie und der 60 %igen Stimulation (Abb.
3.29 b). Auch nach 72 h war bei den WT-Mdusen ein Anstieg der mRNA-Expression
des TNF-a-Gens unter hyperoxischer Exposition nachzuweisen (Abb. 3.29 c). In der
KO-Gruppe war ebenfalls unter 60 % O,, sowie auch unter 100 % O, eine etwas
stairkere TNF-0-mRNA-Expression erkennbar, verglichen mit normoxischen Bedin-

gungen (Abb. 3.29 d).

a WT24h
b KO24h
c WT72h
d KO72h

Abb. 3.29: Expression der TNF-a-mRNA nach 35 Zyklen. Banden 1 - 3:
21 % O,; Banden 4 - 6: 60 % O,; Banden 7 - 9: 100 % O,



Die densitometrische Analyse der RT-PCR des TNF-a-Gens (30 Zyklen) ergab nach
24stiindiger Expositionsdauer in der WT-Gruppe keinen signifikanten Anstieg der
Expression nach méBiger (60 % O,: 0,99 + 0,07) und starker hyperoxischer Exposition
(100 % Oy: 1,09 £ 0,11) im Vergleich zur Normoxie (21 % O,: 0,89 * 0,03). Auch in
der Gruppe der KO-Miuse zeigte sich keine signifikante Zunahme der Expression mit

zunehmender Sauerstoffkonzentration (21 % O,: 0,93 = 0,22; 60 % O,: 0,83 £ 0,21;
100 % O5: 1,10 = 0,06; Abb. 3.30).

1,6 -
1,4 -
1,2 -
1,0 -

0,8 -

TNF-a/B-Aktin

0,6 -

04

0,2 -

0,0
21 % 60 % 100 %

Abb. 3.30: Densitometrische Auswertung der RT-PCR des TNF-a-Gens
nach 24 h nach 30 Zyklen (n = 7; Mittelwerte + SEM)
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Nach 72stiindiger Exposition war ebenfalls weder in der WT-Gruppe (21 % O,: 0,923
+ 0,18; 60 % Oy 0,94 £ 0,14; 100 % O,: 1,04 =+ 0,08), noch in der KO-Gruppe
(21 % O4: 1,02 £ 0,12; 60 % O4: 1,04 £ 0,08; 100 % O,: 1,06 + 0,12) eine signifikante
Zunahme der TNF-a-mRNA-Expression unter hyperoxischer Exposition zu verzeich-

nen (Abb. 3.31).

1,6

W
1,4 - 3 ko

1,2 -
1,0 -

0,8 -

TNF-a/B-Aktin

0,6 -

04

0,2 -

0,0
21 % 60 % 100 %

Abb. 3.31: Densitometrische Auswertung der RT-PCR des TNF-a-Gens
nach 72 h nach 30 Zyklen (n = 7; Mittelwerte + SEM)
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3.15 NachweisdesiNOS-Protens

Die Expression des nativen iNOS-Proteins konnte mittels eines immunhistoche-
mischen Assays nachgewiesen werden. Dabei zeigt sich eine INOS-Proteinexpression

anhand der braunroten Farbe im Zytoplasma der Zellen.

Abb. 3.32: Exemplarische Darstellung einer immunhistochemischen Anfir-

bung des nativen iNOS-Proteins im Lungengewebe von WT- und KO-
Miusen (n = 7) unter 100 % O- fiir 72 h. Die histologische Abbildung
(Originalvergroerung x 400, Hidmatoxylin-Eosin-Farbung) zeigt deutlich
die braunrote intrazelluldre Anfirbung des iNOS-Proteins im Lungen-
gewebe der WT-Maus. Die Linge des im rechten Bildrand eingeblendeten
Balkens entspricht 25 pm.

Im Einklang mit den Ergebnissen der RT-PCR war in der Gruppe der WT-Miuse unter
Kontrollbedingungen nach 24 h bzw. nach 72 h keine iNOS-Expression zu erkennen
(nicht gezeigt). Ebenso zeigte sich unter 60 % O,-Exposition nach 24 h, sowie auch
nach 72 h allenfalls vereinzelt natives iNOS-Protein im Lungengewebe der WT-Miuse
(nicht gezeigt). Nach 24 h 100 % O, ergab sich eine leichte (nicht gezeigt), nach 72 h

100 % O eine deutliche intrazelluldre Anfarbung, sowohl im Bronchialepithel, als
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auch in Alveolarmakrophagen, Endothel- und Alveolarepithelzellen. In der Gruppe der
KO-Miuse war unter keiner der untersuchten Bedingungen eine iNOS-Protein-

Anfirbung nachweisbar (Abb. 3.32).

3.16 NO-Konzentration in der BALF

Die Bestimmung der NO-Konzentration in der BALF mittels der Griess-
Reaktion ergab sowohl fiir die Gruppen der WT-Mduse, als auch fiir die Gruppen der
KO-Maiuse keine nachweisbaren Konzentrationen, weder nach 24 h noch nach 72 h,

weder unter Normoxie noch unter Hyperoxie.

3.17 Nachweisvon Nitrotyrosin

Durch die Detektion von Nitrotyrosin kann eine NO-Produktion indirekt immun-
histochemisch in feingeweblichen Lungenschnitten nachgewiesen werden. Analog zu
den Ergebnissen der iNOS-Protein-Anfiarbung war bei den WT-Mdiusen fiir die
jeweilige Expositionsdauer von 24 bzw. 72 h unter Kontrollbedingungen, sowie unter
60 % O, keine oder allenfalls eine geringe intrazelluldre Anfirbung von Nitrotyrosin
zu erkennen (nicht gezeigt). Unter 100 % O, konnte nach 24 h (nicht gezeigt), und
noch deutlicher nach 72 h eine Nitrotyrosinbildung nachgewiesen werden, diese war
erkennbar als bridunliche Anfiarbung im Zytoplasma von Bronchialepithel, Alveolar-
makrophagen, Endothelzellen sowie von Pneumozyten (Abb. 3.33). Im Lungengewebe
der KO-Miuse zeigte sich unter Kontrollbedingungen keine Nitrotyrosinanfirbung
(nicht gezeigt). Unter hyperoxischer Exposition war eine im Vergleich zu den WT-
Maiusen deutlich geringere Nitrotyrosinbildung zu verzeichnen. Diese Nitrotyrosin-
bildung konnte auf die Produktion durch die konstitutiven Isoformen der iNOS

zuriickzufiihren sein.

75



Abb. 3.33: Exemplarische Darstellung der immunhistochemischen Anfar-

bung von Nitrotyrosin im Lungengewebe von WT- und KO-Méusen (n = 7)
unter 100 % O3 fiir 72 h. Die lichtmikroskopische Abbildung (Originalver-
groBBerung x 400, Himatoxylin-Eosin-Féirbung) ldsst deutlich die briunliche
intrazelluldre Anfdrbung des Nitrotyrosins im Prdparat der WT-Maus
erkennen. Im Gewebe der KO-Maus zeigt sich eine schwichere Nitrotyro-
sinanfirbung intrazelluldr. Die Ldnge des im rechten Bildrand eingeblen-

deten Balkens entspricht 25 pm.
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4 Diskussion

4.1 Einleitung

Die Langzeitapplikation hoher Sauerstoffkonzentrationen unter intensivmedizini-
schen Bedingungen, z.B. bei Patienten mit Pneumonie, Lungenddem, Atelektasen,
ARDS (adult respiratory distress syndrome) oder COPD (chronic obstructive pulmo-
nary disease) stellt die Basis der nicht-medikamentdsen Therapie einer chronisch
respiratorischen Insuffizienz dar. Ziel der Sauerstofftherapie sollte es sein, einen
arteriellen Sauerstoffpartialdruck (PaO,) > 60 mmHg zu gewihrleisten. Sowohl in der
Nocturnal-Oxygen-Therapie-Trial (NOTT)-Studie (1980), als auch in der Medical-
Research-Council (MRC)-Studie (1981) konnte eine Verbesserung der Uberlebensrate
von Patienten mit COPD durch eine chronische Sauerstoffgabe nachgewiesen werden
(Koehler et al., 2001).

Auch fiir pulmonal gesunde Patienten gibt es die Moglichkeit, von einer Beatmung mit
erhohten Sauerstoffkonzentrationen zu profitieren, so z. B. fiir Patienten mit intra-
operativem Blutverlust. Durch Gabe von kolloiden und kristalloiden Plasmaersatz-
16sungen entsteht eine Hamodilution, dabei kann der Himoglobingehalt des Blutes auf
Werte um 6 - 8 g/dl sinken. Normalerweise wird bei diesen Himoglobinkonzentra-
tionen Fremdblut transfundiert. Studien von Habler und MeBmer ergaben, dass unter
Beatmung mit reinem Sauerstoff die Himodilution unter diesen Grenzwert fortgesetzt
werden kann, ohne dass Schidden durch Gewebehypoxie oder Organdysfunktionen
auftreten. So konnte es durch die Kombination von hyperoxischer Beatmung und
Héamodilution moglich werden, Bluttransfusionen zu verzogern bzw. ginzlich zu
vermeiden, bis eine chirurgische Blutstillung gewdhrleistet ist (Habler und MeBmer,
1998; Habler et al., 1998).

Die verschiedenen Indikationen der kiinstlichen Hyperoxie werden in Zukunft noch
weiter zunehmen, auch wenn dies leider nicht ohne Risiko fiir den Patienten ist. Denn
die kontinuierliche Sauerstoffapplikation kann zu einer akuten Lungenschiddigung
fithren, die innerhalb weniger Tage auftritt.

Die Pathophysiologie der Sauerstofftoxizitit ist zuriickzufiihren auf verschiedenste

Mechanismen und beinhaltet eine verstirkte Rekrutierung und Aktivierung von

7



Leukozyten und Makrophagen, eine gesteigerte Zytokinfreisetzung, eine vermehrte
GefaBreagibilitit und Gefdlpermeabilitit, sowie DNA-Schiddigungen. Ursdchlich
hierfiir ist vermutlich eine exzessiv gesteigerte Bildung freier Sauerstoffradikale
(ROS) wie Superoxidanionen und Hydroxylradikalen (Capellier et al., 1999; Chabot et
al., 1998; Klein, 1990).

Zusitzlich gibt es diverse Hinweise darauf, dass unter hohen Sauerstoff-
konzentrationen die cNOS-, sowie besonders die iNOS-Aktivitit und damit konsekutiv
die NO-Produktion gesteigert sind (Arkovitz et al., 1997; Cucchiaro et al., 1999;
Kobayashi et al., 2001; Pepperl et al., 2001). Eine vermehrte Freisetzung von NO
wirkt einerseits schddigend durch Bildung der zytotoxischen Substanz Peroxinitrit
(Hashida et al., 2000; Kooy et al., 1995), andererseits auch protektiv auf das
Lungengewebe iiber eine antioxidative Wirkung durch Bindung von ROS (Gutierrez et
al., 1996; Jun et al., 1994). Garat und Mitarbeiter konnten durch eine inhalative
Applikation unterschiedlicher NO-Konzentrationen (10 - 100 ppm) zeigen, dass der
protektive Effekt von NO konzentrationsabhidngig stattfindet. Hohe NO-
Konzentrationen (100 ppm) haben zusitzlich toxische Effekte, da vermutlich
Peroxinitrit im Uberschuss gebildet wird (Garat et al., 1997 a). Der komplexe
Zusammenhang zwischen der iNOS-Induktion und dem hyperoxischen Lungen-
schaden ist noch immer nicht eindeutig geklrt.

Es ist bekannt, dass unter hyperoxischen Bedingungen diverse Zytokine, u.a. TNF-q,
gebildet und von unterschiedlichsten Zellen wie Epithel- und Endothelzellen,
Granulozyten oder Alveolarmakrophagen, freigesetzt werden (Geiser, 1999; Menard
et al., 1993; Zabel, 1996). Beteiligt an der Genexpression von Zytokinen und der
INOS unter Hyperoxie sind zahlreiche Transkriptionsfaktoren. Hierzu gehoren der
Nuklear-Faktor-k B (NF-kB) und das Aktivator-Protein-1 (AP-1) (Christman et al.,
2000; Rahman und MacNee, 1998; Young und Gwang, 2003). Diese redoxsensitiven
Transkriptionsfaktoren werden iiber intrazelluldr gebildete reaktive Sauerstoffspezies
(ROS) aktiviert (Pepperl et al., 2001). Eine mogliche Wechselwirkung zwischen NO
und freigesetztem TNF-o wird noch kontrovers diskutiert (Beck et al., 1999; Sass et
al., 2001; Abb. 4.1).

Die vorliegende Arbeit befasst sich mit dem Einfluss einer unter Hyperoxie

induzierten iINOS-Expression und NO-Produktion auf die daraus resultierende akute
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inflammatorische Reaktion und Lungenschiddigung in vivo. Zusitzlich sollte deren
Einfluss auf die Aktivierung der redoxsensitiven Transkriptionsfaktoren NF-KB und

AP-1 untersucht werden.

-
h g

Abb. 4.1: Induktion der TNF-a- und iNOS-Expression bzw. NO-Produktion
unter Hyperoxie durch intrazelluldre ROS iiber Aktivierung der redoxsensi-

tiven Transkriptionsfaktoren NF-KB und AP-1

4.2 Modell der INOS-defizienten Maus

Um die Bedeutung der induzierbaren Stickstoffmonoxid-Synthase fiir die Patho-
genese des akuten hyperoxischen Lungenschadens zu untersuchen, wurde auf das
Modell der iNOS-defizienten Maus zuriickgegriffen. Das hierbei verwendete Modell
bot gegeniiber anderen Tierspezies und in vitro-Modellen mehrere Vorteile.

Frithere Studien aus unserer Arbeitsgruppe konnten zeigen, dass zwischen Ratten und
Hamstern Speziesunterschiede beziiglich der iNOS-Expression und NO-Produktion

bestehen. So sind Hamster-AM im Gegensatz zu Ratten-AM nicht in der Lage, unter
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addquater Stimulation mit LPS, IFN-yund TNF-a die iNOS zu induzieren und NO
freizusetzen (Dorger et al., 1997; Jesch et al., 1997 und 1998). Der Nachteil eines in
vivo-Vergleichs zwischen Ratten und Hamstern unter hyperoxischer Exposition
besteht darin, dass die beobachteten Ergebnisse nicht nur auf die fehlende iNOS-
Expression der Hamster zuriickgefiihrt werden konnten, sondern moglicherweise auch
Speziesunterschiede in der antioxidativen Kapazitit eine Rolle spielen (Carter und
Driscoll, 2001).

Eine weitere Methode zur Untersuchung der Hyperoxie-induzierten inflammatori-
schen Reaktion ist die Verwendung von NOS-Inhibitoren. Dabei konnen unselektive
von selektiven Inhibitoren unterschieden werden (Jorens €t al., 1995; Kerwin et al.,
1995). Guanidin-substituierte Arginin-Analoga blockieren unselektiv die Aktivitdt der
induzierbaren NO-Synthase, wie auch die der konstitutiven Isoformen. In vivo-Studien
zur genaueren Untersuchung des Zusammenhangs zwischen dem hyperoxischen
Lungenschaden und einer iNOS-Expression an Ratten zeigten z.B., dass es nach
Applikation von L-NAME (NG—Nitro—L—argininmethylester) zu einer Verstirkung der
hyperoxischen Lungenschidigung kommt, im Sinne einer erhohten vaskuldren
Permeabilitit und einer Verkiirzung der Uberlebenszeit (Capellier et al., 1996).
Arkovitz und Mitarbeiter wiesen in einem Maus-Modell ebenfalls nach Gabe von L-
NAME eine erhohte Mortalitidt unter hyperoxischer Exposition nach (Arkovitz et al.,
1997). Da es sich bei L-NAME um einen unspezifischen Inhibitor der NO-Synthasen
handelt, konnen jedoch keine Riickschliisse daraus gezogen werden, ob nur die
Hemmung der iNOS fiir die beobachteten Verdnderungen verantwortlich gemacht
werden kann. In den letzten Jahren ist es gelungen, relativ selektive iNOS-Inhibitoren
zu entwickeln. Doch auch die Ergebnisse unter Verwendung von selektiven iNOS-
Inhibitoren wie NIL (NG—Iminoethyl—l—lysin) liefern noch keine eindeutigen Beweise
fiir eine spezifische Bedeutung der iNOS am Hyperoxie-induzierten Lungenschaden
(Hierholzer et al., 1998). So konnen durch ihre Bindung an das katalytische Ham-
Zentrum des Enzyms ein Einfluss auf andere NO-Synthase-Isoformen oder weitere
unspezifische Effekte durch eine Interaktion mit anderen eisen- oder kupferhaltigen
Enzymen nicht génzlich ausgeschlossen werden. Auch Unterschiede in der Biover-

fiigbarkeit spielen bei Applikation von NOS-Inhibitoren eine Rolle. Die Applikation
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miisste systemisch erfolgen, wobei nicht eindeutig geklirt ist, ob der Inhibitor auch
sein Zielorgan, in unserem Fall die Lunge, wirklich erreicht und dort aktiv ist.

Rothe und Mitarbeiter beschreiben eine Methode zur Gewinnung von murinen iNOS-
defizienten Makrophagen (Rothe €t al., 1996). Dieser Ansatz einer spezifischen iNOS-
Inhibition mittels der Antisense-Technik erlaubt zwar eine genauere Analyse der
Regulation der AM und ihrer Abwehrfunktionen, doch kénnen hiermit in vitro weder
Auswirkungen auf einzelne Organe noch auf den gesamten Organismus untersucht
werden.

Das Modell der iNOS-defizienten Maus bietet die Moglichkeit, selektiv nur das iNOS-
Gen auszuschalten und somit die Folgen einer Exposition unter erhohten Sauerstoff-
konzentrationen beziiglich einer inflammatorischen Reaktion und einer akuten
Lungenschidigung in vivo genauer zu analysieren. Knockout-Miuse, die aufgrund
blockierter Allele nicht in der Lage sind, die iNOS zu exprimieren, wiesen gegeniiber
Kontrolltieren nach einer Infektion mit Mykobakterien ein deutlich beschleunigtes
Bakterienwachstum, ein vermehrtes Auftreten von nekrotisierenden Granulomen im
Lungengewebe, sowie eine erhohte Sterberate auf (MacMicking et al., 1997). INOS-
defiziente Mdéuse haben eine vermehrte Empfindlichkeit gegeniiber viralen und
bakteriellen Pathogenen (MacMicking et al., 1997), zudem ein deutlich erhohtes
Risiko beziiglich einer Tumorentstehung, sowie eine bedeutende Resistenz gegeniiber
einer Sepsis-induzierten Hypotension (Mashimo und Goyal, 1999). Phinotypisch
weisen iINOS-defiziente Miuse (C57BL/6 x 129/SvEv) im Vergleich zu Wildtyp-
Maiusen keine Unterschiede beziiglich Gewicht, sowie Blut- und Serumwerten auf,
auch die histologische Begutachtung diverser Organe ergab keine besonderen
Auffilligkeiten (MacMicking et al., 1995). Diese Untersuchungen bedeuten, dass das
iINOS-Gen fiir die Entwicklung und Fortpflanzung entbehrlich ist. Nach einer Studie
von Thrig und Mitarbeitern weisen iNOS-KO-Miuse jedoch spontan einen signifikant
erhohten systolischen Blutdruck und Serum-Cholesterin-Spiegel auf und haben in
Folge eine signifikant erhohte Inzidenz fiir das Auftreten atherosklerotischer Plaques
(Thrig et al., 2001).

Die exemplarische Auswertung einiger BALF-Parameter (Zellvitalitit, Gesamtzell-
zahl, Recovery) unter Kontrollbedingungen belegt, dass sich in unserem Versuchs-

modell die Daten von WT- und KO-Miusen unter Normoxie vergleichen lassen. Eine
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pulmonale Infektion der Tiere konnte iiber eine unauffillige Anzahl an neutrophilen
Granulozyten und Lymphozyten in der BALF, sowie iiber unauffillige histologische
Schnitte der Lungengewebe unter Kontrollbedingungen weitgehend ausgeschlossen
werden. Die beobachteten Verdnderungen unter hyperoxischer Exposition kdnnen

folglich auf eine iNOS-Defizienz zuriickgefiihrt werden.

4.3 Versuchsaufbau und -durchfiihrung

Die Exposition der iINOS-KO- und WT-Miuse erfolgte in einer in der
Hauswerkstatt unseres Instituts hergestellten, luftdicht abgeschlossenen Plexiglas-
kammer (siehe Abb. 2.1). Mit einem Mal3 von 27 x 27 x 20 cm® bot sie Raum fiir eine
Versuchsgruppe von sieben Mdiusen. In der Literatur sind zur Durchfithrung einer
hyperoxischen Exposition in vivo dhnliche Varianten dieses Versuchsaufbaus
beschrieben (Deneke et al., 1978; Horinouchi et al., 1996; Jones et al., 1984;
Kleeberger €t al., 2001; Steudel et al., 2000).

Um konstante Bedingungen in der Kammer zu garantieren, wurden in einem 12 h-
Rhythmus die Temperatur, die Luftfeuchtigkeit, sowie der Luftdruck in der Kammer
kontrolliert. Die gemessenen Werte fiir die Temperatur (24°C % 1,5) entsprechen den
in der Literatur angegebenen Daten (Jones et al., 1984; Kleeberger et al., 2001;
Steudel et al., 2000). Das einstromende Luftgemisch wurde iiber ein Wasserreservoir
angefeuchtet und anschlieend in die Kammer geleitet, um eine Luftfeuchtigkeit von
73 % + 13 zu garantieren. Der Gesamtluftdruck in Miinchen liegt bei etwa 730 mmHg
und entspricht annidhernd dem in der Kammer gemessenen Druck von 947 mbar + 5 (=
711 mmHg). Mit einem eingestellten Volumenfluss von 6 1/min ergab sich in der
Kammer bei einem Kammervolumen von ca. 14,6 1 ein durchschnittlicher Gesamt-
gasaustausch von 25x/h mit dem Ziel, die CO,-Konzentration unter 1 % zu halten.

Eine groe Bedeutung hat auch das Alter der exponierten Tiere. Wihrend ausge-
wachsene Meerschweinchen mit 3,9 Tagen und Ratten mit maximal 2,8 Tagen relativ
sensitiv gegeniiber Sauerstoff reagieren, betriigt die Uberlebenszeit bei Hamstern unter
erhohten Sauerstoffkonzentrationen bis zu 5,3 Tage (Frank et al., 1978). Clerch und

Massaro konnten in einem Experiment an Ratten demonstrieren, dass antioxidative
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Abwehrmechanismen unter hyperoxischen Bedingungen altersabhingig aktiviert
werden (Clerch und Massaro, 1993). So zeigten jiingere Ratten mit einem geringeren
Korpergewicht eine erhohte Toleranz gegeniiber einer Hyperoxie von > 95 % O,.
Erwachsene Miuse iiberleben eine > 95 %ige Hyperoxie bis 3,6 Tage, wohingegen
neonatale Méuse erst nach 5 Tagen erste Anzeichen einer oxidativen Schidigung der
Lunge aufweisen (Johnston €t al., 1997). Mit einem Alter von 12 - 16 Wochen werden
die in unserem Modell verwendeten Miuse zu den erwachsenen Miusen gezihlt.

Um die zeitliche Dynamik der hyperoxischen Lungenschiddigung besser analysieren zu
konnen, wurden fiir unsere Versuchsdurchfithrung Expositionszeiten von 24 und 72 h
gewdhlt. Alle Versuchstiere iiberlebten eine Expositionsdauer von 72 h.

Grundsitzlich lédsst sich fiir das Beatmungsregime von respiratorisch insuffizienten
Patienten festhalten, dass die Zufuhr von reinem Sauerstoff iiber maximal 24 h
wahrscheinlich unschidlich fiir die Lungen ist. Konzentrationen iiber 50 % O, sind
potentiell toxisch, wihrend Konzentrationen bis 40 % vermutlich auch bei ldngerer
Anwendung als nicht toxisch gelten (Carvalho et al., 1998). Im Hinblick auf diese
Zahlenangaben wurden in unserer Studie drei verschiedene Sauerstoffkonzentrationen
festgelegt: 21 % O, als Kontrollgruppe, 60 % O, als Schwellenwert fiir erste Anzei-
chen einer oxidativen Schadigung und 100 % O, als Maximalwert.

Ahnlich den Beschreibungen von Smith (Smith, 1985) konnten auch wir unter
Exposition von reinem Sauerstoff nach 72 h einen deutlich reduzierten Allgemein-
zustand der Tiere, insbesondere der WT-Miuse, beobachten. Das Fell erschien
ungepflegt und struppig, die Augen matt und glanzlos, die Atmung tachy- und
dyspnoeisch. Im Einklang mit diesen Beobachtungen nahm auch das Korpergewicht
der WT-Miuse im Vergleich zwischen dem Gewicht vor und nach der Exposition
signifikant ab. Interessanterweise kam es in der Gruppe der KO-Miuse zu keiner

signifikanten Abnahme des Korpergewichtes.
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4.4 iNOS-Induktion und NO-Produktion

Die Entdeckung, dass Stickstoffmonoxid (NO) als intra und interzellulédres
Signalmolekiil betrachtet werden kann, hat zu einer Flut an Publikationen iiber seine
physiologische und pathophysiologische Relevanz gefiihrt. Es entsteht enzymatisch
unter Katalyse der NO-Synthasen aus L-Arginin. Die meisten der bis heute
identifizierten Isoenzyme der NO-Synthase werden konstitutiv durch eine Erhohung
der intrazelluliren Ca®'/Calmodulin-Konzentration aktiviert (cNOS), die Regulation
der induzierbaren NO-Synthase (iINOS) in Makrophagen, Epithel- und Endothelzellen
und anderen Zellen des Immunsystems erfolgt auf transkriptioneller Ebene iiber eine
Reihe von Zytokinen. Abgesehen von der Aktivierung der l16slichen Guanylatcyclase
mit Folge einer Vasodilatation dient NO als Bestandteil der Abwehrreaktion gegen
Bakterien im Immunsystem, sowie als Neurotransmitter im Nervensystem (Nathan,
1992).

Die iNOS ist ein Enzym, das unter adidquater Stimulation exprimiert wird. Gut
untersucht ist die iINOS-Expression unter Stimulation mit bakteriellem Endotoxin
(Hammermann et al., 2001; Hickey et al., 1997; Kang et al., 2002; Kristof et al.,
1998). Ermert und Mitarbeiter analysierten die zellspezifische iNOS-Expression und
deren Regulation an Ratten-Lungen. Zeit- und dosisabhingig kommt es nach Stimu-
lation mit LPS zu einer verstirkten iNOS-Reaktivitit im Lungengewebe, genauer
gesagt im Bronchialepithel, in glatten Muskelzellen, in Alveolarepithel und Alveolar-
makrophagen (Ermert et al., 2002). Die intratracheale Instillation von Asbest-Fasern
fiihrt ebenfalls zu einer verstiarkten iNOS-mRNA- und Protein-Expression (Dorger et
al., 2002 a). Auch eine kombinierte Gabe von Fe,O; und Benzapyren, die eine
potentielle Rolle in der Karzinogenese des Bronchialkarzinoms spielen, ldsst in Folge
die pulmonale Induktion proinflammatorischer Mediatoren, darunter wiederum die
iNOS, ansteigen (Garcon €t al., 2001). Neueste in-vitro-Studien von Panaro und
Mitarbeitern weisen auf eine i1NOS-Proteinexpression und NO-Produktion in
menschlichen Alveolarmakrophagen nach (Panaro et al., 2003).

Unsere eigene Arbeitsgruppe konnte bereits in vitro demonstrieren, dass AM auch
nach hyperoxischer Stimulation eine erhohte iNOS-Expression aufweisen (Pepperl et

al., 2001). In vivo-Studien an Ratten zeigten ebenfalls unter Hyperoxie eine gesteigerte
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INOS-Expression im Vergleich zur Normoxie (Arkovitz et al., 1997; Cucchiaro et al.,
1999). Die Auswertung der RT-PCR ergab auch in unserem Versuchsmodell an
Miusen eine Zunahme der iINOS-mRNA-Expression, am deutlichsten nach einer
Expositionszeit von 72 h unter 100 % O,. Die densitometrische Analyse der RT-PCR
zeigte eine signifikante Zunahme der iNOS-mRNA-Expression nach 72 h unter 100 %
O, verglichen mit 60 % O,. Im Lungengewebe der KO-Miuse war zu keinem
Zeitpunkt eine iNOS-mRNA-Expression zu verzeichnen. Die Ergebnisse einer
gesteigerten iINOS-mRNA-Expression unter Hyperoxie scheinen einer Studie von
Arkovitz et al. zu widersprechen, in welcher keine Hyperoxie-induzierte iNOS-
mRNA-Expression nachzuweisen war (Arkovitz et al., 1997). Eine mogliche
Erkldarung konnte sein, dass dabei die Detektion der iNOS-mRNA mittels Northern
Blot erfolgte. Die Northern Blot-Technik ist aber weniger sensitiv als die Methode der
RT-PCR, welche auch sehr kleine Mengen an mRNA detektieren kann (Cucchiaro et
al., 1999).

Die immunhistochemische Anfirbung des iINOS-Proteins mittels eines Antikorpers
eignet sich gut dafiir, zwischen INOS-positiven und iNOS-negativen Zellen zu
unterscheiden. Eine unterschiedlich starke iNOS-Protein-Expression der Zellen kann
hiermit aber nicht objektiv dargestellt werden. Erst kiirzlich wurde eine Studie
publiziert, in der die zellspezifische Expression der NO-Synthasen als Antwort auf
eine systemische Gabe von LPS analysiert wurde. Eine immunhistochemische
Anfirbung der iNOS mit polyklonalen Antikérpern war in Bronchialepithelzellen und
glatten Muskelzellen, in Zellen des Alveolarseptums und vor allem in Alveolarmakro-
phagen zu erkennen (Ermert et al., 2002). Im vorliegenden Versuchsansatz bestitigen
die Ergebnisse der Immunhistochemie die Auswertung der RT-PCR der iNOS-mRNA-
Expression, denn unter Kontrollbedingungen war keine, unter 60 % O, nur eine
geringe iNOS-Protein-Anfiarbung zu erkennen. Erst nach dreitigiger 100 %iger
Sauerstoffexposition zeigte sich eine deutlich positive intrazellulire Anfirbung im
Lungen- und Bronchialepithel, sowie in Alveolarmakrophagen. Diese Beobachtungen
korrelieren gut mit den Ergebnissen von Cucchiaro und Mitarbeitern, die in
Lungenschnitten von Hyperoxie-exponierten Ratten ebenfalls eine positive Immun-
reaktivitét fiir INOS in Alveolarmakrophagen und -epithelien vorfanden (Cucchiaro et

al., 1999).
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NO ist ein sehr reaktives Gas mit einer kurzen Halbwertzeit von unter 5 sec und kann
daher nur sehr schwierig nachgewiesen werden. Eine Moglichkeit, NO indirekt zu
detektieren, ist die Bestimmung des stabilen Reaktionsproduktes Nitrit mit Hilfe der
Griess-Reaktion. Es sind bereits Arbeiten bekannt, die darauf hinweisen, dass
Hyperoxie eine NO-Produktion in vitro induziert (Arkovitz et al., 1996; Haddad et al.,
1996; Pepperl et al., 2001). In der vorliegenden Arbeit lagen die Werte fiir die Nitrit-
Konzentration in vivo unterhalb der Nachweisgrenze, sowohl unter Normoxie als auch
unter Hyperoxie nach 24 h bzw. 72 h. Es gibt mehrere mogliche Erkldrungen fiir
dieses Ergebnis: 1.) Die iNOS wird zwar exprimiert, aber durch die Hyperoxie in ihrer
Aktivitdt blockiert, 2.) NO kann aufgrund der oxidativen Schidigung und der daraus
resultierenden Verldngerung der Diffusionsstrecke nicht oder nur kaum in den
Alveolarraum gelangen und 3.) NO wird produziert, aber sofort durch andere freie
Radikale oder Proteine inaktiviert. In einer Studie an Miusen konnten Arkovitz et al.
demonstrieren, dass auch in vivo die Nitrit-Konzentration in der BALF unter
Hyperoxie gesteigert ist. Signifikante Ergebnisse ergaben sich jedoch erst nach vier
bzw. fiinf Tagen (Arkovitz et al., 1997). Diese Daten sprechen dafiir, dass die iNOS
weder inaktiviert wird, noch dass der hyperoxische Lungenschaden eine Diffusion von
NO 1n die Alveolen verhindert.

Eine Zunahme der NO-Produktion unter hyperoxischer Exposition wird auch von
Haddad und Mitarbeitern angenommen, denn diese konnten im Lungengewebe
vermehrt Reaktionsprodukte von NO nachweisen (Haddad et al., 1994). NO bildet mit
Superoxidanionen das hochpotente Oxidans Peroxinitrit. Dieses wiederum ist in der
Lage, den Phenolring der Aminosdure Tyrosin zu nitrieren und somit als intra- und
extrazelluldres Reservoir an Proteine gebunden zu dienen. Die Detektion von
3-Nitrotyrosin galt bis vor kurzem als sog. ,,footprint* fiir die Bildung von Peroxinitrit.
Laut neueren Untersuchungen soll es auch MPO-abhiingige Reaktionen geben, die zu
einer Entstehung von 3-Nitrotyrosin fithren (Eiserich et al., 1998; Kozlov et al., 2001).
Der Nachweis von 3-Nitrotyrosin ist folglich besser ein Hinweis fiir das Auftreten
reaktiver Stickstoffspezies und den damit verbundenen oxidativen Stress als ein
spezifischer Marker fiir Peroxinitrit. 3-Nitrotyrosin kann nach hyperoxischer
Exposition in der Lunge von Ratten angefirbt werden (Cucchiaro et al., 1999; Haddad

et al., 1994). Auch im vorliegenden Versuchsmodell war mittels Immunhistochemie
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eine vermehrte intrazellulire Nitrotyrosinanfirbung unter Exposition mit erhohten
Sauerstoffkonzentrationen nach 24 h und noch deutlicher nach 72 h zu erkennen. In
der Gruppe der KO-Miuse war eine wesentlich geringere Nitrotyrosinanfirbung unter
hyperoxischer Exposition zu verzeichnen, was auf eine zusitzliche, iNOS-
unabhédngige Bildung von NO-Metaboliten schlieBen ldsst. Diese Ergebnisse deuten

darauf hin, dass die iNOS maBgeblich an der Nitrotyrosinbildung beteiligt ist.

4.5 Hyperoxie-induzierte Lungenschidigung

Sauerstoff, in hohen Konzentrationen eingeatmet, schidigt die Lungen. Es
kommt zu einer erhohten Permeabilitit des Alveolarepithels und des Kapillar-
endothels. Hierdurch kann sich ein interstitielles und alveoldres Lungenodem bilden.
Zudem entwickelt sich eine unspezifische Entziindungsreaktion in der Lunge.

Die Beteiligung von NO am hyperoxischen Lungenschaden wird kontrovers diskutiert.
Einige Autoren vermuten einen protektiven Effekt von NO. Die iNOS, welche NO in
grofleren Mengen und iiber einen ldngeren Zeitraum produziert, scheint aber eher
schidigende Effekte zu haben.

Die vorliegende Arbeit beschiftigt sich mit der Frage, welchen Einfluss eine iNOS-
Defizienz auf den akuten hyperoxischen Lungenschaden in vivo ausiibt. Zur Erfassung
einer Hyperoxie-induzierten inflammatorischen Reaktion wurden die Gesamtzellzahl
und das Zelldifferential in der BALF ausgewertet. Die Ergebnisse der Gesamtzellzahl
in der BALF ergaben nach 24 h Expositionsdauer keinen signifikanten Anstieg unter
hyperoxischer Exposition. Erst nach 72 h unter 100 % O, war eine signifikante
Zunahme zu verzeichnen, diese fiel in der Gruppe der WT-Méuse signifikant hoher
aus verglichen mit der KO-Gruppe. Die vermehrte Zellularitit in der BALF ist neben
einer Bedeutung fiir die entstehende inflammatorische Reaktion Ausdruck einer
erhohten Kapillarpermeabilitit. Dedhia und Mitarbeiter zeigten in einer Studie an
Ratten eine signifikante Zunahme des Neutrophilen- und Lymphozyten-Influxes unter
hyperoxischer Exposition (Dedhia et al., 1993). Bereits nach 24 h kam es auch in der
vorliegenden Studie in der Gruppe der WT-Mduse zu einer signifikanten Abnahme der

AM-Population zugunsten der neutrophilen Granulozyten und Lymphozyten unter
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Hyperoxie (60 % und 100 % O,). Hyperoxie hatte auf die Gruppe der KO-Miuse nach
24 h noch keinen wesentlichen Einfluss. Nach 72 h zeigte sich sowohl bei den WT-
Miusen als auch bei den KO-Miusen eine signifikante Abnahme der Anzahl der AM
verbunden mit einer signifikanten Zunahme von Neutrophilen und Lymphozyten.
Hierbei war keine Auswirkung der iNOS-Defizienz zu erkennen. Diese Ergebnisse
stimmen mit Studien von Greenberg und Mitarbeitern iiberein, in denen die LPS-
induzierte Rekrutierung von PMN in den Lungen von iNOS-KO-Mdiusen signifikant
geringer war als in den Lungen von cNOS-KO-Miusen (Greenberg et al., 1999). Der
Anstieg der Anzahl neutrophiler Granulozyten und der Lymphozyten in der BALF
konnte in unserem Modell einer oxidativen Schidigung teilweise den Verlust der
Integritdt der endothelialen Barriere widerspiegeln. Die genauere Bedeutung von
Lymphozyten in der Genese entziindlicher Lungenerkrankungen wird erst in jiingster
Zeit genauer analysiert. Auch sie scheinen an pathophysiologischen Prozessen beteiligt
zu sein (Bingisser und Holt, 2001; Schraufnagel et al., 2003). In Versuchen von Lefer
et al. hatte eine iNOS-Defizienz keinen Einfluss auf die Leukozyten-Adhision unter
Normalbedingungen (Lefer et al., 1999). So hat die iNOS offensichtlich bedeutend
weniger Einfluss auf die Leukozyten-Endothel-Interaktion als ihre konstitutiven
Isoformen. Die Messungen der MPO-Aktivitit zur Erfassung einer Granulozyten-
Akkumulation ergaben nach 24 h und nach 72 h analog zu den Ergebnissen der
Zelldifferenzierung in der BALF einen deutlichen, wenn auch nicht signifikanten
Anstieg. In unserem Ansatz war unter hyperoxischer Exposition ebenfalls kein
Unterschied im Vergleich von WT- und KO-Miusen zu erkennen. Die Arbeitsgruppe
um Hickey wies demgegeniiber eine signifikant erhohte Leukozyten-Akkumulation in
den Lungen von iNOS-defizienten Méausen nach systemischer Applikation von
bakteriellem Endotoxin nach (Hickey et al., 1997). Unter septischen Bedingungen
scheint also die iNOS-Expression und NO-Produktion eine potente Rolle in der
Regulation der Leukozyten-Rekrutierung zu spielen. Neutrophile Granulozyten sind
mit die wichtigsten Entziindungszellen in der Pathogenese des hyperoxischen
Lungenschadens. Auten und Kollegen konnten zeigen, dass die Blockade des
Neutrophilen-Influxes den oxidativen DNA-Schaden an Sauerstoff-exponierten

Rattenlungen reduziert (Auten et al., 2002).
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Wie bereits eingangs erwihnt, werden im Rahmen der Entziindungsreaktion diverse
Mediatoren von Leukozyten und Alveolarmakrophagen sezerniert. TNF-a ist ein
Zytokin mit einer komplexen Rolle an der Pathogenese pulmonaler Entziindungs-
prozesse (Becker et al., 1989; Calkins et al., 2001). So induziert die subletale Gabe
von TNF die Entwicklung eines ARDS, bestehend aus einer reduzierten Lungen-
compliance, vermehrtem pulmonalen Wassergehalt und einer erhohten Zellularitét
(Ferrari-Baliviera et al., 1989). Dies steht im Einklang mit Ergebnissen von Millar und
Mitarbeitern, die in der BALF von Patienten mit ARDS eine erhohte TNF-
Konzentration fanden (Millar et al., 1989). TNF-a wird von AM und neutrophilen
Granulozyten freigesetzt (Johnston et al., 1997). Es gibt mehrere Hinweise darauf,
dass TNF-a unter Hyperoxie produziert wird (Desmarquest et al., 1998; Horinouchi et
al., 1996; O’Brien-Ladner et al., 1995). Lindsay und ihre Arbeitsgruppe wiesen in
neonatalen Ratten ebenfalls eine vermehrte TNF-a-Induktion unter 95 %iger
Hyperoxie nach (Lindasy et al., 2000). In vivo-Studien von Ben-Ari und Kollegen
demonstrieren, dass die hyperoxische Exposition von Ratten eine sequentielle
Produktion von Zytokinen zur Folge hat. Dabei wird TNF-a in der Frithphase
freigesetzt, das antiinflammatorische Zytokin IL-6 erreicht sein Maximum nach 6 bis 9
Tagen (Ben-Ari et al., 2000). Zur Erfassung einer Zellreaktion im Sinne einer
Entziindung wurde die TNF-a-Konzentration in der BALF mittels der ELISA-Technik
erfasst. Eine 24stiindige hyperoxische Exposition hatte keinen signifikanten Anstieg
der TNF-a-Konzentration zur Folge, wihrend nach 72 h unter 100 % Sauerstoff die
TNF-a-Konzentration in der Gruppe der WT-Maduse iiberraschenderweise signifikant
hoher anstieg als in der KO-Gruppe. Auf mRNA-Ebene zeigte sich ebenfalls eine
deutlich erkennbare Zunahme der TNF-a-Expression unter Hyperoxie, auch wenn
hierbei keine signifikanten Unterschiede zwischen WT- und KO-Miusen zu
verzeichnen waren. Diese Ergebnisse sind ein Hinweis auf einen moglichen
stimulatorischen Effekt der iNOS bzw. von NO auf die TNF-a-Induktion unter
Hyperoxie. Sass und Kollegen konnten in einem Modell an iNOS-defizienten Méusen
zeigen, dass NO proinflammatorische Gene reguliert und so den LPS-induzierten
Leberschaden iiber eine vermehrte TNF-a-Produktion verstirkt (Sass et al., 2001). Die

molekularen Mechanismen, iiber welche NO auf die Expression von Genen wirkt, sind
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noch nicht genauer untersucht und werden z.T. auch widerspriichlich diskutiert. Eine
mogliche Erkldarung fiir die kontroversen Ergebnisse ist, dass NO sowohl antioxidative
als auch prooxidative Eigenschaften besitzt. So gibt es Hinweise darauf, dass NO
hauptsdachlich an der Regulation von Transkriptionsfaktoren beteiligt ist, deren
Aktivierung vom intrazelluliren Redox-Status abhingig ist (Beck et al., 1999).

Um zu untersuchen, ob die TNF-a-Expression unter Hyperoxie auf Protein- oder
mRNA-Ebene reguliert wird, entschlossen wir uns, einen mdoglichen Einfluss der
INOS-Defizienz auf die Aktivierung der redoxsensitiven Transkriptionsfaktoren NF-
KB und AP-1 zu untersuchen. Denn Shea und Mitarbeiter konnten zeigen, dass eine
hyperoxische Exposition von Mdusen mit einer erhdhten Aktivierung von NF-kB
einhergeht, verbunden mit einer vermehrten TNF-0-mRNA- und -Protein-Expression
(Shea et al., 1996). Der Nachweis der Aktivierung der Transkriptionsfaktoren erfolgte
mittels EMSA-Technik. Eine Expositionsdauer von 24 h fiihrte unter hyperoxischer
Exposition zu einer geringfiigigen Bindungsaktivitit von NF-KB und AP-1, wobei
keine deutlichen Unterschiede im Vergleich zwischen WT- und KO-Miusen
erkennbar waren. Nach 72 h konnte eine deutliche Zunahme der Bindungsaktivitit
beider Transkriptionsfaktoren nachgewiesen werden, welche in der Gruppe der WT-
Mause stirker ausfiel als in der Gruppe der KO-Miuse. Dies wiirde bedeuten, dass
auch in der Aktivierung der redoxsensitiven Transkriptionsfaktoren NF-KB und AP-1
die Induktion der iNOS einen stimulatorischen Effekt unter hyperoxischen Bedin-
gungen besitzt. Im Gegensatz dazu konnten Chen €t al. nach Stimulation mit LPS oder
Kieselgel eine negative Wirkung von endogenem NO auf eine NF-KB-Aktivierung
demonstrieren (Chen et al., 1995). Auch Studien von Kupatt und Mitarbeitern geben
Hinweise auf einen negativen Feedback-Mechanismus von NO auf die Aktivierung
von NF-kB unter Ischdmie und Reperfusion (Kupatt et al., 1997). Eine mogliche
Erklirung fiir diese kontroversen FErgebnisse wire, dass die unter Hyperoxie
gebildeten ROS und RNS synergistisch auf die Aktivierung von NF-KB und AP-1
wirken und dadurch die Inhibierung durch NO weniger zum Tragen kommt. Janssen
und Kollegen demonstrierten in einem in vitro-Modell eine verstirkte c-fos- und c-jun-
Gen- und -Protein-Expression, sowie eine gesteigerte AP-1-DNA-Bindungsaktivitit

vermittelt iiber RNS und ROS (Janssen et al., 1997). Diese synergistische Aktivierung
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der beiden Transkriptionsfaktoren konnte auch die erhohte TNF-a-Induktion in der
Gruppe der WT-Miuse erkliren.

Die inflammatorische Reaktion unter Hyperoxie geht mit einer verstdarkten oxidativen
Lungenschidigung einher. Um den Einfluss einer iNOS-Defizienz zu untersuchen,
wurde das Ausmal} der akuten hyperoxischen Lungenschidigung durch die Messung
verschiedenster biologischer Marker charakterisiert. Uber die Bestimmung des
Gesamtproteingehaltes in der BALF kann eine endotheliale und epitheliale Permea-
bilitdtsstorung erfasst werden. Als unspezifisches Zeichen einer Zellschddigung wurde
die LDH-AKktivitdt in der BALF bestimmt. Dedhia und Mitarbeiter wiesen nach
hyperoxischer Exposition von Ratten einen erhohten Gesamtproteingehalt in der
BALF, sowie eine Abnahme der Zellvitalitdt von Alveolarmakrophagen nach (Dedhia
et al., 1993). Auch die vorliegenden Ergebnisse zeigten eine Zunahme des Gesamt-
proteingehaltes in der BALF nach 24 h und 72 h, wobei diese Zunahme in der Gruppe
der WT-Mause signifikant hoher ausfiel. Analog dazu kam es in der BALF der WT-
Gruppe unter Hyperoxie (72 h 100 % O,) zu einem signifikanten Anstieg der LDH-
Aktivitit, signifikant auch im Vergleich zur Gruppe der KO-Miuse. Diese Daten
stimmen auch mit Werten aus der Literatur iiberein (Smith, 1985).

Es ist bekannt, dass unter Hyperoxie sowohl Nekrose als auch Apoptose auftreten
konnen (Barazzone und White, 2000; Kazzaz et al., 1996; Mantell und Lee, 2000;
Tateda et al., 2003). Die Vitalitit der Zellen unter Kontrollbedingungen betrug
konstant > 91 %, ohne Einfluss einer iNOS-Defizienz. In der Gruppe der WT-Miuse
kam es bereits nach 24 h unter 100 % O, zu einer signifikanten Abnahme der
Zellvitalitit, wihrend bei den KO-Miusen eine Abnahme der Vitalitidt der Zellen erst
nach 72 h signifikant wurde.

Ein vermehrter Fliissigkeitsausstrom aus den GefdBen in das Lungeninterstitium kann
durch die Berechnung des Verhiltnisses von Lungenfeucht- zu Lungentrockengewicht
(Wet-Dry-Ratio) ermittelt werden. Untersuchungen von Stuhr und Kollegen wiesen
einen unterschiedlichen Wassergehalt unter hyperoxischer Exposition in verschie-
denen Organen nach (Stuhr et al., 2002). So war die Wet-Dry-Ratio besonders im
Respirationstrakt signifikant erhoht, genauer gesagt in der Trachea, in den Bronchien
und in der Lunge, sowie in der Haut. Dagegen war der Gesamtfliissigkeitsgehalt in den

Nieren, in den Augen und im Gehirn reduziert. In unserer Studie war erst nach einer
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Expositionsdauer von 72 h eine signifikante Zunahme der Wet-Dry-Ratio im
Vergleich zur Normoxie zu verzeichnen, die INOS-Defizienz hatte keinen wesent-
lichen Einfluss auf die Entwicklung eines interstitiellen Odems. Garat und Mitarbeiter
demonstrierten in einem Modell an Ratten, dass zwar nach 40 h 100 % O, die Wet-
Dry-Ratio der Lunge signifikant erhoht, der alveolidre Fliissigkeitstransport aber intakt
und noch nicht durch ROS inhibiert ist (Garat et al., 1997 b).

Die mikroskopische Untersuchung der Lungenschnitte nach standardisierter Hiama-
toxylin-Eosin-Fiarbung zur Beurteilung des hyperoxischen Lungenschadens ergab
sowohl bei den WT-Miusen als auch bei den KO-Miusen unter Kontrollbedingungen
das Gesamtbild einer gesunden Lunge. Ahnlich den Beschreibungen von Smith, 1985,
zeigten sich zeit- und dosisabhingig nach hyperoxischer Exposition deutliche
Veriinderungen des Lungengewebes mit Ausbildung eines interstitiellen Odems sowie
ein vermehrter Influx von Entziindungszellen. Hyaline Membranen waren nach 72 h
100 % O, noch nicht nachweisbar. Barazzone und Mitarbeiter konnten die Ausbildung
hyaliner Membranen histologisch erst nach einer Expositionsdauer von 90 h
beobachten (Barazzone et al., 1996 a und b). Das Ausmal des hyperoxischen Lungen-
schadens zeigte in unserem Versuchsmodell in der Histologie auch nach 72 h keine
wesentlichen Unterschiede im Vergleich von WT- und KO-Miusen.

Das vermehrte Auftreten von reaktiven Sauerstoff- und Stickstoffmetaboliten wurde
indirekt durch die Bestimmung der Thiobarbitursidure-reaktiven Substanzen (TBARS)
nachgewiesen. Diese gelten als MaB fiir die durch den oxidativen Stress entstandene
Lipidperoxidation von Zellmembranen (Jamieson €t al., 1986). In der BALF konnte
eine hyperoxische Exposition eine deutliche Zunahme von TBARS auslosen. Nach
72 h und 100 % O, war der Anstieg der TBARS in der Gruppe der WT-Miuse
signifikant erhoht verglichen mit den KO-Miusen. Ebenso war im Lungengewebe eine
vermehrte Konzentration von TBARS unter Hyperoxie nachzuweisen, auch hier
bewirkte eine i1NOS-Defizienz eine signifikant geringere Formation reaktiver
Stickstoff- und Sauerstoff-Metaboliten.

Zusammengefasst lidsst sich sagen, dass eine Induktion der iNOS unter hyperoxischen
Bedingungen das Ausmall der inflammatorischen Reaktion und der daraus resul-
tierenden oxidativen Lungenschidigung negativ zu beeinflussen scheint. Cuzzocrea

und Kollegen wiesen in einem Modell zur Carrageenan-induzierten Pleuritis und
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akuten Lungenschddigung ebenfalls abgeschwichte Zeichen eines Entziindungspro-
zesses im Lungengewebe von iNOS-defizienten Méiusen nach (Cuzzocrea et al.,
2000). Ahnlich unseren Ergebnissen zeigte sich hier ein reduzierter Influx von Entziin-
dungszellen, kombiniert mit einer verminderten MPO-Aktivitdt und einem histolo-
gisch geringer ausgeprigten Lungenschaden. Ebenso war der Nachweis einer
Lipidperoxidation und Nitrotyrosinanfarbung in Abwesenheit des i1NOS-Gens
wesentlich moderater zu verzeichnen. Eine iNOS-Defizienz ist auch in der Lage, eine
durch Ozon-Exposition verursachte pulmonale Entziindungsreaktion abzuschwichen
und den Gesamtproteingehalt, sowie den Influx von Leukozyten zu reduzieren
(Kleeberger et al., 2001). Die intratracheale Instillation von Asbest ist eine weitere
Methode, eine akute Lungenschiddigung und damit auch eine iNOS-Expression zu
induzieren. Auch hier war im Lungengewebe iNOS-defizienter Maéuse ein
abgeschwichter oxidativer Lungenschaden nachzuweisen, im Sinne einer signifikanten
Abnahme des Gesamtproteingehaltes in der BALF, der LDH-Aktivitit und der
Nitrotyrosinanfirbung verglichen mit WT-Maiusen (Dorger et al., 2002 a). In der
Pathogenese des hdmorrhagischen Schocks scheint die Induktion der iNOS ebenfalls
eine negative Rolle zu spielen. Hierholzer und Kollegen demonstrierten einen geringer
ausgepréagten Leber- und Lungenschaden, sowie eine verminderte NF-KB-Aktivierung,
verbunden mit einer reduzierten Zytokin-Expression im Gewebe iNOS-defizienter
Miuse (Hierholzer et al., 1998). Eine systemische Applikation von bakteriellem
Endotoxin fithrte zu deutlich weniger morphologischen Verdnderungen im
Lungengewebe von iNOS-KO-Tieren verglichen mit WT-Mdusen (Kristof et al.,
1998). In einem Sepsis-Modell verbesserte eine iNOS-Defizienz zudem die
Uberlebensrate der Tiere um iiber 30 % im Vergleich zu WT-Tieren (Hollenberg et al.,
2000). Im Gegensatz dazu wiesen iNOS-defiziente Miuse eine hohere Empfindlichkeit
gegeniiber einem durch Ischimie/Reperfusion-induzierten Leberschaden auf (Hines et
al., 2001).

Kobayashi und Kollegen publizierten kiirzlich eine Studie an iNOS-defizienten
Miusen (C57BL/6J x SV 129) unter hyperoxischer Exposition dhnlich unserem
Modell (Kobayashi €t al., 2001). Uberraschenderweise 1dste hier die Hyperoxie einen
verstirkten Einstrom von Leukozyten, eine erhohte LDH-Aktivitit und

Albuminkonzentration, sowie eine hohere Wet-Dry-Ratio in der Gruppe der iNOS-
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KO-Miuse aus verglichen mit den WT-Miusen. Wie in Punkt 4.3 aufgefiihrt, hat das
Alter der exponierten Tiere eine grole Bedeutung fiir die Entstehung und das Ausmal}
oxidativer Schiden. Eine mogliche Erkldrung dafiir konnte die altersabhingige
Aktivierung antioxidativer Abwehrmechanismen sein (Clerch und Massaro, 1993). So
iberlebten erwachsene Maiuse eine > 95 %ige Hyperoxie bis 3,6 Tage, wihrend
neonatale Méuse erst nach 5 Tagen erste Anzeichen einer oxidativen Schidigung
aufweisen (Johnston et al., 1997). Die Maiuse in der Studie von Kobayashi und
Mitarbeitern waren mit 4 - 6 Wochen wesentlich jiinger als die von uns verwendeten
Tiere mit 12 - 16 Wochen. Ebenso ist die Uberlebenszeit der Tiere in der Arbeits-
gruppe um Kobayashi mit 135,0 + 3,6 h verlidngert gegeniiber Experimenten mit
C57BL/6-Stimmen (86,4 h) und SV129/J-Stimmen (114,5 h) (Johnston €t al., 1998).
Desweiteren konnten Kobayashi und Mitarbeiter keinen signifikanten Hyperoxie-
induzierten Influx von neutrophilen Granulozyten in den Lungen ihrer WT-Miuse
nachweisen. An adulten Miusen konnte bereits Smith (1985) eine signifikante
Erhohung der Neutrophilen unter Hyperoxie verzeichnen. Die iNOS-Expression
scheint daher eine altersabhingige Rolle in der Genese eines akuten hyperoxischen
Lungenschadens zu spielen.

Genauso wie NO oft als zweischneidiges Schwert bezeichnet wird, ist auch die
Bedeutung der induzierbaren NO-Synthase an der Entstehung und Progression
entziindlicher Lungenerkrankungen ambivalent. Weitere in vivo-Studien an iNOS-
defizienten Mdusen, z.B. eine Kombination aus hyperoxischer Exposition und die
Applikation von NO-Donatoren, miissen folgen, um das Zusammenspiel von NO und
INOS in der Genese des akuten hyperoxischen Lungenschadens besser analysieren zu

konnen.

4.6 Schlussfolgerung

Die Ergebnisse dieser Arbeit bestitigen die Angaben in der Literatur, dass unter
hyperoxischer Exposition die iNOS-mRNA- und -Protein-Expression, sowie die NO-
Produktion in vivo gesteigert sind. Unter erhohten Sauerstoffkonzentrationen war die

Aktivierung der redoxsensitiven Transkriptionsfaktoren NF-KB und AP-1 verstirkt,
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wobei sich eine INOS-Defizienz inhibitorisch auf deren Aktivierung auszuwirken
scheint.

Die Hyperoxie-induzierte inflammatorische Reaktion, quantifiziert durch die
Bestimmung der Gesamtzellzahl und des Zelldifferentials in der BALF, sowie der
TNF-a-Induktion, zeigte ebenfalls eine signifikant verminderte Ausprigung in der
Gruppe der iNOS-defizienten Mduse. Dementsprechend war auch das Ausmal} der
oxidativen Lungenschiddigung mit vermehrten Zeichen einer Zellschiadigung im Sinne
einer Abnahme der Zellvitalitit, einem Anstieg der Gesamtprotein-Konzentration und
einer Zunahme der LDH-AKktivitét in der Gruppe der KO-Miuse signifikant reduziert
gegeniiber den WT-Miusen. Die Auswertung der Wet-Dry-Ratio und die Beurteilung
der oxidativen Lungen-schidigung mittels Histologie ergaben nach 72 h keine
deutlichen Unterschiede im Vergleich von WT- und KO-Méusen. Als Marker fiir
verstirkten oxidativen Stress war eine erhohte Lipidperoxidation zu verzeichnen. Die
Bestimmung TBARS-Konzentrationen in der BALF und im Lungengewebe ergaben
bei1 den WT-Maidusen wesentlich hohere Werte als be1 den KO-Maéausen, was ebenfalls
auf die erhohte iNOS-Expression zuriickgefiihrt werden konnte.

Unsere Untersuchungen am Modell der iNOS-defizienten Maus deuten darauf hin,
dass unter hyperoxischer Exposition die proinflammatorische Komponente der
induzierbaren NO-Synthase tiberwiegt und dadurch das Ausmal} der akuten oxidativen

Lungenschidigung potenziert wird.

4.7 Ausblick

,.INO News Is Bad News* lautete der Leitartikel, mit dem das Journal ,,Science*
Stickstoffmonoxid (NO) zum Molekiil des Jahres 1992 wihlte. Seitdem wurde eine
wahre Flut von Publikationen aus den verschiedensten Forschungsbereichen der
Medizin, Pharmakologie und Biologie ausgelost. NO ist demnach an einer Vielzahl
von physiologischen und pathophysiologischen Vorgingen beteiligt. Die Bedeutung
von NO am hyperoxischen Lungenschaden wird kontrovers diskutiert. Unsere
Ergebnisse geben Anhaltspunkte dafiir, dass sich eine verstirkte iNOS-Expression und

NO-Produktion unter Hyperoxie schidlich auf die Lungen auswirkt. So konnten z. B.
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auch eine erhohte iNOS-Expression und hohe Konzentrationen von Stickstoff-
Metaboliten im Lungengewebe von Patienten mit ARDS (adult respiratory distress
syndrome) nachgewiesen werden (Sittipunt et al., 2001).

Andererseits wird die Inhalation von NO derzeit zur Therapie von Patienten mit
pulmonaler Hypertension und ARDS eingesetzt (Baldus et al, 2001; Gerlach, 2001;
Max et al., 1997; Roissant et al., 1994; Staudinger et al., 1998). NO liegt unter
normalen Umgebungsbedingungen als Gas vor. Somit kann es mit der Einatemluft als
selektiver pulmonaler Vasodilatator zugemischt werden, da wegen der sofortigen
Inaktivierung von NO durch Hamoglobin der vasodilatatorische Effekt auf die
pulmonale Strombahn beschrinkt bleibt. Durch eine Verbesserung der Oxygenierung
konnen dadurch die Nebenwirkungen der kiinstlichen Beatmungstherapie, besonders
der pulmonalen Sauerstofftoxizitit, vermindert werden (Eissa, 1998; Gutierrez €t al.,
1996; Nelin et al., 1998). Neben dem ARDS gibt es eine ganze Reihe von Erkrankun-
gen, bei denen inhalatives NO angewendet wird, wie z.B. bei hypoxdmischen
Neugeborenen mit bronchopulmonaler Dysplasie oder bei Patienten vor einer
geplanten Herztransplantation (Benzing und Geiger, 1998; Bindels et al., 2001). Bei
Patienten nach Lungentransplantation wird durch eine Inhalation von NO die Dauer
der postoperativen Beatmungsphase verkiirzt und moglicherweise die Letalitét
gesenkt.

Obwohl bislang in keiner groferen Studie klinisch relevante Nebenwirkungen von NO
berichtet worden sind, gibt es einige unerwiinschte Wirkungen des inhalativen NO.
Vor allem in Kombination mit erhShten Sauerstoffkonzentrationen konnen toxisch
wirkende reaktive Sauerstoff- und Stickstoffspezies entstehen, die den pulmonalen
Entziindungsprozess noch verstarken (Gaston et al., 1994; Narula et al., 1998). So
konnten Lorch und Mitarbeiter in einer Studie an Miusen demonstrieren, dass eine
Inhalation von NO die Bildung reaktiver Stickstoff-Metabolite unter Hyperoxie
verstirkt (Lorch et al., 2000). Die Menge der entstehenden reaktiven Stickstoffspezies
ist wahrscheinlich abhingig von der Konzentration des NO und des Sauerstoffs, sowie
von der Kontaktzeit beider Gase (Motsch et al., 1994). Nach systemischer Applikation
von bakteriellem Endotoxin scheint eine Inhalation von NO jedoch den pulmonalen
Entziindungsprozess und die Formation reaktiver Stickstoffspezies zu reduzieren

(Honda et al., 1999).
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Angesichts dieser ungeklédrten Fragen der NO-Toxizitit ist die Forderung verstindlich,
NO bislang nur in kontrollierten klinischen Studien einzusetzen. Ein besseres
Verstindnis der Rolle des NO in der Pathogenese der hyperoxischen Lungenschadens
ist deshalb fiir die Entwicklung eines zufrieden stellenden therapeutischen Konzeptes
notwendig. Dabei gilt es jedoch zu beachten, dass eine direkte Ubertragbarkeit der
Daten von tierexperimentellen Untersuchungen auf klinische Situationen als kritisch
zu bewerten ist, denn es hdufen sich immer mehr die Hinweise auf spezies-spezifische
Regulationsmechanismen der iNOS-Expression (Dorger et al., 1997; Jesch et al.,
1997).

Dennoch ist es wichtig, die Mechanismen, durch welche NO seine Wirkung vollzieht,
auf zelluldrer und molekularer Ebene zu untersuchen und auch zu verstehen. Die
iINOS, die NO iiber einen lingeren Zeitraum und in grolen Mengen produziert, hat
moglicherweise eher schidigende Effekte. So konnten die Ergebnisse der vorliegenden
Untersuchungen dazu beitragen, das Verstidndnis, wie NO als intra- und interzellulidrer

Mediator im Rahmen entziindlicher Vorgédnge wirken kann, zu verbessern.
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5 Zusammenfassung

Trotz zahlreicher Neuerungen in der Therapie des ARDS (adult respiratory
distress syndrome) hat sich seine Mortalitét seit der Erstbeschreibung durch Ashbaugh
im Jahre 1967 kaum verringert. Die entziindlichen Verdnderungen in der Lunge
machen eine aggressive Beatmungstherapie mit hohen Sauerstoffkonzentrationen
notwendig. Durch diesen oxidativen Stress und die vermehrte Produktion reaktiver
Sauerstoffspezies kann ein hyperoxischer Lungenschaden entstehen, dessen genauer
Pathomechanismus jedoch bis heute nicht geklirt ist. In diversen Studien mehren sich
die Hinweise auf eine Beteiligung von NO an der Entstehung der Hyperoxie-
induzierten Lungenschidigung. Dabei werden groBe Mengen von NO durch die
induzierbare NO-Synthase, einem ,stress response gene“, produziert. Uber die
gesteigerte Bildung reaktiver Sauerstoff- und Stickstoffspezies kommt es unter
Hyperoxie zu einer Aktivierung der redoxsensitiven Transkriptionsfaktoren NF-KB
und AP-1, die u.a. an der Regulierung des iNOS- und des TNF-a-Gens beteiligt sind.
Ausmal und Dynamik dieser inflammatorischen Reaktion unter Hyperoxie sind noch
unklar.

Ziel der vorliegenden Studie war daher, die Auswirkung einer iNOS-Defizienz auf die
Hyperoxie-induzierte inflammatorische Reaktion und dadurch konsekutiv auf das
Ausmall der hyperoxischen Lungenschidigung im zeitlichen Verlauf zu analysieren.
Zusitzlich sollte der Einfluss einer iNOS-Defizienz auf die Hyperoxie-induzierte
Aktivierung der Transkriptionsfaktoren NF-KB und AP-1 untersucht werden. Um die
spezifische Bedeutung des iNOS-Gens zu analysieren, wurde auf das Modell der
INOS-defizienten Maus zuriickgegriffen und die Ergebnisse mit Wildtyp-Méusen
verglichen. Hierzu wurden die Tiere in einer Plexiglaskammer konstanten normobaren
Sauerstoffkonzentrationen von 21 %, 60 % und 100 % fiir 24 h und 72 h ausgesetzt.

Die iNOS-Expression wurde auf mRNA-Ebene mittels RT-PCR ermittelt. Eine Sauer-
stoff-Exposition von 100 % konnte bei den WT-Miusen nach 24 h und 72 h eine
signifikant erhohte iINOS-mRNA-Expression auslosen. In der Gruppe der KO-Miuse
war zu keinem Zeitpunkt eine iNOS-mRNA-Expression nachweisbar. Analog zu
diesen Ergebnissen fiihrten erhohte Sauerstoffkonzentrationen zeit- und dosisabhédngig

zu einer verstiarkten intrazelluliren Immunreaktivitit des iNOS-Proteins bei den
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WT-Miusen. Ebenso konnten vermehrt Reaktionsprodukte von NO immun-
histochemisch nachgewiesen werden. Unter Hyperoxie war 3-Nitrotyrosin im
Lungengewebe der WT-Miuse deutlich, im Lungengewebe der KO-Miuse nur
schwach anfidrbbar. Zur Erfassung einer Hyperoxie-induzierten inflammatorischen
Reaktion wurden die Gesamtzellzahl und das Zelldifferential in der BALF bestimmit.
Nach einer Expositionsdauer von 72 h unter 100 % O, war in der Gruppe der WT-
Miuse eine signifikante Zunahme der Gesamtzellzahl zu verzeichnen, signifikant auch
zur Gruppe der KO-Miuse. Die Untersuchung des Zelldifferentials zeigte in der
Gruppe der WT-Miuse bereits nach 24 h, in der KO-Gruppe erst nach 72 h unter
Hyperoxie eine signifikante Abnahme der AM-Population zugunsten der neutrophilen
Granulozyten und der Lymphozyten. Analog zu diesen Ergebnissen konnte eine
hyperoxische Exposition zeit- und dosisabhingig einen deutlichen, aber nicht
signifikanten Anstieg der MPO-Aktivitit als Ausdruck einer Granulozyten-
Akkumulation ausldsen, ebenfalls ohne Auswirkung einer iNOS-Defizienz. Zur
Erfassung einer Zellreaktion im Rahmen der Entziindung wurde mittels ELISA-
Technik die TNF-a-Konzentration in der BALF erfasst. Diese stieg nach 72 h unter
100 % O, in der Gruppe der WT-Miuse signifikant hoher an verglichen mit den KO-
Miusen. Auf mRNA-Ebene zeigte sich keine signifikante Zunahme der TNF-a-
mRNA-Expression unter Hyperoxie. Um den Einfluss einer iNOS-Defizienz auf die
Aktivierung redoxsensitiver Transkriptionsfaktoren wie AP-1 und NF-KB unter
Hyperoxie zu untersuchen, wurde deren Aktivierung mittels EMSA-Technik
nachgewiesen. Nach 72 h konnte eine deutliche Zunahme der Bindungsaktivitit beider
Transkriptionsfaktoren unter Hyperoxie verzeichnet werden, welche in der Gruppe der
WT-Miuse stirker ausfiel als in der Gruppe der KO-Miuse. Die inflammatorische
Reaktion unter hyperoxischen Bedingungen geht mit einer verstidrkten oxidativen
Lungenschidigung einher, quantifiziert iiber die Bestimmung des Gesamtprotein-
gehaltes und der LDH-Aktivitit in der BALF. Die vorliegenden Ergebnisse zeigten
eine signifikante Zunahme beider Parameter in der Gruppe der WT-Miuse nach 24 h
und 72 h 100 % O,, signifikant auch zur Gruppe der KO-Mduse. Ebenso ergaben die
Untersuchungen zur Vitalitéit der Zellen in der BALF eine signifikante Abnahme unter
hyperoxischer Exposition. Durch die Berechnung der Wet-Dry-Ratio konnte eine

signifikant vermehrte Extravasation von Fliissigkeit nach 72 h 100 % O, ermittelt
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werden, eine iINOS-Defizienz hatte keinen Einfluss auf die Entwicklung eines
interstitiellen Odems. Die histologische Untersuchung des Lungengewebes nach
standardisierter Himatoxylin-Eosin-Firbung ergab unter Kontrollbedingungen bei den
WT- und KO-Miusen das Gesamtbild einer gesunden Lunge. Zeit- und dosisabhéngig
kam es nach hyperoxischer Exposition zur Ausbildung eines interstitiellen Odems und
zu einem vermehrten Influx von Entziindungszellen. Eine iNOS-Defizienz hatte keine
Auswirkung auf das Ausmall der oxidativen Lungenschidigung. Durch die
Bestimmung Thiobarbitursdure-reaktiver Substanzen konnte unter Hyperoxie ein
signifikant vermehrtes Auftreten von reaktiven Sauerstoff- und Stickstoffmetaboliten
nachgewiesen werden. Eine iNOS-Defizienz bewirkte eine signifikant geringere
Formation reaktiver Sauerstoff- und Stickstoffmetaboliten.

Aus der Gesamtheit der Daten lédsst sich schlieBen, dass unter akuter Hyperoxie die
proinflammatorische Komponente der induzierbaren NO-Synthase zu iiberwiegen
scheint. Dadurch wird das Ausmal} der inflammatorischen Reaktion verstérkt und die
resultierende oxidative Lungenschidigung potenziert. Um die genaue Bedeutung von
NO an der Pathogenese des hyperoxischen Lungenschadens genauer aufzukléren, sind
weitere in vivo-Studien an iNOS-defizienten Miusen, z.B. eine Kombination aus
hyperoxischer Exposition und Applikation von NO-Donatoren, notwendig, die das
komplexe Zusammenspiel von iNOS und NO einerseits und der Zytokin-induzierten

inflammatorischen Reaktion andererseits analysieren.
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