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1 Zusammenfassung

Der akute Lungenschaden (acute lung injury, ALI) stellt aufgrund der schlechten
Behandlungsmoglichkeiten ein grol3es Problem in der Intensivmedizin dar. Die
Ausloser des ALl sind vielfaltig. Sowohl Entzindung als auch oxidativer Stress,
welcher oftmals durch eine therapeutische Sauerstoffgabe verstarkt wird, spielen in
der Pathogenese eine wichtige Rolle. Experimentelle Daten der letzten Jahre deuten
zunehmend auf die antioxidativen und antiinflammatorischen Eigenschaften des
Gasotransmitters  Schwefelwasserstoff (H,S) hin. Die Effekte von exogen
zugefihrtem H,S auf den Lungenschaden oxidativer oder inflammatorischer Genese
sind weitestgehend ungeklart und wurden in dieser Arbeit anhand zweier

Mausmodelle untersucht:

1) Bei einem Hyperoxie-induzierten ALl konnte gezeigt werden, dass die
Verabreichung des H,S-Donators Natriumshydrogensulfid den Lungenschaden
reduzieren konnte. Diese Aussage stitzt sich auf die beobachtete Verminderung des
histologisch nachweisbaren ALIs und eine Reduktion der Gesamtproteinmenge und
Zellzahl in der bronchoalveolaren Lavage, die als Biomarker fur den oxidativen
Lungenschaden dienten. Der protektive Effekt wird vermutlich Uber eine Reduktion
der reaktiven Sauerstoffspezies durch H,S und eine Abnahme des Signalmolekiils

Angiopoietin 2 vermittelt.

2) Ein durch Lipopolysaccharid induziertes inflammatorisches ALI wurde durch
Inhalation des gasformigen H,S behandelt. Anhand der Verminderung des
histologischen Gewebeschadens, der Transmigration neutrophiler Zellen und der
Freisetzung der proinflammatorischen Zytokine Interleukin-13 und Macrophage
Inflammatory Protein-2, zeigte H,S auch in dieser Versuchsserie einen
lungenprotektiven Effekt. Dieser kdnnte tUber die verminderte Expression der mitogen
aktivierten Proteinkinase p38 vermittelt sein, die nachfolgend zu einer Reduktion der
Rekrutierung neutrophiler Zellen in die Lunge fihren und dadurch den

inflammatorischen Prozess hemmen kdnnte.

3) Die Lipopolysaccharidinstillation fihrte zu einem Anstieg des H,S-
Syntheseenzyms Cystathionin-B-Synthetase, das durch H,S deutlich reduziert
wurde. Dieser Befund lasst auf eine Substrathemmung von exogenem H,S auf die

endogene Synthese schliel3en.

Zusammenfassung
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2 Einleitung

2.1 Der akute Lungenschaden

Der akute Lungenschaden (acute lung injury, ALI) und die schwerere Form, das
acute respiratory distress syndrome (ARDS), sind als klinische Syndrome mit einer
erheblichen Letalitat von 26 — 44 % behaftet [30; 84]. Zu den haufigsten Ursachen
des ALI gehdren Sepsis, Pneumonie, schwere Traumata mit Schock, Aspiration von
Mageninhalt, Massentransfusion und Verbrennungen [20; 66].

Der akute Lungenschaden ist auf molekularer Ebene der Endpunkt multipler
Signalwege, die durch verschiedene lokale oder systemische Einflisse aktiviert
werden und zu einer diffusen Schadigung des Lungenparenchyms fihren.
Insbesondere kommen bei der Entstehung und der Progression des ALl neben
mechanischen Reizen dem oxidativen Stress sowie Entzindungsreaktionen
erhebliche Bedeutung zu (Abb. 1).

Sepsis, Pneumonie, Beatmung, Sauerstoffgabe

\ \ Y

) ) Mechanische Reize:
Hyperoxie — Inflammation < Druck- und

Zugbelastung
| P

Proinflammatorische
Zytokine, Chemokine

| AN ¢

Direkte Schadigung zelluléarer Leukozytenrekrutierung:
Makromolekiile Neutrophile und Monozyten

| b }
L Neemesdee

Abb. 1: Ausléser und Pathomechanismen des akuten Lun genschadens

|

Reaktive Sauerstoffspezies
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2.1.1 Der oxidative Lungenschaden

Die therapeutische Gabe von Sauerstoff (O,) spielt in der Notfall- und
Intensivmedizin eine wichtige Rolle [18]. Obwohl hochkonzentrierter Sauerstoff eine
bekannte Noxe der Lunge ist, gibt es oft keine therapeutischen Alternativen, um bei
schlechter Lungenfunktion eine ausreichende O,-Sattigung des Gewebes zu erzielen
[4; 51]. Unphysiologisch hohe O,-Konzentrationen fiihren, neben Schaden an der
Leber [3], der Retina [49] und dem zentralnerviosen System [19; 45; 69], auch zu

akuten und chronischen Lungenschéden [68].

Die Entstehung eines durch Hyperoxie induzierten Lungenschadens (hyperoxia-
induced acute lung injury, HALI) ist multifaktoriell und unzureichend verstanden [4;
18]. Die Pathogenese des oxidativen Lungenschadens ist auf den unmittelbaren
Einfluss von Sauerstoff, die Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies (reactive

oxygen species, ROS) [21] und auf inflammatorische Prozesse zurtickzufuhren.

Zu den ROS gehéren u.a. Wasserstoffperoxid, Superoxid-Anionen und Hydroxyl-
Radikale. Bei einem Uberangebot an Sauerstoff entstehen in den Mitochondrien
nichtenzymatisch mehr Superoxid-Anionen als unter normoxischen Bedingungen, die
nachfolgend zu Wasserstoffperoxid und anderen reaktiven Spezies reagieren [102].
ROS schadigen zellulare Makromolekule direkt durch Oxidation und verdndern somit
molekulare Signaltransduktionswege, die in der Folge extrinsisch (rezeptorvermittelt)
und intrinsisch (mitochondrial) proinflammatorische Signalkaskaden aktivieren und
den Zelltod induzieren kénnen [4; 80; 119]. Des Weiteren kdnnen ROS durch die
Regulation bestimmter Proteine indirekt zu einer Gewebeschadigung fihren. In
diesem Kontext spielt der Wachstumsfaktor Angiopoietin 2 (Ang2) eine wichtige
Rolle. Ang2 wird durch eine O,-Exposition hochreguliert und stimuliert den
programmierten Zelltod [10]. Ob direkt oder indirekt durch ROS versursacht, ruft der
resultierende Zellschaden in den verbliebenen Zellen Entziindungsreaktionen hervor,
die durch eine gesteigerte Sekretion proinflammatorischer Zytokine gekennzeichnet
sind. Letztere fuhren zur Migration weiterer Entziindungszellen in das betroffene
Gewebe, die wiederum ROS produzieren und somit den circulus vitiosus unterhalten
[25].

Einleitung



16

Durch die oben genannten Veradnderungen fuhrt die Hyperoxie zu einem alveolaren
Schaden mit Verlust der alveolo-kapillaren Barriere, einer nachfolgenden erhdhten
Permeabilitat und einer Odembildung. Es kommt zu strukturellen Umwandlungen des
Lungengewebes mit Pulmonalfibrose, Ausbildung hyaliner Membranen und Lasionen
der Pulmonalgeféaf3e [4; 25]. Klinisch ist der akute Lungenschaden durch einen
gestorten  Gasaustausch und ein Lungenversagen gepragt. Zumindest
tierexperimentell flhrt die alleinige Einatmung hoher Sauerstoffkonzentrationen zum
Tod [68; 101].

2.1.2 Der inflammatorische Lungenschaden

Wie eingangs erwahnt sind inflammatorische Prozesse fir das ALI von erheblicher
Bedeutung. Dies gilt sowohl fur die Pathophysiologie als auch fir die Pathogenese
eines Lungenschadens. Histologisch zeigen sich die Folgen als zellulare Schadigung
des Lungengewebes mit entzindlichen Infiltraten durch neutrophile Granulozyten
und Makrophagen [32; 54; 68; 108].

Die Rekrutierung und Wirkung neutrophiler Zellen spielen eine entscheidende Rolle
in der Entstehung des ALIl. Sie setzen ebenso wie auch aktivierte Lungenzellen
selbst Sauerstoffradikale und proinflammatorische Zytokine, u.a. das Interleukin-1-
beta (IL-1B), frei [2; 22; 68]. ROS induzieren, wie weiter oben erlautert, den Zelltod
und triggern die Entzindungsreaktion. Das IL-1B wird als maf3geblich beteiligtes
Zytokin in der inflammatorischen Kaskade bei der Entstehung eines ALl angesehen
[83] und ist beispielsweise bei ARDS-Patienten die Uberwiegend gefundene,

proinflammatorisch aktive Substanz in der bronchoalveolaren Lavage (BAL) [85].

Fur die Adhasion und Aktivierung von neutrophilen Zellen spielt die intrazellulare
mitogenaktivierte Proteinkinase (mitogen activated protein kinase, MAP-Kinase) p38
eine zentrale Rolle. Sie induziert beispielsweise die Synthese des
proinflammatorischen Zytokins Tumornekrosefaktor-a und von Chemokinen,
insbesondere von dem Macrophage Inflammatory Protein-2 (MIP-2) [2]. MIP-2 ist ein
murines Protein, welches homolog zu dem humanen Interleukin-8 spezifische,

chemotaktische Wirkungen auf neutrophile Zellen aufweist [74; 113].
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Mechanischer, inflammatorischer und und oxidativer Stress sind, unabhangig vom
Ausloser, die zentralen Mechanismen des ALl und verstarken sich gegenseitig.
Hinsichtlich der mechanischen Stimuli steht zum Schutz vor einem
beatmungsassoziierten Lungenschaden die Veranderung der Beatmungsmodi durch
eine Verminderung der Atemzugvolumina im Vordergrund [30; 104]. Fur die oxidative
und inflammatorische Komponente der Lungenschadigung hingegen fehlt derzeit
eine effektive Therapie oder Prophylaxe [104; 108]. Eine idealtypische,
therapeutische Intervention, die diesen Negativ-Zyklus durchbrechen kdnnte, muisste
sowohl antiinflammatorisch als auch antioxidativ wirken. Der rezent gefundene
Gasotransmitter Schwefelwasserstoff (H,S) kann experimentell beide Eigenschaften

vorweisen.

2.2 Schwefelwasserstoff

Schwefelwasserstoff war lange Zeit als reiner Giftstoff bekannt. Schon im
millimolaren Bereich zeigt H,S durch die Hemmung der Cytochrom-C-Oxidase
zytotoxische Eigenschaften [64]. Klinisch imponieren in niederen Konzentrationen
eine Reizung der Atemwege und Augen und in héheren Konzentrationen eine
Atemdepression bis hin zum Atemstillstand [8; 87]. Obwohl ein Vorkommen von H,S
im Hirngewebe schon in den 1980ern beschrieben wurde [109], postulierten Abe und
Kimura 1996 erstmals eine physiologische Funktion im Sinne einer Bedeutung als
potenzieller endogener Neurotransmitter [1]. Die Enzyme Cystathionin-y-Lyase (CTH,
auch CSE), Cystathionin-B-Synthetase @ (CBS) und  3-Mercaptopyruvat
Sulfurtransferase bilden H,S aus L-Cystein in vielen Organen oder Zellen wie
beispielsweise in der Leber, den Nieren, dem Gehirn, den glatten Muskelzellen und
den Lymphozyten [62; 64; 96; 107].

H.S hat neben Stickstoffmonoxid und Kohlenstoffmonoxid in den letzten Jahren als
korpereigener Gasotransmitter, d.h. als gasférmiges Molekil mit Signalwirkung, an
Bedeutung gewonnen [96; 107]. Bislang konnten multiple Effekte des Botenstoffes
aufgezeigt werden, die insbesondere durch die bislang vier beschriebenen
molekularen Mechanismen wirken (Abb. 2; [64; 96]): a) an lonenkanélen,
insbesondere durch die Aktivierung von Kalium-Adenosintriphosphat-Kanalen. Die
H,S-induzierte Offnung dieser Kanile beeinflusst GefaRtonus, Darmbewegung,
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Myokard-Kontraktilitat, Neurotransmission und Insulinsekretion [64]. Endogenes H,S
nimmt so durch seine vasorelaxierende Wirkung Einfluss auf die Blutdruckregulation
[106; 117] und wirkt damit kardioprotektiv [17; 52]; b) durch Proteinmodifikation
mittels Sulfhydration, dessen physiologischer Effekt jedoch noch nicht geklart ist; c)
Uber die Hemmung der Cytochrom-C-Oxidase, durch die der Zellmetabolismus und
die Adenosintriphosphat-Produktion limitiert wird und d) tber die Modifikation an der
Signaltransduktion beteiligter intrazellularer Proteine und Transkriptionsfaktoren [24;
62].

Neurotransmission Winterschlaf-
Insulinsekretion ahnlicher Zustand

Blutdruck- \ / Zytotoxizitat
Cytochrom-C-
Oxidase

Regulation
Interak
mit N

tion
o)
Zytoprotektion e —— Apoptose

Antioxidantien

Inflammation Radikalfanger

Abb. 2: Angriffspunkte und Wirkmechanismen von H 2S

H.S: Schwefelwasserstoff, ROS: reaktive Sauerstoffspezies, NO: Stickstoffmonoxid, NF-kB: Transkriptionsfaktor
KB“, K'atp: Kalium-Adenosintriphosphat, - aktivierende Wirkung, —| hemmende Wirkung. Abbildung modifiziert
nach Baumgart, K et al., 2009 [7].

Ahnlich den anderen Gasotransmittern scheint die exogene Zufuhr von H,S in
geringen Konzentrationen zell- und organprotektive Eigenschaften aufweisen zu
konnen [96]. Allerdings sind die bislang gezeigten Daten kontrovers. Abhangig von

den verwendeten Konzentrationen, der Applikationsart und den Tiermodellen wurden
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fur die exogene Applikation des Gases zytotoxische oder -protektive, pro- oder
antiapoptotische, antioxidative und pro- oder antiinflammatorische Effekte berichtet
[33; 62; 64; 71; 96]. Der zugrunde liegende Mechanismus und die beteiligten
Signaltransduktionswege, die H,S beeinflussen kann, sind bislang ebenfalls nur

unzureichend verstanden und erklarbar [62; 96; 107].

2.2.1 Die Wirkung von H ,S auf oxidative Prozesse

Der antioxidative Effekt von H,S wurde in vielen in vitro Modellen gezeigt [37; 53; 65;
110; 116]. Schwefelwasserstoff kann reaktive Spezies wie ROS [37; 116],
Peroxynitrit [110], Chlors&ure [111] und Homocystein [115] neutralisieren und somit
als starker Reduktor agieren und vor einer Oxidation schiitzen [62]. Die antioxidative
Wirkung des H,S wird zudem durch seine Funktion als intrazellularer Radikalfanger
und die Stimulation endogener antioxidativer Enzymsysteme, wie z.B. der
Hamoxygenase, getragen [79]. Ob und wie die potenziell antioxidativen
Eigenschaften von H,S in der Lunge wirken, ist derzeit unklar.

2.2.2 Die Wirkung von H ,S auf das Entziindungsgeschehen

Die Datenlage hinsichtlich H,S-vermittelter Effekte bei Entziindungsgeschehen bleibt
als kontrovers zu beurteilen. Verschiedene Tiermodelle zeigten eine
proinflammatorische Wirkung einer gasformigen H,S-Applikation oder von H,S-
Donatoren [12; 13; 15; 61; 97; 98; 121; 123]. Eine Hemmung der endogenen H,S
Synthese wurde in diesen Versuchen mit vermindertem Schaden in Verbindung

gebracht.

Im Gegensatz zu den oben genannten Hinweisen zum proinflammatorischen Effekt
von H,S sprechen viele Studien fur eine Entzindungshemmung durch H,S. Die
Applikation des Gases wurde mit vermindertem Pfotenddem und reduzierter
Leukozyten-Infiltration [120], geringerer Schwere einer Pankreatitis und Pankreatitis-
induzierten Lungenschaden [14; 92], protektiver Wirkung bei nichtsteroidaler
Antirheumatika (NSAR)-induzierten Magenulzera [34] und einem verlangerten
Uberleben bei systemischer Entziindungsreaktion nach Endotoxingabe [99] in
Verbindung gebracht. In verschiedenen Modellen konnten lungenprotektive Effekte

von H,S nachgewiesen werden. Diese zeigen sich fir sowohl den rauchgas- [31] als
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auch beatmungsinduzierten Lungenschaden [33]. Die Lungenprotektion wird
vermutlich tber die Aktivierung antiinflammatorischer und antioxidativer Signalwege
durch H,S vermittelt. Die antiinflammatorische Wirkung bei direkter, entziindlich

bedingter Lungenschadigung wurde bislang nicht untersucht.

2.3 Fragestellung

Aufgrund  fehlender  effektiver  antioxidativer und  antiinflammatorischer
Therapieansatze bei der Behandlung eines akuten Lungenschadens, des
organprotektiven Potenzials von Schwefelwasserstoff und der unzureichenden
Datenlage, wurden in der vorliegenden Arbeit die Wirkungen exogen zugefihrten
H,S auf den akuten Lungenschaden untersucht. Hierfir galt es insbesondere

folgende Fragen zu beantworten:

1. Schatzt die Applikation von H;S vor einem hyperoxiebedingten

Lungenschaden?

2. Falls eine Organprotektion vorliegt, welche molekularbiologischen
Mechanismen kdonnten den beobachteten organprotektiven Effekt von H,S bei
einer hyperoxisch bedingten Lungenschadigung erklaren?

3. Schiutzt die Applikation von H;S vor einem inflammatorischen

Lungenschaden?

4. Falls eine Organprotektion vorliegt, welche molekularbiologischen
Mechanismen kénnten den beobachteten organprotektiven Effekt von H,S bei

einer inflammatorisch bedingten Lungenschadigung erklaren?

5. Welchen Einfluss hat die Art der Lungenschadigung und des exogen

zugefihrten H,S auf die endogene H,S-Synthese?
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3 Material und Methoden

3.1 Materialien

3.1.1 Gerate

Mikroskop
Oxymeter
Zentrifuge
Tischzentrifuge
Zytospinzentrifuge

Konfokales Laser-
Scanning Mikroskop

Photometer
Kryotom

TURRAX
Homogenisator

IBRID Gasmessgerat
Thermomixer compact

3.1.2 Software

AxioVision

ImageJ

Statistik

ELISA Auswertung

Laser-Scanning
Mikroskopie Software

Textverarbeitung und
Excel

Scannertreiber

3.1.3 Gase

Sauerstoff
H,S

Axiovert25, Zeiss, D
Oxygen Monitor Model 810, w+w electronic AG, Basel, CH

Biofuge 15R, Heraeus Sepatech, D

Biofuge fresco, Heraeus Instruments, D

Cytospin3, Shandon, Thermo Scientific, USA
510 META NLO, Carl ZEISS, Jena, D

DU 640, Beckman, USA
CM 3050, Leica, Nussloch, D

Ultra-Turrax
Staufen, D

125,

Janke+Kunkel,

MX6, Industrial Scientific, USA
Eppendorf, Hamburg, D

AxioVs40 V 4.7.2.0, Carl Zeiss Imaging Solutions GmbH, D

http://rsb.info.nih.gov/ij/download.html, USA
SigmaPlot 12.0, Systat Software, Inc., USA
SoftMax Pro 4.8, Molecular Devices, USA

Zen 2010, Carl Zeiss Imaging Solutions GmbH, D

Microsoft Office 2003, Microsoft Corporation, USA

Canon MP 550, Canon Inc., Japan

99,5 %
80 ppm

Universitatsklinikum Freiburg, D

Air Liquide, Krefeld, D

Material und Methoden
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3.1.4 Chemikalien, Reagenzien, Medikamente

Lipopolysaccharide
PBS (endotoxinfrei)

ECL und ECL Plus

Detektionsreagenz

Bio-Rad Protein Assay

BSA

Tissue Tek ®
Ketamin
Acepromazin
Diff-Quick

Dihydroethidium

E.coli 0111:B4, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Mtinchen, D
P5368, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen, D
GE Healthcare, Buckinghamshire, UK

Bio-Rad, Miunchen, D

A7906-100, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen, D
O.C.T. ™ Compound, Sakura Finetek GmbH, Staufen, D
Ketanest, 50 mg/ml, Inresa Arzneimittel GmbH, Freiburg, D
Vetranquil 1 %, Ceva Tiergesundheit GmbH, Disseldorf, D
Medion Diagnostics AG, Duidingen, CH

5 mM/DMSO, D23107,
GmbH, Darmstadt, D

Invitrogen, Life Technologies

3.1.5 Puffer, Losungen und Gele

10x TBS

Waschpuffer
1x TBST 0,2 %
Ladepuffer

(5x SDS)

5x SDS

Laufpuffer (1x SDS)

12,19 TRIS

87,66 g NaCl

mit Salzsaure auf pH 8 einstellen
ad 1000 ml (ddH20)

100 ml 10x TBS

2 ml Tween

ad 1000 mi (ddH20)

10 mi Glycerol

5ml 1 MTRIS pH 6,8
1549 DTT

249 SDS

0,1g Bromphenolblau
ad 20 ml (ddH20)

15,1 g TRIS

94 ¢ Glycin

50 ml 10 % SDS Losung
ad 1000 mi (ddH20)

200 ml 5x SDS

800 ml ddH:=0
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Nassblot Puffer

5 % Milch

5 % BSA

Sammelgel

Trenngel 10 %

Trenngel 13 %

APS 10 %

Phosphatase-
Inhibitor-Puffer

Gewebepuffer

3,03¢g TRIS
1441 ¢g Glycin
200 ml Methanol

ad 1000 ml (ddH20)

5 gr Magermilchpulver
ad 100 ml  (1x TBST 0,2 %)

5 gr Bovines Serum Albumin
ad 100 ml (1x TBST 0,2 %)

6,8 ml ddH:0

1,7 mi Acrylamid 30 %ig

1,25 ml 1 M TRIS (pH 6,8)

0,1 ml 10 % SDS

0,1 ml APS

0,01 ml TEMED

7,9 ml ddH:=0

6,7 ml Acrylamid 30 %ig

5,0 ml 1 M TRIS (pH 6,8)

0,2 ml 10 % SDS

0,2 ml APS

0,008 ml TEMED

6,0 ml ddH-0

8,6 ml Acrylamid 30 %ig

5,0 ml 1 M TRIS (pH 6,8)

0,2 ml 10 % SDS

0,2 ml APS

0,008 ml TEMED

39 APS (Ammonium Persulfat)

30 ml ddH,0

50 ml Gewebepuffer

1 Tablette “Complete” Phosphatase Inhibitor
(REF 11836153001, Roche Diagnostics GmbH,
Mannheim, D)

3,78¢g TRIS

500 ml ddH,0
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Stripping PufferA |3 g 50 mM Tris - pH 6,8
10g 2 % SDS
3,9 ml 10 mM [3-Mercaptoethanol
ad 500 mi (ddH20)

Stripping Puffer B |Restore Western Blot Sripping Buffer, #21063, Thermo
Scientific, Bonn, D

3.1.6 Kits und Assays

Mouse MIP-2 Immunoassay R&D Systems GmbH, Wiesbaden-Nordenstadt, D

Mouse IL-1B8 Immunoassay R&D Systems GmbH, Wiesbaden-Nordenstadt, D
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3.2 Invivo Tierversuche

Alle Tierversuche wurden gemald den aktuellen Richtlinien der lokalen
Ethikkommission zur Haltung und Verwendung von Labortieren und nach
Genehmigung durch  das  Regierungsprasidium  Freiburg  durchgefihrt
(Ethikkommission Universitat Freiburg, Freiburg, D, Genehmigungsnummer G-
07/25).

3.2.1 Tiere

Fur die Versuche wurden mannliche C57BL/6N Mause (Charles River, Sulzfeld, D)
mit einem Korpergewicht von 21 - 24 g verwendet. Die Versuche begannen nach
einer Eingewbhnungszeit von mindestens 4 Tagen. Die Mause hatten vor und
wahrend der Versuche freien Zugang zu Trinkwasser und Nahrung und konnten sich
zu jeder Zeit frei im Kafig bewegen. Der Tag-Nacht-Rhythmus wurde mit Hilfe von
Zeitschaltuhren konstant bei 12 Std / 12 Std gehalten.

3.2.2 Modell 1: Hyperoxischer Lungenschaden

3.2.2.1 Hyperoxie-Exposition

Fur alle Hyperoxie-Versuche wurden die Mause in ihren Kéafigen in einer dichten
Plexiglasbox platziert und Sauerstoff mit einer Konzentration von 99,5 % zugefihrt.
Zum Anfluten wurde fir 10 Min ein Gasfluss von 8 Liter / Min verwendet. Die
anschlieBende Reduktion des Gaszuflusses auf 0,5 bis 1 Liter / Min als
Erhaltungsdosis ergab eine kontinuierliche Sauerstoffkonzentration von 88 %, welche
mit einem Oxymeter stetig Uberwacht wurde. Zwei Ablassventile sorgten fir die
Vermeidung von Uberdruck in der Box. Interventionen an den Versuchstieren fanden
aulRerhalb der Plexiglasbox statt, sodass die Hyperoxie-Behandlung fir ca. 5 Min /
Tag unterbrochen werden musste. Die O,-Konzentration sank durch das Offnen der
Box kurzzeitig auf ca. 60 %, stieg jedoch nach ca. 5 Min wieder auf tber 85 % an.
Die Versuche an Kontrolltieren wurden aufRerhalb der Plexiglasbox unter Raumluft
mit 21 % O, durchgefuhrt.
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3.2.2.2 NaHS-Applikation

Die Applikation von Natriumhydrogensulfid (NaHS) erfolgte intraperitoneal (i.p.).
Unmittelbar vor jeder Injektion wurde NaHS in 0,9 %iger Natriumchlorid-L6sung
(NaCl) geldst und bei gleichen auf das Kérpergewicht bezogenen Volumina auf die in
Tab. 1 aufgefuhrten Konzentrationen verdinnt. Das Korpergewicht wurde vor jeder
Injektion gemessen. Als Vehikel wurde Kontrolltieren 200 pl NaCl injiziert. Die
Vehikel- und NaHS-Applikationen erfolgten zu Beginn des Versuches (72 Std
Hyperoxie) bzw. eine Std vor Versuchsbeginn (60 Std Hyperoxie) und in der Folge

repetitiv alle 24 Std mit jeweils auf das aktuelle Gewicht adaptierten Volumina.

Dosierung Konzentration Lésung Applikations-Volumen
[mg NaHS / kg KG / Tag] [mg NaHS / ml] [ml/ kg KG]
0,5 0,0625 8,0
1,0 0,125 8,0
5,0 0,625 8,0
10,0 1,25 8,0

Tab. 1: Konzentrationen und Applikationsvolumina vo n NaHS

NaHS: Natriumhydrogensulfid, KG: Kérpergewicht.

3.2.3 Modell 1: Versuchsetablierung und -gruppen

3.2.3.1 Der Effekt von NaHS auf die Proteinkonzentr ation, Zell- und
Neutrophilenanzahl in der BAL nach 72 Std Hyperoxie

In Anlehnung an frilhere Untersuchungen wurde initial eine Hyperoxiezeit von 72 Std
bestimmt [56; 72; 124]. Fiur diesen Versuchsabschnitt dienten 6 Gruppen mitn = 6 -
11 Tiere / Gruppe:
Gruppe 1, RL (Kontrolle): Raumluft (72 Std) + NaCl (0,9 %, 200 ul / Tag)
Gruppe 2, Vehikel: Hyperoxie (72 Std) + NaCl (0,9 %, 200 pl / Tag)

Gruppe 3, 0,5: Hyperoxie (72 Std) + 0,5 mg NaHS / kg / Tag
Gruppe 4, 1: Hyperoxie (72 Std) + 1 mg NaHS / kg / Tag
Gruppe 5, 5: Hyperoxie (72 Std) + 5 mg NaHS / kg / Tag
Gruppe 6, 10: Hyperoxie (72 Std) + 10 mg NaHS / kg / Tag.
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3.2.3.2 Der Effekt von Hyperoxie auf die Proteinkon  zentration, Zell- und
Neutrophilenanzahl in der BAL im zeitlichen Verlauf

Aufgrund der Resultate aus dem Versuchsabschnitt 3.2.3.1 wurde in der Folge eine
Zeitkinetik hinsichtlich des hyperoxiebedingten Lungenschadens erstellt. Die Mause
wurden in 6 Gruppen (n = 2 - 11 Tiere / Gruppe) fur 12, 24, 48, 54, 60 bzw. 72 Std
den oben genannten Hyperoxie-Bedingungen ausgesetzt (Abb. 3). Weitere

Interventionen fanden nicht statt.

o]

A 4

12 Std Y
24 Std

A 4
48 std ” S"d v
t
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Abb. 3: Zeitkinetik der Hyperoxie
C57BL/6N Mause wurden fiir 12 - 72 Std Hyperoxie-Bedingungen mit 88 % O, ausgesetzt.

3.2.3.3 Der Effekt unterschiedlicher Konzentratione  n an NaHS auf die
Proteinkonzentration, Zell- und Neutrophilenanzahl in der BAL nach
60 Std Hyperoxie

Aufgrund der Ergebnisse aus Abschnitt 3.2.3.2 wurde fir die folgenden
Versuchsserien eine Hyperoxiezeit von 60 Std gewéhlt. Eine Stunde vor Beginn der
Hyperoxie und dann alle 24 Std wurden Vehikel bzw. NaHS i.p. in unten stehenden
Konzentrationen appliziert. Die verabreichten Volumina sind in Tab. 1 aufgefihrt.

Nach 60 Std endete der Versuch. Folgende Gruppen (n = 8 Tiere / Gruppe) wurden

verglichen:
Gruppe 1, Vehikel (Kontrolle): Hyperoxie (60 Std) + NaCl (0,9 %, 200 ul / Tag)
Gruppe 2, 0,5: Hyperoxie (60 Std) + 0,5 mg NaHS / kg / Tag
Gruppe 3, 5: Hyperoxie (60 Std) + 5,0 mg NaHS / kg / Tag
Gruppe 4, 10: Hyperoxie (60 Std) + 10 mg NaHS / kg / Tag.
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3.2.3.4 Der Einfluss einer NaHS-Applikation auf den  hyperoxischen

Lungenschaden

Aufgrund der Ergebnisse aus Abschnitt 3.2.3.3 wurde fir den folgenden Versuch

eine NaHS Konzentration von 10 mg / kg / Tag gewahlt. Die Versuchstiere wurden

fur 60 Stunden mit Raumluft oder Hyperoxie behandelt. Die Injektion von Vehikel

oder NaHS erfolgte eine Stunde vor Beginn der Hyperoxie und dann alle 24 Std

(Abb. 4). Verglichen wurden vier Gruppen mit jeweils n = 8 Tieren / Gruppe:
Gruppe 1, RL (Kontrolle): Raumluft (60 Std) + NaCl (0,9 %, 200 ul / Tag)
Gruppe 2, RL + NaHS:  Raumluft (60 Std) + 10 mg NaHS / kg / Tag
Gruppe 3, Oq: Hyperoxie (60 Std) + NaCl (0,9 %, 200 ul / Tag)
Gruppe 4, O, + NaHS: Hyperoxie (60 Std) + 10 mg NaHS / kg / Tag.

88 % O,
e
_H“‘-&_ e i —

-1 0std 24 48 60

NaHS NaHS NaHS Versuchsende
AN % ATy }y }y
LA , ‘ A ! \(\, X ’
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Abb. 4: Versuchsaufbau des in vivo Modells zum hyper oxischen Lungenschaden

C57BL/6N Mausen wurde zu Beginn und repetitiv alle 24 Std NaHS oder Vehikel appliziert und

einer Atmosphare mit 88 % Sauerstoff oder Raumluft ausgesetzt.

3.2.4 Modell 2: Lipopolysaccharid (LPS) -induzierter Lungenschaden

3.2.4.1 H,S-Exposition

Gasformiger Schwefelwasserstoff (H,S, 80 parts per million (ppm) in 21 % O,) wurde

Uber einen Flussmesser kontinuierlich in eine dichte Plexiglasbox geleitet und die
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H,S-Konzentration  kontinuierlich  mittels  Gas-Messgerat  kontrolliert.  Die
Gasapplikation begann 1 Std vor LPS-Gabe und wurde fur diese fur 5 Minuten
unterbrochen. Kontrolltiere befanden sich wahrend des Versuches unter Raumluft mit
21 % O,.

3.2.4.2 LPS-Applikation

Zur Induktion einer pulmonalen Entzindungsreaktion wurde den Versuchstieren
Endotoxin LPS intranasal (i.n.) verabreicht. Das gefriergetrocknet vorliegende LPS
wurde in einer endotoxinfreien Phosphat-gepufferten Salzldsung (phosphate buffered
saline, PBS) gelost und auf die unten genannten Konzentrationen in einem zu
applizierenden Volumen von 70 pl verdinnt. Alle Aliquots der LPS-LAsung lagerten
bis zu den Versuchen bei -20 °C. Wahrend einer inhalativen Kurznarkose mit
Isofluran wurde die LPS-L6sung den Mausen auf die Nase getraufelt und von ihnen
daraufhin aspiriert. Kontrolltiere bekamen entsprechend 70 pl endotoxinfreies PBS

als Vehikel. Die Versuchszeit ab diesem Zeitpunkt betrug 6 Std.

3.2.5 Modell 2: Versuchsetablierung und -gruppen

3.2.5.1 Pulmonale Entziindungszeichen nach intranas  aler LPS-Applikation

Den Versuchstieren wurde LPS in Konzentrationen von 0,025 - 250 ng / 70 ul PBS
I.n. appliziert. [68]. Die Versuche erfolgten fur 6 Stunden in Raumluft.

3.2.5.2 Der Einfluss von H ,S auf den LPS-induzierten Lungenschaden

Aufgrund der Ergebnisse aus dem vorherigen Abschnitt wurde den Versuchstieren
LPS 0,25 ng in 70 pl PBS oder 70 ul Vehikel i.n. appliziert und Raumluft mit oder
ohne Supplementierung von 80 ppm H,S zugefihrt (Abb. 5). Die Versuchsdauer
betrug nach einstindiger Vorbehandlung und ab dem Zeitpunkt der LPS- oder
Vehikel-Applikation 6 Std.
Vier Versuchsgruppen mit jeweils n = 8 Tieren / Gruppe wurden verglichen:

Gruppe 1, Vehikel (Kontrolle): 70 ul PBS (Raumluft)

Gruppe 2, Vehikel + H,S: 70 ul PBS (H.S, 80 ppm)
Gruppe 3, LPS: 0,25 ng LPS in 70 pl PBS (Raumluft)
Gruppe 4, LPS + H,S: 0,25 ng LPS in 70 pl PBS (HS, 80 ppm).
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-1 0 Std 6
H,S LPS Praparation

80 ppm Applikation

iy
\

\\‘{,

Abb. 5: Versuchsaufbau des in vivo Modells zum Einflu ss von HS auf den LPS-induzierten
Lungenschaden

C57BL/6N Mausen wurde i.n. 0,25 ng LPS in 70 ul PBS oder 70 ul PBS alleinig (Vehikel) appliziert. Es erfolgte
Zufuhrung von Raumluft mit oder ohne Supplementierung von 80 ppm H,S. Die Versuchsdauer ab LPS- /
Vehikel-Gabe betrug 6 Std.

3.3 Versuchsende und Probenentnahme

Am Ende der Tierversuche wurden die Mause mit 300 pl eines Gemisches aus
Ketamin (10 mg / ml) und Acepromazin (1 mg / ml) tber die Induktion eines
Atemstillstandes getttet. Die Trachea wurde freiprapariert und in ihr eine verkirzte
20G Kanile (Abbocath®-T, Hospin Venisystems) fixiert. Nach der Er6ffnung des
Bauchraumes und des Thorax erfolgte eine intrakardiale Blutabnahme. Zur
Serumgewinnung wurde das Blut auf Eis gekuhlt (mindestens 10 Min), zentrifugiert
(25 Min, 10.000 rpm / 5.264 g) und der Serumuberstand abpipetiert. Die linke
Lungenhalfte wurde abgeklemmt, wahrend bei der rechten eine bronchoalveoléare
Lavage (BAL) durch zweimaliges Sptlen mit 800 pl kaltem PBS durchgeftihrt wurde.
Die rechten Lungenlappen wurden anschlie3end in flissigem Stickstoff eingefroren.
Es folgte die Praparation der linken Lungenhalfte fir die Histologie, wie unter 3.4.4
beschrieben. Die Lagerung von Gewebe, Serum und BAL fand bis zur weiteren

Verwendung bei -80 °C statt.

3.4 Auswertung von BAL, Lungengewebe und Histologie

Die Untersuchung der in den Tierversuchen gewonnenen BAL und des

Lungengewebes fand wie in Abb. 6 dargestellt statt.
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Tierversuche

Linke
Lungenhalfte

Rechte
Lungenhaélfte

Homogenisat Lungenschnitte BAL
Proteindetektion ROS-Nachweis Zytokine : Histo
(Western Blots) (konfokale Mikroskopie) Neutrophile

4 Zellen

w1 Hod W3

Gesamtzellzahl \

IRIRTRE)

Abb. 6: Schematische Darstellung der Analyse von Lun gengewebe und BAL (Details s. Text)

Gesamtprotein

O, Sauerstoff, H,S: Schwefelwasserstoff, LPS: Lipopolysaccharid, NaHS: Natriumhydrogensulfid, BAL:
bronchoalveolére Lavage, ROS: reaktive Sauerstoffspezies.

3.4.1 Aufbereitung BAL

Die auf Eis gekuhlte BAL wurde direkt nach der Tierpraparation zentrifugiert (10 Min,
2.000 rpm / 210 g) und der Uberstand aliquotiert. Ein Aliquot diente der direkten
Proteinbestimmung. Die restlichen Aliquots wurden zur weiteren Analyse in flissigem
Stickstoff eingefroren. Das verbleibende Pellet wurde in 500 pl kaltem PBS

resuspendiert, um die Zellzahl zu bestimmen.

3.4.1.1 Bestimmung der Gesamtzellzahl

Fur die zytologische Auswertung wurden Zellen lichtmikroskopisch in einer
Neubauer-Zahlkammer ausgezéhlt. Gezahlt wurden alle intakten Zellen mit Zellkern,
die zu den Immunzellen gezahlt werden (Makrophagen, neutrophile Granulozyten,

Lymphozyten).

3.4.1.2 Bestimmung des Anteils an neutrophilen Zell  en

Es wurden 120 — 200 pl der in PBS aufgenommenen BAL-Zellen fir die
Zytozentrifugation eingesetzt und fir 10 Min bei 800 rpm / 280 g zentrifugiert. Die
Farbung der Praparate erfolgte nach mindestens einem Tag Trockenzeit mit Diff-
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Quick. Ausgezahlt wurde die Anzahl neutrophiler Granulozyten pro 200 intakte Zellen

in 5 zufallig gewéhlten Gesichtsfeldern.

3.4.1.3 Proteinbestimmung nach Bradford

Die Proteinbestimmung der BAL Proben erfolgte in Doppelbestimmung nach
Bradford. Jeweils 10 ul BAL, vorgelegt in 1 ml verdinnter Bradford Lésung, wurden
gegen eine Kontrolle (10 pl PBS) bei einer Wellenlange von 595 nm gemessen. Das
mathematische Mittel der Doppelprobenbestimmung wurde ermittelt. Die Messung
des Proteingehaltes bei Lungenhomogenisaten (Verweis 3.4.2.1) erfolgte nach der
gleichen Methode aus 2 pl Gewebe-Uberstand. Als Kontrolllosung diente hierbei

Gewebepulffer.

3.4.1.4 ELISA

Zur Zytokinbestimmung aus der BAL wurden Interleukin-1-beta (IL-1B) und
Macrophage Inflammatory Protein-2 (MIP-2) enzyme-linked immunosorbent assays
(ELISA) genutzt und nach Angaben des Herstellers durchgefiihrt.

3.4.2 Western Blot
Die Proteindetektion mittels Western Blot Analyse erfolgte wie folgt (Abb. 7):

Tierversuch

Aufarbeitung des Lungengewebe s,
Proteinextraktion und Bestimmung der KATHODE () /
Proteinkonzentration

Fiter paper
.......... <

g Gl g

2

SDS-Gelelektrophorese , Western Blot,
Immundetektion gebundener Proteine

v

Darstellung der Proteinbanden  auf
Roéntgenfilm, densitrometrische
Auswertung

v

Statistik

E— o~

m

+
“
B —
o . ———— - -
A —
PBS s s
HS Ay

[Vielfaches von Kontroll

P38/ GAPDH

Memorane
Fiter paper
PBS

-

Abb. 7: Schematischer Ablauf der Proteindetektion
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3.4.2.1 Aufarbeitung des Gewebes

Aus dem jeweils oberen rechten Lungenlappen wurde ein Homogenisat hergestellt.
Nach dem Wiegen der Lungenlappen wurde das Zehnfache ihres Gewichts an
Phosphatase-Inhibitor-Puffer in 2 ml Reaktionsgefaf3en eisgekuhlt vorgelegt. Es
folgte die Zugabe des gefrorenen Gewebestiicks. Mit einem TURRAX-Stampfer
wurde das Gewebe homogenisiert und anschlieRend zentrifugiert (5 Min, 13.000
rom / 16.060 g, 4 °C). Der Uberstand wurde aliquotiert und eingefroren. Die
Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte nach Bradford wie unter 3.4.1.3

beschrieben.

3.4.2.2 Polyacrylamid-Gele und Gelelektrophorese

Die nachfolgende Gelelektrophorese erfolgte mit einem frisch hergestelltem 10 bzw.
13 %igem Polyacrylamid-Trenngel mit einer Sammelgel-Uberschichtung. Die Proben
tauten auf Eis auf. Die entsprechende Probenmenge mit einem Proteingehalt von 30
ng wurde mit Ladepuffer (5 x SDS) im Uberschuss fir 5 Min bei 95°C denaturiert.
Nach dem Zentrifugieren (2 Min, 13.000 rpm / 16.060 g) der abgekihlten Proben
wurden sie in die entsprechenden Geltaschen pipettiert. Ein zuvor hergestellter
Probenstandard, ein Homogenisat aus gepoolten Lungenlappen der Kontrolltiere,
diente bei allen Gelen als Vergleichswert. So konnten die Proteinbanden
unterschiedlicher Gele nach der Auswertung miteinander verglichen werden. Als
GroRRenreferenz fir die Proteine dienten 10 pl Molekulargewichtsmarker (Prestained
Protein Marker, Broad Range, New England BioLabs, # P7708, USA) pro Gel. Die
Auftrennung der Proteine erfolgte bei 120 Volt und 150 Milliampere in Laufpuffer.

3.4.2.3 Proteintransfer

Fur den Transfer der Proteine vom Gel auf eine PVDF-Membran (# IPV00010,
Millipore GmbH, Schwalbach / Ts., D) diente das Nassblot-Verfahren. Unmittelbar
vor ihrem Gebrauch erfolgte die Aktivierung der Membran fur 10 Sekunden mit
Methanol. Die Kammer wurde mit kaltem Nassblot Puffer, sowie einem Eis-
Kihlelement gefillt. Die fur 2 Std angelegte Spannung fir den Transfer betrug bei
350 Milliampere 100 Volt.

3.4.2.4 Immundetektion der jeweiligen Proteine

Nach dem Blotten erfolgte die Inkubation der Membranen mit 10 ml 5 %

Magermilchlésung in TBST fur eine Stunde, um alle unspezifischen Bindungsstellen
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der Membranen zu blockieren. Uber Nacht inkubierten die Membranen mit den
spezifischen Antikorpern, geldst in 5 %iger Magermilch- bzw. BSA-LOsung, unter
standiger Durchmischung bei 4 °C. Die verwendeten Antikérper kénnen Tab. 2
entnommen werden. Nach funfmal finfmintitigem Waschen der Membranen mit
Waschpuffer erfolgte die Inkubation mit dem Sekundar-Antikérper fur mindestens
eine Stunde bei Raumluft. Jede Membran wurde erneut mit Waschpuffer gewaschen
(finfmal 5 Min) und anschlieRend mit ECL oder ECL Plus Detektionsreagenz fir eine
Minute benetzt. Die Belichtung (1 Sekunde bis 25 Min) der Rontgenfilme und die

Entwicklung fanden daraufhin in einer Dunkelkammer statt.

Primare Antikérper

_ . Verdiinnung Verdinnung | Sekundar-
Antikorper Firma Bestell-Nr. Primar-AK mit AK
a-Ang2 Abcam ab8452 1:500 5 % Milch Ratte
a-CBS Santa Cruz sc-46830 1:500 5 % Milch Ziege
a-CTH Abnova H00001491- 1:1000 5 % Milch Maus

M01
a-GAPDH assay designs CSA-335 1:2500 5 % Milch Maus
a-HO-1 assay designs, SPA-895 1:250- 5 % Milch Ratte

Stressgen 1:2000

a-Hsp70 Abcam ab31010 1:3000 5 % Milch Ratte
a-pERK Cell Signaling 9101 1:2000 5 % Milch Ratte
a-pJNK Cell Signaling 9251 1:1000 5% BSA Ratte
a-pp38 Cell Signaling 9211 1:2000 5% BSA Ratte
a-SOD2 Abcam ab13533 1:20.000 5 % Milch Ratte
Sekundare Antikorper (Peroxidase gekoppelt)
Donkey GE Healthcare NA 9340 1:2000 5 % Milch
a-rabbit (Ratte)
Sheep GE Healthcare NA 931 1:3000 5 % Milch
a-mouse (Maus)
Donkey Santa Cruz sc-2020 1:2000 5 % Milch
a-goat (Ziege)

Tab. 2: Aufstellung der verwendeten Priméar- und Sek  undar-Antikérper

AK: Antikdrper, BSA: Bovines Serumalbumin, Ang2: Angiopoietin 2, CBS: Cystathionin-B-Synthetase,
CTH:  Cystathionin-y-Lyase, = GAPDH:  Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase, = HO-1:
Hamoxygenase-1, Hsp70: Hitzeschockprotein 70, pERK: Phospho-Extracellular-signal Regulated
Kinase, pJNK: Phospho-c-Jun N-terminale Kinase, pp38: Phospho-p38-mitogenaktivierte
Proteinkinase, SOD2: Mangansuperoxiddismutase.

Material und Methoden




35

3.4.2.5 Normalisierung, Wiederverwendung der Membra  nen, Stripping

Um weitere Proteine nachzuweisen, fand ein ,Stripping“ der Membranen statt. Zwei
Methoden erwiesen sich hierbei als gleichermal3en gut. Entweder inkubierten die
Membranen fur 30 Min bei 50 °C mit Stripping Puffer A oder fir 10 Min bei
Raumtemperatur mit Stripping Puffer B. Hiernach erfolgte ein weiterer Waschgang
von funfmal 5 Min mit Waschpuffer, anschlieRend konnten die Membranen nach dem
oben genannten Schema erneut blockiert und mit Antikbrpern inkubiert werden. Die
Normalisierung zum Nachweis gleichmafiiger Proteinladung und -transfer erfolgte

mittels Antikdrper gegen Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH).

3.4.2.6 Densitometrische Auswertung

Der Scan der Filme fur die densitometrische Auswertung erfolgte auf weil3em
Hintergrund. Mit dem Programm ImageJ wurde die Grauintensitat der einzelnen
Banden gemessen und, zur Vergleichbarkeit der Blots, mit dem oben genannten
Lungenhomogenisat-Standard verrechnet. Daraufhin wurde bei allen Proben das
Verhéltnis der Intensitdt des Priméarantikdrpers zur Intensitdt von GAPDH
mathematisch ermittelt. Die Graphen zeigen von diesem Verhéltnis Primarantikdrper
zu GAPDH das Gruppenmittel der Verumgruppen als Vielfaches von der
Kontrollgruppe des Tierversuchs.

3.4.3 ROS-Nachweis

Fur den Nachweis von Superoxid-Anionen wurden gefrorene, rechte untere
Lungenlappen in Tissue-Tek® eingebettet, aus diesen mit einem Kryotom 6 pm dicke
Schnitte angefertigt, auf Glasobjekttrdger aufgenommen und getrocknet. Am
folgenden Tag wurden die Proben fur 20 min in PBS rehydriert und anschlieRend mit
2 Mikromolar Dihydroethidium pro Gewebestlick benetzt. Die Schnitte inkubierten
lichtgeschutzt in einer Feuchtkammer bei 37 °C fur 30 Min bevor sie in Fluorescent
Mounting Medium (Dako, USA) eingebettet und mit einem Deckglas geschuitzt
wurden. Die rot fluoreszierenden Labels wurden mit einem konfokalen Laser-
Scanning Mikroskop mit einer Wellenldngen von 543 nm fir die Laser Line und 560
nm long-pass Filter detektiert. Die Vergrol3erung erfolgte mit dem Objektiv Plan-
Apochromat 20 x / 0,75 (Zeiss, D). Die verwendete ZEN 2011 Software (Carl Zeiss)

ersetzt fur die Darstellung die gemessenen Graustufen je nach Intensitat mit den
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Farben Rot, Grin und Blau. Zuséatzlich fand eine densitometrische Auswertung der
Grauaufnahmen mit ImageJ 1,44p statt. Pro Versuchsgruppe wurden die Lungen von
4 Tieren untersucht und pro Lunge jeweils 3 Fotos ausgewertet. Die
densitometrische Messung erfolgte bei 100 willkirlich auf dem Foto gesetzten

Zellkernen.

3.4.4 Histologie der Lunge
Fur die histologische Auswertung wurden die linken Lungenhalften bei der
Praparation Uber die Trachealkanile mit einer Tissue-Tek® - PBS Ldsung
(Mischungsverhaltnis 1 / 3) mit einem definierten Druck von 20 Zentimeter
Wassersaule gefillt, in unverdinntes Tissue-Tek® eingebettet und langsam auf
flissigem Stickstoff tiefgefroren. Bis zur weiteren Verwendung erfolgte die Lagerung
bei -80 °C. Mit einem Kryotom wurden bei -30 °C und einer Tischneigung von 1°
Kryoschnitte mit einer Dicke von 12 pum angefertigt, auf Objekttrdger aufgenommen
und bis zur Farbung bei -80 °C gelagert. Vor dem Farben tauten die Lungenschnitte
10 Min auf, fixierten mit 100 % Aceton bei 4 °C fur 10 Min und trockneten
anschlieBend unter Raumluft. Die Farbung erfolgte mit Hamalaun (2 Min, mit
Leitungswasser Blauen fur 10 Min) und Eosin (2 Min) (HE-Féarbung). Die Schnitte
wurden anschlieBend durch eine aufsteigende Alkoholreihe dehydriert und mit
Entellan gedeckelt. Bei 200-facher Vergréf3erung wurden pro Lunge 4 Fotos mit
jeweils 5 Hauptgesichtsfeldern (high power fields, HPFs) ausgewertet. Die Wahl der
Ausschnitte erfolgte dabei ungesetzlich. Eine dritte Person wertete sie mit
verblindeter Nummerierung aus.
Fur die Beurteilung wurde:
a) die Wanddicke (in um) aller Wande pro HPF mit der skalierten Linealfunktion
der Mikroskopie-Software gemessen und der Mittelwert pro Tier erstellt.
b) fur die Bestimmung der zellularen Infiltrate alle eingewanderten Zellen pro
HPF gezahlt und der Mittelwert pro Tier erstellt.
c) das Ausmald der Hamorrhagie bestimmt (bewertet von ,keine" bis ,sehr
schwer*).
Aus den drei Parametern berechnet sich der nach Nishina et al. [75] modifizierte
Acute Lung Injury Score (ALI-Score), der in der Summe 0 bis 12 Punkte je nach

Schwere des Lungenschadens vergibt. Tabelle 3 zeigt die Beurteilungskriterien.
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0 1 2 3 4
Alveolare Wanddicke 0-4,0 41-7,0 7.1-90 91-12 ab 12
[um]
Infilirate 0-45 46-9 9.1-15 151 - 22 ab22.1
[Infiltrate / HPF] ' ' ' ' '
Hamorrhagie keine minimal moderat schwer sehr schwer

Tab. 3: Beurteilungskriterien des Acute Lung Injury Score

3.5 Statistische Auswertung

Alle Graphen zeigen die Mittelwerte der

Standardabweichung. Die

Datenanalyse erfolgte

anschlieRend mit

beschriebenen Gruppen mit der

einer

einfaktoriellen Varianzanalyse (ANOVA) gefolgt von einem Student-Newman-Keuls

Posthoc Test oder einem Dunn’s Posthoc Test. Ein p-Wert von p < 0,05 wurde als

statistisch signifikant gewertet.
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4 Ergebnisse

Modell 1: Hyperoxischer Lungenschaden

4.1 Etablierung eines in vivo Modells zur Behandlun g des

oxidativen Lungenschadens mitH ,S

Zur Untersuchung eines potenziell protektiven Effektes von H,S bei oxidativer
Lungenschadigung, wurde ein neues Mausmodell etabliert. Hierzu wurden
Vorversuche zur Expositionsdauer der Hyperoxie sowie zur Dosisbestimmung des
H.S-Donators NaHS durchgefinhrt.

4.1.1 Der Effekt von NaHS auf die Proteinkonzentrat ion, Zell- und
Neutrophilenanzahl in der BAL nach 72 Std Hyperoxie

In einem ersten Versuchsansatz wurden Mause fur 72 Std einer Hyperoxie
ausgesetzt und mit NaHS behandelt. Als ein wichtiger Schadensparameter wurde
nach Versuchsende der Proteingehalt in der BAL untersucht. Dabei zeigte sich, dass
im Gegensatz zu in Raumluft (RL) gehaltenen Tieren die Hyperoxietiere einen etwa
10-fach hoheren Gesamtproteingehalt aufwiesen. Die Gabe von NaHS in
unterschiedlichen Konzentrationen hatte keinen Einfluss auf die Proteinfreisetzung
(Abb. 8 A). Weder bei der Zellzahl noch beim Anteil der Neutrophilen wurden

zwischen den Gruppen signifikante Veranderungen beobachtet (Abb. 8 B+C).
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Protein [mg/ml]

Neutrophile Zellen [%]

A
Raumluft Hyperoxie
5 4
n=11 n=11 n=6 n=10 n=10 n=9
*
44 . * x
3 4 *
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RL Vehikel 0,5 1 5 10
NaHS [mg/kg/d]
C
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40 - n=11 n=11 n=6 n=10 n=9 n=9
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RL Vehikel 0,5

NaHS [mg/kg/d]
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B
300
Raumluft ‘ Hyperoxie
2501 n=11 n=11 n=6 n=10 n=9 n=9
200
150 -
100 -
50
0 : ‘ ‘ ‘ ;
RL Vehikel 05 1 5 10
NaHS [mg/kg/d]
Abb. 8: Der Effekt von NaHS auf die

Proteinkonzentration, Zell- und Neutrophilen-
anzahl in der BAL nach 72 Std Hyperoxie

C57BL/6N Mause wurden fur 72 Std in 88 % O,
oder Raumluft gehalten. Zu Versuchsbeginn und
in der Folge alle 24 Std wurde NaHS oder Vehikel

in den dargestellten Konzentrationen
intraperitoneal  appliziert. Die durchgefiihrte
bronchoalveoldre Lavage (BAL) ergab: (A)

Proteingehalt, (B) Gesamtzellzahl und (C) Anteil
der neutrophilen Zellen. Die Daten werden als MW
+/- SD dargestellt. ANOVA (Dunn’s Posthoc Test),
*p<0,05 vs RL.
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4.1.2 Der Effekt von Hyperoxie auf die Proteinkonze ntration, Zell- und
Neutrophilenanzahl in der BAL im zeitlichen Verlauf

Die Ergebnisse aus 4.1.1 legten den Verdacht nahe, dass der resultierende
Lungenschaden nach 72 Std Hyperoxie ein Ausmald erreichte, der fir eine
Modulation durch H,S zu hoch war. Deshalb wurde in diesem Abschnitt eine
Zeitkinetik des Lungenschadens durch Hyperoxie erstellt. In den ersten 24 Stunden
unter Hyperoxie-Bedingungen war kein Anstieg des Gesamtproteingehalts in der
BAL zu beobachten (Abb. 9 A). Nach 48 und 54 Std war ein leichter Anstieg zu
vermerken. Nach 60 Std wurde die ca. 8-fache Proteinkonzentration des
Ausgangswertes gemessen und nach 72 Std enthielt die BAL einen 10-fach hdheren
Proteinanteil als zu Beginn. Die Tendenz zu mehr intakten Zellen in der BAL bei
langerer O,-Exposition erwies sich als statistisch nicht signifikant. Der Anteil der
neutrophilen Zellen blieb mit maximal 5 % gering (Abb. 9 B+C). Der
Gesamtproteingehalt in der BAL wurde als primarer Schadensparameter fur den
oxidativen Lungenschaden gewahlt. Der deutliche Anstieg des Proteingehalts
zwischen 54 und 60 Std lieR fur diesen Zeitpunkt eine Uberschreitung des Schaden-

Schwellenwertes durch Hyperoxie vermuten.
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Abb. 9: Der Effekt von Hyperoxie auf die
Proteinkonzentration, Zell- und Neutrophilen-
anzahl in der BAL im zeitlichen Verlauf

C57BL/6N Mause wurden fur 12 — 72 Std in 88 %
O, gehalten. Die durchgefiihrte bronchoalveolare
Lavage (BAL) ergab: (A) Proteingehalt, (B)
Gesamtzellzahl und (C) Anteil der neutrophilen
Zellen. Die Daten werden als MW +/- SD
dargestellt. ANOVA (Dunn’s Posthoc Test),

1 nd.  nd * p<0,05 vs. 24 Std, n.d. nicht detektierbar.
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4.1.3 Der Effekt unterschiedlicher Konzentrationen an NaHS auf die

Proteinkonzentration, Zell- und Neutrophilenanzahl in der BAL

nach 60 Std Hyperoxie
Aufgrund der Ergebnisse aus Abschnitt 4.1.2 wurde fiir alle weiteren Hyperoxie-
Versuche eine Expositionszeit von 60 Std verwendet. Da bislang kaum Daten zur
repetitiven Gabe des H,S-Donators NaHS erhaltlich sind, wurde in diesem
Versuchsabschnitt eine Dosiskinetik erstellt. Bei ansteigender NaHS-Konzentration
sank sowohl der Gehalt an Gesamtprotein als auch die Gesamtzellzahl in der BAL
kontinuierlich ab (Abb. 10 A+B). Hinsichtlich des Proteingehalts fuhrte eine tagliche
NaHS-Dosis von 5 bzw. 10 mg / kg und bezlglich der Gesamtzellzahl eine
Tagesdosis von 10 mg / kg zur signifikanten Reduktion. Wie in den
vorangegangenen Versuchen zeigte sich in allen Gruppen ein sehr niedriger Anteil
neutrophiler Zellen in der BAL (Abb. 10 C). Fur alle weiteren Versuche wurde

aufgrund dieser Ergebnisse eine NaHS-Konzentration von 10 mg / kg / Tag gewahlt.
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NaHS [mg/kg/d] NaHS [mg/kg/d]
C
50 Abb. 10: Der Effekt  unterschiedlicher
Konzentrationen an NaHS auf die Protein-
0 | konzentration, Zell- und Neutrophilenanzahl in
9 der BAL nach 60 Std Hyperoxie
é 30 1 C57BL/6N Méause wurden fur 60 Std in 88 % O
N gehalten. Zu Versuchsbeginn und in der Folge alle
2 24 sStd wurde NaHS oder Vehikel in den
g 201 dargestellten Konzentrationen intraperitoneal
3 appliziert. Die durchgefiihrte bronchoalveolare
z 10 Lavage (BAL) ergab: (A) Proteingehalt, (B)
| Gesamtzellzahl und (C) Anteil der neutrophilen
Zellen. Die Daten werden als MW +/- SD dargestellt
0 =l = == ‘ fir n = 8 / Gruppe. ANOVA (Student-Newman-Keuls
Vehikel 0,5 5 10 Posthoc Test), * p<0,05 vs. Vehikel, # p<0,05 vs. 0,5

NaHS [mg/kg/d] mg / kg / Tag NaHS.
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4.2 In vivo Modell: Pulmonale Effekte von H ,S bei Hyperoxie

Bisher sind keine Studien zum Effekt von H,S auf den hyperoxiebedingten
Lungenschaden bekannt. Mittels des oben neu etablierten und definierten Maus-

Modells sollte dieser potenzielle Effekt untersucht werden.

4.2.1 Der Einfluss einer NaHS-Applikation auf den h  yperoxischen
Lungenschaden

4.2.1.1 Der Effekt von H ,S und Hyperoxie auf die Proteinkonzentration,

Gesamtzellzahl und neutrophile Zellen in der BAL

Die 60-stiindige Hyperoxie-Exposition bewirkte einen deutlichen Anstieg des
Gesamtproteingehalts und der Gesamtzellzahl in der BAL. Die Behandlung mit 10
mg / kg / Tag NaHS senkte die Proteinfreisetzung um 64 % und verhinderte die
Zunahme der Gesamtzellzahl (Abb. 11 A+B). Der Anteil neutrophiler Zellen zeigte
keine Veranderung in der BAL (Abb. 11 C).
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4.2.1.2 Der Effekt von Hyperoxie und NaHS-Applikati  on auf die

Lungenstruktur

Der oben beschriebene Riickgang der BAL-Proteinfreisetzung und -Gesamtzellzahl
durch NaHS lie3 die Frage zu, ob die Behandlung mit H,S zu einem histologisch
nachweisbaren Schutz der Lunge fuhrt. Abbildung 12 zeigt reprasentative, HE-
gefarbte Lungenschnitte. Eine normale Lungenstruktur mit diinnen Alveolarsepten,
gleichméaRiger Architektur der Alveolen und wenigen zellularen Infiltraten war bei
Raumluft-Kontrolltieren sichtbar (Abb. 12 A). Die NaHS-Behandlung bei Raumluft-
Exposition fihrte zu diskret vermehrten Infiltraten, wies jedoch keine Veranderung
der Alveolarwanddicke auf (Abb. 12 B). Im Gegensatz zur Raumluftexposition, wies
die Lunge nach O»-Exposition dicke Alveolarwande, kleine und unregelmallige
Alveolen, sowie erhebliche Infiltrate auf (Abb. 12 C). Diese Veranderungen zeigten
sich bei gleichzeitiger NaHS-Applikation deutlich vermindert (Abb. 12 D).

Vehikel

O,
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e

Abb. 12: Der Effekt von Hyperoxie und NaHS-Applikati  on auf die Lungenstruktur

C57BL/6N Méause wurden fir 60 Std in Raumluft (RL) oder 88 % O, gehalten. Eine Stunde vor Beginn der RL- /
O,-Exposition und in Folge alle 24 Std, wurde Vehikel oder NaHS (10 mg / kg / Tag) intraperitoneal appliziert. Die
reprasentativen, lichtmikroskopischen Bilder der Lungenschnitte in HE-Farbung (12 um, VergréRerung 200-fach)
zeigen: (A) RL-Kontrolle, (B) RL + NaHS, (C) Hyperoxie-Kontrolle, (D) Hyperoxie + NaHS.
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4.2.1.3 Die Quantifizierung des Effekts von Hyperox ie und NaHS-Applikation
auf die Lungenstruktur

Die quantitative Analyse der histologischen Ergebnisse ergab eine deutliche
Zunahme der alveolaren Wanddicken bei O,-Exposition, die sich durch eine NaHS-
Behandlung vollstandig verhindern liel3 und trotz Hyperoxie mit den Kontrolltieren
vergleichbar war (Abb. 13 A). Eine Zunahme der zellularen Infiltrate konnte sowohl
bei den mit NaHS behandelten Raumluft-Tieren als auch bei alleiniger Hyperoxie-
Exposition beobachtet werden (Abb. 13 B). Die Infiltrate zeigten sich unter der
Hyperoxie und paralleler NaHS-Applikation in einem Mald gemindert, der dem
Kontrollniveau entsprach (Abb. 13 B). Unter der Hyperoxie nahm die Hamorrhagie im
Lungengewebe signifikant zu. Die Gabe von NaHS wahrend der Hyperoxie
verringerte die Hamorrhagie, sodass die Lungen dieser Tiere mit Kontrolltieren unter
Raumluft vergleichbar waren (Abb. 13 C). Diesen Ergebnissen folgend stieg der
Acute Lung Injury Score (ALI-Score), der die Wanddicke, Infiltrate und Hamorrhagie
zusammenfassend bewertet, in der Hyperoxie auf das etwa 2,5-fache des
Kontrollwertes an und sank mit der Gabe von NaHS um 44 % ab (Abb. 13 D).
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Abb. 13: Die Quantifizierung des Effekts von Hyperox ie und NaHS-Applikation auf die Lungenstruktur

C57BL/6N Méause wurden fir 60 Std in Raumluft (RL) oder 88 % O, gehalten. Eine Stunde vor Beginn der RL- /
O,-Exposition und in Folge alle 24 Std, wurde Vehikel oder NaHS (10 mg / kg / Tag) intraperitoneal appliziert. Die
gquantitiative Auswertung der Lungenschnitte in HE-Férbung ergab: (A) Dicke der Alveolarwénde, (B) zellulare
Infiltrate in den Alveolarwanden, (C) Hamorrhagie, (D) Acute Lung Injury — Score (ALI-Score). Die Daten werden
als MW +/- SD dargestellt fir n = 7 / Gruppe. ANOVA (Student-Newman-Keuls Posthoc Test), * p<0,05 vs. RL,
# p<0,05 vs. RL + NaHS, § p<0,05 vs. O + NaHS.
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4.2.2 Untersuchung der Signaltransduktionswege

Die unter 4.2.1 beschriebene Reduktion des hyperoxischen Lungenschadens durch
exogen zugefuhrten Schwefelwasserstoff warf die Frage nach dem
Wirkmechanismus auf. Deshalb wurde in diesem Abschnitt die Feedbackregulation
der endogenen H,S-Regulation als auch Signaltransduktion redoxsensitiver Proteine

in Lungenhomogenisaten untersucht.

4.2.2.1 Der Einfluss der Hyperoxie und NaHS-Applika tion auf die endogene
H,S-Regulation

Potenzielle Effekte einer Hyperoxie auf die endogene H,S-Produktion sind bislang

nicht bekannt. Die Abbildungen 14 A+C zeigen reprasentative Western Blots aus

Lungengewebe fur die Cystathionin-y-Lyase (CTH) und Cystathionin-B-Synthetase

(CBS) und Abb. 14 B+D die Quantifizierung der densitometrischen Auswertung aller

Tiere. Weder die Expression von CTH noch die von CBS erschienen durch eine

Hyperoxie mit oder ohne Applikation von NaHS wesentlich beeinflusst.
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Abb. 14: Der Einfluss der Hyperoxie und NaHS-Applika tion auf die Cystathionin- y-Lyase (CTH) und
Cystathionin- B-Synthetase (CBS)

C57BL/6N Mause wurden fur 60 Std in Raumluft (RL) oder 88 % O gehalten. Eine Stunde vor Beginn der RL-/
O,-Exposition und in Folge alle 24 Std, wurde Vehikel oder NaHS (10 mg / kg / Tag) intraperitoneal appliziert. Der
Proteinnachweis mittels Western Blot aus den Lungenhomogenisaten ergab: (A) Reprasentativer Western Blot
mit a-CTH Antikérper und Normalisierung mit GAPDH. (B) Quantifizierung der densitometrischen Analyse von
CTH (Verhéltnis CTH / GAPDH). (C) Reprasentativer Western Blot mit a-CBS Antikérper und Normalisierung mit
GAPDH. (D) Quantifizierung der densitometrischen Analyse von CBS (Verhéltnis CBS / GAPDH). Die Daten
werden als MW +/- SD dargestellt fiir n = 8 / Gruppe. ANOVA. Keine signifikanten Unterschiede.
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4.2.2.2 Der Einfluss der Hyperoxie und NaHS-Applika  tion auf die

Hitzeschockproteine

Frihere Studien zeigten, dass die Hamoxygenase-1 (HO-1) und das
Hitzeschockprotein 70 (Hsp70) als Zellschutzmechanismen durch eine Hyperoxie
induziert und durch eine exogene H,S-Zufuhr reguliert werden kénnen [33; 67; 96]. In
unserem Modell zeigten sich im reprasentativen Western Blot unter der Hyperoxie
eine Induktion der HO-1 und eine Repression der HSP70 (Abb. 15 A+C). Die
gleichzeitige Gabe von NaHS fihrte zu keiner weiteren Modulation. Die
densitometrische Auswertung aller Versuchstiere bestétigte diese Ergebnisse (Abb
15 B+D).
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Abb. 15: Der Einfluss der Hyperoxie und NaHS-Applika tion auf die Hdmoxygenase-1 (HO-1) und das
Hitzeschockprotein 70 (Hsp70)

C57BL/6N Mause wurden fir 60 Std in Raumluft (RL) oder 88 % O, gehalten. Eine Stunde vor Beginn der RL- /
O,-Exposition und in Folge alle 24 Std, wurde Vehikel oder NaHS (10 mg / kg / Tag) intraperitoneal appliziert. Der
Proteinnachweis mittels Western Blot aus den Lungenhomogenisaten ergab: (A) Reprasentativer Western Blot
mit a-HO-1 Antikérper und Normalisierung mit GAPDH. (B) Quantifizierung der densitometrischen Analyse von
HO-1 (Verhaltnis HO-1 / GAPDH). (C) Reprasentativer Western Blot mit a-Hsp70 Antikdrper und Normalisierung
mit GAPDH. (D) Quantifizierung der densitometrischen Analyse von Hsp70 (Verhaltnis Hsp70 / GAPDH). Die
Daten werden als MW +/- SD dargestellt fir n = 8 / Gruppe. ANOVA (Student-Newman-Keuls Posthoc Test),
* p<0,05 vs. RL, # p<0,05 vs. RL + NaHS.
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4.2.2.3 Der Einfluss der Hyperoxie und NaHS-Applika  tion auf die
mitogenaktvierten Protein (MAP)-Kinasen

Die MAP-Kinasen sind wesentlich an hyperoxisch regulierten, intrazellularen
Signaltransduktionskaskaden beteiligt. H,S kann auf die Signalwege der MAP-
Kinasen regulatorisch wirken [62]. Als potenzielle Modulatoren des oxidativen
Schadens wurde die Expression von aktivierten (phosphorylierten) p38-MAPK
(pp38), Extracellular-signal Regulated Kinasen (pERK) und c-Jun N-terminale
Kinasen (pJNK) untersucht. Die Expression von pp38 nahm in der Hyperoxie deutlich
ab. Dies zeigte sich sowohl im reprasentativen Western Blot als auch in der
densitometrischen Auswertung aller Proben (Abb. 16 A+B). Diese Reduktion wurde
durch die gleichzeitige Behandlung mit NaHS partiell verhindert. Beziiglich pERK und
pJNK fuhrte die Hyperoxie zu einer diskreten Induktion der Proteinexpression (Abb.

16 C-F). Eine weitere Modulation durch H,S konnte nicht beobachtet werden.
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Abb. 16: Der Einfluss der Hyperoxie und NaHS-
Applikation auf die Phospho-p38 MAP-Kinase
(pp38), die Phospho-ERK (pERK) und die
Phospho-JNK (pJNK)

C57BL/6N Mause wurden fur 60 Std in Raumluft
(RL) oder 88 % O; gehalten. Eine Stunde vor Beginn
der RL- / Oz-Exposition und in Folge alle 24 Std,
wurde Vehikel oder NaHS (10 mg / kg / Tag)
intraperitoneal appliziert. Der Proteinnachweis
mittels Western Blot aus den Lungenhomogenisaten
ergab: (A) Reprasentativer Western Blot mit a-pp38
Antikdrper und Normalisierung mit GAPDH, (B)
Quantifizierung der densitometrischen Analyse von
pp38  (Verhdltnis pp38 / GAPDH), (C)
Repréasentativer Western Blot mit a-pERK Antikérper
und Normalisierung mit GAPDH, (D) Quantifizierung
der densitometrischen Analyse von pERK
(Verhaltnis pERK / GAPDH). (E) Reprasentativer
Western Blot mit a-pJNK  Antikdrper und
Normalisierung mit GAPDH, (F) Quantifizierung der
densitometrischen Analyse von pJNK (Verhéltnis
pINK / GAPDH). Die Daten werden als MW +/- SD
dargestellt fiur n = 8 / Gruppe. ANOVA (Student-
Newman-Keuls Posthoc Test), * p<0,05 vs. RL,
# p<0,05 vs. RL + NaHS.
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4.2.2.4 Der Einfluss der Hyperoxie und NaHS-Applika  tion auf die

Mangansuperoxiddismutase (SOD?2)

Die SOD2 ist ein antioxidatives Enzym, deren vermehrte Expression vor
hyperoxiebedingten Lungenschaden potenziell schitzen kann [73; 112]. In dem von
uns angewendeten Modell wies die SOD2-Expression im Vergleich zu den
Kontrolltieren weder eine Veranderungen unter Hyperoxie noch durch eine NaHS-

Gabe auf (Abb. 17).
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Abb. 17: Der Einfluss der Hyperoxie und NaHS-Applika  tion auf die Mangansuperoxiddismutase (SOD2)

C57BL/6N Méause wurden fur 60 Std in Raumluft (RL) oder 88 % O, gehalten. Eine Stunde vor Beginn der RL- /
O,-Exposition und in Folge alle 24 Std, wurde Vehikel oder NaHS (10 mg / kg / Tag) intraperitoneal appliziert. Der
Proteinnachweis mittels Western Blot aus den Lungenhomogenisaten ergab: (A) Représentativer Western Blot
mit a-SOD2 Antikérper und Normalisierung mit GAPDH, (B) Quantifizierung der densitometrischen Analyse von
SOD2 (Verhéltnis SOD2 / GAPDH). Die Daten werden als MW +/- SD dargestellt fir n = 8 / Gruppe. ANOVA.

Keine Signifikanz.
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4.2.2.5 Der Einfluss der Hyperoxie und NaHS-Applika  tion auf Angiopoietin-2
(Ang2)

Angiopoietin 2 nimmt als Signalmolekul bei hyperoxischem Zellschaden eine wichtige
Stellung ein [10] und wurde deshalb in diesem Versuchsabschnitt untersucht. In
unserem Modell war eine deutliche Hochregulierung der Expression von Ang2 unter
hyperoxischen Bedingungen zu beobachten. Dies stellte sich sowohl im
reprasentativen Western Blot als auch in der densitometrischen Auswertung aller
Versuchstiere dar (Abb 18 A+B). Die gleichzeitige Applikation von NaHS unter der

Hyperoxie-Exposition senkte die vermehrte Produktion des Proteins um 42 %.

—
|
GAPDH R T T

RL RL Oz O,
+ NaHS + NaHS

*H# 8§

Ang2/ GAPDH [Vielfaches von Kontrolle]

LI

RL RL 0, 0,
+NaHS + NaHS

Abb. 18: Der Einfluss der Hyperoxie und NaHS-Applika  tion auf Angiopoietin-2 (Ang2)

C57BL/6N Mause wurden fur 60 Std in Raumluft (RL) oder 88 % O, gehalten. Eine Stunde vor Beginn der RL-/
O,-Exposition und in Folge alle 24 Std, wurde Vehikel oder NaHS (10 mg / kg / Tag) intraperitoneal appliziert. Der
Proteinnachweis mittels Western Blot aus den Lungenhomogenisaten ergab: (A) Représentativer Western Blot
mit a-Ang2 Antikdrper und Normalisierung mit GAPDH, (B) Quantifizierung der densitometrischen Analyse von
Ang2 (Verhaltnis Ang2 / GAPDH). Die Daten werden als MW +/- SD dargestellt fiir n = 8 / Gruppe. ANOVA
(Student-Newman-Keuls Posthoc Test), * p<0,05 vs. RL, # p<0,05 vs. RL + NaHS, § p<0,05 vs. O, + NaHS.
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4.2.2.6 Der Einfluss der Hyperoxie und NaHS-Applika tion auf die reaktiven
Sauerstoffspezies (ROS)

Die Ergebnisse aus Abschnitt 4.2.2.5 legten den Verdacht nahe, dass die Bildung
reaktiver Sauerstoffmolekile durch NaHS beeinflussbar sein konnte. Mittels
konfokaler  Laser-Scanning  Mikroskopie = wurden  Dihydroethidium-gefarbte
Lungenschnitte auf ihre Superoxid-Anionen-Produktion hin untersucht. Hierbei zeigte
sich in den exemplarisch dargestellten Lungenschnitten und im Vergleich zu den
Kontrolltieren eine deutlich hohere Fluoreszenzreaktion bei den Tieren nach
Hyperoxiebehandlung (Abb 19 A-C). Eine NaHS-Applikation senkte die
Detektionsreaktion auf Kontrollniveau (Abb. 19 D). Die quantitative
Intensitatsmessung aller Versuchstiere bestéatigte diese Ergebnisse. NaHS
verhinderte die ROS-Produktion in der Hyperoxie (Abb 20).

Vehikel NaHS

O,

Abb. 19: Exemplarischer Nachweis von Superoxid-Anione n

C57BL/6N Mause wurden fir 60 Std in Raumluft (RL) oder 88 % O gehalten. Eine Stunde vor Beginn der RL- /
O,-Exposition und in Folge alle 24 Std, wurde Vehikel oder NaHS (10 mg / kg / Tag) intraperitoneal appliziert. Die
Fluoreszensreaktion von Superoxid-Anionen wurde auf Dihydroethidium-geférbten Lungenschnitten mit einem
konfokalen Laser-Scanning Mikroskop bei einer Laser Line von 543 nm und mit einem long-pass Filter von 560
nm gemessen. Die Abbildung zeigt reprasentative Bilder von (A) RL-Kontrolle, (B) RL + NaHS, (C) Hyperoxie-
Kontrolle, (D) Hyperoxie + NaHS.
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Abb. 20: Quantitativer Nachweis von Superoxid-Anione n

C57BL/6N Mause wurden fur 60 Std in Raumluft (RL) oder 88 % O gehalten. Eine Stunde vor Beginn der RL-/
O,-Exposition und in Folge alle 24 Std, wurde Vehikel oder NaHS (10 mg / kg / Tag) intraperitoneal appliziert. Die
Fluoreszensreaktion der Superoxid-Anionen wurde auf Dihydroethidium-gefarbten Lungenschnitten mit einem
konfokalen Laser-Scanning Mikroskop bei einer Laser Line von 543 nm und mit einem long-pass Filter von 560
nm gemessen. Die Daten werden als MW +/- SD dargestellt fiir n = 4 / Gruppe. ANOVA (Student-Newman-Keuls
Posthoc Test), * p<0,05 vs. RL, # p<0,05 vs. RL + NaHS, § p<0,05 vs. O, + NaHS.
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Modell 2: Lipopolysaccharid-induzierter Lungenschad en

4.3 Etablierung eines in vivo Modells zur Behandlun g des

inflammatorischen Lungenschadens mitH  ,S

4.3.1 Pulmonale Entziindungszeichen nach intranasale  r LPS-Applikation

Unter der Zielvorstellung einen moderaten inflammatorischen Lungenschaden zu
provozieren, wurde in diesem Versuchsabschnitt eine Dosiskinetik erstellt. Hier
wurde, in Anlehnung an frihere Untersuchungen dieser Arbeitsgruppe, ein

resultierender Anteil neutrophiler Zellen in der BAL von 20 - 30 % angestrebt.

Nach einer Gabe von 250 ng LPS pro Versuchstier enthielt die BAL 84 +/- 3 %
neutrophile Zellen (Abb. 21 A). Mit geringeren LPS-Konzentrationen sank die Anzahl
der neutrophilen Granulozyten. Bei einer LPS-Dosis von 0,25 ng lag ihr Anteil mit 25
+/- 6 % im beabsichtigten Zielbereich und wurde deshalb fiir die weiteren Versuche
gewahlt. Der Gesamtproteingehalt der BAL sank mit abnehmender LPS-Menge
ebenfalls und lag bei 0,25 ng LPS bei 0,18 mg / ml (Abb. 21 B). Bei diesem
Pilotversuch, der eine kleine Anzahl an Versuchstieren pro Gruppe aufwies, konnten
keine eindeutigen Veranderungen der Gesamtzellzahl festgestellt werden (Abb. 21
C).
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Abb. 21: Pulmonale Entziindungszeichen

nach intranasaler LPS-Applikation

C57BL/6N Mausen wurde LPS in
Konzentrationen von 0,025 - 250 ng / 70 ul PBS
intranasal appliziert. Die nach 6 Std

Versuchsdauer durchgefiihrte bronchoalveolére
Lavage (BAL) ergab: (A) Anteil der neutrophilen
Zellen, (B) Proteingehalt, (C) Gesamtzellzahl.
Die Daten werden als MW +/- SD dargestellt.
ANOVA (Student-Newman-Keuls Posthoc Test),
* p<0,05 vs. 250 ng LPS/ Maus.
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4.4 In vivo Modell: Pulmonale Effekte von H ,S auf den LPS-
induzierten Lungenschaden

Die weiteren Versuche zum Effekt von Schwefelwasserstoff auf inflammatorischen
Lungenschaden wurden mit der aus der Dosiskinetik ermittelten Konzentration von
0,25 ng LPS pro Versuchstier, unter der Annahme eine moderate pulmonale

Entzindungsreaktion hervorzurufen, durchgefihrt.

4.4.1 Der Einfluss von H ,S auf den LPS-induzierten Lungenschaden

4.4.1.1 Der Effekt der LPS-Applikation und H ,S-Gabe auf die neutrophilen

Zellen, die Proteinkonzentration und die Gesamtzell zahl in der BAL

Nach der Instillation von 0,25 ng LPS stieg der Anteil an neutrophilen Zellen in der
BAL von 4,6 +/- 4,1 % nach Vehikelgabe auf 24,5 +/- 5,5 % nach LPS-Applikation an
(Abb. 22 A). Die Behandlung mit H,S verhinderte trotz LPS-Gabe einen Anstieg der
neutrophilen Granulozyten. Durch die LPS-Applikation zeigte sich der in der BAL
gemessene Gesamtproteingehalt vermindert (Abb 22 B). Im Gegensatz hierzu
konnte unter kontinuierlicher H,S-Inhalation eine Erhéhung der BAL-
Proteinkonzentration festgestellt werden, die sowohl unter Kontrollbedingungen
(Vehikel-Gabe) als auch nach LPS-Gabe zu verzeichnen war. Die Gesamtzellzahl
wurde weder durch die LPS-Gabe noch durch die H,S-Behandlung moduliert (Abb.
22 C).
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Abb. 22: Der Effekt der LPS-Applikation und H ~ ,S-
Gabe auf die neutrophilen Zellen, die
Proteinkonzentration und die Gesamtzellzahl in
der BAL

C57BL/6N Mausen wurde Vehikel oder 0,25 ng LPS
intranasal appliziert. Eine Stunde vor der Applikation
und wahrend der folgenden 6 Std wurde Raumluft
mit oder ohne Supplementierung von 80 ppm H,S
zugefihrt. Die durchgefiuihrte bronchoalveolare
Lavage (BAL) ergab: (A) Anteil der neutrophilen
Zellen, (B) Proteingehalt, (C) Gesamtzellzahl. Die
Daten werden als MW +/- SD dargestellt fir n =8 /
Gruppe. ANOVA (Student-Newman-Keuls Posthoc
Test), * p<0,05 vs. PBS, 8§ p<0,05 vs. PBS + H3S,
# p<0,05 vs. LPS + H,S.
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4.4.1.2 Der Effekt der LPS-Applikation und H ,S-Gabe auf das Interleukin-1 B
(IL-18) und das Macrophage Inflammatory Protein 2 (MIP-2)  in der BAL

Die proinflammatorischen Zytokine IL-18 und MIP-2 wurden als weitere Parameter
fur eine potenziell entzindungshemmende Wirkung von H,S herangezogen. IL-1f3
war in den Kontrollgruppen nicht detektierbar (Abb. 23 A). Durch die LPS-Instillation
zeichnete sich in der BAL eine deutliche Erhdhung des IL-18 ab, die durch die
gleichzeitige H,S-Exposition vor und nach der LPS-Gabe verhindert wurde. Die BAL-
Konzentration von MIP-2 zeigte ebenfalls nach LPS-Gabe eine markante Zunahme,

die unter der H,S-Inhalation signifikant abnahm (Abb. 23 B).
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Abb. 23: Der Effekt der LPS-Applikation und H  »S-Gabe auf das Interleukin-1 B (IL-18) und das Macrophage
Inflammatory Protein 2 (MIP-2) in der BAL

C57BL/6N Mausen wurde intranasal Vehikel oder 0,25 ng LPS / 70 ul PBS appliziert. Eine Stunde vor der
Applikation und wéahrend der folgenden 6 Std wurde Raumluft mit oder ohne Supplementierung von 80 ppm H,S
zugefihrt. In der durchgefiihrten bronchoalveolaren Lavage (BAL) wurde der Gehalt von (A) IL-13 und (B) MIP-2
mittels ELISA bestimmt. Die Daten werden als MW +/- SD dargestellt fir n = 7 / Gruppe. n.d. nicht detektierbar.
ANOVA (Student-Newman-Keuls Posthoc Test), * p<0,05 vs. Vehikel, # p<0,05 vs. Vehikel + H,S, § p<0,05 vs.

LPS + H»S.
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4.4.1.3 Der Effekt der LPS-Applikation und H ,S-Gabe auf die Lungenstruktur

Die oben beschriebene H,S-vermittelte Reduktion neutrophiler Zellen und
proinflammatorischer Zytokine in der BAL lie3 die Frage zu, ob die
Schwefelwasserstoff-Gabe auch zu einem histologisch sichtbaren Schutzeffekt im
Lungengewebe fuhrt. Die Abbildung 24 zeigt reprasentative, HE-geféarbte
Lungenschnitte. Bei Kontrolltieren mit Raumluft- oder H,S-Behandlung war die
Lungenstruktur mit dinnen alveolaren Septen und wenigen zelllularen Infiltraten
unauffallig (Abb. 24 A+B). Die LPS-Applikation fiihrte zu verdickten Alveolarwanden,
kleinen und unregelmalligen Alveolen, sowie zu hamorrhagischen und zellularen
Infiltraten (Abb. 24 C). Im Gegensatz dazu zeigten sich diese Veranderungen bei
LPS-Instillation und kontinuierlicher H,S-Behandlung nicht, sondern eine mit den
Kontrolltierlungen vergleichbare Lungenstruktur (Abb. 24 D).

Vehikel

LPS

Abb. 24: Der Effekt der LPS-Applikation und H  ,S-Gabe auf die Lungenstruktur

C57BL/6N Mausen wurde intranasal Vehikel oder 0,25 ng LPS / 70 ul PBS appliziert. Eine Stunde vor der
Applikation und wéhrend der folgenden 6 Std wurde Raumluft mit oder ohne Supplementierung von 80 ppm H,S
zugefihrt. Gezeigt werden reprasentative, lichtmikroskopische Bilder der HE-gefarbten Lungenschnitten in 200-
facher Vergréf3erung von (A) Vehikel + Raumluft, (B) Vehikel + 80 ppm H,S, (C) LPS + Raumluft, (D) LPS + 80
ppm HS.
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4.4.1.4 Die Quantifizierung des Effekts der LPS-App likation und H ,S-Gabe auf
die Lungenstruktur

Die quantitative Analyse der histologischen Ergebnisse ergab eine signifikante
Verbreiterung der alveolaren Wanddicke nach LPS-Instillation, welche sich durch die
Inhalation von H,S ganzlich verhindern lie3 (Abb. 25 A). Die LPS-Gabe bewirkte
zudem einen deutlichen Anstieg der zellularen und hamorrhagischen Infiltrate,
welche durch die H,S-Applikation und trotz einer LPS-Instillation auf Kontrollniveau
gesenkt wurde (Abb. 25 B+C). Diesen Ergebnissen folgend stieg der Acute Lung
Injury Score (ALI-Score) nach der Gabe von LPS auf das 3-fache des Kontrollwertes
und verblieb unter gleichzeitiger H,S-Behandlung auf dem Kontrollniveau (Abb. 25
D).
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Abb. 25: Die Quantifizierung des Effekts der LPS-Appl  ikation und H »,S-Gabe auf die Lungenstruktur

C57BL/6N Mausen wurde intranasal Vehikel oder 0,25 ng LPS / 70 ul PBS appliziert. Eine Stunde vor der
Applikation und wéhrend der folgenden 6 Std wurde Raumluft mit oder ohne Supplementierung von 80 ppm H,S
zugefiihrt. Die quantitative Auswertung der Lungenschnitte ergab: (A) Dicke der Alveolarwénde, (B) zellulare
Infiltrate in den Alveolarwanden, (C) Hamorrhagie, (D) Acute Lung Injury - Score (ALI-Score). Die Daten werden
als MW +/- SD dargestellt fur n = 7 / Gruppe. ANOVA (Student-Newman-Keuls Posthoc Test), * p<0,05 vs.
Vehikel, # p<0,05 vs. Vehikel + H,S, § p<0,05 vs. LPS + H,S.
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4.4.2 Untersuchung der Signaltransduktionswege
Als ein weiteres Ziel dieser Arbeit sollten einige Signaltransduktionswege untersucht
werden, die mit H,S potenziell interagieren und eine Rolle bei der

antiinflammatorischen Wirkung des Gases spielen kénnten.

4.4.2.1 Der Einfluss der LPS-Applikation und H ,S-Gabe auf die endogene H ,S-

Regulation

Die Enzyme der endogenen H,S-Produktion CTH und CBS regulieren den H,S-
Spiegel im Korper und kdénnen durch entzindlichen Prozesse moduliert werden [46;
61]. Nach unseren Ergebnissen zeigte weder die Instillation von LPS noch die
Behandlung mit H,S eine Modifikation der Expression von CTH im Lungengewebe
(Abb. 26 A+B). Hinsichtlich der Expression von CBS, konnte eine diskrete Induktion
durch eine LPS-Gabe beobachtet werden. Die zuséatzliche Inhalation von H,S
hingegen senkte die CBS-Expression deutlich (Abb. 26 C+D).
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Abb. 26: Der Einfluss der LPS-Applikation und H ,S-Gabe auf die Cystathionin- y-Lyase (CTH) und
Cystathionin- B-Synthetase (CBS)

C57BL/6N Mausen wurde intranasal Vehikel oder 0,25 ng LPS / 70 ul PBS appliziert. Eine Stunde vor der
Applikation und wéhrend der folgenden 6 Std wurde Raumluft mit oder ohne Supplementierung von 80 ppm H,S
zugefihrt. Der Proteinnachweis mittels Western Blot aus den Lungenhomogenisaten ergab: (A) Reprasentativer
Western Blot mit a-CTH Antikdrper und Normalisierung mit GAPDH. (B) Quantifizierung der densitometrischen
Analyse von CTH (Verhaltnis CTH / GAPDH). (C) Reprasentativer Western Blot mit a-CBS Antikdrper und
Normalisierung mit GAPDH. (D) Quantifizierung der densitometrischen Analyse von CBS (Verhéaltnis CBS /
GAPDH). Die Daten werden als MW +/- SD dargestellt fir n = 6 / Gruppe. ANOVA (Student-Newman-Keuls
Posthoc Test), § p<0,05 vs. LPS + H,S.
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4.4.2.2 Der Einfluss der LPS-Applikation und H ,S-Gabe auf die

Hitzeschockproteine

Die Induktion der Hitzeschockproteine HO-1 und Hsp70 stellen einen gewissen
Schutz vor der Entwicklung eines LPS-induzierten Lungenschadens dar [41; 118].
Frihere Studien deuten zudem darauf hin, dass H,S induzierte antiinflammatorische
Effekte Gber den HO-1 Signalweg vermittelt sein kénnten [76; 86]. In unserem Modell
waren keine wesentlichen Anderungen der HO-1-Expression nach LPS-Gabe zu
detektieren, unabhangig ob H,S inhaliert wurde oder nicht (Abb. 27 A+B). Die
Expression des Hsp70-Proteins zeigte sich gegeniber der alleinigen LPS-Gabe
durch die H,S-Inhalation um ein Drittel reduziert (Abb. 27 C+D).
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Abb. 27: Der Einfluss der LPS-Applikation und H ,S-Gabe auf die Hamoxygenase 1 (HO-1) und das
Hitzeschockprotein70 (Hsp70)

C57BL/6N Mausen wurde intranasal Vehikel oder 0,25 ng LPS / 70 ul PBS appliziert. Eine Stunde vor der
Applikation und wéhrend der folgenden 6 Std wurde Raumluft mit oder ohne Supplementierung von 80 ppm H2S
zugefihrt. Der Proteinnachweis mittels Western Blot aus den Lungenhomogenisaten ergab: (A) Reprasentativer
Western Blot mit a—HO-1 Antikdrper und Normalisierung mit GAPDH. (B) Quantifizierung der densitometrischen
Analyse von HO-1 (Verhaltnis HO-1 / GAPDH). (C) Reprasentativer Western Blot mit a-Hsp70 Antikdrper und
Normalisierung mit GAPDH. (D) Quantifizierung der densitometrischen Analyse von Hsp70 (Verhéaltnis Hsp70 /
GAPDH). Die Daten werden als MW +/- SD dargestellt fur n = 6 / Gruppe. ANOVA (Student-Newman-Keuls

Posthoc Test), § p<0,05 vs. LPS + H,S.
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4.4.2.3 Der Einfluss der LPS-Applikation und H  ,S-Gabe auf die
mitogenaktivierten Protein (MAP)-Kinasen

MAP-Kinasen stellen relevante Signalmoleklle im Entziindungsgeschehen dar und
kbnnen durch LPS aktiviert werden [40; 50; 89]. Eine Modellierung der
Transduktionswege durch H,S ist anzunehmen [62]. Deshalb wurde in diesem
Abschnitt der Einfluss von exogenem H,S auf die Expression der aktivierten
(phosphorylierten) Formen pp38, pERK und pJNK untersucht. Wahrend die alleinige
LPS-Instillation im Vergleich zur Kontrolle keine Unterschiede hervorrief, konnte
durch die H,S-Exposition eine Abnahme der pp38 sowohl unter Kontrollbedingungen
als auch nach LPS-Gabe beobachtet werden (Abb. 28 A+B). Hinsichtlich der pERK-
Expression zeigte sich lediglich ein Trend zu einer vermehrten Proteinsynthese nach
LPS-Gabe, jedoch ohne eine weitere Veranderung durch die H,S-Exposition (Abb.
28 C+D). Weder die LPS-Gabe noch die H,S-Inhalation modifizierten nach unseren

Ergebnissen das Expressionsmuster der pJNK-MAP-Kinasen (Abb. 28 E+F).
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Abb. 28: Der Einfluss der LPS-Applikation und
H,S-Gabe auf die Phospho-p38 MAP-Kinase
(pp38), die Phospho-ERK (pERK) und die
Phospho-JNK (pJNK)

C57BL/6N Mausen wurde intranasal Vehikel oder
0,25 ng LPS / 70 pl PBS appliziert. Eine Stunde vor
der Applikation und wahrend der folgenden 6 Std
wurde Raumluft mit oder ohne Supplementierung
von 80 ppm H,S zugefiihrt. Der Proteinnachweis
mittels Western Blot aus den Lungenhomogenisaten
ergab: (A) Reprasentativer Western Blot mit a-pp38
Antikdrper und Normalisierung mit GAPDH, (B)
Quantifizierung der densitometrischen Analyse von
pp38  (Verhdltnis pp38 / GAPDH), (C)
Reprasentativer Western Blot mit a-pERK Antikérper
und Normalisierung mit GAPDH, (D) Quantifizierung
der densitometrischen Analyse von pERK
(Verhaltnis pERK / GAPDH), (E) Reprasentativer
Western Blot mit a-pJNK  Antikdrper und
Normalisierung mit GAPDH, (F) Quantifizierung der
densitometrischen Analyse von pJNK (Verhéltnis
pINK / GAPDH). Die Daten werden als MW +/- SD
dargestellt fiur n = 6 / Gruppe. ANOVA (Student-
Newman-Keuls Posthoc Test), * p<0,05 vs. Vehikel,
# p<0,05 vs. Vehikel + H,S, § p<0,05 vs. LPS + H,S.
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5 Diskussion

Oxidative und inflammatorische Prozesse nehmen in der Pathogenese des akuten
Lungenschadens eine wichtige Stellung ein. Deren klinische Behandlungoptionen
missen bislang als unzureichend eingestuft werden. Bezlglich dieser zwei
Pathomechanismen sollte als Ziel dieser Arbeit ein potenziell lungenprotektiver Effekt
der exogenen Zufuhr des Gases H,S untersucht werden. Wie im Folgenden
diskutiert, zeigen unsere Ergebnisse klare Evidenz, dass die Applikation von H,S mit
einer antioxidativen und antiinflammatorischen Wirkung verbunden ist und unter
experimentellen Bedingungen vor der Ausbildung eines akuten Lungenschadens

schitzen kann.

5.1 Lungenprotektion durch H ,S bei oxidativem Stress

Wie in der Einleitung erlautert, ist das hyperoxiebedingte ALl durch eine Bildung
reaktiver Sauerstoffmolekile mit nachfolgender Entzindungsreaktion, den Verlust
der alveolo-kapillaren Barriere und die Ausbildung eines Lungenddems
gekennzeichnet [18; 39; 51; 68]. Um dieses Klinisch relevante Problem experimentell
im Modell darzustellen, wurden nach einer Pilot- und Zeitkinetikuntersuchung
Versuchstiere einer 60-stindigen Hyperoxie ausgesetzt. Die Ergebnisse zeigen
einen moderaten Lungenschaden, der durch einen deutlichen Anstieg des
Gesamtproteins und der Gesamtzellzahl in der BAL sowie durch die Zunahme der
alveolaren Wanddicke, der zellularen Infiltrate und der Hamorrhagie in den

Lungenschnitten imponierte.

Zu beachten gilt in diesem Zusammenhang die fast ganzlich fehlende Rekrutierung
neutrophiler Zellen unter hyperoxischen Bedingungen. Diese war weder zu dem o0.g.,
noch zu friheren oder spateren Beobachtungszeitpunkten zu erkennen. Aus
friheren Untersuchungen ist bekannt, dass die ROS-bedingte Entziindungsreaktion
oftmals ohne eine Infiltration neutrophiler Zellen und ohne Migration dieser Zellen in
den alveolaren Raum einhergeht und die Rekrutierung neutrophiler Zellen fur die

Entwicklung des HALI von untergeordneter Bedeutung zu sein scheint [6; 25; 80; 94].
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Im Gegensatz zu den genannten pathologischen Verdnderungen durch Hyperoxie
belegen unsere Ergebnisse, dass die Applikation des H,S-Donators NaHS die
Ausbildung eines HALI verhindern kann. Hier zeigen sich unter NaHS-Gabe ein
vermindertes Gesamtprotein und eine reduzierte Zellzahl in der BAL. Des Weiteren
war eine deutliche Reduktion des Lungenschadens im Sinne einer mit Kontrollniveau
vergleichbaren alveolaren Wanddicke und ALI-Scores zu verzeichnen. Diese

Ergebnisse deuten auf eine H,S-vermittelte Lungenprotektion in der Hyperoxie hin.

Versuchstechnisch bedingt war es nicht moglich, den durch Hyperoxie verursachten
Lungenschaden mit gasférmigem H,S zu behandeln, da HS in
Sauerstoffkonzentrationen tber 21 % chemisch instabil ist. Deshalb wurde alternativ
die intraperitoneale Gabe des H,S-Donators NaHS eingesetzt. Da nach
intraperitonealer Injektion NaHS seine maximale Plasmakonzentration nach einer
Stunde erreicht [16], wurde die erste NaHS-Injektion eine Stunde vor Beginn der
Hyperoxie-Behandlung verabreicht. Ein Wirkspiegel bestand demnach schon zu

Beginn der hyperoxischen Lungenschéadigung.

Lungenprotektive Effekte von H,S sind fir Lungenschadigungen anderer Genese
beschrieben [31; 33]. Sowohl bei Beatmungs- als auch Rauchgas-induziertem
Lungenschaden konnte eine Behandlung mit H,S proinflammatorische Zytokine in
der BAL bzw. im Lungengewebe vermindern und den histologisch detektierbaren
Schaden verringern [31; 33]. In wie weit ein antioxidativer Effekt von H,S bei diesen
Studien zur Lungenprotektion beitrug, bleibt Spekulation. Unsere Ergebnisse zeigen

diesbeziiglich erstmalig die antioxidative Wirkung von H,S beim HALI auf.

5.2 Potenzielle Wirkmechanismen der Lungenprotektio  n durch H ,S
bei oxidativem Stress

Mogliche molekulare Mechanismen, die durch H,S beeinflussbar sind und zudem in
der Hyperoxie organprotektive Eigenschaften vermitteln koénnten, stellen zum
Beispiel Hitzeschockproteine, mitogenaktivierte Proteinkinasen (MAP-Kinasen),

Superoxiddismutase (SOD2) und Angiopoietin 2 (Ang2) dar.
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a) Die Hitzeschockproteine HO-1 und Hsp70 kénnen bei zellularer Schéadigung
aktiviert und in der Folge Schutz vor oxidativem und inflammatorischem Stress
vermitteln [43; 44; 93]. Im vorliegenden Versuch fiihrte die Hyperoxie zu einer
Induktion des HO-1-Proteins. Diese Ergebnisse werden durch frihere Studien
untermauert, in denen eine Hochregulation des Enzyms unter Hyperoxie in vivo und
in vitro gezeigt wurde [58]. Ware die beobachtete H,S bedingte Lungenprotektion
durch eine Regulation der HO-1 vermittelt, hatte eine weitere Hochregulation
stattfinden missen. Diese zeigte sich nach unseren Ergebnissen nicht. Folglich
scheint die Regulation der HO-1 in der Lungenprotektion durch H,S und bei
Hyperoxie eine untergeordnete Stellung einzunehmen. Nicht auszuschlie3en ist
allerdings eine zellspezifische, differenzierte Regulation der HO-1. Denkbar waére,
dass nur in bestimmten Lungenzellen die HO-1 induziert wird [76]. Eine solche
differenzielle Regulation ware in unserem Modell durch die Analysse von

Lungenhomogenisaten und damit aller Lungenzelltypen nicht detektierbar gewesen.

Hinsichtlich des Hsp70-Expressionsmusters fihrte die Hyperoxie eher zu einer
Repression. Zum einen ist dieses Ergebnis unerwartet, da eine Uberexpression von
Hsp70 bei rekombinanten A549 Zellen ein langeres Uberleben in der Hyperoxie
bewirken kann [114]. Zum anderen wird unser Ergebnis durch eine frihere Studie
unterstitzt in der bei Rattenlungen eine Veranderung der Hsp70 mRNA nach drei
Tagen Hyperoxieexposition ausblieb [47]. Eine mogliche Erklarung ware ein
ungeeigneter Zeitpunkt der Messung flur sichtbare Modulationen der Hsp70-
Regulation. Zusammengefasst zeigte die Applikation von NaHS keinen Einfluss auf
die Hsp70-Expression und spricht deshallb fir eine geringe Bedeutung der Hsp70 im

H.S-vermittelten Organschutz.

b) MAPK stellen zentrale Schaltstellen multipler Signaltransduktionswege dar. Eine
Hochregulation der MAP-Kinasen unter Hyperoxie wurde vielfach beschrieben [100;
119]. Es scheint von den Versuchsbedingungen abhangig, ob eine
hyperoxiebedingte Aktivierung von ERK und JNK den Zellschaden im
Lungengewebe vermindert oder verstarkt [72; 88; 100; 125]. In unserem Modell
konnte gezeigt werden, dass die Expression von pERK und pJNK in der Hyperoxie

zwar leicht zunimmt, eine Behandlung mit H,S jedoch keinen Einfluss auf ihre
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Regulation nimmt. Ihre Vermittlung des lungenprotektiven Effekts von H,S ist deshalb

als unwahrscheinlich zu beurteilen.

Nach unseren Ergebnissen zeigte die pp38 durch die Hyperoxie-Exposition im
Lungengewebe eine Herunterregulierung, welche durch die NaHS-Applikation
aufgehoben wurde. Auf den ersten Blick verwundert dieses Ergebnis, da in der
Lunge bisher nur eine hyperoxiebedingte Hochregulierung der p38 beschrieben
wurde [55; 60]. Zudem deuten einige Untersuchungen auf einen positiven Einfluss
der pp38 auf die Wundheilung [82] und bezuglich der Isoform p38a auf die geregelte
Differenzierung von Lungenepithelzellen [26; 48] hin. Auf den zweiten Blick werden
unsere Beobachtungen durch Daten unterstitzt, die der p38 eine Beteiligung an der
Signaltransduktion des hyperoxiebedingten Zelltods [67] und Epithelschadigung in
der Lunge zuweisen [119]. Da in Endothelzellen eine Inhibition der Phosphorylierung
von p38 durch ROS gezeigt werden konnte [42], ware eine ROS-getriggerte
Reduktion der pp38 und deren Limitierung durch H,S denkbar. Eine schlissige
Erklarung fur die Beobachtungen lasst sich dennoch weder aus den eigenen Daten
noch aus der Literatur finden und die Bedeutung der pp38 MAPK in der H,S-
vermittelten Protektion bleibt unklar.

c) Die SOD2 nimmt als antioxidatives Enzym einen grol3en Stellenwert in der
Schadensregulierung bei hyperoxiebedingtem Lungenschaden ein [73; 101; 112]. In
unseren Versuchen konnte keine Anderung der SOD2-Proteinakkumulation nach 60-
stindiger Hyperoxie mit oder ohne H,S-Behandlung festgestellt werden. Deshalb
lasst sich die lungenprotektive Wirkung von H,S nicht auf eine gesteigerte
Expression der SOD2 zuriickfiihren. Ob eine Anderung der antioxidativen Aktivitat
bei gleich bleibender Enzymmenge eine Rolle spielt, ware denkbar, wurde allerdings

in der vorliegenden Arbeit nicht untersucht und bleibt Spekulation.

d) Ang2 ist ein Wachstumsfaktor, durch den extrinsische und intrinsische
Zelltodfaktoren, wie beispielsweise die Proteine der Bcl-2 Familie und Kaspasen,
aktiviert werden konnen. Eine Hyperoxie scheint Ang2 in Epithelzellen des Luftweges
und der Alveolen zu induzieren [10; 11]. Dies soll laut friherer Untersuchungen im
Lungengewebe zur Odembildung, zu Entziindungsreaktionen und in der Folge zu

einem vermehrten Gewebeschaden fuhren (Abb. 29). Der Mechanismus, der zu
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einer Hochregulation des Ang2 in der Hyperoxie fuhrt, ist in grof3en Teilen unklar.
Wahrscheinlich triggert die ROS-Bildung eine Ang2-Induktion [57; 59; 77].

In unserem Versuch konnte eine deutliche Akkumulation des Ang2-Proteins unter
hyperoxischen Bedingungen nachgewiesen werden. Durch die Behandlung mit H,S
wurde eine signifikante Reduktion der Hyperoxie-induzierten Hochregulierung von
Ang2 beobachtet. Es zeigte sich in Analogie eine gesteigerte ROS-Bildung in der
Lunge unter hyperoxischen Bedingungen, die durch H,S weitgehend verhindert
wurde. Dieses Ergebnis deckt sich mit der kirzlich gezeigten Abnahme der ROS-
Bildung durch H,S in zwei weiteren Arbeiten [81; 116] und legt die Vermutung nahe,
dass bei HALI ein Anstieg der ROS-Produktion die Synthese von Ang2 induziert. Die
H.S bedingte Abnahme der Ang2-Expression kdonnte entweder indirekt durch eine
Hemmung der ROS-Bildung oder durch eine direkte Interaktion mit der Ang2
Synthese erklart werden (Abb. 29).

O
e

Ang2 -« ROS — pp38
Zelltodfaktoren Lungengewebshomeostase
(Bcl-Familie, Kaspasen) Wundheilung
l v _l_
Gewebeschaden

Abb. 29: Potenzielle Wirkmechanismen der Lungenprote  ktion durch H ,S bei oxidativem Stress

H.S: Schwefelwasserstoff, ROS: reaktive Sauerstoffspezies, Ang2: Angiopoietin2, pp38: Proteinkinase p38,
- aktivierende Wirkung, —| hemmende Wirkung. [10; 26; 59; 82].
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5.3 Lungenprotektion durch H ,S bei Inflammation

In dem zweiten Teil dieser Arbeit wurde der Effekt von H,S auf den LPS-induzierten
Lungenschaden untersucht. Charakteristischerweise war nach der LPS-Inhalation ein
deutlicher Anstieg neutrophiler Zellen und der proinflammatorischen Zytokine IL-1(3
und MIP-2 in der BAL =zu verzeichnen sowie ein histologisch markanter
Lungenschaden mit Zunahme der alveolaren Wanddicke, der zellularen Infiltrate und
der Hamorrhagie nachzuweisen. Unsere Ergebnisse sind somit mit friheren

Untersuchungen intratrachealer LPS-Applikation vergleichbar [28; 68; 83; 103].

Unsere Ergebnisse belegen erstmals, dass die Inhalation von H,S die Auspragung
einer Entzindungsreaktion nach intranasaler LPS-Gabe weitgehend verhindern
kann. Diese Aussage stutzt sich auf der verminderten Rekrutierung neutrophiler
Zellen, Hemmung  proinflammatorischer Zytokine und trotz LPS-Gabe eine
histologisch nicht mehr nachweisbare Lungenschadigung. Ein vergleichbarer
antiinflammatorischer Effekt des Gases konnte in friheren Studien bei beatmungs-
bzw. rauchgasassoziiertem oder durch eine systemische Entziindungsreaktion nach

Endotoxingabe verursachtem Lungenschaden beobachtet werden [29; 31; 33; 99].

Im Widerspruch zu unseren Ergebnissen stehen die Beobachtungen von Bathia et
al.. In diesen Studien fuhrte die Applikation des H,S-Donators NaHS zu einer
inflammatorischen Schadigung der Lunge [16] bzw. aggravierte diese in einem
Sepsismodell [123]. Im Gegensatz hierzu zeigte eine andere Arbeitsgruppe eine
Abnahme der Bakteriamie und der folgenden Lungenschadigung nach
Vorbehandlung mit NaHS [95]. Uber die Hintergriinde der bestehenden Diskrepanz
zwischen den Studien, die unsere eigenen Daten unterstitzen, und der
vorerwahnten Untersuchung bleibt nur zu spekulieren. Moglicherweise sind hierfir
Unterschiede im Modell, der Applikationsform und der verabreichten Konzentration
des Gases ausschlaggebend ob ein Schutz oder eine Schéadigung der Zelle / des

Organs durch die Gasapplikation entsteht.

Eine interesannte und schlie3lich nicht zu klarende Beobachtung zeigte die
Proteinmessung in der BAL. Der Proteingehalt in der BAL stellt meist einen Marker
fur den alveolaren Schaden oder Storung der alveolo-kapillaren Barriere dar [108].

Unter den prasentierten Bedingungen fuhrte die LPS-Gabe jedoch zu einer
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Erniedrigung des Gesamtproteingehaltes, der durch die parallele H,S-Inhalation
deutlich erhoht war. Ob diese Zunahme der Proteinkonzentration moglicherweise
eine durch H,S induzierte Freisetzung antiinflammatorischer Proteine widerspiegelt,

ist derzeit noch unklar.

5.4 Potenzielle Wirkmechanismen der Lungenprotektio  n durch H ,S

bei Inflammation

Die intrazellularen Signalwege, anhand derer die antiinflammatorische Wirkung von
H.S erlart werden konnte, sind bisher nur ansatzweise verstanden. In dieser Arbeit
wurden die Hitzeschockproteine und MAP-Kinasen als mdgliche Mediatoren des

Effekts von H,S auf den inflammatorischen Lungenschaden untersucht.

a) Eine Induktion der Hitzeschockproteine HO-1 und Hsp70 kann neben den oben
erwéhnten antioxidativen Effekten auch einen Schutz vor LPS-induzierten
Entzindungsreaktionen und inflammatorischem Lungenschaden vermitteln [36; 41;
91; 105; 118]. Zudem wurde in friheren Studien gezeigt, dass die Zufuhr von H,S die
Expression der HO-1 induzieren kann [76; 86]. Folglich ware es denkbar, dass in
dem vorliegenden Modell eine H,S-induzierte Hochregulation der HO-1 und / oder
der Hsp70 den durch LPS verursachten Lungenschaden begrenzen und so die
lungenprotektive Wirkung des Gases erklaren konnte. Die Auswertung der
Lungenhomogenisate in unserem Modell zeigte jedoch keine Anderung der Hsp70-
oder HO-1-Expression nach LPS-Gabe. Zudem war unter der zusatzlichen H,S-
Inhalation eher eine verminderte Expression beider Proteine zu verzeichnen. Diese
Ergebnisse deuten darauf hin, dass eine H,S-vermittelte Hochregulation von
Hitzeschockproteinen als Mechanismus des Organschutzes unwahrscheinlich

erscheint.

b) MAP-Kinasen weisen nicht nur eine wesentliche Signalwirkung bei entztindlichen
Prozessen auf, sondern kénnen durch H,S reguliert werden [62]. Der Einfluss von
H,S auf die Aktivierung von ERK und JNK und den nachfolgenden Effekten auf ein
Entziindungsgeschehen wird kontrovers diskutiert [38; 78; 127]. In Abh&ngigkeit der
beschriebenen Versuchsmodelle scheint Schwefelwasserstoff ERK und JNK eher zu

aktivieren. In unserem Modell zeigen sich weder durch die Instillation von LPS noch
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durch die Behandlung mit H,S Veranderungen der Expression von pERK oder pJNK.
Fur diese zwei MAP-Kinasen kann demnach kein Zusammenhang mit dem H,S-

vermittelten Schutzefffekt hergestellt werden.

Hinsichtlich der p38 MAPK fiihrt nach LPS-Gabe die Hemmung der p38 in vitro zu
einer Abnahme der Aktivitat neutrophiler Zellen und in vivo zu einer verminderten
Rekrutierung dieser Zellen in die Lunge [74]. Die phosphorylierte p38 ist zudem an
der Freisetzung von MIP-2 beteiligt und ihre Hemmung vermindert die MIP-2
vermittelte Chemotaxis [74]. Die eigenen Resultate zeigen, dass die pp38 zwar durch
LPS-Instillation nicht wesentlich beeinflusst wird, unter H,S-Inhalation jedoch
signifikant abnimmt. Es ware denkbar, dass der protektive Effekt von H,S auf den
inflammatorischen Lungenschaden mit der verminderten Expression von pp38 im
Zusammenhang steht, denn eine H,S-bedingte Verminderung der pp38-Expression
war sowohl mit einem Rlckgang der MIP-2 auf Kontrollniveau als auch mit einer
deutlich geringeren Anzahl neutrophiler Zellen in der BAL assoziiert. Da die
neutrophilen Granulozyten proinflammatorische Zytokine ausschitten und ROS
bilden, konnte auf diesem Weg der gesamte Entzindungsprozess durch H,S
gehemmt worden sein (Abb. 30) [15; 21; 61]. Des Weiteren ware eine direkte
Hemmung der Expression von MIP-2 durch H,S madglich. Einerseits konnte gezeigt
werden, dass sowohl exogen zugefiihrtes H,S als auch eine gesteigerte H,S-
Synthese die Expression von MIP-2 reduzieren kann [90]. Andererseits scheint eine
Behandlung mit NaHS zu einer vermehrten MIP-2-induzierten Chemotaxis von
inflammatorischen Zellen fihren zu kénnen [27; 122]. Zusammengefasst liegt nach
unseren Beobachtungen zwar eine Assoziation der Abnahme der p38-MAP-Kinase
und der antiinflammatorischen Wirkung durch H,S vor, eine Kausalitat kann jedoch

nicht bewiesen werden.

Diskussion



75

pp38 — MIP-2

Proinflammatorische
Zytokine

! !

Inflammation

!

Neutrophile Zellen

Abb. 30: Potenzielle Wirkmechanismen der Lungenprote  ktion durch H ;S bei Inflammation

H.S: Schwefelwasserstoff, pp38: Proteinkinase p38, MIP-2: Macrophage Inflammatory Protein-2, - aktivierende
Wirkung, —| hemmende Wirkung [21; 61; 74; 90].

5.5 Einfluss der exogenen Zufuhr von H ,S auf die endogene H ,S-

Synthese

Neben der oben dargelegten Charakterisierung der H,S-vermittelten
Lungenprotektion, sollte in der vorliegenden Arbeit in Abhangigkeit des
Schadenmodells ein moglicher Einfluss von exogen zugefiihrtem H,S auf die
endogene H,S-Synthese evaluiert werden. Wie schon in der Einleitung beschrieben,
sind neben der 3-Mercaptopyruvat Sulfurtransferase die Enzyme Cystathionin-y-
Lyase (CTH) und Cystathionin-B-Synthetase (CBS) wesentlich an der Synthese von
H.S beteiligt.

Nach unseren Beobachtungen in der Hyperoxie-Studie beeinflussten weder
hyperoxische Bedingungen noch die Applikation von H,S die endogene H,S-
Synthese. Nach unserem Wissen gibt es bislang keine weiteren Untersuchungen zu
der Wechselwirkung von Hyperoxie und Schwefelwasserstoff, mit denen unsere

Daten zu vergleichen waren.
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Im Gegensatz zum Hyperoxie-Modell zeigte sich nach der intranasalen Instillation
von LPS ein diskreter Anstieg des CBS-Proteins. Dieser Befund korreliert mit der
bereits beschriebenen Induktion der H,S-Syntheseenzyme nach LPS-Gabe [23; 61]
und in weiteren Entziindungsmodellen [13; 15; 70]. Den héufig gezeigten Anstieg der
CTH konnten wir nicht verifizieren. Ein mdglicher Erklarungsansatz liegt in der
Tatsache, dass CTH uberwiegend in der Leber und in glatten Muskelzellen gebildet
wird und eine Regulation in der Lunge von untergeordneter Bedeutung sein kénnte
[96]. Die Behandlung mit H,S vor und nach der Inhalation von LPS bewirkte in
unseren Versuchen eine deutliche Repression des CBS-Proteins und spricht fur
einen negativen Feedbackmechanismus der endogenen H,S-Synthese, wenn das
Gas exogen zugefuhrt wird. Ungeklart bleibt hierbei die Beobachtung, dass unter
Kontrollbedingungen exogenes H,S die Expression der CBS nicht beeinflusst,
obwohl eine Substrathemmung auch in diesem Fall zu erwarten ware. Aufgrund der
Erstmaligkeit dieser Befunde, finden sich in der Literatur weder vergleichbare Daten

noch erklarende Hinweise.

5.6 Klinische Relevanz von H ,S

Trotz der erheblichen toxischen Wirkung von H,S sind bei niedriger Konzentration
gesundheitsforderliche Effekte schwefelhaltiger Stoffe bekannt. Knoblauch
beispielsweise ist seit Jahrhunderten als gesundheitsforderliche Pflanze beliebt [5].
Er schitzt das Herz-Kreislauf-System indem er unter anderem den Blutdruck senken
und die Thrombozytenaggregation hemmen kann [5]. Es konnte gezeigt werden,
dass Knoblauch und seine Derivate die H,S-Synthese induzieren kdnnen und dieser
Effekt die kardioprotektive Wirkung hervorruft [9]. Zudem wurden in den letzten
Jahren  zunehmend H,S-freisetzende  Medikamente  entwickelt,  deren

entziindungshemmende Wirkung in Studien belegt wurde [35; 62; 63; 96; 126].

Unsere Ergebnisse deuten ebenfalls auf eine klare antiinflammatorische und
antioxidative Wirkung von H,S hin und wirden das therapeutische Potential des
Gases zum jetzigen Kenntnisstand unterstreichen. Vor einer méglichen klinischen
Erprobung des Gases gilt es noch viele Fragen zu klaren. Zum Beispiel wére es
wichtig zu wissen, wie genau exogenes H,S im menschlichen Korper seine

Zielgewebe erreicht, in welchen Organen und Zellen es seine Wirkung entfaltet und
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wie es dort mit welchen Folgen die endogene H,S-Synthese beeinflusst. Auch wenn

unsere Daten und Vorversuche keine toxischen Wirkungen des niedrig dosierten

Gases erkennen lieRen, so mussen vor einer potenziellen klinischen Erprobung

toxikologische Nebenwirkungen unter der angewendeten Dosierung ausgeschlossen

werden.

5.7 Schlussfolgerung

Die eingangs gestellten Fragen konnen nach unseren Ergebnissen wie folgt

beantwortet werden:

ad 1)

ad 2)

ad 3)

ad 4)

ad 5)

Bei Hyperoxie-induziertem Lungenschaden wirkt H,S lungenprotektiv. Die
Behandlung mit dem H,S-Donator NaHS verhindert die Proteinleckage, die

zellulare Infiltration und den histologischen Lungenschaden.

Der protektive Effekt von H,S auf den oxidativen Schaden wird vermutlich Gber
die Hemmung des Proteins Angiopoietin 2 vermittelt. Die H,S-induzierte
Reduktion der ROS-Bildung vermindert direkt und / oder tber die Hemmung

der Ang2-Synthese den hyperoxischen Lungenschaden.

H,S kann die Lunge vor inflammatorischer Schéadigung schitzen. Die
gasformige H,S-Applikation bewirkt bei LPS-induziertem Lungenschaden eine
deutliche Reduktion der Infiltration proinflammatorischer Zellen, der Synthese
proinflammatorischer Zytokine und der Ausbildung von Alveolarwand-

Odemen.

Die schitzende Wirkung von H,S auf den inflammatorischen Lungenschaden
ist mit einer H,S-induzierten Reduktion der pp38-Expression assoziiert. Eine
Abnahme der p38-MAP-Kinase konnte zu einer Reduktion von MIP-2 und
Neutrophilen-Rekrutierung in die Lunge fihren und in der Folge den

inflammatorischen Prozess hemmen.

Eine prolongierte Sauerstoffexposition zeigt keinen Effekt auf die endogene
H,S-Synthese. Eine Modulation von CTH oder CBS durch NaHS findet weder
in der Hyperoxie noch unter Raumluft statt. Eine LPS-Instillation flhrt zu einem
Anstieg der CBS, nicht jedoch der CTH. Die Behandlung mit H,S bei LPS-
Gabe reduziert das CBS-Protein.
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