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1. Zusammenfassungen

1.1 Zusammenfassung in englischer Sprache

The mortality course of polytraumatized patients follows a biphasic modell with an early
peak of deaths occurring within hours after trauma and being caused by fatal injuries of
the central nervous system or hemorrhagic shock; and a delayed peak, that is linked to
immunoregulatory dysfunctions including distinct hyperinflammation and subsequent
(multi) organ failure. Particularly patients with thoracic injuries or suffering from a
hemorrhagic shock (HS) are at risk for such complications in their later clinical course.
Alcohol (mis)use plays a significant role in trauama. Although in the last two decades the
number of alcohol-caused accidents declined, alcohol is the most frequent cause of
detrimental injuries in young people (18-34 years of age). Aside from its well-known
effects, alcohol influences the development and prognosis of infectious diseases in the
clinical course through its immunomodulatory properties. Tauma patients with an acute
alcohol intoxication without signs for a chronic alcohol abuse have a reduced early
mortality after accidents compared to chronical abusers. The current literature uncovers
the controversial role of alcohol in post-traumatic immunomodulation, with either

“positive” effects in acute setting versus negative effects in a chronic setting.

Tissue-derived monocytes like pulmonary alveolar macrophages (AM) or circulating
polymorphonuclear leukocytes (PMNL), especially neutrophil granulocytes play
important roles in the post-traumatic inflammatory response. As example, after sensing
danger molecules monocytes activate inflammasomes and caspase-1 with subsequent
processing, activation and secretion of pro-inflammatory interleukin (IL)-1f. This highly
inflammatory process of programmed cell-death is called pyroptosis. Upon their
activation by inflammatory and chemotactic stimuli, neutrophils as well infiltrate
inflamed tissues via modulating their surface receptors e.g. CD11b, CD62L and CD31.
With their prolonged lifespan and their tissue accumulation they enhance the
inflammation at the site of infection/injury. Consequence, the biological host defense
mechanisms themselves lead to a loss of cellular and organ integrity. The underlying
pathomechanisms have been linked to the activation of transcription factor NF-«xB.
Interestingly, acute alcohol exposure is suggested to inhibit NF-kB, and thereby to reduce
inflammation in vitro. Thus, to examinate the influence of acute alcohol (mis)use, we

used a clinically relevant double hit modell consisting of blunt chest trauma and a



hemorrhagic shock with subsequent resuscitation (TxT+H/R). Female LEWIS-rats
received a single-dose of ethanol (5 g/kg, 30% EtOH) two hours prior H/R. Then, two
hours after resuscitation the role of PNML and monocytes in the development of

pulmonary tissue damage was analyzed.

In line with previous studies, our data show that TxT+H/R induces histopathological
damage in lungs that was confimed by increased concentration of total protein in the
bronchoalveolar lavage fluid (BAL), increased local inflammation and infiltration with
PMNL, and a marked systemic activation of neutrophils and monocytes. Neutrophils
showed a significant reduction of their surface expression of CD62L as well as an increase
of CD11b and CD31. In circulating monocytes, an acitvation of inflammasomes was
evident by actived caspase-1. The analysis of active effector caspases of apoptosis,
caspase-3 and -7 showed a significantly reduced apoptosis in circulating PMNL. Oral
gavage with EtOH significantly reduced pulmonary inflammation and damage, that was
confimed by a decreased PMNL infiltration, decreased levels of IL-6 gen expression and
a reduced protein content in BAL. Whilst the reduced BAL protein content demonstrated
a diminished lung injury, histopathological examinations could not confirm this. Acute
EtOH influenced the expression of surface adhesion receptors, thus comfirming the
reduced activation of circulating neutrophils. The reduced inflammatory activation was

also shown by the reduced activation of inflammasome.

Taken together, our data demonstrate that acute alcohol (mis)use reduces local and
systemic immune response in a clinically relevant double hit trauma model. The reduced
systemic inflammation constituted in a decreased activation of inflammasomes in
circulation monocytes and neutrophis, as well as in a diminished change of their surface
receptor expression. The reduced local inflammatory response in lung tissue as well as
pulmonary damage is potentially influenced by the reduced systemic activation of the
corresponding inflammatory cells by alcohol. Further studies are needed to elucidate the
detailed pathways of ethanol's immunomodulatory mode of action after severe trauma
with special regard to the severity of trauma as well as the severity of alcohol intoxication.
Furthermore, the kinetics of alcohol’s influence on the immune system after trauma and
the connection of local and systemic inflammatory processes need to be addressed in

upcoming studies.



1.2 Zusammenfassung in deutscher Sprache

Schwerverletzte Patienten folgen einem biphasischen Mortalititsmuster, mit einem ersten
frithen Mortalitdtsgipfel aufgrund von schweren Verletzungen des zentralen
Nervensystems oder durch massiven Blutverlust. Der zweite, spdter auftretende
Traumatod ist mit einer immunologischen Dysregulierung verbunden, welche durch eine
ausgeprigte Inflammation haufig im (Multi)-Organversagen endet. Insbesonders
thorakale Verletzungen sowie das Erleiden eines hédmorrhagischen Schocks
pradisponieren den Organismus fiir die Entwicklung von pulmonalen Komplikationen im
klinischen Folgevelauf. Alkohol spielt hierbei eine wichtige Rolle. In den vergangenen
15 Jahren hat sich zwar die Anzahl der ,,Alkoholunfille* mit Personenschaden reduziert,
dennoch tritt Alkohol als eine der hdufigsten Unfallursachen bei 18-34jdhrigen auf.
Zudem hat Alkohol durch seine immunmodulatorischen Eigenschaften einen
signifikanten Einfluss auf die Entwicklung und Prognose von (infektidsen)
Komplikationen im klinischen Folgeverlauf. Verunfallte Patienten mit einer akuten
Alkoholintoxikation zeigen im Vergleich zu chronisch Alkoholisierten eine verringerte
24-Stunden-Letalitdt nach Trauma. Die Studienlage zu den Hintergriinden ist duflerst
kontrovers, und stellt den Kern der vorliegenden Arbeit dar. Eine zentrale Rolle in der
Genese der post-traumatisch inflammatorischen Immunantwort nehmen die Monozyten,
sowie die Alveolarmakrophagen (AM) in der Lunge, aber auch zirkulierende
polymorphonukledre Leukozyten (PMNL) insbesondere neutrophile Granulozyten ein.
Die Monozyten aktivieren bspw. iiber die Inflammasomassemblierung Caspase-1
(Pyroptose), die das inaktive Interleukin (IL)-1B in seine aktive Form prozessiert,
aktiviert und seine Sezernierung induziert. Neutrophile Granulozyten, die ebenfalls durch
inflammatorische und chemotaktische Reize aktiviert werden, infiltieren durch
Modifikationen ihrer Oberflichenrezeptoren wie CD11b, CD62L und CD31 entziindetes
Gewebe. Am Ort der ,,Schidigung* weisen sie eine prolongierte Lebensspanne auf, und
tragen durch ihre verstirkte Akkumulation so zu einem hyper-inflammatorischen Zustand
bei. Folglich wird das eigene Gewebe geschiddigt, was im Verlust der Zell- und
Organintegritit enden kann. Die zugrundeliegenden Pathomechanismen wurden in
diversen Studien mit der Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-kB assoziiert.
Interessanterweise konnte die anti-inflammatorische Wirkung einer akuten
Alkoholexposition mit der Hemmung des NF-kB, aber auch mit einer reduzierten

Inflammasomassemblierung in vitro assoziiert werden.



Fiir die Untersuchung der akuten Alkoholwirkung wurde ein klinisch relevantes double
hit Modell bestehend aus stumpfen Thoraxtrauma und hdmorrhagischem Schock mit
anschlieBender Fliissigkeitstherapie (TxT+H/R) genutzt. Um den Einfluss von Alkohol
auf die posttraumatische Immunantwort mit Fokus auf die Rolle der zirkulierenden
neutrophilen Granulozyten und Monozyten in der Genese pulmonaler Schidigungen zu
untersuchen, erfolgte im vorliegenden Modell eine akute Gabe von Ethanol (5 g/kg, 30%,
EtOH) zwei Stunden vor Hamorrhagie und Reperfusion. Zwei Stunden nach Reperfusion

wurden die inflammatorischen Prozesse und das Outcome der Tiere untersucht.

Die Ergebnisse zeigen, dass TxT+H/R zu diffusen histopathologischen Lungenschdden
fiihrt, welche mit einer erh6hten Proteinkonzentration in der bronchoalveoldren Lavage
(BAL), verstirkten Infiltration des Lungengewebes mit PMNL sowie einer systemischen
Aktivierung von neutrophilen Granulozyten und Monozyten verbunden war. Neutrophile
Granulozyten zeigten eine signifikante Reduktion der Oberflachenexpression von CD62L
und einen signifikanten Anstieg von CD11b und CD31; in zirkulierenden Monozyten
konnte eine Inflammasomaktivierung durch direkten Nachweis der aktiven Caspase-1
gezeigt werden. Die Analyse der aktiven Effektorcaspasen der Apoptose Caspase-3 und
-7 zeigte eine reduzierte Apoptose in zirkulierenden neutrophilen Granulozyten. Orale
Gavage EtOH reduzierte signifikant die lokale Inflammation in der Lunge, welche mit
einer verminderten PMNL Infiltration, verminderten IL-6 Genexpression und
reduziertem BAL Proteingehalt einherging. Wahrend die reduzierte Proteinkonzentration
in der BAL durchaus fiir einen verminderten Lungenschaden spricht, war dieser
histopathologisch nicht festellbar. Systemisch modulierte die akute EtOH-Gabe
Oberflachenrezeptorexpression auf zirkulierenden neutrophilen Granulozyten, was deren
reduzierte Aktivierung bestdtigt. Die verminderte inflammatorische Aktivierung von
zirkulierenden Monozyten und Granulozyten zeigte sich ebenfalls in der reduzierten

Inflammasomaktivitat.

Wir konnten wichtige Erkenntnisse fiir das Verstindnis der Genese von pulmonalen
Komplikationen nach TxT und HS, sowie die immunmodulatorischen Eigenschaften von
Alkohol auf das angeborene Immunsystem darstellen. Die akute Alkoholexposition
reduzierte die systemische Immunantwort, welcher in diesem klinisch relevanten
Kombinationstrauma vermutlich eine reduzierte lokale Inflammationsantwort folgte. In
weiterfiihrenden Studien sollten die zugrundeliegenden Signalwege, Einfluss der

Traumachwere sowie der Schwere der Alkoholintoxikation untersucht werden.
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2. Abkiirzungsverzeichnis

Abb.: Abbildung

AIS: abbreviated injury scale

AM: Alveolarmakrophagen

ASC: apoptosis-associated speck-like protein containing a CARD
ARDS: acute respiratory distress syndrome

AT2: Alveolarepithelzell-Typ 2

BAL: bronchoalveolédre Lavage

Bax: Bcl-2-associated X protein

CAE: Chloracetat-Esterase-Farbung

CD: cluster of differentiation molecule

Caspase: cysteinyl-aspartate specific protease
CINC: cytokine-induced neutrophil chemoattractant
DAMPs: damage-associated molecular patterns
DNA: deoxyribonucleic acid

EtOH: Ethanol

ELISA: enzyme-linked immunosorbent assay
GM-CSF: granulocyte-macrophage colony-stimulating factor
FasL: FasLigand

fMLP: formyl-methionyl-leucyl-phenylalanine

HE: Hamatoxylin-Eosin

H/R: hemorrhage/resuscitation

HS: hdmorrhagischer Schock

IL: Interleukin

ICAM: intercellular adhesion molecule

ISS: injury severity score

LPS: Lipopolysaccharid

MAC: macrophage-antigen complex

Mcl-1: myeloid leukemia cell differentiation protein

MFU: mean fluorescence units



MIP: macrophage-inflammatory protein

MODS: multi organ disfunction syndrome

MOV: Multiorganversagen

mRNA: messenger ribonucleic acid

NaCl: Natriumchlorid

NF-«B: nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells
NLRP3: nucleotide-binding domain, leucine-rich-repeat-containing family, pyrin
domain-containing 3

NOD: nucleotide oligomerization domain

PAMPs: pathogen-associated molecular patterns

PBS: phosphate-buffered saline

PMNL: Polymorphoneukleédre Leukozyten

PECAM: platelet endothelial cell adhesion melocule

PRR: pattern recognition receptors

qRT-PCR: quantitative real time polymerase chain reaction
RNA: ribonucleid acid

ROS: reactive oxygen species

RT: Raumtemperatur

SHT: Schédel-Hirn Trauma

sL-Selectin: soluble L-Selectin

TEM: transendothelial migration

TLR: toll-like-receptor

TNF-alpha: tumor necrosis factor alpha

TxT: Thoraxtrauma

ZNS: Zentrales Nervensystem



3. Ubergreifende Zusammenfassung

3.1 Einleitung

Traumatische Verletzungen sind eine der fiihrenden Todesursachen weltweit mit iiber 5
Millionen Toten jdhrlich, fiir junge Patienten unter 35 Jahren sogar der haufigste Grund
fiir Tod und Invaliditit.!* Die Kosten fiir die personliche Invaliditit, den Verlust der
Arbeitskraft und der Langzeitfolgen fiir die medizinische Versorgung belaufen sich
alleine in den USA auf bis zu 580 Milliarden Dollar pro Jahr.’> Die hohe Sterblichkeit
nach Trauma ist multifaktoriell bedingt. Fiir einen frithen Mortalitatsgipfel innerhalb von
einer Stunde nach Trauma sind vor allem Verletzungen des zentralen Nervensystems
(ZNS) und der mit einem unkontrollierten Blutverlust einhergehende hédmorrhagische
Schock (HS) verantwortlich.* Etwa ein Drittel bis die Hilfte der Patienten im HS
erreichen das Krankenhaus nicht lebend.” Bei Aufnahme im Krankenhaus zeigen sich
relevante Verletzungen mit einem abbreviated injury scale (AlS) {iber 3 liberwiegend am
Schidel (47%) und am Thorax (46%).® Ein weiterer Mortalititsgipfel ist ab Tag 3 im
klinischen Folgeverlauf zu beobachten.*” Ursichlich fiir diesen ist eine immunologische
Dysregulation, welche mit einer starken lokalen und systemischen Entziindungsreaktion
sowie konsekutivem Gewebeschaden einhergeht und fiir bis zu 30% der schwerverletzten
Patienten mit Multiorganversagen (MOV) und Tod endet.® Vor allem relevante stumpfe
Thoraxtraumata (TxT) und HS durch den Unfallmechanismus préadisponieren fiir die
Entwicklung von MOV im klinischen Verlauf.®!® Besonders vom Verlust der
Organintegritdt nach Trauma betroffen ist die Lunge. Sowohl bei Traumapatienten mit
Multi- als auch Einzelorganversagen wihrend des Krankenhausaufenthaltes ist die Lunge
nach dem ZNS und dem kardiovaskuldren System das hiufigste insuffiziente Organ.®
Eine besonders schwere Form der Lungeninsuffizienz ist die acute lung injury (ALI) bzw.
das acute respiratory distress dyndrome (ARDS), welche mit beidseitigen pulmonalen
Infiltraten und proteinreichen Odemen, einem Verlust der alveolir-kapillaren Barriere
und respiratorischem Versagen einhergeht.!! Ein ARDS kann ebenfalls nach
Pneumonien, Aspiration oder extra-pulmonaler Sepsis auftreten und ist immer noch mit

einer Letalitdat von bis zu 40% assoziiert.'>"'4

Seit der ersten Beschreibung der Mortalitisgipfel nach Trauma durch Trunkey et al.'®
konnte durch Verbesserung der Patientenversorgung am Unfallort, Konzepten wie der

damage-control-surgery'® und verbesserter Diagnostik und Versorgung wihrend der
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frithen Phase der Hospitalisierung die frithe Mortalitdt nach Trauma in den letzten Jahren
deutlich gesenkt werden.*® MOV hingegen verbleibt, mit bis zu 30% Mortalitiit,
Hauptgrund fiir den spédten Tod nach Trauma und eine Herausforderung fiir behandelnde

Arzte und Wissenschaftler.!”

Auch tiberméBiger Alkoholkonsum ist eine grofe Belastung fiir die Gesundheitssysteme
weltweit. 2010 war Alkoholkonsum der drittgrofte Risikofaktor der globalen
Krankheitslast,'® zwischen 1990 und 2010 stieg die Zahl der durch Alkohol bedingten
Tode weltweit um mehr als 20%.'® Dosisabhéngig erhdht regelmiBiger Alkoholkonsum
unter anderem das Risiko fiir Karzinome des oberen Gastraointestinaltraktes, Leber-
Karzinome, Depressionen, Epilepsie, arterielle Hypertonie und koronare
Herzerkrankungen.'>?® Neben den eher allgemein hin bekannten schidlichen Folgen
langerfristigen Alkoholkunsums erhoht gerade akuter Alkoholkonsum hingegen auch
Héaufigkeit und Schwere von erlittenen Traumata. So verdoppelt bereits ein alkoholisches
Getrink das Risiko traumatischer Verletzungen.’! Eine Auswertung der Daten aus
insgesamt 37 chirurgischen Notaufnahmen aus 18 Léindern zeigte, dass akuter
Alkoholkonsum fiir 16 bis 36 Prozent aller erlittenen Verletzungen verantwortlich war.??
In verschiedenen Studien konnten unter anderem erhohte Risiken fiir Gewaltverbrechen,
Stiirzen mit Verletzungsfolge und Verkehrsunfille unter Alkoholeinfluss gezeigt
werden.???¢ Insbesonders bei Verkehrsunfillen ging eine akute Alkoholintoxiktion der
verunfallten Personen mit einer signifikant erhohten Veretzungsschwere, gemessen am
ISS, und einer bis zu vierfach erhdhten posttraumtischen Mortalitit einher.?7-30 31:28:29.27.30
Interessanterweise hat Alkoholkonsum vor Trauma jedoch auch Einfluss auf die Inzidenz
von infektiosen und immunologischen Komplikationen wie Pneumonien, dem ARDS der
Lunge und auch MOV im Kklinischen Folgeverlauf. Dies wird durch seine
immunmodulatorische Funktion verursacht. Wahrend chronischer Alkoholkonsum mit
einer erhohten Rate an Pneumonien, Sepsis und multi organ disfunction syndrome
(MODS) einhergeht,* ist eine akute Intoxikation mit einer erniedrigten Interleukin
(IL)-6 Konzentration und Leukozytenzahl bei Aufnahme und einer Reduzierung der 24h-
Mortalitit sowie der Verweildauer auf Intensivstation nach Trauma assoziiert.>** Da
seine Einflussnahme auf die posttraumatsichen Entziindungsantwort nach einem
Thoraxtrauma in Kombination mit einem hamorrhagischen Schock nicht erforscht ist, soll
die vorliegende Arbeit die Pathomechanismen in der Entstehung von pulmonalen

Schiaden nach Trauma und den Einfluss von akuter Alkoholexposition auf die
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Aktivierung und Rekrutierung von PMNL, die bei eben dieser Pathologie — wie

nachstehend beschrieben — eine wesentliche Rolle spielen, untersucht werden.

Die Entstehung der pulmonalen Komplikationen nach Trauma ist Gegenstand aktueller
Forschung. Posttraumatischer Lungenschaden entsteht im Zusammenspiel aus
verschiedenen physio- und pathologischen Prozessen. Lungenkontusionen als
mechanischer Reiz und hypoxische Gewebezustinde durch mikrozirkuldre Storungen
beeintrichtigen die Zellintegritit,**¢ fordern die Freisetzung von sogenannten damage-
associated molecular patterns (DAMPs) aus dem Zellinneren®’ und fithren zu einem
Zustand milder Aktivierung in neutrophilen Granulozyten.>® DAMPs sind physiologisch
funktionale Zell- und Molekiilstrukturen, welche auBlerhalb ihres angestammten Milieus
vom angeborenen Immunsystem als schidlich erkannt werden und zusammen mit den
pathogen-associated molecular patterns (PAMPs), Bestandteilen von Pathogenen, eine
pro-inflammatorische Immunantwort erzeugen. Diese ist gekennzeichnet durch die
Aktivierung von Immunzellen wie Monozyten, gewebsstindigen Makrophagen,
Dendritischen Zellen und vor allem zirkulierenden Leukozyten wie den
Polymorphonukledren Leukozyten (PMNL) und die konsekutive Sezernierung von pro-
inflammatorischen Zytokinen.>!'? Ist der Untergang vitalen Gewebes und die Verlagerung
von Erregerbestandteilen in die Zirkulation relevant, erfahren die aktivierten
zirkulierenden PMNL, insbesondere die neutrophilen Granulozyten, einen second hit und
migrieren im Folgenden an den Ort der Entziindung.” Hier akkumulieren sie und fiihren
dort durch ihre Abwehrstrategien wie z.B. reaktive Sauerstoffspezies, Myeloperoxidase
und Proteinasen, welche physiologischerweise dem Schutz vor Erregern und Mikroben
dienen, zum Untergang vitaler Zellen sowie Gewebes und letztlich zum Verlust der

Organintegritit mit hiufig nachfolgendem MOV.*-4!

Als erste Schutzbarriere des angeborenen Immunsystems wirken in der Lunge die
Monozyten und Alveolarmakrophagen (AM),*? welche zum einen fiir die Phagozytose
und Eliminierung von eingedrungenen Erregern, auf der anderen Seite aber auch fiir die
Beseitigung von Geweberesten und abgestorbenen Zellen verantwortlich sind. Auf ihrer
Oberfldache exprimieren diese Zellen spezifische Rezeptoren, die sogenannten pattern-
recognition receptors (PRR), welche DAMPs und PAMPs erkennen, binden und folglich
eine Signalkaskade einleiten, die in einer nachfolgenden inflammatorischen Kaskade
resultiert. So kommt es beispielsweise zur Ausbildung von intrazelluldren

Multiproteinkomplexen, der sogenannten Inflammasome, Aktivierung von cysteinyl-
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aspartate specific protease (Caspase)-1 und der Aktivierung und Sezernierung von IL-1f
oder 1L-18.4* Fiir die Vermittlung der Immunantwort nach Bakterien- und DAMP-
Kontakt im Menschen ist insbesondere das nucleotide-binding domain, leucine-rich-
repeat-containing  family, pyrin domain-containing 3 (NLRP3)-Inflammasom
verantwortlich.** Es besteht aus nucleotide oligomerization domain (NOD)-like
receptor Proteinen, dem Verbindungsprotein apoptosis-associated speck-like protein
containing a CARD (ASC) und pro-Caspase-1.* Fiir die Aktivierung des Inflammasoms
hat sich ein zweistufiges Model etabliert, bestehend aus priming und Aktivierung,
allerdings ist die Inflammasomaktivierung zelltypabhingig.** Fiir die Vermittlung des
priming Signals durch mikrobielle oder Zellstrukturen zeigen sich vor allem toll-like
receptors (TLR) verantwortlich, eine Untergruppe der PRR-Familie, sowie unter anderem
tumor necrosis factor alpha und IL-1p iiber ihre korrespondierenden Rezeptoren.*® Nach
Binden ihrer Liganden aktivieren diese den Transkriptionsfaktor nuclear factor kappa-
light-chain-enhancer of activated B cells (NF-xB).* Dieser stellt ein Schliisselmolekiil
der pro-inflammatorischen Immunantwort dar. Nach Aktivierung transloziert er in den
Zellkern und induziert u.a. die vermehrte Transkription und Translation von Nlrp3, pro-
IL-1B  und pro-IL-18.4**7 Im zweiten Schritt filhren Signale wie ATP, reaktive
Sauerstoffspezies (ROS), Komplementfaktoren und Verdnderungen der Kalium- und
Kalziummembranpotentiale zur Assemblierung der Inflammasombestandteile und
autolytischen Spaltung und Aktivierung von pro-Caspase-1 zu Caspase-1, welche dann
pro-IL-1B und pro-IL18 in ihre reifen, aktiven Formen iiberfiihrt.*° Zudem induziert
Caspase-1 eine pro-inflammatorische Form des programmierten Zelltodes, die Pyroptose.
Pyroptotische Zellen sezernieren mit dem ASC-Bestandteil des Inflammasoms gefiillte
mikrometer-grofle Partikel, welche von benachbarten Zellen und Makrophagen
aufgenommen werden und in diesen zur erneuten Inflammasombildung und so zur
Amplifikation der Inflammation fiihren.*>*! Da IL-1p die Bindungsaktivitit von NF-xB
stark erhoht, tragen beide iliber einen positiven Feedback-Mechanismus autoregulatorisch
zur Amplifikation bei.’?> So kommt dem Inflammasom eine Schliisselrolle in der pro-
inflammatorischen Immunantwort nach Trauma zu. Bereits 2009 konnten Gasse ef al. im
Tierversuch eine DAMP-abhingige Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms nachweisen,
welche in einer erhohten IL-1B-Sezernierung resultierte.> Verschiedene Tiermodelle
bestitigten die Rolle des NLRP3-Inflammasoms bei der Entwicklung der LPS-
induzierten ALL>* Im Serum von Patienten mit Trauma- und Sepsis-induzierter ALI

konnten erhdhte mRNA-Spiegel fiir Caspase-1, IL-1 B und IL-18 gezeigt werden.>® Xu et
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al. zeigten zudem eine vermehrte NLRP3-Aktivierung in Lungenendothelzellen und
Alveolarmakrophagen im Kombinationsmodell aus himorrhagischem Schock und LPS-

induzierter ALI>®

Neben IL-1B und IL-18 fiihrt die NF-kB Aktivierung in Monozyten und AM zur
Sezernierung weiterer pro-inflammatorischer Zyto- und Chemokine wie TNF-q,>’ IL-6,*
IL-8,%  cytokine-induced neutrophil ~chemoattractant (CINC)-1,°  macrophage-
inflammatory protein (MIP)-1 alpha und MIP-1 beta,®' welche die Inflammation
verstirken und zur Rekrutierung von PMNL aus der Zirkulation fiihren.*? Insbesondere
nach stumpfen TxT sezernieren phagozytierende AM mehr TNF-a und CINC-1.% Bereits
1993 konnten Donelly et al. nachweisen, dass in der BAL von Patienten mit ARDS
signifikant erhdhte Werte von IL-8 zu finden sind, welche von AM sezerniert werden.'?
IL-8 fiihrt dosisabhdngig zur Einwanderung von neutrophilen Granulozyten in
entziindetes Gewebe und verlingert dort deren Uberlebensspanne durch Reduktion der
Apoptose.!%3 Modig ef al. konnten bei Patienten mit ARDS eine direkte Korrelation der
Krankheitsschwere mit der Anzahl der neutrophilen Granulozyten in der BAL zeigen.®*
Auch fiir den Plasmaspiegel von IL-6 zeigte sich bei der Auswertung von
Traumapatienten eine signifikante Korrelation mit der Verletzungsschwere und dem

Uberleben nach Trauma.®’

Die Aktivierung und Verlagerung von neutrophilen Granulozyten aus den Geféallen in das
entziindete und verletze Gewebe, auch transendothelial migration (TEM) genannt, wird
u.a. durch Modulation und Interaktion von Zelladhdsionsproteinen auf der Oberfliche
von PMNL und dem betroffenen Endothel bewirkt.®®®” Selectine wie E-, P- und L-
Selectin vermitteln die ersten Schritte der Leukozytenadhisionskaskade, das ,,Fangen*
und Binden der Leukozyten an das Endothel und ,,Rollen* entlang von diesem.®*%® Vom
Endothel prasentierte Chemokine fithren die Leukozyten in einen Zustand verstarkter
Aktivierung und bestirken weiter ihre Bindung an das Endothel durch Integrine®-"" wie
den heterodimeren Komplex macrophage-antigen complex (MAC)-1, bestehend aus
cluster of differentiation molecule (CD)-11b (Integrin am) und CD18 (Integrin 2). Mac-
1 und sein endothelstindiger Rezeptor intercellular adhesion molecule (ICAM)-1
bewirken nun das crawling der Leukozyten entlang des Endothels in Richtung Endothel-
Zell/Zell-Kontakte.”"”> TEM kann zum sowohl para-, als auch transzellulir ablaufen,

wobei Leukozyten bevorzugt zu mehr als 80% parazellulir migrieren.” Eine

herausragende Rolle bei der parazelluldren TEM hat CD31, auch platelet endothelial cell
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adhesion melocule (PECAM)-1, welches in hoher Dichte an den lateralen Begrenzungen
der Endothelzellen und in geringerem Malle auf der Oberfliche von Leukozyten

t.”> Homophile Interaktionen vermitteln die Aufldsung der Endothel-

exprimiert is
Zell/Zell-Verbindungen und die Migration in darunter liegendes, entziindetes
Gewebe.®”* Die Anderung der Expression dieser Marker auf Leukozyten und
Endothelzellen und die folgende Aggravierung der neutrophilen Granulozyten im
entziindeten Gewebe ist ein wichtiger Mechanismus der Immunantwort nach Trauma und

Inflammation und Gegenstand aktueller Therapieforschung im Rahmen des

posttraumatischen MOV 937576

Eine weitere Ursache fiir die Schiddigung vitalen Gewebes durch neutrophile
Granulozyten ist die Verldngerung ihrer Lebensdauer durch Verringerung der
Apoptoserate. Unter physiologischen Bedingungen verbleiben neutrophile Granulozyten
nach Austritt aus dem Knochenmark sechs bis 10 Stunden in der Zirkulation, bis sie in
Gewebe migrieren, sich dort innerhalb von ein bis zwei Tagen der Apoptose unterziehen
und durch residuale Makrophagen phagozytiert werden.””-” Dies trigt zur Erhaltung des
nicht-entziindlichen Gewebezustandes bei. So sezernieren beispielsweise AM, die PMNL
phagozytieren, weniger pro-inflammatorische und stattdessen anti-inflammatorische
Zytokine.®*” Die Akkumulation von neutrophilen Granulozyten an Orten der
Entziindung und Entwicklung von ARDS nach Trauma, himorrhagischem Schock oder
Endotoximie ist mit einer Verringerung der Apoptose assoziiert.!#9# I vitro zeigte sich
nach Trauma eine deutlich verlingerte Lebensdauer von PMNL im Vergleich zu PMNL
von gesunden Probanden, ebenso zeigte sich in der BAL von ARDS-Patienten ein Anteil
von unter 10% apoptotischer PMNL im Vergleich zu 37% in der BAL von gesunden
Probanden.?*** Dies konnte in in vitro Studien auf pro-inflammatorische Zytokine wie
beispielsweise IL-1p und IL-8 zuriickgefiihrt werden.”” Mit der Verlingerung der
Lebensspanne durch inflammatorische Reize geht auch eine Verldngerung der

Funktionalitit von PMNL und deren potenzielle Schidigung des Gewebes einher.®®

Alkohol hat sowohl Einfluss auf Unfallmechanismen und Mortalitdt nach Trauma, als
auch auf die Entwicklung von Komplikationen im klinischen Folgeverlauf. Bei der
Auswertung von iiber 37.000 Verkehrsunfillen zeigte sich eine Verdopplung der
Mortalitit am Unfallort und Verletzungsschwere bei akut intoxikierten Patienten.*® Im

klinischen Folgeverlauf ist chronischer Alkoholkonsum nach Trauma mit einer bis zu
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zweifach erhohten Rate an Komplikationen wie Pneumonie, respiratorischer Insuffizienz,
ARDS und MOV verkniipf, was zu erhohter Liegedauer auf Intensivstation, erhohten
Krankenhaustagen und Krankenhausmortalitit fiihrt.3>%7  AusschlieBlich —akuter
Alkoholkonsum hingegen fiihrt zu einer verminderten 24-Stunden-Mortalitdit und

verkiirzter Liegezeit nach Trauma*>*’

und zeigt bereits bei Aufnahme der Patienten im
Krankenhaus einen immunsuppressiven Effekt, der sich in verminderten systemischen
IL-6 Spiegeln und Leukozytenzahlen darstellt.>*®® Im Tierversuch zeigte sich nach
Alkoholapplikation in klinisch relevanten Dosen eine Verminderung des durch HS
bedingten Lebergewebeschadens mit Verbesserung des Uberlebens nach 72 Stunden von
20% auf 80%, was mit verminderter lokaler Infiltration mit PMNL, reduzierten lokalen
IL-6 und TNF-a Spiegeln sowie erniedrigtem systemischen IL-6 einherging.?*° In vitro
zeigte sich nach Ethanolgabe eine verminderte LPS-induzierte IL-8, TNF-a und IL-1
Ausschiittung im Monozyten als auch eine verminderte Adhidsionsrate von PMNL an
Lungenepithelzellen und verminderte IL-6-induzierte IL-8 Sezernierung:*'? Die
immunsuppressive Wirkung von Alkohol beginnt bereits bei der Bildung von IL-13 und
IL-18 durch das Inflammasom. Hoyt ef al. konnten nachweisen, dass Ethanol und andere
kurzkettige Alkohole die Zusammenlagerung des NIrp3 Inflammasoms durch
Stimulation von Phosphatasen verhinderte.” Dies fiihrte zu einer unter anderem zu einer
verminderten Caspase-1 Aktivierung und Sezernierung von reifem IL-1p, als auch zu
einer verminderten ASC Sekretion und ROS Produktion nach LPS-Stimulation.”?
Vorversuche unserer Arbeitsgruppe konnten zeigen, dass Alkohol in Lungenepithelzellen
den kanonischen Weg der NF-kB Aktivierung iiber dessen pS0 Untereinheit , nicht aber
den nicht-kanonischen Weg {iber die p52 Untereinheit hemmt, was zu einer verminderten
IL-1B induzierten IL-6 Sezernierung und PMNL Adhision fiihrte.”* Nach intratrachealer
S. pneumoniae Applikation senkte Alkohol den Gehalt an CINC, MIP-2 und PMNL in
der BAL von Miusen und verhinderte die Heraufregulierung von CD11b auf neutrophilen
Granulozyten, ein Effekt der auch nach Kontakt mit dem bakteriellen Tripeptid formyl-
methionyl-leucyl-phenylalanine (fMLP) beobachtet wurde. > Der Transkriptionsfaktor
NF-kB spielt nicht durch iiber die Expression von pro-inflammatorischen Zytokinen und
dem priming bei der Bildung des Inflammasoms eine Schliisselrolle bei der Entstehung
der inflammatorischen Antwort nach Trauma, er vermittelt auch weiterhin die Expression
von Integrinen und PMN Adhisionsproteinen wie P-Selectin,”” E-Selectin,’® ICAM-1%
und gewinnt so an umfassender Bedeutung fiir die Genese von ARDS und MOV im

klinischen Folgeverlauf.
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Da  Alkoholkonsum mit einer signifikanten Zahl der traumabedingten
Krankenhauseinweisungen assoziiert ist und auch Einfluss auf die Verletzungsschwere
und demnach den Gewebeschaden hat, haben wir in dieser Arbeit das Verhalten von
neutrophilen Granulozyten und zirkulierenden Monozyten in Bezug zur Integritit der
Lunge nach Thoraxtrauma und hdmorrhagischem Schock untersucht. Hierbei wurde der
Fokus auf die Fragestellung gelegt, wie sich akute Alkoholintoxikation auf die
systemische und lokale Immunantwort in der friihen posttraumatischen Phase und den
konsekutiv resultierenden Schaden am Lungenparenchym auswirkt. Zur Evaluierung der
systemischen Inflammation wurde die Caspase-1 Aktivitit in zirkulierenden Monozyten
und Granulozyten, sowie die Aktivierung der zirkulierenden Granulozyten anhand ihrer
Oberflichenantigene gemessen. Zur Darstellung der lokalen Inflammation im
Lungengewebe wurden in der vorliegenden Arbeit die [L-6 Genexpression in der Lunge
als auch die Anzahl der infiltrierten PMNL im Lungengewebe gemessen. Der
resutierende Gewebeschaden wurde histologisch und iiber die Messung des
Proteingehaltes in der entnommenen BAL ausgewertet. Desweiteren wurde der Einfluss
des vorliegenden Kombinationstraumas auf die Apoptoserate in zirkulierenden

Granulolyzten und deren Modulierbarkeit durch Alkoholexposition gemessen.
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Darstellung der Publikationen

3.1.1 Methodik

Auswahl und Vorbereitung der Tiere

In der vorliegenden Arbeit wurden weibliche Ratten des Stammes Lewis mit einem
Gewicht von 190 bis 240 g (Janvier Labs, Frankreich) verwendet, welche mindestens eine
Akklimatisierungsphase von 7 Tagen absolviert hatten. Die Haltungsbedingungen
entsprachen den Vorgaben der der zentralen Forschungseinrichtung fiir Tierversuche des
Fachbereichs Medizin der Johann Wolfgang-Goethe-Universitit. Die Tiere wurden zu
maximal viert in einem Kéfig auf Trockenstreu gehalten. Die Temperatur im Tierstall
betrug konstant zwischen 22 und 24 Grad Celsius bei einem 12-Stunden Tag-Nacht-
Rhythmus. 12 Stunden vor Versuchsbeginn wurde das Trockenfutter entfernt und zur
Vermeidung von Hypoglykdmien durch ein Zuckergel ersetzt, die Wasserversorgung

erfolgte weiterhin ad libitum.

Haltung und Versuche sind vom Veterindrsamt des Regierungspriasidiums Darmstadt

genehmigt (Aktenzeichen: FK/1028)

Zwei Stunden vor Versuchsbeginn erhielten die Tiere entweder Alkohol (5 g/kg
Korpergewicht, 30% Ethanol, EtOH) oder eine Kochsalz-Losung in dquivalenter Menge
(NaCl 0,9%) via oraler Gavage.®1%

Gruppeneinteilung

Die Versuchstiere wurden randomisiert den vier Versuchsgruppen zugeteilt und dem

chirurgischen Procedere unterzogen. Die Gruppenzuteilung ist der folgenden Tabelle zu

entnechmen.
Gruppe Bezeichnung Beschreibung
1 sham vehicle Versuchstiere mit oraler
NaCl-Gavage; kein
Thorax-Trauma, kein

hidmorrhagischer Schock,

keine Reperfusion,

18



operative Eingriffe wie in 3

und 4

2 sham EtOH Versuchstiere mit oraler
EtOH-Gavage; kein
Thorax-Trauma, kein

hidmorrhagischer Schock,
keine Reperfusion,
operative Eingriffe wie in 3

und 4

3 TxT+H/R vehicle Versuchstiere mit oraler
NaCl-Gavage vor Thorax-
Trauma, hdmorrhagischem

Schock und Reperfusion

4 TxT+H/R EtOH Versuchstiere mit oraler
EtOH-Gavage vor Thorax-
Trauma, hdmorrhagischem

Schock und Reperfusion

Tabelle 1: Gruppenzuteilung der Versuchstiere.

Narkose und Blutdruckmessung

1,5 Stunden nach EtOH- oder NaCl-Gavage erhielten die Tiere Buprenorphin zur
Analgesie (0,05 mg/kg Korpergewicht). Die Narkose erfolgte mittels eines
Isofluran/Sauerstoffgemischs (1,2 - 3,0% Isofluran-Anteil), welches via Nasenmaske
appliziert wurde. Im Anschluss wurden Abdomen, Brust, rechte Leisten- und
Nackenregion rasiert sowie die Einschnittstellen mit Carbostesin infiltriert, die rechte
Femoral-Arterie zwecks Blutdruckmessung mit Polyethylen-Kathetern (Sterican®
Einmal-Kaniilen, 0,45*25mm, B.Braun) Kkaniiliert, und wihrend des gesamten

Versuchablaufs der Blutdruck intravasal abgeleitet. (Sirecust 960, Siemens AG).
Durchfiihrung des Thorax-Traumas

Nach Narkotisierung wurden die Tiere in Riickenlage auf der Arbeitsfliche fixiert. Uber

thnen wurde mit einem Abstand von 6 cm ein Zylinder platziert, welcher durch einen
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Film aus Mylar Polyester (0.190 mm DuPont Teijin Films Luxemburg) in 2 Kammern
getrennt wurde. Durch Druckluft mit 13 Bar (Flaschendruckminderer, Zinser, Ebersbach)
wurde die Membran bei Exspiration perforiert (Hochgeschwindigkeitsventil Hee-D-24,
Festo, Esslingen) und so eine standardisierte Druckwelle erzeugt, welche auf den Thorax
gerichtet war.!?"12 Das Abdomen wurde mit Hilfe einer Plexiglasabdeckung geschiitzt.
Sofort nach Applikation des Traumas erfolgte die Blutdruckmessung via arteria

femoralis.
Induktion des himorrhagischen Schocks und Reperfusion

Nach einer Stabilisierungsphase von zwei Minuten wurden sowohl die linke vena
jugularis als auch die rechte arteria carotis mit Polyethylen-Kathetern kaniiliert.
Innerhalb von 5 Minuten wurde der hdmorrhagische Schock durch gleichméBigen
Blutentzug tiber die rechte arteria carotis induziert. Das Blut wurde in eine heparinisierte
10 ml Spritze aspiriert, bis ein mittlerer arterieller Blutdruck (MABP) von 35 + 3 mm Hg
erreicht wurde. Der MABP wurde durch bestindiges Aspirieren und Reperfundieren von

kleinen Blutmengen iiber 60 Minuten konstant gehalten.'%!1%4

Es erfolgte eine kontinuierliche Messung und Aufrechterhaltung der Korpertemperatur

mit Hilfe einer rektalen Sonde und eines Heizkissens bei 37° Celsius.

Nach 60 Minuten erfolgte die manuelle Reperfusion mit 60% des entnommenen Blutes
plus 50% des maximal entnommenen Blutvolumens als Ringer-Laktat-Losung iiber die
linke vena jugularis. Die Reperfusion erfolgte iiber 10 Minuten, gefolgt von einer 20-
miniitigen Stabilisierungsphase.'®*!* Nach Abschluss der Stabilisierungsphase wurden
die Katheter entfernt, sowie Gefille und Wunden mittels Naht verschlossen. Die
Isofluran-Anésthesie wurde beendet. Nach weiteren 2 Stunden wurde das Sacrifice

durchgefiihrt.
Sacrifice

Zwei Stunden nach Ende der Reperfusion wurden die Tiere wie oben beschrieben
narkotisiert und in Riickenlage auf der Arbeitsflidche fixiert. Die Bauchdecke wurde vom
Becken bis zum Thorax erdffnet und die abominelle vena cava inszidiert. Die Tiere
wurden mittels Blutentzug durch eine heparinisierte 10 ml Spritze und Setzen eines
beidseitigen Pneumothorax getdtet. Die Trachea wurde prépariert, ein peripherer

Venenverweilkatheter (Vasofix® Brauniile® 1,10 x 33 mm, G 20) eingefiihrt und eine
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bronchoalveoldre Lavage (BAL) mit 8 ml Kochsalzlosung durchgefiihrt. 6 ml BAL
wurden entnommen und sofort auf Eis gelagert. AnschlieBend wurde der rechte Lungen-
Mittellappen nach Umschlingen und Abklemmen des zufiihrenden Bronchus entfernt,
von diesem fiinf 3x3 mm grofle Stiicke entnommen und direkt nach der Entnahme in
flissigem Stickstoff eingefroren. Die Lunge wurde nun iber den peripheren
Venenverweilkatheter mit 20%igem Formalin gespiilt, der linke Lungenfliigel entfernt,
aus diesem fiinf 3x3 mm groBBe Gewebeproben entnommen und in 20%-igem Formalin

gelagert.

2h 60 min 30 min 2h

EtOH TxT R

MABP analyses

HS

Abbildung 1: Graphische Darstellung des Versuchsablaufes. Zwei vor Thoraxtrauma
(TxT) erhielten die Tiere entweder eine Gavage mit 30% Ethanol (EtOH) oder Kochsalz
(NaCl). Der hdamorrhagische Schock (HS) wurde im Anschluss induziert und iiber 60
Minuten kontrolliert bei 35 £ 3 mm Hg aufrechterhalten. Innerhalb von 30 Minuten
erfolgte die Reperfusion (R) mit 60% des entnommenen Blutes plus 50% des maximal
entnommenen Blutvolumens als Ringer-Laktat-Losung. Das Sacrifice erfolgte zwei
Stunden nach Ende der Reperfusion.'®

Untersuchung des Lungengewebes

Wie beschrieben, wurde zwei Stunden nach Ende der Reperfusion die Lunge mit
Kochsalzlosung gespiilt und 6 ml BAL zur weiteren Untersuchung entnommen. Die BAL
wurde bei 2000 x g fiir 15 Minuten bei 4°C zentrifugiert und der Uberstand bei -80°C zur

anschlieBenden Bestimmung des totalen Proteingehaltes gelagert.!%5-106

Der histologische Schaden des Lungengewebes wurde durch einen unabhingigen
Pathologen durchgefiihrt. Die Gewebeschnitte wurden mit Hématoxylin-Eosin (HE)
gefdrbt und verblindet ausgewertet. Als Maf3einheit des Gewebeschadens diente der /ung
injury score, welcher die intra-alveoldre Infiltration durch Erythrozyten und anderen

Zellen, sowie die Fibrinbelegung und das interstitielle Odem in den Alveolen misst.!?7:1%8
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Quantifizierung der polymorphkernigen Leukozyten im Lungenparenchym

Zur Analyse der Infiltration des Lungengewebes mit polymorphkernigen Leukozyten
(PMNL) wurden Gewebeschnitte mit Chloracetat-Esterase-Farbung (CAE, 4%
Pararosanilin, 4% Natriumnitrit und Naphthollosung fiir 30 Minuten bei
Raumtemperatur, RT) wie zuvor beschrieben hergestellt.!?>!%:19 Alle Schnitte wurden
mit Hamatoxylin-Eosin gegengefarbt. Zur Bestimmung der PMNL-Infiltration wurden
CAE-positive Zellen in 20 Feldern pro Schnitt pro Tier bei 400-facher Vergroferung
ausgezihlt. Die Auszihlung erfolgte verblindet.

Isolation der Ribonukleinsduren (RNA) und semi-quantitative reverse-transcription—

polymerase chain reaction (QRT-PCR)

Fiir die Isolation der RNA wurde das schockgefrorene Lungengewebe verwendet und
nach Herstellerangaben verarbeitet (RNeasy-System, Qiagen, Hilden, Deutschland).
Ebenfalls nach Herstellerangaben erfolgte die Entfernung von DNA durch Verwendung
des RNase-Free DNase Set (Qiagen, Hilden, Deutschland). Qualitit und Menge der
isolierten RNA wurden photometrisch unter Verwendung des NanoDrop ND-1000
(NanoDrop Technologies, Wilmington, DE, USA) bestimmt. 100 ng der Lungen-RNA
wurden nach Herstellerangaben unter Benutzung des Affinity script QPCR-cDNA
Synthese Kits (Stratagene, La Jolla, CA, USA) reversibel transkribiert. Die Interleukin-6
Gen Expression wurde durch Verwendung des Stratagene MX3005p QPCR Systems
(Stratagene) und eines genspezifischen Primers fiir Ratten-Interleukin 6 (NM_012589.2,
UniGene#: Rn.9873, Cat#: PPR06483B, SABiosciences, SuperArray, Frederick, MD,
USA) bestimmt. Als Gen-Expression zur Referenz wurde die mRNA-Expression von
GADPH (rat Gapdh, NM 017008, UniGene#: Rn.91450, Cat#: PPRO6557A,
SABiosciences) verwendet. Die Erstellung der PCR-Reaktion fand mit 1x RT2 SYBR
Green/Rox qPCR Master mix (SABiosciences) in einem Volumen von 25 pl statt. Es
wurde ein zweischrittiges Amplifikationsprogramm ausgewéhlt, welches aus einem
initialen Denaturierungsschritt bei 95°C fiir 10 Minuten bestand, gefolgt von 40 Zyklen
zu je 15 Sekunden bei 95°C und abgeschlossen durch Vervielfiltigung fiir 60 Sekunden
bei 60°C. Die relative Expression des Zielgens wurde durch die vergleichende treshold-
cycle (CT) Methode (24“T Methode) berechnet. Die relative mRNA Expression von
Interleukin 6 ist in % in Relation zu 100% der sham Gruppe dargestellt.

Messung der Oberflichenrezeptorexpression in der Durchflusszytometrie
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Die Blutproben wurden 2 Stunden nach Ende der Reperfusion in pyrogen-freien,
heparinisierten Rohrchen gesammelt. 50 pl wurden in Polystyrol-FACS Rohrchen (BD
Pharmingen™) transferiert und mit FITC mouse anti-rat CD11b (Clone WT.5, BD
Bioscience, San Jose, CA), anti-rat CD31 (PECAM-1) PE-Cyanine7 (Clone TLD-3A12,
eBioscience, San Diego, CA), and APC mouse anti-rat CD62L (Clone OX-85,
BioLegend, San Diego, CA) Antikorpern inkubiert. Es wurden Kontroll-Farbungen mit
den zugehdrigen Isotyp-Antikorpern angefertigt. Nach 30 Minuten Inkubation bei RT
wurde 1 ml FACS Lysing Solution (BD Pharmingen™) hinzugefiigt und weitere 10
Minuten inkubiert. Im Anschluss wurden die Proben fiir 7 Minuten bei 400 g zentrifugiert
und zweimal mit 2 ml FACS Puffer (bestehend aus Phosphatgepufferter Salzlosung und
0,5% Rinderalbumin), gewaschen. Die Uberstinde wurden entfernt, die Zellen in 400 ul
FACS Buffer verdiinnt und im Anschluss gemessen. Jede Zellpopulation wurde in dem
korrespondierenden Vorwérts- und Seitwartsstreulicht definiert. Je Probe wurden
mindestens 30.000 Zellen ausgewertet und der mean fluorescence units (MFU) mittels
durchflusszytometrischer Messung an einem BD FACS Canto 2™ mit der FACD
DIVA™ Software (BD) bestimmt,!05:106.110

Assay zur Aktivierung von Caspase-1 und Caspase-3

Die aktiven Caspasen wurden durch Verwendung des FAM-YVAD-FMK 660 Caspase-
1 detection kit und ,FAM-DEVD-FLICA Caspase-3/7 kit (ImmunoChemistry
Technologies) nach den Vorgaben des Herstellers bestimmt.!®Die MFU der gefirbten
Zellen wurden mittels durchflusszytometrischer Messung an einem BD FACS Canto 2™

mit der FACD DIVA™ Software (BD) bestimmt,!05:106.110
Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte mit Hilfe der Statistiksoftware GraphPad Prism 6.0
(GraphPad Software Inc. San Diego, CA). Die Angabe der Daten erfolgte dabei als
Mittelwert £ Standardfehler. Die Normalverteilung wurde durch den Kolmogorow-
Smirnov Test mit Dallal-Wilkinson-Lillefor p-Wert bestimmt. Zur Beurteilung der
Unterschiede zwischen den einzelnen Versuchsgruppen wurde der nicht-parametrische
Kruskal-Wallis Test verwendet. Statistische Signifikanz wurde bei einem p Wert unter

0,05 angegeben.
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3.1.2 Ergebnisse

Gesamtproteingehalt in der bronchoalveoliren Lavage

Zwei Stunden nach Ende der Reperfusion zeigte sich in der BAL nach TxT+H/R ein
signifikanter Anstieg des Gesamtproteingehaltes auf 1.26 = 0.26 pg/ul im Vergleich zu
kontrolloperierten sham Tieren (0.14 £+ 0.02 pg/ul, p <0.05, Abb. 2A). Zum selben
Zeitpunkt zeigten die Tiere der TxT+H/R EtOH Gruppe eine signifikante Abnahme des
Proteingehaltes im Vergleich zur TxT+H/R vehicle Gruppe (p <0.05, Abb. 2A). Der
Proteingehalt der Tiere der TxT+H/R EtOH Gruppe lag immer noch signifikant {iber dem
der sham vehicle und sham EtOH Gruppen (p <0.05, Abb. 2A).

Histologische Auswertung des Lungengewebes

Die Lungenschnitte der sham vehicle Gruppe und der sham EtOH Gruppe zeigten keine
signifikanten Verdnderungen. (Abb. 2b und 2e). Die Lungenschnitte der TxT+H/R
vehicle Gruppe zeigten alveoldre Einrisse mit Wandverdickungen und zelluldren
Infiltraten im Vergleich zur Lungenmorphologie der Sham-Gruppen (Abb. 2b-d). Die
durch TxT+H/R induzierten Verdnderungen der Lungenmorphologie waren in der

TxT+H/R EtOH Gruppe nicht signifikant verdndert (Abb. 2e).
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Abbildung 2: Aus der entnommenen BAL wurde der Gesamtproteingehalt bestimmt (a).
Bilder (b) bis (e): Représentative histologische Darstellungen des Lungenschadens zwei
Stunden nach sham Operation mit vorheriger NaCl (vehicle)-Gavage (b) oder Ethanol
(EtOH)-Gavage (c) sowie TxT+H/R mit vorheriger NaCl (vehicle)-Gavage (d) oder
Ethanol (EtOH)-Gavage (e). Datenangabe als Mittelwert + Standardfehler, *p < 0,05 vs.
alle, n=6.'%
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Infiltration der polymorphkernigen neutrophilen Granulozyten in die Lunge

Zwei Stunden nach Ende der Reperfusion war ein signifikanter Anstieg der PMN im
Lungengewebe in der TxT+H/R vehicle Gruppe im Vergleich zur sham vehicle Gruppe
zu sehen (48.82 + 2.82 vs. 26.68 + 1.80 Zellen pro Gesichtsfeld, p <0.05, Abb. 3a).
Vorherige Gavage mit EtOH senkte signifikant die PMN Infiltration in das
Lungengewebe nach TxT+H/R im Vergleich zur TxT+H/R vehicle Gruppe (35.79 +£3.18
vs. 48.82 £ 2.82 Zellen pro Gesichtsfeld, p <0.05, 65 Abb. 3a).

Interleukin-6 Genexpression im Lungengewebe

Die IL-6 Genexpression in der Lunge stieg zwei Stunden nach Ende der Reperfusion
signifikant in der TxT+H/R vehicle Gruppe im Vergleich zur sham NaCl Gruppe
(2393.00+389.50 vs. 78.17£18.39, p<0.05, Abb. 3b). Im Vergleich zur TxT+H/R
vehicle Gruppe wurde die IL-6 Genexpression durch EtOH nach TxT+H/R signifikant

vermindert (p <0.05, Abb. 3b).
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Abbildung 3: Zur Bestimmung der PMNL-Infiltration wurden Gewebeschnitte mit
Chloracetat-Esterase-Farbung (CAE) hergestellt und mit Héadmatoxylin-Eosin
gegengefiarbt. CAE-positive Zellen wurden in 20 Feldern pro Schnitt pro Tier bei 400-
facher VergroBerung ausgezihlt. (a). Fiir die Bestimmung der IL-6 Gen-Expression
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wurde RNA aus schockgefrorenem Lungengewebe isoliert und mittels qRT-PCR
ausgewertet. Die Gewebeentnahmen erfolgten zwei Stunden nach Ende der Reperfusion
bzw. der chirurgischen Prozeduren. Sham Tiere unterliefen den chirurgischen
Prozeduren. Vehicle-behandelte Tiere erhielten Kochsalzlosung (NaCL 0,9%) zur
Kontrolle, mit Ethanol- (EtOH, Alkohol) behandlete Tiere (5 g/kg Korpergewicht, 30%
EtOH). Datenangabe als Mittelwert + Standardfehler, *p < 0,05 vs. alle, n=6.'%

Expression der Oberflichenrezeptoren auf Granulozyten

Nach TxT+H/R zeigte sich in der vehicle Gruppe ein signifikanter Anstieg der Expression
des Oberflachenrezeptors CD11b auf zirkulierenden Granulozyten sowohl im Vergleich
zur sham vehicle Gruppe als auch zur sham EtOH Gruppe (p <0.05, Abb. 4a). Auch in
der TxT+H/R EtOH Gruppe zeigte sich eine erhohte CD11b Expression im Vergleich zu
den TxT+H/R EtOH und TxT+H/R vehicle Gruppen, diese war allerdings nicht
signifikant. Desweiteren zeigt sich ein Trend zur Abnahme der Expression von CD11b in
der sham EtOH Gruppe im Vergleich zur Sham vehicle Gruppe, auch dieser war nicht

signifikant.

Bei der Expression des Oberflachenrezeptors CD62L konnten wir einen signifikanten
Abfall in der TxT+H/R vehicle Gruppe im Vergleich zu den sham vehicle und Sham EtOH
Gruppen feststellen (p <0.05, Abb. 4b). Im Vergleich zur TxT+H/R vehicle Gruppe
erhoht vorherige EtOH-Gabe in der TxT+H/R EtOH Gruppe die Expression von CD62L
signifikant (p <0.05, Abb. 4b).

TxT+H/R  induzierte einen signifikanten  Anstieg der Expression des
Oberflachenrezeptors CD31b sowohl in der TxT+H/R vehicle Gruppe als auch in der
TxT+H/R EtOH Gruppe im Vergleich zur sham NaCl Gruppe (p <0.05, Abb. 4c). Die
vorherige EtOH Gavage fiihrte sowohl in der sham EtOH Gruppe im Vergleich zur sham
vehicle Gruppe als auch in der TxT+H/R EtOH im Vergleich zur TxT+H/R vehicle
Gruppe zu einem Anstieg der CD31b Expression, beide waren aber nicht signifikant

(Abb. 4c).
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Abbildung 4: Durchflusszytometrische Messung der Oberfldchenrezeptoren CD11B (a),
CD62L (b) und CD31 (c) auf zirkulierenden neutrophilen Granuloyzyten. Die
Blutentnahmen erfolgten zwei Stunden nach Ende der Reperfusion bzw. der
chirurgischen Prozeduren. Sham Tiere unterliefen den chirurgischen Prozeduren.
Vehicle-behandelte Tiere erhielten Kochsalzlosung (NaCL 0,9%) zur Kontrolle, mit
Ethanol- (EtOH, Alkohol) behandelte Tiere (5 g/kg Korpergewicht, 30% EtOH).
Datenangabe als Mittelwert + Standardfehler, *p < 0,05 vs. markierte Gruppen=6.'%°

Apoptotische und pyroptotische Aktivitit in Granulozyten und Monozyten

Die Aktivitit der Caspasen-3/7 zeigte sich nach TxXT+H/R in der TxT+H/R vehicle
Gruppe signifikant verringert im Vergleich zur sham vehicle Gruppe. Vorherige EtOH
Gavage verstérkte diesen Effekt und senkte diese signifikant in der TxT+H/R EtOH im
Vergleich zur TxT+H/R vehicle Gruppe (p <0.05, Abb. 5a). Wir konnten einen klaren
Trend zur Verminderung der Caspase-3/7 Aktivitdt in der sham EtOH Gruppe im
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Vergleich zur sham vehicle Gruppe feststellen, allerdings war dieser nicht signifikant

(Abb. 5a).

Beziiglich der Aktivitdt der Caspase-3/7 in Monozyten konnten wir keine signifikanten

Veranderungen feststellen.

In Granulozyten konnten wir hinsichtlich der Caspase-1 einen Trend zur Verminderung
der Aktivitit nach EtOH Applikation in der sham EtOH im Vergleich zur sham vehicle
Gruppe nachweisen, dieser war allerdings nicht signifikant. Vergleichbare Daten zeigten
sich in der TxT+H/R EtOH Gruppe im Vergleich zur TxT+H/R vehicle Gruppe, hier
senkte die Applikation von EtOH die Aktivitit der Caspase-1 signifikant (p <0.05, Abb.
5¢).

In Monozyten konnten wir hinsichtlich der Aktivitit von Caspase-1 keinen Unterschied
zwischen den Sham EtOH und Sham vehicle Gruppen feststellen. Nach TxT+H/R
hingegen kommt es zum signifikanten Anstieg in der TxT+H/R vehicle Gruppe im
Vergleich zu beiden Sham Gruppen (p < 0.05, Abb. 5d). Vorherige Behandlung mit EtOH
senkt die Aktivitdt von Caspase-1 nach TxT+H/R in der TxT+H/R EtOH Gruppe im
Vergleich zur TxT+H/R vehicle Gruppe signifikant auf das Niveau der beiden sham
Gruppen (p <0.05, Abb. 5d).
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Abbildung 5: Durchflusszytometrische Messung der Aktivitdt von Caspase-3/7 und
Caspase-1 in zirkulierenden Granulozyten (a) und (¢) und in zirkulierenden Monozyten
(b) und (d). Die Blutentnahmen erfolgten zwei Stunden nach Ende der Reperfusion bzw.
der chirurgischen Prozeduren. Sham Tiere unterliefen den chirurgischen Prozeduren.
Vehicle-behandelte Tiere erhielten Kochsalzlosung (NaCL 0,9%) zur Kontrolle, mit
Ethanol- (EtOH, Alkohol) behandelte Tiere (5 g/kg Korpergewicht, 30% EtOH).
Datenangabe als Mittelwert + Standardfehler, *p < 0,05 vs. markierte Gruppe, n=6.'%
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3.2 Diskussion der Gesamtergebnisse und deren Beitrag zur

Beantwortung der Fragestellung

Trotz enormer Fortschritte in der Versorgung schwerverletzter Patienten ist das Organ-
und Multiorganversagen im klinischen Folgeverlauf immer noch eine grofle
Herausforderung. Frohlich ef al. konnten eine Zunahme der Inzidenz von MOV um 7%
im Zeitraum von 2002 bis 2011 zeigen.® Vor allem relevante Thoraxtraumata und das
Erleiden eines hdmorrhagischen Schocks pridestinieren fiir eine iiberschielende
Immunantwort, welche durch eine starke Inflammation gekennzeichnet ist und im MOV

89 Wihrend chronischer Alkoholkonsum inflammatorische

und Tod enden kann.
Zustinde begiinstigt und bedingt,!!!"!'? fiihrt akuter Alkoholkonsum zu einer Suppression
der inflammatorischen Immunantwort nach Trauma und konnte in einem Tiermodell
sogar die Mortalitit nach HS signifikant verringern.**#° Die verringerte Sterblichkeit in
der erwihnten, eigenen Studie war mit einer immunsuppressiven Einflussnahme der
akuten Alkoholintoxikation nach Trauma assoziiert. Da der himorrhagische Schock meist
als Komplikation einer Grundverletzung und selten isoliert einem traumatischen
Geschehen auftritt,>''* sollte in weiterfithrenden Studien ein Kombinationsmodell
bestehend aus einem Thoraxtrauma mit himorrhagischen Schock etabliert werden, um
die Wirkung einer akuten Alkoholintoxikation im Sinne der verbesserten klinischen
Translationalitdt zu untersuchen. Daher wurde im ersten Teil dieser Arbeit ein solches in
vivo Modell etabliert, welches einem klinischen Drink and Drive Szenario dhnelt und so
die Bedingungen simuliert, die ein Patient nach Alkoholabusus mit folgendem TxT und
hdmorrhagischen Schock erleidet. Aufgrund der hohen Pridvalenz von traumatischen
Thoraxverletzungen und himorrhagischem Schock unter Traumapatienten als auch deren
hohem Anteil an der Sterblichkeit und Verbindung zum MOV im klinischen Folgeverlauf
ist die klinische Relevanz dieses Modells unbestreitbar.>!°>!!> Zudem sind die Daten
beziiglich des Einflusses von Alkohol auf die Gesundheitsfolgen von Traumapatienten

sehr inhomogen?™-8-30:116

und unterstreichen die Notwendigkeit eines reproduzierbaren
Tiermodells zum Erreichen eines besseren Verstindnisses der zugrundliegenden
Pathomechanismen. Die Anforderungen an ein geeignetes Tiermodell sind hoch und
stetig neu zu diskutieren. Bereits 1998 formulierte Edwin Deich in einem vielbeachteten
review-Artikel das Problem, dass viele priklinisch sehr erfolgreiche Reagenzien und

Therapieansitze in der klinischen Anwendung nicht die erhoffte Wirkung zeigten.'!” Er

30



analysierte die vorhandenen Tiermodelle und stellte fest, dass wenige die klinische
Realitét simulierten. 2003 publizierte Jeannine Majde die Ergebnisse eines Seminars aus
dem Jahr 2000, an welchem sich die fiihrenden Forscher im Bereich des Himorrhagischen
Schocks beteiligten, um sich iiber ihre benutzten Protokolle auszutauschen,
beeinflussende Variablen zu identifizieren und gemeinsame Endpunkte zu definieren.!'!8
Maide zeigte weitere wichtige Variablen von Schockmodellen auf, die aufgrund ihres
hohen Einflusses auf die Ergebnisse in kiinftigen Schockmodellen standardisiert oder
zumindest entsprechend gekennzeichnet und artikuliert werden sollten. Diese seien unter
anderem der physiologische Zustand der Tiere, die genauen Abldufe der experimentellen
Vorgehensweisen, das Protokoll zur Fliissigkeitstherapie nach Himorrhagie als auch die
gemessenen Endpunkte und die Gesundheitsfolgen fiir die Tiere. Sie beschreibt, dass
viele Modelle sich an dem wissenschaftlichen Ziel des jeweiligen Forschers orientierten
und die klinische Realtitidt zu wenig Beachtung fande. Desweiteren wird kritisiert, dass
die vorhandenen Modelle aufgrund unterschiedlicher Studienprotokolle wenig
reproduzierbar und vergleichbar seien. Sie fordert, kiinftige Tiermodelle zu
standardisieren, oder bestehende Abweichungen zu artikulieren und zu diskutieren.!'® In
diesem Sinne entwickelten wir unser Versuchsprotokoll auf der Basis von Modellen,
welche bereits in unserer Versuchsgruppe etabliert oder in &dhnlichem Kontext
erfolgversprechende Ansitze gezeigt hatten.?%11%120 I der vorliegenden Arbeit wurden
weibliche Tiere des LEWIS-Stammes verwendet. Fiir diesen Stamm gab es zum Einen ein
in unserer Forschungsgruppe bereits gut etabliertes Modell des HS,*'?! zum Anderen
lagen bereits reprisentative, reproduzierbare Daten liber den Einfluss von Alkohol auf die
lokale und systemische Inflammation im genannten Stamm vor. Wie in erwéhnten
vorausgegangenen Studien verwendeten wir ein druckgesteuertes Schockmodell und
entschieden uns somit gegen ein volumen- bzw unkontrollieres Modell. Tsukamoto und
Pape publizierten 2009 einen review Artikel tiber diverse Tiermodelle zu Trauma und HS,
in welchem sie sich mit den Vorteilen und Nachteilen von verschieden Tierspezies, den
Unterschieden zwischen druck-, volumengesteuerten als auch unkontrollierten
Schockmodellen und den bestehenden Kombinationsmodellen befassten.!??  Sie
bestdtigten, dass ein druckgesteuertes Modell am Besten geeignet sei, um physiologische
Mechanismen und Organverletzungen am zu untersuchen, da die Forscher,innen so den
groBten Einfluss auf die Tiefe und Dauer des Schocks hitten.'”? Obwohl man dieses
Modell aufgrund der fehlenden Wiedergabe der klinischen Realitét kritisieren kann,
stellte es aufgrund der Reproduzier- und Vergleichbarkeit das geeignete Modell fiir

31



unsere Anforderungen dar. Auch beziiglich des Thoraxtraumas fand ein bereits gut an
Kleintieren etabliertes Modell Anwendung.!'12° Wie durch Knéferl et al. beschrieben,
eignet sich verwendetes Modell duch mehrere Faktoren zur experimentellen Forschung
des Thoraxtrauma im Tiermodell.!?® Aufgrund der verwendeten Kleintiere und der
standardisierten Druckwelle ist das Modell gut reproduzierbar, die Kosten bleiben bei

relativ hoher Probenmenge gering.'?

Es erlaubt die isolierte Betrachtung der
Traumafolgen an der Lunge ohne Beeinflussung durch Storfaktoren wie Intubation oder
assistierter Beatmung bei der Auswertung von Daten polytraumatisierter Patienten.
Zudem konnte durch makros- und mikroskopische Auswertungen gezeigt werden, dass
durch verwendete Druckwelle isolierte Kontusionen der Lungen erzeugt werden, welche
sich durch intraalveolidre, intrabronchiale und subpleurale Einblutungen als auch durch
Atelektasen und interstitielle Odeme manifestieren, jedoch ohne Begleitverletzungen
intraabdomineller Organe geschehen.'>* Auch in unseren histologischen Auswertungen
bestétigte sich die Induktion bipulmonaler Lungenkontusionen, abdominellen
Verletzungen wurde zudem durch eine Plexiglashiille vorgebeugt. Auch der Abfall des
Blutdruck- und Hédmaglobinwertes direkt nach Trauma sprechen fiir die Relevanz der
erzeugten Traumas, wobei hier auch die chirurgischen Prozeduren an sich und vagale
Reflexe zu beriicksichtigen sind.!%%!23124  Zydem konnte durch unsere Arbeitsgruppe
demonstriert werden, dass die Alkoholintoxikation an sich Einfluss nimmt auf das
kardiovaskuldre System. So zeigten alkoholisierte Tiere wéhrend des gesamten
Versuchsablaufes einen erniedrigten mittleren arteriellen Blutdruck, desweiteren wurden
geringere bleed-out Volumina zum Erreichen und Erhalten der angestrebten Hypotension
benétigt.'” Ahnliche Ergebnisse konnten bereits in Modellen des isolierten HS von
Phelan et al. und Molina et al. gezeigt werden,'?>!?® letzterer konnte auch einen
hemmenden Einfluss der Alkoholintoxikation auf das adrenerge System und somit
Rekompensationsmechanismen nach Erleiden eines HS demonstrieren.!?® Auch in der
retrospektiven Auswertung alkoholintoxikierter Traumapatienten fiel ein niederigerer
systolischer Blutdruck bei akut intoxierten im Vergleich zu nicht intoxikierten Patienten
als auch eine erhohte Anzahl an bendtigten Blut- und Flssigkeitsprodukten bei
substitutionspflichtiger Hypotension auf.'?’ Zusammengenommen konnten wir ein
Kombinationsmodell aus Thoraxtrauma und hidmorrhagischem Schock entwickeln,
welches unseres Wissens nach neuartig ist und die klinische Realitdt suffizient
widerspiegelt. Nach erfolgreicher Modelletablierung untersuchten wir in einem klinisch

relevanten Kombinatiosmodell aus TxT und HS den Einfluss von Alkohol auf die frithe
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Immunantwort nach Trauma, mit besonderem Augenmerk auf die pulmonalen
Komplikationen und die Rolle der neutrophilen Granulozyten bei deren Entstehung
untersuchen. Wir fanden heraus, dass TxT und HS zu histopathologischen Verdanderungen
in der Lunge fiihrt, welche mit einem erhdhten Proteingehalt in der BAL, erhdhter lokaler
Inflammation und Invasion von PMNL in das Lungengewebe assoziiert war. Erhielten
die Tiere 30%iges Ethanol als orale Gavage zwei Stunden vor Versuchsbeginn, konnten
wir feststellen, dass sowohl die lokale Inflammation, die Einwanderung von neutrophilen
Granulozyten als auch der Proteingehalt in der BAL signifikant erniedrigt war, die
histopathologischen Schiaden am Lungengewebe blieben hingegen unverindert. TxT und
HS aktivierten zirkulierende neutrophile Granulozyten durch eine Erhohung der CD11b-
, CD31- und Erniedrigung der CD62L-Expression auf deren Oberfldche und verminderte
die Apoptoserate. In zirkulierenden Monozyten konnten wir nach TxT und HS eine stark
erhohte Inflammasomaktivitit durch Messung der aktiven Caspase-1 feststellen.
Alkohol-Gavage vor Versuchsbeginn fiihrte zu einer erhohten CD62L und CD31
Expression nach TxT und HS, und erniedrigte die Caspase-3/7 Aktivitdt in Granulozyten
als auch die Caspase-1 Aktivitit in Monozyten und Granulozyten. Wir konnten so
wichtige Beitrdige zum Verstindnis der immunsuppressiven Rolle einer akuten
Alkoholintoxikation bei der Entstehung von pulmonalen Verdnderungen und im

vorliegenden Modell leisten.

Vergleichbar zu den Beobachtungen von kleineren und groBeren in vivo Modellen,
welche sich mit TxT und HS beschéftigten, fanden wir heraus, dass TxT und HS einen
schweren Schaden im Lungengewebe verursachte, der mit verstirkter lokaler und
systemischer Inflammation in Zusammenhang steht. TXT an sich fiihrte bereits in
Tiermodellen an Schweinen, Ratten und Méausen zu mechanischem Zellschaden und
Einblutungen in das Lungengewebe.>®!2%12° Diese Beobachtungen konnte unser Modell
bestitigen, die histologischen Schéden zeigten sich vor Allem durch Lungenddeme,
Wandverdickungen und diffuse Alveolarschiden.!?®!* Unsere Ergebnisse zeigten, dass
TxT und HS eine lokale histopathologische Verdnderung des Lungengewebes induzierte,
welche durch ein erhdhtes pulmonales Leck, gemessen durch den erhdhten Proteingehalt
in der BAL nach TxT und HS bestitigt wurden. Zudem haben die oben genannten Studien
einen signifikanten lokalen Anstieg von IL-6 und IL-8 gezeigt, wobei sich Ersterer auch
in unserem Modell durch Messung der Genexpression bestitigt hat.°®'?* Die

entzlindlichen Verdnderungen im Lungengewebe sind ein wichtiger Bestandteil der
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pathophysiologischen Verdnderungen nach Trauma. Ein Anstieg der pro-
inflammatorischen Mediatoren nach TxT und HS steht in direktem Zusammenhang mit
der Infiltration von neutrophilen Granulozyten nach Trauma und deren Schidigung des
Gewebes.®1%® Bereits in den 1990er Jahren konnten Donelly et al. zeigen, dass sich in
der BAL von ARDS-Patienten erhohte IL-8 Werte und vermehrt neutrophile
Granulozyten finden, welche mit der Schwere des ARDS korrelierten.!> In vitro
Experimente bestétigten den chemotaktischen Effekt von IL-8 auf PMNL und den IL-6
induzierten Anstieg von PMNL Adhision bei menschlichen Lungenepithelzellen.®*?
Interessanterweise fithrte die Behandlung dieser Zellen mit Alkohol zu einer
verminderten Sekretion der pro-inflammatorischen Zytokine durch die Epithelzellen und
die Adhision der neutrophilen Granulozyten an diese.”> Diese Hinweise konnten durch
in vivo Experimente bestitigt werden, welche zeigten, dass sowohl HS-induzierter
systemischer und lokaler IL-6 Anstieg als auch die Gewebeinfiltration von neutrophilen
Granulozyten durch akuten Alkoholeinfluss reduziert werden konnte.®® Die Stimulation
von Lungenepithelzellen mit sowohl IL-1 als auch mit Sera von Traumapatienten
erzeugte sowohl eine starke Sezernierung von IL-6 als auch eine verstiarkte Adhérenz von
Neutrophilen an diese Zellen.”* In Einklang mit den oben genannten Studien reduzierte
akuter Alkoholeinfluss diesen Effekt.”* Der mogliche Mechanismus hinter diesen
Effekten ist die Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-kB.°* In eigenen Arbeiten
konnten wir zeigen, dass eine akute Alkoholexposition die p50 Aktivierung, die den
kanonischen Weg der NF-xB Aktivierung darstellt, signifikant reduziert.®*
Interessanterweise reduziert Alkohol nicht die Aktivierung der p52 Untereinheit, die den
nicht kanonischen Weg darstellt.”* Zusammengenommen sind die anti-
inflammatorischen Effekte des Alkohols durch verminderte Spiegel von aktiven NF-xB
p50 Untereinheiten im Zellkern vermittelt, und somit scheinbar durch den kanonischen
Weg.”* NF-kB induziert die lokale und systemische Inflammtion.'**!3! Obwohl wir in
dieser Studie die Wirkung von NF-kB nicht direkt gemessen haben, waren anti-
inflammatorische Prozesse zu beobachten, die stark auf die Schliisselfunktion von
Alkohol durch Inhibierung von NF-«xB hinweisen. Dieser offensichtlich
inflammationshemmende Einfluss von akuter Alkoholexposition wurde durch unsere
Studie bestitigt. Obwohl sich der genannte gewebeprotektive Effekt von Alkohol nach
TxT und HS nicht anhand der histologischen Auswertung darstellen lie3, weist doch der

reduzierte Proteingehalt in der BAL auf ein deutlich reduziertes Kapillarleck und
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Gewebeschaden hin. Zukiinftige Studien zu den genauen Mechanismen der Inflammation

mit Bezug auf den Gewebeschaden und die Organfunktion sind hier von Néten.

Neutrophile Granulozyten spielen eine entscheidende Rolle in der Initiierung und
Verstirkung der inflammatorischen Antwort nach Trauma.”® Traumatische Verletzungen,
Hamorrhagie und entziindliche Gewebezusténde fiihren zu messbaren Verédnderungen in
deren Funktion, Lebensspanne und der Expression ihrer Oberflichenrezeptoren und
beeinflussen so deren Migrationsverhalten in entziindetes Gewebe. Vergleichbar mit
unseren Daten wurde in verschiedenen Trauma-Szenarien wie stumpfem TxT,
penetrierendem TxT oder nach Schédel-Hirn-Trauma (SHT) eine Reduktion der
Expression von L-Selectin, welches die Bindung von neutrophilen Granulozyten an das
Endothel vermittelt, auf der Oberfliche von zirkulierenden neutrophilen Granulozyten
gezeigt.’®132133 Diese Beobachtungen wurden 6, 9 und 24 Stunden nach Trauma
festgestellt.!3>!133 Interessanterweise konnte fiir die kurze Zeitspanne von 2,5 Stunden
nach Trauma ein kurzfristiger Anstieg des CD62L beobachtet werden.!**!*> Mommsen
et al. konnten zeigen, dass es durch in vitro Stimulation von PNM mit TNF-a, nicht aber
durch IL-1B und IL-6 zur proteolytischen AbstoBung von L-Selectin und einhergehend
Minderung der Oberflichenexpression kommt.!* Das zirkulierende soluble L-Selectin
(s)L-Selectin konkurriert mit dem L-Selectin auf der Oberfliche der zirkulierenden
Granulozyten um die Bindungsstellen am entziindeten Endothel und kann so zum Schutz
vor iibermiBiger Leukozytenmigration in entziindetes Gewebe fiithren.!*” Ein frither
Anstieg des L-Selectin nach Trauma kann so als migrations-erleichternder Faktor
gewertet werden, die spitere Reduktion als Schiitz vor Uberinflammation. Buckley ef al.
konnten zeigen, dass bereits migrierte neutrophile Granulozyten aus dem Subendothel re-
transmigrieren konnen, welche dann stark verminderte CD62L Expressionen aufweisen
und via Inhibition von T-Zellen immunsuppressiv wirken.!*® Diese Population kann zur
verminderten Messung von CD62L in zirkulierenden PMNL beitragen.!*? In unserem
Modell sahen wir zwei Stunden nach TxT und HS eine signifikante Reduzierung der
CD62L-Expression auf der Oberfliche von PMN, welche im Gegensatz zum frithen
Anstieg nach Trauma steht, allerdings durch den Zustand erhéhter lokaler und
systemischer Inflammation nach Kombinationstrauma aus TxT und HS erklédrt werden
kann. Im Einklang mit dieser Annahme steht die Reduktion des L-Selectin shedding nach
vorheriger EtOH Applikation, die zu einer verminderten Entziindungsreaktion fiihrte. Es

bleibt weiter zu untersuchen, wann genau CD62L shedding in Ratten nach TxT und HS
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stattfindet, welche Rolle L-Selectin in seiner 16slichen Form auf die PMN Migration

ausiibt und ob Alkohol diesen Effekt nur verlangsamt oder gar authebt.

Die Daten zur Anderung der CD11b Expression auf neutrophilen Granulozyten zeigen
inhomogene Ergebnisse. So beschreiben verschiedene Autoren eine erniedrigte

139.140 gder keine signifikante Anderung nach Trauma,®® nach SHT und

Expression,
Verbrennung hingegen konnte ein Anstieg der CD11b Expression nachgewiesen
werden.'**1*! Neben der Interaktion mit ICAM-1 und Vermittlung der festen Bindung
von Leukozyten an Endothel, spielt CD11b auch bei der Opsonierung und Phagozytose
von bakteriellen Erregern durch PMN eine wichtige Rolle.’®!*? In zirkulierenden
Granulozyten liegt ein Grofiteil der gesamten CDI11b Menge intrazelluldr in
sekretorischen Vesikeln vor, welche nach Kontakt mit bakteriellen Antigenen bzw. pro-
inflammatorischen Zytokinen mit der Membran verschmelzen und so die Expression von
CD11b auf der Oberfliche der Leukozyten steigern.!*-1* Botha et al. konnten zeigen,
dass eine Abnahme der CD11b Expression auf neutrophilen Granulozyten nach Trauma
und HS in direktem Zusammenhang mit einer verminderten Anzahl von zirkulierenden
Granulozyten steht und erklirten die verminderte Expression so durch eine vermehre
Sequestration von CDI11b stark exprimierenden PMNL in Endgewebe und einem
erhohten Anteil junger, CDI11b schwach exprimierender PMNL an den
Messergebnissen.!*¢ Diese Theorie fand in jiingerer Vergangenheit durch Messung des
CD16-Rezeptors bei Sepsis- und Traumapatienten Unterstiitzung.*®!4’ Hazeldine et al.
und Hietbrink et al. vermuteten eine traumabedingte ,,Ldhmung® von neutrophilen
Granulozyten nach Trauma, da diese nach Stimulation mit fMLP eine verminderte
Heraufregulierung von CD11b im Vergleich zu Granulozyten von gesunden Probanden
zeigten, wobei letzterer ebenfalls die Verbindung zur erhéhten Anzahl junger und
vermehrter Sequestration aktivierter, reifer Granulozyten herstellte.”>!*® Unsere Daten
zeigen einen signifikanten Anstieg der CD11b Konzentration auf zirkulierenden
neutrophilen Granulozyten zwei Stunden nach TxT und HS im Vergleich zu sham
operierten Tieren. Dieser Anstieg steht im Einklang mit der erhdhten systemischen
Inflammation und der entsprechenden Regulierung. Zudem haben auch hypoxische
Zustinde in vitro einen CD11b erhohenden Einfluss auf PMNL gezeigt.!* Botha et al.
konnten desweiteren eine direkte Korrelation von Base Excess als Ausmal} der Hypoxie
in Traumapatienten und Expression von CD11b feststellen.!*¢ Nach Alkoholgabe sahen

wir sowohl in der sham als auch in der TxXT+H/R Gruppe einen Trend zu reduzierter
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CD11b Expression, der allerdings in beiden Fillen nicht signifikant war. Patel et al.
beschrieben eine verminderte fMLP-provozierte Heraufregulierung von CD11b nach
Inkubation von menschlichen PMNL in klinisch relevanten Dosen, Ergebnisse, die von
Boé et al. im Mausmodell nach intratrachealer Installation von S.preumoniae bestatigt
werden konnten.”>*® Auch bei der Expression von CD31, welches die parazellulire TEM
von Leukozyten durch homophile Interaktion von endothelstindigen und
leukozytengebundenen CD31 Molekiilen moderiert, konnten wir einen Anstieg nach TxT
und HS feststellen, der durch Ethanol noch verstirkt wurde. Die Mechanismen der
Regulierung von CD31 auf Leukozyten und sein Einfluss auf deren Migration sind noch
nicht komplett verstanden.”® Wihrend sich in vitro eine Reduktion der Migration von
Leukozyten durch CD31 Blocker um 80% zeigte,'* zeigten sich in CD31-defizienten
Maiusen keine Unterschiede in der Migration von PMNL nach inflammatorischen
Reizen.'”® Aktuelle Theorien gehen von einer Kompensierung der erniedrigten
parazelluldren TEM durch eine erhdhte transzellulire TEM aus.”® Insgesamt sehen wir
eine erhohte Expression von migrationsfordernden Oberflichenmolekiilen auf
zirkulierenden Granulozyten nach TxT und HS, welche im Einklang mit der erh6hten
PMNL-Infiltration und dem erhdhten Kapillarleck durch hoheren Proteingehalt in der
BAL stehen. Entsprechend unserer Hypothese konnten diese Effekte durch vorherige
Ethanolgabe reduziert und die PMN Migration als auch die Beschiddigung der
Barrierefunktion der Lunge reduziert werden. Zusammengenommen wirkt sich die akute
Alkoholintoxikation positiv auf den posttraumatischen Gewebeschaden aus, indem es die
systemische pro-inflammatorische Immunantwort hemmt, was moglicherweise zu
erniedrigter Aktivierung zirkulierender Monozyten und Granulozyten und konsekutiv zu

deren erniedrigter Migration in entziindetes Gewebe fiihrt.

Obwohl neuere Forschungsergebnisse nahelegen, dass die Lebensspanne von
neutrophilen Granulozyten lange Zeit unterschitzt wurde, ist es immer noch
wissenschaftlicher Konsens, dass sie ihre Lebensdauer und Funktionalitit deutlich
verlingern kénnen, falls benétigt.”!*! Die Regelung der Apoptose von Granulozyten
stellt sich als zweischneidiges Schwert heraus, da eine Verkiirzung ihrer Lebensdauer und
Funktionalitit mit einer verminderten Erregerbeseitigung und vermehrter Entwicklungen
von beispielsweise Pneumonien in Zusammenhang steht, zu langes Verweilen am Ort der
Entziindung hingegen, wie bereits beschrieben, zu Schidigung und Untergang nicht

bedrohten Gewebes fithren kann.'*>!>* Die Apoptose in neutrophilen Granulozyten wird
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durch ein komplexes Zusammenspiel aus internen und externen Faktoren und Erhaltung
einer Homdoosthase aus pro- und antiapoptotischen Proteinen reguliert. Durch externe
Stimuli wie Ligandenbindung an Rezeptoren der TNF-Rezeptor Familie durch TNF-a
oder FasLigand (FasL) bzw. interne Stimuli wie mitochondriale Schédigung und
Freisetzung von Cytochrom C fithren von Aktivierung von Caspase-8 respektive
Caspase-9, welche letztlich die sogenannten Effektor-Caspasen-3, -6 und -7
aktivieren.'*!% Diese sind schlussendlich fiir die Ausfiihrung der Apoptose und den
Abbau der Zelle verantwortlich."*®!>7 Verschiedene Studien zeigten eine drastische
Reduzierung der Apoptose von neutrophilen Granulozyten durch Trauma und HS als
auch bei der Entwicklung von ARDS und Sepsis.?*8%133:158 [n septischen Patienten
konnten Paunel-Gorgiilii ef al. eine inverse Korrelation zwischen der Apoptose Rate von
neutrophilen Granulozyten und dem AusmaB des Organschadens feststellen.'>?
Konkordant zu diesen Daten sahen wir eine signifikante Reduktion der Apoptose in
zirkulierenden neutrophilen Granulozyten nach TxT und HS, gemessen an der Aktivitit
der Caspasen-3 und -7, wohingegen in zirkulierenden Monozyten kein Unterschied
festzustellen war. Interessanterweise zeigte sich nach vorheriger Alkoholgabe eine
weitere Reduktion der Apoptose in den Granulozyten, diese war auch in sham operierten
Tieren ohne Trauma zu beobachten. Jiingste Forschungsarbeiten deckten weitere
Mechanismen zur Senkung der Apoptose in Granulozyten nach Trauma bzw.
Krankheiten mit erhohter Inflammation auf. Paunel-Gorgiilii e al. konnten am ersten Tag
nach Polytrauma eine erhohte Expression des anti-apoptotischen Proteins myeloid
leukemia cell differentiation protein (Mcl-1) und erniedrigte Expression des pro-
apoptotischen Proteins Bcl-2-associated X protein (Bax) nachweisen, was in erniedrigter
Caspase-9 Aktivitdt und demnach Reduzierung des intrinsischen Weges der Apoptose
resultierte.'>>!3® Auch zeigte sich eine Involvierung von NF-kB in die Regulierung des
intrinsischen Weges, da NF-«kB fiir das anti-apoptotische Protein Bcl-2 kodiert, was durch
Aktivierung bei Inflammation dementsprechend vermehrt exprimiert wird.!> Verstirkte
Bedeutung gewann der intrinsische Weg durch die Erkenntnis, dass auch pro-
inflammatorische Zytokine wie IL-8 und granulocyte-macrophage colony-stimulating
factor (GM-CSF) in der BAL von ARDS Patienten vermehrt nachzuweisen ist und
ebenfalls die Bcl-2 Wirkung verstirkt.!%!6! Aber auch der extrinsische Weg der
Apoptose iiber den Fas-Rezeptor, Mitglied der TNF-Rezeptor Familie, scheint in die
Reduktion der granulozytiren Apoptose nach Trauma involviert. Nach ihrer Aktivierung

durch Liganden bilden Fas-Rezeptoren respektive TNF-Rezeptoren intrazelluldre
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Todesdominen, welche pro-Caspase-8 in ihre aktive Form iiberfiihren.!®>!%* Im Serum
von Polytraumapatienten fanden sich erhdhte Konzentration von 16slichem Fas-Rezeptor
(SFas), welcher iiber eine Hemmung der Fas-Rezeptor Kaskade anti-apoptotisch wirkt.3*
Zudem konnte gezeigt werden, dass NF-kB Aktivierung den apoptotischen Effekt von
Caspase-8 mildert.'®* Genauere Untersuchungen werden benétigt, um den Einfluss der
verschiedenen Regulationsmechanismen der Apoptose in neutrophilen Granulozyten
nach Trauma und HS zu beleuchten und zu bewerten. In Bezug auf den Einfluss von
Ethanol auf die Apoptoserate nach Trauma konnte die Arbeitsgruppe von Shults ef al. vor
Kurzem im Mausmodell zeigen, dass die Fahigkeit von AM zur Wiederherstellung der
Gewebehomoosthase in der Lunge durch Ethanolgabe gehemmt wird. In ihrem
Verbrennungswunden Modell zeigte sich eine Reduktion der Anzahl von AM in der BAL
um 50% im Vergleich zu sham operierten Tieren. Die verbliebenen AM zeigten eine
Anderung ihres Phinotyps durch PRR-Stimulation hin zu pro-inflammatorischen AM. %3
Im Gegensatz zu AM, die PMNL oder Alveolarepithelzell-Typ (AT)2-Zellen
phagozytieren, anti-inflammatorische Zytokine sezernieren und so zur Wiederherstellung
der Gewebehomdosthase beitragen, sezernieren AM, welche bakterielle Antigene
phagozytieren, verstarkt zur Chemotaxis anderer Leukozyten und Verstarkung einer pro-
inflammatorischen Antwort bei, wie Seitz et al. zeigen konnten.®> Shults et al.
postulierten, dass Ethanol die Wiederherstellung der Gewebehomdosthase verzdgert. Die
durch Alkohol weiter erniedrigte Apoptoserate in der TxT+H/R Gruppe scheint diese
Annahme zu unterstiitzen. Zudem konnten Vorversuche unserer Arbeitsgruppe belegen,
dass Alkohol die Apoptose in humanen AS549 Alveolarepithelzellen iiber eine
verminderte Phosphorylierung der NF-kB p65 Einheit vermindert.'®® Es wird in weiteren
Experimenten zu iiberpriifen sein, ob dieser Mechanismus auf neutrophile Granulozyten
iibertragen werden kann. Unsere Daten weisen darauf hin, dass die verminderte lokale
und systemische Inflammation durch Ethanolgabe nicht zur Riickkehr der Apoptoserate
auf Ursprungsniveau fiihrte, sondern die Apoptoserate weiter senkte. Dieser Trend konnte

auch in sham-operierten Tieren beobachtet werden.

Da Immunsuppression eine wesentliche Komplikation von Alkoholkonsum darstellt und
dem Inflammasom eine Schliisselrolle in der Genese der inflammatorischen
Immunantwort durch das angeborene Immunsystem zukommt, haben wir dessen
Aktivitit durch Bestimmung der Caspase-1 gemessen.*>*!1¢7 Obwohl wir in

zirkulierenden neutrophilen Granulozyten keine erhohte Aktivierung des Inflammasoms
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nach TxT und HS feststellen konnten, verminderte vorherige Alkoholgabe die Caspase-1
Aktivitdt sowohl bei sham operierten Tieren als auch bei solchen, die dem chirurgischen
Prozedere unterzogen wurden. Hoyt et al. konnten jiingst zeigen, dass Alkohol in
verschiedenen Zellreihen wie murinen Makrophagen und Neutrophilen sowie humanen
mononukledren Zellen die Inflammasomaktivierung durch Stimulation von
Phosphatasen, dementsprechend verminderte Phosphorylierung von ASC Verhinderung
von ASC-ASC Interaktionen, welche notwendig sind fiir die Zusammenlagerung des
Nlrp3-Inflammasoms, hemmt, und so die Aktivierung von Caspase-1 und Sezernierung
von IL-1B und IL-18 reduziert.”® Vorversuche unserer Arbeitsgruppe zeigten zudem, dass
Ethanol den kanonischen Weg der NF-xB Aktivierung hemmt.** NF-xB reguliert die
Synthese der Inflammasombestandteile und verminderte Nlrp3 Genexpression in
Monozyten von Traumapatienten resultierte in stark verminderter IL-1p Sekretion.*>16®
In zirkulierenden Monozyten konnten wir in unserem Modell nach TxT und HS eine
verstiarkte Aktivitdit des Inflammasoms durch vermehrte Expression von Caspase-1
zeigen, welche in Einklang mit oben genannten Studien durch Ethanol signifikant
gehemmt wurde. Ethanol reduzierte demnach die systemische Initiierung der
Entziindungsantwort in zirkulierenden Monozyten und Granulozyten bereits in der
Hemmung des Inflammasoms. Weitere Versuche werden bendtigt, um den genauen
Zeitpunkt und die Mechanismen der Hemmung des Inflammasoms in der Genese der

posttraumatischen Immunantwort zu untersuchen.

Hazeldine et al. postulierten, die systemische Aktivierung von neutrophilen Granulozyten
sei an der Erhhung deren CD62L Expression und Erniedrigung der CD11b Expression
zu erkennen.” In Einklang mit dieser These sahen wir unserem Modell des stumpfen
Thoraxtraumas und hdmorrhagischen Schocks eine Aktivierung des zirkulierenden
Granulozytenverbandes, welche in erhohter Infiltration von PMNL in die Lunge und dort
zu vermehrtem Gewebeschaden und lokaler Inflammation fiihrte, Effekte, die durch
Alkohol vermindert werden konnten. Ahnliche Daten hatten bereits Oh und Diamond
verdffentlicht, die den Effekt von Alkohol in physiologischen Dosen auf Neutrophilen
Adhirenz, Bindungs- und Migrationsverhalten an stimuliertem Endothel untersucht hatte.
Sie berichteten iiber eine reduzierte Adhdrenz, Bindungsdauer und -festigkeit auf P-
Selectin Oberflichen bei einer Vorbehandlung der neutrophilen Granulozyten mit
Ethanol.'®” Diese Daten weisen auf die Fihigkeit von Alkohol hin, die TEM von

neutrophilen Granulozyten zu reduzieren, was durch unsere Ergebnisse bestitigt wird.
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Zusammenfassend lassen sich fiir unsere Studie folgende Hauptaussagen definieren:

IL.

I1I.

IV.

TxT und HS fithren in einem Kombinationsmodell am Kleintier zu
Verletzungsmustern, welche konkordant sind mit beobachteten Verletzungen
polytraumatisierter Patienten. Auch der Einfluss akuter Alkoholintoxikation auf
das kardiovadkulire System zeigt sich tibereinstimmend zwischen traumatisierten
Kleintieren und Traumapatienten.

TxT und HS fiihren zu einer systemischen Aktivierung von zirkulierenden
neutrophilen Granulozyten und Monozyten im Kleintiermodell. Aktivierte
zirkulierende Monozyten zeigen eine erhohte Aktivitit des Inflammasoms.
Aktivierte neutrophile Granulozyten zeigen nach TxT und HS im Kleintiermodell
eine erniedrigte Apoptoserate.

TxT und HS fiihren im Kleintiermodell zur verstarkten Migration von PMNL ins
Lungengewebe, was mit erhohter lokaler Inflammation, Schidigung des

Lungenparenchyms und erhéhtem Kapillarleck verbunden ist.

Akute Alkoholintoxikation reduziert die systemische Aktivierung von Monozyten
und neutrophilen Granulozyten als auch die Infiltration von PNML ins
Lungenparenchym im Kleintiermodell, wahrscheinlich via Hemmung des
Transkriptionsfaktors NF-kB. Dies resultiert in einerverminderten lokaler
Entziindungsreaktion und fiihrt zur Reduktion des durch TxT und HS erzeugten

Gewebeschadens.

Interessanterweise fuhrt akute Alkoholintoxikation und die durch Ethanol
reduzierte Inflammation nicht zur Wiederherstellung der Apoptoseraten in

neutrophilen Granulozyten, sondern zu deren weiteren Absinken.

Mit den in der Studie gewonnenen Ergebnissen konnten wir weitere Erkenntnisse fiir die

Entwicklung von immunologischen Komplikationen nach Polytrauma liefern und zeigen,

welche Effekte Alkohol auf deren Genese ausiibt. Weitere Studien werden benétigt, die

genauen Signalwege hinter den gewonnenen Ergebnissen zu beleuchten, den Einfluss der

Schwere der Alkoholintoxikation und die Kinetik der Immunsuppresion weiter zu
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untersuchen und die Ergebnisse in der Behandlung posttraumatischer Komplikatonen

potenziell anzuwenden.
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5.2 Darstellung des eigenen Anteils an der Publikation

In der Zeit als Doktorand im wissenschaftlichen Labor der Klinik fiir Unfall-, Hand- und
Wiederherstellungschirurgie war ich im Forschungsschwerpunktbereich Polytrauma mit
dessen immunologischen Verdnderungen titig. Neben dem im Manuskript dargelegten
Thema habe ich mich an mehreren Projekten zu den immunologischen Verdnderungen
nach Polytrauma beteiligt. Die praktische Durchfiihrung der Versuche erfolgte tiglich
nach festgelegtem Schema. Da diese mit hohem Arbeitsaufwand verbunden waren und
die Proben fiir mehrere Projekte verwendet wurden, teilte ich mir deren Durchfiihrung
tageweise mit Herrn Scott Dieteren. Unterstiitzt wurden wir hierbei von den Medizinisch-
technischen Laborassistentinnen des Forschungslabors. Neben der in dieser
Dissertationsschrift dargestellten Thematik lagen die Schwerpunkte auf dem Einfluss von
subakuter vs. akuter Ethanol- vs. Ethylpyruvatapplikation auf die Immunantwort nach

Thoraxtrauma und Hamorrhagischem Schock.

Zu Beginn der Arbeit half ich an der Etablierung des von Frau Prof. Dr. Borna Relja
erstellten Studiendesign mit der zum Teil fiir die Projekte neu eingefiihrten Methodik.
Die Durchfiihrung der Tierversuche erfolgten in Zusammenarbeit mit Herrn Dr. Nils
Wagner und Herrn Scott Dieteren. Ein Grofiteil der Arbeit stellte die tégliche
Durchfiihrung der Versuche, Verarbeitung der Proben und deren Messungen dar. Alle im
Manuskript genannten Methoden und Messungen fiihrte ich selbststindig durch. Bei den
taglich durchzufiihrenden Versuchen sind hier insbesondere RNA-Isolierung,
Polymerase Ketten Reaktion, weitere durchflusszytometrische Messungen am BD FACS

Canto 2™, Antigenneutralisierung mittels Antikérper und ELISA zu nennen.

Zusammen mit Frau Prof. Dr. Borna Relja erarbeitete ich die Gating-Strategic am FACS
Canto II. Hilfestellung erhielten wir dabei von Frau Elsie Oppermann. Die darauffolgende
Akquirierung der Daten wurde von mir vorgenommen. Das verdffentliche Manuskript
schieb ich eigenstindig nieder. Die Korrekturleistungen und Hilfestellung bei
statistischen und den graphischen Auswertungen erhielt ich von Frau Prof. Dr. Borna
Relja. Diese wurden fiir die iibergreifende Zusammenfassung aus der Publikation
iibernommen. Der Ethikantrag sowie der dazugehorige Abschnitt im Methodenteil der
Publikation wurden von Frau Prof. Dr. Borna Relja erstellt. Die Herren Alexander
Schaible und Dr. Kernt Kdhler sowie Fr. Kerstin Kontradowitz und Fr. Katrin Jurida
halfen bei den methodischen Auswertungen. Herr Prof. Dr. Ingo Marzi und Herr Prof.
Dr. Mario Perl haben intelektuell zum Manuskript und zur Studie beigetragen.
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Zusétzlich zur dargestellten Publikation présentierte ich Ergebnisse meiner Arbeit im
Rahmen von zwei Vortragen auf den 20. Chirurgischen Forschungstagen im September
2016 in Magdeburg sowie als jeweils einem Vortrag auf den 21. Chirurgischen
Forschungstragen in K6ln und auf dem 17. Kongress der European Shock Society in Paris

im September 2017.
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5.3 Zur Veroffentlichung angenommene Publikationen
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ORIGINAL ARTICLE

Alcohol Binge Reduces Systemic Leukocyte Activation
and Pulmonary PMN Infiltration After Blunt Chest Trauma
and Hemorrhagic Shock

Niklas Franz,' Scott Dieteren,' Kernt Kihler,” Katharina Mirs,' Ramona Sturm,' Ingo Marzi,'
Mario Perl,’ Borna Relja,"* and Nils Wagner'

Abstract — Bhint chest (thoracic) tranma (TxT) and hemormhagic shock (HS)-induced local and
sysicrmic mflammation with moreased neutrophul activity ofien result m an mpamed orEan
Tumction. MNext W meressing the rooms nsk, bnge drinking casses anb-in(ammalory eillects
dse to immpnomodulatory propertics of aloohol (ethanol, EIOH), The impact of climcally
relevant acute binge drinking scenario on kocal and systemic inflammatory changes, notably
regandmg the actreity and longevity of keukocytes, has been analbyzed in a combimnatory tranmsa
maoded of TxT + IVR. Twenly-four female Lewss mis (190 240 g) received aloobol (5 gk,
305 o saline gavige, Two bours afier aloohol gavage, TaT with subsequent HS (60 min) and
resuscitation (TxT+ HR) wore indocal. Sham-operatod animals underwent surgical peroce-
dures. Bronchoabweolar lavape fhod (BAL), hmg tissue, and blood were harvested 2 h afier
resuscitation, Pulmonsry miiliration with PMN, IL-6 pome expressaon, syslemic PMN acliva-
tion, mewtrophil and monocyte apopiosis (cespase-37), and pyropiosis/inflammeasome activa
tion (caspasc-1) wore ovalustod, Lung damage was ovaluated by hematoxylin-oogin (HE)
staining and determination of the total protein content in BAL (ANOVA, p<0.05 was
significant). TxT + HR-mduced mcreases m IL-6, PMN mfiltration and BAL-protem concen-
iration wene significantly redeced by EiOH; however, histological morphologry changes afier
trauma remainod weaktcred by FiOH. TxT + HR-inducod systomic loukocytc activation (in-
creased CID Theand CD3 1, reduced CIG2LL expression) as well as inflammasomc activation m
moncyies were sipnificantly dmmimished by EaOUL Apoplosis was prolonged only o PMN
afier TxT+ HR amd was further prolonped by EtOH, an cffect that was observed in gham
animals as a trend s well, Acute FiOH cxposure inhibits the activation of circulating leukocytes
affcr travma comparcd to controls. These E8)H-drven systemic changes may be associated
with reduced miiliration with PMMN after trawma as well as reduced bocal tssue miflammation.

KEY WORDS: chanol, neutruphils; raume; CDV T CDGIL; apoploss; ongovity, inllammmasome.
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Particularhy in young paticnts, tramma canses signifi-
cant montality rates worldwide, with approximately 5 mil-
lien people dying upon trumeati: njury [1]. Motably, pa-
tignis. suffering from traumatic bram injurics (47%) and/or
chest trauma (46%) as well as homosthagic shock, which is
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the most prevenitable cose of death, contriboie o pabents”
martality |2, 3]. Combinatory taama consistng of a blumt
chest (thoracic) tramma (TxT) and blood loas frequenthy
rczalis i & strong sysiemic and bocal inflasmmsiony -
spois to injury, which camscs sovens lissus damage, amd
subsmaquenily may e b mubisple organ Gl (MOEF) or
death [4].

The pathopenesis of pulmonary complications is not
from multipls processes & response o microcancubaiony
disturbances and to e reloase of pathopen-assocstod
mulecular paltem (PAMP), e.g.. endoloxins (LPS) andfor
damape-associaied moeleoular patiem (TAMP) afler tssuc
damage |5]. This implics an inflammatory process, which
iz charscterized by an cacessive release of proinflammato-
ry cytokings such as interboukin (IL)-6; activation of keu-
kocyics {polymorphomchess leukocytcs, FRM, amd monoe-
ey, and pulmonery s miilinstion with newinephals,
which collectively result in the injury oF epithelial cells and
the disnmplion of alvestar capillary barrier [6, 7], Activa-
tipn, bpcalizntion, and firther extmvasation of newtrophils
froam the cinculbation to mjury site imvobve the modulation of
coll sdbesion molecules on their coll surface, such as
CI362L and CD31 ad CONBCDIE [5-10) Alilough
they are required for the cleamance of mvading PAMP
amlior AP, not only the presence of actvabed meutro-
phils bart their function as well contribuies o polmonany
damape and dysfanction |5, 11]. As sach, meutrophil apo-
plosis can be delayed after iraums [12), suspestng it
thear prolonged hifispan mdicates: a proolngsd presmnce of
acivalod neubrophils m the lungs mducmg g domesge
[13].

Mext to incressing the risk for taematic injury, akoo-
b &2 an immumomodalatory dmg is associated with al-
tercd imflasmsiony response upon trsuma m both Eniosl
shsdves s weell as in i patents |14, 15). As such,
aloohol-nodeced  chomotactc activily of neatmophals, e
well as therr infiltmaton inlo the hmg or sile of mfecson,
amdl mny immpavires] expnession of neutrophilic adhesion mol-
coules have boen observed [16] Af clinically nelevant
dosea, aleohol blumts the ability of formyl-methionyl-
boncyl-phenylalanine io apregulate C0 b on nowirophils
[17]. Smoe alcohol consmpison 15 asociabod wilh a son-
o percentage of all kospaal acdmissions and Gsase dam-
ape a5 well, in the present shady, we chamcterized the
systemic newtrophil bislegy and hmg injury following
bhant chest traums and hemomhagic shodk and determinsd
whether an acuic aboold intoxicatson prios iraums has amy
miluenoe on those, We hypothesiosd thal soabs aloshol
comsummptien will inhdhat the moreasoed sysiemic actvation
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of hoth neutrophils and monocytes and decrease local
pulmonary inflammation and hang damage aficr blumt chest
traums and hemorthagic shock.

MATERLAL ANID METH{MXS

Amimals and Experimenial Model

Tz study was approved by the Vetennary Depart-
meenil o the Regional Counal m Dermsisll, CGormany.
The desapgn amd reporting of the study ane i accondance
with the ARRIVE guidelimnes o optimiye the reproduc-
ihility of animal studies [ 18], Teenty-four female Lew-
is rais (19240 g, Janvier Labs, Framce) were used
after an scclimation phase for at beast 7 davs. Proos
cxpermmeniaiion, the anmmals roceved a single dose of
aloohod (5 gk, 3% cthanaol, B o mimic the
clmical “drmk and dnve™ scenano or control sodium
chloride solution (Mal”1 0,9%, vehicle) wa oml pavape
a5 described before [ 14, 19].

1.5 h Lstcr, the anamals roccived buprenorphine. Mask
ancellecsza with isoflurane oxygen mixtoe was appled.
Theo abwloemen, chest, nghl mgpmmal regson, and neck negon
werne shaved; the mcision sites were infilimied with
carhostesing and the right femoml aiery was cannuladed
aume: (BF analyzer, Sicmens AG). These procedurcs lasied
amoumd W min. Than, the cxperimentation bepan.

Hilateral blunl chest (thoroc) raema (TxT) was
inchisced as descoribed before | 19, 20] Bricfy, after placing
the: animals in f supine position, & cylinder scpamted by a
Mylar polyester film (0190 mm, DuPont Teijin Films
Luxecmbourg) was bocaicd above the vemtral thormx. By
applying compressed air, the podycster membrane perforat-
oul, amd 2 stoubehd blast wave was provided. Afler 2
shrt stabilation phase of 5 min, the left juglar vem and
tushing,

Subsequently, hemorhagic shock was indwced as
by withdrawmgz blood from the neht ancry inio a hopann-
taod syrmge unibil @ memn arienal biood presame (MABE)
wis moducad 1o 35 13 mmiy,. The MABP was keopl con-
stamt by further withdroaal or injection of small blood
voshumies: for ) min, Immedintely after hemorrhagic shock,
blood, phos 500 vodusmne of the mazimal shod blosd vol-
um as beclabed Binger's soluton vie dee beft jugalar vein
ower 30 mmn. The cathetors werne romersod, Ths vesssels wane
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nochided, and the wounds were closed. Twoe hours ier,
sacrifice was performed, At this time point, highly relevant
Llﬁ.a.nmmr}' a.ldpa.ﬂuplmnhgmaldung:a have been

ghoek and in the underying
mﬂﬂhhﬂdﬂﬁmuﬂwm i rais
14, 149, 21, 22). Figume 1 shows Lhe expormmnital times b,

Group Alkscation

Animals were randomly subdivided into four
groups (=6 cach). The sham groups received either
EiOH or vehicle before the bepinning of the cxpen-
menls and undersenl all surgical procedures sathoul
indsction of TxT or HIE. TaT + HE groups noooived
TxT follvwed by IR and either F{O or vehicle prior
tranma,

Ezxaminalion of Lung Injury

Alficr obtaining blood samples from the sorta in
pyrmgci-fnes lepannized wbes for cylometrec fow analy-
sz, bronchoabvsolar lavage ed (BALY was obiained
froam the: hmps at 2 h afier espscitation. [BAL was oblomed
by instilling # ml saline into the hmgs wia a tmcheal
canmula and subscquently withdrawing cxactly 6 ml
BAL. The BAL was cemtrifuped at 2000:g for 15 min at
A4, amd thes coll-fio: sopematant was froeen st -820OC for
saubeseguenil iotal probsmn dolermimnaison.

Then, the right middle lung behe was ligated and
removed for RMA isolation. The kefi lunp bobe was weed
for higtology, Histological demsge of hematorylin-cosin-
staimed hmg sections (3 pm) has been cvaluated by an
indcpendent craminer, who cvaluatod alveolar disruption
wilh alveolar wall thickenmg and ollular mililiries, na
hilinded manmer.

Duantification of Polymoerplonuclear Lenkoeyles in
e Lungs

Analyris of lung infiliration with FMM has been
parfommed by a chlomaceisic cslorase sammg (CAE, 4%
perunemmihn, 4% sodiem mibmis sl naphthol seletion] lor
b man = rooen lempersiune (1) as deseribod befons | 23).
All sections were conmiersinmed with hematoxylin, The
totnl mumber of infiltrating PMM was quantified by
countimg CAE-positive cells in a total of 20 high-powser
(400 ) fichds per section per @nimal imoa blindad mammer.
Daia from each bssue shide were poolod o delermine
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Rihamucleic Acid (RNA) Isalation, Semi-Quantitative

Snap-frozen lang tissue was wsed for RMA isolation
(RMcasy-sysiem, Qiagen, Hilden, Gemmany) sceording o
the memufacborer’s mstroctions. BMase-Froe DiNass Sct
was applicd fo remove DNA (Crggen, Hilden, Gormamy ).
Both qualsty and asmeuml of the solaed BMA sene dibor-
mines] pholometrically by wsing the Manolmop MO 1000
device (Manolrop Technolopies, Wilmimgton, DE, 1TISA),
O heumdired nanograms of total lung RMA was reverschy
sis kit (Stratagenc, La Jolla, CA USA) acconding to man-
ulaciuer s msinectons: and as roporiod belone | 24). -6
gene cxpression was deicrmimed usimg a Stralagene
MEMIOSp OPCR. sysiem ] i
primer for mt mserleakin & (NM_012589.2, UniCrencit;
Bn 9873, Caté: PPROGIEIB, SARioscicnees, Superinmy,
Froderick, MD, USA). mEMA cxpression of gapdh was
determmined as mofonomos gone cxpression (ral Ciapdh,
MM 17THE, Um(Ceencd: BEn 91450, Catf: PPROGSSTA,
SARiosciences), PCR reaction was set up with 1% RT"
E¥YAR GreenRox gPCR Masier mix (SARsciences) i
A 25-pl volume, A two-step amplification protocol
comaisting of inifial densfuration at 95°C for 10 min follow-
o by 40 eyches with 15 & denaturation at 95 °C and 60 =
armuzahimfexlonzsion ol G0 was usod. Relabive exprossion
of the et penc mENA was icalaied by wsmg the
covmparative threshold-cycle (CTh method (2 2207
methad), The amownt of tarpet mBENA in each sample
has becn nomalized to gapal to provide ACT and then
o a calibrator consisting of samples obtained from e
vihicle sham group. Relative [L-6 mBMNA capreson =
presenied as porconiage caloulsbod monelaton o T00FS of
the sham group.

Measurement of Cell Sarface Receptor Expression by
Flow Cylomeiry

Blood samples were collecied wie the aoria in
pymopen-free heparmized tobes at 2 b after nesuscitation,
Fifty microlicrs was transfemed inbo polystyrene FACS
tubz (B Pharmengen ™ aml moahatod with FTTC s
amiz-ral CIM b {(Chme WS, BID Hioscsmoe, Sam b,
CCA), anti-mt (131 (PECAM-1) PE-CyanineT {Clone
TLD-3A12, eBioscience, San Dicgo, CA), and APC
moiese: anti-rat CDGAL (Clone OX-85, RioLepend, San
Do, CA) antibodecs. Control stzinings with the come-
Adler 3 mam al BT, 1ml of the FACS Lysng Solution (B
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Pharmingen™) was added for additionsl 10 min (RT).
Then, samphks wone conirifigged at 400z for 7 min amd
washod twics with 2 ml phosplate bafforad saline (PBS)
supplemenied with 0.5% bovme serum albamm (FACS
buffer). Afler removal of supermatants, cells were dilubed
im 4}yl FACS buffer, Fach cell population was defined
by patimg the: comreaponding foremnd amd side scaticr scan,
From cach sample, 8 minimam of 3.0 = 10* cells was
muasurcd, which were subsoaquently analyend. The men
]| umils woene assessod by Now cylomeine
analyses using a B} FACS Canto 2™ ang FACT
DIVAT™ sofbware (1)

Caspase=1 anad Caspase-3 Activation Assay

Active caspaers wono quanbiliod by ws=mg a FAM-
YVADL-FME 660 caspase-1 detection kit and FAR-
DEVIFLICA caspase-37 kit (Immunchemistry Tech-
nologics) according to the manufachmer’s poidclines,
Mean fluorcacence units (MFPU) of the stained colls were
quanitificd by flow cytomctry (using unstamed cols fo sct
the gaic) by BI) FACS Canie 7™ aned FACT IHVATS
s,

Sintidical Amabvss
Monmality distribution was asecesed by Kolmoporoy-
Senmmory best wilh Diallal- Walkmsaon- Lillefor povabue. Mom-
perameine Kneskal-Walhs sl wes apphod o stody the
differences between the proups. For pest oc oormection,
Dwmn'’s multiple companison test was applicd. Datn e
Eiven as mean + standard cmor of the mean (eem) A p
valus bow 005 was considonad statistically significant.
Prizm 6 {iraphpad Solbware, ., San Deepn, CA)

RESULTS

Todal Protein Concentration in thi Bromeboalveolar
Lavage Fluid

TxT + H'R induced a sipmificant increxse in ol pro-
icin conceniration fe | 26 4 036 peil at 2 b afier resmsci-
tation im thee vohick-ireatod proup as compansd o sham-
operaiod controls (0.14 1002 peful, p< 005, Fig. 2a). Al
2 b aller neascitainon, m the TaT + HE EXHH growp, ioial
prodein concentration in the BAL was sipmificantly de-
crensed fo UGS L 0,14 ppipl compared to the TxT + HR
vehich: prowp (- 005, Fig. 2a).

Histopathobogical Changes in Lung Tissue

Lamg sectwoms from the TeT 4 IR wehicle growp
revealed alveolar dismiption with alveolar wall thickening,
amd cedlalar infiliraics comparad to lung morphology of the
shemn groups (Fig. 2b—d). TaT + HE-mduced chenges in
thes bump, morphology were not markedly alicred i the TaT-
H/R EH growp (Fuyg. 2d)

Lung Menbrophil Accomalalion

Local infilration of the hangs with MM increased
sigmificantly to 4582 + 282 ol por high-power ficld at
2 h afler neauscistion m ke TaT 4+ HE vehocle group as
comparned by the sham vehicle group (26,68 L 1 80 cells per
high-power fickl, p0.0F, Fip. 3a), EslH markedly di-
minished lang PRMN infilimtion after TxT 4 R as com-
parcd o the vehicle prowp afier TxT+HER (35.79+ 318
v, AEED# 2R cells per hiph-power ficld, p<0005,
Fg. 3a).
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Interbeukin-g Gene Expression

The local immuns: response indoced by TxT-HR has
heen detected at 2 h afier resscitation by significanthy
increascd IL-6 penc expression levels in the TxT-HR
vichicle group comparcd fo the sham vehicle group
(239300 1 3950 4= THIT 1 1839, p<0.05, Fig Shi
1.6 pene cxpression was signifcmtly reduced by FEE

after TaT + HR comparcd to the TxT-HR wehicle group
ip < 0.0%, Fig. 3b).

Cell Surface Expresion of Intercellular Adhesion
Mpdecules on Cranubncytes

Ty amelyon ol amd hoae B mondulalies: moutnophal
magrabion after TxT + VR, expression levels of CT Th,

a
57 Jeham
p W TR
s
£
0
vl icie wahiia ECH
b "
DYy gnam
E B T
By
=]
R roo
L
3
.ﬂ . .= —
vahiie EHOH entic EHCw

Fig. 3. Lung mfsmmahon afier bund chest tramma (TxT) and bomorrhagc shock: followed by roesusciafion (IVR)L Infiliraton with polmmonshoms: lear
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Alcohal Rringe and eukocyse Activation After Trauma/l lemorrhage 695

CIMG2L., and O3] om pranulocytes at 2 b afler nesuscita
tion were assessed, TxT 4 HR imcreascd sigmificantly
CDIIb expression on gramulocyics in vehicle animals
comparcd to the comceponding sham vehicle group
(p=0.0%, Fig. da) Though TxT-HR indwced an ineresc
m CD11b cxpression e the EXNOH group as well, ths
mcresse was nol simificant cosmpared o e sham comtrol
proups (Fig, 4a), There was a tendency of decreasing
CI1 b expression in EfOH-gavaged animals of the sham
growup compared to sham velicle group; however, this was
i significant.

Regandimg CIMZI. expression, theme was no notahle
difference hetween the bwo sham promps. CIDG2L. expres-
sion significantly decreased affer TxT + HR in the vehick:
group comparcd fo the sham wehicle control (p<0005,
Fag. Ab). CIMZL cxprzsson was sagmiisczmily monseaed
aller TxT+HE n the EiH group as compansd o e
TxT & IR vehicke groap (p-< 0005, Fg. 4b)

TxT + HR imdweced a sipnificant increase of CTE]
cxpresgion im both vehich: and ESCOH prowp as comparcd
i ths ghaem wehicle control (g < 0,03, Fig. 4c). Gavage with
EWH further enbamond the CIG1 expressaon both afler
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Fig. 4. Flow cyiomeinic snabyss: of colhu b adhodon malkocnlkes CTH Thia), CX392 k), and CTH {c)on crmlbiting noutsophils afior bt chost osema (TxT)
and hememrhagnc sheck followed by ressscmasen (HE )L Flow oy s i i d 2 b afier resusec maton . Sham-opomied animalks unslerssent
wurycal prceccderca. Wil he-Inciked ainak il sl Sdoide (Mal’l, 0.5%) i cosined, sl cllsnol (ENH, akoodio] J-ncied animmk 1% kp.
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sham as wodl as afier TxT + VR compared o either sham
or TxT + H'R wehicle group; however, this difference was
ot spmificant (p < 003, Fig 4cb

Monacyte and Granulocyie Apopiosis and FPyroptosis/
Inflammasome Activaiion

T messune monocyte and granulocyie apophosis and
pyropiosis, the activitics of caspase-377 and caspasc-1,
respoctively, 8t 2 b afier resuscitation have bocn asscescd.
Fuslloweing: TxT + HH, cespeeae- 367 activation m the wohicl:
proup was sigmificmily noedecod when compand o e
oomesponding vehicke-treated  sham growup. Furthermone,
Fs{¥H treatment significanthy lowered caspase-37 cxpres-
gion aficr TAT + HVR comparcd with the wehicle group aficr
Tl +HR (Fig. 3a) In sham groups, there was a clear
tendensy o docnssc caspass-37 cxpresion m EWOH-
trabod companod fo voheche-tnoabod snmmels; howeser, s
ihiffierence was mot significant (Fig. Sa).

There were no differences in mongcyte apoptosis
after TxT + H'R. compared io shams or depending on the
gavape fuid (Fig. S

Fepanding the pyroploss, in pranulcyics, caspase-1
acirvaly trendod io decneses: aller Tl + HR and wohiche
treatment comparned with sham vehicke. Similar data weere
ohserved for the BiOH proups (Fig, S5c). BiOH markedly

reduced caspase-1 activity in the sham group compared to
a b
= =]
i T ] i
g == §
i = o}
gl
£ Em |
E = e tuilE ) Exl ) i Eices
c d
= .
% e =
. mhch i [4.a 2] =mhde EHEH E

iy

mw

Framz, Mhcteren, Kiohber, Mors, Starm, Marz, Perl, Relin, and Wagner

vehicle sham cominod, while this difference was significant
hetween the FROH and vehicle gronps after TxT 4+ HE
granalocyics (Fig. Sc)

In monocyics, capase-1 activity was significanily
mreasod aller Ta'T+ HR and velichs treatsmen] compansd
tir Itk shemrm prronps (p < 0005, Fig S Adler T+ HR,
EdN] significantly decreased the TxT + [YR-mduced
caspase-1 increase im the vehichs prowp s the levels which
wore comparable to those of both sham proups (@< 005
Fig. 3d).

DHSCLUESSION

Several sindics have deseribed a dose and frogquency-
dipending milucies of alcobol on the Smune system.
Whak: on the ome lend chome aloohol comaomplenm has
e associated with a teadinh] meresed nisk of complca
tipms, particularty pesmaonin and other infectons [25], ne-
after sodatod homonssges and rouscitation wens fousd after
acule aloohol comsmampbon om the other band | 14)]. Thomcc
mjuries a5 weell @ hoemorbege shisdk acoount lior sygmilicml
cneses of e relaied death |2, 4], Especally hmg con
tusions after bhunt chest trosma ane related with. post-trmn-
matic, inflammation-trigpered complications inchsding
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Fig. 5, Caspase-3UT (3 mnal b} and cepase-1 {5 omal ) activation aficr blunt chost trapmo (TxT) o) hermomhogric shock. iollewed by neascitrtion (10R) &
mﬂmq«wﬁmnmuwmmummmummwm

Vislaele-troated anssals seocivel] sosliom chilole (P, 0U0%58) o conteol, el cileen] (FHL, aboolnl)-road onisab

mipl:."!f-ﬁl}“ Ciks o prrven an maze 1 shnded) crvor of fhe mean, *p < 006, 0 =6
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orgam dysfimetion syndrome (MODE) [246], In a clinicallby
rclevant doabde-hit mode] of blumt chest trsuma and hemos-
tleigzic shock, we cxaminod the modulation of post-trasnmtic
pulmonary as well as systemic mflammatory response by
acule aloohol consummplon.

Comparahle to the ohserations from small and Empe
in vive models inchsding bhnt chest trauma and hemor-
rheapic ghock, im the: present study, we found thet TxT + HY
B inducod a profousd damage of g tissec, wihich s
boen assoczated with cohancod local and systemic inflam-
mation | 27-29]. Chesd traemes el s il was obesorved m
porcine as well as o mouse o mat models, bed o a mechamic
cell damage and severe hemomhage in b tizsee, ohscr-
wations which were found im our mode] &= well,
showing cdema, wall thickness, and diffuse ahveolar dam-
ape afler trmema [27, 30]. Our resulis mdicabed that blust
chesl traemer amd hemorrhagne shock mdeond o becal cel-
lular histopathological hng damage, findings that wens
supported by mcreased pulmaonary epithelial leakape,
which wms monitored by increased protein condend in the
bronchoatveokar lavage fluid aficr treemahemomhage. Ad-
ditiomally, the abovementionsd studics have desenbod a
sigmifiznd IL-6 amd 1L monsee, of which tho Grd wes
foumd im the himg bzsee m oour medel afler tmoma. as well
|27, 30]. Imflammatory moddulations after trapma’
hemorrhage are important components of tisee patho-
physiclogy. Incresse of pro-inflammatory medstons. has
bcen associatod with the infilirstion of tizsecs with peuwino-
phals aller rmemabemorrbags |14, 31]. I vive Gndmgs
heave com firemuad. IL-f-maducod incneess in neowtrophl adbe-
sivm rabes i haman hng epithelial cells [32], Inerestingty,
treatment of eman lang epithelial cells with aloobol sip-
ag well a8 peulrophal adhesion rabes to those cclls [32].
These findings have beon confirmed in wive showing that
homurrhage- mduced sysbomic and local 1L-6 incneese =
well as Incal tissoe mfiltmbion with meutrophils could be
dimimished by noate exposune to aleohol [ 14]. Stmuolating
human hmg cpithclial cclls with cither IL-1§ or sera from
traumatized paticnts induced a strong release of IL-6 but
also an incrcsed adbcsen of neutrophils o lung cpitbclzl
cells [33]. Smmilar lo the above discesad sihules, 2 oon-
sooutive aoute exposure b aboobod deceased both effiocts
[35]. The possible molecular mechanism is based om the
WF-sB [33]. Acuie cxposure to aleohol reduced signifi-
cantly pS0 activateon, which is roprescating the camonecal
ME-xB sipnling [33]. Infcrestingby, aloobol ded nol rodue:
the activation of p32, which is representing the non-
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canomical pathrasy of WF-R signaling [33], Summarnzed,
the anti-inflammatory cffccts of the acute cxposare o
alovhol were modiated wa decrcasing, nuchear levels of
malmg pattway |33 NF-xB = inggomg the syslamc aml
local propagation of nflammation |34, 35 Althoagh we
dicl not evalnate the NF-xB sipnaling in this stdy, we e
hol, which s indicating at its key role in mediating the anti-
inflammatory potcatial of alcohol. This appancatly
millammation-suppressing nlflsomos of an soule aloshol
cxmsumption has heen confirmed in the umlerdying study
az wdl. Although the previonesly ohsorverd bissse-profectve

conditions were e obvious acconding to the
lumg morpleobogy, U rodoeced protem conccntraton m the:
bronchoalveolar lavage Muid does mmply bonclicial
inflammation-seppressive cffects oo maodel, heeyer,
further shudes with special regand i organ fimction amd
underlying mechanisms are clearty nequined.

Meutrophils play a pivotal mle in the initistion and
propagation of the inflammatory response to e |36].
Trsumatic injury leads to martked abcratons in the notro-
phuil phemotype, tear luscion, amd hife span. Companshlz
o or bzt e coll surface expressson of CIMZL, a nooep-
lor that facilitates iethering of newtropbils b the endotheli-
urm, hus hoen shown i be sipnificantly reduced on system-
ically circulating wentrophile aficr tramma [37, 38). How-
cver, this was obscrved 6 b, 9 b, and 24 h aficr trauma.
moporied Lo mcnseae willon a shoel observational penod of
2.5 h (mean sample tmie = 1.2 h, median = 1 h) afler tr-
ma [35], Dwring newtrophil activation and migmtion,
CIMaML s sheead from the cell into the ciroulation s soluble
L-sedectin [440]. 1t remains to be chicidated in further stod-
iz, when CIGEL is shad in mice afier blunt chest iraumms
amd hemorhagic shock amd 1F alcohol suppness: or only
possipomes this prooess,

Interestingly, in line with previously reporied data,
our findings indicate as wedl that the surfice cxpression
of CI03 1 and CT0] 1k, which forms part of the heterodimer -
i intizrin Mac- 1, thet is responsible for modiating the finm
alhesiom Lo the endolbelum s signaficanily menesod afler
e |41, Togethor, sccordim: o Hzochine ef al, iho
combimed data for CDG21. decrease and the CI D in-
crease sugpest that sysiemic activation of the ciroolating
neutrophil occurs following tramma | 36). Coberent with the
systcmic neutrophil activation, local inflammation s
shovam by, e g, merssod L6, may cxplam the ssmificani
m=z m PMML megration o g Ussue aller blunl chest
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truama and hemarrhagic shock, which has been ohserved
in the: umdertying smdy, Additionally, rs CTHG2L. shedding
is sccn 83 & profective mechaniom against cxccssive in-
flammation |42]. the decroased CD62L shedding as a
consaquence of an acnic aloobl comsumplion may indicst:
al a noducod systemic actvation of noubrophils and subse-
guently thesr lower imfiltratson mates m the mgs. Together,
thiese processes may end up in an improved harrier function
a= shown by leas proiein bakape inbo the bronchoalveolar
lavage fnd wpon aleohol comumption and blost chest
tramma followed by hemomhagic shock. Monctheless, teesc
hypaothises noman Lo b clucidsiod m furtbher st
Mext in thewr phenotype altiorations, tmema mdoeces
fimctional modulations of neatrophils such as of their
imcreased life-span, which iz cawscd by lowened apopsosia
ratca [41] Affer blunt chest trauma followsed by hemor-
rheagic ghock, we observed a sigmaficant roduction in we-
trusphill apoplosss, demonstratod by docressd casprasas- 307
activabion. Indcrestingly, Shalts of al have shown that
excessve pulmonary inflammation, whach was paralieled
by decnessed lung fimction, is medinted i part by aheeolar
macrophages [43). In their bum trauma model, they have
postulaiad that the restoration of lumg tisswe homeostasis
wis depondend on the crsticstion of neutmophals amd e
moval of apopiotic cells, which ame magor functions of
alvenlar macrsphapes [43)]. They uncovered that the los:
of alveolar macrophapes paralizled a stromp increase in
hang cell death and found that alcohol consamption de-
layed the nesclution of the necmsry inflammation [43).
Cur shisly soems o substanibole Uherr positolabon, ax wio soc
a mgnilicantly howenad caspase- 37 aciialy aller EOH
treatment in the TxT + IR groups and a hkeanise clear
tendency im the sham growups. However, hesides a small
trend of decreased caspase-3/7 activity aficr EiOH tresd-
mizit im fes sham groups, thee were po sigmficant alice-
alions in monocylc apoptosis aficr TaT + HR or acule
aloohol comsumption. Mexl o apopiobic modulabions,
imflarmmation-mdinced  apopbosis, sp-called pyroploss or
imflammasome activation, is recenthy paining more inserest.
As immumosappression is a major complication of alco-
activity s boen evalustod |44). Inflammasomes arc cyio-
sl mnulti-proton comploces, whch ane of contral mpor-
tance for imflammatory prscesses by promoeting the mato-
mation of certnim pro-inflammatory cytokcnes naotabhy IL- 153
or [L-18 [45]. A typical multimeric inflammasome consists
of am adapior profein apopiosis-associaied speck-like pro-
main (CARIY), abbrnoviated ASC, the symogmm pro-cas-
rase-1, and a cytoselic pattern recognition recepior
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(PRE), which i capable of detecting intmcellular PARMP
relsicd do infocticus pathopens andfor DAMEP relsied 1o
cell siress [46]. Upon PRE stmuolation, inflammasome:
asscmbly & modated by the PYDYPYD inborsction be-
twom ASC amd a oylesohc PRE amd a CARDSCARLEY
mieraction betessen ASC and prs-caspase- 1 resulting mibao
ARC-frmexd cytosolic specks [47] This so-called speck
formation promotes the auto-activation of insctive pro-
caspasc-| imbo its active fonm caspase-1 [47, 48] Then,
active caspase-1 protoolyiscally cleaves the promarsor of,
egn, IL-1E i s mabure, soencied scive fomm |47, 49).
Caspase-1 is the leading enezyme which mesdiates
pyropinsis, a highly nflammatory form of pogrammed
cell death [46, 50). Though TxT -+ HiR did not modulate
pro-mibemmsiony activity of ncutrophils. Apparently, this
= a goneral elliocl on millammasome activation mmeun-
phils, simce comparahle data have been oheorved im0 both
sham amd trauma animals. Becently, Thoyt o af have
shosm that im a mouse macrophape cell line, mouse bone
mammow-derived dendritic cells, mouse newtrophils, and
breen peripheral blood mononuclcar cells, cllemol and
olber shorl-cham alcohols mbibied miflammasome actva-
tom |51, Upon TxT + WK, moensvecd millammeseome scii-
vation has been shown m monocyies, amd in Tme with the
caspasc-| activity.

as well. It hes boon shown that the phagocytec and oxsda-
bwe bursl capacily ol polymorphonuchesr cells wies sup-
pressed i aleohol - minxicated roddents afier hemorrhagic
shock [52]. Similarty, the ahility of neatrophils to phago-
cyiose vinbent K2 Klebwiella preumonine was suppressed
by cthamol at high concentrations [53). This finding mey
aceount for the higher prevalence of pecumona o oflur
cxirspubmonary mitchion in poople with acule aloshol
migxication. IF possible alicratons in phapooytic and oxi-
dative barst capacity of newtrophils are suppressed by
nkcobod in this model remains o be chcidated in firther
shadlics. However, the above described activation of neu-
trophils after blunt chest traumss folbowed by heaorhagic
shock, which was roduced by acale aloohol consamnplaon,
may inclicate ab a rodscsd systomic adtivation of noutne-
phils amd suhsequently bess mfiltration of the lungs with
these cedls, Similar datn were reported by O and Diinmemad,
who shadicd the effects of aleohol at physiological concen-
trations on noutrophil membrane ether pulling, adbesion
hfistame, rolhng, asd fm amest behavr mparallol-plaic
lrw chamber asmays with Psolocim-coaled beads, P-
selectin-coated surfaces, or 111 -stimulated human
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erddothelium | 54]. They fourd that alcohol reduced molling
welocity and rolling flux on P-selectin surfaces compamed
with untrcsied newtrophils. On [L- |-stimoksted cndotheli-
wm, rolling velocity was unclenged by aleolol neatment,
bui the frecion of cells converting to finm arrcsl was
rethuced |54, Overall, thes dats mmadicate el aloosbios] dmoet-
Iy imfheences neutrophil adbesion mics as domonstraied in
our simdy as well,

Taken topether, we hypothesize that incremsed sys-
temic activation of nouirophils and monocyics aficr blust
chcat tramms and hemombapic shock s amociatad with
inhamood local millemrmaton amd reducod newtrophal apo-
plesis, which ame asaciated with bsoe domape. Acuie
alcohal consumption mhibits systemic activation of ne-
trophils, possibly wa MF-xB sipnaling, therehy meducing
necuirophil infiliration reice e the langs, an cffect that
subsequently contributes io diecressed bocal pulmonary
millammation amd mproved barmor luscton alfler blunt
chiest trama and hemosrhagic shock
4 sodivmn chloride solution, which is well-sccepted as
conirel solution; bowever, an isecalonic dict shoubd be
meluded i lobone shsbes. W have apphicd onby one dose
of cthanal, whach may not alkvey for amy dose dependency
amalyses, which are apparently indicated i the climical
seenanio, Similarty, the impact of cthaned's towic metabo-
lites weas mot shadicd and remains to be claborated in further
shsdics. In conclusion, the scvenity of the tssue demspc
may be dopendenl on the Gmmg of aloobol mioxcabon,
bouad alhseer e has brausne severily isdl Addhibionally, s have
kimetics, Also, the impact of ethanol on apopiosis of ke-
kocyies, WF-xB sipnaling pathway, and ite relevance for
tissne deeape possin o be forther cvaloabed m foburc
sl
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dromie; Mall, Sodiom chlonide; NE-xB, Noclear Fuclor
kappa-light chain-enhancer of activated 13 cells; g, Pvabue;
e recomition receptor;, PRMN, Pobymaomhomschear leuko-
cyie; R Resuscitation; BMNA, Ribonscleic acid; BT, Room
fcmperaturc, gET-PCR, Scmi-quaniiative recal-time paoly-
s cham neaction; s.cme, Standand aror off ithe men;
T, Bluni thorsciciche:! trusma; L1, Uml
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Acute Alcohol Binge Deteriorates Metabolic and
Respiratory Compensation Capability After Blunt Chest
Trauma Followed by Hemorrhagic Shock—A New
Research Model

il Wagnar |, Nildas Franz, Scoll Disteren, Marnio Per, Katharing Moes, lngo Mars, and
Boma Fega

Hackpromnd: The: clinkcal relovance of bland (ihoracc) chest Ermmma (T} and hemorthagic shack
i imdigpuitabile das tothe hijh prevaleno: of thiz njary vppe, s well as ils dose association sith morisl-
iy mddfior preveniabls deatha. Funibenmane, thars i an ongoin g dimcusion aboal ihe inflonoes of aloo-
bl in rmime patints, This, we establighod o model of T fllowed by hemorhagie shock wilh
mosusacitakion {H/R) in aloehol-inbocicalod mis

Mistbsdsr [ epsonibing on groap alloostion, 12 (subscuo) or 2 (aeoso) hours bolism experimemstation,
Uha mnimaks reomved o singhe ol dose ol aleohal (ethenol [T or saling {BeCT) Tollowad by T,
hemsorrhagio shock (35 3 mom Migh, amd rosuscigntion (7T ¢ FR), Artorial blood gas soalyses nod
conivlinnaad mmilosing of blood poosnme wers perfoammed deving e eaperimontal on persad. Sarvisal
dlurieg the cxperimestition peoced i wos de e

Misalie: Siabaicule and aoule FIOB prop eoldbsted liver basdise mesn amaenal Blood prowsm val
s coriparod wilth the cosmosponding MaCCl grosp, rogpoctively. Both HEORE prowps showead Towor max
irmal oo viahirne, which was nomssary o indsoe hemaorrhagee shock compamod fo Mol groups,
and iho rooovoary daring, the rosuscitation persod was abtomsslod. During, the agperimendation in all
groups, & trend o acidic pH was ohsrasd. Aoete B group shivwed baest plT vales oompared o
all other groups. Higher pOCk;: val noes were obsarvd i both EUOH proeps. AR groups dowloped nopa
tivo basr enoess amd decreasing HOOy values kil the ond of hemorrhagic shock and shovod incrosing
s eavess amd FHOCK, valoos: during resuscitation. Sggnificantly higher mortality rabo was foumd in the
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Cimclmshorre: This sty indicstes that aleohol Emits the metabolic andd respindory oompensition

capahility, thendhy promoting montality,

Key Worde Alcohol, Hinge, Acidoss, Respimiory, Metabolic, Biood Lias Analyses

M 2004, 22717 patients have died altler an accadent in

Crermuny (Statistisches Bundesime, 2014c), with satistics
alsey phaywing that irnuma ks one of the major couses of mor-
tulity worldwide (Sakran et al, 2013). MNotably multiphe
triuma ingurics, including traumatic bran npuries (47%)
andfor chest trnuma (46%) as well as hemorchagic shock,
contribute to paticnt’s mortality, indicating the important
robe these injury putterns play m the outeome (Esmer ¢t al.,
HNT; Spahin et al., 2013). In fact, the most preventable cawse

From the Department of Trawma, and and Reconstructive Swrpery
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all death is the ancontrolled blesdinghemarrhagic ahock
{(Spahn et al, 20073),

In 2004 us woll, 14,0080 patienis died due 1o aleohol-
induced dwenses (Statistisches Bundesamt, 2014a), while
22,301 paticnts were i oneed of in-hospital trestment due Lo
stlcorhiol usefabase (Statistisches Bundesumt, 2004b). The rel-
evance of alkeobol intoxication for accidents s part of the
clinical reality. There is an ongoing discussion about the
influence of alkcchol m trauma paticnis. Mumerous studics
luve shown negative as well as positive impact of aleohol in
the cxperimental sctting of acute inflimmation duse to
trawma, or in trawma patients themselves (Lustenberger
el al., 2001; Relja et al, 2006; Ristie et al., 2013; Scheyerer
et al., 2004, Swhig et al,, 2012, Wagner et al., 2006}, Impor-
tantly, thes: studics consistently indicate the debotenons
effects of prolonged or cxcesave aloahol use, whibe it s
aither i modersie doss or poube ssttings delivered conflictive
ahistn (Jurkowich et al., 1999, Listenberger et al,, 2001; Relj
of al., 20020k, 2003 Vasdey et al., 2006). Summarized, thess
limekings rafloct the evident mocd Tor Torther rossich regand-
ing; akeohod and traumin, Importantly, dus to cthacil roasons,

LEL
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prospective studics can only be realiasd using in vive models.
Several animal models sddress troumn gquestions (Hikde-
hrund et al,, 2012 Rixen el al,, 2001; Robinson i al., 2007),
combining chost trumi and hemorrhagic shock {Pronet
el al, 2006; Seiiz ot al., 2001) a8 well us long-term oubcome
(Adwm et al., 2000; Robinson et al, 2017, Webster et al.,
206 5y, However, none of those models rellects the mtrinsio
difficulties in studying the larpe number of alcobol-intoxi-
cated patients with respect to the timing of the aleohol use,
and the predominant trauma injury mechanism of combincd
Inbunt chiest trauma (TxT) with hemorrhagic shock.

Thus, we have established a model of TxT followed by
hemorrhagic shock with resuscitation (H/R) in alcohol-
imtoxicated rats. Using this model, we aimed for mimicking
the clinically realistic scemiario Lo evaluate the physiologic
state of the animal and the eaperimental procedures, as well
as the resuscitation protocol with claboration of mortality
rales,

MATERIALS AND METHDDS
Arsdaracaly

The study was npproved by the Velerinary Depurtment of the
Regional Counl in Dnrmstadt, Germany, Based on our previoos.
atslioe, fumale LEWIS mits (190 o 240 g2 Janvier Labe, Sadni-
Berthevin Codes, France) were osed, Acclamation of the animals
wak engured o ai least T days. Depending on groap allecation 12
{pubacule) or 2 (aeuic) houm before experimentation, the animals
meceived a single does of ethanod (5 glke, 30% EeOH) or conirol
sodfiom chloride solution (MaC] 00.9%) via oral gavape. Our presi-
o Alidlies have shown that 5 gig FuOFL given subacutely balore
i Radboay, ind ooed an acule “flly-like™ liver (Relpet al.,
A2k, W) In previons sludies, sing & concentrbion of 2% of
FACHH substantially incrensed the risk of aspirtion due o high gav-
ape volume, and therefore, we have increasad {8 concentration o
Wi, Using (his comentration, oo aspimbion was observed aml
Tagustic sl scoumuluiion awl hegotic damape afler botl sham aml
TR proscedlure werd cosmparahle (lain nol showsn; Kown el ol
ANFN. A the mim of tha alisly wis G eslabliah o olinically melen
mminibel, ndiditnal jprings wilh an nral gavige 2 houm prior asperi
memlaiion hivve boen incloded in the siody design o minde e oling
al “elink ind dive™ soemamin,

BGA

n

sham 12 h -Zh I 1E min

BGA
bassline  post-T&T

WAGMER ET Al

Aniwd Prepaaration

Thirty edisiles priod o experimeniation, (he aoimals received
hupresorphing (0035 mpky body welght). Ancaheds wis per-
formes) by mask pnesihesn with solomme (1.2 o 30%) oxygen
minture. Abdomen, ches, nght ingenel, and (be neck reglons
warn ahiuvel. Tha inclidon sites ware Blllimied will 0.25% Car-
hostsdn, The rght femom] aery wis connilatiod with polyeihy-
leme tubing For blaod poessure tonlong, and Whemaller, (he
first bl withdrownd [or bloml gas amabses was performed
(huseline].

Tnckartion of Bl Chess Traumea

Bilnteral TaT was performed as described in previoos shadies
(Lisner et al., 203; Seitz et al., 2008). In brief, rats wers placed in a
supine position. A cylinder separated by a Mylar polyesier film
(0190 mam; DhsPond Teijin Filmas, Loxembourg) was plsced & om
e the vemtral thorax of the animal. Dsking compressed air, the
polyester mvembran: was perforaied, and o slandardized blas wave
was guidad (o the thornx of the animnl, Immediniely aler TxT,
hlood pressure was masasmed vin e femaoral arlery, Aller a shon
stahilization period of 2 minwies, the lefl jagular veen and iho right
ikl wriery were connolited with polyotlylene tabing. Then,
hilewrd wns withadrwwn For socond hlood gas msalyses (posi-TaT),

Inckavtion  af Memorrkagle Shock,  Henceforward,  baollsrmne
amesthesin was comducied nder vomm air concentaion, Hemor-
rhappe shock was performead ax describsad fn previoos stodies (Lebn-
ol el al, 2008 Relj ol al, 209). Brielly, hemorrhagic chock wis
ittt during 5 mdnules by withdrawing blood oo the dght
arbery tinlo a hepartoed syringe until 2 mean arerial blood pressun:
an [MABP) was redioced 0 35 - 3 mm Hig Systemse blood pres-
e was monilonsd via the righl femoral artery wsing a blood pres-
sure analyrer (Semens AG;, Mimchen, Germany). Consinnd
pressure was ensored by foriher withdrasnl or injection of small
volmmes of hlood for 60 minutes, Ab the end of the hesmorrhagic
shock perind, the ihind blood gas anulysis was performed (post-1),
Aferward, pmesthesin wos chanped hack (o mitisl comcentration,
Resusciiation was performed by trinslsing 60% of the shesd hlood,
plus 5% volmme of the maximal shed blood wolume ns letsied
Rimger’s sliston vii e lefl jagular vein. Ad the end of tha rossci-
uvtdom poriod, (he lnst blood gas annlysts was conducted (pos-1R),
Thie cuthelars were hen remiaval, the vessals were oceluded, and (he
wimimids wern chosd, Fijpure | shows an overviow ahi ihe ex pari-
mendion prooms (Fig, 1).

BGA  BGA
post-H posi-R
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15 min

1 |
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Cirip Chameiormios Mirmiar
1 Eituni, iy i NI (i =1
a2 i, neule NaCl (pegn n=i
a i, mly neui EROH avam nei
a i, seuls F1I0H Iy
[ THT -+ M, sty sicubis MaCl grvage e i
6 THT -+ W, aculs MGl gaviaga e i
7 TAT 1 HIT, sy it EIOH garvage n=0
i TET 1 W, scuie EIOH gavage n= 30
mmmmm:mumzm}u
12 hours (subacue) belors the beginnirg of the Shasn group

unclerwent all surgical proosdunes without induciion of TxT -+ HARL

Aloeaiion.  Ammals were mndomly sabdivided min 8
prougs (Tahle 1), The sham groups recetved either Bs)H or Ma(?
(2 hewrs, sewie or 12 owrs, subacoie) belore ihe beginning of ihe
experamnanis, ind andersent ol sergical procedures witho indoe-
tiom ol TeT or HR

Moniseing and Miood (i Amafyses,  During ihe eniine experi-
menutkn perksl, Bl peesine awl lemperatone wee conling-
oumly momiiored, Al i end, the animnls received Toe seoss 1o
vanber el Toonld, Arienal hlood g analyses were perfonmsl befm
th omet of Tl (haselineg), afer Ta'T (post-TT), alier hamoshagic
shock (posi-1), and afier ibe completion of resasciation (posi-R).
pH waloe, pO0y (man Hgh, pOy (mm Hg), WO, (mmal 1), 20,
(%), lactate (mg/dl), hase excess (] Al heamoplobin (iHR)
were dbelermbied ((GEM Promber J000, BGA Set Oplimedical Com-
foeri Sasmpler Basic Kil; Insirementaiion Labomiory Cimbtl, Kinch-
toetim, Ciermany).

1561

Alevahid Dedermibunibon.  Aller cannulailon of the righi famosal
ariery, a hlood ssmple for the delerminaiion of the Blood aboohol
comoenbrution (BAC) wis laken, Blood smples were abisned in
prechilled ellylenedimninetoimaceiic acid ubei (B} ycuiner;
Recion Dawckimon Dagnosim, Aalid, Balgiom] wnd kepd on o,
Blisl wonn comirifgped s 2000 for 15 mdomien al 45 wnel L
nupermikind wis used for ihe delerminaiion of BAL aeng (he diag-
netie el gerum B by Cobas B000 Masdular Analyeer (Rocha
DHagmostic, Mannheim, Carmany).

Startixtival Analysis

Differences hetween groups were determined by 1-way analysis
of warmnce (AMOVA) wsng Kruskal Wallis with Thanm’s post baoe
lest. A pevalue <0U05 was comsidered significmt. Daia are given as
mean + standand error of the mean (SEM ). All staistical analyses

were performed wsing GraphPad Prism 6 (GraphPad Soliveare,
Ine., Ban Diego, CA),

RESULTS

The swhicute B group showsd a mean BAC of
135 & 004 g, whdbe the acute BeOM group exerled & mein
BAC of .28 L 003 g/l

Tha sham group showed an MARP of 1040 L 4.7 mm
Hg with slight devintions duning the experiment (Fig. 24,
The subacute and powte NaCl groups exhibdied significantly
higher haschine MABE values compared o ithe correspoml-
ing BIOH group, respectively (subacute NaCl: 1051 4 3.2,
acute NaCl: 1034 4 1.9, subscwte EUOH: 92,1 4 4.7, and
acuie BUOH: 94.9 + 2.9 mm Hg, Fig. 24,8). TxT induced a
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strong decranse of MARE in all groups with a quick subse-
quent recovery, The differences between the groups were nod
mpgnificint (Fig. 24). During hemorrhagic shock, the MABP
values in all groups wene in the targat area, In the resuoseita-
tiom poriod, the ikl MARP could bo reached o mone of
the proups; howover, MABP vilies in the subacule ind
neute Malll proups were higher compared (o the cormespond-
i BWH groups (Fig. 24,0, A shight decnease of MABP
during the resuscitation period wis observed in all grouaps.
The maximal blesd-out volume to indwsce and maintain
hemorrhagic shock was sipnificantly higher in the NaCl
group comparcd to the corresponding Ev(dH group in the
subacute group, and trended to increased volume in acuts
groups (subacuie MNall: 3,176 4+ 383 wve subacute Er(dH:
2206 & NG pl, p < 0005, and scute NaCl: 3081 & 15 vs
acute BEOH: 2381 & M7 pl, respectively, Fig, 207, Acoord-
ingly, tHb dropped shighily after TT amd farther afier
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hemorrhagic shock, and was lower in NaCl groups com-
pared o EUOH groups afler hemorrhagic shock (Fig, 200,
Aler the resscitition penod, (Hb incromsod ss expectod
(g, 2000,

A trend to wcicic pH wis oheorved inall groups during the
cxpenmentition period. The acute EvOH group showed low-
et pH values compared o all other groups (huscline pH:
T.06 L 0042, post-TaT pH: 7,019 4L 0029, post-H pH:
7.025 | 0,039, and post-B pH: 7060 1 0,356, Fig. 34} In
other groups, the pH levels were consistently below 735 after
hemorthagic shock. The pC0y levels were mutially signifi-
cantly different among the suhacote and acuie groups. The
pO0y levels increased significantly in the subacute EiOH
group compared with the subacutc Mall group (670 & 6.0
ve, 522 & LR mm Hg p < 005, Fig. 38). The rats in the
acute BEUOH group also had increased pO0y kevels compired
with the acuie NaCl group (4.1 L 7.7 va, 538 L 43 mm
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He p < 005 g 38 Aler the end of expermmentation,
p0s bevels were comparble among all groups, The py
levals decroised among all groops by TxT induction, with
further decline during hemorchuge shock, and o shight
increane in wll groups by rosescitation (g 36, The hscline
sl wilues are comparable among all groups (Fg 300
Ulporn Further cxperimsentition, sOy vilees deoreased with the
induction of ‘TxT followed by hemordhagic shock inoall
pgroups (Fig. 30). After resuscitation, s0, values wene
increasing, showing similar valucs among all  growps
(Fig. 3. Thus, all gproups developed negative base excess
and decreasing HOOS values until the end of hemorrhagie
shock, and showed increasing basc excess and HOO; wvalues
in the resuscitation period (Fig. 15 F). In contrast, the anion
gap was increasng in all groups until the end of the hemaor-
rhagic shock and decreased in the resusciiation period in
MaC’l groups, while there wis no such prominent decrese in
btk EOH groups (Fig, 300, AN groups showed elendy
increaning bctate valees ot the and of hemorrhagic shock,
while the incronse was smillest in the seuie EoOH group
(Vig. 340, Those docrenses wore morkodly pronounced in
the Nall groups compired with the corresponding LiCH
group al the and of the resuscitation penod (Fig. 300, Tha
devalopment of respiratory andfor metabolic acidosis is som-
mariped in Fig. 4 as shown in the Davenport dingrion.

With respect to the survival mte, there were no significant
differenees between NaCl proups. Two of 16 anmals dicd
during the experimentation, 1 i cach grouwp. However, there
was a significant difference between the subacute EvOH and
the acute EtOH group. In the scute EtOH group, 14 of 20
animals died, of those 12 died during the experimentation

A

I

and 2 within 2 howrs alter expermmentition, as compeand o
| decensed animul of 9, which died doriog the experimenta-
tion in the subacwte FUOH group (p - 0002, Fig. 5).

Tor furiher evaluate survivers from nonsurvivors in tho
neoin EAOH group, blood gas analyses were re-ovaluwited
amng Uhese 2 groaps. In beiel, we found significantly lower
pH, and ply amd 50k vidues as well as sigmifcantly higher
Uy and HOO, values in the group of nonsurvivors com-
pared with survivors after acute E1OH (Fig. 6). Lactate
levels were comparable between those 2 groups, amd a shight
increase in the nonsurvivors group was observed (g 6)

Conssquently, i the next step, we adapted the mofluranc
concentration mdividoally m 6 addiional ammeals in the
acute EtOH group. Depending on pH values after each
hlood gas analysis, the soflurane concentration was reduoed
or maintained, After this adaptation, the morality rate in
this group (1 of &) was satistically compamble w NaCl-
pavagad animals after TXT + H/R.

DISCUSSION

In the prosent siwdy, a novel in vive mescarch model o
besn developed Uit resembles the cinieal sstting ol palienis
who wse aleohol and undergo T with subseguent hemor
rhagic shock. Due to the high previlence of patents with
trauwmatic: chest ingures (Esmer et al, 2017, Hikdebrand
ct al, 2012) and hemorrhagic shock, as well as their close
association with morality and/or preventable deaths, the
clinical relevance of this model i indsputable (Schoencherp
ct al, 2017; Spahn et al., 2001 3). Morcover, the data on akeo-
hols" infloence on paticnis” owtcome afier trauma are very
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Fig. 5. Survival raie ol ethanal grougs. The groups recetved EIOH 2
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Survivad dhuring shaock (during H) and 2 howrs afier esscia-
o () s well a5 iokal sundaal is shown. *p < 0,06,

comflictive, and highlight the relevance of a reproducible
roodent model for achieving a betlor understanding of the
underlying  pathophysiologic mechanisms  (Lustenberger
ol al, M1 0; Relja et al., 2006; Stubig et al., 2003,
Trnknmodo wnd Pape published o review article o SN
about  difforent amimnl models Tor Cramas/hemorrhuggic

WADMNERFT A

shock deseribimg advantages and disndvantiges of using cer-
tain animal specics, the differences of applying fined-volume,
fixed-pressure, or uncontrolled hemorchuge Tor hemorrhagpe
shock induction, and the oxsting combinatory trmuma meod-
eli ( Taakamoto and Pape, 2000). The duthor conclsded thi
un wppropriste model should ahways carclully address the
soacntie queston, and underlined the necd for furiher
in vive modeks in order o improve the reproducibility and
quantification of data. Majde (2003, pp. 5101—S5102)
pointed out further mportant vanables which should be
addressed, such as “physiologic state of the animal, experi-
mental procedures, resuscitation protocol, cndpoints and
ouicomes” for the approprate hemorrhagic shock experi-
mentation. He underlined the mportance of controllabiliny
and reprosducibility with regand to the pathogenesis of orgin
injury and physiologe modulations, & well a8 the regainge-
ment of adequate morality rtes (Majde, 2000), Consistent
with and bassd on our previous fndings, we hasve chiosan
female LEWIS rais, fiest due o the reproducibility of the
ibeobol-induced “futty-like™ liver, nnd socond die o the
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will-established and deseribed hemorrhagic shock protocol
(Relp et al, J00125, 2008, With regard o lung traama, tha
deerease of (Hb from bassling to lower post-"T07 levels han
nicely demonstratod the sevenity of ‘10T, However, although
the surgical preparation wis performed mgroscopscally pen-
ihe without spgnificant blood loss, the mfuence of surgcal
prepuration itsell remains to be considered as well. As ilhus-
tristed in this study, the decrease in blood pressure after TxT
i comsistent with results of Enoferl and collcagues (2003). In
their model, mice exposed to a chest trauma via blast wave
have demonstrated the influence of this specific trauma
mechanism on the cardiovascular system (Knoferl et al,
H03). However, cardiac output and other variables of possi-
ble cardise dysfunction were not measured in the present
study, Monethebess, in line with the findings of Kadferl and
colleapues (ANA) the mean boosd presure amaong all groans
did aot aain the baseling values cither, Intercstingly, the
mican blood pressure vilues in bodh aleolol groups wers sig-
nificantly decrensed throughoot the whale experimosntation
poriod compeirs Lo the cormesponding control groups, Civen
ithe fuct that the reguired blesd-omt valume o rech and
muintain the tepel bood prosaee during the hemorrchagic
ahock wis lower in the subacute and soule aloohol group
companed o the control groups, these data cleirly podnt b
lcohol's influence oo the curdiovascular system. In regard Lo
the blood volume, the tHb values were lowest in both control
groups after the hemorrhagic shock. A previous study by
Phelan and colleagoes (2002) illostrated that alcohol use in
rats correlated to lower MABP, as well as to a smaller
amount of blood necessary for the induction of hemorrhagic
shock amd a lower hlood pressure increase dunng resuscita-
tiom compared to nonimtoxicited rats, In line with thess
reparts, Moling and collengucs (2004) have shown o pro-
noumocd hypotension in aleohol-treated animaly companed
iy gosnboody, resuliing in a blupied response of the normdrener-
jiie aystem in & fed-volume hemordge model. Bilello and
corlbeguizs (200 1) have confinmaed in thear rebrospective analy-
it Uhat intoxicatod traumi patients with blant bepatse ingu-
rics wiere mare freguently hypolensive compancd W palicnis
with & blood aleohol bevel between 0.0 and 0.08%. Hence,
considering these reports, special sttention shouwlkd be paid o
bl pressure monitonng in the cise of akohol-inloxcated
trauma patienis sulfering from hemorrhage shock.

In previcws studies, 97 to 100% oxypen mixture has been
used i this model of Tat (Lener et al, 2003; Seitz et al.,
20E). Az a consagquence of the subsequent shock wath the goal
of a hypoxic metabolism, previeusty, we have chosen a kower
oxypen mixture of 60%. However, o lower concentration of
6% oxypen mixture was nod possible to apply due w the
short-icrm apnca phase after the 15T, The pOy biscline valies
sure cansed by unesthesia, but sko compurable in smilior mod-
cha, Liencr and colloagues (2003) have shown a sharp decreaso
off POy alter TR also, dats which are comparable w our find-
g Haschine vidues were nol pubdishad by Liener and collei-
puies (2003), but vidues detectad 6, M, 44, and 72 hours after
TxT were reported. The shum group cxhibited continuous
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O values owver 300 mom Mg, while the tracma groop shawsl
0y wiilies betwean 200 and 300 man Hy (Licoer ot al., 2007,
In a different pulmonary contusion model (weight drop-
down), Wing and collcagues (2002) hive found plly viiles
between 166,23 and 238.78 mm Hjg in the trauma groups v
39722 mim Mg in the sham group at secrifice time. High pls
valucs have been shiwn in mouse models of T, us well,
Knofer]l amd collesgues (2003) have published pls vilues
between 2123 and 3600 mm Hg 180 min after TxT in the
trauma and sham groups, respectively. Perl and colleagues
{2012} have shown in & mouse model of Tx'T and scpsis pi;
values of 439 4 62 mm Hg for thc sham group wversus
6+ 738 mm Hg in the trauma group as measured
36 hours after rauma. Regarding pOCy, Perd and colleagues
(2012) Found 36 hours after chest traoma  valees of
439 L 5Bmm Hg in the numa group verses
326 b 16 mm Hg in the sham groap, In contmst W the
abowe-reparied models, we have perfomed blood gas analy-
s dduring; the experiment, in adkdition o Uhose al seerifios Hmo
poinis. Thereloee, our mesubls represent the dynamic changes
during the exporiment wnd show immedinie chinges cisod by
Iy eomitunbion and shack.

Vocuging on hypoxemi, Phelan and oolleaguees (A2}
hawe Found thai nondntoxscatod anmmaks devebopod o meta-
bolie sodosis with respiratory compensation, decrease of
PO and HOOY inan anmal model of aleohol intoxication,
and hemorrhagic shock, Interestingly, the compensation
mechanisms o intoxicaterd amimals were extenuated, and
when compared to the control group, mtoxicated animals
developed an acidosis as shown by decreased pH and higher
pC0; values (Phelan et al, 2002). As discussed above,
Knifer] and colleagues (2003) have showmn the impact of TxT
on reducing aricrial hlood gas in a mouse model, Animals
that underwent a TxT exhibited lower 0 and higher pO0y
values with no significant pH difference compared 1o sham
controls 1RO minutes ofter tramn (Kadled o al., 2003), In
our stisdy, combdning TxT with hemorrhagic shock resulted
i o increise of pOOly, & decrense of pely, and oxXyjnen sl
Liann with lise exocess and acidosi. Tn line with these Andings,
a change in pl)y; was induced by pulmonary codtusion,
reflecting the severily amd the distribution of chest trauma
(Wang et al., 2012). Hence, companad with other models, the
data obiained in our study from animals underpoing Txt and
hemorthagic shock with subseguent resusatation appear reli-
able. Moreover, the compensatory mechanisms in beth con-
trol groups have been micely illustrated,

In regard to abeohol use, similar courses of blood gay anal-
yars as ohserved in control animals were illustrated. How-
ever, there are important differences regarding the levels of
observed effects, Both appronches of aloohol use, subacuic
as well oy noute use, prior W experimentation induce a
decrease in pH value and an incresse in pO0y amd HOO,
indbcnting that an acute respiratory acdosis, as well a8 a
metabolic acadoss, 8 developing. “Vransicnl respiralory aci-
dogis his been observed in o clinkel study of Limminpia
and Vilska (1991) as well, which has shown @ respirabory
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acidosis in 31.7% of imoxicaied patents in the emerpency
depurtment. Depression of the beathing rte upon aleobol
e 16 wiell knavwn (Mither et al., 1 Sihn et al., 1975), Our
it imdacaite the existence of o drag-inducsd roapirtory aci-
doms beforo experimentation. Intercstingly, dunngaler the
caperimentition (post-K), in both alcohol groups, the ani-
mils exhibited sgns of the metabolic ackdosis, while this
clfect was cven mone pronounced in the scute aleohol group.
The subtcute alcohol group nicely illustruted a better com-
pensatory  response than the scote aleohol group after
trauma,/hemorrhage. In contrast, the acute alcohol group has
showm, on the one hand, lowest pH, pOy, 505, HOOS a8 well
as hase excess values, and on the other hand, highest pC,
and increased lactate values, indicating persisting scidosia
The: cause for this phenomenon in this group is probably nod
only the breathing problem, but also a metabolic problem
dig 1o gevens aleohol intoxication combined with tranma) he-
moErhape. Acule and particuarly chronic aleohol consimp-
tionn, which can polentinlly lesd o akeoholio Eetoacidosis, s
associatod with an incrensed anion gap (Higer, 1996, Woll
gt al, 2002y, Similarly, twxie aleohsl intake, for exampbe,
methanol imoxisiton or cthylane glyeol intoxication, is o
peential renson for an elevated amon gap. Regardmpg our
model, Mirther ressinch is necessary o eliborsie the pormial
amon gip. On the one hind, our animaks developed an acute
respiratory ackdoss and & metabolic acdosis as well, which
may also influcnce the amon gap; on the other hand, we did
not momtor the renal function. Therefore, in futore studies,
renal function and urine excretion shoubd be addressed. In
ling with the breathing and metabolic problem as discussed
above, the acute aleohol growp has shovn the highest maortal-
ity rats, Afer sdapting the isoflurane concentration imdivido-
ally acconding to the resolis from hlood pas analyses, the
sovnity of resparitory acidoss (dutn not shown), a5 well ag
mpnificantly reduced mortality rate in the acate B group
hias been reducad after TT F H/R. These data nicely
demonstiute the diminishod ability to sdaptfcompensata aci-
dosis in scutdly intosicated animak, The evaluation of data
obiained after blood g analysiv in 3 animls of this group
Tnms mhovwn that there s an improves] compensatony capacity
upan ancsthesia adaptation (dat not shown), This cleardy
indsciites that aleohol atenuaies the metabolic and respera-
tory compensation capability and therefore promaoles mor-
tality in this medel, In a clindal study, Shicuishi and
colleagues (2003) found in healthy, intoxicated volunteers
that respiralory compensation was influenced by aleohol, as
well. Stratifving survivors from nonsarvivors showed that
the severity of combined metabolic and respiratory ackiosis
wis promptly incrensed during bemorrhagic shock in non-
survivors compered with survivors,

There are seovernl limitntions of our soady, which must be
pointed oul The aim of our study was w investgate the
influgnoe of aleobol on TXT and hemorrhagc shock. We
iricd to seloct m control group as closs us possible o the real-
inth: clinbcal seenano, Therclore, the control growp was cho-
scn o represent the nonakohole truma patients, and the
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control group wis not fed with socalone diet bul NeCL
Although the use of NaCl as contreod gpavags Muid is well
peceplod in models of peute sloohol gavage with & snghe
bsialian, im imoeiloric gavigse may be an option Gor utire stod-
wes. Aceording bo othical reisons, dll experiments have heon
performed under ancsthesin/piainkillers, shich might infla-
e the physiology. Furthermone, our expenmental grodps
cannot reproduce the varmbility that s found in truuma
paticnis, ncluding history of discase and co-medicitions.
Moreover, cardiac output a5 well as cardise function pamm-
cters, and both systemic and lung inflammation can be
included in futore studies. Another imporeant and anfortu-
nately neglected influencing factor is the dose of EtOH, or
probably equally relevant, the dose of s toxse metaholites.
Congidering this, it is decisive to remember that EtOH may
dose-dependently act, and therefore, the infleence of it doss,
i wiall i its metaholies, remaing 1o be alaborated in further
studies, However, as this is a pilod stody aimbng ot establish-
ing & relevant trinuma maodel with sdequate aleohol use, this
migsill can b wsed in sobsecpuent research,
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