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1. Einleitung

Ischamie und Reperfusion als Folge einer passageren Minderdurchblutung
fuhren nicht nur zu einer regional beschrankten Schadigung des jeweils
betroffenen Organs, vielmehr wird letztlich der gesamte Organismus
geschadigt. Ein Beispiel flur solche systemischen Auswirkungen einer
Minderdurchblutung stellt die Ischamie nach thorakaler- oder abdomineller
Aortenabklemmung dar. So ist bekannt, dass eine langer andauernde Ischamie
und die anschliellende Reperfusion sekundar zu einer Schadigung von Lunge,
Leber, Niere und Darm fuhrt [Harkin 2000, Kyriakides 1999, 2000, Yassin 1997,
1998]. Wahrend dieses auch Torniquet-Syndrom genannte Phanomen schon
lange Zeit bekannt ist, haben sich die pathophysiologischen Vorstellungen in
den letzten Jahren grundlegend geandert. Wahrend man friher davon ausging,
dass das Torniquet-Syndrom eine Folge von Azidose, Hyperkaliamie und
Hamokonzentration darstellt, zeigen neuere Untersuchungen, dass dem
Immunsystem eine wichtige Rolle zukommt [Yassin 1996, 1998, 2002,
Ziegenfuld 1999]. So fuhrt Ischamie neben einer Aktivierung von Makrophagen
und Neutrophilen Granulozyten [Kyriakides 2000], zu einer Freisetzung von
Zytokinen wie z.B. tumor necrosis factor (TNF) und Interleukin (IL) -6 sowie zu
einer vermehrten Synthese von C-reactive protein (CRP), auch zu einer
vermehrten Expression von Toll-like Rezeptoren (TLR) 2 und 4 [Aderem 2000,
Haziot 2001, Hoshino 1999, Hill 1999, Tsujimoto 2007]. Dieser Mechanismus ist
auch entscheidend bei der Entstehung der Sepsis, die als aggressivste Form
einer Infektion, hervorgerufen durch Mikroorganismen und deren Gifte (Toxine),
bekannt ist. Wenn es dem Korper nicht gelingt, die Infektion auf den
Ursprungsort zu begrenzen, I6sen die Toxine innerhalb weniger Stunden eine

Entzindung in allen Organen aus.

1.1 Angeborenes und erworbenes Immunsystem / Toll-like Rezeptoren

Das Immunsystem von Wirbeltieren unterteilt sich in das angeborene
Immunsystem (innate immunity) und das erworbene Immunsystem (adaptive
immunity). Ziel beider Systeme ist es, standig von der Aussenwelt in den
Organismus eindringene Keime zu bekampfen und dadurch ein Ausbreiten der
Keime mit anschliessender lokaler Entzindung oder systemischer Infektion zu

verhindern. Das erworbene Immunsystem besteht aus T- und B-Lymphozyten,
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die als Antwort auf spezifische Keime oder Antigene proliferieren. Bei erneuter
Infektion durch das gleiche Antigen kommt es zur Generierung einer
Gedachtnisantwort, die bis zur Ausbildung ihrer Wirksamkeit einige Tage
bendtigt. Das Ziel des angeborenen Immunsystems dagegen ist eine
unmittelbare direkte Antwort auf das eindringende Pathogen innerhalb der
ersten Minuten bis Stunden. Als Mechanismus dieser direkten Immunantwort
wurden lange Zeit unspezifische Macrophagen vermutet, die in der Lage sind,
Mikroorganismen zu phagozytieren und deren Antigene auf ihrer Oberflache zu
prasentieren, was die spezifische Immunantwort einleitet. Weiterhin sind sie in
der Lage, nach dem Kontakt mit Strukturen der pathogenen Organismen pro-
inflammatorische Zytokine, z.B. Tumornekrosefaktor (TNF)-a oder Interleukin
(IL)-1, freizusetzen [Dinarello 1987], die die lokale und systemische
Abwehrreaktion des Wirtes steigern. Der Rezeptor "Toll" wurde von Christiane
Nusslein-Volhard im Jahr 1985 entdeckt, nachdem sie den genetischen
Mechanismus der frihen embryonalen Entwicklung in der Fruchtfliege
untersuchte. Medzhitov und Mitarbeiter beschrieben im Jahr 1997 einen neuen
Mechanismus der angeborenen Immunantwort, bei der sogenannte Toll-like
Rezeptoren mit zuverlassiger Spezifitat gegen mikrobiologische Pathogene
wirken und eine unmittelbare und zugige Immunantwort in der Gefahr einer
Infektion darstellen [Medzhitov 1997]. Vorausgegangen war eine wegweisende
Entdeckung im Jahr 1965: Heppner beobachtete genetische Untergruppen von
C3H/HeJ-Mausen, die nicht auf Lipopolysaccharid (LPS, Zellwandbestandteile
gramnegativer Bakterien) mit den Zeichen einer Infektion oder gar Sepsis
reagierten [Heppner 1965]. Erst dreil3ig Jahre spater beschrieben Lemaitre und
Mitarbeiter erstmalig einen Rezeptor, den Toll-Rezeptor, bei Fruchtfliegen
(Drosophila), der in der Abwehr von Pathogenen in der Fruchtfliege
entscheidend ist [Lemaitre 1996]. Drosophila besitzt kein erworbenes
Immunsystem, ist dennoch sehr widerstandsfahig gegen bakterielle Infektionen.
Bedingt ist dies durch die Synthese von antimikrobiellen Peptiden, die durch
zwei Bestandteile (dToll und 78-weeler) der neu beschriebenen Toll-Rezeporen
angeregt wird.

Medzhitov und Janeway beschrieben im Folgejahr den analogen Rezeptor bei
Saugetieren und nannten ihn "Toll-like Rezeptor 4" (TLR 4). Dem TLR 4 kam

die Bedeutung zu, dass der Schritt von der Pathogenerkennung zur



Einleitung 5

Immunantwort schlussig wurde [Medzhitov 1997]. Die strukturellen
Gemeinsamkeiten des Drosophila-Toll-Rezeptors und des TLR im Menschen
beschreiben Rock und Mitarbeiter [Rock 1998].

Das angeborene Immunsystem besteht aus Macrophagen, naturlichen Killer-
Zellen, neutrophilen Granulozyten, Mucosaepithel und Endothelzellen. Die
Herausforderung des angeborenen Immunsystems ist die Unterscheidung einer
riesigen Anzahl von potentiellen, von aussen eindringenden Pathogenen und
korpereigenem Gewebe, mit einer geringen Anzahl an Rezeptoren (im
Gegensatz zur erworbenen Immunantwort). Dies hat der Organismus von
Wirbeltieren im Verlauf der Evolution mit der Ausbildung von pattern recognition
receptors (PRRs) erreicht, die auf die molekulare Struktur von Pathogenen
reagieren, die in hoheren Lebensformen nicht vorkommen [Medzhitov 2000].
Die molekularen Strukturen werden pathogen-associated molecular patterns
(PAMPs) genannt und unterliegen keiner grossen Mutationsrate, wodurch eine
kontinuierliche Stabilitat im Erkennungsprozess gegeben ist. Eine grosse
Anzahl von Bestandteilen von Bakterien, Viren, Pilzen und Protozoen haben die
Eigenschaft, die angeborene Immunitat zu stimulieren. Dazu gehoéren
Lipopolysaccharide (LPS), Peptidoglykane, Lipoteichonsaure, Lipoarabino-
mannan (LAM), Lipopeptide, bakterielle DNA und Flagellin. Jedes dieser
Pathogene exprimiert verschiedene pathogen-associated molecular patterns
(PAMPs), die eine Immunantwort des angeborenen Systems durch die pattern
recognition receptors (PRRs) hervorrufen. Die Erkennung von PAMPs durch
PRRs resultiert in einer Phagozytose und/oder einer Aktivierung einer
inflammatorischen Kaskade [Abreu 2004]. Toll-like Rezeptor 4 ist verantwortlich
fur das Erkennen von bakteriellem Endotoxin (z. B. LPS) [Poltorak 1998 und
2000] und das dadurch verursachte Krankheitsbild eines septischen Schocks
durch gram-negative Bakterien [Beutler 2000]. Ein weiterer Beweis des
kausalen Zusammenhangs bestand in dem Nachweis durch Hoshino und
Mitarbeitern, dass naturliche Mutationen von TLR 4 bei Mausen ein Ausbleiben
der Immunantwort auf LPS bewirkt [Hoshino 1999]. Qureshi und Mitarbeiter
identifizierten das Gen, welches bei C57BL-Mausen eine Endotoxin-Toleranz
bewirkt und den Zusammenhang mit TLR 4 belegt [Qureshi 1999 a und b].
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Die Interaktion von LPS mit seinem Rezeptor TLR 4 setzt Signalwege in Gang,
die Transkriptionsfaktoren wie z. B. nuclear factor-kB (NF-kB) steigern, die
wiederum die Aktivierung von inflammatorischen Genen bewirken, die u. a.
Tumornekrosefaktor a und die Interleukline IL-1, IL-6 und IL-8 freisetzten
[Medzithov 1997, Takeda 2005]. Entscheidend in diesem Signalweg ist das
Adaptor-Molekul MyD88 (myeloid differentiation primary-response gene 88)
[Underhill 1999 und 2003, Akira 2000]; Takeuchi und Mitarbeiter konnten
zeigen, dass bei MyD88-defizienten Mausen auf eine Infektion mit Staph.
aureus kein Anstieg der Zytokinkonzentration entsteht und sie daher nicht in der
Lage sind, auf den Infekt mit einer adaquaten Immunantwort zu reagieren. Die
MyD88-defizienten Mause verstarben alle innerhalb der ersten 5 Tagen nach
Infektion, wahrend von den Wildtyp-Mausen noch 80 % nach 14 Tagen lebten
[Takeuchi 2000].

Der Signalweg dahin wird Uber mitogen-activated protein kinases (MAPKSs),
extracellular signal-regulated kinase (ERK), p38 und c-Jun N-terminal kinase
(JNK) gesteuert (Abb. 1 [Barton 2003].
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TLR sind transmembranare Proteine, die eine extrazellulare Leucin-reiche
Domain und eine cytoplasmatische Domane besitzen; die zweitgenannte
Domain ist identisch zu denen der Rezeptoren fur IL-1 und IL-18. In der
immunologischen Kaskade, die durch LPS gestartet wird, sind das LPS-binding
protein (LPB) und CD 14 massgeblich involviert [Aderem 2000, Leung 2005].
Der CD14-Rezeptor ist ein Oberflachenprotein, welches vor allem auf
Monozyten und Makrophagen zu finden st Wenn CD 14 mit
Lipopolysacchariden in Beruhrung kommt, aktiviert er die Zelle zur
Ausschittung von TNF-a und IL-1B und vermittelt so eine entsprechende
Entzindungsreaktion. Wenngleich auch in deutlich geringer Konzentration
vorliegend, fuhrt das Herauslosen von CD 14 durch Makrophagen in diesen

Zellen zum programmierten Zelltod (Apoptose) (Abb. 2).
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Abb. 2
Erkennung von LPS auf der Oberflache
von Phagozyten [Aderem 2000]

Die Rolle der TLR konnte zunachst durch die Transfektion von humanem TLR 2
in eine humane, primar nicht durch bakterielles Lipopolysaccharid (LPS)
stimulierbare Zelllinie demonstriert werden, was zu einer Aktivierbarkeit durch
LPS fuhrte [Kirschning 1998, Yang 1998].

Die primare Aufgabe von TLR ist die Erkennung fremder Pathogene. TLR kann

aber auch eine entscheidene Rolle in der Pathogenese verschiedenster
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Erkrankungen zukommen [Abreu 2004, Aderem 2000]. Dysfunktionen in den
TLR-vermittelten Signalwegen konnen sich in der Summe gegen den eigenen
Organismus richten und in der Entstehung von Erkrankungen wie Meningitis,
Ateriosklerose [Kiechl 2002, Edfeldt 2002, Markus 2006, Michelsen 2004,
Tobias 2005 und 2008, Vainas 2006, Curtiss 2007, Mullick 2006], entzindlichen
Darmerkrankungen [Abreu 2005, Harris 2006, Hausmann 2002], Hepatitis und
Autoimmunerkrankungen wie Multiple Sclerose und systemischem Lupus
erythematosus beteiligt sein [Abreu 2004]. Den Stellenwert der TLR in
,chirurgischern Erkrankungen“ beschreibt Raeburn und Mitarbeiter [Raeburn
2002]. Eine Ubersicht der bisher 10 identifizierten TLR und ihrer spezifischen
Liganden und der daraus resulltierenden Erkrankung stellt Tab. 1 dar [Abreu
2004]

Toll-like . . Pathogene oder
Rezeptor Ligand/Liganden Krankheiten

nur Signale wie ein Dimer in Kombination mit
TLR2 fiir alle seine Liganden; erkennt
Borrelia burgdorferi; notwendig fur die
angeborene Immunantwort

TLRA1 Lyme-Krankheit

Tri-acyl Lipopeptide (Bakterien, z. B.
Mycobacterium tuberculosis)

I6sliche Faktoren (Neisseria meningitidis) Neisseria meningitis

vergesellschaftet mit CD11/CD18, CD14,
MD-2, TLR1, TLR®, Dectin 1; Mycobacterium
Lipoproteine/Lipopeptide (eine Vielzahl von tuberculosis

mikrobiellen Pathogenen)

TLR2

Apoptose von Schwann-

Peptidoglykan Zellen bei Lepra

Lipoteichonsaure

Lipoarabinomannan (Mykobakterien)

Phenol-I6sliches Modulin (Staphylococcus
epidermidis)

Glykoinositolphospholipide (Trypanosoma

Cruzi) Chagas-Krankheit

Glykolipide (Treponema maltophilum) Leptospirose

Porin (Neisseria)
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Fovake. | LiganLiganden Fathogene oder
Zymosan (Pilze) Pilz-Sepsis
Atypische LPS (Leptospira interrogans)
Atypische LPS (Porphyromonas gingivalis) Peridontitis
HSP70 (Wirt)
CMV-Virionen CMV-Viramie
Klﬂir;eezr%glutinin (H) Protein von Wildtyp- Masern
Bakterielle Fimbrien

TLR3 Doppelstrangige RNS in Viren zahlreiche

TLR4 Sge:(ranz-en;g?éir\]/ewle[;\_tze rlljsn%h(e:sl:)lalz)s (bendtigt Gram-negative Bakterien
zusatzliche Liganden Septischer Schock
Chlamydien Hitze-Schock-Protein 60 gzgz}; Z;: Zﬁgzmiffe
RSV F Protein tI;eSs\t/immte Viren; z. B.
Taxol (Pflanzen) %ﬁgﬁfggﬁgum

Pocken (Vaccinia)
Mycobacterium tuberculosis HSP 65 blockiert TIR-Domanen
von TLR4 und anderen

Ummantelungsproteine (MMTV)
Hitze-Schock-Protein 60 (Wirt)
Hitze-Schock-Protein 70 (Wirt)
Typ llI-Wiederholungsextradomane A von
Fibronektin (Wirt)
Oligosaccharide von Hyaluronsaure (Wirt)
Polysaccharid-Fragmente von Heparan-Sulfat
(Wirt)
Fibrinogen (Wirt)
Beta-Defensin 2

TLR5 Flagellin (monomerisches) von Bakterien begeielte Bakterien,

z. B. Salmonella
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Toll-like . . Pathogene oder
Rezeptor Ligand/Liganden Krankheiten
TLR6 siehe TLR2 (wie Dimere mit TLR2)
Phenollésliches Modulin
Di-acyl Lipopeptide (Mykoplasmen)
reagiert auf Imidazoquinolin-antivirale Agens ggf. als Unterstuitzung in
TLR7 . . der Krebsbehandlung
(synthetische Bestandteile) o
natzlich
Loxoribine (synthetische Bestandteile) virale Infektionen
Bropirimine (synthetische Bestandteile)
endogene und exogene Liganden unbekannt
Einzelstrangige RNS
TLR8 Imidazoquinoline (synthetische Bestandteile) | virale Infektionen
Einzelstrangige RNS
, . ” . bakterielle und virale
TLR9 Bakterielle DNS wie “CpG” Motive Infektionen, z. B. HSV
ggf. als Unterstitzung bei
Impfung und Krebs-
behandlung nitzlich
Herpes simplex Virus-Typ
2
TLR10 unbekannt unbekannt

Tab. 1 Rolle der TLR in der Pathogen-Erkennung und Pathophysiologie beim
Menschen [Abreu 2004]

Desweiteren bestehen Hinweise, dass TLR als Bestandteil der angeborenen
Immunitat auch Einfluss nehmen auf die erworbene Immunitat. Bakterien, Viren
und andere Microben werden als "nicht-eigen" von PRR der TLR-Gruppe
identifiziert. Die Antwort besteht in der Aktivierung Uber Signalwege in
dentritischen Zellen (DC) und fuhrt zu einer Hochregulation von NF-kB-
abhangigen Genen wie IL-1, IL-6, IL-12 und TNF-a. Diese Reifung stimuliert
CD4 T-Zellen zur Differenzierung in Th 1-Zellen, die IFN-y exprimieren und in

der Folge Uber B-Zellen IgG-Antikérper produzieren [Barton 2002].

Die strukturelle, funktionale und biochemische Immunantwort des Endotoxin-

induzierten Lungenschadens beschreiben Rojas und Mitarbeiter im




Einleitung 11

Mausmodell. Nach intraperitonealer Gabe von 1 mg/kg Endotoxin wurden die
zeitlichen Verlaufe der Konzentrationen von Zytokinen untersucht. Dabei fanden
sich die hochsten Konzentrationen von II-183, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-12 und
TNF-a nach 2 Stunden, die Konzentration von TNF-a hatte zudem ein zweites
Hoch nach ca. 25 Stunden [Rojas 2005].

Verschiedene Studien beschaftigten sich mit der Bedeutung von Zytokinen
[Ascer 1992, Back 2000, Gaines 1999, Hess 1997] und von Toll-like
Rezeptoren [Arumugam 2008, Cha 2008, Child 2003] bei der inflammatorischen

Antwort auf einen Ischamie/Reperfusionschaden.

Die Zytokin-Muster von IL-1B, IL-6 und TNF-a beim Menschen untersuchten
Roumen und Mitarbeiter bei 66 Patienten mit Polytraumen, im Schock aufgrund
eines rupturierten Bauchaortenaneurysmas und bei elektiver Chirurgie eines
Bauchaortenaneurysmas bei Aufnahme sowie nach 6, 24 und 48 Stunden. Dies
korrelierten sie mit dem klinischen Verlauf und der Mortalitat der Patienten.
Zweiundzwanzig der Patienten verstarben; die Plasmakonzentrationen von |L-6
und TNF-a waren bei den verstorbenen Patienten signifikant hoher als bei den
Uberlebenden. Ebenso waren die Zytokinwerte der Patienten in der Gruppe mit
Aortenrupturen hoher als in der Gruppe der Polytraumatisierten. Die
Zytokinerhohungen als Zeichen einer gesteigerten Immunantwort zeigten eine
signifikante posititve Korrelation mit dem Auftreten eines Multiorganversagens
und der Letalitdt [Roumen 1993].

Den Verlauf der Zytokine IL-10 und TNF-a bei Patienten nach elektiven
herzchirurgischen Eingriffen untersuchten Schippers und Mitarbeiter und
bestatigten eine Triggerung durch die mit dem chirurgischen Trauma
verbundene Ischamie/Reperfusion mit Endotoxindmie und inflammtorischer

Immunantwort [Schippers 2005].

Zacharowski und Mitarbeiter untersuchten den Einfluss von TLR 4 auf die
Nebennierenaktivitat als Zeichen der endokrinen Stressreaktion im Rahmen der
systemischen inflammatorischen Antwort. Dabei erhielten TLR 4-defiziente
Mause und Wildtyp-Mause subletale Mengen von LPS. Anschliessend wurden

die Nebennieren histologisch untersucht und die Parameter ACTH, Cortisol, IL-
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13, IL-12 und TNF-a korreliert. Dabei zeigte sich, dass TLR 4 eine

Schlusselrolle in der endokrinen Stressreaktion zukommt [Zacharowski 2006].

Einen protektiven Einfluss des anti-inflammatorischen Zytokins IL-10
demonstrierten Zimmermann und Mitarbeiter im Maus-Modell. Sie zeigten, dass
die Applikation von IL-10 die Auspragung eines morphologischen Schadens
nach manipulativem Endothelschaden in der A. carotis in der Maus abmildern

konnte [Zimmerman 2004].

Arbour und Mitarbeiter fanden TLR 4-Polymorphismen (Asp299Gly und
Thr399lle) bei Menschen, die auf die Inhalation von LPS mit einer
abgeschwachten Immunreaktion antworten [Arbour 2000]. Lorenz berichtete,
dass Patienten mit einem Arg753GIn-TLR 2-Polymorphismus fiur einen
lebensbedohlichen Verlauf bei bakteriellen Infekten pradisponiert sind [Lorenz
2000].

Unter der Annahme, dass Arteriosklerose als Folge einer Inflammation zu
erklaren ist, haben Boekholdt und Mitarbeiter die Hypothese verfolgt, dass
Patienten mit den TLR 4-Polymorphismen Asp299Gly und Thr399lle eine
deutlichere Progression einer Arteriosklerose haben als Patienten ohne diesen
Polymorphismus. Im Rahmen der REGRESS-Studie wurden 655 Manner mit
angiographisch nachgewiesener Koronarsklerose eingeschlossen, die uber 2
Jahre mit Lipidsenkern bzw. Placebo behandelt wurden. Bei Patienten mit
Polymorphismus in der Verum-Gruppe zeigte sich eine deutliche Verminderung
des Risikos fir ein kardiales Ereigniss von 29,6% auf 2,0%; im Gegensatz dazu
bei der Kontrollgruppe von 18,1% auf 11,5% [Boekholdt 2003]. Dieselben
Polymorphismen von TLR 4 fuhren zu einer erhohten Disposition an Malaria zu
erkranken, was Mockenhaupt und Mitarbeiter bei der Untersuchung von 870
Kindern in Ghana herausfanden [Mockenhaupt 2005].

R392STOP \wurde eine erhohte

Bei Patienten mit dem Polymorphismus TL
Anfalligkeit fur die Erkrankung an Legionellose, jedoch nicht fur Typhus

gefunden [Dunstan 2005].
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Bei insgesamt 413 japanischen Patienten wurde keiner der beiden TLR 4-
Polymorphismen Asp299Gly und Thr399lle gefunden [Nakada 2005].

1.2 Ischamie- und Reperfusion

Bown und Mitarbeiter untersuchten den Einfluss des systemic inflammatory
response syndrom (SIRS), des Organversagens und der Mortalitat bei 100
Patienten nach operativer Ausschaltung eines abdominellen Aortenaneu-
rysmas. Verglichen wurden die Ergebnisse bei elektiver Aneurysmaversorgung,
bei dringlicher Indikation aufgrund einer abdominellen Symptomatik und im
Notfall der Aortenruptur. Das Vorliegen eines SIRS wurde definiert bei
Vorhandensein von mindestens 2 der folgenden Kriterien: Korpertemperatur
>38°C oder <36°C, Herzfrequenz >90/Minute, Atemfrequenz >20/Minute oder
PaCO, <32,25mmHg und Leukozytenanzahl >12000/mm?® oder <4000/mm?®
oder "Linksverschiebung" im Ausstrich. In diesem Zusammenhang
bemerkenswert ist die Tatsache, dass in der Patientengruppe mit elektiv
vorbereiteter und durchgefuhrter Operation ein SIRS in 89% (!) der Falle
postoperativ aufgetreten war [Bown 2003]. Dieselbe Arbeitsgruppe untersuchte
auch den kausalen Zusammenhang zwischen dem operativen Trauma und dem
systemic inflammatory response syndrom (SIRS) und postulierten, dass die
Ausbildung eines SIRS durch die exzessive Produktion von
proinflammtorischen Zytokinen wie IL-13 und IL-6 ensteht, die eine systemische
Dysfunktion der parenchymatdsen Organe verursachen [Bown 2004]. Sie
beschrieben in einem Kollektiv von 135 Patienten nach operativer Behandlung
eines Bauchaortenaneurysmas, dass die Patienten, bei denen die Plasmalevel
des anti-inflammatorischen Zytokins IL-10 24 Stunden postoperativ besonders
hoch waren, einer verlangerten intensivmedizinischen Behandlung bedurften
und auch erst spater aus dem Krankenhaus entlassen werden konnten, als
Patienten mit niedrigeren IL-10-Werten. Dieser eher unerwartete
Zusammenhang wurde in der Form interpretiert, dass der schlechte klinische
Verlauf durch Ubersteuerte immunsupressive Effekte bei hoher [L-10-
Ausschittung zustande kommt. Nach Operation eines rupturierten
Bauchaortenaneurysmas zeigten diejenigen Patienten einen schlechten
postoperativen klinischen Verlauf, bei denen erhdhte Plasmalevel von TNF-a

und IL-6 vorlagen: erhohte TNF-a-Werte waren ein Prediktor flr das vermehrte
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Auftreten eines Multiorganversagens und einer gehauften Krankenhaus-
Mortalitat, hohe IL-6-Werte fur das vermehrte Auftreten eines
Multiorganversagens. Zusammenfassend wurde in diesen Untersuchungen
belegt, dass die postoperativen Zytokin-Plasmakonzentrationen als Reaktion
auf das opertative Trauma zu sehen sind und in Korrelation zum klinischen
Verlauf stehen [Bown 2004].

Die inflammatorische Antwort des Korpers nach offener Herzchirurgie unter
Einsatz der extrakorporalen Zirkulation untersuchten Dybdahl und Mitarbeiter.
Sie untersuchten die Veranderung der Konzentration von heat-shock protein 70
(HSP 70), IL-6 und CD 14 sowie die Expression von TLR 2 und -4 bei 20
Patienten nach elektiver Herzoperation mit kardio-pulmonalem Bypass. Die
maximale Plasmakonzentration von HSP 70 war direkt nach Beendigung des
Eingriffs und fir IL-6 fUnf Stunden postoperativ. TLR 2 und -4 waren
einschliesslich des 2. postoperativen Tages hochreguliert, wahren CD 14 am
ersten Tag wieder normwertig war. Im Tierversuch zeigten sie, dass Wildtyp-
Mause unter der Applikation von HSP 70 mit einer Hochregulierung von TNF-a
aus Makrophagen reagieren, TLR 4-defiziente Tiere hingegen nicht. Die
Ergebnisse im Menschen und am Tier zusammenfassend folgerten sie, dass
ein inflammtorischer Stimulus Uber TLR zu einer HSP 70-gesteuerten

Aktivierung des angeborenen Immunssystems flihren [Dybdahl 2002].

Welborn und Mitarbeiter untersuchten bei Patienten nach Operation eines
thorakoabdominellen Aortenaneurysmas bzw. eines abdominellen Aneurysmas
unter anderem die Zytokin-Verlaufe fur IL-6, IL-8, IL-10 und TNF-a postoperativ.
Die hochsten Werte fur alle Parameter zeigten sich nach 1 bis 4 Stunden
postoperativ. Signifikante Unterschiede zeigten sich in den Gruppen in dem
Sinne, dass die thorakoabdominell Operierten hdohere Zytokinplasmakonzen-
trationen als die abdominiell Operierten hatten; dadurch zeigte sich eine direkte
Korrelation zwischen dem Ausmald des inflammatorischem Stimulus
(=Klemmhohe der Aorta) und der Auspragung der Immunantwort [Welborn
2000].
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Den massgeblichen Einfluss der TLR bei der Entstehung der Sepsis wurde
auch von Knuefermann und Mitarbeitern erortert; die Expression von TLR im
Myokard fuhrte zu einer kardialen Inflammation, die den oft letalen Verlauf eines

Patienten mit Sepsis mitbestimmt [Knuefermann 2002].

Hill und Mitarbeiter beschrieben die Zytokinexpression im Mausmodell mit
cerebraler Ischamie durch permanente bzw. passagere Klemmung der A.
cerebri media. Sie zeigten als Folge der regionalen Ischamie, dass die TNF-a
Konzentrationen friih nach 4 Stunden Reperfusion und die IL-6-Konzentrationen
spat nach 10 bis 18 Stunden anstiegen [Hill 1999].

Yassin und Mitarbeiter untersuchten den causalen Zusammenhang zwischen
einer Ischamie und der Mortalitat als Folge der systemischen inflammatorischen
Antwort im Rattenmodell. Sie verglichen zum einen eine Gruppe mit einer 3-
stindigen Ischamie der Hinterlaufe gefolgt von einer Reperfusionsphase gegen
eine Kontrollgruppe. Desweiteren verglichen sie drei Gruppen: Kontrollgruppe,
Ischamie der Hinterlaufe von 3 Stunden und Ischdmie der Hinterlaufe von 3
Stunden mit Reperfusionsphase von 2 Stunden. Die Tiere mit Ischamie der
Hinterlaufe und Reperfusionsphase hatten eine signifikant hohere Mortalitat
(70%) als die Kontrolltiere (0%). Die Histologie der Dunndarmmucosa zeigte in
der Gruppe mit Ischamie der Hinterlaufe von 3 Stunden mit Reperfusionsphase
von 2 Stunden eine signifikante Abnahme der Dicke der Dinndarmmucosa im
Vergleich zu der Kontrollgruppe und der Gruppe mit alleiniger Ischamie der
Hinterlaufe von 3 Stunden. Ebenso waren in der Ischamie/Reperfusiongruppe
die Plasmakonzentrationen von Endotoxin und IL-6 signifikant hdher. Diese
Resultate zeigten, dass die Reperfusion nach Hinterlaufischamie strukturelle
Veranderungen der Mucosa des Dunndarm verursachen und einen Anstieg der
systemischen Endotoxin- und Zytokinaktivierung. Die Mortalitat nach
Reperfusion einer akuten Hinterlaufischamie ist nach diesen Untersuchungen
bedingt durch eine systemische inflammatorische Antwort, getriggert durch
Endotoxin aus dem Darmtrakt [Yassin 1996]. Dieselbe Arbeitsgruppe berichtete
uber eine Erweiterung des Modells, indem sie zusatzlich noch die Parameter

Harnstoff, Kreatinin, AST, ALT und Laktat bestimmten. Die Tiere in der Gruppe
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mit Ischamie/Reperfusion hatten flr alle Parameter hohere Werte als die

Kontrollgruppe bzw. die Gruppe mit alleiniger Ischamie [Yassin 2002].

1.2.1 Mechanische Prakonditionierung

Erstmalig erfolgte durch Murry und Mitarbeiter eine lokale ischamische
Prakonditionierung im Kaninchen-Modell, die zeigte, dass eine kurze
Ischamieperiode mit Reperfusionspase vor der eigentlichen Myokardischamie
paradoxerweise die GroRe des Infarktareals beim Myokard reduzierte [Murry
1986]. Eine lokale ischamische Prakonditionierung im Hunde-Modell wurde von
derselben Arbeitsgruppe berichtet. Sie flhrten bei den Hunden viermal flr
jeweils 5 Minuten eine Unterbindung des Ramus circumflexus durch, gefolgt
von je 5 Minuten Reperfusion. Danach erfolgte die eigentliche Klemmung von
40 Minuten zur Erzeugung einer Myokardischamie. Die Vergleichsgruppe erhielt
lediglich eine Klemmung von 40 Minuten. In der zweiten Versuchsreihe wurde
nach gleichem Muster der Vorbehandlung eine Myokardischamie von 3
Stunden erzeugt. Die Reperfusion betrug 4 Tage. In der Gruppe mit kurzer
Klemmung von 40 Minuten konnte gezeigt werden, dass die Prakonditionierung
eine Reduzierung des Infarktgebietes um 25% erreichte; in den 3-Stunden-
Gruppen zeigte sich der Effekt nicht. Bei der Bewertung der Ergebnisse und
Ubertragung auf den Menschen wurde vermutet, dass die einem Herzinfarkt oft
vorausgehenden gehauften pectanginésen Phasen eine Form der
Prakonditionierung darstellen und der folgende kardiale Schaden nach

Verschluss der Koronarie dadurch geringer sein konnte [Murry 1986].

Eine direkte Prakonditionierung bei chirurgischen Eingriffen wurde bereits bei
der koronaren Bypasschirurgie, bei der Hepatektomie und bei der Lobektomie
gezeigt [Burdess 2006].

Im Tiermodell konnte von Gho und Mitarbeitern bei der Ratte gezeigt werden,
dass eine passagere Abklemmung der mesenterialen und renalen Perfusion die
kardialen und pulmonalen Ischamie/Reperfusionsschaden begrenzt. Sie
induzierten eine 15-minutige Unterbrechung der mesenterialen und renalen
Perfusion gefolgt von einer Reperfusionsphase von 180 Minuten. Danach

wurde eine 60-minutige Klemmung einer Koronararterie angeschlossen.
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Verglichen wurde das Infarktareal des Myokards [Gho 1996]. Dieses Vorgehen
wird als remote ischemic preconditioning bezeichnet, bei dem nicht direkt das
eigentliche vulnerable Zielorgan der Ischamie prakonditioniert wird, sondern ein
anderer Korperteil und dennoch durch systemische Effekte das Zielorgan

geschutzt wird.

Im Modell mit Schweinen wurde derselbe protektive Effekt an Herz und Lunge
durch passagere Ischamie der Hinterldufe erreicht. Harkin und Mitarbeiter
hatten drei Gruppen von Tieren: 2-stindige Klemmung der Hinterlaufe mit 2 1/2
stiindiger Reperfusion bzw. drei kurze Klemmungen von 5 Minuten mit je 5
Minuten Reperfusion und anschliessender Klemmung von 2 Stunden.
Verglichen wurde dies mit SHAM-operierten Tieren. Die inflammatorische
Immunantwort wurde unter anderem anhand der Bestimmung der
Plasmakonzentration von IL-6 bestimmt. Es zeigte sich eine deutlich geringere

Inflammation nach mechanischer Prakonditionierung [Harkin 2002].

Die erste klinische Anwendung der "organ-fernen" mechanischen
Prakonditionierung in einer randomisierten und kontrollierten Studie wurde von
Cheung und Mitarbeitern beschrieben. Sie induzierten eine Prakonditionierung
bei Kindern, die eine kardiochirurgische Operation hatten durch 4 Phasen von
je 5 Minuten, in denen durch eine Blutdruckmanschette die Perfusion eines
Beines gedrosselt wurde. Es zeigte sich dabei, dass die Patienten in der
prakonditionierten Gruppe einen geringeren myokardialen Schaden erlitten,
weniger positiv-inotrope Substanzen postoperativ bendtigten und dass der

Atemwegswiderstand geringer war [Cheung 2006].

Ali und Mitarbeiter berichteten Gber einen positiven Effekt des remote ischemic
preconditioning in einer klinischen Studie mit 82 Patienten, die eine
Elektivoperation eines Bauchaortenaneurysmas erhielten. Als ischamischer
Stimulus wurde nach Laparotomie und wahrend der Praparation des
Retroperitoneums zweimalig eine A. iliaca communis fur je 10 Minuten mit je
10-minatiger Reperfusion geklemmt. Als Endpunkte wurde der Troponin-Wert
als Zeichen fir eine Herzschadigung und der Kreatinin-Wert als Zeichen fur

eine Nieren-Schadigung verwandt. In der Gruppe mit Prakonditionierung waren
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der kardiale Schaden um 27% niedriger, die Haufigkeit eines Herzinfarktes um
22% niedriger und das Auftreten einer Niereninsuffizienz um 23% weniger zu
verzeichnen. In der multivariaten Analyse stellten sich diese Parameter als
unabhangig von anderen Covariablen dar [Ali 2007]. Beim Menschen wurde
berichtet, dass ein remote ischemic preconditioning die inflammtorische
Zellaktivitat und die endotheliale Dysfunktion reduziert [Kharbanda 2001, 2002].

In zwei Ubersichtsarbeiten stellte Pasupathy die bisherigen klinischen
Erfahrungen des ischamischen Prakonditionierung zusammen und beschrieb
ihren erfolgreichen Einsatz in der Chirurgie von Herz, Leber und Lunge. Er
berichtete Uber das ,zweite Fenster der Schutzes* (SWOP, second window of
protection), welches 12 bis 24 Stunden nach der initialen ischamischen
Prakonditionierung entsteht und im Gegensatz zur frihen Phase, die 2 bis 3
Stunden anhalt, bis zu 48-96 Stunden andauert. Eine einmalige
Prakonditionierung erzeugt somit einen biphasischen Ischamieschutz;
wiederholte prakonditionierende Episoden haben keinen verstarkten oder
kumulativen Effekt (Abb. 3)[Pasupathy 2005 a und b].

Magritoada nf prutection Magnitade of protoation
- .
Earty Proconditiontng
Dilayed Preconditioniny
3 " "2 " 4 bt E e oo/
Procmditoxing st Dumtion of prossotion / deys Multiple prevonedftioning sl Druration of protoctioz. / days

Abb. 3 Frihe und spate Phase des Ischamieschutzes durch Prakonditionierung (links),
durch wiederholte Prakonditionierung lasst sich kein verstarkter oder kumulativer Effekt
erzielen (rechts) [Pasupathy 2005]

1.2.2 Pharmakologische Prakonditionierung

Zurzeit sind die Therapieprinzipien zur Behandlung der systemischen Folgen
einer regionalen Ischamie noch lange nicht ausgereift. Untersucht werden soll,
ob auch eine pharmakologische Vorbehandlung die systemischen
Auswirkungen einer Ischamie nach aortaler Abklemmung vermindert. Es wurde

z.B. gezeigt, das Lipopolysacharid (LPS oder Endotoxin von Gram-negativen
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Bakterien wie E. coli), Monophosphatlipid A (MLA, ein synthetisch hergestellter
Abkommling vom LPS) und zum ersten Mal Lipoteichonsaure (LTA von Gram-
positiven Bakterien wie S. aureus oder B. subtilis) eine spate
Prakonditionierung des Herzens im Ratten-Modell erzeugt [Zacharowski 2000].
Zacharowski und Mitarbeiter verglichen Kontrollgruppen mit Tieren, die 2 oder
24 Stunden zuvor Kochsalzlosung oder LPS erhielten. Als ischamischer
Stimulus diente eine 25-minutige Unterbindung der linken Koronararterie gefolgt
von einer Reperfusionsphase von 2 Stunden. Parameter waren unter anderem
die Infarktgrosse und die Konzentration an Troponin; es zeigte sich ein
signifikant kleineres Infarktareal und niedrigere Troponinwerte in der Gruppe
der 24 Stunden zuvor pharmakologisch vorbehandelten Tiere. Diese Arbeit
belegte damit das Konzept des second window of protection [Zacharowski
2000].

In einer Ubersichtsarbeit berichtete Chao (iber die bisherigen Untersuchungen,
bei denen eine Pramedikation mit LPS 12 bis 24 Stunden vor der Ischamie eine
de novo Synthese von Kkardioprotektiven Proteinen induziert, die das
experimentell erzeugte Infarktareal reduzieren und die linksventrikulare
Funktion weniger einschranken. Dies wurde beim Kaninchen, bei der Ratte und
bei der Maus gezeigt. Hierbei wurde auch gezeigt, dass im Pathomechanismus
des Ischamie/Reperfusionsschaden die Inflammation funktionell massgeblich
beteiligt ist; er schlussfolgert: "... Defining the role of innate immune signaling in
ischemic myocardial injury may have important therapeutic implications..."
[Chao 2009]. Einen therapeutischen Ansatz sehen auch Thrane und Mitarbeiter;
durch Blockade der Signalwege der Inflammation kénnte eine Reduktion der

Mortalitat zu erreichen sein [Thrane2007].

Chatterjee, Zacharowski und Mitarbeiter untersuchten, ob die in vivo Gabe von
subletalen Dosen von LTA (lipoteichoic acid, Zellwandbestandteile von
Staphylococcus aureus) Nieren gegen Dysfunktion und Gewebeschaden bei
Ischamie/Reperfusion schutzen. Sie verabreichen Ratten LTA (1mg/kg i.p.) 24
Stunden vor einer beidseitigen Nieren-Ischamie von 45 Minuten und einer
Reperfusionsphase von 6 Stunden. Gemessen wurden Serum- und Urinwerte,

Inducible nitric oxide synthase (iINOS), Nitrotyrosine, Nieren-Myeloperoxidase
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(MPO), Malondialdehyd (MDA), Stickstoffoxid (NO) und reactive oxygen
species (ROS), zudem wurde ein Ischamiegrading anhand der Nierenhistologie
durchgefuhrt. Es zeigte sich eine signifikante Reduzierung des Nierenschadens
und der Dysfunktion nach Vorbehandlung mit LTA. Als Mechanismus der
Schadensprotektion wurde ursachlich die verminderte Produktion von NO, ROS

und iINOS angenommen [Chatterjee 2002].

Im Schweinemodell konnten Harkin und Mitarbeiter zeigen, dass eine
beidseitige Klemmung der lliacalgefalle Uber 2 Stunden und eine 2 1/2-stlindige
Reperfusion unter anderem eine Erhdhung der Plasmakonzentration von IL-6
generiert. Dieser Effekt konnte mit einem recombinat bactericidal/permeability-
increasing proteine (rBPI) als Pramedikation unterdrickt werden [Harkin 2001].
Eine weitere Klasse von synthetischen TLR-Agonisten, benannt E5564,
beschrieben Hawkins und Mitarbeiter [Hawkins 2002]. Hoshino berichtete uber
TLR 4-defiziente Mause, bei denen eine subletale Gabe von LPS keine

inflammatorische Immunantwort generiert [Hoshino 1999].

Der synthetisch hergestellte Wirkstoff TBC-1269 moduliert als multipler
Selectin-Blocker in vitro die Zytokine TNF-a und IL-10. Loépez-Neblina und
Mitarbeiter konnten im Mausmodell zeigen, dass der Ischamieschaden der
Leber durch TBC-1269 signifikant reduziert wurde. Die Pramedikation erzeugte
einen Abfall der TNF-a-Konzentration und einen Anstrieg des anti-

inflammtorischen Zytokins IL-10 [Lopez-Neblina 2007].

Trotzdem ist zur Zeit noch wenig bekannt, wie LPS, MLA und LTA das Herz
gegen einen Ischamie-Reperfusionsschaden schitzen, aber eine Beziehung zu
den TLR scheint gesichert. Um den klinischen Therapieansatz im Tiermodell zu
evaluieren ist in der vorliegenden Arbeit eine pharmakologische und
mechanische Prakonditionierung vor einem Aorteneingriff geplant. Die
mechanische Prakonditionierung entspricht dem Prinzip nach der kardialen
Vorbehandlung, die im Tiermodell hinreichend bewiesen und evaluiert ist. Dort
wird eine Erhdhung der Ischamietoleranz durch eine intermittierende
Unterbrechung einer Koronararterie erreicht. Entsprechend wird in unserer

Versuchsreihe eine passagere Abklemmung der Aorta vor der eigentlichen
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geplanten Aortenabklemmung durchgefihrt. Die Zeitintervalle zwischen
Prakonditionierung und eigentlicher Ischamie sind entsprechend der bisherigen
Erkenntnisse in eine Fruhphase (Early preconditioning 1-2 h) und eine
Spatphase (Late preconditioning 12-24 h bis 3-4 d) zu unterteilen
[Loukogeorgakis 2005].

Die pharmakologische Prakonditionierung wurde mit dem synthetischen
Lipopeptid PAM3 Cys (palmitylated version of N-acyl-S-diacylglyceryl cysteine,
EMC microcollections GmbH, Tubingen) durchgefuhrt. Es konnte gezeigt
werden, dass Pam3 Cys ein effektiver Agonist fur die Toll-like Rezeptoren TLR
1, TLR 2 und TLR 6 ist (Abb. 4) [Takeuchi 2001, Metzger 1991].

Hua und Mitarbeiter zeigten, dass eine Prakonditionierung von Mausen mit
PAM3CSK4 24 Stunden vor einer cerebralen Ischamie das Infarktgebiet
reduziert und weniger funktionelle und morphologische Veranderungen erzeugt
[Hua 2008].

CHa{CH2), 2 D—'flle
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Abb. 4 Strukturformel des Lipopeptids

"CH KK
CH(CH,) - \H/E'”‘”‘H und Agonisten fir TLR- 1, -2 und -6
H Pam3Cys-SKKKK

[EMC microcollections GmbH, Tlibingen]

Ein weiterer Studienansatz ist das Versuchstier, indem wir Wildtyp-Mause

gegen TLR 2 Knock-out Mause vergleichen.

Aprahamian und Mitarbeiter verglichen in einem operativen Maus-Modell vier
Wochen alte C57BL/6 Wildtyp-Tiere mit TLR 2-defizienten Tieren. Rationale

des Versuches war die Hypothese, dass TLR zur Erkennung enteraler
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Bakterien eine entscheidende Rolle in der mucosalen Immunantwort zusteht.
Von beiden Stammen wurden je 6 Tiere lediglich laparotomiert (SHAM) bzw.
laparotomiert und ein 60-minutiger Verschluss der A. mesenterica superior mit
einer Reperfusion von 90 Minuten durchgefihrt. Teilsticke des Jejunums
wurden histopathologisch untersucht, sowie die intestinal cytocine messenger
RNA fur Interferon-y, IL-4 und IL-6 bestimmt. Histologisch zeigten sich bei den
Knock-out-Mausen in der Ischamie/Reperfusions-Gruppe hdhere Schadens-
scores des Dunndarms als bei den Wildtyp-Tieren. Die Zytokinmuster zeigten
bei den Knock-out-Tieren signifikant erniedrigte Werte fur die drei bestimmten
Parameter gegenuber den ebenso vorbehandelten Wildtyp-Mausen.
Aprahamian bewertete die Ergebnisse als Beweis, dass homozygot TLR 2-
defiziente Mause eine Dysregulation der mucosalen angeborenen Immunitat
haben und dadurch einen schwacheren protektiven Schutz bei einem
Ischadmie/Reperfusion-Schaden. Ubertragen auf den Menschen sieht er darin
eine Erklarung fur den schlechten postpartalen klinischen Verlauf von

Frihgeborenen unter einer Antibiotika-Therapie [Aprahamian 2008].

Bornstein, Zacharowski und Mitarbeiter untersuchten an homozygot fir TLR 2-
defizienten Mausen und Wildtyp-Tieren den Corticosteroid-Gehalt im Plasma
und Zellveranderungen der Nebennieren nach LPS-Gabe als inflammatorischen
Stimulus. Dabei zeigte sich, dass Knock-out-Mause reduzierte Corticoid-Werte
im Plasma haben und damit eine geringere Moglichkeit einer endokrinen
Stressantwort im Rahmen der angeborenen Immunitat. Schlussfolgernd zeigte
sich damit der bedeutende Einfluss der TLR auf die Hypothalamus-
Hypophysen-Nebennieren-Achse unter den Bedingungen von Inflammation und
Sepsis [Bornstein 2004].

Echchannaoui verglich die Immunantwort und das klinische Bild der Meningitis,
hervorgerufen durch eine Infektion mit Streptococcus pneumoniae bei TLR 2-
defizienten Mausen gegenitber Wildtyp-Mausen. Es zeigte sich, dass die
Knock-out-Mause eine hohere bakterielle Dichte im Gehirn und eine hohere
Letalitat insgesamt auch nach antibiotischer Therapie als Wildtyp-Tiere hatten.

Die Konzentrationen an IL-6 waren in beiden Gruppen gleich, 24 Stunden nach
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Infektion waren die TNF a-Aktivitat in der Knock-out-Gruppe signifikant héher
[Echchannaoui 2002].

Favre konnte zeigen, dass TLR 2-defiziente Mause resistenter im myokardialen
Ischamie-Modell waren, wobei die Ischamie durch eine 30-minutige Ligatur der
linken Koronararterie erzeugt wurde. Die Knock-out-Mause hatten ein kleineres
Infarktareal und eine geringere Leukozyteninfiltration als Wildtyp-Tiere. Die
Zytokinmuster zeigten hohere Werte fur die TLR 2-defizienten Mause nach
Ischamie/Reperfusion fir TNF-a und niedrigere Werte fur IL-1B, und IL-6
[Favre 2007]. Das gleiche Ergebnis bei TLR 4-defizienten Mausen wurde von
Oyama und Mitarbeitern berichtet; auch hier waren das Infarktareal sowie die

Inflammation geringer ausgepragt als bei den Wildtyp-Tieren [Oyama 2009].

1.3 Bisherige Versuche mit aortaler Klemmung im Mausmodell in der
Literatur
In der PubMed-gestutzen Recherche zu operativen Versuchsmodellen in der
Maus finden sich zahlreiche Veroffentlichungen, die durch eine suprakoronare
Teilligatur ("Banding") eine Hypertrophie des Herzens induzieren. Desweiteren
werden Modelle berichtet, bei denen eine lower-torso ischemia durch Anlage
von Gummibandern auf Hohe des Trochanter mit Unterbindung der Perfusion
der Hinterlaufe von Mausen generiert wird [Kyriakides 2001]. Spinale Ischamien
kénnen im Mausmodell durch Klemmung des Aortenbogens einschliesslich der
linken A. subclavia und A. mammaria interna untersucht werden [Lang-
Lazdunski 2000]. Distale offene Aortenklemmungen zur induzierten Ischamie
finden sich dagegen nur wenige, die als Grundlage der Festlegung des eigenen

Versuchsmodells dienten.

Carter und Mitarbeiter berichteten erstmalig im Jahr 1998 Uber eine infrarenale
Aortenklemmung in der Maus der Linien Wildtyp und C5-Mangel-Typ. Nach 105
minutiger Klemmphase erfolgte eine klinische Beurteilung der Maus nach 6, 24,
48 und 72 h Reperfusion-Intervall. Nach 3 bzw. 72 h erfolgten Gewebe- und
Blutentnahmen, anhand derer Leber, Milz, Nieren, Herz, Lunge, Darm,
Ruckenmark und Muskel untersucht sowie Leukozyten, Monozyten,
Lymphozyten, Neutrophile, Blutplatichen, LDH, CK, GOT, HAST bestimmt

wurden. In der Summe zeigte sich bei den C5-Mangel-Mausen ein geringerer
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Gewebeschaden bzw. eine geringere immunologische Reaktion als bei Wildtyp-
Mausen. Diese Versuchreihe evaluierte erstmalig ein valides Ischamie/Reper-

fusionsmodell in der Maus durch infrarenale Aortenklemmung [Carter 1998].

Die Arbeitsgruppe um Iwata flhrte bei BALB/c-Mausen eine infrarenale
Klemmung fur 15, 30, 45, 60 bzw. 90 Minuten durch und entnahm Gewebe und
Blut nach 3-stundiger Reperfusion. Als Parameter dienten die ischamiebedingte
Beinstellung, die histologische Untersuchung von Muskelgewebe bzw. die
Bestimmung des Kreatininkinase-Wertes. Als Prakonditionierung wurde
CD18mAB (Hamster Maus-Antikérper CD18) 16 h vor Klemmung bzw. z-VAD
(Cysteine Protease Hemmer) 30 Minuten vor Klemmung injiziert. Es zeigte sich,
dass eine CD18-Blockade den Gewebeschaden reduziert und z-VAD bei
langerer Ischamie den Zelltot und den Gewebeschaden vermindert. Der
Caspase-Inhibitor z-VAD zeigte sich effektiver als CD18 in der Reduzierung des

muskularen Ischamie/Reperfusions-Syndroms [lwata 2002].

Nielsen und Mitarbeiter setzten durch eine infrarenale Aortenklemmung eine
Ischamie fur 60, 75 bzw. 105 Minuten bei BALB/c-Mausen und entnahmen nach
3 Stunden Blut. Als Grad fur den Gewebezerfall wurde die Kreatininkinase (CK)
bestimmt. Als pharmakologische Prakonditionierung wurde ein C1-Inhibitor bzw.
anti-CD18-Antikorper vor Klemmung appliziert. Festgestellt wurde, dass die CK-
Erhéhung proportional zur Klemmdauer war und die Prakonditionierung mit C1-
Inhibitor die CK-Erhohung reduzierte, wohingegen die Medikation mit anti-
CD18-Antikdrpern keinen Einfluss hatte [Nielsen 2002].

Casey und Mitarbeiter flhrten eine thorakale Aortenklemmung fir 11 Minuten
bei Wildtyp- und Polyadenosindiphosphatribosepolymerase-(PARP)-Knock out-
Mausen durch. Bewertet wurden ein neurologischer Score sowie Zytokin-
Protein-Analysen als Inflammationsmarker nach 48 h Reperfusion. Die
Prakonditionierung mit PJ34 (Polyadenosindiphosphatribosepolymerase-
(PARP)-Inhibitor) erfolgte 1 h vor Klemmung. Die neurologische Dysfunktion,
die Mortalitat und Zytokine-Protein-Analyse bei prakonditionierten und PARP-
Knock out-Mausen war niedriger als bei nicht vorbehandelten Wildtyp-Mausen
[Casey 2005].
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1.4. Fragestellung

Die vorliegende Arbeit versucht anhand der Durchfihrung eines
Operationsmodells an Mausen und der Bestimmung der Plasmakonzen-
trationen von Zytokinen und Klinisch relevanten Laborparametern folgende

Fragestellungen zu beantworten:

> Das Experiment soll im Tiermodell zeigen, dass eine passagere
infrarenale Aortenklemmung und die dadurch verursachte Ischamie/
Reperfusion eine systemische Inflammation erzeugt, die in den
Veranderungen der Plasmakonzentration der Zytokine zu ersehen ist
und somit eine valide Modelletablierung ermoglicht. Als Vegleichs-
gruppen dienen unoperierte Tiere als Kontrollen und Tiere mit

SHAM-Operationen (nur Laparotomie ohne Aortenklemmung).

> Die Zytokin-Veranderungen stehen fur die inflammatorische Antwort auf
den experimentell gesetzten Ischamie/Reperfusionsschaden. Durch
parallele Bestimmung von klinisch relevanten Laborparametern, die fur
einen Organschaden stehen und deren Korrelation mit den Zytokinen,
kann die Immunantwort und der Organschaden in kausalen

Zusammenhang gebracht werden.

> Im vorbeschriebenen Konzept der mechanischen Prakonditionierung wird
nachvollzogen, ob durch eine passagere Aortenklemmung und eine
kurze bzw. lange Reperfusionsphase bis zur eigentlichen Aorten-
klemmung die systemische Inflammation zu modulieren ist. Dies ware
durch eine Erniedrigung der Plasmakonzentration der Mehrzahl der
Zytokine und einer Erhohung des anti-inflammatorischen Zytokins

Interleukin (IL)-10 zu erkennen.

> Das synthetische Lipopeptid PAM3 Cys (palmitylated version of N-acyl-
S-diacylglyceryl cysteine) ist ein Agonist an den Toll-like Rezeptoren 1, 2
und 6. Eine praoperative Applikation dieses Agonisten sollte im Sinne
einer pharmakologische Prakonditionierung die Mause gegenuber des

nachfolgenden Ischamie/Reperfusionsschadens durch die infrarenale
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Aortenklemmung resistenter machen. Dies ware durch eine Erniedrigung
der Plasmakonzentration der pro-inflammatoruischen Zytokine und einer
Erhdhung des anti-inflammatorischen Zytokins IL-10 im Vergleich zu

nicht prakonditionierten Tieren zu erkennen.

> Bei Mausen, die homozygot fur Toll-like Rezeptor 2 defizient sind, konnte
bereits gezeigt werden, dass sie gegen bakterielle Infektionen resistenter
sind und eine reduzierte Zytokinantwort haben. Die Aortenklemmung als
inflammatorischer Stimulus sollte bei Toll-like Rezeptor 2 Knock out-
Mausen im Vergleich zu Wildtyp-Mausen eine reduzierte Zytokin-

antwort erzielen.
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2. Material und Methoden

21 Tiermodell

Der Antrag auf Durchfihrung der geplanten Tierexperimente wurde von Seiten
des Tierschutzbeauftragten der Universitat Diusseldorf und des Landesamtes
fur Natur, Umwelt und Verbraucherschutz Nordrhein-Westfalen in Reckling-
hausen gepruft und zugelassen (Projektnummer 50.05-230-68/05, Erstgeneh-
migung vom 16.08.2005, Verlangerungsgenehmigung vom 15.05.2007 und vom
17.09.2008). Zunachst wurde das Operationsprotokoll etabliert und die
Durchfihrbarkeit des operativen Procederes gepruft. Die vier bisher in der
Literatur genannten Versuchsmodelle (Black 2005, Carter 1998, Iwata 2002,
Nielsen 2002) an der Maus mit aortaler Klemmung wurden als inhaltliche
Vorlage genommen.

Als Versuchstiere wurden mannliche Mause von zwei verschiedenen Linien des
Stamms C 57 / BL 6 mit einem Korpergewicht von 25 bis 35 Gramm verwandt.
Zum einen als Wildtyp, die in Eigenzucht von der Tierversuchsanstalt der
Universitat Dusseldorf zur Verfigung gestellt wurden, und zum anderen als
genetisch veranderte Knock out-Maus, homozygot fir TIr2™™" der
amerikanischen Firma JAX (The Jackson Laboratory, 600 Main Street, Bar
Harbor, Maine 04609 USA, Stock Number 004650), die Uber die Firma Charles
River Laboratories (Europe) GmbH, Stolzenseeweg 38, 88353 Killegg,
Bundesrepublik Deutschland, importiert wurden. Die genetisch veranderten
Mause hatten eine Quarantane-Phase in der Tierversuchsanstalt der Universitat
Dusseldorf von 14 Tagen vor Versuchsbeginn. Nach Angaben und bisherigen
Untersuchungen der Firma JAX zeigen die TLR 2™™" _Mutanten keine
physiologischen oder verhaltensbeeinflussendenen Abnormalitaten. Sie
produzieren keine TLR 2-bezogenen Genprodukte und ihre aus Knochenmark
gewonnenen Makrophagen reagieren nicht auf Lipoproteine von Spirochaten
(Borrelia burgdorferi). Arthritis, hervorgerufen durch Borrelia burgdorferi-
Infektionen, sind klinisch schwerwiegender in Mutanten als in Wildtyp-
Kontrollen. Das Gewebe von infizierten Mutanten ist bis zu 100-mal mehr mit

2mKIT_veranderte

Bakterien belastet als in Wildtypen. Homozygot fur TLR
Mause produzieren weder TNF-a noch IL-6 bei Injektionen mit LPS von

Leptospiren (Leptospira interrogans). Diese Linie von BL 6-Mausen wurde
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daher bereits erfolgreich in Versuchen zur Immunantwort auf bakterielle

Endotoxine verwandt [JAX].

Insbesondere der Warme- und Flussigkeitsverlust nach medianer Laparotomie
bedurfte einiger Aufmerksamkeit und wurde im Verlauf technisch mittels
Warmematte, kontinuierlicher rektaler Temperaturmessung und Einsatz von
Warmelampen gelost. Die Eindeutigkeit und Reproduzierbarkeit der
Aortenklemmung konnte unter Beurteilung der Akrenperfusion der unteren
Extremitaten bestimmt werden. Dabei konnte durch reproduzierbare und
zeitabhangige Beobachtungen der ischamiebedingten Fehlstellung der
Hinterlaufe (von Beugung nach ca. 30 Minuten bis zur maximalen
Streckstellung und Innenrotation nach ca. 90 Minuten) eine Validierung der

Aortenklemmung erreicht und photodokumentiert werden.

Zur Bestimmung des praktikabelsten Klemmintervalls zur Generierung eines
inflammatorischen Stimulus wurden chronische Versuche angeschlossen, bei
denen Klemmzeiten zwischen 30 min, 60 min, 70 min und 90 min gewahlt
wurden. Nach Beendigung der Aortenklemmung, Nahtverschluss des
Abdomens und Ausleitung der Narkose wurden die Tiere zur weiteren
Beobachtung in ihre Kafige in die Tierverwahrungsraume verbracht. Dabei
wurden im Verlauf neben der regelmaliigen Gewichtskontrolle auch die
neurologischen Defizite und in Einzelfallen auch der Verlust einer Pfote durch
Ischamiefolge dokumentiert. Nach 3, 4 bzw. 7 Tagen wurden die Tiere in

Narkose getotet und Blut entnommen.

Die Mause wurden in der Tierversuchsanlage der Universitat Dusseldorf
gehalten. Die Haltungsbedingungen waren, entsprechend der gesetzlichen
Bestimmungen, wie folgt: Kafigtyp Il (350 cm®, Hohe 14 cm) bzw. IIl ( 800 cm?,
Hohe15 cm), Einstreu entstaubtes Weichholzgranulat, Temperatur 22 +/- 2 C°,
relative Luftfeuchtigkeit 55 +/- 5 %, Beleuchtung von 06.00 bis 18.00 h mit 320
Lux, Trankewasser ozonisiertes Wasser ad libidum, angesauert mit HCI, pH
2,6-3,0, Mindestgrundflache 180 cm? / Maus, Futter ,ssniff R/M“ ad libidum. Bei
den chronischen Versuchen erfolgte die weitere postoperative Betreuung der

Tiere von bis zu 7 Tagen in entsprechend klimatisierten Haltungsraumen und
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mit Betreuung durch die Versuchsdurchfihrenden und das Pflegepersonal der
TVA.

2.2 Versuchsprotokoll

Die Versuche wurden in der Tierversuchsanlage der Universitat Disseldorf
(Raum 101) durchgefuhrt, die entsprechend vorgewarmt und klimatisiert wurde.
Der Versuchstisch wurde mit einer elektronisch gesteuerten Warmematte
(Einstellungsgrenzen min. 36°C, max. 39°C) aufwarmt und mit einem Flies
abgedeckt. Die bendtigten Injektionsldsungen (NaCl-Lésung, Aliquotierung des
Narkotikums mit 37,5 pl Pentobarbital und 963 ul NaCl) wurden in einer
Warmebox (Wasserbad) bei 38°C erwarmt. Die Mause wurden dem Kafig
entnommen, gewogen und das Korpergewicht notiert. Es erfolgte eine
Allgemeinnarkose mit intraperitonealer Injektion von Pentobarbital in der
Dosierung von 90 mg pro kg Koérpergewicht. Nach Kontrolle der Narkosetiefe
durch Provozierung eines Schmerzreizes wurden die Mause markiert
(Strichringe auf dem Schwanz) und in Ruckenlage auf der Warmematte mit
Klebebandfixierung der Hinterlaufe gehalten. Durch rektale Plazierung eines
Thermometers wurde die Kérperkerntemperatur kontrolliert und ggf. korrigiert
(Abdeckung mit einer Verbandskompresse und Warmelampe bzw. Weglassen
der selbigen). Die Zunge wurde zur Freihaltung der Atemwege vorverlagert und
die Vitalzeichen klinisch Uberprift (Abb. 5).

Abb. 5 Rickenlagerung der Maus,
Fixierung der Hinterlaufe mittels Klebe-
band, Temperaturiiberwachung mit trans-
rektalem Thermometer

(Photos: Frau Kremer, Printmedia-Zen-
trum der Heinrich-Heine-Universitat Dus-
seldorf)




Material und Methoden 30

Die chirurgischen Instrumente (Scheren, Pinzetten, Klemmen) wurden zuvor in
Sterilium® desinfiziert. Desinfektion der Ventralseite der Maus und schichtweise
mediane Laparomie vom linksseitig umschnittenen Xiphoid bis zur Symphyse.

Er6ffnung des Peritoneum in der Linea alba (Abb. 6).

Abb. 6 Schichtweise mediane
Laparotomie und Eréffnung des
Peritoneums in der Linea alba

Das Intestinum wurde mittels zweier zuvor mit NaCl angefeuchteter
Wattestabchen hervorluxiert und nach rechts lateral vorverlagert (Abb. 7). Bei
den SHAM-Operationen wurde der Eingriff nach Reposition des Intestinums in
die Abdominalhdhle in diesem Zustand belassen und das Abdomen
entsprechend der Gruppen mit aortaler Klemmung nach 60 Minuten

verschlossen.

Abb. 7 Vorverlagerung des
Intestinums nach rechts lateral
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Das Retroperitoneum wurde mit stumpfer Praparation durch zwei

Wattestabchen dargestellt und eréffnet (Abb. 8). Die infrarenale Aorta und die

Vena cava inferior wurden identifiziert (Abb. 9).

Abb. 8 Darstellen und Eroffnen
des Retroperitoneums mithilfe
von Wattestabchen

Abb. 9 Identifizierung der infra-
renalen Aorta und der Vena cava
posterior (Analogon der Vena
cava inferior beim Menschen)

Die infrarenale Aorta wurde separiert (Abb. 10) und passager mit einer Micro-

Bulldogklemme infrarenal geklemmt (Abb. 11).
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Abb. 10 Separierung der Aorta
abdominalis im infrarenalen Ab-
schnitt

Abb. 11 Passageres Klemmen
der Aorta abdominalis im infra-
renalen Abschnitt mit einer
Micro-Bulldogklemme

ik

Der Beginn der Ischamiephase wurde notiert und entsprechend der
Gruppenzuordnung die Klemmung fir 30, 60, 70 bzw. 90 Minuten belassen. In
der Etablierungsphase wurde bei einer Gruppe von n=6 Mausen anstelle der
Klemmung mittels Micro-Buldogge eine infrarenale Aortenligatur durchgefuhrt
und das Abdomen wieder verschlossen. Die Mause wurden in Narkose
belassen und Pentobarbital i. p. entsprechend der Narkosetiefe nachtitriert.
Endpunkt dieser Reihe war das Versterben der Mause, um den zeitlichen
Verlauf der Schadigung durch die maximale Ischamie nach Aortenligatur zu
bestimmen (siehe Kapital Ergebnisse). Bei der passageren Aortenklemmung
als mechanische Prakonditionierung wurde das Abdomen provisorisch bis zur
Entfernung der Klemmen aneinandergeheftet. Die korrekte Positionierung der
Aortenklemme mit vollstandiger Unterbrechung des Blutflusses wurde durch
vergleichender Inspektion der Akren der Vorder- und Hinterlaufe kontrolliert.

Nach einmaliger manueller Kompression der Hinterpfoten zeigte sich bei
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korrekter Aortenklemmung ein Ausbleiben der kapillaren Wiederauffillung und

Ausbleiben eines rosigen Hautkolorits der Akren der Hinterlaufe (Abb. 12).

Abb. 12 Kontrolle der korrekten Aortenabklemmung durch Beurteilung der Akren der
Vorder- und Hinterlaufe: Vorderpfote mit rosigem Kollorit (links), Hinterpfote mit abge-
blasstem weissem Kolorit ohne kapillare Wiederaufflllung (rechts)

Desweiteren zeigte sich als Beweis einer vollstandigen Aortenklemmung eine
ischamiebedingte Veranderung von Spontanhaltung und Muskeltonus der
Hinterlaufe, die in ihren Auspragungen direkt mit dem =zeitlichen Verlauf
korrelierten. Es bestand die Zunahme einer Streckhaltung der Hinterldufe mit
leichter Innenrotation und eine Verhartung des muskularen Tonus im Sinne
eines Rigors (Abb. 13). In der Gruppe mit definitiver Aortenligatur zeigte sich die
Maximalauspragung mit kompletter Streckhaltung und Starre der unteren
Kdrperhalfte nach ca. 180 Minuten (Abb. 14).
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Nach Ablauf des entsprechenden

Abb. 13 Zunahme von Streck-
haltung und Rigor der Hinter-
ldufe in Abhangigkeit von der
Ischamiedauer, 10 min (links),
30 min (Mitte), 60 min (rechts)
nach infrarenaler Aortenklem-
mung

Abb. 14 Vollstandiger Rigor und
maximale Streckhaltung der Hin-
terlaufe nach 180 min Ischamie-
dauer durch infrarenale Aorten-
ligatur

Ischamieintervalls wurde die Micro-

Bulldogklemme entfernt und damit die Reperfusionsphase begonnen. Zur

Aufwarmung des Korpers und Ausgleich von Flussigkeitsverlusten wurden 2 mi

aufgewarmtes NaCl in die Abdominalhdhle gespritzt und das Abdomen mit 5-0

Prolene-Naht zweireihig verschlossen (Abb. 15, 16 und 17).
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Abb. 15 Nach Entfernung der
Aortenklemme Beginn der Re-
perfusionsphase und schicht-
weiser zweireihiger Bauchdek-
kenverschluss (5-0 Prolene)

Abb. 16
Bauchdeckenverschluss
(5-0 Prolene)

Abb. 17
Naht des Fells (5-0 Prolene)

Unter kontinuierlicher klinischer Kontrolle der Vitalfunktionen (Kreislauf,
Atmung, Temperatur) wurde die Beendigung der Allgemeinnarkose uberwacht.

Die normtemperierte und wieder mobile Maus wurde in den Kafig zurlickgesetzt
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und das Verhalten (Beginn der Flussigkeits- und Nahrungsaufnahme) sowie
eventuelle neurologische Defizite der Hinterlaufe dokumentiert. Bei normalem
Verhalten wurden die Tiere der chronischen Langzeitversuche in die
Aufbewahrungsraume der TVA zurlckgebracht. Die Tiere der Gruppe zur
Uberprifung der kurzen mechanischen Prakonditionierung  wurden
entsprechend dem Zeitintervall von 2, 4, bzw. 6 Stunden im Arbeitsraum
belassen. Zur Blutgewinnung wurden die Tiere in Narkose durch Streckung des
Ruckgrates geschlossen dekapitiert, das Abdomen wiedereroffnet und der
Thorax durch Sternotomie zuganglich gemacht. Mit einer heparinisierten 2 ml-
Spritze wurden 400 bis 800 pl Blut dem Herzen abpunktiert, in Eppendorf-
GefalRen auf Eis gelagert und anschliessend in einer Zentrifuge 5 Minuten mit
5000 Umdrehungen/Minute zentrifugiert. Der plasmatische Uberstand wurde in
katalogisierte Eppendorfgefale pipettiert und in einem Tiefklhlschrank bei

-80°C asserviert.

2.3 Versuchsgruppen

Die Gesamtheit aller Versuche wurde entsprechend ihrer inhaltlichen
Unterschiede und mit Berucksichtigung der zeitlichen Abfolge der Versuche in
vier Serien unterteilt; innerhalb der Serien unterscheiden sich die Gruppen in
der Dauer der aortalen Klemmung, der mechanischen oder pharmakologischen
Prakonditionierung, der Dauer der Reperfusionsphase vor Blutenthnahme bzw.

in ihrem Genotyp (Wildtyp bzw. Knock-out-Maus).

Die Versuche der Serie A dienten zunachst der Etablierung des Operations-
ablaufes einschliesslich der Narkoseflihrung und -Uberwachung (Gr. 1). Dies
beinhaltete auch die Uberprifung einer validen und reproduzierbaren aortalen
Klemmung, wie oben beschrieben. Die nachste Versuchsreihe (Gr. 2) bestand
in der Durchfihrung der maximalen aortalen Klemmung (infrarenale
Aortenligatur) und Verschluss der Laparotomie, wobei die Mause in Narkose
belassen wurden. Endpunkt der Gruppe 2 war der Tod der Maus, und es wurde
der zeitliche Verlauf von der Ligatur bis zum Tod dokumentiert (beide Gruppen
Akut-Versuche). Danach begannen die chronischen Versuche mit bis zu 7
Tagen Reperfusionsphase; Gruppe 3 bestand in einer SHAM-Gruppe, bei der

lediglich eine Laparotomie, eine passagere Herausverlagerung des Intestinum
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und, nach Reposition des Intestinums, ein Verschluss des Abdomens erfolgte;
eine Klemmung oder Manipulation der abdominalen Aorta erfolgte hier nicht
(Nomenklatur: Serie A_nur Laparotomie_Gr.3, WT_AOX_60minS_03d). Zur Be-
stimmung eines idealen Klemmintervalls, bei der zwar ein deutlicher Ischamie-
schaden generiert wird, der jedoch nicht letal ist, erfolgten chronische Versuche
mit einem 30, 60, 90 bzw. 70 minutigem Klemmintervall, das
Reperfusionintervall lag bei 3 und 7 Tagen

(Nomenklatur:

Serie A_30 min Klemmung_Gr.4, WT_AOX_30minX_03 bzw 07d;

Serie A_60 min Klemmung_Gr.5, WT_AOX_60minX_03 bzw 07d;

Serie A_90 min Klemmung_Gr.6, WT_AOX_90minX_03d;

Serie A_70 min Klemmung_Gr.7, WT_AOX_70minX_03d).

In der Serie B wurde mit einer Kontrollgruppe begonnen, bei denen den Tieren
direkt nach Entnahme aus dem Kafig und Narkotisierung ohne weitere
operative Massnahme Blut entnommen wurde (Nomenklatur: Serie B_Sham,
direkte Entnahme_Gr.8, WT_Saline_0h). In den nachsten vier Gruppen wurde
bei den Mausen eine 60-minltige infrarenale Aortenklemmung durchgeflihrt
und eine Reperfusionsphase von 2, 4, 6, bzw. 24 Stunden

(Nomenklatur:

Serie B_Klemmen 60X, 2 h_Gr.9, WT_AOX_60minX_02h;

Serie B_Klemmen 60X, 4 h_Gr.10, WT_AOX_60minX_04h,

Serie B_Klemmen 60X, 6 h_Gr.11, WT_AOX_60minX_06h;

Serie B_Klemmen 60X, 24 h_Gr.12, WT_AOX_60minX_24h).

Als Vergleichsgruppen dienten SHAM-operierte Tiere, d. h. mit alleiniger
Durchfuhrung einer Laparotomie ohne Aortenklemmung, mit denselben
Reperfusionsintervallen von 2, 4, 6 bzw. 24 Stunden

(Nomenklatur:

Serie B_Laparotomie 60S, 2 h_Gr.13, WT_AOX_60minS_02h;

Serie B_Laparotomie 60S, 4 h_Gr.14, WT_AOX _60minS_04h;

Serie B_Laparotomie 60S, 6 h_Gr.15, WT_AOX _60minS_06h;

Serie B_Laparotomie 60S, 24 h_Gr.16, WT_AOX_60minS_24h).
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In der Serie C wurden Prakonditionierungsversuche durchgefiihrt, die sich in
mechanische und pharmakologische Versuche unterscheiden lassen.
Entsprechend dem Modell von early und late preconditioning wurden bei der
mechanischen Prakonditionierung zudem zwei Zeitintervalle beobachtet. Die
kurze mechanische Prakonditionierung beinhaltet Versuche, bei denen nach
einer 15-minutigen aortalen Klemmung eine 30-minutige Reperfusionsphase
nach Declamping durchgefuhrt wurde und sich dann die eigentlichen
Aortenklemmung von 60 Minuten anschloss. Das Zeitintervall zwischen
zweitem Declamping und Entnahme von Blut betrug 2, 4 bzw. 6 Stunden
(Nomenklatur:

Serie C_mech. Pra kurz, 2 h_Gr.17, WT_AOX_15minX_30min_60minX_02h;
Serie C_mech. Pra kurz, 4 h_Gr.18, WT_AOX_15minX_30min_60minX_04h;
Serie C_mech. Pra kurz, 6 h_Gr.19, WT_AOX_15minX_30min_60minX_06h).

Die zweite Reihe der Serie C bestand in der kurzen SHAM-Konditionierung
durch Laparotomie und Exploration des Intestinums fur 15 Minuten, gefolgt von
einem 30 minutigem Intervall (entsprechend nicht als Reperfusionsphase zu
bezeichnen) und einer Aortenklemmung von 60 Minuten. Die Blutenthnahmen
erfolgten nach 2, 4 bzw. 6 Stunden

(Nomenklatur:

Serie C_mech. Prakurz, 2 h_Gr.20, WT_AOX_15minS_30min_60minX_2h;
Serie C_mech. Pra kurz, 4 h_Gr.21, WT_AOX_15minS_30min_60minX_4h;
Serie C_mech. Pra kurz , 6 h_Gr.22, WT_AOX_15minS_30min_60minX_6h).

Die dritte Reihe der Serie C waren Versuche mit einer 15-minutigen
Aortenklemmung, gefolgt von einer 60-minitigen Reperfusionsphase und einer
SHAM-Manover ohne erneute Klemmung von 60 Minuten; die Zeitintervalle bis
zur Entnahme lagen bei 2, 4 und 6 Stunden

(Nomenklatur:

Serie C_mech. Pra-Sham kurz, 2 h_Gr.23, WT_AOX_15minX_30min_-
60minS_02h

Serie C_mech. Pra-Sham kurz, 4 h_Gr.24, WT_AOX_15minX_30min_-
60minS_04h
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Serie C_mech. Pra-Sham kurz, 6 h_Gr.25, WT_AOX_15minX_30min_-
60minS_06h).

Die vierte Reihe ensprach der noch verbliebenen Konstellation eines 15-
minutigen SHAM-Mandévers mit einem Intervall von 60 Minuten und einem
weiteren SHAM-Manover von 60 Minuten. Die Zeitintervalle bis zur Entnahme
lagen bei 2, 4 bzw. 6 Stunden

(Nomenklatur:

Serie C_mech. Pra-Sham kurz, 2 h_Gr.26, WT_AOX 15minS_30min_-
60minS_02h

Serie C_mech. Pra-Sham kurz, 4 h_Gr.27, WT_AOX_15minS_30min_
60minS_04h

Serie C_mech. Pra-Sham kurz, 6 h_Gr.28, WT_AOX_15minS_30min__
60minS_06h)

Die nachsten drei Reihen der Gruppe C betrafen die lange mechanische
Prakonditionierung, bei der zwischen einer 15-minltigen Prakonditionierung
und der eigentlichen Aortenklemmung von 60 Minuten ein Intervall von 24
Stunden bestand. Desweiteren wurde die SHAM-Procedur ebenso
durchgefuhrt; das Reperfusionsintervall von 2, 4, und 6 Stunden war ebenso
identisch. Der Versuch mit zwei aufeinanderfolgenden SHAM-Proceduren Uber

24 Stunden wurde nicht durchgefiihrt. Die Nomenklatur war entsprechend:

Serie C_mech. Pra lang, 2 h_Gr.29, WT_AOX_15minX_24h_60minX_02h;
Serie C_mech. Pra lang, 4 h_Gr.30, WT_AOX_15minX_24h_60minX_04h;
Serie C_mech. Pralang, 6 h_Gr.31, WT_AOX_15minX_24h_60minX_06h;

Serie C_mech. Pra-Sham lang, 2 h_Gr.32, WT_AOX_15minS_24h__
60minX_02h;
Serie C_mech. Pra-Sham lang, 4 h_Gr.33, WT_AOX_15minS_24h
60minX_04h;
Serie C_mech. Pra-Sham lang, 6 h_Gr.34, WT_AOX_15minS_24h__
60minX_06h;
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Serie C_mech. Pra-Sham lang, 2 h_Gr.35, WT_AOX_15minX_24h
60minS_02h;
Serie C_mech. Pra-Sham lang, 4 h_Gr.36, WT_AOX_15minX_24h__
60minS_04h;
Serie C_mech. Pra-Sham lang, 6 h_Gr.37, WT_AOX_15minX_24h
60minS_06h.

Die pharmakologische Prakonditionierung der Serie C beinhaltete zwei Reihen
von je drei Gruppen, bei denen nach einer intraperitonealen Applikation von 200
pug PAM3Cys (EMC Microcollections, Tubingen) eine 24-stiindige Intervallphase
begann. Im Anschluss daran wurde eine 60-minutige aortale Klemmung bzw.
SHAM-Prozedur durchgefuhrt. Die Blutentnahme erfolgte entsprechend nach 2,
4 bzw. 6 Stunden

(Nomenklatur:

Serie C_pharm. Pra, 2 h_Gr.41, WT_AOX_PAM_24h_60minX_02h;

Serie C_pharm. Pra, 4 h_Gr.42, WT_AOX_PAM_24h_60minX_04h;

Serie C_pharm. Pra, 6 h_Gr.43, WT_AOX_PAM_24h _60minX_06h;

Serie C_pharm. Pra-Sham, 2 h_Gr.44 , WT_AOX_PAM_24h_60minS_02h;
Serie C_pharm. Pra-Sham, 4 h_Gr.45, WT_AOX_ PAM_24h_60minS_04h;
Serie C_pharm. Pra-Sham, 6 h_Gr.46 , WT_AOX PAM_24h_60minS_06h).

Die Serie D beinhaltete Versuche mit Knock out-Mausen, die homozygot fur
TLR 2™'K" veranderten waren (Stock Number 004650, The Jackson Laboratory,
600 Main Street, Bar Harbor, Maine 04609 USA). Aufgrund der hohen
Beschaffungskosten wurde die Serie auf zwei Zeitintervalle von 2 bzw. 4
Stunden begrenzt; als Ischamieschaden wurde eine aortale Klemmung von 60
Minuten durchgefihrt

(Nomenklatur:

Serie D_KO-Maus 60X, 2 h_Gr.55, TLR2KO_AOX_60minX_02h;

Serie D_KO-Maus 60X, 4 h_Gr.56, TLR2KO_AOX_60minX_04h).
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24 Messmethoden der Blutproben

Das Plasma wurde mittels Immunoassay auf den Gehalt an Zytokinen
(Abschnitt 2.4.1) gemessen. Die Untersuchung wurde im Institut der
Experimentellen Anasthesie der Universitat Dusseldorf und spater nach Um-
siedelung der Arbeitsgruppe, im Department of Anaesthesia, University
Hospitals Bristol NHS Foundation Trust, Bristol, UK durchgefuhrt. Die dafur
nicht verbrauchten Plasmenmengen wurden im Zentralinstitut fur Klinische
Chemie und Laboratoriumsdiagnostik, Abteilung Kleintieranalytik der Universitat
Dusseldorf in Bezug auf laborchemische Parameter (Abschnitt 2.4.2)

untersucht.

2.4.1 Bestimmung der Zytokin-Konzentrationen

Die Blutplasmen wurden mit dem Immunoassay Mouse Cytokine Ten-Plex
Antibody Bead Kit der Firma BioSource International, Inc., 542 Flynn Road,
Camarillo, California 93012, USA gemessen, der nach Ubernahme durch
Invitrogen GmbH, Technologiepark Karlsruhe, Emmy-Noether Strasse 10,
76131 Karlsruhe, Deutschland, in Cytokine Mouse 10-Plex Panel umbenannt
wurde. Dieser Immunoassay zusammen mit dem Auslesegerat Luminex 100
der Firma Luminex Corporation, Austin, Texas, USA bestimmt den Gehalt der
Zytokine Interleukin (IL)-1B3, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-12, Granulocyte
macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF), Interferon-gamma (IFN-y) und

Tumornekrosefaktor-Alpha (TNF-a) im Plasma.

Grundlage der Messmethode, die sog. Luminex-xMAP-Technologie, sind
mikroskopisch kleine spharische Polystyrol-Partikel mit 5,6 Micrometer
Durchmesser, die auch Mikrospharen oder Beads genannt werden. Analog zu
den Testmethoden ELISA und Westernblot dienen die Mikrospharen, die sich in
ihrem Fluoreszenzfarbstoff unterscheiden und jedes ein eigenes spezifisches
Nachweisreagenz auf der Oberflache tragt, als Festphase einer biochemischen
Nachweisreaktion durch spektral unterscheidbare Fluorochrome. Auf diese
Weise konnen mit diesem Assay simultan 10 verschiedene Nachweisreaktionen
mit sehr geringen Probenvolumina durchgefuhrt werden. Die Mikrospharen sind
mit zwei Fluoreszenzfarbstoffen gefarbt, die in differenten Bereichen des

optischen Spektrums emittieren. Die Kombination der beiden Farbstoffe in
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jeweils 10 verschiedenen Konzentrationen ermoglicht somit 100 spektral

verschiedene Schattierungen von Rot und Infrarot (Abb. 18).

o990 000000
00000900000
o000 00000
2900000009
L2 2 2 2 2 2 2 % 2
L2 2 2 2 2 2 2 2 2
900000000
0000000000

2900000000
9000000000 Abb. 18 Schema von 100 Beadklassen

von jeweils 10 verschiedenen Konzentra-
tionen von Rot und Infrarot [Multimetrix
GmbH]
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Jede der resultierenden Fluoreszenzintensitaten definieren eine Population von
Mikrospharen (Beadklasse). Die Beadklassen sind die Grundlage fur das
multiplexe Format, da jede Klasse ein Einzeltest darstellt. Der Testkit enthalt
einen Mischung unterschiedlich gefarbter und beschichteter Beads (Bead-Mix),
die mit der Probe fur 2 Stunden inkubiert werden, was zur Bindung der jeweils
molekularen komplementaren Reaktionspartner (Analyten) an die passenden
Antikérper (capture antibodies) fuhrt. Abhangig von der Konzentration der
entsprechenden Analyten in der Probe, wird mehr an das Bead gebunden.
Nach Waschung erfolgt der spezifische Nachweis der Bindung von Analyten an
die Mikrosphare Uber Detektionsmolekule (biotinylated detector antibodies, sog.
Reporter) fur eine Stunde. Das Detektionsmolekll zeichnet sich durch eine
hohe spezifische Affinitat zum Analyten aus und wird nach erneuter Waschung
mit einem Fluoreszenzfarbstoff (streptavidin conjugated to the fluorescent
protein R-Phycoerythrin, Streptavidin-RPE) gekoppelt, der im
Wellenlangenbereich des grinen Lichts emittiert. Wahrend dieser letzten
Inkubationszeit von 30 Minuten bindet Streptavidin-RPE an die biotinylated
detector antibodies, wodurch ein 4-schichtiger solider Festkorper entsteht. Der
spektrale Ausschnitt des Streptavidin-RPE unterscheidet sich von denen der
vorgegebenen Farbstoffe der Mikrospharen, sodass die Klassifizierung der

Mikrospharen und die Quantifizierung des Analyten nebeneinander
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durchgefuihrt werden kénnen (Skizze des Cytokine Mouse 10-Plex Panel -
Protokolles Abb. 19).
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Pre-wet plate
Add 25 pl antibody coated beads

l wath Iy

Sample 1ype: Samiphe 1ype:
atandnid sepurmy gl airna
DS CuluEE SUpSTTaAnNt

Hidd 50 il Add Soul [
incubation buffer  inoubation buffer
s T, ; it
v by W
- L . - B 10 il Al 50 . - i I
Handsnd Ay it
B 5l sarngde

N

l Ehakes for 2 houes st BT inthe dmk

Z woazh Fu
"REE| Add 100 pl bictinylated detector antibody
“ad i %:;e1h 1 hows a1 AT in the dack
Add 100 uL SAV-RPE
: o r:r Ehalos For 20 mnin. 31 AT im thee dask
FILE wach Ix
Add 100 pL wash buffar Abb. 19
l g oo e i Protokoll des Immunoassays
2 Cytokine Mouse 10-Plex Panel
Readin Map- Systern der Firma Invitrogen [Invitrogen
Total time: 3.5 howrs Gmbh, Karlsruhe]
— ’ AB=Antibody,
Cytokime  * SAVRPE SAV-RPE=streptavidin
s conjugated to the fluorescent

{~Bead s, Biotinglated dectecbor Ab protein R-Phycoerythrin (Strep-
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Die Bestimmung und Auswertung des Assays im Luminex 100-Analysegerat
basiert auf der Methode der Durchflusszytometrie unter Verwendung von zwei
unterschiedlichen Lasern. Die Beads werden wahrend der Einspritzung in die
Messklvette mit einer Mantelflissigkeit (Sheath Fluid) umspllt, sodass
zwischen dem fokusierten Probenstrahl und der Mantelflissigkeit eine laminare

Stromung entsteht und eine hydrodynamische Fokusierung entsteht (Abb. 20).
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Abb. 20 Hydrodynamische Fokusierung der Beads durch Umspulung einer Mantel-
flissigkeit (Sheath Fluid) [Multimetrix GmbH]

Die Beads werden einzeln durch den Fokus des Laser-Detektionssystems (Abb.
21) geleitet, bestehend aus einer Laserdiode mit 633 nm und einer mit 532 nm.
Das Licht der 633nm-Diode regt den an den Beads gebundenen Fluoreszenz-
farbstoff an, der in den Wellenlangenbereichen 645-669 nm und >712 nm
emittiert. Das emittierte Licht wird zu den sog. Avalance-Photodioden (APD)
geleitet, die eine Zuordnung der Mikrospharen zu ihrer jeweiligen Population
ermdglichen. Der zweite Laser mit 532 nm Wellenlange (Yttrium-Argon-
Germanium) regt den Fluoreszenzfarbstoff des Reporter-Molekils an, das im
Bereich 563 bis 587 nm emittiert. Die Intensitat des emittierten Lichtes ist
proportional zur gebundenen Analytenmenge und wird im Photomultiplier (PMT)

gemessen.

Abb. 21 Technische
Skizze des Laser-
Detektionssystems
mit zwei Laserdioden
von 633 nm bzw. 532
APD APD nm Wellenlange
[Multimetrix GmbH]
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Die Photodioden (Klassifizierung) und der Photomultiplier (Quantifizierung)
leiten die Messung des empfangenen Fluoreszenzlichtes an das Analyse-
system weiter, welches bis zu 20.000 Messereignisse pro Sekunde verarbeiten
kann. Die Konzentration der 10 Zytokine wird in der Einheit pg/ml bestimmt und
gespeichert [Zhao 2003, Vignali 2000, Chen 1999, Carson 1999, Oliver 1998].

2.4.2 Bestimmung der Laborchemie

Alanin-Aminotransferase / Glutamat-Pyruvat-Transaminase (ALT / GPT)

Die Alanin-Aminotransferase gehoért zu den Transaminasen, die die Konversion
von Aminosaure und a-Ketosdure durch Transfer von Aminogruppen
katalysiert. Die hochste Aktivitat von ALT findet sich in der Leber, signifikante
Werte auch in Niere, Herz, Skelettmuskel, Pancreas, Milz und Lunge. Erhohte
Serumwerte von ALT deuten auf einen Myokardinfarkt, Lebererkrankung,
Muskeldystrophie und weiteren Organschaden hin. Die Messung des ALT-
Gehaltes erfolgte mit dem Roche® MODULAR Analysator nach einem
standardisierten UV-Test. Nach Zugabe des Reagens 1 (Puffer, Enzym,

Koenzym) und Reagenz 2 (a-Ketoglutarat) startet die Reaktion:

ALT

-

o-Ketoglutarat + L-Alanin L-Glutamat + Pyruvat

Das Enzym ALT katalysiert diese Gleichgewichtsreaktion. Der Anstieg an
Pyruvat katalysiert diese Gleichgewichtsreaktion. Der Anstieg an Pyruvat
determiniert die Indikatorrelation, welche durch die Laktatdehydrogenase

katalysiert wird:

LDH
Pyruvat + NADH + H" _ L-Laktat + NAD"
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NADH wird zu NAD" oxidiert. Die Rate des photometrisch gemessenen Abfalls
an NADH ist direkt proportional mit der Bildungsrate an Pyruvat und somit zur
Aktivitat der ALT (U/1).

Aspartat-Aminotransferase / Glutamat-Oxalacetat-Transaminase (AST /
GOT)

Die Aspartat-Aminotransferase kommt sowohl im Zytoplasma als auch in den
Mitochondrien vor. Bei leichtgradigem Gewebeschaden ist die AST des
Zytoplasmas im Plasma dominierend und weniger die AST der Mitochondrien.
Hingegen geht ein schwerer Gewebeschaden mit einer Erhohung der
mitochondrialen AST einher. Die Messung des AST-Gehaltes erfolgte mit dem
Roche® MODULAR Analysator nach einem standardisierten UV-Test. Im
Gegensatz zur ALT-Messung wird als Reagenz 2 o-Ketoglutarat addiert,

welches die Reaktion startet:

AST
a-Ketoglutarat + L-Aspartat ) L-Glutamat + Oxalacetat

Das Enzym AST katalysiert diese Gleichgewichtsreaktion. Der Anstieg an
Oxalacetat katalysiert diese Gleichgewichtsreaktion. Der Anstieg an Pyruvat
determiniert die Indikatorreaktion, welche durch die Malatdehydrogenase

katalysiert wird:

MDH
Oxalacetat + NADH + H* L L-Malat + NAD"

-

NADH wird zu NAD" oxidiert. Die Rate des photometrisch gemessenen Abfalls
an NADH ist direkt proportional mit der Bildungsrate an Oxalacetat und somit
zur Aktivitat der AST (U/1).

Laktatdehydrogenase (LDH)

Die Laktatdehydrogenase ist ein in allen Geweben vorkommendes Enzym,
insbesondere in Herz, Leber, Muskeln und Nieren. Die LDH kann im Serum,
bedingt durch ihr unterschiedliches Verhalten bei der Elektrophorese, in funf
verschiedene Isoenzyme unterteilt werden. Jedes Isoenzym ist ein Tetramer,

bestehend aus zwei verschiedenen Untereinheiten. Diese beiden
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Untereinheiten reprasentieren Herz- bzw. Muskelgewebe als zwei
Homotetramere LDH-1 (Herz) und LDH-2 (Muskel). Die weiteren drei sind
Hybrid-lsoenzyme. Die hochsten Serum-Werte an LDH finden sich bei
Patienten mit megaloblastischer Anamie, mit metastasiertem Tumorleiden und
im Schock. Mittelgradige Anstiege der LDH kommen bei Muskelerkrankungen,
beim nephrotischem Syndrom und bei Leberzirrhose vor. Bei myokardialer und
pulmonaler Infarzierung, bei Leukamie, hamolytischer Anamie und nicht-viraler
Hepatitis sind die LDH-Anstiege leicht erhdht. Die Messung des LDH-Gehaltes
erfolgte mit dem Roche® MODULAR Analysator nach einem standardisierten

UV-Test. Nach Hinzugabe der Reagenzien startet die Reaktion:

LDH

L-Laktat + NAD" — Pyruvat + NADH + H*

Die LDH katalysiert die Reaktion von L-Laktat zu Pyruvat, wobei NAD zu NADH
reduziert wird. Die initiale Menge von NADH ist direkt proportional zur
katalytischen LDH-Aktivitat und und wird bestimmt durch den Absorptions-
anstieg bei 340 nm (U/l).

Troponin T/ cardiac T (TnT)

Troponin T ist Bestandteil kontraktiler Fasern der gesamten gestreiften
Muskulatur, ist jedoch bei Skeletmuskeln anders als bem Myokard (cardiac
TnT, Molekulargewicht 39,7 Dalton) und daher hoch gewebespezifisch und ein
Marker fur einen Gewebeuntergang im Herzen. Beim akuten Herzinfarkt steigt
das TnT 3 bis 4 Stunden nach Ereignis an und bleibt fir bis zu 14 Tagen
erhoht. TnT ist zudem ein unabhangiger prognostischer Marker beim akuten
Koronarsyndrom als Prediktor fur den klinischen Verlauf. Ein Myokardinfarkt
liegt vor, wenn die Blutwerte des cardiac TnT Uber der 99zigsten Perzentile der
gesunden Normalbevolkerung liegen. Patienten mit einem akuten
Koronarsyndrom und erhohten TnT mit oder ohne CK-MB-Erh6hung haben
definitionsgemass einen non-ST-elevation Myokardinfarkt (NSTEMI), im
Gegensatz zu der Diagnose einer instabilen Angina pectoralis mit normwertigen
Troponin-Werten.  Myokardialer Zellschaden mit erhohten  Troponin-

Konzentrationen kann auch auftreten bei kongestivem Herzversagen,
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Kardiomyopathie, Myokarditis, Herzcontusion, Nierenversagen, Lungenembolie,
Apoplex, Linksherzversagen im septischen Schock oder im Rahmen operativer
oder interventioneller Herzbehandlungen. Die Messung des TroponinT-
Gehaltes erfolgte mit dem Roche® ELECSYSY Analysator nach einem
standardisierten Immunoassay, der mit zwei monoclonalen Antikdrpern
spezifisch gegen TnT reagiert und nach dem Prinzip electrochemiluminescence
immunoassay ECLIA arbeitet. In der ersten Inkubation reagiert die Blutprobe
mit biotinylated monoclonalem Troponin T-spezifischem Antikorper und
monoclonalem Troponin T-spezifischem Antikorper, der mit einem Ruthenium-
Komplex belegt ist, als Sandwich-Komplex. Nach Zugabe von streptavidin-
bedeckten Micropartikeln wird der Komplex zu einem soliden Zustand durch
Bindung des Biotin und des Stratavidin. Die Micropartikel werden magnetisch
isoiert und mittels Anlegung einer Spannung an die Elektrode durch
chemiluminescente emission mit einem Photomuliplier gemessen. Die
Ergebnisse werden anhand einer Kalibrationskurve quantifiziert und der

Troponin-Gehalt bestimmt (ng/ml).

Creatinin (Crea)

Im  Muskelmetabolismus wird Creatinin endogen aus Creatin und
Creatinphosphat synthetisiert. Bei normaler Nierenfunktion wird Creatinin durch
glomerulare Filtration ausgeschieden. Daher ist die Creatinin-Bestimmung
essentiell bei der Diagnose eines akuten oder chronischen Nierenversagens
und beim Monitoring von Nierenersatzverfahren. Die Messung des Creatinin-
Gehaltes erfolgte mit dem Roche® MODULAR P Analysator nach der
modifiziereten Creatinin-Jaffé-Methode nach dem Testprinzip des Kinetic

colorimetric assay:

alkalische

Creatinin + Picrinsaure —+ Creatinin-Picrinsaure-Komplex
Losung

In alkalischer Losung wird Creatinin zu einem gelb-orangen Komplex mit Picrin.
Die Farbintensitat ist direkt proportional zur Creatinin-Konzentration und wird

photometrisch gemessen (mg/dl).
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2.5 Statistik

Die Ergebnisse wurden auf ihre statistische Signifikanz hin Uberpruft mit dem
Programm PRISM 4 (Graph Pad, San Diego, USA). Als Analyse erfolgte die
Auswertung mittels One-way analysis of variance, Bartlett's test for equal
variances, ANOVA Table, Bonferroni's Multiple Comparison, Kruskal-Wallis-
Test und Dunns Posthoc-Test.

Die statistische Signifikanz wurde definiert mit p < 0,05 bzw. p < 0,01.



Ergebnisse

50

3. Ergebnisse

3.1  Ergebnisse der Serie A (Modelletablierung)

3.1.1 Aortenligatur bis zum letalen Ausgang

In der Versuchsgruppe 2 wurde als definitive aortale Klemmung eine infrarenale

Aortenligatur und Verschluss der Laparotomie durchgefihrt, wobei die Mause in

Narkose belassen wurden. Endpunkt der Gruppe 2 war der Tod der Maus; es

wurden folgende zeitliche Verlaufe von der Ligatur bis zum Tod dokumentiert

(Tab. 2, Abb. 22).

Ifd. Nr Dauer bis zum Tod [min]
I 237
I 184  (Blutung bei der Praparation aus dem Retroperitoneum)
Il 252
v 295
Vv 230
VI 303
VIl 282
VI >360 (lediglich inkomplette Ischamie)
IX 222
X 213
Xl 160  (Blutung bei der Praparation aus dem Retroperitoneum)
XIl 285
b2 251,92 min (n=12)
257,67 min (n=9, ohne II, VIII, XI)

Tab. 2 Dauer bis zum Tod der narkotisierten Maus nach infrarenaler Aortenligatur
(Serie A, Gruppe 2): Absolutwerte [Minuten]



Ergebnisse 51

360
300+
2407
1801
1201

60

| Il M v \Y Vi vil v IX X X X

W Dauer bis zum Tod der Maus in min

Abb. 22 Dauer bis zum Tod der narkotisierten Maus nach infrarenaler Aortenligatur
(Serie A, Gruppe 2): Diagramm

3.1.2 Chronische Versuche mit 3 bzw. 7 Tagen Reperfusionsphase

Die chronischen Versuche der Serie A mit 3 bzw. 7 Tagen Reperfusionsphase
erfolgten nach einem 30, 60, 70 bzw. 90 minlutigen Klemmintervall der
infrarenalen Aorta sowie einer SHAM-Operation mit alleiniger Laparotomie. Der
Gehalt der Zytokine Interleukin (IL)-1B3, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-12,
Granulocyte macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF), Interferone-
Gamma (IFN-y) und Tumornekrosefaktor-Alpha (TNF-a) im Blutplasma ist in
den folgenden Diagrammen dargestellt (Abb. 23).
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Abb. 23 Blutwerte der Zytokine Interleukin (IL)-1B3, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-12,
GM-CSF, IFN-y und TNF-a der SHAM-Gruppe sowie der Gruppen nach
Aortenklemmung fur 30, 60, 70 und 90 Minuten nach 3 Tagen Reperfusion und fur 30
und 60 Minuten Klemmung nach 7 Tagen Reperfusion

Insgesamt stellen sich in den Zytokinverlaufen keine signifikanten Unterschiede
in Bezug auf das Klemmintervall und die Reperfusionsphase dar. Im Vergleich
zu der SHAM-Gruppe bewirkt die passagere aortale Klemmung keine Erhdhung
der Zytokine nach 3 und 7 Tagen. Fur Interleukin 5 zeigt sich eine tendentielle
Erhohung der 3-Tage-Werte nach 60, 70 und 90 Minuten Klemmung in Bezug
auf die SHAM-Gruppe. Die 7-Tages-Werte fur IL-5 liegen deutlich unterhalb
aller 3-Tages-Werte einschliesslich der SHAM-Gruppe.

3.2 Ergebnisse der Serie B (Ischamie/Reperfusion)

3.2.1 Vergleich Aortenklemmung vs. SHAM vs. Kontrolle

In der Serie B wurde mit einer Kontrollgruppe begonnen, bei denen den Tieren
direkt nach Entnahme aus dem Kafig und Narkotisierung ohne weitere
operative Massnahme Blut entnommen wurden. In den nachsten acht Gruppen
wurde bei den Mausen eine 60-minttige infarenale Aortenklemmung bzw. eine
SHAM-Procedur mit alleiniger Durchfuhrung einer Laparotomie ohne
Aortenklemmung durchgefihrt. Die Reperfusionsphasen betrugen 2, 4, 6, bzw.
24 Stunden. Die Gruppenzuordnung erfolgte zum Nachweis eines veranderten

Zytokinmusters durch die Ischamie als inflammatorischen Stimulus. In den
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nachfolgenden Ergebnisgraphen sind neben der Kontrollgruppe (weiss), die

zeitlichen Paare nach 2, 4, 6 und 24 Stunden auf der x-Achse aufgetragen,

wobei die Gruppen mit aortaler Klemmung dunkelgrau hinterlegt sind und die

60s vs 60x 2, 4, 6, 24, 3d, 7d].

SHAM-Gruppen hellgrau (Abb. 24) [4
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Abb. 24 Blutwerte der Zytokine Interleukin (IL)-1R, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-12,
GM-CSF und TNF-a nach 60 minuatiger Aortenklemmung bzw. SHAM-Mandver und
Reperfusionsphase von 2, 4, 6 und 24 Stunden (Kontrolle=weiss, AOX=dunkelgrau,
SHAM=hellgrau, Kennzeichnung mit * flr Signifikanzen p<0,01)

[pg/mi]

Kontrolle

2h (60min AOX)
2h (60min SHAM)
4h (60min AOX)
4h (60min SHAM)
6h (60min SHAM)
24h (60min AOX)

Insgesamt zeigen sich fur die Gruppen mit Aortenklemmung und mit SHAM-
Operation bei allen Parametern erhohte Werte im Sinne einer inflamma-
torischen Reaktion des Organismus auf den mechanischen Stimmulus der
Operation. Dabei ergeben sich tendenziell die ausgepragtesten Unterschiede
der Operationsgruppen zu der Kontrolle in den kurzen Intervallen von 2 und 4
Stunden. Die 6- und 24-Stundenintervalle liegen eher gleich bis leicht erniedrigt
zur Kontrollgruppe. Lediglich bei dem Parameter TNF-a sind alle Gruppen und
Zeiten annahernd gleich. Bei der Signifikanzpriufung zeigt sich bei IL-5 eine
signifikante Erhdhung des Wertes der Klemmgruppe zur SHAM-Gruppe mit
p<0,01 bei der Reperfusionsphase von 6 Stunden. Bei IL-6 findet sich eine
signifikante Erhdhung in der Gruppe mit Aortenklemmung im Vergleich zur
SHAM-Gruppe bei 2 und 4 Stunden. Ebenso ist das Zytokin IL-12 bei 4 Stunden
in der Klemmgruppe signifikant gegeniuber der SHAM-Gruppe erhdht.
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Diese Teilergebnisse wurden auf folgenden Kongressen vorgestellt:

Pernow M, Grotemeyer D, Koch A, Zacharowski PA, Zacharowski K

Aortic clamping in mice is associated with an early increase of Interleukin (IL) -5, -6 and -
12

2. Internationale Kongress der Deutschen-Sepsis-Gesellschaft 2005, 7.-10. September 2005,
Congress Centrum Neue Weimarhalle, Weimar

Grotemeyer D, Koch A, Zacharowski P, Pernow M, Sandmann W, Zacharowski K
Experimentelle Ischdmie und Reperfusion im Maus-Modell verursachen einen raschen
Anstieg der Zytokine Interleukin (IL) -5, -6 und -12

21. Jahreskongress der Deutschen Gesellschaft fur Geféalchirurgie 2005, 21.-24. September
2005, Kultur- & Kongresszentrum Liederhalle, Stuttgart

3.3 Ergebnisse der Serie C (Prakonditionierung)

3.3.1 Mechanische kurze Prakonditionierung
(Aortenklemmung vs. SHAM)

In der Serie C wurden mechanische Prakonditionierungsversuche durchgefinhrt;
entsprechend dem Modell des early preconditioning wurden nach einer 15-
mindtigen aortalen Klemmung bzw. einem 15-minutigen SHAM-Manover eine
30-minutige Reperfusionsphase nach Declamping angeschlossen. Danach
erfolgte in beiden Gruppen die eigentliche Aortenklemmung von 60 Minuten.
Das Zeitintervall zwischen zweitem Declamping und Entnahme von Blut betrug
2, 4 bzw. 6 Stunden (Abb. 25, AOX=dunkelgrau, SHAM=hellgrau)
[mechanische Pra, kurz, 2= 15s 30min 60x vs 15x 30min 60x 2, 4, 6].
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Abb. 25 Blutwerte der Zytokine Interleukin (IL)-18, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-12,
GM-CSF und TNF-a nach 15-minitigen aortalen Klemmung bzw. einem 15-minttigen
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SHAM-Mandéver eine 30-minttige Reperfusionsphase und einer Aortenklemmung von
60 Minuten. Reperfusionsphase von 2, 4 und 6 Stunden (AOX=dunkelgrau,
SHAM=hellgrau, Kennzeichnung mit * flr Signifikanzen p<0,01)

In der Ubersicht findet sich eine Erhdhung der Zytokine in den Gruppen mit
Aortenklemmung im Vergleich zu den SHAM-Gruppen. Dies trifft insbesondere
fur die Parameter IL-1, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12 und GM-CSF =zu. Die
Signifikanzprifung zeigte bei den beiden Zytokinen IL-5 und GM-CSF hohe
Signifikanzen mit p<0,01 im Vergleich der Klemm-Gruppe zur SHAM-Gruppe.
Dies war bei IL-5 nach 2 und 4 Stunden Reperfusion und bei GM-CSF nach 2 h
Reperfusion im Sinne niedriger Werte fur die SHAM-Tiere und hoher fur die

Klemm-Tiere.

3.3.2 Mechanische kurze Prakonditionierung
(Aortenklemmung mit Prakonditionierung vs. Aortenklemmung
ohne Prakonditionierung)
Desweiteren wurden eine Gruppe mit 15-minutiger aortalen Klemmung, einer
30-minutigen Reperfusionsphase und anschliessender Aortenklemmung von 60
Minuten mit einer Gruppe verglichen, die lediglich eine Aortenklemmung von 60
Minuten hatte. Das Zeitintervall zwischen zweitem Declamping und Entnahme
von Blut betrug 2, 4 bzw. 6 Stunden (Abb. 26, mit mech.
Prakonditionierung=dunkelgrau, nur AOX=hellgrau) [mechanische Pra, kurz, 5=
15x 30min 60x vs 60x 2, 4, 6].
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Abb. 26 Blutwerte der Zytokine Interleukin (IL)-1B3, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-12,
GM-CSF und TNF-a nach 15-minitigen aortalen Klemmung, einer 30-minttigen
Reperfusionsphase und einer Aortenklemmung von 60 Minuten im Vergleich zu
alleinigen 60-minttigen Aortenklemmung. Reperfusionsphase von 2, 4 und 6 Stunden
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(mit mech. Prakonditionierung=dunkelgrau, nur AOX=hellgrau, Kennzeichnung mit * fir
Signifikanzen p<0,01)

In der Ubersicht zeigen die Gruppen mit Aortenklemmung ohne
Prakonditionierung fur die Parameter IL-4, IL-5 und IL-10 erhdhte Werte in
Bezug zur Vergleichsgruppe mit Prakonditionierung, insbesondere fir die
Reperfusionsphasen von 2 und 4 Stunden. Die Parameter IL-1, IL-2, IL-12 und
TNF-a sind in den Gruppen mit Prakonditionierung hoher. Die
Signifikanzprufung zeigte bei dem Zytokinen IL-2 hohe Signifikanzen mit p<0,01

im Vergleich unter den Gruppen in Bezug auf die Intervalle 2 und 4 Stunden.

3.3.3 Mechanische lange Prakonditionierung
(Aortenklemmung vs. SHAM)

Der nachste Vergleich der Gruppe C beinhaltete die lange mechanische
Prakonditionierung, bei der zwischen einer 15-minutigen Prakonditionierung
und der eigentlichen Aortenklemmung von 60 Minuten ein Intervall von 24
Stunden  bestand. Desweiteren wurde eine SHAM-Procedur als
Prakonditionierung durchgefuhrt; die Reperfusionintervalle von 2, 4, und 6
Stunden waren in beiden Gruppen identisch (Abb. 27, mit mech.
Prakonditionierung=dunkelgrau, SHAM-Procedur=hellgrau) [mechanische Pra,
lang, 1=15s 24h 60x vs 15x 24h 60x 2, 4, 6].
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Abb. 27 Blutwerte der Zytokine Interleukin (IL)-1R, IL-2, IL-4, IL-5, II-6, IL-10, IL-12,
GM-CSF und TNF-a einer 15-mindtigen Prakonditionierung einer Reperfusionsphase
von 24 Stunden und der eigentlichen Aortenklemmung von 60 Minuten im Vergleich zu
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einer SHAM-Procedur als Prakonditionierung, Reperfusionsphase von 2, 4 und 6
Stunden (mit mech. Prakonditionierung=dunkelgrau, SHAM-Procedur=hellgrau,
Kennzeichnung mit * fur Signifikanzen p<0,01)

FUr die kurze Reperfusionsphase von 2 Stunden zeigen sich in der Summe
erhohte Werte fur die Gruppen mit mechanischer Prakonditionierung. Hingegen
sind in den Intervallen von 4 und 6 Stunden diese Gruppen mit erniedrigten
Werten zu finden. Dies zeigt sich fur die Reperfusionsphase von 4 Stunden flr
alle Parameter bis auf GM-CSF. Die Signifikanzprufung zeigte bei den
Zytokinen IL-2 und IL-5 hohe Signifikanzen mit p<0,01 im Vergleich unter den

Gruppen in Bezug auf das Intervall von 6 Stunden.

3.3.4 Mechanische Prakonditionierung
(Aortenklemmung vs. kurze vs. lange mechanische
Prakonditionierung)
Der nachste Vergleich der Gruppe C beinhaltete die kurze (30 Minuten) und die
lange (24 Stunden) mechanische Prakonditionierung im Vergleich zur direkten
Aortenklemmung. Das Reperfusionsintervall von 2, 4, und 6 Stunden war in
allen drei Gruppen identisch (Abb. 28, nur AOX=hellgrau, mit kurzer mech.
Prakonditionierung=mittelgrau mit langer mech. Prakonditionierung=dunkel-
grau) [mechanische Pra, zusammen, 6= 60x vs 15x 30min 60x vs 15x 24h 60x
2,4,6].

* IL-1b IL-2
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Abb. 28 Blutwerte der Zytokine Interleukin (IL)-1B3, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-12,
GM-CSF und TNF-a nach 15-minltiger aortaler Klemmung, einer 30-minutigen bzw.
24-stundigen Reperfusionsphase und einer Aortenklemmung von 60 Minuten im
Vergleich zu alleinigen 60-minltigen Aortenklemmung. Reperfusionsphase von 2, 4
und 6 Stunden (nur AOX=hellgrau, mit kurzer mech. Prakonditionierung=mittelgrau mit

langer mech. Prakonditionierung=dunkelgrau, Kennzeichnung mit * flr Signifikanzen
p<0,01)
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Abfallend gestufte Plasmakonzentrationen von den Gruppen mit alleiniger
Aortenklemmung uber die Gruppen mit kurzer Prakonditionierung bis zu den
Gruppen mit finden sich fur alle drei
Reperfusionsintervalle bei IL-1B, IL-2, [L-12, GM-CSF und TNF-a; fur die
Intervalle 2 und 4 Stunden auch bei IL-6 und IL-8 und fur 6 Stunden auch bei IL-

5. Eine umgekehrte Tendenz besteht hingegen bei IL-4 flr 4 Stunden und far

langer  Prakonditionierung

IL-10 bei 6 Stunden. Die Signifikanzprufung zeigte bei den Zytokinen IL-103, IL-2

und IL-12 hohe Signifikanzen mit p<0,01:

IL-11
IL-2

IL-12

nur AOX vs.
nur AOX vs.
nur AOX vs.
nur AOX vs.
nur AOX vs.
nur AOX vs.
nur AOX vs.
nur AOX vs.
nur AOX vs.

lange mech.
kurze mech.
lange mech.
kurze mech.
lange mech.
kurze mech.
lange mech.
kurze mech.

lange mech.

Prakonditionierung fur 4 h
Prakonditionierung fur 2 h
Prakonditionierung fur 2 h
Prakonditionierung fur 4 h
Prakonditionierung fur 4 h
Prakonditionierung fur 6 h
Prakonditionierung fur 6 h
Prakonditionierung fur 2 h

Prakonditionierung fur 2 h

3.3.5 Pharmakologische Prakonditionierung
(Aortenklemmung vs. PAM mit Aortenklemmung vs. PAM mit
SHAM)
Die pharmakologische Prakonditionierung der Serie C beinhaltet zwei Reihen
von je drei Gruppen, bei denen nach einer intraperitonealen Applikation von 200
pug PAM3Cys (EMC Microcollections, Tubingen) eine 24-stiindige Intervallphase
begann. Im Anschluss daran wurde eine 60-minutige aortale Klemmung bzw.
SHAM-Procedur durchgefluhrt. Die Blutentnahme erfolgte entsprechend nach 2,
4 bzw. 6 Stunden. Verglichen wird dies im folgenden mit der alleinigen aortalen
Klemmung (Abb. 29, nur AOX=hellgrau,
AOX=mittelgrau, PAM-Prakonditionierung und SHAM-Procedur=dunkelgrau)
[pharmakologische Pra, 7= 60x vs Pam 24h 60x vs Pam 24 60s 2, 4, 6].

PAM-Prakonditionierung und



Ergebnisse

65

I-1b

-4
"
»
o
.,
s

*

2 *

G I & &
EVE AN P
FFTETITETETE
& & & & & &
oS AN VAN
o o™ LAl ISARR
& AR &

-6

* 112
o0
w] *
a0
2o *

-2

Ipgimi]
2

-5 .

:

-

:

-

-

7 s

754 *

:

]

e s 1 m Bl
oo D Dl S N & ™
o o7 0T oF T o T T

& & &
& ?Qs & ?@ S /@ &
XA AN S
SR o T &
& & LA
o 1-10 "

o]

[pgimi]
3 8 8 & 8 8
*

DR OO
JFC A K S N G
RS ¥
& & & & F TG
& & & & & & &
Rl Rl Rl
ELIS & & R

GM-CSF




Ergebnisse 66

. TNFa
*

g 8

*

CU
& &

& Cal &
o

LR 7

& Y > ¥ > ¥
< St & &

AN
&

*
o W '
5 0 »® »® ® &
Sl & s s& C st s+
EA A
R L
Ul &

Abb. 29 Blutwerte der Zytokine Interleukin (IL)-1B3, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-12,
GM-CSF und TNF-a nach intraperitonealer Applikation von 200 ug PAM3Cys (EMC
Microcollections, Tlbingen), einer 24-stindigen Intervallphase und einer 60-minutigen
aortalen Klemmung bzw. SHAM-Procedur. Verglichen wird dies mit der alleinigen
aortalen Klemmung. Die Blutentnahme erfolgte entsprechend nach 2, 4 bzw. 6
Stunden. (nur AOX=hellgrau, PAM-Prakonditionierung und AOX=mittelgrau, PAM-
Prakonditionierung und SHAM-Procedur=dunkelgrau, Kennzeichnung mit * flr
Signifikanzen p<0,01)

Abfallend gestufte Werte von den Gruppen mit alleiniger Aortenklemmung Uber
die Gruppen mit pharmakologischer Prakonditionierung und Aortenklemmung
bis zu den Gruppen mit pharmakologischer Prakonditionierung und SHAM-
Operation findet sich fur alle drei Reperfusionsintervalle bei IL-12, fur die kirzen
Reperfusionsintervalle von 2 und 4 Stunden auch fur IL-103, IL-2, IL4, IL-6, IL-8,
GM-CSF und TNF-a. Allein flr das Zytokin IL-10 findet sich eine umgekehrte
Tendenz und dies fur alle drei Zeitintervalle. Die Signifikanzprifung zeigte bei
den Zytokinen IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-12 und TNF-a hohe Signifikanzen
mit p<0,01:

IL-2 nur AOX vs. PAM-Prakonditionierung und AOX flr 4 h
nur AOX vs. PAM-Prakonditionierung und SHAM fir 4 h
IL-4 nur AOX vs. PAM-Prakonditionierung und AOX fur 2 h
nur AOX vs. PAM-Prakonditionierung und SHAM fur 2 h
IL-5 nur AOX vs. PAM-Prakonditionierung und AOX fur 6 h
nur AOX vs. PAM-Prakonditionierung und SHAM fur 6 h
IL-6 nur AOX vs. PAM-Prakonditionierung und AOX fir 2 h

nur AOX vs. PAM-Prakonditionierung und SHAM fur 2 h

nur AOX vs. PAM-Prakonditionierung und AOX fur 4 h

nur AOX vs. PAM-Prakonditionierung und SHAM fur 4 h
IL-10 nur AOX vs. PAM-Prakonditionierung und SHAM fir 4 h
IL-12 nur AOX vs. PAM-Prakonditionierung und AOX fur 2 h
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nur AOX vs. PAM-Prakonditionierung und SHAM fir 2 h
nur AOX vs. PAM-Prakonditionierung und AOX fur 4 h
nur AOX vs. PAM-Prakonditionierung und SHAM fur 4 h
TNF-a nur AOX vs. PAM-Prakonditionierung und AOX fir 2 h
nur AOX vs. PAM-Prakonditionierung und SHAM fir 2 h
nur AOX vs. PAM-Prakonditionierung und SHAM fur 4 h

3.3.6 Pharmakologische Prakonditionierung
(Aortenklemmung vs. SHAM vs. PAM mit Aortenklemmung)

Der nachste Vergleich beinhaltet neben den bisherigen Zytokinen zusatzlich die
Parameter Aspartat-Aminotransferase (AST), Alanin-Aminotransferase (ALT),
Laktatdehydrogenase (LDH), Kreatinin und Troponin (TnT). Korreliert werden
drei Gruppen: alleinige SHAM-Procedur uber 60 Minuten (hellgrau), alleinige
Aortenklemmung Uber 60 Minuten (mittelgrau) und eine 60-minltige
Aortenklemmung nach intraperitonealer Applikation von 200 uyg PAM3Cys 24
Stunden zuvor (dunkelgrau). Die Blutentnahme erfolgte nach 4 Stunden (Abb.
30) [pharmakologische Pra, 3= 60s vs 60x vs PAM 24h 60x 4h].
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Abb. 30 Blutwerte der Zytokine Interleukin (IL)-1B3, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-12,
GM-CSF und TNF-a und der Parameter Aspartat-Aminotransferase (AST), Alanin-
Aminotransferase (ALT), Laktatdehydrogenase (LDH), Kreatinin und Troponin (TnT).
nach intraperitonealer Applikation von 200 ug PAM3Cys (EMC Microcollections,
Tlbingen), einer 24-stiindigen Intervallphase und einer 60-minitigen aortalen
Klemmung bzw. SHAM-Procedur. Verglichen wird dies mit der alleinigen aortalen
Klemmung. Die Blutentnahme erfolgte entsprechend nach 4 Stunden (SHAM=hellgrau,
AOX=mittelgrau, PAM-Prakonditionierung und AOX=dunkelgrau, Statistik: Kruskal-
Wallis-Test + Dunns Posthoc-Test; Signifikanzniveau * p<0,05 vs SHAM, # p<0,05 vs
AOX).

Im Uberblick finden sich erhéhte Werte fir die Gruppe mit alleiniger
Aortenklemmung im Vergleich zur SHAM-Gruppe und der Gruppe mit
pharmakologischer Prakonditionierung vor der Aortenklemmung fur die
Parameter IL-13, IL-2, IL-4, IL-8, IL-12, TNF-a, ALT, AST und LDH; dagegen
erniedrigte Werte fur die Gruppe mit alleiniger Aortenklemmung fur IL-6 und IL-
10 und Creatinin.

In der Signifikanzprufung finden sich signifikante Erhdhungen in der Gruppe mit
Aortenklemmung gegenuber der SHAM-Gruppe fur die Plasmakonzentrationen
von IL-1, IL-2, IL-4, IL-6, IL-12, TNF-a, ALT, AST und LDH, das anti-
inflammatorische Zytokin IL-10 dagegen signifikant erniedrigt. In der Gruppe mit
pharmakologischer Prakonditionierung vor der Aortenklemmung finden sich
hingegen keine signifikanten Unterschiede zur SHAM-Gruppe fur alle
Parameter. Die Gruppe mit pharmakologischer Prakonditionierung vor der
Aortenklemmung zeigt gegentber der Gruppe mit alleiniger Aortenklemmung
signifikant niedrigere Plasmakonzentrationen fur die Parameter IL-2, IL-4, IL-12,
ALT, AST und LDH. Die Parameter GM-CSF, Kreatinin und TnT sind nicht

signifikant unterschiedlich zwischen den drei Gruppen.
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Diese Teilergebnisse wurden auf folgendem Kongress vorgestellt:

Koch A, Mersmann J, Grotemeyer D, Pernow M, Iskandar F, Barthuber C, Tran N,
Zacharowski K

Aortale Ischamie/Reperfusion im Mausmodell: Systemische Inflammation, Organschaden
und deren Modulation durch TLR2 Stimulation

56. Jahrestagung der Deutschen Gesellschaft flir Anasthesiologie und Intensivmedizin, 9.-12.
Mai 2009, Congress Center Leipzig, Leipzig

3.4 Ergebnisse der Serie D (unterschiedliche Genmuster)

3.4.1 Vergleich Wildtyp- gegen homozygot fiir TLR 2"™'" Knock out-
Mause

Die Serie D beinhaltete Versuche mit Knock out-Mausen, die homozygot fur
TLR 2'™'K" defizient waren (Stock Number 004650, The Jackson Laboratory,
600 Main Street, Bar Harbor, Maine 04609 USA). Als Ischamieschaden wurde
eine aortale Klemmung von 60 Minuten durchgefuhrt, gefolgt von einer
Reperfusionsphase von 2 und 4 Stunden. Verglichen wurden sie mit demselben
Versuchsablauf bei Wildtyp-Mausen (Tab. 31, Wildtyp=hellgrau, Knock-
out=dunkelgrau) [8= WT 60x vs KO 60x 2, 4 h].
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Abb. 31 Darstellung der Zytokinverlaufe nach 60-minitiger Aortenklemmung bei
Knock-out- und Wildtyp-Mausen nach 2 und 4 Stunden Reperfusion (Wildtyp=hellgrau,
Knock-out=dunkelgrau, Kennzeichnung mit * fir Signifikanzen p<0,01)

Tendenziell hohere Parameter fur die Wildtyp-Mause zeigen sich bei IL-6 fur
beide Zeitintervalle und fur das kurze Intervall von 2 Stunden zudem noch fur
IL-2, IL-12 und TNF-a. In der Signifikanzprufung zeigen sich fur die Knock-out-
Mause signifikant niedrigere Werte fur IL-6 nach 2 Stunden und signifikant
héhere Werte fur IL-10 bei 4 Stunden.
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4. Diskussion

41 Bewertung der Ergebnisse

Aortenligatur bis zum letalen Ausgang (3.1.1)

Der maximale inflammatorische Stimulus im Rahmen einer Ischamie unter
Versuchsbedingungen ist die definitive und endglltige Ligatur des
GefalRabschnittes, daher erfolgte in dieser Versuchsanordnung die infrarenale
Aortenligatur bei der Maus und der Verschluss der Laparotomie. Bei
Aufrechterhaltung der Narkose wurde als Endpunkt das Zeitintervall bis zum
Todeseintritt dokumentiert. Dies lag bei einem Durchschnitt von 251,92 min
(Spannweite 160 bis >360 Minuten, n=12). Bei zwei der 12 Mause kam es
aufgrund der anfanglichen Lernkurve bei der Praparation des Retroperitoneum
zu einer Blutung, wodurch sich die Uberlebenszeit urséchlich mitverkiirzte. Bei
einer Maus konnte im Verlauf lediglich eine inkomplette Ischamie festgestellt
werden, woduch eine Uberlebenszeit von >360 Minuten zustande kam. Werden
diese drei Mause aus der Gruppe herausgenommen lag das durchschnittliche
Intervall bis zum Todeseintritt bei 257,67 min (Spannweite 184 bis 303 Minuten,
n=9). Die Tatsache der drei operationstechnisch bedingten Abweichungen der
Zeitintervalle dokumentiert bei den regelrechten Ligaturen einen reproduzier-
baren ischamischen Stimulus, der bei recht konstanter Zeit zum Tod der Maus

durch Organversagen fuhrt.

Chronische Versuche mit 3 bzw. 7 Tagen Reperfusionsphase (3.1.2)

Zur Beobachtung der Zytokinmuster als Zeichen des Organschadens erfolgten
chronische Versuche, um eine zeitliche Einordnung der Verlaufe zu erhalten.
Nach einem 30, 60, 70 bzw. 90 minutigem Klemmintervall der infrarenalen
Aorta bzw. einer SHAM-Operation mit alleiniger Laparotomie wurde eine
Beendigung der Narkose erreicht und die Mause nach Normalisierung der
Vitalwerte und regelrechter Vigilanz in ihren Kafigen in die Tierhaltung
zurtuckgebracht. Nach 3 bzw. 7 Tagen wurde daraufhin bei den erneut
narkotisierten Mausen Blut entnommen und der Versuch beendet. Insgesamt
stellen sich in den Zytokinverlaufen keine signifikanten Unterschiede in Bezug
auf das Klemmintervall und die Reperfusionsphase dar. Im Vergleich zu der

SHAM-Gruppe finden sich bei der passageren aortalen Klemmung keine
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Erhohungen der Zytokine nach 3 und 7 Tagen. Fur Interleukin 5 zeigt sich eine
tendenzielle Erhohung der 3-Tage-Werte nach 60, 70 und 90 Minuten
Klemmung in Bezug auf die SHAM-Gruppe. Die 7-Tages-Werte fur IL-5 liegen
deutlich unterhalb aller 3-Tages-Werte einschliesslich der SHAM-Gruppe. Die
Tatsache einer weitestgehenden Normalisierung der Zytokine nach 3 bis 7

Tagen kann als "Ausheilung" der Ischamie der Hinterlaufe gewertet werden.

Vergleich Aortenklemmung vs. SHAM vs. Kontrolle (3.2.1)

Zur Validierung des Tiermodells sollte gezeigt werden, dass die Zytokine als
Marker flir Ischamie/Reperfusionsschaden einzusetzten sind. Daher wurden
drei Gruppen verglichen: eine Kontrollgruppe, bei der die Blutenthnahme ohne
vorherige Manipulation der Mausse erfolgte, eine Gruppe mit Aortenklemmung
und eine SHAM-Gruppe, bei denen lediglich eine Exposition des
Retroperitoneums ohne Aortenklemmung durchgefuhrt wurde. Insgesamt
zeigen sich fur die Gruppen mit Aortenklemmung und mit SHAM-Operation bei
allen Parameter erhohte Werte im Sinne einer inflammatorischen Reaktion des
Organismus auf den mechanischen Stimulus der Operation. Dabei ergeben sich
tendenziell die ausgepragtesten Unterschiede der Operationsgruppen zu der
Kontrolle in den kurzen Intervallen von 2 und 4 Stunden. Die 6- und 24-
Stundenintervalle liegen eher gleich bis leicht erniedrigt zur Kontroligruppe.
Lediglich fir den Parameter TNF-a finden sich in allen Gruppen und Zeiten
keine signifikanten Unterschiede. Bei der Signifikanzprifung zeit sich bei IL-5
eine signifikante Erhéhung des Wertes der Klemmgruppe zur SHAM-Gruppe
mit p<0,01 bei der Reperfusionsphase von 6 Stunden. Bei IL-6 findet sich eine
signifikante Erhdhung in der Gruppe mit Aortenklemmung im Vergleich zur
SHAM-Gruppe bei 2 und 4 Stunden. Ebenso ist das Zytokin IL-12 bei 4 Stunden
in der Klemmgruppe signifikant gegentber der SHAM-Gruppe erhoht. Es zeigt
sich somit, dass die Zytokinverlaufe insbesondere nach den kirzeren 2- und 4-
stindigen Intervallen eine Diskriminierung der Operationsgruppen zu der
Kontrollgruppe erlauben. Die vier oben beschriebenen Modelle mit aortaler
Klemmung im Maus-Modell (Kapitel 1.3) konnten bei ischamischen
Zeitintervallen von 105 Minuten [Carter 1998], 15, 30, 45, 60 bzw. 90 Minuten
[lwata 2002], 60, 75 bzw. 105 Minuten [Nielsen 2002] und 11 Minuten

(allerdings mit thorakaler Klemmung) [Casey 2005] einen reproduzierbaren
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Ischamie/Reperfusionschaden unter anderem durch eine Erhdéhung der
Creatininkinase feststellen. Rojas und Mitarbeiter stimulierten das angeborene
Immunsystem im Mausmodell mit einer intraperitonealen Gabe von 1 mg/kg
Endotoxin, wonach die zeitlichen Verlaufe der Konzentrationen von Zytokinen
untersucht wurden. Dabei fanden sich die hochsten Konzentrationen von [I-113,
IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-12 und TNF-a nach 2 Stunden, die Konzentration von
TNF-a hatte zudem ein zweites Hoch nach ca. 25 Stunden [Rojas 2005]. Der
zeitliche Verlauf mit Erhdhung der Plasmakonzentrationen der Zytokine nach 2
bis 4 Stunden entspricht damit den auch in unserem Modell gefundenen Zeiten.
Vergleichbare Zeitverlaufe finden sich auch bei Welborn und Mitarbeitern
[Welborn 2000]. Einen, mit dem Ausmass des operativen Traumas
korrelierenden Anstieg der Plasmakonzentration von IL-6 fanden auch Bown
und Mitarbeiter nach Operationen bei Patienten mit einem rupturierten
Bauchaortenaneurysma; hohe IL-6-Werte deuteten auf das vermehrte Auftreten
eines Multiorganversagens im Verlauf hin. Die postoperativen hohen IL-6-
Plasmakonzentrationen, sowohl in der Maus als auch im Menschen, sind somit
als Reaktion auf das operative Trauma zu sehen und stehen im Bezug zum
klinischen Verlauf [Bown 2004]. Die Bedeutung von IL-6 in diesem
Zusammenhang findet sich auch in der Arbeit von Yassin und Mitarbeitern
[1996].

Mechanische kurze Prakonditionierung (Aortenklemmung vs. SHAM)
(3.3.1)

In der Ubersicht findet sich fiir alle Parameter eine Erhéhung der Zytokine in
den Gruppen mit Aortenklemmung im Vergleich zu den SHAM-Gruppen. Dies
trifft insbesondere fir die Parameter IL-1, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12 und GM-CSF
zu. Die Signifikanzprifung zeigte bei den beiden Zytokinen IL-5 und GM-CSF
hohe Signifikanzen mit p<0,01 im Vergleich der Klemm-Gruppe zur SHAM-
Gruppe. Dies war bei IL-5 nach 2 und 4 Stunden Reperfusion und bei GM-CSF
nach 2 h Reperfusion im Sinne niedriger Werte fur die SHAM-Tiere und hoher
fur die Klemm-Tiere. Der erwartete Effekt des early preconditioning konnte nicht
gezeigt werden. Eine kurze Aortenklemmung sollte den Organismus auf die
spatere Klemmung so vorbereiten, sodass die inflammatorische Reaktion auf

die Ischamie und die Reperfusion geringer ausgepragt sein wirde und die
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Zytokine in der Klemmgruppe gegentber denen der SHAM-Gruppe niedriger
sein sollte. Hier erscheint es eher so, dass die beiden Klemmungen in ihrem
Effekt eher kumulieren, was eine Erhohung aller Parameter zu allen
Zeitintervallen erklaren konnte. Die gewahlte Reperfusionsphase zwischen
mechanischer Prakonditionierung und eigentlicher Klemmung ist vermutlich zu
kurz gewahlt, sodass der protektive Effekt nicht eintritt. Unsere Ergebnisse
stehen in Einklang mit den beiden Arbeiten von Murray und Mitarbeitern aus
1986, in denen erstmals eine mechanische Prakonditionierung beschrieben
wurde. Die untersuchten Prakonditionierungsintervalle von 40 Minuten bzw. 3
Stunden ergaben, dass lediglich eine Phase von 40 Minuten als Protektion wirkt
[Murray 1986]. Unser noch kurzer gewahltes Intervall von 15 Minuten zeigte
auch den gewlinschen protektiven Effekt, sodass in der Ubertragung in den
klinischen Kontext einer GefalRoperation, realisierbare Prakonditionierungs-

intervalle sinnvoll und effektiv zu sein scheinen.

Mechanische kurze Prakonditionierung (Aortenklemmung mit
Prakonditionierung vs. Aortenklemmung ohne Prakonditionierung) (3.3.2)
Ein protektiver Effekt zeigt sich im Zytokinmuster dieses Vergleiches durch
niedrigere Werte in der Gruppe mit Prakonditionierung. Dies bestatigt sich fir
die Parameter IL-4, IL-5 und IL-10 insbesondere flur die Reperfusionsphasen
von 2 und 4 Stunden. Die Parameter IL-1, IL-2, IL-12 und TNF-a sind in den
Gruppen mit Prakonditionierung hdher. Die Signifikanzprifung zeigte bei dem
Zytokin IL-2 hohe Signifikanzen mit p<0,01 im Vergleich unter den Gruppen in
Bezug auf die Intervalle 2 und 4 Stunden. Eine uneinheitliche Tendenz der
Zytokine der Vergleichsgruppen konnte in Bezug zu den unterschiedlichen
Zeitverlaufen der Exprimierung der Zytokine stehen, sodass einmal mehr der
additive Effekt von zwei Aortenklemmmungen Uberwiegt und zum anderen

schon der protekive Effekt am Zytokinverlauf nachzuvollziehen ist.

Mechanische lange Prakonditionierung (Aortenklemmung vs. SHAM)
(3.3.3)

Ein protektiver Effekt in Bezug auf einen Ischamie/Reperfusionsschaden
dokumentiert sich bei diesem Vergleich der langen mechanischen

Konditionierung, parallel zu der kurzen Prakonditionierung, in niedrigeren
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Plasmakonzentrationen der Zytokine in der Klemmgruppe gegenuber der
SHAM-Gruppe. Fir die kurze Reperfusionsphase von 2 Stunden zeigen sich in
der Summe erhohte Werte flir die Gruppen mit mechanischer
Prakonditionierung. Hingegen sind in den Intervallen von 4 und 6 Stunden diese
Gruppen mit erniedrigten Werten zu finden. Dies zeigt sich fur die
Reperfusionsphase von 4 Stunden flur alle Parameter bis auf GM-CSF. Die
Signifikanzprifung zeigte bei den Zytokinen IL-2 und IL-5 hohe Signifikanzen
mit p<0,01 im Vergleich unter den Gruppen in Bezug auf das Intervall von 6
Stunden. In der Bewertung bedeuten diese Zytokinverlaufe, dass die
Exprimierung der Zytokine erst mit einer Latenz von 2 bis 4 Stunden erfolgt und

der ischamie-protektive Effekt sich erst dann ausbildet.

Mechanische Prakonditionierung (Aortenklemmung vs. kurze vs. lange
mechanische Prakonditionierung) (3.3.4)

Bei der Gegenuberstellung der beiden Gruppen mit mechanischer
Konditionierung und der Gruppe mit der alleinigen Aortenklemmung ist ein
protektiver Effekt an der Reduzierung der Plasmakonzentrationen der
prakonditionierten Mause zu sehen, d. h. die Gruppe mit der alleinigen
Aortenklemmung hat die héchsten Werte. Die abfallend gestuften Werte von
den Gruppen mit alleiniger Aortenklemmung uber die Gruppen mit kurzer
Prakonditionierung bis zu den Gruppen mit langer Prakonditionierung finden
sich fur alle drei Reperfusionsintervalle bei IL-13, IL-2, IL-12, GM-CSF und
TNF-q; fUr die Intervalle 2 und 4 Stunden auch bei IL-6 und IL-8 und fur 6
Stunden auch bei IL-5. Eine umgekehrte Tendenz besteht hingegen bei IL-4 fur
4 Stunden und fur IL-10 bei 6 Stunden. Die Signifikanzpriufung zeigte bei den
Zytokinen IL-1B, IL-2 und IL-12 hohe Signifikanzen mit p<0,01 (IL-1R nur AOX
vs. lange mech. Prakonditionierung fir 4 h, IL-2 nur AOX vs. kurze mech.
Prakonditionierung fur 2, 4 und 6 h, nur AOX vs. lange mech. Prakon-
ditionierung fur 2, 4 und 6 h, IL-12 nur AOX vs. kurze mech. Prakonditionierung
fur 2 h, nur AOX vs. lange mech. Prakonditionierung fir 2 h). In diesem
Vergleich dokumentiert sich ein signifikanter ischamieprotektiver Effekt sowohl
fur die kurze als auch fur die lange Prakonditionierung in den meisten Zytokinen

durch erniedrigte Werte und bei dem anti-inflammatorischen Zytokin IL-10 in
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erhdhten Plasmakonzentrationen; dies besonders eindeutig bei der Gruppe mit

der kurzen mechanischen Protektion.

Pharmakologische Prakonditionierung (Aortenklemmung vs. PAM mit
Aortenklemmung vs. PAM mit SHAM) (3.3.5)

Der TLR-Agonist PAM3Cys wurde als pharmakologische Prakonditionierung 24
Stunden vor Beginn des Ischdmieschadens durch Aortenklemmung den
Mausen intraperitoneal verabreicht. Ein nachweisbarer Effekt dieser
Vormedikation entspricht im Zytokinmuster einem Abfall der inflammatorischen
Parameter und einem Anstieg des anti-inflammatorischen Zytokins IL-10. Dies
dokumentiert sich in allen Parametern und fur alle drei Zeitintervalle und dies
auch mit signifikanten Unterschieden. Abfallend gestufte Werte von den
Gruppen mit alleiniger Aortenklemmung Udber die Gruppen mit
pharmakologischer Prakonditionierung und Aortenklemmung bis zu den
Gruppen mit pharmakologischer Prakonditionierung und SHAM-Operation findet
sich fur alle drei Reperfusionsintervalle bei [L-12, flr die Kkurzen
Reperfusionsintervalle von 2 und 4 Stunden auch fur IL-103, IL-2, IL4, IL-6, IL-8,
GM-CSF und TNF-a. Allein flr das Zytokin IL-10 findet sich eine umgekehrte
Tendenz und dies fur alle drei Zeitintervalle. Die Signifikanzprifung zeigte bei
den Zytokinen IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-12 und TNF-a hohe Signifikanzen
mit p<0,01 (IL-2 nur AOX vs. PAM-Prakonditionierung und AOX fur 4 h, nur
AOX vs. PAM-Prakonditionierung und SHAM flr 4 h, IL-4 nur AOX vs. PAM-
Prakonditionierung und AOX fur 2 h, nur AOX vs. PAM-Prakonditionierung und
SHAM fur 2 h, IL-5 nur AOX vs. PAM-Prakonditionierung und AOX fur 6 h, nur
AOX vs. PAM-Prakonditionierung und SHAM fur 6 h, IL-6 nur AOX vs. PAM-
Prakonditionierung und AOX flr 2 h, nur AOX vs. PAM-Prakonditionierung und
SHAM flr 2 und 4 h, nur AOX vs. PAM-Prakonditionierung und AOX fir 4 h, IL-
10 nur AOX vs. PAM-Prakonditionierung und SHAM fur 4 h, IL-12 nur AOX vs.
PAM-Prakonditionierung und AOX fir 2 und 4 h, nur AOX vs. PAM-
Prakonditionierung und SHAM fir 2 und 4 h, TNF-a nur AOX vs. PAM-
Prakonditionierung und AOX fur 2 h, nur AOX vs. PAM-Prakonditionierung und
SHAM fur 2 und 4 h). Der TLR-Agonist PAM3Cys zeigt sich in dieser
Versuchsanordung als signifikanter Protektor flr die Auspragung eines

Ischamie/Reperfusionsschadens.



Diskussion 78

Pharmakologische Prakonditionierung (Aortenklemmung vs. SHAM vs.
PAM mit Aortenklemmung) (3.3.6)

Ziel dieser Gegenuberstellung ist eine positive Korrelation zwischen den durch
die Zytokinmessungen festzustellenden inflammatorischen Prozess mit Gblichen
laborchemischen Parametern zu vergleichen, die in der klinischen Routine als
Marker fUr einen Organschaden stehen. Daher wurden hierzu die Parameter
ALT und AST fur einen Leberschaden, LDH und Crea fur einen Nierenschaden
und Troponin fur einen Herzschaden in die Vergleichsauswertung eingefugt. Bei
den drei gewahlten Gruppen entsprache demnach der grosste zu erwartende
Organschaden der Gruppe mit alleiniger Aortenklemmung; die beiden anderen
Gruppen mussten durch das geringere Trauma (SHAM-Gruppe) bzw. die
pharmakologische Vorbehandlung durch Applikation von PAM3Cys 24 Stunden
vor dem Ischamieschaden einen geringeren Organschaden zeigen. Schon die
optische Erfassung der Graphen zeigt fir die meisten Parameter tendentiell in
der SHAM-Gruppe und in den Gruppen mit pharmakologischer Vorbehandlung
ahnliche Werte; dagegen haben die Gruppe mit einer Aortenklemmung ohne
Protektion deutlich héhere Plasmakonzentrationen. Im Uberblick finden sich
erhdhte Werte fur die Gruppe mit alleiniger Aortenklemmung im Vergleich zur
SHAM-Gruppe und der Gruppe mit pharmakologischer Prakonditionierung vor
der Aortenklemmung fur die Parameter IL-1B, IL-2, IL-4, IL-8, IL-12, TNF-q,
ALT, AST und LDH; dagegen erniedrigte Werte flr die Gruppe mit alleiniger
Aortenklemmung fir IL-6 und IL-10 und Creatinin. In der Signifikanzprifung
finden sich signifikante Erhohungen in der Gruppe mit Aortenklemmung
gegenuber der SHAM-Gruppe flur die Plasmakonzentrationen von IL-1, IL-2, IL-
4, IL-6, IL-12, TNF-a, ALT, AST und LDH, das anti-inflammatorische Zytokin IL-
10 dagegen signifikant erniedrigt. In der Gruppe mit pharmakologischer
Prakonditionierung vor der Aortenklemmung finden sich hingegen keine
signifikanten Unterschiede zur SHAM-Gruppe fir alle Parameter. Die Gruppe
mit pharmakologischer Prakonditionierung vor der Aortenklemmung zeigt
gegenuber der Gruppe mit alleiniger Aortenklemmung signifikant niedrigere
Plasmakonzentrationen flr die Parameter IL-2, IL-4, IL-12, ALT, AST und LDH.
Die Parameter GM-CSF, Kreatinin und TnT sind nicht signifikant unterschiedlich

zwischen den drei Gruppen (Tab. 3).
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Parameter SHAM AOX PAM3Cys AOX
IL-1 [pg/ml] 4,9 (12,65) 15,8 (11,7) * 5,6 (5,4)
IL-2 [pg/ml] 25,6 (9,3) 256,5 (185,9) * 27,2 (14,5) #
IL-4 [pg/ml] 0,0 (3,1) 5,0(6,4)* 0,0(1,9)#
IL-6 [pg/mi] 317,3 (443) 5989 (6873) * 2457 (4924 ,4)
IL-10 [pg/mi] 69,4 (43,6) 8,4 (10,3) * 32,2 (46,5)
IL-12 [pg/ml] 93,0 (58,3) 307,0 (524,0) * 147,2 (65,0) #

GM-CSF [pg/ml] 11,0 (7,4) 33,6 (40,2) 27,2 (46,2)
TNF-a [pg/mi] 11,6 (5,0) 42,8 (40,1) * 23,1 (20,6)
ALT [U/] 2,5(4,0) 30,0 (24,5) * 2,0 (10,0)#
AST [U/1] 134,5 (69,0) 3101,0 (2030,0) * 117,5 (475) #
LDH [uU/1] 195,5 (423,5) 2956,0 (4331,0) * 6,0 (637,5) #
Kreatinin [mg/dI] 0,4 (0,2) 0,0 (0,3) 0,4 (0,2)
TnT [ng/ml] 0,4 (0,5) 0,3 (2,2) 0,8 (1,3)

Tab. 3 Ubersicht der Plasmakonzentrationen von IL-1, IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-12,
GM-CSF, TNF-a, ALT, AST, LDH, Crea und TNT im Vergleich der Gruppen: nur
SHAM-Procedur, nur Aortenklemmung und Vorbehandlung mit dem TLR-Agonisten
PAM3Cys 24 Stunden vor der Aortenklemmung, Blutentnahme jeweils nach 4 Stunden
Reperfusion (Median und Interquartile range IQR (in Klammern); * p<0,05 vs SHAM; #
p<0,05 vs AOX)

Der TLR-Agonist PAM3Cys zeigte sich in der vorherigen Versuchsanordung
bereits als signifikanter Protektor fur die Auspragung eines Ischamie/
Reperfusionsschadens durch die Modulation der Zytokinverlaufe. In diesem
Vergleich kann zudem festgestellt werden, dass auch der Uberwiegende Anteil
an laborchemischen Parametern, die in der klinischen Anwendung als Marker
fir einen Organschaden stehen, entsprechend einer Organprotektion signifikant
durch Pam3Cys-Vormedikation erniedrigt sind.

anti-inflammatorischen

Einfluss des Zytokins IL-10

demonstrierten Zimmermann und Mitarbeiter im Maus-Modell. Sie zeigten, dass

Einen protektiven
die Applikation von IL-10 die Auspragung eines morphologischen Schadens
nach manipulativem Endothelschaden in der A. carotis in der Maus abmildern
konnte [Zimmerman 2004]. Die in unserer Reihe gefundene Hochregulierung
von IL-10 und Verminderung der Organdysfunktion entspricht dem Bericht von
Zimmermann beziglich des anti-inflammatorischen Effektes von IL-10. Die
Arbeitsgruppe von Yassin berichtete ein Ischamie-Modell, bei dem sie ebenso

wir hier beschrieben neben den Zytokinen noch die Parameter Harnstoff,
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Kreatinin, AST, ALT und Laktat bestimmten. Die Tiere in der Gruppe mit
Ischamie/Reperfusion hatten fir alle Parameter hohere Werte als die
Kontrollgruppe [Yassin 2002]. Auch hier zeigte sich eine Vergleichbarkeit in der
Auspragung der inflammatorischen Immunantwort mit der Dysfunktion
parenchymatdser Organe. Im Tiermodell konnte von Gho und Mitarbeitern bei
der Ratte gezeigt werden, dass eine passagere Klemmung der mesenterialen
und renalen Perfusion die kardialen und pulmonalen Ischamie/
Reperfusionsschaden begrenzt. Sie induzierten eine 15-minutige Unter-
brechung der mesenterialen und renalen Perfusion gefolgt von einer
Reperfusionsphase von 180 Minuten. Danach wurde eine 60-minttige
Klemmung einer Koronararterie angeschlossen. Verglichen wurde das
Infarktareal des Myokards [Gho 1996]. Dieses Vorgehen wird als remote
ischemic preconditioning bezeichnet, bei dem nicht direkt das eigentliche
vulnerable Zielorgan der Ischamie prakonditioniert wird, sondern ein anderer
Koérperteil und dennoch durch systemische Effekte das Zielorgan geschutzt
wird. Vergleichbar sind die Ergebnisse von Harkin und Mitarbeitern im
Schweine-Modell [Harkin 2002] und beim Menschen beschrieben von Cheung
und Mitarbeitern [Cheung 2006] sowie von Ali und Mitarbeitern [Ali 2007]. In
unserem Modell erfolgte eine ischamische Prakoditionierung durch
Minderperfusion der unteren Korperhalfte und ahnlich des remote ischemic
preconditioning konnte eine Protektion der nicht direkt prakonditionierten

Organe Leber und Niere erzielt werden.

Vergleich Wildtyp- gegen homozygot fiir TIr2™'%" Knock out-Miuse (3.4.1)
Homozygot defiziente Mause fur Toll-like Rezeptor 2 wurden bereits in
Versuchen zur Bestimmung der Immunantwort auf bakterielle Endotoxine
verwandt. So produzieren sie z. B. weder TNF noch IL-6 bei Infektionen mit
Leptospiren (Leptospira interrogans) [JAX]. Im Rahmen dieser Versuchs-
anordnung sollte die systemische Inflammation bei den TLR-Knock-out-Tieren
im Vergleich zu den Wildtyp-Mausen geringer ausfallen und die Zytokine
niedrigere Plasmakonzentrationen zeigen. Tendenziell héhere Parameter fir
die Wildtyp-Mause zeigen sich bei IL-6 fur beide Zeitintervalle und fur das kurze
Intervall von 2 Stunden zudem noch fur IL-2, IL-12 und TNF-a. In der

Signifikanzprifung zeigen sich fur die Knock-out-Mause signifikant niedrigere
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Werte fur IL-6 nach 2 Stunden und signifikant héhere Werte fir das anti-
inflammatorische Zytokin IL-10 bei 4 Stunden.

Aprahamian und Mitarbeiter verglichen in einem operativen Maus-Modell vier
Wochen alte C57BL/6 Wildtyp-Tiere mit TLR 2-defizienten Tieren. Rationale
des Versuches war die Hypothese, dass TLR zur Erkennung enteraler
Bakterien eine entscheidende Rolle in der mucosalen Immunantwort zusteht.
Von beiden Stdmmen wurden je 6 Tiere lediglich laparotomiert (SHAM) bzw.
laparotomiert und ein 60-minutiger Verschluss der A. mesenterica superior mit
einer Reperfusion von 90 Minuten durchgeflhrt. Teilsticke des Jejunum
wurden histopathologisch untersucht, sowie die intestinal cytocine messenger
RNA fir Interferon-y, IL-4 und IL-6 bestimmt. Histologisch zeigten sich bei den
Knock-out-Mause in der Ischamie/Reperfusions-Gruppe hohere Schadens-
scores des Dunndarms als bei den Wildtyp-Tieren. Die Zytokinmuster zeigten
bei den Knock-out-Tieren signifikant erniedrigte Werte flr die 3 bestimmten
Parameter gegenuber den ebenso vorbehandelten Wildtyp-Mausen.
Aprahamian bewertete die Ergebnisse als Beweis, dass homozygot TLR 2-
defiziente Mause eine Dysregulation der mucosalen angeborenen Immunitat
haben und dadurch einen schwacheren protektiven Schutz bei einem
Ischamie/Reperfusion-Schaden haben. Ubertragen auf den Menschen sieht er
darin eine Erklarung fur den schlechten postpartalen klinischen Verlauf von
Frihgeborenen unter einer Antibiotika-Therapie [Aprahamian 2008]. Bornstein,
Zacharowski und Mitarbeiter untersuchten an homozygot flir TLR 2-defizienten
Mausen und Wildtyp-Tieren den Corticosteroid-Gehalt im Plasma und
Zellveranderungen der Nebennieren nach LPS-Gabe als inflammatorischem
Stimulus. Dabei zeigte sich, dass Knock-out-Mause reduzierte Corticoid-Werte
im Plasma haben und damit eine geringere Maoglichkeit einer endokrinen
Stressantwort im Rahmen der angeborenen Immunitat. Schlussfolgernd zeigte
sich damit der bedeutende Einfluss der TLR auf die Hypothalamus-
Hypophysen-Nebennieren-Achse unter den Bedingungen von Inflammation und
Sepsis [Bornstein2004]. Echchannaoui verglich die Immunantwort und das
klinische Bild der Meningitis, hervorgerufen durch eine Infektion mit
Streptococcus pneumoniae bei TLR 2-defizienten Mausen gegenuber Wildtyp-
Mausen. Es zeigte sich, dass die Knock-out-Mause eine hdhere bakterielle

Dichte im Gehirn, eine hdhere Letalitat insgesamt und auch nach antibiotischer
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Therapie als Wildtyp-Tiere hatten. Die Konzentrationen an IL-6 waren in beiden
Gruppen gleich, 24 Stunden nach Infektion waren die TNF-Aktivitat in der
Knock-out-Gruppe signifikant hoher [Echchannaoui 2002]. Favre konnte zeigen,
dass TLR 2-defiziente Mause resistenter im myokardialen Ischamie-Modell
waren, wobei die Ischamie durch eine 30-minutige Ligatur der linken
Koronararterie erzeugt wurde. Die Knock-out-Mause hatten ein kleineres
Infarktareal und eine geringere Leukozyteninfiltration als Wildtyp-Tiere. Die
Zytokinmuster zeigten hohere Werte fur die TLR 2-defiziente Mause nach
Ischamie/Reperfusion fir TNF-a und niedrigere Werte fur IL-1B3, und IL-6
[Favre 2007]. Das gleiche Ergebnis bei TLR 4-defizienten Mausen wurde von
Oyama und Mitarbeitern berichtet; auch hier waren das Infarktareal sowie die

Inflammation geringer ausgepragt als bei den Wildtyp-Tieren [Oyama 2009].

Im Zusammenhang mit der Diskussion sind zwei Aspekte mit einzubeziehen:
die Hitze-Schock-Proteine und die LPS-Toleranz. Hitze-Schock-Proteine [heat
shock proteins, HSP] sind Proteine, die in allen Prokarioten und Eukarioten
vorkommen und unter normalen physiologischen Bedingungen niedrige
Konzentrationen aufweisen. Bei einer Vielzahl von Stress-Stimuli wird die
intrazellulare HSP-Synthese hochreguliert. Als Stress-Stimulus kdnnen dabei
physiologische [z. B. hormonelle Stimulation] und pathologische [z. B. virale und
bakterielle Infektionen oder Inflammation] Faktoren einwirken [Ritossa 1996,
Lindquist 1988], die die ,Stress-Antwort* auslésen. Es konnte gezeigt werden,
dass HSP60 und HSP70 Uber CD14 die Entstehung von proinflammatorischen
Zytokinen beeinflussen und dabei als endogene Liganden fur Toll-like
Rezeptoren dienen [Ohashi 2000, Asea 2000, Moroi 2000, Chen 1999, Basu
2000, Vabulas 2002]. HSP60 bewirkt Gber TLR 2 eine Regulation der T-Zell-
Adhasion sowie eine Zytokin-Expression und Uber TLR4 eine Aktivierung von
Makrophagen und dendritischen Zellen; HSP70 aktiviert uber TLR 2 und 4
Splenozyten, NK-Zellen, Promonozyten und dentritische Zellen [Quintana
2005]. Asea und Mitarbeiter berichteten, dass HSP70 den Anstieg
proinflammatorischer Zytokine generiert und mit MyD88/NF-kB als Mediator des
Signalwegs die Toll-like Rezeptoren 2 und 4 einbezieht [Asea 2002]. Es konnte
im Experiment diskriminiert werden, dass der Effekt durch HSP und nicht durch

LPS verursacht wurde und, dass TLR 2 und 4 synergetisch auf die intrazelluare
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Produktion von IL-6 als Antwort auf die HSP70-Stimulation wirken. Dieser
Signalweg lasst die Autoren vermuten, dass durch pharmakologische
Beeinflussung der HSP70-Funktion ein therapeutischer Ansatz moglich ist
[Asea 2002]. Triantafilou und Mitarbeiter beschreiben eine Beteiligung von
Hitze-Schock-Proteinen an der Auspragung der Immunantwort auf LPS. Es
wurde gezeigt, dass der LPS-Rezeptorkomplex unter anderem HSP70 und
HSP90 einschliesst [Triantafilou 2001]. Diese beiden Hitzeschockproteine
konnen LPS direkt binden und zusammen mit TLR4, der LPS-getriggerte
Signalwege beeinflusst, die Immunantwort auf eine Inflammation generieren
[Triantafilou 2004]. Vabulas und Mitarbeiter berichten ebenso Uber HSP70 als
einen endogenen Stimulus fur den Toll/IL-1-Rezeptor-Signalweg, der TLR 2 und
TLR 4 einschliesst und damit vergleichbar wie LPS wirkt [Vabulas 2002]. Als
klinisches Beispiel beschreibt Dybdahl Gber eine Ausschittung von HSP in den
Blutkreislauf bei herzchirurgischen Eingriffen [Dybdahl 2002]. Ebenso kommt es
zu einer vermehrten HSP-Ausschittung durch Diabetes mellitus Typ 1 [Elias
1990] und Arteriosklerose [Xu 2000].

Vor Uber 50 Jahren beschrieben Beeson und Mitarbeiter eine signifikante
Abschwachung der Immunantwort und metabolischen Veranderungen auf eine
LPS-Reexposition [Beeson 1947]. Die Pragung des Terms ,Endotoxin-
Toleranz erfolgte durch Neva im Jahr 1950 [Neva 1950]. Greismann und
Mitarbeiter unterschieden zwei Phasen der LPS-Toleranz. Die ,Frihphase-
Endotoxin-Toleranz® entspricht einer Unempfindlichkeit auf eine erneute LPS-
Einwirkung und beginnt nach einigen Stunden bishin zu einer Woche; sie
entsteht durch eine reduzierte Synthese von Monozyten und Makrophagen und
ist unabhanig von Antikérpern. Die ,Spatphase-Endotoxin-Toleranz“ ereignet
sich Wochen bis Monate nach der initialen Injektion und ausschliesslich dann,
wenn der identische LPS-Serotyp der Initialgabe verwendet wird; ,Spatphase-
Endotoxin-Toleranz“ ist daher abhangig von der Ausbildung von anti-LPS-
Antikérpern [Griesmann 1969]. Der Begriff ,Endotoxin-Toleranz® wurde im
Verlauf zur ,mikrobiellen Toleranz® erweitert, da zahlreiche bakterielle
Komponenten eine herabgesetzte Immunantwort bei Reexposition bewirken.
Van den Poll und Mitarbeiter zeigten in vivo, dass Vollblut von gesunden

Probanden nach LPS-Reexposition 3 und 6 Stunden spater, signifikant
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geringere Konzentrationen von TNF, IL-1, IL-6 und IL-10 aufweist [van den Poll
1996]. Klinisch bestatigt sich dies in der Beobachtung, dass Patienten mit einer
Gram-negativen Sepsis nicht zwangslaufig einen Endotoxin-Schock entwickeln,
was durch einen hypo-inflammatorischen Zustand zu erklaren ist [Ertel 1995,
Schade 1999]. Die Endotoxin- oder mikrobielle Toleranz ist unter anderem TLR-
vermittelt, was sich nach Parker und Mitarbeitern und auch durch Nomura und
Mitarbeitern in einer Verminderung der TLR4-Expression auf der Zelloberflache
zeigt [Parker 2005, Nomura 2000].

4.2 Schlussfolgerung
Entsprechend der formulierten Fragestellungen in Kapitel 1.4 lassen die

Ergebnisse der vorliegenden Arbeit folgende Schlussfolgerungen zu:

> Im durchgefihrten Operationsmodell mit passagerer Klemmung der
infrarenalen Aorta bei der Maus wurde ein Ischamie/Reperfusions-
schaden erzeugt, der eine systemische Inflammation des Organismus
mit Anstieg der Plasmakonzentrationen von pro-inflammatorischen
Zytokinen verursachte. Bei den Vegleichsgruppen mit unoperierten
Tieren als Kontrollen und Tieren mit SHAM-Operationen (nur
Laparotomie ohne Aortenklemmung) =zeigte sich ein Anstieg der

Zytokinkonzentrationen nicht.

> Der Anstieg der Plasmakonzentrationen von pro-inflammatorischen
Zytokinen und der Abfall der Plasmakonzentrationen des anti-
inflammatorischen Zytokins Interleukin IL-10 als Zeichen der
systemischen Inflammation  wurde  mit  klinisch relevanten
Laborparametern (ALT, AST, LDH, Kreatinin, Troponin) korreliert. Bei
signifikantem Anstieg der Parameter ALT, AST und LDH durch den
Stimulus der aortalen Klemmung wurde der laborchemische Nachweis
eines Ischamie/Reperfusionsschaden von Leber und Niere belegt. Es
besteht ein direkter kausaler Zusammenhang zwischen dem Ausmass
der systemischen Inflammation und des Organschadens im Rahmen

von Ischamie und Reperfusion.
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> Im Konzept der  mechanischen Prakonditionierung  wurde
nachvollzogen, dass durch eine passagere Aortenklemmung und eine
kurze bzw. lange Reperfusionsphase bis zur eigentlichen Aorten-
klemmung, das Ausmass der systemischen Inflammation zu beeinflussen
ist. In diesem Vergleich dokumentiert sich ein signifikanter ischamie-
protektiver Effekt sowohl fur die kurze als auch fir die lange
mechanische Prakonditionierung in den meisten Zytokinen durch
erniedrigte Werte und bei dem anti-inflammatorischen Zytokin IL-10 in
erhdohten Plasmakonzentrationen. Dies ist besonders eindeutig fur die

kurze mechanische Protektion.

> Das synthetische Lipopeptid PAM3 Cys (palmitylated version of N-acyl-
S-diacylglyceryl cysteine) bewirkt als Agonist an den Toll-like Rezeptoren
1, 2 und 6 eine pharmakologische Prakonditionierung gegenuber dem
nachfolgenden Ischamie/Reperfusionsschaden durch passagere aortale
Klemmung im Mausmodell. Dies zeigt sich sowohl im unterdrickten
Anstieg der Plasmakonzentrationen von proinflammatorischen Zyto-
kinen, als auch im reduzierten Anstieg der Kklinisch relevanten
Laborparametern ALT, AST und LDH als laborchemischer Nachweis
eines protektiven Effektes auf den Ischamie/Reperfusionsschaden von

Leber und Niere.

> Mause, die homozygot fur Toll-like Rezeptor 2 defizient sind, reagieren
auf die aortale Klemmung als inflammatorischer Stimulus gegenuber
Wildtypmausen mit signifikant niedrigeren Plasmakonzentrationen des
pro-inflammatorischen  Zytokins IL-6 und signifikant hdheren
Plasmakonzentrationen fir das anti-inflammatorische Zytokin IL-10. Dies
deutet auf einen Ischamie-protektiven Polymorphismus des Toll-like

Rezeptors 2 hin.
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5. Zusammenfassung

Bei der operativen Gefalimedizin ist im Rahmen rekonstruktiver Eingriffe an den
Gefallen eine passagere Unterbrechung des Blutflusses und damit der
Perfusion der abhangigen Organ- und Gewebestrukturen notwendig. Der
dadurch generierte Ischamie- und Reperfusionsschaden kann zu Gewebe-
untergang und nicht reversiblen Funktionseinschrankungen der Organsysteme
fuhren, was sich klinisch z. B. als neurologisches Defizit mit Paraplegien oder
chronischem Nierenversagen zeigt. Auch durch zahlreiche organprotektiv-
technische Verfahren und medikamentose Mitbehandlungen bei gefal3-
chirurgischen Operationen konnte das Problem des Ischamie/Reperfusions-

schadens bisher nicht ausreichend sicher vermieden werden.

Das zunehmende Wissen und das Verstdndnis der Mechanismen des
angeborenen Immunsystems innerhalb der letzten zwei Dekaden haben die
Bedeutung und den funktionellen Stellenwert von Toll-like Rezeptoren erkannt,
die fur die direkt und zlgig einsetzende Immunabwehr des Organismus auf
externe pathogene Keime zur Vermeidung bzw. Regulierung von Inflammation,
Infektion und Sepsis verantwortlich sind. Durch experimentell erzeugte
Inflammation mit erhdhter Exprimierung von Toll-like Rezeptoren und durch
pharmakologische Modulation von Toll-like Rezeptoren und der Immunantwort
wurden bereits Ansatze neuer Behandlungskonzepte septischer Krankheits-

ablaufe aufgezeigt.

Ischamie und Reperfusion bewirken neben der direkten Schadigung des
abhangigen minderperfundierten Gewebes auch eine Inflammation des
Gesamtorganismus mit Stimulierung des angeborenen Immunsystems,
wodurch ein Krankheitsbild entstehen kann, welches der Sepsis auf eine

bakterielle Infektion gleichkommt.

In der vorliegenden Arbeit wurden die Zytokinverlaufe im Rahmen eines
Ischamie/Reperfusionsschaden durch infrarenale Aortenklemmung im Maus-
modell aufgezeigt und somit ein valider inflammatorischer Stimulus etabliert.

Durch mechanische Prakonditionierung (vorherige kurze Ischamie und
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Reperfusion) und pharmakologische Prakonditionierungen  (vorherige
Applikation eines Toll-like Rezeptor-Agonisten) in verschiedenen Versuchs-
vergleichen mit Kontroll- und SHAM-Tieren konnte gezeigt werden, dass durch
beide Verfahren eine Reduzierung der Immunantwort und des Organschadens
moglich ist. Der relevante Einfluss der Toll-ike Rezeptoren in der
inflammatorischen Antwort des Koérpers auf eine regionale Minderperfusion
konnte im Vergleich von Toll-like Rezeptor-defizienten Mausen zu Wildtyp-

Mausen belegt werden.

Das vorliegende Mausmodell wird als Grundlage weiterer experimenteller
Untersuchungen dienen, die zum Ziel haben, den kausalen Kreis von
angeborenem Immunsystem, Inflammation und induziertem Ischamie/
Reperfusionsschadens, einschliesslich der Uberpriifung neuer therapeutischer
Konzepte, zu schliessen. Die klinische Einfuhrung der mechanischen
Prakonditionierung und insbesondere die Weiterentwicklung von Toll-like
Rezeptor-modulierenden Wirkstoffen in der Humanmedizin als pharmako-
logische Prakonditionierung werden zunehmende Bedeutung in der operativen

GefalRmedizin erhalten.
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8. Anhang

8.1  Abkiirzungsverzeichniss

AB
ACTH
AOX

APC

APD
ALT(GPT)
AST (GOT)

CD 14
CK

CMV

CpG DNA
DC
dsRNA
ELISA
ERK
GM-CSF
GOT (AST)

GPT(ALT)
HPA
HSP 70
HSV
IFN-y
IL
iNOS
IRAKs
INK
LAM
LDH

Antibody

Adrenocorticotropes Hormon

Aortenklemmung

antigen-presenting cell

Avalance-Photodioden

Alanin-Aminotransferase (Glutamat-Pyruvat-Transaminase)
Aspartat-Aminotransferase (Glutamat-Oxalacetat-
Transaminase)

CD (cluster of differentiation)-Rezeptor 14
Kreatininkinase

Cytomegalovirus

unmethylated cytosine-guanine-rich DNA

dendritic cell

double-stranded RNA

Enzyme Linked-Immuno-Sorbent Assay
extracellular signal-requlated kinase

Granulocyte macrophage colony-stimulating factor
Glutamat-Oxalacetat-Transaminase
(Aspartat-Aminotransferase)
Glutamat-Pyruvat-Transaminase (Alanin-Aminotransferase)
hypothalamic-pituitary-adrenal

heat-shock protein 70

Herpes simplex-Virus

Interferon-y

Interleukin

inducible nitric oxide synthase
Interleukin-receptor-associated kinases

c-Jun N-terminal kinase

Lipoarabinomannan

Laktatdehydrogenase
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LPB LPS-binding protein

LPS Lipopolysaccharid

LTA lipoteichoic acid

MAPKs mitogen-activated protein kinases

MDA Malondialdehyd

MPO Nieren-Myeloperoxidase

MyD88 myeloid differentiation primary-response gene 88
NAD" Nicotinsaureamid-Adenin-Dinukleotid (oxidierte Form)
NADH Nicotinsaureamid-Adenin-Dinukleotid (reduzierte Form)
NF-kB Nuclear factor kB

NO Stickstoffmonoxid

PAM3 Cys palmitylated version of N-acyl-S-diacylglyceryl cysteine
PAMPs Pathogen-associated molecular patterns

PJ34 PolyadenosindiphosphatribosePolymerase-Inhibitor
PKR Double-stranded RNA-dependent protein kinase

PMT Photomultiplier

PRR Pattern recognition receptors

rBPI recombinat bactericidal/permeability-increasing proteine
ROS reactive oxygen species

SWOP second window of protection

TIR Toll / IL-1 - receptor

TLR Toll-like Rezeptor

TNF-a Tumornekrosefaktor-Alpha

nT Troponin T

Tregs Regulatory T cells

SAV-RPE streptavidin conjugated to the fluorescent protein R-

Phycoerythrin (Streptavidin-RPE)
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8.2 Tabellenverzeichniss

Tab. 1 Rolle der TLR in der Pathogen-Erkennung und Pathophysiologie beim
Menschen [Abreu 2004]

Tab. 2 Dauer bis zum Tod der narkotisierten Maus nach infrarenaler
Aortenligatur (Serie A, Gruppe 2): Absolutwerte [Minuten]

Tab. 3 Ubersicht der Plasmakonzentrationen von IL-1, IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-
12, GM-CSF, TNF-a, ALT, AST, LDH, Crea und TNT im Vergleich der
Gruppen: nur SHAM-Procedur, nur Aortenklemmung und
Vorbehandlung mit dem TLR-Agonisten PAM3Cys 24 Stunden vor der
Aortenklemmung (Median IQR; * p<0,05 vs SHAM; # p<0,05 vs AOX)
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8.3

Abb.

Abbildungsverzeichniss

Abb. 2
Abb. 3

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

10

11

12

13

14

15

16

17

18

TLR-Signalwege (Teilausschnitt nach [Barton 2003])

Erkennung von LPS auf der Oberflache von Phagozyten [Aderem 2000]

Frihe und spate Phase des Ischdmieschutzes durch Prakonditionierung
(links), durch wiederholte Prakonsitionierung lasst sich kein verstarkter
oder kumulativer Effekt erzielen (rechts) [Pasupathy 2005]

Strukturformel des Lipopeptids und Agonisten fir TLR- 1, -2 und -6
Pam3Cys-SKKKK [EMC microcollections GmbH, Tlbingen]

Ruckenlagerung der Maus, Fixierung der Hinterlaufe mittels Klebeband,
Temperaturiberwachung mit transrektalem Thermometer (Photos: Frau
Kremer, Printmedia-Zentrum der Heinrich-Heine-Universitat Disseldorf)

Schichtweise mediane Laparotomie und Eréffnung des Peritoneums in
der Linea alba

Vorverlagerung des Intestinums nach rechts lateral

Darstellen und Eréffnen des Retroperitoneums mithilfe von
Wattestabchen

Identifizierung der infrarenalen Aorta und der Vena cava inferior
Separierung der Aorta abdominalis im infrarenalen Abschnitt

Passageres Klemmen der Aorta abdominalis im infrarenalen mit einer
Micro-Bulldogklemme

Kontrolle der korrekten Aortenabklemmung durch Beurteilung der Akren
der Vorder- und Hinterlaufe: Vorderpfote mit rosigem Kolorit (links),
Hinterpfote mit abgeblasstem weissem Kolorit ohne kapillare
Wiederauffiillung (rechts)

Zunahme von Streckhaltung und Rigor der Hinterlaufe in Abhangigkeit
von der Ischamiedauer, 10 min (links), 30 min (Mitte), 60 min (rechts)
nach infrarenaler Aortenklem-mung

Vollstandiger Rigor und maximale Streckhaltung der Hinterlaufe nach
180 min Ischamiedauer durch infrarenale Aortenligatur

Nach Entfernung der Aortenklemme Beginn der Reperfusionsphase und
schichtweiser zweireihiger Bauchdeckenverschluss (5-0 Prolene)

Bauchdeckenverschluss (5-0 Prolene)
Naht des Fells (5-0 Prolene)

Schema von 100 Beadklassen von jeweils 10 verschiedenen Konzentra-
tionen von Rot und Infrarot [Multimetrix GmbH]
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Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

19

20

21

22

23

24

25

26

27

Protokoll des Immunoassays Cytokine Mouse 10-Plex Panel der Firma
Invitrogen [Invitrogen Gmbh, Karlsruhe] AB=Antibody, SAV-
RPE=streptavidin conjugated to the fluorescent protein R-Phycoerythrin
(Streptavidin-RPE)

Hydrodynamische Fokkusierung der Beads durch UmspUlung einer
Mantelflissigkeit (Shealth Fluid) [Multimetrix GmbH]

Technische Skizze des Laser-Detektionssystems mit zwei Laserdioden
von 633 nm bzw. 532 nm Wellenlange [Multimetrix GmbH]

Dauer bis zum Tod der narkotisierten Maus nach infrarenale
Aortenligatur (Serie A, Gruppe 2): Diagramm

Blutwerte der Zytokine Interleukin (IL)-1B8, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-
12, GM-CSF, IFN-y und TNF-a der SHAM-Gruppe sowie der Gruppen
nach Aortenklemmung fiir 30, 60, 79 und 90 Minuten nach 3 Tagen
Reperfusion und fur 30 und 60 Minuten Klemmung nach 7 Tagen
Reperfusion

Blutwerte der Zytokine Interleukin (IL)-1R, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-
12, GM-CSF und TNF-a nach 60 minttiger Aortenklemmung bzw.
SHAM-Manéver und Reperfusionsphase von 2, 4, 6 und 24 Stunden
(Kontrolle=weiss, AOX=dunkelgrau, SHAM=hellgrau, Kennzeichnung mit
* fur Signifikanzen p<0,01)

Blutwerte der Zytokine Interleukin (IL)-1B3, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-
12, GM-CSF und TNF-a nach 15-minutigen aortalen Klemmung bzw.
einem 15-minttigen SHAM-Manéver eine 30-mindtige
Reperfusionsphase und einer Aortenklemmung von 60 Minuten.
Reperfusionsphase von 2, 4 und 6 Stunden (AOX=dunkelgrau,
SHAM=hellgrau, Kennzeichnung mit * fiir Signifikanzen p<0,01)

Blutwerte der Zytokine Interleukin (IL)-1B3, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-
12, GM-CSF und TNF-a nach 15-min(tigen aortalen Klemmung, einer
30-mindtigen Reperfusionsphase und einer Aortenklemmung von 60
Minuten im Vergleich zu alleinigen 60-minutigen Aortenklemmung.
Reperfusionsphase von 2, 4 und 6 Stunden (mit mech.
Prakonditionierung=dunkelgrau, nur AOX=hellgrau, Kennzeichnung mit *
fur Signifikanzen p<0,01)

Blutwerte der Zytokine Interleukin (IL)-1B3, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-
12, GM-CSF und TNF-a einer 15-minttigen Prakonditionierung einer
Reperfusionsphase von 24 Stunden und der eigentlichen
Aortenklemmung von 60 Minuten im Vergleich zu einer SHAM-Procedur
als Prakonditionierung, Reperfusionsphase von 2, 4 und 6 Stunden (mit
mech. Prakonditionierung=dunkelgrau, SHAM-Procedur=heligrau,
Kennzeichnung mit * fur Signifikanzen p<0,01)
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Abb. 28

Abb. 29

Abb. 30

Abb. 31

Blutwerte der Zytokine Interleukin (IL)-1B, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-
12, GM-CSF und TNF-a nach 15-mintigen aortalen Klemmung, einer
30-mindtigen bzw. 24-stiindiger Reperfusionsphase und einer
Aortenklemmung von 60 Minuten im Vergleich zu alleinigen 60-
minutigen Aortenklemmung. Reperfusionsphase von 2, 4 und 6 Stunden
(nur AOX=hellgrau, mit kurzer mech. Prakonditionierung=mittelgrau mit
langer mech. Prakonditionierung=dunkelgrau, Kennzeichnung mit * fur
Signifikanzen p<0,01)

Blutwerte der Zytokine Interleukin (IL)-1B, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-
12, GM-CSF und TNF-a nach intraperitonealer Applikation von 200 ug
PAM3Cys (EMC Microcollections, Tubingen), einer 24-stiindigen
Intervallphase und einer 60-minutigen aortalen Klemmung bzw. SHAM-
Procedur. Verglichen wird dies mit der alleinigen aortalen Klemmung.
Die Blutentnahme erfolgte entsprechend nach 2, 4 bzw. 6 Stunden. (nur
AOX=hellgrau, PAM-Prakonditionierung und AOX=mittelgrau, PAM-
Prakonditionierung und SHAM-Procedur=dunkelgrau, Kennzeichnung
mit * far Signifikanzen p<0,01)

Blutwerte der Zytokine Interleukin (IL)-1B3, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-
12, GM-CSF und TNF-a und der Parameter Aspartat-Aminotransferase
(AST), Alanin-Aminotransferase (ALT), Laktatdehydrogenase (LDH),
Kreatinin und Troponin (TnT). nach intraperitonealer Applikation von 200
pug PAM3Cys (EMC Microcollections, TUbingen), einer 24-stindigen
Intervallphase und einer 60-minttigen aortalen Klemmung bzw. SHAM-
Procedur. Verglichen wird dies mit der alleinigen aortalen Klemmung.
Die Blutentnahme erfolgte entsprechend nach 4 Stunden
(SHAM=hellgrau, AOX=mittelgrau, PAM-Prakonditionierung und
AOX=dunkelgrau, Statistik: Kruskal-Wallis-Test + Dunns Posthoc-Test;
Signifikanzniveau * p<0,05 vs SHAM, # p<0,05 vs AOX).

Darstellung der Zytokinverlaufe nach 60-min(tiger Aortenklemmung bei
Knock-out- und Wildtyp-Mausen nach 2 und 4 Stunden Reperfusion
(Wildtyp=hellgrau, Knock-out=dunkelgrau, Kennzeichnung mit * fur
Signifikanzen p<0,01)
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8.5 Daten der Zytokin- und Laborchemiebestimmungen
Genotyp Versuchsgrupe Zeit IL1b IL 2 IL 4 IL5 IL6
[pg/ml] [pg/mI] [pg/ml] [pg/mi] [pg/mI]
Serie A_nur Laparotomie_Gr.3 IL 1b IL2 IL4 IL5 IL6
WT AOX_60minS 03d 0 0 0 0 230,39
WT AOX_60minS 03d 0 0 0 86,63 399,82
Serie A_30 min Klemmung_Gr.4 IL 1b IL2 IL4 IL5 IL6
WT AOX_30minX 07d 0 98,95 0 2295 48,63
WT AOX_30minX 07d 48 0 0 0 25240,69
WT AOX_30minX 07d 0 0 0 36,32 111,54
WT AOX_30minX 07d 0 0 0 0 51,29
WT AOX_30minX 07d 0 67,58 0 17,70 8,39
WT AOX_30minX 07d 0 67,58 0 0 83,77
WT AOX_30minX 03d 0 0 0 13,84 5,59
WT AOX_30minX 03d 48 0 0 27,36 32,24
WT AOX_30minX 03d 0 0 0 0 19,20
Serie A_60 min Klemmung_Gr.5 IL 1b IL2 IL4 IL5 IL6
WT AOX_60minX 07d 115,04 0 0 23,36 83,12
WT AOX_60minX 07d 0 67,58 0 26,70 81,77
WT AOX_60minX 07d 0 0 0 20,58 34,86
WT AOX_60minX 07d 0 67,58 0 20,04 74,5
WT AOX_60minX 07d 0 0 0 0 2,8
WT AOX_60minX 03d 0 0 0 5240 136,46
WT AOX_60minX 03d 0 0 0 242,56 262,67
WT AOX_60minX 03d 0 0 43 0 65,90
Serie A_90 min Klemmung_Gr.6 IL 1b IL2 IL 4 IL5 IL6
WT AOX_90minX 03d 0 0 0 129,84 358,35
WT AOX_90minX 03d 0 0 0 22,5 75,16
Serie A_70 min Klemmung_Gr.7 IL 1b IL2 IL4 IL5 IL6
WT AOX_70minX 03d 0 0 0 163 79,13
WT AOX_70minX 03d 210,6 111,32 0 9223 229,17
WT AOX_70minX 03d 0 0 0 5384 300,48
Serie B_Sham, direkte Enthahme_Gr.8 IL 1b IL2 IL 4 IL5 IL6
WT Saline 00,0h 0 254 4,78 2,90 28
WT Saline 00,0h 0 314 5,38 3,8 28
WT Saline 00,0h 0 195 4,58 2,90 27
WT Saline 00,0h 11,9 291 4,64 4,19 28
Serie B_Klemmen 60X iiber 2 h_Gr.9 IL 1b IL2 IL4 IL5 IL6
WT AOX_60minX 02h 0 50,02 428 32,56 6529,31
WT AOX_60minX 02h 11,9 254 4,89 31,5 2100
WT AOX_60minX 02h 15,4 0 4,61 28,5 8614
WT AOX_60minX 02h 251 470 34,2 40,79 8032
WT AOX_60minX 02h 11,9 0 5,06 62,20 9720
WT AOX_60minX 02h 11,9 273 454 120,8 5696
Serie B_Klemmen 60X iiber 4 h_Gr.10 IL 1b IL2 IL4 IL5 IL6
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WT AOX_60minX 04h 16,23 64,13 14,16 61,36  3086,57
WT AOX_60minX 04h 11,9 286 534 51,29 5397
WT AOX_60minX 04h 11,9 136 4,31 22 6554
WT AOX_60minX 04h 15,4 286 4,71 20,1 9910
WT AOX_60minX 04h 19 234 5,63 33,79 12320
WT AOX_60minX 04h 28,2 279 2,62 51,70 5424
WT AOX_60minX 04h 16,23 64,13 14,16 61,36 3086,57
Serie B_Klemmen 60X iiber 6 h_Gr.11 IL 1b IL2 IL4 IL5 IL6
WT AOX_60minX 06h 19 226 4,34 80,5 2145
WT AOX_60minX 06h 11,9 308 5,37 392,60 723
WT AOX_60minX 06h 0 180 4,13 257,20 1342
WT AOX_60minX 06h 0 136 4,58 3895 156
WT AOX_60minX 06h 11,9 124 4,27 109,3 2227
Serie B_Klemmen 60X iiber 24 h_Gr.12 IL 1b IL2 IL 4 IL5 IL6
WT AOX_60minX 24h 16,23 40,74 10,02 12,45 522,75
WT AOX_60minX 24h 2026,8 0 26,17 395,10 353
WT AOX_60minX 24h 0 0 4,51 156 91
WT AOX_60minX 24h 0 0 3,72 214,39 52
WT AOX_60minX 24h 11,9 273 4,58 93,59 124
WT AOX_60minX 24h 11,9 54 4,17 6,5 208
Serie B_Laparotomie 60S iber 2 h_Gr.13 IL 1b IL2 IL4 IL5 IL6
WT AOX_60minS 02h 0 2641 1,94 9,17 541,70
WT AOX_60minS 02h 28,2 435 4,27 29,20 441
WT AOX_60minS 02h 11,9 9 4,21 12,9 332
WT AOX_60minS 02h 22,1 95 3,75 19,5 967
WT AOX_60minS 02h 0 0 4,44 46,09 1300
Serie B_Laparotomie 60S lber 4 h_Gr.14 IL 1b IL2 IL4 IL5 IL6
WT AOX_60minS 04h 16,23 33,61 8,36 87,48 4863,81
WT AOX_60minS 04h 15,4 226 4,82 20 1247
WT AOX_60minS 04h 0 186 4,54 171 1758
WT AOX_60minS 04h 11,9 273 496 17,29 1071
WT AOX_60minS 04h 15,4 254 4,85 25,1 4003
WT AOX_60minS 02h 0 40,95 442 31,41 586,25
Serie B_Laparotomie 60S iiber 6 h_Gr.15 IL 1b IL2 IL4 IL5 IL6
WT AOX_60minS 06h 0 23,93 6,17 249,99 2068,06
WT AOX_60minS 06h 16,23 44,18 12,03 174,71  1959,74
WT AOX_60minS 06h 11,9 136 4,04 34,90 225
WT AOX_60minS 06h 25,3 241 424 172,2 5061
WT AOX_60minS 06h 11,9 248 4,44 37,79 924
WT AOX_60minS 06h 11,9 177 4,47 16,29 721
Serie B_Laparotomie 60S liber 24 h_Gr.16 IL 1b IL2 IL4 IL5 IL6
WT AOX_60minS 24h 9,77 48,32 15,46 347,51 227,81
WT AOX_60minS 24h 48,16 28,5 6,17 69,26 37,27
WT AOX_60minS 24h 16,23 34,09 11,84 270,41 192,2
WT AOX_60minS 24h 16,23 20,96 9,81 95,08 110,25
WT AOX_60minS 24h 0 9 4,01 303,70 119
WT AOX_60minS 24h 15,4 248 5,89 352,79 102
WT AOX_60minS 24h 15,4 0 2,77 248,89 334
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Serie C_mech. Pra kurz tiber 2 h_Gr.17 IL 1b IL2 IL4 IL5 IL6
WT AOX_15minX_30min_60minX 02h 16,23 36,81 12,58 259,79 14086,76
WT AOX_15minX_30min_60minX 02h 16,23 58,11 15,66 115,64 5403,16
WT AOX_15minX_30min_60minX 02h 16,23 24,74 12,33 611,15 13063,98
WT AOX_15minX_30min_60minX 02h 16,23 42,54 10,58 345,72 7084,49
WT AOX_15minX_30min_60minX 02h 16,23 27,54 14,02 129,08 2497,97
WT AOX_15minX_30min_60minX 02h 0 7,67 9,94 47,68 85,57
WT AOX_15minX_30min_60minX 02h 2 7,67 2512 33,75 1189,96
WT AOX_15minX_30min_60minX 02h 0 0 0 46,06 333,06
WT AOX_15minX_30min_60minX 02h 2 0 21,55 38,98 279,17
Serie C_mech. Pra kurz liber 4 h_Gr.18 IL 1b IL2 IL4 IL5 IL6
WT AOX_15minX_30min_60minX 04h 0 20,96 7,62 410,5 14170,64
WT AOX_15minX_30min_60minX 04h 0 28,5 10,58 167,12 10427,91
WT AOX_15minX_30min_60minX 04h 16,23 33,61 9,53 108,43 13575,43
WT AOX_15minX_30min_60minX 04h 16,23 27,54 7,89 170,03 146147
WT AOX_15minX_30min_60minX 04h 0 45,68 9 260,64 140047
WT AOX_15minX_30min_60minX 04h 2 7,67 41,03 74,41 75,09
Serie C_mech. Pra kurz liber 6 h_Gr.19 IL 1b IL2 IL4 IL5 IL6
WT AOX_15minX_30min_60minX 06h 559 56,68 40,88 330,92 272,57
WT AOX_15minX_30min_60minX 06h 3,81 58,08 40,38 302,39 76,80
WT AOX_15minX_30min_60minX 06h 3,2 44 36 151,03 231,98
WT AOX_15minX_30min_60minX 06h 9,76 19,95 8,2 17,9 4083,92
WT AOX_15minX_30min_60minX 06h 8,75 30,36 5,64 79,30 6319,08
WT AOX_15minX_30min_60minX 06h 1,83 2355 11,96 59,41 46,88
Serie C_mech. Pra kurz liber 2 h_Gr.20 IL 1b IL2 IL4 IL5 IL6
WT AOX_15minS_30min_60minX 2h 9,64 4,86 0 8,54  3795,07
WT AOX_15minS_30min_60minX 2h 0 4,86 0 0 713,51
WT AOX_15minS_30min_60minX 2h 0 2,43 0 0 783,16
WT AOX_15minS_30min_60minX 2h 3,985 2,43 0 11,93 118949
WT AOX_15minS_30min_60minX 2h 7,97 64,89 0 8,55 5871,09
WT AOX_15minS_30min_60minX 2h 0 64,89 0 0 789,89
Serie C_mech. Pra kurz liber 4 h_Gr.21 IL 1b IL2 IL4 IL5 IL6
WT AOX_15minS_30min_60minX 4h 9,645 34,88 0 4518 2378,25
WT AOX_15minS_30min_60minX 4h 0 2,43 0 33,56 1408,95
WT AOX_15minS_30min_60minX 4h 7,97 0 0 54,01 2081,39
WT AOX_15minS_30min_60minX 4h 7,97 0 0 16,83 2128,28
WT AOX_15minS_30min_60minX 4h 7,97 64,9 0 37,19 2526,46
WT AOX_15minS_30min_60minX 4h 0 0 0 48,99 649,86
Serie C_mech. Pra kurz liber 6 h_Gr.22 IL 1b IL2 IL4 IL5 IL6
WT AOX_15minS_30min_60minX 6h 0 0 0 82,31 819,3
WT AOX_15minS_30min_60minX 6h 7,97 0 0 54,04 835,89
WT AOX_15minS_30min_60minX 6h 7,97 0 0 112,12 127,29
WT AOX_15minS_30min_60minX 6h 0 0 0 46,94 132,62
WT AOX_15minS_30min_60minX 6h 0 0 0 49,99 453,36
WT AOX_15minS_30min_60minX 6h 0 0 0 10,35 419,87
Serie C_mech. Pra-Sham kurz liber 2
h_Gr.23 IL 1b IL2 IL4 IL5 IL6
WT AOX_15minX_30min_60minS 02h 0 7,67 13,96 36,63 59,54
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WT AOX_15minX_30min_60minS 02h 2 0 2486 31,19 61,48
WT AOX_15minX_30min_60minS 02h 2 7,67 13,96 27,79 828,53
WT AOX_15minX_30min_60minS 02h 0 7,67 0 12,55 25,46
WT AOX_15minX_30min_60minS 02h 0 7,67 17,97 2491 22,23
WT AOX_15minX_30min_60minS 02h 0 7,67 9,94 36,09 13,5
WT AOX_15minX_30min_60minS 02h 2 0 0 88,83 265,04

Serie C_mech. Prda-Sham kurz liber 4

h_Gr.24 IL 1b IL2 IL4 IL5 IL6
WT AOX_15minX_30min_60minS 04h 0 7,67 10,99 102,85 0
WT AOX_15minX_30min_60minS 04h 587 65,77 49,83 21,51 3702,11
WT AOX_15minX_30min_60minS 04h 0 7,67 31,57 143,25 41,77
WT AOX_15minX_30min_60minS 04h 2 123,89 55,38 126,53 132,31
WT AOX_15minX_30min_60minS 04h 3,44 7,67 34,89 151,86 963,21
WT AOX_15minX_30min_60minS 04h 2 123,89 34,89 56,08 266,79

Serie C_mech. Pra-Sham kurz liber 6

h_Gr.25 IL 1b IL2 IL4 IL5 IL6
WT AOX_15minX_30min_60minS 06h 2 99,26 7952 117,91 0
WT AOX_15minX_30min_60minS 06h 0 7,67 34,58 92,79 0
WT AOX_15minX_30min_60minS 06h 2 6577 46,94 57,84 53,23

Serie C_mech. Prda-Sham kurz liber 2

h_Gr.26 IL 1b IL2 IL4 IL5 IL6
WT AOX_15minS_30min_60minS 02h 2 65,77 6,97 12,55 155,05
WT AOX_15minS_30min_60minS 02h 2 123,89 46,74 20,43 40,77
WT AOX_15minS_30min_60minS 02h 2 6577 3748 41,15 569,17

Serie C_mech. Prda-Sham kurz liber 4

h_Gr.27 IL 1b IL2 IL4 IL5 IL6
WT AOX_15minS_30min_60minS 04h 2 7,67 31,57 21,51 69,41
WT AOX_15minS_60min_60minS 04h 0 0 17,53 34,07 0
WT AOX_15minS_30min_60minS 04h 0 7,67 0 59,52 63,09
WT AOX_15minS_30min_60minS 04h 0 7,67 36,72 113,52 15,72
WT AOX_15minS_30min_60minS 04h 2 7,67 21,55 89,88 43,74
WT AOX_15minS_30min_60minS 04h 2 123,89 73,98 84,88 17,37

Serie C_mech. Prda-Sham kurz iiber 6

h_Gr.28 IL 1b IL2 IL4 IL5 IL6
WT AOX_15minS_30min_60minS 06h 13,99 65,77 28,43 203,25 0
WT AOX_15minS_30min_60minS 06h 344 779,78 21,01 43,18 22,23
WT AOX_15minS_30min_60minS 06h 0 7,67 40,29 51,27 0
WT AOX_15minS_30min_60minS 06h 2 7,67 56,72 38,98 17,37
WT AOX_15minS_30min_60minS 06h 2 7,67 43,93 9534 41,25
WT AOX_15minS_60min_60minS 06h 0 6577 6,97 158,14 0

Serie C_mech. Pré lang iiber 2 h_Gr.29 IL 1b IL2 IL4 IL5 IL6
WT AOX_15minX_24h_60minX 02h 0 28,5 6,07 345,70 2836,09
WT AOX_15minX_24h_60minX 02h 16,23 40,74 3,59 167,64 2727,03
WT AOX_15minX_24h_60minX 02h 26,78 51,13 12,82 832,84 13948,69
WT AOX_15minX_24h_60minX 02h 2 7,67 31,75 12,55 216,24
WT AOX_15minX_24h_60minX 02h 3,44 0 1797 2151 4871,62
WT AOX_15minX_24h_60minX 02h 2 0 20,84 124,69 2284,28
WT AOX_15minX_24h_60minX 02h 0 0 41,03 48,23 241,56
WT AOX_15minX_24h_60minX 02h 0 0 0 0 317,98



Anhang 115

Serie C_mech. Pré lang uiber 4 h_Gr.30 IL 1b IL2 IL4 IL5 IL6
WT AOX_15minX_24h_60minX 04h 8,72 25,9 3,79 63,91 11742,74
WT AOX_15minX_24h_60minX 04h 3,6 9,04 48 68,12 266,25
WT AOX_15minX_24h_60minX 04h 36 18,23 0 35,68 1384,4
WT AOX_15minX_24h_60minX 04h 3,6 30,95 6,78 93,22 1316,47
WT AOX_15minX_24h_60minX 04h 6,29 30,45 2,76 93,27 275124
WT AOX_15minX_24h_60minX 04h 0 0 0 0 1927,06
WT AOX_15minX_24h_60minX 04h 0 7579 0 126,19 71,18
WT AOX_15minX_24h_60minX 04h 0 0 0 0 122155
WT AOX_15minX_24h_60minX 04h 0 0 0 153,03 41,61

Serie C_mech. Pré lang iiber 6 h_Gr.31 IL 1b IL2 IL4 IL5 IL6
WT AOX_15minX_24h_60minX 06h 2,51 2461 9,94 57,23 252,22
WT AOX_15minX_24h_60minX 06h 1,83 32,72 18,59 101,95 844,03
WT AOX_15minX_24h_60minX 06h 1,83 17,5 9,09 49,18 47,98
WT AOX_15minX_24h_60minX 06h 32 27,92 13,9 77,23 637,75
WT AOX_15minX_24h_60minX 06h 20,41 24,20 6,35 54,33 7619,08
WT AOX_15minX_24h_60minX 06h 0 0 0 66,91 130,24

Serie C_mech. Pra-Sham lang iiber 2

h_Gr.32 IL 1b IL2 IL 4 IL5 IL6
WT AOX_15minS_24h_60minX 02h 1,83 19,95 7,39 28,46 186,27
WT AOX_15minS_24h_60minX 02h 2,51 16,20 4,51 19,78 383,85
WT AOX_15minS_24h_60minX 02h 1,83 9 0 12,8 219,27
WT AOX_15minS_24h_60minX 02h 4,43 8,96 0 17,1 914,01
WT AOX_15minS_24h_60minX 02h 1,83 9 0 12,8 257,57
WT AOX_15minS_24h_60minX 02h 1,83 11,96 3,74 9,26 146,42

Serie C_mech. Prda-Sham lang liber 4

h_Gr.33 IL 1b IL2 IL 4 IL5 IL6
WT AOX_15minS_24h_60minX 04h 12,13 28,65 1539 69,08 3964,01
WT AOX_15minS_24h_60minX 04h 3,6 44,70 6,46 195,53 94,26
WT AOX_15minS_24h_60minX 04h 36 2230 0 55,74 874,66
WT AOX_15minS_24h_60minX 04h 3,6 28,98 2,24 120,63 116,77
WT AOX_15minS_24h_60minX 04h 6,29 34,79 12,04 102,36 2267,40
WT AOX_15minS_24h_60minX 04h 8,72 52,27 13,46 112,94 17374,85
WT AOX_15minS_24h_60minX 04h 3,6 47,72 18,56 172,86 529,16

Serie C_mech. Prda-Sham lang iiber 6

h_Gr.34 IL 1b IL2 IL4 IL5 IL6
WT AOX_15minS_24h_60minX 06h 251 41,27 28,06 200,47 381,76
WT AOX_15minS_24h_60minX 06h 2,51 51,54 38,1 242,17 151,42
WT AOX_15minS_24h_60minX 06h 251 3859 3465 187,91 97,80
WT AOX_15minS_24h_60minX 06h 1,83 59,20 52,91 359,73 25,70
WT AOX_15minS_24h_60minX 06h 1,83 37,57 26,47 145,38 210
WT AOX_15minS_24h_60minX 06h 1,83 58,38 47,31 307,35 88,91

Serie C_mech. Pra-Sham lang iiber 2

h_Gr.35 IL 1b IL2 IL4 IL5 IL6
WT AOX_15minX_24h_60minS 02h 0 0 0 8 956,40
WT AOX_15minX_24h_60minS 02h 0 0 0 0 914,10
WT AOX_15minX_24h_60minS 02h 0 0 0 0 1328,48
WT AOX_15minX_24h_60minS 02h 0 0 0 0 749,40
WT AOX_15minX_24h_60minS 02h 0 0 0 0 2580,46
WT AOX_15minX_24h_60minS 02h 0 0 0 13,23 236,39
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Serie C_mech. Pra-Sham lang iliber 4
h_Gr.36 IL 1b IL2 IL 4 IL5 IL6
WT AOX_15minX_24h_60minS 04h 0 0 0 2528 117,04
WT AOX_15minX_24h_60minS 04h 0 0 0 8 24,51
WT AOX_15minX_24h_60minS 04h 0 0 0 68,65 31,94
WT AOX_15minX_24h_60minS 04h 0 0 0 0 36,04
WT AOX_15minX_24h_60minS 04h 0 0 0 74,91 109,71
WT AOX_15minX_24h_60minS 04h 0 0 0 0 117,04
Serie C_mech. Pra-Sham lang iliber 6
h_Gr.37 IL 1b IL 2 IL4 IL5 IL6
WT AOX_15minX_24h_60minS 06h 0 0 0 0 5360,52
WT AOX_15minX_24h_60minS 06h 0 0 0 0 13,11
WT AOX_15minX_24h_60minS 06h 0 0 0 0 2683,67
WT AOX_15minX_24h_60minS 06h 0 0 0 0 38,95
WT AOX_15minX_24h_60minS 06h 10,86 0 0 0 15693,7
WT AOX_15minX_24h_60minS 06h 0 0 0 0 14,86
Serie C_pharm. Pra tiber 2 h_Gr.41 IL 1b IL 2 IL4 IL5 IL6
WT AOX_PAM_24h_60minX 02h 0 0 0 0 63,09
WT AOX_PAM_24h_60minX 02h 0 0 0 0 716,77
WT AOX_PAM_24h_60minX 02h 0 0 0 29,24 115,03
WT AOX_PAM_24h_60minX 02h 0 0 0 29,24 205,02
WT AOX_PAM_24h_60minX 02h 0 0 0 0 2095,16
WT AOX_PAM_24h_60minX 02h 9,46 0 0 2049 420,57
Serie C_pharm. Pra uiber 4 h_Gr.42 IL 1b IL 2 IL4 IL5 IL6
WT AOX_PAM_24h_60minX 04h 494 36,83 0 106,5 956,78
WT AOX_PAM_24h_60minX 04h 13,13 27,33 0 153,50 7664,48
WT AOX_PAM_24h_60minX 04h 6,29 35,66 3,79 133,42  3340,51
WT AOX_PAM_24h_60minX 04h 6,29 27,11 0 70,83 2858
WT AOX_PAM_24h_60minX 04h 494 23,16 0 69,33 2055,63
WT AOX_PAM_24h_60minX 04h 36 20,41 0 56,15 198,38
Serie C_pharm. Pra tiber 6 h_Gr.43 IL 1b IL 2 IL4 IL5 IL6
WT AOX_PAM_24h_60minX 06h 0 0 0 3541 31,69
WT AOX_PAM_24h_60minX 06h 0 0 0 32,09 141,13
WT AOX_PAM_24h_60minX 06h 0 0 0 2242 51,93
WT AOX_PAM_24h_60minX 06h 0 0 0 3443 7,25
WT AOX_PAM_24h_60minX 06h 0 0 0 28,29 19,15
WT AOX_PAM_24h_60minX 06h 0 0 0 22,98 71,98
Serie C_pharm. Pra-Sham iiber 2 h_Gr.44 IL 1b IL 2 IL4 IL5 IL6
WT AOX_PAM_24h_60minS 02h 0 0 0 0 259,44
WT AOX_PAM_24h_60minS 02h 0 0 0 8 27,62
WT AOX_PAM_24h_60minS 02h 0 0 0 32,09 240,47
WT AOX_PAM_24h_60minS 02h 0 0 0 26,85 61,41
WT AOX_PAM_24h_60minS 02h 8,39 0 0 2534 185,28
WT AOX_PAM_24h_60minS 02h 8,39 0 0 3252 275,98
Serie C_pharm. Pra-Sham iiber 4 h_Gr.45 IL 1b IL2 IL 4 IL5 IL6
WT AOX_PAM_24h_60minS 04h 494 36,56 4,04 133,87 795,21
WT AOX_PAM_24h_60minS 04h 27,55 24,20 0 85,55 394,39
WT AOX_PAM_24h_60minS 04h 36 20,41 0 48,34 270,25
WT AOX_PAM_24h_60minS 04h 494 27,11 0 116,94 364,28
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WT AOX_PAM_24h_60minS 04h 494 2415 0 97,73 224,55
WT AOX_PAM_24h_60minS 04h 36 27,33 2,24 63,58 79,08
Serie C_pharm. Pra-Sham tliber 6 h_Gr.46 IL 1b IL2 IL4 IL5 IL 6
WT AOX_PAM_24h_60minS 06h 0 0 0 32,09 2
WT AOX_PAM_24h_60minS 06h 0 0 0 6124 12,98
WT AOX_PAM_24h_60minS 06h 0 0 0 3359 2
WT AOX_PAM_24h_60minS 06h 0 0 0 53,63 31,96
AOX_PAM_24h_60minS 06h 0 0 0 43,61 15,08
Serie D_KO-Maus 60X iiber 2 h_Gr.55 IL 1b IL2 IL4 IL5 IL 6
TLR2KO AOX_60minX 02h 13,17 0 0 21,34 1162,34
TLR2KO AOX_60minX 02h 23,49 0 0 6049 2988,63
TLR2KO AOX_60minX 02h 8,39 0 0 23,71 148,78
TLR2KO AOX_60minX 02h 0 0 0 1394 52,36
TLR2KO AOX_60minX 02h 12,12 57,5 54,08 113,91 749,10
TLR2KO AOX_60minX 02h 8,93 0 0 50,16 343,89
Serie D_KO-Maus 60X iiber 4 h_Gr.56 IL 1b IL2 IL4 IL5 IL6
TLR2KO AOX_60minX 04h 8,39 0 1582 43,91 104,98
TLR2KO AOX_60minX 04h 21,45 0 36,22 61,32 2479,02
TLR2KO AOX_60minX 04h 17,85 0 0 70,09 1780,37
TLR2KO AOX_60minX 04h 43,48 0 27,86 161,96 12481,86
TLR2KO AOX_60minX 04h 13,17 0 0 33,18 963,35
TLR2KO AOX_60minX 04h 12,12 0 0 27242 647,10
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Genotyp Versuchsgrupe Zeitinterval IL 10 IL 12 GM CSF IFNy
[pg/ml]  [pg/ml]  [pg/mi]  [pg/mI]
Serie A_nur Laparotomie_Gr.3 IL 10 IL12 GM CSF IFNy
WT AOX_60minS 03d 19,2 0 0 12,16
WT AOX_60minS 03d 0 174,64 0 12,32
Serie A_30 min Klemmung_Gr.4 IL 10 IL12 GM CSF IFNy
WT AOX_30minX 07d 0 74,34 0 12,32
WT AOX_30minX 07d 35,02 248,76 14,6 12,02
WT AOX_30minX 07d 0 471,82 0 12,64
WT AOX_30minX 07d 0 0 0 11,86
WT AOX_30minX 07d 0 334,44 0 12,06
WT AOX_30minX 07d 0 479,76 0 12/48
WT AOX_30minX 03d 0 178,56 0 13,06
WT AOX_30minX 03d 0 205,88 0 11,96
WT AOX_30minX 03d 0 0 0 11,86
Serie A_60 min Klemmung_Gr.5 IL 10 IL12 GM CSF IFNy
WT AOX_60minX 07d 0 330,54 3,02 12,42
WT AOX_60minX 07d 0 194,16 0 12
WT AOX_60minX 07d 0 201,98 0 12,16
WT AOX_60minX 07d 0 147,3 3,02 12,9
WT AOX_60minX 07d 0 498,3 0 1242
WT AOX_60minX 03d 0 0 0 12,16
WT AOX_60minX 03d 0 0 0 12,38
WT AOX_60minX 03d 0 272,12 0 12,48
Serie A_90 min Klemmung_Gr.6 IL 10 IL12 GM CSF IFNy
WT AOX_90minX 03d 0 225,38 0 12,06
WT AOX_90minX 03d 0 190,26 0 12,74
Serie A_70 min Klemmung_Gr.7 IL 10 IL12 GM CSF IFNy
WT AOX_70minX 03d 0 0 0 11,96
WT AOX_70minX 03d 0 143,38 0 12,32
WT AOX_70minX 03d 6,82 0 3,02 12,86
Serie B_Sham, direkte Entnahme_Gr.8 IL 10 IL12 GM CSF IFNy
WT Saline 00,0h 5,97 308 0 0
WT Saline 00,0h 41 160 34,5 0
WT Saline 00,0h 3,57 338 35,2 0
WT Saline 00,0h 8,71 226 34,7 0
Serie B_Klemmen 60X iiber 2 h_Gr.9 IL 10 IL12 GM CSF IFNy
WT AOX_60minX 02h 18,88 392,56 15,94 0
WT AOX_60minX 02h 8,71 270 31,9 0
WT AOX_60minX 02h 21,41 371 40 0
WT AOX_60minX 02h 9,07 354 59,1 0
WT AOX_60minX 02h 27,3 3598 31,9 0
WT AOX_60minX 02h 8,71 306 29 0
Serie B_Klemmen 60X iiber 4 h_Gr.10 IL 10 IL12 GM CSF IFNy
WT AOX_60minX 04h 11,36 169,03 7,18 0
WT AOX_60minX 04h 6,4 423 0 0

TNFa

[pg/ml]

TNFa
30,58
23,42

TNFa
0
388,58
26,86
0
14
24,36
2807,2
26,44

TNFa
18,35
411
74,9
43,3
56,5
411

TNFa
4,95
42
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WT AOX_60minX 04h 0 191 32,6 0
WT AOX_60minX 04h 15,54 602 48,9 0
WT AOX_60minX 04h 7,98 787 38,7 0
WT AOX_60minX 04h 8,71 172 34,6 0
WT AOX_60minX 04h 11,36 169,03 7,18 0
Serie B_Klemmen 60X iiber 6 h_Gr.11 IL 10 IL12 GM CSF IFNy
WT AOX_60minX 06h 8,35 147 0 0
WT AOX_60minX 06h 5,83 228 29 0
WT AOX_60minX 06h 6,94 268 29 0
WT AOX_60minX 06h 4,6 254 29 0
WT AOX_60minX 06h 6,4 278 30,5 0
Serie B_Klemmen 60X liber 24 h_Gr.12 IL 10 IL12 GM CSF IFNy
WT AOX_60minX 24h 9,29 134,84 25,16 0,38
WT AOX_60minX 24h 0 0 31,1 0
WT AOX_60minX 24h 0 120 0 0
WT AOX_60minX 24h 2,99 177 0 0
WT AOX_60minX 24h 0 87 0 0
WT AOX_60minX 24h 0 76 0 0
Serie B_Laparotomie 60S liber 2 h_Gr.13 IL 10 IL12 GM CSF IFNy
WT AOX_60minS 02h 4,64 72,88 6,17 0,03
WT AOX_60minS 02h 0 286 47,7 0
WT AOX_60minS 02h 0 72 31,1 0
WT AOX_60minS 02h 0 407 31,9 0
WT AOX_60minS 02h 0 221 34 0
Serie B_Laparotomie 60S liber 4 h_Gr.14 IL 10 IL12 GM CSF IFNy
WT AOX_60minS 04h 10,3 143,61 12,58 0
WT AOX_60minS 04h 8,35 89 0 0
WT AOX_60minS 04h 6,81 128 0 0
WT AOX_60minS 04h 6,81 54 0 0
WT AOX_60minS 04h 14,42 247 28,3 0
WT AOX_60minS 02h 0 115,54 0 0,03
Serie B_Laparotomie 60S liber 6 h_Gr.15 IL 10 IL12 GM CSF IFNy
WT AOX_60minS 06h 8,57 265,61 10,11 0
WT AOX_60minS 06h 9,29 270,66 31,27 1,51
WT AOX_60minS 06h 5,97 254 29 0
WT AOX_60minS 06h 6,4 203 30,5 0
WT AOX_60minS 06h 6,4 238 29 0
WT AOX_60minS 06h 0 109 27,6 0
Serie B_Laparotomie 60S liber 24 h_Gr.16 IL 10 IL12 GM CSF IFNy
WT AOX_60minS 24h 4,92 210,01 12,63 0
WT AOX_60minS 24h 0 285,8 14,74 0
WT AOX_60minS 24h 7,84 172,05 13,36 0
WT AOX_60minS 24h 11,27 205,49 38,24 0
WT AOX_60minS 24h 0 88 50,1 0
WT AOX_60minS 24h 2,36 70 43,3 0
WT AOX_60minS 24h 0 155 0 0
Serie C_mech. Pra kurz liber 2 h_Gr.17 IL 10 IL12 GM CSF IFNy
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Anhang 120
WT AOX_15minX_30min_60minX 02h 44,35 491,76 37,27 0,84
WT AOX_15minX_30min_60minX 02h 4,54 108,37 17,31 0
WT AOX_15minX_30min_60minX 02h 749,95 159,55 71,79 0
WT AOX_15minX_30min_60minX 02h 207,78 71,76 44,08 0
WT AOX_15minX_30min_60minX 02h 13,28 113,76 26,32 0,38
WT AOX_15minX_30min_60minX 02h 0 3,18 15,28 0
WT AOX_15minX_30min_60minX 02h 0,5 4,72 30,68 0
WT AOX_15minX_30min_60minX 02h 0 0 15,28 0
WT AOX_15minX_30min_60minX 02h 0,5 1,66 15,28 0
Serie C_mech. Pra kurz iiber 4 h_Gr.18 IL 10 IL12 GM CSF IFNy
WT AOX_15minX_30min_60minX 04h 159,21 127,18 25,37 0,38
WT AOX_15minX_30min_60minX 04h 30,82 118,43 17,02 0
WT AOX_15minX_30min_60minX 04h 47,73 130,3 53,44 0
WT AOX_15minX_30min_60minX 04h 18,99 75,9 26,15 3,88
WT AOX_15minX_30min_60minX 04h 15,37 127,82 36,36 0
WT AOX_15minX_30min_60minX 04h 0 2,43 0 8,79
Serie C_mech. Pra kurz liber 6 h_Gr.19 IL 10 IL12 GM CSF IFNy
WT AOX_15minX_30min_60minX 06h 27,09 97,11 10,57 0,09
WT AOX_15minX_30min_60minX 06h 33,16 133,71 14,58 0
WT AOX_15minX_30min_60minX 06h 18,32 125,98 12,87 0,06
WT AOX_15minX_30min_60minX 06h 15,81 172,8 12,98 0,04
WT AOX_15minX_30min_60minX 06h 22,37 223,69 16,17 0
WT AOX_15minX_30min_60minX 06h 10,55 24,14 2,9 0
Serie C_mech. Pra kurz liber 2 h_Gr.20 IL 10 IL12 GM CSF IFNy
WT AOX_15minS_30min_60minX 2h 16 13,01 22,03 0
WT AOX_15minS_30min_60minX 2h 0 27,82 4 0
WT AOX_15minS_30min_60minX 2h 0 46,715 2 0
WT AOX_15minS_30min_60minX 2h 0 0,5 9,04 0
WT AOX_15minS_30min_60minX 2h 0 33,31 35,89 0
WT AOX_15minS_30min_60minX 2h 0 12,89 2 0
Serie C_mech. Pra kurz iiber 4 h_Gr.21 IL 10 IL12 GM CSF IFNy
WT AOX_15minS_30min_60minX 4h 0 58,18 19,955 0
WT AOX_15minS_30min_60minX 4h 0 54,28 9,04 0
WT AOX_15minS_30min_60minX 4h 0 53,53 20,63 0
WT AOX_15minS_30min_60minX 4h 16 55,45 20,63 0
WT AOX_15minS_30min_60minX 4h 0 57,36 23,27 0
WT AOX_15minS_30min_60minX 4h 0 45,88 14,08 0
Serie C_mech. Pra kurz liber 6 h_Gr.22 IL 10 IL12 GM CSF IFNy
WT AOX_15minS_30min_60minX 6h 0 24,8 14,08 0
WT AOX_15minS_30min_60minX 6h 0 34,39 17,35 0
WT AOX_15minS_30min_60minX 6h 0 51,62 0 0
WT AOX_15minS_30min_60minX 6h 0 45,88 0 0
WT AOX_15minS_30min_60minX 6h 16 45,88 0 0
WT AOX_15minS_30min_60minX 6h 0 6,17 0 0
Serie C_mech. Pra-Sham kurz liber 2 h_Gr.23 IL 10 IL12 GM CSF IFNy
WT AOX_15minX_30min_60minS 02h 0 1,66 15,28 1,5
WT AOX_15minX_30min_60minS 02h 0,5 0,86 0 0
WT AOX_15minX_30min_60minS 02h 0 3,98 26,42 0
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Anhang 121
WT AOX_15minX_30min_60minS 02h 0 0,86 15,28 1,5
WT AOX_15minX_30min_60minS 02h 0,5 0,86 15,28 0
WT AOX_15minX_30min_60minS 02h 0 0 0 0
WT AOX_15minX_30min_60minS 02h 0 0 15,28 0
Serie C_mech. Pra-Sham kurz iliber 4 h_Gr.24 IL 10 IL12 GM CSF IFNy
WT AOX_15minX_30min_60minS 04h 0,5 0,86 15,28 0
WT AOX_15minX_30min_60minS 04h 0,5 49,05 57,47 0
WT AOX_15minX_30min_60minS 04h 0,5 3,99 15,28 1,19
WT AOX_15minX_30min_60minS 04h 0,5 3,99 15,28 8,64
WT AOX_15minX_30min_60minS 04h 0,5 7,72 26,42 0
WT AOX_15minX_30min_60minS 04h 0,5 0 15,28 3,94
Serie C_mech. Prda-Sham kurz liber 6 h_Gr.25 IL 10 IL12 GM CSF IFNy
WT AOX_15minX_30min_60minS 06h 0,5 9,88 15,28 14,1
WT AOX_15minX_30min_60minS 06h 0,5 0 15,28 3,83
WT AOX_15minX_30min_60minS 06h 0,5 3,22 15,28 1,17
Serie C_mech. Pra-Sham kurz liber 2 h_Gr.26 IL 10 IL12 GM CSF IFNy
WT AOX_15minS_30min_60minS 02h 0,5 0 15,28 3,8
WT AOX_15minS_30min_60minS 02h 0,5 8,44 15,28 8,12
WT AOX_15minS_30min_60minS 02h 0,5 3,99 25,11 5,44
Serie C_mech. Prda-Sham kurz liber 4 h_Gr.27 IL 10 IL12 GM CSF IFNy
WT AOX_15minS_30min_60minS 04h 0,5 0 15,28 7,03
WT AOX_15minS_60min_60minS 04h 0 0 15,28 0
WT AOX_15minS_30min_60minS 04h 0 0 15,28 0
WT AOX_15minS_30min_60minS 04h 0,5 2,45 15,28 7,95
WT AOX_15minS_30min_60minS 04h 0,5 2,45 15,28 0
WT AOX_15minS_30min_60minS 04h 0 4,75 15,28 9,67
Serie C_mech. Prda-Sham kurz iliber 6 h_Gr.28 IL 10 IL12 GM CSF IFNy
WT AOX_15minS_30min_60minS 06h 0,5 4,72 15,28 7,67
WT AOX_15minS_30min_60minS 06h 0,5 3,18 136,07 0
WT AOX_15minS_30min_60minS 06h 0,5 1,66 15,28 0
WT AOX_15minS_30min_60minS 06h 0,5 0,86 15,28 5,48
WT AOX_15minS_30min_60minS 06h 0,5 2,45 15,28 8,37
WT AOX_15minS_60min_60minS 06h 0,5 0,86 15,28 4,25
Serie C_mech. Pra lang iiber 2 h_Gr.29 IL 10 IL12 GM CSF IFNy
WT AOX_15minX_24h_60minX 02h 6,87 79,77 30,57 0
WT AOX_15minX_24h_60minX 02h 5,46 162,56 28,54 0
WT AOX_15minX_24h_60minX 02h 18,53 361,88 22,07 0,38
WT AOX_15minX_24h_60minX 02h 0 0,86 15,28 4,05
WT AOX_15minX_24h_60minX 02h 0 9,9 51,24 0
WT AOX_15minX_24h_60minX 02h 0,5 6,24 42,22 4,25
WT AOX_15minX_24h_60minX 02h 0,5 2,45 15,28 6,92
WT AOX_15minX_24h_60minX 02h 0 26,56 3,26 0
Serie C_mech. Pra lang liber 4 h_Gr.30 IL 10 IL12 GM CSF IFNy
WT AOX_15minX_24h_60minX 04h 104,68 181,41 42,5 0
WT AOX_15minX_24h_60minX 04h 23,64 167,62 15,49 0
WT AOX_15minX_24h_60minX 04h 15,37 61,28 19,36 0
WT AOX_15minX_24h_60minX 04h 33,77 125,2 23,61 0,07
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Anhang 122
WT AOX_15minX_24h_60minX 04h 58,58 195,05 30,37 0
WT AOX_15minX_24h_60minX 04h 51,83 19,86 31,82 0
WT AOX_15minX_24h_60minX 04h 0 3,06 10,87 0
WT AOX_15minX_24h_60minX 04h 0 130,03 23,2 0
WT AOX_15minX_24h_60minX 04h 0 0 3,26 0
Serie C_mech. Pré lang iiber 6 h_Gr.31 IL 10 IL12 GM CSF IFNy
WT AOX_15minX_24h_60minX 06h 10,57 65,65 8,7 0,04
WT AOX_15minX_24h_60minX 06h 22,37 85,94 8,66 0,19
WT AOX_15minX_24h_60minX 06h 12,36 44,79 17,16 0,09
WT AOX_15minX_24h_60minX 06h 12,36 217,88 11,84 0,09
WT AOX_15minX_24h_60minX 06h 68,06 339,35 22,18 0
WT AOX_15minX_24h_60minX 06h 0 0 0 0
Serie C_mech. Prda-Sham lang iiber 2 h_Gr.32 IL 10 IL12 GM CSF IFNy
WT AOX_15minS_24h_60minX 02h 7,78 99,03 9,5 0,04
WT AOX_15minS_24h_60minX 02h 4,83 65,62 13,29 0
WT AOX_15minS_24h_60minX 02h 0 35,04 5,28 0
WT AOX_15minS_24h_60minX 02h 2,67 105 14,38 0
WT AOX_15minS_24h_60minX 02h 2,67 66,42 4,02 0
WT AOX_15minS_24h_60minX 02h 2,67 45,59 4,95 0,14
Serie C_mech. Prda-Sham lang tiber 4 h_Gr.33 IL 10 IL12 GM CSF IFNy
WT AOX_15minS_24h_60minX 04h 23,93 143,01 241 0,14
WT AOX_15minS_24h_60minX 04h 27,13 132,13 16,33 0,07
WT AOX_15minS_24h_60minX 04h 36,92 120,14 15,89 0
WT AOX_15minS_24h_60minX 04h 23,64 77,1 7,26 0
WT AOX_15minS_24h_60minX 04h 48,26 235,06 21,43 0,07
WT AOX_15minS_24h_60minX 04h 102,81 1439,75 44,15 1,15
WT AOX_15minS_24h_60minX 04h 61,02 130,88 13,35 0
Serie C_mech. Pria-Sham lang tiber 6 h_Gr.34 IL 10 IL12 GM CSF IFNy
WT AOX_15minS_24h_60minX 06h 25,53 49,93 19,39 0
WT AOX_15minS_24h_60minX 06h 23,15 78,96 23,66 0
WT AOX_15minS_24h_60minX 06h 21,55 45,31 21,65 0,14
WT AOX_15minS_24h_60minX 06h 23,96 19,22 12,74 0,14
WT AOX_15minS_24h_60minX 06h 14,09 57,6 6,08 0,09
WT AOX_15minS_24h_60minX 06h 23,11 106,61 16,3 0,04
Serie C_mech. Pria-Sham lang tiber 2 h_Gr.35 IL 10 IL12 GM CSF IFNy
WT AOX_15minX_24h_60minS 02h 0 11,47 18,48 0
WT AOX_15minX_24h_60minS 02h 0 8,11 10,87 0
WT AOX_15minX_24h_60minS 02h 85,59 714,65 18,48 0
WT AOX_15minX_24h_60minS 02h 0 0 3,26 0
WT AOX_15minX_24h_60minS 02h 0 75,01 39,16 0
WT AOX_15minX_24h_60minS 02h 0 2,03 3,26 0
Serie C_mech. Prda-Sham lang tiber 4 h_Gr.36 IL 10 IL12 GM CSF IFNy
WT AOX_15minX_24h_60minS 04h 0 0 3,26 0
WT AOX_15minX_24h_60minS 04h 0 3,06 3,26 0
WT AOX_15minX_24h_60minS 04h 39,71 15,45 0 0
WT AOX_15minX_24h_60minS 04h 0 0 0 0
WT AOX_15minX_24h_60minS 04h 0 1 3,26 0
WT AOX_15minX_24h_60minS 04h 0 53,31 0 0
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Anhang 123
Serie C_mech. Pra-Sham lang iiber 6 h_Gr.37 IL 10 IL12 GM CSF IFNy
WT AOX_15minX_24h_60minS 06h 0 18,18 54,55 0
WT AOX_15minX_24h_60minS 06h 0 6,43 3,26 0
WT AOX_15minX_24h_60minS 06h 0 39,94 31,82 0
WT AOX_15minX_24h_60minS 06h 0 0 3,26 0
WT AOX_15minX_24h_60minS 06h 0 321,83 84,24 0
WT AOX_15minX_24h_60minS 06h 0 8,11 0 0
Serie C_pharm. Pra uiber 2 h_Gr.41 IL 10 IL12 GM CSF IFNy
WT AOX_PAM_24h_60minX 02h 63,96 0 0 0
WT AOX_PAM_24h_60minX 02h 0 14,83 3,26 0
WT AOX_PAM_24h_60minX 02h 0 13,15 0 0
WT AOX_PAM_24h_60minX 02h 8,52 3,06 3,26 0
WT AOX_PAM_24h_60minX 02h 51,83 41,61 27,92 0
WT AOX_PAM_24h_60minX 02h 0 218,49 31,09 0
Serie C_pharm. Pra iiber 4 h_Gr.42 IL 10 IL12 GM CSF IFNy
WT AOX_PAM_24h_60minX 04h 27,13 157,3 30,37 0
WT AOX_PAM_24h_60minX 04h 81,74 159,52 42,08 0
WT AOX_PAM_24h_60minX 04h 33,77 159,72 24,03 0
WT AOX_PAM_24h_60minX 04h 65,44 137,04 95,05 0
WT AOX_PAM_24h_60minX 04h 30,63 57,75 22,76 0
WT AOX_PAM_24h_60minX 04h 27,13 131,43 21,89 0
Serie C_pharm. Pra iiber 6 h_Gr.43 IL 10 IL12 GM CSF IFNy
WT AOX_PAM_24h_60minX 06h 8,52 8,11 3,26 0
WT AOX_PAM_24h_60minX 06h 8,52 33,25 3,26 0
WT AOX_PAM_24h_60minX 06h 24,12 0 0 0
WT AOX_PAM_24h_60minX 06h 8,52 0 0 0
WT AOX_PAM_24h_60minX 06h 0 34,05 0 0
WT AOX_PAM_24h_60minX 06h 0 50,51 6,73 0
Serie C_pharm. Pra-Sham iiber 2 h_Gr.44 IL 10 IL12 GM CSF IFNy
WT AOX_PAM_24h_60minS 02h 39,71 0 3,26 0
WT AOX_PAM_24h_60minS 02h 39,71 23,21 0 0
WT AOX_PAM_24h_60minS 02h 74,78 24,89 0 0
WT AOX_PAM_24h_60minS 02h 14,96 175,04 7,88 0
WT AOX_PAM_24h_60minS 02h 84,04 200,07 18,38 0
WT AOX_PAM_24h_60minS 02h 50,89 122,81 23,76 0
Serie C_pharm. Pra-Sham iiber 4 h_Gr.45 IL 10 IL12 GM CSF IFNy
WT AOX_PAM_24h_60minS 04h 79,48 83,82 8,56 0
WT AOX_PAM_24h_60minS 04h 96,66 137,11 14,63 0
WT AOX_PAM_24h_60minS 04h 42,75 82,47 15,93 0
WT AOX_PAM_24h_60minS 04h 45,51 102,22 12,04 0
WT AOX_PAM_24h_60minS 04h 70,53 138,35 7,26 0
WT AOX_PAM_24h_60minS 04h 68,21 76,42 9,85 0
Serie C_pharm. Pra-Sham tliber 6 h_Gr.46 IL 10 IL12 GM CSF IFNy
WT AOX_PAM_24h_60minS 06h 51,83 0 0 0
WT AOX_PAM_24h_60minS 06h 24,12 1 3,26 0
WT AOX_PAM_24h_60minS 06h 0 0 3,26 0
WT AOX_PAM_24h_60minS 06h 24,12 14,83 3,26 0
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Anhang 124

AOX_PAM_24h_60minS 06h 0 5,71 0 0 0

Serie D_KO-Maus 60X iiber 2 h_Gr.55 IL 10 IL12 GM CSF IFNy TNFa
TLR2KO  AOX_60minX 02h 0 88,12 69,88 0 28,51
TLR2KO  AOX_60minX 02h 19,68 136,2 136,74 0 43,73
TLR2KO  AOX_60minX 02h 0 87,91 17,12 0 0
TLR2KO AOX_60minX 02h 14,96 136,2 1,31 0 0
TLR2KO  AOX_60minX 02h 28,62 211,08 55,15 1,11 22,45
TLR2KO  AOX_60minX 02h 14,96 122,81 31,73 0 12,2

Serie D_KO-Maus 60X iiber 4 h_Gr.56 IL 10 IL12 GM CSF IFNy TNFa
TLR2KO  AOX_60minX 04h 24,21 236,6 14,09 0 4,77
TLR2KO  AOX_60minX 04h 42,18 497,85 124,24 0 4043
TLR2KO  AOX_60minX 04h 24,41 1014,99 103,66 0 97,13
TLR2KO  AOX_60minX 04h 750 306,78 229,64 0 81,08
TLR2KO AOX_60minX 04h 28,94 136,2 63,57 0 25,79
TLR2KO  AOX_60minX 04h 19,68 224,19 47,26 0 18,28



Anhang 125
Genotyp Versuchsgruppe Zeit ALT AST LDH Crea Trop Hamolyse
[unj [unj [unj [mg/dI] [ng/mli]
Serie B_Klemmen 60X, 4 h_Gr.10
WT AOX_60minX 04h 10 760 540 <0,2 zwm (+)
WT AOX_60minX 04h 24 3101 2956 <0,2 2,48 (+)
WT AOX_60minX 04h 35 3177 3495 0,3 1,95 (+)
WT AOX_60minX 04h 15 2022 70 0,2 0,6 (+)
WT AOX_60minX 04h 48 83 2807 0,5 zZwm (+)
WT AOX_60minX 04h 30 3665 8515 <0,2 zwm (+)
WT AOX_60minX 04h 170 >8000, 29810 <0,2 zZwm +)
Serie B_Klemmen 60X, 24 h_Gr.12
WT AOX_60minX 24h 257 2700 3779 <0,2 0,21 (+)
Serie B_Laparotomie 60S , 4 h_Gr.14
WT AOX_60minS 04h 4 346 645 0,2 0,65 +
Serie B_Laparotomie 60S, 6 h_Gr.15
WT AOX_60minS 06h 1 55 37 0,2 0,31
WT AOX_60minS 06h 30 2090 1530 <0,2 zwm (+)
Serie B_Laparotomie 60S , 24 h_Gr.16
WT AOX_60minS 24h 7 448 940 0,2 zwm +
WT AOX_60minS 24h 95 >8000, 4225 0,5 zwm (+)
WT AOX_60minS 24h 55 3330 10400 0,3 zwm +
Serie C_mech. Préa kurz, 2 h_Gr.17
WT AOX_15minX_30min_60minX 02h 5 279 95 <0,2 6,24 (+)
WT AOX_15minX_30min_60minX 02h 6 251 39 <0,2 0,58
WT AOX_15minX_30min_60minX 02h 7 166 405 <0,2 zwm
WT AOX_15minX_30min_60minX 02h 9 443 442 <0,2 1,85
WT AOX_15minX_30min_60minX 02h 4 245 17 <0,2 0,64
WT AOX_15minX_30min_60minX 02h 14 688 >1000, <0,2 0,97
WT AOX_15minX_30min_60minX 02h 8 316 286 <0,2 0,9
Serie C_mech. Préd kurz, 4 h_Gr.18
WT AOX_15minX_30min_60minX 04h 13 2379 247 0,5 zwm
WT AOX_15minX_30min_60minX 04h 27 3283 67 0,3 1,2 (+)
WT AOX_15minX_30min_60minX 04h 11 209 15 0,5 0,73 (+)
WT AOX_15minX_30min_60minX 04h 26 2557 1816 0,2 0,73 (+)
WT AOX_15minX_30min_60minX 04h 24 2244 368 <0,2 0,3 (+)
Serie C_mech. Pra kurz, 2 h_Gr.20
WT AOX_15minS_30min_60minX 2h 22 667 >1000, <0,2 zwm (+)
WT AOX_15minS_30min_60minX 2h 18 756 >1000, <0,2 zwm +
WT AOX_15minS_30min_60minX 2h 00:00 00:00 >2000, <0,2 zwm (+)
WT AOX_15minS_30min_60minX 2h <4, 820 1965 <0,2 zwm (+)
WT AOX_15minS_30min_60minX 2h 24 1060 >2000, <0,2 zwm (+)
WT AOX _15minS_30min_60minX 2h zwm zZwm zwm zwm zwm (+)
Serie C_mech. Pra kurz, 4 h_Gr.21
WT AOX_15minS_30min_60minX 4h 58 >1600, >2000, <0,2 zwm (+)
WT AOX_15minS_30min_60minX 4h 24 898 1984 <0,2 zwm (+)



Anhang 126
WT AOX_15minS_30min_60minX 4h 50 >800, >1000, <0,2 zwm (+)
WT AOX_15minS_30min_60minX 4h 43 >800, >1000, <0,2 zwm (+)
WT AOX_15minS_30min_60minX 4h 36 701 >1000, <0,2 2,31 (+)
WT AOX_15minS_30min_60minX 4h 76 1528 >2000, <0,2 zwm (+)
Serie C_mech. Prd kurz, 6 h_Gr.22
WT AOX_15minS_30min_60minX 6h 39 >800, >1000, <0,2 >25,00 (+)
WT AOX_15minS_30min_60minX 6h 62 >1600, >2000, <0,2 zZwm (+)
WT AOX_15minS_30min_60minX 6h 43 >800, >1000, <0,2 19,36 (+)
WT AOX_15minS_30min_60minX 6h 15 >800, >1000, <0,2 21,13 (+)
WT AOX_15minS_30min_60minX 6h 31 800 >1000, <0,2 19,18 (+)
WT AOX_15minS_30min_60minX 6h 42 1112 >2000, <0,2 zwm (+)
Serie C_mech. Prda-Sham kurz, 2 h_Gr.23
WT AOX_15minX_30min_60minS 02h <4, 102 25 <0,2 0,25 (+)
WT AOX_15minX_30min_60minS 02h <4, 104 <5, <0,2 0,69
WT AOX_15minX_30min_60minS 02h 4 202 <5, 0,3 1,31 (+)
WT AOX_15minX_30min_60minS 02h <4, 88 <5, <0,2 0,34
WT AOX_15minX_30min_60minS 02h <4, 98 <5, <0,2 0,47
WT AOX_15minX_30min_60minS 02h <4, 71 <5, <0,2 0,25
Serie C_mech. Prda-Sham kurz, 4 h_Gr.24
WT AOX_15minX_30min_60minS 04h 7 165 <5, 0,2 zZwm (+)
WT AOX_15minX_30min_60minS 04h 5 69 <5, <0,2 0,83
WT AOX_15minX_30min_60minS 04h <4, 130 42 <0,2 0,22
WT AOX_15minX_30min_60minS 04h <4, 174 75 <0,2 1,81
WT AOX_15minX_30min_60minS 04h 4 233 <5, <0,2 7,91
WT AOX_15minX_30min_60minS 04h <4, 171 17 <0,2 0,54 (+)
Serie C_mech. Pra-Sham kurz, 6 h_Gr.25
WT AOX_15minX_30min_60minS 06h 0 42 10 0,2 0,75
WT AOX_15minX_30min_60minS 06h 1 84 76 0,2 0,29
WT AOX_15minX_30min_60minS 06h 4 64 71 0,3 1
WT AOX_15minX_30min_60minS 06h <4, 66 <5, <0,2 0,44
WT AOX_15minX_30min_60minS 06h <4, 169 27 <0,2 0,69
WT AOX_15minX_30min_60minS 06h <4, 87 <5, <0,2 0,46
Serie C_mech. Prda-Sham kurz, 2 h_Gr.26
WT AOX_15minS_30min_60minS 02h <4, 143 19 <0,2 0,75
WT AOX_15minS_30min_60minS 02h <4, 120 <5, <0,2 0,79 (+)
WT AOX_15minS_30min_60minS 02h <4, 132 <5, <0,2 0,69 (+)
WT AOX_15minS_30min_60minS 02h <4, 90 <5, <0,2 0,92 (+)
WT AOX_15minS_30min_60minS 02h <4, 117 9 <0,2 0,53
WT AOX_15minS_30min_60minS 02h <4, 91 11 <0,2 0,69
Serie C_mech. Prda-Sham kurz, 4 h_Gr.27
WT AOX_15minS_30min_60minS 04h <4, 64 16 <0,2 0,21
WT AOX_15minS_60min_60minS 04h <4, 88 8 <0,2 1,2
WT AOX_15minS_30min_60minS 04h 6 193 <5, <0,2 1,16 (+)
WT AOX_15minS_30min_60minS 04h 5 115 12 <0,2 0,81
WT AOX_15minS_30min_60minS 04h <4, 97 47 <0,2 0,58
WT AOX_15minS_30min_60minS 04h <4, 216 8 <0,2 1,68 (+)

Serie C_mech. Prda-Sham kurz, 6 h_Gr.28
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WT AOX_15minS_30min_60minS 06h 4 194 194 <0,2 0,42
WT AOX_15minS_30min_60minS 06h <4, 101 <5, <0,2 0,16
WT AOX_15minS_30min_60minS 06h 4 125 48 <0,2 0,51
WT AOX_15minS_30min_60minS 06h <4, 123 <5, <0,2 0,15
WT AOX_15minS_30min_60minS 06h <4, 140 7 <0,2 0,46
WT AOX_15minS_60min_60minS 06h 4 159 28 <0,2 0,96

Serie C_mech. Prd lang, 2 h_Gr.29

WT AOX_15minX_24h_60minX  02h 17 800 73 <0,2 zwm +)
WT AOX_15minX_24h_60minX  02h 13 >800, 181 0,4 zwm +)
wWT AOX_15minX_24h_60minX  02h 25 >800, 17 07 Zwm +)
wWT AOX_15minX_24h_60minX  02h 11 685 181 0,3 1,49 (+)
WT AOX_15minX_24h 60minX  02h 20 2220 3865 <0,2 zwm (+)
WT AOX_15minX_24h 60minX  02h 35 2475 3655 <0,2 Zwm +)

Serie C_mech. Prd lang , 4 h_Gr.30

WT AOX_15minX_24h_60minX  04h 10 637 100 <0,2 1,28
WT AOX_15minX_24h_60minX  04h 8 >800, 7 <0,2 0,14
WT AOX_15minX_24h_60minX  04h 8 >800, 8 0,7 1,79
WT AOX_15minX_24h_60minX  04h 5 247 7 <0,2 0,64
WT AOX_15minX_24h_60minX  04h 19 >800, >1000,  <0,2 0,95
WT AOX_15minX_24h 60minX  04h 420  zwm  >100000, 0,2 zwm +)
WT AOX_15minX_24h_60minX  04h 30 3276 4068 <0,2 0,53 (+)
WT AOX_15minX_24h_60minX  04h 75 >8000, 18015  <0,2 zwm (+)
WT AOX_15minX_24h_60minX  04h 15 2301 1689 <0,2 1,14 (+)

Serie C_mech. Prd lang, 6 h_Gr.31
WT AOX_15minX_24h_60minX oeh 11 >800, 5 <0,2 1,66

Serie C_mech. Prda-Sham lang, 2 h_Gr.35

WT AOX_15minX_24h_60minS 02h <4, 188 151 0,2 0,8 (+)
WT AOX_15minX_24h_60minS 02h <4, 190 29 <0,2 0,99 (+)
WT AOX_15minX_24h_60minS 02h <4, 288 295 <0,2 3,35 (+)
WT AOX_15minX_24h_60minS 02h <4, 257 113 <0,2 1,59 (+)
WT AOX_15minX_24h_60minS 02h <4, 208 41 <0,2 2,18 (+)
WT AOX_15minX_24h_60minS 02h 4 165 56 <0,2 0,89 (+)
WT AOX_15minX_24h_60minS 02h 6 360 609 <0,2 3,45 (+)
WT AOX_15minX_24h_60minS 02h <4, 279 12 <0,2 1,13

WT AOX_15minX_24h_60minS 02h <4, 235 73 <0,2 0,7

WT AOX_15minX_24h_60minS 02h 5 260 9 <0,2 0,79

WT AOX_15minX_24h_60minS 02h 4 459 <5, 1,6 1,3 (+)
WT AOX_15minX_24h_60minS 02h 5 171 105 <0,2 0,88 (+)

Serie C_mech. Pra-Sham lang, 4 h_Gr.36

WT AOX_15minX_24h_60minS 04h <4, 301 <5, 1,6 7,22 (+)
WT AOX_15minX_24h_60minS 04h 4 338 784 <0,2 3,1 (+)
WT AOX_15minX_24h_60minS 04h <4, 170 217 <0,2 0,66 (+)
WT AOX_15minX_24h_60minS 04h <4, 338 380 <0,2 1,23 (+)
WT AOX_15minX_24h_60minS 04h <4, 343 323 0,2 1,82 (+)
WT AOX_15minX_24h_60minS 04h <4, 197 149 <0,2 1,63

WT AOX_15minX_24h_60minS 04h 5 306 35 <0,2 0,38

WT AOX_15minX_24h_60minS 04h <4, 163 134 <0,2 0,56

WT AOX_15minX_24h_60minS 04h 6 227 97 <0,2 0,95

WT AOX_15minX_24h_60minS 04h <4, 175 172 <0,2 0,41
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WT
WT

WT
WT
WT
WT
WT
WT
WT
WT
WT
WT
WT
WT

WT
WT
WT
WT
WT
WT

WT
WT
WT
WT
WT
WT

WT
WT
WT
WT
WT
WT

WT
WT
WT
WT
WT
WT
WT
WT
WT
WT
WT
WT

AOX_15minX_24h_60minS
AOX_15minX_24h_60minS

Serie C_mech. Pra-Sham lang, 6 h_Gr.37

AOX_15minX_24h_60minS
AOX_15minX_24h_60minS
AOX_15minX_24h_60minS
AOX_15minX_24h_60minS
AOX_15minX_24h_60minS
AOX_15minX_24h_60minS
AOX_15minX_24h_60minS
AOX_15minX_24h_60minS
AOX_15minX_24h_60minS
AOX_15minX_24h_60minS
AOX_15minX_24h_60minS
AOX_15minX_24h_60minS

Serie C_mech. Préa-Sham lang

AOX_15minS_24h_60minS
AOX_15minS_24h_60minS
AOX_15minS_24h_60minS
AOX_15minS_24h_60minS
AOX_15minS_24h_60minS
AOX_15minS_24h_60minS

Serie C_mech. Préa-Sham lang , 4 h_Gr.39

AOX_15minS_24h_60minS
AOX_15minS_24h_60minS
AOX_15minS_24h_60minS
AOX_15minS_24h_60minS
AOX_15minS_24h_60minS
AOX_15minS_24h_60minS

Serie C_mech. Préa-Sham lang , 6 h_Gr.40

AOX_15minS_24h_60minS
AOX_15minS_24h_60minS
AOX_15minS_24h_60minS
AOX_15minS_24h_60minS
AOX_15minS_24h_60minS
AOX_15minS_24h_60minS

04h
04h

06h <4,
06h 7
06h <4,
06h <4,
06h <4,
06h <4,
06h <4,
06h 4
06h 13
06h 4
06h 4
06h 4

, 2h_Gr.38
02h <4,
02h <4,
02h <4,
02h <4,
02h <4,
02h <4,

04h
04h
04h
04h
04h
04h

06h
06h
06h
06h
06h
06h

Serie C_pharm. Pra, 2 h_Gr.41

AOX_PAM_24h_60minX
AOX_PAM_24h_60minX
AOX_PAM_24h_60minX
AOX_PAM_24h_60minX
AOX_PAM_24h_60minX
AOX_PAM_24h_60minX
AOX_PAM_24h_60minX
AOX_PAM_24h_60minX
AOX_PAM_24h_60minX
AOX_PAM_24h_60minX
AOX_PAM_24h_60minX
AOX_PAM_24h_60minX

02h
02h
02h
02h
02h
02h
02h
02h
02h
02h
02h
02h

4
<4,

<4,

6
<4,
5
5
5
<4,

317
179

446
539
175
361
301
258
249
286
616
440
291
2908

194
121
170
169
194
181

184
168
114
189
286
141

399
129
246
224
210
164

39

42

53
180
117
181
301
543
666
>800,
>800,
780

220
117

643
169
152
429
278
407
<5,
161
1048
210
<5,
188

109
48
21
192
<5,
72

104
97
47
50
139
<5,

81
111
90
157
244
140

1165
885
62

320
36
<5,
946

694
>1000,
191

<0,2
<0,2

<0,2
0,2

<0,2
<0,2
<0,2
<0,2
<0,2
<0,2
0.4

<0,2
<0,2
<0,2

<0,2
<0,2
<0,2
<0,2
<0,2
<0,2

<0,2
<0,2
<0,2
<0,2
<0,2
<0,2

<0,2
<0,2
<0,2
<0,2
<0,2
<0,2

0,34
0,47
0,45
0,7
0.4
0,6
0,2
<0,2
<0,2
<0,2
<0,2
0.4

0,96
0,61

3,06
3,75
0,54
1,76
2,62
1,54
1,05
0,46
zwm
4,33
1,11
zwm

0,48
0,69
0,43
0,57
0,83
0,78

0,45
0,22
0,15
0,89
1,51
0,83

4,1

0,91
1,95
0,89
0,56
0,27

0,38
zwm
1,1

zwm
zwm
zwm
zwm
0,55
2,14
0,32
17

zwm

*)

*)

+)

*+)

*)
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Serie C_pharm. Pra, 4 h_Gr.42

WT AOX_PAM_24h_60minX 04h 2 78 2,1 0,28 0,74 (+)
WT AOX_PAM_24h_60minX 04h 8 61 4,9 0,4 zwm
WT AOX_PAM_24h_60minX 04h 15 805 7 0,9 zwm (+)
WT AOX_PAM_24h_60minX 04h 2 69 0 0,38 1,27
WT AOX_PAM_24h_60minX 04h 2 157 809 0,38 0,91 (+)
WT AOX_PAM_24h_60minX 04h 1 275 468 0,71 1,27
WT AOX_PAM_24h_60minX 04h 70 7500 45 0,5 zZwm +)
WT AOX_PAM_24h_60minX 04h 15 1956 13 0,3 1,77 (+)
WT AOX_PAM_24h_60minX 04h 17 1649 <5, 0,5 2,61 (+)
WT AOX_PAM_24h_60minX 04h 27 2963 3077 0,3 1,48 (+)
WT AOX_PAM_24h_60minX 04h 20 1765 10 <0,2 zwm (+)
WT AOX_PAM_24h_60minX 04h 9 487 <5, <0,2 0,55
Serie C_pharm. Pra, 6 h_Gr.43
WT AOX_PAM_24h_60minX 06h 5 5 30 0,54 0,37
WT AOX_PAM_24h_60minX 06h 5 73 4,6 0,32 3,16
WT AOX_PAM_24h_60minX 06h 3 146 576 0,56 0,87
WT AOX_PAM_24h_60minX 06h 3 85 307 0,36 0,51
WT AOX_PAM_24h_60minX 06h 8 30 5 0,25 1,41
WT AOX_PAM_24h_60minX 06h 8 28 21 0,42 0,45
WT AOX_PAM_24h_60minX 06h 33 1495 4157 <0,2 2,62
WT AOX_PAM_24h_60minX 06h 19 2274 2211 <0,2 0,53
WT AOX_PAM_24h_60minX 06h 39 630 >1000, <0,2 1,17 (+)
WT AOX_PAM_24h_60minX 06h 52 >800, >1000, 0,3 1,61 (+)
WT AOX_PAM_24h_60minX 06h 28 >800, >1000, <0,2 0,74
WT AOX_PAM_24h_60minX 06h 42 >800, >1000, <0,2 0,79
Serie C_pharm. Pra-Sham, 2 h_Gr.44
WT AOX_PAM_24h_60minS 02h 6 147 122 0,42 1,19
WT AOX_PAM_24h_60minS 02h 12 96 319 0,44 1,62
WT AOX_PAM_24h_60minS 02h 9 146 686 0,38 0,79
WT AOX_PAM_24h_60minS 02h 8 167 489 0,32 1,16
WT AOX_PAM_24h_60minS 02h 0 106 85 0,5 1,1
WT AOX_PAM_24h_60minS 02h 0 71 79 0,25 0,12
WT AOX_PAM_24h_60minS 02h 10 488 422 <0,2 1,72
WT AOX_PAM_24h_60minS 02h 7 263 505 <0,2 1,87
WT AOX_PAM_24h_60minS 02h 15 521 678 <0,2 1,36
WT AOX_PAM_24h_60minS 02h 16 467 465 <0,2 0,8 (+)
WT AOX_PAM_24h_60minS 02h 13 395 899 <0,2 0,73
WT AOX_PAM_24h_60minS 02h 23 785 779 <0,2 3,74 (+)
Serie C_pharm. Pra-Sham , 4 h_Gr.45
WT AOX_PAM_24h_60minS 04h 2 135 223 0,5 0,53
WT AOX_PAM_24h_60minS 04h 4 139 39 0,5 0,3
WT AOX_PAM_24h_60minS 04h 3 134 23 0,5 0,85
WT AOX_PAM_24h_60minS 04h 0 84 168 0,22 0,27
WT AOX_PAM_24h_60minS 04h 1 94 431 0,33 0,23
WT AOX_PAM_24h_60minS 04h 5 177 478 0,3 0,73
WT AOX_PAM_24h_60minS 04h 4 237 33 <0,2 0,9 (+)
WT AOX_PAM_24h_60minS 04h 6 374 445 <0,2 0,52 (+)
WT AOX_PAM_24h_60minS 04h 5 363 <5, <0,2 2,66 (+)
WT AOX_PAM_24h_60minS 04h 6 312 13 0,2 0,99 (+)
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WT AOX_PAM_24h_60minS 04h <4, 358 492 <0,2 1,63 +)
WT AOX_PAM_24h_60minS 04h <4, 141 270 <0,2 0,63 +)

Serie C_pharm. Pra-Sham , 6 h_Gr.46

WT AOX_PAM_24h_60minS o6h O 182 35 0,61 0,31

WT AOX_PAM_24h_60minS o6h 1 132 92 0,26 0,32

WT AOX_PAM_24h_60minS o6h O 162 104 0,44 1,79

WT AOX_PAM_24h_60minS o6h 2 172 80 0,36 0,3

WT AOX_PAM_24h_60minS 06h 1 182 76 0,34 0,47

WT AOX_PAM_24h_60minS o6h 3 182 200 0,3 0,05

WT AOX_PAM_24h_60minS 06h 5 340 367 <0,2 1,78

WT AOX_PAM_24h_60minS 06h 6 204 195 <0,2 0,72

WT AOX_PAM_24h_60minS o6h 9 389 410 <0,2 0,75

WT AOX_PAM_24h_60minS o6h 7 365 501 <0,2 1,88 (+)
WT AOX_PAM_24h_60minS o6h 41 424 767 <0,2 2,68 (+)

Serie D_KO-Maus 60X, 2 h_Gr.55
TLR2KO  AOX_60minX 02h 4 282 <5, <0,2 1,38 (+)
TLR2KO  AOX_60minX 02h 12 983 1283 <0,2 1,18 (+)
TLR2KO  AOX_60minX 02h 5 356 22 <0,2 1,02 (+)
TLR2KO  AOX_60minX 02h 9 347 292 <0,2 1,05 (+)
TLR2KO  AOX_60minX 02h 11 715 864 <0,2 2,47 (+)
TLR2KO  AOX_60minX 02h 12 979 1787 <0,2 0,97 (+)
Serie D_KO-Maus 60X, 4 h_Gr.56

TLR2KO  AOX_60minX 04h 12 743 88 0,3 3,83 (+)
TLR2KO  AOX_60minX 04h 6 423 64 0,6 2,68 (+)
TLR2KO  AOX_60minX 04h 9 679 <5, 0,6 zwm (+)
TLR2KO  AOX_60minX 04h 25 1668 414 0,5 3,71 (+)
TLR2KO  AOX_60minX 04h 22 3521 2024 0,7 1,09 (+)

TLR2KO  AOX_60minX 04h 6 635 1712 <0,2 0,79 (+)
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8.6 Darstellung der Signifikanzprufungen

Relevante Statistik der Ergebnisse der Serie B

60 minutiger Aortenklemmung bzw. SHAM-Manéver und Reperfusionsphase von 2, 4, 6

und 24 Stunden

IL-5

One-way analysis of variance

P value

P value summary

Are means signif. different? (P < 0.05)
Number of groups

F

R squared

Bartlett's test for equal variances
Bartlett's statistic (corrected)

P value

P value summary

Do the variances differ signif. (P < 0.05)

ANOVA Table

Treatment (between columns)
Residual (within columns)
Total

Bonferroni's Multiple Comparison Test
Kontrolle vs 2h (60min AOX)

Kontrolle vs 4h (60min AOX)

Kontrolle vs 6h (60min AOX)

Kontrolle vs 24h (60min AOX)

2h (60min AOX) vs 2h (60min SHAM)
4h (60min AOX) vs 4h (60min SHAM)
6h (60min AOX) vs 6h (60min SHAM)
24h (60min AOX) vs 24h (60min SHAM)

IL-6

One-way analysis of variance

P value

P value summary

Are means signif. different? (P < 0.05)
Number of groups

F

R squared

Bartlett's test for equal variances
Bartlett's statistic (corrected)

P value

P value summary

Do the variances differ signif. (P < 0.05)

ANOVA Table

Treatment (between columns)
Residual (within columns)
Total

Bonferroni's Multiple Comparison Test
2h (60min AOX) vs 2h (60min SHAM)
4h (60min AOX) vs 4h (60min SHAM)
6h (60min AOX) vs 6h (60min SHAM)
24h (60min AOX) vs 24h (60min SHAM)

P<0.0001
Yes

9

11,87
0,7252

78,06
P<0.0001

*kk

Yes

SS

514400
195000
709400

Mean Diff.
-53,31
-32,33
-242 4
-211,3
29,84
15,91
180,5
87,03

P<0.0001
Yes

9

18,86
0,8074

113,8
P<0.0001

*kk

Yes

SS
362400000
86440000
448800000

Mean Diff.
6072
5901
695,3
-19,40

df MS

8 64300
36 5415
44

t P value

1,145 P >0.05
0,6946 P >0.05
5,208 P <0.001
4,540 P <0.001
0,6410 P>0.05
0,3417 P >0.05
3,879 P <0.01
1,870 P>0.05

df MS

8 45300000
36 2401000
44

t P value

6,196 P <0.001
6,022 P <0.001
0,7094 P >0.05
0,01979 P > 0.05

95% CI of diff
-188.5 to 81.88
-167.5t0 102.9
-377.6 to -107.2
-346.5 to -76.14
-105.4 to 165.0
-119.3 to 1511
45.33t0 315.7
-222.2 t0 48.16

95% Cl of diff
3495 to 8649
3324 to 8478
-1882 to 3272
-2596 to 2558
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IL-12

One-way analysis of variance

P value

P value summary

Are means signif. different? (P < 0.05)
Number of groups

F

R squared

Bartlett's test for equal variances
Bartlett's statistic (corrected)

P value

P value summary

Do the variances differ signif. (P < 0.05)

ANOVA Table

Treatment (between columns)
Residual (within columns)
Total

Bonferroni's Multiple Comparison Test
Kontrolle vs 2h (60min AOX)

Kontrolle vs 4h (60min AOX)

Kontrolle vs 6h (60min AOX)

Kontrolle vs 24h (60min AOX)

2h (60min AOX) vs 2h (60min SHAM)
4h (60min AOX) vs 4h (60min SHAM)
6h (60min AOX) vs 6h (60min SHAM)
24h (60min AOX) vs 24h (60min SHAM)

Relevante Statistik der Ergebnisse der Serie C

0,0008
Yes

9
4,452
0,4973

26,96
0,0007

*kk

Yes

SS

460500
465400
925900

Mean Diff.
-67,25
-177,0
23,00
143,0
78,75
305,5
34,00
10,67

df

36
44

0,9352
2,461
0,3198
1,988
1,095
4,248
0,4728
0,1483

MS
57560
12930

P value
P>0.05
P >0.05
P >0.05
P>0.05
P>0.05
P <0.01
P >0.05
P>0.05

95% CI of diff

-276.1to 141.6
-385.9 to 31.88
-185.9 to 231.9
-65.88 to 351.9
-130.1 to 287.6
96.62 to 514.4
-174.9 t0 242.9
-198.2 t0 219.5

15-miniitige aortalen Klemmung bzw. 15-miniitiges SHAM-Manover, 30-miniitige
Reperfusionsphase und Aortenklemmung von 60 Minuten

IL-5

One-way analysis of variance

P value

P value summary

Are means signif. different? (P < 0.05)
Number of groups

F

R squared

Bartlett's test for equal variances
Bartlett's statistic (corrected)

P value

P value summary

Do the variances differ signif. (P < 0.05)

ANOVA Table

Treatment (between columns)
Residual (within columns)
Total

Bonferroni's Multiple Comparison Test
15minSHAM_30min_60minAOX_2h vs
15minSHAM_30min_60minAOX_4h
15minSHAM_30min_60minAOX_2h vs
15minSHAM_30min_60minAOX_6h
15minSHAM_30min_60minAOX_2h vs
15minAOX_30min_60minAOX_2h
15minSHAM_30min_60minAOX_2h vs
15minAOX_30min_60minAOX_4h
15minSHAM_30min_60minAOX_2h vs

0,0001

dkk

Yes

6
6,421
0,3863

110,5
P<0.0001

Yes

SS
300700
477600
778300
Mean Diff.
-34,45
-54,45
-176,0

-193,7

df

51
56

0,8720
1,378
4,125

4,003

MS
60140
9366

P value
P >0.05
P>0.05
P <0.01

P<0.0 1

95% CI of diff

-156.1 to 87.22

-176.1 to 67.22

-307.5 to -44.61

-342.7 to -44.66
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15minAOX_30min_60minAOX_6h
15minSHAM_30min_60minAOX_4h vs
15minSHAM_30min_60minAOX_6h
15minSHAM_30min_60minAOX_4h vs
15minAOX_30min_60minAOX_2h
15minSHAM_30min_60minAOX_4h vs
15minAOX_30min_60minAOX_4h
15minSHAM_30min_60minAOX_4h vs
15minAOX_30min_60minAOX_6h
15minSHAM_30min_60minAOX_6h vs
15minAOX_30min_60minAOX_2h
15minSHAM_30min_60minAOX_6h vs
15minAOX_30min_60minAOX_4h
15minSHAM_30min_60minAOX_6h vs
15minAOX_30min_60minAOX_6h
15minAOX_30min_60minAOX_2h vs
15minAOX_30min_60minAOX_4h
15minAOX_30min_60minAOX_2h vs
15minAOX_30min_60minAOX_6h
15minAOX_30min_60minAOX_4h vs
15minAOX_30min_60minAOX_6h

GM-CSF

One-way analysis of variance

P value

P value summary

Are means signif. different? (P < 0.05)
Number of groups

F

R squared

Bartlett's test for equal variances
Bartlett's statistic (corrected)

P value

P value summary

Do the variances differ signif. (P < 0.05)

ANOVA Table

Treatment (between columns)
Residual (within columns)
Total

Bonferroni's Multiple Comparison Test
15minSHAM_30min_60minAOX_2h vs
15minSHAM_30min_60minAOX_4h
15minSHAM_30min_60minAOX_2h vs
15minSHAM_30min_60minAOX_6h
15minSHAM_30min_60minAOX_2h vs
15minAOX_30min_60minAOX_2h
15minSHAM_30min_60minAOX_2h vs
15minAOX_30min_60minAOX_4h
15minSHAM_30min_60minAOX_2h vs
15minAOX_30min_60minAOX_6h
15minSHAM_30min_60minAOX_4h vs
15minSHAM_30min_60minAOX_6h
15minSHAM_30min_60minAOX_4h vs
15minAOX_30min_60minAOX_2h
15minSHAM_30min_60minAOX_4h vs
15minAOX_30min_60minAOX_4h
15minSHAM_30min_60minAOX_4h vs
15minAOX_30min_60minAOX_6h
15minSHAM_30min_60minAOX_6h vs
15minAOX_30min_60minAOX_2h
15minSHAM_30min_60minAOX_6h vs
15minAOX_30min_60minAOX_4h
15minSHAM_30min_60minAOX_6h vs

-152,0
-20,00
-141,6
-159,2
-117,5
-121,6
-139,2
-97,54
-17,65
24,04

41,70

0,0003

dkk

Yes

6
5,793
0,3622

23,77
0,0002

Yes
SS
4194
7384
11580
Mean Diff.
-5,440
7,255
-17,87
-13,90
0,8150
12,70
-12,43
-8,457
6,255
-25,13

-21,15

3,141
0,5062
3,318
3,291
2,429
2,849
2,877
2,016
0,3461
0,4714

0,7463

df

51
56

1,107
1,477
3,368
2,310
0,1355
2,584
2,343
1,406
1,040
4,736

3,516

P <0.05
P >0.05
P <0.05
P <0.05
P >0.05
P >0.05
P >0.05
P >0.05
P>0.05
P >0.05

P >0.05

MS
838,8
1448

P value
P >0.05
P >0.05
P <0.05
P >0.05
P >0.05
P >0.05
P >0.05
P >0.05
P>0.05
P < 0.001

P <0.05

-301.0 to -2.968
-141.7 t0 101.7
-273.0 to -10.15
-308.3 to -10.21
-266.6 to 31.49
-253.0 t0 9.844
-288.3 t0 9.787
-246.6 to 51.48
-174.7 t0 139.4
-133.0 to 181.1

-130.4 to 213.8

95% CI of diff
-20.57 to 9.689
-7.874 to0 22.38
-34.21 to -1.531
-32.43 t0 4.633
-17.71 t0 19.34
-2.434 to 27.82
-28.77 to 3.909
-26.99 to 10.07
-12.27 t0 24.78
-41.47 to -8.786

-39.68 to -2.622
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15minAOX_30min_60minAOX_6h
15minAOX_30min_60minAOX_2h vs
15minAOX_30min_60minAOX_4h
15minAOX_30min_60minAOX_2h vs
15minAOX_30min_60minAOX_6h
15minAOX_30min_60minAOX_4h vs
15minAOX_30min_60minAOX_6h

-6,440 1,070
3,976 0,6269
18,69 2,947
14,71 2,118

P>0.05

P >0.05

P >0.05

P >0.05

-24.97 to 12.09

-15.56 to 23.51

-0.8443 to 38.22

-6.684 to 36.11

15-miniitige aortale Klemmung, 30-miniitige Reperfusionsphase und Aortenklemmung

von 60 Minuten im Vergleich zur alleinigen 60-miniitigen Aortenklemmung

IL-2

One-way analysis of variance

P value

P value summary

Are means signif. different? (P < 0.05)
Number of groups

F

R squared

Bartlett's test for equal variances
Bartlett's statistic (corrected)

P value

P value summary

Do the variances differ signif. (P < 0.05)

ANOVA Table

Treatment (between columns)
Residual (within columns)
Total

Bonferroni's Multiple Comparison Test
15minAOX_30min_60minAOX_2h vs
15minAOX_30min_60minAOX_4h
15minAOX_30min_60minAOX_2h vs
15minAOX_30min_60minAOX_6h
15minAOX_30min_60minAOX_2h vs
60minAOX_2h
15minAOX_30min_60minAOX_2h vs
60minAOX_4h
15minAOX_30min_60minAOX_2h vs
60minAOX_6h
15minAOX_30min_60minAOX_4h vs
15minAOX_30min_60minAOX_6h
15minAOX_30min_60minAOX_4h vs
60minAOX_2h
15minAOX_30min_60minAOX_4h vs
60minAOX_4h
15minAOX_30min_60minAOX_4h vs
60minAOX_6h
15minAOX_30min_60minAOX_6h vs
60minAOX_2h
15minAOX_30min_60minAOX_6h vs
60minAOX_4h
15minAOX_30min_60minAOX_6h vs
60minAOX_6h

60minAOX_2h vs 60minAOX_4h
60minAOX_2h vs 60minAOX_6h
60minAOX_4h vs 60minAOX_6h

0,0002

Yes

6

6,724

0,5123

49,10

P<0.0001

Yes

SS df
264000 5
251300 32
515300 37
Mean Diff. t
-4,545 0,09731
-15,99 0,3423
-151,7 3,248
-191,4 4,098
-172,0 3,480
-11,44 0,2237
-147,2 2,877
-186,9 3,652
-167,5 3,121
-135,7 2,653
-175,4 3,429
-156,0 2,908
-39,69 0,7757
-20,30 0,3782
19,39 0,3614

MS
52800
7853

P value
P >0.05
P>0.05
P <0.05
P <0.01
P <0.05
P>0.05
P >0.05
P <0.05
P >0.05
P>0.05
P <0.05
P >0.05
P >0.05

P >0.05
P >0.05

95% CI of diff
-152.7 to 143.6
-164.1 to 132.2
-299.9 to -3.579
-339.5 to -43.26
-328.8 to -15.24
-173.7 to 150.8
-309.5 to 15.11
-349.1 to -24.58
-337.7 to 2.731
-298.0 to 26.55
-337.7 to -13.14
-326.2 to 14.17
-202.0 to 122.6

-190.5 to 149.9
-150.8 to 189.6

15-minitige Prakonditionierung, Reperfusionsphase von 24 Stunden und eigentliche
Aortenklemmung von 60 Minuten im Vergleich zu einer SHAM-Procedur als

Prakonditionierung

IL-4
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One-way analysis of variance

P value

P value summary

Are means signif. different? (P < 0.05)
Number of groups

F

R squared

Bartlett's test for equal variances
Bartlett's statistic (corrected)

P value

P value summary

Do the variances differ signif. (P < 0.05)

ANOVA Table

Treatment (between columns)
Residual (within columns)
Total

Bonferroni's Multiple Comparison Test
15minSHAM_24h_60minAOX_2h vs
15minSHAM_24h_60minAOX_4h
15minSHAM_24h_60minAOX_2h vs
15minSHAM_24h_60minAOX_6h
15minSHAM_24h_60minAOX_2h vs
15minAOX_24h_60minAOX_2h
15minSHAM_24h_60minAOX_2h vs
15minAOX_24h_60minAOX_4h
15minSHAM_24h_60minAOX_2h vs
15minAOX_24h_60minAOX_6h
15minSHAM_24h_60minAOX_4h vs
15minSHAM_24h_60minAOX_6h
15minSHAM_24h_60minAOX_4h vs
15minAOX_24h_60minAOX_2h
15minSHAM_24h_60minAOX_4h vs
15minAOX_24h_60minAOX_4h
15minSHAM_24h_60minAOX_4h vs
15minAOX_24h_60minAOX_6h
15minSHAM_24h_60minAOX_6h vs
15minAOX_24h_60minAOX_2h
15minSHAM_24h_60minAOX_6h vs
15minAOX_24h_60minAOX_4h
15minSHAM_24h_60minAOX_6h vs
15minAOX_24h_60minAOX_6h
15minAOX_24h_60minAOX_2h vs
15minAOX_24h_60minAOX_4h
15minAOX_24h_60minAOX_2h vs
15minAOX_24h_60minAOX_6h
15minAOX_24h_60minAOX_4h vs
15minAOX_24h_60minAOX_6h

IL-5

One-way analysis of variance

P value

P value summary

Are means signif. different? (P < 0.05)
Number of groups

F

R squared

Bartlett's test for equal variances
Bartlett's statistic (corrected)

P value

P value summary

Do the variances differ signif. (P < 0.05)

ANOVA Table

P<0.0001

Yes

6

16,01

0,6898

22,88

0,0004

Yes

SS df MS

5700 5 1140
2564 36 71,21
8264 41

Mean Diff. t P value
-7,129 1,518 P >0.05
-35,31 7,247 P <0.001
-14,15 3,105 P >0.05
0,5922 0,1332 P >0.05
-7,038 1,445 P>0.05
-28,18 6,002 P <0.001
-7,023 1,608 P >0.05
7,721 1,816 P >0.05
0,09072 0,019 P>0.05
21,16 4642 P <0.001
35,90 8,072 P <0.001
28,27 5,803 P <0.001
14,74 3,596 P<0.05
7,114 1,561 P >0.05
-7,631 1,716 P >0.05
P<0.0001

Yes

6

8,010

0,5408

31,73

P<0.0001

Yes

SS df MS

95% CI of diff
-21.89 to 7.631
-50.63 to -19.99
-28.48 t0 0.1758
-13.39 to 14.57
-22.36 to 8.279
-42.94 to -13.42
-20.75 t0 6.708
-5.649 to 21.09
-14.67 to 14.85
6.830 to 35.49
21.92 10 49.88
12.95 to 43.59
1.853 to 27.64
-7.214 to 21.44

-21.61 to 6.352
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Treatment (between columns)
Residual (within columns)
Total

Bonferroni's Multiple Comparison Test
15minSHAM_24h_60minAOX_2h vs
15minSHAM_24h_60minAOX_4h
15minSHAM_24h_60minAOX_2h vs
15minSHAM_24h_60minAOX_6h
15minSHAM_24h_60minAOX_2h vs
15minAOX_24h_60minAOX_2h
15minSHAM_24h_60minAOX_2h vs
15minAOX_24h_60minAOX_4h
15minSHAM_24h_60minAOX_2h vs
15minAOX_24h_60minAOX_6h
15minSHAM_24h_60minAOX_4h vs
15minSHAM_24h_60minAOX_6h
15minSHAM_24h_60minAOX_4h vs
15minAOX_24h_60minAOX_2h
15minSHAM_24h_60minAOX_4h vs
15minAOX_24h_60minAOX_4h
15minSHAM_24h_60minAOX_4h vs
15minAOX_24h_60minAOX_6h
15minSHAM_24h_60minAOX_6h vs
15minAOX_24h_60minAOX_2h
15minSHAM_24h_60minAOX_6h vs
15minAOX_24h_60minAOX_4h
15minSHAM_24h_60minAOX_6h vs
15minAOX_24h_60minAOX_6h
15minAOX_24h_60minAOX_2h vs
15minAOX_24h_60minAOX_4h
15minAOX_24h_60minAOX_2h vs
15minAOX_24h_60minAOX_6h
15minAOX_24h_60minAOX_4h vs
15minAOX_24h_60minAOX_6h

178500 5 35710
151600 34 4458
330100 39

Mean Diff. t P value
-101,7 2,739 P>0.05
-223,8 5,806 P <0.001
-103,4 2,681 P>0.05
-53,68 1,525 P >0.05
-51,11 1,326 P >0.05
-122,1 3,286 P <0.05
-1,605 0,0432 P>0.05
48,07 1,428 P >0.05
50,64 1,363 P >0.05
120,5 3,124 P>0.05
170,1 4,834 P <0.001
172,7 4,480 P <0.01
49,67 1,411 P >0.05
52,25 1,355 P >0.05
2,573 0,0731 P>0.05

95% CI of diff

-219.0 to 15.53
-345.5 to -102.1
-225.1t0 18.35
-164.8 to 57.42
-172.8 to 70.59
-239.3 to -4.781
-118.9 to 1156.7
-58.16 to 154.3
-66.63 to 167.9
-1.251 to 242.2
59.02 to 281.2

50.99 to 294 .4

-61.43 to 160.8
-69.46 to 173.9

-108.5 to 113.7

15-miniitige aortale Klemmung mit 30-miniitiger bzw. 24-stiindiger Reperfusionsphase
und einer Aortenklemmung von 60 Minuten im Vergleich zur alleinigen 60-miniitigen

Aortenklemmung

IL-1b

One-way analysis of variance

P value

P value summary

Are means signif. different? (P < 0.05)
Number of groups

F

R squared

Bartlett's test for equal variances
Bartlett's statistic (corrected)

P value

P value summary

Do the variances differ signif. (P < 0.05)

ANOVA Table

Treatment (between columns)
Residual (within columns)
Total

Bonferroni's Multiple Comparison Test
15minAOX_24h_60minAOX_2h vs
15minAOX_24h_60minAOX_4h
15minAOX_24h_60minAOX_2h vs
15minAOX_24h_60minAOX_ 6h
15minAOX_24h_60minAOX_2h vs

0,0250

Yes

9

2,448

0,2736

12,72

0,1219

ns

No

SS df MS
1033 8 129,2
2744 52 52,77
3778 60

Mean Diff. t P value
3,438 0,9741 P>0.05
1,343 0,3423 P >0.05

95% Cl of diff

-8.486 to 15.36

-11.91 to 14.60
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15minAOX_30min_60minAOX_2h
15minAOX_24h_60minAOX_2h vs
15minAOX_30min_60minAOX_4h
15minAOX_24h_60minAOX_2h vs
15minAOX_30min_60minAOX_6h
15minAOX_24h_60minAOX_2h vs
60minAOX_2h
15minAOX_24h_60minAOX_2h vs
60minAOX_4h
15minAOX_24h_60minAOX_2h vs
60minAOX_6h
15minAOX_24h_60minAOX_4h vs
15minAOX_24h_60minAOX_ 6h
15minAOX_24h_60minAOX_4h vs
15minAOX_30min_60minAOX_2h
15minAOX_24h_60minAOX_4h vs
15minAOX_30min_60minAOX_4h
15minAOX_24h_60minAOX_4h vs
15minAOX_30min_60minAOX_6h
15minAOX_24h_60minAOX_4h vs
60minAOX_2h
15minAOX_24h_60minAOX_4h vs
60minAOX_4h
15minAOX_24h_60minAOX_4h vs
60minAOX_6h
15minAOX_24h_60minAOX_ 6h vs
15minAOX_30min_60minAOX_2h
15minAOX_24h_60minAOX_ 6h vs
15minAOX_30min_60minAOX_4h
15minAOX_24h_60minAOX_ 6h vs
15minAOX_30min_60minAOX_6h
15minAOX_24h_60minAOX_ 6h vs
60minAOX_2h
15minAOX_24h_60minAOX_ 6h vs
60minAOX_4h
15minAOX_24h_60minAOX_ 6h vs
60minAOX_6h

15minAOX_30min_60minAOX_2h vs

15minAOX_30min_60minAOX_4h

15minAOX_30min_60minAOX_2h vs

15minAOX_30min_60minAOX_6h

15minAOX_30min_60minAOX_2h vs

60minAOX_2h

15minAOX_30min_60minAOX_2h vs

60minAOX_4h

15minAOX_30min_60minAOX_2h vs

60minAOX_6h

15minAOX_30min_60minAOX_4h vs

15minAOX_30min_60minAOX_6h

15minAOX_30min_60minAOX_4h vs

60minAOX_2h

15minAOX_30min_60minAOX_4h vs

60minAOX_4h

15minAOX_30min_60minAOX_4h vs

60minAOX_6h

15minAOX_30min_60minAOX_6h vs

60minAOX_2h

15minAOX_30min_60minAOX_6h vs

60minAOX_4h

15minAOX_30min_60minAOX_6h vs

60minAOX_6h

60minAOX_2h vs 60minAOX_4h
60minAOX_2h vs 60minAOX_6h
60minAOX_4h vs 60minAOX_6h

IL-2
One-way analysis of variance

-3,155
0,5629
0,8162
-6,394
-10,80
-2,254
-2,096
-6,593
2,876
-2,622
-9,832
14,24
-5,692
-4,498
-0,7800
-0,5267
7,737
12,14
-3,597
3,718
3,971
-3,239
-7,644
0,9011
0,2533
-6,957
-11,36
2,817
7,210
11,62
-3,070
-4,405

4,140
8,545

0,8938
0,1435
0,2081
1,630
2,753
0,5442
0,5473
1,925
0,7511
0,6849
2,568
3,719
1,405
1,175
0,1860
0,1256
1,845
2,895
0,8177
0,9710
1,037
0,8460
1,996
0,2224
0,0604
1,659
2,709
0,6403
1,719
2,769
0,6979
1,050

0,9412
1,943

P> 0.05
P >0.05
P >0.05
P>0.05
P >0.05
P >0.05
P >0.05
P >0.05
P>0.05
P > 0.05
P >0.05
P <0.05
P >0.05
P >0.05
P >0.05
P >0.05
P >0.05
P >0.05
P >0.05
P >0.05
P>0.05
P >0.05
P >0.05
P >0.05
P>0.05
P >0.05
P >0.05
P >0.05
P >0.05
P >0.05
P >0.05
P >0.05

P >0.05
P >0.05

-15.08 to 8.770
-12.69 to 13.82
-12.44 to 14.07
-19.65 to 6.860
-24.05 to 2.455
-16.24to 11.74
-15.03 to 10.84
-18.16 t0 4.975
-15.81 to 10.06
-15.56 to 10.31
-22.77 t0 3.102
-27.17 to -1.303
-19.38 to 7.996
-17.43 to 8.436
-14.95 to 13.39
-14.70 to 13.64
-21.91 t0 6.432
-26.31 to 2.027
-18.46 to 11.26
-9.216 to 16.65
-8.963 to 16.91
-16.17 t0 9.695
-20.58 t0 5.290
-12.79 to 14.59
-13.92 to 14.42
-21.13to0 7.212
-25.53 to 2.807
-17.68 to 12.04
-21.38 to 6.958
-25.78 to 2.553
-17.93 to 11.79
-18.57 t0 9.763

-10.72 to 19.00
-6.315 to 23.40
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P value

P value summary

Are means signif. different? (P < 0.05)
Number of groups

F

R squared

Bartlett's test for equal variances
Bartlett's statistic (corrected)

P value

P value summary

Do the variances differ signif. (P < 0.05)

ANOVA Table

Treatment (between columns)
Residual (within columns)
Total

Bonferroni's Multiple Comparison Test
15minAOX_24h_60minAOX_2h vs
15minAOX_24h_60minAOX_4h
15minAOX_24h_60minAOX_2h vs
15minAOX_24h_60minAOX_ 6h
15minAOX_24h_60minAOX_2h vs
15minAOX_30min_60minAOX_2h
15minAOX_24h_60minAOX_2h vs
15minAOX_30min_60minAOX_4h
15minAOX_24h_60minAOX_2h vs
15minAOX_30min_60minAOX_6h
15minAOX_24h_60minAOX_2h vs
60minAOX_2h
15minAOX_24h_60minAOX_2h vs
60minAOX_4h
15minAOX_24h_60minAOX_2h vs
60minAOX_6h
15minAOX_24h_60minAOX_4h vs
15minAOX_24h_60minAOX_ 6h
15minAOX_24h_60minAOX_4h vs
15minAOX_30min_60minAOX_2h
15minAOX_24h_60minAOX_4h vs
15minAOX_30min_60minAOX_4h
15minAOX_24h_60minAOX_4h vs
15minAOX_30min_60minAOX_6h
15minAOX_24h_60minAOX_4h vs
60minAOX_2h
15minAOX_24h_60minAOX_4h vs
60minAOX_4h
15minAOX_24h_60minAOX_4h vs
60minAOX_6h
15minAOX_24h_60minAOX_ 6h vs
15minAOX_30min_60minAOX_2h
15minAOX_24h_60minAOX_ 6h vs
15minAOX_30min_60minAOX_4h
15minAOX_24h_60minAOX_ 6h vs
15minAOX_30min_60minAOX_6h
15minAOX_24h_60minAOX_ 6h vs
60minAOX_2h
15minAOX_24h_60minAOX_ 6h vs
60minAOX_4h
15minAOX_24h_60minAOX_ 6h vs
60minAOX_6h
15minAOX_30min_60minAOX_2h vs
15minAOX_30min_60minAOX_4h
15minAOX_30min_60minAOX_2h vs
15minAOX_30min_60minAOX_6h
15minAOX_30min_60minAOX_2h vs
60minAOX_2h

5:0.0001

Yes

9

9,109

0,5836

84,88

I::0.0001

Yes

SS df MS
364000 8 45500
259700 52 4995
623700 60

Mean Diff. t P value
-5,147 0,1499 P >0.05
-5,153 0,1350 P >0.05
-6,782 0,1975 P >0.05
-11,33 0,2968 P >0.05
-22,77 0,5966 P >0.05
-158,5 4,153 P <0.01
-198,2 5,192 P <0.001
-178,8 4,438 P <0.01
-0,006111 0,0001 P>0.05
-1,634 0,049 P>0.05
-6,179 0,1659 P >0.05
-17,62 0,4731 P>0.05
-153,4 4,117 P <0.01
-193,0 5,182 P <0.001
-173,6 4,405 P <0.01
-1,628 0,0437 P>0.05
-6,173 0,1513 P >0.05
-17,62 0,4317 P>0.05
-153,3 3,758 P <0.05
-193,0 4,731 P <0.001
-173,6 4,057 P <0.01
-4,545 0,1220 P >0.05
-15,99 0,4292 P >0.05
-151,7 4,073 P <0.01

95% Cl of diff

-121.2t0 110.9

-134.1 t0 123.8

-122.8 to 109.2

-140.3 to 117.6

-151.7 to 106.2

-287.4 to -29.56

-327.1 to -69.24

-314.9 to -42.69

-125.8 t0 125.8

-114.2t0 110.9

-132.0 to 119.7

-143.5 to 108.2

-279.2 to -27.52

-318.9 to -67.20

-306.8 to -40.48

-127.5t0 124.2

-144.0 to 131.7

-1556.5t0 120.2

-291.2 to -15.50

-330.9 to -565.19

-318.2 to -29.07

-130.4 to 121.3

-141.8 to 109.8

-277.6 to -25.89
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15minAOX_30min_60minAOX_2h vs
60minAOX_4h
15minAOX_30min_60minAOX_2h vs
60minAOX_6h
15minAOX_30min_60minAOX_4h vs
15minAOX_30min_60minAOX_6h
15minAOX_30min_60minAOX_4h vs
60minAOX_2h
15minAOX_30min_60minAOX_4h vs
60minAOX_4h
15minAOX_30min_60minAOX_4h vs
60minAOX_6h
15minAOX_30min_60minAOX_6h vs
60minAOX_2h
15minAOX_30min_60minAOX_6h vs
60minAOX_4h
15minAOX_30min_60minAOX_6h vs
60minAOX_6h

60minAOX_2h vs 60minAOX_4h
60minAOX_2h vs 60minAOX_6h
60minAOX_4h vs 60minAOX_6h

IL-12

One-way analysis of variance

P value

P value summary

Are means signif. different? (P < 0.05)
Number of groups

F

R squared

Bartlett's test for equal variances
Bartlett's statistic (corrected)

P value

P value summary

Do the variances differ signif. (P < 0.05)

ANOVA Table

Treatment (between columns)
Residual (within columns)
Total

Bonferroni's Multiple Comparison Test
15minAOX_24h_60minAOX_2h vs
15minAOX_24h_60minAOX_4h
15minAOX_24h_60minAOX_2h vs
15minAOX_24h_60minAOX_ 6h
15minAOX_24h_60minAOX_2h vs
15minAOX_30min_60minAOX_2h
15minAOX_24h_60minAOX_2h vs
15minAOX_30min_60minAOX_4h
15minAOX_24h_60minAOX_2h vs
15minAOX_30min_60minAOX_6h
15minAOX_24h_60minAOX_2h vs
60minAOX_2h
15minAOX_24h_60minAOX_2h vs
60minAOX_4h
15minAOX_24h_60minAOX_2h vs
60minAOX_6h
15minAOX_24h_60minAOX_4h vs
15minAOX_24h_60minAOX_ 6h
15minAOX_24h_60minAOX_4h vs
15minAOX_30min_60minAOX_2h
15minAOX_24h_60minAOX_4h vs
15minAOX_30min_60minAOX_4h
15minAOX_24h_60minAOX_4h vs

-191,4
-172,0
-11,44
-147,2
-186,9
-167,5
-135,7
-175,4
-156,0
-39,69

-20,30
19,39

0,0355
Yes
9

2,283
0,2599

115,7
P<0.0001

Yes

SS
34020008
968700052
13090000
Mean Diff.
-16,89
-44,32
-24,81
-15,73
-48,29
-800,6
-309,4
-153,7
-27,43
-7,917

1,158

5,139
4,364
0,2804
3,607
4,579
3,913
3,326
4,299
3,646
0,9726

0,4742
0,4531

df
425300
186300
60

t
0,0805
0,1902
0,1183
0,0674
0,2072
3,435
1,327
0,6247
0,1206
0,0389

0,0050

P < 0.001
P <0.01
P >0.05
P <0.05
P <0.01
P <0.01
P >0.05
P <0.01
P <0.05
P > 0.05

P >0.05
P >0.05

P value

P >0.05

P >0.05

P >0.05

P>0.05

P >0.05

P <0.05

P>0.05

P>0.05

P >0.05

P >0.05

P >0.05

-317.2 to -65.57
-305.2 to -38.84
-149.3 to 126.4
-285.0 to -9.330
-324.7 to -49.01
-312.0 to -22.90
-273.6 t0 2.113
-313.3 to -37.57
-300.6 to -11.45
-177.5 t0 98.16

-164.9 to 124.3
-125.2 to 164.0

95% CI of diff

-725.4 t0 691.6
-831.8 to 743.1
-733.3 to 683.7
-803.2to 771.7
-835.8 to 739.2
-1588 to -13.19
-1097 to 478.1

-985.0 to 677.5
-795.9to 741.0
-695.3 t0 679.4

-767.3 to 769.6
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15minAOX_30min_60minAOX_6h
15minAOX_24h_60minAOX_4h vs
60minAOX_2h
15minAOX_24h_60minAOX_4h vs
60minAOX_4h
15minAOX_24h_60minAOX_4h vs
60minAOX_6h
15minAOX_24h_60minAOX_ 6h vs
15minAOX_30min_60minAOX_2h
15minAOX_24h_60minAOX_ 6h vs
15minAOX_30min_60minAOX_4h
15minAOX_24h_60minAOX_ 6h vs
15minAOX_30min_60minAOX_6h
15minAOX_24h_60minAOX_ 6h vs
60minAOX_2h
15minAOX_24h_60minAOX_ 6h vs
60minAOX_4h
15minAOX_24h_60minAOX_ 6h vs
60minAOX_6h
15minAOX_30min_60minAOX_2h vs
15minAOX_30min_60minAOX_4h
15minAOX_30min_60minAOX_2h vs
15minAOX_30min_60minAOX_6h
15minAOX_30min_60minAOX_2h vs
60minAOX_2h
15minAOX_30min_60minAOX_2h vs
60minAOX_4h
15minAOX_30min_60minAOX_2h vs
60minAOX_6h
15minAOX_30min_60minAOX_4h vs
15minAOX_30min_60minAOX_6h
15minAOX_30min_60minAOX_4h vs
60minAOX_2h
15minAOX_30min_60minAOX_4h vs
60minAOX_4h
15minAOX_30min_60minAOX_4h vs
60minAOX_6h
15minAOX_30min_60minAOX_6h vs
60minAOX_2h
15minAOX_30min_60minAOX_6h vs
60minAOX_4h
15minAOX_30min_60minAOX_6h vs
60minAOX_6h

60minAOX_2h vs 60minAOX_4h
60minAOX_2h vs 60minAOX_6h
60minAOX_4h vs 60minAOX_6h

-31,40
-783,8
-292,5
-136,8
19,52

28,59

-3,970
-756,3
-265,1
-109,4
9,074

-23,49
-775,8
-284,6
-128,9
-32,56
-784,9
-293,7
-138,0
-752,4
-261,1
-105,4
491,3

646,9
155,7

0,1381
3,445
1,286
0,5684
0,0858
0,1147
0,0159
3,035
1,064
0,4186
0,0398
0,1032
3,411
1,251
0,5355
0,1307
3,150
1,178
0,5280
3,019
1,048
0,4034
1,971

2,475
0,5956

P >0.05
P <0.05
P >0.05
P>0.05
P >0.05
P >0.05
P >0.05
P >0.05
P >0.05
P >0.05
P >0.05
P >0.05
P <0.05
P >0.05
P >0.05
P >0.05
P >0.05
P >0.05
P >0.05
P >0.05
P >0.05
P >0.05
P >0.05

P >0.05
P >0.05

-799.9 to 7371
-1552 t0 -15.28
-1061 to 476.0
-950.1 to 676.5
-749.0 to 788.0
-813.2t0 870.4
-845.8 to 837.9
-1598 to 85.50
-1107 to 576.8
-992.3to0 773.5
-759.4 to 777.6
-792.0 to 745.0
-1544 to -7.363
-1053 to 483.9
-942.2 to 684.4
-874.4 to 809.3
-1627 to 56.91
-1135 to 548.2
-1021to 744.9
-1594 to 89.47
-1103 to 580.7
-988.3to 777.5
-350.6 to 1333

-236.0 to 1530
-727.2 to 1039

intraperitoneale Applikation von 200 pg PAM3Cys, 24-stiindige Intervallphase und eine
60-miniitige aortale Klemmung bzw. SHAM-Procedur, im Vergleich alleinige aortale

Klemmung

lI-1b

One-way analysis of variance

P value

P value summary

Are means signif. different? (P < 0.05)
Number of groups

F

R squared

ANOVA Table

Treatment (between columns)
Residual (within columns)
Total

Bonferroni's Multiple Comparison Test

P<0.0001
Yes

9

5,731
0,5219

SS

1595
1461
3056

Mean Diff.

df

42
50

MS
199,4
34,79

P value

95% CI of diff
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60minAOX_2h vs 60minAOX_4h
60minAOX_2h vs 60minAOX_6h

60minAOX_2h vs
PAM_24h_60minSHAM_2h
60minAOX_2h vs
PAM_24h_60minSHAM_4h
60minAOX_2h vs
PAM_24h_60minSHAM_6h
60minAOX_2h vs
PAM_24h_60minAOX_2h
60minAOX_2h vs
PAM_24h_60minAOX_4h
60minAOX_2h vs
PAM_24h_60minAOX_6h
60minAOX_4h vs
60minAOX_6h

60minAOX_4h vs
PAM_24h_60minSHAM_2h
60minAOX_4h vs
PAM_24h_60minSHAM_4h
60minAOX_4h vs
PAM_24h_60minSHAM_6h
60minAOX_4h vs
PAM_24h_60minAOX_2h
60minAOX_4h vs
PAM_24h_60minAOX_4h
60minAOX_4h vs
PAM_24h_60minAOX_6h
60minAOX_6h vs
PAM_24h_60minSHAM_2h
60minAOX_6h vs
PAM_24h_60minSHAM_4h
60minAOX_6h vs
PAM_24h_60minSHAM_6h
60minAOX_6h vs
PAM_24h_60minAOX_2h
60minAOX_6h vs
PAM_24h_60minAOX_4h
60minAOX_6h vs
PAM_24h_60minAOX_6h
PAM_24h_60minSHAM_2h vs
PAM_24h_60minSHAM_4h
PAM_24h_60minSHAM_2h vs
PAM_24h_60minSHAM_6h
PAM_24h_60minSHAM_2h vs
PAM_24h_60minAOX_2h
PAM_24h_60minSHAM_2h vs
PAM_24h_60minAOX_4h
PAM_24h_60minSHAM_2h vs
PAM_24h_60minAOX_6h
PAM_24h_60minSHAM_4h vs
PAM_24h_60minSHAM_6h
PAM_24h_60minSHAM_4h vs
PAM_24h_60minAOX_2h
PAM_24h_60minSHAM_4h vs
PAM_24h_60minAOX_4h
PAM_24h_60minSHAM_4h vs
PAM_24h_60minAOX_6h
PAM_24h_60minSHAM_6h vs
PAM_24h_60minAOX_2h
PAM_24h_60minSHAM_6h vs
PAM_24h_60minAOX_4h
PAM_24h_60minSHAM_6h vs
PAM_24h_60minAOX_6h
PAM_24h_60minAOX_2h vs
PAM_24h_60minAOX_4h
PAM_24h_60minAOX_2h vs

-4,405
4,140

9,903
4,438
12,70
11,12
6,168
12,70
8,545
14,31
8,843
17,11
15,53
10,57
17,11
5,763
0,2983
8,560
6,983
2,028
8,560
-5,465
2,797
1,220
-3,735
2,797
8,262
6,685
1,730
8,262
-1,577
-6,532
0,0000

-4,955

1,294
1,159

2,908
1,303
3,336
3,267
1,811
3,730
2,393
4,202
2,597
4,493
4,560
3,105
5,023
1,614
0,0835
2,164
1,955
0,5679
2,397
1,605
0,7346
0,3583
1,097
0,8213
2,170
1,963
0,5080
2,426
0,4141
1,716
0,0000

1,455

P>0.05
P>0.05

P >0.05

P >0.05

P >0.05

P>0.05

P >0.05

P <0.05

P >0.05

P < 0.01

P >0.05

P <0.01

P <0.01

P>0.05

P < 0.001

P >0.05

P>0.05

P>0.05

P >0.05

P >0.05

P>0.05

P>0.05

P >0.05

P >0.05

P >0.05

P>0.05

P>0.05

P >0.05

P >0.05

P>0.05

P>0.05

P >0.05

P >0.05

P >0.05

-16.06 to 7.255
-8.089 to 16.37

-1.756 to 21.56

-7.221 10 16.10

-0.3360 to 25.74

-0.5364 to 22.78

-5.491 t0 17.83

1.040 to 24.36

-3.684 to 20.77

2.649 t0 25.97

-2.816 to 20.50

4.069 to 30.14

3.869 to 27.19

-1.086 to 22.23

5.445 10 28.76

-6.465 to 17.99

-11.93 to 12.53

-4.987 to 22.11

-5.245 to 19.21

-10.20 to 14.26

-3.669 to 20.79

-17.12t0 6.195

-10.24 to 15.83

-10.44 t0 12.88

-15.39 to 7.925

-8.863 to 14.46

-4.774 to 21.30

-4.975 to 18.34

-9.930 to 13.39

-3.398 to 19.92

-14.61 to 11.46

-19.57 to 6.504

-13.04 to 13.04

-16.61 to 6.705
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PAM_24h_60minAOX_6h 1,577 0,4630 P>0.05 -10.08 to 13.24
PAM_24h_60minAOX_4h vs

PAM_24h_60minAOX_6h 6,532 1,918 P>0.05 -5.128 to 18.19
-4

One-way analysis of variance

P value 0,0029

P value summary
Are means signif. different? (P < 0.05) Yes

Number of groups 9

F 3,592

R squared 0,4063

ANOVA Table SS df MS

Treatment (between columns) 573,0 8 71,63

Residual (within columns) 837,5 42 19,94

Total 1411 50

Bonferroni's Multiple Comparison Test Mean Diff. t P value 95% CI of diff
60minAOX_2h vs 60minAOX_4h 3,468 1,345 P >0.05 -5.359 t0 12.30
60minAOX_2h vs 60minAOX_6h 5,059 1,871 P >0.05 -4.200 to 14.32
60minAOX_2h vs

PAM_24h_60minSHAM_2h 9,597 3,722 P<0.05 0.7690 to 18.42
60minAOX_2h vs

PAM_24h_60minSHAM_4h 8,550 3,316 P >0.05 -0.2777 t0 17.38
60minAOX_2h vs

PAM_24h_60minSHAM_6h 9,597 3,329 P>0.05 -0.2730 to 19.47
60minAOX_2h vs

PAM_24h_60minAOX_2h 9,597 3,722 P<0.05 0.7690 to 18.42
60minAOX_2h vs

PAM_24h_60minAOX_4h 8,965 3,477 P<0.05 0.1373t0 17.79
60minAOX_2h vs

PAM_24h_60minAOX_6h 9,597 3,722 P<0.05 0.7690 to 18.42
60minAOX_4h vs 60minAOX_6h 1,590 0,5882 P >0.05 -7.668 to 10.85
60minAOX_4h vs

PAM_24h_60minSHAM_2h 6,128 2,377 P>0.05 -2.699 to 14.96
60minAOX_4h vs

PAM_24h_60minSHAM_4h 5,082 1,971 P>0.05 -3.746 to 13.91
60minAOX_4h vs

PAM_24h_60minSHAM_6h 6,128 2,126 P>0.05 -3.741 t0 16.00
60minAOX_4h vs

PAM_24h_60minAOX_2h 6,128 2,377 P>0.05 -2.699 to 14.96
60minAOX_4h vs

PAM_24h_60minAOX_4h 5,497 2132 P>0.05 -3.331 to0 14.32
60minAOX_4h vs

PAM_24h_60minAOX_6h 6,128 2,377 P>0.05 -2.699 to 14.96
60minAOX_6h vs

PAM_24h_60minSHAM_2h 4,538 1,678 P >0.05 -4.721 t0 13.80
60minAOX_6h vs

PAM_24h_60minSHAM_4h 3,491 1,291 P >0.05 -5.767 to 12.75
60minAOX_6h vs

PAM_24h_60minSHAM_6h 4,538 1,515 P >0.05 -5.719t0 14.79
60minAOX_6h vs

PAM_24h_60minAOX_2h 4,538 1,678 P >0.05 -4.721 t0 13.80
60minAOX_6h vs

PAM_24h_60minAOX_4h 3,906 1,445 P >0.05 -5.352t0 13.16
60minAOX_6h vs

PAM_24h_60minAOX_6h 4,538 1,678 P >0.05 -4.721 t0 13.80
PAM_24h_60minSHAM_2h vs

PAM_24h_60minSHAM_4h -1,047 0,4060 P >0.05 -9.874 to 7.781
PAM_24h_60minSHAM_2h vs

PAM_24h_60minSHAM_6h 0,0000 0,0000 P >0.05 -9.870 to 9.870
PAM_24h_60minSHAM_2h vs

PAM_24h_60minAOX_2h 0,0000 0,0000 P>0.05 -8.828 to 8.828
PAM_24h_60minSHAM_2h vs

PAM_24h_60minAOX_4h -0,6317 0,2450 P >0.05 -9.459 to 8.196

PAM_24h_60minSHAM_2h vs
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PAM_24h_60minAOX_6h
PAM_24h_60minSHAM_4h vs
PAM_24h_60minSHAM_6h
PAM_24h_60minSHAM_4h vs
PAM_24h_60minAOX_2h
PAM_24h_60minSHAM_4h vs
PAM_24h_60minAOX_4h
PAM_24h_60minSHAM_4h vs
PAM_24h_60minAOX_6h
PAM_24h_60minSHAM_6h vs
PAM_24h_60minAOX_2h
PAM_24h_60minSHAM_6h vs
PAM_24h_60minAOX_4h
PAM_24h_60minSHAM_6h vs
PAM_24h_60minAOX_6h
PAM_24h_60minAOX_2h vs
PAM_24h_60minAOX_4h
PAM_24h_60minAOX_2h vs
PAM_24h_60minAOX_6h
PAM_24h_60minAOX_4h vs
PAM_24h_60minAOX_6h

1I-5

One-way analysis of variance
P value

P value summary

Are means signif. different? (P < 0.05)

Number of groups
F
R squared

ANOVA Table

Treatment (between columns)
Residual (within columns)
Total

Bonferroni's Multiple Comparison Test

60minAOX_2h vs 60minAOX_4h
60minAOX_2h vs 60minAOX_6h
60minAOX_2h vs
PAM_24h_60minSHAM_2h
60minAOX_2h vs
PAM_24h_60minSHAM_4h
60minAOX_2h vs
PAM_24h_60minSHAM_6h
60minAOX_2h vs
PAM_24h_60minAOX_2h
60minAOX_2h vs
PAM_24h_60minAOX_4h
60minAOX_2h vs
PAM_24h_60minAOX_6h
60minAOX_4h vs 60minAOX_6h
60minAOX_4h vs
PAM_24h_60minSHAM_2h
60minAOX_4h vs
PAM_24h_60minSHAM_4h
60minAOX_4h vs
PAM_24h_60minSHAM_6h
60minAOX_4h vs
PAM_24h_60minAOX_2h
60minAOX_4h vs
PAM_24h_60minAOX_4h
60minAOX_4h vs
PAM_24h_60minAOX_6h
60minAOX_6h vs
PAM_24h_60minSHAM_2h

0,0000
1,047
1,047
0,4150
1,047
0,0000
-0,6317
0,0000
-0,6317
0,0000

0,6317

P<0.0001

dkk

Yes

9

10,12
0,6584
SS
215400
111800
327100
Mean Diff.
12,68
-193,1
31,92
-38,28
7,584
39,57
-45,56

23,46
-205,8

19,24
-50,96
-5,099
26,88
-68,25
10,77

225,0

0,0000
0,3631
0,4060
0,1610
0,4060
0,0000
0,2191
0,0000
0,2450
0,0000

0,2450

df

8

42

50

t
0,4259
6,182
1,072
1,285
0,2278
1,329
1,530

0,7876
6,588

0,6460
1,711
0,1531
0,9026
1,956
0,3617

7,204

P >0.05

P >0.05

P >0.05

P >0.05

P>0.05

P >0.05

P >0.05

P >0.05

P >0.05

P>0.05

P >0.05

MS
26920
2661

P value

P >0.05
P < 0.001
P>0.05
P>0.05
P>0.05
P >0.05
P >0.05

P >0.05
P < 0.001

P >0.05

P >0.05

P>0.05

P >0.05

P >0.05

P >0.05

P < 0.001

-8.828 to 8.828
-8.823 to 10.92
-7.781 t0 9.874
-8.413 to 9.243
-7.781 t0 9.874
-9.870 to0 9.870
-10.50 to 9.238
-9.870 to 9.870
-9.459 to 8.196
-8.828 to 8.828

-8.196 to 9.459

95% CI of diff
-89.29 to 114.7
-300.0 to -86.14
-70.05 to 133.9
-140.3 to 63.70
-106.4 to 121.6
-62.41to 141.5
-147.5 to 56.41

-78.52t0 125.4
-312.7 t0 -98.82

-82.74 t0 121.2
-152.9 to 51.02
-119.1 to 108.9
-75.09 to 128.9
-160.2 to 43.73
-91.20 to 112.7

118.1 to 332.0
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60minAOX_6h vs
PAM_24h_60minSHAM_4h
60minAOX_6h vs
PAM_24h_60minSHAM_6h
60minAOX_6h vs
PAM_24h_60minAOX_2h
60minAOX_6h vs
PAM_24h_60minAOX_4h
60minAOX_6h vs
PAM_24h_60minAOX_6h
PAM_24h_60minSHAM_2h vs
PAM_24h_60minSHAM_4h
PAM_24h_60minSHAM_2h vs
PAM_24h_60minSHAM_6h
PAM_24h_60minSHAM_2h vs
PAM_24h_60minAOX_2h
PAM_24h_60minSHAM_2h vs
PAM_24h_60minAOX_4h
PAM_24h_60minSHAM_2h vs
PAM_24h_60minAOX_6h
PAM_24h_60minSHAM_4h vs
PAM_24h_60minSHAM_6h
PAM_24h_60minSHAM_4h vs
PAM_24h_60minAOX_2h
PAM_24h_60minSHAM_4h vs
PAM_24h_60minAOX_4h
PAM_24h_60minSHAM_4h vs
PAM_24h_60minAOX_6h
PAM_24h_60minSHAM_6h vs
PAM_24h_60minAOX_2h
PAM_24h_60minSHAM_6h vs
PAM_24h_60minAOX_4h
PAM_24h_60minSHAM_6h vs
PAM_24h_60minAOX_6h
PAM_24h_60minAOX_2h vs
PAM_24h_60minAOX_4h
PAM_24h_60minAOX_2h vs
PAM_24h_60minAOX_6h
PAM_24h_60minAOX_4h vs
PAM_24h_60minAOX_6h

-6

One-way analysis of variance

P value

P value summary

Are means signif. different? (P < 0.05)
Number of groups

F

R squared

ANOVA Table

Treatment (between columns)
Residual (within columns)
Total

Bonferroni's Multiple Comparison Test
60minAOX_2h vs 60minAOX_4h
60minAOX_2h vs 60minAOX_6h
60minAOX_2h vs
PAM_24h_60minSHAM_2h
60minAOX_2h vs
PAM_24h_60minSHAM_4h
60minAOX_2h vs
PAM_24h_60minSHAM_6h
60minAOX_2h vs
PAM_24h_60minAOX_2h
60minAOX_2h vs

154,8
200,7
2327
147,5
216,5
-70,20
-24,34
7,642
-77,49
-8,468
45,86
77,84
-7,288
61,73
31,98
-63,15
15,87
-85,13
-16,11

69,02

P<0.0001
Yes

9

14,93
0,7398

SS
384400000
135200000
519500000
Mean Diff.
-333,4
5463

6607

6427

6770

6179

4,956
5,799
7,449
4,723
6,933
2,357
0,7310
0,2566
2,602
0,2843
1,377
2,614
0,2447
2,073
0,9605
1,596
0,4766
2,858
0,5409

2,318

df
42

50
0,3219
5,029
6,379
6,205
5,846

5,966

P < 0.001

P < 0.001

P <0.001

P <0.001

P < 0.001

P >0.05

P >0.05

P >0.05

P>0.05

P >0.05

P >0.05

P >0.05

P >0.05

P >0.05

P >0.05

P >0.05

P>0.05

P >0.05

P >0.05

P >0.05

MS
48040000
3219000

P value

P>0.05
P < 0.001
P <0.001
P < 0.001
P < 0.001

P <0.001

47.86 to 261.8
82.19t0 319.2
125.7 to 339.6
40.58 to 254.5
109.6 to 323.5
-172.2t0 31.78
-138.4 to 89.67
-94.33 to 109.6
-179.5 to 24.49
-110.4 to 93.51
-68.15 t0 159.9
-24.13t0 179.8
-109.3 to 94.69
-40.24 to 163.7
-82.03 to 146.0
-167.2 to 60.86
-98.14 to 129.9
-187.1 to 16.85
-118.1 to 85.87

-32.96 to 171.0

95% CI of diff
-3880 to 3213
1744 t0 9183
3060 to 10150
2881 to 9974
2804 to 10730

2633 to 9726
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PAM_24h_60minAOX_4h 3936 3,800 P<00 5 389.6 to 7483
60minAOX_2h vs

PAM_24h_60minAOX_6h 6728 6,496 P <0.001 3181 to 10270
60minAOX_4h vs 60minAOX_6h 5797 5,336 P <0.001 2077 to 9516
60minAOX_4h vs

PAM_24h_60minSHAM_2h 6940 6,700 P <0.001 3394 to 10490
60minAOX_4h vs

PAM_24h_60minSHAM_4h 6761 6,527 P <0.001 3214 t0 10310
60minAOX_4h vs

PAM_24h_60minSHAM_6h 7103 6,134 P <0.001 3138 to 11070
60minAOX_4h vs

PAM_24h_60minAOX_2h 6513 6,288 P <0.001 2966 to 10060
60minAOX_4h vs

PAM_24h_60minAOX_4h 4270 4,122 P <0.01 723.0 to 7816
60minAOX_4h vs

PAM_24h_60minAOX_6h 7061 6,817 P <0.001 3515 to 10610
60minAOX_6h vs

PAM_24h_60minSHAM_2h 1144 1,053 P >0.05 -2576 to 4863
60minAOX_6h vs

PAM_24h_60minSHAM_4h 964,0 0,8874 P >0.05 -2756 to 4684
60minAOX_6h vs

PAM_24h_60minSHAM_6h 1306 1,085 P>0.05 -2814 to 5427
60minAOX_6h vs

PAM_24h_60minAOX_2h 716,0 0,6591 P >0.05 -3004 to 4436
60minAOX_6h vs

PAM_24h_60minAOX_4h -1527 1,406 P >0.05 -5247 t0 2193
60minAOX_6h vs

PAM_24h_60minAOX_6h 1265 1,164 P >0.05 -2455 to 4984
PAM_24h_60minSHAM_2h vs

PAM_24h_60minSHAM_4h -179,6 0,1734 P >0.05 -3726 to 3367
PAM_24h_60minSHAM_2h vs

PAM_24h_60minSHAM_6h 162,8 0,1406 P >0.05 -3802 to 4128
PAM_24h_60minSHAM_2h vs

PAM_24h_60minAOX_2h -427,6 0,4128 P >0.05 -3974 to 3119
PAM_24h_60minSHAM_2h vs

PAM_24h_60minAOX_4h -2671 2,578 P>0.05 -6217 to 876.0
PAM_24h_60minSHAM_2h vs

PAM_24h_60minAOX_6h 121,2 0,1170 P >0.05 -3425 to 3668
PAM_24h_60minSHAM_4h vs

PAM_24h_60minSHAM_6h 342,4 0,2957 P >0.05 -3623 to 4308
PAM_24h_60minSHAM_4h vs

PAM_24h_60minAOX_2h -248,0 0,2394 P >0.05 -3795 to 3299
PAM_24h_60minSHAM_4h vs

PAM_24h_60minAOX_4h -2491 2,405 P>0.05 -6038 to 1056
PAM_24h_60minSHAM_4h vs

PAM_24h_60minAOX_6h 300,8 0,2904 P >0.05 -3246 to 3847
PAM_24h_60minSHAM_6h vs

PAM_24h_60minAOX_2h -590,4 0,5098 P >0.05 -4556 to 3375
PAM_24h_60minSHAM_6h vs

PAM_24h_60minAOX_4h -2833 2,447 P>0.05 -6799 to 1132
PAM_24h_60minSHAM_6h vs

PAM_24h_60minAOX_6h -41,62 0,0359 P >0.05 -4007 to 3924
PAM_24h_60minAOX_2h vs

PAM_24h_60minAOX_4h -2243 2,166 P >0.05 -5790 to 1304
PAM_24h_60minAOX_2h vs

PAM_24h_60minAOX_6h 548,8 0,5298 P >0.05 -2998 to 4095
PAM_24h_60minAOX_4h vs

PAM_24h_60minAOX_6h 2792 2,695 P>0.05 -754.9 to 6338
11-10

One-way analysis of variance

P value P<0.0001

*kk

P value summary
Are means signif. different? (P < 0.05) Yes
Number of groups 9

F 8,009
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R squared

ANOVA Table

Treatment (between columns)
Residual (within columns)
Total

Bonferroni's Multiple Comparison Test
60minAOX_2h vs 60minAOX_4h
60minAOX_2h vs 60minAOX_6h
60minAOX_2h vs
PAM_24h_60minSHAM_2h
60minAOX_2h vs
PAM_24h_60minSHAM_4h
60minAOX_2h vs
PAM_24h_60minSHAM_6h
60minAOX_2h vs
PAM_24h_60minAOX_2h
60minAOX_2h vs
PAM_24h_60minAOX_4h
60minAOX_2h vs
PAM_24h_60minAOX_6h
60minAOX_4h vs 60minAOX_6h
60minAOX_4h vs
PAM_24h_60minSHAM_2h
60minAOX_4h vs
PAM_24h_60minSHAM_4h
60minAOX_4h vs
PAM_24h_60minSHAM_6h
60minAOX_4h vs
PAM_24h_60minAOX_2h
60minAOX_4h vs
PAM_24h_60minAOX_4h
60minAOX_4h vs
PAM_24h_60minAOX_6h
60minAOX_6h vs
PAM_24h_60minSHAM_2h
60minAOX_6h vs
PAM_24h_60minSHAM_4h
60minAOX_6h vs
PAM_24h_60minSHAM_6h
60minAOX_6h vs
PAM_24h_60minAOX_2h
60minAOX_6h vs
PAM_24h_60minAOX_4h
60minAOX_6h vs
PAM_24h_60minAOX_6h
PAM_24h_60minSHAM_2h vs
PAM_24h_60minSHAM_4h
PAM_24h_60minSHAM_2h vs
PAM_24h_60minSHAM_6h
PAM_24h_60minSHAM_2h vs
PAM_24h_60minAOX_2h
PAM_24h_60minSHAM_2h vs
PAM_24h_60minAOX_4h
PAM_24h_60minSHAM_2h vs
PAM_24h_60minAOX_6h
PAM_24h_60minSHAM_4h vs
PAM_24h_60minSHAM_6h
PAM_24h_60minSHAM_4h vs
PAM_24h_60minAOX_2h
PAM_24h_60minSHAM_4h vs
PAM_24h_60minAOX_4h
PAM_24h_60minSHAM_4h vs
PAM_24h_60minAOX_6h
PAM_24h_60minSHAM_6h vs
PAM_24h_60minAOX_2h

0,6040
SS
22140
14520
36660
Mean Diff.
7,348
9,256
-35,00
-51,51
-9,338
-5,038
-28,63

7,400
1,908

-42,35
-58,86
-16,69
-12,39
-35,98
0,05167
-44,26
-60,77
-18,59
-14,29
-37,88
-1,856
-16,51
25,66
29,96
6,375
42,40
42,17
46,47
22,88
58,91

4,299

df MS

8 2768
42 345,6
50

t P value

0,6846 P >0.05
0,8222 P >0.05

3,261 P>0.05

4,799 P <0.001

0,7781 P >0.05
0,4694 P >0.05
2,667 P>0.05

0,6894 P >0.05
0,1695 P >0.05

3,946 P<0.05

5484 P <0.001

1,390 P>0.05
1,154 P >0.05
3,352 P>0.05
0,004 P>0.05

3,932 P<0.05

5,398 P <0.001

1,491 P >0.05
1,270 P >0.05
3,365 P>0.05
0,1649 P >0.05
1,538 P >0.05
2139 P>0.05
2,792 P>0.05
0,5939 P >0.05
3,951 P<0.05
3,514 P<0.05
4,330 P<0.01

2132 P>0.05

5489 P <0.001

0,3583 P >0.05

95% Cl of diff
-29.40 to 44.10
-29.29 to 47.80
71.75t0 1.750
-88.26 to -14.76
-50.43 t0 31.75
-41.79 to 31.71
-65.38 t0 8.125

-29.35 10 44.15
-36.64 to 40.45

-79.10 to -5.598

-95.61 to -22.11

-57.78 to 24.40

-49.14 to 24.37

-72.73 t0 0.7767

-36.70 to 36.80

-82.80t0 -5.712

-99.31 to -22.22

-61.30 to 24.11

-52.84 to 24.25

-76.43 to 0.6628

-40.40 to 36.69

-53.26 to 20.24

-15.43 t0 66.75

-6.788 to 66.72

-30.38 t0 43.13

5.650 to 79.15

1.083 to 83.26

9.720 to 83.22

-13.87 to 59.64

22.16 to 95.66

-36.79 to 45.39
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PAM_24h_60minSHAM_6h vs
PAM_24h_60minAOX_4h
PAM_24h_60minSHAM_6h vs
PAM_24h_60minAOX_6h
PAM_24h_60minAOX_2h vs
PAM_24h_60minAOX_4h
PAM_24h_60minAOX_2h vs
PAM_24h_60minAOX_6h
PAM_24h_60minAOX_4h vs
PAM_24h_60minAOX_6h

112

One-way analysis of variance

P value

P value summary

Are means signif. different? (P < 0.05)
Number of groups

F

R squared

ANOVA Table

Treatment (between columns)
Residual (within columns)
Total

Bonferroni's Multiple Comparison Test
60minAOX_2h vs 60minAOX_4h
60minAOX_2h vs 60minAOX_6h
60minAOX_2h vs
PAM_24h_60minSHAM_2h
60minAOX_2h vs
PAM_24h_60minSHAM_4h
60minAOX_2h vs
PAM_24h_60minSHAM_6h
60minAOX_2h vs
PAM_24h_60minAOX_2h
60minAOX_2h vs
PAM_24h_60minAOX_4h
60minAOX_2h vs
PAM_24h_60minAOX_6h
60minAOX_4h vs 60minAOX_6h
60minAOX_4h vs
PAM_24h_60minSHAM_2h
60minAOX_4h vs
PAM_24h_60minSHAM_4h
60minAOX_4h vs
PAM_24h_60minSHAM_6h
60minAOX_4h vs
PAM_24h_60minAOX_2h
60minAOX_4h vs
PAM_24h_60minAOX_4h
60minAOX_4h vs
PAM_24h_60minAOX_6h
60minAOX_6h vs
PAM_24h_60minSHAM_2h
60minAOX_6h vs
PAM_24h_60minSHAM_4h
60minAOX_6h vs
PAM_24h_60minSHAM_6h
60minAOX_6h vs
PAM_24h_60minAOX_2h
60minAOX_6h vs
PAM_24h_60minAOX_4h
60minAOX_6h vs
PAM_24h_60minAOX_6h
PAM_24h_60minSHAM_2h vs

-19,29
16,74
-23,59
12,44

36,03

P<0.0001

Yes

9

9,663
0,6534
SS
843900
447600
1292000
Mean Diff.
-51,96
103,7
2477
235,3
334,8
290,2
204,9

3177
155,7

299,7
2873
386,7
3421
256,9
369,7
144,0
131,6
231,0
186,5
101,2

214,0

1,607
1,395
2,198
1,159

3,357

df

41

49
0,8212
1,569
3,915
3,719
4,776
4,587
3,239

5,022
2,460

4,968
4,762
5,734
5,672
4,258
6,128
2,276
2,080
3,296
2,947
1,600

3,383

P>0.05

P >0.05

P >0.05

P>0.05

P>0.05

MS
105500
10920

P value

P>0.05
P>0.05
P <0.05
P <0.05
P < 0.001
P <0.01

P>0.05

P < 0.001
P>0.05

P < 0.001

P < 0.001

P <0.001

P < 0.001

P <0.01

P < 0.001

P >0.05

P >0.05

P>0.05

P >0.05

P >0.05

P >0.05

-60.38 to 21.80

-24.35 to 57.83

-60.34 to 13.16

-24.31 t0 49.19

-0.7250 to 72.78

95% Cl of diff

-269.0 to 165.1
-123.0 to 330.4
30.69 to 464.7
18.30 to 452.3
94.34 to 575.2
73.17 to 507.2
-12.10 to 421.9

100.7 to 534.7
-61.34 to 372.7

92.75 to 506.6

80.36 to 494.2

155.4 to 618.1

135.2 to 549.1

49.96 to 463.8

162.8 to 576.6

-73.02 to 361.0

-85.41 to 348.6

-9.371to 471.5

-30.54 to 403.5

-115.8 to 318.2

-3.001 to 431.0
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PAM_24h_60minSHAM_4h
PAM_24h_60minSHAM_2h vs
PAM_24h_60minSHAM_6h
PAM_24h_60minSHAM_2h vs
PAM_24h_60minAOX_2h
PAM_24h_60minSHAM_2h vs
PAM_24h_60minAOX_4h
PAM_24h_60minSHAM_2h vs
PAM_24h_60minAOX_6h
PAM_24h_60minSHAM_4h vs
PAM_24h_60minSHAM_6h
PAM_24h_60minSHAM_4h vs
PAM_24h_60minAOX_2h
PAM_24h_60minSHAM_4h vs
PAM_24h_60minAOX_4h
PAM_24h_60minSHAM_4h vs
PAM_24h_60minAOX_6h
PAM_24h_60minSHAM_6h vs
PAM_24h_60minAOX_2h
PAM_24h_60minSHAM_6h vs
PAM_24h_60minAOX_4h
PAM_24h_60minSHAM_6h vs
PAM_24h_60minAOX_6h
PAM_24h_60minAOX_2h vs
PAM_24h_60minAOX_4h
PAM_24h_60minAOX_2h vs
PAM_24h_60minAOX_6h
PAM_24h_60minAOX_4h vs
PAM_24h_60minAOX_6h

TNFa

One-way analysis of variance

P value

P value summary

Are means signif. different? (P < 0.05)
Number of groups

F

R squared

ANOVA Table

Treatment (between columns)
Residual (within columns)
Total

Bonferroni's Multiple Comparison Test
60minAOX_2h vs 60minAOX_4h
60minAOX_2h vs 60minAOX_6h
60minAOX_2h vs
PAM_24h_60minSHAM_2h
60minAOX_2h vs
PAM_24h_60minSHAM_4h
60minAOX_2h vs
PAM_24h_60minSHAM_6h
60minAOX_2h vs
PAM_24h_60minAOX_2h
60minAOX_2h vs
PAM_24h_60minAOX_4h
60minAOX_2h vs
PAM_24h_60minAOX_6h
60minAOX_4h vs 60minAOX_6h
60minAOX_4h vs
PAM_24h_60minSHAM_2h
60minAOX_4h vs
PAM_24h_60minSHAM_4h
60minAOX_4h vs
PAM_24h_60minSHAM_6h

-12,40
87,05
42,48
42,79
70,02
99,44
54,88
-30,39
82,41
-44,57
-129,8
-17,03
-85,27
27,54

112,8

P<0.0001
Yes

9

12,19
0,6990

SS
15350
6613
21970

Mean Diff.

2,783
12,38

40,94
33,51
45,88
41,98
23,74

45,88
9,592

38,15
30,73

43,09

0,2055
1,291
0,7042
0,7093
1,161
1,474
0,9097
0,5039
1,366
0,6608
1,925
0,2525
1,414
0,4565

1,870

df

42

50
0,3842
1,629
5,650
4,625
5,664
5,795
3,277

6,332
1,262

5,266
4,241

5,320

P >0.05
P >0.05
P >0.05
P>0.05
P >0.05
P >0.05
P >0.05
P >0.05
P>0.05
P >0.05
P >0.05
P >0.05
P >0.05
P >0.05

P >0.05

MS
1919
157,4

P value

P >0.05
P>0.05
P < 0.001
P <0.01

P < 0.001
P < 0.001
P>0.05

P < 0.001
P >0.05

P < 0.001
P <0.01

P < 0.001

-219.3 to 194.5
-144.3 t0 318.4
-164.4 t0 249.4
-249.7 to 164.1
-136.9 to 276.9
-131.9 to 330.8
-152.0 to 261.8
-237.310 176.5
-124.5 to 289.3
-275.9 to 186.8
-361.2to 101.5
-248.4 t0 214.3
-292.2t0 121.6
-179.4 to 234.5

-94.11 t0 319.7

95% CI of diff
-22.02 to 27.59
-13.64 to 38.39
16.13 to 65.74
8.702 to 58.31
18.14 to 73.61
17.18 t0 66.79
-1.068 to 48.54

21.07 to 70.68
-16.43 to 35.61

13.35 to 62.96
5.919 to 55.53

15.36 to 70.83
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60minAOX_4h vs

PAM_24h_60minAOX_2h 39,20 5411 P <0.001 14.39 to 64.00
60minAOX_4h vs

PAM_24h_60minAOX_4h 20,96 2,803 P>0.05 -3.851 10 45.76
60minAOX_4h vs

PAM_24h_60minAOX_6h 43,09 5,948 P <0.001 18.29 to 67.90
60minAOX_6h vs

PAM_24h_60minSHAM_2h 28,56 3,759 P<0.05 2.543 to 54.58
60minAOX_6h vs

PAM_24h_60minSHAM_4h 21,13 2,781 P>0.05 -4.883 to 47.15
60minAOX_6h vs

PAM_24h_60minSHAM_6h 33,50 3,980 P<0.01 4.678 t0 62.32
60minAOX_6h vs

PAM_24h_60minAOX_2h 29,61 3,897 P<0.05 3.590 to 55.62
60minAOX_6h vs

PAM_24h_60minAOX_4h 11,36 1,496 P >0.05 -14.65 to 37.38
60minAOX_6h vs

PAM_24h_60minAOX_6h 33,50 4,409 P<0.01 7.483 to 59.52
PAM_24h_60minSHAM_2h vs

PAM_24h_60minSHAM_4h -7,427 1,025 P>0.05 -32.23 10 17.38
PAM_24h_60minSHAM_2h vs

PAM_24h_60minSHAM_6h 4,940 0,6099 P >0.05 -22.79 to 32.67
PAM_24h_60minSHAM_2h vs

PAM_24h_60minAOX_2h 1,047 0,1445 P >0.05 -23.76 to 25.85
PAM_24h_60minSHAM_2h vs

PAM_24h_60minAOX_4h -17,20 2,374 P>0.05 -42.00 to 7.609
PAM_24h_60minSHAM_2h vs

PAM_24h_60minAOX_6h 4,940 0,6819 P >0.05 -19.87 t0 29.75
PAM_24h_60minSHAM_4h vs

PAM_24h_60minSHAM_6h 12,37 1,527 P >0.05 -15.37 t0 40.10
PAM_24h_60minSHAM_4h vs

PAM_24h_60minAOX_2h 8,473 1,170 P >0.05 -16.33 to 33.28
PAM_24h_60minSHAM_4h vs

PAM_24h_60minAOX_4h -9,770 1,349 P >0.05 -34.58 to 15.04
PAM_24h_60minSHAM_4h vs

PAM_24h_60minAOX_6h 12,37 1,707 P >0.05 -12.44 10 37.17
PAM_24h_60minSHAM_6h vs

PAM_24h_60minAOX_2h -3,893 0,4807 P >0.05 -31.63 to 23.84
PAM_24h_60minSHAM_6h vs

PAM_24h_60minAOX_4h -22,14 2,733 P>0.05 -49.87 to 5.597
PAM_24h_60minSHAM_6h vs

PAM_24h_60minAOX_6h 0,0000 0,0000 P >0.05 -27.73 t0 27.73
PAM_24h_60minAOX_2h vs

PAM_24h_60minAOX_4h -18,24 2518 P>0.05 -43.05 to 6.563
PAM_24h_60minAOX_2h vs

PAM_24h_60minAOX_6h 3,893 0,5374 P >0.05 -20.91 to0 28.70
PAM_24h_60minAOX_4h vs

PAM_24h_60minAOX_6h 2214 3 ,056 P >0.05 -2.669 to 46.94

intraperitonealer Applikation von 200 pg PAM3Cys und einer 60-miniitigen aortalen
Klemmung nach 24-stiindigen Intervallphase, alleinige SHAM-Procedur fiir 60 Minuten,
alleinige aortale Klemmung fiir 60 Minuten

lI-1b

Kruskal-Wallis test

P value 0,0210

Exact or approximate P value? Gaussian Approximation

P value summary *

Do the medians vary signif. (P < 0.05) Yes

Number of groups 3

Kruskal-Wallis statistic 7,728

Dunn's Multiple Comparison Test Difference in rank sum P value Summary
60minSHAM_4h vs 60minAOX_4h -7,833 P <0.05 *
60minSHAM_4h vs PAM_60minAOX_4h  -1,167 P> 0.05 ns

60minAOX_4h vs PAM_60minAOX_4h 6,667 P >0.05 ns
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1l-2

Kruskal-Wallis test

P value

Exact or approximate P value?

P value summary

Do the medians vary signif. (P < 0.05)
Number of groups

Kruskal-Wallis statistic

Dunn's Multiple Comparison Test
60minSHAM_4h vs 60minAOX_04h
60minSHAM_4h vs PAM_60minAOX_4h
60minAOX_04h vs PAM_60minAOX_4h

-4

Kruskal-Wallis test

P value

Exact or approximate P value?

P value summary

Do the medians vary signif. (P < 0.05)
Number of groups

Kruskal-Wallis statistic

Dunn's Multiple Comparison Test
60minSHAM_4h vs 60minAOX_4h
60minSHAM_4h vs PAM_60minAOX_4h
60minAOX_4h vs PAM_60minAOX_4h

1I-5

Kruskal-Wallis test

P value

Exact or approximate P value?

P value summary

Do the medians vary signif. (P < 0.05)
Number of groups

Kruskal-Wallis statistic

Dunn's Multiple Comparison Test
60minSHAM_4h vs 60minAOX_4h
60minSHAM_4h vs PAM_60minAOX_4h
60minAOX_4h vs PAM_60minAOX_4h

11-6

Kruskal-Wallis test

P value

Exact or approximate P value?

P value summary

Do the medians vary signif. (P < 0.05)
Number of groups

Kruskal-Wallis statistic

Dunn's Multiple Comparison Test
60minSHAM_4h vs 60minAOX_4h
60minSHAM_4h vs PAM_60minAOX_4h
60minAOX_4h vs PAM_60minAOX_4h

11-10

Kruskal-Wallis test

P value

Exact or approximate P value?

P value summary

Do the medians vary signif. (P < 0.05)
Number of groups

Kruskal-Wallis statistic

Dunn's Multiple Comparison Test

0,0032
Gaussian Approximation

Yes
11,49

Difference in rank sum
-9,417

-0,8333

8,583

0,0029
Gaussian Approximation

Yes
3
11,69

Difference in rank sum
-8,000
1,000
9,000

0,0106
Gaussian Approximation

Yes
3
9,088

Difference in rank sum
7,500
-1,000
-8,500

0,0036
Gaussian Approximation

Yes
3
11,24

Difference in rank sum
-10,33
-5,167
5,167

0,0017
Gaussian Approximation

Yes
3
12,80

Difference in rank sum

P value
P <0.01
P>0.05
P <0.05

P value
P <0.05
P>0.05
P <0.01

P value
P <0.05
P >0.05
P <0.05

P value
P <0.01
P>0.05
P >0.05

P value

Summary

*k

ns

*

Summary

ns

*k

Summary

ns

Summary
*%k

ns
ns

Summary
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60minSHAM_4h vs 60minAOX_4h
60minSHAM_4h vs PAM_60minAOX_4h
60minAOX_4h vs PAM_60minAOX_4h

11-12

Kruskal-Wallis test

P value

Exact or approximate P value?

P value summary

Do the medians vary signif. (P < 0.05)
Number of groups

Kruskal-Wallis statistic

Dunn's Multiple Comparison Test
60minSHAM_4h vs 60minAOX_4h
60minSHAM_4h vs PAM_60minAOX_4h
60minAOX_4h vs PAM_60minAOX_4h

GM-CSF

Kruskal-Wallis test

P value

Exact or approximate P value?

P value summary

Do the medians vary signif. (P < 0.05)
Number of groups

Kruskal-Wallis statistic

Dunn's Multiple Comparison Test
60minSHAM_4h vs 60minAOX_4h
60minSHAM_4h vs PAM_60minAOX_4h
60minAOX_4h vs PAM_60minAOX_4h

TNFa

Kruskal-Wallis test

P value

Exact or approximate P value?

P value summary

Do the medians vary signif. (P < 0.05)
Number of groups

Kruskal-Wallis statistic

Dunn's Multiple Comparison Test
60minSHAM_4h vs 60minAOX_4h
60minSHAM_4h vs PAM_60minAOX_4h
60minAOX_4h vs PAM_60minAOX_4h

ALT

Kruskal-Wallis test

P value

Exact or approximate P value?

P value summary

Do the medians vary signif. (P < 0.05)
Number of groups

Kruskal-Wallis statistic

Dunn's Multiple Comparison Test
60minSHAM_4h vs 60minAOX_4h
60minSHAM_4h vs PAM_60minAOX_4h
60mMinAOX_4h vs PAM_60minAOX_4h

AST

Kruskal-Wallis test

P value

Exact or approximate P value?

P value summary

Do the medians vary signif. (P < 0.05)
Number of groups

10,83 P < 0.01
3,667 P>0.05
-7,167 P>0.05
0,0023

Gaussian Approximation

Yes

3

12,12

Difference in rank sum P value

-10,33 P < 0.01
-2,667 P >0.05
7,667 P <0.05
0,0600

Gaussian Approximation

ns

No

3

5,626

Difference in rank sum P value

-4,833 P>0.05
-7,167 P>0.05
-2,333 P >0.05
0,0446

Gaussian Approximation

Yes

3

6,222

Difference in rank sum P value

-7,667 P <0.05
-3,333 P>0.05
4,333 P>0.05
0,0081

Gaussian Approximation

Yes

3

9,634

Difference in rank sum P value

-8,800 P < 0.01
-1,167 P >0.05
7,633 P <0.05

0,0093
Gaussian Approximation

Yes
3

*k

ns
ns

Summary

ns

Summary
ns
ns
ns

Summary

ns
ns

Summary

*%k

ns

*
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Kruskal-Wallis statistic

Dunn's Multiple Comparison Test
60minSHAM_4h vs 60minAOX_4h
60minSHAM_4h vs PAM_60minAOX_4h
60minAOX_4h vs PAM_60minAOX_4h

LDH

Kruskal-Wallis test

P value

Exact or approximate P value?

P value summary

Do the medians vary signif. (P < 0.05)
Number of groups

Kruskal-Wallis statistic

Dunn's Multiple Comparison Test
60minSHAM_4h vs 60minAOX_4h
60minSHAM_4h vs PAM_60minAOX_4h
60minAOX_4h vs PAM_60minAOX_4h

Crea

Kruskal-Wallis test

P value

Exact or approximate P value?

P value summary

Do the medians vary signif. (P < 0.05)
Number of groups

Kruskal-Wallis statistic

Dunn's Multiple Comparison Test
60mMinSHAM_4h vs 60minAOX_4h
60minSHAM_4h vs PAM_60minAOX_4h
60minAOX_4h vs PAM_60minAOX_4h

Trop

Kruskal-Wallis test

P value

Exact or approximate P value?

P value summary

Do the medians vary signif. (P < 0.05)
Number of groups

Kruskal-Wallis statistic

Dunn's Multiple Comparison Test
60minSHAM_4h vs 60minAOX_4h
60minSHAM_4h vs PAM_60minAOX_4h
60minAOX_4h vs PAM_60minAOX_4h

Relevante Statistik der Ergebnisse der Serie D

9,348

Difference in rank sum

-8,133
0,1667
8,300

0,0071

Gaussian Approximation
*%k

Yes
3
9,897

Difference in rank sum

-7,133
2,167
9,300

0,0416

Gaussian Approximation

Yes
3
6,360

Difference in rank sum

6,262
-0,3667
-6,629

0,8510

Gaussian Approximation

ns
No

3
0,3228

Difference in rank sum

0,0000
-1,500
-1,500

P value
P <0.05
P>0.05
P <0.01

P value
P <0.05
P>0.05
P <0.01

P value
P>0.05
P >0.05
P>0.05

P value
P>0.05
P>0.05
P>0.05

Summary
*

ns

*%

Summary

ns

*k

Summary
ns
ns
ns

Summary
ns
ns
ns

60-miniitiger Aortenklemmung bei Knock-out- und Wildtyp-Mausen nach 2 und 4 Stunden

Reperfusion

IL-6

One-way analysis of variance

P value

P value summary

Are means signif. different? (P < 0.05)
Number of groups

F

R squared

Bartlett's test for equal variances
Bartlett's statistic (corrected)
P value

0,0085

Yes

4
5,145
0,4356

7,800
0,0503
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P value summary
Do the variances differ signif. (P < 0.05)

ANOVA Table

Treatment (between columns)
Residual (within columns)
Total

Bonferroni's Multiple Comparison Test
TLR2KO / AOX_60minX / 02h vs
TLR2KO / AOX_60minX / 04h
TLR2KO / AOX_60minX / 02h vs
WT / AOX_60minX / 02h
TLR2KO / AOX_60minX / 02h vs
WT / AOX_60minX / 04h
TLR2KO / AOX_60minX / 04h vs
WT / AOX_60minX / 02h
TLR2KO / AOX_60minX / 04h vs
WT / AOX_60minX / 04h

WT / AOX_60minX / 02h vs

WT / AOX_60minX / 04h

IL-10

One-way analysis of variance

P value

P value summary

Are means signif. different? (P < 0.05)
Number of groups

F

R squared

Bartlett's test for equal variances
Bartlett's statistic (corrected)

P value

P value summary

Do the variances differ signif. (P < 0.05)

ANOVA Table

Treatment (between columns)
Residual (within columns)
Total

Bonferroni's Multiple Comparison Test
TLR2KO / AOX_60minX / 02h vs
TLR2KO / AOX_60minX / 04h
TLR2KO / AOX_60minX / 02h vs
WT / AOX_60minX / 02h
TLR2KO / AOX_60minX / 02h vs
WT / AOX_60minX/ 04h
TLR2KO / AOX_60minX / 04h vs
WT / AOX_60minX / 02h
TLR2KO / AOX_60minX / 04h vs
WT / AOX_60minX / 04h

WT / AOX_60minX / 02h vs

WT / AOX_60minX / 04h

ns
No

SS
161900000
209700000
371600000
Mean Diff.
-2169
-5874
-6208
-3706
-4039

-333,4

0,0095
Yes
4

5,074
0,4448

2,575
0,4619
ns

No

SS
1111
1386
2497
Mean Diff.
-14,85
-2,643
4,705
12,20
19,55

7,348

df

20
23

1,160
3,142
3,320
1,982
2,160

0,1783

df

19
22

2,871
0,5360
0,9541
2,360
3,780

1,490

MS

53950000

10490000

P value 95% ClI of diff
P>0.05 -7641 to 3304

P <0.05 -11350 to -402.0
P <0.05 -11680 to -735.4
P >0.05 -9178 to 1767
P>0.05 -9512 to 1433

P >0.05 -5806 to 5139
MS

370,2

72,95

P value 95% Cl of diff

P >0.05 -30.07 to 0.3786
P >0.05 -17.16 to 11.87
P>0.05 -9.812 to 19.22
P>0.05 -3.022 to 27.43
P <0.01 4.326 to 34.78
P >0.05 -7.169 to 21.87



