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Zusammenfassung

Eine moderate Hyperkapnie kann mdglicherweise durch Optimierung der Durchblu-
tungsverhéltnisse im Darm die Prognose von septischen Patienten verbessern. In diesem
Zusammenhang ist allerdings unklar, ob der Verlauf der Sepsis durch immunmodulatori-
sche Effekte der Hyperkapnie zusétzlich modifiziert wird und ob diese Effekte moglichen
giinstigen Auswirkungen der Hyperkapnie gegeniiberstehen. Ziel dieser Arbeit war es daher
zu untersuchen, ob eine moderate Hyperkapnie in vivo die systemische Zytokinantwort und
die lokale inflammatorische Reaktion der Leber in einer moderaten Sepsis beeinflusst.

Dafiir wurde bei 40 méannlichen Wistar-Ratten entweder ein Stent (18G) in das Colon
ascendens implantiert (colon ascendens stent peritonitis (CASP)) und dadurch eine poly-
mikrobielle Sepsis induziert (n = 20) oder es wurde eine Sham-Operation durchgefiihrt (n =
20). Nach 24 Stunden wurden die Tiere erneut narkotisiert, laparotomiert und fiir 120 Mi-
nuten druckkontrolliert beatmet, entweder unter normokapnischen (pCO2 = 35 — 45 mmHg)
oder hyperkapnischen (pCO; = 65 — 70 mmHg, exogene CO»-Zufuhr) Bedingungen. Die
Zytokinspiegel (TNF-a / IL-6 / IL-10) wurden im Plasma untersucht. In der Leber wurde
die Myeloperoxidase-Aktivitit, die Anzahl der Neutrophilen Granulozyten und die Expres-
sion der miRNA-223 bestimmt.

Durch die moderate Sepsis kam es nach 24 Stunden zu einem Anstieg der systemischen
Zytokinantwort (TNF-a: 0 (0-16) pg/ml vs. 0 (0-0) pg/ml; IL-6: 0 (0—153) pg/ml vs. 0 (0—
0) pg/ml; IL-10: 202 (86—794) pg/ml vs. 40 (0—141) pg/ml (p < 0,05); septische vs. Sham-
Tiere) sowie zu einem Anstieg der Myeloperoxidase-Aktivitit in der Leber (1,57 (1,42—
2,18) vs. 0,87 (0,73-1,31) (p < 0,05); Normokapnie Sepsis vs. Normokapnie Sham). Die
Anzahl der Neutrophilen Granulozyten und die relative Expression der miRNA-223 in der
Leber wurden durch die Sepsis nicht beeinflusst. 120 Minuten hyperkapnischer Beatmung
haben weder auf die systemische Zytokinantwort noch auf die lokale inflammatorische Re-
aktion der Leber einen Effekt.

Eine CASP-Operation fiihrt reproduzierbar zur Induktion einer moderaten systemischen
Sepsis und zu einer Inflammation in der Leber, welche nicht durch eine zusétzliche mode-
rate Hyperkapnie beeinflusst wird. Dabei verdndert die moderate Sepsis nicht die relative
Expression der miRNA-223 in der Leber. Insofern scheint die kurzzeitige moderate Hyper-
kapnie in einer moderaten Sepsis keine beeintrachtigenden Effekte auf die Immunfunktion
zu induzieren, die einer moglicherweise giinstigen Wirkung auf die intestinale Oxygenie-

rung gegeniiberstehen.
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1. Einleitung

Die Sepsis ist immer noch eine der Haupttodesursachen auf der Intensivstation und dies
trotz neuer Therapiestrategien und Therapieansitze in den letzten Jahren '. Das Immunsys-
tem spielt dabei eine entscheidende Rolle. Es bekdmpft mikrobielle Pathogene, kann dabei
jedoch gleichzeitig zu Kollateralschiden mit beeintrichtigter Organfunktion fiihren 2. In
diesem Zusammenhang sind die systemischen und lokalen Entziindungsreaktionen der Sep-
sis von besonderer Bedeutung.

Durch den zeitabhéngigen Anstieg der systemischen pro- und antiinflammatorischen
Zytokine kann es durch kardiale Depression, Gewebsddeme und disseminierte intravasale
Gerinnung zu einer herabgesetzten Mikrozirkulation mit Endorganschiden kommen .
Dariiber hinaus kann die nun gesteigerte Aktivitdt der lokalen Immunreaktionen, wie z.B.
der Neutrophilen Granulozyten, erh6hten oxidativen Stress zur Folge haben. Dies fiihrt so-
wohl zu direkter Zellschiddigung als auch iiber die Beeintrachtigung der endothelialen Zell-
Zell-Verbindungen zu Gewebsddemen ®°. Daher kénnen beide Entziindungskaskaden ent-
scheidenden Einfluss auf die Funktion der Organe nehmen.

In Bezug auf die Funktionalitit der Organe stellt insbesondere die addquate Oxygenie-
rung von septischen Patienten ein wichtiges Therapieziel dar. Dazu werden heute Lungen-
protektive Beatmungsformen mit niedrigen Tidalvolumina eingesetzt, um Sepsis-induzierte
Lungenschiiden nicht weiter zu verschlimmern '°. Diese reduzieren den mechanisch indu-
zierten alveolaren Stress und konnen die Sterblichkeit von Patienten senken !! 12, Im Rah-
men dieses Therapiekonzeptes wird hiufig keine physiologische CO;-Elimination erreicht,
sodass es zu einer sogenannten ,,permissiven Hyperkapnie* kommt, welche mit einem Ab-
fall des Blut-pHs einhergeht (hyperkapnische Azidose) °.

Es gibt Anzeichen dafiir, dass eben diese moderate Hyperkapnie das Uberleben von Pa-
tienten mit einem acute respiratory distress syndrome verlingern kann, wobei die genaue
Ursache bisher nicht bekannt ist 4. Eine moderate Hyperkapnie kann die Oxygenierung und
den Energiemetabolismus von Geweben (z.B. des Gastrointestinaltraktes, des zentralen
Nervensystems und des Myokards) verbessern °1°. Als modgliche Erklirungsansitze dienen
die hdmodynamischen Verdnderungen unter einer moderaten Hyperkapnie, wie der positiv
inotrope Effekt, die systemische Vasodilatation, die Rechtsverschiebung der Sauerstoftbin-
dungskurve und die verbesserte Mikrozirkulation im Darm 82,

In der letzten Zeit sind jedoch Bedenken hinsichtlich der Sicherheit einer moderaten

Hyperkapnie in einer Sepsis aufgekommen 2°. Dabei spielen vor allem die Auswirkungen



der moderaten Hyperkapnie auf das Immunsystem eine Rolle, welche moglichen giinstigen
Effekten einer solchen gegeniiberstehen 26,

Hinsichtlich der systemischen Zytokinspiegel in einer Sepsis werden die Auswirkungen
einer moderaten Hyperkapnie kontrovers diskutiert. Sowohl ex-vivo- als auch in-vivo-
Studien zufolge senkt eine moderate Hyperkapnie die proinflammatorischen Zytokinspie-
gel 728, Im Gegensatz dazu steht eine in-vivo-Studie, in der es unter moderater Hyper-
kapnie zu einem Anstieg der proinflammtorischen Zytokine in der Lunge gekommen ist %°.

Unklar ist auch, ob und in welchem Ausmal} eine moderate Hyperkapnie die lokale Ent-
ziindungsreaktion wahrend einer Sepsis moduliert. So konnte durch eine moderate Hyper-
kapnie u.a. der Gewebeschaden in der Lunge reduziert werden. Durch sie wird sowohl die
Infiltration von Neutrophilen Granulozyten als auch deren Aktivitit verringert und damit
kann der oxidative Stress vermindert werden *2. Demgegeniiber hatte eine moderate Hy-
perkapnie keinen Einfluss auf die Myeloperoxidase-Aktivitit der Neutrophilen Granulozy-
ten im Darm 3.

Obwohl die Leber in einer Sepsis eine entscheidende Rolle einnimmt, wurden die Ef-
fekte der moderaten Hyperkapnie auf die Neutrophilen Granulozyten in der Leber bisher
nicht untersucht. Kommt es im Darm zu einer bakteriellen Translokation, ist die Leber ein
zentraler Ausgangspunkt flir die Pathogenabwehr. Die Infiltration und Aktivitdt der
Neutrophilen Granulozyten trdgt in diesem Zusammenhang allerdings auch zu einer Leber-
zellschidigung bei und kann daher die klinische Situation des Patienten verschlechtern ** 3>,

Dartiber hinaus kommt es im Rahmen einer Leberzellschddigung zu Verdnderungen von
molekularen Prozessen, wie der Transkription und Translation. In diese Verdnderungen der
Genexpression sind miRNAs, endogene, kleine, nicht-kodierende RNAs, eingebunden .
Exemplarisch sei hier die miRNA-223 genannt, welche normalerweise als Knochenmarks-
spezifisch angesehen und als Modulator der zelluldren Differenzierung fungiert . Es konn-
te jedoch gezeigt werden, dass insbesondere die miRNA-223 auch bei verschiedenen Le-
bererkrankungen, wie dem hepatozelluldren Karzinom und der Leberischdmie, den oxidati-
ven Stress und den Lebermetabolismus regulieren kann 3% %

Bisher wurde jedoch nicht untersucht, ob es bei einer Sepsis ebenfalls zu Veridnderun-
gen der relativen Expression der miRNA-223 in der Leber kommt, obwohl Expressionsun-
terschiede der miRNA-223 in einer Sepsis zu Einschrinkungen der Organfunktionalitét

fiihren konnen *°. Zudem ist fraglich, welche Rolle die moderate Hyperkapnie in diesem

Zusammenhang spielt.



Zusammenfassend bleibt insofern unklar, ob und in welchem Ausmal} eine moderate
Hyperkapnie, welche geeignet ist, die Oxygenierung der Darmschleimhaut aufrechtzuerhal-
ten '8, ebenfalls die inflammatorische Reaktion des Kérpers im Allgemeinen und der Leber

im Speziellen beeinflusst.

2. Fragestellungen der Arbeit

Tierexperimentell kann durch die Implantation eines Stents in den aszendierenden
Schenkel des Colons eine Sepsis induziert werden. Durch eine solche, sogenannte CASP-
Operation gelingt es, iiber die Induktion einer Peritonitis eine abdominale Sepsis hervorzu-
rufen *!. Der vendse Blutfluss des Bauchraums wird dabei vornehmlich iiber die Vena por-
tae abgeleitet und findet nach Passage der Leber Anschluss an den Systemkreislauf. Auf-
grund dessen eignet sich eine experimentell erzeugte, abdominelle Sepsis hervorragend zur
Untersuchung der systemischen Folgen einer Sepsis sowie der lokalen Entziindungsfolgen
in der Leber *.

Ausgehend von dieser Situation ergeben sich die folgenden Fragestellungen:

1. Fiihrt eine CASP-Operation mit einem kleinen Stentdurchmesser reproduzierbar zur

Induktion einer moderaten Sepsis?

2. Kann eine moderate Hyperkapnie die systemische Zytokinantwort in vivo beeinflus-

sen?

3. Welches Ausmal} hat die lokale Entziindungsreaktion der Leber gemessen anhand
der Myeloperoxidase-Aktivitdt und der Infiltration von Neutrophilen Granulozyten

und inwieweit wird dies durch eine moderate Hyperkapnie moduliert?

4. Fiihrt eine moderate Sepsis zu Verdanderungen der relativen Expression der miRNA -

223 in der Leber und wird diese durch eine moderate Hyperkapnie beeinflusst?



3. Methoden

3.1 Tierexperimenteller Teil
Angaben beziiglich benutzter Materialien und Geridte befinden sich im Anhang (siche

S.30-31).

3.1.1 Versuchstiere

Die Versuche wurden mit Genehmigung des Landesamtes fiir Natur, Umwelt und Ver-
braucherschutz des Landes Nordrhein-Westfalen (Az. 8.87-50.10.34.08.266) und nach er-
folgreicher Teilnahme am Kurs zur Versuchstierkunde durchgefiihrt. Insgesamt wurden die
Versuche an 85 ménnlichen Wistar-Ratten (Gewicht 341 g +/- 66 g) durchgefiihrt, wobei
davon 40 Versuche in die Auswertung eingeflossen sind. Details beziiglich der nicht be-
rlicksichtigten Versuche (n = 45) sind im Anhang dargestellt (siehe S. 39).

Vor den Versuchen wurden die Tiere in kleinen Gruppen in Kéfigen gehalten und er-
hielten Standard-Ratten-Nahrung und Wasser ad [libitum. 24 Stunden vor Beginn der ei-
gentlichen Versuche wurde bei den Tieren in randomisierter Reihenfolge entweder eine
CASP- oder eine Sham-Operation durchgefiihrt. Am Versuchstag erfolgte dann eine weite-
re Randomisierung, bei der die Tiere entweder in ein normokapnisches oder in ein hyper-

kapnisches Beatmungsprotokoll eingeteilt wurden (sieche Abb. 1).

Sham - Normokapnie | sham | I Instrum. / Baseline Normokapnie
Sham-OP
Sham - Hyperkapnie [ sham | | Instrum. /Baseline

Sepsis - Normokapnie | septisch | | Instrum. / Baseline
CASP-OP
Sepsis - Hyperkapnie | septisch | | Instrum. / Baseline
I I I I I I I
-24h -1:00h 0:00h 0:30h 1:00h 1:30h 2:00h
BGA |BGa |sGA BGA
Zytokinblutentnahme Zytokinblutentnahme
Narkose Gewebeentnahme

Abb. 1: Versuchsablauf
24 Stunden nach der Sepsisinduktion bzw. Sham-Operation erfolgte der Versuch mit entweder normokapnischer
oder hyperkapnischer Beatmung

3.1.2 CASP-Chirurgie
Die Sepsis wurde in Anlehnung an ein bekanntes Modell mittels der CASP-Operation

induziert *'. Dafiir erhielten die Tiere unter erhaltener Spontanatmung iiber eine Maske



3,0 - 3,2 Vol. % Sevofluran bei einem FiO> von 0,5. Zur Schmerztherapie wurde Buprenor-
phin (0,05 mg/kg) alle 12 Stunden subkutan injiziert.

Darauthin wurden die Tiere in Riickenlage verbracht und auf einer Warmematte gela-
gert, ein Bereich von 2 x 3 cm der Bauchwand rasiert und anschlieBend desinfiziert. Uber
den desinfizierten Operationsbereich wurde folgend ein Lochtuch aufgebracht und eine
zirka 2 cm lange mediane Laparatomie durchgefiihrt. Das Zokum wurde aufgesucht und auf
der gegeniiberliegenden Seite des Mesenteriums 1 cm distal der Ileozdkalklappe mit einem
peripher vendsen Katheter 4 mm tief perforiert. Die Nadel des PVK wurde herausgezogen
und der Katheter 4 mm iiber der Darmwand abschnitten, sodass ein Katheterstiick von ins-
gesamt 8 mm Lédnge entstand. Der Katheter wurde dann mit einer Naht an der Darmwand
fixiert. Darauthin wurde durch vorsichtige Palpation ca. 0,5 ml Fédzes in den Stent gedriickt,
um einen konstanten Austritt in die Bauchhohle zu gewihrleisten. Die Sham-Gruppe wurde
in gleicher Weise behandelt, allerdings wurde der PVK nicht in das Colon-Lumen einge-
bracht, sondern auf der Tunica serosa befestigt, ohne das Colon zu perforieren.

AnschlieBend wurde das Zokum in beiden Gruppen wieder in seiner Ausgangsposition
platziert und der Bauchraum verschlossen. Dafiir wurden sowohl die Muskelschicht als
auch die Bauchhaut mit einem resorbierbaren Faden verniht. Die Tiere wurden zum Ab-
schluss gewogen, ihre Temperatur wurde gemessen und sie erwachten in warmen Kéfigen
von ihrer Anésthesie. Insgesamt dauerte die Operation zirka 15 Minuten.

Die Tiere verblieben anschlieBend fiir 24 Stunden — bei ausreichendem Angebot von
Wasser und Nahrung — in ihren individuellen Kéfigen. In dieser Zeit wurden die Tiere alle
vier Stunden von einer Tiermedizinerin untersucht. Die klinischen Zeichen der Sepsis wur-
den in ein Scoring-System septic rat severity scoring (SRSS) eingetragen (siche Anhang).
12 Stunden nach der CASP-Operation wurde die subkutane Buprenorphingabe (0,05
mg/kg) wiederholt.

3.1.3 Intervention

Nach 24 Stunden wurden alle Tiere noch einmal gewogen, dann durch die intraperi-
toneale Gabe von Pentobarbital (60 mg/kg) andsthesiert und auf einer Warmematte plat-
ziert, wodurch eine Korpertemperatur von 37 — 38 °C sichergestellt wurde. Die Tiere wur-
den tracheotomiert, intubiert und volumenkontrolliert beatmet (70/min, Tidalvolumen 1.8—
2.5 ml, Beatmungsdruck < 17 cm x H:O, FiO; = 0,3, pCO2 45 + 5 mmHg). In die rechte
Vena jugularis externa wurde ein 24G-Katheter eingebracht, iiber den die Tiere kontinuier-

lich 10 mg/kg/h Pentobarbital in 4 ml/h Ringerlosung und alle 2 Stunden 2 mg Pancuroni-



um erhielten. Zur kontinuierlichen Messung des arteriellen Blutdrucks wurde die linke Ar-
teria carotis vorsichtig vom Nervus vagus isoliert und ein 24G-Katheter vorgeschoben,
welcher mit einem Gould Statham Druckwandler verbunden wurde. Es wurden 120 pl arte-
rielles Blut fiir die Blutgasanalyse entnommen (Zeitpunkt -1:00 h). Weitere Blutgasanaly-
sen wurden zu den Zeitunkten 0:00 h / 1:00 h / 2:00 h durchgefiihrt (siche Abb. 1).

Im weiteren Verlauf des Versuchs, dessen Ergebnisse allerdings nicht Bestandteil dieser
Doktorarbeit sind, wurde eine erneute Laparatomie durchgefiihrt, das Colon ascendens
sanft aus dem Bauchraum mobilisiert, die gegeniiberliegende Seite des Mesenteriums auf-
gesucht und 2 cm distal der Iliozokalklappe eine Sonde zur kontinuierlichen Messung der
mikrozirkulatorischen Oxygenierung atraumatisch auf die Tunica serosa aufgelegt. Der
Darm und die Sonden wurden mit einer sterilen Gaze bedeckt, um einer Austrocknung vor-
zubeugen (Befeuchtung mit 8 ml/h Ringerlosung) '8

Nach der kompletten Instrumentierungsphase wurden die Tiere weitere 30 Minuten
normokapnisch beatmet und die Baseline-Messungen durchgefiihrt. Die Tiere wurden je
nach ihrer Gruppenzugehorigkeit fiir 120 Minuten entweder normokapnisch (pCO;-
Zielwert von 45 + 5 mmHg) oder hyperkapnisch (pCOz-Zielwert von 75 + 5 mmHg) durch
Zumischung von 10 % CO» zur Inspirationsluft beatmet (siche Abb. 1). Intermittierend
wurden Blutgasanalysen abgenommen und die Beatmung entsprechend angepasst. Sowohl
die himodynamischen als auch die respiratorischen Variablen wurden kontinuierlich aufge-
zeichnet. Nach Abschluss des Versuchs wurden die Tiere in Narkose durch Exsanguination
tierschutzkonform euthanasiert.

Fiir den laborexperimentellen Teil wurde den Tieren zweimal 1 ml EDTA-Blut aus der
Arteria carotis entnommen. Die erste Blutentnahme erfolgte im Rahmen der Instrumentie-
rungs-/Baseline-Phase, wobei das entnommene Blut durch das vierfache Volumen Ringer-
16sung ersetzt wurde. Die zweite Blutentnahme wurde analog am Ende des Experiments im
Rahmen der Exsanguination vorgenommen (siche Abb. 1). Die Blutproben wurden zentri-
fugiert (4 °C, 4000 x g, 10 min) und das iiberstindige Plasma abpipettiert und bei -70 °C
tiefgefroren.

Den Tieren wurden am Ende des Experiments Gewebestiicke aus beiden Leberlappen
entnommen. Diese wurden umgehend in fliissigem Stickstoff schockgefroren und ebenfalls

bei -70 °C gelagert (siche Abb. 1).



3.2 Laborexperimenteller Teil
Angaben beziiglich benutzter Materialien und Geréte sowie von Chemikalien, Reagen-

zien, Kits, Puffern und Losungen befinden sich im Anhang (siehe S. 31 — 38).

3.2.1 ELISA zur Bestimmung der Zytokinplasmaspiegel

Die Quantifizierung der Zytokine wurde nach den mitgelieferten Protokollen der ELI-
SA-Kits der Firma BD Biosciences durchgefiihrt. Alle nachfolgend genannten Waschschrit-
te erfolgten mit 300 pl/Well Waschpuffer und bei allen Inkubationsschritten wurde die Plat-
te stets mit einer Klebefolie verschlossen, damit kein Teil der Auftragung durch Verduns-
tung verloren ging.

Fiir die Untersuchung der Zytokine wurden eine 96-Well Mikrotiterplatte {iber Nacht
bei 4 °C mit 100 pl/Well Capture Antikorper in Coating Puffer (Verdiinnung 1:250) be-
schichtet. Nach fiinfmaligem Waschen erfolgte das Auftragen von 200 pul/Well Assay Di-
luent, um unspezifische Bindungsstellen zu blocken. Die Platte wurde fiir 1 Stunde bei
Raumtemperatur inkubiert. Wiederum wurde flinfmalig gewaschen. Danach erfolgte im
Doppelwert das Pipettieren von 100 ul/Well Standard beziehungsweise der zu untersuchen-
den Plasmaprobe. Die Platte wurde folgend fiir 2 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert.

Auf einen erneuten flinfmaligen Waschschritt folgte bei der Untersuchung der Zytokine
TNF-a und IL-6 die Zugabe von 100 ul/Well Detektionsantikorper in Assay Diluent (Ver-
diinnung 1:250) und die Inkubation der Platte fiir 1 Stunde bei Raumtemperatur. Nach
flinfmaligem Waschen wurden 100 pul/Well Enzym-Reagenz in Assay Diluent (Verdiinnung
1:250) auf die Platte pipettiert und die Platte fiir 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.

Bei IL-10 wurde nach der Inkubation fiir 2 Stunden ebenfalls fiinfmalig gewaschen, je-
doch erfolgte dann die Auftragung von 100 pul/Well Working Detector. Die Platte inkubier-
te bei IL-10 fiir 1 Stunde bei Raumtemperatur.

Folgend wurde bei allen Zytokinuntersuchungen ein siebenmaliger Waschschritt durch-
gefiihrt und anschlieBend folgte das Pipettieren von 100 ul/Well Substratlosung. Die Platte
inkubierte 30 Minuten bei Raumtemperatur im Dunkeln. Zuletzt wurden 50 pl/Well Stopp-
l6sung hinzugegeben. Die Extinktion wurde bei einer Wellenldnge von 450 nm und einer

Referenzwellenlédnge von 570 nm im Photometer gemessen.



3.2.2 Myeloperoxidase-Assay in der Leber

Die Bestimmung der Myeloperoxidase-Aktivitdt wurde in dieser Arbeit durch die H>O»-
vermittelte Oxidation von TMB durchgefiihrt 3. 50 mg Lebergewebe wurden in einem mit
fliisssigem Stickstoff gekiihlten Metallpotter pulverisiert und in 500 pl Phosphatpuffer 1
homogenisiert. Im néchsten Schritt wurden die Proben 30 Sekunden dem Ultraschallbad
ausgesetzt und dann dreimalig in fliissigem Stickstoff gefroren und wieder aufgetaut. Die
Proben wurden anschlieBend erneut 30 Sekunden mit Ultraschall behandelt.

Im Folgenden wurden die Proben 2 Stunden bei 60 °C im Heizblock inkubiert und bei
4 °C fir 12 Minuten bei 4000 x g zentrifugiert. Nach der Zentrifugation wurden 20 pl
Uberstand mit 10 ul TMB und 70 pl 4,2 mmol/l H2O2-Lésung als Substrate fiir die Myelo-
peroxidase in einer Mikrotiterplatte vermischt. Die Mikrotiterplatte wurde anschlieBend mit
einer Klebefolie verschlossen und 20 Minuten inkubiert. Zum Schluss wurde die Extinktion

bei einer Wellenldnge von 655 nm gemessen.

3.2.3 ASD-Firbung Neutrophiler Granulozyten in der Leber
Gefrierschnitte

Zur Verbesserung der Schnitteigenschaften wurde das Lebergewebe einen Tag vor der
Durchfiihrung der Gefrierschnitte bei -20 °C gelagert. Es wurden Kryoschnitte mit einer
Dicke von 8 um angefertigt, auf einen Objekttriger iibertragen und luftgetrocknet. Pro Tier
wurden je zwei Schnitte auf einen Objekttriger iibertragen. AnschlieBend wurden die Ob-
jekttrager bei -20 °C gelagert.

ASD-Firbung

Um die Granulozyten, deren Hauptanteil die Neutrophilen Granulozyten ausmachen, im
Lebergewebe anzufdrben, wurde eine Naphthol-ASD-Chloracetatesterase-Farbung durch-
gefiihrt. Durch die Farbung wurden die Granulozyten leuchtend rot und ihre Kerne blau
dargestellt.

Die Objekttrager wurden 30 Minuten vor der Farbung aufgetaut und das Lebergewebe
mit einem DakoPen umrandet. Zur Fixierung wurden anschlieBend 200 pl Paraformaldehyd
je Objekttrager fiir 10 Minuten aufgetragen. Die Objekttrager wurden dann 5 Minuten in
0,01 mol/l PBS und 2 Minuten in Aqua dest. gewaschen. Daraufhin wurden die Objekttré-
ger fir 30 Minuten in der ASD-Férbelosung auf der Schiittelplatte bei Raumtemperatur
inkubiert, 1 Minute in Aqua dest. gewaschen und mit Himalaun fiir 30 Sekunden gegenge-
farbt. Danach wurden sie in Leitungswasser fiir 2 Minuten gebldut und in Aqua dest. gewa-

schen. Zum Schluss wurden die Objekte mit Aquatex eingedeckt.



Mikroskopie

Alle Schnitte wurden verblindet im Lichtmikroskop bei 200 x Vergroflerung beurteilt.
Es wurden die ASD-positiven Zellen ausgezéhlt und deren Anzahl in ASD-positive Zel-
len/mm? Lebergewebe angegeben. Je Tier wurden zwei Schnitte bewertet und der Mittel-

wert aus beiden Schnitten gebildet.

3.2.4 qRT-PCR zur Bestimmung der miRNA-223-Expression in der Leber
RNA-Isolierung mit Trizol

Die Isolierung der Gesamt-RNA aus dem Lebergewebe erfolgte nach dem TRIzol®-
Reagent-Protokoll der Firma Invitrogen. Dazu wurden 50 mg tiefgefrorenes Lebergewebe
im durch fliissigen Stickstoff gekiihlten Metallpotter pulverisiert und in 0,5 ml TRIzol®
Reagent homogenisiert. Nach 5-miniitiger Inkubation bei Raumtemperatur wurden 0,1 ml
Chloroform hinzugegeben. Die Proben wurden 15 Sekunden lang handgeschiittelt und dann
wiederum fiir 3 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Es folgte eine 15-miniitige Zentri-
fugation der Proben bei 12000 x g und 4 °C. Hierbei bildeten sich drei Phasen aus: Eine
obere, wiassrige Phase, in der die RNA geldst war, eine mittlere, weiBliche, proteinhaltige
Phase und eine untere, rotliche Phase, welche die DNA enthielt.

Die obere wissrige RNA-haltige Phase wurde durch vorsichtiges Abpipettieren in ein
neues Reaktionsgefdl libertragen, ohne dass Bestandteile der anderen Phasen in die Pipet-
tenspitze gelangten. In diesem neuen Reaktionsgefdl folgte die RNA-Ausfillung. Dazu
wurden zu der wissrigen Phase 0,25 ml Isopropylalkohol gegeben und vermischt. Nach
weiteren 10 Minuten Inkubation bei Raumtemperatur folgte eine 30-miniitige Zentrifugati-
on bei 12000 x g und 4 °C. Die RNA prézipitierte am Boden des Reaktionsgefdles und
wurde als gelartiges Pellet sichtbar. Der Uberstand wurde vorsichtig abpipettiert und ver-
worfen. Es wurde der folgende Waschschritt zweimal durchgefiihrt: Waschen der RNA mit
0,5 ml 75 %igem unvergélltem Ethanol, kurz Vortexen, dann bei 7500 x g fiir 5 Minuten
und 4 °C Zentrifugieren, Uberstand vorsichtig Abpipettieren. Daraufhin wurde das RNA-
Pellet im offenen Probengefd3 bei Raumtemperatur getrocknet. Es wurde bei diesem Schritt
darauf geachtet, dass das Pellet nicht vollstindig austrocknete. Als letzter Schritt wurden je
nach PelletgroBe 100-150 pl 95 °C heilles, RNase-freies Wasser hinzugegeben, um eine
Resuspension zu erreichen. Danach wurden die Proben auf drei 100 ul Reaktionsgefdle
verteilt und auf Eis gestellt. Alle Schritte erfolgten unter Beachtung der RNase-Freiheit.
Spektrophotometrische Bestimmung der RNA-Konzentration im Nanodrop

Um die RNA-Konzentration in den Leberproben (in ng/ul) und ihren Reinheitsgehalt zu

bestimmen, folgte eine photometrische Messung mittels Nanodrop. Dazu wurde die Extink-



tion bei einer Wellenldnge von 260 nm und 280 nm gemessen. Ein OD260/OD2go-Quotient
zwischen 1,8 und 2,0 galt als MaB fiir eine ausreichende Reinheit. Die Proben wurden bis
zur weiteren Verwendung bei -70 °C weggefroren.

RNA-Gelelektrophorese

Um die RNA-Intaktheit zu tiberpriifen, wurden die Proben auf ein Agarosegel aufgetra-
gen und elektrophoretisch getrennt. Eine Auftrennung in zwei deutlich erkennbare getrenn-
te Banden (18S und 28S ribosomale RNA-Banden) sprach fiir eine intakte RNA.

1,2 g Agarose wurden mit 10 ml 10x FA Gel Puffer und 90 ml DEPC Wasser zusam-
mengegeben und 3 Minuten in der Mikrowelle aufgekocht. Als Néchstes wurden 2 pl Ethi-
diumbromid als Fluoreszenzfarbstoff und 1,8 ml 37 %iges Formaldehyd hinzugegeben. Die
Losung wurde in die Gelform der Elektrophoresekammer gegossen und ein Kamm fiir vor-
gesehene Taschen eingesetzt. AnschlieBend hirtete die Losung aus. In der Zwischenzeit
wurden die zu untersuchenden Proben vorbereitet. Dafiir wurden 2,5 pg RNA in 15 pl Ge-
samtvolumen mit RNase-freiem Wasser angesetzt und 3 pl Loading Buffer hinzugegeben.
Darauthin wurden die Proben 10 Minuten auf 70 °C erhitzt. Die Elektrophoresekammer mit
dem gehirteten Agarosegel wurde anschlieBend mit 1x FA Running Buffer gefiillt und die
Proben wurden in die Taschen pipettiert. Fiir die Auftrennung der RNA wurde ein Strom
von 80 V fiir zirka 1 Stunde angelegt. Als Letztes folgte die Fotografie unter UV-Licht.
Reverse Transkription

Die vorliegende RNA wurde als Néchstes in cDNA umgeschrieben. Dabei wurde nicht
die gesamte isolierte RNA umgeschrieben, sondern allein die zu untersuchende miRNA-
223 und der entsprechende Housekeeper U6, die in der Gesamt-RNA enthalten waren. Die
nachfolgende cDNA-Synthese orientierte sich am Protokoll des TagMan MicroRNA Re-
verse-Transkriptions-Kit der Firma Applied Biosystems.

Um eine RNA umzuschreiben, war der RT Master Mix wie folgt zusammengesetzt:

Komponente Volumen (in pl)
100 ANTP Mix 0,15
Multiscribe RT Enzyme 1,00
10x RT Buffer 1,50
RNase Inhibitor (20 U/pl) 0,19
Nuclease-freies Wasser 4,16
Total 7,00

Zu dem hergestellten RT Master Mix wurden 5 nul RNA-Probe (in einer Konzentration
von 2 ng/ul) und entweder 3 ul RT Primer 5x fiir miRNA-223 oder fiir U6 hinzugefiigt,

sodass ein Gesamtvolumen von 15 pl pro Reaktionsgefdll entstand. Der Inhalt der Reakti-
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onsgefdfle wurde vermischt und kurz zentrifugiert. Alle Schritte wurden auf Eis durchge-
fiithrt.

Es folgte die reverse Transkription der Proben im Thermocycler unter folgenden Reak-
tionsbedingungen:

- 30 Minuten bei 16 °C

- 30 Minuten bei 42 °C

- 5 Minuten bei 85 °C

- oobeil2°C
Real-Time-quantitative-Polymerase-Kettenreaktion (QRT-PCR)

Die nachfolgende qRT-PCR orientierte sich am Protokoll des TagMan MicroRNA As-
say der Firma Applied Biosystems.

Fiir den Reaktionsansatz einer Probe wurden bendtigt:

Komponente Volumen (in pl)
TagMan MicroRNA Assay 20x 1
TagMan 2x Universal-PCR-Master Mix 10
Nuclease-freies Wasser

cDNA der zu untersuchenden Probe 1

Total 20

Zur Erstellung des Reaktionsansatzes wurden zuerst TagMan MicroRNA Assay 20x,
TagMan 2x Universal-PCR-Master Mix und Nuclease-freies Wasser entsprechend der An-
zahl der zu untersuchenden Proben zusammen pipettiert, vermischt und zentrifugiert. Aus
diesem Mix wurden fiir jede Probe jeweils 19 pul in eine PCR-Wellplatte pipettiert. An-
schlieend wurde 1 pl zu untersuchende cDNA in das Well gegeben. Fiir die miRNA-223
wurde unverdiinnte cDNA und fiir den Housekeeper U6 1:5 verdiinnte cDNA eingesetzt.
Die Proben wurden immer im Doppelwert bestimmt. Als Negativkontrolle diente RNase-
freies Wasser. Die PCR-Wellplatte wurde mit Folie versiegelt, bei 4 °C zentrifugiert und
dann im 7300 Real-Time-Cycler gemessen. Alle Schritte wurden auf Eis durchgefiihrt.

Die Reaktionen im 7300 Real-Time-Cycler liefen wie folgt ab:

- 2 Minuten bei 50 °C

- 10 Minuten bei 95 °C

- 15 Sekunden bei 90 °C

- 1 Minute bei 60 °C

Die letzten beiden Schritte wurden 40 x wiederholt.
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Relative Quantifizierung

Ziel der Untersuchung war es, die Expressionslevel der miRNA-223 in der Leber bei
Sham-Tieren wie auch bei septischen Tieren unter dem Einfluss von Normokapnie bezie-
hungsweise Hyperkapnie zu untersuchen. Hierfiir war nicht die absolute Expression der
miRNA entscheidend, sondern die relative Quantifizierung. Diese ldsst eine Aussage dar-
iiber zu, ob die miRNA-223 durch induzierte Sepsis und/oder Hyperkapnie vermehrt oder
vermindert vorliegt.

Die Expressionsunterschiede der miRNA-223 zwischen den Gruppen wurden mittels

der Delta-Delta-CT-Methode berechnet. Der C-Wert entspricht dem Zeitpunkt, an wel-

chem das Fluoreszenzsignal erstmalig signifikant iiber der Hintergrundstrahlung lag. Dazu
war es erforderlich, die Expression des Zielgens auf die Expression eines Housekeeper-
Gens (nicht reguliertes, homogen exprimiertes Referenzgen) zu beziehen, in diesem Fall
U6. Danach wurde die Expression in den Proben der Interventionsgruppen auf die Kon-
trollgruppe, hier Normokapnie-Sham, bezogen. Die relativen Expressionsunterschiede
ergaben sich zum Schluss aus der Ratio **:
AC: = C; Zielgen - C; Referenzgen
AA C; = C; Behandlung - C; Kontrolle

Ratio =2 2ACt

3.3 Statistik

Die statistische Auswertung und graphische Darstellung der Ergebnisse erfolgten mit
der Software GraphPad Prism® Version 6.0. Die statistische Auswertung der Real-Time-
PCR-Ergebnisse erfolgte mittels des Programms GenEx Version 5. Zur Priifung der Daten
auf Normalverteilung wurde der D'Agostino-Pearson-Test angewendet.

Bei den nicht-parametrischen Daten wurde ein Kruskal-Wallis-Test mit einem Dunn’s
Post-hoc-Test durchgefiihrt. Die Ergebnisse sind als Median mit der 25./75. Perzentile dar-
gestellt. Das Signifikanzniveau wurde mit p < 0,05 festgelegt.

Bei den parametrischen Daten wurde eine einfaktorielle bzw. zweifaktorielle ANOVA
durchgefiihrt, gefolgt von einem Dunnet’s Post-hoc-Test fiir Unterschiede innerhalb einer
Gruppe und einem Tukey Post-hoc-Test fiir Unterschiede zwischen den Gruppen. Die Er-
gebnisse sind als MW = SEM (miRNA-223) bzw. MW + SD (systemische Kreislaufvariab-
len und Blutgasanalysen) dargestellt. Das Signifikanzniveau wurde ebenfalls mit p < 0,05

festgelegt.
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4. Ergebnisse
4.1 ELISA zur Bestimmung der Zytokinplasmaspiegel

Bereits zum ersten Messzeitpunkt, also 24 Stunden nach Start der Versuche, waren die
Zytokinplasmaspiegel von TNF-a, IL-6 und IL-10 der septischen Tiere signifikant hoher als
bei den Sham-operierten Tieren (TNF-a: 0 (0-16) pg/ml vs. 0 (0-0) pg/ml; IL-6: 0 (0-153)
pg/ml vs. 0 (0-0) pg/ml; IL-10: 202 (86—794) pg/ml vs. 40 (0-141) pg/ml (p < 0,05); septi-
sche vs. Sham-Tiere).

Auch zum zweiten Messzeitpunkt, also nach weiteren 120 Minuten mit entweder
normokapnischer oder hyperkapnischer Beatmung, wiesen die septischen Tiere signifikant
hohere Zytokinplasmaspiegel als die Sham-operierten Tiere auf (siche Abb. 2).

Weder bei den Sham-operierten Tieren noch bei den septischen Tieren fiihrte eine hy-
perkapnische Beatmung im Allgemeinen zu einer unterschiedlichen Entwicklung der Zyto-

kinplasmaspiegel.
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Abb. 2: Zytokinplasmaspiegel
(A) TNF-u, (B) IL-6, (C) IL-10 Plasmaspiegel bei Sham-operierten bzw. septischen Tieren mit

normokapnischer oder hyperkapnischer Beatmung. Median mit der 25./75. Perzentile und der 10./90. Perzentile:
< 0,05 vs. Sham (Kruskal-Wallis + Dunn's Post-hoc-Test): n= 10 / Baseline n = 20
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4.2 Myeloperoxidase-4ssay in der Leber

Die Induktion der Sepsis fiihrte zu einem signifikanten Anstieg der Myeloperoxidase-
Aktivitit (Units/g Lebergewebe) in der Leber (Normokapnie Sham 0,87 (0,73—1,31) vs.
Normokapnie Sepsis 1,57 (1,42-2,18) (p < 0,05); Hyperkapnie Sham 0,98 (0,73—1,26) vs.
Hyperkapnie Sepsis 1,76 (1,44-1,86) (p < 0,05)).

Es zeigten sich jedoch weder bei den Sham-operierten Tieren noch bei den septischen
Tieren signifikante Unterschiede der Myeloperoxidase-Aktivitit, wenn die Tiere

normokapnisch oder hyperkapnisch beatmet wurden (siche Abb. 3).

D 6-
2 %* 1 Normokapnie Sham
% T Hyperkapnie Sham
% 4- [ Normokapnie Sepsis
§ Hyperkapnie Sepsis
o L *
2 2] e
S e B
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o
E L] L L] L]

Sham Sepsis

Abb. 3: MPO-ALktivitiit in der Leber

MPO-AKktivitit bei Sham-operierten bzw. septischen Tieren mit normokapnischer oder hyperkapnischer
Beatmung in der Leber. Median mit der 25./75. Perzentile und der 10./90. Perzentile:

*p <0,05 vs. Sham (Kruskal-Wallis + Dunn's Post-Hoc-Test). n=10

4.3 ASD-Firbung Neutrophiler Granulozyten in der Leber

Der Sepsis-induzierte Anstieg der Myeloperoxidase-Aktivitét in der Leber war nicht be-
gleitet von einem Anstieg der Neutrophilen Granulozyten im Lebergewebe. In der ASD-
Farbung (Neutrophile Granulozyten/mm? Lebergewebe) zeigten sich keine signifikanten
Unterschiede zwischen den Gruppen (Normokapnie Sham 0,26 (0,05-0,91); Hyperkapnie
Sham 0,18 (0,06-0,35); Normokapnie Sepsis 0,32 (0,08-0,94); Hyperkapnie Sepsis 0,25
(0,06-0,65)) (siche Abb. 4).
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Abb. 4: ASD-Fiirbung Leber
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Anzahl der Neutrophilen Granulozyten bei Sham-operierten bzw. septischen Tieren mit normokapnischer
oder hvperkapnischer Beatmung in der Leber. Median mit der 25./75. Perzentile und der 10./90. Perzentile;

n=10

4.4 qRT-PCR zur Bestimmung der miRNA-223-Expression in der Leber

Bei der Untersuchung der relativen Expression von miRNA-223 im Lebergewebe zeig-

ten sich keine signifikanten Unterschiede der septischen Tiere im Vergleich zu den Sham-

operierten Tieren. Auch die Hyperkapnie wirkte sich nicht, weder bei den Sham-operierten

noch bei den septischen Tieren, auf die relative Expression der miRNA-223 aus (relative
Expression miRNA-223: Normokapnie Sham 1 + 0,37; Hyperkapnie Sham 0,93 + 0,14;
Normokapnie Sepsis 0,87 + 0,26; Hyperkapnie Sepsis 0,94 + 0,3) (siche Abb. 5).
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Abb. 5: Relative Expression von miRNA-223 in der Leber

J Normokapnie Sham
Hyperkapnie Sham

3 Normokapnie Sepsis
Hyperkapnie Sepsis

Relative Expression von miRNA-223 bei Sham-operierten bzw. septischen Tieren mit normokapnischer
oder hvperkapnischer Beatmung. MW = SEM; n = 10
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4.5 Systemische Kreislaufvariablen und Blutgasanalysen

Die normokapnisch-beatmeten und die hyperkapnisch-beatmeten Tiere entwickelten
pCO2-Werte im Rahmen der vorgegebenen Zielwerte 45 + 5 mmHg und 75 £ 5 mmHg.
Dabei kam es bei den hyperkapnisch ventilierten Tieren zu einem signifikanten Abfall des
pH-Wertes im Blut. In der Blutgasanalyse zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwi-
schen den Gruppen im pO,. Bis zum Ende des Versuchs zeigten die Tiere zwischen den

Gruppen keine Unterschiede der Herzfrequenz und des Blutdrucks (siehe Tabelle 1).

Normokapnie Sham | |Hyperkapnie Sham | |Normokapnie Sepsis .Hyperkapnie Sepsis .
pCO; [mmHg] 0:00 h (Baseline) 43+3 465 43+7 44 +3
1:00 h 43+3 71+ 6*# 44 +7 71+ 7%
2:00 h 46+ 12 78 + 13*# 43+9 751 6%#
pH 0:00 h (Baseline) 7.38+£0.03 7.35+0.05 7.36 £0.04 7.36 £0.05
1:00 h 7.36+£0.03 7.17 £ 0.05*# 7.32+0.05* 7.17 £ 0.05*#
2:00 h 7.32+0.1* 7.14 £ 0.06%# 7.3110.05* 7.14 + 0.05*#
p0, [mmHg] 0:00 h (Baseline) 116+ 26 117 £22 119427 120+ 24
1:00 h 114 +23 127 £11 110+29 135+21
2:00 h 96 + 38* 104 £18 110+ 32 121+19
HF [min ] 0:00 h (Baseline) 414 69 376 £69 441+ 64 409 57
1:00 h 391+69 365+73 425169 395+70
2:00 h 404172 361+73 430+ 76 401+42
MAP [mmHg] 0:00 h (Baseline) 107 + 36 94131 93+34 82119
1:00 h 99134 92+32 88134 85120
2:00 h 105 + 34 92132 89+36 92123

Tabelle 1: Systemische Kreislaufvariablen und Blutgasanalysen

Blutgasanalysen, Herzfrequenz (HF) und mittlerer arterieller Blutdruck (MAP) bei Sham-operierten bzw. septischen Tieren

mit normokapnischer oder hyperkapnischer Beatmung. MW = SD; * p <0.05 vs. Baseline (zweifaktorielle ANOVA + Dunnett),
#p < 0,05 vs. Normokapnie (zweifaktorielle ANOVA + Tukey); n= 10
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5. Diskussion

5.1 Ergebnisdiskussion

Die Ergebnisse flihren zu folgenden Schlussfolgerungen im Hinblick auf die eingangs ge-
stellten Fragen, die im Folgenden diskutiert werden:

1. Durch die Implantation eines 18G-Stent ins Colon kommt es zu einem Anstieg der
pro- und antiinflammatorischen Zytokine im Plasma ohne begleitende himodynami-
sche Reaktion. Die CASP-Operation fiihrt demnach reproduzierbar zu einer Indukti-

on einer moderaten systemischen Sepsis.

2. Die zusétzliche moderate Hyperkapnie hat in vivo keinen Einfluss auf die Zytokin-
plasmaspiegel einer moderaten systemischen Sepsis. Insofern scheint eine moderate

Hyperkapnie die systemische Entziindungsantwort nicht zu beeintrachtigen.

3. Durch das moderate CASP-Modell kommt es zu einem Anstieg der Myeloperoxi-
dase-Aktivitit in der Leber, wobei sich die Anzahl der Neutrophilen Granulozyten
nicht veridndert. Die moderate Hyperkapnie hat weder einen Einfluss auf die Myelo-
peroxidase-Aktivitit noch auf die Gesamtzahl der Neutrophilen Granulozyten in der
Leber. Demzufolge scheint eine moderate Hyperkapnie auch die lokale Entziin-

dungsreaktion der Leber nicht zu beeintrichtigen.

4. Die relative Expression der miRNA-223 in der Leber wird durch die moderate Sep-
sis nicht verdndert und auch die moderate Hyperkapnie hat keinen Einfluss auf die

Expression.

Um die Auswirkungen der moderaten Hyperkapnie in einer abdominellen Sepsis mog-
lichst unter klinisch relevanten Bedingungen zu studieren, ist es essentiell, die pathophysio-
logischen Vorgédnge der abdominellen Sepsis so weit wie moglich im Modell abzubilden.
Hierfiir eignet sich das CASP-Modell im Besonderen, da es den Vorgang der Anastomo-
seninsuffizienz nachbildet *°. Diese tritt — trotz Verbesserungen der operativen Techniken in
der Viszeralchirurgie — je nach Operation in bis zu 14 % der Félle auf und ist immer noch
einer der Hauptgriinde fiir eine postoperative Sepsis 6. Im Rahmen der CASP-Operation
kommt es durch den kontinuierlichen Austritt von Fézes in die Bauchhohle tiber eine diffu-
se Peritonitis letztlich zu einer systemischen Sepsis *°. Im Vergleich zu anderen Sepsismo-

dellen, z.B. der einmaligen LPS-Injektion, ist in diesem Modell insbesondere der kontinu-
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ierliche Austritt von Fézes, im Sinne eines dauerhaften Sepsisfokus, entscheidend fiir die
klinische Nihe des experimentellen Ansatzes. Dariiber hinaus unterscheidet sich der Zyto-
kinverlauf bei einer reinen Endotoxdmie, wie z.B. im LPS-Modell, deutlich von der huma-
nen Sepsis. Die Zytokinspiegel erreichen im Rahmen der humanen Sepsis oder des CASP-
Modells spiter ihren Hohepunkt und sind sichtlich niedriger als im LPS-Modell #’.

Auch andere Sepsismodelle, die auf der Einbringung von Fézes in die Bauchhdhle be-
ruhen, wie z.B. das CLP-Modell, bei dem erst das Zokum abgebunden und dann durchsto-
chen wird, kamen nicht in Betracht. Durch das CASP-Modell wird eine diffuse Peritonitis
induziert, die frith und stetig zu einer systemischen Sepsis fiihrt, wohingegen es beim CLP-
Modell hiufig zu einem intraabdominellen Abszess kommt. Die lokale Kontrolle eines sep-
tischen Fokus wie bei einem Abszess flihrt zu geringen Zeichen einer systemischen Infekti-
on *8. Daher war auch das CLP-Modell im Rahmen dieser Arbeit nicht geeignet, die Aus-
wirkungen der moderaten Hyperkapnie auf die systemische Inflammation zu untersuchen.

Nach der CASP-Operation kommt es bei den im Rahmen dieser Arbeit untersuchten
Tieren reproduzierbar zu einem Anstieg der systemischen Zytokine. Dieser Anstieg ist
prinzipiell vergleichbar mit anderen Studien, bei denen ebenfalls ein Zytokinanstieg propor-
tional zur Schwere der Sepsis beobachtet wird *' *°. Dies deckt sich zudem mit den Ergeb-
nissen der Letalitdtsreihe im Rahmen der Etablierung des CASP-Modells, bei der es bei den
18G-Tieren im Vergleich zu den 16G-Tieren zu einer signifikant niedrigeren Letalitdt nach
24 Stunden kam '®. Durch die unterschiedliche GroBe der Stents sind die systemischen Zy-
tokinspiegel, wie beabsichtigt, niedriger als z.B. in der Studie von Lustig et al., in der mit
einem 16G-Stent eine fulminante Sepsis induziert wurde *°. Der wesentlich schwichere
Verlauf der Erkrankung in den eigenen Letalitdtsreihen bei gleicher Stentgrofe wie bei
Lustig et al. deutet darauf hin, dass weitere Faktoren, wie z.B. die Erfahrung des Opera-
teurs, fiir das Ausmal} der Entziindungsreaktion verantwortlich sind. Demzufolge fiihrt also
eine Verringerung der Stentgrofle reproduzierbar zur Auslosung einer moderateren Sepsis
und zwar begleitet von einem moderaten Anstieg der systemischen Zytokinspiegel.

Die Ergebnisse der systemischen Zytokinspiegel stiitzen hingegen nicht die Resultate
von anderen Studien, bei denen die moderate Hyperkapnie zu einer Verdanderung der Zyto-
kinspiegel fithrte 27 2°. Jedoch gibt es hier deutliche Unterschiede im Studiendesign. Die
Ergebnisse dieser Arbeit fokussieren sich auf die Zytokinplasmaspiegel im Rahmen einer
abdominellen Sepsis in vivo. Andere Studien haben entweder vornehmlich ex-vivo-Studien
an Blut- oder Makrophagen-Kulturen durchgefiihrt oder es handelte sich um in-vivo-

Studien, bei denen eine rein LPS-induzierte Endotoxédmie herbeigefiihrt wurde. Dabei wur-
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den des Weiteren hauptsidchlich die Zytokinspiegel in unterschiedlichen Organsystemen
untersucht, wie z.B. Milz oder Lunge 2’ ? % Eine aktuelle Studie kommt nach einer Sepsis
in vivo ebenfalls zu dem Ergebnis, dass eine moderate Hyperkapnie nicht zu Verdnderun-
gen der Zytokinplasmaspiegel fiihrt *°.

Zwischen den Studien bestehen dariiber hinaus Unterschiede hinsichtlich der Dauer der
Hyperkapnie. Im Rahmen dieser Arbeit wurden die Tiere fiir 2 Stunden einer moderaten
Hyperkapnie ausgesetzt. In den ex-vivo-Studien waren es 6 Stunden bei Wang et al. bzw.
24 Stunden bei Kimura et al. >’ ¥, Im Rahmen des in-vivo-Endotoximie-Modells wurden
die Tiere ebenfalls fiir 24 Stunden einer Hyperkapnie ausgesetzt. Es ist daher denkbar, dass
es erst dann zu Verdanderungen der systemischen Zytokinplasmaspiegel wihrend einer Sep-
sis kommt, wenn die Tiere fiir eine ldngere Zeit der moderaten Hyperkapnie ausgesetzt
werden.

Zusitzlich wurden in dieser Arbeit die lokalen Folgen einer Sepsis auf die Leber unter-
sucht. Ein Leberversagen in einer Sepsis fiihrt zu einem schlechteren Outcome der Patien-
ten, wobei in diesem Zusammenhang besonders frithe Leberschiden ein Pridiktor sind ! 32,
In der Pathophysiologie der frithen Leberzellschddigung ist die Rekrutierung von Neutro-
philen Granulozyten ein entscheidender Schritt, da sie zum hepatischen Zelluntergang bei-
tragen konnen ¥

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass es durch das moderate CASP-Modell zu ei-
nem Anstieg der Myeloperoxidase-Aktivitdt in der Leber kommt. Die Aktivierung der he-
patischen Neutrophilen Granulozyten, aber auch von Kupffer’schen Sternzellen, durch Ent-
zliindungsmediatoren in einer Sepsis geht einher mit der Sezernierung von Myeloperoxidase
33 34 Die Myeloperoxidase wurde aufgrund ihrer Fihigkeit oxidativen Stress hervorzurufen
primér sowohl als Effektor der Pathogenabwehr als auch der Inflammation und des Zellun-
tergangs betrachtet >,

Allerdings ist der Anstieg von Myeloperoxidase in der Leber auch ein entscheidender
Faktor fiir die Migration von Neutrophilen Granulozyten in diese. So konnte in einem hepa-
tischen Ischdmie-Reperfusionsmodell gezeigt werden, dass eine Zunahme von Myeloper-
oxidase in der Leber zu einer vermehrten Adhésion und Infiltration von Neutrophilen Gra-
nulozyten aus den Sinusoiden in die Leber fiihrt >. Traeger et al. konnten nachweisen, dass
ein drastisches CASP-Modell mit einem 16G-Stent geeignet ist, diese Infiltration von

Neutrophilen Granulozyten in die Leber hervorzurufen, dhnlich wie das Endotoxin- oder

das CLP-Modell #*.
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Der Anstieg der Myeloperoxidase in der Leber fithrte im moderaten CASP-Modell die-
ser Arbeit nicht zu einer erhohten Infiltration von Neutrophilen Granulozyten in die Leber.
Die Anzahl der Neutrophilen Granulozyten im Lebergewebe differierte nicht zwischen den
Sham-operierten Tieren und den septischen Tieren. Der Unterschied zwischen den Ergeb-
nissen dieser Arbeit und den Ergebnissen von Traeger et al. ldsst sich durch die unter-
schiedliche Ausprigung der Sepsis erkldaren. Im Rahmen der moderaten Sepsis kommt es
nach 24 Stunden zu einem Anstieg der Myeloperoxidase und damit zum Beginn der Leber-
inflammation. Zu diesem Zeitpunkt kommt es aber noch nicht zu einer erhdhten Infiltration
der Neutrophilen Granulozyten. Die erhdhte Infiltration wiirde mdglicherweise zu einem
spateren Zeitpunkt erwartet, wenn die Tiere eine ausgepragte Sepsis mit himodynamischer
Instabilitit entwickelt haben #°.

In in-vitro-Studien konnte nachgewiesen werden, dass eine moderate Hyperkapnie die
Migration und Aktivitit von Neutrophilen Granulozyten in geschiadigtem Gewebe hemmen
kann ¢ 37, Dies konnte auch in nicht-septischen Tiermodellen gezeigt werden. Nach einer
intratrachealen Gabe von Endotoxin vermindert eine moderate Hyperkapnie im Rahmen
einer frithen Pneumonie sowohl das Einwandern von Neutrophilen Granulozyten in die
Lunge als auch die Aktivitit der Myeloperoxidase in dieser ** 3!. Das gleiche Bild zeigt sich
bei einer frithen systemischen Sepsis. Eine moderate Hyperkapnie reduziert in den ersten
3 Stunden einer CLP-induzierten Sepsis die Anzahl von Neutrophilen Granulozyten in der
Lunge und damit den Lungenschaden °%. Im Gegensatz dazu hat eine moderate Hyper-
kapnie in der friihen LPS-induzierten Sepsis keinen Einfluss auf die Myeloperoxidase-
Aktivitit und die Neutrophilen Granulozyten im Darm 3.

Im Modell dieser Arbeit wurden die Tiere erst nach einer 24-stiindigen Sepsisentwick-
lung hyperkapnisch beatmet. Dabei zeigen sich in den Ergebnissen weder hinsichtlich der
Myeloperoxidase-Aktivitit noch hinsichtlich der Anzahl der Neutrophilen Granulozyten in
der Leber Unterschiede zu den normokapnisch ventilierten Tieren. Das angewandte Modell
ist von besonderem klinischen Interesse, da viele Patienten bereits eine manifeste Infektion
entwickelt haben, bevor sie auf die Intensivstation aufgenommen und protektiven Beat-
mungsstrategien zugefiihrt werden. Die Ergebnisse dieser Arbeit decken sich mit den Re-
sultaten von Costello et al., bei denen es im Rahmen einer ldnger anhaltenden Sepsis und
bei hyperkapnischer Beatmung ebenfalls zu keinem Unterschied in der Anzahl der Neutro-
philen Granulozyten in der Lunge kam %

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war es, zu untersuchen, ob eine moderate Sepsis Verdn-

derungen der relativen Expression der miRNA-223 in der Leber hervorruft. Die miRNA-
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223 wird normalerweise als Knochenmarksspezifisch angesehen. Sie spielt dort eine ent-
scheidende Rolle in der Granulopoese *°. In einer schweren CLP-induzierten Sepsis konnte
dariiber hinaus gezeigt werden, dass es bei miRNA-223-Knockout-Méusen zu einer myo-
kardialen Depression kommt. Diese geht mit einer erhdhten Letalitit im Vergleich zu den
Wildtyp-Mausen einher. Als mogliche Erkldrungsansdtze werden eine erhdhte proinflamm-
atorische Zytokinproduktion und eine erhohte Myeloperoxidase-Aktivitit im Herzgewebe
als Zeichen eines vergroBerten Zellschadens angesehen *°. Johnnidis et al. konnten in einer
Studie demonstrieren, dass es bei miRNA-223-Knockout-M&usen nach einer schweren En-
dotoxdmie zusétzlich zu groBeren Muskel-, Nieren- und Leberschiden kommt. Es zeigten
sich auch mehr Hepatozytennekrosen im Vergleich zu den Wildtyp-Méusen 7.
Demgegeniiber zeigen die Ergebnisse dieser Arbeit, dass eine moderate Sepsis nicht zu
Verdnderungen in der relativen Expression von miRNA-223 in der Leber fiihrt. Dies unter-
stlitzt die Hypothese, dass die miRNA-223 ihre feinregulierende Rolle beziiglich der Ent-
ziindungsantwort vor allem in einer schweren Sepsis ausiibt *’. Zudem deckt sich dies mit
klinischen Hinweisen, die zeigen, dass miRNA-223-Serumspiegel bei nicht-iiberlebenden
septischen Patienten im Vergleich zu iiberlebenden Patienten signifikant reduziert sind .
Die Auswirkungen einer moderaten Hyperkapnie auf die relative Expression der
miRNA-223 in der Leber wurden in dieser Arbeit erstmals untersucht. Diese Arbeit zeigt,
dass die moderate Hyperkapnie in einer moderaten Sepsis keine Auswirkungen auf die rela-

tive Expression der miRNA-223 in der Leber hat.

5.2 Klinischer Bezug

Lungen-protektive Beatmungsformen, die integraler Bestandteil der Therapie von Pati-
enten mit einer Sepsis und einem ARDS sind, konnen durch niedrige Tidalvolumina zu
einer permissiven Hyperkapnie fiihren 2. In einer anderen Untersuchung am Modell dieser
Arbeit konnte gezeigt werden, dass diese moderate Hyperkapnie nicht nur geduldeter Ne-
beneffekt von Lungen-protektiven Beatmungsformen sein kann, sondern auch die Chance
bietet, die Oxygenierung der intestinalen Mukosa zu verbessern und auf diese Weise mog-
licherweise auch die intestinale Barrierefunktion '8, Dies ist von besonderem klinischen
Interesse, da die Integritdt der Darmmukosa entscheidend ist, um den Progress der Sepsis
nicht durch iibertretende Bakterien und bakterielle Toxine weiter voranzutreiben ®'.

In der letzten Zeit sind allerdings Bedenken hinsichtlich mdglicher Nebenwirkungen ei-
ner moderaten Hyperkapnie wihrend einer Sepsis aufgekommen. So fiihrte eine moderate

Hyperkapnie zu einem vermehrten Bakterienwachstum und einer verminderten Reparatur
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von pulmonalen epithelialen Schiden ® . In anderen Untersuchungen reduzierte eine mo-
derate Hyperkapnie im Langzeitverlauf der Sepsis den Oxidative Burst von Neutrophilen
Granulozyten und schwichte die systemische Zytokinantwort ab, am ehesten im Sinne ei-
ner antiinflammatorischen Wirkung 2¢. Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen jedoch, dass
eine kurzzeitige moderate Hyperkapnie im Rahmen einer moderaten systemischen Sepsis
auch nach 24 Stunden keinen Einfluss auf die systemische Zytokinantwort und die Aktivitat
der Neutrophilen Granulozyten in der Leber hat. Daher scheint die kurzzeitige moderate
Hyperkapnie in einer moderaten Sepsis keine beeintrachtigenden systemischen oder hepati-
schen Effekte zu induzieren, die einer moglicherweise gilinstigen Wirkung auf die intestina-
le Oxygenierung gegeniiberstehen.

Dariiber hinaus miissen jedoch weitere Untersuchungen zeigen, welche Effekte eine
prolongierte moderate Hyperkapnie bei fulminanter Sepsis hat, und zwar sowohl auf die
systemischen Zytokinspiegel als auch auf die lokale Inflammation der Leber sowie insbe-

sondere des Darms, welcher eines der zentralen Organe in einer Sepsis darstellt.

6. Schlussfolgerung

Diese Arbeit zeigt, dass mittels einer CASP-Operation mit kleinem Stent reproduzierbar
eine moderate Sepsis induziert und eine Inflammation der Leber getriggert werden kann.
Eine zusétzliche moderate Hyperkapnie, die geeignet ist, die mikrozirkulatorische Oxyge-
nierung der intestinalen Mukosa aufrechtzuerhalten, hat keinen Einfluss auf die systemi-
schen und lokalen Entziindungsfolgen in einer moderaten Sepsis. Allem Anschein nach ist

also eine permissive Hyperkapnie in diesem Zusammenhang fiir die Immunfunktion un-

schadlich.
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8. Anhang

8.1 Material und Geriite des tierexperimentellen Versuchsteils

Aufzeichnung himodynamischer und

respiratorischer Variablen

Powerlab, ADInstruments, Castle Hill, Aus-
tralien

Software: Chart v5 fiir Windows, AD In-
struments GmbH, PowerLab®, Spechbach,
Deutschland

Beatmungsgeriit Inspira asv, Harvard Apparatus, Holliston,
Massachusetts, USA
Blutgasanalyseger:it ABL 715, Radiometer, Kopenhagen, Da-

nemark

Buprenorphin s.c.

Temgesic®, Reckitt Benckiser, Mannheim,

Deutschland

Darmannaht monofil, nicht resorbierbarer Faden 6-0
Ethicon Prolene®, Ethicon Inc, Somerville,
USA, EH7403

EDTA Rohrchen EDTA Mikrogefal3, Sarstedt, Niirnbrecht,
Deutschland

etCO2 Messgerit Capnograph Typ 340, Hugo Sachs Elektro-

nik, March-Hugstetten, Deutschland

Gould Statham Druckwandler

P23ID, GOULD, Elk Grove, USA

Hyperkapnisches Atemgas

Linde Gruppe, Leuna, Deutschland

Kochsalzlosung Fresenius Kabi Deutschland GmbH, Bad
Homburg, Deutschland

Lochtuch Foliodrape®, Paul Hartmann AG, Heiden-
heim, Deutschland, No. 254307

Maske Henry Schein Medical GmbH, Hamburg,

Deutschland, No. 730-240

Normokapnisches Atemgas (Sauerstoff +

Stickstoff)

Linde Gruppe, Leuna, Deutschland

Pancuronium

Pancuronium Inresa, Inresa Arzneimittel

GmbH, Freiburg, Deutschland
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Pentobarbital

Narcoren®, Pentobarbital-
Injektionslosung fiir Tiere, Merial GmbH,

Halbergmoos, Deutschland

Peripher venoser Katheter

18G PP Brauniile MT® (REF 4206142) B.

Braun  Melsungen AG, Melsungen,
Deutschland
Resorbierbarer Faden 4-0 Ethicon Vicryl Plus®, Johnson-

Johnson, Neuss, Deutschland, VCP304

Ringerlosung B. Braun Melsungen AG, Melsungen
Deutschland, Zul.-Nr.: 6737462.00.01
Sevofluran Sevorane®, Abbott GmbH & Co. KG,

Wiesbaden, Deutschland

Thermometer zur rektalen Temperatur-

GTH 1160, Greisinger Electronic GmbH,

kontrolle Temperaturmessung, Regenstauf, Deutsch-
land

Trachealnaht Resorba®, Niirnberg, Deutschland, Polyes-
ter 1.5 EP, 4-0 USP

Tubus 16G FEP Vasofix®, B. Braun Melsungen
AG, Melsungen, Deutschland, REF
4268172S-01 ohne Stahlmandrin

Wirmematte Julabo 6, Julabo Labortechnik GmbH, Seel-

bach, Deutschland

8.2 Chemikalien und Reagenzien des laborexperimentellen Versuchsteils

Die nachfolgend benannten Chemikalien, Reagenzien und Losungen waren in p.A. Qua-

litat.

3-MOPS 200 mmol/l Pufferran® > 99 %,

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Agarose NEEO Ultra-Qualitit (Ro- | Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
ti®garose) Deutschland
Aqua dest. Merck, Darmstadt, Deutschland

Bromphenolblau Na-Salz

Merck, Darmstadt, Deutschland

Chloralhydrat

Merck, Darmstadt, Deutschland
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Chloroform

VWR International S.A.S., Fontenay-sous-
Bois, Frankreich

Citronensiure-Monohydrat

Merck, Darmstadt, Deutschland

DEPC

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Di-Natriumhydrogenphosphat

Merck, Darmstadt, Deutschland

Dimethylformamid

Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis MO,
USA

EDTA-Na-Salz

Sigma Ultra, Miinchen, Deutschland

Essigsiure (= Eisessig), 100 % wasserfrei

Sigma Ultra, Miinchen, Deutschland

Ethanol unvergillt 75 %

Zentralapotheke, Heinrich-Heine-

Universitit Diisseldorf, Deutschland

Ethidiumbromid

Sigma Ultra, Miinchen, Deutschland

FBS

Biochrom AG, Berlin, Deutschland

Fliissiger Stickstoff

Linde, Duisburg, Deutschland

Formaldehyd 37 %

Merck, Darmstadt, Deutschland

Formamid

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Glycerol (fiir molekulare Biologie)

Sigma Ultra, Miinchen, Deutschland

H20: Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis MO,
USA
Himatoxylin Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis MO,

USA

Hexadecyltrimethylammonium bromide

Merck, Darmstadt, Deutschland

Isopropylalkohol

Zentralapotheke, Heinrich-Heine-

Universitit Diisseldorf, Deutschland

Kaliumaluminiumsulfat

Merck, Darmstadt, Deutschland

Kaliumchlorid

Merck, Darmstadt, Deutschland

Kaliumdihydrogenphosphat

Merck, Darmstadt, Deutschland

Kaliumdihydroxyphosphat

Merck, Darmstadt, Deutschland

Konzentrierte Salzsaure 37 %

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Naphthol-ASD-Chloroazetat

Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis MO,
USA
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Natriumchlorid

Merck, Darmstadt, Deutschland

Natriumdihydrogenphosphat

Merck, Darmstadt, Deutschland

Natriumhydrogenkarbonat

Merck, Darmstadt, Deutschland

Natriumhydroxid Plidtzchen

Merck, Darmstadt, Deutschland

Natrium-Jodat

Merck, Darmstadt, Deutschland

Natriumkarbonat

Merck, Darmstadt, Deutschland

Natriumnitrit 4 % in Wasser

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Paraformaldehyd

Merck, Darmstadt, Deutschland

Pararosanilin-HC1 4 %

Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis MO,
USA

RNase freies Wasser

Promega, Mannheim, Deutschland

Schwefelsiaure

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Sodium acetate

Sigma Ultra, Miinchen, Deutschland

Tetramethylbenzidin (16 mmol/l)
0,0039 ¢ TMB / 1 ml DMSO Dimethylsul-
foxid

Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis MO,
USA

Tris HC1 Sigma Ultra, Miinchen, Deutschland
TRIzol® Reagent Invitrogen Corporation, Carlsbad, USA
Tween-20 Merck, Darmstadt, Deutschland

8.3 Kits des laborexperimentellen Versuchsteils

ELISA-Kit

BD Opt EIA, BD Biosciences, San Diego,
USA

TNF-a ELISA Set fiir Ratte; Artikel-Nr.
#558535

IL-10 ELISA Set fiir Ratte; Artikel-Nr.
#555134

IL-6 ELISA Set fiir Ratte; Artikel-Nr.
#550319

miRNA-223 Primer 5x

Artikel.-Nr. #000526, Applied Biosystems,
Carlsbad, USA
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MPO-Standard, von Humanen Leukozy-
ten (0,033 mg Protein, 382 Units / mg)

Sigma Life Science, St. Louis, USA

RealTime Master Mix (enthilt ANTP
Mix, Multiscribe RT Enzyme, 10x RT
Puffer, RNase Inhibitor)

TagMan ® MicroRNA Reverse-
Transkriptions-Kit Part. Artikel-Nr.
#4366596, Applied Biosystems, Carlsbad,
USA

TaqMan MicroRNA Assay 20x

Artikel-Nr. #4427975, Applied Biosystems,
Carlsbad, USA

TaqMan 2x Universal PCR Master Mix

TagMan® Universal PCR Master Mix, No
AmpErase®, Artikel-Nr. #4364341, Ap-
plied Biosystems, Carlsbad, USA

U6 Primer 5x

Artikel.-Nr. #001973, Applied Biosystems,
Carlsbad, USA

8.4 Puffer und Losungen des laborexperimentellen Versuchsteils

1 x FA gel running buffer

100 ml 10x FA gel buffer
20 ml Formaldehyd
880 ml DEPC-Wasser

10 x FA gel buffer (pH 7,0)

200 mmol/l 3-MOPS

50 mmol/l Natriumacetat
10 mmol/l EDTA

in 1000 ml DEPC-Wasser

ASD Firbelosung

400 pl ASD-A Stammldsung

1,2 ml ASD-B Stammldsung

Beide wurden gemischt und so viel ASD-B
hinzugegeben, bis die Losung gelb wurde.
1 Minute stehen gelassen, mit 200 ml
0,01 mol/l PBS aufgefiillt und mit konzen-
trierter Salzsdure auf pH 6,3 eingestellt.
Dann wurden 400 pl ASD-C Stammldsung

hinzugegeben und alles kurz gemischt.
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ASD-A Stammlosung

0,5 g Pararosanilin-HCI auf 10 ml Aqua
dest.

2,5 ml konzentrierte Salzsdure

Bestandteile wurden unter Erwdrmung ge-

16st, abgekiihlt und gefiltert.

ASD-B Stammlosung

0,1 g Natriumnitrit in 2,5 ml Aqua dest.

ASD-C Stammlosung

1 g Naphthol-ASD-Chloroazetat
10 ml Dimethylformamid

Assay Diluent

FBS 10 % in PBS, pH 7,0

Coating Puffer

TNF-a: (Natriumkarbonat = 0,1 mol/l, pH
9,5) 1,8 g Natriumkarbonat, 4,2 g Natrium-
hydrogenkarbonat in 0,5 1 Aqua dest.
IL-10: (Natriumphosphat = 0,2 mol/l, pH
6,5) 11,8 g Di-Natriumhydrogenphosphat,
16,1 g Natriumdihydrogenphosphat in 1 1
Aqua dest.

IL-6: (Natriumkarbonat = 0,1 mol/l, pH 9,5)
1,59 g Natriumkarbonat, 7,13 g Natrium-
hydrogenkarbonat in 1 1 Aqua dest.

Ethidiumbromidlésung

5 mg/ml in autoklaviertem PBS

Hiamalaun

1 g Hamatoxylin in 1 I Aqua dest.
0,2 g Natrium-Jodat

50 g Kaliumaluminiumsulfat

50 g Chloralhydrat

1 g Citronensdure-Monohydrat

Loading Buffer

0,75 ml Formamid

0,15 ml 10 x FA-buffer

0,24 ml Formaldehyd

0,1 ml H.O

0,1 ml Glycerol

0,06 ml 1 %iges Bromphenolblau
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Paraformaldehyd 4 %

4 g Paraformaldehyd wurden in 50 ml Aqua
dest. bis 60 °C erwédrmt, mit Natriumhydro-
xid geklart, dann wurden 20 ml phosphat-
gepufferte  Stammldsung hinzugegeben,
alles auf pH 7,4 titriert und auf 100 ml mit
Aqua dest. aufgefiillt und anschlieend ge-
filtert.

PBS (0,15 mmol/l, pH 7,2)

8,0 g/l Natriumchlorid , 0,2 g/l Kaliumchlo-
rid, 1,16 g/l Dinatriumhydrogenphosphat,
0,2 g/l Kaliumdihydrogenphosphat

Phosphatgepufferte Stammlosung

800 ml Dinatriumhydrogenphosphat
0,5 mol/l
200 ml Natriumdihydrogenphosphat
0,5 mol/l

Phosphatpuffer 1 (50 mmol/l, pH 6,0)

0,681 g Kaliumdihydroxyphosphat / 100 ml
Aqua dest. + 0,5 % Hexadecyltrime-

thylammonium bromide

Phosphatpuffer 2 (80 mmol/l, pH 5.4)

1,09 g Kaliumdihydroxyphosphat / 100 ml

Aqua dest.
Stopplosung ELISA Schwefelsdure (1 mol/l)
Substratlosung ELISA Tetramethylbenzidin Substrat Reagent Set,

BD Biosciences, San Diego, USA

TAE Stocklosung (pH 8,4-8,5)

Sigma 7-9 0,04 mol/l
EDTA Na-Salz 1 mmol/l
Eisessig

Wasser ad 1 1, dann autoklavieren.

Tris HCL 0.01 mol/l Tris HCL, pH 7,5
Wasser ad 1 1, dann autoklavieren.
Waschpuffer Tween-20 0,05 % in PBS

Working Detector IL-10

Detektionsantikorper 1:250 in Assay Dilu-
ent verdiinnen. Enzym-Reagenz 1:250 in
der Detektionsantikdrper-Losung

verdiunnen.
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8.5 Material und Geriite des laborexperimentellen Versuchsteils

Aquatex Eindeckmittel Merck, Darmstadt, Deutschland

DakoPen DakoCytomation Pen, Dako, Hamburg,
Deutschland

Eismaschine AF 80, Scotsman, Mailand, Italien

Elektrophoresekammer

Agarose Gel Kammern PM-Serie, LTF La-
bortechnik, Wasserburg, Deutschland

Filter

Schleicher & Schuell Faltenfilter, Dassel,
Deutschland

Folie fiir Wellplatten

Klebefolie, Sarstedt, Niirnbrecht, Deutsch-
land

Geldokumentation

Dunkelkammer: DeVision, Decon Science
Tec, Hohengandern, Deutschland

Kamera: Coolsnap HQ2, Photometrics,
Tucson, USA

Software: GelPro Analyzer v6.0.0.349, Me-
dia Cybermetics Inc., Bethesda, USA

Heizblock

Neo Block Heizer Duo 2-2504, neoLab,
Heidelberg, Deutschland

Homogenisierstation

Dispergierstation T 8.10 mit Metallpotter,
IKA Labortechnik, Staufen, Deutschland

Kryostat

Leica CM 30508, Leica Biosystems, Wetz-
lar, Deutschland

Lichtmikroskop

Leica DMLB mit Kalibierungsobjekttrager,
Kamera: Leica DFC 420C

Software: Leica Application Suite V 2.5;
Leica, Wetzlar, Deutschland

Mikrotiterplatten

Nunc-Immuno Platte - Maxi Sorp Surface
96 Well, Nunc A/S, Roskilde, Danemark
Klebefolie, Nunc A/S, Roskilde, Ddnemark

Multi-Detektions-Plattenlesegerit

BioTek Synergy 2 mit Software Gen5™

Version 1.11, BioTek, Winooski, USA
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Mikrowelle

NN-T251W, Panasonic, Hamburg, Deutsch-
land

Nanodrop™ 1000 Spektrophotometer

Thermo Scientific, Wilmington, USA

Objekttriager

HistoBond® Objekttriger, Marienfeld, Lau-
da-Ko6nigshofen, Deutschland

PCR-Wellplatten

96 Well Multiply® PCR Plate, Sarstedt,
Niirnbrecht, Deutschland

pH-Meter

Digital-pH-Meter 646, Laborausriistung
Klees, Diisseldorf, Deutschland

Real-Time-Cycler

7300 Real-Time-PCR-System, Applied Bi-
osystems, Lincoln, USA
Software: 7300 Sequence Detection Soft-

ware vl .4

Schiittelapparat

GFL 3011, GFL, Burgwedel, Deutschland

Statistiksoftware und graphische Darstel-
lung

GraphPad Prism Version 6, GraphPad
Software, Inc., La Jolla, USA
miRNA-223: GenEx Version 5, MultiD,
Goteborg, Schweden

Stromnetzteil fiir Elektrophoresekammer

Consort E143, Sigma, Miinchen, Deutsch-
land

Thermocycler

C1000 Thermalcycler, BIO-RAD, Miin-

chen, Deutschland

Tissue Tek®

Tissue-Tek® O.C.T™, Sakura Finetek,
Alphen aan den Rijn, Niederlande

Ultraschallbad Bandelin Sonorex RK255H, Bandelin, Ber-
lin, Deutschland

Vortexgerit Vortex Genie Mixer 1, Scientific Industries,
New York, USA

Waage LA230S, Sartorius, Gottingen, Deutschland

Zentrifuge grofy

Eppendorf Zentrifuge 5810R, Eppendorf,
Hamburg, Deutschland

Zentrifuge klein

Eppendorf Zentrifuge 5417R, Eppendorf,
Hamburg, Deutschland
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8.6 Zusammenstellung der nicht eingeschlossenen Versuche

Anzahl

Begrindung

13
11

(VST NS T \O R VS V) BV

Nicht beendete Versuche bei Gewebespektrometriefehlern
Protokollentwicklung und -anpassung

Tiere sind bei Narkoseinduktion verstorben

Beatmungsfehler (z.B. Beatmungsgeritfehler, Mukuspfropf in Tubus)
pCO» auBBerhalb des Zielbereichs

Tiere sind im Rahmen der Sepsis verstorben

Tiere sind in der Baselinephase verstorben

Behandlungsfehler

Tier ist bei der CASP-OP verstorben

abdominelle Blutung bei Gewebespektrometrie
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8.7 Septic rat severity scoring system

Untersuchungsbogen
Experiment: OP Datum:
Stentdurchmesser: G Ratte-Nr: Stentimplantation: Uhr
Klinische Untersuchung:
Uhrzeit

Ergebnis Beurteilung
Korperge- 1. praop. Gewicht (pG) g A% <5 =0P
wicht 2. Momentanwert (mW) g A% <15=1P

3. A=% des mW vom pG A% A% <20=2P

Sh=__ g 15%=__ g A%>20=3P
Erscheinung 1. normale Erscheinung, Fell anliegend, sauber =0P

geputzt

2. geringes Pflegedefizit, Fell gestraubt =1P

3. zunehmendes Pflegedef., Rander an Au- —2P

ge/Anus

4. deutliches Pflegedef., Augen verklebt, Einstreu | —, 3 p

haftet am Anus
Verhalten 1. Ratte (R) erkundet Kifig, aktiv =0P
spontan 2. R sitzt auf einer Stelle, Ganzkorperbewegung = 1P

vorhanden

3. buckelige Haltung, schwankender Gang —=2P

4. immobil, Seitenlage —~3P
Verhalten 1. R flieht bei Kéfigoffnung, starker Muskeltonus | = 0 P
provoziert 2. R flieht erst bei Anndherung der Hand =1P

3. R flieht erst bei Beriihrung —2P

4. Fluchtreflex erloschen —~3P
Atemfre- 1. préop. Wert (pW) 1/s A% <10=0P
quenz 2. Momentanwert (mW) _ 1/s A% <20=1P

3. A=% des mW vom pW __ A% A% <50=>2P

A% >50=3P

Exp. Nein =0P
Atemge- Ja =1P
rdusch
Abd.- 1. kein Druckschmerz bei AP, weiches Abdomen | = 0 P
palpation 2. geringe Reaktion auf AP, weiches Abdomen =1P

3. deutliche Schmerzzeichen auf AP, abd. Resis- | — 2 p

tenz

4. deutl. Schmerzzeichen auf AP, hartes Abdo- —~ 3P

men
Kotbeschaf- 1. viel normaler Kot im Kéfig, koten wéhrend der | = 0 P
fenheit Untersuchung

2. viel Kot im Kifig, Kot blutig, dinnfliissig oder | — 1 P

schleimig

3. kein Kot im Kéfig —=2P
Auswertung:

Erklérung: bewertet wird jeweils nur einmal die maximal erreichte Punktzahl pro Katego-
rie. Ist in wenigstens zwei Kategorien die maximal erreichbare Punktzahl von 3 Punkten
erreicht, werden alle 3-Punkte Werte auf 4 Punkte aufgewertet. Die Gabe von Schmerzmit-
tel wird durch Umkreisung dokumentiert. Opferung des Tieres bei 12 und mehr Punkten!

Untersucher

Obduktionsbefund:
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