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1 Einleitung
1.1 Epidemiologie und Komplikationen viszeralchirurgischer Operationen

Viszeralchirurgische Eingriffe, also all jene Operationen, die im Bereich des Verdauungssystems
durchgefiihrt werden, sind in Deutschland in den meisten Krankenhausern Teil der alltaglichen
Routine. In den letzten Jahren kam es zu einer stetigen Zunahme der viszeralchirurgischen
Eingriffe, wobei im Jahr 2018 hierzulande circa 2,6 Millionen Operationen am Verdauungstrakt
durchgefiihrt wurden, was etwa 15 % der chirurgischen Prozeduren entspricht [4]. Das Spektrum
der Viszeralchirurgie ist dabei ein sehr vielfdltiges, welches verhaltnismaRig unkomplizierte
Eingriffe wie Leistenhernien-Operationen genauso beinhaltet wie hochspezialisierte onkologische
Operationen bei Darm- und Pankreaskarzinomen. Die gesamte Viszeralchirurgie weist eine
Mortalitatsrate von 1,9 % im Krankenhaus auf [5], aber auch eine deutliche Morbiditat geht mit
viszeralchirurgischen Operationen einher. Baum et al. fiihrten eine deutschlandweite Analyse der
viszeralchirurgischen Operationen zwischen 2009 und 2015 durch und zeigten, dass
schwerwiegende Komplikationen wie die Entwicklung einer Sepsis in 4,3 % der Falle, einer
Peritonitis in 3,2 % der Falle und eine Uber 48 Stunden prolongierte Beatmung bei 3,2 % der
Operationen auftraten [5]. Diese Mortalitats- und Komplikationsraten sind lber alle Schweregrade
der Eingriffe gemittelt, aber eine Untergruppenanalyse zeigte, dass komplexe Operationen wie
zum Beispiel Gastrektomien Mortalitdten bis zu 11,9 % aufwiesen. Trotz diesem nicht zu
vernachldassigendem Risiko fir Komplikationen, auch bis hin zum Tod, sind haufig operative
Eingriffe die besten Behandlungsansatze, sodass die Notwendigkeit besteht, die Therapie sicherer

zu machen.
1.2 Modelle der Reaktion des Immunsystems auf ein Trauma

Jede Operation stellt eine Verletzung der Integritdt des Korpers dar, was diesen bedroht. In diesem
Zusammenhang ist es erstmal weitgehend unerheblich, ob dieses Trauma chirurgisch oder im
Rahmen eines Unfalls entstanden ist, da die Reaktion des Korpers vergleichbar ist [6]. Darliber
hinaus lasst sich diese auch im Zuge einer Sepsis beobachten [6]. In der posttraumatischen Phase
hat das Immunsystem vielfaltige Aufgaben, um die Homoostase des Korpers zu gewahrleisten. Das
Ziel ist, dass die Wundheilung adaquat ablauft und wahrenddessen schadigende Einfllisse, zum
Beispiel durch Mikroorganismen, vermieden werden.

Ausloser der Immunreaktion konnen zweierlei Molekiilgruppen sein. Bei einem sterilen Trauma
werden sogenannten damage-associated molecular patterns (DAMP) aus geschadigten Zellen
freigesetzt oder sezerniert, wohingegen Pathogene sogenannte pathogene-associated mollecular

patterns (PAMP) aufweisen [7]. Diese beiden Molekilgruppen werden von gleichartigen
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Mustererkennungsrezeptoren (pattern recognition receptors) erkannt und l6sen Uber eine
Kaskade die Immunreaktion aus [7]. Dieses erklart auch, wieso eine Vielzahl an infektiosen und
nicht-infektiosen Reizen eine gleichartige Immunantwort auslost.

Klassischerweise teilt man diese Immunreaktion in zwei Phasen auf, was in Abbildung 1 dargestellt
ist. Die erste Phase ist das systemic inflammatory response syndrome (SIRS), welches eine
hyperinflammatorische Reaktion darstellt. Das SIRS wurde im Rahmen der ersten Sepsis-
Konsensusdefinition von Bone et al. als typische proinflammatorische Reaktion des Immunsystems
auf einen Vielzahl an Stimuli beschrieben und mithilfe von klinisch einfach erhebbaren Parametern
definiert [8]. Eine Ubersicht der SIRS-Kriterien nach erster Sepsisdefinition [8] ist in Tabelle 1 zu

finden.

Tabelle 1 SIRS-Kriterien nach Bone et al. [8]

Parameter Auspragung

Kérpertemperatur 238 °Coder<36 °C

Herzfrequenz >90/ min
Atemfrequenz > 20 / min oder Hyperventilation bestatigt durch eine Blutgasanalyse
Blutbild Leukozyten > 12000/ pl oder < 4000/ pul oder >10% unreife Neutrophile im

Differentialblutbild

Auch wenn nach neuster Sepsisdefiniton die SIRS-Kriterien in ihrer Bedeutung verloren haben [9],
so ist das SIRS immer noch ein Indiz fiir eine schwere Erkrankung des Korpers mit grollen
Herausforderungen fir das Immunsystem [10]. Diese Reaktion ist essentiell und dient der
effektiven Pathogenabwehr, kann aber auch entgleisen und ein Multiorganversagen mit
Todesfolge verursachen [8].

Als Gegenreaktion zum SIRS wird eine folgende antiinflammatorische Reaktion angesehen, die
Bone et al. mit dem Begriff des compensatory antiinflammatory response syndrome (CARS)
benannten [11]. Klassischerweise sah man in diesem die Moglichkeit, eine UberschielRende
proinflammatorische Reaktion zu verhindern, was aber mit der Gefahr einer Immunparalyse und

erhohter Infektanfalligkeit einhergehe [1].
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Proinflammation

§

SIRS

CARS Zeitachse

Antiinflammation

Abbildung 1 Schematische Darstellung der Immunreaktion durch ein chirurgisches Trauma

Abgewandelte Darstellung nach [1]. Ein chirurgisches Trauma (Dargestellt durch den Blitz) fiihrt zu einer
zweiphasigen Immunreaktion mit Uberlappungen. Die initiale Reaktion ist das systemic inflammatory
response syndrome (SIRS) mit proinflammatorischen Eigenschaften, welches durch das compensatory
antiinflammatory response syndrome (QAR§) mit antiinflammatorischen Eigenschaften erganzt wird.

-

einsetzt, ist heutzutage nicht mehr haltbar. Im Jahr 2011 zeigten Xiao et al., dass nach einem
ausgepragten Trauma und bei der Bekdmpfung von Infektionen sowohl die Expression von Genen
des SIRS als auch von Genen des CARS schnell gesteigert wird [12]. Das von ihnen vorgeschlagene
Modell mit dem gleichzeitigen Einsetzen der pro- und antiinflammatorischen Reaktion wurde von
Gentile et al. weiterentwickelt. Diese beobachteten, dass Patienten Dank der heutigen
Moglichkeiten der Intensivmedizin zwar haufig die kritische erste Phase der Inflammation
Uberleben, aber eine prolongierte Rekonvaleszenz haben mit sowohl pro- als auch
antiinflammatorischen Episoden und deutlichem Katabolismus. Um dieses Syndrom zu
beschreiben, pragten sie den Begriff des Syndroms der persistierenden Entziindung,
Immunsuppression und des persistierenden Katabolismus (PICS — persistent
inflammation/immunosuppression catabolism syndrome), welches mit einer verldngerten
Behandlungsdauer, vermehrten sekundaren Infektionen und erhdohter Mortalitat einhergeht [2].

Die optimale Behandlung von Patienten mit PICS ist aktuell noch unklar [2].
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Zwar ist die Modellvorstellung der Immunantwort nach einem Trauma im Wandel, aber dennoch
sind verschiedene Aspekte der postoperativen Immunreaktion beschrieben, auch wenn oft der
pathophysiologische Hintergrund unklar bleibt.

Es konnte gezeigt werden, dass jedes Trauma oder jede Operation eine Stressreaktion hervorruft
mit vermehrter Freisetzung von Glucocorticoiden [13], welche durch proinflammatorische
Zytokine verstarkt wird. Die proinflammatorische Reaktion ist gepragt durch die Freisetzung von
proinflammatorischen Zytokinen wie Tumornekrosefaktor-a (TNF-a), Interleukin- (IL-) 1, IL-6 oder
Interferon-y (INF-y) [14]. Das angeborene Immunsystem reagiert Gberdies friihzeitig mit einem
Anstieg der neutrophilen Granulozyten und Zellen des Monozyten-Makrophagen-Systems [15].
Bekannte immunsuppressive Faktoren nach chirurgischen Eingriffen oder Traumata sind eine
erhohte Apoptose von T-Zellen [16] mit einer Verschiebung in Richtung regulatorisch wirkender T-
Zellen, die vor allem eine Immunhomoostase sichern sollen [17]. IL-10 wird vermehrt
ausgeschittet und wirkt antiinflammatorisch (iber die Verringerung der Produktion
proinflammatorischer Zytokine, einer Begrenzung der Phagozytoseaktivitat und der Reduktion der
Antigenprasentation [18]. Die Kapazitat der Antigenprasentation lasst sich durch die Expression
des humanen Leukozytenantigens DR (HLA-DR), beziehungsweise des Major Histocompatibility
Complex Class Il (MHCII), auf Monozyten darstellen, wobei eine verringerte Expression mit der
Wahrscheinlichkeit einer Sepsisentwicklung und Komplikationen korreliert [19, 20]. AuBerdem
konnten Lachmann et al. zeigen, dass Monozyten auf einen zweiten Stimulus keine adaquate
Zytokinproduktion ausfiihrten, um diesem zu begegnen, sie waren also anerg [21]. Auch die
MHCII-Expression auf dendritischen Zellen ist eingeschrankt [22]. Aus der Sepsisforschung ist
bekannt, dass der Tryptophankatabolismus mit dem Schliisselenzym Indolamin-2,3-Dioxygenase
(IDO), immunmodulatorisch wirkt [23], wobei dies bisher noch nicht fiir operative Traumata
Uberprift wurde. Insgesamt zeigen die vorliegenden Studien haufig nur einen kleinen Ausschnitt
der stattfindenden Immunreaktion, sodass eine allumfassendere Analyse dieser notig ist.

Das Verstandnis der Pathophysiologie der postoperativen Immunalterationen ist wichtig, um eine
optimale Therapie zu entwickeln, da geschéatzt wird, dass 2018 immer noch weltweit circa 8
Millionen Menschen an den Folgen einer Operation verstarben [24]. Erste vielversprechende
Therapiestrategien in vivo sind unter anderem die Gabe von Granulozyten-Monozyten Kolonie-
stimulierenden Faktor (GM-CSF) [25], INF-y [26] und eine perioperative Immunonutrition [27].
Dennoch muss betont werden, dass bisherigen Versuche der Behandlung der Immundysfunktion
noch zu keinen allgemeingililtigen Therapieempfehlungen fiihrten, da hé&ufig groR angelegte,

randomisierte, doppelblinde Studien fehlen.
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2 Ziele der Arbeit

Die vorliegende Dissertation hat zum Ziel, die Immundysfunktion nach einem viszeralchirurgischen
Eingriff bei Mausen Uber einen Zeitraum von drei bis 72 Stunden zu analysieren, um zu
untersuchen, ob diese vergleichbar mit der humanen Immunreaktion ist. Hierbei werden sowohl
Aspekte des angeborenen und erworbenen Immunsystems als auch des Tryptophankatabolismus
genauer beschrieben. Ein besonderes Augenmerk liegt auf der Kinetik der Immunreaktionen,
damit man eine primdre pro- und antiinflammatorische Reaktion trennen kann, da dies
voraussichtlich therapeutische Konsequenzen hat. Die Frage, ob der Ausloser der Immunreaktion
ein septischer oder aseptischer Stimulus ist, muss beantwortet werden, um die Notwendigkeit
einer antibiotischen Therapie zu evaluieren.

Darlber hinaus soll untersucht werden, inwiefern die Manipulation des Darmes eine zusatzliche
Alterationen des Immunsystems auslost, die nicht durch die Andsthesie und den Hautschnitt
erklarbar ist, weswegen als Vergleichsgruppe sowohl unbehandelte als auch laparotomierte Tiere
genutzt werden.

Langfristig soll ein valides Tiermodell der postoperativen Immunalterationen erzeugt werden,
welches einerseits die Grundlagenforschung der Immundysfunktion erlaubt und andererseits

genutzt werden kann, um therapeutische Strategien zu entwickeln.
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3 Material

3.1 Laborgerite

Laborgerat

Hersteller

Analysenwaage BP 110 S

Sartorius AG, Gottingen

Autoklav

Systec GmbH, Wettenberg

Becherglaser

Kavalierglass, Prag (Tschechische Republik)

CO2-Inkubator CB 150

Binder GmbH, Tuttlingen

Digitalwaage PT1200

Sartorius AG, Gottingen

Durchflusszytometer LSR I

Becton Dickinson, New Jersey (USA)

Eismaschine

Manitowoc Foodservice, New Port Richey (USA)

ELISA-Reader Tecan Infinite M200 Pro

Tecan, Mannedorf (Schweiz)

Kahlschrank (4 °C)

Liebherr-International Deutschland GmbH, Biberach an

der RiR3

Infrarotlichtlampe LPB 300

interHeat, Seongnam (Korea)

Laborschittler S410

MLW, Leipzig

Mausinkubator Scantainer

Scanbur-BK, Karlslunde(Danemark)

Multipipette plus

Eppendorf, Hamburg

Pipetten

Eppendorf, Hamburg

Praparierbesteck

Schere, Pinzette, Nadelhalter

Aesculap, Tuttlingen

Precellys 24 Homogenisator

Bertin Instruments, Montigny-le-Bretonneux (Frankreich)

Sterilwerkbank
Safe 2020
Hera Save HS 12

Thermo Fisher Scientific, Waltham (USA)

Heraeus Instruments, Hanau

Thermometer AZ8851

AZ Instrument, Taichung City (Taiwan)

Thermometersonde RET-3

Physitemp Instruments, Clifton (USA)

Tiefkuhlschrank -80°C

Hans-siehe Schréder GmbH, Hamburg

Ultraschallgerat

VWR International, Radnor (USA)

Vet Scan HM5

Abraxis, Union City (USA)

Vortexer

VWR International, Radnor (USA)

Warmeplatte Thermolux

Witte + Sutor, Murrhardt

Zentrifugen
Biofuge fresco
Centrifuge 5415 R
Megafuge 1.0 R

Heraeus Instruments, Hanau
Eppendorf, Hamburg
Thermo Fisher Scientific, Waltham (USA)



3.2 Verbrauchsmaterialien

Material

Verbrauchsmaterial

Hersteller

96-Loch-Platten, Cellstar, U-Bottom

Greiner bio-one, Kremsmiinster (Osterrecih)

BD™ Columbia Agar

BD, Heidelberg

BD TruCOUNT™ Tubes

BD, Heidelberg

Chirurgisches Nahtmaterial
Polyester weilk 4/0
Coated Vicryl 5/0

Catgut GmbH, Markneukirchen

Ethicon Johnson&Johnson Medical GmbH, Norderstedt

EDTA Rohrchen (1,6 mg EDTA/mI Blut)

Sarstedt, Niimbrecht

End-to-End-Kapillare (20 pl, K2E)

Sarstedt, Niimbrecht

FACS™-R6hrchen

BD, Heidelberg

Falcon Réhrchen (15 ml / 50 ml)

BD, Heidelberg

Kantlen (20G)

BD, Heidelberg

Klebefolie fur Mikrotiterplatten

Excel Scientific, Wrightwood (USA)

Leukoplast

BSN Medical, Hannover

Lithium-Heparin 1,3 ml Microtubes

Sarstedt, Niimbrecht

Mullkompressen (5 x5 cm)

Fuhrmann GmbH, Much

Parafilm

Pechiney Plastic Packaging, Illinois (USA)

Peha-soft Nitril-Handschuhe

Hartmann, Heidenheim

Petrischalen (10 cm Durchmesser)

Greiner, Frickenhausen

Pipettenspitzen

Eppendorf, Hamburg

Precellys Ceramic Kit 1,4 / 2,8 mm
2 ml Tubes

Peqlab, Erlangen

ReaktionsgefaRe

0,5ml/1,5ml/2ml/5ml

Eppendorf, Hamburg

Spritzen
0,5 ml Tuberculin Syringe

1 ml Luer-Lok™

Syringe
1 ml Micro-Fine™ 29G
5 ml Luer Lock Solo

Braun INJEKT Spritzen (10 ml)

Becton Dickinson, New Jersey (USA)

BD, Heidelberg

BD Medical, Le Pont de Claix Cedex(Frankreich)
B. Braun Melsungen AG, Melsungen

B. Braun Melsungen AG, Melsungen

Tierfutter (M-Z Extrudat V1126)

ssniff Spezialdiaten GmbH, Soest

Wattestdabchen, steril

Heinz Herenz Medizinbedarf GmbH, Hamburg

Zellsieb (70 um)

BD, Heidelberg



Material

3.3 Reagenzien und Chemikalien

Reagenz / Chemikalie

Hersteller

Agua bidest.

B. Braun Melsungen AG, Melsungen

BD™ CompBeads

BD, Heidelberg

BD FACS™ Clean Solution

BD, Heidelberg

BD FACS Flow™ Sheath Fluid

BD, Heidelberg

BD FACS™ Rinse Solution

BD, Heidelberg

Ethanol 70%, MEK-vergallt

Universitatsapotheke, Greifswald

LPS E.coli 055:B5

Sigma-Aldrich, St. Luis (USA)

Natriumchlorid-L6sung, 0,9%

Berlin-Chemie, Berlin

PBS ohne Ca**/Mg?

Sigma-Aldrich, St. Luis (USA)

RBC Lyse-Puffer (10x)

Biolegend, San Diego (USA)

Vaseline elkos body

3.4 Puffer, Medien und Losungen

EDEKA Zentrale AG & Co KG, Hamburg

3.4.1 Narkose — Ketamin/Xylazin-Injektionslosung

Ingredienzien

Hersteller

8,5 ml Natriumchlorid-Losung 0,9 %

Berlin-Chemie, Berlin

1 ml Ketamin (100 mg/ml)

Selectavet Dr. Otto Fischer GmbH, Weyarn Hochzolling

0,5 ml Xylazin (20 mg/ml)

Selectavet Dr. Otto Fischer GmbH, Weyarn Hochzolling

Dosierung: 10 ul pro g KG

3.4.2 Medium fiir Splenozyten-Stimulation

Ingredienzien

Hersteller

RPMI 1640 + GlutaMAX

Life Technologies, Carlsbad (USA)

10 % FCS

Biochrom, Berlin

50 pl/ml Penicillin-Streptomycin

Life Technologies, Carlsbad (USA)

0,05 mM B-Mercaptoethanol

Life Technologies, Carlsbad (USA)

3.4.3 Puffer fiir die Durchflusszytometrie

Ingredienzien

Hersteller

PBS ohne Ca%* / Mg**

Sigma-Aldrich, St. Luis (USA)

2% FCS

Biochrom, Berlin

2 mM EDTA

200 mM, neolab Migge, Heidelberg



Material

3.5 Kits

Kit Hersteller Katalognummer

Maus/Ratte Soluble Protein Master Buffer Kit BD Heidelberg 558267

CBA FlexSet Maus IL-1 BD Heidelberg 560232

CBA FlexSet Maus IL-2 BD Heidelberg 558297

CBA FlexSet Maus IL-4 BD Heidelberg 558298

CBA FlexSet Maus IL-6 BD Heidelberg 558301

CBA FlexSet Maus IL-10 BD Heidelberg 558300

CBA FlexSet Maus IL-12p70 BD Heidelberg 558303

CBA FlexSet Maus IL-17A BD Heidelberg 560283

CBA FlexSet Maus TNF-a BD Heidelberg 558299

CBA FlexSet Maus INF-y BD Heidelberg 558296

HMGB1 ELISA IBL International GmbH, Hamburg ST51011

Corticosteron (Ratte/Maus) ELISA DRG Instruments GmbH, Marburg EIA-5186

Ratte Control (Fertility / Pregnancy) DRG Instruments GmbH, Marburg CTL-5262

3.6 Antikorper

Spezifitat Konjugat Wirt Isotyp Klon Konzentration Hersteller Verdiinnung
Biolegend

7-AAD 50 pg/mi
420403

Anti-Arm. &

Syrian Biotin 0,5 mg/ml BD 554010 1:200

Hamster I1G

B220 V500 Ratte IgG2a, k RA3-6B2 0,2 mg/ml BD 561226 1:50

CD3e V500 Hamster 1gG2,k  500A2 0,2 mg/ml BD 560771 1:50
Biolegend

CDh4 A700 Ratte IgG2a, k GK1.5 0,5 mg/ml 1:50
100536

CD4 FITC Ratte IgG2b, k L3T4 0,5 mg/ml BD 553729 1:50

CD4 PE Ratte IgG2a, k RMA4-5 0,2 mg/ml BD 553049 1:500
Biolegend

CD8a Biotin Ratte IgG2a,k 53-6.7 0,5 mg/ml 1:50
100704

APC- eBioscience
CD11b Ratte IgG2b, k. M1/70 0,2 mg/ml 1:50
A780 47-0112-82
CD11b V450 Ratte IgG2b, k M1/70 0,2 mg/ml BD 560455  1:200
Arm.
CD11c FITC IgG1,A2 HL3 0,5 mg/ml BD 557400 1:50
Hamster



Material

Spezifitat Konjugat Wirt Isotyp Klon Konzentration Hersteller Verdiinnung
eBioscience
CD19 A647 Ratte IgG2a, k eBiolD3 0,2 mg/ml 1:100
51-0193-82
eBioscience
CD25 PE-Cy7 Ratte lgG1,A PC61.5 0,2 mg/ml 1:50
25-0251-82
eBioscience
CD25-iso PE-Cy7 Ratte lgG1,A EBRG1 0,2 mg/ml 1:50
25-4301
Pharminge
CD49%9b FITC Ratte IgM, K DX5 0,5 mg/ml 1:50
n 09944D
Arm.
CD 69 PE lgG1,A3 H1.2F3 0,2 mg/ml BD 553237 1:50
Hamster
Arm. G235-
CD 69-iso PE 1gG1, A3 0,2 mg/ml BD 553954 1:50
Hamster 2356
uUcCi10-
CTLA-4 pure Hamster IgG1, k 0,5 mg/ml BD 553719 1:50
4F10-11
CTLA-4-iso pure Hamster IgGl,k A19-3 0,5 mg/ml BD 553969 1:50
Miltenyi
Fc-Block 130-092-
575
Miltenyi
1:12,5
FoxP3 APC Maus 1gG1 3G3 Keine Angabe  130-093-
013
Ly6G V450 Ratte lgG2a, k 1A8 0,2 mg/ml BD 560603 1:200
M5/114. eBioscience
MHCII Biotin Ratte 1gG2b, k 0,5 mg/ml 1:200
15.2 13-5321-82
eB149/1 eBioscience
MHCllI-iso Biotin Ratte 1gG2b, k 0,5 mg/ml 1:200
OH5 13-4031-85
eBioscience
NK1.1 PE Ratte IgG2a, Kk PK136 0,2 mg/ml 1:50
12-5941-82
eBioscience
Streptavidin  PE 0,2 mg/ml 1:200
12-4317
eBioscience
Streptavidin  PE-Cy7 0,2 mg/ml 1:500
25-4317-82
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3.7 Programme

Programm Hersteller

EndNote X7 Clarivate Analytics, Philadelphia (USA)
FACS Diva Software v6.2 BD Biosciences, San Jose (USA)

FCAP Array v3.0.1 Soft Flow, Pécs (Ungarn)

Flowlo v10.2 Tree Star Inc., Ashland (USA)

GraphPad Prism 6 GraphPad Software Inc., San Diego (USA)
Microsoft Excel 2007 Microsoft, Redmond (USA)

Microsoft Word 2007 Microsoft, Redmond (USA)
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4 Methoden
4.1 Tierexperimentelle Methoden
4.1.1 Tierhaltung und Zucht

Die Versuche wurden mit weiblichen C57BL/6N Ma&usen im Alter von zehn bis zwo6lf Wochen
durchgefiihrt. Das Korpergewicht (KG) der Mause lag mindestens bei 20g. Die Zucht und
Tierhaltung erfolgte durch das Institut der Immunologie und Transfusionsmedizin, Abteilung
Immunologie, der Universitatsmedizin Greifswald in den Raumlichkeiten des BioTechnikums
(Walther-Rathenau-StralRe 49, 17489 Greifswald) unter konventionellen Bedingungen. Die Tiere
wurden im offenen Kafig mit Einstreu und Zugang zu Wasser und Futter ad libitum gehalten. Der
Tag-Nacht-Rhythmus betrug zwolf Stunden. Alle Tierversuche wurden unter Einhaltung des
deutschen Tierschutzgesetzes nach Genehmigung durch das Landesamt fir Landwirtschaft,
Lebensmittelsicherheit und Fischerei Mecklenburg-Vorpommern (LALLF M-V /TSD/7221.3-1.1-
048/15) durchgefiihrt.

4.1.2 Operationsvorbereitung und Narkotisierung

Vor Beginn der Narkose wurde jedes Tier gewogen und die Korpertemperatur wurde rektal
bestimmt. Zur Narkotisierung wurde den Tieren intraperitoneal die Ketamin/Xylazin-Narkose
appliziert (10 ul pro g KG). Durchgefiihrt wurden die Operationen auf Warmeplatten, auf denen
die Mause in Rickenlage mit Leukoplast an den Extremitdten fixiert wurden. Zur Desinfektion des

Abdomens diente 70 %-iges Ethanol.
4.1.3 Surgically-induced immune dysfunction

Das chirurgische Trauma wurde mit Hilfe des Modells der surgically-induced immune
dysfunction (SID) erzeugt in Anlehnung an das lleusmodell der Arbeitsgruppe Kalff et al. [28]. Nach
Vorbereitung der Tiere erfolgte eine Mittellinien-Laparotomie mit ca. 2 cm langem Hautschnitt,
gefolgt von der Durchtrennung des Peritoneums entlang der Linea alba. Die Umgebung des
Schnittes wurde mit Kochsalzlosung-angefeuchteten Mullkompressen abgedeckt. Mit Hilfe von
zwei befeuchteten sterilen Wattestabchen wurde das Zakum auf die Mullkompressen mobilisiert.
Ausgehend vom Zdkum erfolgte die Verlagerung des Diinndarms bis zum Treitz-Band vor die
Bauchdecke. Der freigelegte Diinndarm wurde dreimalig mit rollenden Bewegungen zwischen den
Wattestdbchen antegrad bis zum Zakum ausgestrichen (Abbildung 2). Besonderes Augenmerk lag
hierbei auf der Schonung der GefdaRe im Peritoneum und im Darm. AnschlieBend folgte die
Rickverlegung des Darms in umgekehrter Reihenfolge. Zum Ausgleich der Flussigkeitsverluste

wurde 500 pul 0,9%-ige Kochsalzlosung in die Bauchhohle appliziert. Der Verschluss des
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Peritoneums wurde mit Hilfe einer fortlaufenden Naht durch einen resorbierbaren 5/0 Faden

gewahrleistet. Der Hautverschluss erfolgte in gleicher Technik mit einem 4/0 Polyesterfaden.

Abbildung 2 Ausstreichen des Darms wahrend der surgically-induced immune dysfunction

Nach Eroffnung der Bauchhohle mittels einer Mittellinien-Laparotomie erfolgte die Mobilisation des
Diinndarms vor die Bauchdecke. Der Diinndarm wurde dreimalig antegrad mit Hilfe der Wattestdabchen
ausgestrichen. Nach Rickverlagerung des Darms und dem Ausgleich des Flussigkeitsverlustes erfolgte ein
zweischichtiger Verschluss.

4.1.4 Laparotomie

Die Tiere der Laparotomiegruppe erhielten ebenfalls eine ca. 2 cm lange Mittellinien-Laparotomie
mit Eroffnung der Bauchhohle. Die Bauchhohle blieb fiir 20 Minuten offen, bevor es zur
Flussigkeitssubstitution mit 500 pul 0,9 %-iger Kochsalzlésung kam. Der zweischichtige Verschluss

erfolgte analog zu 4.1.3.
4.1.5 Postoperative Uberwachung und Beurteilung der Belastung

Das Aufwachen der Tiere erfolgte in gruppengetrennten Kafigen unter einer Rotlichtlampe. Zum
Schutz vor Uberhitzung wurde die Kifigtemperatur auf 37 °C eingestellt.

Postoperativ wurden die Tiere dreimal taglich im Abstand von sechs Stunden bewertet. Die
Beurteilung bestand aus Messung der Korpertemperatur und des Korpergewichts sowie der
Bestimmung eines Belastungsscores (Tabelle 2, abgewandelt nach Zantl et al. [29]). Bei einem
Summenbelastungsscore > 9 waren die Tiere unter Ketamin/Xylazin-Narkose durch zervikale

Dislokation getotet worden.
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Tabelle 2 Belastungsscore zur Beurteilung der Tiere nach operativen Eingriffen

Die Beurteilung der Mause erfolgte dreimal taglich im Abstand von 6 h anhand unten genannter Kriterien.
Ein Summenbelastungsscore > 9 flihrte zur Totung des Tieres unter Ketamin/Xylazin-Narkose mittels
zervikaler Dislokation. Abgewandelt nach [29].

Parameter Bewertung Punkte

normal, gepflegt

gestraubtes Fell
Erscheinungsbild

nasses Fell

schleimige Augen

normal

beschleunigt
Atmung ]

schwer

schwach

normal, lebhaft, neugierig

verlangsamt, sitzende Haltung
Spontanverhalten

trage, schwankender Gang

Seitenlage

flieht bei Kafigéffnung

fliegt bei Annaherung
Provoziertes Verhalten

flieht bei Beriihrung

flieht nicht

viel Kot im Kafig, Koten bei Untersuchung

viel blutiger, schleimiger Kot
Kotverhalten/-beschaffenheit
wenig Kot im Kafig

w N B Ol W N P Ol W N P Ol W N P Ol W N —» O©O

kein frischer Kot im Kafig
4.1.6 Blutentnahme und -aufarbeitung

Die Blutentnahme wurde unter Ketamin/Xylazin-Narkose zum Zeitpunkt der jeweiligen
Organentnahme durchgefihrt. Mit Hilfe einer 20 ul EDTA-End-to-End-Kapillare wurde der
retroorbitale Plexus punktiert und somit ca. 2 ml Blut entnommen. Drei Tropfen Blut (40-50 pl)
wurden in einem Lithium-Heparin-R6hrchen aufgefangen, welches im Anschluss fir die
Bakteriologie genutzt wurde. Weitere 400 pl Blut wurden in ein EDTA-GefdRR gegeben. Nach
ausreichender Antikoagulation wurden 350 pl Blut aus dem EDTA-GefaB in ein 1,5ml
Reaktionsgefald pipettiert. 50 pl verblieben im EDTA-Gefal fir eine spatere Analyse des Blutbilds
mit Hilfe des VetScans HM5. Das restliche Blut wurde in ein 1,5 ml ReaktionsgefalR gegeben. Im
Anschluss wurden die 1,5 ml ReaktionsgefdaRe bei 16.000 x g fir 6 min zentrifugiert, um EDTA-

Plasma bzw. Serum zu gewinnen. Die Uberstinde wurden erneut in 1,5 ml ReaktionsgefilRe
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Uberfihrt und die Zentrifugation wurde wiederholt. 110 ul EDTA-Plasma wurde fir die Analyse des
Tryptophan-Stoffwechsels genutzt. Das Serum wurde a 40 ul in 0,5 ml Reaktionsgefaf3e aliquotiert,
welche fiir die Serumzytokinbestimmung und den Corticosteron-ELISA genutzt wurden. Ubrige
EDTA-Plasma- bzw. Serumproben wurden ebenfalls a 40 pl aliquotiert und als Rest gesammelt. Das
EDTA- und Lithium-Heparin-Vollblut wurde bis zur weiteren Verarbeitung auf Eis gelagert. Die

restlichen Blutproben wurden bei -80 °C eingefroren.
4.1.7 Peritoneallavage und Organentnahme

Die Organentnahme fand 3 h, 6 h, 24 h bzw. 72 h nach dem operativen Eingriff statt. Nach der
Narkotisierung und Blutentnahme wurden die Mause schmerzfrei durch zervikale Dislokation
getotet.

Um die Peritoneallavage und Organentnahme unter sterilen Bedingungen durchzufiihren, wurden
die Tiere mit 70 %-igem Alkohol desinfiziert. Die nachfolgenden Schritte fanden unter einer
Sterilbank statt.

Fiir die Peritoneallavage wurde zunichst die Bauchhaut der Mdause mit Hilfe einer Schere
durchtrennt. Bei unbehandelten Tieren geschah dies kreuzférmig. Operierte Tiere erhielten einen
U-férmigen Schnitt um die Operationswunde und davon ausgehend zwei querverlaufende Schnitte
zu den Seiten hin. Besonderes Augenmerk lag hierbei auf der Unversehrtheit des Peritoneums. Im
Anschluss wurden 10 ml eiskaltes, steriles PBS ohne Ca?*/Mg?* mit Hilfe einer 20 G Kaniile in die
Bauchhohle gespritzt. Nach sorgfaltiger Verteilung der Flissigkeit wurde mit selbiger Spritze und
Kanile moglichst viel PBS ohne Ca?*/Mg?* zuriickgewonnen. Die Lavage wurde in 15 ml
ReagenzgefiaBen aufgefangen und die Menge notiert. 150 pl der Lavage wurden zusatzlich in ein
0,5 ml Reaktionsgefa filir die Bakteriologie abgefiillt, woraufhin beides, bis zur weiteren
Benutzung, auf Eis gelagert wurde.

Folgend wurden Milz, Leber, die linke Niere und die Lunge entnommen. Von der Milz wurde ein
ca. 2mm x 2 mm x 2 mm groBes Stiick abgeschnitten und in ein Precellys Gefals mit 1 ml sterilem
PBS ohne Ca?*/Mg?* gegeben. Die restliche Milz wurde in ein 1,5 ml ReaktionsgefdR mit 1 ml PBS
ohne Ca?*/Mg?* plus 10 % FCS Uberfiihrt. Zwei Leberteilstiicke aus unterschiedlichen Lappen, die
linke Niere und die Lunge wurden ebenfalls in Precellys Gefalle mit je 1 ml sterilem PBS ohne

Ca%*/Mg?** gegeben. Bis zur weiteren Aufarbeitung wurden die Organe auf Eis gelagert.
4.1.8 Aufarbeitung der Peritoneallavage

Die Peritoneallavage wurde fiir 10 min bei 300 xg und 4 °C zentrifugiert. Nach Entfernen des

Uberstandes wurde die Lavage mit 10 ml FACS-Puffer gewaschen und wiederum wie oben

15



Methoden

zentrifugiert. Ein weiteres Mal wurde der Uberstand verworfen und das Zellpellet wurde in 5 ml

FACS-Puffer resuspendiert.
4.1.9 Isolation von murinen Splenozyten

Die Milz wurde unter Spilung mit FACS-Puffer und Zuhilfenahme des Kolbens einer 5 ml Spritze
durch ein 70 um Nylon-Zellsieb in ein 50 ml Falcon gedriickt, um eine Zellsuspension zu erhalten.
AnschlieBend wurde die Suspension auf 35 ml mit FACS-Puffer aufgefillt und fiir 10 min bei
300xg und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde entfernt. Folgend wurde zehnfach
konzentrierter RBC-Lyse Puffer mit PBS vermischt, um eine einfache Konzentration zu erhalten,
von der 5 ml zum Zellpellet gegeben wurde. Nach sorgfaltigem Mischen inkubierte dies fiir 5 min
bei Raumtemperatur unter gelegentlichem Schiitteln. Nach Zugabe von 20 ml FACS-Puffer kam es
erneut zur oben genannten Zentrifugation. Folgend wurde der Uberstand verworfen und das

Zellpellet in 5 ml FACS-Puffer resuspendiert.
4.2 Zellbiologische Methoden
4.2.1 Blutbildbestimmung

Zur Bestimmung des Blutbildes wurde der VetScan HM5 genutzt. Dieser bestimmt aus 50 ul EDTA-
Vollblut mit Hilfe von Impedanztechnologie und Spektrophotometrie vollautomatisch ein grolRes

Differentialblutbild.
4.2.2 Bakteriologie

Die bakterielle Last der Tiere wurde mit Hilfe einer bakteriologischen Analyse des Lithium-Heparin-
Blutes, der Peritoneallavage, der Milz, der Leber, der Niere und der Lunge bestimmt. Die
Durchflihrung erfolgte vollstandig unter sterilen Bedingungen.

Als Vorbereitung zur Laparotomie wurden je Tier und Organ jeweils ein Precellys GefaR mit 1 ml
sterilem PBS ohne Ca?*/Mg?* gefiillt. Die Organgewichte wurden bestimmt. Die Organe wurden
folgend mit Hilfe des Precellys 24 Homogenisators fiir 15 Sekunden bei 5000 rpom homogenisiert,
sodass eine Organsuspension entstand.

In einer 96-Loch-Rundbodenplatte wurde je Organ eine vierstufige 1:10 - Verdiinnungsreihe
angelegt, bei der jeweils 10 ul der Organsuspensionen, des Bluts bzw. der Peritoneallavage mit
90 ul sterilem PBS ohne Ca?*/Mg?* gemischt wurden. Letztlich entstanden so die genutzten
Verdiinnungsstufen: 1, 1:10, 1:100 und 1:1000.

Je Organ und Tier wurde eine Blutagar-Platte geviertelt. Auf jedes Viertel wurde je dreimal 10 pl
derselben Verdiinnungsstufe aufgetropft, sodass auf der Platte schlieBlich alle Verdlinnungsstufen

eines Organs in Dreifachbestimmung dargestellt wurden.
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Nach Eintrocknen der Tropfen wurden die Platten flr 22 h bei 37 °C inkubiert.

Zur Auswertung der Platten wurde, je Verdiinnungsstufe und Bestimmung, die Kolonienanzahl
ausgezahlt und der Mittelwert aus den drei Bestimmungen berechnet. Aus dem Mittelwert der
Kolonienanzahl der Verdiinnungsstufe, die mit den meisten Kolonien noch sicher auszahlbar war,
wurde mit Hilfe der Verdlinnung und des Organgewichtes, bzw. bei Blut und Peritoneallavage des
Volumens, die Anzahl an koloniebildenden Einheiten pro Gramm Organgewicht bzw. pro Milliliter

Blut oder Peritoneallavage berechnet.
4.2.3 Lipopolysaccharid-Stimulation der Splenozyten

Um zu untersuchen, ob die Milzzellen auf einen inflammatorischen Stimulus hin ex vivo Zytokine
ausschitten, wurde ein second-hit-Modell verwendet. Den first-hit stellte der operative Eingriff
dar und der second-hit bestand aus einer Simulation mit E.coli Lipopolysaccharid (LPS).

Die Milzzellen wurden nach oben genanntem Protokoll gewonnen und aufgearbeitet. Nach der
Zahlung der Zellen (siehe 4.2.4.1) wurden 1 x 107 Zellen entnommen und bei 300 x g und 4 °C fir
10 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und die Zellen in 1 ml Medium fiir die
Splenozytenstimulation resuspendiert. AnschlieBend wurden jeweils 100 ul der Suspension
(entsprechen 1 x 10° Splenozyten) in sechs Vertiefungen einer 96-Loch-Mikrotiterplatte pipettiert.
Drei dieser Vertiefungen dienten zur Kontrolle, indem ihnen jeweils weitere 100 pl
Splenozytenmedium zugesetzt wurden. Die restlichen Vertiefungen wurden mit 1 ug/ ml LPS
stimuliert. Hierzu wurde zunachst aus der LPS-Stammldsung mit einer Konzentration von
1000 pg/ml durch Verdinnung mit Splenozytenmedium (1:500) eine Konzentration von 2 ug/mi
erzeugt. 100 pl des verdinnten LPS wurde in die jeweiligen Locher gegeben, sodass eine
Endkonzentration von 1 pl/ml LPS in den Vertiefungen entstand.

Die Proben inkubierten fiir 24 h bei 37 °C und 5 % COz. Nach der Inkubation wurde die Platte fur
10 min bei 300 g und 4 °C zentrifugiert. Von den Uberstinden wurden je drei Aliquote a 50 pl

abgenommen und bis zur Messung bei -80 °C gelagert.
4.2.4 Durchflusszytometrische Methoden
4.2.4.1 Zellzihlung am Durchflusszytometer

Die Zellzahl von Peritoneallavage und Milz wurde mit BD TruCount Beads am Durchflusszytometer
bestimmt. Mit Hilfe einer definierten Anzahl an BD TruCount Beads kann die Zellzahl in einer
Suspension aus BD TruCount Beads und Probenmaterial bestimmt werden, da die Anzahl gezdhlter
BD TruCount Beads in Relation zur Anzahl gezahlter Zellen gesetzt wird.

Hierzu wurden die BD TruCount Beads mit 1 ml FACS-Puffer vermischt. Nach intensivem Mischen

wurden 200 pl der Suspension entnommen und in einem FACS-Tube mit 20 pl der Zellsuspension
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aus Milz- bzw. Lavagezellen vermischt. Am Durchflusszytometer wurden mindestens 20.000

Messereignisse gemessen und mit folgender Gleichung wurde die Zellzahl bestimmt.

Zellzahl 50 gemessene Zellzahl x Beads pro 200 pl
———=50x

ml gemessene Beads

4.2.4.2 Bestimmung der Aktivierung von CD4* T-Zellen in der Milz

Zur Analyse wurden die Milzzellen wie oben beschrieben aufgearbeitet. Die Aktivierung von CD4*
T-Zellen wurde mit Hilfe von Antikorpern gegen CD25, CD69 und gegen das Cytotoxic T-
lymphocyte-associated Protein 4 (CTLA4) bestimmt (Tabelle 3). Zur Identifikation von
regulatorischen T-Zellen (Teg) als Subpopulation der CD4* T-Zellen, wurde ein Antikdrper gegen
das Forkhead-Box-Protein P3 (FoxP3) genutzt. Auch diese Subpopulation wurde durch oben
genannte Aktivitdtsmarker weiter beschrieben.

Zunichst wurden je Farbung 2 x 10° Splenozyten entnommen und mit 2 ml FACS-Puffer bei 300 x g
und 4 °C fiir 6 min zentrifugiert. Nach Entfernen des Uberstandes erfolgte die Zugabe von 1 pl Fc-
Block und die Inkubation fiir 5min bei Raumtemperatur. Folgend wurden 50 ul des
Antikorpergemischs zur extrazelluldren Farbung (Tabelle 4) zugegeben und fiir 30 min bei 4 °C im
Kihlschrank inkubiert. Zum Abstoppen der Reaktion wurden die Proben mit 2 ml FACS-Puffer fir
6 min gewaschen (300xg, 4 °C). Nach Verwerfen des Uberstandes folgte die Fixierung und
Permeabilisierung der Proben mittels 1 ml Fix- und Permlésung des FoxP3 Staining Buffer Sets. Die
Inkubationszeit betrug 30 min bei 4 °C im Dunkeln. AnschlieBend wurden die Probe erneut bei
300 x g und 4 °C fiir 6 min gewaschen, wobei der erste Waschschritt mit 1 ml FACS-Puffer und der
zweite mit 1 ml Permeabilisierungspuffer durchgefiihrt wurde. Nach erneuter Blockung mit 1 ul Fc-
Block (siehe oben) erfolgte die Zugabe des Antikorpergemischs zur intrazelluldaren Farbung (Tabelle
5, in Permeabilisierungspuffer) und die Inkubation fiir 30 min bei 4 °C im Dunkeln. Das Waschen
mit 1 ml Permeabilisierungspuffer folgte (300 x g, 4 °C, 6 min). Nach Verwerfen des Uberstandes
und Resuspendieren mit 200 pl FACS-Puffer konnte Farbung 1 und 2 (Tabelle 3) am
Durchflusszytometer LSR-Il gemessen werden (100.000 Messereignisse). Der Uberstand von
Farbung 3 und 4 wurden ebenfalls verworfen und anschlieBend fiir 30 min mit dem
Sekundarreagenzgemisch der intrazelluldaren Farbung (Tabelle 6, in Permeabilisierungspuffer)
versetzt (4 °C, im Dunkeln). Erneut wurde mit 1 ml Permeabilisierungspuffer gewaschen (300 x g,
4°C, 6min). Nun wurden die Proben mit dem Tertidrreagenzgemisch (Tabelle 6, in
Permeabilisierungspuffer) fiir 30 min inkubiert (4 °C, im Dunkeln). Ein letzter Waschschritt wurde
mit 1 ml Permeabilisierungspuffer durchgefihrt (300 xg, 4 °C, 6 min) und nach Verwerfen des

Uberstandes wurden die Proben in 200 ul FACS-Puffer resuspendiert. Es folgte die Messung von
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100.000 Messereignissen am Durchflusszytometer. Zur Analysestrategie mittels FlowlJo siehe

Anhang Abbildung 42.

Tabelle 3 Ubersicht iiber die Firbung zur Bestimmung des Aktivierungsstatus von CD4* T-Zellen

Als Aktivierungsmarker wurden CD25, CD69 und CTLA-4 genutzt. Eine Subpopulation wurde mit Hilfe von
FoxP3 als regulatorische T-Zellen identifiziert und auch in ihrer Aktivitdt untersucht.

Farbung 1 Farbung 2

CDh4 FITC CDh4 FITC
CD11b V450 CD11b V450
CD25 PE-Cy7 CD25-iso PE-Cy7
CD69 PE CD69-iso PE
FoxP3!? APC FoxP3! APC
Farbung 3 Farbung 4

CD4 FITC CDh4 FITC
CD11b V450 CD11b V450
CTLA-4%? PE CTLA-4-iso*?* PE
FoxP3!? APC FoxP3! APC

Lintrazelluldre / intranukledre Farbung

2Sekundarreagenz anti-Hamster Ig Biotin, Tertidrreagenz Streptavidin PE

Tabelle 4 Antikorper der extrazellularen Farbung der CD4* T-Zell-Aktivierung

Spezifitit Konjugat Wirt Isotyp Klon Konzentration Hersteller Verdiinnung
CD4%? FITC Ratte IgG2b, K L3T4 0,5 mg/ml BD 553729 1:50
CD11b*? V450 Ratte IgG2b, K M1/70 0,2 mg/ml BD 560455 1:200
eBioscience
CD25! PE-Cy7 Ratte IgG1, A PC61.5 0,2 mg/ml 1:50
25-0251-82
eBioscience
CD25-iso'  PE-Cy7 Ratte IgG1, A EBRG1 0,2 mg/ml 1:50
25-4301
Arm.
CD 691 PE lgG1, A3 H1.2F3 0,2 mg/ml BD 553237  1:50
Hamster
Arm. G235-
CD 69-iso PE IgG1, A3 0,2 mg/ml BD 553954  1:50
Hamster 2356

LFarbung1/2
2Farbung 3/ 4

19



Methoden

Tabelle 5 Antikorper der intrazelluldren Farbung der CD4* T-Zell-Aktivierung

Spezifitdit Konjugat Wirt Isotyp Klon Konzentration Hersteller Verdiinnung
UC10-
CTLA-42 pure Hamster 1gG1, Kk 0,5 mg/ml BD 553719 1:50
4F10-11
CTLA-4-
- pure Hamster 1gG1, Kk A19-3 0,5 mg/ml BD 553969 1:50
iso
Miltenyi
1:12,5
FoxP31? APC Maus IgG1 3G3 Keine Angabe  130-093-
013

1Farbung1/2
2F3rbung3/4

Tabelle 6 Sekundir- / Tertidrreagenz der Firbung 3/ 4

Konjugat Konzentration Hersteller Verdiinnung
Anti-Arm. & Syrian Hamster IG Biotin 0,5 mg/ml BD 554010 1:200
eBioscience  12-
Streptavidin PE 0,2 mg/ml 1:200
4317

4.2.4.3 Analyse verschiedener Zellpopulationen der Milz und Peritoneallavage

Diese extrazellulare Farbung wurde genutzt, um B-Zellen (CD19* B220*), dendritische Zellen
(CD11cheh, MHCII*), neutrophile Granulozyten (Ly6G*) und Makrophagen (CD11b*) zu
quantifizieren. Eine detaillierte Ubersicht tiber die Farbung bietet Tabelle 7.

Jeweils 2 x 108 Zellen der Milz bzw. der Peritoneallavage wurden nach der Aufarbeitung (siehe
4.1.8 und 4.1.9) in 2 ml FACS-Puffer resuspendiert und bei 300 x g und 4 °C fiir 6 min gewaschen.
Nach Abkippen des Uberstandes erfolgte die Fc-Blockade mit 1 pl Fc-Block fiir 5 min bei
Raumtemperatur. Durch Zugabe von 50 pl des Primarantikorpergemischs (Tabelle 8) startete die
Inkubationszeit von 30 min bei 4 °C im Kiihlschrank.

AnschlieBend erfolgte das Waschen mit 1 ml FACS-Puffer (300 x g, 4 °C, 6 min) und erneutem
Verwerfen des Uberstandes. 50 pul des Sekundirreagenzgemischs (siehe Tabelle 9) wurden
hinzugegeben und fiir 30 min bei 4 °C und Dunkelheit inkubiert.

Letztlich wurde erneut mit 1 ml FACS-Puffer gewaschen (300 x g, 4 °C, 6 min) und das Zellpellet in
200 ul FACS-Puffer resuspendiert. Die Messung von 100.000 Messereignissen erfolgt am
LSR-1l Durchflusszytometer. Zur Auswertung wurde FlowJo genutzt, wobei die Analysestrategie im

Anhang Abbildung 43 dargestellt ist.
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Tabelle 7 Ubersicht iiber die Fiarbungen zur Bestimmung verschiedener Zellpopulationen

Anhand dieser Antikérper wurden B-Zellen (CD19* B220*), dendritische Zellen (CD11cMe", MHCII),

neutrophile Granulozyten (Ly6G*) und Makrophagen (CD11b*) quantifiziert.

Farbung 5 Farbung 6

B220 V500 B220 V500

CD4 PE CD4 PE

CD11b APC-A780 CD11b APC-A780
CD11c FITC CD11c FITC
CD19 A647 CD19 A647
Ly6G V450 Ly6G V450
MHCII PE-Cy7 MHCII-Iso* PE-Cy7

1 Sekundarreagenz Streptavidin

Tabelle 8 Primarantikorper der extrazelluldren Farbung verschiedener Zellpopulationen

Methoden

Spezifitit Konjugat Wirt Isotyp Klon Konzentration Hersteller  Verdiinnung
B220 V500 Ratte IgG2a, K RA3-6B2 0,2 mg/ml BD 561226 1:50
CD4 PE Ratte IgG2a, K RM4-5 0,2 mg/ml BD 553049 1:500
APC- eBioscience
CD11b Ratte lgG2b, k.  M1/70 0,2 mg/ml 1:50
A780 47-0112-82
Arm.
CD11c FITC IgG1, A2 HL3 0,5 mg/ml BD 557400 1:50
Hamster
eBioscience
CD19 A647 Ratte IgG2a, k eBiolD3 0,2 mg/ml 1:100
51-0193-82
Ly6G V450 Ratte lgG2a, K 1A8 0,2 mg/ml BD 560603 1:200
M5/114.1 eBioscience
MHCII Biotin Ratte IgG2b, k 0,5 mg/ml 1:200
5.2 13-5321-82
eB149/10 eBioscience
MHCII-iso Biotin Ratte IgG2b, k 0,5 mg/ml 1:200
H5 13-4031-85

Tabelle 9 Sekundarreagenz zur Analyse verschiedener Zellpopulationen und zur Analyse von NK —Zellen

Konjugat

Konzentration

Hersteller

Verdiinnung

Streptavidin

PE-Cy7

0,2 mg/ml

eBioscience 25-4317-82

1:500
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4.2.4.4 Analyse der natiirlichen Killerzellen in der Milz

Zur Analyse der natlrlichen Killerzellen (NK-Zellen) wurde die in Tabelle 10 aufgefiihrte Farbung
genutzt, wobei sie mit Hilfe eines Antikdrpers gegen NK1.1 identifiziert wurden.

Pro Tier wurden 2 x 10° aufgearbeitete Splenozyten aus der Suspension enthommen, mit 2 ml
FACS-Puffer vermischt und bei 300 x g und 4 °C fir 6 min gewaschen. Das verbliebene Zellpellet
wurde fiir 5 min mit 1 pl Fc-Block bei Raumtemperatur inkubiert. Daraufhin folgte die Zugabe von
50 pl des Antikérpermastermixes (Tabelle 11 )und eine Inkubation von 30 min im Kiihlschrank.
Nach erneutem Waschen mit 1 ml FACS-Puffer (300xg, 4°C, 6 min) wurden 50 pl des
Sekundarreagenzmixes (Tabelle 9 ) fiir 30 min hinzugefigt (4 °C, dunkel).

Letztmalig wurde nach oben genanntem Schema gewaschen. Es folgte die Zugabe von 5 ul 7-AAD
und die Inkubation fir 5 min bei 4 °C im Dunklen. Resuspendiert wurden die Proben mit 200 ul
FACS-Puffer und anschlieBend am LSR-II Durchflusszytometer gemessen (100.000 Messereignisse).
Die Auswertung erfolgte mit Hilfe von FlowJo nach dem im Anhang Abbildung 44 befindlichen

Schema.

Tabelle 10 Ubersicht iiber die Firbung zur Analyse der NK-Zellen

Anhand dieser Antikérper wurden natiirliche Killerzellen (NK1.1*) identifiziert.

Farbung 7

CD3e V500

CD4 A700
CD8al PE-Cy7
CD11b APC-A780
CD49b FITC

Ly6G V450
NK1.1 PE

1 Sekundarreagenz Streptavidin
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Tabelle 11 Primarantikorper der Analyse von NK-Zellen

Spezifitdit Konjugat Wirt Isotyp Klon Konzentration Hersteller Verdiinnung

CD3e V500 Hamster 1gG2,k  500A2 0,2 mg/ml BD 560771 1:50
Biolegend

CDh4 A700 Ratte IgG2a, k GK1.5 0,5 mg/ml 1:50
100536
Biolegend

CD8a Biotin Ratte lgG2a,k 53-6.7 0,5 mg/ml 1:50
100704
eBioscience

CD11b APC-A780 Ratte lgG2a,k M1/70 0,2 mg/ml 1:50
47-0112-82
Pharmingen

CD49b FITC Ratte IgM, K DX5 0,5 mg/ml 1:50
09944D

Ly6G V450 Ratte lgG2a, k 1A8 0,2 mg/ml BD 560603  1:200
eBioscience

NK1.1 PE Ratte IgG2a, k PK136 0,2 mg/ml 1:50
12-5941-82
Biolegend

7-AAD 50 pg/ml
420403

4.2.4.5 Untersuchung der Zytokinlevel im Serum und im Milziiberstand nach LPS-Stimulation

Zur Analyse der Zytokinlevel wurde ein Cytometric bead array (CBA) Mouse Flex Set genutzt, bei
dem die Zytokine frei zusammenstellbar sind. Das gewdahlte CBA-Panel umfasste folgende
Zytokine: IL-1B, IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-12p70, IL-17A, TNF-a und INF-y. Zusatzlich fand noch das
Mouse/Rat Soluble Protein Master Buffer Kit Anwendung. Das Prinzip des CBA besteht darin, dass
Fluoreszenz-markierte Beads einen Antikdrper auf ihrer Oberflache besitzen und mit diesem das
Zielzytokin binden, wodurch dieses quantifiziert werden kann. Durch die Verwendung
verschiedener Fluoreszenzfarbstoffe konnen mehrere Zielzytokine gleichzeitig aus einer Probe
bestimmt werden. Die Bestimmung der Fluoreszenzintensitat erfolgt mit Hilfe eines
Durchflusszytometers. Die Durchfiihrung erfolgte nach Herstellerangaben.

Zunachst wurde der lyophilisierte Standard aller Zytokine in 4 ml Assay-Diluent vorsichtig
resuspendiert und fir 15 min bei Raumtemperatur rekonstituiert, sodass der Topstandard
entstand. Nach dieser Zeit wurde mit Hilfe des Topstandards und des Assay-Diluents eine
achtstufige 1:2 - Verdiinnungsreihe gebildet. Je 25 ul der Proben bzw. der Verdiinnungsreihe
wurden in die entsprechenden FACS-Rohrchen pipettiert. Aus den neun Capture-Bead-
Stocklésungen und dem Capture-Bead-Diluent wurde der Capture-Bead-Mix gemischt, von dem je
25 ul zu den Proben gegeben wurden. Es folgte die Inkubation fir 1 h bei Raumtemperatur und

sanftem Mischen auf einem Mikroplatten-Rittler.
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Zur Herstellung des PE-Detection-Reagenz wurden die PE-Reagenz-StocklGsungen mit PE-Reagenz-
Verdiinnung gemischt. Je 25 ul des PE-Detection-Reagenz wurden zu den Proben gegeben und fir
eine weitere Stunde bei gleichbleibenden Bedingungen inkubiert.

Zuletzt wurde mit 1 ml Waschpuffer bei 200 x g und 4 °C fiir 5 min gewaschen. Nach Absaugen des
Uberstandes konnten die Proben in 200 ul Waschpuffer resuspendiert werden.

Die anschlieRende Messung erfolgte am LSR - Il Durchflusszytometer mit je 300 Messereignissen

pro Zytokin. Zur Auswertung wurde FCAP - Array v3.0.1 genutzt.

4.2.5 Enzyme-linked immunosorbent assay zur Bestimmung des Corticosterons im Plasma bzw.

Serum

Corticosteron wurde entweder im EDTA-Plasma oder im Serum der Mause mit einem Enzyme-
linked immunosorbent assay - (ELISA) Kit nach Herstellerangaben bestimmt. Als Positivkontrolle
dienten kommerziell erhdltliche Kontrollen aus dem Serum der Ratte bei Fruchtbarkeit bzw.
Schwangerschaft.

Zunachst wurden in die Vertiefungen einer 96-Loch-Mikrotiterplatte je 100 pl Inkubationspuffer
gegeben. Danach wurden 10 pl der Proben, der Standardverdinnungen und der Positivkontrollen
in die jeweilige Vertiefung gegeben, wobei alles als Dreifachansatz pipettiert wurde. Nach Zugabe
von 50 pl Enzymkonjugat begann eine zweistiindige Inkubationszeit bei Raumtemperatur auf
einem Mikroplatten-Rittler.

Folgend wurde die Inkubationslosung verworfen und viermalig mit 300 ul Waschpuffer pro
Vertiefung gewaschen. Durch Zugabe von 200 ul Substratlésung startete die nachste
Inkubationszeit fiir 30 min in Dunkelheit bei Raumtemperatur.

Das Abstoppen der Reaktion gelang mit 50 pl einer Stopp-L6sung, woraufhin die Lichtabsorption
am Tecan Infinite M2000 Pro bei einer Wellenlange von 450 nm gemessen wurde.

Die Regression der Durchschnittswerte wurde mittels 4-Parameter-Logistik mit Hilfe von GraphPad
Prism 6 bestimmt. Fir die weitere Auswertung wurden EDTA-Plasma- und Serumproben

gleichwertig genutzt, da es keine signifikanten Unterschiede zwischen den Probentypen gab.

4.2.6 Bestimmung des Tryptophan-Katabolismus mit Hilfe der Fliissigkeitschromatographie und

Tandem-Massenspektrometerie

Die Bestimmung des Tryptophan-Katabolismus mit Hilfe der Flissigkeitschromatographie und
Tandem-Massenspektrometrie wurde freundlicherweise von Dr. rer. nat. Grazyna Domanska des
Institutes der Immunologie und Transfusionsmedizin, Abteilung Immunologie, der
Universitatsmedizin Greifswald durchgefiihrt. Fir ein genaues Protokoll siehe [30] (Modifiziert

nach [31]).
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Das Grundprinzip besteht darin, dass die EDTA-Proben zunachst mit Hilfe der
Flissigkeitschromatographie anhand ihrer Hydrophilie in Molekiile aufgetrennt werden. Diese
konnen durch die Tandem-Massenspektrometrie durch ihrer Masse und Ladung identifiziert und
quantifiziert werden. Die Untersuchten Molekile waren Tryptophan, Kynurenin, Kynureninsaure,
Quinolinsdure, Xanthurensaure und Picolinsdure. Die IDO-Aktivitat wurde aus dem Quotienten des
Kynurenins x 100 und des Tryptophans berechnet. Eine Ubersicht (iber den

Tryptophanmetabolismus zeigt Abbildung 3.

Tryptophan —————— —> Serotonin @0 —m————— —> Melatonin

ll

N-Formylkynurenin

)

Kynurenin

lz

3-Hydroxykynurenin
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|

l“ |

|

Quinolinsdure L——> CO, + ATP
|

\

NAD*

Kynureninsdure m—————— —> Transamination

A\ 4

\ 4

Xanthurensaure

Abbildung 3 Ubersicht iiber den Tryptophanmetabolismus

Dargestellt ist der Hauptabbauweg von Tryptophan (ber Kynurenin und Weitere zu
Nikotinamidadenindinukleotid (NAD*) und weitere Abbauwege zu Melatonin, zur Transamination oder zur
totalen Oxidation zu Kohlenstoffdioxid (CO;) und Adenosintriphosphat (ATP). Durchgezogene Linien sind
jeweils eine enzymatische Reaktion, wohingegen gestrichelte Linien mehrere Reaktionsschritte darstellen.
Die hervorgehoben Molekiile wurden in der Arbeit quantifiziert. 1 = Indolamin-2,3-Dioxygenase (ubiquitér)
und Tryptophan-2,3-Dioxygenase (Leber), 2 = Kynurenin-3-Hydroxylase, 3 = Kynureninase,
4 = 3-Hydroxyanthranilsdure-Oxidase, 5 = Kynurenin-Aminotransferase. Modifiziert nach [3].
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5 Ergebnisse
5.1 Belastung nach Laparotomie und SID

Der postoperative Verlauf wurden mit Hilfe eines Belastungscores (Tabelle 2), der
Korpertemperatur und des Kérpergewicht bewertet.

Das relative Kérpergewicht (Abbildung 4A), bezogen aufs Anfangsgewicht zum Zeitpunkt 0 h, nahm
bis 12 h postoperativ sowohl bei den laparotomierten Tieren als auch bei den SID-operierten
Tieren im Median um 5 bis 6% ab. Im weiteren Verlauf stabilisierte sich das Gewicht der
laparotomierten Tiere und ab 36 h postoperativ nahmen sie stetig zu. Im Gegenzug dazu sank das
relative Kérpergewicht der SID-operierten Tiere und erreichte ein Minimum nach 72 h mit einem
medianen Wert von 85 % des Ausgangsgewichtes. Ab 24 h postoperativ bestand ein signifikanter
Unterschied im relativen Kérpergewicht zwischen laparotomierten und SID-operierten Tieren. Die
tageszeitlichen Schwankungen des Korpergewichts, welche bei unbehandelten Kontrolltieren + / -
4 % betrugen, konnten nach den operativen Eingriffen nicht beobachtet werden.

Die Korpertemperatur (Abbildung 4B) erreichte 6 h postoperativ ihr Minimum mit einem
medianen Wert von 36,4 °C nach Laparotomie bzw. 34,2 °C nach SID, wobei dies ein signifikanter
Unterschied war. Im weiteren Verlauf stabilisierte sich die Kérpertemperatur in beiden Gruppen
bis 36 h postoperativ. Danach kam es bei SID-operierten Tieren erneut zu einem Abfall der
Kérpertemperatur bis zu einem medianen Wert von 35,3 °C 72 h postoperativ, welcher bei
laparotomierten Tieren nicht beobachtet wurde. Nur die Kontrolltiere wiesen eine tageszeitliche
Schwankung in ihrer Kérpertemperatur von + /- 1,8 °C auf.

Die Belastung ist in Abbildung 4C dargestellt. Sechs Stunden nach SID zeigten die Tiere die
maximale Belastung mit einem Gesamtscore von 5 Punkten. Dieser war signifikant héher als nach
Laparotomie, was sich im Verlauf fortsetzt. Die weitere mediane Belastung lag bei 4 Punkten.
Folgend auf eine initiale Belastung von 3,5 Punkten nach Laparotomie, waren die Tiere mit einem
Punkt belastet. Kontrolltiere zeigten wahrend der gesamten Versuchszeit keine Belastung. Im
gesamten Versuchszeitraum wurde keine Belastung > 9 Punkte festgestellt, sodass kein Tier

vorzeitig aus dem Versuch ausgeschieden ist.
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Abbildung 4 Belastung nach Laparotomie und SID

Die postoperative Belastung wurde anhand des relativen Korpergewichtes (A), der Kérpertemperatur (B)
und eines Summenbelastungsscores (C) bewertet. Auffallig ist hierbei, dass SID-operierte Tiere zum Ende
des Beobachtungszeitraumes ein signifikant niedrigeres relatives Korpergewicht und eine niedrigere
Korpertemperatur aufweisen als laparotomierte Tiere. Nach SID ist im Vergleich zur Laparotomie die
Gesamtbelastung grofRer. Kontrolle n=6, Laparotomie n=22, SID n=20 je Zeitpunkt. Dargestellt sind Median
und Interquartilsabstand. Die Vergleiche zwischen Laparotomie und SID wurden mittels multiplen T-Tests
auf Signifikanz geprift. * p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001; **** p <0,0001

Als weiterer Parameter, um die Belastung der Versuchstiere einzuschatzen, wurde das Level des
Stresshormons Corticosteron mittels eines ELISAs bestimmt (4.2.5).

Zum 3 h-Zeitpunkt wiesen sowohl die SID-operierten als auch die laparotomierten Tiere eine
signifikant erhohte Corticosteron-Konzentration im Vergleich zur Kontrolle auf (Abbildung 5A). Zu
diesem Zeitpunkt wurde die maximale Corticosteron-Konzentration nach SID bzw. Laparotomie
beobachtet.

Nach SID war die Elevation des Corticosteron-Levels auch noch zum 6 h-Zeitpunkt sichtbar, wobei
dies nun auch signifikant gegeniber den laparotomierten Tieren erhéht war (Abbildung 5B).
Weiterhin blieb die Corticosteron-Konzentration 24 h nach SID gegeniiber den laparotomierten
Tieren signifikant erhoht (Abbildung 5C). Zum 72 h-Zeitpunkt waren keine signifikanten

Gruppenunterschiede mehr zu erkennen (nicht dargestellt).
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Abbildung 5 Corticosteron-Konzentration nach operativen Eingriffen

Die Bestimmung der Corticosteron-Konzentration erfolgte mittels eines ELISAs. Zum 3 h-Zeitpunkt (A) war
die Corticosteron-Konzentration nach SID und nach Laparotomie im Vergleich zur Kontrolle signifikant
erhoht. Die Corticosteron-Konzentration blieb nach SID auch zum 6 h- (B) bzw. zum 24 h-Zeitpunkt (C)
signifikant erhéht zur Kontrolle und Laparotomie bzw. nur zur Laparotomie. Gezeigt sind der Median und
Interquartilsabstande in Box Plots mit Whiskers nach Tukey. Die Gruppenunterschiede wurden mittels des
Kruskal-Wallis-Tests und anschlieBendem Dunn’s multiple comparisons test auf Signifikanz geprift.
* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001; **** p<0,0001

5.1.1 Bakterielle Belastung der Versuchstiere

Die bakterielle Belastung der Tiere wurde im Vollblut, in der Peritoneallavage, der Milz, der Niere,
der Leber und der Lunge untersucht. Die bakterielle Last wurde als Anzahl der koloniebildenden
Einheiten (KBE) pro Milliliter Probenmaterial (Blut und Peritoneallavage) bzw. Gramm
Organgewicht (Milz, Niere, Leber, Lunge) bestimmt.

Da es 3 h und 6 h nach SID keine signifikante Bakterielle Belastung im Untersuchungsmaterial gab,
sind im Folgenden nur die Daten der Versuchszeitpunkte 24 h und 72 h dargestellt.

Das Blut der SID-operierten Tiere wies zu keinem Zeitpunkt nach SID eine signifikante bakterielle
Last im Vergleich zu den anderen beiden Gruppen auf (Abbildung 6A und B). Zum 24 h-Zeitpunkt
wiesen 14 SID-Tiere gar keine bakterielle Belastung im Blut auf. Zum 72 h-Zeitpunkt waren dies 11

Tiere.
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In der Peritoneallavage gab es zum 24 h-Zeitpunkt eine signifikant hohere bakterielle Belastung bei
SID-operierten im Vergleich zu laparotomierten Tieren, allerdings nicht im Vergleich zu
Kontrolltieren (Abbildung 6C). Nach 72 h war eine signifikante Belastung von im Median 492
KBE / ml Peritoneallavage der SID-Tiere im Vergleich zur Kontrollgruppe zu sehen (Abbildung 6D).
Hierbei fiel eine deutliche Streuung der Werte auf (Min:0 KBE / ml, Max:4,3 x 106 KBE / ml) mit

insgesamt 8 gar nicht belasteten Tieren nach SID.
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Abbildung 6 Bakterielle Last von Blut und Peritoneallavage

Die bakterielle Belastung ist als koloniebildende Einheiten (KBE) pro Milliliter (Blut, Peritoneallavage), bzw.
pro Gramm (Milz) dargestellt. Im Blut fand sich keine signifikant erhdhte Belastung nach SID im Vergleich
zur Kontrolle oder Laparotomie (A und B). Die Peritoneallavage war 24 h nach SID signifikant mehrbelastet
als nach Laparotomie (C). 72 h nach SID fiel eine erhdhte bakterielle Last in der Peritoneallavage auf im
Vergleich zur Kontrolle (D). Gezeigt sind der Median und Interquartilsabstédnde in Box Plots mit Whiskers
nach Tukey. Die Gruppenunterschiede wurden mittels des Kruskal-Wallis-Tests und anschlieBendem Dunn’s
multiple comparisons test auf Signifikanz geprift. * p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001; **** p <0,0001

Die Milz zeigte sowohl zum 24 h- als auch zum 72 h-Zeitpunkt eine signifikante Belastung mit
Bakterien nach SID im Vergleich zur Kontrolle und nach 24 h auch im Vergleich zur
Laparotomiegruppe (Abbildung 7A und B). Insgesamt waren aber zu beiden Zeitpunkten je 13

Milzen von SID-Tiere unbelastet.
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In der Niere fanden sich nach SID signifikant erh6hte Mengen an koloniebildenden Einheiten pro
Gramm Nierengewebe sowohl zum 24 h-als auch zum 72 h-Zeitpunkt im Vergleich zur Kontrolle
(Abbildung 7C und D). Zum 72 h-Zeitpunkt war dies auch signifikant gegeniiber den
laparotomierten Tieren. 13 Tiere zeigten 24 h nach SID in der Niere gar keine bakterielle

Belastung. Zum 72 h-Zeitpunkt waren dies insgesamt 11 Tiere.
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Abbildung 7 Bakterielle Last von Milz und Niere

Die bakterielle Belastung ist als Kolonie-bildende Einheiten (KBE) pro Gramm dargestellt. Die SID fihrte
sowohl nach 24 h als auch nach 72 h zu einer signifikanten Zunahme der bakteriellen Last im Vergleich zur
Kontrollgruppe, beziehungsweise auch im Vergleich zur Laparotomiegruppe (A und B). Ein dhnliches Bild ist
in der Niere sichtbar. Nach SID gab es eine signifikante Erhohung der bakteriellen Last in der Niere sowohl
zum 24 h- (C) als auch zum 72 h-Zeitpunkt (D) gegentiber der Kontrolle bzw. der Kontrolle und Laparotomie.
Gezeigt sind der Median und Interquartilsabstande in Box Plots mit Whiskers nach Tukey. Die
Gruppenunterschiede wurden mittels des Kruskal-Wallis-Tests und anschlieBendem Dunn’s multiple
comparisons test auf Signifikanz gepriift. * p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001; **** p <0,0001

Die bakterielle Belastung der Leber lag bei SID-operierten Tieren zum 24 h-Zeitpunkt im Mediane
bei 80 KBE / g und zum 72 h-Zeitpunkt bei 707 KBE / g (Abbildung 8A und B). Diese Werte sind im
Vergleich zur Kontrolle signifikant erhéht und zum 72 h-Zeitpunkt auch im Vergleich zur
Laparotomie. 24 h nach SID zeigten 10 Tiere in der Leber keine bakterielle Belastung. 72 h nach SID

waren dies 8 Tiere.
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In der Lunge fand man regelhaft, auch bei unbehandelten und laparotomierten Tieren, etwa bei
der Halfte der Tiere Bakterien. Dennoch kam es 24 h nach SID zu einem signifikanten Anstieg der
bakteriellen Last im Vergleich zu den laparotomierten Tieren (Abbildung 8C) Zum 72 h-Zeitpunkt
zeigten sich keine signifikanten Gruppenunterschiede (Abbildung 8D). Zum 24 h- und zum 72 h-

Zeitpunkt wiesen je 4 SID-Tiere gar keine bakterielle Last auf.
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Abbildung 8 Bakterielle Last von Leber und Lunge

Die bakterielle Belastung ist als Kolonie-bildende Einheiten (KBE) pro Gramm dargestellt. Nach SID gab es
eine signifikante Erhohung der bakteriellen Last in der Leber sowohl zum 24 h- (A) als auch zum 72 h-
Zeitpunkt (B) gegeniliber der Kontrolle bzw. der Kontrolle und Laparotomie. In der Lunge zeigten SID-
operierte Tiere eine Zunahme der bakteriellen Last gegeniiber laparotomierten Tieren nach 24 h (C). Nach
72 h zeigten sich in der Lunge keine signifikanten Gruppenunterschiede (D). Gezeigt sind der Median und
Interquartilsabstande in Box Plots mit Whiskers nach Tukey. Die Gruppenunterschiede wurden mittels des
Kruskal-Wallis-Tests und anschlieBendem Dunn’s multiple comparisons test auf Signifikanz gepruft.
*p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001; **** p<0,0001

5.2 Gesamtleukozyten im Blut

Die Anzahl der Gesamtleukozyten, welche sich sowohl aus Zellen des angeborenen als auch des
adaptiven Immunsystems zusammensetzen, wurden aus EDTA-Vollblut mit Hilfe des VetScan HM5

bestimmt (4.2.1).
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24 h nach SID fiel eine deutliche Reduktion der Gesamtleukozytenzahl sowohl gegeniber den
laparotomierten Tieren als auch den Kontrolltieren auf (Abbildung 9A). Diese Reduktion war auch
noch nach 72 h gegenliber beiden Gruppen signifikant (Abbildung 9B).

Die weitere Differenzierung der Gesamtleukozyten im Blut erfolgte in neutrophile Granulozyten
(Abbildung 10) und Monozyten (Abbildung 13), also Zellen des angeborenen Immunsystems, und

Lymphozyten (Abbildung 21), also vor allem Zellen des adaptiven Immunsystems.
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Abbildung 9 Leukozyten im Vollblut

Die Gesamtleukozytenzahl war 24 h (A) und 72 h (B) nach SID signifikant gegenliber den laparotomierten
Tieren und den Kontrolltieren erniedrigt. Gezeigt sind der Median und Interquartilsabstande in Box Plots
mit Whiskers nach Tukey. Die Gruppenunterschiede wurden mittels des Kruskal-Wallis-Tests und
anschlieBendem Dunn’s multiple comparisons test auf Signifikanz geprift. * p<0,05; **p<0,01;
**% 1 < 0,001; **** p < 0,0001

5.3 Verdnderungen im angeborenen Immunsystem

5.3.1 Neutrophile Granulozyten

Die neutrophilen Granulozyten, die der primdren Abwehr von Mikroorganismen dienen wurden im

Vollblut, der Milz und der Peritoneallavage bestimmt.
5.3.1.1 Neutrophile Granulozyten im Vollblut

Die Messung der neutrophilen Granulozyten erfolgte aus EDTA-Vollblut mit Hilfe des VetScan HM5
(4.2.1). Im Folgenden sind die Zeitpunkte 3 h und 6 h dargestellt, da hier Gruppenunterschiede
beobachtet wurden.

Die neutrophilen Granulozyten zeigten bei SID-operierten Tieren eine Zunahme ihrer Gesamtzahl
zum 3 h- und 6 h-Zeitpunkt, wobei diese signifikant im Vergleich zu laparotomierten und

Kontrolltieren war (Abbildung 10).
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Abbildung 10 Neutrophile Granulozyten im Vollblut

Bei den Neutrophilen ist eine signifikante Erhdhung ihrer Gesamtzahl 3 h und 6 h nach SID zu sehen, die
sowohl gegeniber der Kontroll- als auch der Laparotomiegruppe signifikant wird (A und B). Gezeigt sind der
Median und Interquartilsabstdande in Box Plots mit Whiskers nach Tukey. Die Gruppenunterschiede wurden
mittels des Kruskal-Wallis-Tests und anschlieBendem Dunn’s multiple comparisons test auf Signifikanz
geprift. * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001; **** p<0,0001

5.3.1.2 Neutrophile Granulozyten in der Milz

Die Ly6G* neutrophilen Granulozyten wurden durchflusszytometrisch analysiert (4.2.4.3) und die
Entwicklung der neutrophilen Granulozyten ist in Abbildung 11 dargestellt.

Die Anzahl der neutrophilen Granulozyten war nach beiden Operationen zum 3 h-Zeitpunkt im
Vergleich zur Kontrolle erhéht. Zum 6 h-Zeitpunkt zeigten nur die SID-operierten Tieren eine
signifikante Zunahme der neutrophilen Granulozyten im Vergleich zur Kontrollgruppe.

Dahingegen lieR sich 24 h nach SID eine signifikante Abnahme der Gesamtneutrophilen im
Vergleich zur Kontrolle beobachten. Der 72 h-Zeitpunkt zeigte, dass es nach Laparotomie
signifikant mehr neutrophile Granulozyten in der Milz gab als in der Kontrollgruppe.

Gruppenunterschiede zwischen den beiden Operationsmethoden waren zu keinem Zeitpunkt

signifikant.
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Abbildung 11 Neutrophile Granulozyten in der Milz

Durchflusszytometrisch wurden die neutrophilen Granulozyten anhand der Ly6G-Positivitat identifiziert. In
den ersten 6 h nach SID kam es zu einer signifikanten Zunahme der Neutrophilen gegeniiber der
Kontrollgruppe. Ebenfalls zeigten sich die neutrophilen Granulozyten der laparotomierten Tiere im
Vergleich zur Kontrolle zum 3 h-Zeitpunkt erhoht. Im Gegenzug war 24 h nach SID die
Gesamtneutrophilenzahl signifikant geringer als in der Kontrolle. Uberdies stieg zum 72 h-Zeitpunkt die
Gesamtzahl der Neutrophilen in der Laparotomiegruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe. Gezeigt sind der
Median und Interquartilsabstiande. Die Gruppenunterschiede wurden mittels des Kruskal-Wallis-Tests und
anschlieRendem Dunn’s multiple comparisons test auf Signifikanz geprift. * p<0,05; ** p<0,01;
**¥*¥ p<0,001; ****p<0,0001 zwischen SID und Kontrolle. +p<0,05 ++p<0,01; +++p<0,001;
++++ p < 0,0001 zwischen Laparotomie und Kontrolle. n 2 20 pro Gruppe und Zeitpunkt.

5.3.1.3 Neutrophile Granulozyten in der Peritoneallavage

In der Peritoneallavage wurden ebenfalls die neutrophilen Granulozyten durchflusszytometrisch
anhand von Ly6G identifiziert (4.2.4.3). Die Ergebnisse sind in Abbildung 12 aufgezeigt.

Deutlich zu sehen war, dass bei unbehandelten Kontrolltieren sehr wenig Neutrophile zu finden
waren (Median 80600 Zellen). Durch die operativen Interventionen kam es zu jedem Zeitpunkt zu
einer signifikanten Zunahme der Neutrophilen im Vergleich zur Kontrolle. Gruppenunterschiede

zwischen laparotomierten und SID-operierten Tieren waren nicht feststellbar.
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Abbildung 12 Neutrophile Granulozyten in der Peritoneallavage

Mit Hilfe von Ly6G wurden die neutrophilen Granulozyten durchflusszytometrisch analysiert, wobei ihre
absolute Zellzahl dargestellt ist. Die Kontrolltiere wiesen insgesamt nur 80600 neutrophile Granulozyten
auf. Durch die Operationen kam es zu jedem Versuchszeitpunkt zu einem signifikanten Anstieg der
Neutrophilen im Vergleich mit den Kontrolltieren. Zwischen den operierten Gruppen gab es keine
signifikanten Unterschiede. Gezeigt sind der Median und Interquartilsabstdande. Die Gruppenunterschiede
wurden mittels des Kruskal-Wallis-Tests und anschlieBendem Dunn’s multiple comparisons test auf
Signifikanz geprift. * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001; **** p<0,0001 zwischen SID und Kontrolle.
+p<0,05; ++ p<0,01; +++ p<0,001; ++++ p <0,0001 zwischen Laparotomie und Kontrolle. . n>20 pro
Gruppe und Zeitpunkt.

5.3.2 Monozyten-Makrophagen-System

Die Funktion des Monozyten-Makrophagen-Systems ist vor allem die Phagozytose von
korpereigenen und korperfremden Material und daraufhin die Antigenprasentation mittels MHC-

Klasse-I- und MHC-Klasse-II-Molekdlen.
5.3.2.1 Monozyten im Blut

Die Monozyten im Blut wurden mit Hilfe des VetScan HM5 analysiert (4.2.1).
Es kam sowohl zum 3 h- als auch zum 6 h-Zeitpunkt zu einem signifikanten Anstieg ihrer Anzahl
nach SID im Vergleich zur Kontrollgruppe (Abbildung 13A und B). Zu den anderen

Versuchszeitpunkten konnten keine Gruppenunterschiede beobachtet werden.
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Abbildung 13 Monozyten im Vollblut

Die Monozyten sind nach SID sowohl zum 3 h- (A) als auch zum 6 h-Zeitpunkt (B) gegenliber der Kontrolle
signifikant erhoht. Gezeigt sind der Median und Interquartilsabstande in Box Plots mit Whiskers nach
Tukey. Die Gruppenunterschiede wurden mittels des Kruskal-Wallis-Tests und anschlieBendem Dunn’s
multiple comparisons test auf Signifikanz geprift. * p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001; **** p < 0,0001

5.3.2.2 Makrophagen in der Milz

In der Milz wurden die CD11b* Makrophagen durchflusszytometrisch bestimmt (4.2.4.3). Die Zahl
der Makrophagen ist in Abbildung 14 dargestellt, wobei zusatzlich die MHCII-Expression bestimmt
wurde (Abbildung 15).

Zum 3 h-Zeitpunkt gab einen signifikanten Anstieg der Makrophagen nach den operativen
Eingriffen im Vergleich zur Kontrolle, wobei jedoch kein Unterschied zwischen den
Operationsverfahren ermittelt werden konnte (Abbildung 14). Der 6 h-Zeitpunkt zeigte keine
Gruppenunterschiede. 24 h nach den Operationen gab es signifikant weniger Makrophagen in der
Milz als in der Kontrollgruppe (Abbildung 14), wobei diese auch signifikant weniger MHCII
exprimierten (Abbildung 15). Zu keinem anderen Zeitpunkt war die MHCII-Expression alteriert
(nicht dargestellt). SID-operierte Tiere wiesen zum 72 h-Zeitpunkt signifikant weniger

Makrophagen auf als laparotomierte Tiere (Abbildung 14).
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Abbildung 14 Makrophagen in der Milz

CD11b* Makrophagen wurden durchflusszytometrisch in der Milz bestimmt. Zum 3 h-Zeitpunkt zeigten
beiden Operationsgruppen einen signifikanten Anstieg der Makrophagen im Vergleich zur Kontrollgruppe
Der 6 h-Zeitpunkt wies keine Gruppenunterschiede auf. 24 h nach Laparotomie und SID war die absolute
Zahl der Makrophagen geringer als bei der Kontrolle. 72 h nach SID fand man signifikant weniger
Makrophagen als nach der Laparotomie. Gezeigt sind der Median und Interquartilsabstinde. Die
Gruppenunterschiede wurden mittels des Kruskal-Wallis-Tests und anschlieBendem Dunn’s multiple
comparisons test auf Signifikanz geprift. * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001; **** p <0,0001 zwischen
SID und Kontrolle. + p<0,05; ++ p<0,01; +++ p<0,001; ++++ p <0,0001 zwischen Laparotomie und
Kontrolle. # p <0,05; ## p < 0,01;### p < 0,001; #### p < 0,0001 zwischen SID und Laparotomie. n =20 pro
Gruppe und Zeitpunkt.

24 h
= 3
= ———
=
) .
c
o
0o 2 .
©
= —— L]
g- L L]
- [ ]
E
©
s 1
~
o
T D ——
= 0 T T T
Kontrolle Laparotomie SID
n=22 n=20 n=22

Abbildung 15 MHCII-Expression auf Makrophagen der Milz

Dargestellt ist die die Expression von MHCII auf Makrophagen als geometrischer Mittelwert der
Fluoreszenzintensitdt (gMFI) abziiglich einer Isotypenkontrolle Die Makrophagen zeigen nach SID und
Laparotomie zum 24 h-Zeitpunkt gegenliber der Kontrolle eine signifikant erniedrigte MHCII-Expression.
Gezeigt sind der Median und Interquartilsabstdnde in Box Plots mit Whiskers nach Tukey. Die
Gruppenunterschiede wurden mittels des Kruskal-Wallis-Tests und anschlieBendem Dunn’s multiple
comparisons test auf Signifikanz gepruft. * p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001; **** p <0,0001

5.3.2.3 Makrophagen in der Peritoneallavage

Ebenso wie in der Milz, wurden auch die Makrophagen in der Peritoneallavage anhand von CD11b
durchflusszytometrisch bestimmt (4.2.4.3). In Abbildung 16 ist die Anzahl der Makrophagen im

Zeitverlauf dargestellt.
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Drei Stunden nach den operativen Eingriffen sah man eine deutliche Abnahme der Makrophagen
im Vergleich zur Kontrolle. Zudem war die Gesamtzahl der Makrophagen zu diesem Zeitpunkt nach
SID signifikant geringer als nach der Laparotomie.

Ahnliche Bilder zeigten sich zum 6 h- und 24 h-Zeitpunkt, wobei allerdings kein signifikanter
Unterschied mehr zwischen den OP-Gruppen gefunden werden konnte. Zweiundsiebzig Stunden

nach der Laparotomie gab es signifikant mehr Makrophagen als nach der SID.
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Abbildung 16 Makrophagen in der Peritoneallavage

CD11b* Makrophagen wurden mittels Durchflusszytometrie in der Peritoneallavage gemessen, wobei die
Gesamtzahl der Makrophagen dargestellt ist. Deutlich zu sehen ist, dass es in den ersten 24 h nach den
operativen Eingriffen zu einer signifikanten Reduktion der Anzahl der Makrophagen im Vergleich zur
Kontrolle kam. Zusatzlich gab es zum 3 h-Zeitpunkt signifikant weniger Makrophagen nach der SID als nach
der Laparotomie. Zum 72 h-Zeitpunkt wurde ein signifikanter Anstieg der Makrophagen nach Laparotomie
im Vergleich zur SID deutlich. Gezeigt sind der Median und Interquartilsabstande. Die Gruppenunterschiede
wurden mittels des Kruskal-Wallis-Tests und anschlieBendem Dunn’s multiple comparisons test auf
Signifikanz geprift. * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001; **** p<0,0001 zwischen SID und Kontrolle.
+p<0,05 ++p<0,01; +++ p<0,001; ++++ p <0,0001 zwischen Laparotomie und Kontrolle. # p <0,05;
H# p<0,01;### p<0,001; #H##H p<0,0001 zwischen SID und Laparotomie. n>20 pro Gruppe und
Zeitpunkt.

5.3.3 Natiirliche Killerzellen

Die natdirlichen Killerzellen (NK-Zellen) haben zytotoxische Eigenschaften und kénnen somit vor
allem gegen Virus-infizierte Zellen oder Tumorzellen wirken. In dieser Arbeit wurden sie in der Milz
durchflusszytometrisch mittels NK1.1 identifiziert (4.2.4.4).

Die 3 h- und 6 h- Zeitpunkte zeigten keine Gruppenunterschiede und sind daher nicht dargestellt.
24 h nach SID war die absolute Zahl der NK-Zellen deutlich reduziert im Vergleich zu den beiden
anderen Gruppen (Abbildung 17A).

Zum72 h-Zeitpunkt lieB sich ein signifikanter Anstieg der NK-Zellen bei laparotomierten Tieren im

Vergleich zur Kontrolle feststellen (Abbildung 17B).
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Abbildung 17 Natiirliche Killerzellen in der Milz

NK1.1* NK-Zellen wurden in der Milz durchflusszytometrisch bestimmt.

24 h nach SID kam es zu einer Reduktion der NK-Zellen im Vergleich im Vergleich zu beiden anderen
Gruppen (A). Gegenteilig kam es zu einem signifikanten Anstieg der NK-Zellen nach Laparotomie verglichen
zur Kontrollgruppe (B). Gezeigt sind der Median und Interquartilsabstdnde in Box Plots mit Whiskers nach
Tukey. Die Gruppenunterschiede wurden mittels des Kruskal-Wallis-Tests und anschlieBendem Dunn’s
multiple comparisons test auf Signifikanz geprift. * p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001; **** p < 0,0001

5.3.4 Dendritische Zellen

Die dendritischen Zellen (DC) gehoren zu den Antigen-prasentierenden Zellen und stellen ein
Bindeglied zwischen angeborenen und erworbenen Immunsystem dar. Untersucht wurden sie in
der Milz und in der Peritoneallavage, indem durchflusszytometrisch MHCII* CD11cM&" Zellen
gemessen wurden. Des Weiteren wurde die Oberflachenexpression von MHCII auf den DC der Milz

bestimmt (4.2.4.3).
5.3.4.1 Dendritische Zellen in der Milz

Drei Stunden nach den operativen Eingriffen kam es zu einem signifikanten Abfall der DC durch die
SID gegeniiber der Kontrollgruppe (Abbildung 18). Die Anzahl der DC war sowohl 24 h nach
Laparotomie als auch nach SID signifikant geringer als bei der Kontrolle (Abbildung 18), wobei die
DC der laparotomierten Tiere auch eine verringerte MHCII-Expression aufwiesen (Abbildung 19A).

Der 72 h Zeitpunkt zeigte hingegen eine signifikante Zunahme der DC nach Laparotomie im
Vergleich zu den beiden anderen Gruppen (Abbildung 18). Die MHCII-Expression der
laparotomierten Tiere erreichte wieder das Kontrollniveau, wohingegen die SID-operierten Tiere
72 h nach der Operation eine signifikant niedrigere MHCII-Expression aufwiesen als die anderen

Tiere (Abbildung 19B).
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Abbildung 18 Dendritische Zellen in der Milz

Dargestellt sind die MHCII* CD11c"e" dendritischen Zellen (DC). Drei Stunden nach der SID waren signifikant
weniger DC vorhanden als in der Kontrollgruppe, was auch zum 24 h-Zeitpunkt der Fall war. Zu diesem
Zeitpunkt zeigten sich auch die DC der laparotomierten Tiere signifikant verringert verglichen mit den
Kontrolltieren. Demgegeniiber besalien die laparotomierten Tiere 72 h nach der Operation signifikant mehr
DC als die anderen beiden Gruppen. Gezeigt sind der Median und Interquartilsabstinde. Die
Gruppenunterschiede wurden mittels des Kruskal-Wallis-Tests und anschlieBendem Dunn’s multiple
comparisons test auf Signifikanz geprift. * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001; **** p <0,0001 zwischen
SID und Kontrolle. +p<0,05; ++ p<0,01; +++p<0,001; ++++p <0,0001 zwischen Laparotomie und
Kontrolle. # p < 0,05; ## p < 0,01;### p < 0,001; #H### p < 0,0001 zwischen SID und Laparotomie. n 2 20 pro
Gruppe und Zeitpunkt.
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Abbildung 19 MHCII-Expression der dendritische Zellen der Milz

Dargestellt ist die Expression von MHCII auf DC als geometrischer Mittelwert der Fluoreszenzintensitat
(gMFI) abzlglich einer Isotypenkontrolle. Diese war 24 h nach der Laparotomie signifikant gegeniiber der
Kontrolle verringert (A). Die SID-operierten Tiere zeigten erst zum 72 h-Zeitpunkt eine Reduktion der
MHCII-Expression im Vergleich zu den anderen Gruppen Gezeigt sind der Median und Interquartilsabstande
in Box Plots mit Whiskers nach Tukey. Die Gruppenunterschiede wurden mittels des Kruskal-Wallis-Tests
und anschlieBendem Dunn’s multiple comparisons test auf Signifikanz gepriift. * p<0,05; ** p<0,01;
*** p<0,001; **** p <0,0001

5.3.4.2 Dendritische Zellen in der Peritoneallavage

In der Peritoneallavage beobachtete man 3 h nach den operativen Eingriffen eine signifikante

Reduktion der DC nach SID verglichen zur Kontrolle (Abbildung 20A).
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Zum 6 h-Zeitpunkt gab es weiterhin eine Reduktion der DC im Vergleich zur Kontrolle, wobei diese
nach beiden Operationen auftrat (Abbildung 20B). Der 24 h-Zeitpunkt zeigte keine signifikanten
Unterschiede und ist nicht dargestellt. Im Gegensatz zu den friihen Zeitpunkten kam es 72 h nach

SID und Laparotomie zu einer Zunahme der DC im Vergleich zur Kontrolle (Abbildung 20C).
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Abbildung 20 Dendritische Zellen in der Peritoneallavage

Dargestellt sind die MHCII* CD11c"¢" DC der Peritoneallavage. Die SID fiihrte nach 3 h und 6 h zu einer
Zunahme der DC im Vergleich zur (A und B). Zum 6 h-Zeitpunkt traf das auch fiir die Laparotomie zu. Dies
kehrte sich zum 72 h-Zeitpunkt um, sodass signifikant mehr DC nach beiden Operationen vorhanden sind
im Vergleich zur Kontrolle (C). Gezeigt sind der Median und Interquartilsabstdande in Box Plots mit Whiskers
nach Tukey. Die Gruppenunterschiede wurden mittels des Kruskal-Wallis-Tests und anschlieBendem Dunn’s
multiple comparisons test auf Signifikanz gepriift. * p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001; **** p <0,0001

5.4 Verdnderungen des adaptiven Immunsystems
5.4.1 Gesamtlymphozyten im Blut

Die Gesamtlymphozyten wurden mit Hilfe des VetScan HM5 aus dem Vollblut bestimmt (4.2.1)

und die Ergebnisse sind in Abbildung 21 dargestellt.
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Der 3 h Zeitpunkt zeigte keine Gruppenunterschiede. Die Lymphozyten zeigten sowohl 6 h nach
SID als auch nach Laparotomie einen signifikanten Abfall verglichen zur Kontrolle. Diese Reduktion
war auch 24 h bzw. 72 h nach SID zu beobachten, sodass signifikante Unterschiede zur Kontroll-

und zur Laparotomiegruppe auffallig wurden.
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Abbildung 21 Lymphozyten im Vollblut

Ab 6 h nach SID ist ein deutlicher Abfall der Lymphozytenzahl im Blut gegeniber der Kontrolle, wobei dieser
ab 24 h auch zur Laparotomie signifikant ist. Die Laparotomiegruppe zeigt nur nach 6 h eine Reduktion ihrer
Lymphozytenzahl bezogen auf die Kontrolle. Gezeigt sind der Median und Interquartilsabstdnde. Die
Gruppenunterschiede wurden mittels des Kruskal-Wallis-Tests und anschlieBendem Dunn’s multiple
comparisons test auf Signifikanz gepruft. * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001; **** p <0,0001 zwischen
SID und Kontrolle. + p<0,05; ++ p<0,01; +++p<0,001; ++++p <0,0001 zwischen Laparotomie und
Kontrolle. # p < 0,05; ## p < 0,01;### p < 0,001; #### p < 0,0001 zwischen SID und Laparotomie. n 2 19 pro
Gruppe und Zeitpunkt.

5.4.2 B-Zellen

Die B-Zellen sind fiir die humorale Antwort des Immunsystems verantwortlich und wurden sowohl
in der Milz als auch der Peritoneallavage mittels Durchflusszytometrie anhand von CD19* CD220*

untersucht. Des Weiteren wurde die MHCII-Expression der B-Zellen der Milz untersucht.
5.4.2.1 B-Zellen der Milz

Im Folgenden sind die Zeitpunkte 24 h und 72 h dargestellt, da zu den anderen Zeitpunkten keine
signifikanten Gruppenunterschiede nachgewiesen werden konnten.

Zum 24 h-Zeitpunkt war nach SID eine signifikante Reduktion der B-Zellen im Vergleich zu den
anderen Gruppen nachweisbar (Abbildung 22A). Des Weiteren wiesen die B-Zellen 24 h nach
einem operativen Eingriff eine signifikant geringere Expression von MHCII auf ihrer Oberflache auf
als die Kontrolle (Abbildung 22B).

Zum 72 h-Zeitpunkt fiel nach der Laparotomie eine deutliche Zunahme der B-Zellen im Vergleich
zur Kontrolle und SID-Gruppe auf (Abbildung 22C). Eine Verringerung der MHCII-Expression
gegeniber den anderen Gruppen lie sich 72 nach SID nachweisen (Abbildung 22D).
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Abbildung 22 B-Zellen in der Milz

Dargestellt ist die Gesamtzahl der B-Zellen und die MHCII-Expression dieser als geometrischer Mittelwert
der Fluoreszenzintensitat (gMFI) zum 24 h- und zum 72 h-Zeitpunkt. 24 h nach SID nahmen die B-Zellen
signifikant gegenliber den anderen Gruppen ab (A). Die MHCII-Expression war 24 h nach beiden operativen
Eingriffen signifikant verringert im Vergleich zur Kontrolle (B). Der 72 h Zeitpunkt zeigte, dass es nach der
Laparotomie zu einer signifikanten Zunahme der B-Zellen im Vergleich zur Kontroll- und SID-Gruppe (C)
kam. Die MHCII-Expression war 72 h nach SID signifikant geringer als in den anderen Gruppen (D). Gezeigt
sind der Median und Interquartilsabstande in Box Plots mit Whiskers nach Tukey. Die Gruppenunterschiede
wurden mittels des Kruskal-Wallis-Tests und anschlieBendem Dunn’s multiple comparisons test auf
Signifikanz geprift. * p <0,05; ** p<0,01; *** p<0,001; **** p <0,0001

5.4.2.2 B-Zellen der Peritoneallavage

Abbildung 23 zeigt den Verlauf der Anzahl der B-Zellen in der Peritoneallavage.

Die SID bedingte in den ersten 24 h eine Depletion dieser gegeniiber der Kontrolle. Zum 3 h- und
6 h-Zeitpunkt galt dies auch fir die laparotomierten Tiere. Gruppenunterschiede zwischen den
beiden Operationsmethoden gab es zum 3 h Zeitpunkt, an dem die SID-operierten Tiere signifikant
weniger B-Zellen aufwiesen als die laparotomierten Tiere. Zum 72 h-Zeitpunkt zeigten

laparotomierte Tiere sogar eine Zunahme der B-Zellen im Vergleich zur Kontrolle und zur SID.
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Abbildung 23 B-Zellen in der Peritoneallavage

Die CD19* B220* B-Zellen wurden in der Peritoneallavage bestimmt. In den ersten 24 h nach der SID und
zum 6 h- und 24 h-Zeitpunkt nach Laparotomie zeigten sich signifikante weniger B-Zellen als in der
Kontrolle. Drei Stunden nach SID gab es (iberdies signifikant weniger B-Zellen als nach der Laparotomie.
Eine deutliche Vermehrung der B-Zellen nach Laparotomie im Vergleich zu den anderen Gruppen wurde
zum 72 h-Zeitpunkt sichtbar (H). Gezeigt sind der Median und Interquartilsabstinde. Die
Gruppenunterschiede wurden mittels des Kruskal-Wallis-Tests und anschlieBendem Dunn’s multiple
comparisons test auf Signifikanz geprift. * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001; **** p <0,0001 zwischen
SID und Kontrolle. + p<0,05; ++ p<0,01; +++p<0,001; ++++ p <0,0001 zwischen Laparotomie und
Kontrolle. # p <0,05; ## p < 0,01;### p < 0,001; #### p < 0,0001 zwischen SID und Laparotomie. n =20 pro
Gruppe und Zeitpunkt.

5.4.3 CD4* T-Zellen

Die CD4* T-Zellen sind Teil der adaptiven Immunantwort und Gben durch verschiede Subtypen
unterschiedliche Funktionen aus wie zum Beispiel die Unterstiitzung der humoralen
Immunantwort durch Zytokinproduktion oder die Regulation der Immunantwort.

Sie wurden durchflusszytometrisch anhand des Oberflaichenmarkers CD4 in der Milz identifiziert
und weiter in CD4* FoxP3~ T-Effektorzellen (Terf) und CD4* FoxP3* regulatorische T-Zellen (Treg)
unterteilt. AuBerdem wurde ihr Aktivierungszustand mittels CD69, CD25 und CTLA-4 untersucht
(4.2.4.2 und 4.2.4.4).

5.4.3.1 CDA4* T-Zellen der Milz

Die CD4* T-Zellen in der Milz waren zum 3 h-Zeitpunkt in allen Versuchsgruppen auf gleichem
Niveau (nicht dargestellt).

Dies anderte sich zum 6 h- und 24 h-Zeitpunkt, an dem signifikant weniger CD4* T-Zellen nach SID
beobachtet werden konnten als in der Kontrollgruppe, wohingegen die Anzahl nach Laparotomie
konstant blieb (Abbildung 24A und B).

Zum 72 h Zeitpunkt kam es nach Laparotomie zu einem signifikanten Anstieg der T-Zellen im

Vergleich zu den anderen Versuchsgruppen (Abbildung 24C).
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Abbildung 24 CD4+ T-Zellen in der Milz

Die Gesamtzahl der CD4* T-Zellen wurde durchflusszytometrisch bestimmt. Zu den Zeitpunkten 6 h und
24 h gab es nach SID signifikant weniger T-Zellen als in der Kontrollgruppe (A und B). Die Anzahl der T-
Zellen blieb nach Laparotomie in den ersten 24 h auf Kontrollniveau, aber stieg zum 72 h-Zeitpunkt
signifikant Uber die Werte, die in den anderen Gruppen erreicht wurden (C). Gezeigt sind der Median und
Interquartilsabstande in Box Plots mit Whiskers nach Tukey. Die Gruppenunterschiede wurden mittels des
Kruskal-Wallis-Tests und anschlieBendem Dunn’s multiple comparisons test auf Signifikanz gepruft.
* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001; **** p<0,0001

5.4.3.2 Differenzierung in T-Effektorzellen und regulatorische T-Zellen

Die weitere Differenzierung erfolgte durch FoxP3, einem Transkriptionsfaktor. Im Folgenden ist die
prozentuale Verteilung der FoxP3" T-Effektorzellen und FoxP3* regulatorischen T-Zellen zum 24 h-
und 72 h-Zeitpunkt dargestellt, da hier signifikante Gruppenunterschiede auftraten.

Zum 24 h-Zeitpunkt fiihrten beide operativen Eingriffe zu einer signifikanten Zunahme der T-
Effektorzellen, wobei sich der Anteil an regulatorischen T-Zellen durch die Operationen nicht
veranderte (Abbildung 25A und B). Der 72 h-Zeitpunkt zeigte, dass die operativen Eingriffe zu einer
signifikanten Abnahme der T-Effektorzellen und gleichzeitiger signifikanten Zunahme der
regulatorischen T-Zellen im Vergleich zur Kontrolle fiihrte (Abbildung 25C und D). Dariiber hinaus
zeigten die SID-operierten Tiere auch signifikant weniger T-Effektorzellen und signifikant mehr

regulatorische T-Zellen als die laparotomierten Tiere (Abbildung 25C und D).
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Abbildung 25 Verteilung der T-Effektorzellen und regulatorischen T-Zellen der Milz

Dargestellt ist der Anteil der T-Effektorzellen (Tesr) und regulatorischen T-Zellen (Treg) an den CD4* T-Zellen
der Milz. 24 h nach den Operationen stieg der Anteil der T signifikant im Vergleich zur Kontrolle,
wohingegen die Verteilung der T konstant blieb (A und B). Zum 72 h-Zeitpunkt beobachtete man eine
signifikante Reduktion des Anteils der Tes nach SID und nach Laparotomie im Vergleich zur Kontrolle, wobei
nach SID der Anteil auch signifikant kleiner war als in der Laparotomiegruppe (C). Dementsprechend konnte
eine signifikante Zunahme der Tz durch die Operationen im Vergleich zur Kontrolle gefunden werden.
Nach SID sind auch signifikant mehr T.e; vorhanden als nach der Laparotomie (D). Gezeigt sind der Median
und Interquartilsabstande in Box Plots mit Whiskers nach Tukey. Die Gruppenunterschiede wurden mittels
des Kruskal-Wallis-Tests und anschlieBendem Dunn’s multiple comparisons test auf Signifikanz gepruft.
* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001; **** p<0,0001

5.4.3.3 Aktivierungsstatus von T-Effektorzellen und regulatorischen T-Zellen

Um die Aktivierung von CD4* T-Zellen zu untersuchen, wurden die Aktivitatsmarker CD25, CD69
und CTLA-4 bestimmt.

Die Expression von CD69 auf Tetf war 24 h nach SID signifikant héher als in den anderen beiden
Gruppen (Abbildung 26A). AuBerdem sah man zu diesem Zeitpunkt auch eine signifikant hohere
Expression von CTLA-4 auf Ter nach SID als in der Kontrollgruppe (Abbildung 27A). Die erhohte
CTLA-4-Expression auf Tesr konnte man auch noch zum 72 h-Zeitpunkt beobachten (Abbildung
27C).
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Die regulatorischen T-Zellen wiesen nach SID zum 24 h-Zeitpunkt ebenfalls eine erhodhte
Expression von CTLA-4 im Vergleich zur Kontrolle auf (Abbildung 27B). Zum 72 h-Zeitpunkt war
diese Erhohung nicht mehr signifikant (Abbildung 27D), aber dafiir wurde eine signifikante
Aktivierung mittels CD25 nach SID im Vergleich zu den anderen beiden Gruppen deutlich
(Abbildung 26B).

Alle nicht gezeigten Zeitpunkte wiesen keine signifikanten Gruppenunterschiede auf.
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Abbildung 26 Aktivierungsstatus der CD4+ T-Zellen anhand von CD69 und CD25

Dargestellt ist die CD69- und CD25-Expression anhand der mittleren Fluoreszenzintensitat (gMFI) auf T-
Effektorzellen (Ter) bzw. regulatorischen T-Zellen (Treg). Wahrend es nach SID zum 24 h-Zeitpunkt zu einer
signifikanten Zunahme der CD69-Expression auf T im Vergleich zu den anderen beiden Gruppen kam (A),
wurde auf Treg 72 h nach SID signifikant mehr CD25 exprimiert als in den anderen Gruppen (B). Gezeigt sind
der Median und Interquartilsabstdande in Box Plots mit Whiskers nach Tukey. Die Gruppenunterschiede
wurden mittels des Kruskal-Wallis-Tests und anschlieBendem Dunn’s multiple comparisons test auf
Signifikanz geprift. * p <0,05; ** p<0,01; *** p<0,001; **** p <0,0001
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Abbildung 27 Aktivierungsstatus der CD4+ T-Zellen anhand von CTLA-4

Die CTLA-4-Expression auf T-Effektorzellen (Tex) und regulatorischen T-Zellen (Trg) ist als geometrischer
Mittelwert der Fluoreszenzintensitat (gMFI) dargestellt. Zum 24 h-Zeitpunkt lie sich sowohl auf Te als
auch auf T, eine signifikant hohere CTLA-4-Expression nach SID feststellen als in der Kontrollgruppe (A und
B). Dies war bei den Tes auch zum 72 h-Zeitpunkt der Fall (C). 72 h nach SID war die CTLA-4-Expression auf
Treg nicht signifikant verdndert. Gezeigt sind der Median und Interquartilsabstande in Box Plots mit
Whiskers nach Tukey. Die Gruppenunterschiede wurden mittels des Kruskal-Wallis-Tests und
anschlieBendem Dunn’s multiple comparisons test auf Signifikanz geprift. * p<0,05; **p<0,01;
*** p<0,001; **** p <0,0001

5.5 Zytokine im Serum

Die Zytokinkonzentration im Serum wurde mit Hilfe eines CBA bestimmt. Die untersuchten
Zytokine waren IL-1B, IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-12p70, IL-17A, IFN-y und TNF-a. Die Zytokine IL-1p,
IL-2, IL-4, IL-17A und INF-y wurden nicht im biologisch relevanten Bereich detektiert, weswegen im

Folgenden nicht weiter auf diese eingegangen wird.
5.5.1 Interleukin-6 im Serum

IL-6, ein bedeutsamer Aktivator der Akut-Phase-Reaktion und der Lymphozytenaktivierung, zeigte
einen deutlichen Anstieg nach den operativen Eingriffen was in Abbildung 28 dargestellt ist.
Zum 3 h-Zeitpunkt hat sich die IL-6-Konzentration von einem medianen Wert der Kontrolltiere von

1,26 pg / nl auf 30,60 pg / nl nach Laparotomie bzw. auf 234,7 pg / nl nach SID erhéht, sodass die
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Unterschiede sowohl zur Kontrollgruppe als auch zwischen SID und Laparotomie signifikant
wurden. Ein vergleichbares Bild zeigt sich zum 6 h-Zeitpunkt. Im Vergleich zur Kontrolle ist die IL-6-
Konzentration 24 h nach Laparotomie bzw. SID signifikant erhdht, aber es lasst sich kein
Unterschied mehr zwischen den Operationsgruppen beobachten. Die IL-6-Konzentration ist zum
72 h-Zeitpunkt bei SID-operierten Tieren immer noch signifikant erhéht im Vergleich zu den
beiden anderen Gruppen. Laparotomierte Tiere weisen einen vergleichbaren Wert wie die

Kontrolltiere auf.
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Abbildung 28 IL-6-Konzentration im Serum

Nach SID war zu allen Zeitpunkten eine signifikante Erhéhung der IL-6-Konzentration im Vergleich zur
unbehandelten Kontrolle messbar. Abgesehen vom 24 h-Zeitpunkt, war diese Zunahme auch signifikant
gegenliber den laparotomierten Tieren. Nach Laparotomie beobachtete man fiir 24 h auch eine Erhéhung
der IL-6-Konzentration im Vergleich zur Kontrolle. Gezeigt sind der Median und Interquartilsabstande. Die
Gruppenunterschiede wurden mittels des Kruskal-Wallis-Tests und anschlieBendem Dunn’s multiple
comparisons test auf Signifikanz gepruft. * p <0,05; ** p<0,01; *** p<0,001; **** p<0,0001 zwischen
SID und Kontrolle. + p<0,05; ++p<0,01; +++p<0,001; ++++p <0,0001 zwischen Laparotomie und
Kontrolle. # p < 0,05; ## p < 0,01;### p < 0,001; #### p < 0,0001 zwischen SID und Laparotomie. n 2 18 pro
Gruppe und Zeitpunkt.

5.5.2 Tumornekrosefaktor-a im Serum

Ein weiteres, vor allem proinflammatorisches Zytokin, welches die Akut-Phase-Reaktion ausldsen
kann, ist TNF-a. In den ersten 24 h konnte weder nach SID noch nach Laparotomie ein signifikanter
Anstieg der TNF-a-Konzentration beobachtet werden (nicht dargestellt). Zum 72 h-Zeitpunkt kam
es zu einer signifikanten Zunahme der TNF-a-Konzentration bei den SID-operierten Tieren

verglichen mit den Kontrolltieren (Abbildung 29).
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Abbildung 29 TNF-a-Konzentration im Serum

Die TNF-a-Konzentration zeigte eine signifikante Zunahme 72h nach SID im Vergleich zu der
Kontrollgruppe. Gezeigt sind der Median und Interquartilsabstande in Box Plots mit Whiskers nach Tukey.
Die Gruppenunterschiede wurden mittels des Kruskal-Wallis-Tests und anschlieBendem Dunn’s multiple
comparisons test auf Signifikanz gepruft. * p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001; **** p <0,0001

5.5.3 Interleukin-10 im Serum

IL-10, ein primar antiinflammatorisches Zytokin, was zum Bespiel die Makrophagenfunktion
inhibiert, steigt vor allem in der Frithphase nach dem operativen Trauma an (Abbildung 30). Nach
SID war es zum 3 h-Zeitpunkt signifikant gegeniliber der Kontrolle und der Laparotomie erhéht.
SID-operierte Tiere zeigten 6 h nach dem Eingriff ihre maximale IL-10-Konzentration mit im
Median 6,15 pg/ ml, womit sie eine signifikante Erhohung im Vergleich zu Kontrolltieren
aufwiesen. Zu diesem Zeitpunkt war die IL-10-Konzentration in der Laparotomiegruppe ebenfalls
signifikant gegeniber der Kontrolle erhoht. Auffallend war die grofle Streuung der IL-10-
Konzentrationen nach SID. Vierundzwanzig Stunden nach SID ist die IL-10-Konzentration im
Vergleich zu den laparotomierten Tieren erhoht. Zum 72h Zeitpunkt waren keine

Gruppenunterschiede feststellbar.
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Abbildung 30 IL-10-Konzentration im Serum

Die IL-10-Konzentration im Serum stieg 3 h nach SID signifikant gegeniiber den anderen Gruppen an. Zum
6 h-Zeitpunkt fihrten beide Operationen zu einer signifikanten Elevation des IL-10 verglichen zur Kontrolle.
Vierundzwanzig Stunden nach SID wiesen die Mause eine erhdhte IL-10-Konzentration auf als nach
Laparotomie. Gezeigt sind der Median und Interquartilsabstande. Die Gruppenunterschiede wurden mittels
des Kruskal-Wallis-Tests und anschlieBendem Dunn’s multiple comparisons test auf Signifikanz geprift.
*p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001; **** p <0,0001 zwischen SID und Kontrolle. + p <0,05; ++ p <0,01;
+++ p £0,001; ++++ p <£0,0001 zwischen Laparotomie und Kontrolle. # p < 0,05; ## p < 0,01;### p <0,001;
H### p < 0,0001 zwischen SID und Laparotomie. n = 18 pro Gruppe und Zeitpunkt.

5.6 Zytokinsekretion von murinen Splenozyten

Um zu untersuchen, ob murine Splenozyten nach einem operativen Trauma noch addquat auf
einen weiteren Reiz reagieren konnen, wurde ein sogenanntes second-hit Modell verwendet. Der
first-hit wird hierbei durch das Operationstrauma reprasentiert und der second-hit durch eine ex-
vivo Stimulation mit E.coli-LPS. AnschlieRend wurde die Zytokinkonzentration im Uberstand der
Splenozyten durchflusszytometrisch mit Hilfe des Cytometric Bead Arrays bestimmt. Untersuchte
Zytokine waren: IL-1B, IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-12p70, IL-17A, IFN-y und TNF-a.

Da IL-2, IL-4, IL-12p70 und IL-17A auch nach Stimulation mit E.coli-LPS nicht im bedeutsamen

Malle messbar waren, wird auf diese im Folgenden nicht weiter eingegangen.
5.6.1 Interleukin-1p im Splenozyteniiberstand

IL-1B, ein proinflammatorisches Zytokin, wurde nach Stimulation mit E.coli-LPS vermehrt von den
Splenozyten ausgeschittet. Als Vergleichswert ist die mediane IL-1B-Konzentration aus dem
Uberstand unstimulierter Splenozyten der Kontrollgruppe als gestrichelte Linie dargestellt, welche
3,84 pg / ml betrug(Abbildung 31).

Drei Stunden nach einem operativen Stimulus sankt die IL-1B-Konzentration signifikant im
Vergleich mit der Kontrollgruppe (Abbildung 31A). Zum 24 h-Zeitpunkt wurde nach Laparotomie
eine deutlich hohere IL-1B-Konzentration gemessen als bei Kontrolltieren (Abbildung 31B). Zum

6 h- und 72 h-Zeitpunkt waren keine Gruppenunterschiede nachweisbar (nicht dargestellt).
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Abbildung 31 IL-1B-Konzentration im Splenozyteniiberstand

Drei Stunden nach einem operativen Stimulus wurde signifikant weniger IL-1B ausgeschittet als in der
Kontrollgruppe (A). Dieser Effekt kehrte 24 h nach Laparotomie um und es wurde eine signifikant héhere IL-
1B-Konzentration im Vergleich zur Kontrolle gemessen (B). Die gestrichelte Linie entspricht der medianen
IL-1B-Konzentration im unstimulierten Splenozyteniberstand der Kontrolltiere, welche 3,84 pg / ml betrug.
Gezeigt sind der Median und Interquartilsabstidnde in Box Plots mit Whiskers nach Tukey. Die
Gruppenunterschiede wurden mittels des Kruskal-Wallis-Tests und anschlieBendem Dunn’s multiple
comparisons test auf Signifikanz gepruft. * p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001; **** p <0,0001

5.6.2 Interleukin-6 im Splenozyteniiberstand

Durch die Stimulation der Splenozyten mit LPS wurden erhdhte IL-6-Konzentrationen im
Uberstand gemessen, weswegen als Vergleichswert die mediane IL-6-Konzentration von
3,00 pg / ml von unstimulierten Splenozyten der Kontrolltiere als gestrichelte Linie dargestellt ist
(Abbildung 32).

Nach beiden operativen Eingriffen war sowohl zum 3 h- als auch zum 6 h-Zeitpunkt eine signifikant
geringere IL-6-Konzentration als bei den Kontrolltieren messbar (Abbildung 32A und B).

Dieses kehrte sich allerdings zum 24 h-Zeitpunkt um und es wurden sowohl nach Laparotomie als
auch nach SID signifikant erhohte IL-6-Konzentrationen im Splenozyteniiberstand beobachtet

(Abbildung 32D). Der 72 h-Zeitpunkt wies keine Gruppenunterschiede mehr auf (nicht gezeigt).
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Abbildung 32 IL-6-Konzentration im Splenozyteniiberstand

Die IL-6-Konzentration war sowohl nach SID als auch nach Laparotomie zum 3 h- und 6 h-Zeitpunkt
signifikant gegeniiber der Kontrolle vermindert (A und B). Vierrundzwanzig Stunden nach den operativen
Eingriffen beobachtete man das genaue Gegenteil, ndmlich eine signifikant erhéhte IL-6-Konzentration
durch die Eingriffe (C). Die gestrichelte Linie bei 3,00 pg / ml entspricht der medianen IL-6-Konzentration im
unstimulierten Splenozyteniberstand der Kontrolltiere. Gezeigt sind der Median und Interquartilsabstdnde
in Box Plots mit Whiskers nach Tukey. Die Gruppenunterschiede wurden mittels des Kruskal-Wallis-Tests
und anschlieBendem Dunn’s multiple comparisons test auf Signifikanz geprift. * p <0,05; ** p<0,01;
*** p<0,001; **** p <0,0001

5.6.3 Tumornekrosefaktor-a im Splenozyteniiberstand

Die TNF-a-Konzentration im Medium von unstimulierten Splenozyten von Kontrolltieren war im
Median 20,86 pg / ml (gestrichelte Linie Abbildung 33).

Die Kinetik der TNF-a-Konzentration, dargestellt in Abbildung 33, entspricht weitgehend der, die
schon bei IL-6 beobachtet wurde. In den ersten 6 h nach den operativen Eingriffen kam es zu einer
signifikanten Reduktion der TNF-a-Konzentration im Vergleich zu der Kontrolle. Dies hat sich zum
24 h-Zeitpunkt umgekehrt und die operierten Tiere zeigen eine signifikante Zunahme der TNF-a-
Konzentration gegentiber der Kontrolle. Die elevierte TNF-a-Konzentration ist nach Laparotomie,

im Gegensatz zur SID, auch noch zum 72 h-Zeitpunkt messbar.
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Abbildung 33 TNF-a-Konzentration im Splenozyteniibestand

Zum 3 h- und 6 h-Zeitpunkt sind die TNF-a-Spiegel nach den Operationen signifikant niedriger als bei der
Kontrolle. Dahingegen ist 24 h nach den operativen Eingriffen eine signifikante Zunahme der TNF-a-
Konzentration im Vergleich zur Kontrolle aufféllig. Diese Zunahme lasst sich bei laparotomierten Tieren
auch noch zum 72 h-Zeitpunkt beobachten. Die gestrichelte Linie bei 20,86 pg / ml entspricht der medianen
TNF-a-Konzentration im unstimulierten Splenozyteniiberstand der Kontrolltiere. Gezeigt sind der Median
und Interquartilsabstande. Die Gruppenunterschiede wurden mittels des Kruskal-Wallis-Tests und
anschlieRendem Dunn’s multiple comparisons test auf Signifikanz geprift. * p<0,05; **p<0,01;
*** p<0,001; ****p<0,0001 zwischen SID und Kontrolle. +p<0,05 ++p<0,01; +++p<0,001;
++++ p £ 0,0001 zwischen Laparotomie und Kontrolle. # p < 0,05; ## p < 0,01;### p < 0,001; #### p < 0,0001
zwischen SID und Laparotomie. n 2 19 pro Gruppe und Zeitpunkt.

5.6.4 Interferon-y im Splenozyteniiberstand

IFN-y, ein weiteres vorwiegend proinflammatorisches Zytokin, wurde im Uberstand von
unstimulierten Splenozyten der Kontrolltiere nicht gefunden. Nach Simulation mit LPS kam es aber
zu einer deutlichen IFN-y-Ausschiittung, was in Abbildung 34 dargestellt ist.

Nach beiden Operationen war die IFN-y-Konzentrationen zu den Zeitpunkten 3 h und 6h
signifikant erniedrigt im Vergleich zur Kontrollgruppe. Am 24 h-Zeitpunkt beobachtete man, dass
die IFN-y-Konzentration nach Laparotomie deutlich zunahm und damit signifikant gegenliber
Kontrolle und SID erhoht war. Die Konzentration war auch 72 h nach Laparotomie im Bezug zur

Kontrolle signifikant erhoht.
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Abbildung 34 IFN-y-Konzentration im Splenozyteniiberstand

Nach den operativen Eingriffen lieBen sich signifikant reduzierte IFN-y-Konzentrationen im Vergleich zur
Kontrollgruppe zum 3 h- und 6 h-Zeitpunkt feststellen. Ab dem 24 h-Zeitpunkt kehrt sich dieses nach der
Laparotomie um und es wurde signifikant mehr IFN-y gemessen als in der Kontrollgruppe. Zum 24 h-
Zeitpunkt ist die IFN-y-Konzentration bei laparotomierten Tieren auch deutlich héher als bei SID-operierten
Tieren. Gezeigt sind der Median und Interquartilsabstande. Die Gruppenunterschiede wurden mittels des
Kruskal-Wallis-Tests und anschlieBendem Dunn’s multiple comparisons test auf Signifikanz geprift.
*p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001; **** p <0,0001 zwischen SID und Kontrolle. + p <0,05; ++ p <£0,01;
+++ p £0,001; ++++ p £0,0001 zwischen Laparotomie und Kontrolle. # p < 0,05; ## p < 0,01;### p <0,001;
H### p < 0,0001 zwischen SID und Laparotomie. n = 19 pro Gruppe und Zeitpunkt.

5.6.5 Interleukin-10 im Splenozyteniiberstand

IL-10 zeigte eine mediane Konzentration von 4,81 pg/ ml bei unstimulierten Splenozyten von
Kontrolltieren (gestrichelte Linie in Abbildung 35).

Nach Laparotomie reduzierte sich die IL-10-Konzentration zum 3 h-Zeitpunkt signifikant zur
Kontrolle (Abbildung 35A). Zum 24 h-Zeitpunkt lies sich hingegen ein signifikanter Anstieg der IL-
10-Konzentration sowohl nach Laparotomie als auch nach SID feststellen, wenn man diese mit der
Kontrollgruppe vergleicht. Des Weiteren war die IL-10-Konzentration nach SID deutlich hoher als
nach (Abbildung 35B). Zum 6 h- gab es keine

Laparotomie und 72 h-Zeitpunkt

Gruppenunterschiede (nicht dargestellt).
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Abbildung 35 IL-10-Konzentration im Splenozyteniiberstand

Die IL-10-Konzentration sank nach Laparotomie zum 3 h-Zeitpunkt signifikant gegeniiber der Kontrolle ab
(A). Zum 24 h-Zeitpunkt lies sich ein signifikanter Anstieg der IL-10-Konzentration nach Laparotomie im
Vergleich zur Kontrolle beobachten. Ebenfalls zeigten SID-operierte Tiere zu diesem Zeitpunkt eine
signifikant hohere IL-10-Konzentration als Kontrolltiere bzw. laparotomierte Tiere (B). Die gestrichelte Linie
bei 4,81 pg / ml entspricht der medianen IL-10-Konzentration im unstimulierten Splenozyteniberstand der
Kontrolltiere. Gezeigt sind der Median und Interquartilsabstande in Box Plots mit Whiskers nach Tukey. Die
Gruppenunterschiede wurden mittels des Kruskal-Wallis-Tests und anschlieBendem Dunn’s multiple
comparisons test auf Signifikanz gepruft. * p <0,05; ** p <0,01; *** p<0,001; **** p <0,0001

5.7 Tryptophan-Metabolismus

Tryptophan (TRP) ist eine essentielle Aminosaure und wird, wenn nicht fir die Proteinbiosynthese
genutzt, vornehmlich zu Nikotinamidadenindinukleotid (NAD*) abgebaut. Der primare Schritt ist
der Abbau zu Kynurenin (KYN) durch das Enzym Indolamin-2,3-Dioxygenase (IDO). Dieses Enzym
wird durch proinflammatorische Zytokine, Glukokortikoide und bakterielle Produkte induziert und
hat immunmodulierende, primar immunsuppressive, Eigenschaften [3]. Die Abbauwege des
Tryptophans sind in Abbildung 3 (Modifiziert nach [3]) dargestellt.

Massenspektrometrisch wurden in dieser Arbeit Tryptophan, Kynurenin, Kynureninsdure,

Quinolinsdure , Xanthurensaure und Picolinsdaure bestimmt.
5.7.1 Aktivitat der Indolamin-2,3-Dioxygenase

Die Aktivitat der IDO, dem Schliisselenzym des Tryptophanmetabolismus, ldsst sich aus dem
Verhaltnis des Produktes Kynurenin zum Substrat Tryptophan bestimmt und wird im Abbildung 36
gezeigt.

Sowohl 3 h als auch 6 h nach den operativen Eingriffen kam es zu einer signifikanten Zunahme der
IDO-Aktivitat im Vergleich zur Kontrolle, wobei zusatzlich 3 h nach SID die IDO-Aktivitat signifikant
grofRer war als in der Laparotomiegruppe. Zum 24 h-Zeitpunkt waren keine Gruppenunterschiede
erkennbar. Zweiundsiebzig Stunden nach SID fand man eine deutlich erhéhte IDO-Aktivitat im

Vergleich zu den anderen beiden Gruppen.
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Abbildung 36 Aktivitadt der Indolamin-2,3-Dioxygenase

Die Aktivitat der Indolamin-2,3-Dioxygenase (IDO) lasst sich Uber das Verhaltnis des Produkts Kynurenin
und des Substrats Tryptophan bestimmen. Sowohl 3 h als auch 6 h nach SID und nach Laparotomie kam es
zu einer Zunahme der IDO-Aktivitat im Vergleich zur Kontrolle, wobei sie 3 h nach SID noch signifikant
hoher war als nach Laparotomie. Eine erhdhte IDO-Aktivitdt war auch 72 h nach SID im Vergleich zu den
anderen beiden Gruppen feststellbar. Gezeigt sind der Median und Interquartilsabstande. Die
Gruppenunterschiede wurden mittels des Kruskal-Wallis-Tests und anschlieBendem Dunn’s multiple
comparisons test auf Signifikanz geprift. * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001; **** p <0,0001 zwischen
SID und Kontrolle. + p<0,05; ++ p<0,01; +++p<0,001; ++++ p <0,0001 zwischen Laparotomie und
Kontrolle. # p <0,05; ## p < 0,01;### p < 0,001; #### p < 0,0001 zwischen SID und Laparotomie. n =20 pro
Gruppe und Zeitpunkt.

Zu den Zeitpunkten 3h, 6h und 72h sah man eine deutliche Reduktion der
Tryptophankonzentration bei SID-operierten Tieren im Vergleich zu den anderen Gruppen
(Abbildung 37). Vierundzwanzig Stunden nach SID war die Tryptophankonzentration signifikant
geringer als nach Laparotomie (Abbildung 37).

Die Kynureninkonzentration zeigte keine signifikanten Gruppenunterschiede (nicht dargestellt).
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Abbildung 37 Tryptophan-Konzentration im EDTA-Plasma

Die Tryptophan-Konzentration wurde tandem-massenspektrometrisch im EDTA-Plasma bestimmt. Zu den
Zeitpunkten 3 h, 6 h und 72 h nach SID kam es zu einem signifikanten Abfall im Vergleich zu den anderen
beiden Gruppen. 24 h nach SID war die Tryptophan-Konzentration nur im Vergleich zu laparotomierten
Tieren erniedrigt. Gezeigt sind der Median und Interquartilsabstande. Die Gruppenunterschiede wurden
mittels des Kruskal-Wallis-Tests und anschlieBendem Dunn’s multiple comparisons test auf Signifikanz
gepruft. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001 zwischen SID und Kontrolle. + p <0,05;
++p<0,01; +++p<0,001; ++++p<0,0001 zwischen Laparotomie und Kontrolle. # p<0,05;
H## p <0,01;### p<0,001; Hi###H p<0,0001 zwischen SID und Laparotomie. n220 pro Gruppe und
Zeitpunkt.

5.7.2 Weiterer Abbau des Kynurenins

Das entstandene Kynurenin wird Uber verschiedene Stoffwechselwege weiter abgebaut, um fir
die Transamination, die Energiegewinnung oder NAD*-Synthese genutzt zu werden (Abbildung 3).
Betrachtet man die Kynureninsaure, fallt vor allem 6 h und 72 h nach SID auf, dass es zu einer
signifikanten Reduktion ihrer Konzentration im Vergleich zu den anderen Gruppe kam (Abbildung

38). Dies war zu den anderen Zeitpunkten nicht nachweisbar (nicht dargestellt).
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Abbildung 38 Kynureninsdure-Konzentration im EDTA-Plasma

Die Kynureninsdure-Konzentration war sowohl zum 6 h- (A) als auch zum 72 h-Zeitpunkt (B) nach SID
signifikant niedriger als in beiden Vergleichsgruppen. Gezeigt sind der Median und Interquartilsabstdande in
Box Plots mit Whiskers nach Tukey. Die Gruppenunterschiede wurden mittels des Kruskal-Wallis-Tests und
anschlieRendem Dunn’s multiple comparisons test auf Signifikanz geprift. * p<0,05; ** p<0,01;
*** p<0,001; **** p <0,0001

Ein weiteres Abbauprodukt ist die Xanthurensaure. Hier zeigt sich, dass ihre Konzentration 3 h
nach beiden operativen Eingriffen signifikant geringer war als in der Kontrollgruppe (Abbildung
39A). Zum 6 h-Zeitpunkt war die Konzentration nach SID deutlich verringert im Vergleich zu den
anderen Gruppen (Abbildung 39B). Diese Reduktion war auch zum 72 h-Zeitpunkt zu beobachten,
wobei sie allerdings nur signifikant im Vergleich zur Laparotomiegruppe wurde (Abbildung 39C).

Der 24 h-Zeitpunkt wies keine Gruppenunterschiede auf und ist daher nicht dargestellt.
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Abbildung 39 Xanthurensaure-Konzentration im EDTA-Plasma

Dargestellt ist die Xanthurensdure-Konzentration im EDTA-Plasma zu den Zeitpunkten 3 h, 6 h und 72 h. Der
3 h-Zeitpunkt zeigte eine signifikante Reduktion der Konzentration nach beiden chirurgischen Eingriffen im
Vergleich zur Kontrollgruppe (A). Sechs Stunden nach SID wiesen die Tiere signifikant weniger
Xanthurensaure auf als in den anderen Versuchsgruppen (B). Diese Reduktion war 72 h nach SID nur noch
signifikant im Vergleich zu laparotomierten Tieren (C). Gezeigt sind der Median und Interquartilsabsténde
in Box Plots mit Whiskers nach Tukey. Die Gruppenunterschiede wurden mittels des Kruskal-Wallis-Tests
und anschlieBendem Dunn’s multiple comparisons test auf Signifikanz geprift. * p<0,05; ** p <0,01;
*** p<0,001; **** p <0,0001

Die Picolinsdaure wurde ebenfalls bestimmt. Hierbei zeigte sich zum 6 h-Zeitpunkt, dass die
Konzentration der Picolinsdaure nach SID im Vergleich zu den anderen beiden Versuchsgruppen
signifikant erniedrigt war, was auch zu den spateren Zeitpunkten konstant blieb (Abbildung 40).

Aufgrund von fehlenden Gruppenunterschieden ist der 3 h-Zeitpunkt nicht dargestellit.
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Abbildung 40 Picolinsdure-Konzentration im EDTA-Plasma

Dargestellt ist die Picolinsdure-Konzentration im EDTA-Plasma zu den Zeitpunkten 6 h (A), 24 h (B) und 72 h
(C). Auffallig ist, dass zu all diesen Zeitpunkten eine signifikante Reduktion der Konzentration nach SID zu
beobachten war im Vergleich zu den anderen beiden Gruppen. Gezeigt sind der Median und
Interquartilsabstande in Box Plots mit Whiskers nach Tukey. Die Gruppenunterschiede wurden mittels des
Kruskal-Wallis-Tests und anschlieBendem Dunn’s multiple comparisons test auf Signifikanz gepruift.
* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001; **** p<0,0001

Der letzte Parameter, der untersucht wurde, ist die Quinolinsdure, wobei hier allerdings keine
Gruppenunterschiede gefunden werden konnten, sodass diese Daten nicht dargestellt sind.

Insgesamt kann man also sagen, dass es sowohl bei der Kynureninsdure, der Xanthurensaure und
der Picolinsdure zu einer Reduktion der Konzentration nach SID im Vergleich zu den anderen
Versuchsgruppen kam. Diese Reduktion lieR sich bei allen drei Parametern sowohl zum 6 h- als

auch zum 72 h-Zeitpunkt nachweisen.
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6 Diskussion

In Deutschland wurden im Jahr 2018 knapp 2,6 Millionen Operationen am Verdauungstrakt
durchgefiihrt, was circa 15 % aller durchgefiihrten operativen Eingriffe entspricht [4]. Die daraus
folgende Mortalitdt im Krankenhaus betragt dabei in Deutschland 1,9 % [5], wobei die
Hauptkomplikationen die Sepsis (4,3 %) und die Peritonitis (3,2 %) waren [5].

Die postoperative Sepsis verlauft zudem im Regelfall schwerer als eine spontan erworbene Sepsis,
was aktuell durch eine vorbestehende Immunsuppression aufgrund des operative Traumas erklart
wird [32]. Da diese Trauma-induzierte Immunsuppression klinisch bedeutsam ist, aber bisher die
grundlegenden Mechanismen dieser Immunsuppression nicht ausreichend verstanden sind, war
Ziel dieser Arbeit, das postoperative Immunsystem nach viszeralchirurgischen Eingriffen im
Tiermodell der surgically-induced immune dysfunction (SID) Uber einen Zeitraum von drei bis 72
Stunden genauer zu charakterisieren.

Da die SID ein ausgepragtes Operationstrauma mit Darmmanipulation darstellt [33], wurden als
Vergleichsgruppen sowohl Tiere mit geringer ausgepragtem Operationstrauma ohne
Darmmanipulation (reine Laparotomie) als auch nicht operierte Kontrolltiere verwendet, um eine
Aussage Uber die Kinetik der Immunreaktion in Abhangigkeit von der Traumastarke treffen zu

kénnen.
6.1 Operationsstress und dessen Einfluss auf den physiologischen Zustand des Tieres

Der Stress durch die Operationen wurde anhand des Corticosteron-Levels der Tiere und anhand
eines Belastungsscores evaluiert.

Corticosteron stellt in Nagetieren das wichtigste Stresshormon dar und wird Uber die
Hypothalamus-Hypophysen-Nebennierenrinden-Achse reguliert, wobei Faktoren wie Stress,
inflammatorische Zytokine oder die Tag-Nacht-Rhythmik eine Ausschittung von Glucocorticoiden
bewirken [34]. Drei Stunden postoperativ zeigten beide operativen Eingriffe eine Elevation des
Corticosteron-Konzentration im Serum im Vergleich zu unbehandelten Tieren, welches am ehesten
durch den perioperativen Stress erklarbar ist [13] und unabhangig vom durchgefiihrten Eingriff ist.
Die laparotomierten Tiere zeigten daraufhin wieder eine Normalisierung der Glucocorticoid-
Konzentration, wohingegen die SID-operierten Tiere eine weiterhin erhéhte Konzentration bis 24 h
nach Operation zeigten. Da, neben Stress, auch proinflammatorische Zytokine die Produktion von
Glucocorticoiden fordern [13, 34], waren vor allem die deutlich elevierten IL-6-Konzentrationen
nach SID im Vergleich zur Laparotomie eine mogliche Ursache der langer erhéhten Glucocorticoid-

Level [35, 36].
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Limitierend bei der Betrachtung des Stresslevels mithilfe des Corticosterons ist die circadiane
Rhythmik, die Glucocorticoide aufweisen [37, 38], da es aufgrund des Versuchdesigns nicht
moglich war, zur gleichen Tageszeit die Corticosteronwerte zu bestimmen. Folglich ist der
Gruppenvergleich zu einem definierten Zeitpunkt gut moglich, aber die Kinetik der Glucocorticoid-
Konzentration innerhalb einer Gruppe ist mit Einschrankungen zu bewerten. Eine Analyse der
Corticosteron-Konzentrationen im Tagesverlauf durch Gong et al. [38] zeigte bei Madusen zwischen
03:00 Uhr und 15:00 Uhr konstante Werte, sodass bei unseren Versuchen, welche in diesem
Zeitrahmen stattfanden, die circadiane Rhythmik eine untergeordnete Rolle zu haben scheint.

Als weiterer Stressparameter wurde ein Belastungsscore herangezogen, welcher durchweg eine
hohere Belastung der SID-operierten Tiere aufzeigte verglichen mit den laparotomierten Tieren.
Dieses ist am ehesten auf das groRere operative Trauma zuriickzufiihren.

Eine Moglichkeit zur Objektivierung des Traumas ist der Nachweis der Freisetzung von
sogenannten damage-associated molecular patterns (DAMP), also Proteine, die bei Stress oder
Zelltod ausgeschiittet werde [39]. Zu diesen DAMP gehort das high-mobility group box protein
(HMGB1), welches ein nukledr lokalisiertes, DNA-bindendes Protein ist [40]. Es dient der
Transkriptionsregulation, der interzellularen Kommunikation und wirkt als proinflammatorisches
Zytokin [40]. HMGB1 korreliert unter anderem im Rahmen eines Traumas [41], eines
hdamorrhagischen Schocks [42], einer Sepsis [43] und bei einer akuten Appendizitis [44] mit dem
Schweregrad der Erkrankung. In Vorarbeiten unsere Arbeitsgruppe wurde die HMGB1-
Konzentration nach SID im Vergleich zur Laparotomie evaluiert, wobei zum 6 h-Zeitpunkt beide
Versuchsgruppen elevierte Level aufwiesen. Nach 24 h waren signifikant erhohte HMGB1-
Konzentrationen in der SID-Gruppe verglichen zur Laparotomie auffallig [33], sodass auch hier die
HMGB1-Konzentration als Marker fiir die Schwere des Operationstraumas und der damit
einhergehenden Belastung genutzt werden kann.

Infolge der durchweg signifikant erhohten Belastung nach SID im Vergleich zur Laparotomie
zeigten die Tiere einen ausgepragteren Abfall des Korpergewichts im Rahmen des chirurgisch
ausgeldsten Stressstoffwechsels mit Neigung zum Katabolismus [2, 45].

Die laparotomierten Tiere gelang es, nach einem initialen Gewichtsverlust, ihr Gewicht ab 12 h
postoperativ zu stabilisieren und ab 36 h postoperativ wieder zuzunehmen, wohingegen die SID-
operierten Tiere auch bis zum Ende der Beobachtungszeit von 72 h weiterhin Gewicht verloren.
Aus einer Weiterflihrung des Projektes in der Arbeitsgruppe lieR sich zeigen, dass die SID-Tiere ihr
Gewicht ab circa dem dritten postoperativen Tag stabilisieren konnen und am siebten
postoperativen Tag das Ausgangsgewicht erreichten [46]. Aus diesen Daten lasst sich schliel3en,

dass es zu einer Verringerung der Belastung nach 72 h kam.
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Ein weiterer Parameter zur Beurteilung des physiologischen Zustandes des Tieres ist die Messung
der Korpertemperatur. Dieser Parameter ist Teil der Kriterien um ein systemic inflammatory
response syndrome (SIRS) zu diagnostizieren, wobei entweder eine Kérpertemperatur groRer oder
gleich 38° C oder kleiner oder gleich 36° C eingeht [8]. Das SIRS ist die systemische Reaktion des
Korpers auf einen inflammatorischen Reiz jedweden Ursprungs, also zum Beispiel aufgrund einer
Infektion, eines Traumas, eines Schocks oder auch aufgrund einer ausgepragten Pankreatitis [8].
Die operierten Tiere zeigten postoperativ eine Hypothermie mit dem Erreichen der minimalen
Korpertemperatur nach 6 h, wobei die SID-operierten Tiere im Vergleich zu den laparotomierten
Tieren eine signifikant niedrigere  Korpertemperatur aufwiesen. Da bei beiden
Operationsmethoden die Operationszeit gleich war und auch die gleiche Menge Flissigkeit
intraperitoneal substituiert wurde, sind dies keine Erklarungsansatze fiir die ausgepragtere
Hypothermie. Im Folgenden stabilisierte sich die Kérpertemperatur bei den laparotomierten
Tieren wieder, wohingegen die SID-operierten Tiere nur eine vorriibergehende Stabilisation
zeigten und nach 36 h eine signifikant niedrigere Kérpertemperatur aufwiesen als laparotomierte
Tiere. Die Korpertemperatur zeigte sich ab diesem Zeitpunkt nach SID weiter fallend.

Im Tierversuch konnte nachgewiesen werden, dass Hypothermie aus der Kombination von
Verhaltensanderungen mit Bevorzugung einer kalten Umgebung, einer Reduktion der
Thermogenese und einer Vasodilatation entsteht [47]. Des Weiteren konnten Liu et al. zeigen,
dass Ratten nach Induktion eines SIRS mittels LPS oder E.coli ein signifikant verbessertes
Uberleben zeigten, wenn diese eine Hypothermie anstatt eines Fiebers entwickelten [48]. Sie
stellten die Hypothese auf, dass sowohl Hypothermie als auch Fieber zu unterschiedlichen Zeiten
eines SIRS eine wichtige Rolle in der Bewaltigung dessen spielen, da das Fieber bei geringgradigen
Infektionen der Pathogenelemination dient, wohingegen bei stark ausgepragtem SIRS eher die
Hypothermie den Erhalt der Kérperfunktionen sicherstellt [48]. Dem scheinbar wiedersprechend
scheinen Studien am Menschen zu sein, die eine erhohte Mortalitdt von Sepsis-Patienten mit
Hypothermie im Vergleich zu Fieber herausfanden [49] Eine Meta-Analyse von Rumbus et al. zeigt
allerdings, dass zwar Hypothermie ein prognostisch schlechter Faktor bei einer Sepsis ist,
allerdings ist die Ursache dafir nicht die Hypothermie per se, da diese selbst nur ein Ausdruck
einer schwerwiegenderen Erkrankung ist [50]. In der Zusammenschau dieser Daten lasst sich
schlieflen, dass die SID mit einem SIRS einhergeht, was bei einer reinen Laparotomie nicht der Fall
ist, sodass die Tiere zur Sicherung der Organfunktion nach SID eine Hypothermie entwickeln. In
diesem Zusammenhang sollte aber dennoch erwahnt werden, dass trotz scheinbarer Intensitat der

postoperativen Reaktion im Untersuchungszeitraum keine Todesfalle nach SID aufgetreten sind.
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Insgesamt legen die oben genannten Befunde nahe, dass die SID im Vergleich zur Laparotomie zu
ein starkeres Trauma darstellt und somit eine ausgepragtere Verdnderungen des Organismus im
Sinne eines SIRS induziert, wobei im Weiteren genauer auf die Reaktion des Immunsystems auf

diese Herausforderung eingegangen wird.

6.2 SID — Tiermodell zur Induktion eines abakteriellen oder doch bakteriell ausgeldsten

systemic inflammatory response syndrome?

Der Begriff SIRS wurde in der ersten Sepsisdefiniton 1991 eingefiihrt als eine schwere
Allgemeinreaktion des Organismus auf eine Vielzahl von Schadigungen, unter anderem auch durch
Infektionen, die dann als Sepsis zu werten sind [8]. Ziel war es, einfache klinische Parameter zu
finden, die Patienten identifizieren mit erhéhtem Risiko fiir eine Sepsisentwicklung.

Ein Ziel der Arbeit war herauszufinden, ob das SID-Modell ein SIRS-dhnliches Krankheitsbild
aufgrund einer Infektion oder alleine aufgrund des Operationstraumas auslost. Um diese Frage zu
klaren, wurde die Anzahl der bakteriellen koloniebildenden Einheiten in Blut, Peritoneallavage,
Leber, Niere, Milz und Lunge bestimmt.

Die Bedeutung von Blutkulturen beim Verdacht auf eine Sepsis wird durch die ,Surviving Sepsis
Campaign” betont. Die Initiatoren haben in ihren 2018 erneuerten Leitlinien die Gewinnung von
Blutkulturen als essentiellen Bestandteil der ersten Stunde der Sepsisbehandlung hervorgehoben
[51]. In den gewonnenen Blutproben in unserem Versuch liel sich zu keinem Versuchszeitpunkt
eine signifikant groBRere bakterielle Belastung der SID-operierten Tiere nachweisen als in den
anderen Versuchsgruppen. Diese Versuchsergebnisse sollten einen allerdings keinesfalls dazu
verleiten die SID unverziglich als steriles Modell fiir ein SIRS anzusehen, da auch bei einer
schweren Sepsis bei circa 40-60% der Patienten keine Bakteriamie durch Blutkulturen
nachgewiesen werden kann [52]. Dies wird in der neuen Sepsisdefinition auch hervorgehoben, da
dort die Sepsis als eine lebensbedrohliche Organdysfunktion durch eine dysregulierte
Immunantwort aufgrund einer vermuteten Infektion definiert wird [9], also der Erregernachweis
nicht mehr erforderlich ist. Darliber hinaus haben Algarni et al. in einer prospektiven Studie
Patienten der Intensivstation mit postoperativen intraabdominellen Infektionen untersucht und
fanden keinen Zusammenhang zwischen dem Vorhandensein einer Bakteridmie und der
Morbiditat und Mortalitdt der Patienten [53]. AuRerdem wiesen nur 19 % der Patienten mit
intraabdominellen Infektionen eine Bakteriamie auf [53].

Da die alleinige Gewinnung von Blutkulturen also nicht abschlieRend klaren kann, ob wirklich eine
Infektion vorliegt, wurden auch Leber, Lunge, Milz, Niere und die Peritoneallavage analysiert. Nach
Durchfiihrung der SID lag bei diesen Proben jeweils zum 24 h- und 72 h-Zeitpunkt eine signifikant

hohere bakterielle Belastung vor im Vergleich zur Laparotomiegruppe und zur Kontrollgruppe.
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Verschiedene Theorien zur Entwicklung dieser bakteriellen Belastung sind denkbar. Zum einen
kann es sich entweder um Bakterien der AuRenwelt handeln, die durch den operativen Eingriff in
das Tier gelangen und aufgrund der SID nicht mehr suffizient bekampft werden. Eine weitere
Theorie ist, dass die SID eine Perforation des Darms auslost und somit Darminhalt in die
Bauchhohle gelangt. Zuletzt sollte die Moglichkeit der bakteriellen Translokation Uber die
Darmwand durch die SID in Betracht gezogen werden.

Um den Ursprung der Bakterien genauer zu bestimmen, misste im vorgegebenen Setting nicht
nur die gesamte bakterielle Belastung untersucht werden, sondern eine Speziesbestimmung
vorgenommen werden. Diese Spezien miissten dann mit dem bakteriellen Mikrobiom des Darms
verglichen werden zur Bestimmung von Ubereinstimmungen. Da allerdings zu den friihen
Zeitpunkten bei den Tieren keine bakterielle Belastung der Peritonealflissigkeit nachzuweisen
war, scheint die Kontamination wahrend der Operation eher unwahrscheinlich.

Eine Darmperforation zur Auslésung einer intraabdominellen Infektion mit konsekutiver Sepsis
wird in verschiedenen Tiermodellen genutzt wie zum Beispiel dem Modell der cecal ligation and
puncture [54]oder der colon ascendens stent peritonitis [55]. Diese Modelle weisen innerhalb von
24 h eine erhohte Mortalitat auf [56]. Da diese Mortalitdt nach SID nicht beobachtet wurde,
scheint durch die Darmmanipulation keine relevante Perforation ausgeldst worden zu sein.

Reddy et al. konnten nachweisen, dass die intraoperative Darmmanipulation zu einer bakteriellen
Translokation flhrt indem sie mesenteriale Lymphknoten untersuchten [57]. Erganzend konnte im
Tierexperiment gezeigt werden, dass auch ein postoperativer lleus zu einer Translokation von
Bakterien in mesenteriale Lymphknoten und Leber 24 h nach lleusinduktion fihrt [58]. Beide
Faktoren haben wahrscheinlich auch in unserem Tiermodell zum Nachweis von Bakterien in Leber,
Lunge, Milz, Niere und Peritonealfliissigkeit gefiihrt, da eine ausgepragte Manipulation
durchgefihrt wurde und die SID eine Abwandlung eines lleusmodells ist.

Dariber hinaus kann aber auch eine Operation, ein Trauma oder auch eine Verbrennungen zur
Storung der Barrierefunktion des Darms fiihren und damit zur bakteriellen Translokation [59, 60].
Das fuhrte zu der Theorie des Darms als Ursache der Sepsis, die besagt, dass eine Translokation
von Darmbakterien eine Infektion an verschiedenen Organen bedingen kann [61]. Dabei gibt es
zwei Theorien wie die Darmbakterien die anderen Organe erreichen: Zum einen ist bei einer
Schadigung der Darmwand eine bakterielle Translokation tiber die Portalvene in die Leber moglich,
dieses konnte aber bisher nicht durch ausreichende Daten belegt werden [62]. Die heutzutage
anerkannte Theorie ist, dass es aus den mesenterialen Lymphknoten Uber das lymphatische
System zu einer Ausbreitung der Bakterien und vor allem bakterieller Bestandteile kommt, die ein

SIRS auslosen [62].
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Es konnte gezeigt werden, dass das SIRS selbst durch proinflammatorische Zytokine wie INF-y und
TNF-a die interstitielle Barrierefunktion, durch eine Storung der Zellverbindungen, mindert [63],
sodass ein circulos vitiosus aus bakterieller Translokation und SIRS entsteht [62].

Zusammenfassend scheint die SID eine Kombination der unterschiedlichen Mechanismen der SIRS-
Induktion aufzuweisen. Aufgrund des anfanglich fehlenden Bakteriennachweises, wird das SIRS
vornehmlich durch DAMP ausgel6st. Daraufhin schwacht das SIRS selbst und der postoperative
lleus die interstitielle Barriere weiter und es kommt zur vermehrten bakteriellen Translokation mit
Unterhaltung des SIRS und der Moglichkeit einer Sepsisentwicklung bei einer andauernden oder

erneuten bakteriellen Belastung.
6.3 Reaktionen des Immunsystems auf ein operatives Trauma

Schon im Jahr 1995 stellten Moore und Moore die Theorie auf, dass nach einem Trauma eine
zweiphasige Immunantwort mit initialer hyper- und spaterer hypoinflammatorischen Phase
entsteht [64]. Dieses Konzept, dargestellt in Abbildung 1, wurde weiterentwickelt, die Begriffe des
SIRS und CARS wurden eingefiihrt und die Giiltigkeit fir chirurgische Traumata wurde erganzt [1].
Dieses Modell bietet eine Erklarung dafir, dass Patienten nach operativen Eingriffen in der Regel
eine erhohte Anfalligkeit fur infektiose Komplikationen zeigen und bei Entwicklung einer Sepsis
eine hohere Morbiditat und Mortalitat aufweisen [1, 32].

Bei der Analyse des Immunstatus nach SID wiesen wir in Grundziigen einen gleichartigen Verlauf
auf mit einer primar hauptsachlich proinflammatorischen Aktivitat, die zwischen dem 6 h- und
24 h-Zeitpunkt in eine eher antiinflammatorische Reaktion tiberging, was im Folgenden als Gerist

genutzt wird, um die Immunreaktion nach SID zu erldutern.
6.3.1 Friihe, primar proinflammatorische Reaktion des Immunsystems
6.3.1.1 Zellen des angeborenen Immunsystems dominieren die friihe Reaktion

Die erste Reaktion des Immunsystems wird durch das angeborene Immunsystem initiiert [1],
welches vor allem Erreger eliminieren soll und die Antigenprasentation ermoglicht.

Zunachst betrachteten wir die neutrophilen Granulozyten, die essentielle Aufgaben bei der
Initiation einer proinflammatorischen Reaktion einnehmen, aber auch den Entziindungsprozess
begrenzen und die Gewebsreparatur positiv beeinflussen [65]. Neutrophile werden durch
pathogen-assoziierte molekulare Muster (PAMP: pathogen-associated molecular patterns) und
DAMP, sowie ortsansassige Makrophagen stimuliert. lhre Aufgabe ist die Einwanderung ins
Gewebe zur Pathogenbeseitigung [65, 66], die Herstellung wichtiger proinflammatorischer

Zytokine wie zum Beispiel IL-6 oder TNF-a [18] und die Rekrutierung weiterer Immunzellen [65].
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Sowohl im Blut als auch in der Milz kam es primar zum 3 h- und 6h-Zeitpunkt zur signifikanten
Zunahme der neutrophilen Granulozyten nach SID im Vergleich zur Kontrolle und Laparotomie
bzw. nur zur Kontrolle. Laparotomierte Tiere wiesen keinen Anstieg ihrer neutrophilen
Granulozyten im Blut auf, wohingegen eine anfangliche Zunahme in der Milz zu beobachten war.
In der Peritoneallavage wurde durch beide Operationen ein dauerhafter Anstieg der Neutrophilen
im Vergleich zur Kontrolle ausgeldst.

In unserer Arbeitsgruppe konnte weiterhin gezeigt werden, dass es zu einer Einwanderung von
neutrophilen Granulozyten in die Darmwand des Dinndarms nach SID kommt [33].

Die SID scheint, am ehesten aufgrund des groReren Traumas, eine verstarkte Immunantwort vor
allem in den ersten 6 h zu verlangen, sodass es in allen untersuchten Kompartimenten zu einer
deutlichen Zunahme der Neutrophilen kam. Bemerkenswert ist, dass ein geringeres Trauma, wie
es bei der Laparotomie vorliegt, die Neutrophilenanzahl im Blut nicht beeinflusst, wohingegen es
zu einer Zunahme in der Peritoneallavage, also der Abdominalhdhle als Ort des Traumas, und der
Milz als lymphatisches Organ kam.

Begrenzend muss man aber sagen, dass die Zahl der Neutrophilen zwar einen Hinweis auf eine
hohere proinflammatorische Aktivitdt geben kann, aber letztlich keine Aussage Uber die
Funktionsfahigkeit der Neutrophilen erlaubt. Kovtun et al. fassten in einem Review die
Veranderungen von Neutrophilen durch ein Trauma zusammen, wobei vor allem deutlich wurde,
dass die exzessive Freisetzung von neutrophilen Granulozyten zu einer Erschopfung des
Knochenmarks fihrt [67]. Auf weitere bakterielle Stimuli kann nicht mehr adaquat reagiert
werden [67]. Des Weiteren verandern sich die Neutrophilen und bilden vermehrt reaktive
Sauerstoffspezies, die zusatzliche Gewebeschaden verursachen [67]. Ob die deutliche Zunahme
der Neutrophilen nach SID letztlich eine notige Anpassung an groRere traumatische Schaden ist
oder doch schon Ausdruck einer dysregulierten Immunantwort, lieBe sich nur mithilfe von
Funktionsassays klaren.

Weitere Zellen des angeborenen Immunsystems mit Uberwiegend proinflammatorischen
Eigenschaften sind Monozyten und Makrophagen, die der Pathogenelimination dienen, eine
adaptive Immunantwort auslésen und Hauptproduzent von proinflammatorischen Zytokinen sind
[18, 68].

Das Monozyten-Makrophagen-System reagierte in den untersuchten Kompartimenten
unterschiedlich. Im Blut war zu den frithen Zeitpunkten nach SID (3 h und 6 h) eine Zunahme der
Monozyten im Vergleich zur Kontrolle zu beobachten. Die Laparotomie hatte keinen signifikanten
Effekt auf die Monozyten im Blut und auch spatere Zeitpunkte zeigten keine

Gruppenunterschiede. In der Milz war zum 3 h-Zeitpunkt eine signifikante Zunahme der
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Makrophagen nach den operativen Verfahren zu sehen, wobei hier das Mall des operativen
Traumas keine Auswirkungen zeigte.

Die Reaktionen in Blut und Milz lassen sich am ehesten durch die Mobilisation von Monozyten aus
dem Knochenmark erklaren, welche durch das Zytokin CC-Chemokinligand 2 (CCL2) entsteht, das
am Ort einer Entziindung nach IL-6-Stimulation gebildet wird [69]. Interessanterweise scheint der
entzlindliche Stimulus, der durch eine Laparotomie ausgel6st wird, nicht ausreichend zur
Monozytenmobilisation zu sein. Dieses deckt sich mit der signifikant hoheren IL-6-Ausschiittung
nach SID im Vergleich zur Laparotomie zu den friihen Zeitpunkten.

In der Peritoneallavage war, im Gegensatz zu den beiden anderen Kompartimenten, von Beginn an
eine signifikante Suppression der Makrophagen durch die Operationen zu sehen, wobei 3 h nach
SID auch signifikant weniger Makrophagen zu beobachten waren als nach der Laparotomie. Die
Makrophagenanzahl blieb nach SID Gber den gesamten Versuchsverlauf gegentiber der Kontroll-
beziehungsweise Laparotomiegruppe erniedrigt. In Folgeprojekten konnten wir in einem
kombinierten Modell aus SID und CASP zeigen, dass bei diesem, im Gegensatz zu der Kombination
aus Laparotomie und CASP, ein erhéhter Makrophagenanteil in der Darmwand nachweisbar war
(eingereicht bei Scientific Reports [70]). Daher wadre eine Erklarung fir die verringerte
Makrophagenanzahl in der Peritoneallavage, dass diese in die Darmwand als Ort der Schadigung
einwandern. Kalff et al. fanden in ihrem lleusmodell, an welches die SID angelehnt ist, ebenfalls
vermehrt Makrophagen in der Darmwand, die sie durch die Rekrutierung von Monozyten Uber
aktivierte ortsstandige Makrophagen erklaren [28]. Zur Stitzung dieser Theorie misste Studien
zum Migrationsverhalten von peritonealen Makrophagen in vivo folgen.

Ein weiterer Ansatz ware, dass das operative Trauma zur vermehrten Apoptose der peritonealen
Makrophagen fiihrt. Zhu et al. zeigten, dass HMGB1 in vitro eine Apoptose von Makrophagen
ausloste [71]. Ob dieses in vivo auch moglich ist, ist aktuell nicht bekannt.

Zuletzt sollte man die Peritonealmakrophagen der Maus nicht nur als eine einheitliche Entitat
begreifen. Ghosn et al. anderten das Verstandnis von Peritonealmakrophagen, indem sie zwei
Subpopulationen unterschieden [72]. Sie fanden groRe Peritonealmakrophagen, welche CD11b
stark exprimieren, in der Peritonealh6hle von unbehandelten Tieren. Nach Stimulation mit LPS
oder Thioglykolat hingegen waren kleine Peritonealmarkrophagen, die wenig CD11b exprimieren,
die Hauptpopulation. Diese kleinen Peritonealmakrophagen entstanden aus Blutmonozyten und
nicht aus den grolRen Peritonealmakrophagen, weswegen die Autoren proklamierten, dass die
Stimulation entweder zum Untergang der groRRen Peritonealmakrophagen fiihrte, deren Migration
bedingte oder zu einer Adhdarenz am Peritoneum beitrug [72]. Insgesamt zeigten die Subtypen

allerdings keine Funktionsunterschiede [72]. In der vorliegenden Arbeit wurden die Makrophagen
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anhand ihrer starken CD11b-Expression definiert, sodass die kleinen Peritonealmakrophagen nicht
mit erfasst wurden.

Weitere Antigen-prasentierende Zellen und Aktivatoren der T-Zellen sind die dendritischen Zellen
(DC), die damit eine wichtige Verbindung zwischen angeborenem und adaptivem Immunsystem
darstellen [73]. Wir haben erwartet, dass nach SID auch bei diesen Zellen eine friihzeitige
Hochregulation in der Milz stattfindet, allerdings zeigte sich bereits zum 3 h-Zeitpunkt eine
verminderte Anzahl von DC im Vergleich zur Kontrollgruppe. Zu diesem Zeitpunkt wiesen die
dendritischen Zellen allerdings noch einen normalen MHCII-Besatz auf, sodass die
Antigenprasentation wahrscheinlich intakt war. Kawasaki et al. zeigten in einem Trauma-
Tiermodell durch Blutungen, dass es bereits friihzeitig zu einem Abfall der DC der Milz kam, wobei
diese allerdings auch zu Beginn eine Reduktion der MHCIIl-Expression aufwiesen [22]. Die
Sepsisforschung ergab ebenfalls, dass dendritische Zellen bei einer Sepsis in der Milz und im Blut
vermindert vorkommen [74-76], wobei die Hauptursache eine vermehrte Apoptose der DC ist [74].
Unsere Arbeitsgruppe konnten in der Milz keine vermehrte Apoptose nach SID nachweisen [77],
sodass die Ursache des Verlusts der DC noch weiter untersucht werden muss.

Die meisten Zellen des adaptiven Immunsystems, mit Ausnahme der peritonealen B-Zellen, auf die
im Rahmen der spaten antiinflammatorischen Reaktion ndaher eingegangen wird, waren zu den

frihen Zeitpunkten durch die operativen Interventionen nicht beeinflusst.
6.3.1.2 Zytokine in der frithen Phase der Inmunreaktion

Zytokine sind die Botenstoffe, die eine Immunreaktion beeinflussen, regulieren und die Zell-Zell-
Kommunikation ermdoglichen, wobei eine Immunreaktion immer mit sowohl pro- als auch
antiinflammatorischen Zytokinen einhergeht [18].

In unserem Modell gab es zu den friihen Zeitpunkten Veranderungen der Serumzytokine
Interleukin-6 und Interleukin-10.

Interleukin-6 wird haufig als das klassische Zytokin der Akut-Phase-Reaktion angesehen mit pro-
und teilweise antiinflammatorischen Funktionen [18]. Gerade in der Sepsis- und Traumaforschung
wird IL-6 genutzt, da es mit der Mortalitdt, der Morbiditdt und dem chirurgischen Trauma
korreliert [19, 78-80]. In der vorliegenden Arbeit 16sten beide Operationen bis zum 24 h-Zeitpunkt
einen signifikanten Anstieg der IL-6-Konzentration im Vergleich zur Kontrolle aus, wobei in den
ersten 6 h nach SID signifikant mehr IL-6 als nach der Laparotomie beobachtet wurden. Die
maximale IL-6-Konzentration wurde nach der SID zum 3 h-Zeitpunkt erreicht, wahrend dies nach
der Laparotomie erst zum 6 h-Zeitpunkt der Fall war. Auch im Weiteren blieb das IL-6 nach SID
erhoht, wahrend es zum 72 h- Zeitpunkt nach Laparotomie wieder auf Kontrollniveau war. Dies

war fir uns nicht (berraschend, da wir in Vorarbeiten bereits einen raschen IL-6-Anstieg
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nachweisen konnten [33], interessant war allerdings, dass die hohen IL-6-Werte bis zu 72 h
persistierten. Im Vorfeld erreichte das IL-6 24 h nach SID erneut das Kontrollniveau [33]. Eine
mogliche Erklarung fir diese Unterschiede ist, dass der Grad des Traumas der SID abhdngig vom
Operateur ist und wahrscheinlich in dieser Arbeit groRer als in den Vorarbeiten war. Zwar wurde
das Maximum der IL-6-Antwort bereits zum 3 h-Zeitpunkt erreicht, was fiir eine frihe
proinflammatorische Reaktion spricht, aber die persistierende Erhéhung scheint hinweisend
darauf zu sein, dass pro- und antiinflammatorische Reaktionen nicht linear aufeinander folgen,
sondern zeitgleich im unterschiedlichen Ausmal} stattfinden. Dies zeigte auch das 2011 von Xiao et
al. publizierte Modell, welches auf Genexpressionsdaten von Leukozyten basiert, da sie eine
schnelle und zeitgleiche Hochregulation sowohl von pro- als auch antiinflammatorisch wirkenden
Genen bewiesen [12]. Das Modell wurde von Gentile et al. noch weiterentwickelt und es entstand
das Modell des Syndroms der persistierenden Entziindung, Immunsuppression und des
persistierenden Katabolismus (PICS — persistent inflammation/immunosuppression catabolism
syndrome), das nach einer initialen Immunreaktion mit pro- und antiinflammatorischen Anteilen
bei einigen Patienten eine chronische Erkrankung mit weiterbestehender Immundysfunktion
beschreibt [2].

Das wiirde auch erklaren, wieso IL-10, ein antiinflammatorisches Zytokin welches die
Lymphozytenfunktion hemmt und die Antigen-Prasentation negativ beeinflusst [81], bereits ab
dem 3 h-Zeitpunkt nach SID signifikant erh6ht war gegentiiber der Kontrolle und dies bis zum 6 h-
Zeitpunkt blieb. Die spaten Zeitpunkte wiesen darliber hinaus keine signifikanten Unterschiede zur
Kontrolle auf. Verschiedene Traumamodelle zeigten einen dhnlichen friihzeitigen Anstieg der IL-
10-Konzentration [82, 83], was in humanen Studien ebenfalls beobachtet werden konnte und mit
Mortalitat und Komplikationsraten assoziiert war [84-86]. Daraus wurde geschlossen, dass ein
friiher IL-10-Anstieg eine (berschieBende Proinflammation verhindern soll, was ein

Nebeneinander von pro- und antiinflammatorischen Reaktionen bestatigt.
6.3.1.3 Funktionsstatus der murinen Splenozyten in der frithen postoperativen Phase

Neben der Ausschiittung der Zytokine durch das operative Trauma ist vor allem wichtig, ob das
Immunsystem noch addquat auf einen weiteren Insult reagieren kann. Dieser weitere Insult
kdnnte nach einer viszeralchirurgischen Operation beispielsweise die Entwicklung einer Peritonitis
aufgrund einer Anastomoseninsuffizienz sein, die bei bis zu 10 % der gastrointestinalen Eingriffe
auftritt [5]. Der zweite Insult wurde in der vorliegenden Arbeit in vitro durchgefiihrt, indem die
Splenozyten mit LPS inkubiert wurden, das primar eine Stimulation der Monozyten auslost.

Die von den Splenozyten freigesetzten Zytokine IL-1B, IL-6, TNF-a, INF-y und IL-10 zeigten

signifikante Verdanderungen in ihren Konzentrationen durch die operativen Eingriffe. Zum 3 h-
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Zeitpunkt war die Konzentration fast aller oben genannten Zytokine auf einen LPS-Stimulus hin
durch beide operativen Eingriffe signifikant reduziert. Die Ausnahme stellt der IL-10-Gehalt dar, da
die SID zu diesem Zeitpunkt keine signifikante Veridnderung ausloste. Uberdies ist interessant, dass
die Art des operativen Eingriffs keinen Effekt auf das AusmaR der Suppression der Zytokine hatte.
Die Zytokine IL-6, TNF-a und INF-y zeigten auch noch zum 6 h-Zeitpunkt eine signifikante
Reduktion nach den operativen Eingriffen im Vergleich zur Kontrolle.

Dass die Zytokinproduktion durch die operativen Eingriffe in der frihen Phase eingeschrankt ist,
spricht flr eine gewisse Anergie des Immunsystems. Diese Anergie lieR sich in unterschiedlichen
klinischen Bereichen zeigen: Polytraumatisierte Patienten wiesen eine geringere
Stimultaionsfahigkeit der mononukledren Zellen des Blutes auf mit verminderten TNF-a- und IL-
1B-Spiegeln [87]. Patienten nach viszeralchirurgischen Eingriffen zeigten ebenfalls eine
verminderte Stimulationsfahigkeit der Monozyten mit verringerten TNF-a- und IL-10-
Konzentrationen und eine verminderte Ausschiittung von INF-y durch Lymphozyten [21]. Auch
Sepsispatienten wiesen eine verminderte Stimulierbarkeit der Immunzellen des Blutes mit
geringerer Produktion von IL-6, IL-10, TNF-a und INF-y auf [88]. Vor allem die verringerte
Produktion von TNF-a durch Monozyten wurde in mehreren Studien untersucht und war mit
erhohter Morbiditat und Mortalitat assoziiert [89, 90]. Zwar ist der Mechanismus der Anergie der
Monozyten noch nicht ausreichend verstanden, aber insgesamt ist die Funktionseinschrankung

der Monozyten ein friih einsetzender Faktor der Immunsuppression nach beiden Operationen.
6.3.2 Spate, primar antiinflammatorische Reaktion des Immunsystems

Wie oben beschrieben ist nach einem operativen Trauma die Immunreaktion in der zweiten Phase
vor allem antiinflammatorisch gepragt [1]. Im Folgenden werden die Veranderungen genauer

beschrieben und eingeordnet.

Als einfacher Parameter, der einen groben Uberblick iiber die Funktionsfihigkeit des
Immunsystems gibt, wurde die Anzahl der Gesamtleukozyten im Blut betrachtet. Wahrend zu den
frihen Zeitpunkten (3 h und 6 h) keine Verdnderungen in der Gesamtleukozytenzahl gesehen
wurden, konnte zu den spaten Zeitpunkten (24 h und 72 h) nach SID eine Reduktion der
Leukozyten im Vergleich zu den anderen Gruppen beobachtet werden. Eine postoperative
Immunsuppression wird als ein Verlust der zellularen Immunantwort beschrieben [21], worliber
die Gesamtleukozytenzahl einen Uberblick gibt. Dieser Verlust der zelluldren Immunantwort wird,
zumindest teilweise, lGber eine erhohte Apoptoserate der Immunzellen erklart. Ein Beispiel dafir
zeigten Delogu et al., die darstellten, dass chirurgische Eingriffe zur vermehrten Apoptose der T-

Zellen fuhrten [16]. Erwdhnenswert ist, dass wir in eigenen Vorarbeiten in der Milz und im Thymus
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von Madusen keine erhohte Apoptoserate nachweisen konnten [77], sodass es nach SID eher zu
einer Apoptose der Lymphozyten im Blut kommen kdénnte wie sie von Oka et al. beschrieben

wurde [77].
6.3.2.1 Die Rolle des angeborenen Immunsystems in der antiinflammatorischen Phase

Die primar proinflammatorischen neutrophilen Granulozyten und Makrophagen zeigen zu den
spateren Zeitpunkten keine Erhéhung mehr im Blut nach den operativen Eingriffen im Vergleich zu
der Kontrollgruppe. Darlber hinaus verringerte sich zum 24 h-Zeitpunkt die absolute Zahl der
Makrophagen in der Milz nach beiden Operationen signifikant zur Kontrolle. Diese Makrophagen
zeigen auch eine niedrigere MHCII-Expression als die Kontrollgruppe. Die MHCII-Expression, bzw.
das menschliche Pendant der HLA-DR-Expression konnte schon friih mit einer Immunsuppression
nach chirurgischem Trauma und damit erhohter Infektionsanfalligkeit in Zusammenhang gebracht
werden [91, 92]. Weiterfihrend dient die HLA-DR-Expression auch im Rahmen einer Sepsis als
negativer Pradiktor flr die Mortalitat [93], sodass die Tiere bei einem zweiten traumatischen oder
infektiosen Insult wahrscheinlich eine erh6hte Mortalitdt aufweisen wiirden. Um dieser Frage auf
den Grund zu gehen, wurde in einem weiterfilhrenden Projekt eine Sepsis 72 h nach SID mittels
CASP ausgelost und das erwartete Ergebnis zeigte sich (eingereicht bei Scientific Reports [70]).
Interessanterweise scheint ein leichteres operatives Trauma zu einer schnelleren Normalisierung
der Immunsuppression zu fiihren als ein schweres, da 72 h nach Laparotomie die Makrophagen
der Milz und der Peritoneallavage im Vergleich SID-Gruppe signifikant erhoht waren.

Die natirlichen Killerzellen stehen besonders im Fokus bei malignen Erkrankungen, da sie
zytotoxisch sind [94]. Operative Eingriffe sind haufig der einzig kurative Behandlungsansatz bei
malignen Erkrankungen, auch wenn bekannt ist, dass diese die Funktionsfahigkeit von NK-Zellen
einschranken, was eine potentielle Metastasierung beglinstigt [95]. Nach der SID fanden wir zum
24 h-Zeitpunkt signifikant weniger NK-Zellen im Vergleich zu den beiden anderen Gruppen. Um
den Einfluss der SID bei einer malignen Erkrankung genauer zu untersuchen, wird in unserer
Arbeitsgruppe mit einem Kombinationsmodell aus SID und Pankreaskarzinom geforscht. Bei diesen
Arbeiten konnte gezeigt werden, dass die Durchfiihrung einer SID, nicht aber einer Laparotomie,
das Uberleben mit einem Pankreaskarzinom vermindert [96]. Die pathophysiologischen
Grundlagen dessen werden aktuell noch erforscht, aber eine Dysfunktion der NK-Zellen kénnte
Teil der Antwort sein. Zum 72 h-Zeitpunkt wiesen die laparotomierten Tiere signifikant mehr NK-
Zellen auf, wobei die Bedeutung aktuell unklar bleibt.

Wie bereits oben erwdhnt waren die dendritischen Zellen in der Milz nach der SID signifikant
gegeniiber der Kontrolle verringert. Dies war auch zum 24 h-Zeitpunkt der Fall, wobei zusatzlich

die DC nach der Laparotomie vermindert waren im Vergleich zur Kontrolle und sogar eine
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verminderte MHCII-Expression aufwiesen. Entgegengesetzt waren die DC 72h nach der
Laparotomie erhoht im Gruppenvergleich, aber wiesen eine normale MHCII-Expression auf. Die
SID fuhrte allerdings nach 72 h zu einer deutlich geringeren MHCII-Expression als in der Kontroll-
und Laparotomiegruppe. Insgesamt scheinen also operative Eingriffe zu einer Stérung der DC zu
fihren, die sich entweder durch eine verringerte Anzahl oder eine gestorte MHCII-Expression
duBert. Die Veranderungen liefen durch das geringere Laparotomietrauma schneller ab und
hielten nicht so lange an wie nach der SID. Mehr noch, scheint die initale Immunsuppression durch
die Laparotomie von einer lberschieBenden Gegenreaktion begleitet zu sein. Dies kénnte ein
Hinweis darauf sein, dass kleine chirurgische Eingriffe, in einem gewissen Zeitfenster eine positive
Immunmodulation auslésen. Dies konnten Kessler et al. in einem Sepsismodell zeigen, da Tiere
nach der Implantation einen alloplastischen Materials bei einer unabhangig induzierten Sepsis ein
verbessertes Uberleben zeigten [97].

In der Peritoneallavage zeigte sich zu den friihen Zeitpunkten eine Suppression der DC nach den
operativen Eingriffen im Vergleich zur Kontrolle, die dann aber zum 72 h-Zeitpunkt in eine
deutliche Elevation nach beiden Operationen im Vergleich zur Kontrolle umschlug. Dies ist bisher
in der Literatur nicht beschrieben und bedarf weiterer Untersuchungen, um die Rolle der DC in der

Peritoneallavage eindeutig zu klaren.
6.3.2.2 Zellen des adaptiven Immunsystems als Korrelat der Imnmunsuppression

Die bereits oben vermutete Hypothese, dass die Zellen des adaptiven Immunsystems vor allem die
spate Verringerung der Gesamtleukozyten im Blut verursachen, wird durch unsere Daten
bestatigt. Die Lymphozyten waren ab 6 h nach SID signifikante gegeniiber der Kontrolle reduziert
und zum 24 h- und 72 h-Zeitpunkt auch verringert im Vergleich zu laparotomierten Tieren. Die
laparotomierten Tiere wiesen nur zum 6 h-Zeitpunkt signifikant weniger Lymphozyten als die
Kontrolltiere auf.

Ein Subtyp der Lymphozyten sind die B-Zellen, deren Hauptaufgabe die Produktion von
spezifischen Antikorpern ist und die Gber MHCII Antigene den T-Zellen prasentieren [98].

In der Milz konnte 24 h nach SID eine reduzierte Zahl der B-Zellen im Vergleich zu den anderen
Gruppen festgestellt werden. Diese wiesen (iberdies auch eine geringere MHCII-Expression auf als
die Kontrolltiere. Die Laparotomie verdanderte zu diesem Zeitpunkt zwar nicht die Anzahl der B-
Zellen im Vergleich zur Kontrolle, aber auch ihre MHCII-Expression war vermindert. Der 72 h-
Zeitpunkt zeigte eine signifikante Erhéhung der B-Zellen bei laparotomierten Tieren gegeniber
den anderen Gruppen bei normaler MHCII-Expression. Die Anzahl der B-Zellen 72 h nach SID war
nicht verandert, aber sie wiesen eine signifikant niedrigere MHCII-Expression als die anderen

Gruppen auf. Auch hier zeigte sich also das schon mehrfach gesehene Bild, dass Laparotomie und
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SID prinzipiell dhnliche Immunantworten auslésen, diese nach SID aber deutlicher und langer
nachweisbar sind.
Im Gegensatz zu den hier vorliegenden Daten fanden eine Reihe von Studien, dass ein Trauma die
Anzahl der B-Zellen nicht beeinflusst [21, 99, 100], sondern nur ihre Funktionsfahigkeit
eingeschrankt, da eine erniedrigte HLA-DR-Expression gefunden wurde. Diese korrelierte mit der
Wahrscheinlichkeit einer Sepsisentwicklung [100]. Eine mogliche Ursache fir die Unterschiede zu
unseren Daten koénnte sein, dass es sich in den zitierten Studien um zirkulierende B-Zellen des
Menschen handelt und nicht um murine B-Zellen der Milz.
In der Peritoneallavage waren die B-Zellen nach SID in den ersten 24 h signifikant geringer
vorhanden als in der Kontrollgruppe, beziehungsweise zum 3 h-Zeitpunkt auch geringer als in der
Laparotomiegruppe. Die laparotomierten Tiere wiesen zum 6 h- und zum 24 h-Zeitpunkt weniger
B-Zellen als die Kontrolltiere auf, was sich zum 72 h-Zeitpunkt umkehrte, sodass nach Laparotomie
deutlich mehr B-Zellen in der Peritoneallavage zu finden waren als nach SID oder in der Kontrolle.
Ein Mausmodell zur Zymosan-induzierten Peritonitis zeigte, dass nach Induktion der Peritonitis die
anfanglich in der Peritonealh6hle enthaltenen Lymphozyten, vor allem B-Zellen, zeitweise nicht in
der Peritonealhdhle zu finden sind und erst wieder bei Resolution der Inflammation die
Peritonealhohle bevolkern [101]. Zudem zeigen sie, dass eine verlangerte Inflammation mit einer
verspateten Wiederbevolkerung der Peritonealhdhle durch Lymphozyten einhergeht. Ein dhnlicher
Mechanismus kdnnte nach einem operativen Trauma angenommen werden, wobei ein geringeres
Trauma zu einer schnelleren Resolution der Entziindung und schnelleren Wiederbevolkerung der
Peritonealhohle flihrt. Was exakt mit den Lymphozyten der Peritonealh6hle passiert und wie die
Wiederbevdlkerung stattfindet bedarf weiterer Forschung.
Weitere Subtypen der Lymphozyten sind die CD4* T-Zellen, die sich weiter in T-Effektorzellen und
regulatorische T-Zellen einordnen lassen.
Insgesamt kam es bei den CD4* T-Zellen zu einer Abnahme nach SID zum 6 h- und 24 h-Zeitpunkt
im Vergleich zur Kontrolle. Die laparotomierten Tiere wiesen keine Abnahme auf und waren zum
72 h-Zeitpunkt gegeniiber den anderen Gruppen sogar erhoht. Wie bereits oben erwdhnt gelang
es Delogu et al. nachzuweisen, dass operative Eingriffe eine Apoptose bei T-Lymphozyten
induzieren [16]. Sie konnten darilber hinaus zeigen, dass die T-Zellen vermehrt proapoptotische
Faktoren exprimierten und antiapoptotische Faktoren herunterreguliert  wurden.
Interessanterweise scheint dies in unserem Versuchsaufbau nur bei dem gréReren operativen
Trauma der Fall zu sein, wohingegen die Laparotomie sogar zu einer Erhohung der T-Zellen fiihren

konnte.
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Vor allem die Verteilung der T-Effektorzellen und regulatorischen T-Zellen ist bedeutsam, da diese
beiden Unterformen verschiedene Funktionen haben. Die CD4* T-Effektorzellen kénnen sich
aufgrund des umgebenen Zytokinmilieus in verschiede Subpopulationen entwickeln wie zum
Beispiel Thl-, Th2-, Th17- oder regulatorische T-Zellen [102]. Da zwar jede Subpopulation ihre
eigene Spezialisierung hat, aber grob gesagt die Thl-, Th2- und Th17-Zellen fir die
Pathogenabwehr bedeutend sind wahrend die regulatorischen T-Zellen vor allem der
Immunsystemhomoostase dienen und primar antiinflammatorische Effekte haben [102], haben
wir uns dazu entschieden, die regulatorischen T-Zellen den allgemeinen T-Effektorzellen
gegeniber zu stellen.

Nachdem die Operationen zum 24 h-Zeitpunkt eine Zunahme der T-Effektorzellen im Vergleich zur
Kontrolle herbeifiihrten, wurde zum 72 h-Zeitpunkt eine deutliche Umkehr ersichtlich: Der Anteil
der regulatorischen T-Zellen nahm signifikant durch beide operativen Prozeduren zu, wobei es
auch einen signifikanten Unterschied zwischen den operativen Gruppen gab mit mehr
regulatorischen T-Zellen nach der SID. Dementsprechend invers verhielten sich die T-
Effektorzellen. Die regulatorischen T-Zellen erreichen durch verschiedene Mechanismen eine
Immunsystemhomoostase. Sie produzieren immunsupprimierende Zytokine wie IL-10 oder TGF-§,
darlber hinaus kdnne sie auch direkt hemmend auf Antigen-prasentierende Zellen und T-Zellen
wirken [103, 104]. Verschieden chirurgische und nicht chirurgische Traumamodelle und humane
Studien haben gezeigt, dass ein Trauma in der Regel eine Erhéhung des Anteils der regulatorischen
T-Zellen bewirkt, was der Verhinderung eines Uberschielenden SIRS dienen soll [17, 105, 106].
Dies lies sich auch in unseren Daten nachvollziehen, wobei erneut die Traumastarke einen Einfluss
auf die Starke der Immunantwort zeigte. Als mogliche Mechanismen der prozentualen
Vermehrung der regulatorischen T-Zellen werden eine erhdohte Apoptoseresistenz [107] und
gegebenenfalls eine Proliferation nach Stimulation mit TNF-a diskutiert [108]. Neben der
absoluten Zunahme zeigten MacConmara et al., dass die regulatorischen T-Zellen von
Traumapatienten auch potenter in der Suppression von anderen T-Zellen waren als die von
gesunden Probanden [104].

Weiterfilhrend haben wir den Aktivierungsstatus der T-Zellen anhand der Marker CD25, CD69 und
CTLA-4 beurteilt.

Ein friher und bereits zwei bis drei Stunden nach Stimulation nachweisbarer Aktivitatsmarker der
T-Zellen ist CD69 [109]. Ein weiterer Aktivitatsmarker ist CD25, die Alphakette des Interleukin-2-
Rezeptors, der auf aktivierten T-Zellen vermehrt exprimiert wird und auch auf regulatorische T-
Zellen zu finden ist [110]. Die SID fiihrte zum 24 h-Zeitpunkt zu einer vermehrten Expression von

CD69 auf den T-Effektorzellen im Vergleich zu den anderen Gruppen. Zum 72 h-Zeitpunkt konnte
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nach SID signifikant mehr CD25 auf den regulatorischen T-Zellen nachgewiesen werden als in den
anderen Gruppen. Da die regulatorischen T-Zellen zum 72 h-Zeitpunkt nach SID vermehrt CD25
exprimierten liegt es nah, dass diese aktiver waren als in den anderen Gruppen. Zu diesem
Zeitpunkt gelang die Immunsuppression durch zwei Mechanismen der T-Zellen: Zum einen
erfolgte eine Umverteilung in Richtung regulatorischer T-Zellen und des Weiteren wurden die Treg
aktiviert.

Vor allem interessant ist, dass die T-Effektorzellen nach SID zum 24 h-Zeitpunkt nur CD69
vermehrt exprimierten und zu keinem Zeitpunkt vermehrt CD25 aufwiesen. Aus der
Sepsisforschung ist bekannt, dass T-Zellen, beispielsweise durch Interferone, aktiviert werden und
CD69 aufweisen [111, 112]. Sofern diese aktivierten T-Zellen kein weiteres antigenspezifisches
Signal erhalten, gehen sie frihzeitig in Apoptose [111, 112]. Dieser Mechanismus ware
wahrscheinlich auch durch ein postoperatives Trauma auslésbar und daher eine Erklarung fir die
Abnahme des Anteils der T-Effektorzellen an den gesamten T-Zellen zum 72 h-Zeitpunkt.

CTLA-4 ist ein Rezeptor, der inhibitorisch auf die T-Zell-Aktivierung wirkt [113]. Um dessen
Funktion zu verstehen, muss man sich zunadchst die Schritte der klassischen T-Zell-Aktivierung
vergegenwartigen [114]. Die T-Zell-Aktivierung lauft zweischrittig ab, wobei der T-Zell-Rezeptor ein
Antigen bindet, welches ihm mittels MHC-Molekiilen prasentiert wird. Dies reicht allerdings zur
Aktivierung nicht aus, sodass noch ein co-stimulatorisches Signal der Antigen-prasentierenden
Zellen benotigt wird. Dieses Signal ist die Bindung von CD80 oder CD86 auf aktivierten Antigen-
prasentierenden Zellen an CD28, welches von T-Zellen exprimiert wird. CTLA-4 wird von
aktivierten T-Zellen gebildet und ist dhnlich dem CD28 aufgebaut, aber zeigt eine hohere Affinitat
gegeniiber CD80 und CD86 und verhindert somit die weitere Aktivierung von T-Zellen [113].
Zudem kann CTLA-4 (iber Transendozytose auch die Expression von CD80 und CD86 auf Antigen-
prasentierenden Zellen vermindern [115].

Sowohl die T-Effektorzellen als auch die regulatorischen T-Zellen zeigten 24 h nach SID eine
signifikante Zunahme der CTLA-4-Expression im Vergleich zur Kontrolle, was den
immunsuppressiven Status unterstreicht. Der 72 h-Zeitpunkt zeigte fir die T-Effektorzellen das
gleiche Ergebnis, aber die regulatorischen T-Zellen zeigten keine signifikante Zunahme von CTLA-4.
Zusammenfassend sind die T-Zellen nach SID zu den spaten Zeitpunkten in einem

immunregulatorischen bis immunsuppressiven Zustand.
6.3.2.3 Zytokine in der spdten Phase der Immunreaktion

In der spaten Phase konnten, wie bereits oben beschrieben, anhaltend elevierte IL-6-Level und
zum 24 h-Zeitpunkt auch erhohte IL-10-Konzentrationen nach SID beobachtet werden. Darlber

hinaus zeigte sich zum 72 h-Zeitpunkt eine signifikant erhohte TNF-a-Konzentration nach SID im
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Vergleich zur Kontrolle. In Patientenseren nach viszeralchirurgischen Operationen konnte
ebenfalls eine signifikante Zunahme der TNF-a-Konzentration festgestellt werden und zwar zum
24 h-Zeitpunkt [86]. Uberdies konnten die Autoren auch eine Korrelation zwischen dem
Quotienten aus IL-10 und TNF-a mit der Komplikationsrate zeigen und eine Korrelation der TNF-a
Werte mit der Operationsdauer [86]. Nach Operationen an Huftfrakturen fanden Saribal et al. 48 h
postoperativ ebenfalls eine erhohte TNF-a-Konzentration [116]. Ein Faktor, der wahrscheinlich
bedingt, dass zu den friihen postoperativen Zeitpunkten TNF-a nicht signifikant erhoht messbar
war, ist dessen kurze Halbwertszeit von nur 14 Minuten [87], sodass wir den wahrscheinlichen
initialen Anstieg nicht messen konnten. Dass ein proinflammatorisches Zytokin auch verzogert
nach einem Trauma zu finden ist, spricht erneut fir ein Nebeneinander von pro- und

antiinflammatorischer Antwort.
6.3.2.4 Funktionsstatus der murinen Splenozyten in der spdten postoperativen Phase

Im Gegensatz zur oben beschriebenen Unfahigkeit der Splenozyten auf einen zweiten Insult mit
einer addquaten Zytokinausschiittung in den ersten 6 h nach den Operationen zu antworten,
scheint die Laparotomie und in Teilen auch die SID ab dem 24 h-Zeitpunkt einen fordernden Effekt
auf die Zytokinproduktion zu haben. IL-1B, IL-6, TNF-a, INF-y und IL-10 zeigten 24 h nach der
Laparotomie eine erhéhte Konzentration im Vergleich zur Kontrolle und INF-y auch im Vergleich zu
SID-operierten Tieren. Dieser Effekt hielt bei TNF-a und INF-y auch bis zu 72 h nach der
Laparotomie an. SID-operierte Tiere wiesen 24 h nach dem Eingriff signifikant erhohte
Konzentrationen von IL-6, TNF-a und IL-10 im Vergleich zur Kontrollgruppe und fiir IL-10 auch
geltend im Vergleich zur Laparotomiegruppe auf. 72 Stunden nach SID waren alle Zytokin-
Konzentrationen auf Kontrollniveau. Ob die vermehrte Stimulierbarkeit der Splenozyten in vitro
durch eine Laparotomie, und zu einem gewissen Teil auch durch die SID, einen Uberlebensvorteil
bei einem zweiten Insult in vivo bringt, verbleibt aktuell unklar. Wie schon von Kessler et al.
publiziert, scheint ein kleiner operativer Eingriff einen gewissen Uberlebensvorteil in einem
Sepsismodell auszulésen [97]. Hervorzuheben ist jedoch, dass dieser Effekt zeitabhangig ist und

deshalb schwer nutzbar, da anfangs auch immunsupprimierende Effekte auftreten.
6.4 Immunsupressive Wirkung iiber die Indolamin-2,3-Dioxygenase

Das Enzym Indolamin-2,3-Dioxygenase (IDO) ist das Schlisselenzym des Tryptophankatabolismus
und wirkt tGber dreierlei Mechanismen immunsuppressiv [23]. Der Review von Wu et al. fasst diese
Mechanismen zusammen [23]: Zum einen bewirkt die Aktivierung der IDO einen Tryptophan-
Mangel, der eine T-Zell-Anergie auslést und die Bildung von T bedingt. Des Weiteren zeigen

Abbaustoffe des Tryptophans immunsuppressive Eigenschaften und zuletzt bewirkt IDO in Treg €ine
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Aktivitatssteigerung. Wahrend IDO vor allem in der Krebsforschung und auch schon im Bereich der
Sepsis erforscht wurde, gibt es nach unserem Kenntnisstand bisher keine Daten zur Rolle von IDO
in der postoperativen Immunreaktion.
Nach den operativen Eingriffen kam es zu den friihen Zeitpunkten zu einer Aktivitatszunahme der
IDO gegeniiber der Kontrolle, wobei zum 3 h-Zeitpunkt diese nach SID signifikant grofRer war als
nach der Laparotomie. Bei den SID-behandelten Tieren liel sich tGberdies auch zum 72 h-Zeitpunkt
eine signifikant hohere Enzymaktivitat nachweisen als in den anderen beiden Gruppen. Diese
erhohte Aktivitat fihrte dazu, dass die Tryptophan-Konzentration abnahm, wobei aber die
Kynurenin-Konzentration konstant blieb. Interessanterweise zeigten die weiteren Metabolite
Kynureninsdure, Xanthurensaure und Picolinsdaure einen Konzentrationsabfall nach der SID und
zum Teil auch nach der Laparotomie zu den verschiedenen Zeitpunkten. Sowohl bei einem Trauma
als auch bei einer Sepsis fand man eine Zunahme der IDO-Aktivitit, die mit der Uberlebensrate
korrelierte [117-119]. Die Induktion von IDO wird durch Zytokine wie IFN-y und TNF-a bedingt
[120]. Wir konnten zu den friihen Zeitpunkten keine signifikante Zunahme dieser Zytokine finden,
dies ist aber wahrscheinlich durch die kurze Halbwertszeit der Zytokine bedingt [87], sodass wir
dennoch diese proinflammatorischen Zytokine fiir die IDO-Induktion verantwortlich machen. Die
erhohte IDO-Aktivitat lasst eine Zunahme der Metabolite des Tryptophan-Katabolismus erwarten,
doch war dies in der vorliegenden Arbeit nicht der Fall. Eine mogliche Theorie ware, dass die
Metabolite sehr schnell verstoffwechselt werden, um NAD* und ATP zu produzieren, da in der
postoperativen Phase ein erhdhter Energiebedarf vorliegt.
Neben dem Enzym IDO gibt es auch das Enzym Tryptophan-2,3-Dioxygenase (TPO), welches in der
Leber produziert wird und unter normalen Bedingungen den Metabolismus des Tryptophans
katalysiert [118, 121]. Dieses Enzym wird durch Glucocorticoide induziert und es ist nicht
auszuschlieBen, dass die sinkende Tryptophan-Konzentration durch eine erhohte TPO-Aktivitat
mitbedingt ist, auch wenn es bei Aktivierung des Immunsystems an Bedeutung verliert [118, 121].
In unserer Arbeit konnte eine erhdhte IDO-Aktivitat, ein Tryptophan-Mangel und vermehrte Treg
nach der SID nachgewiesen werden, sodass zwei der drei von Wu et al. [23]beschriebenen
Moglichkeiten der Immunsuppression durch IDO vorlagen. Die immunsuppressiven Eigenschaften
der Tryptophan-Metabolite nehmen nach der SID keine bedeutende Rolle ein, da diese sogar

vermindert vorliegen.
6.5 Uberblick iiber die Immunreaktion nach viszeralchirurgischen Traumata

Die anfanglich proklamierte, zweiphasig ablaufende Immunreaktion scheint nur einen Teil der
Vorgdange im Rahmen der Verdnderungen nach viszeralchirurgischen Eingriffen abzubilden.

Vielmehr gibt es von Beginn an sowohl pro- als auch antiinflammatorische Reaktionen mit
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unterschiedlicher Kinetik und Auspragung. Insgesamt kann die postoperative Reaktion anlehnend
an das von Gentile et al. [2] aufgestellten Modells des Syndroms der persistierenden Entziindung,
Immunsuppression und des persistierenden Katabolismus besser charakterisiert werden
(Abbildung 41).

In den ersten 6 h Uberwiegt eine primar proinflammatorische Reaktion, die von neutrolphilen
Granulozyten, Monozyten und Makrophagen und proinflammatorischen Zytokinen getragen wird.
Zwischen dem 6 h- und 24 h-Zeitpunkt wird die Immunreaktion primar antiinflammatorisch durch
einen Rickgang der Lymphozyten mit verringerter MHCII-Expression auf B-Zellen, Makrophagen
und dendritischen Zellen, einer Verschiebung von T-Effektorzellen zu regulatorischen T-Zellen,
einer erhohten IDO-Aktivitdt, antiinflammatorischen Zytokinen und verminderter Reaktion auf
einen LPS-Stimulus. Ob dieses operative Trauma ein PICS auslésen kann, kdnnen
Langzeitbeobachtungen zeigen.

In der Peritonealhdhle war ein Anstieg der neutrophilen Granulozyten mit Abfall der Makrophagen
und B-Zellen zu verzeichnen, wobei die Rolle der peritonealen Immunzellen und ihr
Migrationsverhalten noch nicht abschlieRend geklart ist.

Auch wenn zu den spateren Zeitpunkten nach SID eine signifikanten bakteriellen Belastung in
verschiedenen Organe nachweisbar ist, scheint dies ein sekundares Phanomen zu sein und nicht

der Ausloser der vorliegenden Immunantwort.
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Abbildung 41 Schematische Darstellung der systemischen Immunreaktion durch die surgically-induced
immune dysfunction

Das chirurgische Trauma (Dargestellt durch den Blitz) flihrt zu einer Immunantwort mit sowohl pro- als
auch antiinflammatorischen Komponenten. Wahrend in den ersten 6 h nach der Operation zu einer
Uberwiegenden proinflammatorischen Reaktion im Sinne eines systemic inflammatory response syndroms
(SIRS) kommt, schlagt dieses zum 24 h — Zeitpunkt in eine primar antiinflammatorische Reaktion, dem
compensatory antiinflammatory response syndrome (CARS) um. Ob darlber hinaus ein persistent
inflammation/immunosuppression catabolism syndrome (PICS) entsteht, bedarf weiterer Forschung. Die
verantwortlichen Mechanismen des SIRS und CARS sind erganzend dargestellt. Major Histocompatibility
Complex Class Il (MHCII), T-Effektorzellen (Teff), regulatorische T-Zellen (Treg), Indolamin-2,3-Dioxygenase
(IDO), Lipopolysaccharid (LPS). Abgewandelt nach Gentile et al. [2].

In vielen Bereichen I6st eine reine Laparotomie eine dhnlich ablaufende Immunreaktion aus, die
allerdings nicht das Ausmald wie nach der SID erreicht und schneller ablauft. Interessanterweise
scheint eine gewisse Vorbereitung des Immunsystems durch die Laparotomie stattzufinden, wobei
dessen Bedeutung auf Morbiditat und Mortalitdat noch weitgehend unklar bleibt.

Trotz der Uberzeugenden Ergebnisse unseres Modells, sollte auf ein paar Limitationen dessen
eigegangen. Zum einen trat bei den Tieren eine deutliche Hypothermie auf, die, durch ein besseres
Temperaturmanagement, verhindert werden kdnnte. Des Weiteren erhielten die Tiere keine
perioperative Antibiose, was haufig Standard bei viszeralchirurgischen Eingriffen ist und es wurde
nur ein intraoperatives Flissigkeitsmanagement durchgefiihrt. Der Versuchszeitraum von 72 h war
moglicherweise noch nicht ausreichend, um die Entstehung eines PICS zu beurteilen, sodass
langere Beobachtungen nétig waren. Eine Limitation von Tiermodellen generell ist die oft in Frage
gestellte Ubertragbarkeit auf den menschlichen Organismus, was die Entwicklung von

Behandlungsstrategien erschweren kénnte.
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Bei Menschen ist ein viszeralchirurgischer operativer Eingriff immer noch ein bedeutender
Einschnitt, der mit Komplikationen einhergeht und Morbiditdt und Mortalitat bedingt [122]. Um
dieses zu verandern ist ein genaues Verstandnis der postoperativen pathophysiologischen
Vorgange notig, damit mogliche Interventionspunkte gefunden werden kénnen.

Heutzutage wird an verschieden Strategien geforscht, um die postoperative Immunantwort positiv
zu beeinflussen. Bekannt ist, dass das chirurgische Trauma moglichst gering sein sollte [123], eine
Hypothermie vermieden werden sollte [124] und regionalanasthetische Verfahren vorteilhaft sind
[125]. Dariber hinaus gibt es verschiedene Ansdtze mit noch kontroversen Ergebnissen wie die
Gabe von Granulozyten-Makrophagen-Kolonie-stimulierenden Faktor, INF-y oder einer speziellen
Immunnutrition, um die Immundysfunktion zu verhindern [6, 126].

Das hier vorliegende Modell kann, unserer Meinung nach, dabei helfen die postoperativen
Immunreaktionen besser zu verstehen und weitere mogliche Ansatze zu finden, um das
postoperative Ergebnis zu verbessern. Anhand der Kinetik vermuten wir, dass in der ersten
postoperativen Phase immunsupprimierende Medikamente vorteilhaft sein konnten, wohingegen
die spatere Phase immunstimulierende Substanzen verlangt.

Die vielen Parallelen zwischen unserem murinen Modell und der Immunreaktion nach operativen

Ereignissen werden ein weiteres Nutzen dieses Modells legitimieren.
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7 Zusammenfassung der Arbeit

Jedes Jahr werden alleine in Deutschland circa 2,6 Millionen viszeralchirugische Operationen
durchgefiihrt, die insgesamt gesehen eine Mortalitat von fast 2 % aufweisen. Ein haufiges Problem
bei der Durchfiihrung dieser Eingriffe ist, dass die Patienten eine Dysfunktion des Immunsystems
entwickeln, die die Anfalligkeit gegenliber infektiosen Komplikationen erhoht.

Die Faktoren der Immundysfunktion sind zwar in Teilen bekannt, aber die Pathophysiologie
dahinter bleibt unbekannt. Das Verstindnis der Pathophysiologie ist unerldsslich, um gute
therapeutische Optionen zu finden. Uberdies werden Tiermodelle benétigt, die die klinische
Situation wiederspiegeln.

Mit dem murinen Modell der surgically-induced immune dysfunction werden die Reaktionen des
humanen Immunsystems in weiten Teilen nachempfunden, wobei ein wesentliches Ziel der Arbeit
war, die Kinetik der Immunveranderungen Uber einen 72 h-Zeitraum zu untersuchen.

Die Operation |6st deutlichen Stress bei den Tieren aus und fiihrt von Beginn an sowohl zu pro -
als auch antiinflammatorischen Prozessen, die vor allem abakteriell ausgel6st werden.

Dennoch Uberwiegt in der frihen postoperativen Phase die proinflammatorische Reaktion mit
Anstieg der neutrophilen Granulozyten, Anstieg der Zellen des Monozyten-Makrophagen-Systems
und der Ausschiittung proinflammatorischer Zytokine. Zwischen dem 6 h- und 24 h-Zeitpunkt
gewinnt die antiinflammatorische Reaktion die Oberhand. Dieses zeigt sich durch eine
Lymphozytopenie mit Zunahme des Anteils der regulatorischen T-Zellen, durch eine verminderte
MHCII-Expression auf Antigen-prasentierenden Zellen, durch eine Zunahme der Aktivitat des
Enzyms Indolamin-2,3-Dioxygenase, durch die Produktion von antiinflammatorischen Zytokinen
und durch eine verminderte Stimulierbarkeit von murinen Splenozyten.

Diese Immunreaktionen werden nicht nur durch die SID sondern auch durch eine einfache
Laparotomie ausgeldst, wobei sie dann weniger deutlich ausgepragt sind und schneller ablaufen.
Von dieser Kinetik ausgehend, kann an diesem Modell der Nutzen von potentiellen Therapien
geprift werden, wobei bis zum 6 h-Zeitpunkt antiinflammatorisch wirkende Substanzen vorteilhaft
sein konnten, die im Weiteren von immunstimulierenden Medikamente abgelost werden.
Insgesamt weist dieses Modell viele Parallelen mit der humanen postoperativen

Immundysfunktion auf, sodass es der Grundlagenforschung viele Méglichkeiten eréffnet.
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Die Analyse der des Aktivierungsstatus der CD4* T-Zellen erfolgte durchflusszytometrisch mit Hilfe von
Fluorochrom-markierten Antikérpern gegen CD4, CD11b, CD25, CD69, CTLA-4 und FoxP3.Eine
Einzelzellsuspension der Splenozyten wurde in CD4* FoxP3* regulatorische T-Zellen und CD4* FoxP3" T-

Effektorzellen unterteilt. Der Aktivitatsstatus dieser Zellen wurde anhand der Aktivitatsmarker CD25, CD69
und CTLA-4 untersucht.
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Abbildung 43 Gatingstrategie der Analyse verschiedener Zellpopulationen in Milz und Peritoneallavage

Die Analyse unterschiedlicher Zellpopulationen in der Milz und Peritoneallavage erfolgte
durchflusszytometrisch mit Hilfe von Fluorochrom-markierten Antikdrpern gegen B220, CD4, CD11b,
CD11c, CD19, Ly6G und MHCII. T-Zellen sind CD4*und CD11b’, Dendritische Zellen sind MHCII"e" und
CD11c"&", Granulozyten sind Ly6G*, B-Zellen sind CD19* und B220* und Makrophagen sind CD11b*. Die B-
Zellen wurden zusatzlich auf das Tragen von MHCII untersucht.
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Abbildung 44 Gatingsstrategie zur Analyse der NK-Zellen
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Die Analyse der NK-Zellen erfolgte durchflusszytometrisch durch Fluorochrom-markierte Antikorper gegen
7-AAD, CD3, CD11b, Ly6G und NK1.1. In einer Einzelzellsuspension der Splenozyten wurden zunachst mit 7-
AAD die vitalen Zellen bestimmt. Die NK-Zellen sind NK1.1" und negativ fiir CD3, CD11b und Ly6G.

Tabelle 12 Ubersicht iiber Mediane und erstes und drittes Quartil der vorliegenden Daten

Abbildung Zeit (h) | Median (1. / 3. Quartil)
Kontrolle Laparotomie SID
4 — Belastung nach SID und Laparotomie
0 100,0 100,0 100,0
(100,0 / 100,0) (100,0 / 100,0) (100,0 / 100,0)
6 95,8(94,5/98,2) 97,0(95,5/97,4) 97,6 (96,0 / 98,6)
12 96,6 (94,7 / 97,4) 93,8 (91,9/95,6) 94,6 (93,4 / 95,5)
24 99,0 (95,7 / 101,2) 94,6 (91,2 / 96,8) 90,2 (89,3 /91,3)
4A - relatives
30 96,4 (94,9 /101,4) 94,3 (92,0/96,6) 89,0 (88,6 /90,9)
Korpergewicht (%)
36 96,4 (93,8 /100,7) 93,1(91,2/97,2) 88,2 (87,2 / 89,0)
48 98,2 (97,0/101,7) 93,6 (91,3/97,3) 87,3 (86,2 /88,2)
54 96,5 (95,4 / 101,5) 94,3 (91,8 /96,9) 86,9 (85,3 / 88,5)
60 96,0 (92,8 / 102,7) 94,5 (92,2 /97,3) 86,2 (85,1 /87,9)
72 100,0 (97,2 /104,5) 96,4 (94,3 /98,9) 85,3 (84,7 / 87,5)
0 37,9(37,5/38,3) 37,8 (37,6 / 38,0) 37,9(37,7/38,1)
6 36,9 (36,4 /37,7) 36,5 (35,9 / 36,8) 34,5(33,0/35,4)
12 37,5(37,4/38,1) 37,5(37,3/38,0) 37,2 (36,6 /37,5)
24 36,6 (35,9/37,5) 37,8(37,0/38,1) 37,4(37,1/37,6)
4B — Korpertemperatur 30 36,1 (35,8/36,6) 37,1(36,8/37,7) 36,9 (36,6 / 37,4)
(°C) 36 37,9(37,4/38,3) 37,5(37,1/37,7) 37,0(36,4/37,2)
48 36,9 (36,4 /37,5) 37,4 (37,0/37,9) 36,9 (36,3 /37,4)
54 36,7 (36,0 /37,1) 37,2(37,0/37,4) 36,5 (35,4 /37,1)
60 37,0(36,5/37,1) 37,8(37,5/37,9) 36,6 (35,7 / 36,9)
72 37,4 (37,3/37,8) 37,6 (37,3/37,9) 35,7 (34,7 / 36,4)
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Abbildung Zeit (h) | Median (1. / 3. Quartil)
Kontrolle Laparotomie SID
0 0,0(0,0/0,0) 0,0(0,0/0,0) 0,0(0,0/0,0)
6 0,0(0,0/0,0) 3,5(2,0/4,0) 5,0(3,0/5,8)
12 0,0(0,0/0,0) 1,5(0,8/3,0) 3,0(2,0/4,8)
24 0,0(0,0/0,0) 1,0(0,0/1,0) 4,0(3,0/5,0)
i 30 0,0(0,0/0,0) 1,0(0,0/1,0) 4,0(3,3/5,0)
Summenbelastungsscore
36 0,0(0,0/0,0) 1,0(0,0/1,0) 4,0(3,0/4,0)
48 0,0(0,0/0,0) 1,0(0,0/1,0) 4,0(2,0/4,8)
54 0,0(0,0/0,0) 0,5(0,0/1,0) 3,5(1,3/5,0)
60 0,0(0,0/0,0) 1,0(0,0/1,0) 3,0(1,0/5,0)

5 — Corticosteron-Konzentration nach operativen Eingriffen (ng/ml)

3 157,02 283,54 309,91

>A (130,99 / 180,81) (234,07 / 311,30) (252,32 / 326,80)
6 157,02 143,85 232,71

°° (130,99 / 180,81) (88,87 / 197,02) (190,82 / 291,50)

- 24 157,02 108,76 153,44

(130,99 /180,81)

(60,62 / 157,77)

(112,07 / 259,33)

6 — Bakterielle Last von Blut und Peritoneallavage

6A — Blut (KBE / ml) 24 0(0/108) 0(0/8) 0(0/42)
6B — Blut (KBE / ml) 72 0(0/108) 0(0/179) 0(0/721)
6C — Peritoneallavage
24 0(0/83) 0(0/0) 50,0 (0 / 20958)
(KBE / ml)
6D — Peritoneallavage
72 0(0/83) 0(0/458) 83,34 (0/36167)
(KBE / ml)
7 — Bakterielle Last von Milz und Niere
7A — Milz (KBE / g) 24 0(0/0) 0(0/0) 0(0/3324)
7B — Milz (KBE / g) 72 0(0/0) 0(0/0) 0(0/2628)
7C — Niere (KBE / g) 24 0(0/0) 0(0/70) 0(0/1698)
7D — Niere (KBE / g) 72 0(0/0) 0(0/0) 0(0/14327)
8 — Bakterielle Last von Leber und Lunge
8A — Leber (KBE/ g) 24 0(0/0) 0(0/34) 79,6 (0 / 70575)
8B — Leber (KBE / g) 72 0(0/0) 0(0/0) 296,3 (0/12522)
3679, 97 42051
8C —Lunge (KBE / g) 24
(0 /30909) (0/2335) (1698 / 312707)
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Abbildung Zeit (h) | Median (1. / 3. Quartil)

Kontrolle Laparotomie SID

3679 105 10683
8D — Lunge (KBE / g) 72

(0 /30909) (0/19223) (1600 / 379127)
9- Leukozyten im Vollblut (x 10°/ ml)
9A 24 4,9 (3,8/6,9) 5,5(3,9/6,2) 2,9(2,3/3,5)
9B 72 4,9 (3,8/6,9) 8,0(5,0/9,5) 3,1(1,9/4,4)

10 — Neutrophile Granulozyten im Vollblut (x 10° / ml)

10A 3 0,8(0,3/1,0) 0,7(0,5/1,1) 1,4(0,9/1,9)
10B 6 0,8(0,3/1,0) 1,1(0,7/1,6) 1,7(1,2/2,1)
11- Neutrophile Granulozyten in der Milz (x 10°)

3

0,75 (0,47 / 1,19)

1,63 (1,21/2,16)

1,78 (1,35/2,41)

6

0,75 (0,47 / 1,19)

1,24 (0,78 / 1,44)

1,43 (1,12 / 1,68)

24

0,75 (0,47 / 1,19)

0,59 (0,38 /0,72)

0,43 (0,23 /0,65)

72

0,75 (0,47 / 1,19)

1,54 (1,08 / 2,21)

0,95 (0,53 / 2,14)

12 — Neutrophile Granulozyten in de

r Peritoneallavage (x 10°)

3

0,08 (0,03/0,15)

1,84 (1,24 / 3,70)

1,49 (0,42 / 7,21)

6

0,08 (0,03/0,15)

1,07 (0,35/ 3,01)

1,68 (0,72 / 4,88)

24

0,08 (0,03/0,15)

1,08 (0,39 / 3,38)

2,33(1,03/1,21)

72

0,08 (0,03 / 0,15)

2,03 (0,85 / 3,52)

2,04 (0,40/ 4,82)

13 — Monozyten im Vollblut (x 10°/ ml)

13A 3 0,15 (0,06 / 0,35) 0,27 (0,15 /0,47) 0,30 (0,27 / 0,46)
13B 6 0,15 (0,06 / 0,35) 0,27 (0,15/0,41) 0,27 (0,21 /0,54)
14 — Makrophagen in der Milz (x 10°)
3 6,95 (5,50 / 10,70) 12,35(8,02/14,68) 11,40(8,11/15,00)
6 6,95 (5,50 / 10,70) 5,87 (4,90 / 6,88) 6,52 (4,26 / 7,44)
24 6,95 (5,50 / 10,70) 4,92 (3,65 / 6,28) 2,93 (2,19/4,98)
72 6,95 (5,50 / 10,70) 9,60 (7,48 / 13,95) 5,20 (3,29 / 8,87)

15 — MHCII-Expression auf Makrophagen der Milz (gMFI)

24

0,95 (0,73 / 1,15)

0,49 (0,35/0,75)

0,56 (0,39/0,70)

16 — Makrophagen in der

Peritoneallavage (x 10°)

3

7,14 (3,94 / 11,60)

1,36 (0,97 / 5,92)

0,46 (0,23 / 0,75)

6

7,14 (3,94 / 11,60)

0,62 (0,26 / 1,10)

0,63 (0,25 / 1,68)

24

7,14 (3,94 / 11,60)

2,14 (1,28 / 6,31)

2,18 (0,64 / 5,09)

72

7,14 (3,94 / 11,60)

11,60 (7,57 / 19,10)

3,49 (0,77 / 6,68)
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Abbildung Zeit (h) | Median (1. / 3. Quartil)
Kontrolle Laparotomie SID
17 — Natiirliche Killerzellen in der Milz (x 10°)

17A

24

2,32 (1,45 / 3,60)

2,01 (1,49 /2,82)

1,06 (0,64 / 1,40)

178

72

2,32 (1,45 / 3,60)

3,84 (2,67 / 6,18)

2,83 (1,62 /4,63)

18 — Dendritische Zellen d

er Milz (x 10°)

3 4,22 (1,92 / 4,98) 2,72 (0,69 / 3,85) 2,29 (0,77 / 3,25)
6 4,22 (1,92 / 4,98) 2,75 (1,90 / 3,50) 2,80 (1,84 /3,65)
24 4,22 (1,92 / 4,98) 1,47 (0,79 / 2,58) 0,85(0,60/1,67)
72 4,22 (1,92 / 4,98) 10,92 (7,90 /15,79) 4,75(2,75/ 7,39)

19 — MHCII-Expression der dendritischen Zellen der Milz (gMFI)

19A

24

0,92 (0,86 / 1,14)

0,84 (0,71 /0,93)

0,86 (0,79 /0,93)

198

72

0,92 (0,86 / 1,14)

0,97 (0,86 / 1,05)

0,75 (0,66 / 0,80)

20 — Dendritische Zellen d

er Peritoneallavage (x 10°)

20A 3 1,64 (0,85/2,53) 0,80 (0,44 / 1,34) 0,45 (0,27 / 8,24)
20B 6 1,64 (0,85/2,53) 0,43 (0,24 /0,93) 0,56 (0,39 /1,02)
20C 72 1,64 (0,85/2,53) 7,34 (4,32 / 15,28) 5,31 (2,13 / 13,38)
21 - Lymphozyten im Vollblut (x 10° / ml)
3 4,06 (2,92 /5,47) 3,72 (3,22 / 4,20) 3,04 (2,29 /4,13)
6 4,06 (2,92 /5,47) 2,35(1,75/3,34) 2,77 (2,04 / 3,29)
24 4,06 (2,92 /5,47) 4,56 (3,10 /5,21) 2,08 (1,70 /2,49)
72 4,06 (2,92 /5,47) 6,80 (4,10 /7,98) 1,67 (1,17 / 3,29)
22 —B-Zellen in der Milz
22A B-Zellen (x 10°) 24 6,28 (3,37 /9,80) 4,97 (1,86 / 8,05) 2,46 (1,58 / 3,66)
22B MHCII (gMFI) 24 0,83 (0,48 /1,32) 0,21 (0,16 / 0,31) 0,22 (0,18 / 0,30)
22C B-Zellen (x 10°) 72 6,28 (3,37 /9,80) 16,50 (7,86 /20,71) 7,10 (0,85 /10,69)
22D MHCII (gMFI) 72 0,83 (0,48 /1,32) 1,05 (0,85 / 1,31) 0,47 (0,31 /0,58)

23 — B-Zellen der Peritone

allavage (x 10°)

3 1,89 (0,90 / 4,04) 0,75 (0,47 / 1,21) 0,21 (0,09 /0,58)
6 1,89 (0,90 / 4,04) 0,24 (0,12 / 0,39) 0,12 (0,09 / 0,34)
24 1,89 (0,90 / 4,04) 0,51 (0,28 / 0,96) 0,28 (0,04 / 0,85)
72 1,89 (0,90 / 4,04) 8,19 (4,23/11,95) 2,06 (0,38/2,92)

24 — CD4* T-Zellen der Milz (x 10°)

24A

6

7,36 (4,47 / 9,62)

5,00 (3,59 /5,68)

4,65 (3,11 /6,33)

248

24

7,36 (4,47 / 9,62)

5,23 (3,44 /7,16)

2,77 (2,03 / 4,42)
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Abbildung Zeit (h) | Median (1. / 3. Quartil)
Kontrolle Laparotomie SID
24C 72 7,36 (4,47 / 9,62) 11,01 (8,44 /14,77) 5,67 (3,69 /11,50)

25 — Verteilung der T-Effektorzellen und regulatorischen T-Zellen der Milz (%)

90,50 95,00 93,60

25A 24
(88,30 /93,70) (92,65 / 96,45) (91,13 / 96,13)
6,36 4,95 6,37

25B 24
(4,64 / 8,35) (3,48 /7,20) (3,79/8,80)
90,50 87,65 83,05

25C 72
(88,30 /93,70) (84,357 89,55) (80,65 / 83,90)
6,36 10,28 14,60

25D 72
(4,64 / 8,35) (8,55/13,49) (13,65 / 15,36)

26 — Aktivierungsstatus der CD4* T-Zellen anhand von CD69 und CD25 (gMFI)

26A

24

1,01 (0,79/1,16)

0,96 (0,88 / 1,64)

1,18 (1,06 / 1,45)

26B

72

0,99 (0,89 /1,07)

0,97 (0,88 / 1,10)

1,17 (1,02 /1,31)

27 - Aktiverungsstatus de

r CD4* T-Zellen anhand von CTLA-4 (gMFI)

27A 24 0,96 (0,71 / 1,33) 1,23 (1,04 /1,88) 1,34 (1,22 / 2,00)
278 24 0,91 (0,73 / 1,25) 1,15(0,91/1,79) 1,39 (1,13 /2,26)
27C 72 0,96 (0,71 / 1,33) 1,05 (0,79/1,35) 1,29 (0,95/1,66)
27D 72 0,91 (0,73 / 1,25) 1,02 (0,92 / 1,40) 1,32(1,03/1,67)

28 — IL-6-Konzentration im Serum (pg / ml)

1,33 31,04 234,7

3
(0,52 /2,45) (23,82 /79,23) (117,50 / 602,10)
1,33 31,29 182,0

6
(0,52 /2,45) (21,97 / 41,01) (84,44 / 1683,00)
1,33 9,62 23,20

24
(0,52 /2,45) (5,86 / 15,39) (13,07 / 41,69)
1,33 2,00 7,59

72
(0,52 /2,45) (2,32/4,57) (4,52 /12,39)

29 — TNF-a-Konzentration im Serum (pg / ml)
72 0,00 (0,00 / 1,49) 0,00 (0,00 / 4,23) 6,40 (0,00 / 15,94)

30 - IL-10-Konzentration i

m Serum (pg / ml)

3

0,11 (0,00 / 1,49)

1,41 (0,00 / 3,00)

4,89 (2,69 (17,64)

6

0,11 (0,00 / 1,49)

2,14 (0,62 / 8,40)

6,15 (2,65 / 24,06)

24

0,11 (0,00 / 1,49)

0,11 (0,00 / 1,49)

0,61 (0,00/ 2,14)
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Abbildung Zeit (h) | Median (1. / 3. Quartil)
Kontrolle Laparotomie SID
72 0,11 (0,00 /1,49) 0,00 (0,00 /0,92) 0,03 (0,00/0,75)
31 - IL-1B-Konzentration im Splenozyteniiberstand (pg / ml)
34,44 21,96 22,05
31A 3
(22,08 /57,41) (16,92 / 31,40) (18,97 / 28,63)
34,44 62,26 45,00
31B 24

(22,08 / 57,41)

(41,62 / 73,81)

(31,42 / 71,97)

32 - IL-6-Konzentration im Splenozyteniiberstand (pg / ml)

525,30 229,10 266,34

32A 3
(380,01 /718,33) (159,59 / 292,21) (204,20 / 304,44)
525,30 316,49 338,44

32B 6
(380,01 /718,33) (207,15 / 453,96) (293,65 / 414,55)
525,30 851,64 710,58

32C 24

(380,01 /718,33)

(678,33 /959,15)

(607,25 / 1027,80)

33 - TNF-a-Konzentration

im Splenozyteniiberstand (pg / ml)

(747,54 / 940,35)

865,61 557,62 633,71

3 (747,54 / 940,35) (505,56 / 686,16) (545,27 / 725,22)
865,61 587,44 683,45

° (747,54 / 940,35) (490,70 / 841,08) (589,01 / 745,09)
865,61 1074,60 1070,10

2 (747,54 / 940,35) (880,25 /1167,50) (967,73 / 1219,40)

) 865,61 1197,60 985,14

(967,17 / 1468,00)

(509,08 / 1683,10)

34 - INF-y-Konzentration im Splenozyteniiberstand (pg / ml)

(24,00 /613,00)

72,66 4,78 4,10

3 (24,00 /613,00) (2,35 /28,14) (1,52 /17,41)
72,66 21,87 19,00

° (24,00 /613,00) (1,94 / 79,58) (3,74 / 58,37)
72,66 646,73 95,20

a (24,00 /613,00) (287,32 /871,72) (29,66 / 122,04)
72,66 430,44 174,62

72

(121,68 / 703,11)

(21,93 / 663,72)

35 — IL-10-Konzentration im Splenozyteniiberstand (pg / ml)

35A

299,17
(179,34 / 426,74)

185,35
(150,98 / 236,55)

204,91
(181,23 / 241,07)
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(179,34 / 426,74)

(364,85 / 514,00)

Abbildung Zeit (h) | Median (1. / 3. Quartil)
Kontrolle Laparotomie SID
299,17 439,18 571,40
35B 24

(505,80 / 765,39)

36 - Aktivitat der Indolamin-2,3-Dioxygenase

3 1,31 (1,02 / 1,45) 1,69 (1,52 / 1,85) 2,20 (1,87 / 2,67)
6 1,31 (1,02 / 1,45) 1,70 (1,41 /1,92) 1,85 (1,63 / 2,06)
24 1,31 (1,02 / 1,45) 1,24 (1,11 / 1,40) 1,42 (1,21/ 1,65)
72 1,31 (1,02 / 1,45) 1,28 (1,11/ 1,48) 2,08 (1,34 / 3,05)

37 — Tryptophan-Konzentration im EDTA-Plasma (x 10*nM)

11,90 10,50 7,68
3 (11,00/ 14,00) (9,40/11,43) (7,26 / 8,44)
11,90 11,20 8,47
° (11,00/ 14,00) (9,22 /12,63) (7,54 /9,32)
11,90 13,40 10,95
2 (11,00/ 14,00) (12,00/ 15,90) (9,81/12,25)
11,90 12,25 7,64
72 (11,00/ 14,00) (11,53 /13,58) (6,21 /11,93)
38 — Kynureninsaure-Konzentration im EDTA-Plasma (nM)
78,10 69,15 50,90
38A 6
(48,00 / 95,60) (57,45 / 80,00) (37,65 /55,38)
78,10 86,80 30,95
38B 72
(48,00 / 95,60) (60,13 /123,50) (7,51 /69,58)
39 — Xanthurensaure-Konzentration im EDTA-Plasma (nM)
39A 3 0,00 (0,00 / 46,90) 0,00 (0,00 / 0,00) 0,00 (0,00 / 0,00)
39B 6 0,00 (0,00 / 46,90) 24,90 (0,00/ 35,45) 0,00 (0,00 / 0,00)
39C 72 0,00 (0,00 / 46,90) 27,10(9,94 /33,63) 0,00 (0,00 / 2,27)

40 - Picolinsdaure-Konzent

ration im EDTA-Plasma (nM)

(115,00 / 189,00)

(124,50 / 224,00)

149,00 134,00 93,85

40A 6
(115,00 / 189,00) (96,85 / 158,00) (65,23 / 120,25)
149,00 116,50 52,65

408 24
(115,00 / 189,00) (93,70 / 157,00) (39,43 /91,93)
149,00 170,50 42,55

49C 72

(12,28 / 121,55)

XXI
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