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1 Abkiirzungsverzeichnis

IL-1 bis 13 Interleukin- 1 bis 13

IFN-vy Interferon-gamma

IL-12 -/- Interleukin-12 defizienter Mausstamm

alL-18 Maus, die mit polyklonalem Antikérper gegen Interleukin-18 behandelt
wurde

TGF-B Transforming-Groth-Factor-beta

LPS Lipopolysaccharid (Bestandteil gramnegativer Bakterien)

SIRS Systemic Inflammatory Response Syndrom

MOD Multi Organ Disorder Syndrom

INOS Induzierbare Stickstoffmonoxid Synthetase

NO Stickstoffmonoxid

GMCSF Granulozyte-Macrophage-Colony-Stimulating-Factor

ICE Interleukin-1 Converting Enzyme

NK-Zelle Natiirliche Killerzelle

IP-10 Interferon-gamma inducible Protein 10
Mip-la Makrophage Inflammatory Protein lalfa
TNF-a Tumor Nekrosefaktor alfa

CLP Caecum-Ligatur-Punktion

CASP Colon-Ascendens-Stent-Peritonitis
C57B6 C57 Black 6-Maus (Wildtyp)

KBE Kolonie bildende Einheiten

GTP Guanidintriphosphat

ATP Adenosintriphosphat

CTP Cytosintriphosphat

UTP Uridintriphosphat

p*? Phosphor 33 (o—Strahler)

RPA RNase Protektion Essay



2 Einleitung

Trotz grofter chirurgischer und intensivmedizinischer Bemiihungen bleibt die postoperative
bakterielle Peritonitis eine schwer beherrschbare Komplikation nach abdominalchirurgischen
Eingriffen. Sie fithrt hdufig zu systemischer Infektion, septischem Schock und
Multiorganversagen, das in vielen Féllen den Tod des Patienten herbeifiihrt. Fiir diese
Beobachtung gibt es zur Zeit zwei unterschiedliche pathophysiologische Erkldrungsmodelle:
Das eine Modell sieht septischen Schock als Folge eines massiven Bakterienwachstums im
Korper, das den Zusammenbruch des Immunsystems zur Folge hat. Das andere Modell
hingegen geht von einer iibersteigerten Immunantwort aus, bei der das Immunsystem auf
Pathogene mit einer massiven Freisetzung von Entziindungsmediatoren reagiert und so den
Korper selbst schadigt.

Zur Zeit basiert die Therapie der bakteriellen Peritonitis nach chirurgischen Eingriffen auf
einer primér chirurgischen Sanierung des septischen Fokus unter antibiotischer Abdeckung
und begleitender intensivmedizinischer Therapie der sekundiren Organdysfunktionen(4, 78).
Der aktuelle Therapieansatz beriicksichtigt in erster Linie das den Organismus schidigende
Pathogen, das Bakterium, dessen Beseitigung als das wichtigste Ziel der Therapie anzusehen
1st(78). Unbertiicksichtigt bis heute ist, dal das Krankheitsbild ,,Sepsis*“ nur zu einem Teil
durch die schidigenden Einfliisse des Bakteriums, zum anderen Teil aber auch durch die
Wirkungen korpereigener Entziindungsmediatoren wie TNF-o, IFN—y, IL-1 und IL-6
charakterisiert wird, die oft in einem viel groeren Umfang zu Gewebsverdnderungen fiihren,
als das Bakterium(14, 78). Dies konnte ein Grund dafiir sein, da3 es in den letzten drei
Jahrzehnten nicht gelungen ist, die Mortalitdt septischer Patienten auf Intensivstationen
deutlich zu senken. Es stellt sich die Frage, welche Faktoren septisches Geschehen
beglinstigen. Ist der alleinige Grund eine Freisetzung von Bakterien, oder muf3 eine
individuelle Disposition, eine verdnderte Immunititslage nach Operationen oder Trauma
hinzukommen, damit aus einer lokal begrenzten Infektion eine Sepsis entsteht?

Es ist erwiesen, da3 grofe chirurgische Eingriffe oder Traumatisierung die Reaktionen des
Immunsystems so verdndern, dafl die Entstehung von septischen Komplikationen begiinstigt
wird(20, 28).

Aber auch schon im Vorfeld von Operationen muf3 davon ausgegangen werden, dafl gewisse

Patienten aus immunologischer Sicht gefédhrdeter sind, eine Sepsis zu entwickeln, als andere.



So haben z. B. Patienten, deren Monozyten préoperativ unterdurchschnittlich viel IL-12 nach
Stimulierung mit LPS sezernieren, ein erhdhtes Risiko, nach dem Eingriff septische
Komplikationen zu entwickeln(29). Trotz groBBer wissenschaftlicher Bemiihungen ist es bis
heute sehr problematisch, fiir einen Patienten eine Vorhersage zu treffen, inwieweit bei ihm
eine Gefdhrdung flir postoperative septische Verldufe vorliegt. Mit den klassischen
Therapieansétzen, Chirurgie und Intensivmedizin, ist es bisher nicht gelungen, die Mortalitét
von Patienten mit schwerer Sepsis in den letzten 30 Jahren deutlich zu senken. Ziel der
Forschung ist es, bei Patienten préoperativ eine Disposition zur Sepsis feststellen zu konnen,
siec vor grofBen Operationen immunmodulatorisch zu behandeln und durch striktes
postoperatives Monitoring das Risiko des Auftretens von septischen Komplikationen zu
senken(77).

Voraussetzung hierfiir ist, da3 man sowohl die Mechanismen sehr genau kennt, die wihrend
entzlindlichen Prozessen in einem Organismus ablaufen, als auch die Parameter, die es gilt zu
erfassen, um septische Entgleisungen moglichst frithzeitig zu erkennen. Auf diesem Gebiet
gibt es bis heute sehr wenige Erkenntnisse, die Einzug in die klinische Behandlung von

Patienten gefunden haben.



3 Immunologische Grundlagen und Fragestellung der Arbeit

3.1 Wissenschaftliche Grundlagen: Sepsis, akute Infektion

3.1.1 Pathophysiologie von Inflammation, Sepsis, SIRS, MOD

Fir die Abwehr von Infektion und Gewebszerstorung stehen dem Korper unspezifische
Systeme und antikorperspezifische Abwehrsysteme zur Verfligung. Zur akuten Entziindung
kommt es in erster Linie durch mechanische, chemische oder mikrobielle Einfliisse. Die
Entziindungsreaktion ist ein sich selbst verstirkendes Geschehen, das mit Freisetzung von
Entziindungsmediatoren, sog. Zytokinen einhergeht(64). Es besteht normalerweise im Korper
eine  Balance  zwischen  proinflammatorischen  (IL-1, = TNF-a, IFN-y)  und
antiinflammatorischen Zytokinen(IL-10, TGF-). Gerét dieses sensible Gleichgewicht auer
Kontrolle, kann dies sowohl zu einer Uberreaktion des Korpers mit der Folge eines Schocks,
oder aber zu einer Immunschwéche fiihren. Beide Fille werden beim Krankheitsbild ,,Sepsis
beobachtet(2). Die Entziindungsreaktion besteht aus einem Zusammenwirken des
Komplement- und Kininsystems, Gerinnung und Fibrinolyse und der Aktivierung von
immunkompetenten Zellen. Solange das entziindliche Geschehen lokalisiert bleibt, ist es fiir
den Gesamtorganismus von Vorteil. Basierend auf Vasodilatation, erhéhtem Blutflu und
erhohter Kapillarpermeabilitdt, Folgen einer Freisetzung von TNF-a, fiihrt Entziindung am
Ort ihres Auftretens zu den bekannten Symptomen: Rubor, Calor, Dolor und Tumor. Dieser
Zustand bietet dem Gewebe durch Uberangebot von Sauerstoff, aktivierenden Zytokinen und
immunkompetenten Zellen bessere Moglichkeiten, vorhandene Pathogene zu bekdmpfen und
die Wundheilung einzuleiten(64).

Gelingt es nicht, das Pathogen in addquater Weise zu bekdmpfen, werden die einstmals
protektiven Zytokine systemisch freigesetzt. Das Schliisselzytokin an dieser Stelle ist TNF-c.
Es fiihrt systemisch freigesetzt zu Kapillarpermeabilititserhohung, Hypotonie und in der
Folge zu generalisierter Mikrozirkulationsstorung(7) und disseminierter intravasaler
Gerinnung(1). In der Folge kommt es durch die Induktion der ubiquitir vorhandenen
induzierbaren Stickstoffmonoxidsynthetase (iNOS) zu einer gesteigerten Freisetzung des
vasodilativ wirkenden Stickstoffmonoxid(39). Dies fiihrt bei Endothelzellen zu einer
Zunahme der GefaBBpermeabilitit und zieht einen intravasalen Fliissigkeitsverlust nach sich.

Folge ist eine Minderperfusion lebenswichtiger Organe. Dieser Zustand wird mit ,,Systemic



Inflammatory Response Syndrom* (SIRS) bezeichnet(14). SIRS wird bei Keimnachweis im
Blut definitionsgemi3 als Sepsis bezeichnet(14). NO, TNF-o und andere
Entziindungsmediatoren fiihren durch nichtobstruktiv kapillarschddigende Wirkung im
Koronarstromgebiet zu septischer Kardiomyopathie und zu unzureichenden Moglichkeiten
des Herzens, den Blutdruck zu erh6hen(36, 48, 76). Am Ende steht eine infauste Situation mit

Hypotonie, Multiorganversagen(MOD), Schock und disseminierter intravasaler Gerinnung(2,

71).

3.1.2 Reaktionen des Immunsystems auf bakterielle Infektionen

3.1.2.1 Reaktion von Makrophagen auf bakterielle Infektionen

Gewebsmakrophagen entwickeln sich kontinuierlich aus Monozyten, die aus dem
Gefillsystem in das umliegende Gewebe wandern. Sie finden sich in hoher Zahl im
Bindegewebe und in der Nachbarschaft von Blutgefilen. Makrophagen haben auf ihrer
Oberfldache zahlreiche Rezeptoren fiir bakterielle und chemische Pathogene. Darunter findet
sich der CD 14 Rezeptor, der spezifisch fiir LPS ist und CR3 bzw. Mac-1, die ebenso an LPS
binden.

Binden eindringende Pathogene an Oberflichenrezeptoren von Makrophagen, hat dies eine
sofortige Immunreaktion zur Folge. Diese Antwort kann in vielen Féllen Pathogene
unschidlich machen, bevor sie sich im Korper ausbreiten. Eine wichtige Rolle von
Makrophagen besteht in der Freisetzung von proinflammatorischen Zytokinen, die weitere
immunkompetente Zellen rekrutieren und diese an den Ort der Entziindung fiihren.

Den Makrophagen nachgeschaltet, folgt eine zweite Abwehrlinie. Diese besteht aus
Erkennungsmechanismen, die auf relativ unspezifischen Rezeptoren basieren. Es folgt eine
antigenunabhingige Antwort des Immunsystems. Sie bendtigt keine klonale Vermehrung
immunkompetenter Zellen und kann deshalb relativ schnell beobachtet werden. Diese
Antwort kommt einer antikdrperspezifischen Antwort zuvor und kann Pathogene so lange
einddmmen, bis sich eine antikdrperabhidngige Antwort entwickelt hat. In ihrem Verlauf
sezernieren Makrophagen proinflammatorische Zytokine wie IL-18, IL-12, TNF-a, IL-6, IL-
1, IL-8 und Chemokine. Diese Entziindungsmediatoren sind einerseits fiir die typischen
Infektzeichen verantwortlich, andererseits aber auch fiir die weitere Rekrutierung von
immunkompetenten Zellen nétig. Der Einflufl von Zytokinen bewirkt ein verstérktes Wandern

von Leukozyten aus der Blutbahn in das benachbarte Gewebe. Von dort aus wandern



10

Leukozyten im Verlauf des Konzentrationsgradienten von Chemokinen zur Stelle des
Entziindungsherdes. Durch die Aktivierung des Komplementsystems und der spezifischen
zelluldren und humoralen Immunantwort werden die eingedrungenen Pathogene bekdmpft.

[Janeway, Travers ,,Jmmunobiology*, 2. Ausgabe, Kapitel 9-10 sinngeméif iibernommen].

3.1.2.2 Die Rolle von IL-18 und IL-12

3.1.2.2.1 Interleukin-18

IL-18 wurde erstmalig 1989 als ,,Interferon Gamma Inducing Factor (IGIF) beschrieben(49).
Es ist nahe verwandt mit IL-1 und wird als inaktive Vorstufe freigesetzt und durch IL-1
Converting Enzyme (ICE) oder Caspase-1 zum aktiven IL-18 umgesetzt. Hauptsiachlich wird
es von Makrophagen(16) und dendritischen Zellen(69) produziert. Weitere Studien zeigten,
daB IL-18 in Verbindung mit LPS zu einer Stimulierung von Thl- und NK-Zellen fiihrt, [FN-
v zu sezernieren(15, 60). IFN-gamma ist ein potenter Stimulus fiir Makrophagen. Wird ein
Makrophage stimuliert, erhoht sich in ihm die Produktion von NO und freien
Sauerstoffradikalen. Die Affinitit der Lysosomen zu Bakterienproteinen und die Zahl der
Phagosomen wird grofer. Der Makrophage exprimiert mehr Oberflaichenmolekiile vom Typ
MHC II, was ihn zu einer potenteren antigenprésentierenden Zelle macht. Er sezerniert nun
IL-1, TNF, IL-6 und GM-CSF und IL-12. In vitro Infektionsversuche mit ICE-defizienten
Maiusen zeigten, daBl Splenozyten auf einen LPS-Reiz weniger IFN-y produzierten, als
Splenozyten des Wildtyps. Diese Ergebnisse bestitigten sich auch bei Méusen, die mit einem
Antikorper gegen IL-18 vorbehandelt worden waren, so da3 die Hemmung der Produktion
von [FN-y auf das Fehlen der Wirkung von IL-18 zuriickzufiihren ist(55).

IL-18 fiihrt in der Maus bei NK- und T-Zellen nach 2 Stunden zu einer vermehrten
Genexpression von TNF-o.Im Gegenzug hemmen Antikdrper gegen IL-18 die
Genexpression fliir TNF-a nach LPS Gabe(59, 73)

IL-18 besitzt die Fahigkeit, die Produktion von TNF-a, CXC- und CC-Chemokinen in
peripheren humanen Monozyten zu induzieren(59). Versuche mit Antikdrpern gegen TNF-
o haben gezeigt, daB3 die Induktion von Chemokinen durch IL-18 hauptsdchlich indirekt
durch Freisetzung von TNF-a vonstatten geht(59). Des weiteren kann IL-18 NF-kappaB(46),

Fas-ligand- und perforinabhidngige Zytotoxizitit bei T-Zellen(13) und die Expression von
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CC und CXC Chemokinen steigern(16). Bei Blockierung von IL-18 durch Antikorper oder
IL-18 bindende Proteine ist eine reduzierte Freisetzung von IFN-y nachgewiesen(55).

IL-18 stellt einen wichtigen proinflammatorischen Faktor dar, der zusammen mit IL-12
einerseits zu einer suffizienten T-Zellantwort, als auch bei akuten bakteriellen Infektionen zu

einer Freisetzung von proinflammatorischen Zytokinen und Chemokinen fiihrt.

3.1.2.2.2 Interleukin-12

IL-12 wurde urspriinglich als Produkt von B-Zellinien identifiziert, die mit dem Epstein-Barr
Virus infiziert waren. IL-12 wird als Aktivator von zytotoxischen T-Lymphozyten bzw. NK-
Zellen(33) charakterisiert.

IL-12 wird von Monozyten, Makrophagen und neutrophilen Granulozyten freigesetzt(23). Es
ist essentiell fiir die Produktion von IFN-y durch NK- Zellen und T-Lymphozyten. IL-12
steigert die zytotoxische Aktivitidt von NK-Zellen(72) und unterstiitzt die Differenzierung von
CD4 T-Lymphozyten in Thl Zellen. Aulerdem unterstiitzt es die Produktion zytolytischer T-
Zellen(24). Es hat EinfluB auf die Sekretion von IFN-y, GM-CSF und IL-10 in Thl-
Lymphozyten und NK-Zellen(24, 79). Somit ist IL-12 ein wichtiger Faktor der Immunantwort
vom Typ Thl.

Andererseits hat IL-12 auch eine wichtige Rolle in der akuten unspezifischen Reaktion auf
bakterielle Infektionen. Sowohl in gramnegativen, wie auch in grampositiven Infektionen ist
fiir IL-12 eine Schliisselfunktion nachgewiesen. In der Maus ist fiir die T-Zell-unabhingige
Produktion von IFN-y nach Listerieninfektion IL-12 notwendig(22). Es fiihrt zu gesteigerter
Freisetzung von IL-12 durch Makrophagen(21). Der Gegenspieler zu IL-12 ist IL-10. Es
wirkt genau entgegengesetzt und hat einen starken Hemmefekt auf NK-, T-Zellen (12) und
Makrophagen (65) und steuert die Immunanwort eher in die Richtung einer humoralen Th2-
Antwort.

Es besteht noch keinerlei Klarheit dariiber, in welcher Weise IL-12 und IL-18 bei der
Aktivierung von Makrophagen, T-Lymphozyten und NK-Zellen zusammenwirken, bzw. sich
gegenseitig ersetzen konnen. Es ist bekannt, da3 die endogene Produktion von IFN-gamma
von IL-18 und IL-12 abhéngig ist. IL-12 reguliert die Expression des IL-18 Rezeptors auf
IFN-gamma produzierenden Zellen, wohingegen NK-Zellen unabhéngig von IL-12 allein von
IL-18 stimuliert werden kénnen(57). Auf diesem Gebiet gibt es in der aktuellen Literatur

erhebliche Differenzen und es ist noch nicht vollstindig geklart, inwieweit IL-12 und IL-18
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an der Aktivierung von NK- und T-Zellen beteiligt sind und welchem der beiden der initiale

Part zukommt bzw. ob eines durch das andere ersetzbar ist.

Menozyten,
_ Makrophagen,
Bakteg e, \ dendritische Zellen
bakterielle
Produkte, @
Parasiten IL-10
. -4 TH2-Zeller
IL-13
IL-5
IL-6
TGE -beta

® @ —

-Zellen

Th-1-Zellen

. T

é\ 0L

ABB. 1: ROLLE VON IL-12 UND IL-18 BEI BAKTERIELLEN INFEKTIONEN

3.1.2.3 Die Funktion von Chemokinen

Chemokine sind Entziindungsmediatoren, die immunkompetente Zellen aus der Umgebung
eines Entzlindungsherdes rekrutieren, und zum Ort des entziindlichen Fokus fiihren(70).
Chemokine bilden eine eng verwandte Familie von Polypeptiden. Sie werden von
Endothelzellen, Keratinozyten, Fibroblasten und glatten Muskelzellen des Bindegewebes
produziert. Man teilt Chemokine nach der biochemischen Stellung ihrer zwei N-stindigen
charakteristischen Aminosduren in der Proteinstruktur ein. Bei CXC- Chemokinen sind diese
beiden Aminoséduren, 2 Cysteine, durch eine weitere Aminosdure getrennt, wihrend sie bei
CC-Chemokinen direkt benachbart sind. Im Unterschied zu Zytokinen gibt es bei
Chemokinen fiir ein Chemokin mehrere Rezeptoren. Jeder dieser Rezeptoren ist fiir mehrere
Chemokine spezifisch.

CXC Chemokine wirken typischerweise chemotaktisch auf Granulozyten, wohingegen CC-

Chemokine liberwiegend auf Monozyten wirken(63).
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3.1.2.3.1 CXC-Chemokine

Interferon-y inducible protein (IP-10) wird in vitro von Monozyten, Keratinozyten,
Fibroblasten, Endothelzellen und T-Lymphozyten produziert(41). In der Maus wird IP-10 in
grofler Menge in Leber und Niere nach Gabe von IFN-y freigesetzt(51). IP-10 ist in der Maus
ein Chemokin, dessen Expression durch die Wirkung von LPS und IFN-y gesteigert wird. IL-
10 wirkt inhibitorisch auf die Freisetzung von IP-10.

Mip-2 ist ein weiteres Chemokin der CXC-Klasse. Es hat seine Wirkung hauptsichlich in der
Rekrutierung von neutrophilen Granulozyten. Nach Stimulierung durch LPS wird sowohl in
vitro, als auch in vivo eine verstirkte Freisetzung von Mip-2 beobachtet, wohingegen IFN-
v einen hemmenden Einflu3 zu haben scheint(35).

Weitere Chemokine dieser Gruppe sind IL-8 und MIG.

3.1.2.3.2 CC-Chemokine

Mip-laound Mip-1p (Macrophage inflammatory proteins) wirken chemotaktisch auf
Monozyten(74), wobei Mip-la den stirkeren Effekt hat. Andere Ziele von Mip-la sind
dendritische Zellen(67) und NK-Zellen(40). Mip-1p hat als Zielzellen Monozyten, T-
Lymphozyten, dendritische Zellen, NK-Zellen und hdmatopoetische Stammzellen(63).
Weitere Chemokine dieser Gruppe sind MCP-1, Rantes und Eotaxin.

3.1.3 Tiermodelle

Zur Zeit werden zur Simulierung des Krankheitsbildes Sepsis, basierend auf Peritonitis,

folgende Versuchsansitze verwendet.

3.1.3.1 Intravendse Injektion von Endotoxin oder TNF-«

Die Injektion von Lipopolysacchariden (LPS), Bestandteil gramnegativer Bakterien, oder die

Injektion von TNF-a fiihrt bei Sdugetieren zu einem Krankheitsbild, das dem klinischen
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Erscheinungsbild des septischen Schocks sehr dhnlich ist(37). Viele Studien befassen sich
damit, welche immunologischen Faktoren das Uberleben der Tiere beeinflussen.

Es wurden fiir diese Versuche sowohl Zytokin ,,Knock-out* Méause (IL-18-/-, IL-12-/-, IL-10-
/-INOS-/-) verwendet, als auch Blockierungen verschiedenster Zytokine mit Antikorpern,
sowie Injektion von rekombinanten Zytokinen durchgefiihrt.

Die Blockierung von IL-12(82), IFN-y (61) und TNF-o(17, 66) durch Antikérper wirkt sich
positiv auf den klinischen Zustand von Versuchstieren aus. Auch die jeweiligen ,,Knock-out*
Maiusestimme fiir obige Zytokine profitieren von ihrem Gendefekt gegeniiber Méusen des
Wildtyps (30, 66). Méuse mit LPS-Schock profitieren von der Gabe antiinflammatorischer
Zytokine wie IL-10 und TGF-B(6). Die Gabe proinflammatorischer Zytokine wie IL-12 und
IFN-y schadet den Tieren und fiihrt zu einem schlechteren Uberleben(26).

Die Versuche zeigen, daB dieses Modell ein Schockmodell ist und das Uberleben der Miuse
in erster Linie durch immunsuppressive Methoden verbessert werden kann.

Der Nachteil dieser Modelle ist, dal den Modellen der Bezug zur Klinik fehlt, da kein

septischer Fokus vorhanden ist, der kontinuierlich Bakterien und deren Pathogene freisetzt.

3.1.3.2 Injektionsmodell mit Bakterien

Einen anderen Forschungsansatz stellt die Injektion von lebenden Bakterien dar. Es wurden
verschiedene Bakterienarten verwendet und subletale und letale Sepsismodelle etabliert(19,
31, 52). Diese Modelle kamen dem klinischen Bild der Sepsis bedeutend néher, da man es bei
septischen Patienten mit Infektionen zu tun hat, die mit einer Vermehrung pathogener
Organismen einhergeht(10). Im Gegensatz zu Endotoxininjektionen haben lebende Bakterien
die Fahigkeit, sich in einem Organismus zu vermehren und so ihre inflammatorische Potenz
erheblich zu steigern. In vivo Versuche mit Bakterieninjektionen geben ein widerspriichliches
Bild ab. Einige Versuche zeigen, dafl die Gabe von proinflammatorischen rekombinanten
Zytokinen wie TNF-a und IFN-y einen deletdren Einfluf3 auf den Verlauf von Sepsis hat und
identifizieren diese Modelle als Schockmodelle. In anderen Modellen jedoch ist genau das
Gegenteil der Fall. Immunsuppressive Therapieversuche wie Gabe von Antikdrpern gegen
TNF-a, IFN-y und IL-12 schlagen in diesen Modellen fehl und erh6hen die Letalitit (45, 50).
Die ,Knock-out“ Mausvarianten fiir IFN-y und TNF-q, zeigen  eine

Suszeptibilitdtssteigerung(81).
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Bakterieninjektionsmodelle haben den Nachteil, daB3 sie nicht fiir eine kontinuierliche
Freisetzung von Bakterien sorgen und somit der Klinik des postoperativen septischen

Patienten mit einem Infektionsherd nicht sehr nahe kommen.

3.1.3.3 Zokum-Ligatur-Punktion (CLP)

Viele Gruppen verwenden die Zokum-Ligatur und Punktion in Ratte oder Maus. Dabei wird
ein Teil des Zokums ligiert und von der Blutversorgung abgeschnitten. Danach wird die
Darmwand im ligierten Abschnitt punktiert und so ein septischer Fokus geschaffen. Der
ligierte Anteil wird im Laufe der Zeit nekrotisch und setzt weiterhin Bakterien frei(3).
Unserer Ansicht nach stellt die CLP aber eher ein Abszessmodell dar, das zusétzlich schlecht
standardisierbar ist, da es von vielen operativen Faktoren abhidngt. Die Ergebnisse von
Studien zeigen ein sehr widerspriichliches Bild iiber die Entstehung des septischen
Geschehens wéhrend CLP. Einige Autoren vertreten die Meinung, dal eher eine
immunsuppressive Therapie Erfolg verspricht(32, 75), andere Autoren hingegen sehen
Erfolge im Uberleben bei Gabe von Immunstimulanzien wie TNF-a,(18) oder IL-1p (58).

Die insgesamt widerspriichlichen Ergebnisse der CLP erforderte die Etablierung eines gut
standardisierbaren und kliniknahen Tiermodells, das es erlaubt, die Situation des septischen

Patienten nach viszeralchirurgischen Eingriffen zu simulieren. Dies wurde mit der Colon-

Ascendens-Stent-Peritonitis (CASP) verwirklicht(5, 44, 54, 80).

3.1.3.4 Colon-Ascendens-Stent-Peritonitis (CASP)

CASP ist ein hoch standardisierbares Tiermodell fiir die Simulierung von Sepsis basierend
auf peritonealer bakterieller Infektion. Ein Stent definierten Durchmessers im Colon
ascendens stellt einen stetigen Infektionsherd in der Peritonealhdhle dar. Es kommt zu einer
schnellen Aussaat von Bakterien in Peritoneum und Blut und es tritt eine Endotoxémie auf.
CASP fiihrt zu gesteigerter Freisetzung von TNF—o und IFN-y vor allem in Milz und Lunge.
IFN-y — defiziente Méiuse haben einen signifikanten Uberlebensnachteil, wohingegen
TNFRp55-/- Miuse gleiche Uberlebenskinetiken wie Miuse des Wildtyps haben (5, 44, 54,
80)

CASP fiihrt in Miusen zu gesteigerter Aktivierung von neutrophilen Granulozyten in der

Lunge und zu Freisetzung von Chemokinen in der Lunge(54). Weiterhin ist nachgewiesen,
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daB3 CASP bei Méausen zu akutem Nierenversagen fiihrt und sich in den Nieren nach 12h eine

deutliche Induktion von CC- und CXC-Chemokinen nachweisen 143t(44).
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3.2 Fragestellung vorliegender Arbeit

Mit dieser Arbeit soll untersucht werden, welche Rolle Interleukin 12 und Interleukin 18 in
der akuten bakteriellen Peritonitis und Sepsis in der Maus spielen. In dem Tiermodell
,»CASP* fiir Anastomoseninsuffizienz nach visceralen Operationen soll das Zusammenwirken
von IL-12 und IL-18 bei der Induktion von Peritonitis und nachfolgender Sepsis beleuchtet
werden. Hierfiir werden IL-12 p40 ,,Knock-out* Miuse (IL-12 -/-) bzw. Méuse, die mit einem
polyklonalen Antikorper gegen IL-18 (1 mg Kaninchen-IgG intraperitoneal) behandelt
wurden, mit Wildtypmausen verglichen. Im ersten Teil der Arbeit wird auf den klinischen
EinfluB obiger Zytokine auf die Tiere bzw. auf das Uberleben einer Peritonitis eingegangen.
Der zweite Teil befal3t sich mit in vitro Analysen von Leber, Lunge, Milz und Niere. Dabei
wurde in den Organen die Expression verschiedener Zytokine und Chemokine mit dem
RNase-Protektion-Essay gemessen, immunhistologische Fiarbungen der Organe angefertigt

und Bakterienkulturen verschiedener Kompartimente angelegt.

Im einzelnen wurden folgende Fragestellungen bearbeitet:

3.2.1 Phinotyp der IL-12 defizienten Maus

- Uberlebenskinetik nach CASP

- Zytokininduktion nach 3h und 12h in Leber, Lunge, Milz und Niere

- Chemokininduktion nach 3h und 12h in Leber, Lunge, Milz und Niere

- Bakterieninfiltration nach 16h in Leber, Lunge, Milz, Niere und Peritonealhdhle

- immunhistologische Unterschiede in Leber und Lunge

3.2.2 Phiinotyp der anti-IL-18 behandelten Maus

- das Uberlebenskinetik nach CASP
- Zytokininduktion nach 3h und 12h in Leber und Lunge
- Chemokinexpression nach 3h und 12h in Leber und Lunge

- Bakterieninfiltration nach 16h in Leber, Lunge und Peritonealh6hle
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4 Zielsetzung und Methodik

4.1 wissenschaftliche Grundlagen der Versuche

Bisherige Tierversuche im Modell CASP haben gezeigt, dal die Wirkung von TNF-a,, einem
proinflammatorischen Schliisselzytokin, nicht zwingend an dem Entstehen von Sepsis in der
Maus beteiligt ist. Versuche mit p55 TNF-Rezeptor Knock-out Méusen ergaben, dafl in
Abwesenheit von TNF-a-Wirkung dennoch septischer Schock entstehen kann. Weitere
Versuche zeigten, dafl IFN-y, das eine bedeutende Rolle bei der Freisetzung von TNF-a bei
Makrophagen spielt(34), signifikanten EinfluB auf das Uberleben bei Sepsis hat. IFN-y
defiziente Tiere haben einen erheblichen Uberlebensnachteil gegeniiber Wildtypmiusen. Dies
spricht fiir einen starken EinfluB von IFN-y auf das Uberleben einer bakteriellen Sepsis in
diesem Tiermodell(80). Fiir die Freisetzung von IFN-yist eine Stimulation von T-
Lymphozyten oder NK-Zellen notwendig[34, 68]. Zwei wichtige Zytokine, die bei diesen
Zellen zu einer Freisetzung von IFN-y fiihren, sind IL-12 und IL-18(16, 72). In dieser Arbeit
wurden beide Zytokine unabhingig voneinander blockiert und so moglicherweise indirekt
EinfluBl auf die Produktion von IFN-y genommen. Hiermit sollen die Zusammenhédnge der
einzelnen Zytokine und ihre Rolle im Krankheitsbild ,,Sepsis* genauer beleuchtet werden. Als
weiteres Ziel kann die Schaffung von Grundlagen fiir die Entwicklung eines Therapieansatzes

beim septischen Schock gesehen werden.
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4.2 Methodik in vivo

4.2.1 Genehmigung der Tierversuche

Die Tierversuche waren geméal Tierschutzgesetz von der zustdndigen Behorde (Regierung
von Oberbayern) unter dem Aktenzeichen 211-2531-57/95 (Erweiterungsantrag) zuvor

genehmigt worden.

4.2.2 Tiere und Tierhaltung

Fiir die Versuche wurden ingeziichtete Mduse in einem Alter von 8 bis 12 Wochen (Gewicht
20 — 30 g) verwendet.

Die Versuche wurden an C 57BL/6 Méusen von Harlan und IL 12 p40-/- Mausen mit C
57BL/6 Hintergrund, bezogen von Jackson Laboratories(Bar Harbor, USA) durchgefiihrt. Die
Generierung der IL-12 p40 defizienten Maus erfolgte nach der Methode der homologen
Rekombination durch J. Magram(43). Es konnte nachgewiesen werden, dall IL-12 defiziente
Maiuse eine abgeschwichte T-Zellantwort aufweisen. So ist fiir Leukozyten IL-12 p40
defizienter Méduse bekannt, daf3 sie auf einen Reiz mit Endotoxin nicht in addquater Weise mit
einer Sekretion von IFN-y reagieren konnen, wohingegen die Sekretion von IL-4 erhoht
ist.(43).

Das Geschlechterverhéltnis war war in unseren Versuchen ca. 1:1 und in den Kontrollgruppen
befanden sich entsprechend der jeweiligen Versuchsgruppe eine gleich grofle Anzahl an
ménnlichen bzw. weiblichen Tieren.

Im zweiten Experiment wurden Wildtypméusen perioperativ polyklonale Antikdrper gegen
IL-18 wverabreicht. Die verwendeten Antikdrper stammten aus der Immunisierung von
Kaninchen mit rekombinantem IL-18. Das Immunserum wurde uns freundlicherweise von Dr.
Peter Hochholzer iiberlassen. Die Spezifitit und Funktionsfahigkeit des verwendeten
Antikorpers muf3 vorausgesetzt werden, da zur Zeit der Experimente kein Elisa-Kit fiir IL-18
verfiigbar war. Es ist aber von einer Wirksamkeit des verwendeten Antikorpers mit hoher
Sicherheit auszugehen, da als Kontrollgruppe Maéuse verwendet wurden, denen das
Kaninchenserum vor deren Immunisierung mit IL-18 perioperativ verabreicht worden war.
Hierbei zeigten sich signifikante Unterschiede zwischen Versuchsgruppe und Kontrollgruppe

sowohl im Uberleben, als auch in weiterfiihrenden Versuchen.
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Die Tiere wurden in Macrolonkéfigen (Ehret GmbH, Emmendingen, Deutschland) auf
Einstreu bei Pref(futter (Altromin 1324 Standard-Diét, Lage, Deutschland) und Wasser ad
libitum im Tierstall des Instituts fiir Medizinische Mikrobiologie der Technischen Universitit
Miinchen, Klinikum Rechts der Isar, gehalten.

Vor den Versuchen wurde sichergestellt, dal3 entsprechende Versuchsgruppen eine Woche
unter gleichen Lebensbedingungen in einem Stall verbracht wurden. Alle Versuche wurden

unter Einhaltung der deutschen Tierschutzverordnung durchgefiihrt.

4.2.3 Tiermodell : Colon-Ascendens-Stent-Peritonitis (CASP)

CASP ist ein chirurgisches Modell, das bei Mausen Peritonitis und Sepsis hervorruft. Es ist in
besonderer Weise geeignet, die Situation von Patienten mit Anastomoseninsuffizient nach
gastrointestinalen Eingriffen zu simulieren.

CASP schafft durch einen Stent variablen Durchmessers eine direkte Verbindung zwischen
Darmlumen des Colon ascendens und der Peritonealhdhle. Der Durchmesser des Stents hat
EinfluB auf die Menge der Bakterien, die in die Peritonealhdhle {iibertreten kann und
demzufolge auf die Schwere der Infektion.

Das Modell erlaubt dem Operateur, durch Verwendung von verschiedenen Stentdurchmessern
auf das septische Geschehen Einflu zu nehmen:

22G-CASP hat eine Letalitdt von 38%, 18G/14G-CASP von 64% bzw. 100%.(80) im Wildtyp

4.2.3.1 Andsthesie

Das Versuchstier wird in einen Glaskolben (Volumen: ca. 1 Liter) verbracht. Im luftdicht
verschlossenen Kolben befindet sich Zellstoff, der mit Diethylether befeuchtet ist. Nach
Eintritt der Narkose Entfernen des Versuchstieres aus dem Kolben. Nun wird das narkotisierte
Versuchstier riicklings auf einer Korkplatte mit vier Klebestreifen an den Vorder- und
Hinterldufen fixiert. Der Narkoseverlauf kann sehr gut mit einem Zentrifugenrdhrchen (15
ml), in dem sich mit Ather getriinkter Zellstoff befindet, gesteuert werden. Zur Beeinflussung
der Narkosetiefe kann der Abstand des Rohrchens zum Versuchstier verdndert werden.

Nach Entfernen des Rohrchens Erwachen des Versuchstieres nach 5 min. Nach weiteren 5

Minuten unauffilliges Verhalten des Versuchstiers.
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4.2.3.2 Operationen

4.2.3.2.1 Instrumentarium

Lupenbrille mit dreifacher Vergroflerung

Ubliches mikrochirurgisches Besteck (Nadelhalter, Pinzette gerade, Mikroschere)
Nadelhalter

Venenverweilkatheter (Stirke:14 G, 16 G, 18 G)

Schere

5/0 Ethilon Faden (Ethilon schwarz monofil 5/0; Ethicon GmbH; Norderstedt; Deutschland)
7/0 Ethilon Faden (Ethilon schwarz monofil 7/0); Ethicon GmbH; Norderstedt; Deutschland)
Wattestébchen

4.2.3.2.2 Laparotomie, Wundversorgung

Hautdesinfektion mit (Cutasept®F, Hautdesinfiziens farblos, Bode Chemie, Hamburg,
Deutschland)

Anheben der Haut vom Muskel mit einer anatomischen Pinzette. Langsinzision der Haut mit
einer Schere. Inzision der Haut oberhalb der Symphyse in einer Lédnge von 1,5 cm. Anheben
der Bauchmuskelfaszie mit einer anatomischen Pinzette. Durchtrennen der Bauchmuskulatur
in der Linea alba mit der Schere.

Fortlaufender Verschlul des Peritoneum, Muskulatur und Faszien mit 5/0 Ethilon.

Anschliefend Verschlufl der Haut mit Einzelknopfnéhten mit Ethilon.

4.2.3.2.3 Implantation des Colonstents

Aufsuchen des Zokalpols mit 2 Wattestdbchen. Ausschwenken von Zokum, Colon ascendens
und terminalem Ileum. Aufsuchen der Einmiindungsstelle des terminalen Ileums in das
Colon. Tangentialer Durchstich mit Ethilon 7/0 1,5 cm aboral der Ileozdkalklappe streng
antimesenterial.  Zirkuldres FEinritzen einer Braunile 3mm nach Beginn der
Plastikummantelung mittels Schere. Punktion des Colon ascendens mit der vorbereiteten

Brauniile nahe der Fixierungsstelle des Fadens. Vorschieben der Brauniile bis sich die
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Ritzstelle auf Niveau der Serosa befindet. Verankerung der Brauniile mittels Umschlingen der
Brauniile mit den freien Enden des Fixierungsfadens und Sicherung durch chirurgischen
Knoten. Anschlieend Fixierung der Brauniile auf der gegeniiberliegenden Seite mittels 2
Stichen durch die Darmwand. Zuriickziechen des Mandrin und Kiirzen des
Venenverweilkatheters (Imm iiber Fadenniveau). Fiillen des Stents mit leichtem Druck auf
das Zidkum. Reposition der ausgeschwenkten Darmanteile in die Bauchhohle.
Fliissigkeitssubstitution mit physiologischer Kochsaltzlosung (0.5 ml i.p.) mit einer 1 ml

Injektionsspritze. Wundverschluf3.

A) Fixierungsstich mit Ethilon 7/0 B) Knoten einfach

C) Knoten doppelt D) Punktion mit Brauniile
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E) Vorschieben der Brauniile F) Chirurgischer Knoten

G) Fixierung der Brauniile H) Fixierung der Darmwand



Operationsergebnis

ABB. 2: OPERATIONSTECHNIK ,,CASP*

24
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4.2.3.3 Postoperatives Vorgehen

4.2.3.3.1 Schmerztherapie

Alle Méuse erhalten postoperativ eine Schmerzprophylaxe mit Buprenorphin 0,1 mg/kg i.m.

4.2.3.3.2 Beobachtung

Postoperativ werden die Tiere alle 6 Stunden kontrolliert und nach einem standartisierten
Schema untersucht. Bei der Untersuchung werden Korpergewicht, duBlere Erscheinung,
Atemgerdusch, Spontanverhalten, provoziertes Verhalten, Reaktion auf Reize erhoben. Jedes
dieser Kriterien wird nach steigender Belastung mit O bis 3 Punkten bewertet. Werden
wenigstens zwei der Kriterien mit 3 bewertet, werden alle mit 3 bewerteten Kriterien mit 4
Punkten bewertet. Damit wird der Tatsache Rechnung getragen, daf3 sich die Belastungen des
Versuchstieres nicht linear addieren, sondern ein Kriterium mit 3 bewertet viel schlimmer
wiegt, als 3 Kriterien mit jeweils 1 bewertet. Danach werden alle ermittelten Punktwerte
addiert und die Belastungssituation des Tieres bewertet. Erreicht ein Tier 12 oder mehr
Belastungspunkte, erreicht die Belastung definitionsgemél ein erhebliches Ausmal}. Das Tier

wird als nicht iiberlebensféhig eingestuft und schmerzlos geopfert.

4.2.3.4 Die Uberlebenskinetik

Es wurden

C57 B6 Miuse (WT) mit IL-12-Knock-out-Mausen(IL-12 -/-) mit C-57-B6-Hintergrund und
C57 B6 Mduse, die mit einem polyklonalem Antikorper gegen IL-18 behandelt wurden (alL-
18), mit Mausen des WT verglichen.

Dazu wurden die Méuse wie beschrieben operiert, es wurde abwechselnd ein Tier der
Kontrollgruppe und der Versuchsgruppe operiert. Der Antikdrper gegen IL-18 (1 mg Hasen
IgG) wurde vor dem WundverschluB intraperitoneal in 0,5 ml PBS-Puffer verabreicht.

Im postoperativen Verlauf wurden die Méuse engmaschig kontrolliert, und ihr klinischer
Zustand nach einem standartisierten Score beurteilt. Bei erheblicher Belastung des
Versuchstieres wurde es schmerzlos geopfert. Die Ergebnisse der Uberlebenskurven beziehen
sich auf das Uberleben bei mittlerer Belastung. Die Tiere wurden postoperativ 336 Stunden

(14 Tage) liberwacht. Danach wurden alle Tiere schmerzlos geopfert.
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4.2.3.5 Organentnahme

Das Versuchstier erhdlt 0,Ilmg Ketanest i.m.. Nach Wirkungseintritt Fixieren des
Versuchstieres an den Vorder- und Hinterldufen auf einer Korkplatte. Zur Gewinnung der
Peritoneallavage Injektion von 10 ml steriler PBS-Losung in die Peritonealhdhle mit einer
Spritze, danach Aspiration der Fliissigkeit und Verbringen in Eis. Durchtrennen der alten
Operationsnaht mit einer Schere und Erweitern des Schnittes bis zum Sternum. Gewinnung
des Serums durch Punktion der Vena cava mit einer heparinisierten Insulinspritze.
Nachfolgend Erweiterung der Laparotomie durch zwei Rippenbogenrandschnitte und
seitliches Aufspannen des Abdomens.

Die Abdominalexplantation erstreckt sich auf Leber, Niere und Milz.

Abpréparieren der Organe von den sie versorgenden Strukturen und Entnahme.

AnschlieBend Halbieren der Organe (ein Teil fiir Histologie, der andere fiir die RNS-
Isolierung).

Erweiterung des Schnittes thorakal und Durchtrennen des Sternums. Uber einen medialen
Halslangsschnitt Durchtrennung der Glandula thyreoidea und Darstellung der Trachea auf
einer Liange von 2 cm. Einkerben der Trachea in der halben Zirkumferenz mit der
Mikroschere.

Zur histologischen Aufarbeitung wird ein Lungenfliigel verwendet, der andere dient der
Isolierung von zelluldrer RNS. Nach Ligatur eines Hauptbronchus Entnahme des abgesetzten
Lungenfliigels (RNS-Isolierung). Spiilen des nicht ligierten Lungenfliigels iiber einen 22G-
Venenverweilkatheter mit PBS-Losung iiber den trachealen Zugang. Danach Entfalten des
Lungenfliigels mit (0,5 ml Tissue-Tac-Sucrose-Losung) und Ligieren des Bronchus unter der

Trachealbifurkation und Durchtrennung. Entnahme
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4.3 Methodik in vitro

4.3.1 Histologische Arbeiten

4.3.1.1 Anfertigen von histologischen Schnittpriiparaten

Nach Entnahme der Organe wird die gewonnene Probe in ein vorbereitetes Blockschilchen
gelegt und mit Einbettmedium (Jung: Tissue freezing medium, Leica instruments GmbH,
Nussloch, Deutschland) iibergossen. Das Schilchen wird dann fiir 10 Sekunden in
stickstoffgekiihltem Isomethylbutan schockgefroren. Die so gewonnenen Blocke werden bei —
80°C aufbewahrt. Zum Schneiden werden die gefrorenen Blocke bei einer Kammertemperatur
von —23°C im Kryostat (Leitz KG, Miinchen) auf dem Schneidetisch fixiert und dann Schnitte
mit einer durchschnittlichen Dicke von 5-7 pm angefertigt. Die Schnitte werden auf

Objekttragern aufgebracht, acetonfixiert und bis zur Farbung bei —20°C gelagert.

4.3.1.2 Immunbhistologische Firbungen

Die immunhistochemischen Farbungen wurden an den Gefrierschnitten von Leber und Lunge
der untersuchten Tiere durchgefiihrt und, als Kontrolle, bei Organen von nativen Méusen.
Hierfiir wurden monoklonale Antikorper verwendet, die, nach Bindung an ihr jeweiliges
Epitop und nach entsprechenden Auswasch- und Reinigungsschritten, mit der
Peroxidase/Antiperoxidase-Methode gefarbt wurden. Es wurde folgender Antikdrper
verwendet: Mac-1"

" - Ratte-anti-Maus mAb, Hybridom, ATCC (American Type Culture Collection),
Rockville, Maryland, USA

Gegengefarbt wurde mit peroxidasekonjugiertem F(ab’)2 Fragment Maus Anti Ratte IgG,

Dianova, Hamburg, Deutschland
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4.3.2 Extraktion der gesamtzelluliren RNS aus Gewebe

Ziel der molekularbiologischen Arbeiten war es, Unterschiede in der Zytokininduktion
wihrend CASP in verschiedenen Organen zu erfassen. Es war hierzu erforderlich, aus den
Geweben zelluldre RNS zu separieren.

Unmittelbar nach Entnahme des Organs wird es in ein vorher bereitgestelltes steriles
Eppendorf-Cup verbracht und in fliissigem Stickstoff schockgefroren. Die Gewebeproben
werden bei —80°C bis zur weiteren Aufarbeitung gelagert.

Bei der Isolierung der zelluldiren RNS wurde nach dem Protokoll von Chomczynski und

Sacchi vorgegangen(11).
4.3.2.1 Durchfiihrung

e Tiefgefrorenes Gewebe in kaltes GSCN geben und sofort mittels Ultra Turrax T8 (IKA
Labortechnik) homogenisieren

o feste Bestandteile abzentrifugieren (3000 U/min, 5 min, 4°C)

e 280 ul 2 M Na-Acetat zu liberstand geben, vortexen

e 2.8 ml Phenol, H, O-gesittigt zugeben und vortexen

e 840 pl Chloroform zugeben und kriftig schiitteln

e 15 min auf Eis inkubieren

e zentrifugieren (3500 U/min, 20min, 4°C)

e wissrige Phase mit 2,5 Vol. Ethanol absolut féllen (1h, -20°C)

e pelletieren (3500 U/min, 20 min, 4°C)

e Pellet in 400pul GSCN ldsen und in Eppendorf-Cup tiberfiihren

e Fillen mit 1ml Ethanol absolut

e pelletieren (12000 U/min, 20 min, 4°C)

e Pellet in 400 ul DEPC- H;, O 16sen

e 400 pl Phenol/Chloroform (1:1 geséttigt mit 1 M Tris pH 9,5) zugeben

e vortexen

e zentrifugieren (12000 U/min, 5 min, 4°C)

e Uberstand mit 0.1 Vol 3 M Na-Acetat und 2.5 Vol Ethanol absolut fillen

e zentrifugieren

e Pellet mit Ethanol 70% waschen und Pellet in 200 ul DEPC-H; O 16sen.

e Bestimmung der RNS-Konzentration mit dem Photometer (260 nm)
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4.3.2.2 Lisungen und Puffer

¢ Guanidiniumthiozyanat (GSCN)

e 2 M Na - Acetat, pH 4

e 3 M Na- Acetat, pH 5

e Phenol, H, O-gesittigt, pH 4.5 ( Roth Art. A 980.1)

e Chloroform ( Merck, 64271 Darmstadt)

e Ethanol absolut ( Merck, 64271 Darmstadt)

e Natronlauge ( Merck, 64271 Darmstadt)

e Ethanol 70% (selbst gemischt aus Ethanol absolut und DEPC- H, O)

e DEPC - H; O (Pyrokohlensdurediethylester, Sigma-Chemie Deisenhofen, LOT 120H3655
0,1%, 2x autoklaviert)

e Phenol/Chloroform (Verhéltnis 1:1, Tris pH 9.5 gesittigt)

e Eppendorf Cups 1,5 ml 2 fach autoklaviert, RNase frei

e Zentrifugenréhrchen 15 ml

e Homogenisator Ultra Turrax T8 (IKA-Labortechnik)

e Photometer

e Heizblock

4.3.3 RNase-Protektion-Essay

Mit Hilfe des RNase-protektion-essay sollte auf mRNS-Ebene die Induktion verschiedener
Zytokine bei CASP verifiziert werden(42).

RNase-Protektion ist ein Verfahren, das Quantifizierung von definierten mRNS-Stiicken in
RNS-Proben zulift.

Im ersten Schritt erfolgt eine Transskription von definierten DNA-Fragmenten sog. Template-
Sets, durch eine DNS abhingige RNS-Synthetase in RNS. Dabei wird dem Ansatz radioaktiv
markiertes [o>P] UTP beigefiigt, das rein zufillig in die synthetisierte RNS eingebaut wird.
In einem Hybridisierungsschritt koénnen die markierten RNS-Fragmente mit der zu
untersuchenden RNS aus Geweben hybridisieren.

Durch Zugabe einer RNase ist iiberall dort, wo keine Hybridisierung stattgefunden hat, der

RNS-Strang schutzlos dem RNase-Verdau ausgesetzt.
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Durch Gelelektrophorese kann die erhaltene radioaktiv markierte RNS der Basenlédnge
entsprechend aufgetrennt werden und die Menge verschiedener mRNS-Spezies durch
Phosphorimaging sichtbar gemacht und quantifiziert werden.

Die Auswertung der entstandenen Banden erfolgt am PC mit dem Programm ImageQuant. Es
werden die entsprechenden Banden in ein Verhéltnis zu GAPDH gesetzt. GAPDH ist
ubiquitdr vorhanden und gilt als konstant induziertes Gen und eignet sich somit fiir die

Quantifizierung gemessener RNS. GAPDH tritt in jedem Template-Set als Bande auf.
4.3.3.1 Durchfiihrung

Es wurde pro Probe 10pug RNS verwendet.

Nach Trocknung der RNS-Proben in einer Speed-Vac-Zentrifuge bei Raumtemperatur wird
streng nach der Anleitung der Fa. Beckton-Dickinson vorgegangen und die Proben in
mehreren Hybridisierung- und Reinigungsschritten fiir die Gelelektrophorese vorbereitet.

Nach GieBen des Geles und Aushértung:

e Behutsames Entfernen des Kammes und Spililen der Gelkammern mit einer
Injektionsspritze und Laufpuffer

e Gelvorlauf mit 40 W fiir 45 min

e Vorbehandlung der Proben:

e Erhitzen auf 90 °C fiir 3 min

e sofortige Abkiihlung auf 4 °C im Eisbad

e Die RNS liegt jetzt als Einzelstrang vor, da sich die entsprechenden Stiicke getrennt und
durch die rasche Abkiihlung nicht mehr wiedergefunden haben.

e Auftragen der Proben, der Positiv-, Negativkontrolle und des Standards in die
Gelkammern

e Elektrophorese bei 25 W fiir 10min

e Elektrophorese bei 50 W fiir 1,5 h

e Vorsichtiges Abheben der silanisierten Platte vom Gel und Abziehen des Gels auf einem
Wattman-Paper unter stdndiger Spiilung mit ddH,O

e Geltrocknung fiir 1,5 h in Vakuum-Geltrockner

e Phosphorimaging fiir 24 h

e Scan
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4.3.3.2 Reagentien und Geriite

e Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
e Bohrsidure(Sigma Molecular Biology St.Louis)
e Tetramethyl-ethylenediamine(Temed) (Gibco BRL)
e Sodium Acetat (Sigma Chemical Company St. Louis)
e N-Lauroylsarcosine( Sigma Ultra )
e Ammoniumpersulfat ( Gibco BRL)
e EDTA( Sigma)
e Acrylamid 40% (Liquacryl™ ICN Biomedicals Inc. Ohio 44202)
e Bisacrylamid 2%(Liquabis™ ICN.Biomedicals Inc. Ohio 44202)
e Urea
e Aqua ad iniectabila ( Delta-Pharma GmbH Pfullingen)
e Puffer: TBE 10x (0,89 M Tris, 0,89 M Bohrsdure, 20mM EDTA, ph 8,4)
e Phenol, Tris-gesittigt
e Chloroform-isoamylalkohol
e [a*P]UTP 250 uC (Amersham Pharmacia Biotech 2000)
e Zytokin Template-Set
e Kontroll-RNS
e Sequencing Gel Electrophoresis Apparatus (Life-Technologies Modell S2
e Wasserbad(Kottermann Labortechnik)
e Electrophoresis-power-supply (Gibco BRL PS 3003)
e Geltrockner (SE 1160 Hoefer Scientific Instruments San Francisco)
e In vitro Transskriptionskit (Becton-Dickinson):
RNSsin 40 U/ul
GTP/ATP/CTP/UTP(GACU-Pool)
DTT 100 mM
Transkriptionspuffer
T7 RNS Polymerase
RNase freie DNase
Yeast tRNS 2mg/ml
EDTA 20 mM

Ammoniumazetat 4M
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e RPA-Kit (Becton-Dickinson)
Hybridisierungspuffer
RNasepuffer
RNase A + T1 Mix (A:80 ng/ul, T1:250U/ul)
Proteinase K Puffer
Proteinase K (10mg/ml)
Yeast tRNS (2mg/ml)
Ammoniumazetat 4M
Ladepuffer
e Laufpuffer: 11 0,5x TBE-Puffer (aus 10x TBE durch Verdiinnen mit ddH,O hergestellt)

4.3.4 Bakteriologische Untersuchungen

Es wurden von Peritonealfliissigkeit, Lungen- und Lebergewebe Bakterienkulturen angelegt.
Nach der Explantation wurden die Organe direkt in ein 15 ml Zentrifugenrohrchen verbracht,
das mit 4 ml eiskaltem PBS-Puffer gefiillt war. Danach wurde das Gewebe mit dem Ultra-
Thurrax zerkleinert, so daBl sich eine Gewebssuspension ergab. Mit einer Mikrotiterplatte
wurde eine Verdiinnungsreihe mit PBS Losung hergestellt.

Es wurden je 10ul der Verdiinnungen 1:10 und 1:100 auf Blut-Agar Kulturplatten
aufgetragen und in der iiblichen Technik verteilt. Danach wurden die Platten fiir 24 Stunden
bei 37°C bebriitet und die entstandenen Kolonien ausgezihlt. Die Ergebnisse wurden danach
je nach Verdiinnung auf die Einheit ,,Koloniebildende Einheiten / ml“ (KBE/ml)

umgerechnet.
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Gruppeneinteilung

Von jedem der untersuchten Mausstimme wurde primir eine Uberlebenskinetik bestimmit.
Als Kontrolle dazu diente die C57BL/6 Maus. Die Anzahl der Tiere wurde so gewéhlt, dal3
eine sichere Aussage in Bezug auf die Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen moglich

war. Bei den Gruppen fiir die Organentnahme wurden 3 bzw. 4 Tiere pro Gruppe verwendet.

Gruppen-name Stamm Therapie |Kinetik n=| Ex nach |[Ex nach |Ex nach
3h, n= |12h, n= | 16h, n=
16G-Casp, Kinetik C57BL/6 9] 19 %] %] %]
16G-Casp, Kinetik IL-12 -/- 9] 19 %] %] %]
18G-Casp, Kinetik C57BL/6 9] 11 %] %] %]
18G-Casp, Kinetik IL-12 -/- 9] 11 %] %] %]
nativ, Organentnahme (n=3) C57BL/6 %] 0 %] %] %]
nativ, Organentnahme (n=3) IL-12 -/- %] 0 %] %] %]
16 G-Casp,Organentnahme C57BL/6 %] 0 3 3 8
16 G-Casp,Organentnahme IL-12 -/- %] 0 3 3 8
16 G-Sham Casp, C57BL/6 %] 0 3 %} %]
Organentnahme
16 G-Sham Casp, IL-12 -/- %] 0 3 %] %]
Organentnahme
18G-Casp, Kinetik C57BL/6 Kontrollserum 15
18G-Casp, Kinetik C57BL/6 alL-18 pAb. 14
18G-Casp, Organentnahme C57BL/6 Kontrollserum 0 4 4 8
18G-Casp, Organentnahme C57BL/6 alL-18 pAb. 0 4 4 8

ABB. 3 :AUFLISTUNG DER OP-GRUPPEN

4.4 Statistik

Die Ergebnisse der Uberlebenskinetiken wurden mit dem Programm SPSS nach der Kaplan-
Meier-Uberlebenskurve mit dem Log-Rank-Test ausgewertet. Die Ergebnisse der in vitro
Analysen wurden mit dem Mann-Whitney-Test auf Signifikanz {berpriift. Es wurde auf

einem Signifikanzniveau von 0,05 getestet.
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5 Ergebnisse

5.1 Grundlegende Ergebnisse aus Versuchen mit IFN-y Rezeptor-

defizienten Miusen

Aus fritheren Versuchen ist uns bekannt, daf3 ein Fehlen des Rezeptors fiir IFN-y in der Maus
zu einer deutlich erhdhten Letalitdt im CASP-Modell fiihrt(80) (Siche Abb. 4). In Anbetracht
der Tatsache, daf3 die Freisetzung von IFN-y in erheblichem Mal3e von IL-12 (24, 79) und IL-
18(15, 60) gesteigert werden kann, konzentrieren sich die folgenden Experimente auf die

klinischen Wirkungen einer Blockierung von IL-12 beziehungsweise IL-18 . Auf diese Weise

soll das

Zusammenspiel von IL-12, IL-18 und IFN-y wihrend septischem Schock untersucht werden.

18-G-CASP: Uberleben von IFN-gamma-Rezeptor-
defizienten Mausen

100 - —IFN-gamma-R-/- (n=11)

80 - - = Kontrolle (n=16)

60 -

40 -

Uberleben(%)

20 A

0 T T T T T T T T T
0 24 48 72 96 120 144 168 192 216 240
Zeit(h)

ABB.4: UBERLEBENSKINETIK DES IFN-GAMMA R-/- MAUSSTAMMES (HINTERGRUND C57BL/6 — 129JSV) FUR
18G-CASP
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5.2 Auswirkungen des 11.-12 Defekts

5.2.1 Auswirkungen des IL-12 Defekts auf das Uberleben nach CASP

A B
16-G-CASP: Uberleben von IL-12 -/- 18-G-CASP: Uberleben von IL-12 -/-
Mausen Mausen

100 1 ——IL12-/- (n=19) 100 +
_ - - - Wildtyp(n=19 N
<3 yp( ) < o0l .
: 1]
& 601 3 60
2 2
2 ©
S —

40 =
e R f- R N I
fan ) S

20 20 4+

0 — 0
0 24 48 72 96 120 144 168 192 216 240

. 0 24 48 72 96 120 144 168 192 216 240
Zeit (h) Zeit (h)

ABB.5: UBERLEBENSKINETIKEN DES IL-12 -/- MAUSSTAMMS IN ABHANGIGKEIT VON DER VERWENDETEN
STENTDICKE A: 16G; B: 18G

In obiger Abbildung ist die Uberlebenskinetik der IL-12 -/- Maus im Vergleich zum WT
dargestellt. Es wurde CASP mit 16G-und 18G-Stent durchgefiihrt und eine Gruppenstirke
von 19 bzw. 11 Tieren je Versuchsgruppe gewidhlt. Man kann erkennen, dal3 IL-12 -/- Mduse
einen signifikanten Uberlebensnachteil im Vergleich zu Miusen des WT haben. Der
Unterschied ist bei 16G Stent deutlicher ausgeprigt. Die subletale Operationsvariante
(Stentdurchmesser 16G) bei Miusen des Wildtyps wird bei Verwendung von IL-12 -/-
Miusen zu einer voll letalen Variante. Die Uberlebensrate des Wildtyps sistiert bei 37% und
bleibt bis zum Ende des Beobachtungszeitraums konstant, wohingegen nach spédtestens 72
Stunden sdmtliche Mause mit Gendefekt als nicht iliberlebensfahig klassifiziert wurden und
schmerzlos geopfert werden mussten. Die {iberlebenden Tiere vom WT waren am Ende des
Beobachtungszeitraums vollig unauffillig und wurden als gesund klassifiziert. Der
Unterschied zwischen den Gruppen erwies sich nach der Kaplan-Meier Uberlebenskurve

(Log-Rang-Test) als hoch signifikant(a<0,018).
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5.2.2 Bakterielle Besiedelung von Leber, Lunge und Peritonealh6hle nach 16G-CASP

Operation

1e+8

1e+7 + T

KBE/ml

1e+6 T

1e+5

1e+4 T T T T T T

A o o & &
° \)(\g \/\)\\g Q el Q%

@’\\’ ’\,\’ @«\/ (V\, @’\ }\Q, N
W N2 W

ABB. 6: ANZAHL KOLONIEBILDENDER EINHEITEN IN LEBER, LUNGE UND PERITONEALHOHLE 16 H NACH 16G-
CASP. VERGLEICH VON WILDTYPMAUSEN (WT) UND IL-12 P40-DEFIZIENTEN TIEREN

In obiger Grafik ist ersichtlich, daB in Leber, Lunge und Peritonealfliissigkeit nach 16
Stunden keine signifikanten Unterschiede in den Bakterienzahlen bestehen. Die
unterschiedlichen Bakterienzahlen in der Lunge erwiesen sich bei bei genauerer Betrachtung

unter dem medizinisch iiblichen Signifikanzniveau von 0,05 als nicht signifikant.
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5.2.3 Immunhistologische Fiarbung von Lebergewebe mit Mac-1

IL-12-/-

. nativ Leber

.4 Wildtyp
| CASP 12h
Leber

{112 casp
12h  Leber

ABB. 7: IMMUNHISTOLOGISCHE FARBUNGEN VON LEBERGEWEBE IM 1L 12-/- MAUSSTAMM 12H NACH 16G- CASP

IM VERGLEICH ZUM WILDTYP

Primérantikorper: Mac-1
Ratte-anti-Maus mAb, Hybridom, ATCC (American Type Culture Collection), Maryland, USA

Gegenfarbung:
F(ab")2 Fragment: Maus Anti Ratte IgG, peroxidasekonjugiert, Dianova, Hamburg, Deutschland

Férbung: rot (Granulozyten, Makrophagen, NK Zellen)
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5.2.4 Immunhistologische Firbung der Lungengewebe mit Mac-1

IL-12-/-

IL-12-/-
CASP 12h
| Lunge

ABB.8: IMMUNHISTOLOGISCHE FARBUNGEN VON LUNGENGEWEBE IM IL-12-/- MAUSSTAMM 12H NACH 16G-
CASP IM VERLEICH ZUM WILDTYP

Primérantikorper: Mac-1

Ratte-anti-Maus mAb, Hybridom, ATCC (American Type Culture Collection), Maryland, USA
Gegenfirbung:

F(ab’)2 Fragment: Maus Anti Ratte IgG, peroxidasekonjugiert, Dianova, Hamburg, Deutschland
Férbung: rot (Granulozyten, Makrophagen, NK Zellen)
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Obige Abbildungen zeigen Mac-1 Fiarbungen von Leber und Lunge. Mac-1 ist ein Antikdrper,
der spezifisch an Granulozyten, NK-Zellen und Makrophagen bindet. Man kann erkennen,
dal 12 Stunden nach CASP in Leber und Lunge ein deutliches Infiltrat dieser Zellen
vorhanden ist. In Mausen des Wildtyps scheint es stirker ausgepréigt zu sein, als im Knock-
out-Mausstamm. Dies spricht fiir ein stirker ausgeprégtes proinflammatorisches Geschehen

in Mausen des Wildtyps.
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5.2.5 Zytokin- und Chemokinexpression (RNase-Protektion-Essay)

5.2.5.1 Zytokininduktion in der Leber

IL-10 Leber IL-1 beta Leber
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L ]
0,30 |
0,20 | .
0,25 |
[ ]
2015 £0.20 !
3 g
20,10 . 2015
: I |
J 0,10 | : |
0,05 . * ° !
! 005 . :
[ H . . b4
0,00 * \' L * : | : 0,00 [ ] L] ‘ |
ST PR I G e U\ QI T SN I LA
SERY SN A A S Y
AN N K ¢ T

WTn: Wildtypmaus nativ

IL-12n: IL-12 p40 knock-out Maus nativ

WTs-3: Wildtypmaus Scheinoperation 3h postoperativ

IL-12s3: IL-12 p40 knock-out Maus Scheinoperation 3h postoperativ
WT-C3: Wildtypmaus 16G CASP 3h postoperativ

IL-12-C3: IL-12 p40 knock-out Maus 16G CASP 3h postoperativ
WT-C12: Wildtypmaus 16G CASP 12h postoperativ

IL-12-C12: IL-12 p40 knock-out Maus 16G CASP 12h postoperativ

ABB. 9: ZYTOKINEXPRESSION NACH CASP IN DER LEBER

Aus obigen Grafiken konnen folgende Aussagen abgeleitet werden:

Die Induktion von IL-1 und IL-10 findet bei Scheinoperationen nicht statt. Nach 3 Stunden
wurden erhohte Expressionen flir IL-1p und IL-10 gemessen, die jedoch keine Unterschiede
zwischen Versuchsgruppe und Kontrollgruppe aufwiesen.

12 Stunden nach CASP fillt der Wert fiir IL-1p bei der Kontrollgruppe auf pridoperative
Werte, wohingegen er sich in der Versuchsgruppe als weiterhin erhoht darstellt. IL-10 bleibt

in beiden Gruppen weiterhin erhoht.



5.2.5.2 Chemokininduktion in der Leber
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WTn: Wildtypmaus nativ
IL-12n: IL-12 p40 knock-out Maus nativ

WTs-3: Wildtypmaus Scheinoperation 3h postoperativ
IL-12s3: IL-12 p40 knock-out Maus Scheinoperation 3h postoperativ

WT-C3: Wildtypmaus 16G CASP 3h postoperativ

IL-12-C3: IL-12 p40 knock-out Maus 16G CASP 3h postoperativ

WT-C12: Wildtypmaus 16G CASP 12h postoperativ

IL-12-C12: IL-12 p40 knock-out Maus 16G CASP 12h postoperativ

ABB. 10: CHEMOKINEXPRESSION IN DER LEBER

Bei der Scheinoperation wird keines der gemessenen Chemokine induziert. Mip-2 wird in
beiden Versuchsgruppen nach CASP induziert, wobei nach 3 Stunden kein signifikanter

Unterschied zwischen den Gruppen vorliegt.
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IP-10, Mip-la. und Mip-1PB sind nach 3 Stunden in der Kontrollgruppe deutlich stirker
exprimiert, als in der Versuchsgruppe.

Nach 12h finden sich fiir [P-10 wieder basale praoperative MeBwerte. Mip-1a,, Mip-1f3 und
Mip-2 zeigen weiterhin erhohte Expression. Es besteht aber kein signifikanter Unterschied

zwischen den Versuchsgruppen.

5.2.5.3 Zytokininduktion in der Milz

IL-10 Milz IL-1 beta Milz
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WTn: Wildtypmaus nativ

IL-12n: IL-12 p40 knock-out Maus nativ

WTs-3: Wildtypmaus Scheinoperation 3h postoperativ

IL-12s3: IL-12 p40 knock-out Maus Scheinoperation 3h postoperativ
WT-C3: Wildtypmaus 16G CASP 3h postoperativ

IL-12-C3: IL-12 p40 knock-out Maus 16G CASP 3h postoperativ
WT-C12: Wildtypmaus 16G CASP 12h postoperativ

IL-12-C12: IL-12 p40 knock-out Maus 16G CASP 12h postoperativ

ABB. 11: ZYTOKINEXPRESSION IN DER MILZ

3h postoperativ findet sich in beiden Gruppen eine signifikante Induktion von IL-1 und IL-
10 im Vergleich zu den préoperativen Werten, wobei fiir IL-1f in der IL-12 defizienten Maus
eine verstirkte Expression gegeniiber dem Wildtyp nachgewiesen werden konnte.

12h postoperativ ist IL-1B bei IL-12 defizienten Tieren weiterhin hoch exprimiert,
wohingegen IL-18 beim Wildtyp wieder auf Ausgangsniveau zuriickgeht. IL-10 wurde
tendenziell dhnlich exprimiert wie IL-1B,es ergaben sich aber keine signifikanten

Unterschiede zwischen Versuchsgruppe und Kontrollgruppe.



44

5.2.5.4 Chemokininduktion in der Milz
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WTn: Wildtypmaus nativ

WTn: Wildtypmaus nativ

IL-12n: IL-12 p40 knock-out Maus nativ

WTs-3: Wildtypmaus Scheinoperation 3h postoperativ

IL-12s3: IL-12 p40 knock-out Maus Scheinoperation 3h postoperativ
WT-C3: Wildtypmaus 16G CASP 3h postoperativ

IL-12-C3: IL-12 p40 knock-out Maus 16G CASP 3h postoperativ
WT-C12: Wildtypmaus 16G CASP 12h postoperativ

IL-12-C12: IL-12 p40 knock-out Maus 16G CASP 12h postoperativ

ABB. 12: CHEMOKINEXPRESSION IN DER MILZ

Es konnte gezeigt werden, da3 IP-10 und Mip-1la in nativen Wildtypmédusen im Vergleich zu

IL-12 defizienten Tieren deutlich induziert sind.
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3 Stunden nach CASP zeigte sich eine deutliche Expression von IP-10, Mip-la., Mip-
1B,und Mip2. Es konnten aber keine Unterschiede zwischen Versuchsgruppe und
Kontrollgruppe festgestellt werden.

12 Stunden postoperativ findet im Wildtyp keine erhohte Expression von IP-10, Mip-la.,
Mip-1B, und Mip2 mehr statt. In der IL-12 defizienten Maus wurde hingegen weiterhin
verstirkte Expression von IP-10, Mip-1a, Mip-1, und Mip2 gemessen. Im Vergleich zum 3
Stundenwert war fiir IP-10, Mip-1ae, Mip-13, und Mip2 nach 12 Stunden eine tendenziell
stirkere Induktion gemessen worden. Die Unterschiede erwiesen sich aber als nicht

signifikant.

5.2.5.5 Zytokininduktion in der Lunge

IL-1 beta Lunge IL-10 Lunge
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WTn: Wildtypmaus nativ

IL-12n: IL-12 p40 knock-out Maus nativ

WTs-3: Wildtypmaus Scheinoperation 3h postoperativ

IL-12s3: IL-12 p40 knock-out Maus Scheinoperation 3h postoperativ
WT-C3: Wildtypmaus 16G CASP 3h postoperativ

IL-12-C3: IL-12 p40 knock-out Maus 16G CASP 3h postoperativ
WT-C12: Wildtypmaus 16G CASP 12h postoperativ

IL-12-C12: IL-12 p40 knock-out Maus 16G CASP 12h postoperativ

ABB. 13: ZYTOKINEXPRESSION IN DER LUNGE

3 h postoperativ zeigt sich fiir IL 1-p eine deutlich stirkere Expression in der Wildtypmaus
als in der IL-12 defizienten Maus. Fiir IL-10 ist keine Induktion im Vergleich zur nativen

Maus nachweisbar.
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12 h postoperativ ist im Wildtyp weder fiir IL-10 noch fiir IL 1-f erhohte Expression
nachzuweisen. Fiir die IL-12 defiziente Maus zeigt sich sowohl fiir IL-10 als auch IL 1-
B weiterhin erhohte Expression, die im Vergleich zum 3 Stunden-Wert nach 12 Stunden einen
hoheren Wert zeigen. Im Wildtyp zeigt sich nach 12 Stunden keine Expression von IL 1-
B.IL-10 wurde nur in IL-12-/- Tieren nach 12 h als erhoht gemessen, beim Wildtyp zeigte

sich ein Abfall auf prioperatives Niveau.
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5.2.5.6 Chemokininduktion in der Lunge
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2,00 5,0
1,75 1
4,0 | .
1,50 4 .
° [ )
> 1,25 1 o > 3,0 1
£1,00 | ? 5 *
c e *
20,75 | ® 2,0
° °
4 [ ]
0,50 | | l 10 |
0,25 [ (] ° ° .
® o * (] : ' : ° ® s .
0,00 y o | 1 1 T [ | 0,0 ! o % o & °
S S H S5 SS9 0 S N D H > > O O
RPN N S N @'& NPT S N G N
W ; [N V4 NN Y
VO ¥/ @ RO\ \\;\ NN RCAER\ REAIRN \\;\'1«
Mip-1 beta Lunge Mip-2 Lunge
3,0 10
25 1 . 8 1
[ ]
2,0 °
2 > 6
5 . 2
é 1,5 '] g °
° ° 4 * °
1,0
4 [ )
0,5 | IS 2 !
H ° : (]
0,0 $ o 8 o | e 0 e Y [ 1
& P PPN N & 9 P S RN N
VO NP <)
¢ N K& AR o N
N Y %

WTn: Wildtypmaus nativ

IL-12n: IL-12 p40 knock-out Maus nativ

WTs-3: Wildtypmaus Scheinoperation 3h postoperativ

IL-12s3: IL-12 p40 knock-out Maus Scheinoperation 3h postoperativ
WT-C3: Wildtypmaus 16G CASP 3h postoperativ

IL-12-C3: IL-12 p40 knock-out Maus 16G CASP 3h postoperativ
WT-C12: Wildtypmaus 16G CASP 12h postoperativ

IL-12-C12: IL-12 p40 knock-out Maus 16G CASP 12h postoperativ

ABB. 14: CHEMOKINEXPRESSION IN DER LUNGE

3 Stunden nach CASP wurde nur in Méusen des Wildtyps IP-10, Mip-1la und Mip-
1B induziert. In der IL-12 defizienten Maus zeigt sich keine Expression gemessener

Chemokine nach 3 Stunden.
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Nach 12 Stunden zeigt sich eine deutliche Induktion von IP-10, Mip-1a, Mip-13 und Mip-2
in beiden Gruppen. Signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen ergeben sich bei
Betrachtung von Mip-103. Hier wurde eine deutlich stirkere Induktion von Mip-1f3 beim
knock-out-Mausstamm gemessen. Bei Vergleich mit dem 3 Stunden-Wert zeigen sich fiir
Mip-la und Mip-1f in Miusen des Wildtyps eine Abschwéchung der Expression fast auf

Ausgangsniveau.

5.2.5.7 Zytokininduktion in der Niere

In der Niere wurde nach 3 und 12h eine Induktion der untersuchten Zytokine und Chemokine
gemessen, es ergaben sich aber keine signifikanten Unterschiede zwischen den 2 Gruppen.

Die Daten wurden deshalb nicht dargestellt.
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5.3 Auswirkungen von Antikorpern gegen IL.-18

5.3.1 Auswirkungen von polyklonalen Antikérpern gegen IL-18 auf das Uberleben

nach CASP

18-G-CASP: Uberlebenskinetik von Anti IL-18
behandelten Mausen

100 -

anti IL-18pAb, n=14

= = = Kontrollserum, n=15

80 4

Uberleben(%)

40 A

20 4

120 144 168 192 216 240
Zeit (h)

ABB. 15: UBERLEBENSKINETIK DER AIL-18 BEHANDELTEN MAUS

In obiger Grafik ist ersichtlich, dal Méuse, die mit einem polyklonalem Antikdrper gegen IL-
18 behandelt wurden, einen erheblichen Uberlebensnachteil gegeniiber Miusen haben, die mit
Kontrollserum behandelt wurden. Ab ca. 30 Stunden sistieren beide Kurven bei ihren
Endwerten. Vom Wiltyp iiberleben langfristig 66% der Tiere, von der Versuchsgruppe
tiberleben langfristig 7%. Die Unterschiede in den Gruppen sind nach Kaplan-Meier-
Uberlebenskurve (Log-Rang-Test) hoch signifikant (o< 0,005).
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5.3.2 Bakterielle Besiedelung von Leber, Lunge, Milz und Peritonealhohle nach CASP

Operation
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ABB. 16: ANZAHL KOLONIEBILDENDER EINHEITEN IN LEBER, LUNGE, MILZ UND PERITONEALHOHLE 16H NACH
18G-CASP. VERGLEICH VON WILDTYPMAUSEN(CONTROL) UND MAUSEN, DIE PERIOPERATIV MIT EINEM
POLYKLONALEN ANTIKORPER GEGEN IL-18 (A-IL-18) BEHANDELT WORDEN WAREN

In obiger Grafik ist ersichtlich, da in den Versuchsgruppen in Leber und Lunge
unterschiedliche Bakterienzahlen nachweisbar sind. In Leber und Lunge von Méusen, die mit
einem Antikorper gegen IL-18 vorbehandelt worden sind, finden sich im Vergleich zur
Kontrollgruppe weit mehr Bakterien. Die Unterschiede erweisen sich als hoch signifikant.

(< 0,05). Fiir Peritonealfliissigkeit und Milz ergeben sich keine signifikanten Unterschiede.
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5.3.3 Zytokin- und Chemokinexpression (RNase-Protektion-Essay)

5.3.3.1 Zytokininduktion in der Leber
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C 3h PBS: Kontrollgruppe (Verabreichung von Kaninchenserum ohne Antikorper perioperativ) 3h nach 18G
ggiPa IL 18: Versuchsgruppe (Verabreichung von Kaninchenserum mit anti IL-18 perioperativ) 3h nach 18G
(leigi PBS: Kontrollgruppe (Verabreichung von Kaninchenserum ohne Antikdrper perioperativ) 12h nach 18G
gAlgfl a IL18: Versuchsgruppe (Verabreichung von Kaninchenserum mit anti-IL-18 perioperativ) 12h nach
18G CASP

ABB. 17: ZYTOKINEXPRESSION IN DER LEBER
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3 Stunden postoperativ wurde fiir IL-10, IL-13 und TNF-a in beiden Gruppen eine verstérkte
Expression nachgewiesen. Ein Unterschied zwischen den Gruppen lieB sich hierbei nicht
feststellen. TNF-a war in der Versuchsgruppe deutlich schwicher exprimiert als in der
Kontrollgruppe.

12 Stunden nach CASP zeigt sich fiir beide Gruppen ein Riickgang der Induktion von IL-1f3
auf Werte von nativen Mausen. IL-10 und TNF-o erwiesen sich weiterhin deutlich erhoht,
wobei bei TNF-a eine deutliche Verstarkung der Expression im Vergleich zum 3 Stunden-
Wert besteht, wohingegen bei IL-10 ein Abfall der Expression fiir beide Gruppen zu

verzeichnen ist.
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5.3.3.2 Chemokininduktion in der Leber
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C 3h PBS: Kontrollgruppe (Verabreichung von Kaninchenserum ohne Antikorper perioperativ) 3h nach 18G

CASP
C 3h a IL 18: Versuchsgruppe (Verabreichung von Kaninchenserum mit anti IL-18 perioperativ) 3h nach 18G

CASP
C 12h PBS: Kontrollgruppe (Verabreichung von Kaninchenserum ohne Antikorper perioperativ) 12h nach 18G

CASP
C 12h a IL18: Versuchsgruppe (Verabreichung von Kaninchenserum mit anti-IL-18 perioperativ) 12h nach

18G CASP

ABB. 18: CHEMOKINEXPRESSION IN DER LEBER
3 Stunden postoperativ sind IP-10, Mip-1-o und Mip-1-f in der alL-18 behandelten Gruppe

im Vergleich zur Kontrollgruppe deutlich supprimiert. Bei Mip-2 ergibt sich kein Unterschied

zwischen den Versuchsgruppen.
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12 Stunden nach CASP finden sich keine signifikanten Unterschiede der gemessenen

Chemokinexpressionen zwischen den Gruppen.

5.3.3.3 Zytokininduktion in der Lunge

TNF- alfa Lunge
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C 3h PBS: Kontrollgruppe (Verabreichung von Kaninchenserum ohne Antikorper perioperativ) 3h nach 18G
(C?/;il)a IL 18: Versuchsgruppe (Verabreichung von Kaninchenserum mit anti IL-18 perioperativ) 3h nach 18G
gAlifl PBS: Kontrollgruppe (Verabreichung von Kaninchenserum ohne Antikdrper perioperativ) 12h nach 18G
gAlii a IL18: Versuchsgruppe (Verabreichung von Kaninchenserum mit anti-IL-18 perioperativ) 12h nach
18G CASP

ABB. 19: ZYTOKINEXPRESSION IN DER LUNGE

(IL-10 und IL-1-p waren in diesem Versuch auch nach 2 maliger Wiederholung des Essays
nicht nachweisbar)

3 Stunden postoperativ zeigte sich eine deutlich stirkere Expression von TNF-o in Méusen
des Wildtyps als in der Versuchsgruppe.

Nach 12 Stunden konnte kein signifikanter Unterschied in der Expression von TNF-
a zwischen den Gruppen nachgewiesen werden. Im Vergleich zum 3 Stundenwert zeigen sich

in beiden Gruppen beim 12 Stundenwert fiir TNF-a eine stirkere Expression.
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5.3.3.4 Chemokininduktion in der Lunge

Mip-1 alfa Lunge
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C 3h PBS: Kontrollgruppe (Verabreichung von Kaninchenserum ohne Antikorper perioperativ) 3h nach 18G

CASP
C 3h a IL 18: Versuchsgruppe (Verabreichung von Kaninchenserum mit anti IL-18 perioperativ) 3h nach 18G

CASP
C 12h PBS: Kontrollgruppe (Verabreichung von Kaninchenserum ohne Antikdrper perioperativ) 12h nach 18G

CASP
C 12h a IL18: Versuchsgruppe (Verabreichung von Kaninchenserum mit anti-IL-18 perioperativ) 12h nach
18G CASP

ABB. 20: CHEMOKINEXPRESSION IN DER LUNGE

3 Stunden nach CASP zeigte sich sowohl bei IP-10 und Mip-1la, wie auch bei Mip-1§ und
Mip-2 in beiden Gruppen eine deutliche Induktion. Unterschiede zwischen Versuchsgruppe
und Kontrollgruppe waren bei Mip-1a und Mip-1 zu erkennen. Hierbei zeigte sich, dal} bei

beiden Chemokinen in der Kontrollgruppe eine deutlich stirkere Expression erfolgt.
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12 Stunden nach CASP ergaben sich sich weder fiir IP-10 und Mip-1a., noch fiir Mip-1f3 und
Mip-2 signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen. Die Expression von Mip-2 war in

beiden Gruppen gegeniiber dem 3h-Wert deutlich vermindert.
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6 Diskussion

Vorliegende Dissertation beschiftigt sich an Hand eines Tiermodells fiir den septischen
Schock nach Colonperforation mit der Rolle von IL-12 und IL-18 wihrend der Sepsis. Beide
Zytokine sind an der Aktivierung von Makrophagen, T-Lymphozyten und NK-Zellen(38)
beteiligt. Makrophagen stellen eine Hauptquelle fiir IL-1, TNF-o und IL-6, den
Schliisselzytokinen mit proinflammatorischer Funktion wéhrend postoperativer Sepsis, dar(2).
Sie sind zum einen fiir die suffiziente Bekdmpfung von Pathogenen im Korper notwendig,
zum anderen vermitteln sie aber auch deletire Effekte einer iibersteigerten Immunantwort auf
den Organismus (62). In fritheren Tiermodellen war es nicht gelungen, sich der Klinik
geniligend zu ndhern, um die Situation des Patienten mit postoperativer Sepsis zu simulieren.
Diese Studien beleuchteten im allgemeinen nur eine Seite des pathologischen Geschehens
wihrend Sepsis: Die iibersteigerte Inflammation, durch die der Korper geschadigt wird(17,
32, 53), oder aber das massive Wachstum von Bakterien, das zu einer Paralyse des
Immunsystems fiihrt(58). Das Ziel dieser Arbeit bestand darin, mit einem geeigneten
Tiermodell, das keine der beiden Standpunkte favorisiert, mehr Klarheit {iber den zeitlichen
Verlauf von septischem Schock und die damit verbundene Freisetzung von
Entziindungsmediatoren zu gewinnen. Besonderes Interesse galt der Rolle von IL-12 und IL-
18 in diesem Modell.

Frithere Versuche anderer Gruppen haben gezeigt, da3 die Blockierung von IL-12 durch
Antikdrper bei LPS-Schock in der Maus zu einem Uberlebensvorteil der behandelten Tiere
fiihrt (47). Betrachtet man aber verschiedene Infektionsmodelle mit lebenden Bakterien, so
fiihrt die Blockierung von IL-12 mit Antikdrpern in zahlreichen Tiermodellen zu einer
Zunahme der Letalitit und der Bakterienzahlen in der Maus (27, 82). Bei einem
Infektionsmodell mit Yersinien wurde gezeigt, da3 ein Therapieversuch mit rekombinantem
IL-12 bei Miusen des Wildtyps einen Uberlebensvorteil mit sich bringt, wohingegen bei
Verwendung von IFN-y—/— Mausen kein Effekt zu verzeichnen war(8). Dies legt den Schluf3
nahe, daf} bei akuten bakteriellen Infektionen im Anfangsstadium hohe Konzentrationen von
IL-12 protektiv wirken, dieser Effekt aber scheinbar auf die vermehrte Sekretion von IFN-
v zuriickzufiihren ist. Im CLP Modell fiihrt eine Blockierung von IL-12 mit einem
polyklonalen Antikdrper gegen IL-12 in der Maus zu einer Zunahme der Letalitdt und der

Anzahl von Bakterien in der Peritonealhohle(68).



58

Die Ergebnisse unserer Uberlebenskinetiken zeigen, dal Miuse, denen IL-12 Expression und
somit die Produktion von biologisch wirksamem IL-12 von Geburt an fehlt (IL-12 -/-), in dem
Sepsismodell CASP einen eindeutigen Uberlebensnachteil haben. Bei Beriicksichtigung der
Versuche anderer Gruppen kann das CASP Modell somit eher in die Reihe der
Infektionsmodelle eingeordnet werden, in dem die Versuchstiere an einem massiven
Wachstum von Bakterien leiden und an einer Insuffizienz des Immunsystems versterben.

Im LPS-Modell hat man es mit einem Schock zu tun, der durch LPS ausgeldst wird, das in
einer bestimmten Menge vorliegt, und sich nicht vermehren kann. Es ist nachvollziehbar, daf3
in einem solchen Fall eine antiinflammatorische Therapie, beispielsweise Immunsuppression,
ein geeigneter Therapieansatz ist. Immunsuppression verhindert die deletdren Effekte von
LPS, die durch Freisetzung von proinflammatorischen Zytokinen vermittelt werden(64) ohne
Gefahr eines massiven Bakterienwachstums, da keine Bakterien vorliegen. Im Falle von
Sepsismodellen mit vermehrungsfiahigen Bakterien ist die Situation aber eine andere. Dort
bringt eine immunsuppressive Therapie gleichzeitig die Gefahr der ungehemmten
Vermehrung von Bakterien mit sich. (82).

Es ist in der CLP nachgewiesen, dal} die Blockierung von IL-12 mit einem Antikdrper zu
verminderter Freisetzung von IFN-y durch NK- und T-Zellen fiihrt(68). Als Schliisselzytokin
der angeborenen Immunantwort fiihrt IFN-y in Makrophagen zu einer gesteigerten TNF-
o—und IL-1B— Sekretion und stimuliert die bakterienabtotende Wirkung von neutrophilen
Granulozyten und Makrophagen(25).

Bei Betrachtung der Zytokininduktion féllt auf, dall in der Lunge das proinflammatorische
Zytokin IL-1f nach 3 Stunden bei beiden Gruppen deutlich unterschiedlich induziert ist. Bei
dem Knock-out Mausstamm scheint die Entziindung noch nicht begonnen zu haben, wahrend
sie im Wildtyp schon in vollem Gange ist.

Nach 12 Stunden ist IL-1Bin Leber, Milz und Lunge beim WT auf normale Werte
zurlickgegangen, bei der IL-12-/- bleibt es weiterhin hoch bzw. ist sogar zwischen 3 Stunden
und 12 Stunden noch angestiegen. Dies legt den Schlul nahe, dal bei IL-12-/- die
Entziindungsreaktion spéter beginnt. Bei Betrachtung der Hauptproduzenten fiir IL-1, den
Makrophagen, kann man folgern, dafl bei Mangel an IL-12 die Aktivierung der Makrophagen
am Zeitpunkt 3 Stunden nur insuffizient erfolgt ist. Nach 12 Stunden jedoch findet auch bei
den IL-12-/- Miusen eine Ausschiittung von proinflammatorischen Zytokinen statt. Es ist
denkbar, dal3 in der IL-12 -/- am Anfang der Sepsis nur eine insuffiziente Bekdmpfung der

Bakterien stattfindet, und die Bakterienzahlen somit bei der Knock-out Maus hoher sind als
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im Wildtyp. Dies wiirde die Versuche mit anti-IL-12 Antikérper in einem
Bakterieninjektionsmodell bestdtigen(82).

Die immunhistologischen Untersuchungen zeigen 12 Stunden nach CASP in Leber und
Lunge in beiden Gruppen ein deutliches Infiltrat. In Méusen des Wildtyps scheint ein
dichteres Infiltrat vorzuliegen, als in der IL-12 defizienten Gruppe. Dies konnte das Korrelat
fiir eine verspatete proinflammatorische Reaktion in IL-12 defizienten Méusen darstellen.

Bei Betrachtung der Chemokine féllt auf, dal in der Leber der IL-12 -/- als einzigem Organ
sowohl CXC, als auch CC- Chemokine nach 3 Stunden induziert werden. Beim Wildtyp
hingegen ist dies in allen Organen zu verzeichnen. Dies legt den Schlul3 nahe, da3 Chemokine
zuerst in der Leber hochreguliert werden, und daB bei IL-12 Méusen die Rekrutierung von
Neutrophilen, Monozyten und Makrophagen am Anfang einer abdominellen Sepsis erst
verspitet beginnt. Bei Betrachtung von IP-10 (IFN-y-inducible-protein) fallt auf, da3 nach 3
Stunden beim WT eine erheblich stirkere Expression in Leber und Lunge auftritt, als im IL-
12 -/- Stamm. Dies legt die Vermutung nahe, daB in der IL-12 -/- die Expression von IFN-y
nach akuten Infektionen reduziert ist, da fiir IP-10 eine erhebliche Abhéngigkeit von IFN-
y nachgewiesen ist(56).

Mit einer Verzdgerung von mehreren Stunden erreichen IL-12 knock-out Méause allerdinges
gleich hohe Zytokin und Chemokininduktion wie Méuse des Wildtyps. Die unterschiedlichen
Uberlebenskurven konnten darauf zuriickzufiihren sein, daB bei der I1-12 Knock-out Maus die
Bakterien einige Stunden mehr Zeit haben, sich zu vermehren, bzw. sich im Ko&rper zu
verteilen, bis die Immunantwort in vollem Gange ist. Der Organismus des Versuchstieres hat
es daher mit hoheren Bakterienzahlen zu tun, die mdglicherweise fiir die hohere Letalitit
verantwortlich sind. Diese Vermutung konnte durch bakteriologische Untersuchungen in
dieser Arbeit nicht bestétigt werden.

Um Aussagen liber das Bakterienwachstum machen zu kdénnen, wurden in den Versuchen
Bakterienkulturen von Peritonealfliissigkeit, Leber und Lunge angelegt. Nach 16 Stunden
zeigten sich bei der IL-12 -/- Maus keine signifikanten Unterschiede in den Bakterienzahlen
nach CASP. Dies liegt moglicherweise daran, dal das Verfahren der Bakterienkultur auf
Blutagar und die nachfolgende Auszéhlung zu ungenaue Verfahren sind, um genauen
Riickschluf} auf urspriingliche Bakterienzahlen in den Organen zu ziehen. Moglicherweise ist
aber auch der Zeitpunkt 16 Stunden nach Induktion von Sepsis zu frith gewihlt, um
Unterschiede zwischen den Gruppen zu erkennen. Es kdnnte moglicherweise auch sein, daf3
nach 16 Stunden durch die verstirkte proinflammatorische Situation in der IL-12 -/- Maus

viele Bakterien abgetotet worden sind und nach 16 Stunden in der IL-12 -/- die Inflammation
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hauptsdchlich durch LPS dieser Bakterien in Gang gehalten wird. In weiteren Versuchen
sollte die Bakterieninfiltration in verschiedenen Geweben zu mehreren Zeitpunkten
untersucht werden.

LPS-Schockmodelle in der Maus zeigen, dall Antikdrper gegen IL-18 die Akkumulation von
neutrophilen Granulozyten in Leber und Lunge stark reduzieren und sich positiv auf das
Uberleben nach LPS-Schock auswirken. Die Spiegel von IFN-y, TNF-o. und Mip-2 sind in
der behandelten Gruppe in Leber und Lunge niedriger (53). Der protektive Effekt von alL-18
scheint eng mit der reduzierten Freisetzung von IFN-y verbunden zu sein. Auch die IL-18 -/-
Maus zeigt verminderte Empfindlichkeit gegeniiber LPS Schock(30). Bei Versuchen mit
Injektion von Bakterien zeigte sich, da3 die Blockierung von IL-18 einen schidlichen Effekt
auf die Uberlebensfihigkeit der Tiere hatte. Fiir Yersinien wurde gezeigt daB sich durch einen
Antikorper gegen IL-18 die Bakterienklearance in der Milz erheblich verschlechterte(9).
Unsere Versuche zeigten in der Leber und der Lunge eine deutlich geringere Expression von
TNF-o nach Applikation eines Antikorpers gegen IL-18, als im WT. Sowohl nach 3 Stunden,
als auch nach 12 Stunden waren diese Unterschiede sichtbar. Dieses Ergebnis steht mit dem
Ergebnis fritherer Versuche in Einklang, in denen gezeigt worden war, dafl IL-18 ein
wichtiger Faktor fiir die Sekretion von TNF-a bei(73) ist. Bei Betrachtung der
Chemokinexpression zeigt sich, dal nach 3 Stunden in der Leber deutlich mehr IP-10 beim
WT exprimiert wird, als in der Kontrollgruppe. Dies hat seine Ursache moglicherweise in
einer verminderten Sekretion von IFN-y durch NK- und T-Zellen bei Fehlen von IL-18-
Wirkung. Auch die Chemokine Mip-1-a und Mip-1-f zeigen in Leber und Lunge geringere
Expression nach alL-18 fiir 3 und 12 Stunden.

Die Uberlebenskinetik fiir die alL-18 behandelte Maus zeigt, daB IL-18 ein protektives
Zytokin fiir das Uberleben einer bakteriellen Peritonitis darstellt. Auch TNF-a hat eine
protektive Rolle in diesem Modell.

Vergleicht man die Ergebnisse aller vier Versuchsgruppen, fillt auf, dal die Expression der
Chemokine Mip-la, Mip-13und IP-10 nach 3 Stunden eine positive Korrelation zum
Uberleben haben. Betrachtet man die Werte fiir 3 Stunden in Leber und Lunge, zeigt sich
klar, daB starke Expression dieser drei Chemokine mit einem guten Uberleben von CASP
korreliert ist. Weitere Versuche miissen zeigen, ob eines dieser Chemokine geeignet ist, als
Monitor fiir die Beurteilung von septischen Patienten zu dienen. Eine Schwierigkeit hierbei
wird sein, dafl noch nicht endgiiltig geklart ist, welche Chemokine im Menschen denen in der

Maus zuzuordnen sind.
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Eine Schwierigkeit bei der Interpretation der gewonnenen Ergebnisse der ex vivo Versuche
ist die Tatsache, daB man ein Kollektiv von Tieren untersucht, deren septisches
Krankheitsbild einen unterschiedlichen Verlauf nehmen wiirde, falls der Versuch nicht durch
die Opferung des Versuchstieres zur Probengewinnung abgebrochen wiirde. Dies erklirt die
teilweise erhebliche Streuung der Messwerte in den ex vivo Versuchen innerhalb der
Versuchsgruppen, werden doch Versuchstiere, die den Versuch iiberleben wiirden und solche,
die eine letale Sepsis bekommen wiirden, in einer Versuchsgruppe zusammengefalit. Um
dieses Problem zu l6sen, miifte man die Probengewinnung am lebenden Tier vornehmen und
den klinischen Verlauf weiter beobachten. Dies ist aus technischen Griinden fiir die Lunge
zum heutigen Zeitpunkt géinzlich unmdglich. Fiir Milz, Leber und Niere wire die
Probengewinnung bedingt praktikabel, wobei dies immer einen groflen Zweiteingriff darstellt
und den klinischen Verlauf bedeutend beeinflussen wiirde. Hiermit ginge die Vergleichbarkeit
der Versuchsergebnisse mit groler Wahrscheinlichkeit verloren.

Vergleicht man die Expression von IL-1f, Mip-la, Mip-1fund IP-10 in allen vier
Versuchsgruppen, fdllt auf, daB bei der IL-12 -/~ proinflammatorische
Entziindungsmediatoren nur verspitet, wohingegen sie bei Behandlung mit Antikdrpern
gegen IL-18 iiberhaupt nicht in voller Stirke exprimiert werden.

Ein Grund hierfiir konnte sein, daf} die IL-12 -/- Maus von Geburt an kein IL-12 besitzt. Es
konnten sich Mechanismen eingespielt haben, die dieses Defizit ausgleichen und nach wie vor
eine suffiziente, wenn auch verspdtete proinflammatorische Reaktion gewihrleisten.
Moglicherweise wird IL-12 durch ein anderes Zytokin ersetzt, das in einem gewissen Umfang
die Rolle von IL-12 {ibernehmen kann.

Dieser Aspekt muB3 auch bei der Beurteilung der Uberlebenskinetiken beriicksichtigt werden.
Eine Maus, die mit Antikdrpern gegen IL-18 behandelt wird, hat ein proinflammatorisches
Zytokin nicht mehr zur Verfliigung, das normalerweise vorhanden wére. Es konnen sich
deshalb noch keine Wege zur Umgehung dieses Defizits eingespielt haben.

Eine Losung dieses Problems wiren zukiinftige Versuche mit IL-18 -/- Miusen, sowie (IL-12
X IL-18 ) defiziente Tiere. Sie bieten vergleichbare Versuchsbedingungen in den
Versuchsgruppen. Weiterhin ist in zukiinftigen Versuchsreihen anzustreben, die Expression
von IFN-y zu messen, da IL-18 und IL-12 wichtige Induktoren fiir die Expression von IFN-
v sind. Dies ist uns bisher mit dem RNase-Protektion-Essay nicht gelungen, da die Sensitivitat
zu gering ist. Semiquantitative Polymerase-Kettenreaktion konnte hier in zukiinftigen

Versuchen eingesetzt werden.
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7 Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurde die Rolle von Interleukin-12 und Interleukin-18 in dem Modell CASP
fiir bakterielle Peritonitis in der Maus untersucht. Die bakterielle Infektion wird in diesem
Modell durch ein chirurgisch erzeugtes Leck im Kolon erzeugt.

IL-18 und IL-12 sind Schliisselzytokine bei der Aktivierung von Makrophagen und der
zelluldren Immunantwort. Beide Zytokine wurden im Versuchstier unabhéngig voneinander
blockiert. Im einen Fall wurden Interleukin-12 Knock-out Méuse mit C57-Black 6
Hintergrund verwendet, im anderen Fall wurde bei Maiusen des Typs C57 Black 6
Interleukin-18 durch intraperitoneale Gabe eines polyklonalen Kaninchenantikorpers gegen
Interleukin-18 gehemmt. Als Kontrollen dienten fiir die Interleukin-12 Knock-out Maus
Maiuse des Wildtyps C57-Black 6. Fiir die Méuse, die mit einem polyklonalen Antikorper
gegen IL-18 behandelt wurden, wurden Mause des Wildtyps C57-Black 6 verwendet, denen
Kaninchenserum intraperitoneal verabreicht worden war. Bei allen vier Versuchsgruppen
wurde CASP durchgefiihrt.

Dabei zeigte sich, dal sowohl Interleukin-12 Knock-out Méuse, als auch Miuse, bei denen
Interleukin-18 blockiert worden war, einen signifikanten Uberlebensnachteil gegeniiber
Tieren des Wildtyps hatten. Dieser war in der Gruppe, bei der Interleukin 18 blockiert worden
war, starker ausgepragt.

Darauthin wurde nach Ursachen fiir diese Unterschiede gesucht. Es wurde in Leber, Lunge,
Milz und Niere der Versuchstiere nach 3 beziehungsweise 12 Stunden die Expression der
Zytokine Interleukin-1-beta + Interleukin-10 sowie der Chemokine IP-10, Mip-1-alfa, Mip-1-
beta und Mip-2 gemessen. Zur Beurteilung der leukozytdren Infiltration wurden
immunhistologische Farbungen angefertigt. Zusitzlich wurden Bakterienkulturen der Organe
und der Peritonealfliissigkeit angelegt.

Bei Betrachtung der Expression von Interleukin 1-beta, Interleukin-10 und den Chemokinen
fiel auf, dal proinflammatorische Entziindungsmediatoren in der Interleukin-12 -/- Maus im
Vergleich zum Wildtyp verzogert hochreguliert werden. Die Expression erreicht nach 12
Stunden aber auch in der Interleukin 12 -/- Maus die volle Ausprdgung. Somit scheint das
Fehlen von Interleukin-12 die Reaktion auf Bakterien in diesem Modell hinauszuzdgern, aber
doch in voller Ausprigung zu einem spidteren Punkt zuzulassen. Immunhistologische

Untersuchungen zeigten ein deutliches Infiltrat von Granulozyten, Makrophagen und NK-
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Zellen 12 Stunden nach CASP in Leber und Lunge, das bei Mdusen des Wildtyps stirker
ausgepragt zu sein scheint als bei IL-12 Knock-out Miusen.

Bei der Blockierung von Interleukin-18 hingegen zeigte sich bei Betrachtung von Zytokin-
und Chemokininduktion, dafl die proinflammatorische Reaktion nicht die volle Stirke von
Tieren des Wildtyps erreicht. Das Fehlen von Interleukin-18 scheint somit nicht zu einer
Verzogerung der Antwort zu fithren, sondern verhindert, daf} die inflammatorische Antwort in
voller Starke ausgepragt wird.

Aus diesen Versuchen kann gefolgert werden, dal im Anfangsstadium einer bakteriellen
Peritonitis eine frithe proinflammatorische Reaktion sich giinstig auf die Prognose auswirkt.
Zur Bekdmpfung von septischer Peritonitis eignen sich im Anfangsstadium eher
proinflammatorische =~ Therapieansidtze. = Unseren =~ Versuchen  zufolge  scheinen
antiinflammatorische Therapieansdtze geringe Erfolgsaussichten bei der Therapie von

bakterieller Peritonitis zu haben.
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