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1. Abkürzungsverzeichnis   
 

ACTH Adrenocorticotropin 
BCA Bicinchoninsäure 
BDNF brain-derived neurotrophic factor  
BHS Blut-Hirn-Schranke 
BSA Rinderserumalbumin  
cDNA komplementäre DNA  
Ct Zyklusschwellenwert 
DAMPs damage associated molecular patterns  
DNA Desoxyribonukleinsäure 
ELISA  enzyme-linked immunosorbent assay 
EtOH Ethanol 
GTC Gaunidinisothiocyanatlösung  
HPRT Hypoxanthinphosphoribosyltransferase 
i.p. intraperitoneal 
IL-1beta  Interleukin-1beta 
KG Körpergewicht 
Kl Klebsiella pneumoniae 
MAPK mitogen activated protein kinase 
LPS Lipopolysaccharid 
NaCl Kochsalzlösung 
NT-3 Neurotrophin-3 
OP Operation 
p75NTR neurotrophin receptor p75  
PAMPs pathogen associated molecular patterns  
PBST Phosphat-gepufferte Kochsalzlösung mit 0,05% Tween® 20 
PCR Polymerase-Kettenreaktion 
PRRs intracellular pathogen recognition receptors  
qPCR quantitative Echtzeit-PCR 
RIPA radioimmunoprecipitation assay 
RNA Ribonukleinsäure 
rRNA ribosomale Ribonukleinsäure  
RT Raumtemperatur 
SD Standardabweichung 
Sh Sham 
TLR Toll-like receptor  
TNF-alpha  Tumornekrosefaktor-alpha 
TRK tyrosine kinase receptor 
tRNA Transfer-RNA  
ZNS Zentrales Nerven System  



 5 

2. Abstract 
 
Title: The influence of alcohol on a neuronal cytokine and neurotrophine expression in a murine 

pneumonia model. 

Background: A chronic alcohol administration causes an immune system dysfunction and 

increases the risk of postoperative mortality caused by nosocomial infection.  

Peripheral inflammation in response to surgery or infection can affect the function of the central 

nervous system (CNS), including memory and cognition. The purpose of this study was to 

analyze the influence of a chronic alcohol administration on the production of the 

proinflammatory cytokines IL-1beta and TNF-alpha as well as neurotrophines BDNF and NT-3 

in the brain during a postoperative infection with Klebsiella pneumoniae.    

Methods: 94 female 9 weeks old balb/c mice were treated for 14 days with ethanol (EtOH,  

3.8 mg/kg body weight) or NaCl  (i.p.). On the 14th day mice underwent a laparotomy and on 

the 16th day of the study they were treated with intranasal NaCl-solution or a solution containing 

Klebsiella pneumoniae. 24 h or 48 h later the animals were killed and their brains extracted. The 

expression of cytokines and neurotrophines were analzyed on a gene level using quantitaive real-

time PCR and on a protein level using enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) or western 

blot. 

Results: A postoperative infection with Klebsiella pneumoniae led after 24 h to a significant 

increase of a IL1-beta and TNF-alpha gene expression in brains of mice. A preoperative 

administration of ethanol for 2 weeks was significantly inhibiting expression of these genes. In 

all animals the expression of BDNF gene was inversely proportional to a IL1-beta gene 

expression (rxy=-0,4147, p<0,0001). A chronic alcohol administration had no influence on 

expression of BDNF gene. The expression of NT-3 gene was significantly reduced on a fourth 

postoperative day without and on the third postoperative day with pneumonia. The time analysis 

showed a significant increase of IL-1beta gene expression on 4th postoperative day in 

comparison to 3rd day in all operated animals without a pneumonia. In case of TNF-alpha this 

effect was observed only in the Sham-group.  

Conclusions: An administration of alcohol for 2 weeks reduced the gene expression of 

proinflammatory cytokines IL-1beta and TNF-alpha during the postoperative infection with 

Klebsiella pneumoniae in the brain of balb/c-mice. The influence of proinflammatory cytokine 

inhibition on the brain could be clarified using cell death assays as well as behavioral tests.  
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3. Zusammenfassung 
 
Titel: Wirkung von Ethanol auf die neuronale Expression von Zytokinen und Neurotrophinen in 

einem murinen Pneumoniemodell.  

Einleitung: Chronischer Alkoholkonsum verursacht eine Funktionsstörung des Immunsystems 

und erhöht das Risiko postoperativer Sterblichkeit in Folge nosokominaler Infektionen. 

Periphere Entzündungen als Reaktion auf Operationen oder Infektionen können die Funktion des 

zentralen Nervensystems (ZNS) beeinträchtigen, einschließlich Gedächtnis und Kognition. Das 

Ziel dieser Arbeit war es, zu untersuchen, wie chronischer Alkoholkonsum die Biosynthese der 

proinflammatorischen Zytokine IL-1beta und TNF-alpha sowie der Neurotrophine BDNF und 

NT-3 während einer postoperativen Infektion mit Klebsiella Pneumoniae im Gehirn beeinflusst.  

Methodik: 94 weibliche 9 Wochen alte Balb/c-Mäuse wurden über 14 Tage mit Ethanol (EtOH, 

3,8 mg/kg/KG) bzw. NaCl vorbehandelt (i.p.) und am 14. Tag laparotomiert. Am 16. Tag des 

Versuches wurde den Tieren entweder NaCl-Lösung oder Klebsiella pneumoniae nasal 

appliziert. 24 h bzw. 48 h danach erfolgte die Tötung und die Präparation des Gehirns. Die 

Expression der Zytokine und Neurotrophine wurde auf Genebene mittels quantitativer Real Time 

PCR, auf Proteinebene mittels Enzyme-linked immunosorbent Assay (ELISA) oder Western 

Blot Analyse bestimmt.  

Ergebnisse: Eine postoperative Infektion mit Klebsiella pneumoniae führte nach 24 h zu einer 

signifikant erhöhten Genexpression von IL-1beta und TNF-alpha im Gehirn der Mäuse, eine 

preoperative Ethanolgabe über 2 Wochen hemmt diese Genexpression signifikant. Bei allen 

Tieren ist die BDNF-Genexpression umgekehrt proportional zur IL-1beta-Genexpression  

(rxy=-0,4147, p<0,0001). Eine chronische Alkoholgabe hat keinen Einfluss auf die 

Genexpression von BDNF, die Genexpression von NT-3 sinkt am vierten postoperativen Tag 

signifikant sowie am dritten postoperativen Tag während der Pneumonie. Ein zeitlicher 

Vergleich zeigte bei allen operierten Tieren ohne Pneumonie eine signifikante Zunahme der  

IL-1beta Genexpression am 4. postoperativen Tag im Vergleich zum 3. Tag, für TNF-alpha nur 

bei den Sham Tieren.  

Schlussfolgerung: Eine Alkoholbehandlung über 2 Wochen senkt die Genexpression der 

proinflammatorischen Zytokine IL-1beta und TNF-alpha während einer postoperativen Infektion 

mit Klebsiella Pneumoniae im Gehirn von Balb/c-Mäusen. Welche Auswirkungen die Hemmung 

der proinflammatorischen Zytokine im Gehirn haben, könnten Zelltodmessungen sowie 

Verhaltenstests klären.   
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4. Einleitung  
4.1 Postoperative Sterblichkeit, Alkoholmissbrauch und nosokomiale Infektionen 

 

Die postoperative Sterblichkeit bei nichtkardiologischen Eingriffen liegt in Deutschland 

bei 2,5%. Dieser Wert variiert in verschiedenen europäischen Ländern, z.B. in Estland 1,2%, in 

Polen 17,9%, in Lettland 21,5% und für ganz Europa 4%.  Bei abdominellen Eingriffen liegt er 

zwischen 5-7% (5% für hepatobiliäre Chirurige, 6% für Operationen des unteren Magen-Darm-

Trakts und 7% für Operationen des oberen Magen-Darm-Trakts)1. Eine deutsche 

epidemiologische Studie hat nachgewiesen, dass chronischer Alkoholkonsum per se die 

Mortalität um das 4,6 fache für Frauen und um das 1,9 fache für Männer im Vergleich zur 

allgemeinen Bevölkerung erhöht2. Diese Problematik stellt eine große Herausforderung dar, da 

der Drogen- und Suchtbericht der Bundesregierung von 2017 berichtet, dass in Deutschland 7,8 

Millionen Personen zwischen 18 und 64 Jahren täglich hohe Mengen Alkohol konsumieren3.   

Es ist bekannt, dass chronischer Alkoholkonsum das Risiko postoperativer Sterblichkeit 

nach großen abdominellen Eingriffen um das Dreifache erhöht4,5,6. Frühere Arbeiten von Spies et 

al. 1996, 2001 und 2004 haben gezeigt, dass zu den häufigen Komplikationen bei diesen 

Patienten eine Lungenentzündung zählt, die den Krankenhausaufenthalt verlängert, oft eine 

Behandlung auf der Intensivstation erfordert und mit einer schlechteren Prognose assoziiert 

ist4,5,7. Die postoperative Pneumonie kommt im klinischen Alltag oft vor, da etwa 20% der 

Klinikpatienten missbräuchlich Alkohol konsumieren7. Auf Intensivstationen ist sie die häufigste 

postoperative Komplikation dieser Patientengruppe4.  

Das erhöhte Risiko einer postoperativen Infektion bei chronischem Alkoholkonsum wird 

durch eine Funktionsstörung des Immunsystems verursacht4,6,7,8 und ist drei- bis vierfach höher 

im Vergleich zu Patienten ohne chronisch erhöhten Alkoholkonsum4. Weitere Infektionen, die 

postoperativ bei Alkoholmissbrauch öfter vorkommen, sind Wundinfektionen, 

Harnwegsinfektionen, Tracheobronchitis und Sepsis4.  

Die Infektionen, die sich im Rahmen des Krankenhausaufenthaltes entwickeln (48 h nach 

der Aufnahme in das Krankenhaus), werden als nosokomiale Infektionen bezeichnet. Die 

gesamte Prävalenz aller nosokomialen Infektionen, unabhängig von der Alkoholanamnese, lag 

im Jahr 2016 in Deutschland bei 3,6% und zu den drei häufigsten Infektionen zählen hier untere 

Atemwegsinfektionen (24%, fast 90% davon waren die Pneumonien, in 35,3% 

beatmungsassoziiert), postoperative Wundinfektionen (22,4%) und Harnwegsinfektionen 
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(21,6%). Die höchste Prävalenz der nosokomialen Infektionen wurde auf Intensivstationen 

beobachtet9.  

Die nosokomiale Pneumonie verdient hier besondere Beachtung, da sie durch erhöhte 

Mortalität gekennzeichnet ist. Nach den Daten verschiedener Studien liegt die Letalität 

nosokomialer Pneumonien bei bis zu 11,8%10, wobei bei einer Lungenentzündung mit Klebsiella 

pneumoniae die Sterblichkeitsrate 50% erreichen kann11. Klebsiella pneumoniae ist ein gram-

negatives opportunistisches Stäbchen und wurde bei 9,1% der nosokomialen unteren 

Atemwegsinfektionen in Deutschland im Jahr 2016 nachgewiesen9. Beatmungsassoziierte 

Pneumonien bei Intensivpatienten werden hauptsächlich durch Klebsiella-Spezien 

hervorgerufen. Da diese Bakterien zunehmende Antibiotikaresistenzen nachweisen,  stellt die 

Therapie der Klebsiella-Infektionen im klinischen Alltag eine große Herausforderung dar. Wie 

alle anderen gram-negativen Erreger besitzt Klebsiella pneumoniae den starken Virulenzfaktor 

Lipopolysaccharid (LPS) auf ihrer Oberfläche, der durch Aktivierung der Toll-like Rezeptoren 

(TLRs), hier im besonderen TLR4, eine Entzündungsreaktion startet11.  

 

4.2 Alkoholwirkung auf das Immunsystem  

 

Die zwei wichtigsten Faktoren, die postoperativ das Immunsystem negativ beeinflussen, 

sind der chirurgische Eingriff per se und Ethanol, welcher verschiedene Ebenen der zellulären 

und humoralen Immunantwort verändert6,7,8,12,13,14.  Es werden viele negative Wirkungen des 

Ethanols auf das Immunsystem beschrieben4,6,7,8.  Zu den wichtigen Alkoholeffekten zählt hier 

die Expressionshemmung von Zytokinen, die eine Kommunikation zwischen den Immunzellen 

ermöglichen, sowie viele lokale und systemische Wirkungen aufweisen und daher auch als 

„Hormone des Immunsystems“ bezeichnet werden4,12,15 ( Abb. 1).  
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Abbildung 1: Chronischer Alkoholkonsum hemmt das Immunsystem durch Veränderungen der Hypothalamus-
Hypophysen-Nebennierenrinde-Achse. Ähnlich einer Stressreaktion kommt es zu einer erhöhten Sekretion von 
Glucocorticoiden, die Produktion von Zytokinen wird vermindert. CRH - Corticotropin-releasing hormone, ACTH 
– Adrenocorticotropic hormone12  
 

 

Die alkoholinduzierte Modulation des Immunsystems ist sehr komplex. Einerseits wurde 

eine Immunsuppression und eine Inkompetenz in der Bekämpfung der Infektionen 

beschrieben4,8,12,16,17,  anderseits verursacht eine chronische Ethanolgabe einen 

proinflammatorischen Zustand, der mehrere Organe betrifft (Abb. 2)15. Im zentralen 

Nervensystem (ZNS) kommt es zur Aktivierung und Vermehrung der immunkompetenten 

Mikroglia und Astrozyten. Ethanol schaltet TLR4 und TLR2 durch Interaktion mit Lipid Rafts in 

diesen Zellen an, wobei es zur Freisetzung von proinflammatorischen Zytokinen, unter anderem 

Interleukin (IL)-1beta und Tumornekrosefaktor-alpha (TNF-alpha) sowie zur Bildung des 

Inflammasoms kommt, ein Proteinkomplex, der die angeborene Immunantwort initiiert15,18,19. 

Der IL-1beta und TNF-alpha Anstieg im ZNS kann durch andere Mechanismen verstärkt 

werden. Ethanol zerstört die Barrierefunktion des Darms, wodurch es zur Passage der 

Residentflora oder ihren Bestandteilen, wie z.B. LPS, ins Blut kommt, was eine systemische 

Entzündungsreaktion auslöst, die zu einer Neuroinflammation führt15,16. Eine Hauptfunktion im 

Kampf gegen Pathogene im Gehirn haben Mikrogliazellen20, die durch LPS ebenso via TLR4 

aktiviert werden und eine Immunreaktion auslösen15,21. Die Erkennung der Pathogene entsteht 

hauptsächlich in den zirkumventrikulären Organen, die keine Blut-Hirn-Schranke (BHS) 

besitzen: das Organum vasculosum laminae terminalis, das Organum subfornicale, die Area 

postrema und die Eminentia mediana20. Chronischer Alkoholkonsum verursacht zunächst einen 

Alkohol Exposure 

Hypothalamus   CRH 

Pituitary Gland   ACTH 

Adrenal Glands ´   Glucocorticoids 

White Blood Cells   Cytokine Production 

Immune 
Supression 
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TNF-alpha Anstieg in der Leber. Proinflammatorische Zytokine spielen eine große Rolle in der 

Entwicklung der alkoholinduzierten Leberschädigung15,16.  

 

 

 

Abbildung 2: Chronische Ethanolgabe verursacht eine Inflammation, die mehrere Organe betrifft. Die 
Darmpermeabilität wird durch Ethanol erhöht und es kommt zur Passage der Residentflora oder ihren Bestandteilen, 
z.B. LPS, ins Blut. Infolgedessen wird eine systemische Inflammation gestartet und in der Leber die 
Zytokinproduktion, unter anderem von TNF-alpha, stark verstärkt. Im Gehirn kommt es zur Gliazell-Aktivierung 
und Neuroinflammation15,16. 
 
 

4.3 Interaktion von Immunsystem und Gehirn 

 

Die angeborene Immunantwort auf periphere Traumata oder Infektionen induziert eine 

Neuroinflammation, welche ein Krankheitsverhalten produziert, um weitere Verletzungen 

einzudämmen und die Reparatur einzuleiten. Das Krankheitsverhalten (Sickness behavior) 

einschließlich der gestörten Wahrnehmung, wird durch neuronale und humorale Bahnen beendet, 

die die Entzündung gegenregulieren. In klinischen Situationen ist diese angeborene 

Immunantwort anfällig, da sie durch Alter und Lebensstil beeinflusst werden kann und es zu 

einer verstärkten oder länger anhaltenden Entzündung kommen kann. Wenn die Entzündung 

nicht angemessen reguliert wird, stört eine anhaltende Neuroinflammation die synaptische 

Plastizität, die den Lern- und Gedächtnisaspekten der Kognition zugrunde liegt. Zu den 

↑Darmpermeabilität 
 

Passage von Mikroben oder deren 
Bestandteilen, unter anderem LPS, ins Blut 

Systemische Inflammation 

↑ Zytokinproduktion und Freisetzung ins Blut, 
 unter anderem TNF-alpha 
 

 

Gliazell-Aktivierung 
↑IL-1beta, TNF-alpha  
Neuroinflammation 

 

GEHIRN 

DARM 

LEBER 

ETHANOL 
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Komplikationen, die sich daraus ergeben, gehören das postoperative Delirium (POD) und die 

postoperative kognitive Dysfunktion (POCD)22.  

In Abbildung 3 ist dargestellt, wie es zum lokalen IL-1beta und TNF-alpha Anstieg im 

ZNS kommt sowie welche lokalen und systematischen Auswirkungen die Neuroinflammation 

hat. Zur Aktivierung der Entzündungsreaktion kommt es durch pathogen associated molecular 

patterns (PAMPs, z.B. LPS) und damage associated molecular patterns (DAMPs, z.B. 

zytosolische/nukleare Proteine, die durch belastete oder sterbende Zellen freigesetzt werden via 

zwei Rezeptorarten: intracellular pathogen recognition receptors (PRRs) oder TLRs). 

Resultierend erfolgt die Inflammasombildung, ein Zustrom von Neurotrophilen und die 

Differenzierung von Lymphozyten. Es kommt zur Synthese von Prostaglandinen und weiteren 

Zytokinen21,23,24.  

Die Zytokine, die peripher freigesetzt werden, aktivieren vagale Afferenzen und 

katecholaminerge Transmission des sympathischen Nervensystems. Es kommt zur Erregung der 

Mikroglia und IL-1beta / TNF-alpha Freisetzung im Gehirn25,26. 

IL-1beta sowie TNF-alpha werden als wichtige proinflammatorische Zytokine betrachtet. 

Im Gehirn werden sie unter anderem von Oligodendrozyten, Mikroglia, Astrozyten und 

Makrophagen sezerniert. Sie besitzen eine regulatorische Rolle im ZNS und sind an 

Mechanismen für Lernen, Gedächtnis und Wahrnehmung beteiligt21,25. Als wichtiger Teil des 

Inflammasoms sind sie entscheidend, um die angeborene Immunantwort zu initiieren21, unter 

anderem während einer bakteriellen Pneumonie.  

Durch den Übertritt von den im Blut zirkulierenden IL-1beta und TNF-alpha via BHS 

wird ihr Anstieg im ZNS zusätzlich verstärkt15,20,25. Die beiden Zytokine haben eine 

synergetische Funktion und stimulieren die eigene Sekretion gegenseitig21. 

 Aus der Literatur ist bekannt, dass eine aseptische Operation eine Neuroinflammation 

verursachen kann13,14,27. Su et al. 2012 zeigten ursächlich dafür die DAMPs Bildung in 

operiertem Gewebe mit folgender Aktivierung CCR2+ peripherer Monozyten via PRRs. Es 

kommt zur Freisetzung von proinflammatorischen Zytokinen in der Peripherie, Störungen der 

BHS durch TNF-alpha und der Migration von CCR2+ Knochenmarksmakrophagen durch die 

gestörte BHS ins Gehirn. Diese Zellen setzten weitere proinflammatorischen Zytokine im ZNS 

frei und verursachen eine Neuroinflammation13. 

Der lokale Anstieg von IL-1beta und TNF-alpha im ZNS hat eine entscheidende Rolle in 

der Aktivierung der Akute-Phase-Reaktion, die auch febrile Reaktion genannt wird28,29. Sie 

besitzt eine physiologische Funktion im Kampf gegen systemische und lokale Pathogene, indem 

sie das autonome Nervensystem, das Hormonsystem und das Verhalten beeinflusst. Zu diesen 
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Änderungen zählen z.B. die Erhöhung der Körpertemperatur, die Aktivierung der 

Hypothalamus-Hypophysen-Nebennierenrinde-Achse mit ACTH -Anstieg, Sickness behavior, 

die Anorexie, die Übelkeit und das Erbrechen20,23,25.   

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 3: Interaktion von Immunsystem und Gehirn. Pathogen-associated molecular pattern molecules 
(PAMPs) und damage-associated molecular pattern molecules (DAMPs) initiieren eine Immunantwort als Reaktion 
auf Traumata, Infektion oder Gewebeschäden welche ein Krankheitsverhalten (sickness behavoir) verursacht, um 
weitere Verletzungen einzudämmen und die Reparatur einzuleiten.  Es existieren drei Wege für den Transport von 
pro-inflammatorischen Zytokinen zum Gehirn: neural, humoral und zellulär. Der neuronale Weg wird über den 
afferenten Vagusnerv vermittelt welcher durch Zytokine aktiviert wird. Im Gehirn werden daraufhin pro-
inflammatorische Zytokine von Glia Zellen sezerniert. Die Gegenregulation der Entzündungsreaktion erfolgt über 
den efferenten Vagusnerv mittels Acethylcholin (ACh). Zytokine und andere Stressoren verstärken die 
hypothalamische Sekretion des Corticotropin-freisetzenden Hormons (CRH), welches eine adrenocorticotrope 
Hormon (ACTH) Freisetzung induziert und über die Nebenniere zu einer Glukokortikoid-vermittelten 
entzündungshemmenden Reaktion führt. Beim zellulären Weg infiltrieren Immunzellen über eine gestörte Blut-
Hirn-Schranke (BHS) in das Gehirn und setzen dort pro-inflammatorische Zytokine frei. Eine verstärkte oder länger 
anhaltenden Neuroinflammation kann zu Neurodegeneration und kognitiven Störungen führen21,30.  
 
 

Hohe Konzentrationen von IL-1beta und TNF-alpha haben einen negativen Einfluss auf 

Neuronen. Die Neuroinflammation verursacht die Entstehung von reaktiven Sauerstoffspezies 

(reactive oxygen species, ROS) und kann via Apoptose zum Zelltod von Neuronen führen. Diese 

Prozesse umfassen unter anderen Regionen im Gehirn, die für Aufmerksamkeit und Gedächtnis 

verantwortlich sind (z.B. Kortex und Hippocampus)13,14,15,21. Aus klinischer Sicht sind zwei 

Krankheitsbilder relevant: das postoperative Delirium (POD) und die postoperative kognitive 

Dysfunktion (POCD), wobei hier überwiegend ältere Patienten betroffen sind. Zu den anderen 

Risikofaktoren zählen unter anderem präoperativer Alkoholkonsum sowie eine postoperative 



 13 

Infektion27,31,32. POD entwickelt sich akut Stunden bis Tage nach der Operation, beeinträchtigt 

Aufmerksamkeit und Bewusstsein des Patienten und bildet sich Tage bis Wochen nach dem 

Eingriff meistens wieder zurück32. Die Brain-ICU-Studie 2010 hat die POD Häufigkeit bei 821 

Patienten mit Altersmedian 61 als 74% eingeschätzt33. Dieses Krankheitsbild ist 

lebensbedrohlich und erfordert eine Intensivbehandlung, führt zu erhöhter Sterblichkeit, 

steigenden Behandlungskosten sowie einem erhöhten Risiko, an einer Demenz zu erkranken. 

POCD unterscheidet sich von der POD durch eine längere Latenz und Dauer (zeigt sich 

Wochen/Monate nach der Operation und kann mehrere Monate nach dem Eingriff persistieren) 

sowie durch einen langsameren Beginn der Symptome, unter anderem Aufmerksamkeits- und 

Gedächtnisstörungen32. Sie tritt bei circa 40% der über 60-jährigen Patienten auf, wobei 3 

Monate postoperativ immer noch 12% betroffen sind34. Zu den wichtigsten Komplikationen, die 

durch POCD verursacht werden, gehören eine erhöhte Mortalität sowie 

Funktionseinschränkungen des Patienten32.  

Eine mögliche Erklärung, warum die Neuroinflammation zur Neurodegeneration führt, 

liefert die Tatsache, dass IL-1beta und TNF-alpha die Synthese und Wirkung von 

Neurotrophinen, unter anderem brain-derived neurotrophic factor (BDNF) und Neurotrophin 

(NT)-3, negativ beeinflussen25,35,36. Es ist bekannt, dass erhöhtes IL-1beta via Interaktion mit 

BDNF die Neuroplastizität (Langzeit-Potenzierung) im Hippocampus und dadurch vom 

Hippocampus abhängige Gedächtnisleistungen beeinträchtigt36. Die genaue POD/POCD 

Pathogenese ist jedoch nicht bekannt32. 

 

 

4.4 Neurotrophine –  Link zwischen Neuroinflammation und kognitiven Störungen 

 

BDNF und NT-3 gehören zu den Wachstumsfaktoren und besitzen eine wesentliche Rolle 

in der Entwicklung und korrekten Funktion des Nervensystems, unter anderem auch beim 

Lernen und beim Gedächtnis. Sie werden als Neurotrophin-Präkursoren synthetisiert, die auch 

biologische Aktivität nachweisen, und in einem rebounding Prozess in die reifen Formen 

umgebaut werden. Nach der Freisetzung in die extrazelluläre Matrix binden sie an mehrere 

Membranrezeptoren (Abb. 4) und schalten Signalwege ein, die für die Neuroplastizität des 

Gehirns entscheidend sind. Die Aktivierung von tyrosine kinase receptors (TrkA, TrkB oder 

TrkC) durch BDNF und NT-3 unterstützt unter anderem die Neurogenese, die neuronale 

Migration, die Zelldifferenzierung, die Myelinisierung, das Zellüberleben, die Synapsenbildung 

sowie das axonale und dendritische Wachstum35,37. Zu den Neurotrophinrezeptoren zählt auch 
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der neurotrophin receptor p75 (p75NTR), der mehrere Liganden und eine Doppelfunktion hat: 

seine Freischaltung kann entweder das Zellüberleben oder den apoptotischen Zelltod 

verursachen37,38.    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 4: Die intrazellulären Signalwege, die durch Neurotrophine aktiviert werden. Tyrosinkinase 
Rezeptorproteine (TRK) werden durch die reifen Formen von BDNF und NT-3 aktiviert. Interessanterweise hat der 
p75NTR-Receptor (p75NTR) mehrere Liganden, unter anderem sogar die Präkursoren der Neurotrophine (Pro-BDNF, 
Pro-NT-3). Die komplexe Wirkung der neuronalen Wachstumsfaktoren kann Mechanismen für das Zellüberleben 
oder den Tod durch Apoptose auslösen35, 37, 38.  
 
  

Mehrere Studien haben den Link zwischen Alkoholkonsum und BDNF-Expression im ZNS 

untersucht: die akute Ethanolgabe verursacht initial einen Anstieg von BDNF im Corpus 

striatum, der nach chronischer Intoxikation mit einem BDNF-Abfall im Kortex verbunden ist. 

Der initiale Anstieg könnte ein Abwehrmechanismus sein, der in der Anfangsphase des 

Alkoholkonsums schützt. Die spätere Senkung der BDNF-Expression im ZNS ist für die 

Entwicklung des Alkoholmissbrauches verantwortlich19,39,40. Der Ethanolentzug, dem 

alkoholkranke Patienten während des Krankenhausaufenthalts oft unterzogen werden (z.B. nach 

einer Operation), ist besonders für das BDNF-Niveau gefährlich. Die Abnahme von BDNF im 

Gehirn ist mit dem Eintritt des Delirium Tremens assoziiert, das die schwerste Verlaufsform des 

Entzugssyndroms ist41 und von der bis zu 50% der Patienten, die Alkohol missbrauchen, 

postoperativ betroffen sein können8. 

 

 

 

BDNF 
NT-3 

TRK 

Zellüberleben, Neurogenese 

BDNF / NT-3 
Pro-BDNF / Pro-NT-3 

p75NTR 

Zellüberleben, Neurogenese /  
apoptotischer Zelltod, Neurodegeneration   
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5. Fragestellung und Ziele   
  

Die postoperative Lungenentzündung ist einer der häufigsten Komplikationen bei 

alkoholkranken Patienten, sie wird oft durch Klebsiella pneumoniae verursacht und durch einen 

schwierigen Verlauf und eine erhöhte Mortalität gekennzeichnet4,5,7,11,17. Das genaue Verstehen 

der Entzündungsreaktion gegen Klebsiella pneumoniae sowie Mechanismen, wie chronischer 

Alkoholkonsum diesen Prozess moduliert, ist wichtig für die Prävention der Pneumonie sowie 

die Verbesserung der vorhandenen Therapien. Primärziel dieser Arbeit war die Untersuchung, 

welchen Einfluss chronischer Alkoholkonsum auf die Biosynthese der pyrogenen Zytokine IL- 

1beta und TNF-alpha im Gehirn während einer postoperativen Infektion 

mit Klebsiella pneumoniae hat. Bisher gibt es keine Studien, die den Alkoholeinfluss auf die IL- 

1beta und TNF-alpha Produktion im ZNS während einer postoperativen Pneumonie untersucht 

haben. POD und POCD sind häufige, lebensbedrohliche und die Sterblichkeit erhöhende 

Komplikationen31. Präoperativer Alkoholkonsum sowie postoperative Infektion gehören zu den 

Risikofaktoren für eine POD oder POCD Entstehung27,31,32. Als potentiale Ursache dieser 

Krankheiten wird die Neuroinflammation und ihre negative Auswirkung auf Neurotrophine, 

unter anderem BDNF, benannt25,35,36. Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war es daher zu 

untersuchen, welchen Einfluss chronischer Alkoholkonsum und eine postoperative Infektion mit 

Klebsiella pneumoniae, allein und in Kombination, auf die postoperative BDNF und NT-3 

Synthese im ZNS haben.  Bisher gibt es keine Studien, die das untersucht haben. 

 

Hypothese 1: 

• Während einer postoperativen Lungenentzündung mit Klebsiella pneumoniae  beeinflusst 

chronischer Alkoholkonsum die Biosynthese der pyrogenen Zytokine IL-1beta und  

TNF-alpha im Gehirn.  

Hypothese 2: 

• Präoperativer chronischer Alkoholkonsum mindert die postoperative Biosynthese der 

Neurothropine BDNF und NT-3 im Gehirn.  

 

Hypothese 3: 

• Die postoperative Lungenentzündung mit Klebsiella pneumoniae mindert die 

postoperative Biosynthese der Neurotrophine BDNF und NT-3 im Gehirn.  
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Hypothese 4: 

• Während einer postoperativen Lungenentzündung mit Klebsiella pneumoniae beeinflusst 

chronischer Alkoholkonsum die Biosynthese der Neurotrophine BDNF und NT-3 im 

Gehirn.  

 

Die Forschungshypothesen sollten an einem Mausmodel mittels molekularbiologischer 

Methoden auf Gen- und Protein-Ebene untersucht werden.  
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6. Material und Methoden  
 
6.1 Material 
 

Bezeichnung Produzent Ort 

6.1.1 Chemikalien 
Acrylamid (40%) Roth Karlsruhe 
Agarose Peqlab Erlangen 
Ammoniumpersulfat (APS) Sigma-Aldrich Steinheim 
Bovines Serumalbumin (BSA) Sigma-Aldrich Steinheim 
Bromphenolblau Roth Karlsruhe 
Chloroform Merck  Darmstadt 
dNTPs Promega Mannheim 
Ethanol (70%) Merck  Darmstadt 
Ethidiumbromid (10mg/ml) Invitrogen Paisley, UK 
Glycerin Sigma-Aldrich Steinheim 
Glycin Roth Karlsruhe 
Isopropanol Merck  Darmstadt 
Milchpulver Roth Karlsruhe 
PCR Wasser  Braun Melsungen 
Ponceau S Roth Karlsruhe 
SDS Roth Karlsruhe 
TEMED Merck  Darmstadt 
Tris-HCl Roth Karlsruhe 
Tween® 20 Serva Heidelberg 
β-Mercaptoethanol Sigma-Aldrich Steinheim 

6.1.2 Puffer und Kits 
10xDreamTaqTM Grenn Buffer  Thermo Scientific Rockford, USA 
50x TAE-Puffer  Roth Karlsruhe 
DPBS (10x) Life Technologies Kalifornien, USA 
GoTaq® Probe qPCR Master Mix Promega Madison, USA 
Mouse IL-1beta ELISA Ready-SET-
Go! ® Affymetrix eBioscience San Diego, USA 
Mouse TNF alpha ELISA Ready-
SET-Go! ® Affymetrix eBioscience San Diego, USA 
M-MLV RT 5xReaktionspuffer  Promega Madison, USA 
PeqGOLD RNAPureTM  Peqlab Biotechnologie Erlangen 
Pierce®BCA Protein Assay Kit Thermo Scientific Rockford, USA 
RIPA-Puffer Sigma-Aldrich Steinheim 
SuperSignal® West Pico Thermo Scientific Rockford, USA 
Trans-Blot® TurboTM 5x Transfer 
Buffet Bio-Rad München 
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6.1.3 Primer und Sonden   
BDNF  
(forward-/reverse-Primer, Sonde) Metabion  München 
HPRT  
(forward-/reverse-Primer, Sonde) Metabion  München 
IL-1beta  
(forward-/reverse-Primer, Sonde) Metabion  München 
NT-3  
(forward-/reverse-Primer, Sonde) Metabion  München 
β-Aktin (forward-/reverse-Primer) Metabion  München 
TNF-alpha 
(forward-/reverse-Primer, Sonde) Metabion  München 

6.1.4 Antikörper 
Anti-goat SouthernBiotech Birmingham, USA 
Anti-rabbit SouthernBiotech Birmingham, USA 
BDNF (N-20): sc-546 Santa Cruz Dallas, Texas, USA 
NT-3 (E-14): sc-33907 Santa Cruz Dallas, Texas, USA 
β-Aktin A5316 Sigma Missouri, USA 

6.1.5 Molekulargewichtsmarker 
GeneRulerTM 100bp DNA Ladder  Fermentas St. Leon-Rot 
Precision Plus ProteinTM 
KaleidoskopeTM Standard Bio-Rad München 

6.1.6 Enzyme 
Dnase (2U/µL) Thermo Scietific Rockford, USA 
DreamTaqTM DNA Polymerase 
(5U/µL) Thermo Scietific Rockford, USA 
M-MLV Reverse Transkriptase 
(200U/µL) Promega Madison, USA 
Rnasin (R) Ribonuclease Inhibitors 
(40U/µL) Promega Madison, USA 

6.1.7 Geräte, Instrumente   

7500 Realtime PCR System  Applied Biosystem Darmstadt 
BioRad  Power PacTM HC München 
FastPrep®-24  M.P. Biomedicals Irvine, California, USA 
Fusion solo S vilber lourmat Peqlab Biotechnologie Erlangen 
Kern PKT 3000-2  KERN&Sohn GmbH Balingen 
Mikrowelle Bosch  Gerlingen 
Mini-Protean® Tetra Cell Bio-Rad München 
Molecular Imager® ChemiDocTM 
XRS+ Bio-Rad München 
NanoDrop ND-1000  Peqlab Biotechnologie Erlangen 
PCR Thermozykler vapo.protect Eppendorf Hamburg 
Pipetten 10µl, 100µl, 1000µl Eppendorf Hamburg 
Power PacTM HC Bio-Rad München 
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Thermomixer compact Eppendorf Hamburg 
Transfer-Blot® TurboTM Transfer 
System Bio-Rad München 
Vortex Genie 2 Scientific Industries  New York, USA 
Vortex Mixer VF2 Janke&Kunkel Staufen 
Zentrifuge 5415R Eppendorf Hamburg 
Zentrifuge 5424 Eppendorf Hamburg 
Zentrifuge 5804 Eppendorf Hamburg 
Mikrotiterplattenreader Ifinite M200 Tecan Crailsheim 

6.1.8 Verbrauchsmaterialien 
96-Well Plate Trevigen®  Maryland 
Einmalhandschuhe VWR International bvba Malaysia 
Extra Thoick Blot-Paper (15x20cm) Bio-Rad München 
Glas- und Spacer-Platten (0,75mm) Bio-Rad München 
MicroAmp® Optical Adhesive Film 
PCR Compatible Applied Biosystem Kalifornien, USA 
Nitrocellulose Membran (0,2µm) Bio-Rad München 

PCR 8er-SoftStrips 0,2ml Farblos 
Biozym Biotech Trading 
GmbH Wien, Österreich 

PCR 96-Well TW-MT-Platte, farblos 
Biozym Biotech Trading 
GmbH Wien, Österreich 

Pipettenspitzen 10µl, 100µl, 1000µl Sarstedt Nümbrecht 
Reaktionsgefäße 0,5 und 1,5ml Sarstedt Nümbrecht 
Serologische Pipetten 5 und 10ml Falcon ® Durham, USA 

6.1.9 Software   

7300 System Software Applied Biosystem Kalifornien, USA 
Fusion Peqlab Biotechnologie Erlangen 
GraphPad Prism 4 GraphPad Software La Jolla, USA 
Magellan TM Data Analysis 
Software Tecan Crailsheim 
NanoDrop 2000 Peqlab Biotechnologie Erlangen 

6.1.10 Lösungen 
Bezeichnung Zusammensetzung 

1% BSA-Lösung 1% BSA in PBST 

5x Laemmli-Puffer 

0,05% Bromphenolblau, 20% Glycerin, 10% 
β-Mercaptoethanol, 
10% SDS, 2 mM Tris-HCl (pH 6,8) 

10x Laufpuffer (SDS-PAGE) 
1,92 M Glycin, 250mM Tris-HCl (pH 8,3), 
1% SDS 

5% Milchpulver-Lösung 5% Milchpulver in PBST 
4x Sammelgelpuffer 0,4% SDS, 0,5 M Tris-HCl (pH 6,8) 
4x Trenngelpufer 0,4% SDS, 1,5 M Tris-HCl (pH 8,8) 
PBST  1x PBS mit 0,05% Tween® 20 
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6.2 Methodenübersicht 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 5: Die Darstellung der angewendeten Methoden für die Gen- und Proteinexpressionsmessung  
der Zytokine IL-1beta und TNF-alpha und der Neurotrophine BDNF und NT-3. 
 
6.3 Tiermodell 
 

Alle Versuchsverfahren wurden durch das Landesamt für Gesundheit und Soziales 

(LaGeSo), Berlin genehmigt (Genehmigungsnummer: G-0213/05). Die verwendeten weiblichen 

neun Wochen alten Balb/c-Mäuse stammten aus der Zuchtstation Charles River (Sulzfeld, 

Deutschland) und wurden in der tierexperimentellen Einrichtung, Campus Virchow Klinikum, 

Berlin gehalten. Die Tiere hatten einen 12h/12h Licht-Dunkel-Wechsel, Wasser und Futter ad 

libitum sowie eine pathogenfreie und temperaturkontrollierte Umgebung. 

Nach einer Woche Adaptationszeit (Abb. 6) erfolgte über 14 Tage 1x täglich eine Injektion mit 

Ethanol (i.p., 3,8 mg/kg/KG) bzw. physiologische Kochsalzlösung (jeweils um 8:30 Uhr). Am 

14. Tag wurden die Mäuse einer medianen Laparatomie des Unterbauchs unterzogen, unter einer 

Inhalationsnarkose mit Sauerstoff (0,8 L/min) und Isofluran (1,5-2%). Die Operation umfasste 

das sterile Öffnen des Peritoneums auf 2 cm, das Schließen der Bauchhöhle mit 

Einzelknopfnähten (Vicryl 5/0) und das Einsetzen eines Sprühverbandes. Am 2. postoperativen 

Tag (Tag 16), während einer Narkose mit Midazolam (100 mg/kg/KG) und Ketamin 
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(4 mg/kg/KG), wurde den Tieren Klebsiella pneumoniae 6x104 KBE in 50 µL NaCl 0,9% bzw. 

50 µL NaCl 0,9%  intranasal appliziert. 24 h bzw. 48 h danach wurden die Tiere unter Narkose 

(250 mg/kg/KG Ketamin und 100 mg/kg/KG Midazolam) mittels Genickbruch getötet, es 

erfolgte eine rasche Dekapitierung, die Gehirnentnahme und das Einfrieren des Materials bei  

-80 °C. 

Abbildung 6: Zeitlicher Versuchsablauf 

 

Die Gruppeneinteilung der Tiere basierte auf der Vorbehandlungsart (NaCl oder Ethanol), dem 

Infektionstyp (Sham oder K.penumoniae) sowie dem Tötungszeitpunkt (24 h oder 48 h)(Tab. 1). 

 

Tabelle 1: Gruppeneinteilung 
Nr. Art der Vorbehandlung + OP +  

Art der Infektion 
Tötungszeitpunkt in h 

(nach Tag 16) 
Anzahl der 

Tiere 
Name der Gruppe 

1. NaCl i.p. + OP 24 8 NaCl+OP-24h 
2. NaCl i.p. + OP 48 8 NaCl+OP-48h 
3. EtOH i.p. + OP 24 8 EtOH+OP-24h 
4. EtOH i.p. + OP 48 8 EtOH+OP-48h 
5. NaCl i.p. + OP + Sham 24 8 NaCl+OP+Sham-24h 
6. NaCl i.p. + OP + Sham 48 8 NaCl+OP+Sham-48h 
7. EtOH i.p. + OP + Sham 24 8 EtOH+OP+Sham-24h 
8. EtOH i.p. + OP + Sham 48 8 EtOH+OP+Sham-48h 
9. NaCl i.p. + OP + K. pneumoniae 24 8 NaCl+OP+Kleb.-24h 
10. NaCl i.p. + OP + K. pneumoniae 48 8 NaCl+OP+Kleb.-48h 

11. EtOH i.p. + OP + K. pneumoniae 24 7 EtOH+OP+Kleb.-24h 
12. EtOH i.p. + OP + K. pneumoniae 48 7 EtOH+OP+Kleb.-48h 

 

1. Woche Tag  
1-13 

Tag  
14 Tag 15 Tag 16 Tag 17 Tag 18 

Adaptation   
EtOH/NaCl  

Injektion (i.p.) 
 

OP Infektion: Sham / 
 K. pneumoniae 
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Gruppen und 
Gehirnentnahme 
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6.4 Genexpressionsanalyse 

6.4.1 RNA-Isolierung 

 
Zur Untersuchung der Genexpression erfolgte die Isolierung der Gesamt-RNA gemäß der 

Guanidinisothiocyanat-Phenol-Chloroform Extraktionsmethode42. 

Zuerst wurden ca. 100 mg des tiefgefrorenen Gehirngewebes abgeschnitten, so dass die 

Regionen Kortex, weiße Substanz, Basalganglien und limbisches System, möglichst 

eingeschlossen waren. Die Homogenisierung der Proben erfolgte in 800 µL peqGOLD 

RNAPureTM mittels Fast Prep®-24 (Stärke 6.0 über 40 s). Nach einer 5-minütigen Inkubation auf 

Eis wurde das entstandene Homogenat abpipettiert und in neue Reagenzgefäße überführt. 

Danach erfolgte eine Zugabe von 160 µL Chloroform, das Mischen der Proben über 10 s und 

eine erneute 5 minütige Inkubation auf Eis. Im nächsten Schritt erfolgte eine Phasentrennung 

durch Zentrifugation für 5 min bei 12.000 g und 4 °C. Die wässrige obere Phase enthielt die 

RNA und wurde in neue Reagenzgefäße für die weitere Verwendung überführt. Ein gleiches 

Volumen Isopropanol wurde hinzugegeben, die Proben für 10 s gemischt, 15 min auf Eis 

inkubiert und für 10 min bei 12.000 g und 4 °C zentrifugiert, so dass der Überstand abpipettiert 

und entsorgt werden konnte. Das verbliebene Pellet wurde in weiteren Zentrifugationsschritten 

(5 min, 12.000 g, 4 °C) zweimal mit 300 µL 70% Ethanol gewaschen, getrocknet und in 30 µL 

H2O gelöst (3 min Inkubation im Thermomixer bei 55 °C). Die Lagerung der Proben erfolgte bei 

-80 °C.  

Die Konzentrationsbestimmung der Gesamt-RNA erfolgte mittels photometrischer Messung mit 

dem NanoDrop: es wurde jeweils 1 µL der hergestellten RNA-Lösung verwendet, um die 

Absorption bei einer Wellenlänge von 260 und 280 nm zu erfassen. Die Reinheit wurde über die 

Absorptionsverhältnisse 260/280 und 260/230 automatisch berechnet43. 

 
6.4.2 RNA-Integritätstest 

 
Zuerst wurde 1,5 g Agarose in 100 mL 1x TAE-Puffer aufgelöst (durch kurzes 

Aufkochen in der Mikrowelle) und nach der Abkühlung 10 µL Ethidiumbromid zugegeben. Die 

fertige Mischung wurde in eine Gelkammer gegossen und nach 30 Minuten Wartezeit konnte der 

Probenauftrag erfolgen: jeweils 1 µg der RNA und 1 µL 10xDreamTaqTM Trenn Buffer  

aufgefüllt mit PCR Wasser bis zu einem Volumen von 10 µL. In die erste Geltasche wurde 

10 µL eines DNA-Molekulargewichtsmarker aufgetragen. Der Gellauf erfolgte über 45 min bei 

100 V in 1x TAE-Puffer, danach wurde die RNA und ggf. Kontaminationen (Proteine, DNA) 

mittels UV-Licht und Molecular Imager® detektiert. 
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6.4.3 Reverse Transkription 
 

Für jede Probe wurde folgende Lösung vorbereitet: 4 µg RNA, PCR-H2O bis zum 

Volumen von 21,5 µL plus 2 µL Oligo(dt)Primer.  Nach einer Inkubation von 10 min bei 75 °C 

wurde der Mastermix (Zusammensetzung s. Tab. 2) hinzugegeben und es erfolgte eine weitere 

Inkubation im PCR Thermozykler für 30 min bei 37 °C und 5 min bei 75 °C. Anschließend 

wurde für jeden Ansatz 1 µL M-MLV Reverse Transkriptase und 1 µL Rnasin® Ribonuclease 

Inhibitor hinzugegeben, 1 h bei 42 °C inkubiert und mit einem kurzen Temperaturanstieg (5 min, 

95 °C) beendet.  

 
Tabelle 2: Reverse Transkription – Bestandteile des Mastermix für eine Probe 

 
 

 
 
 
 
 

 
6.4.4 β−β−β−β−Aktin Kontroll PCR 
 

1 µL der cDNA wurde mit jeweils 49 µL des Mastermix (Zusammensetzung s. Tab. 3) 

gemischt. Es erfolgten zwei Kontrollen: statt cDNA wurden einmal 1 µL Wasser 

(Negativkontrolle) und einmal 1 µL RNA(-RT Kontrolle) verwendet. Das Programm für β-Aktin 

wurde im PCR Thermozykler gestartet (Tab. 5), im Anschluss  erfolgte eine horizontale 

Elektrophorese im Agarosegel (analog zu Schritt 6.4.2.). 

 
Tabelle 3: β-Aktin-PCR -  Bestandteile des Mastermix für eine Probe  

Bestandteil Volumen 
(µL) 

DreamTaqTMgreen Buffer 5 
F-Primer (0,5 µM) 4 
R-Primer (0,5 µM) 4 
dNTPs (2,5 mM) 4 
DreamTaqTMDNA Polymerase 0,3 
PCR-H20 31,7 
Gesamtvolumen 49 
 
Tabelle 4: β-Aktin-PCR - Sequenzen der verwendeten Primer 
F-Primer GTACAACCTCCTTGCAG CTCCT 
R-Primer TTGTCGACGACGACGGC 
 
 

Bestandteil Volumen (µL) 
M-MLV RT 5x Reaktionspuffer 8 
dNTPs  4 
DNase  2 
Rnasin® Ribonuclease Inhibitors 0,5 
Gesamtvolumen 14,5  
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Tabelle 5: Programm für β-Aktin Kontroll PCR 
Temperatur (°C) Zeit Zyklenzahl 
95 5 min 1 
95 30 s 
58 45 s 
72 45 s 

 
40 
 

72 7 min 1 
 
 
6.4.5 Quantitative Real Time PCR 
 

Die quantitative Real Time PCR (qPCR) wurde mit den selektiven FAM-TAMRA-

Sonden durchgeführt44. Die Genexpression wurde mittels relativer Quantifizierung, der delta-

delta Ct Methode, berechnet45. Als Haushaltsgen wurde HPRT verwendet. Für jede untersuchte 

Probe erfolgte eine Dreifachbestimmung (die verwendeten Materialen und die Angaben für den 

Thermozykler sind in Tab. 6-8 dargestellt), die Werte mit einer SD>0,3 wurden in die 

Auswertung nicht mit eingeschlossen.   

   

Tabelle 6: qPCR - Bestandteile des Mastermix für einen Ansatz (+3,25 µL Probe). 

Bestandteil Volumen (µL) 
GoTaq® Probe qPCR 
Master Mix inkl. CXR 

7,5 

Primermix  3,45 
Sonde  0,6 
Wasser 0,2 
Gesamtvolumen 11,75 
 
Tabelle 7: qPCR - Sequenzen der verwendeten Primer und Sonden 

Gen Sequenzen 
F-Primer ATC ATT ATG CCG AGG ATT TGG AA 
R-Primer TTG AGC ACA CAG AGG GCC A 

 
HPRT 

Sonde TGG ACA GGA CTG AAA GAC TTG CTC GAG ATG 
F-Primer TGACGGACCCCAAAAGATGA 
R-Primer TGCTGCTGCGAGATTTGAAG 

 
IL-
1beta Sonde CTTCCAAACCTTTGACCTGGGCTGTCC 

F-Primer TCG AGT GAC AAG CCC GTA GC 
R-Primer CTC AGC CAC TCC AGC TGC TC 

 
TNF-
alpha Sonde CGT CGT AGC AAA CCA CCA AGC GGA 

F-Primer GGGACTCTGGAGAGCGTGAAT 
R-Primer TTCGATGACGTGCTCAAAAGTG 

 
BDNF 

Sonde AGGTTCGAGAGGTCTGACGA 
F-Primer TGCAACGGACACAGAGCTAC 
R-Primer TGCCCACATAATCCTCCATT 

 
NT-3 

Sonde CTGAGTGACAGCACCCCTTT  
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Tabelle 8: qPCR - Einstellungen des Thermozyklers  
Temperatur (°C) Zeit Zyklenzahl 
95 2 min 1 
95 15 s 
60 1 min 

45 

 

6.4.6 Effizienzbestimmung 

Die Effizienzbestimmung diente zur Überprüfung der Primer sowie der Bestimmung einer 

optimalen Menge von cDNA für die qPCR. Für jedes zu untersuchende Gen wurden 

Verdünnungen hergestellt die 12,5 ng, 25 ng, 50 ng und 100 ng cDNA enthielten und die qPCR 

gemäß dem Protokoll durchgeführt. Anschließend wurde eine lineare Funktion x=log(conc.), 

y=Ct und die Effizienz durch eine Formel: E=10-1/m-1 berechnet. Für jedes Gen wurden die 

optimalen cDNA-Mengen ausgesucht und weiter verwendet, für die die Effizienz von qPCR 

zwischen 90-100% lag46. 

 

6.5 Analyse auf Proteinebene 

6.5.1 Protein – Isolierung 

 
Die Homogenisierung von 50 bis 100 mg tiefgefrorenen Mausgehirns erfolgte in 300 µL 

Radioimmunoprecipitation assay-Puffer (RIPA) mittels Fast Prep®-24. Nach einer 20 minütigen 

Inkubation auf Eis wurden die Proben für 10 min bei 3.000 g und 4 °C zentrifugiert. Die obere 

Phase wurde in neues Reaktionsgefäß überführt und eine zweite Zentrifugation (20 min bei 

17.000 g und 4 °C) angeschlossen. Anschließend wurde der Überstand, der die zytosolischen 

Proteine enthielt, in ein neues Reaktionsgefäß überführt und bei -80 °C gelagert. 

Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte mit der bicinchoninic acid-Methode (BCA) 

gemäß der Herstellerangaben47 sowie mittels des Mikrotiterplattenreaders Ifinite M200 und der 

MagellanTM Data Analysis Software der Firma TECAN. 

 
6.5.2 Enzyme-linked immunosorbent Assay 

 
 Der Enzyme-linked immunosorbent Assay (ELISA) wurde gemäß der Herstellerangaben 

durchgeführt48,49. Der Verdünnungsfaktor für die Proben lag zwischen 2,4 und 3,43 je nach 

Volumina, die Absorptionsmessung erfolgte mittels des TECAN Mikrotiterplattenreaders Ifinite 

M200. Die Konzentration der Zielproteine wurde mit Hilfe der MagellanTM Data Analysis 

Software ermittelt. 
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6.5.3 Western Blot 

 
Die Sammel- und Trenngele für die Western Blot Analyse wurden gemäß Tab. 9 

hergestellt. Für den Gelauftrag wurde eine Proteinmenge von 20 µg eingesetzt. Ein Ansatz 

bestand aus x µL Probe ad 8 µL ddH2O. Zusätzlich wurden jedem Ansatz 2 µL 5x Laemmli-

Puffer zugesetzt. Anschließend erfolgte eine Protein-Denaturierung (5 min bei 95 °C). Danach 

wurden die Proben auf Eis gekühlt und zentrifugiert. Jeweils 10 µL Probe wurden dann mit Hilfe 

einer Pipette in die Geltaschen überführt. Als Molekulargewichtsmarker wurden 2,5 µL des 

Precisi-on Plus ProteinTM KaleidoscopeTM Standards aufgetragen. Die Proteinauftrennung fand 

zu Beginn bei 100 V für 10 min statt, bis die Bromphenolblau-Front des Laemmli-Puffers das 

Trenngel erreicht hat, danach bei 150 V weitere 60 min. Nach insgesamt 70 min wurde der 

Gellauf beendet, die Glasplatten gelöst und die Sammelgelschicht entfernt. Die Trenngele 

wurden anschließend auf eine Nitrocellulosemembran mittels eines Trans-Blot®TurboTM 

Transfer System übertragen (30 min bei 25 V). Um die Transfereffektivität zu prüfen, wurden 

die Membranen in Ponceau S (0,1%) gefärbt. Anschließend erfolgte ein einmaliges Waschen für  

5 min in PBST, eine Inkubation in Milchpulverlösung (5%) für eine Stunde sowie dreimaliges 

Waschen für 10 min in PBST.   

  

Tabelle 9: Mengenangabe für vier Sammel- und Trenngele 

 

Die Primärantikörperlösung wurde laut der Tab. 10 mit 1% BSA in PBST vorbereitet und auf die 

Membranen gegeben.  

 
Tabelle 10: Verdünnung der verwendeten Primärantikörper 

 

 

 

 

Bestandteilen Trenngel 10% Sammelgel 4,5% 
4xSammelgelpuffer - 760 µl 
4xTrenngelpuffer 5,0 ml - 
40% Acrylamid 6,7 ml 750 µl 
SDS 10% 200 µl 60 µl 
Aqua  8 ml 4,4 ml 
TEMED 15 µl 6 µl 
25% APS 100 µl 60 µl 

Primärantikörper Verdünnung  
anti- BDNF 1:500 
anti-NT3 1:200 
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Die Inkubation erfolgte über die Nacht unter leichtem Schütteln bei 4 °C. Nach dreimaligem 

Waschen mit PBST für 10 min bei RT wurden die Sekundärantikörper auf die Membranen 

gegeben (Verdünnung 1:25 000 in PBST) und für eine Stunde unter leichtem Schütteln inkubiert. 

Es erfolgte erneut das dreimalige Waschen mit PBST für 10 min bei RT. Zur Immundetektion 

mittels Chemilumineszenz wurden die Membranen in einer Plastikkammer mit 

Entwicklerreagenz inkubiert und die Chemilumineszenz am Fusion Solo S® gemessen. In 

Abhängigkeit der zu detektierenden Proteinbande variierte die Expositionszeit von 30 s bis 

10 min. Die Intensität korreliert dabei mit der Konzentration des nachzuweisenden Proteins. Als 

internes Standard-Protein wurde β-Aktin mit einem Molekulargewicht von 42 kDa mitgeführt. 

Die entstandenen Banden wurden densitometrisch ausgewertet. Zur Normalisierung wurde das 

Dichteverhältnis vom jeweiligen Zielprotein zum endogenen Kontrollprotein β-Aktin ermittelt. 

Zum Erhalt der relativen Proteinexpression wurde der Mittelwert der normalisierten Dichtewerte 

der Kontrollgruppe gebildet und dieser auf den jeweiligen normalisierten Dichtewert eines Tieres 

bezogen, wobei der Mittelwert der Kontrollgruppe gleich 100% gesetzt wurde.  

 
6.6 Statistische Auswertung 

 
Die statistische Auswertung wurde mit dem Programm GraphPad Prism 4 durchgeführt. 

Um die verschiedenen Effekte zu untersuchen, wurden die Gruppen miteinander verglichen. 

Folgende Tests wurden verwendet: Shapiro-Wilk (n=8) und Kolmogorov-Smirnov (n<8) (Tests 

auf Normalverteilung), t-test (wenn die beiden verglichenen Gruppen die Normalverteilung 

haben), Mann-Whitney-U-Test (wenn mindestens eine von den verglichenen Gruppen keine 

Gauß-Verteilung hat) und Spearman-Korrelation.  
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7. Ergebnisse  
7.1 RNA-Integritätstest und ββββ-Aktin Kontroll-PCR  

 
Die Kontrolle der RNA Integrität wurde mittels Agarosegel durchgeführt. Folgende Abbildung 7 

zeigt beispielhaft einen Gellauf.  

 

 
Abbildung 7: Darstellung eines 1,5%igen Agarosegels zur Visualisierung der RNA Integrität.  
M: Molekulargewichtsmarker GeneRulerTM 100 bp DNA Ladder, 1-8: verschiedene RNAs. 
 
 

Abbildung 7 zeigt beispielhaft das Ergebnis eines RNA Integritätstest. In Spur 1 bis 8 sind 

deutlich die Banden der 18S und 28S rRNA zu erkennen. Dies lässt auf eine intakte RNA 

schließen. Zusätzlich lässt sich die tRNA in allen Spuren erkennen. Kontaminationen mit 

genomischer DNA sind nicht sichtbar. Der mitgeführte DNA Marker dient lediglich zur 

Kontrolle des Gellaufes, Angaben über die Größe der RNA lassen sich mit ihm nicht bestimmen. 

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass die isolierte RNA intakt und somit die Voraussetzungen 

für geplante Genexpressionsanalysen erfüllt. 

Nach Umschreibung der RNA in cDNA mittels reverser Transkription fand eine Überprüfung 

der cDNA statt. Die dazu verwendete Methode wird als β-Aktin Kontroll PCR bezeichnet. Das 

Ergebnis des Gellaufes nach β-Aktin  Kontroll PCR ist in der folgenden Abbildung  8 dargestellt. 
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Abbildung 8: Darstellung eines 1,5%igen Agarosegels nach erfolgreicher ß-Aktin Kontroll PCR.  
M: Molekulargewichtsmarker GeneRulerTM 100 bp DNA Ladder; R: -RT Kotrolle; W: Wasserkontrolle;  
1-8 verschiedene cDNAs. 
     
 
Abbildung 8 ist zu entnehmen, dass alle eingesetzten cDNAs nur ein PCR Produkt zeigen. 

Dieses besitzt eine Größe von 433 bp und entspricht demnach dem Genprodukt von β-Aktin der 

cDNA. Es ist keine Kontamination durch genomische DNA zu erkennen, diese wäre an einer 

zusätzlichen Bande bei 897 bp zu erkennen. Bei dieser Bande würde es sich um das PCR-

Produkt des aktiven β-Aktin Gens mit Introns, welches seinen Ursprung in der genomischen 

DNA hat, handeln. Hierbei ist zu erwähnen, dass die β-Aktin Sequenz in der genomischen DNA 

mehrfach auftritt. Zum einen als aktives Gen inklusive Introns, welches für die Bande bei 897 bp 

verantwortlich ist, und zum anderen tritt die β-Aktin Sequenz siebenfach als Pseudogen in der 

genomischen DNA auf. Die Pseudogene ergeben nach der β-Aktin Kontroll-PCR, genau wie die 

cDNA eine Bande bei 433 bp. Es ist weiterhin zu erkennen, dass die Wasserkontrolle nicht 

kontaminiert ist. Auch bei der –RT-Kontrolle, bei der RNA als Matrize eingesetzt wurde, ist 

keine Bande zu sehen. 

 
7.2 Effizienzbestimmung für die quantitative Real Time PCR 

 
Es wurde für alle eingesetzten qPCR Primer eine Effizienzbestimmung durchgeführt. Im 

Folgenden ist diese beispielhaft für IL-1beta detailliert beschrieben. Um die Effizienz zu 

ermitteln, wurde eine qPCR mit unterschiedlichen cDNA Konzentrationenin einer 

Dreifachbestimmung durchgeführt.  Die Ct Mittelwerte jeder Dreifachbestimmung wurden in 

einem Diagramm gegen  den Logarithmus der Konzentration aufgetragen (Abb. 9). 
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Abbildung 9: Darstellung des Diagramms zur Effizienzbestimmung von IL-1beta. Steigung m=-3,3441. 
 

Die Effizienz lässt sich anhand des Anstiegs der Geradengleichung ablesen. Mit Hilfe der 

Formel E= (10-1/m -1)*100 kann die Effizienz berechnet werden, diese beträgt 99,1%. In 

folgender Tabelle 11 sind die Effizienzen aller überprüften Primerpaare zusammengefasst.  

 

Tabelle 11: Zusammenfassung der berechneten Effizienzen aller in der Arbeit benötigten Primer. 
 
 
 

 

 

 

 

Tabelle 11 ist zu entnehmen, dass alle Effizienzen zwischen 90 und 99% liegen. Demnach 

können sie für die geplanten Genexpressionsanalysen eingesetzt werden.  Zudem ist zu 

erkennen, dass die optimale Einsatzmenge an cDNA, je nach Primerpaar, zwischen 12,5 und 

100 ng liegt. Daher wurde für die Genexpressionsanalysen cDNA Mengen zwischen 12,5 und 

100 ng eingesetzt.  

Gen Effizienz [%] optimale cDNA-Menge [ng] 
IL-1beta 99,1 25-100 
TNF-alpha 90,84 25-100 
BDNF 93,43 50-100 
NT-3 97,63 12,5-100 
HPRT 91,25 12,5-100 
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7.3. Expressionsanalyse von IL-1beta 

 
Die Expression von IL-1beta  wurde sowohl auf Gen-, als auch auf Proteinebene bestimmt. 

 
7.3.1. Genexpression von IL-1beta 

 
Die mittels qPCR erhaltenen Daten zur IL-1beta Genexpression sind in folgender Abbildung 10 

dargestellt. 

 
 
Abbildung 10: Darstellung der relativen Genexpression von IL-1beta im Gehirn. Dargestellt sind die Mittelwerte der 
relativen Genexpressionsänderungen und deren Standardabweichungen nach A: 24 h und B: 48 h. Die jeweiligen 
NaCl Gruppen wurden 100% gesetzt. Signifikante Unterschiede wurden mit dem Student’s t-Test oder Mann-
Whitney test berechnet. Dabei stellen ** p<0.01, *p< 0.05 die Differenzen zwischen den behandelten Gruppen im 
Vergleich zur NaCl Kontrollgruppe dar. ###p<0.001, #p < 0.05 repräsentiert den Unterschied zwischen den 
behandelten Gruppen zur EtOH Gruppe, && p<0.01,&p<0.05 repräsentiert den Unterschied zwischen den behandelten 
Gruppen zur NaCl+Sham Gruppe und $$p<0.01 den Unterschied im Vergleich zur EtOH+Sham Gruppe. Jede 
Gruppe enthielt 7-8 Tiere (n=7-8), wobei pro Tier eine Dreifachbestimmung durchgeführt wurde. 
 
 

Die Ergebnisse zeigen, dass eine Infektion mit Klebsiella pneumoniae 24 h nach nasaler 

Applikation zu einer signifikant erhöhten IL1-beta Genexpression im Gehirn der Mäuse im 

Vergleich zur Gruppe mit einer Sham Infektion (p=0.0129) und im Vergleich zur NaCl Kontroll 

Gruppe (p= 0.0478) führt. Eine Sham Infektion mit oder ohne Ethanol hat nach 24 h keinen 

Einfluss auf die Genexpression von IL-1beta im Gehirn der Mäuse. Ethanol alleine erniedrigt zu 

diesen Zeitpunkt die Genexpression von IL-1beta im Gehirn der Mäuse im Vergleich zur NaCl 

Kontroll Gruppe (p= 0.04). 

Nach 48 h war die Genexpression von IL-1beta durch Infektion mit Klebsiella pneumoniae nicht 

mehr erhöht. Eine Klebsiella pneumoniae Infektion, 48 h nach nasaler Applikation, in 

Kombination mit Ethanol führte zu einer signifikant erniedrigten IL-1beta Genexpression im 

Vergleich zu Ethanol alleine (p=0.014). Ethanol führt hier jedoch zu einer tendenziellen 
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IL-1beta 24 vs. 48h 

*** 
*** *** 

*** 

* 

Abnahme der IL-1beta Genexpression im Vergleich zur alleinigen Klebsiella pneumoniae 

Infektion. Ethanol alleine zeigte eine leichte aber signifikanten Abnahme der Genexpression von 

IL-1beta (p=0.005), ebenso Ethanol in Kombination mit Klebsiella pneumoniae (p=0.002) im 

Vergleich zur NaCl Kontroll Gruppe. Im Vergleich zu Ethanol alleine erhöht eine Sham 

Infektion die IL-1beta Genexpression (p=0.0006). Die Mäuse die mit Ethanol behandelt wurden 

und eine nasale Sham Infektion erhielten, wiesen eine signifikant höhere IL-1beta Genexpression 

im Vergleich zur NaCl Sham Gruppe auf (p=0.007). Die Tiere der Ethanol Klebsiella 

pneumoniae Gruppe zeigten im Vergleich zur Ethanol Sham Gruppe eine erniedrigte IL-1beta 

Genexpression im Gehirn (p=0.0012). Im Vergleich zu den Veränderungen nach 24 h sind alle 

detektierten Expressionsunterschiede nur sehr schwach. 

 

Zusätzlich wurde der zeitliche Verlauf der IL-1beta Genexpression genauer untersucht. Dazu 

wurde die jeweilige 24 h Gruppe 100% gesetzt. Die dazugehörige Grafik ist in Abbildung 11 

dargestellt. 

 

 

 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 11: Darstellung der relativen Genexpression von IL-1beta im Gehirn. Dargestellt sind die Mittelwerte der 
relativen Genexpressionsänderungen und deren Standardabweichungen. Die jeweiligen 24 h Gruppen wurden 100% 
gesetzt um Unterschiede der zwei untersuchten Zeitstufen zu erkennen. Signifikante Unterschiede wurden mit dem 
Student’s t-Test oder Mann-Whitney test berechnet und sind mit *** p<0,001, *p<0,05 (vs. jeweilige 24 h Gruppe) 
gekennzeichnet. Jede Gruppe enthielt 7-8 Tiere (n=7-8), wobei pro Tier eine Dreifachbestimmung durchgeführt 
wurde. 
 
 
Nachdem die Genexpressionsunterschiede von IL-1beta innerhalb der zwei Zeitstufen untersucht 

wurden, fand ein Vergleich der Expressionen zwischen den Zeitstufen satt. Die IL-1beta 

Genexpression ist bei den operierten Tieren die nur mit NaCl behandelt wurden nach 48 h im 

Vergleich zu 24 h signifikant erhöht (p= 0.001). Ähnlich Ergebnisse zeigten sich bei den Tieren 
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die mit Ethanol, bzw. mit einer Sham Infektion behandelt wurden (p=0.001). Die Infektion mit 

Klebsiella pneumonie führte 48 h nach dem Infektionsbeginn zur Senkung von IL-1beta nur 

innerhalb den NaCl behandelten Tiere (p=0,0499). 

 
7.3.2. Proteinexpression von IL-1beta  

 
Die Expression von IL-1beta wurde mit Hilfe eines ELISAs zusätzlich auf Proteinebene 

bestimmt. Die Nachfolgende Abbildung 12 zeigt die Ergebnisse der IL-1beta Proteinexpression 

graphisch. 

 

 
Abbildung 12: Darstellung der IL-1beta Proteinexpression im Gehirn. Dargestellt sind die Mittelwerte der 
Proteinexpression und deren Standardabweichungen nach A: 24 h und B: 48 h. Signifikante Unterschiede wurden 
mit dem Student’s t-Test oder Mann-Whitney test berechnet. Dabei stellen *p<0.05 die Differenzen zwischen den 
behandelten Gruppen im Vergleich zur NaCl Kontrollgruppe dar. #p<0.05 repräsentiert den Unterschied zur EtOH 
Gruppe, &&p<0.01 den Unterschied zur NaCl+Sham Gruppe und $p<0.05 den Unterschied im Vergleich zur 
EtOH+Sham Gruppe. Jede Gruppe enthielt 7-8 Tiere (n=7-8).  
 

Auf Proteinebene konnte 24 h nach einer Infektion mit Klebsiella pneumoniae mit oder ohne 

Ethanol keine erhöhte Expression von IL-1beta im Gehirn der Mäuse im Vergleich zur NaCl 

Kontrollgruppe detektiert werden. Eine nasale Sham Applikation führte zu einer verminderten 

IL-1beta Expression im Vergleich zur NaCl Kontrollgruppe (p=0.0606), bzw. zur Ethanol 

Gruppe (0.0414). In der Ethanol Sham Gruppe sank die IL-1beta Expression weniger stark, was 

zu einem signifikanten Unterschied der IL-1beta Expression zwischen den Sham Gruppen führte 

(p=0.0028). Eine Infektion mit Klebsiella pneumoniae führte in der Ethanol Gruppe im 

Vergleich zur Sham Infektion zu einer erhöhten Expression von IL-1beta (p=0.0283). 

Nach 48 h zeigte die Gruppe mit der Sham Infektion (p=0.0411) eine verminderte IL-1beta 

Protein Expression im Vergleich zur NaCl Kontrollgruppe. Dagegen führte in der Ethanol 
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* 

IL-1beta 24h vs. 48h 

* 

Gruppe eine Sham Infektion zu einer erhöhten IL-1beta Expression (p=0.0815) im Vergleich zu 

Ethanol alleine. Der Vergleich einer Sham Infektion zwischen der Ethanol Gruppe und der NaCl 

Gruppe zeigte eine signifikant erhöhte IL-1beta Expression im Gehirn der Tiere, die Ethanol 

erhalten hatten (p=0.0043). 

 

Zusätzlich wurde der zeitliche Verlauf der IL-1beta Proteinexpression untersucht. Dazu wurde 

die jeweilige 24 h Gruppe 100% gesetzt. Abbildung 13 zeigt die graphische Darstellung der 

Ergebnisse.  

 

  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 13: Darstellung der Ergebnisse der IL-1beta Proteinexpression im Gehirn. Dargestellt sind die 
Mittelwerte und deren Standardabweichungen. Die jeweiligen 24 h Gruppen wurden 100% gesetzt um Unterschiede 
der zwei untersuchten Zeitstufen zu erkennen. Signifikante Unterschiede wurden mit dem Student’s t-Test oder 
Mann-Whitney test berechnet und sind mit *p<0,05 (vs. jeweilige 24h Gruppe) gekennzeichnet. Jede Gruppe enthielt 
7-8 Tiere (n=7-8). 
 
Die IL-1beta Proteinexpression ist in der NaCl Sham Gruppe 48h nach Klebsiella pneumoniae 

Infektion im Vergleich zu 24 h signifikant erhöht (p=0.0152). Ähnlich Ergebnisse zeigten sich 

bei den Ethanol Tieren mit einer Sham Infektion. Nach 48 h ist die Proteinexpression von  

IL-1beta im Vergleich zu 24 h signifikant erhöht (p=0.0173).   

 

7.4. Expressionsanalyse von TNF-alpha 

 
Die Expression von TNF-alpha  wurde sowohl auf Gen-, als auch auf Proteinebene bestimmt. 

 
7.4.1. Genexpression von TNF-alpha 

 
Die mittels qPCR erhaltenen Daten zur TNF-alpha Expression sind in folgender Abbildung 14 

dargestellt. 
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Abbildung 14: Darstellung der relativen Genexpression von TNF-alpha im Gehirn. Dargestellt sind die Mittelwerte 
der relativen Genexpressionsänderungen und deren Standardabweichungen nach A: 24 h und B: 48 h. Die jeweiligen 
NaCl Gruppen wurden 100% gesetzt. Signifikante Unterschiede wurden mit dem Student’s t-Test oder Mann-
Whitney test  berechnet. Dabei stellen *p<0.05 die Differenzen zwischen den behandelten Gruppen im Vergleich zur 
NaCl Kontrollgruppe dar. #p< 0.05 repräsentiert den Unterschied zwischen den behandelten Gruppen zu der EtOH 
Gruppe, &p<0.05 repräsentiert den Unterschied zwischen den behandelten Gruppen zu der NaCl+Sham Gruppe.  
$p< 0.05 repräsentiert den Unterschied im Vergleich zur EtOH+Sham Gruppe. Jede Gruppe enthielt 7-8 Tiere  
(n=7-8), wobei pro Tier eine Dreifachbestimmung durchgeführt wurde. 
 

Im Gehirn der operierten Mäuse war die TNF-alpha Genexpression 24 h nach einer Klebsiella 

pneumoniae Infektion signifikant erhöht im Vergleich zu den Tieren, die eine Sham Infektion 

erhielten (p=0.03). Eine Infektion mit Klebsiella pneumoniae in Kombination mit Ethanol führte 

zu einer signifikanten Erhöhung der TNF-alpha Genexpression im Vergleich zur Ethanol Sham 

Gruppe (p=0.03) und zu Ethanol alleine (p=0.0443). 

Nach 48 h zeigte sich eine erhöhte TNF-alpha Genexpression in der Gruppe, die eine Klebsiella 

pneumoniae Infektion in Kombination mit NaCl erhielten im Vergleich zu NaCl Kontrollgruppe 

(p= 0.083). Ebenfalls eine erhöhte Genexpression von TNF-alpha im Vergleich zur NaCl 

Kontrollgruppe zeigte sich in der NaCl Sham Gruppe (p=0.0426) sowie der Ethanol Sham 

Gruppe (p=0.0289). 

 

Zusätzlich wurde der zeitliche Verlauf der TNF-alpha Genexpression im Gehirn der Mäuse 

untersucht. Dazu wurde die jeweilige 24 h Gruppe 100% gesetzt. Die dazugehörige Grafik ist in 

Abbildung 15 dargestellt. 
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Abbildung 15: Darstellung der relativen Genexpression von TNF-alpha im Gehirn. Dargestellt sind die Mittelwerte 
der relativen Genexpressionsänderungen und deren Standardabweichungen. Die jeweiligen 24 h Gruppen wurden 
100% gesetzt um Unterschiede beim Vergleich der zwei untersuchten Zeitstufen zu erkennen. Signifikante 
Unterschiede wurden mit dem Student’s t-Test oder Mann-Whitney test berechnet und sind mit *p<0,05 (vs. 
jeweilige 24 h Gruppe) gekennzeichnet. Jede Gruppe enthielt 7-8 Tiere (n=7-8), wobei pro Tier eine 
Dreifachbestimmung durchgeführt wurde. 
 

Die TNF-alpha Genexpression ist bei den Tieren der NaCl Sham Gruppe nach 48 h im Vergleich 

zu 24 h signifikant erhöht (p= 0.0197). Ähnlich Ergebnisse zeigten sich bei den Tieren der 

Ethanol Sham Gruppe (p=0.0296). 48 h nach dem Kontakt mit Klebsiella pneumoniae kam es 

bei den alkoholexponierten Mäusen zu einer TNF-alpha Senkung im Vergleich zu 24 h  

(p= 0,0241). 

 

7.4.2 Proteinexpression von TNF-alpha  

 
Die Expression von TNF-alpha wurde mit Hilfe eines ELISAs zusätzlich auf Proteinebene 

bestimmt. Die nachfolgende Abbildung 16 zeigt die Ergebnisse der TNF-alpha Proteinexpression 

graphisch. 
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Abbildung 16: Darstellung der TNF-alpha Proteinexpression im Gehirn. Dargestellt sind die Mittelwerte der 
Proteinexpression und deren Standardabweichung nach A: 24 h und B: 48 h. Die jeweiligen NaCl Gruppen wurden 
100% gesetzt. Signifikante Unterschiede wurden mit dem Student’s t-Test oder Mann-Whitney test berechnet. Dabei 
stellen ** p<0.01, *p<0.05 die Differenzen zwischen den behandelten Gruppen im Vergleich zur NaCl Kontrollgruppe 
dar, &p< 0.05 den Unterschied zu der NaCl+Sham Gruppe, §p< 0.05 den Unterschied im Vergleich zur NaCl 
Klebsiella pneumoniae Gruppe. Jede Gruppe enthielt 7-8 Tiere (n=7-8).  

 

Eine Sham Infektion führte nach 24 h zu einer signifikant verminderten TNF-alpha 

Proteinexpression im Vergleich zur NaCl Kontrollgruppe (p= 0.0087), ebenso eine Infektion mit 

Klebsiella pneumoniae (p=0.0411) sowie eine Infektion mit Klebsiella pneumoniae in 

Kombination mit Ethanol (p=0.0411).  

Nach 48 h führte die Behandlung mit Ethanol (p= 0.0404), eine Shaminfektion in der NaCl 

Gruppe (p= 0.0474), eine Shaminfektion in der Ethanolgruppe (p= 0.0314), als auch eine 

Klebsielleninfektion in der NaCl Gruppe (p=0.0022) und in der Ethanol Gruppe (p=0.0572) zu 

einer verminderten TNF-alpha Proteinexpression im Vergleich zur NaCl Kontrollgruppe. Die 

TNF-alpha Expression in der NaCl Gruppe mit einer Klebsiella pneumoniae Infektion war im 

Vergleich zu Sham Infektion signifikant vermindert (p=0.0307). Dagegen führte die Behandlung 

mit Ethanol und Klebsiella pneumoniae zu einer signifikant erhöhten TNF-alpha Expression in 

Vergleich zur Klebsiellen Gruppe ohne Ethanol (p=0.0309). 

 

Zusätzlich wurde der zeitliche Verlauf der TNF-alpha Proteinexpression untersucht. Dazu wurde 

die jeweilige 24 h Gruppe 100% gesetzt. Abbildung 17 zeigt die graphische Darstellung der 

Ergebnisse.   

 

 

 

 

 

 

TNF-alpha 24h TNF-alpha 48h B A 



 38 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
Abbildung 17: Darstellung der Ergebnisse der TNF-alpha Proteinexpression im Gehirn. Dargestellt sind die 
Mittelwerte und deren Standardabweichungen. Die jeweiligen 24 h Gruppen wurden 100% gesetzt um Unterschiede 
beim Vergleich der zwei untersuchten Zeitstufen zu erkennen. Jede Gruppe enthielt 7-8 Tiere (n=7-8). Unterschiede 
wurden mit dem Student’s t-Test oder Mann-Whitney test berechnet. 
 

Die Ergebnisse zeigen in den Gruppen keine signifikanten Unterschiede in der TNF-alpha 

Proteinexpression zwischen 24  und 48 h im Gehirn der Mäuse. 

 

7.5. Expressionsanalyse von BDNF 

 
Die Expression von BDNF wurde sowohl auf Gen-, als auch auf Proteinebene bestimmt. 

 
7.5.1. Genexpression von BDNF 

 
Die mittels qPCR erhaltenen Daten zur BDNF Expression sind in folgender Abbildung 18 

dargestellt. 

 

TNF-alpha 24 vs. 48h 
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Abbildung 18: Darstellung der relativen Genexpression von BDNF im Gehirn. Dargestellt sind die Mittelwerte der 
relativen Genexpressionsänderungen und deren Standardabweichungen nach A: 24 h und B: 48 h. Die jeweiligen 
NaCl Gruppen wurden 100% gesetzt. Signifikante Unterschiede wurden mit dem Student’s t-Test oder Mann-
Whitney test berechnet. Dabei stellen *** p<0.001, *p<0.05 die Differenzen zwischen den behandelten Gruppen im 
Vergleich zur NaCl Kontrollgruppe dar. #p<0.05 repräsentiert den Unterschied zwischen den behandelten Gruppen 
zu der EtOH Gruppe, &&& p< 0.001 repräsentiert den Unterschied zwischen den behandelten Gruppen zu der 
NaCl+Sham Gruppe. $$$p<0.001, $p<0.05 repräsentiert den Unterschied im Vergleich zur EtOH+Sham Gruppe. Jede 
Gruppe enthielt 7-8 Tiere (n=7-8), wobei pro Tier eine Dreifachbestimmung durchgeführt wurde. 
 

Die Ergebnisse zeigen, dass die Behandlung mit Ethanol in Kombination mit einer nasalen 

Klebsiella pneumoniae Infektion nach 24 h zu einer signifikanten Erniedrigung der BDNF 

Genexpression führte (p= 0.0297) im Vergleich zur Gruppe die Ethanol und eine Sham Infektion 

erhielt. Eine Infektion mit Klebsiella pneumoniae in Kombination mit Ethanol führt zu einer 

Erniedrigung der BDNF Genexpression im Vergleich zur NaCl Kontrollgruppe (p=0,048). Eine 

alleinige Gabe von Ethanol sowie eine Sham Infektion mit oder ohne Ethanol hatte keinen 

Einfluss auf die Genexpression von BDNF im Vergleich zur NaCl Kontrollgruppe. 

Nach 48 h führte eine Infektion mit Klebsiella pneumoniae in der NaCl Gruppe zu einer 

signifikant erhöhten BDNF Genexpression im Vergleich zu einer Sham Infektion (p< 0.0001), 

sowie zur NaCl Gruppe (p=0.0007). In der Ethanol Gruppe mit Klebsiella pneumoniae Infektion 

stieg die BDNF Genexpression ebenfalls signifikant an im Vergleich zur Sham Infektion 

(p=0.0006), sowie im Vergleich zur Ethanol Gruppe (p=0.01) und zur NaCl Gruppe (p=0.022). 

 

Zusätzlich wurde der zeitliche Verlauf der BDNF Genexpression im Gehirn der Mäuse 

untersucht. Dazu wurde die jeweilige 24 h Gruppe 100% gesetzt. Die dazugehörige Grafik ist in 

Abbildung 19 dargestellt. 
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      BDNF 24 vs. 48h 
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Abbildung 19: Darstellung der relativen Genexpression von BDNF im Gehirn. Dargestellt sind die Mittelwerte der 
relativen Genexpressionsänderungen und deren Standardabweichungen. Die jeweiligen 24 h Gruppen wurden 100% 
gesetzt um Unterschiede beim Vergleich der zwei untersuchten Zeitstufen zu erkennen. Signifikante Unterschiede 
wurden mit dem Student’s t-Test oder Mann-Whitney test berechnet und sind mit *** p<0,001 sowie *p<0,05 (vs. 
jeweilige 24 h Gruppe) gekennzeichnet. Jede Gruppe enthielt 7-8 Tiere (n=7-8), wobei pro Tier eine 
Dreifachbestimmung durchgeführt wurde. 
 

Bei der BDNF Genexpression fand ebenfalls ein Vergleich zwischen den Zeitstufen satt. Die 

BDNF Genexpression im Gehirn ist bei den operierten Tieren, die nur mit NaCl behandelt 

wurden, 48 h nach Klebsiella pneumoniae Infektion im Vergleich zu 24 h signifikant erniedrigt 

(p= 0.0008). Ähnlich Ergebnisse zeigten sich bei den Tieren die mit Ethanol, bzw. mit NaCl und 

einer Sham Infektion oder Ethanol und einer Sham Infektion behandelt wurden, nach 48 h ist die 

Genexpression von BDNF im Vergleich zu 24 h in allen Gruppen signifikant erniedrigt 

(p<0.001). Dahingegen ist in der Gruppe die mit NaCl und Klebsiella pneumoniae behandelt 

wurden die Genexpression von BDNF 48 h im Vergleich zu 24 h signifikant erhöht (p= 0.0274). 

 
7.5.2. Proteinexpression von BDNF  

 

Die Expression von BDNF wurde mittels Western Blot Analyse zusätzlich auf Proteinebene 

bestimmt. Die nachfolgende Abbildung 20 zeigt die Ergebnisse der BDNF Proteinexpression 

graphisch. 
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Abbildung 20: Darstellung der BDNF Proteinexpression im Gehirn. Dargestellt sind die Mittelwerte der 
Proteinexpression und deren Standardabweichung nach A: 24 h und B: 48 h. Jede Gruppe enthielt 7-8 Tiere (n=7-8). 
Die jeweiligen NaCl Gruppen wurden 100% gesetzt. Unterschiede wurden mit dem Student’s t-Test oder Mann-
Whitney test berechnet.  
 
Auf der Proteinebene ergab sich keine signifikante Differenz in der BDNF-Expression in den 

behandelten Gruppen.  

Zusätzlich wurde der zeitliche Verlauf der BDNF Proteinexpression im Gehirn der Mäuse 

untersucht. Dazu wurde die jeweilige 24 h Gruppe 100% gesetzt. Die dazugehörige Grafik ist in 

Abbildung 21 dargestellt 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 21: Darstellung der Proteinexpression von BDNF im Gehirn. Die jeweiligen 24 h Gruppen wurden 100% 
gesetzt um Unterschiede bei Vergleich der zwei untersuchten Zeitstufen zu erkennen. Jede Gruppe enthielt 7-8 Tiere 
(n=7-8). Unterschiede wurden mit dem Student’s t-Test oder Mann-Whitney test berechnet. 
 

Auch der zeitliche Vergleich der Gruppen ergab keine signifikanten Unterschiede in der BDNF 

Proteinexpression zwischen 24 und 48 h. 

BDNF 24h      BDNF 48h 

BDNF 24 vs. 48h 

B A 
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7.6. Expressionsanalyse von NT-3 

 
Die Expression von NT-3  wurde sowohl auf Gen-, als auch auf Proteinebene bestimmt. 

 
7.6.1. Genexpression von NT-3 

 
Die mittels qPCR erhaltenen Daten zur NT-3 Expression sind in folgender Abbildung 22 

dargestellt. 

 

 
Abbildung 22: Darstellung der relativen Genexpression von NT-3 im Gehirn. Dargestellt sind die Mittelwerte der 
relativen Genexpressionsänderungen und deren Standardabweichungen nach A: 24 h und B: 48 h. Die jeweiligen 
NaCl Gruppen wurden 100% gesetzt. Signifikante Unterschiede wurden mit dem Student’s t-Test oder Mann-
Whitney test berechnet. Dabei stellen ** p<0.01, *p<0.05 die Differenzen zwischen den behandelten Gruppen im 
Vergleich zur NaCl Kontrollgruppe dar. #p<0.05  repräsentiert den Unterschied zwischen den behandelten Gruppen 
zu der EtOH Gruppe, §p<0.05 den Unterschied im Vergleich zur NaCl Klebsiella pneumoniae Gruppe. Jede Gruppe 
enthielt 7-8 Tiere (n=7-8), wobei pro Tier eine Dreifachbestimmung durchgeführt wurde. 
 
 
Für die Genexpression von NT-3 war nach 24 h ein signifikanter Unterschied zwischen den 

Gruppen detektierbar. Die Behandlung mit Ethanol und Klebsiellen führte zu einer signifikant 

verminderten NT-3 Expression im Vergleich zur Klebsiella pneumoniae Gruppe ohne Ethanol 

(p=0.0429). 

 Nach 48 h sinkt die Genexpression von NT-3 nach alleiniger Gabe von Ethanol (p= 0.0197), 

durch eine Sham Infektion (p= 0.0044), sowie durch Klebsiella pneumoniae Infektion ohne  

(p= 0.0091) und mit Ethanol (p= 0.0106) im Vergleich zur NaCl Kontrollgruppe. Die NT-3 

Genexpression in der Etnanol Gruppe mit Klebsiella pneumoniae Infektion ist signifikant 

niedriger als in der Ethanol Gruppe allein (p= 0.0312). 

 

A   NT-3 48h 

* 
** 

** 
* 
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Zusätzlich wurde der zeitliche Verlauf der NT-3 Genexpression im Gehirn der Mäuse untersucht. 

Dazu wurde die jeweilige 24 h Gruppe 100% gesetzt. Die dazugehörige Grafik ist in Abbildung 

23 dargestellt. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 23: Darstellung der relativen Genexpression von NT-3 im Gehirn. Dargestellt sind die Mittelwerte der 
relativen Genexpressionsänderungen und deren Standardabweichungen. Die jeweiligen 24h Gruppen wurden 100% 
gesetzt um Unterschiede beim Vergleich der zwei untersuchten Zeitstufen zu erkennen. Jede Gruppe enthielt 7-8 
Tiere (n=7-8), wobei pro Tier eine Dreifachbestimmung durchgeführt wurde. Unterschiede wurden mit dem 
Student’s t-Test oder Mann-Whitney test berechnet. 
 

Bei der NT-3 Genexpression fand ebenfalls ein Vergleich zwischen den Zeitstufen satt. Die NT-3 

Genexpression im Gehirn zeigte im Vergleich zwischen 24 h und 48 h keine signifikanten 

Unterschiede. 

 
7.6.2. Proteinexpression von NT-3 

 
Die Expression von NT-3 wurde mittels Western Blot Analyse zusätzlich auf Proteinebene 

bestimmt. Die nachfolgende Abbildung 24 zeigt die Ergebnisse der NT-3 Proteinexpression 

graphisch. 

 

 

 

 

 

 

 

 

NT-3 24 vs. 48h 
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Abbildung 24: Darstellung der NT-3 Proteinexpression im Gehirn. Dargestellt sind die Mittelwerte der 
Proteinexpression und deren Standardabweichung nach A: 24 h und B: 48 h. Signifikante Unterschiede wurden mit 
dem Student’s t-Test berechnet. Dabei stellt *p<0.05 die Differenz zwischen den behandelten Gruppen im Vergleich 
zur NaCl Kontrollgruppe dar. Jede Gruppe enthielt 7-8 Tiere (n=7-8). 
 
Auf der Proteinebene ergab sich eine signifikante Differenz nach 48 h in der NT-3 

Proteinexpression zwischen den behandelten Gruppen. Bei einer Klebsiella pneumoniae 

Infektion mit Gabe von Ethanol steigt die Expression von NT-3 im Vergleich zur NaCl 

Kontrollgruppe (p=0,0453). 

 

Zusätzlich wurde der zeitliche Verlauf der NT-3 Proteinexpression im Gehirn der Mäuse 

untersucht. Dazu wurde die jeweilige 24 h Gruppe 100% gesetzt. Die dazugehörige Grafik ist in 

Abbildung 25 dargestellt. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 25: Darstellung der Proteinexpression von NT-3 im Gehirn. Dargestellt sind die Mittelwerte der relativen 
Proteinexpressionsänderungen und deren Standardabweichungen. Die jeweiligen 24h Gruppen wurden 100% gesetzt 
um Unterschiede beim Vergleich der zwei untersuchten Zeitstufen zu erkennen. Jede Gruppe enthielt 7-8 Tiere 
(n=7-8). Unterschiede wurden mit dem Student’s t-Test oder Mann-Whitney test berechnet. 
 

NT-3 24 vs. 48h 
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Bei der NT-3 Proteinexpression fand ebenfalls ein Vergleich zwischen den Zeitstufen satt. Die 

NT-Proteinexpression im Gehirn zeigt im Vergleich zwischen 24 h und 48 h keine signifikanten 

Unterschiede. 

 

7.7. Zusammenhang zwischen BDNF und IL-1beta Genexpression 

 

Um einen Zusammenhang zwischen der Expression von BDNF und IL-1beta zu erkennen, wurde 

eine Spearman-Korrelation für beide Gene durchgeführt. Die nachfolgende Abbildung 26 zeigt 

die Ergebnisse graphisch. 

 

 

 
Abbildung 26: Die Spearman-Korrelation für die BDNF- und IL-1beta-Genexpression.   

 

 

Die Korrelationsanalyse für alle untersuchten Tiere hat einen starken Zusammenhang zwischen 

BDNF- und IL-1beta-Genexpression bewiesen. Niedrige BDNF Genexpressionen korrelierten 

mit erhöhten IL-1beta Genexpressionen (rxy=-0,4147, p<0,0001).  

rxy=-0,4147  
p<0,0001 
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8. Diskussion 
Patienten, die chronisch Alkohol konsumieren, sind für die Entwicklung einer 

postoperativen Pneumonie sowie für kognitive Störungen besonders gefährdet. Die postoperative 

Pneumonie hat in dieser Patientengruppe einen schwierigen Verlauf, eine höhere Mortalität und 

erfordert oft eine Intensivbehandlung4,5,7,31.  In diesem murinen Modell wurde nach 

zweiwöchiger Alkoholbehandlung vor einer Operation mit und ohne Infektion mit Klebsiella 

pneumoniae in der Lunge die postoperative neuronale Expression der Zytokine IL-1beta und 

TNF-alpha sowie der Neurotrophine BDNF und NT-3 im Gehirn untersucht. 

  

8.1 Hauptergebnisse 

 

1. Eine Alkoholbehandlung über 2 Wochen senkt die Genexpression der proinflammatorischen 

Zytokine IL-1beta und TNF-alpha während einer postoperativen Infektion mit Klebsiella 

pneumoniae im Gehirn von Balb/c-Mäusen.  

  

2. Im untersuchten Mausmodell hatte die Alkoholbehandlung über 2 Wochen keinen Einfluss auf 

die Genexpression von BDNF. Am 3. (als Trend) und 4. (signifikant) postoperativen Tag 

verursachte sie eine Senkung der NT-3 Genexpression innerhalb der nicht infizierten Tiere. 

 

3. Es kam zur BDNF Senkung 24 h postinfektiös innerhalb der Mäuse, die mit NaCl (als Trend) 

sowie EtOH (signifikant) vorbehandelt wurden. Die Infektion mit Klebsiella 

pneumoniae verursachte alleine keine Änderungen in der NT-3 Expression, zusammen mit 

Ethanolvorbehandlung kam es jedoch zur NT-3 Senkung 24 h nach dem Erregerkontakt.    

 

4. Es wurde in dieser Arbeit ein Zusammenhang zwischen der  IL-beta Genexpression und 

der BDNF Genexpression gefunden: höhere  IL-beta Werte korrelierten mit niedrigeren BDNF 

Werten. 

 

8.2 Expression der proinflammatorischen Zytokine IL-1beta und TNF-alpha 

 

Das für die Arbeit verwendete  murine Pneumoniemodell wurde in der eigenen 

Arbeitsgruppe etabliert, um chronischen Alkoholkonsum auf die postoperative 

Zytokinproduktion sowie die Funktion von T-Zellen (TH1, TH2, TH17, Treg) mit und ohne 
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Infektion mit  Klebsiella pneumoniae  in der Lunge und der Milz zu untersuchen17,50. Lanzke et 

al. 2017 zeigten, dass 2 Wochen Ethanolbehandlung zu signifikanten Unterschieden in der  

T-Zell-Differenzierung der Lunge führt. Die mit Alkohol vorbehandelten Tiere hatten ein 

schlechteres postoperatives Outcome, 48 h postinfektiös höhere KBE im Blut und in der Lunge 

sowie einen schwierigeren Verlauf der Lungenentzündung50. In der vorliegenden Studie wurde 

in diesem murinen Modell erstmalig untersucht, wie chronischer Alkoholkonsum die 

postoperative Biosynthese von IL-1beta und TNF-alpha mit und ohne Infektion im Gehirn 

beeinflusst, da IL-1beta und TNF-alpha die febrile Reaktion im ZNS starten. Die febrile 

Reaktion, die auch Akute-Phase-Reaktion genannt wird, hat eine entscheidende Rolle für das 

Überleben während einer Infektion23,28.  Während einer postoperativen Lungenentzündung kam 

es 24 h nach dem Erregerkontakt zu einem Anstieg der IL-1beta- und TNF-alpha Genexpression 

im Gehirn der Mäuse, die präoperativ mit einer NaCl-Lösung behandelt wurden, eine 

Behandlung mit Ethanol senkte diesen Anstieg. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass 

chronischer Alkoholkonsum die IL-1beta- und TNF-alpha-Produktion während einer 

postoperativen Infektion im ZNS hemmt. 

Die Hemmung proinflammatorischer Zytokine im Gehirn durch Alkohol konnte bereits in 

mehreren Studien nachgewiesen werden. Taylor et al. 2002 zeigten mittels ELISA in einem 

Rattenmodell, dass nach einer 14 tägigen Ethanolbehandlung die Expression von IL-1beta im 

Hypothalamus nach einer LPS-Injektion vermindert war. Wie erwartet, haben diese Tiere mit 

einem geringerem Temperaturanstieg im Vergleich zur Kontrollgruppe reagiert28. Topper et al. 

konnten  2014 einen ähnlichen Effekt von  Alkohol auf die IL-1beta Genexpression im Kortex 

bei Ratten nachweisen51.  In einem in-vitro-Modell konnte Loureiro et al. 2012 zeigen, dass nach 

der Alkoholbehandlung über 4 Tage (die Autoren betrachten diese Zeit als chronischen 

Ethanoleffekt) und einer LPS-Exposition C6-Glioma Zellen weniger TNF-alpha produzieren. 

TNF-alpha wurde hier ebenso auf Proteinebene mittels ELISA bestimmt52.  

Auf Proteinebene konnte 24 h nach dem Infektionsbeginn mit Klebsiella pneumoniae  ein 

Anstieg von IL-1beta bei den Ethanol-exponierten Tieren im Vergleich zur Sham-Infektion 

gefunden werden. Auf der Genebene ist diese IL-1beta Zunahme nicht signifikant (p=0,14). 48 h 

nach dem Infektionsbeginn mit Klebsiella pneumoniae zeigten die Tiere nach der 

Ethanolvorbehandlung höhere TNF-alpha Protein Werte im Vergleich zu den NaCl-Mäusen mit 

Pneumonie. 

Die detektierten unterschiedlichen Ergebnisse auf der Gen- und Proteinebene sind bisher 

nicht beschrieben und waren unerwartet27,53,54. Auffällig ist, das die Mehrheit der 

Arbeitsgruppen, die eine Neuroinflammation untersuchen, den Tieren das Endotoxin LPS 
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injizieren, welches eine stärkere inflammatorische Reaktion induziert als lebende Bakterien55. 

Kalb und Kollegen konnten bei Ratten nach einer LPS-Injektion eine 10-fach erhöhte IL-1beta 

Genexpression im Gehirn der Tiere detektieren und diese auf der Proteinebene mit Western Blot 

Analysen bestätigen27. In dem vorliegenden Modell ist der maximale Wert um das 5-fache im 

Vergleich zu den Kontrolltieren angestiegen. Anderseits konnten Wan et al. 2007 einen  

4-fachen Aufstieg der IL-1beta Genexpression nach einer Splenektomie im Hippocampus auch 

auf Proteinebene mit Western Blot Analysen bestätigen54. Es ist möglich, dass in unserer Studie 

die festgestellten Unterschiede auf der Genebene zu gering waren, um sie auch auf der 

Proteinebene detektieren zu können.  

Die festgestellten Unterschiede zwischen den Ergebnissen auf der Gen- und Proteinebene 

können zusätzlich dadurch erklärt werden, dass mittels Real Time PCR die spezifischen mRNAs 

für das Gehirn untersucht werden, während im ELISA alle Proteine, die auch peripher 

synthetisiert werden und die Blut-Hirn-Schranke überwunden haben, detektiert werden 

können15,20,25. Es ist bekannt, dass eine chronische Alkoholbehandlung via zirkulierendes LPS im 

Blut die Permeabilität der Blut-Hirn-Schranke erhöht und die TNF-alpha Produktion in der 

Leber steigert15.
.  Es ist möglich, dass aus diesen Gründen zusätzliche Anstiege von IL-1beta und 

TNF-alpha auf Proteinebene detektiert werden konnten.  

Trotz der Unterschiede zwischen den Resultaten auf der Gen- und Proteinebene sind die 

Ergebnisse der Real Time PCR reproduzierbar und gehen mit anderen Studien konform. Die 

Alkoholwirkung, die postoperativ und während einer Infektion zur Senkung der Genexpression 

proinflammatorischer Zytokine im ZNS beiträgt, ist vielfältig. Es ist unter anderem bekannt, dass 

die akute und chronische Ethanolgabe die Struktur der Aktinfilamente in immunkompetenten 

Zellen verändert. Wahrscheinlich ist das betroffene Zytoskelett nicht in der Lage, die 

Aktivierung von TLRs durch LPS zu vermitteln. Zusätzlich bewirkt der Alkohol eine Abnahme 

der mitogen activated protein kinases (MAPKs)-Phosphorylierung, die für die Signalübertragung 

und Induktion der Inflammation verantwortlich ist52. Weitere Studien sind notwendig, um diese 

molekularen Mechanismen besser zu verstehen. 

Lanzke et al. 2017 hat die klinische Evaluation der Mäuse vom ersten bis vierten 

postoperativen Tag erfasst und es wurde beobachtet, dass im Vergleich zu den anderen Gruppen, 

die Ethanol-exponierten Tiere, die eine Klebsiella  pneumoniae Infektion erhielten, sich nach der 

Operation nicht erholt haben50.  Die febrile Reaktion ist für die Bekämpfung einer bakteriellen 

Infektion notwendig23,28 und in dieser Studie wurde nachgewiesen, dass eine Alkoholbehandlung 

über 14 Tage die Produktion der pyrogenen Zytokine  IL-1beta- und TNF-alpha während 

postoperativer Klebsiella  pneumoniae Infektion im ZNS hemmt. Es ist vorstellbar, dass diese 
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IL-1beta / TNF-alpha Minderung durch Ethanol für den schlechteren postoperativen Outcome 

der mit Alkohol vorbehandelten Tiere in Zusammenhang steht. Klinische Studien sind 

notwendig um zu prüfen, in wie weit die Ergebnisse dieser Arbeit einer klinischer Situation 

entsprechen. Die Verstärkung der febrilen Reaktion könnte theoretisch eine neue Therapie der 

postoperativen Pneumonie bei Patienten mit chronisch hohem Alkoholkonsum sein.   

 

  Die aseptische Operation verursacht eine durch IL-1beta / TNF-alpha vermittelte 

Neuroinflammation und ist mit einer Entstehung postoperativer kognitiver Dysfunktionen 

assoziiert13,14,27,32.  In unserem Tiermodell sind alle Tiere einer medianen Laparotomie 

unterzogen worden, sodass es bei ihnen durch den chirurgischen Eingriff zur Immunmodulation 

kam13,14,17. Um sie darzustellen, wurde eine zeitliche Analyse der IL-1beta / TNF-alpha 

Expression im ZNS in allen Gruppen durchgeführt.  

Die aktuelle Datenlage gibt mehrere Beispiele dafür, dass der chirurgische Eingriff zur 

IL-1beta / TNF-alpha Anstieg im ZNS führt. In der Arbeit von Wan et al. 2007 konnte gezeigt 

werden, dass nach einer Splenektomie bei Ratten kognitive Störungen am ersten und dritten 

postoperativem Tag auftraten54. Cibelli und Kollegen zeigten in  einem operativen Mausmodel 

einen Anstieg der IL-1beta Gen- und Proteinexpression (mit ELISA) im Hippocampus 6 h nach 

der Operation. 24 h postoperativ lag sie wieder im Normbereich56.       

Die Genanalysen unserer Studie ergaben eine erhöhte IL-1beta Expression bei allen 

operierten Tieren zum Tötungszeitpunkt nach 48 h (vierter postoperativer Tag) im Vergleich zu 

24 h (dritter postoperativer Tag). Dieser Anstieg konnte für die Sham-Mäuse ebenso auf 

Proteinebene erfasst werden. Für TNF-alpha ist ein ähnlicher Anstieg der Genexpression 

innerhalb der Sham-Mäuse zu sehen, der sich jedoch auf Proteinebene nicht zeigte. In unserer 

Studie gab es keine Kontrollgruppe im Sinne von nicht operierten Tieren. Unter 

Berücksichtigung der Daten aus der Literatur, ist es wahrscheinlich, dass die Operation per 

se die Ausschüttung der proinflammatorischen Zytokine im ZNS innerhalb dieser Gruppen 

ausgelöst hat. Dagegen spricht, dass die anderen Arbeitsgruppen den postoperativen IL-1beta / 

TNF-alpha Anstieg im kürzeren Zeitabstand nach dem Eingriff detektiert haben (24 h Wan et al. 

2007, 6 h Cibelli et al. 2010)13,14,54,56. Die eigene Arbeitsgruppe konnte bei Ratten zeigen, dass 

1 h, 24 h und 3 Tage nach medianer Laparotomie keine Änderung der IL-1beta-Expression 

(mittels Western Blot gemessen) im Kortex und Hippocampus vorhanden ist27. Möglicherweise 

wäre ein Tag später der IL-1beta-Anstieg nachweisbar. Die mediane Laparotomie, die in dieser 

Studie verwendet wurde, unterscheidet sich aber sehr vom realen Eingriff, da dort nicht nur die 

Bauchdecke geöffnet wird, sondern auch die inneren Organen operiert werden und das 
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chirurgische Trauma größer ist. Es ist auch möglich, dass der IL-1beta / TNF-alpha Anstieg, der 

am vierten im Vergleich zum dritten postoperativen Tag in unserer Studie gemessen wurde, eine 

andere Ursache als die Operation hatte oder dass es sich um einen kumulativen Einfluss allen 

Stressfaktoren handelt, mit denen die Tiere während des Tierversuchs konfrontiert wurden. Es ist 

bekannt, dass neben der Operation auch chronischer milder Stress zur Neuroinflammation führen 

kann21.    

Interessanterweise ist der hemmende Effekt der chronischen Ethanolbehandlung auf die 

postoperative IL-1beta-Produktion in unserer Studie zwischen den Mäusen ohne Klebsiella 

pneumoniae / Sham-Infektion sichtbar: die alkoholexponierten Tiere hatten weniger IL-1beta im 

Vergleich zu den NaCl-Mäuse sowohl am dritten  als auch am vierten postoperativen Tag. Auf 

der Proteinebene ist ebenso eine erniedrigte IL-1beta Expression bei diesen Tieren zu sehen, 

jedoch nicht signifikant. Am vierten postoperativen Tag hatten die alkoholexponierten Tiere eine 

geringere TNF-alpha Proteinexpression im Vergleich zu der NaCl Kontrollgruppe. Diese 

Ergebnisse gehen mit den Daten aus Literatur konform28,51,52. 

Es lässt sich nicht genau erklären, warum die operierten Tiere ohne Klebsiella 

pneumoniae Infektion am vierten postoperativen Tag einen IL-1beta / TNF-alpha Anstieg im 

Vergleich zum dritten postoperativen Tag aufweisen. Dieses Ergebnis unterstreicht aber, dass 

das ZNS empfindlich auf äußeren Faktoren ist und darauf mit einer Neuroinflammation 

reagieren kann. Die Alkoholvorbehandlung scheint die Neuroinflammation zu hemmen. Weitere 

Studien sind notwendig, um die Übertragbarkeit dieses Ergebnisses auf den klinischen Alltag zu 

prüfen.   

 

In murinen Klebsiella pneumoniae Pneumoniemodellen wurde oft eine intratracheale 

Applikation der Bakterien verwendet57,58.  In dieser Studie wurde der nasale Weg gewählt, da er 

weniger invasiv ist und mehr dem natürlichen Übertragungsweg ähnelt. Der Vergleich NaCl / 

EtOH-Gruppen vs. NaCl / EtOH-Sham-Mäusen sollte prüfen, ob die Sham-Behandlung neutral 

für die Tiere war.  Es ist bekannt, dass nach einer Sham-Behandlung negativen Auswirkungen 

auftreten können. Sie sind in der Medizin als nocebo phenomen bekannt, das Gegenteil 

von placebo59. Beide Phänomene, placebo und nocebo, entstehen nach pawlowscher 

Konditionierung oder als kognitiver Erwartungseffekt60.  

Die Analyse auf Genebene hat gezeigt, dass 48 h nach der Sham-Infektion die Ethanol-

exponierten Tiere mit einem IL-1beta-Anstieg im Vergleich zu EtOH alleine und NaCl-Sham 

reagiert haben. Zu diesem Zeitpunkt ist auch eine leichte Zunahme von TNF-alpha bei den 

NaCl- sowie EtOH-Sham-Mäusen vs. NaCl Kontrollgruppe vorhanden. Die Ergebnisse der 
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Proteinanalysen stimmen mit den Genanalysen nicht vollständig überein. 48 h nach der Sham-

Infektion hatten die Tiere, die mit dem Alkohol vorbehandelt waren, eine höhere IL-1beta 

Expression im Vergleich zu den Mäusen ohne den Sham-Infekt (p=0,08). Zu beiden 

Tötungszeitpunkten präsentierten die Ethanol-exponierten Sham-Tiere höhere IL-1beta 

Proteinexpressionen im Vergleich zu den NaCl-Sham-Mäusen.  Die Ergebnisse für IL-1beta, die 

mit der Genebene nicht übereinstimmen, zeigen, dass es sowohl bei den NaCl-Tieren als auch 

bei den mit Ethanol vorbehandelten Mäusen die Sham-Infektion eine Abnahme der IL-1beta 

Expression verursachte (NaCl-48 h vs. NaCl-Sham-48 h, EtOH-24 h vs. EtOH-Sham-24 h). Für 

TNF-alpha konnten die Ergebnisse auf der Genebene nicht auf der Proteinebene bestätigt 

werden.  Mittels ELISA wurde hier unter anderem gefunden, dass es zu beiden 

Tötungszeitpunkten zur einer Abnahme der TNF-alpha Proteinexpression  nach der Sham-

Infektion im Gehirn der NaCl-Tiere kam. Die NaCl Sham Gruppe hatte nach 48 h eine höhere 

TNF-alpha Proteinexpression im Vergleich zur NaCl Klebsiellen Gruppe, dieser Wert war 

jedoch niedriger als bei den Kontrolltieren.  

Zusammenfassend, verursachte die Sham-Infektion mit oder ohne Ethanolvorbehandlung in 

manchen Gruppen eine Zunahme von proinflammatorischen Zytokinen auf Genebene, auf 

Proteinebene ist dagegen eher eine Senkung der IL-1beta / TNF-alpha zu sehen.  Die Sham-

Behandlung scheint unterschiedliche Effekte auf die Produktion von IL-1beta und TNF-alpha zu 

haben. Die nasale Applikation der NaCl-Lösung erfolgte in unserem Experiment unter Narkose, 

es ist aber möglich, dass die entstandene Schleimhautreizung für die Tiere als stressiges 

Verfahren empfunden wurde und die Ausschüttung von proinflammatorischen Zytokinen im 

ZNS provozierte, die mittels Real Time PCR erfasst wurden. Das zweite Modell, kognitiver 

Erwartungseffekt, könnte diese Reaktion erklären, die bei den Ethanol-exponierten Mäusen 

größer zu sein scheint. Für die detektierten Unterschiede auf Gen- und Proteinebene 

können schon im früheren Absatz beschriebene Effekte verantwortlich sein, z.B. der Übertritt der 

IL-1beta und TNF-alpha aus dem Blut ins Gehirn durch die Blut-Hirn-Schranke15,20,25, der die 

Unterschiede zwischen den behandelten Gruppen verwischen konnte. Die genauen 

Mechanismen, die nach der Sham-Behandlung zum IL-1beta- und TNF-alpha Anstieg oder 

Senkung geführt haben, bleiben jedoch unbekannt. 
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8.3. Expression der Neurotrophine  BDNF und NT-3 

 

Zu den POD/POCD Risikofaktoren gehören unter anderem Alkoholkonsum und eine 

postoperative Infektion27,31,32. Anhand unseres Tiermodells, der präoperativen 

Ethanolbehandlung über 14 Tage, mit oder ohne postoperative Infektion 

mit Klebsiella pneumoniae  konnte die BDNF / NT-3 Expression im ZNS nach einer medianer 

Laparotomie erstmalig untersucht werden. Es wurde bereits publiziert, dass Neurotrophine im 

ZNS in der POD/POCD Entstehung involviert sind36,61,62.  

Es ist bekannt, dass die Konzentration der Neurotrophine in unterschiedlichen 

Gehirnregionen variiert63 und dass sie durch Alkohol moduliert werden40,63,64. Logrip et al. 2009, 

die den Einfluss des Ethanols auf die BDNF Genexpression bei Mäusen untersuchten, 

unterschieden 6 spezifische Areale und ihre Ergebnisse zeigen, dass die durch Ethanol 

verursachten Änderungen der BDNF Produktion regionspezifisch sind. 6 Wochen 

Ethanoleinnahme per os minderte die BDNF Genexpression im ventralen präfrontalen, frontalen 

und posterioren Kortex (im dorsalen präfrontalen Teil war die BDNF Senkung nicht signifikant); 

im Corpus striatum und Nucleus accumbens war dagegen eine nicht signifikante Zunahme der 

BDNF Genexpression zu sehen40.  

In einer anderen Untersuchung konnte zusätzlich bei Ratten gezeigt werden, dass eine chronische 

Ethanoleinnahme per os über 8 Wochen die BDNF Proteinkonzentration (mittels ELISA 

gemessen) im Hippocampus senkt. Die NT-3 Proteinexpression nahm dagegen im entorhinalen 

Kortex, Hippocampus und basalen Vorderhirns  signifikant zu64.  

In unserer Studie, anders als erwartet, wurde kein Effekt der chronischen 

Ethanolbehandlung auf die BDNF Genexpression sowie die Proteinexpression gefunden. Für die 

Diskrepanz zwischen unseren Ergebnissen und deren aus der Literatur könnte die kürzere 

Expositionszeit des Ethanols (14 Tage vs. 6 Wochen Logrip et al. 2009, 8 Wochen Miller et al. 

2004 ) verantwortlich sein40,64. Anderseits verursacht eine akute Alkoholeinnahme  (über 1 Tag) 

die Zunahme der BDNF Genexpression bei Ratten im Corpus striatum40. Es ist möglich, dass in 

unserem Versuch keine Unterschiede zwischen den Gruppen detektiert werden konnten, weil die 

untersuchten Proben mehrere Gehirnareale umfassten. In unserer Studie wurden, anders als bei 

den Kollegen, alle Tiere operiert und es ist bekannt, dass eine Laparotomie die BDNF 

Proteinexpression bei Mäusen im ZNS senkt (die Autoren verwendeten in dieser Studie Western 

Blot)61.  Es ist vorstellbar, dass die Operation einen negativen Effekt auf die BDNF Synthese in 

unserer Studie hatte und deswegen zeigte sich der zusätzliche Ethanoleffekt nicht. 
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Die weitere Analyse auf der Genebene im Rahmen unserer Studie zeigte, anders als in der 

Literatur berichtet, dass die chronische Alkoholbehandlung einen negativen Einfluss auf die  

NT-3-Expression innerhalb der nicht infizierten Mäuse hatte (am 3. postoperativen Tag als 

Trend, am vierten postoperativen Tag signifikant). Diese Effekte haben sich auf der Proteinebene 

nicht bestätigt. Die von Miller et al. 2004 verwendeten Tiermodelle charakterisieren sich aber 

durch viel längere Expositionszeiten (8 Wochen vs. 2 Wochen in unserem Versuch)64. Es ist 

möglich, dass Alkoholkonsum zu Beginn die NT-3-Synthese senkt und erst später eine 

gesteigerte Expression induziert wird (anders als für BDNF19,39,40), in der Literatur konnten 

jedoch keine Daten gefunden werden, um diese Hypothese zu prüfen. In unserem Tiermodell 

bleibt jedoch der Operationseffekt auf die NT-3 Expression unbekannt. Weitere Studien sind 

notwendig um zu prüfen, in wie weit unsere Ergebnisse mit deren aus der Literatur vergleichbar 

sind.   

 

Die Wirkung einer postoperativen Infektion mit Klebsiella pneumoniae auf die BDNF- 

und NT-3-Expression im ZNS wurde bisher nicht untersucht. Es ist aber bekannt, dass 

proinflammatorische Zytokine die Funktion der Neurotrophine beeinträchtigen25,35,36.  Schon im 

Jahr 1993 haben Lapchak et al. nachgewiesen, dass nach einer systemischen IL-1beta Injektion 

die BDNF Genexpression im Hippocampus der Ratten abnimmt65.  Song et al. haben 2013 

ähnliche Resultate publiziert, eine intracerebroventriculäre IL-1beta Injektion über 8 Tage  

verursachte die Hemmung der BDNF Synthese um 20% auf der Gen- und um 40% auf der 

Proteinebene (mit Western Blot Analyse bestimmt) im Hippocampus bei n=10 Ratten66. 

Andere Forschungsgruppen zeigten ebenfalls, dass eine systemische LPS Injektion die 

Expression von Neurotrophinen im ZNS senkt. Guan und Fang 2006 untersuchten mittels ELISA 

die BDNF- und NT-3 Expression nach einer LPS-Injektion bei Ratten und haben nachgewiesen, 

dass ihre Konzentration durch die Inflammation negativ beeinflusst wird. Die festgestellten 

Unterschiede waren aber nicht in allen Gehirnarealen zu sehen: nach der LPS-Behandlung kam 

es zu einer Abnahme der BDNF Expression innerhalb des frontoparietalen Kortex und im 

Hippocampus, NT-3 war nur im frontalen Kortex reduziert62. Wei et al. haben 2015 eine BDNF 

Senkung um 40% nach einer LPS-Injektion (i.p.) sowohl auf der Genebene als auch auf der 

Proteinebene im Hippocampus der Ratten gefunden. Sie verwendeten einen ELISA und testeten 

in Gruppen von 24 Tieren53.  

In unserer Studie, wurde, wie erwartet, ein Effekt der Klebsiella pneumoniae Infektion 

auf die BDNF Genexpression gefunden. Bei EtOH-Mäusen, die mit  Klebsiella 

pneumoniae infiziert waren, sank 24 h nach dem Erregerkontakt 
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die BDNF Genexpression vs. Sham-Tiere (am dritten postoperativen Tag). Ein ähnlicher Trend 

ist innerhalb der NaCl-Gruppe zu sehen. Zum Tötungszeitpunkt 48 h (am vierten postoperativen 

Tag) ist eine Zunahme der BDNF-Genexpression vs. Sham-Tiere sowohl bei den NaCl- als auch 

bei EtOH-Mäusen signifikant. Die weiteren Analysen zeigte jedoch, dass es am vierten 

postoperativen Tag zu einer Abnahme der BDNF-Expression vs. dem dritten Tag  innerhalb der 

vier untersuchten Gruppen: NaCl, EtOH, NaCl+Sham und EtOH+Sham kam. Innerhalb der 

mit Klebsiella pneumoniae infizierten NaCl-Mäusen ist eine umgekehrte Beziehung zu sehen: 

am vierten postoperativen Tag ist die BDNF-Genexpression höher als am dritten Tag. Bei den 

Tieren, die mit Ethanol behandelt wurden, zeigt sich ein ähnlicher Trend. Die BDNF Senkung, 

die 24 h postinfektiös detektiert wurde, geht mit der Literatur konform53,62. Anders als erwartet53, 

haben sich die Ergebnisse der Genexpressionsanalyse auf der Proteinebene nicht bestätigt. In 

unserer Studie konnte kein Alkoholeffekt während einer postoperativen Infektion 

mit Klebsiella pneumoniae auf die BDNF Biosynthese im Gehirn gefunden werden.  

Die NT-3 Genexpression bei den NaCl-Tieren wurde, anders als die BDNF 

Genexpression, durch die Infektion mit Klebsiella pneumoniae  sowohl am dritten als auch am 

vierten postoperativen Tag vs. Sham-Gruppen nicht geändert.  Diese Ergebnisse sind mit 

Arbeiten, die eine LPS Stimulation verwendeten, nicht konform62, da lebende Bakterien eine 

geringere immunologische Antwort im Gehirn im Vergleich zur LPS Injektion verursachen55. 

Am dritten postoperativen Tag innerhalb der Ethanol-exponierten Tiere kam es zur NT-3 

Senkung postinfektiös vs. der NaCl Klebsiella pneumoniae Gruppe (am vierten postoperativen 

Tag ist ein ähnlicher Trend zu sehen). Die Pneumonie zusammen mit der Ethanolvorbehandlung 

verursachte eine NT-3 Senkung, wobei Ethanol alleine auch solche Effekte hatte. Die 

beschriebenen Ergebnisse der NT-3 Genexpression konnten auf der Proteinebene nicht bestätigt 

werden.  

48 h nach der Sham-Infektion wurde ein negativer Effekt dieser Behandlung auf die NT-3-

Genexpression bei den NaCl-Mäusen festgestellt. Es lässt sich nicht erklären, warum nur diese 

Gruppe auf die nasale Applikation der NaCl-Lösung mit einer NT-3-Abnahme reagiert hat.   

Zunächst korreliert eine niedrigere BDNF Genexpression mit einer erhöhten  

IL-1beta Expression bei allen untersuchten Mäusen (rxy=-0,4147, p<0,0001). In unserer Studie 

lässt sich nicht nachweisen, dass eine erhöhte IL-1beta Expression für die BDNF Minderung 

verantwortlich ist. Dieser Effekt wurde aber in Literatur beschrieben25,35,36,65,66. 

Interessanterweise suggerieren Guan und Fang 2006, dass IL-1beta indirekt BDNF 

runterreguliert, indem es unter anderem die Hypothalamus-Hypophysen-Nebennierenrinde-

Achse aktiviert. Die erhöhten Glukokortikoide können die Transkription von BDNF reduzieren. 



 55 

Es ist auch bekannt, dass die parasympatische Gehirnaktivität die Synthese von Neurotrophinen 

positiv beeinflusst und proinflammatorisches IL-1beta diese cholinerge Transfusion im ZNS 

mindert62. Es ist vorstellbar, dass diese beiden Mechanismen für die BDNF-Senkung in unserer 

Studie verantwortlich sind. Weitere Studien sind notwendig, um diese Hypothese zu prüfen. 

Western Blot Analysen der Neurotrophine konnten die Effekte, die auf Genebene 

gefunden wurden, auf Proteinebene nicht bestätigen. Diese Ergebnisse waren unerwartet53,66. 

Andere Arbeitsgruppen untersuchten jedoch, anders als in unserer Studie, die Synthese der 

Neurotrophine im ZNS regionspezifisch. Möglicherweise ist die Verwendung aller Gehirnareale 

dafür verantwortlich, dass nur wenige Differenzen in der Expression der Neurotrophine auf der 

Proteinebene in unserem Tiermodell gefunden wurden.  Anderseits ist die BDNF-Hemmung auf 

der Genebene in vielen Gruppen sehr deutlich (circa 50%) und die anderen Autoren haben 

geringere BDNF-Senkung auf Proteinebene bestätigt53,66.  Es ist möglich, dass es eine sensitivere 

Methode als die Western Blot Analyse und größeren Gruppen von Tieren für die korrekte 

Messung der Neurotrophine im ZNS notwendig wären. 

 

Die in unserer Studie feststellte Senkung der Genexpression von Neurotrophinen, 

postoperativ durch Alkohol (NT-3) sowie durch eine Infektion mit Klebsiella 

pneumoniae (BDNF), kann theoretisch zur POD/POCD Entwicklung beitragen36,61,62. 

Möglicherweise ist die erhöhte IL-1beta für die BDNF Abnahme im unserem Tiermodell 

zuständig25,35,36,65,66. Eine Unterbrechung dieses Zusammenhangs könnte einen neuen 

Therapieweg der POD/POCD öffnen.   Es muss weiter untersucht werden,  ob unsere Ergebnisse 

auch auf das menschliche Gehirn sowie auf die klinische Situation zutreffen. Vorstellbar ist, dass 

längere Expositionszeiten sowie der postoperative Alkoholentzug bei der POD/POCD 

Entstehung eine Rolle spielen. Der Ethanolentzug beeinträchtigt die BDNF Expression im ZNS41 

und war wegen der kurzen Expositionszeit  in unserem Tiermodell nicht zu erwarten50,67.   

 

Zusammenfassend konnte in dieser Studie auf Genebene gezeigt werden, dass während 

einer postoperativen Pneumonie mit Klebsiella pneumoniae  die präoperative 

Alkoholbehandlung über 14 Tage die Expression der pyrogenen Zytokine IL-1beta / TNF-alpha 

im ZNS von Mäusen hemmt. Da die febrile Reaktion für das Überleben während einer Infektion 

entscheidend ist, ist es vorstellbar, dass dieser Mechanismus für den schwierigen Verlauf sowie 

die erhöhte Mortalität der postoperativen Lungenentzündung bei Alkoholkranken beiträgt. 

Zunächst hat diese Arbeit gezeigt, dass eine erhöhte IL-1beta Expression mit niedrigerem BDNF 

Expressionen bei allen operierten Tieren korreliert. In der Literatur wurde der hemmende Effekt 



 56 

von IL-1beta  auf die BDNF Synthese beschrieben, deswegen scheint es wahrscheinlich, dass in 

unserem Tiermodell ebenso die erhöhte IL-1beta  Expression die BDNF Abnahme verursacht, 

die 24 h nach dem Erregerkontakt bei infizierten Tieren zu sehen ist. Eine Unterbrechung dieses 

Zusammenhangs könnte einen neuen Therapieweg der POD/POCD sein.  Berücksichtigend, dass 

BDNF eine neuroprotektive Wirkung hat und eine Alkoholbehandlung die IL-1beta Produktion 

im ZNS hemmt scheint es möglich zu sein, dass Alkohol während postoperativer Klebsiella 

pneumoniae  Pneumonie vor Neurodegeneration schützt.  Trotzdem ist für das Überleben der 

Patienten während einer Infektion ein IL-1beta / TNF-alpha Anstieg im ZNS notwendig. Die 

Verstärkung dieser Reaktion bei den Alkohol trinkenden Patienten könnte eine neue Therapie 

der postoperativen Pneumonie sein. In wie weit unsere Ergebnisse den klinischen Alltag 

betreffen, muss weiter untersucht werden.   

 

8.4 Limitationen 

 

8.4.1 Tiermodell  

Es gibt keine universale Definition vom „akutem“ und „chronischem“ Alkoholkonsum.  

Üblicherweise wird die Alkoholgabe über mehr als 24 h als „chronisch“ bezeichnet, manche 

Autoren betrachten jedoch die Expositionszeiten über 2 Wochen immer noch als ein akutes 

Ereignis.  Die langjährige Alkoholkrankheit verursacht eine Abhängigkeit, sekundäre 

Organschäden sowie einen Entzugssymptom nach dem Absetzten. Diese Symptome waren in 

verwendetem Tiermodell nach 14 Tage der Alkoholbehandlung nicht zu erwarten50,67. In wie 

weit unsere Ergebnisse der klinischen Situation entsprechen muss weiter klinisch untersucht 

werden.  

Die Gruppengröße der untersuchten Tiere führte zum Teil zu hohen 

Standardabweichungen. Da Zytokine die BHS überwinden können15,20,25, wäre es ebenfalls 

interessant, den Plasmaspiegel des zirkulierenden IL-1beta zu kennen. Aus der Arbeit von Lanze 

et al. 2017 ist der Plasmaspiegel vom TNF-alpha bekannt und niedrig bei allen Tieren50.  Eine 

Leberschädigung war in dieser Studie nicht zu erwarten50,67, trotzdem wäre es interessant, neben 

Lunge, Milz (Lanzke et al. 2017 50) und Gehirn auch dieses Organ im verwendeten Tiermodell 

zu untersuchen.  

Eine Entzugssymtpomatik war in unserer Studie nicht zu erwarten50. Es lässt sich aber 

nicht ausschließen, dass das Absetzen des Ethanols nach 14 Tage täglicher Einnahme ebenfalls 

Effekte auf die Expression von Zytokinen und Neurotrophine im Gehirn in unserem murinen 

Pneumoniemodell hatte.   
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Die nächste Limitation im verwendeten Tiermodell ist der Infektionsübertragungsweg, 

der theoretisch keinen Einfluss auf die Produktion von den Zytokinen und Neurotrophinen im 

ZNS haben sollte. In dieser Arbeit wurde aber gezeigt, dass die nasale Applikation einer NaCl-

Lösung einen placebo oder nocebo Effekt auslösen kann.  

 

8.4.2 Methoden 

 

Eine Limitation dieser Arbeit stellt die Isolation von RNA und Protein aus dem gesamten 

Gehirn dar, hier sollten die einzelnen Areale wie der Kortex und der Hippocampus isoliert 

werden. 

Die Real Time PCR liefert Aussagen über die Transkriptionsaktivität eines Genes. Die 

Translationsaktivität wurde in dieser Studie mittels Western Blot und ELISA bestimmt. Die 

beiden Methoden gehören zu Immunoassays und verwenden eine Bindung zwischen einem 

Antikörper und einem Antigen. Im Western Blot werden vorher die Proteine im SDS-Gel nach 

ihrem Molekulargewicht getrennt, sodass eine Membran mit den geblotteten Proteinbanden für 

die Detektion von mehreren Antigens dienen kann. Einen wesentlichen Nachteil dieser Methode 

stellt der große Zeitaufwand dar. In dieser Studie wurde auch ein „sandwich“ ELISA verwendet, 

der wegen der hohe Sensibilität  für die Messung der Zytokine, deren Konzentration im Gewebe 

niedrig ist, vorteilhaft ist68. Zu den weiteren Vorteilen des ELISA gehört ein geringerer 

Zeitaufwand, ein Nachteil sind höhere Materialmengen und Kosten. 

Die Messung von Zytokinen auf der Proteinebene könnte durch mehrere Faktoren 

beeinflusst werden, unter anderem: die niedrige Konzentration im Gewebe, das Vorkommen in 

den verschiedenen molekularen Formen und die Abhängigkeit der Sekretion vom circadianen 

Rhythmus. In dieser Studie wurden Organe verwendet die im Jahr 2009 entnommenen wurden, 

da die Halbwertszeit von Zytokinen gering ist, besteht das Risiko, dass während der Lagerung 

ein  Abbau stattgefunden hat68.  

Anschließend ist es wichtig zu erwähnen, dass die Genexpression in den Zellen durch 

ständige Fluktuationen in der Transkription und Translation charakterisiert ist69. Die zum Teil 

sehr geringen Unterschiede, die in dieser Arbeit gefunden wurden, können zu diesem 

physiologischen Phänomen gehören. 
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8.5 Perspektiven 

 

Unsere Ergebnisse zeigen, dass während einer postoperativen Infektion mit Klebsiella 

pneumoniae eine Alkoholbehandlung über 14 Tage die Minderung der Expression der pyrogenen 

Zytokine IL-1beta / TNF-alpha im ZNS verursacht. Die Arbeit von Taylor et al. 2002 wies nach, 

dass die intraventrikuläre Injektion von IL-1beta (20 ng in 10 µg NaCl 0,9%) eine normale 

febrile Reaktion bei Ratten verursacht, die durch vorherige 14 Tage Ethanoleinnahme (per os) 

beeinträchtigt wurde28. Es wäre interessant, in unserem Tiermodell zu untersuchen, ob eine 

ähnliche Maßnahme das klinische Outcome bei den Ethanol-exponierten Tieren verbessert. Dazu 

müsste erst die notwendige Dosierung der IL-1beta experimentell bestimmt werden. Im zweiten 

Schritt könnte man unser Tiermodell um die intraventrikuläre Injektion von IL-1beta vs. NaCl 

0,9% erweitern. Wissend, dass in unserem Tiermodell die IL-1beta Expression 24 h nach der 

Infektion stieg und 48 h danach wieder sank, wäre es sinnvoll diese beide Zeitpunkte weiter zu 

untersuchen. Um den Tierzahl zu minimieren, könnte man auf die NaCl- und EtOH-Tiere 

verzichten50. Die intranasale Applikation hat in unserer Studie die placebo und nocebo Effekte 

ergeben, sie ist jedoch vs. den anderen Methoden (intratracheal) weniger invasiv und kann weiter 

verwendet werden, um die Ethanoleffekte auf das Immunsystem zu untersuchen.  

Nicht invasive Parameter, die während des Tierversuchs bestimmt werden, könnten neben den 

Clinical Score und Körpergewicht50 um die Messung der Körpertemperatur erweitert werden.  

Unter Berücksichtigung von anderen Studien27,40,53,62,63,64,66 wäre es in Zukunft sinnvoll die 

Messung der Zytokine sowie Neurotrophine regionspezifisch (z.B. Hippocampus und Kortex) 

durchzuführen. In unserer Studie haben Western Blot und ELISA nicht alle Ergebnisse der Real 

Time PCR bestätigt. Die anderen Autoren haben jedoch gute Erfahrungen  mit Western Blot bei 

der Bestimmung der Neurotrophine66 sowie ELISA bei der Zytokinmessung28,52 gemacht. Es ist 

vorstellbar, dass regionspezifische Analysen der Proteinexpression mit Western Blot und ELISA 

vergleichbarere Ergebnisse mit der Literatur erbracht hätten. Man könnte aber, um Zeit zu 

sparen, alle Analysen mittels ELISA durchzuführen. Hier könnte jedoch die Materialmenge eine 

Einschränkung darstellen. 

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass nach dem Eingriff und während einer sich 

entwickelnden Pneumonie eine präoperative Ethanolgabe die Neuroinflammation hemmt, was 

theoretisch auf die Neuronen protektiv wirken kann. Die Antwort auf diese Frage könnte eine 

Analyse des Zelltods im Gehirn ergeben, z.B. die Messung von pro-apoptotischen Proteinen, wie 

z.B. gespaltene Caspase-315, 70.  
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Zunächst hat diese Studie ergeben, dass IL-1beta mit BDNF bei allen Tieren korreliert 

(rxy=-0,4147, p<0,0001) und die Daten aus der Literatur suggerieren, dass es in unserem 

Tierversuch zur BDNF Senkung durch IL-1beta Erhöhung kommen konnte25,35,36,65,66. IL-1beta 

erhöht unter anderem die Produktion von Glukokortikoiden, die hemmende Wirkung auf die 

BDNF Expression im ZNS nachweisen61,62. Die experimentelle Therapie der POCD, die von 

Tian et al.  2014 bei Mäusen nach einer Lapartotomie verwendet wurde, blockierte 

medikamentös die Aktivierung und Phosphorylierung den Glukokortikoid-Rezeptoren und 

verursachte eine Verbesserung der kognitiven Funktionen (mittels Morris-Wasserlabyrinths 

gemessen) sowie eine Erhöhung des verminderten BDNF Niveaus  im präfrontalen Kortex61. Ob 

eine BDNF Minderung im ZNS für eine Entstehung von POD/POCD entscheidend ist, muss 

weiter untersucht werden. Eine Erhöhung von BDNF korreliert mit einer verminderten IL-1beta 

Expression und scheint daher ein mögliches Ziel für die POD/POCD Behandlung zu sein. 

Der andere potenzielle Mechanismus, der zur Minderung der BDNF Expression bei 

erhöhter IL-1beta Expression in unserer Studie führen konnte, ist die ROS Produktion während 

der Neuroinflammation. Interessanterweise kann Acetaminophen, bekannt als Paracetamol, 

neben seinen antiinflammatorischen und antioxidativen Eigenschaften die Glycogen Synthase 

Kinase 3β (GSK3β) blockieren und kognitiven Einschränkungen entgegenwirken (mittels 

Morris-Wasserlabyrint gemessen). Des Weiteren erhöht das Medikament eine verminderte 

BDNF Expression im Hippocampus, die nach einer intracerebroventriculären LPS Injektion  bei 

Mäusen detektiert werden konnte. GSK3β wird durch oxidativen Stress aktiviert und reguliert 

die Transkription von zahlreichen Genen, möglicherweise auch vom BDNF71.  

Dem oxidativen Stress wird neben der Neuroinflammation eine wichtige Rolle in der 

POD/POCD Pathogenese zugeschrieben. Er kann z. B. durch die Messung der Konzentration 

von Malondialdehyd (MDA, Abbauprodukt von zerstörten Zellmembranen), sowie der 

Superoxid-Dismutase-Aktivität (SOD, wichtiger Antioxidant) in Neuronen bestimmt werden71,72.  

In unserer Studie führte die Vorbehandlung mit Ethanol zur Minderung der postoperativen 

Neuroinflammation mit und ohne Pneumonie. Der Anteil von oxidativem Stress bleibt jedoch 

unbekannt und es ist möglich, dass er durch die Ethanolvorbehandlung verstärkt wird, da 

chronischer Alkoholkonsum die NADPH-Oxidase aktiviert und die ROS Bildung fördert15.     

BDNF, neben seinen neurotropischen Eigenschaften, verstärkt die NMDA- und mindert 

die GABA-Transmission im ZNS durch den TrkB Rezeptor-Signalweg73,74,75. Manche Formen 

der Langzeit-Potenzierung im Hippocampus sind von den NMDA Rezeptoren und BDNF-TrkB 

Signalkaskaden abhängig73. Zunächst ist bekannt, dass die Verstärkung der GABA-Transmission 

im präfrontalen Kortex bei älteren Menschen die kognitiven Fähigkeiten (working memory) 
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beeinträchtigt76. Ethanol, im Gegensatz zu BDNF, hemmt die NMDA- und verstärkt die GABA-

Transmission im ZNS77. Interessanterweise wurde in vitro bei Mäusen nachgewiesen, dass 

Ethanol die von BDNF abhängige NMDA-Transmission blockt, auch wenn BDNF anwesend 

ist74. Es ist vorstellbar, dass diese Eigenschaften des Ethanols ebenso in der POCD/POD 

Pathogenese bei alkoholkranken Patienten eine Rolle spielen.    

In unserer Studie wurde kein Effekt der chronischen Ethanolbehandlung auf die BDNF 

Expression gefunden. Andere Autoren berichten, dass chronischer Alkoholkonsum die BDNF 

Synthese in manchen Gehirnregionen reduziert (Kortex, Hippocampus) und in anderen steigert 

(Corpus striatum, Nucleus accumbens)40,64. Der Anteil von pro-BDNF, der gegenteilige 

Eigenschaften zu BDNF aufweist und durch den p75NTR Rezeptor den apoptotischen Zelltod 

aktiviert, bleibt jedoch unbekannt. In unserer Studie wurde ebenso mittels Western Blot nur die 

reife Form von BDNF gemessen. Yang et al. 2017 konnten nachweisen, dass chronischer 

Alkoholkonsum die p75NTR Genexpression im Dorsalem Striatum bei Mausen mindert78.  Um 

die neurotoxischen Eigenschaften des Ethanols besser zu verstehen, wäre es sinnvoll, in der 

Zukunft sowohl BDNF als auch den pro-BDNF Anteil zu bestimmen. 

 
Patienten mit kritischem Alkoholkonsum zeigen eine erhöhte postoperative Sterblichkeit, 

sind anfällig für Infektionen und Tumore, entwickeln häufiger POD/POCD, haben eine längere 

Hospitalisierung, häufigere und verlängerte Behandlung auf der Intensiv Station sowie höhere 

Behandlungskosten5,6,7,31,32. Anderseits zeigt Ethanol auch neuroprotektive Eigenschaften, z.B. 

mindert es die Sterblichkeitsrate nach einem Schädel-Hirn-Trauma79.  In unserer Studie führte 

die Vorbehandlung mit Ethanol zur Minderung der Immunantwort im ZNS während einer 

postoperativen Infektion. Welche Konsequenzen diese Hemmung hat, sollte durch weitere 

Studien überprüft werden.  
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