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2. Abstract

Title: The influence of alcohol on a neuronal cytokine aedrotrophine expression in a murine
pneumonia model.

Background: A chronic alcohol administration causes an immugstesn dysfunction and
increases the risk of postoperative mortality cduséy nosocomial infection.
Peripheral inflammation in response to surgerynégdtion can affect the function of the central
nervous system (CNS), including memory and cogmitibhe purpose of this study was to
analyze the influence of a chronic alcohol admratgtn on the production of the
proinflammatory cytokines IL-1beta and TNF-alphanadl as neurotrophines BDNF and NT-3
in the brain during a postoperative infection vitlebsiella pneumoniae

Methods: 94 female 9 weeks old balb/c mice were treatedlfbrdays with ethanol (EtOH,
3.8 mg/kg body weight) or NaCl (i.p.). On the 14ty mice underwent a laparotomy and on
the 16th day of the study they were treated wittamasal NaCl-solution or a solution containing
Klebsiella pneumoniae24 h or 48 h later the animals were killed arglrtbrains extracted. The
expression of cytokines and neurotrophines wer&zgeg on a gene level using quantitaive real-
time PCR and on a protein level using enzyme-linkeshunosorbent assay (ELISA) or western
blot.

Results: A postoperative infection witliklebsiella pneumoniaéed after 24 h to a significant
increase of all-beta and TNF-alpha gene expression in brains of mice. A preoperative
administration of ethanol for 2 weeks was signifitba inhibiting expression of these genes. In
all animals the expression BDNF gene was inversely proportional to llal-beta gene
expression ((=-0,4147, p<0,0001). A chronic alcohol administatinad no influence on
expression oBDNF gene. The expression biT-3 gene was significantly reduced on a fourth
postoperative day without and on the third postaipez day with pneumonia. The time analysis
showed a significant increase ¢f-1beta gene expression on 4th postoperative day in
comparison to 3rd day in all operated animals witheo pneumonia. In case dNF-alphathis
effect was observed only in the Sham-group.

Conclusions: An administration of alcohol for 2 weeks reducea thene expression of
proinflammatory cytokinedL-1beta and TNF-alpha during the postoperative infection with
Klebsiella pneumoniaé the brain of balb/c-mice. The influence of mitammatory cytokine

inhibition on the brain could be clarified usindlaeath assays as well as behavioral tests.



3. Zusammenfassung

Titel: Wirkung von Ethanol auf die neuronale Expression ¥gtokinen und Neurotrophinen in
einem murinen Pneumoniemodell.

Einleitung: Chronischer Alkoholkonsum verursacht eine Funkstireing des Immunsystems
und erh6ht das Risiko postoperativer Sterblichkeit Folge nosokominaler Infektionen.
Periphere Entziindungen als Reaktion auf Operatioden Infektionen kénnen die Funktion des
zentralen Nervensystems (ZNS) beeintrachtigenckliefllich Gedachtnis und Kognition. Das
Ziel dieser Arbeit war es, zu untersuchen, wie olacher Alkoholkonsum die Biosynthese der
proinflammatorischen Zytokine IL-1beta und TNF-apsowie der Neurotrophine BDNF und
NT-3 wahrend einer postoperativen Infektion Kigbsiella Pneumoniaen Gehirn beeinflusst.
Methodik: 94 weibliche 9 Wochen alte Balb/c-Mause wurden el age mit Ethanol (EtOH,
3,8 mg/kg/KG) bzw. NaCl vorbehandelt (i.p.) und amh Tag laparotomiert. Am 16. Tag des
Versuches wurde den Tieren entweder NaCl-Losungr dtlebsiella pneumoniaenasal
appliziert. 24 h bzw. 48 h danach erfolgte die hgtwnd die Préaparation des Gehirns. Die
Expression der Zytokine und Neurotrophine wurde@Gemebene mittels quantitativer Real Time
PCR, auf Proteinebene mittels Enzyme-linked immarment Assay (ELISA) oder Western
Blot Analyse bestimmt.

Ergebnisse:Eine postoperative Infektion miklebsiella pneumonia&ihrte nach 24 h zu einer
signifikant erhdhten Genexpression viilbeta und TNF-alphaim Gehirn der Mause, eine
preoperative Ethanolgabe Uber 2 Wochen hemmt dBeseexpression signifikant. Bei allen
Tieren ist die BDNFGenexpression umgekehrt proportional zlrlbetaGenexpression
(ryy=-0,4147, p<0,0001). Eine chronische Alkoholgabet Heinen Einfluss auf die
Genexpression VoBDNF, die Genexpression VONT-3 sinkt am vierten postoperativen Tag
signifikant sowie am dritten postoperativen Tag we#éid der Pneumonie. Ein zeitlicher
Vergleich zeigte bei allen operierten Tieren ohmeuUPnonie eine signifikante Zunahme der
IL-1beta Genexpression am 4. postoperativen Tag im Velgleion 3. Tag, ful NF-alphanur
bei den Sham Tieren.

Schlussfolgerung: Eine Alkoholbehandlung tber 2 Wochen senkt die @pression der
proinflammatorischen Zytokink.-1betaund TNF-alphawéahrend einer postoperativen Infektion
mit Klebsiella Pneumoniaien Gehirn von Balb/c-Mausen. Welche Auswirkungea ldemmung
der proinflammatorischen Zytokine im Gehirn habédnnten Zelltodmessungen sowie

Verhaltenstests klaren.



4. Einleitung

4.1 Postoperative Sterblichkeit, Alkoholmissbrauchund nosokomiale Infektionen

Die postoperative Sterblichkeit bei nichtkardiokgien Eingriffen liegt in Deutschland
bei 2,5%. Dieser Wert variiert in verschiedeneropéarschen Landern, z.B. in Estland 1,2%, in
Polen 17,9%, in Lettland 21,5% und fiir ganz Euré@a Bei abdominellen Eingriffen liegt er
zwischen 5-7% (5% flur hepatobiliare Chirurige, 6% ©perationen des unteren Magen-Darm-
Trakts und 7% fir Operationen des oberen Magen-Baakts). Eine deutsche
epidemiologische Studie hat nachgewiesen, dassniskier Alkoholkonsumper se die
Mortalitdt um das 4,6 fache fur Frauen und um d&fache fur Manner im Vergleich zur
allgemeinen Bevélkerung erh8hDiese Problematik stellt eine groRe Herausfonigrdar, da
der Drogen- und Suchtbericht der Bundesregierumg2@i7 berichtet, dass in Deutschland 7,8
Millionen Personen zwischen 18 und 64 Jahren tidiahe Mengen Alkohol konsumiefen

Es ist bekannt, dass chronischer AlkoholkonsumRiai&ko postoperativer Sterblichkeit
nach groRen abdominellen Eingriffen um das Dre#aethoht®°. Frilhere Arbeiten von Spies
al. 1996, 2001 und 2004 haben gezeigt, dass zu defg&duKomplikationen bei diesen
Patienten eine Lungenentziindung zahlt, die den Keramausaufenthalt verlangert, oft eine
Behandlung auf der Intensivstation erfordert und ewner schlechteren Prognose assoziiert
ist*>’. Die postoperative Pneumonie kommt im klinischelttag oft vor, da etwa 20% der
Klinikpatienten missbrauchlich Alkohol konsumiefeAuf Intensivstationen ist sie die haufigste
postoperative Komplikation dieser Patientengrdppe

Das erhohte Risiko einer postoperativen Infektiendinronischem Alkoholkonsum wird
durch eine Funktionsstérung des Immunsystems \ahf$ "2und ist drei- bis vierfach hoher
im Vergleich zu Patienten ohne chronisch erhéhtémtolkonsurl. Weitere Infektionen, die
postoperativ.  bei  Alkoholmissbrauch  ofter vorkommensind  Wundinfektionen,
Harnwegsinfektionen, Tracheobronchitis und Sépsis

Die Infektionen, die sich im Rahmen des Krankenhafenthaltes entwickeln (48 h nach
der Aufnahme in das Krankenhaus), werden als nos@fe Infektionen bezeichnet. Die
gesamte Pravalenz aller nosokomialen Infektion@apbhangig von der Alkoholanamnese, lag
im Jahr 2016 in Deutschland bei 3,6% und zu denhdrefigsten Infektionen zahlen hier untere
Atemwegsinfektionen (24%, fast 90% davon waren dineumonien, in 35,3%

beatmungsassoziiert), postoperative Wundinfektion@2,4%) und Harnwegsinfektionen



(21,6%). Die hochste Pravalenz der nosokomialeektidnen wurde auf Intensivstationen
beobachtét

Die nosokomiale Pneumonie verdient hier besonder@cBtung, da sie durch erhdhte
Mortalitdt gekennzeichnet ist. Nach den Daten \eestener Studien liegt die Letalitat
nosokomialer Pneumonien bei bis zu 11*8%vobei bei einer Lungenentziindung iebsiella
pneumoniadlie Sterblichkeitsrate 50% erreichen kahrKlebsiella pneumoniaést ein gram-
negatives opportunistisches Stabchen und wurde %&% der nosokomialen unteren
Atemwegsinfektionen in Deutschland im Jahr 2016 hgewieseh Beatmungsassoziierte
Pneumonien bei Intensivpatienten werden hauptsdchlidurch KlebsiellaSpezien
hervorgerufen. Da diese Bakterien zunehmende AmtilKairesistenzen nachweisen, stellt die
Therapie deKlebsiellaInfektionen im klinischen Alltag eine grol3e Herfnderung dar. Wie
alle anderen gram-negativen Erreger be¥iebsiella pneumoniaden starken Virulenzfaktor
Lipopolysaccharid (LPS) auf ihrer Oberflache, darath Aktivierung derToll-like Rezeptoren
(TLRs), hier im besonderéfLR4, eine Entziindungsreaktion staltet

4.2 Alkoholwirkung auf das Immunsystem

Die zwei wichtigsten Faktoren, die postoperativ tasunsystem negativ beeinflussen,
sind der chirurgische Eingrifber seund Ethanol, welcher verschiedene Ebenen derlaedtu
und humoralen Immunantwort verandgéft*?*3 Es werden viele negative Wirkungen des
Ethanols auf das Immunsystem beschriéféfi Zu den wichtigen Alkoholeffekten z&hlt hier
die Expressionshemmung von Zytokinen, die eine Kamkation zwischen den Immunzellen
ermoglichen, sowie viele lokale und systemische KWigen aufweisen und daher auch als

,Hormone des Immunsystems* bezeichnet wetd&fr( Abb. 1).
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Abbildung 1: Chronischer Alkoholkonsum hemmt dasmiamsystem durch Veréanderungen der Hypothalamus-
Hypophysen-Nebennierenrinde-Achse. Ahnlich eingesStreaktion kommt es zu einer erhdéhten Sekretam v
Glucocorticoiden, die Produktion von Zytokinen wirdrmindert. CRH Corticotropin-releasing hormoneACTH

— Adrenocorticotropic hormorté

Die alkoholinduzierte Modulation des Immunsystestssehr komplex. Einerseits wurde
eine Immunsuppression und eine Inkompetenz in dekaBpfung der Infektionen

beschriebeh® 121617

anderseits  verursacht eine chronische Ethanelgabinen
proinflammatorischen Zustand, der mehrere Organéiffbe(Abb. 2)*°. Im zentralen
Nervensystem (ZNS) kommt es zur Aktivierung und rWehrung der immunkompetenten
Mikroglia und Astrozyten. Ethanol schaltet TLR4 uRdR2 durch Interaktion mitipid Raftsin
diesen Zellen an, wobei es zur Freisetzung vomflashmatorischen Zytokinen, unter anderem
Interleukin (IL)-1beta und Tumornekrosefaktor-alpfiENF-alpha) sowie zur Bildung des
Inflammasoms kommt, ein Proteinkomplex, der dieedogene Immunantwort initiiért*8
Der IL-lbeta und TNF-alpha Anstieg im ZNS kann du@ndere Mechanismen verstarkt
werden. Ethanol zerstort die Barrierefunktion dearmds, wodurch es zur Passage der
Residentflora oder ihren Bestandteilen, wie z.BSLkhs Blut kommt, was eine systemische
Entziindungsreaktion auslést, die zu einer Neuranmfhation fuhr*® Eine Hauptfunktion im
Kampf gegen Pathogene im Gehirn haben Mikrogliae@ll die durch LPS ebenso via TLR4
aktiviert werden und eine Immunreaktion ausld%éh Die Erkennung der Pathogene entsteht
hauptsachlich in den zirkumventrikularen Organere H#eine Blut-Hirn-Schranke (BHS)
besitzen: das Organum vasculosum laminae terminddis Organum subfornicale, die Area

postrema und die Eminentia medi&ha&hronischer Alkoholkonsum verursacht zunéchsgrein



TNF-alpha Anstieg in der Leber. Proinflammatoris@ytokine spielen eine grof3e Rolle in der
Entwicklung der alkoholinduzierten Leberschadigiin{

Gliazell-Aktivierung
[ GEHIRN ] HIL-1beta, TNF-alpha
Neuroinflammation

T

1 Zytokinproduktion und Freisetzung ins Blut,
P ad LEBER | unter anderem TNF-alpha

Systemische Inflammation

T

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

DARM tDarmpermeabilitat

Abbildung 2: Chronische Ethanolgabe verursacht elnflammation, die mehrere Organe betrifft. Die
Darmpermeabilitéat wird durch Ethanol erhéht undkesmt zur Passage der Residentflora oder ihreraBdgilen,
z.B. LPS, ins Blut. Infolgedessen wird eine systahé Inflammation gestartet und in der Leber die
Zytokinproduktion, unter anderem von TNF-alphayksteerstarkt. Im Gehirn kommt es zur Gliazell-Akéwng
und Neuroinflammatioi*®

4.3 Interaktion von Immunsystem und Gehirn

Die angeborene Immunantwort auf periphere Traumdt Infektionen induziert eine
Neuroinflammation, welche ein Krankheitsverhalteroduziert, um weitere Verletzungen
einzuddmmen und die Reparatur einzuleiten. Das KKeitsverhalten Sickness behavipr
einschliel3lich der gestdorten Wahrnehmung, wird ldumeuronale und humorale Bahnen beendet,
die die Entzindung gegenregulieren. In KklinischeituaBonen ist diese angeborene
Immunantwort anfallig, da sie durch Alter und Legstil beeinflusst werden kann und es zu
einer verstarkten oder langer anhaltenden Entzimdiammen kann. Wenn die Entztindung
nicht angemessen reguliert wird, stort eine anhdéeNeuroinflammation die synaptische

Plastizitdt, die den Lern- und Gedachtnisaspekten Kognition zugrunde liegt. Zu den

10



Komplikationen, die sich daraus ergeben, gehérenpdestoperative Delirium (POD) und die
postoperative kognitive Dysfunktion (POCH)

In Abbildung 3 ist dargestellt, wie es zum lokalénlbeta und TNF-alpha Anstieg im
ZNS kommt sowie welche lokalen und systematischeswirkungen die Neuroinflammation
hat. Zur Aktivierung der Entztindungsreaktion koneatdurchpathogen associated molecular
patterns (PAMPs, z.B. LPS) unddamage associated molecular patter(BAMPs, z.B.
zytosolische/nukleare Proteine, die durch belasider sterbende Zellen freigesetzt werden via
zwei Rezeptorarten:intracellular pathogen recognition receptor¢PRRs) oder TLRS).
Resultierend erfolgt die Inflammasombildung, eins#@am von Neurotrophilen und die
Differenzierung von Lymphozyten. Es kommt zur Swsi von Prostaglandinen und weiteren
Zytokinerf 1224

Die Zytokine, die peripher freigesetzt werden, \d@kten vagale Afferenzen und
katecholaminerge Transmission des sympathischeweNsystems. Es kommt zur Erregung der
Mikroglia und IL-1beta / TNF-alpha Freisetzung inet@rrf>%°

IL-1beta sowie TNF-alpha werden als wichtige priaimfimatorische Zytokine betrachtet.
Im Gehirn werden sie unter anderem von Oligodendeosz Mikroglia, Astrozyten und
Makrophagen sezerniert. Sie besitzen eine regidat Rolle im ZNS und sind an
Mechanismen fiir Lernen, Gedachtnis und Wahrnehnhateiligt>* Als wichtiger Teil des
Inflammasoms sind sie entscheidend, um die angeboimunantwort zu initiierén, unter
anderem wahrend einer bakteriellen Pneumonie.

Durch den Ubertritt von den im Blut zirkulierenddnlbeta und TNF-alpha via BHS
wird ihr Anstieg im ZNS zusétzlich verstatkf®® Die beiden Zytokine haben eine
synergetische Funktion und stimulieren die eigezi@@ion gegenseitfg

Aus der Literatur ist bekannt, dass eine asemigoperation eine Neuroinflammation
verursachen kardf'*?’ Su et al. 2012 zeigten ursachlich dafir die DAMPs Bildung in
operiertem Gewebe mit folgender Aktivierung CCR2sripherer Monozyten via PRRs. Es
kommt zur Freisetzung von proinflammatorischen Kiyten in der Peripherie, Stérungen der
BHS durch TNF-alpha und der Migration von CCR2+ Blmenmarksmakrophagen durch die
gestérte BHS ins Gehirn. Diese Zellen setzten weipgoinflammatorischen Zytokine im ZNS
frei und verursachen eine Neuroinflammatfbon

Der lokale Anstieg von IL-1beta und TNF-alpha imZINat eine entscheidende Rolle in
der Aktivierung der Akute-Phase-Reaktion, die adebrile Reaktion genannt wifd?® Sie
besitzt eine physiologische Funktion im Kampf geggstemische und lokale Pathogene, indem

sie das autonome Nervensystem, das Hormonsystendas&/erhalten beeinflusst. Zu diesen
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Anderungen zahlen z.B. die Erhohung der Korperteatpg die Aktivierung der
Hypothalamus-Hypophysen-Nebennierenrinde-Achse AGQTH -Anstieg, Sickness behavipr
die Anorexie, die Ubelkeit und das Erbrectf

Glia Zellen

Gehirn

B
é“?’&(\

TNF-alpha

tILG
IL1-beta
Trauma, Infektion | @
DAMPs, PAMPS . =
\—’m_rﬂ_——_,.j.Nebenniere

\ o \

Immunzellen

ACTH wSickness behavoir”

P e

Abbildung 3: Interaktion von Immunsystem und Gehirn. Pathogen-associated molecular pattern molecules
(PAMPs) unddamage-associated molecular pattern molec(EsMPS) initiieren eine Immunantwort als Reaktion
auf Traumata, Infektion oder Gewebeschaden welaih&mnkheitsverhaltensickness behavqirverursacht, um
weitere Verletzungen einzudammen und die Repagtzuleiten. Es existieren drei Wege fur den Tpanisvon
pro-inflammatorischen Zytokinen zum Gehirn: neufaimoral und zellular. Der neuronale Weg wird tHden
afferenten Vagusnerv vermittelt welcher durch Zytek aktiviert wird. Im Gehirn werden daraufhin pro-
inflammatorische Zytokine von Glia Zellen sezerhi®@ie Gegenregulation der Entziindungsreaktionlgtrfdber
den efferenten Vagusnerv mittels Acethylcholin (ACtzZytokine und andere Stressoren verstarken die
hypothalamische Sekretion des Corticotropin-freisetlen Hormons (CRH), welches eine adrenocortipetro
Hormon (ACTH) Freisetzung induziert und Uber die bBieniere zu einer Glukokortikoid-vermittelten
entziindungshemmenden Reaktion fuhrt. Beim zellaldhgeg infiltrieren Immunzellen Gber eine gestorteitB
Hirn-Schranke (BHS) in das Gehirn und setzen dartipflammatorische Zytokine frei. Eine verstarkiger langer
anhaltenden Neuroinflammation kann zu Neurodegéparand kognitiven Stérungen filhferi®

Hohe Konzentrationen von IL-1beta und TNF-alphaemabinen negativen Einfluss auf
Neuronen. Die Neuroinflammation verursacht die tefisng von reaktiven Sauerstoffspezies
(reactive oxygen specieROS) und kann via Apoptose zum Zelltod von Nearofilhren. Diese
Prozesse umfassen unter anderen Regionen im Gdharfyr Aufmerksamkeit und Gedachtnis
verantwortlich sind (z.B. Kortex und Hippocampdsf*>?* Aus klinischer Sicht sind zwei
Krankheitsbilder relevant: das postoperative Datiri(POD) und die postoperative kognitive
Dysfunktion (POCD), wobei hier Gberwiegend alteatiéhten betroffen sind. Zu den anderen

Risikofaktoren zahlen unter anderem praoperativikololkonsum sowie eine postoperative
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Infektion””*"*2 POD entwickelt sich akut Stunden bis Tage nachQieeration, beeintrachtigt
Aufmerksamkeit und Bewusstsein des Patienten uliktbsich Tage bis Wochen nach dem
Eingriff meistens wieder zuriitk Die Brain-ICU-Studie 2010 hat die POD Haufigkiedti 821
Patienten mit Altersmedian 61 als 74% eingeschatzDieses Krankheitsbild ist
lebensbedrohlich und erfordert eine Intensivbehamgll fihrt zu erhdhter Sterblichkeit,
steigenden Behandlungskosten sowie einem erhoh&koRan einer Demenz zu erkranken.
POCD unterscheidet sich von der POD durch eineel@ngd.atenz und Dauer (zeigt sich
Wochen/Monate nach der Operation und kann mehrengadd nach dem Eingriff persistieren)
sowie durch einen langsameren Beginn der Symptomier anderem Aufmerksamkeits- und
Gedéchtnisstérung®n Sie tritt bei circa 40% der iber 60-jahrigen @atén auf, wobei 3
Monate postoperativ immer noch 12% betroffen ¥indu den wichtigsten Komplikationen, die
durch  POCD verursacht werden, gehdren eine erhohkéortalitdt sowie
Funktionseinschrankungen des Patiefften

Eine mdogliche Erklarung, warum die Neuroinflammatibur Neurodegeneration fihrt,
liefert die Tatsache, dass IL-lbeta und TNF-alpha &ynthese und Wirkung von
Neurotrophinen, unter anderebmain-derived neurotrophic facto(BDNF) und Neurotrophin
(NT)-3, negativ beeinflusséh®>® Es ist bekannt, dass erhéhtes IL-1beta via Iktiera mit
BDNF die Neuroplastizitat (Langzeit-Potenzierungh iHippocampus und dadurch vom
Hippocampus abhangige Gedachtnisleistungen beefig®. Die genaue POD/POCD
Pathogenese ist jedoch nicht bekadhnt

4.4 Neurotrophine — Link zwischen Neuroinflammatian und kognitiven Stérungen

BDNF und NT-3 gehoéren zu den Wachstumsfaktorenhesitzen eine wesentliche Rolle
in der Entwicklung und korrekten Funktion des Nesastems, unter anderem auch beim
Lernen und beim Gedachtnis. Sie werden als NeybinePrakursoren synthetisiert, die auch
biologische Aktivitat nachweisen, und in einembounding Prozess in die reifen Formen
umgebaut werden. Nach der Freisetzung in die exdtrdd@re Matrix binden sie an mehrere
Membranrezeptoren (Abb. 4) und schalten Signalweige die fur die Neuroplastizitat des
Gehirns entscheidend sind. Die Aktivierung viynosine kinase receptor€rkA, TrkB oder
TrkC) durch BDNF und NT-3 unterstitzt unter anderdie Neurogenese, die neuronale
Migration, die Zelldifferenzierung, die Myelinisiemg, das Zelliberleben, die Synapsenbildung

sowie das axonale und dendritische Wach3timZzu den Neurotrophinrezeptoren z&hlt auch
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der neurotrophin receptor p7§75NTR), der mehrere Liganden und eine Doppelionkhat:
seine Freischaltung kann entweder das Zelluberlebder den apoptotischen Zelltod

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

| |

Zelliberleben, Neurogenese Zelliberleben, Neurogenese /
apoptotischer Zelltod, Neurodegeneration

Abbildung 4: Die intrazellularen Signalwege, die durch Neurotropine aktiviert werden. Tyrosinkinase
RezeptorproteinéTRK) werden durch die reifen Formen von BDNF unb-Blaktiviert. Interessanterweise hat der
p75NTR-Receptor (p787) mehrere Liganden, unter anderem sogar die Prédensier Neurotrophine (Pro-BDNF,
Pro-NT-3). Die komplexe Wirkung der neuronalen Wsamsfaktoren kann Mechanismen fir das Zellibenebe
oder den Tod durch Apoptose ausldset; *

Mehrere Studien haben den Link zwischen Alkoholkomsind BDNF-Expression im ZNS
untersucht: die akute Ethanolgabe verursacht indinen Anstieg von BDNF im Corpus
striatum, der nach chronischer Intoxikation miteemBDNF-Abfall im Kortex verbunden ist.
Der initiale Anstieg konnte ein Abwehrmechanismuwsns der in der Anfangsphase des
Alkoholkonsums schuitzt. Die spatere Senkung der BiEXpression im ZNS ist fur die
Entwicklung des Alkoholmissbrauches verantwortiichi*® Der Ethanolentzug, dem
alkoholkranke Patienten wahrend des Krankenhaustua#is oft unterzogen werden (z.B. nach
einer Operation), ist besonders fir das BDNF-Nivgatéhrlich. Die Abnahme von BDNF im
Gehirn ist mit dem Eintritt des Delirium Tremenseaaiert, das die schwerste Verlaufsform des
Entzugssyndroms it und von der bis zu 50% der Patienten, die Alkomi$sbrauchen,

postoperativ betroffen sein konfen
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5. Fragestellung und Ziele

Die postoperative Lungenentzindung ist einer deufipsten Komplikationen bei
alkoholkranken Patienten, sie wird oft dut€lebsiella pneumoniaeerursacht und durch einen
schwierigen Verlauf und eine erhéhte Mortalitat gekzeichnét "1’ Das genaue Verstehen
der Entzindungsreaktion gegé#ttebsiella pneumoniasowie Mechanismen, wie chronischer
Alkoholkonsum diesen Prozess moduliert, ist wiclitig die Pravention der Pneumonie sowie
die Verbesserung der vorhandenen Therapien. Priehdlieser Arbeit war die Untersuchung,
welchen Einfluss chronischer Alkoholkonsum auf Biesynthese der pyrogenen Zytokine IL-
lbeta und TNF-alpha im Gehirn wahrend einer posatpen Infektion
mit Klebsiella pneumoniabat. Bisher gibt es keine Studien, die den Alkehdluss auf die IL-
lbeta und TNF-alpha Produktion im ZNS wahrend epustoperativen Pneumonie untersucht
haben. POD und POCD sind haufige, lebensbedrohliohé die Sterblichkeit erhéhende
Komplikationeri’. Praoperativer Alkoholkonsum sowie postoperativiektion gehdren zu den
Risikofaktoren fiir eine POD oder POCD Entstefiiy®? Als potentiale Ursache dieser
Krankheiten wird die Neuroinflammation und ihre agge Auswirkung auf Neurotrophine,
unter anderem BDNF, benafiit>®* Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war es daher zu
untersuchen, welchen Einfluss chronischer Alkohatkon und eine postoperative Infektion mit
Klebsiella pneumonigeallein und in Kombination, auf die postoperatiB®NF und NT-3
Synthese im ZNS haben. Bisher gibt es keine Studie das untersucht haben.

Hypothese 1:

« Wahrend einer postoperativen Lungenentziindundhalisiella pneumoniadeeinflusst
chronischer Alkoholkonsum die Biosynthese der pgrmm Zytokine IL-lbeta und
TNF-alpha im Gehirn.

Hypothese 2:

« Préaoperativer chronischer Alkoholkonsum mindert pgastoperative Biosynthese der

Neurothropine BDNF und NT-3 im Gehirn.

Hypothese 3:

- Die postoperative Lungenentziindung miKlebsiella pneumoniamindert die

postoperative Biosynthese der Neurotrophine BDNGFNT®-3 im Gehirn.
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Hypothese 4:
« Wahrend einer postoperativen Lungenentziindundgiehsiella pneumoniabeeinflusst
chronischer Alkoholkonsum die Biosynthese der Ngophine BDNF und NT-3 im

Gehirn.

Die Forschungshypothesen sollten an einem Mausmadilels molekularbiologischer

Methoden auf Gen- und Protein-Ebene untersuchtewmerd
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6. Material und Methoden

6.1 Material

Bezeichnung Produzent Ort
6.1.1 Chemikalien
Acrylamid (40%) Roth Karlsruhe
Agarose Peqglab 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-HCI Roth Karlsruhe
Tween® 20 Serva Heidelberg
B-Mercaptoethanol Sigma-Aldrich Steinheim

6.1.2 Puffer und Kits

10xDreamTa'(FfVI Grenn Buffer

Thermo Scientific

Rockford, USA

50x TAE-Puffer Roth Karlsruhe
DPBS (10x) Life Technologies Kalifornien, USA
GoTag® 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 RNAPurg” Peglab 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® Turbd" 5x Transfer

Buffet

Bio-Rad

Minchen
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6.1.3 Primer und Sonden

BDNF

(forward-/reverse-Primer, Sonde) |Metabion Miinchen
HPRT

(forward-/reverse-Primer, Sonde) |Metabion Miinchen
IL-1beta

(forward-/reverse-Primer, Sonde) |Metabion Minchen
NT-3

(forward-/reverse-Primer, Sonde) |Metabion Minchen
B-Aktin (forward-/reverse-Primer) |Metabion Miinchen
TNF-alpha

(forward-/reverse-Primer, Sonde) |Metabion Miinchen

6.1.4 Antikorper

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
B-Aktin A5316 Sigma Missouri, USA
6.1.5 Molekulargewichtsmarker

GeneRulel™ 100bp DNA Ladder | Fermentas St. Leon-Rot
Precision Plus Proteil

Kaleidoskopé" Standard Bio-Rad Miinchen

6.1.6 Enzyme

Dnase (2U/uL)

Thermo Scietific

Rockford, USA

DreamTaq" DNA Polymerase
(5U/uL)

Thermo Scietific

Rockford, USA

M-MLV Reverse Transkriptase

(200U/uL) Promega Madison, USA
Rnasin (R) Ribonuclease Inhibitors

(40U/uL) Promega Madison, USA
6.1.7 Gerate, Instrumente

7500 Realtime PCR System Applied Biosystem Darmstadt
BioRad Power Pat” HC Miinchen
FastPrep®-24 M.P. Biomedicals Irvine, California, USA
Fusion solo S vilber lourmat Peglab Biotechnologie Erlangen

Kern PKT 3000-2 KERN&Sohn GmbH Balingen
Mikrowelle Bosch Gerlingen
Mini-Protean® Tetra Cell Bio-Rad Munchen
Molecular Imager® ChemiDAl!

XRS+ Bio-Rad Munchen
NanoDrop ND-1000 Peglab Biotechnologie Erlangen

PCR Thermozykler vapo.protect |Eppendorf Hamburg
Pipetten 1Ql, 100ul, 100Qul Eppendorf Hamburg
Power Pat” HC Bio-Rad Miinchen
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Thermomixer compact Eppendorf Hamburg
Transfer-Blot® Turbd" Transfer

System Bio-Rad Minchen
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 M20(Q Tecan Crailsheim
6.1.8 Verbrauchsmaterialien

96-Well Plate Trevigen® Maryland
Einmalhandschuhe VWR International bvba Malaysia
Extra Thoick Blot-Paper (15x20cm| Bio-Rad Munchen
Glas- und Spacer-Platten (0,75mm Bio-Rad Minchen

MicroAmp® Optical Adhesive Film
PCR Compatible

Applied Biosystem

Kalifornien, USA

Nitrocellulose Membran (0;iZn)

Bio-Rad

Minchen

PCR 8er-SoftStrips 0,2ml Farblos

Biozym Biotech Trading
GmbH

Wien, Osterreich

PCR 96-Well TW-MT-Platte, farblo

Biozym Biotech Trading
GmbH

Wien, Osterreich

Pipettenspitzen 10, 10Qul, 100Qul | Sarstedt Numbrecht
Reaktionsgefal3e 0,5 und 1,5ml | Sarstedt Numbrecht
Serologische Pipetten 5 und 10ml | Falcon ® Durham, USA

6.1.9 Software

7300 System Software

Applied Biosystem

Kalifornien, USA

Fusion Peglab Biotechnologie Erlangen
GraphPad Prism 4 GraphPad Software La Jolla, USA
Magellan TM Data Analysis
Software Tecan Crailsheim
NanoDrop 2000 Peglab Biotechnologie Erlangen
6.1.10 Losungen

Bezeichnung Zusammensetzung

1% BSA-LOsung

1% BSA in PBST

5x Laemmli-Puffer

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

0o

10x Laufpuffer (SDS-PAGE)

1% SDS

1,92 M Glycin, 250mM Tris-HCI (pH 8,3),

5% Milchpulver-Losung

5% Milchpulver in PBST

4x Sammelgelpuffer

0,4% SDS, 0,5 M Tris-HCI (pH 6,8)

4x Trenngelpufer

0,4% SDS, 1,5 M Tris-HCI (pH 8,8)

PBST

1x PBS mit 0,05% Tween® 20
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6.2 Methodenubersicht

[ Tiermodell }

[ Untersuchung [ Untersuchung A
auf Geneben | | auf Proteinebent

f RNA-IsoIierung\ f Proteinisolierund

-

(. J - J
RNA- ELISA:
Integritatses IL-1beta TNF-alfa
Reverse Western Blot:
Transkriptior BDNF, NT-3

[ B-Aktin PCR ]_
[ gPCR }

Abbildung 5: Die Darstellung der angewendeten Mdém fir die Gen- und Proteinexpressionsmessung
der Zytokine IL-1beta und TNF-alpha und der Newphine BDNF und NT-3.

6.3 Tiermodell

Alle Versuchsverfahren wurden durch das LandesaimtGesundheit und Soziales
(LaGeSo), Berlin genehmigt (Genehmigungsnummer2G3(5). Die verwendeten weiblichen
neun Wochen alten Balb/c-Mause stammten aus dehtZ@aton Charles River (Sulzfeld,
Deutschland) und wurden in der tierexperimentelgmrichtung, Campus Virchow Klinikum,
Berlin gehalten. Die Tiere hatten einen 12h/12ht-idunkel-Wechsel, Wasser und Futset
libitum sowie eine pathogenfreie und temperaturkontredieimgebung.

Nach einer Woche Adaptationszeit (Abb. 6) erfolgber 14 Tage 1x taglich eine Injektion mit
Ethanol (i.p., 3,8 mg/kg/KG) bzw. physiologische dksalzlosung (jeweils um 8:30 Uhr). Am
14. Tag wurden die Mause einer medianen LaparatdesdJnterbauchs unterzogen, unter einer
Inhalationsnarkose mit Sauerstoff (0,8 L/min) usdfluran (1,5-2%). Die Operation umfasste
das sterile Offnen des Peritoneums auf 2cm, daklieBen der Bauchhohle mit
Einzelknopfnahten (Vicryl 5/0) und das Einsetzemesi Sprihverbandes. Am 2. postoperativen

Tag (Tag 16), wahrend einer Narkose mit Midazolah®0(mg/kg/KG) und Ketamin
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(4 mg/kg/KG), wurde den Tiereiilebsiella pneumoniaéx10 KBE in 50 uL NaCl 0,9% bzw.
50 puL NaCl 0,9% intranasal appliziert. 24 h bz®&.Mdanach wurden die Tiere unter Narkose
(250 mg/kg/KG Ketamin und 100 mg/kg/KG Midazolam)ittels Genickbruch getétet, es
erfolgte eine rasche Dekapitierung, die Gehirndntm&a und das Einfrieren des Materials bei
-80 °C.

1. Woche 1T al% Tl‘zg Tag 15 Tag 16 Tag 17 Tag 18
Adaptation
EtOH/NaCl
Injektion (i.p.)
oP Infektion: Sham/
K. pneumoniae
T6tung der 24 h-| T6tung der 48 h-
Gruppen und Gruppen und
Gehirnentnahme  Gehirnentnahme

Abbildung 6: Zeitlicher Versuchsablauf

Die Gruppeneinteilung der Tiere basierte auf derbgbandlungsart (NaCl oder Ethanol), dem
Infektionstyp (Sham odd€.penumoniagsowie dem Toétungszeitpunkt (24 h oder 48 h)(Tab.

Tabelle 1: Gruppeneinteilung

Nr. Art der Vorbehandlung + OP + | Totungszeitpunkt in h Anzahl der Name der Gruppe
Art der Infektion (nach Tag 16) Tiere

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. NaCli.p. + OP + Sham 24 8 NaCl+OP+Sham-24h
6. NaCli.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. NacCl i.p. + OP K. pneumoniae 24 8 NaCl+OP+Kleb.-24h
10. | NaCli.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
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6.4 Genexpressionsanalyse
6.4.1 RNA-Isolierung

Zur Untersuchung der Genexpression erfolgte dikelsmg der Gesamt-RNA gemal3 der
Guanidinisothiocyanat-Phenol-Chloroform Extraktioeshodé?.
Zuerst wurden ca. 100 mg des tiefgefrorenen Gebwetes abgeschnitten, so dass die
Regionen Kortex, weilde Substanz, Basalganglien dintbisches System, mdglichst
eingeschlossen waren. Die Homogenisierung der Rroédolgte in 800 uL peqGOLD
RNAPuré™ mittels Fast Prep®-24 (Starke 6.0 (iber 40 s). Ngwolr 5-minitigen Inkubation auf
Eis wurde das entstandene Homogenat abpipettiait innneue ReagenzgefalRe Uberfuhrt.
Danach erfolgte eine Zugabe von 160 puL Chlorofadias Mischen der Proben tber 10 s und
eine erneute 5 mindtige Inkubation auf Eis. Im s&eh Schritt erfolgte eine Phasentrennung
durch Zentrifugation fur 5 min bei 12.000 g undCl Die wassrige obere Phase enthielt die
RNA und wurde in neue Reagenzgefal3e fur die welemvendung Uberfihrt. Ein gleiches
Volumen Isopropanol wurde hinzugegeben, die Profignl0 s gemischt, 15 min auf Eis
inkubiert und fur 10 min bei 12.000 g und 4 °C riémgiert, so dass der Uberstand abpipettiert
und entsorgt werden konnte. Das verbliebene Pelletie in weiteren Zentrifugationsschritten
(5 min, 12.000 g, 4 °C) zweimal mit 300 uL 70% Etblagewaschen, getrocknet und in 30 pL
H.O geldst (3 min Inkubation im Thermomixer bei 55.°Cie Lagerung der Proben erfolgte bei
-80 °C.
Die Konzentrationsbestimmung der Gesamt-RNA eréolgittels photometrischer Messung mit
dem NanoDrop: es wurde jeweils 1 pL der hergestelRNA-Losung verwendet, um die
Absorption bei einer Wellenlange von 260 und 280zunerfassen. Die Reinheit wurde Uber die
Absorptionsverhaltnisse 260/280 und 260/230 autisctaberechnét.

6.4.2 RNA-Integritatstest

Zuerst wurde 1,59 Agarose in 100 mL 1x TAE-Puffeufgeldst (durch kurzes
Aufkochen in der Mikrowelle) und nach der Abkihlub@ puL Ethidiumbromid zugegeben. Die
fertige Mischung wurde in eine Gelkammer gegossehnach 30 Minuten Wartezeit konnte der
Probenauftrag erfolgen: jeweils 1 ug der RNA ungll10xDreamTaf" Trenn Buffer
aufgeflllt mit PCR Wasser bis zu einem Volumen \U@hulL. In die erste Geltasche wurde
10 pL eines DNA-Molekulargewichtsmarker aufgetragear Gellauf erfolgte Uber 45 min bei
100 V in 1x TAE-Puffer, danach wurde die RNA und.ggontaminationen (Proteine, DNA)
mittels UV-Licht und Molecular Imager® detektiert.
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6.4.3 Reverse Transkription

Fur jede Probe wurde folgende Losung vorbereitgiig4RNA, PCR-HO bis zum
Volumen von 21,5 pL plus 2 puL Oligo(dt)Primer. aginer Inkubation von 10 min bei 75 °C
wurde der Mastermix (Zusammensetzung s. Tab. 2ulgegeben und es erfolgte eine weitere
Inkubation im PCR Thermozykler fur 30 min bei 37 ¢é@d 5 min bei 75 °C. Anschlie3end
wurde fur jeden Ansatz 1 pL M-MLV Reverse Transtage und 1 pL Rnasin® Ribonuclease
Inhibitor hinzugegeben, 1 h bei 42 °C inkubiert umid einem kurzen Temperaturanstieg (5 min,
95 °C) beendet.

Tabelle 2: Reverse Transkription — BestandteileMastermix fiir eine Probe

Bestandteil Volumen (uL)
M-MLV RT 5x Reaktionspuffer | 8
dNTPs 4
DNase 2
Rnasin® Ribonuclease Inhibitors 0,5
Gesamtvolumen 14,5

6.4.4 B-Aktin Kontroll PCR

1 pL der cDNA wurde mit jeweils 49 pL des Mastermdusammensetzung s. Tab. 3)
gemischt. Es erfolgten zwei Kontrollen: statt cDN#Aurden einmal 1 puL Wasser
(Negativkontrolle) und einmal 1 pL RNA(-RT Kontre)lverwendet. Das Programm fGAktin
wurde im PCR Thermozykler gestartet (Tab. 5), ims&mnuss erfolgte eine horizontale

Elektrophorese im Agarosegel (analog zu Schrit26)4

Tabelle 3 FAktinPCR - Bestandteile des Mastermix fur eine Probe

Bestandteil Volumen
(L)

DreamTaq" green Buffer

F-Primer (0,5 uM)

R-Primer (0,5 uM)

S ESNENE S

dNTPs (2,5 mM)

DreamTaq" " DNA Polymerase| 0,3

PCR-H0 31,7

Gesamtvolumen 49

Tabelle 4;5-AktinPCR - Sequenzen der verwendeten Primer

F-Primer GTACAACCTCCTTGCAG CTCCT

R-Primer TTGTCGACGACGACGGC
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Tabelle 5:Programm fli3-Aktin Kontroll PCR

Temperatur (°C)  Zeit Zyklenzahl
95 5 min 1

95 30s

58 45 s 40

72 45 s

72 7 min 1

6.4.5 Quantitative Real Time PCR

Die quantitative Real Time PCR (gPCR) wurde mit dmektiven FAM-TAMRA-

Sonden durchgefiitfft Die Genexpression wurde mittels relativer Quaziéfung, der delta-

delta Ct Methode, berechfietAls Haushaltsgen wurddPRT verwendet. Fiir jede untersuchte

Probe erfolgte eine Dreifachbestimmung (die verve¢grd Materialen und die Angaben fur den

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

Auswertung nicht mit eingeschlossen.

Tabelle 6: gPCR - Bestandteile des Mastermix fiieeiAnsatz (+3,25 pL Probe).

Bestandteil Volumen (uL)
GoTag® Probe gPCR 75
Master Mix inkl. CXR ’
Primermix 3,45
Sonde 0,6
Wasser 0,2
Gesamtvolumen 11,75

Tabelle 7: gPCR - Sequenzen der verwendeten PrinteGonden

Gen Sequenzen

F-Primer | ATC ATT ATG CCG AGG ATT TGG AA

HPRT | R-Primer | TTG AGC ACA CAG AGG GCC A
Sonde TGG ACA GGA CTG AAAGAC TTG CTC GAG ATG
F-Primer | TGACGGACCCCAAAAGATGA

IL- R-Primer | TGCTGCTGCGAGATTTGAAG

lbeta | Sonde CTTCCAAACCTTTGACCTGGGCTGTCC
F-Primer | TCG AGT GAC AAG CCC GTA GC

TNF- | R-Primer | CTC AGC CAC TCC AGC TGC TC

alpha | Sonde CGT CGT AGC AAA CCA CCA AGC GGA
F-Primer | GGGACTCTGGAGAGCGTGAAT

BDNF | R-Primer | TTCGATGACGTGCTCAAAAGTG
Sonde AGGTTCGAGAGGTCTGACGA
F-Primer | TGCAACGGACACAGAGCTAC

NT-3 | R-Primer | TGCCCACATAATCCTCCATT
Sonde CTGAGTGACAGCACCCCTTT
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Tabelle 8: gPCR - Einstellungen des Thermozyklers

Temperatur (°C)  Zeit Zyklenzahl
95 2 min 1

95 15s

60 1 min 45

6.4.6 Effizienzbestimmung

Die Effizienzbestimmung diente zur Uberprifung d&imer sowie der Bestimmung einer
optimalen Menge von cDNA fiur die qPCR. Fir jedes umtersuchende Gen wurden
Verdunnungen hergestellt die 12,5 ng, 25 ng, 50may100 ng cDNA enthielten und die gPCR
gemall dem Protokoll durchgefuhrt. AnschlieRend wwethe lineare Funktion x=log(conc.),
y=Ct und die Effizienz durch eine Formel: EZ4®1 berechnet. Fiir jedes Gen wurden die
optimalen cDNA-Mengen ausgesucht und weiter verwenfiir die die Effizienz von gPCR
zwischen 90-100% |48

6.5 Analyse auf Proteinebene

6.5.1 Protein — Isolierung

Die Homogenisierung von 50 bis 100 mg tiefgefroreMausgehirns erfolgte in 300 pL
Radioimmunoprecipitation assduffer (RIPA) mittels Fast Prep®-24. Nach einem2idtigen
Inkubation auf Eis wurden die Proben fir 10 min 8600 g und 4 °C zentrifugiert. Die obere
Phase wurde in neues Reaktionsgefald Uberfihrt ured zsveite Zentrifugation (20 min bei
17.000 g und 4 °C) angeschlossen. AnschlieRendevded Uberstand, der die zytosolischen
Proteine enthielt, in ein neues Reaktionsgefal3fiiberund bei -80 °C gelagert.

Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgté dar bicinchoninic acidMethode (BCA)
gemaR der HerstellerangaBerowie mittels des Mikrotiterplattenreaders Ifink®200 und der
MagellaT™ Data Analysis Software der Firma TECAN.

6.5.2 Enzyme-linked immunosorbent Assay

Der Enzyme-linked immunosorbent Assay (ELISA) wugkmald der Herstellerangaben
durchgefiihf®*® Der Verdiinnungsfaktor fiir die Proben lag zwisci2eh und 3,43 je nach
Volumina, die Absorptionsmessung erfolgte mitteds TECAN Mikrotiterplattenreaders Ifinite
M200. Die Konzentration der Zielproteine wurde rhitife der MagellaA¥ Data Analysis

Software ermittelt.
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6.5.3 Western Blot

Die Sammel- und Trenngele fir die Western Blot Asal wurden gemafld Tab. 9
hergestellt. Fir den Gelauftrag wurde eine Proteimye von 20ug eingesetzt. Ein Ansatz
bestand aus xL Probe ad 8L ddH,O. Zuséatzlich wurden jedem Ansatail 5x Laemmli-
Puffer zugesetzt. AnschlieRend erfolgte eine PmeBenaturierung (5 min bei 95 °C). Danach
wurden die Proben auf Eis gekuhlt und zentrifugigetveils 1QuL Probe wurden dann mit Hilfe
einer Pipette in die Geltaschen Uberfuhrt. Als Malargewichtsmarker wurden 2% des
Precisi-on Plus ProteinTM KaleidoscdfeStandards aufgetragen. Die Proteinauftrennung fand
zu Beginn bei 100 V fir 10 min statt, bis die Brdmapolblau-Front des Laemmli-Puffers das
Trenngel erreicht hat, danach bei 150 V weiteren@@ Nach insgesamt 70 min wurde der
Gellauf beendet, die Glasplatten geldst und die rBelgrelschicht entfernt. Die Trenngele
wurden anschlieRend auf eine Nitrocellulosemembraitiels eines Trans-Blot®TurbY
Transfer System Ubertragen (30 min bei 25 V). Um Tiansfereffektivitat zu prufen, wurden
die Membranen in Ponceau S (0,1%) gefarbt. And8ahd erfolgte ein einmaliges Waschen fir
5 min in PBST, eine Inkubation in Milchpulverlésu(isfo) fur eine Stunde sowie dreimaliges
Waschen fir 10 min in PBST.

Tabelle 9: Mengenangabe fir vier Sammel- und Treleng

Bestandteilen

Trenngel 10%

Sammelgel 4,5%

4xSammelgelpuffer

760 pl

5,0 ml

4xTrenngelpuffer -
40% Acrylamid 6,7 ml 750 pl
SDS 10% 200 pl 60 pl
Aqua 8 ml 4,4 ml
TEMED 15 ul 6 pl
25% APS 100 pl 60 pl

Die Primarantikorperldsung wurde laut der Tab. 101% BSA in PBST vorbereitet und auf die

Membranen gegeben.

Tabelle 10: Verdiinnung der verwendeten Primararpio

Primarantikdrper | Verdunnung
anti- BDNF 1:500
anti-NT3 1:200




Die Inkubation erfolgte Uber die Nacht unter leeht Schitteln bei 4 °C. Nach dreimaligem
Waschen mit PBST fur 10 min bei RT wurden die Selémantikorper auf die Membranen
gegeben (Verdlinnung 1:25 000 in PBST) und fur S8to@de unter leichtem Schiitteln inkubiert.
Es erfolgte erneut das dreimalige Waschen mit PBSTLO min bei RT. Zur Immundetektion
mittels Chemilumineszenz wurden die Membranen inneri Plastikkammer mit
Entwicklerreagenz inkubiert und die Chemiluminegzzemam Fusion Solo S® gemessen. In
Abhangigkeit der zu detektierenden Proteinbandéiever die Expositionszeit von 30 s bis
10 min. Die Intensitat korreliert dabei mit der kemtration des nachzuweisenden Proteins. Als
internes Standard-Protein wur@eAktin mit einem Molekulargewicht von 42 kDa mitgirt.
Die entstandenen Banden wurden densitometrischeaugstet. Zur Normalisierung wurde das
Dichteverhaltnis vom jeweiligen Zielprotein zum egdnen Kontrollproteifs-Aktin ermittelt.
Zum Erhalt der relativen Proteinexpression wurdeMigtelwert der normalisierten Dichtewerte
der Kontrollgruppe gebildet und dieser auf den jégen normalisierten Dichtewert eines Tieres

bezogen, wobei der Mittelwert der Kontrollgruppeigh 100% gesetzt wurde.

6.6 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung wurde mit dem Progra@maphPad Prism 4 durchgefihrt.
Um die verschiedenen Effekte zu untersuchen, wurlenGruppen miteinander verglichen.
Folgende Tests wurden verwendet: Shapiro-Wilk (n#@) Kolmogorov-Smirnov (n<8) (Tests
auf Normalverteilung), t-test (wenn die beiden Vielggnen Gruppen die Normalverteilung
haben), Mann-Whitney-U-Test (wenn mindestens eioe @en verglichenen Gruppen keine

Gaul3-Verteilung hat) und Spearman-Korrelation.
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7. Ergebnisse

7.1 RNA-Integritatstest und S-Aktin Kontroll-PCR

Die Kontrolle der RNA Integritat wurde mittels Agaegel durchgefihrt. Folgende Abbildung 7

zeigt beispielhaft einen Gellauf.

Abbildung 7: Darstellung eines 1,5%igen AgarosegalsVisualisierung der RNA Integritat.
M: Molekulargewichtsmarker GeneRul¥r100 bp DNA Ladder, 1-8: verschiedene RNAs.

Abbildung 7 zeigt beispielhaft das Ergebnis ein@¢éARIntegritatstest. In Spur 1 bis 8 sind
deutlich die Banden der 18S und 28S rRNA zu erkenmBes lasst auf eine intakte RNA
schlieBen. Zusatzlich lasst sich die tRNA in alBpuren erkennen. Kontaminationen mit
genomischer DNA sind nicht sichtbar. Der mitgef@hiDNA Marker dient lediglich zur
Kontrolle des Gellaufes, Angaben Uber die GroReRidA lassen sich mit ihm nicht bestimmen.
Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die isdRBIA intakt und somit die Voraussetzungen
fur geplante Genexpressionsanalysen erfllt.

Nach Umschreibung der RNA in cDNA mittels reverSeanskription fand eine Uberprifung
der cDNA statt. Die dazu verwendete Methode wisdfalktin Kontroll PCR bezeichnet. Das
Ergebnis des Gellaufes ngéiAktin Kontroll PCR ist in der folgenden Abbildung &destellt.
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Abbildung 8: Darstellung eines 1,5%igen Agarosegalsh erfolgreiche-AktinKontroll PCR.
M: Molekulargewichtsmarker GeneRul¥r100 bp DNA Ladder; R: -RT Kotrolle; W: Wasserkanike;
1-8 verschiedene cDNAs.

Abbildung 8 ist zu entnehmen, dass alle eingesetzi2NAs nur ein PCR Produkt zeigen.
Dieses besitzt eine Gro3e von 433 bp und entspdemnach dem Genprodukt v@hAktin der

cDNA. Es ist keine Kontamination durch genomischeADzu erkennen, diese ware an einer
zusatzlichen Bande bei 897 bp zu erkennen. BeiediBande wirde es sich um das PCR-

Produkt des aktivens-Aktin Gens mit Introns, welches seinen Ursprung in aerogiischen

DNA hat, handeln. Hierbei ist zu erwahnen, dassGtin Sequenz in der genomischen DNA
mehrfach auftritt. Zum einen als aktives Gen inkledntrons, welches fiir die Bande bei 897 bp
verantwortlich ist, und zum anderen tritt gfeAktin Sequenz siebenfach als Pseudogen in der
genomischen DNA auf. Die Pseudogene ergeben nagh-Alktin Kontroll-PCR, genau wie die
cDNA eine Bande bei 433 bp. Es ist weiterhin zuearlen, dass die Wasserkontrolle nicht
kontaminiert ist. Auch bei der —RT-Kontrolle, beerdRNA als Matrize eingesetzt wurde, ist
keine Bande zu sehen.

7.2 Effizienzbestimmung flr die quantitative Real Tme PCR

Es wurde fir alle eingesetzten gPCR Primer eineziBffzbestimmung durchgefuhrt. Im
Folgenden ist diese beispielhaft flic-1beta detailliert beschrieben. Um die Effizienz zu
ermitteln, wurde eine gPCR mit unterschiedlichen NéD Konzentrationenin einer
Dreifachbestimmung durchgefuhrt. Die Ct Mittelveejeder Dreifachbestimmung wurden in

einem Diagramm gegen den Logarithmus der Konziemtraufgetragen (Abb. 9).
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Abbildung 9: Darstellung des Diagramms zur Effizieestimmung voiL-1beta Steigung m=-3,3441.

Die Effizienz lasst sich anhand des Anstiegs dera@ngleichung ablesen. Mit Hilfe der
Formel E= (10Um -1)*100 kann die Effizienz berechnet werden, didmtragt 99,1%.In

folgender Tabelle 11 sind die Effizienzen aller rjgoéften Primerpaare zusammengefasst.

Tabelle 11: Zusammenfassung der berechneten Eiffigiealler in der Arbeit bendtigten Primer.

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

Tabelle 11 ist zu entnehmen, dass alle Effizienzetschen 90 und 99% liegen. Demnach
konnen sie fur die geplanten Genexpressionsanalgsegesetzt werden. Zudem ist zu
erkennen, dass die optimale Einsatzmenge an cD&lAagh Primerpaar, zwischen 12,5 und
100 ng liegt. Daher wurde fur die Genexpressiorigaaa cDNA Mengen zwischen 12,5 und
100 ng eingesetzt.
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7.3. Expressionsanalyse von IL-1beta
Die Expression von IL-1beta wurde sowohl auf Gats,auch auf Proteinebene bestimmt.
7.3.1. Genexpression vohL-1beta

Die mittels gPCR erhaltenen Daten HilbetaGenexpression sind in folgender Abbildung 10

dargestellt.
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Abbildung 10: Darstellung der relativen GenexpmssionlL-1betaim Gehirn. Dargestellt sind die Mittelwerte der
relativen Genexpressionsanderungen und deren Sthimeeichungen nach A: 24 h und B: 48 h. Die jeigerl
NaCl Gruppen wurden 100% gesetzt. Signifikante tsctdede wurden mit derStudent’s t-Tesbder Mann-
Whitney tesberechnet. Dabei stellenp<0.01, p< 0.05 die Differenzen zwischen den behandeltemp@an im
Vergleich zur NaCl Kontrollgruppe daf*p<0.001,”p < 0.05 représentiert den Unterschied zwischen den
behandelten Gruppen zur EtOH Grupfe<0.014p<0.05 reprasentiert den Unterschied zwischen é@arilelten
Gruppen zur NaCl+Sham Gruppe ufip<0.01 den Unterschied im Vergleich zur EtOH+Shamipe. Jede
Gruppe enthielt 7-8 Tiere (n=7-8), wobei pro TigreeDreifachbestimmung durchgefiihrt wurde.

Die Ergebnisse zeigen, dass eine Infektion Kigbsiella pneumoniae24 h nach nasaler
Applikation zu einer signifikant erhohtelh1-beta Genexpression im Gehirn der Mause im
Vergleich zur Gruppe mit einer Sham Infektion (#34®29) und im Vergleich zur NaCl Kontroll
Gruppe (p= 0.0478) fuhrt. Eine Sham Infektion miteo ohne Ethanol hat nach 24 h keinen
Einfluss auf die Genexpression viinlbetaim Gehirn der Mause. Ethanol alleine erniedrigt zu
diesen Zeitpunkt die Genexpression \tbrilbetaim Gehirn der Mause im Vergleich zur NaCl
Kontroll Gruppe (p= 0.04).

Nach 48 h war die Genexpression \brilbetadurch Infektion miKlebsiella pneumoniaricht
mehr erhoht. EineKlebsiella pneumoniaelnfektion, 48 h nach nasaler Applikation, in
Kombination mit Ethanol fihrte zu einer signifikaetniedrigtenlL-1beta Genexpression im
Vergleich zu Ethanol alleine (p=0.014). Ethanol rfihier jedoch zu einer tendenziellen
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Abnahme derlL-1beta Genexpression im Vergleich zur alleinigéfiebsiella pneumoniae
Infektion. Ethanol alleine zeigte eine leichte abignifikanten Abnahme der Genexpression von
IL-1beta (p=0.005), ebenso Ethanol in Kombination mdiebsiella pneumonia¢p=0.002) im
Vergleich zur NaCl Kontroll Gruppe. Im Vergleich Ztthanol alleine erhéht eine Sham
Infektion dielL-1beta Genexpression (p=0.0006). Die Mause die mit Ethbabandelt wurden
und eine nasale Sham Infektion erhielten, wiesea signifikant hoher#-1betaGenexpression
im Vergleich zur NaCl Sham Gruppe auf (p=0.007)e Diiere der EthanoKlebsiella
pneumoniaeGruppe zeigten im Vergleich zur Ethanol Sham Grueipe erniedrigtdL-1beta
Genexpression im Gehirn (p=0.0012). Im Vergleichdem Veranderungen nach 24 h sind alle

detektierten Expressionsunterschiede nur sehr ssthwa

Zusatzlich wurde der zeitliche Verlauf dir-1beta Genexpression genauer untersucht. Dazu
wurde die jeweilige 24 h Gruppe 100% gesetzt. irudgehdrige Grafik ist in Abbildung 11

dargestellt.

IL-1beta 24 vs. 48h

1000- Skk
800+ I
6004

*kk
400+ *kk

200+

. - -AA
relative Genexperession 2 ct [%]

Abbildung 11: Darstellung der relativen GenexpmssionlL-1betaim Gehirn. Dargestellt sind die Mittelwerte der
relativen Genexpressionsanderungen und deren Stfmeeichungen. Die jeweiligen 24 h Gruppen wurtiéd%
gesetzt um Unterschiede der zwei untersuchtentidfsts zu erkennen. Signifikante Unterschiede wunehndem
Student’s t-Tesbder Mann-Whitney tesberechnet und sind mit p<0,001, p<0,05 {¢s. jeweilige 24 h Gruppe)
gekennzeichnet. Jede Gruppe enthielt 7-8 Tiere-8)=Wobei pro Tier eine Dreifachbestimmung durdiipe
wurde.

Nachdem die Genexpressionsunterschiedellvdibetainnerhalb der zwei Zeitstufen untersucht
wurden, fand ein Vergleich der Expressionen zwisckien Zeitstufen satt. Didl-1lbeta
Genexpression ist bei den operierten Tieren dienmtNaCl behandelt wurden nach 48 h im

Vergleich zu 24 h signifikant erhoht (p= 0.001).mibh Ergebnisse zeigten sich bei den Tieren
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die mit Ethanol, bzw. mit einer Sham Infektion bethalt wurden (p=0.001). Die Infektion mit
Klebsiella pneumonidiihrte 48 h nach dem Infektionsbeginn zur Senkuog 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 eine&l&As zusatzlich auf Proteinebene

bestimmt. Die Nachfolgende Abbildung 12 zeigt drgdbnisse der IL-1beta Proteinexpression
graphisch.

A IL-1beta 24h B IL-1beta 48h
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Proteinexpression [pg/mli]

Abbildung 12: Darstellung der IL-lbeta Proteinexgsien im Gehirn. Dargestellt sind die Mittelwerterd
Proteinexpression und deren Standardabweichungem Aia24 h und B: 48 h. Signifikante Unterschiederden
mit dem Student’s t-Tesbder Mann-Whitney tesberechnet. Dabei stellep<0.05 die Differenzen zwischen den
behandelten Gruppen im Vergleich zur NaCl Kontmifipe dar”p<0.05 reprasentiert den Unterschied zur EtOH
Gruppe, *¢p<0.01 den Unterschied zur NaCl+Sham Gruppe tpwD.05 den Unterschied im Vergleich zur
EtOH+Sham Gruppe. Jede Gruppe enthielt 7-8 Tierg-8).

Auf Proteinebene konnte 24 h nach einer Infektiah Ktebsiella pneumoniaenit oder ohne
Ethanol keine erhéhte Expression von IL-1beta inhiteder Mause im Vergleich zur NaCl
Kontrollgruppe detektiert werden. Eine nasale Shgplikation fiihrte zu einer verminderten
IL-1beta Expression im Vergleich zur NaCl Kontroligpe (p=0.0606), bzw. zur Ethanol
Gruppe (0.0414). In der Ethanol Sham Gruppe samkldilbeta Expression weniger stark, was
zu einem signifikanten Unterschied der IL-1betaiégpion zwischen den Sham Gruppen fihrte
(p=0.0028). Eine Infektion mikKlebsiella pneumoniadthrte in der Ethanol Gruppe im
Vergleich zur Sham Infektion zu einer erhéhten Espion von IL-1beta (p=0.0283).

Nach 48 h zeigte die Gruppe mit der Sham Infek{jpr0.0411) eine verminderte IL-1beta

Protein Expression im Vergleich zur NaCl Kontroligpe. Dagegen fihrte in der Ethanol
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Gruppe eine Sham Infektion zu einer erhohten ILtd liepression (p=0.0815) im Vergleich zu
Ethanol alleine. Der Vergleich einer Sham Infektmwischen der Ethanol Gruppe und der NaCl
Gruppe zeigte eine signifikant erhéhte IL-1beta fespion im Gehirn der Tiere, die Ethanol
erhalten hatten (p=0.0043).

Zusatzlich wurde der zeitliche Verlauf der IL-1bé&eoteinexpression untersucht. Dazu wurde

die jeweilige 24 h Gruppe 100% gesetzt. Abbildurdyzkigt die graphische Darstellung der
Ergebnisse.

IL-1beta 24h vs. 48h
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Abbildung 13: Darstellung der Ergebnisse der ILthbéroteinexpression im Gehirn. Dargestellt siné di
Mittelwerte und deren Standardabweichungen. Diejéyen 24 h Gruppen wurden 100% gesetzt um Uniézde
der zwei untersuchten Zeitstufen zu erkennen. fkgmite Unterschiede wurden mit deBiudent’s t-Tesbder

Mann-Whitney testerechnet und sind mip<0,05 ¢s.jeweilige 24h Gruppe) gekennzeichnet. Jede Grepyielt
7-8 Tiere (n=7-8).

Proteinexperession [%]

Die IL-1beta Proteinexpression ist in der NaCl SHamppe 48h nacKlebsiella pneumoniae
Infektion im Vergleich zu 24 h signifikant erh6hg=0.0152). Ahnlich Ergebnisse zeigten sich
bei den Ethanol Tieren mit einer Sham Infektion.ciNa8 h ist die Proteinexpression von
IL-1beta im Vergleich zu 24 h signifikant erhoh&(p0173).

7.4. Expressionsanalyse von TNF-alpha
Die Expression von TNF-alpha wurde sowohl auf Gals-auch auf Proteinebene bestimmit.
7.4.1. Genexpression vomNF-alpha

Die mittels qPCR erhaltenen Daten ZiNF-alphaExpression sind in folgender Abbildung 14
dargestellt.
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Abbildung 14: Darstellung der relativen Genexprassion TNF-alphaim Gehirn. Dargestellt sind die Mittelwerte
der relativen Genexpressionsanderungen und deagw&@dabweichungen nach A: 24 h und B: 48 h. Dieij@en
NaCl Gruppen wurden 100% gesetzt. Signifikante tsctdede wurden mit derStudent’s t-Tesbder Mann-
Whitney testberechnet. Dabei stellép<0.05 die Differenzen zwischen den behandelterp@n im Vergleich zur
NaCl Kontrollgruppe dar’p< 0.05 représentiert den Unterschied zwischenbéévandelten Gruppen zu der EtOH
Gruppe,“p<0.05 représentiert den Unterschied zwischen ddvarmelten Gruppen zu der NaCl+Sham Gruppe.
< 0.05 reprasentiert den Unterschied im Vergleioh EtOH+Sham Gruppe. Jede Gruppe enthielt 7-8eTier
(n=7-8), wobei pro Tier eine Dreifachbestimmungathgrefiihrt wurde.

Im Gehirn der operierten Mause war dibF-alphaGenexpression 24 h nach eindebsiella
pneumoniadnfektion signifikant erhdht im Vergleich zu deneflen, die eine Sham Infektion
erhielten (p=0.03). Eine Infektion niilebsiella pneumoniag Kombination mit Ethanol fuhrte
zu einer signifikanten Erhéhung deNF-alphaGenexpression im Vergleich zur Ethanol Sham
Gruppe (p=0.03) und zu Ethanol alleine (p=0.0443).

Nach 48 h zeigte sich eine erhohtdF-alphaGenexpression in der Gruppe, die dfiebsiella
pneumoniadnfektion in Kombination mit NaCl erhielten im \geich zu NaCl Kontrollgruppe
(p= 0.083). Ebenfalls eine erhdhte Genexpressiom WNF-alpha im Vergleich zur NacCl
Kontrollgruppe zeigte sich in der NaCl Sham Grufpe0.0426) sowie der Ethanol Sham
Gruppe (p=0.0289).

Zusatzlich wurde der zeitliche Verlauf déNF-alpha Genexpression im Gehirn der Mause
untersucht. Dazu wurde die jeweilige 24 h Grupp@?d@esetzt. Die dazugehdrige Grafik ist in
Abbildung 15 dargestellt.
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TNF-alpha 24 vs. 48h
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Abbildung 15: Darstellung der relativen Genexprassion TNF-alphaim Gehirn. Dargestellt sind die Mittelwerte
der relativen Genexpressionsanderungen und deemd&udabweichungen. Die jeweiligen 24 h Gruppendemr
100% gesetzt um Unterschiede beim Vergleich deri amtersuchten Zeitstufen zu erkennen. Signifikante
Unterschiede wurden mit derBtudent’s t-Tesbder Mann-Whitney tesberechnet und sind mip<0,05 ¢s.
jeweilige 24 h Gruppe) gekennzeichnet. Jede Gruppthielt 7-8 Tiere (n=7-8), wobei pro Tier eine
Dreifachbestimmung durchgefiihrt wurde.

Die TNF-alphaGenexpression ist bei den Tieren der NaCl Shanpg&mach 48 h im Vergleich
zu 24 h signifikant erhéht (p= 0.0197). Ahnlich Ebgisse zeigten sich bei den Tieren der
Ethanol Sham Gruppe (p=0.0296). 48 h nach dem Komiit Klebsiella pneumoniakam es
bei den alkoholexponierten M&ausen zu eidddF-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 einEkISAs zusatzlich auf Proteinebene
bestimmt. Die nachfolgende Abbildung 16 zeigt digdbnisse der TNF-alpha Proteinexpression
graphisch.
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Abbildung 16: Darstellung der TNF-alpha Proteinegsion im Gehirn. Dargestellt sind die Mittelweder
Proteinexpression und deren StandardabweichungAa2i h und B: 48 h. Die jeweiligen NaCl Gruppearden
100% gesetzt. Signifikante Unterschiede wurdendaihStudent’s t-TestderMann-Whitney tedberechnet. Dabei
stellen” p<0.01, p<0.05 die Differenzen zwischen den behandeltep@n im Vergleich zur NaCl Kontrollgruppe
dar, ¥p< 0.05 den Unterschied zu der NaCl+Sham Gruppe,0.05 den Unterschied im Vergleich zur NaCl
Klebsiella pneumonia&ruppe. Jede Gruppe enthielt 7-8 Tiere (n=7-8).

Eine Sham Infektion filhrte nach 24 h zu einer gigamt verminderten TNF-alpha
Proteinexpression im Vergleich zur NaCl Kontrollgpe (p= 0.0087), ebenso eine Infektion mit
Klebsiella pneumoniae(p=0.0411) sowie eine Infektion miKlebsiella pneumoniaein
Kombination mit Ethanol (p=0.0411).

Nach 48 h fuhrte die Behandlung mit Ethanol (p=404), eine Shaminfektion in der NacCl
Gruppe (p= 0.0474), eine Shaminfektion in der Etthgnuppe (p= 0.0314), als auch eine
Klebsielleninfektion in der NaCl Gruppe (p=0.0022)d in der Ethanol Gruppe (p=0.0572) zu
einer verminderten TNF-alpha Proteinexpression iargléich zur NaCl Kontrollgruppe. Die
TNF-alpha Expression in der NaCl Gruppe mit eikégbsiella pneumoniaénfektion war im
Vergleich zu Sham Infektion signifikant vermindgot0.0307). Dagegen fihrte die Behandlung
mit Ethanol undKlebsiella pneumoniaeu einer signifikant erhohten TNF-alpha Expression
Vergleich zur Klebsiellen Gruppe ohne Ethanol (8309).

Zusatzlich wurde der zeitliche Verlauf der TNF-adProteinexpression untersucht. Dazu wurde

die jeweilige 24 h Gruppe 100% gesetzt. Abbildungzkigt die graphische Darstellung der
Ergebnisse.
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TNF-alpha 24 vs. 48h

200
150
100

50

Proteinexperession [%]

0
5 O @imi@@mi@@q?‘i@ w's'o ® wﬁbﬁ’
LEL «;» \a\ m,-o @“@“@“

Abbildung 17: Darstellung der Ergebnisse der TN#hal Proteinexpression im Gehirn. Dargestellt simel d
Mittelwerte und deren Standardabweichungen. Dieejkgen 24 h Gruppen wurden 100% gesetzt um Uritézde
beim Vergleich der zwei untersuchten Zeitstuferedeennen. Jede Gruppe enthielt 7-8 Tiere (n=7-8jekdchiede
wurden mit denBtudent’s t-TestderMann-Whitney tedterechnet.

Die Ergebnisse zeigen in den Gruppen keine sigmfén Unterschiede in der TNF-alpha
Proteinexpression zwischen 24 und 48 h im Gelerrtiuse.

7.5. Expressionsanalyse von BDNF

Die Expression von BDNF wurde sowohl auf Gen-aaish auf Proteinebene bestimmt.

7.5.1. Genexpression VOBDNF

Die mittels gPCR erhaltenen Daten ZBDNF Expression sind in folgender Abbildung 18
dargestellt.
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Abbildung 18: Darstellung der relativen GenexprassionBDNF im Gehirn. Dargestellt sind die Mittelwerte der
relativen Genexpressionsdnderungen und deren Sthimeeichungen nach A: 24 h und B: 48 h. Die jeigerl
NaCl Gruppen wurden 100% gesetzt. Signifikante tsctdede wurden mit derStudent’s t-Tesbder Mann-
Whitney tesberechnet. Dabei stellen p<0.001,"p<0.05 die Differenzen zwischen den behandelterpm im
Vergleich zur NaCl Kontrollgruppe daip<0.05 reprasentiert den Unterschied zwischen eéarmelten Gruppen
zu der EtOH Gruppe®**®p< 0.001 reprasentiert den Unterschied zwischen tandelten Gruppen zu der
NaCl+Sham Gruppé€®p<0.001,°p<0.05 reprasentiert den Unterschied im VergleishBtOH+Sham Gruppe. Jede
Gruppe enthielt 7-8 Tiere (n=7-8), wobei pro TigreeDreifachbestimmung durchgefiihrt wurde.

Die Ergebnisse zeigen, dass die Behandlung mitnGthem Kombination mit einer nasalen
Klebsiella pneumoniadnfektion nach 24 h zu einer signifikanten Ernigdng der BDNF
Genexpression fuhrte (p= 0.0297) im Vergleich zaugpe die Ethanol und eine Sham Infektion
erhielt. Eine Infektion mitKlebsiella pneumoniaén Kombination mit Ethanol fuhrt zu einer
Erniedrigung deBDNF Genexpression im Vergleich zur NaCl Kontrollgrugpe0,048). Eine
alleinige Gabe von Ethanol sowie eine Sham Infekimit oder ohne Ethanol hatte keinen
Einfluss auf die Genexpression VBBDNF im Vergleich zur NaCl Kontrollgruppe.

Nach 48 h flihrte eine Infektion mKlebsiella pneumoniaen der NaCl Gruppe zu einer
signifikant erhohterBDNF Genexpression im Vergleich zu einer Sham Infek{jox 0.0001),
sowie zur NaCl Gruppe (p=0.0007). In der Ethanalgpe mitKlebsiella pneumoniaifektion
stieg die BDNF Genexpression ebenfalls signifikant an im Vergdiemur Sham Infektion

(p=0.0006), sowie im Vergleich zur Ethanol Gruppe(.01) und zur NaCl Gruppe (p=0.022).
Zusatzlich wurde der zeitliche Verlauf d&DNF Genexpression im Gehirn der Mause

untersucht. Dazu wurde die jeweilige 24 h Grupp@?d@esetzt. Die dazugehdrige Grafik ist in
Abbildung 19 dargestellt.
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Abbildung 19: Darstellung der relativen GenexprassionBDNF im Gehirn. Dargestellt sind die Mittelwerte der
relativen Genexpressionséanderungen und deren Stiieeichungen. Die jeweiligen 24 h Gruppen wurtiéd%
gesetzt um Unterschiede beim Vergleich der zwegngnchten Zeitstufen zu erkennen. Signifikante t$etdede
wurden mit demStudent’s t-Tesbder Mann-Whitney tesberechnet und sind mit p<0,001 sowie p<0,05 ¢s.
jeweilige 24 h Gruppe) gekennzeichnet. Jede Gruppthielt 7-8 Tiere (n=7-8), wobei pro Tier eine
Dreifachbestimmung durchgefiihrt wurde.

Bei der BDNF Genexpression fand ebenfalls ein Vergleich zwisctien Zeitstufen satt. Die
BDNF Genexpression im Gehirn ist bei den operierterrefiedie nur mit NaCl behandelt
wurden, 48 h nacKlebsiella pneumoniainfektion im Vergleich zu 24 h signifikant erniégir
(p= 0.0008). Ahnlich Ergebnisse zeigten sich bei Teren die mit Ethanol, bzw. mit NaCl und
einer Sham Infektion oder Ethanol und einer Shaekitron behandelt wurden, nach 48 h ist die
Genexpression vorBDNF im Vergleich zu 24 h in allen Gruppen signifikaatniedrigt
(p<0.001). Dahingegen ist in der Gruppe die mit Nafd Klebsiella pneumoniad&ehandelt
wurden die Genexpression VBDNF 48 h im Vergleich zu 24 h signifikant erhéht (p8274).

7.5.2. Proteinexpression von BDNF
Die Expression von BDNF wurde mittels Western BAotalyse zusatzlich auf Proteinebene

bestimmt. Die nachfolgende Abbildung 20 zeigt digdbnisse der BDNF Proteinexpression
graphisch.
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Abbildung 20: Darstellung der BDNF Proteinexpression Gehirn. Dargestellt sind die Mittelwerte der
Proteinexpression und deren StandardabweichungAazf h und B: 48 h. Jede Gruppe enthielt 7-8 §{@=7-8).
Die jeweiligen NaCl Gruppen wurden 100% gesetztteththiede wurden mit de®tudent’s t-Tesbder Mann-
Whitney tesberechnet.

Auf der Proteinebene ergab sich keine signifikebiiéerenz in der BDNF-Expression in den
behandelten Gruppen.

Zusatzlich wurde der zeitliche Verlauf der BDNF finexpression im Gehirn der Mause
untersucht. Dazu wurde die jeweilige 24 h Grupp@%d@esetzt. Die dazugehdrige Grafik ist in
Abbildung 21 dargestellt
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Abbildung 21: Darstellung der Proteinexpression B@NF im Gehirn. Die jeweiligen 24 h Gruppen wurded0%
gesetzt um Unterschiede bei Vergleich der zweirsothten Zeitstufen zu erkennen. Jede Gruppe #nthgeTiere
(n=7-8).Unterschiede wurden mit de&tudent’s t-TestderMann-Whitney tedterechnet.

Auch der zeitliche Vergleich der Gruppen ergab &esignifikanten Unterschiede in der BDNF
Proteinexpression zwischen 24 und 48 h.
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7.6. Expressionsanalyse von NT-3
Die Expression von NT-3 wurde sowohl auf Gen-aalsh auf Proteinebene bestimmt.
7.6.1. Genexpression VONT-3

Die mittels gPCR erhaltenen Daten zZNT-3 Expression sind in folgender Abbildung 22
dargestellt.
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Abbildung 22: Darstellung der relativen Genexpm@sstonNT-3im Gehirn. Dargestellt sind die Mittelwerte der
relativen Genexpressionsdnderungen und deren Sthaimeeichungen nach A: 24 h und B: 48 h. Die jeigerl
NaCl Gruppen wurden 100% gesetzt. Signifikante tsctdede wurden mit derStudent’s t-Tesbder Mann-
Whitney testerechnet. Dabei stellenp<0.01, p<0.05 die Differenzen zwischen den behandelterp@mn im
Vergleich zur NaCl Kontrollgruppe daip<0.05 reprasentiert den Unterschied zwischenbeéandelten Gruppen
zu der EtOH Gruppé€p<0.05 den Unterschied im Vergleich zur Na@bsiella pneumonia&ruppe. Jede Gruppe
enthielt 7-8 Tiere (n=7-8), wobei pro Tier eine Baehbestimmung durchgefuhrt wurde.

Fur die Genexpression vadT-3 war nach 24 h ein signifikanter Unterschied zwestlden
Gruppen detektierbar. Die Behandlung mit Ethana Hitebsiellen flhrte zu einer signifikant
vermindertenNT-3 Expression im Vergleich zuKlebsiella pneumonia&ruppe ohne Ethanol
(p=0.0429).

Nach 48 h sinkt die Genexpression Wd-3 nach alleiniger Gabe von Ethanol (p= 0.0197),
durch eine Sham Infektion (p= 0.0044), sowie dukdbbsiella pneumoniaénfektion ohne
(p= 0.0091) und mit Ethanol (p= 0.0106) im Vergteizur NaCl Kontrollgruppe. DiéNT-3
Genexpression in der Etnanol Gruppe miebsiella pneumoniadnfektion ist signifikant
niedriger als in der Ethanol Gruppe allein (p= 023
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Zusatzlich wurde der zeitliche Verlauf d¢i-3 Genexpression im Gehirn der Mause untersucht.
Dazu wurde die jeweilige 24 h Gruppe 100% gesétist.dazugehorige Grafik ist in Abbildung
23 dargestellt.
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Abbildung 23: Darstellung der relativen Genexpm@sstonNT-3im Gehirn. Dargestellt sind die Mittelwerte der
relativen Genexpressionsanderungen und deren Sthdmeeichungen. Die jeweiligen 24h Gruppen wurdedva
gesetzt um Unterschiede beim Vergleich der zwegngntchten Zeitstufen zu erkennen. Jede GruppeedinihB
Tiere (n=7-8), wobei pro Tier eine Dreifachbestinmgudurchgefiihrt wurdeUnterschiede wurden mit dem
Student’s t-TesbderMann-Whitney tedberechnet.

Bei derNT-3 Genexpression fand ebenfalls ein Vergleich zwisahen Zeitstufen satt. DNT-3
Genexpression im Gehirn zeigte im Vergleich zwiscl2 h und 48 h keine signifikanten

Unterschiede.

7.6.2. Proteinexpression von NT-3

Die Expression von NT-3 wurde mittels Western Botalyse zusatzlich auf Proteinebene
bestimmt. Die nachfolgende Abbildung 24 zeigt digdbnisse der NT-3 Proteinexpression
graphisch.
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Abbildung 24: Darstellung der NT-3 Proteinexpression Gehirn. Dargestellt sind die Mittelwerte der
Proteinexpression und deren StandardabweichungAa2h h und B: 48 h. Signifikante Unterschiede dem mit
demStudent’s t-Tedterechnet. Dabei stellp<0.05 die Differenz zwischen den behandelten Genpm Vergleich
zur NaCl Kontrollgruppe dar. Jede Gruppe enthiétTiere (n=7-8).

Auf der Proteinebene ergab sich eine signifikantéfe2nz nach 48 h in der NT-3
Proteinexpression zwischen den behandelten Gruppem. einer Klebsiella pneumoniae
Infektion mit Gabe von Ethanol steigt die Expression NT-3 im Vergleich zur NacCl
Kontrollgruppe (p=0,0453).

Zusatzlich wurde der zeitliche Verlauf der NT-3 feinexpression im Gehirn der Mause
untersucht. Dazu wurde die jeweilige 24 h Grupp@%d@esetzt. Die dazugehdrige Grafik ist in
Abbildung 25 dargestellt.
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Abbildung 25: Darstellung der Proteinexpression Min3 im Gehirn. Dargestellt sind die Mittelwerterdelativen
Proteinexpressionsdnderungen und deren Standarithiovwgen. Die jeweiligen 24h Gruppen wurden 100%ete
um Unterschiede beim Vergleich der zwei untersuclzeitstufen zu erkennen. Jede Gruppe enthieltTie8e
(n=7-8).Unterschiede wurden mit deBtudent’s t-Testder Mann-Whitney tedterechnet.
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Bei der NT-3 Proteinexpression fand ebenfalls eangleich zwischen den Zeitstufen satt. Die
NT-Proteinexpression im Gehirn zeigt im Vergleishisthen 24 h und 48 h keine signifikanten

Unterschiede.
7.7. Zusammenhang zwischeBDNF und IL-1beta Genexpression

Um einen Zusammenhang zwischen der ExpressioBoyiF undIL-1betazu erkennen, wurde
eine Spearman-Korrelation fur beide Gene durchgeflthe nachfolgende Abbildung 26 zeigt

die Ergebnisse graphisch.
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Abbildung 26: Die Spearman-Korrelation fur @d®NF undIL-1betaGenexpression.

Die Korrelationsanalyse fur alle untersuchten Tieaé einen starken Zusammenhang zwischen
BDNF und IL-1betaGenexpression bewiesen. NiedriB®NF Genexpressionen korrelierten
mit erhOhteriL-1betaGenexpressioneny{r-0,4147, p<0,0001).
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8. Diskussion

Patienten, die chronisch Alkohol konsumieren, sifitt die Entwicklung einer
postoperativen Pneumonie sowie fur kognitive Stgeimbesonders geféhrdet. Die postoperative
Pneumonie hat in dieser Patientengruppe einen sdgen Verlauf, eine héhere Mortalitat und
erfordert oft eine Intensivbehandldmg=> In diesem murinen Modell wurde nach
zweiwdchiger Alkoholbehandlung vor einer Operatioit und ohne Infektion miKlebsiella
pneumoniaen der Lungedie postoperative neuronale Expression der Zytokingébeta und
TNF-alpha sowie der Neurotrophine BDNF und NT-3Gmhirnuntersucht.

8.1 Hauptergebnisse

1. Eine Alkoholbehandlung Uber 2 Wochen senkt die &Geression der proinflammatorischen
ZytokinelL-1betaund TNF-alphawahrend einer postoperativen Infektion Kigbsiella

pneumoniaém Gehirn von Balb/c-Mausen.

2. Im untersuchten Mausmodell hatte die Alkoholbehangltber 2 Wochen keinen Einfluss auf
die Genexpression vasDNF. Am 3. (als Trend) und 4. (signifikant) postopemt Tag

verursachte sie eine Senkung Ndr-3 Genexpression innerhalb der nicht infizierten &ier

3. Es kam zuBDNF Senkung 24 h postinfektios innerhalb der MausendteNaCl (als Trend)
sowie EtOH (signifikant) vorbehandelt wurden. Dienfektion mit Klebsiella
pneumoniaaerursachte alleine keine Anderungen in der NT-3rEssion, zusammen mit

Ethanolvorbehandlung kam es jedoch Xiir3Senkung 24 h nach dem Erregerkontakt.
4.Es wurde in dieser Arbeit ein Zusammenhang zwisctler IL-beta Genexpression und
derBDNF Genexpression gefunden: hohdtebetaWerte korrelierten mit niedrigerdBDNF
Werten
8.2 Expression der proinflammatorischen Zytokine IL-1beta und TNF-alpha

Das fur die Arbeit verwendete murine Pneumonieriodeirde in der eigenen

Arbeitsgruppe etabliert, um chronischen Alkoholkams auf die postoperative
Zytokinproduktion sowie die Funktion von T-Zellenyl, Tu2, Tul7, Ty mit und ohne
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Infektion mit Klebsiella pneumoniaén der Lunge und der Milz zu untersuchetl Lanzkeet

al. 2017 zeigten, dass 2 Wochen Ethanolbehandlungignifikanten Unterschieden in der
T-Zell-Differenzierung der Lunge fuhrt. Die mit Adkol vorbehandelten Tiere hatten ein
schlechteres postoperatives Outcome, 48 h postiosekbhere KBE im Blut und in der Lunge
sowie einen schwierigeren Verlauf der Lungenentaiigtf. In der vorliegenden Studie wurde
in diesem murinen Modell erstmalig untersucht, w@heonischer Alkoholkonsum die
postoperative Biosynthese von IL-1beta und TNF-alphit und ohne Infektion im Gehirn
beeinflusst, da IL-lbeta und TNF-alpha die febfteaktion im ZNS starten. Die febrile
Reaktion, die auch Akute-Phase-Reaktion genanrd, wiat eine entscheidende Rolle fir das
Uberleben wahrend einer Infektfdf® Wéhrend einer postoperativen Lungenentziindung ka
es 24 h nach dem Erregerkontakt zu einem AnstiedleEbeta-und TNF-alphaGenexpression
im Gehirn der Mause, die praoperativ mit einer Nh&ung behandelt wurden, eine
Behandlung mit Ethanol senkte diesen Anstieg. DiEsgebnisse deuten darauf hin, dass
chronischer Alkoholkonsum die IL-lbeta- und TNFkagProduktion wahrend einer
postoperativen Infektion im ZNS hemmt.

Die Hemmung proinflammatorischer Zytokine im Gehdurch Alkohol konnte bereits in
mehreren Studien nachgewiesen werden. Tagtoal. 2002 zeigten mittels ELISA in einem
Rattenmodell, dass nach einer 14 tagigen Ethanafizdhng die Expression von IL-1beta im
Hypothalamus nach einer LPS-Injektion vermindert.wWalie erwartet, haben diese Tiere mit
einem geringerem Temperaturanstieg im Vergleichkamtrollgruppe reagieff. Topperet al.
konnten 2014 einen ahnlichen Effekt von Alkohof die IL-1beta Genexpression im Kortex
bei Ratten nachweis&n In einemin-vitro-Modell konnte Loureir@t al. 2012 zeigen, dass nach
der Alkoholbehandlung Uber 4 Tage (die Autoren dmdtren diese Zeit als chronischen
Ethanoleffekt) und einer LPS-Exposition C6-Gliomall@n weniger TNF-alpha produzieren.
TNF-alpha wurde hier ebenso auf Proteinebene miEtelSA bestimnt.

Auf Proteinebene konnte 24 h nach dem Infektionsimeqnit Klebsiella pneumoniaeein
Anstieg von IL-1lbeta bei den Ethanol-exponierterdin im Vergleich zur Sham-Infektion
gefunden werden. Auf der Genebene ist diese ILalBahahme nicht signifikant (p=0,14). 48 h
nach dem Infektionsbeginn nkKiebsiella pneumoniaeeigten die Tiere nach der
Ethanolvorbehandlung héhere TNF-alpha Protein Wert¥ergleich zu den NaCl-Mausen mit
Pneumonie.

Die detektierten unterschiedlichen Ergebnisse aufGkn- und Proteinebene sind bisher
nicht beschrieben und waren unerwdftgt™ Auffallig ist, das die Mehrheit der

Arbeitsgruppen, die eine Neuroinflammation untelngumn; den Tieren das Endotoxin LPS
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injizieren, welches eine starkere inflammatoriséteaktion induziert als lebende Bakterfen
Kalb und Kollegen konnten bei Ratten nach einer-Lij&ktion eine 10-fach erhohié-1beta
Genexpression im Gehirn der Tiere detektieren uesedauf der Proteinebene mit Western Blot
Analysen bestatigéh In dem vorliegenden Modell ist der maximale Wem das 5-fache im
Vergleich zu den Kontrolltieren angestiegen. Andiss konnten Wanet al. 2007 einen
4-fachen Aufstieg dell-1beta Genexpression nach einer Splenektomie im Hippoaanapich
auf Proteinebene mit Western Blot Analysen bes#tfgEs ist moglich, dass in unserer Studie
die festgestellten Unterschiede auf der Genebengyezing waren, um sie auch auf der
Proteinebene detektieren zu kbnnen.

Die festgestellten Unterschiede zwischen den Ergsbn auf der Gen- und Proteinebene
konnen zusatzlich dadurch erklart werden, daselsiReal Time PCR die spezifischen mRNAs
fur das Gehirn untersucht werden, wahrend im ELI&8Fe Proteine, die auch peripher
synthetisiert werden und die Blut-Hirn-Schranke rahsnden haben, detektiert werden
konnert>?°?° Es ist bekannt, dass eine chronische Alkoholbdlbag via zirkulierendes LPS im
Blut die Permeabilitat der Blut-Hirn-Schranke erhdimd die TNF-alpha Produktion in der
Leber steigeff: Es ist moglich, dass aus diesen Griinden zus&zAdstiege von IL-1beta und
TNF-alpha auf Proteinebene detektiert werden kannte

Trotz der Unterschiede zwischen den Resultaterdeufsen- und Proteinebene sind die
Ergebnisse der Real Time PCR reproduzierbar uneérgehit anderen Studien konform. Die
Alkoholwirkung, die postoperativ und wahrend eitrgiektion zur Senkung der Genexpression
proinflammatorischer Zytokine im ZNS beitragt, velfaltig. Es ist unter anderem bekannt, dass
die akute und chronische Ethanolgabe die StrukéurAktinflamente in immunkompetenten
Zellen verandert. Wahrscheinlich ist das betroffefgoskelett nicht in der Lage, die
Aktivierung von TLRs durch LPS zu vermitteln. Zudith bewirkt der Alkohol eine Abnahme
dermitogen activated protein kinas@dAPKs)-Phosphorylierung, die fir die Signalibagung
und Induktion der Inflammation verantwortlich>fstWeitere Studien sind notwendig, um diese
molekularen Mechanismen besser zu verstehen.

Lanzke et al. 2017 hat die klinische Evaluation der Mause vostesr bis vierten
postoperativen Tag erfasst und es wurde beobadaiss,im Vergleich zu den anderen Gruppen,
die Ethanol-exponierten Tiere, die eikiebsiella pneumoniaknfektion erhielten, sich nach der
Operation nicht erholt hab&h Die febrile Reaktion ist fiir die Bekampfung eimakteriellen
Infektion notwendig*?®und in dieser Studie wurde nachgewiesen, dassAgkodolbehandlung
Uber 14 Tage die Produktion der pyrogenen Zytokihelbeta- und TNF-alpha wéhrend
postoperativeKlebsiella pneumoniamfektion im ZNS hemmt. Es ist vorstellbar, dasesd

48



IL-1beta / TNF-alpha Minderung durch Ethanol fimdgchlechteren postoperativen Outcome
der mit Alkohol vorbehandelten Tiere in Zusammemhasteht. Klinische Studien sind
notwendig um zu prifen, in wie weit die Ergebnisseser Arbeit einer klinischer Situation
entsprechen. Die Verstarkung der febrilen Reakkionnte theoretisch eine neue Therapie der

postoperativen Pneumonie bei Patienten mit chrarhishem Alkoholkonsum sein.

Die aseptische Operation verursacht eine durchbitd / TNF-alpha vermittelte
Neuroinflammation und ist mit einer Entstehung ppstativer kognitiver Dysfunktionen
assoziief®**?"3? |n unserem Tiermodell sind alle Tiere einer raedn Laparotomie
unterzogen worden, sodass es bei ihnen durch demgibchen Eingriff zur Immunmodulation
kan3**1" Um sie darzustellen, wurde eine zeitliche Analyl® IL-lbeta / TNF-alpha
Expression im ZNS in allen Gruppen durchgefihrt.

Die aktuelle Datenlage gibt mehrere Beispiele dafi&ss der chirurgische Eingriff zur
IL-1beta / TNF-alpha Anstieg im ZNS fuhrt. dier Arbeit vonwan et al. 2007 konnte gezeigt
werden, dass nach einer Splenektomie bei Rattenitiwg Storungen am ersten und dritten
postoperativem Tag auftrafénCibelli und Kollegen zeigten in einem operativdausmodel
einen Anstieg der IL-1beta Gen- und Proteinexpoes@mnit ELISA) im Hippocampus 6 h nach
der Operation. 24 h postoperativ lag sie wiedeNipnmbereicf°.

Die Genanalysen unserer Studie ergaben eine erhbibeta Expression bei allen
operierten Tieren zum Toétungszeitpunkt nach 48idérter postoperativer Tag) im Vergleich zu
24 h (dritter postoperativer Tag). Dieser Anstiegnite fur die Sham-Mause ebenso auf
Proteinebene erfasst werden. FiNfF-alphaist ein ahnlicher Anstieg der Genexpression
innerhalb der Sham-Mause zu sehen, der sich jedotiProteinebene nicht zeigte. In unserer
Studie gab es keine Kontrollgruppe im Sinne von hiicoperierten Tieren. Unter
Berucksichtigung der Daten aus der Literatur, stwahrscheinlich, dass die Operatjer
sedie Ausschittung der proinflammatorischen Zytokine ZNS innerhalb dieser Gruppen
ausgelost hat. Dagegen spricht, dass die andefesitégruppen den postoperativen IL-1beta /
TNF-alpha Anstieg im kirzeren Zeitabstand nach &emgriff detektiert haben (24 h Waeat al.
2007, 6 h Cibelliet al. 2010)***°**° Dje eigene Arbeitsgruppe konnte bei Ratten zeigess
1h, 24 h und 3 Tage nach medianer Laparotomieekdinderung der IL-1beta-Expression
(mittels Western Blot gemessen) im Kortex und Himpopus vorhanden &t Méglicherweise
ware ein Tag spater der IL-1beta-Anstieg nachweidbie mediane Laparotomie, die in dieser
Studie verwendet wurde, unterscheidet sich abar\s@h realen Eingriff, da dort nicht nur die

Bauchdecke getffnet wird, sondern auch die inne@gganen operiert werden und das
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chirurgische Trauma grof3er ist. Es ist auch moghielss der IL-1beta / TNF-alpha Anstieg, der
am vierten im Vergleich zum dritten postoperatiVeg in unserer Studie gemessen wurde, eine
andere Ursache als die Operation hatte oder dasglesim einen kumulativen Einfluss allen
Stressfaktoren handelt, mit denen die Tiere wahdasdTierversuchs konfrontiert wurden. Es ist
bekannt, dass neben der Operation auch chronisgldar Stress zur Neuroinflammation fihren
kanrf™.

Interessanterweise ist der hemmende Effekt demedoben Ethanolbehandlung auf die
postoperative IL-1beta-Produktion in unserer Sturkdschen den Mausen ohKéebsiella
pneumoniaé Sham-Infektion sichtbar: die alkoholexponiertaar& hatten wenigdt-1betaim
Vergleich zu den NaCl-M&ause sowohl am dritten aalsh am vierten postoperativen Tag. Auf
der Proteinebene ist ebenso eine erniedrigte lltalBxpression bei diesen Tieren zu sehen,
jedoch nicht signifikant. Am vierten postoperativeasg hatten die alkoholexponierten Tiere eine
geringere TNF-alpha Proteinexpression im Verglemh der NaCl Kontrollgruppe. Diese
Ergebnisse gehen mit den Daten aus Literatur konffot>2

Es lasst sich nicht genau erklaren, warum die epen Tiere ohn&lebsiella
pneumoniaénfektion am vierten postoperativen Tag einen Heth / TNF-alpha Anstieg im
Vergleich zum dritten postoperativen Tag aufweideieses Ergebnis unterstreicht aber, dass
das ZNS empfindlich auf aufReren Faktoren ist uncaudamit einer Neuroinflammation
reagieren kann. Die Alkoholvorbehandlung scheietNeuroinflammation zu hemmen. Weitere
Studien sind notwendig, um die Ubertragbarkeit eieSrgebnisses auf den klinischen Alltag zu

prufen.

In murinenKlebsiella pneumoniaBneumoniemodellen wurde oft eine intratracheale
Applikation der Bakterien verwendéf® In dieser Studie wurde der nasale Weg gewahlerd
weniger invasiv ist und mehr dem natiirlichen Ulsgtingsweg ahnelt. Der Vergleich NaCl /
EtOH-Gruppervs. NaCl / EtOH-Sham-Mausen sollte prufen, ob die SiBehandlung neutral
fur die Tiere war. Es ist bekannt, dass nach e8team-Behandlung negativen Auswirkungen
auftreten konnen. Sie sind in der Medizin ragebo phenomdrekannt, das Gegenteil
vonplacebd®. Beide Phanomenplaceboundnocebg entstehen nach pawlowscher
Konditionierung oder als kognitiver Erwartungseff8k

Die Analyse auf Genebene hat gezeigt, dass 48 h dec Sham-Infektion die Ethanol-
exponierten Tiere mit einem-1betaAnstieg im Vergleich zu EtOH alleine und NaCl-Sham
reagiert haben. Zu diesem Zeitpunkt ist auch e@ehie Zunahme vohNF-alphabei den

NaCl- sowie EtOH-Sham-Mausevs. NaCl Kontrollgruppe vorhanden. Die Ergebnisse der
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Proteinanalysen stimmen mit den Genanalysen niclét&indig tberein. 48 h nach der Sham-
Infektion hatten die Tiere, die mit dem Alkohol Behandelt waren, eine hohere IL-lbeta
Expression im Vergleich zu den Mausen ohne den Shékt (p=0,08). Zu beiden
Totungszeitpunkten prasentierten die Ethanol-exggtem Sham-Tiere hohere IL-1beta
Proteinexpressionen im Vergleich zu den NaCl-Shaaudén. Die Ergebnisse fir IL-1beta, die
mit der Genebene nicht Ubereinstimmen, zeigen, dassowohl bei den NaCl-Tieren als auch
bei den mit Ethanol vorbehandelten Mausen die Siméektion eine Abnahme der IL-1beta
Expression verursachte (NaCl-4&$1NaCl-Sham-48 h, EtOH-24Vs. EtOH-Sham-24 h). Fur
TNF-alpha konnten die Ergebnisse auf der Genebecl® auf der Proteinebene bestatigt
werden. Mittels ELISA wurde hier unter anderem ugeen, dass es zu beiden
Totungszeitpunkten zur einer Abnahme der TNF-alpmateinexpression nach der Sham-
Infektion im Gehirn der NaCl-Tiere kam. Die NaCl&m Gruppe hatte nach 48 h eine hdhere
TNF-alpha Proteinexpression im Vergleich zur NaGebsiellen Gruppe, dieser Wert war
jedoch niedriger als bei den Kontrolltieren.

Zusammenfassend, verursachte die Sham-Infektionoogr ohne Ethanolvorbehandlung in
manchen Gruppen eine Zunahme von proinflammatarschytokinen auf Genebene, auf
Proteinebene ist dagegen eher eine Senkung debdtal TNF-alpha zu sehen. Die Sham-
Behandlung scheint unterschiedliche Effekte aufRteduktion von IL-1beta und TNF-alpha zu
haben. Die nasale Applikation der NaCl-Lésung gtlin unserem Experiment unter Narkose,
es ist aber mdglich, dass die entstandene Schleingiung fur die Tiere als stressiges
Verfahren empfunden wurde und die Ausschittung painflammatorischen Zytokinen im
ZNS provozierte, die mittels Real Time PCR erfagatden. Das zweite Modell, kognitiver
Erwartungseffekt, konnte diese Reaktion erklareme, lwki den Ethanol-exponierten Mausen
gréBer zu sein scheint. Fir die detektierten Uokeesle auf Gen- und Proteinebene
konnen schon im friiheren Absatz beschriebene Effedtantwortlich sein, z.B. der Ubertritt der
IL-1beta und TNF-alpha aus dem Blut ins Gehirn Hutee Blut-Hirn-Schrank&?°?> der die
Unterschiede zwischen den behandelten Gruppen semem konnte. Die genauen
Mechanismen, die nach der Sham-Behandlung zum détatlund TNF-alpha Anstieg oder

Senkung gefuhrt haben, bleiben jedoch unbekannt.

51



8.3. Expression der Neurotrophine BDNF und NT-3

Zu den POD/POCD Risikofaktoren gehéren unter amdefdkoholkonsum und eine
postoperative  Infektidi>'®2 Anhand  unseres  Tiermodells, der  praoperativen
Ethanolbehandlung Uber 14 Tage, mit oder ohne pesitive Infektion
mit Klebsiella pneumoniaeonnte die BDNF / NT-3 Expression im ZNS nach eimedianer
Laparotomie erstmalig untersucht werden. Es wumeits publiziert, dass Neurotrophine im
ZNS in der POD/POCD Entstehung involviert sthtt %2

Es ist bekannt, dass die Konzentration der Neysbirm® in unterschiedlichen
Gehirnregionen varii€ttund dass sie durch Alkohol moduliert wertf&ti®* Logrip et al. 2009,
die den Einfluss des Ethanols auf die BDNF Genesgioa bei Mausen untersuchten,
unterschieden 6 spezifische Areale und ihre Ergskenizeigen, dass die durch Ethanol
verursachten Anderungen der BDNF Produktion regiemdisch sind. 6 Wochen
Ethanoleinnahmper osminderte die BDNF Genexpression im ventralen priflen, frontalen
und posterioren Kortex (im dorsalen préafrontalen War die BDNF Senkung nicht signifikant);
im Corpus striatum und Nucleus accumbens war dagege nicht signifikante Zunahme der

BDNF Genexpression zu seffén

In einer anderen Untersuchung konnte zusatzliclirRbden gezeigt werden, dass eine chronische
Ethanoleinnahmper ostuber 8 Wochen die BDNF Proteinkonzentration (Hstt&LISA
gemessen) im Hippocampus senkt. Die NT-3 Proteiesgon nahm dagegen im entorhinalen

Kortex, Hippocampus und basalen Vorderhirns sikgift zf*.

In unserer Studie, anders als erwartet, wurde KkE&iffiekt der chronischen
Ethanolbehandlung auf die BDNBenexpression sowie die Proteinexpression gefurielandie
Diskrepanz zwischen unseren Ergebnissen und dersndar Literatur konnte die kirzere
Expositionszeit des Ethanols (14 Tage6 Wochen Logripet al. 2009, 8 Wochen Milleet al.
2004 ) verantwortlich sefft®® Anderseits verursacht eine akute Alkoholeinnah(ilieer 1 Tag)
die Zunahme deBDNF Genexpression bei Ratten im Corpus stridfuis ist moglich, dass in
unserem Versuch keine Unterschiede zwischen depp@rudetektiert werden konnten, weil die
untersuchten Proben mehrere Gehirnareale umfadstemserer Studie wurden, anders als bei
den Kollegen, alle Tiere operiert und es ist bekamlass eine Laparotomie die BDNF
Proteinexpression bei Mausen im ZNS senkt (die Aamwaerwendeten in dieser Studie Western
Blot)®’. Es ist vorstellbar, dass die Operation eineratiegn Effekt auf die BDNF Synthese in
unserer Studie hatte und deswegen zeigte sichudétztiche Ethanoleffekt nicht.
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Die weitere Analyse auf der Genebene im RahmenrenSeéudie zeigte, anders als in der
Literatur berichtet, dass die chronische Alkoholretlung einen negativen Einfluss auf die
NT-3Expression innerhalb der nicht infizierten Mausdtehgam 3. postoperativen Tag als
Trend, am vierten postoperativen Tag signifikaDigse Effekte haben sich auf der Proteinebene
nicht bestatigt. Die von Milleet al. 2004 verwendeten Tiermodelle charakterisieren aloér
durch viel langere Expositionszeiten (8 Wocksr2 Wochen in unserem Versubh)Es ist
maoglich, dass Alkoholkonsum zu Beginn die NT-3-3wste senkt und erst spater eine
gesteigerte Expression induziert wird (anders atsBDNF*%*Y in der Literatur konnten
jedoch keine Daten gefunden werden, um diese Hggetlzu prifen. In unserem Tiermodell
bleibt jedoch der Operationseffekt auf die NT-3 Egsion unbekannt. Weitere Studien sind
notwendig um zu prifen, in wie weit unsere Ergesmisiit deren aus der Literatur vergleichbar

sind.

Die Wirkung einer postoperativen Infektion mitebsiella pneumoniaauf die BDNF-
und NT-3-Expression im ZNS wurde bisher nicht usueht. Es ist aber bekannt, dass
proinflammatorische Zytokine die Funktion der Netmphine beeintrachtigéh®=¢ Schon im
Jahr 1993 haben Lapchak al. nachgewiesen, dass nach einer systemischen Ia1hjektion
die BDNF Genexpression im Hippocampus der Ratten abnimnfonget al. haben 2013
ahnliche Resultate publiziert, eine intracerebronemare IL-1beta Injektion Uber 8 Tage
verursachte die Hemmung der BDNF Synthese um 20P@euGen- und um 40% auf der
Proteinebene (mit Western Blot Analyse bestimmtHippocampus bei n=10 Ratfén

Andere Forschungsgruppen zeigten ebenfalls, dass ssistemische LPS Injektion die
Expression von Neurotrophinen im ZNS senkt. Guah kaing 2006 untersuchten mittels ELISA
die BDNF- und NT-3 Expression nach einer LPS-Ing@kbei Ratten und haben nachgewiesen,
dass ihre Konzentration durch die Inflammation miggheeinflusst wird. Die festgestellten
Unterschiede waren aber nicht in allen Gehirnarealesehen: nach der LPS-Behandlung kam
es zu einer Abnahme der BDNF Expression innerha@b flontoparietalen Kortex und im
Hippocampus, NT-3 war nur im frontalen Kortex reiéu?”. Wei et al. haben 2015 eine BDNF
Senkung um 40% nach einer LPS-Injektion (i.p.) dowauf der Genebene als auch auf der
Proteinebene im Hippocampus der Ratten gefundenve&Sivendeten einen ELISA und testeten
in Gruppen von 24 Tieréh

In unserer Studie, wurde, wie erwartet, ein Effd&tKlebsiella pneumonialmfektion
auf dieBDNF Genexpression gefunden. Bei EtOH-Mausen, die Kiabsiella

pneumoniaeénfiziert waren, sank 24 h nach dem Erregerkontakt
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die BDNF Genexpressions. Sham-Tiere (am dritten postoperativen Tag). Einliéher Trend
ist innerhalb der NaCl-Gruppe zu sehen. Zum Totmeigisunkt 48 h (am vierten postoperativen
Tag) ist eine Zunahme dBDNF-Genexpressiors. Sham-Tiere sowohl bei den NaCl- als auch
bei EtOH-Mausen signifikant. Die weiteren Analyserigte jedoch, dass es am vierten
postoperativen Tag zu einer Abnahme BBNF-Expressiorvs. dem dritten Tag innerhalb der
vier untersuchten Gruppen: NaCl, EtOH, NaCl+Shard &OH+Sham kam. Innerhalb der
mit Klebsiella pneumoniamfizierten NaCl-Méausen ist eine umgekehrte Bezighzu sehen:
am vierten postoperativen Tag ist BBNFGenexpression hoher als am dritten Tag. Bei den
Tieren, die mit Ethanol behandelt wurden, zeigh ®m ahnlicher Trend. DBDNF Senkung,
die 24 h postinfektits detektiert wurde, geht neit Hiteratur konform>®2 Anders als erwartet
haben sich die Ergebnisse der Genexpressionsaralysger Proteinebene nicht bestatigt. In
unserer Studie konnte kein Alkoholeffekt wahrendneei postoperativen Infektion
mit Klebsiella pneumoniaauf die BDNF Biosynthese im Gehirn gefunden werden

Die NT-3 Genexpression bei den NaCl-Tieren wurde, anders dis BDNF
Genexpression, durch die Infektion rKikebsiella pneumoniaesowohl am dritten als auch am
vierten postoperativen Tags. Sham-Gruppen nicht gedndert. Diese Ergebnissg siit
Arbeiten, die eine LPS Stimulation verwendetenhniconfornf?, da lebende Bakterien eine
geringere immunologische Antwort im Gehirn im Veigh zur LPS Injektion verursachén
Am dritten postoperativen Tag innerhalb der Ethamgdonierten Tiere kam es zINT-3
Senkung postinfektitgs. der NaClKlebsiella pneumonia&ruppe (am vierten postoperativen
Tag ist ein ahnlicher Trend zu sehen). Die Pneusmpnsammen mit der Ethanolvorbehandlung
verursachte eineNT-3 Senkung, wobei Ethanol alleine auch solche Effektdte. Die
beschriebenen Ergebnisse d&r-3 Genexpression konnten auf der Proteinebene negttitigt
werden.
48 h nach der Sham-Infektion wurde ein negativdekEfdieser Behandlung auf dwer-3
Genexpression bei den NaCl-Mausen festgestelltags sich nicht erklaren, warum nur diese
Gruppe auf die nasale Applikation der NaCl-LésungaimerNT-3Abnahme reagiert hat.

Zunachst korreliert eine niedrigedB®NF Genexpression mit einer erhdhten
IL-1betaExpression bei allen untersuchten Mauseyr{0,4147, p<0,0001). In unserer Studie
lasst sich nicht nachweisen, dass eine erhikidetaExpression fur di@DNF Minderung
verantwortlich ist. Dieser Effekt wurde aber in drtur beschrieb@n>36>
Interessanterweise suggerieren Guan und Fang 20@8s IL-lbeta indirekt BDNF
runterreguliert, indem es unter anderem die Hypathas-Hypophysen-Nebennierenrinde-

Achse aktiviert. Die erhdhten Glukokortikoide konndie Transkription von BDNF reduzieren.
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Es ist auch bekannt, dass die parasympatische ra&hiritat die Synthese von Neurotrophinen
positiv beeinflusst und proinflammatorisches IL-tEbeliese cholinerge Transfusion im ZNS
minderf?. Es ist vorstellbar, dass diese beiden Mechanisiiredie BDNF-Senkung in unserer
Studie verantwortlich sind. Weitere Studien sintivemdig, um diese Hypothese zu prifen.

Western Blot Analysen der Neurotrophine konnten Higekte, die auf Genebene
gefunden wurden, auf Proteinebene nicht bestatifézse Ergebnisse waren unerwartél
Andere Arbeitsgruppen untersuchten jedoch, andiersnaunserer Studie, die Synthese der
Neurotrophine im ZNS regionspezifisch. Méglicherseeist die Verwendung aller Gehirnareale
dafur verantwortlich, dass nur wenige Differenzerder Expression der Neurotrophine auf der
Proteinebene in unserem Tiermodell gefunden wurderderseits ist die BDNF-Hemmung auf
der Genebene in vielen Gruppen sehr deutlich (ch@%) und die anderen Autoren haben
geringereBDNFSenkung auf Proteinebene bestéfith Es ist moglich, dass es eine sensitivere
Methode als die Western Blot Analyse und groRereap@en von Tieren fir die korrekte
Messung der Neurotrophine im ZNS notwendig waren.

Die in unserer Studie feststellte Senkung der Gamssion von Neurotrophinen,
postoperativ.  durch  Alkohol (NT-3) sowie durch eindnfektion mitKlebsiella
pneumonia¢BDNF), kann theoretisch zur POD/POCD Entwicklungeittageri®®?
Moglicherweise ist die erhohte IL-1beta fir die BBMbnahme im unserem Tiermodell
zustandig®®3%%>% Eine Unterbrechung dieses Zusammenhangs koénmten eineuen
Therapieweg der POD/POCD o6ffnen. Es muss weitegraucht werden, ob unsere Ergebnisse
auch auf das menschliche Gehirn sowie auf dieddhe Situation zutreffen. Vorstellbar ist, dass
langere Expositionszeiten sowie der postoperativikoolentzug bei der POD/POCD
Entstehung eine Rolle spielen. Der Ethanolentza@inbeichtigt die BDNF Expression im ZRiS

und war wegen der kurzen Expositionszeit in umseFeermodell nicht zu erwartéh®”.

Zusammenfassend konnte in dieser Studie auf Geaelpezeigt werden, dass wahrend
einer  postoperativen  Pneumonie  Kiébsiella  pneumoniae die  préoperative
Alkoholbehandlung Uber 14 Tage die Expression gengenen ZytokindL-1beta/ TNF-alpha
im ZNS von Mausen hemmt. Da die febrile Reaktiandiis Uberleben wahrend einer Infektion
entscheidend ist, ist es vorstellbar, dass diessshighismus fur den schwierigen Verlauf sowie
die erhohte Mortalitdt der postoperativen Lungené@milung bei Alkoholkranken beitragt.
Zunachst hat diese Arbeit gezeigt, dass eine eghbttbetaExpression mit niedrigereBDNF

Expressionen bei allen operierten Tieren korrelierder Literatur wurde der hemmende Effekt
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von IL-1beta auf die BDNF Synthese beschriebeawdgen scheint es wahrscheinlich, dass in
unserem Tiermodell ebenso die erhdhtelbeta Expression diBDNF Abnahme verursacht,
die 24 h nach dem Erregerkontakt bei infiziertear@in zu sehen ist. Eine Unterbrechung dieses
Zusammenhangs konnte einen neuen Therapieweg d@PRXTD sein. Bertcksichtigend, dass
BDNF eine neuroprotektive Wirkung hat und eine Alktbehandlung die IL-1beta Produktion
im ZNS hemmt scheint es mdglich zu sein, dass Alkatéhrend postoperativdflebsiella
pneumoniae Pneumonie vor Neurodegeneration schitzt. Trotzirfiir das Uberleben der
Patienten wahrend einer Infektion ein IL-1beta /FF&lpha Anstieg im ZNS notwendig. Die
Verstarkung dieser Reaktion bei den Alkohol trindkem Patienten kdnnte eine neue Therapie
der postoperativen Pneumonie sein. In wie weit endeérgebnisse den klinischen Alltag

betreffen, muss weiter untersucht werden.

8.4 Limitationen

8.4.1 Tiermodell

Es gibt keine universale Definition vom ,akutem“duschronischem* Alkoholkonsum.
Ublicherweise wird die Alkoholgabe iiber mehr alsh2dls ,chronisch® bezeichnet, manche
Autoren betrachten jedoch die Expositionszeitenr lb&Vochen immer noch als ein akutes
Ereignis. Die langjahrige Alkoholkrankheit veruchd eine Abhangigkeit, sekundéare
Organschéaden sowie einen Entzugssymptom nach desatZién. Diese Symptome waren in
verwendetem Tiermodell nach 14 Tage der Alkoholhdhmg nicht zu erwartéh®’. In wie
weit unsere Ergebnisse der klinischen Situatiorsgethen muss weiter klinisch untersucht
werden.

Die GruppengroBe der untersuchten Tiere flhrte =zuheil zu hohen

A>202% \ware es ebenfalls

Standardabweichungen. Da Zytokine die BHS Uberwinkénne
interessant, den Plasmaspiegel des zirkulierenddbéta zu kennen. Aus der Arbeit von Lanze
et al. 2017 ist der Plasmaspiegel vom TNF-alpha bekandtniedrig bei allen TieréA Eine
Leberschadigung war in dieser Studie nicht zu eewt®’, trotzdem ware es interessant, neben
Lunge, Milz (Lanzkeet al. 2017°% und Gehirn auch dieses Organ im verwendeten Tideth
zu untersuchen.

Eine Entzugssymtpomatik war in unserer Studie nitherwarterf. Es lasst sich aber
nicht ausschlieRen, dass das Absetzen des Ethaaciis14 Tage taglicher Einnahme ebenfalls
Effekte auf die Expression von Zytokinen und Netophine im Gehirn in unserem murinen

Pneumoniemodell hatte.
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Die néachste Limitation im verwendeten Tiermodetl der Infektionstibertragungsweg,
der theoretisch keinen Einfluss auf die Produktton den Zytokinen und Neurotrophinen im
ZNS haben sollte. In dieser Arbeit wurde aber ggizelass die nasale Applikation einer NaCl-

Lésung einerplaceboodernoceboEffekt auslésen kann.

8.4.2 Methoden

Eine Limitation dieser Arbeit stellt die Isolatimon RNA und Protein aus dem gesamten
Gehirn dar, hier sollten die einzelnen Areale wex &ortex und der Hippocampus isoliert
werden.

Die Real Time PCR liefert Aussagen Uber die Trapsknsaktivitdt eines Genes. Die
Translationsaktivitat wurde in dieser Studie m#t&lestern Blot und ELISA bestimmt. Die
beiden Methoden gehdren zu Immunoassays und veemerthe Bindung zwischen einem
Antikorper und einem Antigen. Im Western Blot wardeorher die Proteine im SDS-Gel nach
ihrem Molekulargewicht getrennt, sodass eine Memlmn& den geblotteten Proteinbanden fur
die Detektion von mehreren Antigens dienen kanneiiwesentlichen Nachteil dieser Methode
stellt der grol3e Zeitaufwand dar. In dieser Studiede auch ein ,sandwich” ELISA verwendet,
der wegen der hohe Sensibilitat fur die MessungZg®kine, deren Konzentration im Gewebe
niedrig ist, vorteilhaft i$¢. Zu den weiteren Vorteilen des ELISA gehért eirrirggerer
Zeitaufwand, ein Nachteil sind héhere Materialmenged Kosten.

Die Messung von Zytokinen auf der Proteinebene t&mfurch mehrere Faktoren
beeinflusst werden, unter anderem: die niedrigezi€atration im Gewebe, das Vorkommen in
den verschiedenen molekularen Formen und die Abbkeity der Sekretion vom circadianen
Rhythmus. In dieser Studie wurden Organe verweddeim Jahr 2009 entnommenen wurden,
da die Halbwertszeit von Zytokinen gering ist, bbstdas Risiko, dass wahrend der Lagerung
ein Abbau stattgefunden A&t

Anschlie3end ist es wichtig zu erwéhnen, dass dire®pression in den Zellen durch
standige Fluktuationen in der Transkription undriBtation charakterisiert f§t Die zum Teil
sehr geringen Unterschiede, die in dieser Arbeiturggen wurden, kénnen zu diesem

physiologischen Phanomen gehoren.
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8.5 Perspektiven

Unsere Ergebnisse zeigen, dass wahrend einer goatoen Infektion miKlebsiella
pneumoniaeine Alkoholbehandlung tber 14 Tage die MinderdegExpression der pyrogenen
ZytokinelL-1beta / TNF-alpham ZNS verursacht. Die Arbeit von Taylet al. 2002 wies nach,
dass die intraventrikulare Injektion von IL-1be20 (g in 10 ug NaCl 0,9%) eine normale
febrile Reaktion bei Ratten verursacht, die durorherige 14 Tage Ethanoleinnahnper 09
beeintrachtigt wurd®. Es ware interessant, in unserem Tiermodell zersathen, ob eine
ahnliche Malinahme das klinische Outcome bei deariétkexponierten Tieren verbessert. Dazu
musste erst die notwendige Dosierung der IL-1bepeeementell bestimmt werden. Im zweiten
Schritt kdnnte man unser Tiermodell um die intrdakikalare Injektion von IL-1betars NacCl
0,9% erweitern. Wissend, dass in unserem TiermatiellL-1beta Expression 24 h nach der
Infektion stieg und 48 h danach wieder sank, w&rsienvoll diese beide Zeitpunkte weiter zu
untersuchen. Um den Tierzahl zu minimieren, konmin auf die NaCl- und EtOH-Tiere
verzichter’’. Die intranasale Applikation hat in unserer StudieplaceboundnoceboEffekte
ergeben, sie ist jedoats.den anderen Methoden (intratracheal) weniger invasd kann weiter
verwendet werden, um die Ethanoleffekte auf dasunsystem zu untersuchen.

Nicht invasive Parameter, die wahrend des Tienolisiestimmt werden, konnten neben den
Clinical Score und Koérpergewictitum die Messung der Kérpertemperatur erweitert aerd
Unter Beriicksichtigung von anderen Studiéf®3263%4%yare es in Zukunft sinnvoll die
Messung der Zytokine sowie Neurotrophine regiongigeh (z.B. Hippocampus und Kortex)
durchzufihren. In unserer Studie haben Western BIdtELISA nicht alle Ergebnisse der Real
Time PCR bestatigt. Die anderen Autoren haben jedote Erfahrungen mit Western Blot bei
der Bestimmung der Neurotrophffisowie ELISA bei der Zytokinmessufig? gemacht. Es ist
vorstellbar, dass regionspezifische Analysen deteifrexpression mit Western Blot und ELISA
vergleichbarere Ergebnisse mit der Literatur efrd@itten. Man kdénnte aber, um Zeit zu
sparen, alle Analysen mittels ELISA durchzufiihridrer konnte jedoch die Materialmenge eine
Einschrankung darstellen.

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass nach Bewriff und wahrend einer sich
entwickelnden Pneumonie eine praoperative Ethabelghe Neuroinflammation hemmt, was
theoretisch auf die Neuronen protektiv wirken kabre Antwort auf diese Frage kdnnte eine
Analyse des Zelltods im Gehirn ergeben, z.B. disddeg von pro-apoptotischen Proteinen, wie

z.B. gespaltene Caspasg-3°
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Zunachst hat diese Studie ergeben, daskbeta mit BDNF bei allen Tieren korreliert
(ryy=-0,4147, p<0,0001) und die Daten aus der Literswggerieren, dass es in unserem
Tierversuch zuBDNF Senkung durchL-1beta Erhéhung kommen konrfte®362%% || _1peta
erhoht unter anderem die Produktion von Glukokortien, die hemmende Wirkung auf die
BDNF Expression im ZNS nachweiéf® Die experimentelle Therapie der POCD, die von
Tian et al. 2014 bei Mausen nach einer Lapartotomie verwendatde, blockierte
medikamentds die Aktivierung und Phosphorylierungn dGlukokortikoid-Rezeptoren und
verursachte eine Verbesserung der kognitiven Fon&hi (mittels Morris-Wasserlabyrinths
gemessen) sowie eine Erhéhung des verminderten BEidgaus im préafrontalen Kort€x Ob
eine BDNF Minderung im ZNS fiur eine Entstehung WWOD/POCD entscheidend ist, muss
weiter untersucht werden. Eine Erhéhung von BDNFekert mit einer verminderten IL-1beta
Expression und scheint daher ein mdgliches Zietli@POD/POCD Behandlung zu sein.

Der andere potenzielle Mechanismus, der zur Minugrder BDNF Expression bei

erhohterlL-1betaExpression in unserer Studie fuhren konnte, istRIES Produktion wéhrend
der Neuroinflammation. Interessanterweise kann @uetophen, bekannt als Paracetamol,
neben seinen antiinflammatorischen und antioxiéati€igenschaften di&lycogen Synthase
Kinase # (GSK3) blockieren und kognitiven Einschrankungen entgegeken (mittels
Morris-Wasserlabyrint gemessen). Des Weiteren dridds Medikament eine verminderte
BDNF Expression im Hippocampus, die nach eineag#rebroventricularen LPS Injektion bei
Mausen detektiert werden konnte. GBKBird durch oxidativen Stress aktiviert und regulie
die Transkription von zahlreichen Genen, méglictese auch vom BDNE
Dem oxidativen Stress wird neben der Neuroinflanionateine wichtige Rolle in der
POD/POCD Pathogenese zugeschrieben. Er kann zurBh dlie Messung der Konzentration
von Malondialdehyd (MDA, Abbauprodukt von zerstérteZellmembranen), sowie der
Superoxid-Dismutase-Aktivitat (SOD, wichtiger Antidant) in Neuronen bestimmt werdé?
In unserer Studie fuhrte die Vorbehandlung mit Bttazur Minderung der postoperativen
Neuroinflammation mit und ohne Pneumonie. Der Anten oxidativem Stress bleibt jedoch
unbekannt und es ist mdglich, dass er durch diarsihorbehandlung verstarkt wird, da
chronischer Alkoholkonsum die NADPH-Oxidase aktiviend die ROS Bildung fordért

BDNF, neben seinen neurotropischen Eigenschaftenstarkt die NMDA- und mindert
die GABA-Transmission im ZNS durch den TrkB RezefBmnalwed®’*"> Manche Formen
der Langzeit-Potenzierung im Hippocampus sind vem NMDA Rezeptoren und BDNF-TrkB
Signalkaskaden abhangigZunachst ist bekannt, dass die Verstarkung deBASAransmission

im prafrontalen Kortex bei &élteren Menschen die ritdgen Fahigkeiten wWorking memory
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beeintrachtigf. Ethanol, im Gegensatz zu BDNF, hemmt die NMDAd werstérkt die GABA-
Transmission im ZN8. Interessanterweise wurde vitro bei Mausen nachgewiesen, dass
Ethanol die von BDNF abhangige NMDA-Transmissioonckt, auch wenn BDNF anwesend
ist’”*. Es ist vorstellbar, dass diese Eigenschaften Etesnols ebenso in der POCD/POD
Pathogenese bei alkoholkranken Patienten eine Ruoikden.

In unserer Studie wurde kein Effekt der chronisck#imanolbehandlung auf die BDNF
Expression gefunden. Andere Autoren berichten, dassnischer Alkoholkonsum die BDNF
Synthese in manchen Gehirnregionen reduziert (KpHgppocampus) und in anderen steigert
(Corpus striatum, Nucleus accumbéfi§j Der Anteil von pro-BDNF, der gegenteilige
Eigenschaften zu BDNF aufweist und durch den p75NRieReptor den apoptotischen Zelltod
aktiviert, bleibt jedoch unbekannt. In unserer &udurde ebenso mittels Western Blot nur die
reife Form von BDNF gemessen. Yameg al. 2017 konnten nachweisen, dass chronischer
Alkoholkonsum diep75NTRGenexpression im Dorsalem Striatum bei Mausen entffd Um
die neurotoxischen Eigenschaften des Ethanols besseerstehen, ware es sinnvoll, in der
Zukunft sowohl BDNF als auch den pro-BDNF Anteillzestimmen.

Patienten mit kritischem Alkoholkonsum zeigen esnledhte postoperative Sterblichkeit,
sind anféllig fur Infektionen und Tumore, entwickéiaufiger POD/POCD, haben eine langere
Hospitalisierung, haufigere und verlangerte Behamgllauf der Intensiv Station sowie hohere
Behandlungskostéfi"*3? Anderseits zeigt Ethanol auch neuroprotektiveeBsghaften, z.B.
mindert es die Sterblichkeitsrate nach einem SdHaile-Traumd®. In unserer Studie fiihrte
die Vorbehandlung mit Ethanol zur Minderung der lomantwort im ZNS wahrend einer
postoperativen Infektion. Welche Konsequenzen didsenmung hat, sollte durch weitere

Studien Uberpruft werden.
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