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Einleitung

1 Einleitung
1.1 Alkohol und Bevdlkerung

Der Konsum von Alkohol gehort weltweit seit Jahrhunderten zum menschlichen
Brauchtum. Es gibt geschichtliche Dokumente, dass bereits die Sumerer zwischen
4500 bis 3000 v. Chr. ein dem Bier ahnliches Getrank brauten. Das Vergéaren von
Honig, Fruchten und anderen kohlenhydratreichen Lebensmitteln ermdglichte die
Gewinnung von Wein, Met, Bier und anderen Spirituosen. In Europa tauchten erst im
Mittelalter Destillierapparate auf, die es ermdglichten, hoher konzentrierten Alkohol
herzustellen.

Heute gehort Alkohol zur Weltspitze der missbrauchten Drogen. 2001 lag allein in
Deutschland der Alkoholverbrauch pro Einwohner bei 9,9 Liter reinem Ethanol pro
Jahr.

Gesellschaftlich und 6konomisch spielt Alkohol mit seinen Folgen heutzutage eine
bedeutende Rolle. So wurden in Deutschland im Jahr 2002 24,4 Milliarden Euro fur
die Behandlung alkoholbedingter Krankheiten ausgegeben. Dies entsprach 1,16%
des Bruttoinlandsproduktes. Es sterben in Deutschland rund 48000 Menschen pro

Jahr an den Folgen von Alkohol %7,

1.2 Alkohol und Medizin

Erhohter Alkoholkonsum ist heutzutage ein weit verbreitetes Problem in vielen
Fachdisziplinen der Medizin. So ist Alkoholmissbrauch bei jedem flnften Patienten,
der in ein Allgemeinkrankenhaus aufgenommen wird, nachzuweisen. Dabei ist ab
einer taglichen Trinkmenge von mehr als 60 Gramm reinen Ethanols von einem

0D In zwei Dritteln der

klinisch relevanten Alkoholmissbrauch auszugehen
untersuchten Falle waren Alkoholfolgekrankheiten der Grund fir die stationare
Aufnahme. Derselben Studie zufolge betreiben 1/6 bis 1/4 aller in chirurgischen
Abteilungen aufgenommenen Patienten Alkoholmissbrauch. Damit liegt die
Pravalenz auf einer Linie mit dem Patientengut in neurologischen, psychiatrischen

(47)

und internistischen Kliniken Ein Uber lange Zeit betriebener chronischer
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Alkoholmissbrauch hat negative Auswirkungen auf alle wichtigen Organsysteme, wie
das Nerven- und Herz-Kreislauf-System, die Leber, das Immunsystem, die
Blutgerinnung und die Hamatopoese ¢899 Neben Erkrankungen wie Leberzirrhose
und Pankreatitis treten vermehrt maligne Neoplasien im Bereich der oberen
Luftwege, des Verdauungstraktes und der Leber auf ©®.

Studien zufolge geben 50% der traumatologischen Patienten anamnestisch
Alkoholabusus an &™) posttraumatisch sind Komplikationen bei diesen Patienten 2-
4fach erhoht 75192 Alkoholabhdngige Patienten haben zudem eine um 50%
verlangerte Krankenhausverweildauer 39492 und bendtigen haufiger operative
Folgeeingriffe. Die postoperative Morbiditdt und Mortalitat sind bei chronisch

(7276~ insbesondere durch

alkoholabhangigen Patienten deutlich erhéht
Komplikationen wie Pneumonien, Sepsis, Blutungen, kardiopulmonale Insuffizienz,
aber auch Wundinfektionen und Wundrupturen ©V.

Eine der haufigsten Komplikationen von Intensivpatienten ist die Pneumonie 37679,
Haufig wurde als verursachender Keim Klebsiella pneumoniae (K. pneumoniae)
nachgewiesen %52 wobei sowohl die Haufigkeit als auch der Schweregrad und die
Mortalitat von Klebsiellen-Pneumonien bei Alkoholikern deutlich erhéht sind ¢”. Auch
fur ambulant erworbene Pneumonien erwies sich erhohter Alkoholkonsum bereits als
Risikofaktor ©®?. Als Ursache dafiir werden unter anderem die sedierenden
Eigenschaften des Alkohols angesehen, die zu einem verringerten oropharyngealen
Tonus fuhren. Dies wiederum fuhrt zu einer verschlechterten mukoziliaren
Clearance, zu einem abgeschwéachten Hustenreflex und so zu einem hoheren

Aspirationsrisiko.

1.3 Angeborenes und erworbenes Immunsystem

Das Immunsystem ist flir den Schutz des Organismus zustandig. Die so genannte
angeborene Immunitat hat sich dabei evolutionar unter dem Selektionsdruck von
angreifenden Mikroorganismen entwickelt.

Neben den mechanischen Barrieren der angeborenen Immunitat wie den Epithelien
gehoren zu ihr das Komplementsystem, viele Mediatoren wie Zytokine, Chemokine
und Interferone sowie eine zellulare Komponente, welche Monozyten, Granulozyten,

Mastzellen, Dendritische Zellen und NK-Zellen beinhaltet.
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Die Aktivierung des angeborenen Immunsystems nach Eindringen eines Pathogens
erfolgt dabei Uber die Pattern-Recognition-Receptors (PRRs), wenn diese so
genannte Pathogen-Associated Molecular Patterns (PAMPSs) binden. Bei den PAMPs
handelt es sich um typische mikrobielle Bestandteile, welche dem Immunsystem
tiber die Bindung an die PRRs die Anwesenheit von Pathogenen vermitteln “?. Uber
diese Aktivierung kommt es zu einer Ausschittung von proinflammatorischen
Zytokinen wie z. B. Interleukin-1 (IL-1), Tumornekrosefaktor- (TNF- ), Interleukin-6
(IL-6), kostimulatorischen Faktoren zur T-Zell-Aktivierung und Botenstoffe, die die
Pathogenbekdmpfung koordinieren und kontrollieren, wie Interleukin-4 (IL-4),
Interleukin-10 (IL-10), Interleukin-12 (IL-12) und Interferon- (IFN- ).

Es resultiert eine Reduktion der eindringenden Keime und Uber ein komplexes
Netzwerk, welches unter anderem die Sekretion inflammatorischer Mediatoren,
Phagozytose, Opsonierung und die Antigenprasentation Uber MCH-II-
Oberflachenmarker beinhaltet, wird die spezifische Immunantwort durch die B- und
T-Zellpopulation induziert.

Nachfolgend ist es eine multifaktorielle Entscheidung, in welcher Qualitdt und
Intensitat die spezifische Immunantwort ablauft, um den Organismus gesund zu
erhalten. Der Abwehr einer Virusinfektion dienen vor allem spezifische zytotoxische
T-Lymphozyten, gegen eine extrazellulare bakterielle Infektionen sind spezifische
Antikorper erforderlich, wohingegen der Organismus auf Parasiten mit einer
Aktivierung von Eosinophilen und Mastzellen reagieren muss.

Ziel all dieser komplexen Vorgange ist die Vernichtung des eingedrungenen
Pathogens sowie die Ausbildung einer Gedachtnisreaktion. Im Falle eines erneuten
Kontaktes mit dem Antigen kann so fir eine schnellere und effektivere

Immunreaktion gesorgt werden.

1.4 Immunologische Auswirkungen von chronischer
Alkoholexposition

Chronischer Alkoholkonsum fihrt beim Menschen zur Immundefizienz und damit zu
einer erhohten Anfalligkeit fur infektibse Erkrankungen. So treten Pneumonien bei
chronisch Alkoholkranken bis zu 4-fach haufiger auf als bei Nicht-Alkoholikern ©39).

Bei chirurgischen Patienten, wo schadlicher Alkoholgebrauch bekannt war, zeigte
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sich bereits praoperativ, dass sowohl die adaptive als auch die angeborene
Immunantwort verandert waren ©®2_ Die zugrunde liegenden immunologischen
Auswirkungen von Alkoholkonsum wurden vielfach untersucht und fir die
resultierende erhohte Infektanfalligkeit konnten bereits multiple Veranderungen in
weiten Bereichen des ganzen Immunsystems belegt werden.

Hinsichtlich der immunologischen Auswirkungen ist zwischen chronischem
Alkoholkonsum mit und ohne Leberbeteiligung zu unterscheiden. So konnte bei
chronischen Alkoholikern ohne Leberschadigung eine deutliche Verringerung der
TNF- -Produktion von Natirlichen Killer-Zellen (NK-Zellen) und eine Verminderung
der TNF- - und IL-12-Ausschittung von mit Lipopolysaccharid (LPS) stimulierten
Monozyten dargestellt werden. Im Frihstadium einer Sepsis waren zudem bei
Alkoholkranken die plasmatischen Konzentrationen von IL-1 und IL-6 signifikant

(34155%) " Erhohte Zellzahlen von aktivierten CDS8*-Zellen und eine

erniedrigt
verminderte Expression von HLA-DR auf CD4+ Zellen konnten ebenfalls als Effekt
von chronischer Ethanolexposition belegt werden ©.
Bei Patienten mit bereits bestehender Leberschadigung waren die Ausschuttung von
TNF- durch NK-Zellen wiederum erhdht ®* und nach Stimulation des T-Zell-
Rezeptors erfolgte eine deutlich vermehrte Sekretion von IFN- und TNF- durch
CD**-T-Zellen ™. Bei chronisch alkoholkranken Patienten mit Vorliegen von
alkoholischer Lebererkrankung (alcoholic liver disease - ALD) zeigte sich sowohl eine
spontan erhohte als auch eine nach Stimulation mit LPS nochmals vermehrte
monozytare TNF- -Produktion. Gleichzeitig konnte eine deutlich erniedrigte
Produktion von IL-10 bei diesen Patienten beobachtet werden. Bei Patienten mit ALD
besteht vermehrter oxidativer Stress u. a. durch Fehlen von adaquaten Spiegeln von
Antioxidanzien. Dies fuhrt zu einer erhéhten Aktivitat von Transkriptionsfaktoren wie
z. B. NF- B, wodurch wiederum die IL-1 und TNF- -Produktion verstarkt wird. Die
haufig beobachtete Steigerung der TNF-Rezeptordichte, eine durch vermehrte TNF-
-Produktion bedingte positive Feedbackschleife und die bei Portalhypertension per
se bestehende vermehrte Aktivierung von Monozyten und proinflammatorische
Zytokinproduktion fuhrt bei Patienten mit chronischem Alkoholkonsum und

bestehender ALD zu einer chronischen proinflammatorischen Aktivierung “*°°).
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1.5 Immunologische Auswirkungen von akuter
Alkoholexposition

Akute Alkoholexposition in vitro fiihrte vielfach zu einer verminderten Produktion von
proinflammatorischen Zytokinen wie TNF- , IL-1 und IL-6 und zu einer Erhdhung
des potent antiinflammatorischen IL-10 9086831000 |5 \yejteren Untersuchungen
fanden Szabo et al. verringerte Konzentrationen von IL-1 und TNF- bei stimulierten
humanen Blutmonozyten. Neben der Verminderung der sezernierten Proteine zeigte
sich auch ein quantitativer Rickgang der spezifischen mRNA. Dieser inhibitorische
Effekt wurde einerseits dem signifikanten Anstieg der IL-10-Werte zugeschrieben,
andererseits wurde aber auch ein von IL-10 unabhéngiger Weg vermutet .

Zusatzlich zu erhdhten IL-10- und dadurch verringerten IFN- -Leveln traten auch
Stérungen der T-Zell-Aktivierung durch akzessorische Dysfunktion, also eine
Einschrankung der Vermittlerfunktion der Monozyten, bereits nach moderater

Alkoholgabe auf ®%.

Neben den Auswirkungen auf die pro- und
antiinflammatorischen Zytokine konnte durch akute Alkoholexposition in vitro
ebenfalls klar eine verminderte Proliferation von antigen-spezifischen T-
Zellpopulationen nachgewiesen werden €.

Auch die Rekrutierung neutrophiler Granulozyten in die Lunge wahrend einer
Streptokokkenpneumonie war bei Ratten nach akuter Alkoholexposition stark
vermindert. Dieser Umstand war einer Konzentrationsverringerung der
chemotaktischen Proteine zuzuschreiben und fihrte somit zu einer erhdhten
bakteriellen Belastung des Lungengewebes und zu einer gesteigerten Mortalitat ©.
Auch in tierexperimentellen Modellen, die sich mit Endotoxamien beschaftigten,
wurde eine verringerte chemotaktische Aktivitat durch akute Alkoholgabe beobachtet
(110).

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass der Konsum von Alkohol eine Vielzahl an
immunologischen Veranderungen zur Folge hat. Diese filhren sowohl Uber die
Beeinflussung der zellularen Immunitét als auch durch die Alteration der humoralen

Immunitat zu einer gestorten Immunabwehr auf eindringende Erreger.
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1.6 Operativer Stress

Operativer Stress fuhrt zu einer ganzen Reihe von Immundysregulationen und ist mit
einer erhohten Infektanfalligkeit assoziiert “%.

Nach operativen Eingriffen kommt es zu einer Akut-Phase-Reaktion, welche das Ziel
hat, Gewebeschaden zu kontrollieren, eindringende Pathogene abzutéten und
Reparationsprozesse einzuleiten ©®. Diese beinhaltet unter anderem, dass im
Operationsgebiet Makrophagen und Monozyten aktiviert werden, die daraufhin
proinflammatorische Zytokine wie TNF- und IL-1 freisetzen ®. Daraufhin folgt die
Sekretion von weiteren Zytokinen wie z. B. IL-6. Dabei ist die GroRe der Wundflache
wesentlich mitentscheidend fur die Konzentrationen der ausgeschitteten Zytokine
(1019 Gerade nach ausgedehnten Eingriffen kommt es so zu sehr hohen
Gewebespiegeln von unter anderem IL-6. Dieses stimuliert Makrophagen, vermehrt
antiinflammatorische Mediatoren zu exprimieren, wie z. B. den IL-1-Rezeptor-

®)  Uber die Herabregulation vieler

Antagonist und l6sliche TNF-Rezeptoren
proinflammatorischer Zytokine fihren diese hohen Konzentrationen von IL-6 zu einer
Imbalance im Zytokinmilieu und resultierend daraus kann dies zu einem frih-

(46), Diese

postoperativen antiinflammatoric-response-syndrome fuhren
posttraumatische Immunsuppression ist gekennzeichnet durch geringe Spiegel von
TNF- , IL-1 , IL-12 und IFN- und durch deutliche Konzentrationserhéhungen von
IL-6 und IL-10 ©5Y. Diese postoperative Erhohung des IL-10 wird dabei als
gewebeprotektive MalRhahme des Korpers interpretiert, ist aber ein Hauptgrund fur
das Auftreten von infektiésen Komplikationen am 3. postoperativen Tag ‘%,

Eine adaquate =zellulare Immunitat héangt nicht nur von den Funktionen der
Monozyten und der T-Zellen allein ab, sondern vor allem auch von deren Interaktion.
So zeigte sich unter Stresssituationen wie Trauma und Sepsis, dass monozytar
grol3e Mengen von Prostaglandin E, (PGE,) sezerniert wurden. Dies flhrte zu einer
deutlichen Herabregulation der HLA-DR-Rezeptor-Expression und zu einem Verlust
von Antigen-Prasentation der Monozyten.

Grol3e chirurgische Eingriffe fihrten ebenfalls zu einer signifikanten Verminderung
und erhéhten Apoptoseraten der CD*" und CD®*" T-Lymphozyten in Korrelation mit

vermehrten postoperativen Infektionen. Als weiterer immunsuppressiver Faktor ist
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zudem bekannt, dass operativer Stress zu einem Shift der Tp1/Th2-Ratio hin zum Ty,,-
Subset der Interleukine, also zugunsten der Antiinflammation fuhrt.

Zu alkoholbedingten immunologischen Verdnderungen im Zusammenhang mit
operativen Eingriffen gibt es bisher nur wenige publizierte klinische Studien. Sander
et al. fanden bei alkoholkranken Patienten unmittelbar postoperativ eine verminderte
IL-6/IL-10-Ratio, die mit einer erhdhten Infektionsrate wahrend der nachfolgenden
intensivmedizinischen Behandlung verbunden war. Die Ty1/The-Ratio unterschied sich
postoperativ nicht zwischen alkoholkranken und nicht-alkoholkranken Patienten,
wéahrend praoperativ die Ratio bei den alkoholkranken Patienten reduziert war.
Operativer Stress und plotzliche Alkoholabstinenz verstarkten die immunsuppressive
Wirkung von Ethanol zusatzlich ¢,

Wahrend die immunmodulatorische Wirkung von Ethanol und operativem Stress gut
verstanden ist, gibt es bisher kein geeignetes Modell, welches die
immunmodulatorischen Faktoren Alkohol und Operation zusammen betrachtet und
deren Einfluss auf die Immunantwort anhand einer postoperativ induzierten Infektion

darstellt.

1.7 Klebsiella pneumoniae

Klebsiellen gehoren zur groRen Familie der Enterobacteriaceae und entsprechend
der so genannten K-Antigene unterscheidet man 77 Serotypen. Bisher nahm man
an, dass K. pneumoniae und K. oxytoca die einzigen fur den Menschen pathogenen
Unterspezies waren, jlingst zeigten sich jedoch auch K. planticola und K. terrigena
ursachlich fir infektise Prozesse beim Menschen.
K. pneumoniae ist ein gramnegatives, aerobes, unbewegliches Stdbchen, welches
von einer Polysaccharidkapsel umgeben ist, in welcher sich das K-Antigen und
Lipopolysaccharide (LPS), das so genannte O-Antigen befinden. Funktionell schitzt
sich K. pneumoniae mit diesen Antigenen vor Phagozytose und gegen
Serumbakterizide, insbesondere gegen das Komplementsystem und fuhrt zu den
wahrend Pneumonien haufig beobachteten Nekrosen im infizierten Gewebe und
gegebenenfalls zum septischen Schock ©7.
Neben der durch Klebsiellen verursachten Pneumonie, treten haufig sowohl
Infektionen der ableitenden Harnwege als auch Wundinfekte auf. Die komplizierten
Verlaufe von Klebsiellenpneumonien gehen mit dem Befall mehrerer Lungenlappen
14
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einher und fuhren durch ihr rasches Fortschreiten und die Formation von Abszessen
haufig zu Komplikationen ¢,

Durch die Kolonisierung von pathogenen Keimen im Nasopharynxbereich 7199 die
bei Alkoholikern erhéhte Pneumonierate ®451%2  die zunehmende Resistenzlage
gegeniber Antibiotika ®% und das im Vergleich mit nicht alkoholkranken Patienten
deutlich erhohte Letalitatsrisiko ©® von Pneumonien unterstreichen die Bedeutung

von K. pneumoniae in der heutigen Intensivmedizin.

1.8 Zytokine

Nachdem in den 1950er bis 1970er Jahren eine ganze Reihe von sogenannten
Proteinfaktoren, welche von diversen Zellen gebildet und verschiedenste Effekte auf
andere Zellen hatten, entdeckt wurden, weil3 man heute, dass Zytokine eine
heterogene Gruppe von Proteinen sind, welche per Rezeptorbindung Zellwachstum,
Differenzierung und Reparaturvorgéange steuern. Weiterhin sind sie immens wichtig,
um die Inflammation nach Eindringen eines Pathogens in den Organismus
einzuleiten. Dabei werden sie im Wesentlichen von Leukozyten, aber auch von
Fibroblasten und Endothelzellen produziert. Uber deren Bindung an verschiedenste
Rezeptoren kommt es sowohl zu lokalen als auch zu systemischen Effekten ©®.

1.8.1 Interleukin-(IL-)1

IL-1 ist ein hochpotentes proinflammatorisches Zytokin, was sehr frih wahrend
einer Entzindung auftritt und wichtiger Mediator im Entztindungsgeschehen ist, vor
allem am Ort der Infektion, wie zum Beispiel im pulmonalen Gewebe wahrend einer

Pneumonie ©7

ist. IL-1 liegt dabei intrazellular schon prasynthetisiert als
membransténdiges Protein vor ©.

Es zeigte sich bei Pneumonien beatmeter Patienten ein signifikanter Zusammenhang
zwischen der HOhe der IL-1 -Konzentration und der Starke der bakteriellen
Belastung des Lungengewebes %),

Bei einer Klebsiellenpneumonie ist die unspezifische Abwehr durch Phagozyten wie

vor allem Makrophagen und Neutrophile eminent. Zusammen mit TNF- ist IL-1 ein
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wichtiger Aktivator dieser Zellen und wird selbst vor allem von Makrophagen nach
deren Stimulation durch Bakterien und bakterielle Produkte gebildet 2.
Bei Tieren mit induzierter Klebsiellenpneumonie wurde gezeigt, dass IL-1 und TNF-
aulRerordentlich wichtig fur die bakterielle Clearance sind. Bei einer durch K.
pneumoniae verursachten Pneumonie lie3en sich bei IL-1 -knock-out-Méausen keine
signifikanten Unterschiede zu Wildtypmausen im Krankheitsbild, der bakteriellen
Belastung und im Uberleben aufweisen ®”. Genauere Untersuchungen ergaben,
dass offenbar die kompensatorische Produktion von TNF- das Nichtvorhandensein
von IL-1 ausgleichen konnte. Tanabe et al folgerten, dass bei der Abwehr einer
durch K. pneumoniae ausgelésten Pneumonie TNF-  somit die weitaus
bedeutendere Rolle zukommt.
Bei Untersuchungen der reaktiven Produktion von IL-1 und von
polymorphnukledren Neutrophilen (PMN) nach intranasaler Verabreichung von 10’
CFU Klebsiellen zeigten sich die hochsten Konzentrationen von IL1- 12 Stunden
post infectionem *79,
In einem Experiment wurde die IL-1 -Produkton von humanen Blutmonozyten vor
und nach akuter systemischer Ethanolexposition bestimmt. Dabei zeigte sich, dass
die mit LPS bzw. Staphylokokken-Enterotoxin-B (SEB) stimulierten humanen Blut-
Monozyten, welche 16 Stunden nach Ethanolgabe extrahiert wurden,
vergleichsweise deutlich geringere Mengen von IL-1 produzierten. Dies stltzt
ebenfalls die Theorie, dass bereits akuter Ethanol-Konsum die Sekretion von fur die
Immunantwort wichtigen Botenstoffen vermindern und somit die mogliche
Infektgefahr beim Menschen erhohen kann @Y.
Sowohl fir akute als auch fur chronische Ethanolexposition wurde als Folge eine
verminderte poststimulatorische Sekretion von IL-1 durch Monozyten beschrieben.
Eine Endotoxintoleranz, welche durch operative Eingriffe hervorgerufen werden
kann, hat auf IL-1 im Vergleich mit TNF- deutlich geringere Auswirkungen ®%.
Anhand der vorliegenden Daten aus anderen Studien ist bei den mit Ethanol
vorbehandelten Tieren post infectionem mit einem geringeren Anstieg des IL-1 zu

rechnen.
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1.8.2 Tumornekrosefaktor-(TNF-)

TNF-  wirkt stark synergistisch mit IL-1 . So initiert es Kaskaden von
inflammatorischen Mediatoren, Zytokinen, das Komplementsystem und aktiviert
Lymphozyten und Makrophagen ©®. Es konnte gezeigt werden, dass
Tumornekrosefaktoren essentiell flr die optimale Koordination sowohl bei der
Differenzierung der Tnhi-Unterpopulation als auch fur die Ausbildung von Granulomen
und fur die wirksame Einddmmung des Erregerwachstums bei Infektionen mit
Mykobakterien sind. TNF- erhoht die Phagozytose-Aktivitdat von Makrophagen und
rekrutiert durch  Stimulation zur Bildung von Chemokinen und Zell-
Adhasionsmolekulen inflammatorische Zellen, insbesondere mononukleére Zellen,
an den Ort der Entziindung 39,

Die TNF- -Freisetzung von Alveolarmakrophagen ist bei chronischen Alkoholikern
unter LPS-Stimulation vermindert ®®. Im Tiermodell und bei humanen Blutmonozyten
konnte ebenfalls eine verringerte TNF- -Produktion von Makrophagen und eine
supprimierte IL-1 -Antwort nach Traumta bzw. Entzindungsreizen sowohl unter
akutem als auch unter chronischem Alkoholeinfluss nachgewiesen werden **82).
Lanzke et al. beobachteten bei Balb/c-Mausen nach 8tagiger Ethanol-Applikation im
Rahmen einer Klebsiellenpneumonie deutlich erhdhte Zahlen von TNF-
produzierenden CD*" und CD®*-T-Zellen, bei gleichzeitiger Verminderung der IFN- -
produzierenden CD*" und CD®*-T-Zellen.

Bei einer durch K. pneumoniae verursachten Pneumonie lie3en sich bei IL-1 -knock-
out-Mausen keine signifikanten Unterschiede zu Wildtypmausen im Krankheitsbild, in

®)  Genauere

der bakteriellen Belastung und im Uberleben aufweisen

Untersuchungen ergaben, dass offenbar die kompensatorische Produktion von TNF-
das Nichtvorhandensein von IL-1 ausgleichen konnte.

Aufgrund der vorliegenden Ergebnisse kann chronischer Alkoholkonsum sowohl eine

Verminderung als auch eine Verstarkung der TNF- -Antwort bedingen. Somit ist

abzuwarten, inwiefern Alkoholkonsum und die postoperative Toleranzentwicklung

einen gegebenenfalls additiven Effekt auf die TNF-a-Ausschittung im Rahmen einer

postoperativ induzierten Klebsiellenpneumonie haben.
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1.8.3 Interleukin-(IL-)6

Zusammen mit IL-1 und TNF- gilt IL-6 als einer der Hauptinitiatoren der Akute-
Phase-Reaktion, welche unter anderem aus Fieber, Corticosteronproduktion und der
hepatischen Produktion der akuten Phase Proteine besteht. Es wird in Geweben
freigesetzt, welche homoostatischen Stérungen, Traumen, Endotoxamien und
anderen akuten Entziindungsgeschehen unterliegen. IL-6 wird deshalb als Marker flr
das Ausmaf von Gewebedestruktion angesehen ©18).

Eine vermehrte Produktion von IL-6 kann durch verschiedene Reize wie
antigenetische Stimulation durch mikrobielle Krankheitserreger, Lipopolysaccharide,
IL-1, TNF, Interferon und Viren induziert werden. Produziert wird IL-6 von vielfaltigen
ortstdndigen Gewebezellen, wie unter anderem Fibrozyten, glatten Muskelzellen und
Endothelzellen sowie von immunkompetenten Zellen der monozytaren Zellreihe.
Zusétzlich zu den proinflammatorischen Eigenschaften von IL-6 spielt dieses Molekdl
eine bedeutende Rolle in dem gesamten Prozess der Immunabwehr und —antwort.
Ebenso in der Hamatopoese und Aktivierung der Tpi-Antwort, wo IL-6 als
kostimulatorisches Signal fiir die Reifung der CD**-Lymphozyten agiert.

Es konnte nachgewiesen werden, dass IL-6 Uberaus wichtig in der Bekampfung vor
allem von sich schnell ausbreitenden mikrobiellen Entziindungsgeschehen ist. IL-6-
defiziente Mause waren weitaus anfalliger fir eine Infektion mit Candida albicans,
hatten wesentlich geringere Zahlen von Neutrophilen im peripheren Blut und konnten
keine suffiziente Tnhi-Antwort aufbauen, was dem Fakt zuzuschreiben war, dass die
IL-6"-Mause stark erhohte IL-10-Spiegel und daraus resultierend sehr geringe
Konzentrationen von IL-12p70 hatten ©Y.

Eine wesentliche Rolle scheint IL-6 in der frihen Phase der Infektion vor allem
dadurch zu spielen, dass es einen schnellen Konzentrationsanstieg von IFN-
induziert, der Uber die Aktivierung von Phagozyten die Ausbreitung der Erreger
limitiert, bis eine effektive zellulare Immunitat gegen diese aufgebaut ist. Gleichwohl
ist die rasche IL-6-Produktion von Wildtypmausen bei weniger virulenten bzw. sich
langsamer ausbreitenden Keimen wie Mycobacterium tuberculosis im Vergleich zu
IL-6"-Mausen kein Vorteil im Uberleben und der Ausbildung von
pathogenspezifischer Immunitat ©%.

Neben den proinflammatorischen Eigenschaften besitzt IL-6 einige weitere
immunmodulatorische Fahigkeiten. So wirkt es Uber die Verstarkung der
Glukokortikoid-Synthese, durch die Inhibition der TNF- - und IL-1 -Expression ©>%¢
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und die Stimulation der Expression von antiinflammatorischen Mediatoren wie IL-1-

Rezeptor-Antagonsten und  loslichen TNF-Rezeptoren  ©9

auch  potent
antiinflammatorisch.

AulRerdem fuhren erhohte Spiegel von IL-6 zur Ausschittung des stark
iImmunsuppressiven Prostaglandin E; und damit zur Inhibition der T-Zell-Mitogenese
sowie zur Aktivierung der IL-10-Sekretion. So ist festzustellen, dass hohe IL-6-
Spiegel zu einem aul3erordentlichen Ungleichgewicht im Zytokinmilieu mit inhibierten
proinflammatorischen, jedoch aktivierten antiinflammatorischen Prozessen fuhren.
Traumata und chirurgische Eingriffe fihren zur vermehrten Sekretion von IL-6, wobei
das schiere Ausmall an Gewebeschadigung eine direkte Rolle spielt. Die
postoperative Immunsuppression ist durch die vorbeschriebenen Mechanismen
durch erhdhte IL-6-Spiegel in diesem Sinne mitverursacht.

Nach chronischer Ingestion von Ethanol bei Mausen produzierten Thymo- und
Splenozyten deutlich weniger 1L-6 %, Bei humanen Blutmonozyten konnte durch
akute Ethanol-Exposition ebenfalls eine deutliche Verringerung der IL-6-Produktion

(83)

auf Protein- und mRNA-Ebene nachgewiesen werden . Postoperativ ging eine

verringerte plasmatische IL-6/IL-10-Ratio bei alkoholabh&ngigen Patienten zudem
mit einem gesteigerten Infektionsrisiko einher ©2.

In einer anderen Studie zeigten Patienten mit chronischem Alkoholabusus, welche
posttraumatisch intensivmedizinisch betreut werden mussten, initial deutlich erhéhte
plasmatische IL-6- und IL-10-Spiegel und wiesen eine Zunahme von
Multiorganversagen, Sepsis und Pneumonie auf %2,

Obgleich haufig die plasmatischen Konzentrationen und die poststimulatorische
Produktion von IL-6 durch Monozyten erniedrigt waren, gibt dies kaum Aufschluss
Uber die lokale pulmonale Situation bei einer Pneumonie. Geht man davon aus, dass
eine Ethanolvorbehandlung postoperativ zu einer dysregulierten Immunantwort und
im Rahmen einer Pneumonie zu erhohter Gewebedestruktion und verminderter
bakterieller Clearance fuhrt, so ist bei diesen Tieren zumindest im Lungengewebe
von einem Anstieg des IL-6 auszugehen. Abzuwarten bleibt, inwiefern sich die teils
gegensétzlichen Beobachtungen in den IL-6-Konzentrationen im Milzparenchym

widerspiegeln.
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1.8.4 Interleukin-(IL-)10

Wie bereits erwdhnt, ist IL-10 ein antiinflammatorisches Zytokin, welches seine
immunsuppressiven Effekte vor allem tber die Inhibition der Antigen-prasentierenden
Zellen (APC) ausspielt. Als Hauptproduzenten von IL-10 gelten Makrophagen und
Thz, €s wird aul3erdem von zytotoxischen T-Zellen sezerniert. Es supprimiert die
Aktivierung von Makrophagen, die Sekretion proinflammatorischer Zytokine und
verhindert, dass Monozyten als akzessorische Zellen fir die Stimulation von T-Zellen
und NK-Zellen wirken. IL-10 ist ebenfalls fir das Wachstum und die Differenzierung
von B-Lymphozyten wichtig. Bei Kontakt von Bakterien mit Monozyten induzieren
besonders Gram-negative eine erhdhte Produktion von 1L-10 ¢,

Einem operativen Eingriff folgt zunachst eine hyperinflammatorische Phase, die fur
das Abtoten von infektiosen Organismen und zur Induktion der Immunabwehr wichtig
ist.  Zur Eingrenzung des Gewebeschadens und zur Induktion von
Reparationsprozessen ist eine  durch IL-10-Erhéhung  gekennzeichnete
antiinflammatorische, immunsupprimierte zweite Phase wichtig. Durch diese
Hochregulation von IL-10 ist aber auch die Inzidenz von Infektionen am 3.
postoperativen Tag besonders hoch "*1%)_ Untersuchungen von Moore et al. zeigten
zudem, dass IL-10 die Immunantwort durch Inhibition von phagozytotischen und
bakteriziden Aktivitaten im Setting einer pulmonalen bakteriellen Entziindung
herunterreguliert.

Folglich sind sehr hohe, aber auch sehr niedrige IL-10-Spiegel im Rahmen
infektioser Erkrankungen mit einer schlechteren Prognose vergesellschaftet
(53,67,21,104)'

IL-10 verringert die Antigen-prasentierende Kapazitat, die MHC-II-Expression und
reguliert IL-1, IL-6, IL-12 und TNF- herunter. Die gleichen Effekte wurden fir die

akute Applikation von Alkohol beschrieben “9:50:86:83.100)

. In vitro konnte gezeigt
werden, dass sowohl bei stimulierten als auch bei unstimulierten humanen
Monozyten durch akuten Alkohol die IL-10-Produktion gesteigert werden konnte
(39.8584.100) Ethanol vermag allerdings auch eine direkte Herabregulation der TNF- -
Produktion #°199),

Operativer Stress fuhrt zur Mehrproduktion von IL-10 und damit zu einer
Immunsuppression ©V. Bei alkoholkranken Patienten fanden Sander et. al.
postoperativ eine erhohte Infektionsrate, die mit einer verminderten IL-6/IL-10—Ratio

(63)

unmittelbar nach der Operation verbunden war Von Heymann et al.
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beobachteten unter gleichen Voraussetzungen ein haufigeres Auftreten von
Multiorganversagen sowie eine Tendenz zur Entwicklung von Pneumonie und Sepsis
(102).

In Anbetracht all dessen bleibt in unserem Modell zu klaren, wie sich die IL-10-
Spiegel unter gleichzeitigem Einfluss von préoperativer Alkoholvorbehandlung und
operativem Stress im Rahmen der postoperativen Pneumonie andern. Es ist ein
Synergismus dieser Faktoren und somit eine Zunahme der IL-10-Konzentrationen in

Lunge und Milz anzunehmen.

1.8.5 Interleukin-(IL-)4

IL-4 wurde zum ersten Mal 1982 von Howard, M. et al. als B-Zell-stimulierender
Faktor beschrieben, welcher sowohl die B-Zell-Aktivierung als auch die B-Zell-
Proliferation anregt. Seitdem wurden eine ganze Reihe von Funktionen beschrieben,
die IL-4 tragt, inklusive der Modulation von Makrophagenfunktionen und der T-Zell-
Differenzierung.

IL-4 induziert die Differenzierung von unreifen T-Helferzellen zu Tp,-Lymphozyten
und ist in die Chemotaxis eingebunden. Wie auch IL-10 inhibiert IL-4 die Aktivierung
von Makrophagen ©?, die makrophagen-aktivierenden Effekte von IFN- sowie die
Produktion von Thi-Zytokinen wie IL-1b, TNF-a und IL-6 ®®, Stickstoffmonoxid (NO)
und Prostaglandinen.

Dass IL-4 fur die Balance zwischen pro- und antiinflammatorischer Immunantwort
essentiell ist, zeigten IL-4-k.0-Mause, die im Rahmen einer Pneumonie mit einer
stark dysregulierten proinflammatorischen Zytokinproduktion reagierten. Dabei traten
starke Konzentrationserhdhungen des TNF- , IL-1 und IL-6 auf und waren mit
signifikant erhohter postinfektioser Letalitat assoziiert 2. In Versuchen, bei denen im
Mausmodell intranasal IL-4 vor einer Infektion mit Pseudomonas aeruginosa (P.
aeruginosa) appliziert wurde, zeigte sich eine verringerte postinfektiose Letalitat und
erhohte bakterielle Clearance 4.

Chronische Alkoholgabe und operativer Stress fuhrten flr sich genommen zu einem
Shift der Thi/Tho-Antwort in Richtung Th, 3%31%® Neben IL-10 gilt IL-4 als eines der
wichtigsten Zytokine, welche vom Tpp-Subset produziert werden, es stabilisiert die

Differenzierung zu Th-Zellen.
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Chronische Ethanolbelastung fuhrte bei murinen Spleno- und Thymozyten zur
Verringerung der IL-4-Produktion %), T-Lymphozyten zeigten dem entgegen nach
chronischer Alkoholbehandlung eine héhere IL-4-Produktion Y.

Zu den posttraumatischen Auswirkungen auf die Veranderungen von IL-4 in
Verbindung mit Alkohol gibt es nur wenig publizierte Studien. Messingham et al.
konnten zeigen, dass die einmalige Ethanol-Injektion bei Mausen vor einem
Verbrennungstrauma posttraumatisch zu einer stark verminderten IL-4 Produktion
von Lymphozyten fihrt. Gleichzeitig fuhrte diese Konzentrationsverringerung zu
einem deutlichen Anstieg des von Makrophagen produzierten IL-6 “). Bei jungen
Mannern kam es posttraumatisch zu einer Herabregulation der Zytokin-
Syntheseleistung von Monozyten. Gleichfalls war im Sinne einer Aktivierung der Tp-
Subpopulation eine vermehrte IL-4-Produktion von CD*" T-Lymphozyten zu
verzeichnen. Eine wesentliche Alteration in der Produktion von TNF- oder IFN-
durch T-Lymphozyten konnte nicht festgestellt werden €.

Aufgrund der Datenlage ist postoperativ im Rahmen der Pneumonie eine Erh6hung
der IL-4-Spiegel zu erwarten. In Kombination mit der praoperativen Vorbehandlung

mit Ethanol sollte sich zudem ein additiver Effekt zeigen.
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1.9 Zielsetzungen

Wie bereits beschrieben wurde, resultieren aus regelmafligem Alkoholkonsum eine
Reihe von Veranderungen des Immunsystems. Diese haben einen maligeblichen
Einfluss auf den postoperativen Verlauf bei den betroffenen Patienten. Die
postoperative Pneumonie ist als haufigste postoperative Komplikation bei
intensivmedizinisch zu betreuenden Alkoholikern zu nennen.

Eintrittspforte und primarer Ort der Infektion ist die Lunge. Durch den Alkoholkonsum
sind weite Teile des Immunsystems verandert, auch die an der Immunreaktion
mitbeteiligten Organe wie die Milz. Zudem ist bekannt, dass neben den
immunmodulatorischen Folgen des  Alkholkonsums  operativer  Stress
iImmunsuppressive Wirkungen hat.

Primére Zielsetzung dieser Arbeit ist, die Veranderungen des Immunsystems
wahrend einer postoperativen Pneumonie durch eine 8tagige Alkoholvorbehandlung
anhand ausgewahlter Zytokine zu Uberprifen. Um auch die systemischen
Auswirkungen teilweise zu erfassen, erfolgt die Messung der Interleukine nicht nur
lokal im Lungenparenchym, sondern ebenfalls im Milzparenchym. Die Milz als
lymphoretikuldres Organ ist durch die Ethanol-Vorbehandlung ebenfalls beeinflusst
worden. Es erscheint somit sinnvoll, die immunologischen Auswirkungen auch in der

Milz als in den Blutkreislauf eingeschaltetes Immunorgan zu untersuchen.

Bezuglich der primaren Zielsetzung wird folgende Hypothese formuliert:

Eine 8-tagige praoperative Vorbehandlung mit Ethanol fihrt im Rahmen einer
postoperativen Pneumonie durch eine Immunsuppression zu einer pathologischen
Veranderung der Zytokinspiegel in Milz und Lunge, was mit einem aggravierten
Pneumonieverlauf korreliert.

Es ergeben sich folgende Fragestellungen:

1. Kommt es unter der Ethanol-Vorbehandlung und im Rahmen der
postoperativen Pneumonie zu:
a. einem Anstieg der proinflammatorischen Zytokine IL-1 , TNF- , IL-6 im
Lungen- und Milzparenchym?
b. einer Erh6hung der antiinflammatorischen Zytokine IL-4 und IL-10 im

Lungen- und Milzparenchym?
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2. Fahrt die préaoperative Ethanolapplikation im Vergleich zur Vorbehandlung mit
NaCl bereits zu einer anhand der Zytokinbestimmungen erkennbaren

veranderten postoperativen Immunreaktivitat?

Die sekundare Zielsetzung dieser Arbeit ist, das benutzte Tiermodell als klinisch
relevantes, operatives Modell zur Evaluierung der spezifischen Immunreaktivitat
des Lungen- und Milzparenchyms zu etablieren.

Es ergeben sich folgende Fragestellungen:

3. Lassen sich anhand des histologischen Bildmaterials der mit Klebsiellen
infizierten Tiere Unterschiede zwischen der Vorbehandlung mit Ethanol und

NaCl erkennen?
4. Fuhrt die Ethanolvorbehandlung in der Milz als Kompartiment der

systemischen Abwehr zu vergleichbaren Veranderungen wie im

Lungenparenchym als primaren Ort der Infektion?
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2 Methoden und Materialien

2.1 Materialien

2.1.1 Substanzen fur mikrobiologische Untersuchunge n
Schaedler Anaerobe Broth Oxoid
Glyzerin Sigma
Columbia-Agarbasis Oxoid
5% Schafsblut Oxoid
3%D+-Glucose Fluka

EDTA Dinatriumsalz Dihydrat

PBS

Cell Strainer (70um), Falcon

Tube 50 ml

5 ml Rundbodenréhrchen, Polystyrol
Cryovials

Safe-lock Eppendorf Tubes

Neo Lab Beutel, 10x15 cm,

steril fur Blender Stomacher 80 ml
Einmal-Impfésen, steril

Drigaltzki-Spatel

Care Roth GmbH&Co.
Dulbecco, Biochrom AG
Becton Dickonson Labware
Sarstedt

Becton Dickonson Labware
Nunc

Eppendorf

neo Lab

VWR International

15 ml Centrifuge Tubes with Screw Caps, steril Roth, Carl

2.1.2 Substanzen und Materialien fir Behandlung der Tiere
Waage ScalTec
Panthenol-Augensalbe Jenapharm
Narkosegerat Sulla 800V, Vapor 19.3 Draeger

Isofluran
Alkohol
NaCl 0,9%
Ketamin
Midazolam

Glucose 5%
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Braun

Ketamin (10mg/ml), DeltaSelect
Dormicum, Roche
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Kafige Makrolon, IVC Typll lang
Futter Standardtrockenfutter (sniff M Z
extrudiert)

Nahtmaterial Ethicon, Johnsson&Johnsson
Spruhpflaster Band Aid, Johnsson&Johnsson
Rasierer Wilkinson

2.1.3 Substanzen fur Organlysepuffer
CHAPS SERVA Electrophoresis

Products

Tween 20 SIGMA-ALDRICH
EDTA SIGMA
PBS Dulbecco, Biochrom AG
Complete Protease Inhibitor Fa Roche

214 Standardgeréate fur laboranalytisches Arbeiten
Stomacher
Plattenschuttler S410, MLW
Vortexgerat VF2 Janke&Kunkel
Plattenlesegeréat MR5000, Dynatech

2.2 Methoden

2.2.1 Versuchstiere

Es handelte sich um 8 bis 12 Wochen alte, weibliche, spezifisch pathogenfreie (SPF)
Balb/c-Mause. Diese wurden von der Zuchtstation Harlan Winkelmann, Deutschland
bezogen.

Nach der Anlieferung wurden die Balb/c-Mause 1 Woche zur Adaptation in Gruppen

zu maximal je 9 Tieren auf Makrolon-Kafige verteilt. Sie wurden tierschutzgerecht in
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einem klimatisierten Raum (Temperatur 27T (25+£2)TC ), relativer Luftfeuchte 52 %
(55+5%), Licht / Dunkel-Wechsel (12 stindlich),

Standardtrockenfutter und Wasser ad libitum und in SPF-Kéafigen gehalten.

mit  kontinuierlichem
Balb/c-M&ause wurden sowohl fiir Infektionsmodelle als auch fir alkoholtoxische und

operative Versuche %5629 yielfach verwendet.

2.2.2 Ausschlusskriterien

Tiere, die wahrend der Behandlung verstarben, die das Alter von 12 Wochen
Uberschritten oder schon vor dem 1. Behandlungstag ein zu hohes Kdrpergewicht
(>239g) hatten, wurden aus dem Versuch ausgeschlossen. Gleiches trifft auf Tiere zu,
die bereits vor Behandlungsbeginn bei Erhebung des klinischen Scores Piloerektion
des Fells, Sekretion aus Nase, After oder Augen oder starke motorische

Verlangsamung aufwiesen.

2.2.3 Aufschlisselung der Gruppenbezeichnungen

Tabelle 1:

Darstellung der gruppenspezifischen Verfahrensweise

1. bis7.Tag |8.Tag 9. Tag 10. Tag 11. Tag
NaCl+ | NaCl i.p., NacCl i.p., Erhebung des Erhebung des Erhebung des
Sham- | Erhebung des Erhebung des klin . Scores klin . Scores, klin . Scores,
Infekt klinischen klinischen NacCl Applikation | Tétung,
" | Scores Scores, mediane intranasal Praparation
Laparatomie
EtOH+ | EtOH i.p., EtOH i.p., Erhebung des Erhebung des Erhebung des
Sham- | Erhebung des Erhebung des klin . Scores klin . Scores, klin . Scores,
Infekt klinischen klinischen NacCl Applikation | Tétung,
Scores Scores, mediane intranasal Préparation
Laparatomie
NaCl+ | NaCl i.p., NacCl i.p., Erhebung des Erhebung des Erhebung des
Klebs. | Erhebung des Erhebung des klin . Scores klin . Scores, klin . Scores,
klinischen klinischen Klebsiellen Totung,
Scores Scores, mediane Applikation Praparation
Laparatomie intranasal
EtOH+ | EtOH i.p., EtOH i.p., Erhebung des Erhebung des Erhebung des
Klebs. [ Erhebung des Erhebung des klin . Scores klin . Scores, klin . Scores,
klinischen klinischen Klebsiellen Totung,
Scores Scores, mediane Applikation Praparation
Laparatomie intranasal

27




Methoden und Materialien

224 Gruppenentsprechende Vorbehandlung der Tiere

In diesem Modell erfolgte die Ethanolapplikation intraperitoneal, um eine mdglichst
gute Vergleichbarkeit zu erreichen. Dies hat im Vergleich zu Ethanol-Diat-Modellen
den Vorteil, eine spezifisch auf das Korpergewicht angepasste Menge Ethanol zu
verabreichen ©9. Da frilhe alkoholbezogene Organschaden in Form von Steatosis
hepatis, Entztiindungszeichen und fokalen hepatischen Nekrosen erst nach ca. 4
Wochen Ethanolapplikation auftreten | sind nach 8 Tagen Ethanolapplikation zwar
immunologische Verdnderungen zu erwarten, erwahnte Organschaden jedoch
weitestgehend ausgeschlossen.

Es erfolgte die intraperitoneale Verabreichung von Alkohol (3,8 g Alkohol/kg
Korpergewicht in 1 ml 0,9%iger NaCl-Lésung) bei Tieren der Gruppen
EtOH+Shaminfektion und EtOH+Klebsiellen, und von 1 ml 0,9%iger NaCl-Lésung bei
Tieren der Gruppen NaCl+Shaminfektion und NaCl+Klebsiellen an 8 aufeinander

folgenden Tagen unter einer keimarmen Arbeitsbank (Heraeus, LaminAir HBB 2448).

2.2.5 Mediane Laparotomie unter Isofluran-Narkose

Die Versuchstiere wurden am 8. Behandlungstag einer medianen Laparotomie
unterzogen (siehe Tabelle 1).

Die Einleitung der Narkose erfolgte fur 10-15 Sekunden bei 0.8 I/min O, und 3-4%
Isofluran Uber eine Maske, welche der abgetrennte vordere Teil einer 20 ml-Spritze
war. Das Unterhalten der gewlnschten Narkosetiefe wurde durch 1,8 — 2,5%
Isofluran bei 0,81 / min O, erreicht.

Das Feststellen der Narkosetiefe nach Einleitung erfolgte anhand der Prifung des
Zwischenzehenreflexes. Das Tier wurde nach Erreichen der erwinschten
Narkosetiefe auf einem 38° C temperierten Warmekiss en zur Vermeidung einer
Hypothermie mittels Klebestreifen an den Extremitaten in Rickenlage fixiert. Danach
wurde das Abdomen mittels Einmalrasierer rasiert und anschlieRend desinfiziert.
Nach Abdeckung mit einem sterilen Tuch wurde eine mediane Laparotomie
durchgeflhrt, bei der zuerst ein ca. 1 cm langer Hautschnitt erfolgte, bevor ebenfalls
das Peritoneum mit einem ca. 1 cm groRen Schnitt er6ffnet wurde. Es folgte die

Mobilisation des linken Leberlappens mit anschlieRender Peritonealnaht als
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fortlaufende Naht. Die Hautnaht erfolgte in Einzelknopfheften, danach schloss sich
die Wundversorgung mittels Spruhverband an.

Diese Art der Operation zeigte sich in der Erlernung und Handhabung einfach und
bedingt dadurch eine gute Standardisierbarkeit. Auch kam dieser operative Zugang
bereits in anderen Forschungsgruppen zum Einsatz 9199,

Das Trinkwasser wurde durch eine 5%ige Glucose-Losung zur Vermeidung einer
metabolischen Entgleisung ersetzt, wie das auch von anderen Arbeitsgruppen

praktiziert wurde ©.

2.2.6 Erhebung des klinischen Scores und der
Gewichtsveranderungen

Die Erhebung des klinischen Scores erfolgt anhand von 3 verschiedenen
Parametern. Es erfolgte eine Beurteilung
- der Piloerektion, d.h. es wurde die Struktur des Fells beurteilt;
- der Motorik, also der Koordination und Bewegungsgeschwindigkeit
der Mause;
- der Schleimhautsekretion, wobei die Starke eventueller Sekretion
aus Nase, Augen und After beurteilt wurde;
Die Erhebung des klinischen Scores erfolgte ab dem ersten Behandlungstag. Das
Gewicht der Tiere wurde am 1. und 8. Behandlungstag und an jedem postoperativen
Tag dokumentiert. Die Kriterien zur Verteilung des Punktescores werden in Tabelle 2
dargestellt:

Tabelle 2:
Kriterien fir den klinischen Score und deren Wichtung

Piloerektion Haltung, Motorik, Ausfluss, Schleimhaute
Verhalten
Punkte |0 1 2 0 1 2 0 1 2
Kriterien =
() 8) c
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- S o o % 07D
o I ‘é‘ o =7 S 5o
€ |o |- |8E|52|- |S2Fg|tzz
S 3 © c :g Do | ® Z -3 |3>% <
= o) o = s | Ox | E C5E |Xugo
=1 o)) S = = X DO = 0N %] = o Q
© c = ] oL | &6 | o Q8 3 | 835
[&)] S 17} c S O | ®Cc c o) < n = =

N
©



Methoden und Materialien

Der Gesamtscore pro Tag ergab sich aus der Addition der ermittelten Punkte pro

Kriterium.

2.2.7 Klebsiella pneumoniae

In dem von uns benutzten OP-Infektionsmodell verwendeten wir Klebsiellen vom Typ
Klebsiella pneumoniae subsp. pneumoniae (Schroeter) Trevisan Serotype 2 von
ATCC 43816, welche auch in anderen Studien fir Pneumoniemodelle eingesetzt

wurden ?548),

2271 Herstellen einer Nahrbouillon

Wir gaben eine geringe Menge an aliquotierten und zur Aufbewahrung bei —25C
eingefrorenen Klebsiellen zusammen mit 10 ml Schaedlerbouillon in ein 15 ml
Falconrohrchen. Dieses wurde 24 Stunden auf einen Schuttler installiert, der sich in
einem Brutraum (37<C) befand und eine Kreisbewegung von 200 Umdrehungen pro
Minute ausfihrte.

Nach 24 Stunden Brutzeit wurden 9 ml der Schaedler-Klebsiellen-Losung mit 1 ml
Glyzerin versetzt, um im folgenden Zyklus beim Einfrieren bei —25 ° C und dem
spateren Auftauen einen mdglichst geringen Verlust von vermehrungsfahigen
Klebsiellen in der L6sung zu haben. Nach Aliquotierung der hergestellten
Suspension erfolgte das Einfrieren der 1 ml-Aliquots in Nunc-Kryoréhrchen bei —25C

Grad zur Aufbewahrung.

2.2.7.2 Feststellung des Klebsiellentiters im Aliqu ot

Die zur Infektion der Mause bendtigten Klebsiellen (Typ Klebsiella pneumoniae
subsp. pneumoniae (Schroeter) Trevisan Serotype 2 von ATCC 43816) wurden bei
-25C im Robert-Koch-Institut sowohl als mit 1/10 Glycerin versetzte Aliquots
(Keimzahl ca. 10°CFU/mI) als auch in der Stammsammlung der AG Prof. Dr. Appel
aufbewabhrt.

Fur die Keimzahlbestimmung der eingefrorenen Aliquots wurde exemplarisch eines
aufgetaut und 0,5 ml Klebsiellenldsung in einer 1:10 Verdinnungsreihe mit 0,5%iger
NaCl-Losung auf Columbia-Dextrose(5%)-Blutagar ausplattiert. Nach weiteren 24

Stunden im Brutschrank bei 37<C erfolgten das Auszé hlen der Kolonien und das
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anschliefende Berechnen der Keimkonzentration mit Hilfe der Formel des
gewogenen arithmetischen Mittels.

2.2.7.3 Herstellung der Infektionslosung

Zur Herstellung der Infektionsldsung wurde eines der mit Glycerin versetzten und
eingefrorenen Aliquots aufgetaut und in einer Verdinnungsreihe in jeweils 8 Stufen
aufsteigend 1:10 verdinnt. Anhand der vorher ermittelten Konzentration von
Klebsiellen (CFU/mI) in der Klebsiellen-Glycerin-Boullion wurde bestimmt, welche
Verdunnungsstufe dazu geeignet ist, die Infektionsldsung herzustellen. Es wurde
zum Infizieren der Tiere diejenige Verduinnungsstufe benutzt, die eine Konzentration
von 2x10°1ml besaB, dies entspricht einer Konzentration von 10*50 | CFU

Klebsiella pneumoniae.

2.2.8 Infektion und Shaminfektion

Es erfolgte die Betdubung der Tiere mit einem Gemisch aus Ketamin (100 mg/kg
Kdrpergewicht) und Midazolam (4 mg/kg Koérpergewicht). Dies gewahrleistete eine
gleichmafige und tiefe Atmung als Vorraussetzung fur die bestmogliche Aspiration
der Tiere.

Nach gewiinschter Narkosetiefe, welche anhand der Atemfrequenz und der Reflexe
geprift wurde, erfolgte die gruppenspezifische Behandlung der Tiere.

Den Tieren der Gruppen NaCl+Klebsiellen sowie EtOH+Klebsiellen wurde jeweils mit
einer Pipette 10* CFU Klebsiella pneumoniae in einem Gesamtvolumen von 50 pl
isotoner NaCl-Losung langsam Uber einen Zeitraum von 3-5 Minuten nasal appliziert.
Den Tieren der Gruppen NaCl+Shaminfektion sowie EtOH+Shaminfektion wurde
Uber einen Zeitraum von 3-5 Minuten mittels einer Pipette 50 pl isotone NaCl-Lésung
intranasal verabreicht. Samtlich beschriebene Schritte erfolgten unter einer
keimarmen Arbeitsbank (Heraeus, LaminAir HBB 2448).
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2.2.9 Totung und Praparation der Tiere

2.29.1 Blutentnahme und T6tung

Am 11. Tag, also dem 3. postoperativen Tag (24 Stunden nach Infektion mit K.
pneumoniae bzw. Shaminfektion), erfolgte die Tétung und Préparation der Tiere.
Nach der intraperitonealen Applikation eines Gemisches von Ketamin (250 mg/kg
KG) und Midazolam (10 mg/kg KG) kam es zum Einsetzen der Bewusstlosigkeit bei
den Tieren. Es erfolgte dann die retrobulbare Blutentnahme mittels mit Na-Heparin
versetzter Haematokrit-Kapillaren, womit der retrobulbdre Venenplexus eroffnet
wurde. Das Auffangen des Blutes erfolgte mit Monovetten, welche vorher mit 0,1 ml
Liguemin versetzt worden waren. Die gewonnene Blutmenge befand sich im Bereich
von 0,3 - 0,5 ml.

Nach erfolgter Blutentnahme erfolgte der Genickbruch, die Prifung des erfolgreich
durchgefliihrten Genickbruches geschah durch den Versuch, den Zwischenzehen-

reflex auszuldsen.

2.29.2 Praparation der Organe

Die getOteten Tiere wurden mittels Kanidlen auf einer mit Alufolie bespannten
Korkplatte fixiert und anschlieBend desinfiziert.

Die Praparation erfolgte unter keimarmer Arbeitsbank. Das Durchtrennen der Haut
geschah median vom Os pubis bis zur Mandibula, danach wurde die Haut vom
Peritoneum abgetrennt.

Es folgte die Er6ffnung des Peritoneums median bis zum Diaphragma. Nun wurden
die Milz und die Leber freiprapariert, entnommen und in jeweils ein steriles,
verschraubbares Rohrchen verbracht, welche anschlieRend sofort durch Flissig-
stickstoff schockgefroren und bis zur Lagerung bei -80C in Trockeneis aufbewahrt
wurden. Durch den Einstich in das Zwerchfell beim Herzschatten (Pars cardiaca
diaphragmae) kam es zu einem Druckausgleich im Thorax mit anschlieRendem
Kollabieren der Lungen.

Das Diaphragma, das Sternum und Teile des Rippenbogens wurden entfernt,
zusatzlich war das Durchtrennen der Claviculae nétig. Es schloss sich das Freilegen
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der Trachea durch Entfernung der Speicheldriisen sowie von umgebendem Fett-,
Binde- und Muskelgewebe im Halsbereich an.

Zur Durchfihrung einer bronchoalveolaren Lavage erfolgte das Einfihren einer 18 G-
Flextle mit Fixierung oberhalb der Carina bronchialis. Die bronchoalveolére Lavage
erfolgte mit 11 ml 4C kaltem PBS.

Nach Durchfihrung der BAL erfolgte die Entnahme der Lunge sowie des Thymus,
wobei diese Organe analog zu Milz und Leber ebenfalls schockgefroren und bis zur

Lagerung im -80°C-Tiefkuhlfach in Trockeneis aufbe wahrt wurden.

2.2.10 Feststellung der Infektionsdosis im Tier
2.2.10.1 Mikrobiologische Untersuchung der Lungen

Die nicht lavagierten Lungen wurden keimfrei entnommen und auf zerstol3enem Eis
in sterilen 50 ml-Falconréhrchen transportiert. Innerhalb der folgenden 2 Stunden
erfolgte die Aufarbeitung. Die Lunge wurde in einem Stomacherbeutel gewogen,
steril zerkleinert und in einer 1:10 Verdinnung mit PBS gemischt. Danach wurden
die im Lungengewebe vorhandenen Klebsiellen 1 Minute durch die Bewegung der
Stomacherpedale aus dem Gewebe entfernt. Jeweils 0,9 ml PBS wurden in 8 Safe-
lock-Eppendorf Tubes pipettiert. Anschliel3end wurden 0,1 ml der Klebsiellenlésung
aus dem Stomacherbeutel hinzugegeben und eine lineare 1:10 Verdinnungsreihe
erstellt. Je 100 ul wurden auf 2 Columbia-Dextrose(5%)-Blutagarplatten gegeben, 24
Stunden bei 37<C im Brutschrank bebritet und dann die Keimzahl durch Auszéhlung
der Kolonien und Berechnung anhand der Formel des gewogenen arithmetischen

Mittels bestimmt.

2.2.10.2 Mikrobiologische Untersuchung des Blutes

Zur mikrobiologischen Untersuchung wurde das unmittelbar vor Totung der Tiere
entnommene Blut benutzt. Dieses wurde in sterilen verschlieRbaren Réhrchen auf
Eis transportiert und innerhalb von 2 Stunden weiterverarbeitet. Fir den Nachweis
einer Bakteriamie wurden 10 pl und 100 pl Blut auf je einer Columbiablut-
Dextrose(5%)-Platten ausplattiert und danach wurden 24 Stunden bei 37<C bebrtet.
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Am néchsten Tag erfolgte die Auszahlung der Kolonien und die Berechnung der
Keimkonzentration anhand der Formel fir das gewogene arithmetische Mittel.

Formel flr das gewogene arithmetische Mittel:

c
C=— —— " d, mit
n” 1+n2” 01
C Anzahl der koloniebildenden Einheiten je ml Probe

¢ Summe der Kolonien aller Agarplatten, die zur Auswertung kamen

nl Anzahl der Agarplatten mit der niedrigsten Verdiinnungsstufe
n2 Anzahl der Agarplatten mit der néachsthbheren ausgewerteten

Verdinnungsstufe
d Faktor der niedrigsten ausgewerten Verdiinnungsstufe (bezogen auf
nl)
2.2.11 Alkoholkonzentrationsbestimmung

Die Feststellung des Alkoholgehaltes des Blutes der Mause geschah per
gaschromatographischer Bestimmung der Blutproben mittels Headspace-Methode.
100 pl Blut wurde in eine Headspace-Probeflasche gegeben. Die Probeflaschen
wurden in den Autosampler installiert und es erfolgte die gaschromatographische

Untersuchung mit Dreifachbestimmung jeder Probe.

2.2.12 Herstellung von Organhomolysaten mit Abtrenn ung der
Membranfraktion

Der erste Schritt zur Homolysierung der Organe verlangte die Pulverisierung der bei
-80C eingefrorenen Organe mit Mdrser und Pistill in Flissigstickstoff (IN,). Das
daraus gewonnene gefrorene Pulver wurde in 5 ml Puffer (1xPBS, 1mM EDTA, 0,5%
v/v. Tween 20, 0,25% w/v CHAPS, Complete Proteaseinhibitor Cocktail Tablet
(Roche)) aufgeldst und anschlieBend 15 Minuten bei 4C inkubiert. Danach wurde
die Losung fur 15 Minuten bei 4C und 1500 x g zentrifugiert. Das bei diesem
Zentrifugationsschritt entstandene Pellet wurde verworfen und der Uberstand zwecks
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des Abtrennens der Membranfraktion von den solubilisierten Proteinen fir 55
Minuten bei 18000 x g ultrazentrifugiert. Der daraus wiederum gewonnene Uberstand

wurde nachfolgend aliquotiert und bei -80C eingefr oren, das Pellet verworfen.

2.2.13 Messung der Protein- und Zytokinkonzentratio  nen der
aliquotierten Uberstande

Zur Vermeidung eventueller Matrixeffekte beim Messen der Zytokinkonzentrationen
per ELISA wurden die Proteinlosungen mit PBS derart verdinnt, dass die
resultierende Probe eine Proteinkonzentration im Bereich von 0,2 - 1,2 mg Protein/ml
aufwies. Die Kontrolle der Proteinkonzentration erfolgte durch indirekte
kolorimetrische Bestimmung mittels eines kommerziell erhaltlichen BCA-Kits (Micro
BCATM Protein Assay Reagent Kit, Pierce, Rockford, USA).

Die Bestimmung der Zytokine in den aliquotierten und, wie vorher beschrieben,
verdiinnten Uberstanden erfolgte mit Hilfe kommerziell erhéltlicher ELISA-Kits
(Quantikine, RnD Systems). Die durch das Plattenlesegerat (Dynatech MR5000)
ermittelten Zytokinkonzentrationen der einzelnen Proben wurden anhand ihrer vorher

bestimmten Proteinkonzentrationen nun normiert und in pg / mg Protein angegeben.

2.2.14 Messen der Interleukin 1  -Konzentrationen

Nachfolgend wird exemplarisch die Prozedur zur Bestimmung von IL-1 in den
Organlysatuiberstdnden beschrieben. Diese Beschreibung gilt analog auch fur die
Bestimmung der Zytokine IL-4, IL-6, IL-10 und TNF-a.

Zur quantitativen Bestimmung der IL1 -Konzentrationen sowie auch der anderen
Zytokine in den aliquotierten Organhomolysatiiberstande wurden kommerziell
erhaltliche ELISA-Kits (Quantikine, Firma R&D Systems) benutzt. Die Bestimmung
erfolgt in diesen Kits indirekt kolorimetrisch.

Zuerst wurden die im Kihlschrank gelagerten ELISA-Kits auf Zimmertemperatur
gebracht, ebenso die zu messenden Proben. Es wurde das Lyophylisat der Kit-
Kontrolle mit 1 ml destillierten Wassers aufgeltst, anschlie3end wurde, indem man 5
ml der Kalibratorlosung dem Standard-Lyophylisat hinzufligte, eine Standardlésung

der Konzentration 500 pg IL1 /ml erzeugt. Dabei war darauf zu achten, dass sich die
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Lyophylisate vollstandig auflésen. Die Herstellung der 8 Standard-IL-1b-Lésungen
erfolgte per Verdinnungsreihe.

Die zu messenden Proben wurden - wie in 2.2.13 beschrieben - entsprechend
verdunnt. In jedes der zu benutzenden Wells der Mikrotiterplatte wurde 50 | Assay
Diluent hinein pipettiert, anschlieend wurden 50 | aller 8 Standards der
Konzentrationen 500, 250, 125, 62.5, 31.2, 15.6, 7.8 und 0 pg IL-1 /ml, jede zu
messende Probe und die Kit-Kontrolle, die Aufschluss Uber richtige Funktionsweise
und Bedienung des Kits und seiner Komponenten gab, jeweils in Doppelbestimmung,
und nach vorheriger 20-sekiindiger Homogenisierung mit einem Vortexgerat, in die
Wells der Mikrotiterplatte hinein pipettiert. Nach Beendigung dieses Schrittes wurde
die Platte 5 Minuten auf einen Plattenschuttler gestellt, um eine optimale Verteilung
von Proben, Standards und der Kit-Kontrolle in den einzelnen Wells zu
gewahrleisten. Zur Bindung des in Lésung befindlichen IL-1 an die mit Antikdrper
beschichteten Boden der Wells wurde die Platte 2 Stunden bei Zimmertemperatur
inkubiert.

Nach Ablauf der 2 Stunden wurde jedes einzelne Well der Mikrotiterplatte mit der im
Kit enthaltenen Waschpufferlésung 4-mal ausgewaschen, um die nicht an den mit
dem IL-1 -Antikorper beschichteten Boden angedockten und in Lésung befindlichen
IL1 -Molekile und andere Proteine zu entfernen. Danach erfolgte das Trocknen der
Mikrotiterplatte bei Zimmertemperatur.

Folgend wurde das IL-1 -Konjugat, welches mit Peroxidaseenzym beladene
polyklonale IL1 -Antikdrper enthielt, in der Menge von 100 | pro Well hinzupipettiert.
Wieder erfolgte die Platzierung auf dem Plattenschiittler fir 5 Minuten, auf die eine
weitere 2-stiindige Inkubation folgte.

Nach Ablauf dieser 2 Stunden wurde die Platte wie beschrieben gewaschen. Nach
vollstandiger Trocknung wurde jedem Well 100 | Substratldsung (Kolorreagenz)
hinzugeflgt. Nach Ablauf einer halben Stunde Inkubation bei vélliger Dunkelheit
wurde die im Kit enthaltene Stop-Losung in der Menge von 100 | pro Well in die
Mikrotiterplatte hinzupipettiert, was zu einem Farbumschlag der durch das
Kolorreagenz entstandenen blauen Farbung zu gelb flhrte.

Als abschlielender Schritt erfolgte nun innerhalb von 30 Minuten die
absorptionsphotometrische Messung mit dem Plattenlesegerat (Dynatech MR5000)
bei 450 nm. Wie der Kit-Beschreibung zu entnehmen, sind alle gemessenen

Probenkonzentrationen tber 3.0 pg/ml als valide zu betrachten.
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Um schlussendlich normierte Konzentrationen der einzelnen Organiberstande zu
bekommen, wurden alle durch das Plattenlesegerét ermittelten Konzentrationen mit
der gemessenen Proteinkonzentrationen so verrechnet, dass sich alle Ergebnisse

auf 1mg Protein / ml Probenflissigkeit der einzelnen verdiinnten Probe beziehen.

2.2.15 Auswertung der gewonnenen Daten

Die Auswertung der per ELISA gewonnenen Zytokinkonzentrationen, sowie aller
anderen erhobenen Daten und die statistischen Berechnungen erfolgte mit SPSS

14.0, die graphische Darstellung mit SigmaPlot 2001.

37



Ergebnisse

3 Ergebnisse
3.1 Ergebnisse der Interleukinmessungen
3.1.1 IL-1 in der Milz
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Abbildung 1:

Messung der IL-1 -Konzentration mittels ELISA aus den Uberstanden
der Milzlysate, angegeben in pg/mg Protein

Tabelle 3:

Mediane der IL-1b-Konzentrationen in den Milzhomolysaten der einzelnen Gruppen mit Anzahl der Tiere und
Angabe der Signifikanzen in den getatigten Gruppenvergleichen

Gruppe Median Anzahl Gruppenvergleich p-
[pa/mg] der Tiere Wert
NaCl+Sham-Infekt. 128,82 7 NaCl+Sham-Infekt. vs EtOH+Sham-Infekt. | 0,428
EtOH+Sham-Infekt. 126,03 7 NaCl+Klebsiellen vs. EtOH+Klebsiellen 0,317
NaCl+Klebsiellen 484,00 6 NaCl+Sham-Infekt. vs. NaCl-Klebsiellen 0,003
EtOH+Klebsiellen 412,42 7 EtOH+Sham-Infekt. vs. EtOH-Klebsiellen 0,002

Die IL-1 -Werte wurden mittels ELISA aus den Uberstanden der Milzlysate in ihrer
Konzentration bestimmt. Die Anzahl der gemessenen Tiere, die Mediane der
einzelnen Gruppen und die errechneten p-Werte in den Gruppenvergleichen sind der
Tabelle 3 zu entnehmen. Die dargestellten p-Werte wurden mittels des Mann-
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Whitney-U-Tests errechnet, ein p kleiner als 0,05 wurde als signifikant definiert.

Dargestellt werden die gemessenen Werte anhand von Boxplots in Abbildung 1.

Wie aus Abbildung 1 hervorgeht, stiegen die IL-1 -Konzentrationen in den Milzen
beider Klebsiellengruppen deutlich und signifikant im Vergleich zu ihren
Kontrollgruppen an (siehe auch Tabelle 3). Des Weiteren konnte kein allein durch
Alkohol verursachter Unterschied in den Sham- und Klebsiellengruppen gesehen

werden.
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3.1.2 IL-1 in der Lunge
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Abbildung 2:
Messung der IL-1 -Konzentration mittels ELISA aus den Ubersténden der
Lungenhomolysate, angegeben in pg/mg Protein
Tabelle 4:

Mediane der IL-1b-Konzentrationen in den Lungenhomolysaten der einzelnen Gruppen mit Angabe der Anzahl
der Tiere und der Signifikanzen in den getéatigten Gruppenvergleichen

Gruppe Median Anzahl Gruppenvergleich p-
[pg/mg] der Tiere Wert
NaCl+Sham-Infekt. 35,04 7 NaCl+Sham-Infekt. vs. EtOH+Sham-Infekt. | 0,749
EtOH+Sham-Infekt. 34,64 7 NaCl+Klebsiellen vs. EtOH+Klebsiellen 0,063
NaCl+Klebsiellen 1153,36 6 NaCl+Sham-Infekt. vs. NaCl+Klebsiellen 0,003
EtOH+Klebsiellen 3218,97 7 EtOH+Sham-Infekt. vs. EtOH+Klebsiellen | 0,002

Die IL-1 -Werte wurden mittels ELISA aus den Uberstanden der Lungenlysate in

ihrer Konzentration bestimmt. Die Anzahl der gemessenen Tiere, die Mediane der

einzelnen Gruppen und die errechneten p-Werte in den Gruppenvergleichen sind der

Tabelle 4 zu entnehmen. Die dargestellten p-Werte wurden mittels des Mann-

Whitney-U-Tests errechnet, ein p kleiner als 0,05 wurde als signifikant definiert.

Dargestellt werden die gemessenen Werte anhand von Boxplots in Abbildung 2.
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Wie in Abbildung 2 veranschaulicht, wurde in der Lunge eine stark erhdhte
Konzentration von IL-1 bei den beiden Klebsiellengruppen im Vergleich zu den
Shaminfektionsgruppen (Tabelle 4) gefunden. Ein Unterschied innerhalb der beiden
Klebsiellengruppen bestand nur tendenziell in einer Erhéhung der Konzentration von
IL-1 bei der EtOH+Klebsiellengruppe. Auch in den Vergleichen NaCl+Klebsiellen vs.
EtOH+Klebsiellen und NaCl+Shaminfekt. vs. EtOH+Shaminfekt. zeigte sich kein
signifikanter Unterschied.

3.1.3 TNF- in der Milz
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Abbildung 3

Messung der TNF- -Konzentrationen mittels ELISA aus den Uberstanden
der Milzhomolysate, angegeben in pg/mg Protein

Tabelle 5

Mediane der TNF-a-Konzentrationen in den Milzhomolysaten der einzelnen Gruppen mit Angabe der Anzahl der
Tiere und der Signifikanzen in den getéatigten Gruppenvergleichen

Gruppe Median Anzahl Gruppenvergleich p-
[pg/mg] der Tiere Wert
NaCl+Sham-Infekt. 25,75 7 NaCl+Sham-Infekt. vs. EtOH+Sham-Infekt. | 0,848
EtOH+Sham-Infekt. 26,06 7 NaCl+Klebsiellen vs. EtOH+Klebsiellen 1,000
NaCl+Klebsiellen 38,04 6 NaCl+Sham-Infekt. vs. NaCl+Klebsiellen 0,010
EtOH+Klebsiellen 35,78 7 EtOH+Sham-Infekt. vs. EtOH+Klebsiellen | 0,025
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Die TNF-a-Werte wurden mittels ELISA aus den Uberstanden der Milzlysate in ihrer
Konzentration bestimmt. Die Anzahl der gemessenen Tiere, die Mediane der
einzelnen Gruppen und die errechneten p-Werte in den Gruppenvergleichen sind der
Tabelle 5 zu entnehmen. Die dargestellten p-Werte wurden mittels des Mann-
Whitney-U-Tests errechnet, ein p kleiner als 0,05 wurde als signifikant definiert.

Dargestellt werden die gemessenen Werte anhand von Boxplots in Abbildung 3.

Der Abbildung 3 ist zu entnehmen, dass die TNF- -Werte der Milzlysate bei den
Klebsiellentieren signifikant hohere Level erreichen, als dies bei den jeweiligen
Sham-Infektionsgruppen der Fall ist. Dies ist auch in der Tabelle 5 bei den
Vergleichen von NaCl+Klebsiellen vs. NaCl+Shaminfektion und EtOH+Klebsiellen vs.
EtOH+Shaminfektion nachzuvollziehen.

3.1.4 TNF- inder Lunge
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Abbildung 4

Messung der TNF- -Konzentrationen mittels ELISA aus den Uberstanden der
Lungenhomolysate, angegeben in pg/mg Protein
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Tabelle 6

Mediane der TNF-a-Konzentrationen in den Lungenhomolysaten der einzelnen Gruppen mit Angabe der Anzahl
der Tiere und der Signifikanzen in den getéatigten Gruppenvergleichen

Gruppe Median Anzahl Gruppenvergleich p-
[pg/mg] der Tiere Wert
NaCl+Sham-Infekt. 20,05 7 NaCl+Sham-Infekt. vs. EtOH+Sham-Infekt. | 0,085
EtOH+Sham-Infekt. 13,77 7 NaCl+Klebsiellen vs. EtOH+Klebsiellen 0,668
NaCl+Klebsiellen 72,74 6 NaCl+Sham-Infekt. vs. NaCl+Klebsiellen 0,063
EtOH+Klebsiellen 76,94 7 EtOH+Sham-Infekt. vs. EtOH+Klebsiellen | 0,002

Die TNF-a-Werte wurden mittels ELISA aus den Uberstanden der Lungenlysate in
ihrer Konzentration bestimmt. Die Anzahl der gemessenen Tiere, die Mediane der
einzelnen Gruppen und die errechneten p-Werte in den Gruppenvergleichen sind der
Tabelle 6 zu entnehmen. Die dargestellten p-Werte wurden mittels des Mann-
Whitney-U-Tests errechnet, ein p kleiner als 0,05 wurde als signifikant definiert.

Dargestellt werden die gemessenen Werte anhand von Boxplots in Abbildung 4.

Ahnlich zu den Beobachtungen bei den Klebsiellen-Tieren in der Milz, stellt sich auch
bei den Lungenlysaten eine Erhéhung der TNF- -Werte bei der EtOH+Klebsiellen-
Gruppe verglichen mit der EtOH+Shaminfektions-Gruppe signifikant dar. In dem
Vergleich zwischen den Gruppen NaCl+Klebsiellen und NaCl+Shaminfektion lasst
sich allerdings nur eine tendenzielle Erhdhung der TNF- -Werte der

NaCl+Klebsiellen-Tiere verglichen mit den Shaminfektionstieren feststellen.
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3.1.5 IL-6 in der Milz
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Abbildung 5:

Messung der IL-6-Konzentration mittels ELISA aus den Uberstianden der
Milzhomolysate, angegeben in pg/mg Protein

Tabelle 7
Mediane der IL-6-Konzentrationen in den Milzhomolysaten der einzelnen Gruppen mit Angabe der Anzahl der
Tiere und der Signifikanzen in den getéatigten Gruppenvergleichen

Gruppe Median Anzahl Gruppenvergleich p-
[pg/mg] der Tiere Wert
NaCl+Sham-Infekt. 10,84 7 NaCl+Sham-Infekt. vs. EtOH+Sham-Infekt. | 0,018
EtOH+Sham-Infekt. 9,60 7 NaCl+Klebsiellen vs. EtOH+Klebsiellen 0,568
NaCl+Klebsiellen 10,26 6 NaCl+Sham-Infekt. vs. NaCl+Klebsiellen 0,086
EtOH+Klebsiellen 9,98 7 EtOH+Sham-Infekt. vs. EtOH+Klebsiellen | 0,048

Die IL-6-Werte wurden mittels ELISA aus den Uberstanden der Milzlysate in ihrer
Konzentration bestimmt. Die Anzahl der gemessenen Tiere, die Mediane der
einzelnen Gruppen und die errechneten p-Werte in den Gruppenvergleichen sind der
Tabelle 7 zu entnehmen. Die dargestellten p-Werte wurden mittels des Mann-
Whitney-U-Tests errechnet, ein p kleiner als 0,05 wurde als signifikant definiert.
Dargestellt werden die gemessenen Werte anhand von Boxplots in Abbildung 5.

Wie in der Abbildung 5 deutlich wird, besteht ein signifikanter Anstieg des IL-6 in der
NaCl+Shaminfektionsgruppe, verglichen mit der EtOH+Shaminfektionsgruppe.

Ebenfalls existiert ein leichter und signifikanter Anstieg der IL-6-Konzentrationen in
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der EtOH+Klebsiellen-Gruppe verglichen mit der EtOH+Shaminfektionsgruppe (vgl.
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Abbildung 6:

Messung der IL-6-Konzentration mittels ELISA aus den Uberstanden der
Lungenhomolysate, angegeben in pg/mg Protein

Mediane der IL-6-Konzentrationen in den Lungenhomolysaten der einzelnen Gruppen mit Angabe der Anzahl der
Tiere und der Signifikanzen in den getéatigten Gruppenvergleichen

Gruppe Median Anzahl Gruppenvergleich -
[pg/mg] der Tiere Wert
NaCl+Sham-Infekt. 43,60 7 NaCl+Sham-Infekt. vs. EtOH+Sham-Infekt. | 0,225
EtOH+Sham-Infekt. 32,95 7 NaCl+Klebsiellen vs. EtOH+Klebsiellen 0,010
NaCl+Klebsiellen 72,61 6 NaCl+Sham-Infekt. vs. NaCl+Klebsiellen 0,063
EtOH+Klebsiellen 197,52 7 EtOH+Sham-Infekt. vs. EtOH+Klebsiellen 0,002

Die IL-6-Werte wurden mittels ELISA aus den Uberstanden der Lungenlysate in ihrer

Konzentration bestimmt. Die Anzahl der gemessenen Tiere, die Mediane der

einzelnen Gruppen und die errechneten p-Werte in den Gruppenvergleichen sind der

Tabelle 8 zu entnehmen. Die dargestellten p-Werte wurden mittels des Mann-
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Whitney-U-Tests errechnet, ein p kleiner als 0,05 wurde als signifikant definiert.
Dargestellt werden die gemessenen Werte anhand von Boxplots in Abbildung 6.

Wie man anhand der Abbildung 6 und der Tabelle 8 erkennen kann, ist das IL-6-
Konzentrationslevel der EtOH+Shaminfektionsgruppe im Vergleich mit der
EtOH+Klebsiellen-Gruppe signifikant erniedrigt. Im Vergleich der beiden Klebsiellen-
Gruppen ergeben sich massiv erhohte IL-6-Werte fur die mit Alkohol vorbehandelten
Tiere. Innerhalb der Shaminfektionsgruppe lieBen sich keine signifikanten

Konzentrationsunterschiede feststellen.

3.1.7 IL-10 in der Milz
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Abbildung 7

Messung der IL-10-Konzentration mittels ELISA aus den Uberstanden
der Milzhomolysate, angegeben in pg/mg Protein

Tabelle 9
Mediane der IL-10-Konzentrationen in den Milzhomolysaten der einzelnen Gruppen mit Angabe der Anzahl der
Tiere und der Signifikanzen in den getéatigten Gruppenvergleichen

Gruppe Median Anzahl Gruppenvergleich p-
[pg/mg] der Tiere Wert
NaCl+Sham-Infekt. 11,61 7 NaCl+Sham-Infekt. vs. EtOH+Sham-Infekt. | 0,565
EtOH+Sham-Infekt. 13,32 7 NaCl+Klebsiellen vs. EtOH+Klebsiellen 0,086
NaCl+Klebsiellen 32,60 6 NaCl+Sham-Infekt. vs. NaCl+Klebsiellen 0,003
EtOH+Klebsiellen 17,78 7 EtOH+Sham-Infekt. vs. EtOH+Klebsiellen | 0,009
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Die IL-10-Werte wurden mittels ELISA aus den Uberstanden der Milzlysate in ihrer
Konzentration bestimmt. Die Anzahl der gemessenen Tiere, die Mediane der
einzelnen Gruppen und die errechneten p-Werte in den Gruppenvergleichen sind der
Tabelle 9 zu entnehmen. Die dargestellten p-Werte wurden mittels des Mann-
Whitney-U-Tests errechnet, ein p kleiner als 0,05 wurde als signifikant definiert.
Dargestellt werden die gemessenen Werte anhand von Boxplots in Abbildung 7.

Es ergab sich, wie in Abbildung 7 in der Messung des IL-10 in der Milz dargestellt,
eine quantitativ zwar nur mafRige, jedoch statistisch signifikante Erhéhung der IL-10-
Werte der Klebsiellentiere im Vergleich mit den jeweiligen Kontrollgruppen
(NaCl+Sham-Infekt. vs.  NaCl+Klebsiellen und  EtOH+Sham-Infekt.  vs.
EtOH+Klebsiellen, siehe auch Tabelle 9).

3.1.8 IL-10 in der Lunge
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Abbildung 8

Messung der IL-10-Konzentration mittels ELISA aus den Uberstanden der
Lungenhomolysate, angegeben in pg/mg Protein
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Tabelle 10
Mediane der IL-10-Konzentrationen in den Lungenhomolysaten der einzelnen Gruppen mit Angabe der Anzahl
der Tiere und der Signifikanzen in den getatigten Gruppenvergleichen

Gruppe Median Anzahl Gruppenvergleich p-
[pg/mg] der Tiere Wert
NaCl+Sham-Infekt. 10,05 7 NaCl+Sham-Infekt. vs. EtOH+Sham-Infekt. | 0,277
EtOH+Sham-Infekt. 6,99 7 NaCl+Klebsiellen vs. EtOH+Klebsiellen 0,022
NaCl+Klebsiellen 14,38 6 NaCl+Sham-Infekt. vs. NaCl+Klebsiellen 0,199
EtOH+Klebsiellen 45,02 7 EtOH+Sham-Infekt. vs. EtOH+Klebsiellen | 0,002

Die IL-10-Werte wurden mittels ELISA aus den Uberstanden der Milzlysate in ihrer
Konzentration bestimmt. Die Anzahl der gemessenen Tiere, die Mediane der
einzelnen Gruppen und die errechneten p-Werte in den Gruppenvergleichen sind der
Tabelle 10 zu entnehmen. Die dargestellten p-Werte wurden mittels des Mann-
Whitney-U-Tests errechnet, ein p kleiner als 0,05 wurde als signifikant definiert.

Dargestellt werden die gemessenen Werte anhand von Boxplots in Abbildung 8.

In Abbildung 8 ist deutlich zu erkennen, dass es einen signifikanten Anstieg in der
Konzentration des IL-10 der Lungenhomolysate bei den EtOH+Klebsiellen-Tieren
gibt; sowohl im Vergleich zu den EtOH+Shaminfektion-Tieren als auch im Vergleich
mit den NaCl+Shaminfektion-Tieren.

Die ubrigen in Tabelle 10 aufgefihrten Vergleiche erbrachten keinerlei signifikante

Anderungen der IL-10-Konzentrationen bei den betrachteten Gruppen.
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3.1.9 IL-4 in der Milz
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Abbildung 9

Messung der IL-4 Konzentrationen mittels ELISA aus den Uberstanden der
Milzhomolysate, angegeben in pg/mg Protein

Tabelle 11
Mediane der IL-4-Konzentrationen in den Milzhomolysaten der einzelnen Gruppen mit Angabe der Anzahl der
Tiere und der Signifikanzen in den getéatigten Gruppenvergleichen

Gruppe Median Anzahl Gruppenvergleich p-
[pg/mg] der Tiere Wert
NaCl+Sham-Infekt. 15,07 7 NaCl+Sham-Infekt. vs. EtOH+Sham-Infekt. | 0,482
EtOH+Sham-Infekt. 17,86 7 NaCl+Klebsiellen vs. EtOH+Klebsiellen 0,391
NaCl+Klebsiellen 12,56 6 NaCl+Sham-Infekt. vs. NaCl+Klebsiellen 0,253
EtOH+Klebsiellen 14,11 7 EtOH+Sham-Infekt. vs. EtOH+Klebsiellen. | 0,482

Die IL-4-Werte wurden mittels ELISA aus den Uberstanden der Milzlysate in ihrer
Konzentration bestimmt. Die Anzahl der gemessenen Tiere, die Mediane der
einzelnen Gruppen und die errechneten p-Werte in den Gruppenvergleichen sind der
Tabelle 11 zu entnehmen. Die dargestellten p-Werte wurden mittels des Mann-
Whitney-U-Tests errechnet, ein p kleiner als 0,05 wurde als signifikant definiert.
Dargestellt werden die gemessenen Werte anhand von Boxplots in Abbildung 9.

Wie man in Abbildung 9 erkennen kann, gestitzt durch die in Tabelle 11 zu

sehenden p-Werte, lassen sich in den getatigten Vergleichen keine signifikanten
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Unterschiede beziglich der IL-4-Konzentrationen in den Uberstanden der Milzlysate

finden.

50



Ergebnisse

3.1.10

1
1
1

=

‘O

§

o

(@)

S

>

&

<

=

Tabelle 12

IL-4 in der Lunge
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Abbildung 10

Messung der IL-4-Konzentrationen mittels ELISA aus den Ubersténden der
Lungenhomolysate, angegeben in pg/mg Protein

Mediane der IL-4-Konzentrationen in den Lungenhomolysaten der einzelnen Gruppen mit Angabe der Anzahl der
Tiere und der Signifikanzen in den getéatigten Gruppenvergleichen

Gruppe Median Anzahl Gruppenvergleich -
[pg/mg] der Tiere Wert
NaCl+Sham-Infekt. 5,58 7 NaCl+Sham-Infekt. vs. EtOH+Sham-Infekt | 0,225
EtOH+Sham-Infekt. 6,08 7 NaCl+Klebsiellen vs. EtOH+Klebsiellen 0,886
NaCl+Klebsiellen 5,78 6 NaCl+Sham-Infekt. vs. NaCl+Klebsiellen 0,886
EtOH+Klebsiellen 5,90 7 EtOH+Sham-Infekt. vs. EtOH+Klebsiellen. | 0,371

Die IL-4-Werte wurden mittels ELISA aus den Uberstanden der Lungenlysate in ihrer

Konzentration bestimmt. Die Anzahl der gemessenen Tiere, die Mediane der

einzelnen Gruppen und die errechneten p-Werte in den Gruppenvergleichen sind der

Tabelle 12 zu entnehmen. Die dargestellten p-Werte wurden mittels des Mann-

Whitney-U-Tests errechnet, ein p kleiner als 0,05 wurde als signifikant definiert.

Dargestellt werden die gemessenen Werte anhand von Boxplots in Abbildung 10.
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Analog zu den IL-4-Gruppenvergleichen aus der Milz und wie man auch in Abbildung
10 erkennen kann (siehe auch Tabelle 12), lassen sich in den getatigten Vergleichen
keine  signifikanten  Unterschiede der IL-4-Konzentrationen aus den

Lungenhomogenaten aufzeigen.

3.2 Histologische Betrachtung

Im Rahmen dieser Studie erfolgte die histologische Aufarbeitung der Milzen, Lungen
und Lebern. Um einen zusatzlichen Aspekt zu erhalten, werden in Bild 1 bis 8
exemplarisch einige mit Hamatoxylin-Eosin gefarbte Praparate der Lungen von je 2

Versuchstieren der Gruppen NaCl+Klebsiellen und EtOH+Klebsiellen dargestellt.

Bild 1 Bild 2
40fache VergroRerung des Lungenparenchyms der 200fache VergrofRerung des Lungenparenchyms der
Versuchsgruppe EtOH+Klebsiellen (Praparat M2847) Versuchsgruppe EtOH+Klebsiellen (Praparat M2847

Bild 3 Bild 4
40fache VergroRerung des Lungenparenchyms der 200fache VergrofRerung des Lungenparenchyms der
Versuchsgruppe EtOH+Klebsiellen (Praparat M2845) Versuchsgruppe EtOH+Klebsiellen (Praparat M2845)
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Bild 5 Bild 6
40fache VergroRRerung des Lungenparenchyms der 200fache VergrofRerung des Lungenparenchyms der
Versuchsgruppe NaCl+Klebsiellen (Praparat M2817) Versuchsgruppe NaCl+Klebsiellen (Praparat M2817)
Bild 7 Bild 8
40fache VergroRRerung des Lungenparenchyms der 200fache VergroRerung des Lungenparenchyms der
Versuchsgruppe NaCl+Klebsiellen (Praparat M2818) Versuchsgruppe NaCl+Klebsiellen (Praparat M2818)

Gut zu erkennen ist bei den mit Ethanol vorbehandelten Tieren (Bild 1 bis 4) vor
allem eine starke peribronchiale und perivaskulare Infiltration von Granulozyten und
Lymphozyten. Die normale Parenchymstruktur ist durch Epitheldestruktion,
geschadigte Alveolarsepten und der intraalveolaren Infiltration von Leukozyten
partiell aufgehoben. In der mit NaCl vorbehandelten Gruppe fanden sich einzelne
granulozytére Infiltrate in den Alveolarsepten, peribronchial und perivaskular, jedoch

bildmorphologisch (siehe Bild 5 bis 8) in deutlich verringerter Auspragung.
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3.3 Mikrobiologische und chemisch-analytische
Untersuchungsergebnisse von Lungen und Blut

3.3.1 Keimzahlen von Klebsiella pneumoniae in der Lunge
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0_

Abbildung 11

Messung der Keimbelastung der infizierten Lungen 24 Stunden nach
Infektion durch Ausstreichen von Verdiinnungsreihen homogenisierter
Lungen, angegeben in CFU/ml

Tabelle 13
Medianwerte der Klebsiellenkonzentrationen in den
Lungen der beiden untersuchten Gruppen

Gruppen- Median
bezeichnung [CFUX10%/ml]
NaCl+Klebsiellen 74,5
EtOH+Klebsiellen 45,9
p-Wert [NaCl+Klebsiellen vs.
EtOH+Klebsiellen] = 0,161

Die Entnahme und das wenige Zeit spater darauf erfolgte Ausplattieren der infizierten
und mikrobiologisch aufgearbeiteten Lungen erfolgte 24 Stunden nach der
intranasalen Applikation von 10* CFU Klebsiella pneumoniae pro Tier.

Bei den wuntersuchten Lungen der Tiere, die der Gruppe NaCl+Klebsiellen

angehérten, ergab sich eine Zunahme der Keimlast von urspriinglich applizierten 10*
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CFU pro Tier auf das 78- bis 2300-fache. Der Median der in den Lungen
gemessenen Keimzahlen lag dabei bei einer Konzentration von 74.5 CFUx10°/ml.
Ahnlich stellte sich das bei den Lungen der Tiere dar, welche der Gruppe
EtOH+Klebsiellen angehorten. Es kam hier ebenfalls zu einer 64- bis 4360-fachen
Steigerung der 24 Stunden zuvor applizierten Keimmenge von 10* CFU Klebsiella
pneumoniae pro Tier.

Die Werte der einzelnen Lungen, die in Tabelle 13 dargestellt werden, sind in
Abbildung 11 als Boxplots dargestellt. Wie zu erkennen ist, lagen die Werte der
Keimzahlbestimmung beider Gruppen in ahnlichen Regionen, auch die Streuung ist
vergleichbar grof3.

Die statistische Analyse per Mann-Whitney-U-Test ergab im Vergleich der Gruppen
NaCl+Klebsiellen und EtOH+Klebsiellen einen p-Wert von 0,161 (siehe auch Tabelle
13), womit kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden betrachteten Gruppen
in Bezug auf die Keimbelastung erbracht werden konnte.

Das Ausplattieren der zuvor aufgearbeiteten Lungen von den Tieren der Gruppen
NaCl+Sham-Infektion und EtOH+Sham-Infektion ergab nach 24stindiger Bebritung
der Coulumbia-5%Dextrose-Blutagarplatten und anschlieBender Auswertung keine

Keimbelastung durch Klebsiella pneumoniae.

3.3.2 Nachweis einer Bakteriamie

In den Ausstrichen von 100 pl und 10 pl nativen Blutes auf Columbiablut-Dextro-
se(5%)-Platten, zeigten sich nach 24 Stunden Bebritung bei 37C bei 2 von 3
kontrollierten und 24 Stunden vor Aufarbeitung intranasal mit Klebsiellen infizierten
Tieren ein Wachstum von ca. 10° CFU/ml Blut.

55



Ergebnisse

3.3.3 Blutalkoholbestimmung

Tabelle 14

Mediane Ethanolkonzentrationen im Blut der gemessenen
Tiere 1 Stunde nach Verabreichung von 3g
Ethanol/Kilogramm

Tier Ethanol [mg/g] Mittelwert
[ma/g]

3,36
2,85

3,37

2,03
Kontrolle 0,00 0

2,97

AIWINPF

Bei der Blutalkoholbestimmung wurde den M&ausen, denen 60 Minuten zuvor 3 g
Ethanol pro Kilogramm Korpergewicht intraperitoneal verabreicht wurde, Blut
entnommen. Die korrekte Bestimmung erfolgte gaschromatographisch mittels
Headspace-Methode. Jede Probe wurde in Doppelbestimmung gemessen. Wie
anhand von Tabelle 10 deutlich zu erkennen ist, fand sich ein durchschnittlicher
Ethanolspiegel von 2,97 mg/g im Blut der 4 zuvor alkoholisierten Mause. Der
Blutalkoholspiegel eines nicht alkoholisierten Kontrolltieres betrug 0 mg/g.
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3.4 Auswertung des Gewichtsverhaltens und der
klinischen Scores
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Abbildung 12
Gewichtsabnahme zwischen 1. Behandlungstag und 3. postoperativen Tag
Tabelle 15:

Mediane der Gewichtsabnahmen der einzelnen Gruppen mit Angabe der Anzahl der Tiere und der Signifikanzen
in den getatigten Gruppenvergleichen

Gruppe Median Anzahl Gruppenvergleich p-Wert
[0] der Tiere

NaCl+Sham-Infekt. 0,05 14 EtOH+Klebsiellen vs. NaCl+Klebsiellen 0,007

EtOH+Sham-Infekt. 0,05 14 EtOH+Klebsiellen vs. EtOH+Sham-Infekt. 0,004

NaCl+Klebsiellen 0,35 12 EtOH+Klebsiellen vs. NaCl+Sham-Infekt. 0,000

EtOH+Klebsiellen 1,15 12

Wie in Abbildung 12 dargestellt, lie3 sich in dem Gewichtsverhalten der

verschiedenen Gruppen Uber die gesamte Behandlungsdauer hinweg eine
Gewichtsabnahme vor allem der EtOH+Klebsiellen-Tiere beobachten, diese war
grol3er als bei allen anderen Gruppen und auch in den getétigten Vergleichen zu

jeder anderen Gruppe signifikant erhdht.

Wie zuvor beschrieben, wurden zu unterschiedlichen Zeitpunkten des Experimentes
bei jedem Tier klinische Scores erhoben, mit deren Hilfe der Zustand der Tiere
beurteilt wurde. Dazu gehdren der Zustand des Fells, die motorische Aktivitdt und
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das Aussehen der sichtbaren Schleimhaute inklusive der Bindehaute (siehe Kapitel
2.2.6). Die Einzelkomponenten des Scores ergaben dann in der Summe den
Gesamtscore. Im Folgenden habe ich den Gesamtscore des Tages der Totung (24
Stunden nach Infektion mit Klebsiellen bzw. Shaminfektion) auf Korrelation mit der

Gewichtsabnahme vom 1. bis zum letzten Behandlungstag gepruft.

3,5

3,0 1 . o0 °

2,5 A

Score [Tag 5]

-1,5 -1,0 -0,5 0,0 0,5 1,0 15 2,0

Gewichtsabnahme [g]

Abbildung 13
Gewichtsabnahme in Korrelation mit dem Score erhoben am Tag
der Tétung

Wie man deutlich in der Abbildung 13 erkennen kann, besteht eine positive
Korrelation zwischen der Gewichtsabnahme und dem Score des letzten Tages,
wodurch ersichtlich ist, dass die Gewichtsabnahme durchaus als Zeichen des

verschlechterten Allgemeinzustandes zu sehen ist.
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Diskussion

Ziel der durchgefihrten Experimente war es, darzustellen, ob die praoperative
8tagige Alkoholgabe bei Balb/c-Méausen die Zytokinantwort durch IL-1 , TNF- , IL-6,

IL-10 und IL-4 im Lungen- und Milzparenchym im Rahmen eines postoperativen

pulmonalen Infektes mit K. pneumoniae signifikant verandert.

Die wichtigsten Ergebnisse dieser Studie waren, dass die Ethanol-Vorbehandlung

der Versuchstiere im Rahmen der postoperativen Klebsiellenpneumonie zu einer

starken Erhdhung der pulmonalen Gewebespiegel von IL-6, IL-10 und tendenziell

von IL-1 fuhrte.

Bezug nehmend auf die Fragestellungen zur primaren Zielsetzung aus 1.9:

la

1b

Die Ethanolvorbehandlung fiihrte nach Induktion einer Pneumonie mit K.
pneumoniae zu signifikant erhéhten Gewebespiegeln von IL-6 und tendenziell
von IL-1 im Lungenparenchym. Im Milzparenchym kam es zu keinen durch
die Art der Vorbehandlung bedingten relevanten Unterschieden in den

Gewebespiegeln der untersuchten proinflammatorischen Zytokine.

Die Ethanol-Vorbehandlung fiihrte nach Induktion einer Pneumonie mit K.
pneumoniae zu einem signifikanten Anstieg des IL-10 im Lungenparenchym.
In der Milz kam es hingegen zu keiner durch die Vorbehandlung induzierten
Unterschieden der IL-10-Gewebekonzentrationen. Im Rahmen dieser Studie
konnten keinerlei Unterschiede der IL-4-Konzentration im Lungen- oder
Milzparenchym beobachtet werden. Weder die Vorbehandlung durch Ethanol

noch die Klebsielleninfektion fiihrte dort zu signifikanten Anderungen.
Ohne das Vorliegen einer Pneumonie hatte die Ethanol-Vorbehandlung im

Vergleich mit der NaCl-Vorbehandlung keinen Einfluss auf die

Konzentrationen der im Lungen- und Milzparenchym bestimmten Zytokine.
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Bezug nehmend auf die Fragestellungen zur sekundaren Zielsetzung aus 1.9:

3 Wahrend post infectionem sowohl IL-6, IL-10 und tendenziell IL-1 durch die
Ethanolvorbehandlung starke Anstiege im Lungenparenchym zeigten, konnte
im Milzparenchym zwar eine Erhéhung von IL-1 , TNF- und IL-10 durch die
Infektion mit K. pneumoniae gezeigt werden, jedoch war diese von der Art
der Vorbehandlung unabhangig. Am priméaren Ort der Infektion fihrte die
Ethanolvorbehandlung somit zu einer Dysregulation der Zytokinantwort,
wohingegen ein Einfluss auf die systemische Zytokinantwort zum

Messzeitpunkt nicht erkennbar war.

4 Die Vorbehandlung mit Ethanol flhrte im Vergleich mit der Vorbehandlung
durch NaCl bei den mit K. pneumoniae infizierten Tieren zu einer histologisch
erkennbaren verstarkten Gewebedestruktion und vermehrter Infiltration durch

Zellen der Immunabwehr.

4.1 Diskussion der Ergebnisse der bestimmten
proinflammatorischen Zytokine

4.1.1 IL-1 und TNF-

In den Messungen der Zytokine im Milzparenchym liel3 sich durch die Infektion mit K.
pneumoniae ein signifikanter Anstieg des IL-1 und des TNF- beobachten. Die
Vorbehandlung mit Ethanol induzierte dabei keine signifikanten Unterschiede. Im
Lungenparenchym zeigten sich nach Klebsielleninfektion ebenfalls deutliche
Anstiege des IL-1 mit tendenzieller Erhéhung des IL- bei den mit Ethanol
vorbehandelten Tieren. TNF- zeigte nur bei den mit Ethanol vorbehandelten Tieren
nach Infektion mit K. pneumoniae einen signifikanten Anstieg im Lungengewebe.
Obwohl die mit NaCl vorbehandelten Tiere post infectionem tendenziell ebenfalls
einen deutlichen Anstieg im Vergleich mit den Shaminfektionstieren boten, zeigte
sich aufgrund der hohen Streuung in der Gruppe der mit Klebsiellen infizierten Tiere

kein signifikanter Unterschied.
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In der frihen Phase einer Klebsiellenpneumonie kommt vor allem der nicht
spezifischen Abwehr eine bedeutende Aufgabe zu. Es erfolgt eine starke Aktivierung
der zur Phagozytose befahigten Zellen wie Makrophagen und Neutrophilen. In
diesem Zusammenhang sind es vor allem IL-1 und TNF- , welche diese Aufgabe
Ubernehmen. Sie sind wichtige Aktivatoren dieser Zellen und werden selbst vor allem
von Makrophagen gebildet, stimuliert durch Bakterien und bakterielle Produkte (12)
Bei den untersuchten proinflammatorischen Zytokinen zeigten sich bereits in den
Milzen nach Klebsielleninfektion deutlich erhdhte Konzentrationen von IL-1 und
TNF- , wobei jedoch die Vorbehandlung mit Ethanol zu keinem signifikanten
Unterschied fuhrte.

Nachdem fur die Konzentrationen von IL-1 im Lungenparenchym ein Anstieg um ein
Vielfaches durch die Infektion mit Klebsiellen prasentiert werden konnte, zeigte sich
im Falle des TNF- unter der Infektion mit Klebsiellen eine viel geringere Erh6hung
und diese auch nur nach Ethanolvorbehandlung. Die Kinetik von TNF- und IL-1
betreffend gibt es unterschiedliche Beobachtungen. So zeigten verschiedene
Studien, dass TNF- seine maximalen Gewebekonzentrationen in der Lunge 6 bis 12
Stunden nach Inokulation von Pneumokokken oder Klebsiellen erreicht und nach 24

479 S0 konnte der in dieser Studie

Stunden schon wieder stark abgefallen ist
gewahlte Messzeitpunkt zu spat gewahlt sein, um deutlichere Verdnderungen der
gruppenspezifischen TNF- -Konzentrationen darzustellen. Dem entgegen gibt es
auch Studien, die nach intratrachealer Applikation von Klebsiellen bis 48 Stunden
nach Infektion einen kontinuierlichen Anstieg der TNF- -Gewebespiegel in
Lungenhomogenaten zeigen @V,

Auffallig ist, dass TNF- im Milzparenchym durch die Infektion mit Klebsiellen
deutlicher und homogener anstieg als im Lungenparenchym. Geht man davon aus,
dass eine Bakteridmie zeitversetzt zur pulmonalen Infektion auftrat, so ware auch der
Zeitpunkt der maximalen TNF- -Sekretion im Milzparenchym deutlich spater als in
der Lunge. Die Diskrepanz zwischen den pulmonalen und den splenischen
Gewebekonzentrationen wéare dadurch zu erklaren. IL-1 erreicht zwar auch 12
Stunden post infectionem maximale Konzentrationen im Lungengewebe, hélt diese
aber deutlich langer aufrecht als TNF- @, was den Unterschied in den

Gewebespiegeln dieser beiden synergistisch wirkenden Zytokine erklart.
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Es war Ziel dieser Arbeit, die Faktoren chronischer Ethanolkonsum und postoperative
Pneumonie gemeinsam zu untersuchen. Ginge man davon aus, dass die Kinetik von
TNF- nicht allein fir die nur geringen Konzentrationsdnderungen in den
Gruppenvergleichen  verantwortlich ist, so gédbe es eine weitere
Erklarungsmadglichkeit. In anderen sich auf die postoperative Ausschittung von
Interleukinen aus Monozyten beziehende Studien wurde oftmals eine postoperativ
verminderte TNF- - Antwort auf LPS- bzw. bakterielle Stimulation hin beschrieben
®59) S0 ist moglicherweise alternativ fir den nur geringen Anstieg der Lungen-TNF-

-Konzentrationen in beiden Klebsiellengruppen ein zu hoher Stimulus durch die
vorangegangene Operation der Mause ursachlich. Mutmalfilich war dieser so hoch,
dass ein potentieller Alkoholeffekt auf die TNF- -Ausschuttung dadurch maskiert
bzw. unterdrickt wurde. Ein Erklarungsansatz ware also, dass die operative
Vorbehandlung eine Insuffizienz in der TNF- -Produktion der Phagozyten bedingt hat
und somit die operative Vorbehandlung einen suffizienten Anstieg des TNF- im
Lungenparenchym post infectionem nicht erméglichte.

Unter der Infektion mit Klebsiellen lieBen sich im Lungengewebe weder bei IL-1 ,
noch bei TNF- signifikante Unterschiede nachweisen, die durch die Vorbehandlung
bedingt gewesen wéaren. Festzustellen ist jedoch, dass der Median der IL-1 -Werte
in der Alkohol+Klebsiellen-Gruppe das 3fache dessen der NaCl+Klebsiellen-Gruppe
betragt. Ein tendenzieller Unterschied nach Ethanol-Vorbehandlung kann hier also
zumindest fur IL-1 festgestellt werden. Dies ist als pradiktiv ungunstig zu werten, da
hohe IL-1 -Konzentrationen als mitverursachend fur die Entwicklung eines

septischen Schockes gesehen wurde ©.

Bergeron et al beobachteten bei CD1-Mausen nach intratrachealer Verabreichung
von 10’ CFU S. pneumoniae bereits innerhalb von 12 Stunden maximale Werte fiir
TNF- und IL-1 im Lungenparenchym und in der bronchoalveolaren Lavage. Bereits
24 Stunden nach Infektion waren diese bereits stark rucklaufig. Greenberger et al
hingegen beschrieben einen deutlichen Anstieg der TNF- -Spiegel bei Balb/c-
M&usen nach intratrachealer Verabreichung von 10° CFU Klebsiellen nach 24
Stunden, maximale Spiegel jedoch erst 48 Stunden post infectionem. Um letztlich zu
klaren, ob die hier nur gering gesteigerten TNF- -Werte hauptséchlich der

postoperativen Insuffizienz der TNF-produzierenden Zellen geschuldet sind, waren
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Messungen in engmaschigeren Abstdnden und zu friheren Zeitpunkten nach der
Infektion mit Klebsiellen notig gewesen.

IL-10 als potentes antiinflammatorisches Zytokin kann, vor allem bei vermehrter
Ausschittung, die Konzentrationen von TNF- im Gewebe erniedrigen. In den
Lungen wurden bei den mit Ethanol vorbehandelten und mit Klebsiellen infizierten
Tieren hohe Konzentrationen von IL-10 gemessen. Es konnte in klinischen Studien
bereits gezeigt werden, dass Patienten mit Alkoholabusus in der Anamnese
postoperativ zu einer erhdhten Suszeptibilitat in Bezug auf Pneumonien neigen. Dies
wird einer durch erhoéhte IL-10-Spiegel verursachten Immunsuppression mit
erniedrigten Konzentrationen von unter anderem TNF- zugeschrieben. Trotz des
Vorliegens von immens hohen IL-10-Spiegeln im Lungenparenchym der infizierten
und mit Ethanol vorbehandelten Tiere ist jedoch ein direkter Effekt auf die TNF- -

Konzentration in dieser Gruppe nicht zu zeigen.

4.1.2 IL-6

Neben der signifikant verminderten IL-6-Konzentration nach Ethanolvorbehandlung
in der Gruppe der Shaminfektionstiere zeigte sich in den Milzen nach
Klebsielleninfektion eine signifikante Zunahme des IL-6. Verglichen mit der mit NaCl
vorbehandelten Gruppe lasst sich jedoch kein ethanolbedingter Unterschied
erkennen. Betrachtet man die Abbildung 5 und die Tabelle 7, stellt man fest, dass die
Mediane in allen betrachteten Gruppen sehr nahe beieinander liegen. So kann
meines Erachtens trotz vorliegender und beschriebener Signifikanzen dort nicht von
klinisch relevanten Unterschieden ausgegangen werden.

Im Lungenparenchym, wo die Ethanolvorbehandlung nach der Shaminfektion nicht
zu signifikanten Veranderungen der IL-6-Spiegel fihrte, war eine deutliche Zunahme
des IL-6 bei den mit Ethanol vorbehandelten und postoperativ mit K. pneumoniae
infizierten Tieren zu erkennen. Die mit NaCl vorbehandelten und postoperativ mit
Klebsiellen infizierten Tiere boten tendenziell einen Anstieg des IL-6 im
Lungenparenchym - verglichen mit der Shaminfektionsgruppe jedoch ohne
statistische Signifikanz und deutlich geringer als nach Vorbehandlung mit Ethanol.
Obwohl durch chronische Ethanol-Exposition im Mausmodell als auch bei humanen
Blutmonozyten eine Verringerung der IL-6-Produktion auftrat %) wurde

beschrieben, dass es bei chronisch alkoholkranken Patienten posttraumatisch zu
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deutlich erhdhten IL-6-Spiegeln kam und mit schweren Komplikationen assoziiert war
(102).

So fuhrte auch in dieser Studie die Ethanolvorbehandlung zu einer Erhdéhung der IL-
6-Spiegel, in besonderem Male im Lungenparenchym bei Vorliegen einer
Klebsielleninfektion. Da IL-6 ein Zytokin ist, das Gewebeschadigung anzeigt ©®,
liegt anhand der hier deutlich erhéhten IL-6-Konzentrationen bei den praoperativ mit
Ethanol vorbehandelten und postoperativ mit Klebsiellen infizierten Tieren pulmonal
eine vermehrte Gewebedestruktion vor. Dies korreliert mit dem schlechteren
Allgemeinzustand der Tiere und kann auch anhand der histologischen Bilder, der

Gewichtsabnahme und der Scorereduktion nachvollzogen werden.

Gleichwohl gehen diese Beobachtungen mit denen von Martins et al. einher, die
feststellten, dass die Hohe der Plasma-Level von IL-6 mit der Schwere einer Sepsis
korreliert und hohe IL-6-Spiegel dabei als fir das Outcome der Patienten
prognostisch ungiinstig zu werten waren “?9. Schlussfolgernd ist festzuhalten, dass
die Ethanolvorbehandlung der Tiere im Falle einer Klebsiellenpneumonie eine starke
Erh6éhung des IL-6 im Lungenparenchym zur Folge hatte. Die dadurch angezeigte
verstarkte Gewebedestruktion lasst sich anhand der abgebildeten Histologien
nachvollziehen. Die pulmonal erhdhten IL-6-Konzentrationen sind ein Hinweis auf

eine gestorte Immunantwort mit deutlich geringeren Chancen, die Pneumonie zu

Uberwinden.
4.2 Diskussion der Ergebnisse der bestimmten
antiinflammatorischen Zytokine
4.2.1 IL-10

Im Milzparenchym fand nach Infektion mit K. pneumoniae ein von der Art der
Vorbehandlung unabhéngiger, signifikanter Anstieg der IL-10-Konzentrationen statt.
Im Lungenparenchym kam es nach Vorbehandlung mit NaCl post infectionem zu
keinen signifikanten Konzentrationserh6hungen. In den Lungen der mit Ethanol
vorbehandelten Mause zeigte sich jedoch nach Infektion mit K. pneumoniae ein
deutlicher und signifikanter Anstieg des IL-10.

Nach der proinflammatorischen Phase im Rahmen einer akuten mikrobiellen

Infektion, an dessen Einleitung IL-6 maf3geblich beteiligt ist, ist es IL-6 moglich, eine

64



Diskussion

zweite, antiinflammatorische Phase tber eine Stimulation von IL-10 einzuleiten. IL-10
wird jedoch nicht nur durch IL-6 in der Produktion angeregt, vor allem auch gram-
negative Bakterien, wie unter anderem Klebsiellen, sind in der Lage, Monozyten
direkt zur verstarkten IL-10-Produktion zu stimulieren . IL-10 ist ein hochpotent
antiinflammatorisch wirkendes Zytokin, welches unter anderem die TNF- - und IL-1-
Ausschittung vermindert. Hohe Konzentrationen von IL-10 und eine erhdhte IL-
10/TNF- -Ratio waren bei septischen Patienten mit einer erhdhten Mortalitat
verbunden ©®. Durch hohe Spiegel von IL-10 ist die Inzidenz von Infektionen am 3.

postoperativen Tag besonders hoch 419

. In den von mir dargelegten Daten kommt
es unter dem Einfluss von praoperativer Alkoholgabe im Vergleich zu der mit
Kochsalz vorbehandelten Gruppe zu einer verstéarkten Hochregulation von IL-10
nach der Infektion mit Klebsiella pneumoniae. In klinischen Studien hat sich neben
einer hoheren Inzidenz von nosokomialen Pneumonien bei Patienten mit
Alkoholabusus in der Vorgeschichte auch ein prolongierter sowie schwerer
Krankheitsverlauf und eine hohere Letalitat nachweisen lassen 2. Ebenfalls konnte
gezeigt werden, dass bei Alkoholabusus ein schlechteres Outcome und eine erhéhte
Empfanglichkeit fur K. pneumoniae mit erh6hten IL-10-Leveln und einer daraus

©763 In einem murinen Modell

resultierenden Immunsuppression verbunden sind
konnte nach Applikation von IL-10 eine deutlich eingeschrankte bakterielle Clearance
mit verringerten Uberlebensraten der Tiere im Rahmen eines pulmonalen Infektes mit
Pneumokokken nachgewiesen werden ®®. Wurden hohe IL-10-Spiegel artifiziell
neutralisiert, konnte im Rahmen von Pneumonien, welche durch Klebsiellen
verursacht wurden, eine verminderte Letalitdt mit deutlich erhohter bakterieller
Clearance und verminderter Schwere der Entziindung erzielt werden @Y.

Die vermehrte Aktivitat von IL-10 im Lungenparenchym der mit Ethanol
vorbehandelten und mit Klebsiellen infizierten Tiere ist aufgrund der dadurch
resultierenden Immunsuppression als flr das Outcome prognostisch schlecht
einzustufendes Zeichen zu werten. Dies wird durch den erhdhten Gewichtsverlust,
den verminderten Allgemeinzustand und der histologisch aggravierten
Gewebedestruktion bei diesen Tieren unterstrichen.

Dem entgegen fuhrten eine Infektion der mit Kochsalzldsung vorbehandelten Tiere
als auch eine Ethanol-Vorbehandlung und postoperative Shaminfektion nicht zu
einem signifikanten Anstieg des IL-10 im Lungenparenchym. Die postoperative

Klebsielleninfektion nach Ethanol-Vorbehandlung fihrt pulmonal zu stark erhdhten
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IL-10-Konzentrationen und weist somit auf eine durch die Alkoholgabe pradisponierte
und durch die Klebsielleninfektion manifest gewordene immunologische
Dysregulation hin.

Trotz nachgewiesener Bakteridmie bot sich im Milzparenchym ein ganz anderes Bild.
Die Vorbehandlung der Tiere mit Ethanol fiir sich genommen bedingte 24 Stunden
nach der Infektion mit Klebsiellen im Gegensatz zur Produktion in der Lunge keine
signifikant h6heren Konzentrationen von IL-10.

Es ist anzunehmen, dass die Bakteriamie zeitlich versetzt zur pulmonalen Infektion
auftritt. Da die intraperitoneale Ethanolapplikation eine Beeinflussung des gesamten
Immunsystems bedingt, hatten spatere Messungen madglicherweise auch hier einen
starkeren Anstieg im Milzparenchym aufgezeigt.

4.2.2 IL-4

In Studien, die sich mit dem Verhalten und Auswirkungen von IL-4 beschaftigten,
konnte nachgewiesen werden, dass dieses Zytokin durch chronische
Alkoholapplikation verringert war. Da IL-4 die Produktion von Tp;-Zytokinen wie IL-1
TNF- und IL-6 verringert, ist bei Erniedrigung der IL-4-Konzentrationen aufgrund der
daraus resultierenden dysregulierten proinflammatorischen Zytokinantwort mit einem
schlechteren Outcome bei pulmonalen Infektionen zu rechnen. Es konnten in den
durchgefiihrten Experimenten keine Veranderungen der IL-4-Konzentrationen in
Abhangigkeit von der Vorbehandlung oder der Infektion bzw. Shaminfektion gesehen
werden. So zeigten sich weder im Lungenparenchym noch im Milzparenchym
signifikante Unterschiede in der IL-4-Produktion, welche durch die Ethanolapplikation
oder die Infektion mit K. pneumoniae begrindet waren. Es wurde sowohl fur
operativen Stress als auch fur chronischen Alkoholkonsum nachgewiesen, dass
diese beiden Faktoren zu einem Shift zugunsten der Tp-Antwort mit konsekutiver
Erhohung der IL-4-Konzentrationen fuhrt. Die 8tagige Alkoholapplikation hat in
diesem Modell keine direkte Auswirkung auf die Konzentrationen von IL-4 in Milz und
Lunge, wenn man die unterschiedlichen Gruppen dahingehend vergleicht. Nach
operativem Stress, dem alle Tiere der betrachteten Gruppen ausgesetzt waren, kann
man also in diesem Modell keine durch die 8tagige Ethanolapplikation oder die 24
Stunden zurlckliegende Klebsielleninfektion hervorgerufene IL-4-Veranderung

nachweisen.
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Die antiinflammatorischen Zytokine IL-4 und IL-10 wurden in vielen Untersuchungen,
die die Auswirkungen von Ethanol und operativem Stress thematisierten, untersucht.
Dabei konnten fur jeden dieser beiden Faktoren Mechanismen zugrunde gelegt
werden, die zur Elevation von IL-4 und IL-10 fihrten. Akute Ethanolapplikation
bedingte elevierte Level von IL-10 9884 Ebenso konnte ein Shift in Richtung des
Tho-Subsets nach akuter Ethanolapplikation und durch operativen Stress
nachgewiesen werden 343199 Bej Untersuchungen an Mausen konnte jedoch auch
gezeigt werden, dass es zu einer Verringerung der IL-4-Spiegel sowohl durch akuten
als auch durch chronischen Alkoholkonsum kam “>1% Sowohl in den Milzen als
auch in den Lungen kam es durch die Ethanolvorbehandlung ohne postoperative
Pneumonie nicht zu einer Veranderung der Zytokinlevel von IL-10 und IL-4. Da
operativer Stress an sich zu einem Tp,-Shift fihrt, ware denkbar, dass durch den
hohen OP-Stress der Versuchstiere der erwartete Anstieg des IL-4 nicht sichtbar

wurde.

4.3 Klinische, mikrobiologische und histologische
Betrachtung

Wie gezeigt werden konnte, korrelierte ein vermehrter Gewichtsverlust im Verlaufe
der Behandlung positiv mit einem schlechteren Kklinischen Gesamtscore. Des
Weiteren konnte deutlich gemacht werden, dass die mit Ethanol vorbehandelten und
postoperativ infizierten Tiere im Vergleich mit den anderen 3 betrachteten Gruppen
einen signifikant erhéhten Gewichtsverlust aufwiesen. Dieser hohe Gewichtsverlust
impliziert, dass fiur die mit Ethanol vorbehandelten Tiere die Klebsielleninfektion im
Vergleich zu den mit NaCl vorbehandelten Tieren ein viel héherer Stressfaktor
darstellte. Aus klinischen Gesichtspunkten heraus konnte somit festgestellt werden,
dass die Vorbehandlung mit Ethanol ein scheinbar schlechteres Outcome dieser

Tiere induzierte.

Eine Vermutung war, dass die Vorbehandlung mit Ethanol eine verschlechterte
bakterielle Clearance verursachte. Die daraufhin durchgefihrten quantitativen
Bestimmungen der koloniebildenden Einheiten in den Lungen 24 Stunden post

infectionem zeigten allerdings kein signifikant abweichendes Keimwachstum bei den
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mit Ethanol vorbehandelten Tieren im Vergleich zu den mit NaCl behandelten. Eine
erhohte Keimbelastung konnte also als Grund fur den schlechteren
Allgemeinzustand der mit Ethanol vorbehandelten Tiere zu diesem Zeitpunkt nicht

belegt werden.

Da im Rahmen des Projektes histologische Praparate der entnommenen Organe
angefertigt wurden, wurden diese im Hinblick auf morphologische Unterschiede der
einzelnen Gruppen untersucht. Es konnte in den hier dargestellten histologischen
Bildern gezeigt werden, dass sich im Vergleich der beiden mit Klebsiellen infizierten
Gruppen deutliche histologische Unterschiede ergaben. So stellte sich bei den mit
Ethanol vorbehandelten Tieren vor allem eine starke peribronchiale und
perivaskulare Infiltration von Granulozyten und Lymphozyten mit partiellem Verlust
der normalen Parenchymstruktur dar. Des Weiteren zeigten sich ebenfalls
Epitheldestruktionen, Schadigungen der Alveolarsepten und intraalveolare
Aggregation von Entzindungszellen. Auch in der mit NaCl vorbehandelten Gruppe
fanden sich einzelne granulozytéare Infiltrate in den Alveolarsepten, peribronchial und
perivaskular, jedoch bildmorphologisch in deutlich verringerter Auspragung. Der mit
Ethanol vorbehandelten und mit Klebsiellen infizierten Gruppe kann neben den
Entgleisungen vor allem der IL-6 und IL-10-Spiegel im Lungenparenchym und dem
bereits auffallig erhdhten Gewichtsverlust also auch histologisch eine vermehrte

Entziindungsreaktion zugeordnet werden.

4.4 Methodenkritik

In dieser Arbeit soll dargestellt werden, inwiefern die chronische Alkoholgabe die
Zytokinantwort im Setting einer postoperativen Pneumonie verandert. Bezogen auf
tierexperimentelle Modelle wurden Alkoholgaben zwischen 5 Tagen und 13 Wochen
beschrieben “+™). Zeitspannen darunter bzw. einmalige Ethanolgaben werden als

akut bezeichnet (39858284

Um alkoholtoxische Organschéden oder eine
psychiatrische Abhéangigkeit mit Ethanol-Modellen zu erzeugen, ist meist eine
mehrwochige Applikation vonnéten. Um jedoch immunologische Auswirkungen

(30,35)

sichtbar zu machen, gentgen viel kirzere Zeitspannen Die 8tagige

Alkoholapplikation ist in diesem Modell als chronisch anzusehen und diente dem Ziel,
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immunologisch signifikante Veranderungen herbeizufihren ohne alkoholbedingte
Organschéden wie zum Beispiel strukturelle Lebererkrankungen zu induzieren.

Die intraperitoneale Gabe von Ethanol zeichnete sich durch eine sehr gute
Handhabung aus und konnte die exakte Dosierung bezogen auf das Koérpergewicht
ermdglichen. Hinsichtlich der statistischen Vergleichbarkeit erschien die
intraperitoneale Injektion als sinnvollste Applikationsart fir die zu untersuchende
Hypothese. Es konnten bei den Versuchsgruppen ohne Infektion mit Klebsiellen
keine durch Ethanol bedingten Unterschiede in den Zytokinkonzentrationen im
Lungen- und Milzgewebe gezeigt werden. Eine genauere Betrachtung diesbeziglich
wére einerseits durch eine deutlich l&dngere Ethanolexposition, jedoch ohne
Organsché&den zu induzieren, und andererseits durch eine hohere Dichte an

Messzeitpunkten méglich und zu diskutieren.

Die Durchfihrung einer Medianlaparotomie unter Isoflurannarkose  mit
anschlielender Mobilisation des linken Leberlappens entsprach einem operativen
Eingriff, der bei den Versuchstieren erheblichen korperlichen Stress induzierte.
Dieses Modell wurde aufgrund dieser Eigenschaften primar ausgewahlt, um die
postoperative Immunlage alkoholkranker Patienten so nah wie mdglich in ein murines

Modell zu portieren.

Um den Allgemeinzustand der behandelten Tiere beurteilen zu kdnnen, wurde ein
klinischer Gesamtscore mithilfe von 3 verschiedenen Kriterien erhoben. Diese 3
Kriterien waren der Grad der Piloerektion, das AusmalR an Sekretion aus den
Korper6éffnungen und die motorische Aktivitat. Separat davon wurden die Tiere
regelmanig gewogen. So ergab sich pro Tier zu jedem Untersuchungszeitpunkt ein
Gesamtscore aus den 3 genannten Unterkategorien und das momentane Gewicht.
Der Gesamtscore setzt sich dabei nur aus der Summe der vergebenen Punkte
zusammen und bertcksichtigt hinsichtlich der Unterkategorien keine Gewichtung der
einzelnen Komponenten. So ist die Sekretion ein weitaus besser objektivierbares
Kriterium als die Piloerektion und die motorische Aktivitat. Die motorische Aktivitat
und - wenn auch in verringertem Male - ebenso die Piloerektion des Tieres
unterliegen verstarkt der Beeinflussung durch den Untersucher als die Sekretion der
Schleimhaute. Daraus resultierte, dass einem Tier mit maRigem Ausfluss und

struppigem Fell aber mit normaler Bewegung und einem Tier mit leicht ungepflegtem

69



Diskussion

Fell und relativ apathischem Verhalten, der gleiche klinische Score zukam, wobei das
Tier mit der Sekretion aus Augen und After mutmalllich in schlechterem
Allgemeinzustand war, als das Zweitgenannte. Dessen ungeachtet, erfolgte auch
aufgrund fehlender Erfahrungswerte in der Fachliteratur in dieser Untersuchung

keine Wichtung der einzelnen Parameter.

In den mikrobiologischen Untersuchungen des Blutes zeigte sich 24 Stunden post
infectionem bei 2 von 3 untersuchten Tieren eine Bakteriamie. Somit war nicht nur
die Entnahme und vielféaltige Untersuchung der Lungen indiziert, sondern als an der
systemischen Abwehr malgeblich mitbeteiligtes, lymphatisches Organ waren
ebenfalls die entsprechenden Aufarbeitungen der Milzen angezeigt.

Die histologische Untersuchung erfolgte hier nur von je 2 Tieren der
Ethanol+Klebsiellen-Gruppe und der NaCl+Klebsiellen-Gruppe. Die Aussagekraft der
dargestellten Histologien ist daher aufgrund der geringen Zahl und wegen des
Fehlens von standardisierten Auswertungsverfahren recht eingeschréankt. Die
genauen Ergebnisse werden allerdings in einer gesonderten Dissertation behandelt

und sollen hier nur zur Aussagenunterstitzung dienen.

4.5 Zusammenfassung

Zielstellung war es, Verdnderungen des Immunsystems wahrend einer
postoperativen Pneumonie durch eine 8tagige Alkoholvorbehandlung anhand
ausgewahlter Zytokine zu Uberprufen und das verwendete murine Modell auf seine
Aussagekraft bezuglich immunologischer Konsequenzen von kurzem, jedoch
exzessivem und als chronisch zu bezeichnenden praoperativen Alkholkonsum zu
prifen und weiter zu etablieren.

Es zeigte sich bei den praoperativ mit Ethanol behandelten und postoperativ mit
Klebsiellen infizierten Tieren in den Proteinisolationen aus dem Lungengewebe ein
starker Anstieg der proinflammatorischen Zytokine IL-1 und IL-6 sowie des
antiinflammatorischen IL-10.

Signifikant erhdhte Zytokinspiegel im Vergleich zu den mit NaCl vorbehandelten und
postoperativ mit Klebsiellen infizierten Tieren und zur mit Ethanol vorbehandelten

und postoperativ shaminfizierten Gruppe zeigten sich beim IL-6 und IL-10 im
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Lungengewebe. Obwohl in der Literatur fur chronischen Alkoholkonsum und fur
operativen Stress ein Shift zugunsten der Ty-Antwort mit IL-4 als seinem Leit-Zytokin
beschrieben ist, kam es in dieser Studie weder im Milz- noch im Lungenparenchym
zu einer signifikanten Veranderung des IL-4.
Die postinfektiose Bakteriamie induzierte Verdnderungen in den Zytokinmustern in
den untersuchten Milzen. Die Infektion fuhrte dabei zu Elevationen der IL-1 -, TNF-
- und IL-10-Spiegel. Ein durch die Vorbehandlung der Tiere induzierter Unterschied
konnte nicht gezeigt werden.
Hinsichtlich der untersuchten klinischen Kriterien wurde ersichtlich, dass die
Ethanolapplikation eine signifikante Verdnderung des Allgemeinzustandes der
Versuchstiere bei postoperativer Pneumonie erwirkte. So waren die Piloerektion, die
Sekretion Uber die Schleimhdute und die motorische Passivitat als auch der
Gewichtsverlust bei diesen Tieren verstarkt. Anhand der hier gezeigten
histologischen Préaparate der Lungen zeigte sich bei den angesprochenen Tieren
eine vermehrte Entziindungsaktivitat und Gewebedestruktion.
So konnte in diesem Modell ein klarer Zusammenhang zwischen praoperativem
Alkholkonsum und postoperativer Pneumonie, einer Verschlechterung des
Allgemeinzustandes, einer erhéhten histomorphologischen Gewebedestruktion und
einer dysregulierten Zytokinantwort im Lungengewebe, vor allem anhand der
gemessenen IL-6- und IL-10-Spiegel hergestellt werden. Die im Vergleich zu IL-6 und
IL-1 nur geringgradigen Veranderungen des TNF- stitzen die Theorie, dass TNF-
starker der postoperativen Toleranzentwicklung unterliegt und dass durch den
bereits erwahnten Synergismus von TNF- und IL-1 , eine kompensatorische
Erhohung von IL-1 resultiert.
Um genauer zu klaren, inwiefern die hier dokumentierte Paralyse des IL-4 durch eine
postoperative  Toleranzentwicklung  erklarbar ist, waren  vergleichende
Untersuchungen zu einem nicht-operativen, jedoch sonst ahnlichen murinen Modell
indiziert.
Das benutzte murine Ethanol/OP/Infektions-Modell gibt anhand der dargestellten
Veranderungen bereits gute Aufschlisse beziglich der immunologischen
Verdnderungen auf der Zytokinebene im Lungen- und Milzparenchym nach
chronischer, systemischer Ethanolexposition. Um allerdings ein besseres
Verstandnis der immunologischen Veradnderungen durch die praoperative

Ethanolexposition und operativen Stress zu erhalten und um dieses Modell langfristig
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als Testebene fir immunologische Therapieansatze zu benutzen, waren jedoch
weitere Modifikationen no6tig. Um die immunologischen Auswirkungen von
praoperativer Ethanolapplikation moglicherweise besser nachzuvollziehen, wéren
eine Verlangerung der Ethanolexposition zum einen und das Einfigen von mehreren
Messzeitpunkten zum anderen sinnvoll. Somit koénnten frih auftretende
Veradnderungen in den Spiegeln von z. B. TNF- besser erfasst werden. Das Setzen
von mehreren Messzeitpunkten gabe einen Ausblick auf die Kinetik der
verschiedenen Zytokine. Dieses wiederum konnte dann neue Anhaltspunkte
ergeben, die die Untersuchung des Einflusses von Ethanol auf transkriptioneller
Ebene, z. B. in der Differenzierung verschiedenster Unterpopulationen der T-

Lymphozyten, sinnvoll erscheinen lassen.

4.6 Abstract

Fur die Behandlung alkoholbezogener Krankheiten werden in Deutschland jahrlich
mehrere Milliarden Euro ausgegeben. Wie in zahlreichen Studien aufgezeigt, fihren
Alkoholkonsum als auch operativer Stress zu einer Beeintrachtigung des
Immunsystems. So sind postoperative Komplikationen bei alkoholkranken Patienten
um das 2-5fache erhoht. Dabei gelten Pneumonien bei diesem Patientengut, sofern
intensivmedizinisch betreut, als die haufigsten Komplikationen.

Genauer betrachtet zeigte sich bei chronischer Alkoholexposition eine
poststimulatorische Verringerung der proinflammatorischen TNF- -, IL-1 und IL-6-
Produktion. Auch akute Ethanol-Exposition hatte eine Verminderung der
proinflammatorischen Zytokine TNF- , IL-1 , IL-6 und einer Erh6éhung des
antiinflammatorischen 1L-10 zur Folge. Nach operativen Eingriffen wurde eine
posttraumatische Immunsuppression mit erniedrigten TNF- -, IL-1 -, IL-12- und IFN-
-Spiegeln und eine Erhdéhung von IL-10 und IL-6 aufgezeigt. Bei alkoholkranken
Patienten konnte eine unmittelbar postoperativ verminderte IL-6/IL-10-Ratio mit einer
erhohten Infektionsrate assoziiert werden.

Um die immunmodulatorischen Auswirkungen von chronischem, exzessivem
Alkoholkonsum und operativem Stress gemeinsam zu untersuchen, wurden 27
Balb/c-Mause 8 Tage lang mit Ethanol oder isotoner Kochsalzldsung intraperitoneal
behandelt. Daraufhin erfolgte am Tag 8 die Medianlaparotomie. Am 2.
postoperativen Tag erhielten die Tiere 10* CFU Klebsiella pneumoniae oder NaCl
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intranasal. 24 Stunden post infectionem wurden die Tiere getdtet und Lungen sowie
Milzen als auch Blutproben wurden zur bakteriologischen Bestimmung der
Keimbelastung, Proteinisolation und zur histologischen Untersuchung enthommen.
Die Zytokinkonzentrationen aus den Organlysaten wurden per ELISA bestimmt.

Es kam in der Gruppe der mit Ethanol vorbehandelten und postoperativ mit K.
pneumoniae infizierten Tiere zu einem starken Anstieg des IL-6, tendenziell des IL-
1, des IL-10 und des TNF- in den Proteinisolationen aus den
Lungenparenchymlysaten. Unabhangig von der Vorbehandlung fihrte die
postoperative Pneumonie zu einer mikrobiologisch nachgewiesenen Bakteridmie mit
Erhohungen von IL-1 , TNF- und IL-10 in den Proteinisolationen aus den
Milzlysaten. Es zeigte sich zudem, dass mit Ethanol vorbehandelte Mause post
infectionem ein deutlich schlechteres Outcome mit erh6htem klinischen Gesamtscore
und einer vermehrten Gewichtsabnahme aufwiesen. Diesen Tieren konnte ebenso
eine histologisch verstarkte Entziindungsreaktion zugeschrieben werden.

Die moderat chronische Alkoholexposition fuhrte in diesem operativen Tiermodell im
Zusammenhang mit einer postoperativen Pneumonie bei den Balb/c-Mausen zu
einem schlechteren klinischen Outcome, vermehrter Gewebedestruktion und
immunologischer Dysregulation mit jedoch im Vergleich zu vielen anderen Studien
stark erhohten pro- als auch antiinflammatorischen Zytokinen im Lungengewebe.
Folgende Schlussfolgerung ergibt sich: Die intraperitoneale Gabe von Ethanol Giber 8
Tage hinweg fuhrt bei Balb/c-Mausen zu einer Kompromittierung der effizienten
immunologischen Abwehr des Organismus. Dies konnte durch die Bestimmung der
Gewebezytokine in Milz und Lunge wahrend der postoperativen bakteriellen

Pneumonie mit Klebsiella pneumoniae gezeigt werden.
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