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Kathy Stein Zusammenfassung

1  Zusammenfassung

Nach postoperativen Eingriffen kommt es regelhaft zu einer Darmmotilitatsstérung, dem
sogenannte postoperativen lleus (POI). Obwohl es sich dabei meist um eine selbstlimitierende
Erkrankung handelt, wird durch einen prolongierten POl die Rekonvaleszenz des Patienten
maRgeblich beeintrichtigt. Mogliche schwerwiegende Folgekomplikation reichen von einer
Aspirationspneumonie bis hin zur Sepsis und einem Multiorganversagen. Die Dauer und
Intensitat des POl werden von einer komplexen Entziindungsreaktion in der Muscularis
externa (ME) bestimmt, welche durch residente Markphagen der ME induziert wird. Ein
Hauptmerkmal dieser Entziindung ist die friihe Infiltration von Leukozyten aus dem Blut. Das
leukozytdre Infiltrat besteht noch mehrere Tage nach funktioneller Normalisierung der
postoperativen Darmmotilitat. Dies lasst eine entscheidende Rolle dieser Zellen in der
Auflésung des POl und der zugrundeliegende Entziindungsreaktion vermuten. Die zelluldren
und molekularen Aspekte dieser Entziindungsauflésung wurden in der hier vorliegenden Arbeit
in zwei Projekten untersucht.

Im ersten Projekt wurden in einem standardisierten Mausmodell des POI die an der Auflésung
beteiligten Leukozyten und deren regulatorische Funktion untersucht. Hierbei zeigte sich die
Prasenz sogenannter anti-inflammatorischer M2 Makrophagen in der postoperativen ME, die
Uber die Expression und Aktivitdt von prototypischen M2-Markern identifiziert und lokalisiert
werden konnten. Die M2-Polarisierung erfolgte dabei in Abhdngigkeit des Zytokins Interleukin-
10 (IL-10). Mit Hilfe eines Makrophagen/Monozyten-spezifischen IL-10 Knockoutmodells,
konnten wir neben den residenten Gewebsmakrophagen in die ME infiltrierende
Blutmonozyten als Hauptquelle fir IL-10 identifizieren. Die Monozyteninfiltration war
abhangig von dem Chemokinrezeptor CCR2. Konsequenterweise geht eine CCR2- Defizienz mit
der Abwesenheit von M2 Makrophagen einher. Weitere Versuche zeigten, dass eine ubiquitare
sowie Monozyten/Makrophagen-spezifische IL-10- Defizienz mit einer UberschieRenden
Immunantwort in der ME wahrend der friihen postoperativen Phase einhergeht. In der klinisch
relevanten Spatphase flihrte dies jedoch zu einer beschleunigten Auflésung des POI, welche
durch eine Reduktion infiltrierter Neutrophiler Granulozyten begriindet ist. Damit wird
deutlich, dass die postoperative IL-10- Expression immunsupprimierend in die Friihphase des
POI eingreift und damit vermutlich ein UberschieBen der Entziindung nach chirurgischem

Trauma verhindert. Der immunprotektive Mechanismus von IL-10 geht jedoch auf Kosten der
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zeitnahen Wiedererlangung einer reguldaren Darmmotilitdt und erhoht damit signifikant das
Risiko von Folgekomplikationen.

Das zweite Projekt beschéaftigte sich mit der Bedeutung entziindungsauflésender
Lipidmediatoren im POIl. Diese werden aus mehrfach ungesattigten Fettsduren (PUFA)
gebildet. Schlisselenzyme in der Biosynthese dieser Mediatoren sind Lipoxygenasen (LOX),
insbesondere die 12/15-LOX. Unsere Studien zeigen, dass es nach einer intestinalen
Manipulation zu einer erhohten Expression und Aktivitdt der 12/15-LOX innerhalb der ME
kommt. Diese wird dabei primar von infiltrierten Monozyten/Makrophagen exprimiert.
Massenspektrometrische Analysen der postoperativen ME zeigten hohe Konzentrationen von
Maresin-1, Resolvin D2 und Protektin D1/DX sowie deren Vorlaufermolekiilen 14- und 17-
HDHA. Diese entstehen als Endprodukte der 12/15-LOX- Metabolisierung aus der PUFA
Docosahexanensiure (DHA). 12/15-LOX defiziente M&dusen (ALOX15) zeigten ein vermehrtes
leukozytdres Infiltrat in der ME, was eine entziindungsauflésende Funktion der 12/15-LOX
entstammenden Lipidmediatoren bestatigt. Die Supplementierung einer DHA-angereicherten
Lipidemulsion fiihrte zu einer Verbesserung der postoperativen Entziindung und des POI.
Dieser Effekte wurde jedoch nicht unter 12/15-LOX Defizienz beobachtet. In weiteren Studien
stellte sich Protektin DX als Schlisselmediator in der 12/15-LOX vermittelten
Immunmodulation heraus. So wirkte sich dessen perioperative Supplementierung protektiv auf
den Entziindungsverlauf und den POI aus. Aus dieser Studie ergeben sich neue vielsprechende
Ansdtze zur Therapie des POl durch natirlich vorkommende hochpotente,
immunmodulierende Lipidmediatoren.

Zusammenfassend beschreiben unsere Daten neue zelluldre und molekulare Mechanismen der
Entziindungsauflosung im POl. Infiltrierende Monozyten und Makrophagen sind eine
Hauptquelle des immunregulatorischen IL-10, welches in einem autokrinen Mechanismus
deren Polarisierung und damit Funktion bestimmt. Uberraschenderweise resultierte die
immunsuppressive Wirkung des IL-10 in eine verzogerte Entziindungsauflosung und damit
einem prolongierten POI. Eine Intervention im IL-10-Signalweg konnte moglicherweise
Patienten vor einem prolongierten lleus schiitzen oder dessen Aufldsung begiinstigen. Neben
diesem Zytokin-vermittelten Mechanismus konnten wir die immunregulatorische Funktion
spezifischer 12/15-LOX prozessierter Lipidmetabolite der DHA im POl aufdecken. Protektin DX
kam dabei eine Schlisselfunktion zu. Diese Studie verdeutlicht, dass sich die perioperative
Applikation von Protektin DX bzw. die Modulation des 12/15-LOX- Signalwegs in Patienten
vorteilhaft auf die postoperative Entziindungsreaktion und Darmmotilitdt nach abdominal-

chirurgischen Operationen auswirken kdnnte.
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2  Einleitung

2.1 Die Anatomie und Physiologie des Darms

Der Darm ist Teil des Verdauungstraktes des Menschen und lasst sich in zwei grofSe Abschnitte
gliedern: Dinn- und Dickdarm. Histologisch lasst sich die Darmwand von luminal nach basal
wiederum in vier Schichten einteilen (Abbildung 1): Mukosa (Schleimhaut), Submukosa
(Bindegewebsschicht), Muskularis (langs- und ringféormig angeordnete glatte Muskulatur) und

Serosa (umkleidende Gewebsschicht des Gastrointestinaltrakts) [1].

Villus

Epithel

Lamina propria e
Muscularis

mucosae

Submukosa

___,’_*‘ﬁ,_,- Zirkuldrer Muskel

Longitudinaler
Muskel

Muscularis externa

Serosa

Abbildung 1: Aufbau der Darmwand

Der menschliche Dinndarm hat etwa eine Linge von 3-4 m und wird in die folgenden
Abschnitte unterteilt: Duodenum (Zwdlffingerdarm), Jejunum (Leerdarm) und lleum
(Krummdarm). Die physiologische Funktion des Diinndarms besteht in der Aufspaltung der
Nahrungsbestandteile sowie Resorption der Nahrstoffe. Dafiir ist die Mukosa des Diinndarms
mit Schleimhautfalten (Kerckring-Falten) durchzogen, auf denen sich etwa 1 mm hohe Zotten
befinden. Deren Epithelzellen, auch Enterozyten genannt, tragen zusatzlich an der
lumenstandigen Seite sogenannte Mikrovilli, so dass eine maximale Resorptionsfliche von
etwa 200 m” entsteht. Richtung lleum werden die Schleimhautfalten sparlicher und die Zotten

flachen ab. In der Schleimhaut des lleums befindet sich lymphatisches Gewebe (Peyer’s
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Plaques, Lymphfollikel), welches Teil des Darm-assoziierten lymphatischen Systems (GALT;
engl. gut associated lymphoid tissue) ist, dem Immunsystem des Darms. Es hat die Aufgabe
den Koérper vor Fremdstoffen und Pathogenen zu schiitzen, aber gleichzeitig eine Toleranz
gegeniber kommensalen Bakterienstdmmen und Antigenen aus der Nahrung aufzubauen. Die
Epithelzellen, welche durch Abschlussleisten (tight junctions) miteinander verbunden sind,
haben ihre Hauptaufgabe in der Resorption von Nahrstoffen, spielen aber auch eine
entscheidende Rolle in der Aufrechterhaltung der Barrierefunktion. Im Gegensatz zum
Diinndarm weist die Oberfliche des Dickdarms, welcher aus Zékum (Blinddarm), Kolon
(Grimmdarm) und Rektum (Mast- oder Enddarm) besteht, eine deutlich geringere
VergroRerung auf und ist zottenlos. Im Dickdarm, mit etwa 1 m Lange, werden vor allem
Wasser und Elektrolyte resorbiert und der Darminhalt eingedickt. Die Krypten sind tiefer
angelegt und das Epithel besteht vorwiegend aus Becherzellen zur Mukusproduktion und
verbesserten Stuhltransportfahigkeit.

Umschlossen wird die Submukosa von der Tunica muscularis (muscularis externa, ME), einer
zweischichtigen Muskulatur, welche aus der inneren, zirkuldren und der &uReren,
longitudinalen Muskulatur besteht. Zwischen den Muskulaturen befindet sich der Plexus
myentericus (Auerbach Plexus) des parasympathischen Nervensystems, welcher die
Kontraktion der Muskelschichten koordiniert und fiir die rhythmische Peristaltik des Darms
verantwortlich ist. Hinzukommt der Plexus submucosus, der sich in der Submukosa befindet,
d.h. zwischen Tunica submucosa und Tunica muscularis. Dieser Plexus reguliert unter anderem
die Bewegungen der Muskulatur der Darmschleimhaut (Muscularis submucosae) und ist an der
Zell- und Epithelfunktion beteiligt.

Innerhalb der Mukosa und Muskulatur liegen residente Gewebsmakrophagen, die unter
Homoostase ein dichtes Netzwerk ausbilden [2-4]. Wahrend die Makrophagen der glatten
Darmmuskulatur im Gegensatz zu den mukosalen fiir lange Zeit in ihrer regulatorischen
Funktion nicht beachtet wurden [5], gelten sie heute als hochpotente Immunzellen [6].
Innerhalb der ME bilden sie mehrere Lagen aus: zwischen der inneren und dueren zirkuldaren
Muskulatur, zwischen zirkularer und longitudinaler Muskulatur, sowie zwischen longitudinaler
Muskulatur und der Serosa [7]. Die intestinalen Gewebsmakrophagen werden bereits wahrend
der embryonalen Entwicklung angelegt und kénnen sich somit unabhangig von Blutmonozyten
entwickeln und sich lebenslang selbst erhalten [8, 9]. Zudem konnte gezeigt werden, dass
Gewebsmakrophagen die Fahigkeit der Proliferation innerhalb ihres Gewebes besitzen [10,
11]. Im Rahmen akuter postoperativer Entzindungen kommt ihnen eine besondere Funktion

zuteil, die die Grundlage fir diese Arbeit darstellt.
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2.2 Der postoperative lleus

2.2.1 Definition und klinisches Bild

Operative Eingriffe im Abdomen flihren nahezu bei jedem Patienten zu einer temporéaren
Stérung der Funktion des Gastrointestinaltrakts (GIT), wobei der Schweregrad abhangig von
Dauer, Lokalisation des Eingriffes und Stdrke der Manipulation des Darms ist. Bei einer
Inhibition der Darmmotilitdit durch eventuelle postoperative Komplikationen, wie
intraabdominelle Abszesse, wird von einem sekundéaren postoperativen lleus (POI) gesprochen
[12]. Aber auch Operationen am Herzen oder orthopadische Eingriffe konnen einen POI
auslosen [13-15]. Ein weiterer Ausloser neben Operationen und Traumata ist die Verwendung
von Opioiden in der postoperativen Schmerzbehandlung [16]. Die Symptome des POI
umfassen Ubelkeit und Erbrechen, Schmerzen und Druckempfindlichkeit des Bauches, sowie
eine verzogerte Darmpassage von Flatus und Stuhl. Lange wurde der POI als eine Art
routinemaRige, postoperative Nebenwirkung beschrieben, gilt jedoch heute als ein wichtiger
Bestandteil der postoperativen Patientenversorgung. Denn der POl ist immer noch ein
entscheidender Faktor fiir verlangerte Krankenhausaufenthalte. Er nimmt somit grofRen
Einfluss auf den Krankheitsverlauf sowie das Wohlempfinden des Patienten und die

Ressourcenauslastung der Kliniken [17-19].

2.2.2 Die Pathophysiologie des POI

Die normale Darmmotilitdat ist ein komplexes Zusammenspiel aus elektrophysiologischer
Aktivitat der glatten Muskelzellen, dem enterischen (intrinsischen) und extrinsischen
autonomen Nervensystem, Hormonen und dem koordinierten Zusammenspiel der glatten
Muskulatur far die aborale Kontraktionsbewegung [20]. Als Ursache fur die
Funktionseinschrankung werden vier Signalwege beschrieben: (1) der neurogene Signalweg,
welcher durch den operativen Stress und ausgelostes Gewebetrauma inhibitorische neuronale
Reflexe aktiviert, die zu einer Verringerung der Motilitat fihren [21]; (2) der inflammatorische
Signalweg, bei dem in der Muskelschicht sitzende, gewebsstandige Makrophagen durch die
Manipulation des Darms stimuliert werden, inflammatorische Mediatoren und Zytokine
freizusetzen, welche wiederum eine Entziindungskaskade aktivieren und sich ebenfalls negativ
auf die Darmmotilitat auswirken [21]; (3) der hormonelle Signalweg, in dem, bedingt durch das
operative Geschehen, das Corticotropin-Releasing Hormon (CRH) ausgeschittet wird, das eine

wesentliche Rolle in Stressreaktionen des Korpers spielt und die Sezernierung entziindlicher

5
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Mediatoren auslost [22], welche zum POI fiihren; (4) der pharmakologische Signalweg, in dem
es durch die Gabe von Opioid-basierten Analgetika zur Aktivierung liberwiegend peripherer p-
Opioidrezeptoren kommt, die auf den Neuronen des enterischen Nervensystems vorkommen.
Folglich wird die Freisetzung von Neurotransmittern, wie Acetylcholin, gehemmt, welches
sowohl zu einer Lahmung der glatten Langsmuskulatur als auch zu einer verstarkten
Aktivierung der Zirkularmuskulatur fihrt, und somit zur Inhibierung der Motilitat [16, 23].
Derzeit werden insbesondere die neurogenen und inflammatorischen Mechanismen als

Schllsselereignisse fiir die Entwicklung und Dauer des POl angesehen [24].
2.2.2.1 Die drei Phasen des POI

Der POI lasst sich in drei Phasen (Abbildung 2) einteilen: Initiation, Manifestation und

Auflésung, wobei die initiale neurogene Phase bis dato die am besten untersuchte ist.

Operation

neurogene

Phase
/ pro-inflammatorische ~ anti-inflammatorische

Phase / Phase
7l

Auspragung [rel.]

» Zeit (h)

Abbildung 2: Die drei Phasen des POI: Initiations- (neurogen), Manifestations- (inflammatorisch) und
Auflésungsphase (anti-inflammatorisch)

Initiationsphase (neurogene Phase)

Viele Studien beschéftigten sich hauptsdchlich mit den nervalen Einflissen auf die
Funktionsstorung. Die Initiationsphase beginnt mit dem ersten Schnitt am OP-Tisch und ist
bereits mit oder kurz nach Ende der Operation abgeschlossen [24].

Die normale Funktion des GIT ist abhadngig von einem koordinierten Zusammenspiel von
kontraktilitatsinduzierenden parasympathischen und kontraktilitatsinhibierenden
sympathischen Stimuli. Durch eine Hyperaktivierung des autonomen Nervensystems begleitet
von einer erhdohten Sympathikus-Aktivitat, verringert sich die Darmmotilitdt, wobei der Grad

der Reduktion reizabhangig ist [25]. Nach dem Ansetzen des Hautschnittes kommt es zu einer
6
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kurzzeitigen Inhibition der Motilitdit aufgrund adrenerger Reflexb6gen [24]. Durch die
mechanische Manipulation des Darms werden zusatzlich Reflexbégen im Stammhirn aktiviert,
die zu einer ldangeren Inhibition fihren [26-28]. Hierbei werden nicht-adrenerge Signalwege
induziert, welche durch den Vagusnerv vermittelt, hemmende, nitrerge Motoneurone und
VIPerge Neurone ansteuern [29]. Insgesamt wird die Rolle der neurogenen Initialphase als
wichtig eingestuft, kann aber nicht die teilweise Gber Tage verzégerte und klinisch-relevante

Dysfunktion bzw. Paralyse erklaren.

Manifestation (inflammatorische Phase)

Bereits 1978 konnten nach abdominellen Operationen an Hunden und Schafen zwei Phasen
der intestinalen Paralyse beobachtet werden. Die erste Phase zeigte eine komplette Inhibition
elektrischer Impulse im Verlauf der Operation, wahrend die zweite Inhibition erst nach 3-4h
postoperativ beobachtet werden konnte und je nach Ausmal} des operativen Eingriffs bis zu
94h anhielt. Die erste Inhibition war iber neuronale Signalwege erklarbar, die Ursache der
zweiten blieb jedoch lange ungeklart [30]. Erst 20 Jahre spater demonstrierten Kalff et al. im
Tiermodell einen direkten Zusammenhang zwischen der prolongierten Motilitatsstéorung und
der Aktivierung sowie Einwanderung inflammatorischer Immunozyten in die ME [31], der auch
in  humanen Gewebeproben bestdtigt werden konnten [32, 33]. Diese Phase ist
ausschlaggebend fiir die Erholungszeit des Patienten. Je stdrker der mechanische
Manipulationsreiz, desto hoher der inflammatorische Grad der Entziindung und die Zeit bis zur
Wiederherstellung der Darmfunktion [31]. Es wurde vermutet, dass die intestinale
Manipulation zu einer Aktivierung residenter Gewebsmakrophagen fihrt, die durch die
Ausschittung von Chemokinen und Zytokinen 3-4h nach Operation die Extravasation von
Leukozyten bewirken. Andere Forschergruppen konnten den Zusammenhang zwischen
Immunsystem, autonomen Nervensystem und der muskuldren Funktion des Darms bestatigen
[24, 34, 35]. Neben den residenten Makrophagen stehen ebenfalls Mastzellen als Initiatoren
der inflammatorischen Kaskade zur Diskussion. Im Mausmodell, aber auch im Menschen,
konnte eine Aktivierung peritonealer Mastzellen mit anschlieRender Freisetzung der
Mediatoren Histamin und murinem MCP-1 in die Peritonealhdhle nachgewiesen werden [33,
36]. Jedoch missen die Studien in Frage gestellt werden, da erst kirzlich mit Hilfe eines
spezifischen Mastzell-defizienten Tiermodells der Einfluss von murinen Mastzellen in der

Entwicklung des POl widerlegt werden konnte [37].
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Auflésung (anti-inflammatorische Phase)

Die Auflésungsphase des POl ist die bis dato am geringsten erforschte. Die maximale
Entziindungsreaktion wird mit 24-48h postoperativ angegeben, wobei eine deutliche
Korrelation zwischen operativem Trauma und Entziindungsgrad besteht [38]. Im besten Fall
|6st sich die Entziindung beim Menschen nach etwa 2-3 Wochen selbstandig auf [39]. Nur beim
Auftreten zuséatzlicher postoperativer Schadigungen oder Komplikationen kann es zu einer
persistierenden Entziindungsreaktion kommen, die folglich die Gefahr einer systemischen
Entziindung (Sepsis) bei tiefer gelegenen lleusformen (distaler Diinndarm, Kolon) birgt [40]. Im
Tiermodell ist das Zellinfiltrat bis zu sieben Tage postoperativ quantifizierbar, trotz bereits
funktionaler Besserung der Paralyse. Vermutet wird ein frihzeitiges Einsetzen von anti-
inflammatorischen Mechanismen, die zur Auflosung fiihren und die Wundheilung erméglichen.
Erste Untersuchungen im Mausmodell zeigten die bedeutende Funktion des regulatorischen
Zytokins IL-10 im Kontext des POl [41]. Durch die pra- und postoperative Applikation von
rekombinantem IL-10 konnte eine merkliche Verbesserung des POl beobachtet werden. Da
Makrophagen als Hauptakteure der Entziindungsinitiierung gesehen werden und (ber
mehrere Tage in der ME verweilen, wird vermutet, dass sie auch in der Auflésungsphase eine
Rolle spielen. Mechanismen der Gegenregulation, zeitlich wie auch ursachlich, sind jedoch

unbekannt und Gegenstand dieser Arbeit.

2.2.2.2 Leukozyten im POl

Makrophagen im PO

Die residenten Gewebsmakrophagen haben vorwiegend phagozytare Eigenschaften, kénnen
aber auch als antigenprasentierende Zellen (APC) fungieren [42-44], weshalb sie auch teilweise
fir Dendritische Zellen (DC) gehalten wurden [44, 45]. Vorarbeiten unserer Gruppe konnten
den residenten Makrophagen eine entscheidende Schliisselfunktion in der Pathogenese des
POl zukommen lassen. Sowohl mittels Depletion durch Clodronat-Liposomen beziehungsweise
spontaner Mutation des M-CSF (engl. macrophage colony-stimulating factor)-Gens in
Osteoporosis-Mdusen (op/op Mause) [46], als auch durch chemische Inaktivierung
(Gadoliniumchlorid), konnte die Entziindung ohne Entwicklung eines POI signifikant verringert
werden [47, 48)]. Auch die Verwendung des temporar wirkenden Makrophageninhibitors
Semapimod (CNI-1493), sowie seines Salzderivats (CPSI-2364) konnten den POl im Mausmodell
verhindern. Als mogliche Ausloser dieser Makrophagen-getriggerten Entziindungsreaktion
werden sogenannte DAMPs (engl. danger-associated-molecular patterns) [49], Zytokine, LPS

[6, 50] und die Translokation von Bakterien oder deren Produkten [51] vermutet. Als
8
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Mediatoren, die malRgeblich an der Pathogenese des auf einer Entziindung basierenden POI
beteiligt sind, wurden Stickstoffmonoxid (NO) und Prostaglandine beschrieben. Die
Hochregulierung von Stickstoffmonoxid (NO) und pro-inflammatorischen Lipidderivaten, wie
Prostaglandine, in residenten Makrophagen sowie einwandernden Leukozyten spielt eine

entscheidende Rolle in der Motilitatsdysfunktion des manipulierten Darms [52, 53].

Charakterisierung von Makrophagen
Fir die allgemeine ldentifizierung von Makrophagen werden fiir die verschiedenen Gewebe

spezifische Marker eingesetzt (Tabelle 1).

Tabelle 1: Charakterisierung von Gewebsmakrophagen wahrend der Homd&ostase

Gewebe Makrophagenpopulation Phenotyp

Gastrointestinaltrakt Intestinalmakrophagen CX3CR1hih F4/80* CD11b* CD68* MHCII*

Haut Langerhans-Zellen CX3CR1* F4/80* CD11b* MHCII* Langerin*

Knochenmark Knochenmarksmakrophagen CX3CR1 F4/80* CD11blo¥ CD68* MHCII* CD169*
Osteoklasten CX3CR1 F4/80 CD11blow CD68* MHCII* CD169*

Leber Kupffer-Zellen CX3CR1 F4/80* CD11b'" CD68* MHCII*

Lunge Alveolarmakrophagen CX3CR1" F4/80'°% CD11b™ CD68* MHCII-CD11c*

Milz Metallophile Makrophagen CX3CR1 F4/807°% CD11b”°% CDE8* MHCII
Makrophagen der Marginalzone

Peritoneum Peritonealmakrophagen CX3CR1 F4/80"eh CD11b* CD6]* MHCII

Uterus Uterusmakrophagen CX3CR1* F4/80* CD11b* CD68* MHCII*-

Zentrales Mikroglia CX3CR1Meh F4/80* CD11b* CD68* MHCII

Nervensystem

Im GIT kdnnen die residenten Gewebsmakrophagen liber den Fraktalkinrezeptor CX3CR1, den
murinen Makrophagenmarker F4/80 [54], CD11b (Teil des C3 Komplementrezeptors), das
Transmembran-Antigen CD68 oder Uber Haupthistokompatibilitaitskomplex MHCII detektiert
werden.

Die aktuell besten Methoden sind zum einen die Markierung des Promoters vom CSF-1 (engl.
colony-stimulated factor 1) Rezeptor mit griin-fluoreszierendem Protein (GFP)[55], da CSF-1
auf allen Makrophagenlinien exprimiert wird. Zum anderen hat sich die Verwendung von F4/80
bewdhrt [56], was auf den meisten Gewebsmakrophagen exprimiert wird. Im Menschen wird

F4/80 hauptsachlich auf Eosinophilen exprimiert, weshalb Makrophagen im Menschen



Kathy Stein Einleitung

Uberwiegend Uber die Marker CD68 oder CD33 charakterisiert werden [57]. Makrophagen
werden als hoch heterogene Zellpopulation mit stark abweichenden morphologischen und
funktionellen Unterschieden beschrieben, die eine genauere Charakterisierung der Zellen in
dem zu untersuchenden Gewebe, wie z.B. im Gastrointestinaltrakt, notwendig macht. Dabei
ermoglichen zusatzliche Genexpressionsanalysen ihre Diversitdt, sowohl in den verschiedenen

Organen, aber auch auf Einzelzellebene, herauszuarbeiten [58].

Vom Monozyten zum reifen Makrophagen

Makrophagen lassen sich zusammen mit Monozyten und DCs in das mononukledre
Phagozytensystem (MPS) einteilen, welches 1968 von Ralph van Furth und Kollegen eingefiihrt
wurde [59, 60]. Dieses System stellte ein einfaches Modell der Entwicklung dar, ausgehend von
Vorlduferzellen im Knochenmark (ber den Promonozyt (Knochenmark), den Monozyt
(Knochenmark und Blut) bis hin zum reifen Gewebsmakrophagen. Obwohl die Grundziige des
Modells bestehen bleiben, wurde es in den letzten Jahren aufgrund der starken Heterogenitat
der einzelnen Makrophagenlinien erweitert (Abbildung 3) [61]. Die Heterogenitat der
peripheren Blutmonozyten lasst sich unter anderem Uber die Starke der Expression der Marker
Ly6C, CCR2 und CX3CR1 demonstrieren (Abbildung 3) [62]. Dabei sind die meisten
Blutmonozyten fir Ly6C und CCR2 hoch positiv, aber gering fiir CX3CR1 (Ly6C"&"-Monozyten).
Ihre Rekrutierung aus dem Knochenmark ist stark von dem Chemokinrezeptor CCR2 und
dessen Liganden CCL2/MCP-1 abhangig. Folglich zeigte die genetische Depletion von CCR2 im
Mausmodell wesentlich geringere Monozytenzahlen in der Zirkulation [63]. Diese Monozyten
werden, auch aufgrund ihrer Praferenz in entziindetes Gewebe zu infiltrieren, als
inflammatorische oder klassische Monozyten beschrieben. Die zweite, kleinere
Monozytenpopulation exprimiert die Oberflaichenantigene Ly6C und CCR2 zu einem
geringeren Anteil, jedoch CX3CR1 (Ly6C'°W—Monozyten) zu einem hoheren. Sie werden als
»patrolling” oder ,,nicht-klassische” Monozyten beschrieben und haben ihre Hauptfunktion in
der Phagozytose, sowie in dem Patrouillieren der Blutgefifle [64] und nicht, wie friiher
angenommen, in der Erneuerung der Gewebsmakrophagen [65]. Gen-Expressionsanalysen
konnten viele Parallelen zwischen den einzelnen Monozyten-Populationen in Mensch und

high

Maus ziehen [66]. Die klassischen Monozyten im Menschen (CD14™", CD16"€) exprimieren

ebenfalls hohe CCR2- und niedrige CX3CR1-Level, unterscheiden sich jedoch erheblich in ihrem
Zytokinprofil [62, 67]. Im Gegensatz dazu exprimiert die nicht-klassische Population (CD14"%
CD16"") hohe Level an CX3CR1 und geringe an CCR2 und kann auch in ihrer Funktion mit dem

murinen Pendant verglichen werden [62, 67].
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Abbildung 3: Generierung muriner intestinaler Makrophagen aus hamatopoetischen Stammzellen (HSC) im
Knochenmark tber den Makrophagen/DC-Vorlaufer (MDP) und Zwischenstadien des gemeinsamen Monozyten-
Vorlaufers (cMoP) [63]. Die daraus entstehenden Ly6Chigh- und Ly6C'°W- positiven Monozyten zirkulieren im Blut und
iben verschiedene Funktionen aus. Ly6C'°W-Monozyten patroullieren das Endothel, wahrend Ly6Chigh-Monozyten im
Rahmen einer Entziindung ins Gewebe rekrutiert werden.

Bei der akuten Entzlindung, werden inflammatorische Monozyten (Ly6Chigh in Mausen) aus der
Zirkulation in das betroffene Gewebe rekrutiert und differenzieren im Gewebe zu reifen
Makrophagen. Im Kontext des POl konnten infiltrierende Monozyten bereits in
vorangegangenen immunohistochemischen Farbungen bestimmt werden [39], jedoch blieben
die Stadien ihrer Entwicklung und die Einteilung in eventuell unterschiedliche Phanotypen

GFP/*_Reportermausen [68]

bislang ungeklart. Neue Methoden, wie die Verwendung von CX3CR1
oder weiterer Marker auf Genexpressions- und Proteinebene sind jedoch hilfreich fir die

genaue ldentifikation der Zellen und der Bestimmung ihrer Funktion im POI.

Neutrophile

Wahrend Eosinophile und Basophile Granulozyten zusammen mit Mastzellen primar in der
parasitdren Immunabwehr eine Rolle spielen, werden Neutrophile Granulozyten schnell und
effizient bei der Invasion von Pathogenen oder einer sterilen Inflammation ins betroffene
Gewebe rekrutiert [69, 70]. Typische Merkmale von Neutrophilen sind ein segmentierter

Zellkern, sekretorische Vesikel und Granula (primare, sekunddre und tertidre), die
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unterschiedliche pro-inflammatorische Proteine wie z.B. Myeloperoxidase (MPO) enthalten.
Neben der Phagozytose und Freisetzung antimikrobieller Substanzen aus den Vesikeln, ist auch
die Ausbildung sog. NETs durch Neutrophile beschrieben. Dies sind Strukturen aus Chromatin,
Histonen und granuldaren Proteinen, die extrazellular Bakterien binden, ihre Verbreitung
verhindern und abtétend wirken [71].

Sie stammen wie Monozyten von Vorlauferzellen des Knochenmarks ab (Myeloblast) und
betreten die Zirkulation als reife Neutrophile [72]. Wahrend akuter Entziindungsreaktionen
werden Neutrophile zundchst aus dem Knochenmark (G-CSF, engl. Granulocyte colony-
stimulating factor) rekrutiert. Kurze Zeit spater (7-9h) werden sie aus der Zirkulation [73] tber
von Gewebsmakrophagen sezernierten pro-inflammatorischen Zytokinen wie IL-1B und TNFaq,
Uber die Chemokine CXCL1 und CXCL2 oder Leukotrien (LT)B4 in das geschddigte Gewebe zum
Entziindungsort angelockt. Dort sind sie primar fir die Identifizierung und Phagozytose von
Pathogenen zustandig [74]. Jedoch besitzen sie auch immunregulatorische Funktionen, unter
anderem durch die Expression von Zytokinen [75], die Transmigration zurlick in Blut [76] und
Knochenmark [77] oder die Differenzierung in APCs [78]. Ebenso kiirzlich erschienene Studien
zeigen, dass Neutrophile keine homogene Population sind [76, 79, 80]. In einem endotoxischen
Entziindungsmodell mit humanen Zellen konnten drei Subtypen charakterisiert werden, wovon
eine immunsupprimierende Eigenschaften zeigte [80].

Wahrend residente Makrophagen in der initialen Phase des POI aktiviert werden, beginnt die
Infiltration Neutrophiler Granulozyten erst mehrere Stunden nach Manipulation, jedoch vor
der der Monozyten [31]. Im Modell des POl wurde ihre Rekrutierung in die ME bisher primar
als Marker fir die Starke der Entziindungsreaktion verwendet. Jedoch lassen die genannten
Studien Neutrophile zu einem neuen Target in der Entzlindungsreaktion des POl werden, da

sie neben Monozyten die zweitstarkste infiltrierende Leukozytenpopulation sind [31].

2.3 Die Entziindungsauflosung

2.3.1 Die Prinzipien der Entziindungsauflésung

Die Auflosungsphase der Entziindung wird als koordinierter und aktiver Prozess beschrieben,

welcher sich aus vier Grundmechanismen zusammensetzt: 1) die Blockade der Neutrophilen-

Infiltration, 2) die gezielte Apoptose der Neutrophilen, 3) die Aktivierung der Wundheilung

durch Makrophagen sowie 4) die Wiederherstellung der Homoéostase im Gewebe [81]. Dabei

wird die Efferozytose durch Makrophagen (liber sog. ,find me“-Signale wie CX3CL1 oder

Nukleotide [82, 83] und ,eat me“-Signale wie Phosphatidylserin (PS) gesteuert [84] und ist von
12
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groller Bedeutung fiir die Aufldsungsphase. Die im Anschluss stattfindende Wundheilung wird
durch Makrophagen tiber die Ausschiittung von anti-inflammatorischen und reparativen
Mediatoren (IL-1 Antagonisten, IL-10, TGFB, VEGF, Wachstumsfaktoren) gesteuert. Sie fungiert
als Wiederherstellung der Funktionalitdit des Gewebes, im besten Fall ohne Fibrose und
Narbenbildung. Ein weiterer wichtiger Punkt in der Wiederherstellung der Homdostase ist die
Regression der Makrophagen lber die LymphgefalRe. Erfolgt kein ,Riickzug”, kommt es zur
Ansammlung von Makrophagen, die zu chronischen Entziindungsprozessen fiihren kénnen.

Obwohl innerhalb der ME noch 7 Tage nach intestinaler Manipulation signifikant erhdhte
Immunozytenzahlen nachgewiesen werden konnten [31], ist die Entzlindungsreaktion im POI
selbstbegrenzend und wird in der Maus als akutes Entziindungsmodell verwendet. Jedoch
kann es im Menschen in seltenen Féallen zu einer deutlichen Verzogerung der
Entziindungsauflosung mit anhaltendem Funktionsverlust kommen, welcher die klinisch
relevante Form des prolongierten POI darstellt. Da die Entziindung noch nachweisbar ist, wird
eine dysregulierte Entziindungsauflésung vermutet, die weitere Schadigungen des Gewebes

beinhaltet.

2.3.2 Die Makrophagen-Polarisierung

Das simplifizierte Differenzierungsschema fiir Makrophagen ist ihre Unterteilung in pro-
inflammatorische M1 Makrophagen und anti-inflammatorische M2 Makrophagen. Auch wenn
dieses nach neuen Studien (im Sinne einer Spezifikation) tberarbeitet werden muss, soll es flr
die Darstellung der relevanten Anderungen des Makrophagenzustands im POl hier

herangezogen werden.

2.3.2.1 M1 Makrophagen

Die Aktivierung von M1 Makrophagen beinhaltet die Ausschittung verschiedener pro-
inflammatorische Zytokine wie TNFa, IL-1, IL-6, IL-12, IL-23 und Chemokine wie CXCL9 und
CXCL10 [85]. Bereits 2005 konnte unsere Gruppe IL-6 als ein Schlisselzytokin bei der
Entwicklung des POl identifizieren, das von den residenten Makrophagen, aber auch
infiltrierten Leukozyten mit nachfolgender Aktivierung des gegenregulatorischen STAT3-
Transkriptionsfaktor einherging [86]. Zusatzlich konnte ebenfalls die Hochregulierung der
Zytokine TNFa und IL-1, sowie von Adhdsionsmolekilen und Chemoattraktanzien (ICAM-1, P-
selectin, LFA-1, Mac-1, MCP-1) gezeigt werden [48, 87-89], was auf die Induktion eines M1
Makrophagen-Phadnotyp in der Friihphase des POI hindeutete.
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2.3.2.2 M2 Makrophagen

Im Gegensatz zu M1 Makrophagen sind M2 Makrophagen heterogener. Allgemein werden sie
in  T2-Helferzell (Ty2)-Reaktionen, parasitairen Infektionen, bei Allergien, in der
Tumorentwicklung und in Wundheilungsprozessen nach Gewebsverletzungen lokalisiert [90].
Sie werden liberwiegend durch die Ty2-Zytokine IL-4, IL-13 und IL-33 aktiviert, jedoch kénnen
auch weitere Zytokine, wie das regulatorische Zytokin IL-10 ihre Entwicklung beeinflussen [91].
Charakteristisch fiir den M2 Typ ist eine hohe phagozytdre Aktivitat sowie die Expression von
CD206, FIZZ1 und Ym1 [91]. Ein weiteres Kennzeichen ist die Expression des Enzyms Arginase-1
(Argl), welches L-Arginin in L-Ornithin umsetzt und fiir Gewebeumbau, Zellproliferation,
Fibrose und Einkapselung von Helminthen gebraucht wird [91]. Im Gegensatz zu M1, zeigen
M2 Makrophagen geringe Produktionslevel pro-inflammatorischer und erhéhte Level anti-
inflammatorischer Mediatoren wie IL-10, TGFP oder dem vascular-endothelial growth factor
(VEGF), ein wichtiges Signalmolekil der Vaskulogenese und Angiogenese [92]. Des Weiteren
konnte gezeigt werden, dass Chemokine wie CCL2 und CXCL4 die Entwicklung von M2

Makrophagen positiv beeinflussen kdnnen [93, 94].

2.3.2.3 Mechanismen der Makrophagen-Polarisierung

Die Frage nach den Mechanismen der M2 Makrophagen-Entwicklung ist jedoch noch nicht
vollstandig geklart [95]. Eine Theorie ist die Differenzierung rekrutierter Monozyten zu M1
Makrophagen im Gewebe wdhrend der Frihphase der Entziindung, wahrend sie in der
Spatphase zu M2 Makrophagen polarisieren. Dieses klassische M1/M2-Modell von Mantovani
und Kollegen [96] beschreibt dabei die Liganden-abhangige M2 Makrophagen-Polarisierung in
die M2 Subtypen M2a (Polarisierung lber IL-4/1L-13), M2b (Polarisierung iber Immunkomplex
+ TLR Liganden) und M2c (Polarisierung tber IL-10 + Glukokortikoide). Jedoch wird dieses
klassische M1/M2 Polarisationsmodell zunehmend kritisch betrachtet, da die Einteilung
vorwiegend auf in vitro Experimenten basierte. Diese konnen durch selektive Liganden nicht
das komplexe Zusammenspiel der Immunzellen im in vivo Krankheitsmodell nachbilden und
missen begleitende Faktoren wie Zellreifung, Adhdsion, Zusammensetzung der extrazellularen
Matrix oder Chemokine auller Acht lassen. Weitere Modelle der Makrophagen Polarisierung
werden momentan diskutiert. Eine Theorie beschaftigt sich mit der Phanotyp-Differenzierung
ausgehend von den Subpopulationen der Blutmonozyten. Dabei differenzieren Ly6C'-

low

Blutmonozyten primar im Gewebe zu M1 Makrophagen, wahrend Ly6C°"-Monozyten bzw.

residente Gewebsmakrophagen in den M2-Subtyp differenzieren [65, 97]. Eine weitere Theorie
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stellt die beliebige Polarisierung von M1 in M2 Makrophagen und umgekehrt dar, die vom
jeweiligen Gewebemilieu abhédngig ist [98-100]. Jedoch beruhen die erhobenen Daten
ebenfalls vorwiegend auf in vitro Experimenten. Deshalb bleibt unklar, ob M1 und M2
Makrophagen phanotypisch klar voneinander abgrenzbare Subpopulationen sind oder ihren
Phanotyp den Signalen ihrer Umgebung anpassen [101]. Hinzu kommt, dass wahrend einer
Entziindung M1 und M2 Makrophagen parallel existieren kdnnen, so dass nicht nur ganze
Zellpopulationen angeschaut werden dirfen, sondern Prozesse auch auf Einzelzellebene
betrachtet werden missen [102]. Obwohl die Phdnotypen nicht strikt zu trennen sind, wurde
dennoch in dieser Studie die Unterteilung in M1 und M2 Makrophagen fiir ein besseres

Verstandnis gewdhlt.

2.3.3 Entziindungsauflésende Mediatoren im POI

2.3.3.1 Interleukin 10

Auch in Tiermodellen des POl wurden bereits gegenregulatorische Mechanismen untersucht,
die jedoch primar die Inhibierung pro-inflammatorischer Zytokine oder die Unterdriickung der
Immunozytenaktivitdt in der Friihphase des POI untersuchten. Eine IL-10 Expression konnte
bereits in der ME nachgewiesen werden. Diese Studie befasste mit der Rolle von IL-10, das
eine Runterregulation aktiv inflammatorische Prozesse im POl bewirkte [41]. Zudem
demonstrierten Stoffels et al., dass eine IL-10 Defizienz zu einer verzogerten Aufhebung der
Dysmotilitdt, sowie zu einer erhéhten pro-inflammatorischen Zytokinexpression wahrend der
Spatphase des POI fihrte. Jedoch blieb die Frage nach der zelluldren Quelle von IL-10 und den
Mechanismen des IL-10 Signalwegs noch offen.

IL-10 ist ein regulatorisches, die Entzlindung limitierendes Zytokin und wird im Darm
Uberwiegend von Monozyten/Makrophagen, aber auch von Zellen des adaptiven
Immunsystems exprimiert [103, 104]. Auch Neutrophile kénnen IL-10 exprimieren [105]. Die
meisten hamatopoetischen Zellen tragen auch den IL-10 Rezeptor, welcher aus zwei
Untereinheiten besteht (IL-10Ra+B) [106]. In mehreren Studien konnte bereits die
regulatorische Funktion in der Erhaltung der Homoostase durch die kontinuierliche Sekretion
von IL-10 durch residente Makrophagen in einem autokrinen Mechanismus herausgestellt
werden. Durch die Defizienz von I[L-10 [107], seines Rezeptors [108], oder auch des
Transkriptionsfaktors STAT3 [109] in intestinalen Makrophagen und Neutrophilen, kam es zur

Entwicklung chronisch entziindlicher Darmerkrankungen. IL-10 aktiviert eine STAT3-vermittelte
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Expression von Genen (IL-10, TGFB1, Mannose Rezeptor 1), die mit dem M2 Makrophagen

Phanotyp assoziiert sind und macht es zum M2 Polarisierungsinduktor [91, 110].

2.3.3.2 Entziindungsauflosende Lipidmediatoren

In jlingster Zeit wurde neben klassischen anti-inflammatorischen Zytokinen, wie IL-10, eine
ganz neue Klasse von immunmodulierenden Mediatoren entdeckt. Hierbei handelt es sich um
entzlindungsauflosende Lipidmediatoren, welche aus mehrfach ungesattigten Fettsduren
(engl. Polyunsaturated fatty acids; PUFA) metabolisiert werden. Diese werden je nach Position
der ersten Doppelbindung vom Methyl-Ende her in zwei wichtige Gruppen unterschieden: die

Omega (n)-3 und n-6 Fettsauren (Abbildung 4).

Omega-6 Fettsduren Omega-3 Fettsauren
AA | EPA DHA

Ccox 12/15 LOX 12/15 LOX

12/15 LOX

& 5-LOX —

Abbildung 4: Immunmodulatorische Lipidmediatoren; (AA) Arachidonsaure, (EPA) Eicosapentaensaure, (DHA)
Docosahexaensaure, (COX) Cyclooxygenase, (LOX) Lipoxygenase

Vorkommen und Synthese

Sie kébnnen vom Korper entweder gar nicht oder nur in eingeschrankter Menge gebildet
werden und missen deshalb mit der Nahrung zugefiihrt werden. Dabei ist das Verhaltnis von
n-6- zu n-3-Fettsduren durch eine bewusste Erndhrung beeinflussbar. So kann durch eine
erhohte Zufuhr von unter anderem marinem Fischdl das Gleichgewicht in Richtung n-3-
Fettsduren verschoben werden, welche einen entziindungshemmenden Charakter aufweisen.
Dieser Effekt wird auch bei der Therapie von entziindlichen Erkrankungen wie Gicht,
rheumatoider Arthritis (Rheuma), Psoriasis (Schuppenflechte) und Neurodermitis genutzt [111,

112]. Auch bei chronisch entziindlichen Darmerkrankungen zeigten n-3-Fettsduren positive
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Effekte [113]. Unsere Gruppe konnte ebenfalls eine Immunomodulation durch die intravenose
Verabreichung einer mit n-3-Fettsdauren angereicherten Emulsion im POI-Rattenmodell
erreichen [114]. Die mehrtédgige Gabe von n-3-Fettsduren verminderte das intestinale Trauma
signifikant im Vergleich zu einer n-6 angereicherten Emulsion bzw. einer Elektrolyt-
Kontrolllésung. Interessanterweise entdeckte man bereits damals eine Verschiebung der
Lipidzusammensetzung in den Zellmembranen der Darmwand in Richtung n-3. Heute wird
vermutet, dass die gegenregulatorische Wirkung auf die Synthese entziindungsauflésender

Lipidmediatoren zuriickzufihren ist [115-117].

An der enzymatisch gesteuerten Metabolisierung der Fettsduren sind sog. Lipoxygenasen (LOX)
beteiligt [118, 119]. Im Menschen sind unter anderem die 5-LOX, 12-LOX und 15-LOX
beschrieben. Im Gegensatz zum Menschen, besitzt die Maus neben einer thrombozytaren und
epidermalen, eine leukozytidre 12-LOX (12/15-LOX), welche der humanen 15-LOX entspricht
[118, 120]. lhre Expression ist auf leukozytadre Zellen wie unter anderem auf aus peripheren
Blutmonozyten gereiften Makrophagen, die anti-inflammatorische Funktionen ausilben,
beschrankt [121-123]. Expression und Wirkung von Lipidmediatoren mit anti-
inflammatorischen Eigenschaften, insbesondere die der n-3-Fettsduren, wurde im Tiermodell

als Bestandteil der Entziindungsauflosung beschrieben [124, 125].

Einteilung und Wirkmechanismen

Der pro-inflammatorische Effekt vieler Lipidmediatoren, wie z.B. von Prostaglandinen, die sich
im Wesentlichen von der n-6 PUFA Arachidonsaure (AA) ableiten, ist wissenschaftlich gut
etabliert. Basierend auf den Pionierarbeiten von Charles Serhan konnten zunehmend anti-
inflammatorische Lipidmediatoren detektiert werden, zu denen Lipoxine, Resolvine der Klasse
E und D, sowie Protektine und Maresine gezahlt werden. Sie werden entweder aus der n-6-
Fettsdure AA (Lipoxine) oder den n-3 Fettsduren Eicosapentaen- (EPA) und Docosahexaensaure

(DHA) generiert (Tabelle 2, Abbildung 4).

17



Kathy Stein Einleitung

Tabelle 2: Entziindungsauflsende Lipidmediatoren

Ursprung Lipid- Kurzform Strukturname Quelle
mediator
Docosahexaensaure Maresin 1 MaR1 7R,14S-dihydroxy-4Z,8E,10E,12Z7,16Z,19Z- [126]
(DHA) docosahexaensaure
Protectin D1 PD1 10R,17S-dihydroxy-4Z,72,11E,13E,15Z,19Z- [127]
docosapentaensaure
Protectin DX PDX 10(S),17(S)-dihydroxy-42,72,11E,132,15E,192- [128]
docosahexaensdure
Resolvin D1 RvD1 7S,8R,17S-trihydroxy-42,9E,11E,137,15E,19Z- [129]
docosahexaensaure
Resolvin D2 RvD2 7S,16R,17S-trihydroxy-4Z,8E,10Z,12E,14E,192Z- [125]
docosahexaensiure
Arachidonsaure Lipoxin A4 LXA4 5S,6R,15S-trihydroxy-7E,9E,11Z,13E- [130]
(AA) eicosatetraensaure
Lipoxin B4 LXB4 5S,14R,15S-trihydroxy-6E,8Z,10E,12E- [131]
eicosatetraensaure
Eicosapentaensaure Resolvin E1 RvE1 5S,12R,18R-trihydroxy-6Z,8E,10E,14Z,16E- [132]
(EPA) eicosapentaensaure
Resolvin E2 RVE2 15S,18R-dihydroxy-eicosapentaensaure [133]

Die genauen molekularen Mechanismen, die hinter der potentiellen Wirkung stecken, sind
noch unklar, ebenso der Nutzen fiir den Menschen in Pravention oder auch in der Behandlung
von Krankheiten. Lipidmediatoren wirken als Resolutionsagonisten mit dem Potential
Schlisselreaktionen in der Entzlindungsauflosung zu regulieren, wie zum Beispiel die
Infiltration von Neutrophilen zu limitieren, die Polarisierung des Makrophagen-Phadnotyps von
M1 zu M2 zu stimulieren, als auch die Efferozytoserate von Makrophagen zu erhéhen [134].
RVE1 war der erste Lipidmediator, flir den mit dem G-Protein-gekoppelten Rezeptor ChemR23
ein spezifischer Rezeptor charakterisiert werden konnte [135]. Vermittelt durch diesen
Rezeptor ist RvE1l in der Lage die Aktivitdt des Transkriptionsfaktors NFkB zu hemmen, was
folglich zur Unterdriickung pro-inflammatorischer Entziindungsprozesse fiihrt, und das bereits
in nanomolaren Konzentrationen [132, 136, 137]. Zusatzlich konnte eine Bindung von Resolvin
E1l an den LTB4-Rezeptor BLT-1 nachgewiesen werden, welcher auch im Modell des POI
aufreguliert ist, und, wie bereits woanders gezeigt, eine durch LTB4 ausgeloste NFkB-
Aktivierung unterdriicken kann [138]. Da unter anderem NFkB in unserem Krankheitsmodell
ein wichtiger Faktor in der Pathogenese ist [35], liegt ein entziindungsmodulierender Einfluss

von Resolvinen oder allgemein Lipidmediatoren im POl nahe.
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Die vorliegende Arbeit beschéftigt sich mit der Analyse von sowohl zelluldren als auch
molekularen bzw. Mediatoren-gesteuerten Mechanismen in der Entziindungsauflésung des
POI. Jede Entziindung wird durch gegenregulatorische Prozesse beendet. Welche Zellen diese
Funktion bei der Entziindungsauflésung im POI tGbernehmen, ist unbekannt. Die folgenden
Untersuchungen sollten helfen die regulatorischen Immunozyten in der Spatphase des POI zu
charakterisieren. Eine zweite Fragestellung der Arbeit war die Analyse moglicher
Therapieansatze im POl. Vorversuche unserer Gruppe, die eine positive Wirkung von n-3
Fettsduren auf die Pathogenese des POI zeigten, aber auch der Einsatz von n-3 Fettemulsionen
im klinischen Alltag [139], sowie vielversprechende Studien, die mit entziindungsauflésenden
Lipidmediatoren durchgefiihrt wurden, fiihrten uns zu der Fragestellung, welchen

immunomodulierenden Einfluss entziindungsaufldsende Mediatoren im POI haben.
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3  Zielsetzungen der Arbeit

Der POI lasst sich in drei Phasen unterteilen: eine initiale (friihe) Phase, gefolgt von einer
mittleren Phase, in welcher sich die Inflammation entwickelt sowie manifestiert und einer
spaten entziindungsauflosenden Phase. Ziel dieser Arbeit war es, zum einen die zellularen und
molekularen Mechanismen der bis dato unerforschten Entziindungsauflosungsphase zu
identifizieren. Des Weiteren wurde im zweiten Teil der Arbeit die Bedeutung erst in jingerer
Zeit beschriebener Lipidmediatoren als geeignete Therapieoption zur Auflosung des

prolongierten und damit risikoreichen POl ergriindet.
Hieraus ergaben sich folgende zentrale Fragestellungen:

(1) Welche Zellpopulationen sind in der postoperativen ME zu finden? Die im POI
aktivierten Immunozyten sollten hierfir detektiert und anschlieBend auf ihre
Aktivierung, Funktion und Bedeutung fir die Auflosung des POl untersucht werden.
Verschiedene Mausmodelle sollten dabei helfen, die an der Auflésung beteiligten

Zelltypen sowie zentrale Signalmolekiile zu identifizieren.

(2) Welche Rolle spielen entziindungsauflésende Lipidmediatoren wahrend des POI? In
diesem Zusammenhang sollte zunachst die endogene Expression von Lipidmediatoren
mittels Massenspektrometrie analysiert sowie die Bedeutung dieser Mediatoren in der

Auflésungsphase des POl untersucht werden.
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Material und Methoden

4 Materialen und Methoden

4.1 Materialen

4.1.1 Gerdte

Gerdt

Firma

Durchflusszytometer

Elektrophoresekammer
Feinwaage
Fluoreszenzmikroskop
Gefrierschrank -20°C
Gefrierschrank -80°C

Homogenisator (Precellys 24 Dual)
Inkubator
Kuhlschranke 4°C

Laser-Scanning Mikroskop
Lichtmikroskop

Magnetriihrer (RCT B)
Nanodrop Spektrophotometer
Narkoseanlage
Neubauer-Zdhlkammer

PCR Gerat Tagman

pH-Meter

Schittelwasserbad
Sterile Werkbank

Thermomixer (Typ 5355)

Thermoblock cDNA-Synthese

Tischzentrifuge Galaxy Mini
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Canto I, Vantage SE, Becton, Dickinson
and Company (BD), Heidelberg, DE
Life Technologies, Darmstadt, DE

Mettler Toledo, GieRen, DE
Nikon, Duisseldorf, DE
Bosch, Stuttgart, DE

Sanyo, Hamburg, DE

Bertin Technologies, Montigny-le-
Bretonneux, Frankreich

New Brunswick Scientific (Innova 4230),
Edison, NJ, USA

Liebherr, Ochsenhausen, DE

Bosch, Stuttgart, DE

LSM700, Zeiss, Oberkochen, DE

Leica, Wetzlar, DE

IKA Labortechnik, Staufen, DE
Thermo-Scientific, Schwerte, DE
Dragerwerk AG Libeck, Libeck, DE
Brand, Wertheim, DE

€1000™ Thermal Cycler, Bio Rad,
Miinchen, DE
Mettler Toledo, Balingen, DE

Gesellschaft fur Labortechnik, GFL
(1092), Burgwedel, DE

Kendro (Hera Safe KS18), Langenselbold,
DE

Eppendorf, Hamburg, DE

MJ Research, Watertown,
Massachusetts, USA
VWR, Darmstadt, DE
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Gerdt

Material und Methoden

Firma

Tischzentrifuge 5415D + 5415R
Ultraschallbad

Ultraschallgerat

Vortex MS3 basic

Wasserbad
Wasser-Deionisierungsanlage
Western Blot- Blottingsystem
Western Blot- Detektion (LAS-3000)
Wippe

Zell-Sortierer, FACS-DiVa

4.1.2 Verbrauchsmaterialien

Material

Eppendorf, Hamburg, DE

Bandelin sonorex, Berlin, DE

Bandelin electronic, Berlin, DE

IKA, Staufen, DE

Julabo, Seelbach, DE

Millipore, Billerica, MA, USA

C.B.S. Scientific, Del Mar, CA, USA
Fujifilm, Dusseldorf, DE

CAT M. Zipperer GmbH, Etzenbach, DE

Becton, Dickinson And Company (BD),
Heidelberg, DE

Firma

Deckglaser
Einmalkanilen Sterican

Einmalspritzen 1/2/5/10/20 ml

FACS-ROhrchen
Falcon-Réhrchen 15/50 ml
Filterspitzen 30ul

Gaze, Maschenweite 30um

Keramikbeads (Sillibeads)

Kryorohrchen 1,8ml
Objekttrager

N&dhfaden (Naturseide 5.0)
Parafilm

Pipetten 5/25 ml

Pipetten 10ml

Pipettenspitzen (blau, gelb)

Marienfeld, Lauda-Kénigshofen, DE
BD Microlance, Heidelberg, DE

Becton, Dickinson And Company (BD),
Heidelberg, DE
Sarstedt, Nimbrecht, DE

Greiner Bio-One Cellstar, Frickenhausen, DE
Thermo Scientific, Schwerte, DE
Heidland GmbH, Harsewinkel, DE

Sigmund Lindner GmbH, Warmensteinach,
DE
Nune, Roskilde, Danemark

Engelbrecht, Edermiinde, DE

Catgut, Markneukirchen, DE

Pechiney Plastic Packaging, Chicago, IL, USA
Corning Incorporated, NY, USA

Greiner Bio-One Cellstar, Frickenhausen, DE

Greiner Bio-One Cellstar, Frickenhausen, DE
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Material Firma
Pipettenspitzen (weild) Corning Life Science, Amsterdam,
Niederlande
Pipettenspitzen 10/100/200/1000 pl Nerbeplus, Winsen/Luhe, DE
Reaktionsgefal 0,2ml (PCR) Corning Life Science, Amsterdam,
Niederlande
Reaktionsgefa 0,6ml (PCR) Corning Life Science, Amsterdam,
Niederlande
Reaktionsgefal 1,5ml Plastibrand, Wertheim, DE
ReaktionsgefaR 1,5ml safe lock Eppendorf, Hamburg, DE
Reaktionsgefal 2,0ml Sarstedt, Niirnbrecht, DE
ReaktionsgefaR 2,0ml safe lock Eppendorf, Hamburg, DE
Sterilfilter 0,2 um, rotrand Whatman, Freiburg, DE
sterile Kompressen Paul Hartmann AG, Heidenheim, DE
Wattestabchen MaiMed GmbH, Neuenkirchen, DE
WB Membran (Immobilon-P Transfer Millipore, Billerica, MA, USA
Membran, 0,45um)
Zellkulturplatten 6-well Greiner Bio-One Cellstar, Frickenhausen, DE
TPP Techno Plastic Products AG,
Zellkulturplatten 24-well Trasadingen, Schweiz
Becton, Dickinson And Company (BD),
Zellkulturplatten 48-well Heidelberg, DE
Zellkultur-Rundbodenplatten 96-well Greiner Bio-One Cellstar, Frickenhausen, DE
WB Gele NuPage 4-12% Bis-Tris Life Technologies, Darmstadt, DE
384 Well Polypropylen Microplatten Thermo Scientific, Schwerte, DE

4.1.3 Reagenzien

Reagenz Firma

B-Glycerolphosphat Sigma, Miinchen, DE

BSAV Applichem, Darmstadt, DE
Calciumchlorid (CaCl,) Sigma, Miinchen, DE
Collagenase Il Worthington, Lakewood, NJ, USA
CCF4 Life Technologies, Darmstadt, DE
Dispase Il Roche, Mannheim, DE

DNAse Roche, Mannheim, DE
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Reagenz Firma

Eindeckmedium Fluorogel TRIS Science Services, Miinchen, DE
Eindeckmedium Aqua Tex Merck, Darmstadt, DE

EDTA Applichem, Darmstadt, DE
Essigsaure Merck, Darmstadt, DE

Ethanol, absolut Applichem, Darmstadt, DE
Fotales Kalberserum (FCS) PAN Biotech, Aidenbach, DE
Hanker Yates Polyscience Inc., Eppelheim, DE
Hank’s Balanced Salt Solution (HBSS) Lonza, Basel, Schweiz

Histofix Carl Roth, Karlsruhe, DE
Hoechst 33342 Life Technologies, Darmstadt, DE
Isofluran AbbVie, Wiesbaden, DE

1-phenyl- |,2-propanedione-2-oxime (ISPF) Thermo Fisher Scientific, Fair Lawn, NJ, USA

Kaliumchlorid (KCI) Applichem, Darmstadt, DE
L-Arginin Sigma, Miinchen, DE
Magnesiumchlorid (MgCl,) Sigma, Miinchen, DE
Natriumchlorid Applichem, Darmstadt, DE
Natriumhydrogencarbonat (NaHCO;) Sigma, Miinchen, DE
Natriumhydrogenphosphat (NaH,PO,) Sigma, Miinchen, DE

Nonidet P40 (NP40) Applichem, Darmstadt, DE
NuPAGE MES Running Puffer 20x Life Technologies, Darmstadt, DE
NuPAGE Transfer Puffer 20x Life Technologies, Darmstadt, DE
PBS-Tabletten Life Technologies, Darmstadt, DE
Penicillin/Streptomycin Life Technologies, Darmstadt, DE
Phosphorsaure (H;PO,) Merck, Darmstadt, DE

pHrodo Life Technologies, Darmstadt, DE
Protease Inhibitor Cocktail Sigma, Miinchen, DE
Schwefelsdure (H,SO,) Carl Roth, Karlsruhe, DE

RPMI 1640 Medium Lonza, Basel, Schweiz
Sodiumdeoxycholate Sigma, Miinchen, DE
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Reagenz

Material und Methoden

Firma

Sodium Dodecyl Sulfate (SDS)
Sodium Orthovanadate (NasVO,)
SYBR Green PCR Master Mix
Tris base

Tris-HCI

Triton-X 100

Trizol

Trypanblau

Trypsin-Inhibitor

Tween-20

Urea

Wasserstoffperoxid (H,0,)

70 kDa FITC-dextran

4.1.4 Puffer und Lésungen

Lésung
ACK-Lysepuffer dd H,0 250ml
NH,Cl 2g

KHCO; 0,25g

Zusammensetzung

Sigma, Minchen, DE

Sigma, Miinchen, DE

Life Technologies, Darmstadt, DE
Sigma, Miinchen, DE

Applichem, Darmstadt, DE
Sigma, Minchen, DE

Life Technologies, Darmstadt, DE
Sigma, Miinchen, DE

Applichem, Darmstadt, DE
Sigma, Miinchen, DE

Sigma, Minchen, DE

SAV-Liquid Production GmbH, Flintsbach, DE

Sigma, Minchen, DE

Lagerung
4°C

EDTA (0,5M) 50ul

Blockpuffer IHC BSA 3g
P/S 1ml
PBS 99ml

EDTA (0,5M)

EDTA (372,24 g/mol) 136,12g

4°C

4°C/RT

Dd H,0 1000ml

pH=7
PBS 100ml
FCS 1ml (1%)

FACS Puffer

4°C

EDTA 450p! (2mM)

Na-Azid 0,1%
Gewebelyse-Puffer
10ul PBS
2mM EDTA
2mM EGTA

pro 1mg Gewebe: -

Proteininhibitor Cocktail
(PIC, 1:200, -20°C)

Gewebe-Verdaulésung
DNAse | 5mg

Collagenase Il 50mg

-20°C

Dispase I 120mg
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Lésung

Krebs-Ringer-Puffer

2XRIPA Puffer

10x TAE Puffer

10x TBST

Western Blot Laufpuffer

Western Blot Blockpuffer

Western Blot Transferpuffer

Western Blot Waschpuffer

4.1.5 Kit Systeme

Zusammensetzung

BSA 50mg

Trypsin Inhibitor 35mg

HBSS 50ml

NaCl 7,06g

KCl 0,44g

NaHCO; 1,3g

NaH2PO4 0,17g

Glucose 2,07g

2(H,0)CaCl, 1,47ml

6(H,0)MgCl, 0,97ml

Tris-HCI (pH8; stock 400mM) 4ml
NaCl (stock 1,5M) 2ml

NP40 (stock 10%) 2ml
Sodiumdeoxycholate (stock 10%) 2ml
SDS (stock 10%) 0,4ml
B-Glycerolphosphate (stock 150mM) 0,4ml
NazVO, (stock 100mM) 0,2ml
ddH,0 8,54ml

Protease Inhibitor Cocktail 0,2ml
Tris base 48,4g (40mM)
EDTA-Na2-Salz 20ml (1ImM)
Essigsdure 11,42ml (40mM)
ddH,0 968,58ml

NaCl 80,06g

Tris-HCI 24,23¢g

ddH,0 1000ml

pH=7,6

20x Running Buffer 50ml

ddH,0 950ml

Milchpulver 5g

1xTBST 100ml

20x Transferpuffer 50ml

20% vergallter Alkohol 285ml
ddH,0 765 ml

10x TBST 100ml

Tween20 1ml

ddH,0 899ml

Material und Methoden

Lagerung

4°C

-20°C

4°C

4°C

4°C/RT

4°C

4°C/RT

Kit Firma
BCA Assay Thermo Scientific, MA, USA
cDNA Life Technologies, Darmstadt, DE

DNA free-Aufreinigung
Reverse-Transkriptions-Kit
Western Blot Entwicklungskit

Life Technologies, Darmstadt, DE
Life Technologies, Darmstadt, DE
Thermo Scientific, MA, USA
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4.1.6 Antikorper

Material und Methoden

Antigen Klon Konjugat Firma Anwendung
CD 45 30-F11 PE ebioscience Durchflusszytometrie
CD11b M1/70 APC ebioscience Durchflusszytometrie
F4/80 BMS8 PE, APC-Cy7 Biolegend Durchflusszytometrie
unkonjugiert LiefeTechnologies IHC
Ly6C HK1.4 PE-Cy7 Biolegend Durchflusszytometrie
Ly6G 1A8 APC Biolegend Durchflusszytometrie
CD31 MEC13.3 PE Biolegend Durchflusszytometrie
MPO 8F4 PE Hycult Biotech Durchflusszytometrie
Gal3 M3/38 unkonjugiert ebioscience Western Blot
5-LOX unkonjugiert Cayman Chemicals Western Blot
12/15-LOX unkonjugiert Cayman Chemicals Durchflusszytometrie
unkonjugiert Western Blot
unkonjugiert IHC
B-Aktin AC-74 unkonjugiert Sigma Aldrich Western Blot
Argl N-20 unkonjugiert Santa Cruz IHC
4.1.7 Primer Sequenzen
. forward Sequenz SYER Qreen TagMan
Transkript reverse Sequenz QuantiTect (Assay ID)
Primer (Assay ID)
GAPDH NM_008084.2
Argl QT00134288
Ym1l QT02241722
IL-4 QT00160678
IL-13 QT02423449
IL-10 GATGCCCCAGGCAGAGAA
CACCCAGGGAATTCAAATGC
IL-6 QT00098875
IL-1B Mm00434228 m1
CCL-2 MmO00441242_m1
CXCL1 TCTCCGTTACTTGGGGACAC
CCACACTCAAGAATGGTCGC
CXCL2 TCCAGGTCAGTTAGCCTTGC
CGGTCAAAAAGTTTGCCTTG
SOCS3 CCTTTGACAAGCGGACTCTC
GCCAGCATAAAAACCCTTCA
5-LOX ACTACATCTACCTCAGCCTCATT
GGTGACATCGTAGGAGTCCAC
12-LOX ACCGATGCAGACCAAGGGGCTAAC
CAGTGTATGGAGGGGAGGGCAGAA
12/15-LOX GGCTCCAAC AACGAGGTCTAC

AGGTATTCTGACACATCCACCTT
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4.1.8 Mauslinien

Material und Methoden

Mauslinie Beschreibung

ALOX15 Charles River

C57BL/6 Janvier

CCR27 Jackson

CX3CR16F/* Jackson

IL-107 Jackson

ITIB* Hicham Bouabe, TU Miinchen [140]

LysmeeiL10™"

4.1.9 Computersoftware

Axel Roers, TU Dresden [141]

Software Firma

Acrobat Adobe

Endnote Tomson Reuters
FACS DiVa Canto Il BD Biosience
Flowlo 7.6.5. Tree star, Inc.
Illustrator CS3 Adobe

Multigauge Fujifilm

Office 2010 Microsoft

Prism 5 Graphpad

SDS2.2 Applied Biosystems
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4.2 Methoden

4.2.1 Das Mausmodell des postoperativen lleus

Die intestinale Manipulation (IM) am Mausmodell ist eine standardisierte Technik zur
Induktion einer akuten Entziindung der Darmwand, vorwiegend der Muscularis externa (ME),
die lhren Hohepunkt etwa 24 h nach Abschluss der IM findet. Sie dient der Imitation des
chirurgischen Traumas, welches im Rahmen abdominal-chirurgischer Eingriffe unvermeidbar
ist. Die Tiere wurden dabei mittels Isofluran narkotisiert und anschlieRend einer medianen
Laparotomie unterzogen. Danach wurde der Diinndarm auf eine sterile Gaze eventriert und
mittels zweier steriler Wattestdbchen unter moderater Kompression von oral nach aboral
rollend manipuliert. Das Duodenum und das terminale lleum wurden dabei ausgespart. Bei der
Manipulation wurde zudem vermieden das Mesenterium zu komprimieren, um Einblutungen
in die Darmwand zu verhindern. Der Schweregrad des POl ist hierbei direkt abhangig von der
Intensitat des mechanischen Traumas [38]. Die IM wurde insgesamt zweimal durchgefiihrt,
anschlieBend wurde der Darm in die Bauchhdhle riickverlagert und die Bauchwand mit einer

fortlaufenden Naht (Faszie und Hautnaht) verschlossen.

4.2.2 Isolation primdrer Leukozyten aus der ME

Die Isolation von primaren Leukozyten aus der ME des Diinndarms erfolgte nach Isofluran-
Narkotisierung der Mause mit anschlielender zervikaler Dislokation und Darmentnahme. Der
Diinndarm wurde in etwa 2-3 cm lange Segmente geteilt, jedes Segment (iber einen diinnen
Glasstab gestiilpt, das Mesenterium mit einer Pinzette abgezupft und die ME vorsichtig mit
einem Wattesstabchen von der darunter liegenden Mukosaschicht abgestriffen. Anschlieend
wurden die ME-Segmente mechanisch mit einer Rasierklinge zerkleinert und zweimalig in
Krebs-Henseleit-Puffer gewaschen (500xg, 5 min, 4°C) bevor 3 ml der aufgetauten
Verdaul6sung (Rezept siehe 4.1.4 Puffer und Losungen) auf das ME-Pellet gegeben wurden. In
einem Schuttelwasserbad (37°C, 130 rpm) wurden dann die Leukozyten aus dem Gewebe
herausgelost. Nach 35 min Inkubationszeit wurde die Lésung mehrfach mit einer 1000pl
Pipette resuspendiert, um den restlichen Muskelverband noch mechanisch zu zerkleinern. Die
Verdaususpension wurde (ber eine 45 um-Gaze gegeben und anschliellend mit HBSS-Puffer
gewaschen (500xg, 5min, 4°C). Das entstandene Leukozyten-Zellpellet wurde dann entweder
fir die sich anschlieBende durchflusszytometrische Messung in FACS-Puffer oder fir die

Zellkultur in dementsprechendem Medium aufgenommen.
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4.2.3 Durchflusszytometrie

Bestimmung der Zellzahl

Ein Teil der Zellsuspension wurde 1:2 mit Trypan Blau verdiinnt und anschlieBend 10 pl in eine
Neubauer-Zahlkammer gegeben. Die Zahl der lebenden, nicht blau gefarbten Zellen wurde
dann mit Hilfe eines Lichtmikroskops durch das Auszahlen der vier Quadranten und folgender

Rechnung bestimmt:

Zellen /m| = 9€zanlte Zellen

x 2 [Verdiinnungsfaktor | x 10000 [Kammerfaktor |

Férbung von Oberfldchenmolekiilen

Fir die Farbung der Oberflichenmolekiile wurden die isolierten Zellen in FACS-ROhrchen
zunachst fiir 20 min in 50ul Fc-Block (anti-CD16/32, 10pg/ml) inkubiert. AnschlieRend wurden
die Zellen in FACS-Puffer gewaschen (500xg, 5min, 4°C) und 50l des jeweiligen Master-Mixes
mit den spezifischen Antikorpern auf die Zellen gegeben. Die Inkubation erfolgte fiir 30 min bei
4°C im Kuhlschrank. Nach erneutem Waschen wurden die Zellen fiir die Messung in einem
Gesamtvolumen von 300ul gegeben. Kurz vor dem Messvorgang wurde 1ul einer 1:20.000

Verdiinnung des lebend-tot Farbstoffes Hoechst 33342 zu den Zellen gegeben.

Férbung von intrazelluldren Proteinen

Die intrazellulare Farbung von Proteinen erfolgte im Anschluss der Oberflachenfarbung und
diente der Farbung von MPO" und 12/15-LOX" Zellen. Hierfiir wurden die Zellen zunichst in
einer 4%-PFA-Losung flr 15 min bei RT inkubiert bevor sie flir weitere 20min mit Triton-X 100
permeabilisiert wurden. Im Anschluss erfolgte die Zugabe des jeweiligen Antikorpers fir 30
min im Dunkeln. Abschliefend wurden die Zellen gewaschen (500xg, 5min, 4°C) und fir die

durchflusszytometrische Messung in 300 ul FACS-Puffer aufgenommen.

Fédrbung von ITIB positiven Zellen zur Detektierung von IL-10

Zunachst wurden die Zellen isoliert und in Einzelsuspension gebracht, wie unter 4.2.2.
beschrieben. AnschlieBend wurde der Mastermix aus CCF4-AM-beta-lactamase Substrat und
Probenecid, abhangig von Anzahl der Proben und Zellzahl, vorbereitet. Im Folgenden ein
Beispiel fiir den Mastermix fir 16 Proben, wobei jede Probe etwa 4x10° Zellen beinhaltet:

4ml PBS

7-10 pl CCF4-AM (Stocklosung: 1mM in DMSO)

60-100 ul Probenecid (Stocklésung: 180mM)
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Die Zellen wurden in 250 pl Mastermix resupendiert und anschliefend bei 28°C im Thermomix
(800rpm) abgedunkelt inkubiert. Nach einer Inkubationszeit von 90 min wurden die Zellen mit
1 ml kaltem FACS-Puffer gewaschen und pelletiert (500xg, 5min, 4°C). Im direkten Anschluss

konnten die Zellen fir die Durchflusszytometrie geblockt und gefarbt werden.

Sortierung von residenten Makrophagen und Monozyten

Zur Gewinnung von residenten Makrophagen und infiltrierenden Monozyten fir
anschlieBRende Genexpressionsanalysen wurden Einzelzellsuspensionen aus der ME des
Diinndarms wie oben beschrieben hergestellt. Fir diese Versuche wurde das Gewebe aus
jeweils 12 Méausen gepoolt, um eine hdhere Zellausbeute zu erreichen. Die gewonnenen Zellen
wurden mit den Oberflichen-Antikérpern F4/80 und Ly6C angefarbt und nach dem Einmessen
in den BD FACSAriaTM Ill Flow Cytometer in die Fraktionen F4/80'Ly6C und F4/80'Ly6C*
sortiert und in FACS-Puffer (+10% FCS) aufgefangen.

Phagozytose Assay

Die ME Zellen wurden wie oben beschrieben isoliert und ausgezahlt. AnschlieRend wurden
1,5x10° Zellen pro well in einer 24 well Platte mit RPMI Medium (+10% FCS und P/S) in einem
Volumen von 300ul ausgesat und fir 1,5h bei 37°C inkubiert. Fir den Phagozytose Assay
wurden 25ul pHrodo-Beads (2 mg/ml) in 200ul/well Medium gelost und zusatzlich auf die
Zellen gegeben. Die Zellen wurden weitere 2,5h bei 37°C inkubiert. Die Negativkontrolle wurde
stattdessen auf Eis gestellt, um eventuell eine passive Aufnahme der Beads von aktiver
Phagozytose unterscheiden zu koénnen. Nach der Inkubationszeit wurden die adherenten
Zellen mit einem Rubber mechanisch vom well-Boden geldst und in FACS-Puffer gewaschen
(500xg, 5min, 4°C). Im Anschluss erfolgte die Oberflichenfarbung von Makrophagen/
Monozyten mittels F4/80- und Ly6C-Antikdrpern.

4.2.4 Funktionelle Analysen des Gastrointestinalen Transits

Die Tiere wurden 24h oder 72h nach IM der Messung des gastrointestinalen Transits (Gl-
Transit) unterzogen. Hierfir wurde den Tieren 100ul einer nicht-resorbierbaren 70kDa groRen
FITC-Dextranlosung gavagiert. Nach weiteren 90 min unter Wasser- und Nahrungskarenz
wurden die Tiere getotet und die Verteilung des FITC-Dextrans in Magen, Diinndarm
(Einteilung in zehn gleichméaRige Segmente), Zokum und Dickdarm (Einteilung in drei
gleichmalRige Segmente) mittels Fluoreszenzspektrometrie bei einer Wellenldnge von 488nm
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gemessen. Fir die Quantifizierung der FITC-Dextran-Konzentration und um eine
Vergleichbarkeit innerhalb der Tiergruppen zu ermoglichen, erfolgt die Berechnung des
sogenannten geometrischen Zentrums (GC) wie folgt: I (Prozent des absoluten

Fluoreszenzsignals in jedem Segment x die Segmentnummer) /100 [48].

4.2.5 Immunhistochemie und —fluoreszenzmikroskopie

Herstellung von whole mounts

Die Herstellung sogenannter whole mounts erfolgte unter einem Lichtmikroskop. Daflir wurde
das Segment Nummer acht (siehe 4.2.4) aus dem mittleren Teil des lleums entnommen, am
Mesenterium fixiert, langs aufgeschnitten und mit der mucosalen Flache nach oben schauend
aufgespannt. Das Gewebestiick wurde anschliefend fiir 10 min mit absolutem Ethanol fixiert.
Nach der Fixierung wurde das Gewebestlick dreimal mit KHB-Puffer gewaschen und
anschlieBend die Mucosaschicht vorsichtig mit Hilfe von Feinpinzetten von der darunter

liegenden Muskelschicht abgel6st.

Quantifizierung Myeloperoxidase positiver (MPO®)— Zellen

Nach der Herstellung von einem ,, whole mount“- Darmstiick wurden anschlieRend die MPO'-
Zellen in der Muskelschicht angefarbt. Dafiir wurde auf das vorpraparierte Darmstiick eine
Farbel6sung bestehend aus Hanker Yates (1 mg/ml in KHB-Puffer) und Wasserstoffperoxid
(1%) gegeben. Nach einer Inkubationszeit von 10 min wurde die Farbelésung abgegossen und
das ,whole mount” dreimal mit KHB-Puffer gewaschen. Das whole mount konnte anschliefend
auf einen Objekttriger gezogen und eingedeckt werden. Die Quantifizierung der MPO*-Zellen
erfolgte mit dem Lichtmikroskop bei 200-facher VergroRerung. Hierfiir wurden die
angefarbten Zellen von jeweils finf Gesichtsfeldern ausgezdhlt und der Mittelwert pro
Praparat ermittelt. Die Angabe der MPO"-Zellen erfolgte dann unter Beriicksichtigung des

Kalibrierungsfaktors in Zellen pro mm?®.

Das Anfirben von Oberflidchen- und intrazelluléren Molekiilen im whole mount

Nach dem Fixieren mit Paraformaldehyd (4%) und Abziehen der Mukosaschicht wurde das
Praparat mit PBS gewaschen und mit 0,1% TritonX-100 Losung fiir 15 min permeabilisiert.
Anschlieend wurde das whole mount zum Blocken unspezifischer Bindungen 1h bei RT in
3%iger BSA-Losung inkubiert. Danach wurde das whole mount tGber Nacht (4°C) mit den
jeweiligen Primarantikérpern inkubiert (F4/80, Argl, 12/15-LOX). Am nachsten Tag wurde das

Praparat mit PBS gewaschen (3x10 min), bevor es mit den jeweiligen Zweitantikorpern
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inkubiert wurde (1h bei RT). Im Anschluss wurde erneut mit PBS gewaschen (3x10 min), bevor

das whole mount auf einen Objekttrager gezogen und mit Fluka-Medium eingebettet wurde.

4.2.6 ME-Lysatanalysen

Arginase Aktivitdts-Assay

Fiir den Arginase Assay wurden durchschnittlich 60-80mg ME-Gewebe verwendet. Nach dem
Wiegen wurden die ME Sticke mit 0,1% TritonX-100 Losung (10ul/mg Gewebe) unter
Verwendung von Protease Inhibitoren fir 30min inkubiert. Um das Enzym zu aktivieren,
wurden 50pl des Uberstandes mit 50pl 10mM MnCl, und 50pl Tris-HCI (pH 7,5) bei 55°C fiir
10min im Thermomixer bei 650rpm inkubiert. AnschlieBend wurden 25ul der aktivierten
Enzymldsung in ein neues Tube lberfihrt, 25ul 0,5M L-Arginin (pH 9,7) dazugegeben und bei
37°C fiir 60min im Thermomixer inkubiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 400ul Saure-
Mix (1:3:7 H,SO4, H3PO, und H,0) gestoppt und 25ul 9 % ISPF (in abs. Ethanol geldst)
zugegeben und bei 100°C im Thermomixer fir 45min erhitzt bevor nochmals 10min bei RT
(dunkel) inkubiert wurde. Die Urea-Konzentration wurde danach bei einer OD von 540nm in

einem Mikroplattenlesegerat mit Hilfe einer Urea-Standardreihe bestimmt.

LC-MS/MS (Lipidanalysen Ambiotis)

Die Lipidanalysen erfolgten mit der LC-MS/MS Methode, welche von der franzdsischen Firma
Ambiotis durchgefihrt wurden [142]. Dafiir wurden ME-Proben von sham-operierten und
intestinal manipulierten (IM24h) Tieren ohne die Verwendung von Puffern isoliert sowie das
Gewebe direkt nach Isolation mit Stickstoff Schock gefroren. Mit Hilfe der LC-MS/MS wurden

die fir den Entzlindungsauflosungsprozess relevanten Lipidmediatoren untersucht.

Quantitative Real-Time PCR
Die quantitativen Real-Time PCR Analysen unterteilten sich in RNA-Isolierung, Reverse

Transkription und Real-Time PCR zur Analyse der Expressionsstarke der untersuchten Gene.

RNA-Isolierung

Zum einen wurde aus dem Diinndarm isoliertes ME-Gewebe (20-30mg), zum anderen sortierte
Makrophagen/Monozyten aus der ME mit 1ml Trizol Uberschichtet. Das Gewebe wurde mit
Hilfe von Keramikbeads, die Zellen mittels Sonifizierung lysiert. Das Lysat wurde mit 200ul
Chloroform flir 15min inkubiert und die Phasentrennung durch die sich anschlieRende

Zentrifugation (maximale Geschwindigkeit, 5min, RT) erreicht, wobei die obere wassrige Phase
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die RNA enthielt. Diese wurde vorsichtig abgenommen und fiir die RNA-Fallung mit 500ul
Isopropanol versetzt. Nach 15min Inkubation auf Eis und sich anschlieBender Zentrifugation
(maximale Geschwindigkeit, 15min, 4°C) wurde der Uberstand abgenommen und das RNA-
Pellet dreimalig mit 1ml kaltem Ethanol (70%) gewaschen. Der Uberstand wurde vollstindig
abgenommen und das Pellet in DEPC-Wasser aufgenommen. Im Anschluss wurde die RNA-

Konzentration mit dem Nano-Drop bestimmt.

Reverse Transkription

Fir das Umschreiben der isolierten mRNA in cDNA wurde das High Capacity Reverse
Transcription kit von Applied Biosystems verwendet. Die Konzentration der RNA betrug dabei
in jeder Probe 50ng/ul. Zusatzlich wurden 2ul 10x RT-PCR Puffer, 2ul 10x RT-Random Primer,
0,8ul dNTPs, 1ul Reverse Transkriptase und 1ul RNase-Inhibitor verwendet. AnschlieBend
erfolgte die cDNA-Synthese in folgenden Programmschritten: Denaturierung durch Erhitzen
auf 110°C, Bindung der Primer bei 25°C fir 10min, Elongation bei 37°C fir 2h, Denaturierung
bei 85°C fiir 5s und abschlieRendes Abkihlen auf 4°C. Die fertige cDNA wurde bei -20°C

gelagert.

Quantitative Real-Time PCR (gPCR)

In Kombination mit spezifischen Primern (siehe Primerliste unter 4.1.7) wurde jeweils fur 1pl
cDNA bei 40 Zyklen (94°C flir 15s, 55°C fir 30s, 72°C fiir 30s) die Real Time PCR durchgefihrt.
Als House-Keeping Gen wurde GAPDH verwendet, dessen Expression in der ME sehr konstant
ist und mit dessen Hilfe die eingesetzte RNA-Menge normalisiert werden konnte, um die
relative Expression des analysierten Gens zu bestimmen. Die Messungen wurden in Triplikaten
in 384-Well-Platten durchgefiihrt. Als Gerat wurde ein C1000™ Thermal Cycler benutzt. Die

Quantifizierung erfolgte mittels der AACT Methode.

Western Blot

Fir die Western Blot Analyse wurden zunachst die Proteine aus der zuvor entnommenen ME
mittels Gewebelysepuffer isoliert. Daflir wurden zwischen 20-50mg Gewebe abgewogen und
zusammen mit Keramikbeads (Sillibeads) im Tissue Lyser homogenisiert. Das Homogenisat
wurde in ein 2ml Eppendorf-Tube Uberfiihrt und mit gleicher Menge 2x RIPA Puffer (10ul auf
1mg Gewebe) fir 10s sonifiziert. AnschlieRend wurde es auf Eis flir 15min inkubiert und
anschlieRend zentrifugiert (maximale Geschwindigkeit, 4°C, 15min). Der Uberstand wurde

abgenommen und bei -80°C gelagert.
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Zur Bestimmung der in den Proben enthaltenen Proteinmenge wurde ein BCA-Assay
durchgefihrt.

Vor der Beladung wurden die Proben zusammen mit SDS-loading buffer fir 10min bei 72°C
erhitzt. Fir die Gelelektrophorese wurden die Taschen des NuPage 4-12% Bis-Tris Gels mit
jeweils 30ug Protein geladen und 5ul des GréRenmarkers. Die Gelelektrophorese lief konstant
bei 150V. Nach dem Beenden der Gelelektrophorese erfolgte der Transfer der Proteine auf
eine PVDF (polyvinylidenedifluoride) Membran. Vor dem Transfer wurde die Membran fir
10min in Methanol aktiviert und anschlieRend nach Anleitung Schwamme, Gel und Membran
Ubereinander gelegt. Die Blotting-Kammer wurde in eiskalten Transfer Puffer gestellt und die
Proteine bei 90V fiir 1,5h geblottet. Nach dem Transferieren wurde die Membran in 5%igem
Milchpulver (TBS/Tween) fir eine Stunde bei Raumtemperatur geblockt und anschlieRend
Uber Nacht bei 4°C mit dem Erstantikorper inkubiert. Am nachsten Tag wurde die Membran
nach dreimaligem Waschen in TBS/Tween bei Raumtemperatur fir eine Stunde mit dem
Horse-Radish-Peroxidase (HRP)-gekoppelten Zweitantikdrper inkubiert. Nach wiederholtem
Waschen wurde die Membran zur Detektion der Proteine mit dem Chemiluminescent Substrat
des Western Blot Entwicklungskits fir 5min inkubiert und die spezifischen Banden
anschlieRend mit Hilfe des LAS-3000 Imaging System detektiert. Die quantitative Auswertung
der Banden erfolgte Uber die Messung der Pixelstirke der Banden mit dem Programm

Multigauge und wurde mit der Dichtemessung der Ladekontrolle , beta-Aktin“ verrechnet.

4.2.7 in vivo Stimulationsversuche

Omegaven

Fir die Untersuchung der Wirkung von Omega-3 Fettsduren auf den post-operativen lleus,
wurden C57BI/6 bzw. ALOX15 sechs Tage praoperativ 10ml/kg KG Omegaven® (Fresenius-Kabi,
Bad Homburg, Deutschland) bzw. NaCl per Injektion in die Schwanzvene verabreicht. An Tag
sechs wurden die Tiere nach der letzten Supplementierung einer intestinalen Manipulation
unterzogen. Nach 24h wurden der GIT und die MPO"-Zellen bestimmt, sowie die ME fir

weitere Analysen wie Durchflusszytometrie oder gPCR isoliert.

Lipidmediatoren

Protectin DX (PDX) und Resolvin D2 (RvD2) (Cayman Chemical Company, Michigan, USA), aus
der n-3- Fettsdure DHA synthetisierte Lipidmediatoren, wurden durch einmalige post-
operative Gabe als potenzielle Wirkstoffe in der Entziindungsauflosungsphase des POI

untersucht. Hierfir wurden sowohl C57BI/6 als auch ALOX15 Tiere einer intestinalen
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Manipulation unterzogen. Direkt nach dem Verschluss der Peritonealhohle wurde 1pg/Maus
der PDX/RvD2-L6ésung (in 240ul NaCl) i.p. injiziert, bevor die Bauchdecke verschlossen wurde.
Als Vehicle wurde eine Losung aus 10ul EtOH absolut in 240ul NaCl verabreicht. Nach IM24h
wurden folgende Analysen wie bereits oben beschrieben durchgefiihrt: GIT, Anfarben der

MPO*-Zellen, ME-Isolierung fiir Genexpressions- und Proteinanalysen.

4.2.8 Statistik

Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mit der Software GraphPad Prism 5 (GraphPad
Software Inc.). Die gemittelten Abweichungen werden mit einem Fehlerbalken dargestellt
(engl. standard deviation, SD bzw. standard error of the mean, SEM). Die Berechnung der
Signifikanz erfolgte mittels One-way ANOVA sowie Bonferroni’s Post-Hoc-Test oder dem
zweiseitigem Student’s t-Test (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 bzw. *p<0,05; *p<0,01;
*p<0,001).
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5 Ergebnisse

Im Gegensatz zu den bereits gut verstandenen Mechanismen zur Entziindungsentstehung im
POI, sind die Mechanismen, die die Entzlindungsreaktion wieder beenden, noch unerforscht.
Entgegen der urspriinglichen Annahme, die Auflésung der Entziindung sei ein passiver Prozess,
welcher die Abnahme pro-inflammatorischer Mediatoren beinhaltet, ist heute bekannt, dass

es ein aktiv regulierter Prozess ist.

Der Ergebnisteil ist im Folgenden in zwei Teile unterteilt: Teil | beschaftigt sich mit den an der
Entziindungsauflosung beteiligten Immunozyten und ihrer regulatorischen Funktion, wahrend

Teil Il klart, welche Bedeutung entzliindungsauflésenden Lipidmediatoren im POl zukommt.

5.1 Teil I: Die Rolle von IL-10 auf die Differenzierung und Chemotaxis
infiltrierender Leukozyten im Kontext des POI

5.1.1 Monozyten stellen die dominant infiltrierende Leukozytenpopulation
im POl dar

In Vorversuchen konnten wir hauptsachlich den Influx von Monozyten und Neutrophilen in die
ME beobachten [31, 39]. Fir die genaue Charakterisierung der in der Spatphase des POI
relevanten Leukozyten wurden die aus der ME isolierten Zellen zu den Zeitpunkten 24h und
72h postoperativ via Durchflusszytometrie analysiert (Abbildung 5). Ausgehend von der
Expression  spezifischer Leukozyten-Oberflichenmarker wurden die Zellen unter
Kontrollbedingungen mit denen unter der Ausbildung eines POI verglichen. Drei distinkte
Populationen konnten innerhalb der lebenden CD45*- und CD11b*- Zellen in CX3CR1"¢™-
Mausen definiert werden: CX3CR1, CX3CR1™ und CX3CR1™®" (Abbildung 5), wobei die
CX3CR1™ mit 64% + 11 den groBten Anteil 24h postoperativ ausmachte. Im Gegensatz dazu
waren im Kontrollgewebe nur jeweils eine negative und positive Fraktion der CX3CR1
exprimierenden Zellen detektierbar. Die Kombination mit dem Makrophagenmarker F4/80
lasst die stirkste Expression von F4/80 in der GroRzahl der CX3XR1"€"-Fraktion erkennen.
Diese Zellen entsprechen somit dem Phanotyp von residenten Makrophagen. Die CX3CR1™
Fraktion ist ebenfalls zu einem hohen MaRe F4/80°, wahrend die CX3CR1™ Fraktion nur gering
positiv fiir den Makrophagenmarker ist (Abbildung 5). Vergleichbar mit den Ergebnissen unter
Kontrollbedingungen zeigte sich 72h postoperativ eine dhnliche Zellverteilung der CD45",

Hoechst-negativen Zellen in ihrer CX3CR1-Expression. Es waren zwei distinkte Populationen
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erkennbar: eine kleine CX3CR1 und eine groRe CX3CR1'- Fraktion. Die hoch fiir CXCR1 hoch-
positiven Zellen waren ebenfalls hoch-positiv fiir F4/80.

Da F4/80 nur schwach auf dem GroRteil der infiltrierenden Zellen exprimiert wurde, sollten die
Marker Ly6C (Monozyten, Neutrophile) und Ly6G (Neutrophile) fir eine weitere

Charakterisierung dieser Zellen herangezogen werden.
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Abbildung 5: Monozyten stellen die dominant infiltrierende Leukozytenpopulation im POl dar.
Durchflusszytometrische Analyse von aus der ME isolierten Zellen zu den Zeitpunkten 24h (IM24h) und 72h (IM72h)
postoperativ, verglichen zur Kontrolle (CTL). Dafir wurden die Mause einer standardisierten intestinalen
Manipulation (IM) unterzogen. Die lebenden CD45+ Zellen wurden anschlieRend hinsichtlich ihrer Expression von
CD11b, CX3CR1 und F4/80 untersucht. Die Daten sind reprasentativ fur finf unabhangige Experimente pro
Zeitpunkt; angegeben wurde der prozentuale Mittelwert der einzelnen Zellpopulationen der Tiere.

Hierbei wurde deutlich, dass der GroRteil der in die ME infiltrierenden Leukozyten aus
peripheren infiltrierten Blutmonozyten bestand (Abbildung 6A). Diese zeigten eine mittlere
Expressionsstarke von Ly6C, verloren Ly6C jedoch im zeitlichen Verlauf (24h bis 72h
postoperativ) komplett, wahrend sie zu F4/80- exprimierenden Makrophagen reiften.
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Abbildung 6: Monozyten stellen die dominant infiltrierende Leukozytenpopulation im POI dar. (A) Die Tiere wurden
einer standardisierten intestinalen Manipulation (IM) unterzogen und die Immunzellen des postoperativen
Darmgewebes isoliert. Durchflusszytometrische Analyse der isolierten Zellen zu den Zeitpunkten 24h (IM24h) und
72h (IM72h) postoperativ, verglichen zur Kontrolle (CTL). Die lebenden Zellen wurden hinsichtlich ihrer Expression
von F4/80, Ly6C und Ly6G untersucht. Die Daten sind repradsentativ fur finf unabhdngige Experimente pro
Zeitpunkt; angegeben wurde der prozentuale Mittelwert der einzelnen Zellpopulationen der Tiere. (B)
Immunhistochemische Farbung von CD31 (rot) und Ly6C (griin) in einem praparierten whole mount eines naiven
Tiers. Die Farbung ist reprasentativ fir drei unabhdngige Experimente. Die Balken entsprechen einer Lange von
50um.

Neutrophile, die sowohl Ly6C als auch Ly6G tragen, machten im Vergleich zu den infiltrierten
peripheren Monozyten (55,2%) einen deutlich geringeren prozentualen Anteil (10,6%) 24h
postoperativ aus. In einer zusatzlichen immunhistochemischen Farbung im whole mount von
unmanipulierten Tieren konnten wir eine Koexpression von Ly6C mit dem Endothelmarker
CD31 darstellen (Abbildung 6B). Aufgrund der starken Vaskularisierung der isolierten ME-

Zellen wurden die Endothelzellen ebenfalls in den FACS-Analysen als Ly6C'F4/80 sichtbar (CTL;
Abbildung 6A).
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Des Weiteren sollten die Leukozyten aus der nativen sowie postoperativen ME Uber ihre
Myeloperoxidase (MPO)- und Phagozytoseaktivitat charakterisiert werden. MPO wurde von
23% + 9,9 der infiltrierenden Leukozyten in der postoperativen ME exprimiert, wobei sowohl
Neutrophile als auch Monozyten positiv fiir MPO sind. Letztere machen einen Anteil von 84,2%
+ 2,6 aller MPO exprimierenden Zellen aus, wahrend nur 12,8% + 2,2 aller MPO"-Zellen
Neutrophile sind. Hingegen sind residente Makrophagen nur gering positiv fir MPO
(Abbildung 7A). Ausgehend von den einzelnen Zellpopulationen exprimieren jedoch 77,5% +
5,8 der Neutrophilen MPO, wahrend nur 31,2% + 7,6 der Monozyten positiv fir MPO sind
(Abbildung 7B). Bei der Betrachtung der Phagozytoseleistung (Abbildung 7C) der einzelnen
Leukozytenpopulationen (IM24h) zeigten die einwandernden F4/80'Ly6C™- Monozyten die
starkste Aufnahme der E.coli Biopartikel (pHrodo) im Vergleich zu Ly6G'Ly6C"- Neutrophilen
und F4/80°Ly6C - Makrophagen.
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Abbildung 7: Die einwandernden Leukozyten weisen eine hohe MPO- und Phagozytoseaktivitdt auf. Hierfir wurden
die Tiere einer standardisierten intestinalen Manipulation (IM) unterzogen und die isolierten Leukozyten nach 24h
postoperativ untersucht. (A) Die isolierten ME Zellen wurden mittels durchflusszytometrischer Analyse auf ihre
MPO-Expression gegated und im Anschluss auf ihre Expression von Ly6C, F4/80 and Ly6G analysiert. Die
dargestellten Dot plots sind reprasentativ fiir vier unabhangige Experimente. Angegeben wurde der prozentuale
Mittelwert der einzelnen Zellpopulationen. (B) Mittels Durchflusszytometrie wurden die isolierten ME-Zellen
hinsichtlich der Lokalisation von MPO in Ly6G Ly6C"-Monozyten und Ly6G'Ly6C*-Neutrophilen untersucht. Das
Balkendiagramm zeigt die Mittelwerte + SEM und ist reprasentativ fur vier unabhangige Experimente. (C) Messung
der Phagozytose-Aktivitit mittels pHrodo-Assay in den durch IM infiltrierenden Leukozyten F4/80°Ly6C,
F4/80'°‘”Ly6Cint und Ly6G'Ly6C’. Reprasentative Histogramme der durchflusszytometrischen Analyse der
Negativkontrolle (grau) und der analysierten Populationen fir das pHrodo-Signal (wei). Die Daten sind
reprasentativ fur finf unabhangige Experimente fiir den Zeitpunkt IM24h.
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Diese Analysen zeigen die infiltrierenden ME-Monozyten im Verlauf des POI als dominierende
Leukozytenpopulation, welche innerhalb von drei Tagen nach IM zu reifen Makrophagen
werden. Bereits 24h postoperativ zeigen sie mit hoher MPO- und Phagozytose-Aktivitat

entziindungsauflésende Eigenschaften.

5.1.2 M2 Makrophagen-Aktivitdt in der Spétphase des POI

Aufgrund der hohen Prasenz von aus peripheren Blutmonozyten gereiften Makrophagen in der
postoperativen ME und ihren entziindungsregulierenden Eigenschaften, sollte geklart werden,
ob die Entziindungsauflésung im POl moglicherweise iber M2 Makrophagen erfolgt.

Eine quantitative PCR Analyse der gangigen M2-Marker Argl und Ym1 in isolierten ME-Proben
des Dinndarms zeigte eine deutliche M2-Aktivitdt innerhalb von drei Tagen postoperativ in
Wildtyp-Méausen (Abbildung 8A). Dabei konnten wir die stdrkste Genexpression von Argl
(p<0,001) und Ym1l (p<0,001) in der spaten postoperativen Phase (IM24h) erkennen.
Funktionell wurde die Arginase Aktivitdt mittels eines Arginase Assays bestimmt (Abbildung
8B), der nach der einstiindigen Inkubation in Gegenwart von 0,5 M L-Arginin unter
Kontrollbedingungen eine basale Arginase-Aktivitit von 1,3+0,48ug Urea/100mg Gewebe
zeigte. Postoperativ konnte eine etwa flinffache Zunahme der Aktivitdat zu den Zeitpunkten
IM24h (p<0,001) und IM72h (p<0,05) im ME-Gewebe von Wildtyptieren verzeichnet werden.
Zudem zeigte sich eine erhohte Expression des Proteins Galectin 3 (Gal3) 24h postoperativ
(Abbildung 8C), welches als M2-Makrophagen aktivierendes Protein innerhalb des
Wundheilungsprozesses beschrieben wird [143]. Als néachstes sollte die Expression der
Arginase mittels Immunofluoreszenzmikroskopie im whole mount lokalisiert werden
(Abbildung 8D). Hierbei wurden hauptsichlich infiltrierende Monozyten als Argl” identifiziert,
welche mit ihrer typisch runden Morphologie 24h nach IM teilweise bereits den
Makrophagenmarker F4/80 auf ihrer Oberfliche exprimierten. Residente Makrophagen,
welche sich mit langgestreckten Auslaufern, dhnlich Dendriten, leicht identifizieren lassen,
exprimierten hingegen keine Arginase (Abbildung 8D; markiert mit Sternchen). Quantitative
PCR-Analysen von sortierten F4/80°Ly6C-residenten Makrophagen (Abbildung 8E; Gruppe 1)
aus unmanipulierten Tieren, sowie F4/80°Ly6C*-Monozyten (Gruppe 3) und F4/80°Ly6C-
Makrophagen (Gruppe 2) aus manipulierten Tieren (IM24h) bestatigten die erhohten Argl-
(p<0.01) und Ymi-Expressionslevel (p<0.05) innerhalb der F4/80°Ly6C’-Monozyten. Dies
deutete darauf hin, dass die Polarisierung der M2 Makrophagen vorwiegend in den aus

peripheren Blutmonozyten gereiften Makrophagen initiiert wurde.
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Abbildung 8: M2-Makrophagen Aktivitdt in der Spétphase des POI. Fiir die folgenden Analysen wurden die Mause
einer standardisierten intestinalen Manipulation (IM) unterzogen. (A) Quantitative Genexpressionsanalyse der M2-
Marker Arginase 1 (Argl) und Ym1 in der ME von WT-Tieren (n=5). (B) Bestimmung der Arginase Aktivitdt in der ME
von WT-Tieren verwendet bei (A) durch die Messung des Umsatzes von Urea pro 100mg Gewebe +SEM pro Stunde.
(C) Quantitative Proteinexpressionsanalyse des M2-Markers Galektin 3 (Gal 3) in einer WT-Zeitreihe (n=3) mittels
Western Blot, relativiert auf B-Aktin. (D) ME whole mounts von WT Tieren (n=3) wurden 24h nach IM auf die
Prasenz von Argl (rot) in F4/80"-Monozyten/Makrophagen mittels Konfokalmikroskopie untersucht. Die Sternchen
zeigen dabei auf F480*Argl -residente Makrophagen, die Pfeile auf F480*Argl*-infiltrierte Monozyten. Zu beachten
sind dabei die Argl® typisch rund-geformten Monozyten, welche noch nicht positiv fir F4/80 sind. Die Balken
entsprechen einer Lange von 50um. (E) Sortierung von drei unterschiedlichen Zellpopulationen, welche als
F4/80+Ly6C'-residente Makrophagen (1, CTL, griin; 2, IM24h, rot) und F4/80+Ly6C+-Monozyten (3, IM24h, blau)
definiert wurden. Die sortierten Zellen unterliefen anschlieRend eine quantitative PCR-Analyse mit den M2-Markern
Argl und Ym1, relativiert auf die residenten Makrophagen des Kontrollgewebes. Dargestellt werden die Mittelwerte
+ SEM von 3 unabhéngigen Experimenten. In allen Analysen wurden die Signifikanzen mittels One-way ANOVA und
anschlieBendem Bonferroni post hoc-test ermittelt (¥*=p<0,05, **=p<0,01, ***=p<0,001) vs. CTL
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Die wahrend des POl an der M2-Polarisierung beteiligten Mediatoren sind noch ungeklart.
Allgemein beschriebene Polarisierungsmediatoren sind IL-4, IL-13 und IL-10. Im postoperativen
Zeitverlauf waren keine IL-4-Transkripte messbar, wahrend die Genexpression von IL-13
wahrend der Friihphase leicht erhoht war (IM3h: 3,6%0,6 -fach; IM6h: 3,1+0,15 -fach)
(Abbildung 9). Im Gegensatz zu IL-13 wurden die Transkripte von IL-10 im Vergleich zu den
Kontrollen in der friihen postoperativen Phase deutlich aufreguliert (IM3h: 34,7+8,4 -fach;
IM6h: 34,6+4,0 -fach).
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Abbildung 9: Die M2 Makrophagen-Polarisierung verlduft unabhéngig von IL-4. Die Mause wurden einer
standardisierten intestinalen Manipulation (IM) unterzogen. An unterschiedlichen postoperativen Zeitpunkten
wurde eine quantitative Genexpressionsanalyse von IL-4, IL-13 und IL-10 in der postoperativen ME von WT-Mausen
im Vergleich zu ihren naiven Kontrollen durchgefiihrt. Gezeigt ist der Mittelwert £+ SEM von flnf individuellen
Experimenten pro Gruppe. Die Berechnung der Signifikanzen erfolgte mittels One-way ANOVA und Bonferroni post-
test (n.d. = nicht detektiert; **=p<0,01; ***=p<0,001).

Zusammenfassend demonstrieren die Daten eine M2 Makrophagen-Aktivitat wahrend der
Spatphase des POI, die vermutlich Gberwiegend durch den IL-10 als durch den IL-4/13-

Signalweg gesteuert wird.

5.1.3 IL-10 wird primdér von Monozyten und Makrophagen wahrend des
POI exprimiert

Als nachstes wurde die Rolle von IL-10 naher untersucht, welches bereits erhohte Transkripte
innerhalb der Zeitreihe zeigte (Abbildung 9) und entscheidend an der Polarisierung von M2
Makrophagen beteiligt sein kdnnte. IL-10 wird von verschiedensten Immunzellen sezerniert,
unter anderem auch von Monozyten/Makrophagen. Prinzipiell wird seine Funktion darin
beschrieben, Entziindungsprozesse zu reduzieren und zu terminieren [106]. Deshalb sollte
zunachst herausgefunden werden, welche infiltrierende Leukozytenpopulation IL-10

exprimiert. Hierfir verwendeten wir ein transgenes Mausmodell, welches auf heterogenem
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Hintergrund das Beta-Laktamase-Gen unter der Regulierung des IL-10 Promoters exprimiert

[140] (Abbildung 10).

Zellmembran n

Abbildung 10: Die IL-10 Expression von isolierten
Leukozyten der ME. Schematische Darstellung des
Anfarbens IL-10 positiver Zellen durch die Inkubation
der isolierten Zellen mit dem Beta-Laktamase-Substrat
CCF4-AM in Zellen einer IL-10 Reportermaus (ITIBV’)

Mit der Inkubation des lipophilen Substrats CCF4-AM, welches durch das Enzym beta-
Laktamase IL-10-abhéngig in ein im kleinwelligen Bereich (447nm) sichtbares Produkt
umgesetzt wird, konnen IL-10-produzierende Zellen sichtbar gemacht werden. Unter
Verwendung dieser hoch sensitiven Reportermaus (ITIB+/'), konnten IL-10 positive Zellen
innerhalb der ME detektiert werden (Abbildung 11Ai). In naiven ITIB* Tieren wurde IL-10 von
7,5%+2,3 aller Zellen exprimiert, von denen 92,8%+3,7 F4/80 trugen (Abbildung 11Aii, 11B). IL-
10°F4/80"-Zellen wurden weiter untergliedert in Ly6C'-Monozyten (37,3%%4,2) und Ly6C-
Makrophagen (55,5%+5,5) (Abbildung 11Aii). Innerhalb von drei postoperativen Tagen stieg
der prozentuale Anteil IL-10 exprimierender Zellen kontinuierlich an (6h: 12,7%+2,6; 24h:
17,2%+2,6; 72h: 28,8%*2,3). Obwohl die F4/80°Ly6C -residenten Makrophagen auch nach 24h
postoperativ IL-10 exprimierten (12,7%+0,8), lag die Hauptexpression bei den einwandernden
F4/80°Ly6C*-Monozyten (81,2%+1,3). Nach IM72h waren diese bereits zu reifen Makrophagen
differenziert und machten hier den GroRteil der IL-10 exprimierenden Leukozyten aus
(59,5%+10,2%). Ly6G*-Neutrophile, die in der unmanipulierten ME nicht vorhanden sind,
wanderten bereits frih in die postoperative Darmwand ein und waren (iber mindestens drei
Tage postoperativ vertreten (Abbildung 6A). Jedoch waren im Gegensatz zu den infiltrierenden
Monozyten nur ein geringer Teil der IL-10 positiven Leukozyten Neutrophile (Abbildung 11Aiii,
11B).

Diese Ergebnisse zeigen, dass IL-10 Uberwiegend von postoperativ infiltrierten ME

Makrophagen exprimiert wurde.
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Abbildung 11: /L-10 wird primér von Monozyten und Makrophagen wdhrend des POl exprimiert. (A) ITIBY" Mause
wurden einer standardisierten intestinalen Manipulation (IM) unterzogen. Nach 6h, 24h und 72h wurden die ME-
Zellen isoliert, mit dem Substrat CCF4 inkubiert, fir die Ly6C- ,Ly6G- und F4/80- Expression angefarbt und
durchflusszytometrisch bestimmt. Die dargestellten Analysen zeigen beispielhaft die prozentuale Verteilung
(Mittelwert + SD) der einzelnen Zellpopulationen. (i): IL-10-Beta-Laktamase-exprimierende Zellen wurden als griin
und blau emittierende Zellen identifiziert. (i und iii): IL-10"- Zellen wurden eingegrenzt und fiir die Expression der
angegebenen Marker analysiert. IL-10"- Zellen setzen sich hauptsachlich aus Monozyten/Makrophagen und nur zu
einem geringen Prozentsatz aus Ly6G'- Neutrophilen zusammen. (B) Verteilung der IL-10-produzierenden Zellen
innerhalb der ME von CTL und intestinal manipulierten WT-Mausen. Die gezeigten Daten setzen sich aus den
Mittelwerten + SEM aus finf unabhangigen Experimenten zusammen.
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5.1.4 Die IL-10 produzierenden Monozyten infiltrieren CCR2 abhdngig

Als nachstes sollte die Bedeutung der infiltrierenden Monozyten wahrend des POl naher
untersucht werden, die als Hauptquelle fiir IL-10 identifiziert wurden. Hierfiir wurden CCR2-
defiziente Mause verwendet, die malRgeblich an der Rekrutierung von Monozyten aus dem
Knochenmark in das entziindete Gewebe beteiligt sind, wie bereits in Modellen der akuten
Entziindung gezeigt werden konnte [144, 145]. Zunachst sollte untersucht werden, ob die im

POI einwandernden Monozyten CCR2-abhéngig rekrutiert werden (Abbildung 12).
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Abbildung 12: Die postoperativen Monozyten im POI infiltrieren CCR2 abhdingig. Die Mause wurden fir die
nachfolgenden Analysen einer standardisierten intestinalen Manipulation (IM) unterzogen. (A)
Durchflusszytometrische Analyse der in die postoperative ME infiltrierenden F480'Ly6C*-Monozyten und
Ly6C'Ly6G -Neutrophilen in CCR2” im Vergleich zu WT Tieren. Die FACS-Plots sind reprasentativ fur finf
unabhdngige Experimente pro Zeitpunkt; angegeben wurde der prozentuale Mittelwert aller lebenden Zellen ( SD).

(B) Relative Quantifizierung der aus der postoperativen ME (IM24h) isolierten Zellpopulationen von ccr2”- und
WT-Tieren.
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Die durchflusszytometrische Analyse der postoperativen ME (IM24h) CCR2-defizienter Tiere
zeigte, dass die Infiltration der F4/80*Ly6C" Monozyten (1,8%+0,8) im Vergleich zu der von WT-
Tieren (62%+1,7) nahezu ausblieb (p<0,001, Abbildung 12A). Kontrar verhielten sich hingegen
Ly6C'Ly6G"-Neutrophile, deren Anteil in der postoperativen ME von CCR2-defizienten M3usen
auf das Doppelte (20,9%%7,0) anstieg (Abbildung 12A). Im Gegensatz dazu wurden die
F4/80°Ly6C -residenten Makrophagen durch die CCR2-Defizienz in ihrer Rekrutierung nicht
beeinflusst (Abbildung 12B). Generierte CCR2”ITIB”-Miuse zeigten zusitzlich, dass die
postoperative IL-10 Expression in der ME durch eine CCR2-Defizienz stark vermindert wurde
(4,8%+2,2) im Vergleich zu den ITIB”" Kontrollen (17,2%%2,6; p<0,001; Abbildung 12A+B). Die
Spezifitdt des ITIB-Reporter-Konstrukts wurde im WT bestétigt, die keine Reporteraktivitat in
den isolierten ME-Zellen nach Inkubation mit dem Beta-Laktamase-Substrat CCF4-AM zeigten
(Abbildung 13A). Aufgrund der fehlenden IL-10°CCR2*-Monozyten in den CCR27ITIB*-
Mausen, konnte das verbleibende IL-10 in F4/80'Ly6C -residenten Makrophagen sowie einer
geringen Anzahl CCR2-unabhédngig rekrutierter Monozyten detektiert werden (Abbildung
13A+B). Ubereinstimmend mit unseren vorherigen Ergebnissen in ITIB*-M&usen (Abbildung
4.3-2Aiii) exprimierten die Neutrophilen in CCR27ITIB”-M3usen ebenfalls nur geringe Mengen
IL-10 (Daten nicht gezeigt).

Zusammenfassend demonstrieren die Daten, dass CCR2 fiir die Infiltration der Monozyten und
in Folge dessen auch fiir den Grofteil der IL-10 produzierender Zellen wahrend des POI
verantwortlich ist (Abbildung 13B).

Zusatzlich untersuchten wir, ob das Fehlen der CCR2*-Monozytenpopulation mit einer
verdnderten M2-Polarisierung oder auch Expression von Chemokinen/Zytokinen in
Zusammenhang steht. Durch Genexpressionsanalysen konnten wir eine deutliche
Verminderung der M2-Marker Argl (p<0,001), Ym1 (p<0,001) und IL-10 (p<0,05), 24h nach
Manipulation, in der ME von CCR27-im Vergleich zu WT-Tieren verzeichnen (Abbildung 13C).
Ein dhnliches Bild zeigte sich bereits in der Frithphase des POI, 6h nach Manipulation. CCR27"-
Mdause zeigten reduzierte Argl- (p<0,001), Ym1l- (p<0,001), SOCS3- (p<0,001) sowie CCL2-
(p<0,01) Expressionslevel nach IM im Vergleich zu WT-Tieren (Abbildung 14A). Gleichzeitig
waren die Expressionslevel von IL-6 (p<0,05), IL-1B (p<0,01), CXCL1 (p<0,01) und CXCL2
(p<0,001) erhoht, unterschieden sich jedoch nicht von den WT-Transkripten.
Interessanterweise gab es zu diesem friithen Zeitpunkt noch keinen Unterschied in den IL-10
Transkripten zwischen den Tierlinien. Dies weist auf eine stetige Expression von IL-10 durch die
residenten Makrophagen hin. Diese Daten bestatigten das Ausbleiben der Expression von M2-

Markern Gber die komplette Entziindungsdauer hinweg. Die Funktion der Darmmotilitat war
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wie in den WT Tieren (GC: 4,1 + 0,4; p<0,001) stark eingeschrdnkt 24h nach Manipulation (GC:
4,1+ 0,6; p<0,001) (Abbildung 14B).
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Abbildung 13: Die IL-10 Expression in der postoperativen ME ist abhdngig von CCR2*-Monozyten sowie residenten
Makrophagen. Die Mause wurden einer standardisierten intestinalen Manipulation (IM) unterzogen. AnschlieRend
wurde die ME 24h postoperativ entnommen, die Immunzellen aus dem Gewebe isoliert und diese mit dem Substrat
CCF4-AM inkubiert. (A) Dargestellt ist die Expression von IL-10 in der postoperativen ME (IM24h) von WT- bzw. IL-
10 Reportermdusen (ITIB+/') im Vergleich zu CCR27- (CCRZ'/’ITIBJ'/’) Tieren mittels Durchflusszytometrie. Die
Analysen zeigen die prozentuale Verteilung (Mittelwert + SD) der einzelnen Zellpopulationen aus fiinf unabhéngigen
Experimenten. (B) Statistische Analyse der IL-10 positiven Zellen in ITIB" und CCR27 ITIB”‘-Méusen, sowie die
prozentuale Verteilung dieser auf residente Makrophagen und infiltrierende Monozyten. (C) Relative Genexpression
von Argl, Ym1 und IL-10 in der isolierten ME (IM24h) von CCR27"- und WT- Miusen im Vergleich zu ihren naiven
Kontrollen. Die Daten zeigen jeweils fiinf individuelle Experimente und deren Mittelwerte + SEM. Die Berechnung
der Signifikanzen erfolgte mittels One-way ANOVA und Bonferroni post-test (¥*=p<0,05; ***=p<0,001).
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Abbildung 14: Ausbleibende M2-Makrophagen Polarisierung in CCR2”"-Tieren. CCR2”- und WT- Mause wurden
einer standardisierten intestinalen Manipulation (IM) unterzogen. (A) Genexpressionsanalyse der pro-
inflammatorischen Marker IL-6 und IL-1B, der Chemokine CXCL1, CXCL2 und CCL2, der M2 Makrophagen-Marker
Argl und Ym1, sowie SOCS3 und IL-10 in der ME von CCR2”-Tieren 6h nach IM im Vergleich zu dem naiven
Kontrollgewebe sowie WT-Mausen. (B) Bestimmung des GIT nach der Gabe einer fluoreszierenden Zuckerlésung
durch die Berechnung des geometrischen Zentrums von unmanipulierten oder manipulierten CCR2”-M3usen im
Vergleich zu ihren naiven Kontrollen bzw. WT-Tieren. M=Magen; Z=Zékum. Die jeweiligen Daten zeigen finf
individuelle Experimente und deren Mittelwerte + SEM. Die Berechnung der Signifikanzen erfolgte mittels One-way
ANOVA und Bonferroni post-test (*=p<0,05; ***=p<0,001).

Zusammenfassend zeigen die Daten, dass durch die Defizienz des CCL2-Rezeptors die
Infiltration des GroRteils der Monozyten ausbleibt, was in einer Reduktion der M2 Marker und

der IL-10 Expression resultiert, wahrend die intestinale Dysmotilitdt unverandert blieb.
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5.1.5 IL-10 verhindert ein Uberschief3en der Inmunantwort in der
Friihphase des POI

Unsere vorherigen Ergebnisse zeigten, dass ein Ausbleiben der Infiltration der Monozyten,
welche die Hauptquelle fir das in der postoperativen ME exprimierte IL-10 sind, zu einer
persistenten Dysmotilitdt des Darms fiihrte. Deshalb stellte sich fiir uns die Frage, welche Rolle
IL-10 in der Pathogenese des POl zukommt. Da in unserem Modell IL-10 Uberwiegend in
infiltrierenden Monozyten und residenten Makrophagen exprimiert wird, sollte die Rolle von

A im Vergleich WT-Mausen

IL-10 in diesen Zellen durch die Verwendung von LysM“¢/IL10
untersucht werden. LysM steht fiir das murine Lysozym 2-Gen, welches sich auf den myeloiden
Zellen, sprich Monozyten, Makrophagen und Granulozyten, befindet [146].

Die Mause zeigten zum friihen als auch spaten postoperativen Zeitpunkt verminderte
Genexpressionslevel von SOCS3 (p<0,001) und Argl (p<0,001) im Vergleich zu WT-Tieren
(Abbildung 15A). Die pro-inflammatorischen Zytokine IL-6 und IL-1 waren stark erhoht in den
LysM“¢/IL10""- Tieren (p<0,01 und p<0,001) und unterschieden sich 6h nach IM deutlich von
der Expression in WT-Tieren (Abbildung 15B; p<0,05 und p<0,01). Die Neutrophilen-
Chemokine CXCL1 und CXCL2, sowie CCL2 waren ebenfalls 6h nach IM signifikant erhoht,
wobei nur CXCL1 im Vergleich zum WT starker exprimiert wurde (p<0,01) in den

LysM“/IL10""- M3usen (Abbildung 15C). Die Zytokin- und Chemokinspiegel fielen in allen

Gruppen 24h nach IM auf nahezu Basisniveau zurtick.
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Abbildung 15: /L-10-Defizienz fiihrt zu einer beschleunigten Entziindungsreaktion. Die Mause wurden einer
standardisierten intestinalen Manipulation (IM) unterzogen und anschlieBend die ME fir die folgenden
quantitativen Genexpressionsanalysen isoliert und aufgearbeitet: (A) der IL-10 induzierten Proteine SOCS3 und Argl
(B) der neutrophilen Chemokine CXCL1/CXCL2 und des monozytdren Chemokins CCL2 (C) der in der postoperativen
ME (IM24h) von LysMc'e/ILloﬂﬂ- Tieren im Vergleich zu ihren unmanipulierten Kontrollen bzw. WT-Tieren. Gezeigt
sind die Mittelwerte £ SEM von fiunf individuellen Experimenten pro Gruppe. Die Berechnung der Signifikanzen
erfolgte mittels One-way ANOVA und Bonferroni post-test (*=p<0,05; **=p<0,01; ***=p<0,001).

5.1.6 IL-10 verzégert die Entziindungsauflésung in der Spdtphase des POI

Die Uberschiefende Immunreaktion aufgrund der leukozytdr-bedingten IL-10 Defizienz legte
die Hypothese nahe, dass IL-10 eine Schlisselrolle in der Auflosung des POI zukommt. Dies
sollte funktionell in der Spat- bzw. Auflésungsphase des POl untersucht werden.
Uberraschenderweise konnten wir eine merkliche Verbesserung der Darmmotilitat (p<0,001)
24h nach IM iber die Messung des Gl-Transits in den LysM“®IL-10""-Tieren (GC: 8,610,6) im
Vergleich zu den WT-Tieren (GC: 4,8%0,4) feststellen, wahrend sich die Werte der
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unmanipulierten Tiere nicht unterschieden (Abbildung 16A). Ebenfalls zeigte sich eine
deutliche Reduktion in der Anzahl der MPO*-Leukozyten (p<0,001), die bei etwa 40% 24h
postoperativ, lag (Abbildung 16B). Diese Ergebnisse konnten in IL-107"-Méusen bestatigt
werden (Daten nicht gezeigt). Die deutliche Reduktion der MPO*-Zellen in der postoperativen
ME IL-10-defizienter Tiere warf die Frage auf, ob Neutrophile, Monozyten oder beide im
Gewebe reduziert vorliegen, da beide Leukozyten MPO exprimieren (Abbildung 7A+B). Um die
prozentuale Zellverteilung der jeweiligen Populationen in der postoperativen ME zu
untersuchen, wurden Neutrophile und Monozyten mittels Durchflusszytometrie in LysM“IL-
10""-Tieren analysiert und mit der in den WT-Tieren verglichen. Dabei zeigte sich eine
signifikante Reduktion in dem Anteil der Ly6G'Ly6C*- Neutrophilen in den LysM“¢IL-10""-
Tieren (5,7% % 0,5; p<0,01) im Vergleich zu den WT-Kontrollen (9,7% * 1,4), wobei der Anteil
an Ly6G'Ly6C" Monozyten nur leicht zunahm (7,4%; p<0,01) (Abbildung 16C).
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Abbildung 16: /L-10 verzégert die Entziindungsauflésung in der Spétphase des POI. WT- und IL-10-defiziente Mause
(LysMcre/ILloﬂﬂ) wurden einer standardisierten intestinalen Manipulation (IM) unterzogen und im Anschluss die ME
fur die nachfolgenden Analysen isoliert und aufgearbeitet. (A) Bestimmung des GIT nach der Gabe einer
fluoreszierenden Zuckerlésung durch die Berechnung des geometrischen Zentrums von unmanipulierten oder
manipulierten LysM“/IL10™ im Vergleich zu WT-Tieren. M=Magen; Z=2&kum (B) Auszihlung der MPO" Zellen in der
postoperativen ME (IM24h), sowie des Kontrollgewebes von LysMC'e/ILIOfIfI - im Vergleich zu WT-Tieren. Ausgezahlt
wurden finf nach dem Zufallsprinzip ausgewahlte Bereiche in praparierten ME whole mounts. Es wurden dieselben
Tiere wie in (A) verwendet. (C) Durchflusszytometrische Analyse der infiltrierenden Ly6C'Ly6G - Monozyten und
Ly6C'Ly6G - Neutrophilen in LysMcre/ILlOfIfI - im Vergleich zu WT-Tieren, 24h postoperativ. Gezeigt sind jeweils die
Mittelwerte + SEM von funf individuellen Experimenten pro Gruppe. Die Berechnung der Signifikanzen erfolgte
mittels One-way ANOVA und Bonferroni post-test (**=p<0,01; ***=p<0,001) vs. CTL oder den angegebenen

Gruppen.
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Zusammenfassend demonstrieren unsere Daten, dass infiltrierende Monozyten und residente
ME Makrophagen die Hauptquelle fir IL-10 sind, welches eine essentielle Rolle in der
postoperativen M2-Polarisierung von infiltrierenden Monozyten spielt. Unter IL-10-Defizienz
konnten wir eine verstarkte Entziindungsreaktion in der Friihphase des POl beobachten, was
jedoch in der Spatphase zu einer forcierten Auflosungsreaktion flhrte. Durch die beobachtete
Reduktion von Neutrophilen und nicht Monozyten in der Spatphase des POl vermuteten wir,

dass die Anzahl Neutrophiler mit der Funktionsstérung der Darmperistaltik korreliert.
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5.2 Teil ll: Fettsaurederivate sind maligeblich an der Entziindungs-
auflosung im POI beteiligt

Der zweite Ergebnisteil beschaftigt sich mit dem Einfluss entziindungsauflésender
Lipidmediatoren auf den POl Diese wirken nachweislich unterstitzend auf
Wundheilungsprozesse und werden sowohl Uiber die 5- als auch die 12/15-LOX generiert [115,
147-149]. Dieses Teilprojekt sollte klaren, ob gegenregulatorische Lipidmediatoren in der
postoperativen ME nachweisbar sind und ob die gezielte Supplementation dieser praventiv auf

die Pathogenese des POl wirkt.

5.2.1 Die 12/15-LOX wird tiberwiegend durch infiltrierende Monozyten in
der postoperativen ME exprimiert

Da die entzlindungsauflésenden Lipidmediatoren durch Oxidation der n-3 und n-6 PUFA und
weiterer Vorldufermolekile durch die 5- und 12/15-LOX generiert werden, sollte zunichst die
Frage geklart werden, ob die Lipoxygenasen in der ME exprimiert werden. Hierfir wurde die
ME von naiven sowie manipulierten Mausen isoliert und die Expression der LOX auf Gen-
sowie Proteinebene untersucht. In einer Zeitreihe von Uber 72h postoperativ konnte eine
erhéhte Expression der 5- (2,5-fach; Abbildung 17A) und 12/15-LOX (24,2-fach; Abbildung
17C) 24h nach Manipulation (p<0,001) im Vergleich zu den Kontrollen festgestellt werden,
nicht jedoch der 12-LOX (Abbildung 17B). Die Expressionsmuster der 5- und 12/15-LOX
konnten anschlieBend auf Proteinebene bestatigt werden (Abbildung 17D). Zu den
untersuchten Zeitpunkten (Oh, 6h, 24h und 72h postoperativ) zeigte die densitometrische
Analyse der LOX ebenfalls 24h postoperativ die hochste Expression in den ME-Lysaten
(Abbildung 17E), wobei die 12/15-LOX auch hier deutlich starker hochreguliert wurde (9,3-
fach, p<0,01) im Vergleich zur 5-LOX (2,4-fach, p<0,05). Da die 12/15-LOX (iberwiegend
wahrend des POI exprimiert wird, konzentrierten wir uns in den nachfolgenden Experimenten
primar auf die Funktion der 12/15-LOX. Die Expression der 12/15-LOX wurde mittels einer
immunohistochemischen Farbung zelluldr hauptsichlich in den einwandernden CX3CR1'-
Leukozyten lokalisiert, die in der postoperativen ME eine typisch runde Zellform annehmen
(Abbildung 17Fi). In einer zusatzlichen phanotypischen Analyse mittels Durchflusszytometrie
konnten diese Zellen als (berwiegend CX3CR1'Ly6C’- Monozyten identifiziert werden

(Abbildung 17Fii).
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Abbildung 17: Die 15-LOX wird iiberwiegend durch infiltrierende Monozyten in der postoperativen ME exprimiert.
(A-C) WT Maduse wurden einer standardisierten intestinalen Manipulation (IM) unterzogen und eine quantitative
Genexpressionsanalyse der 5-, 12- und 12/15-Lipoxygenase (LOX) zu den angegebenen Zeitpunkten im Vergleich zu
naiven Kontrollen durchgefiihrt. Die Daten setzen sich aus fiinf unabhangigen Experimenten (Mittelwert £ SEM)
zusammen. (D) Repréasentativer Blot fiir die Western Blots aus fiinf unabhangigen Experimenten. Gezeigt wird die 5-
und 12/15-LOX-Expression in der postoperativen ME von WT-Tieren. (E) Densiometrische Expressionsanalyse der 5-
und 12/15-LOX aus (D) relativiert zu B-Aktin und der Basisexpression (CTL). Gezeigt wird der Mittelwert = SEM von
funf unabhdngigen Experimenten. Die Berechnung der Signifikanzen erfolgte mittels One-way ANOVA und
Bonferroni post-test (*¥*=p<0,05; **=p<0,01; ***=p<0,001). (F) i) Immunohistochemische Farbung der 12/15-LOX
(rot) im whole mount von manipulierten CX3CR1°F/* (griin)  Mausen (IM24h). i) Zusatzliche
durchflusszytometrische Analyse der CX3CR1°7*- Mause aus (i) zur Bestimmung der 12/15-LOX-Expression in
Ly6C'Ly6G - Monozyten und Ly6C'Ly6G*- Neutrophilen. Der gezeigte Mikrograph (MaRstab 50um) als auch die
durchflusszytometrischen Analysen (Mittelwert + SEM) setzen sich aus drei unabhdngigen Experimenten
zusammen.
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5.2.2 Entziindungsauflésende Wirkung von n-3 PUFA im POl ist 12/15-
LOX-abhdéingig

Unsere Daten deuteten auf eine erhéhte leukozytare 12/15-LOX Aktivitat wiahrend des POI hin,
die uns veranlasste die Rolle der 12/15-LOX in ALOX15- Mé&usen, die fir die 12/15-LOX
defizient sind, zu untersuchen. Zunichst bestatigten wir das fehlende 12/15-LOX-Signal mittels
Immunoblotting in unbehandelten als auch intestinal manipulierten ALOX15-Tieren. Im
Vergleich dazu blieb das 5-LOX-Signal unverdndert (Abbildung 18A). Als néachstes sollte
untersucht werden, inwieweit sich eine Defizienz der 12/15-LOX auf Funktion und
Entziindungsgrad des postoperativen Ileus auswirkt. Hierfir wurden die MPO- Zellen in der
postoperativen ME, sowie die Funktion des Darms durch die Berechnung des geometrischen
Zentrums bestimmt. Im Vergleich zu WT-Tieren, beobachteten wir allgemein ein erhdhtes
Zellinfiltrat, welches bei dem Auszdhlen der aus der ME herausgelosten Zellen in der
Neubauer-Zahlkammer (Daten nicht gezeigt) beobachtet wurde. Dieses spiegelte sich ebenfalls
in der Bestimmung der MPO'-Leukozyten wieder, die vermehrt in die postoperative ME
(IM24h; p<0,001) von ALOX15- Mdausen einwanderten und ebenfalls in ihrer Zahl Gber drei
Tage nach IM erhoht blieben (IM72h; p<0,01) (Abbildung 18B). Unter Kontrollbedingungen
zeigte sich kein Unterschied. Auch funktionell konnte kein Unterschied zwischen den Linien
festgestellt werden (Abbildung 18C). Die Darmmotilitdt der ALOX15- Tiere war wie bei den
WT- Tieren 24h nach IM stark eingeschrankt, erreichte jedoch drei Tage nach Operation wieder
Normwerte.

Eine vorangegangene Studie aus unserer Gruppe konnte eine deutliche Verbesserung des
Fettsdureprofils in Ratten, unter anderem der n-3- Fettsdure DHA in zirkulierenden
Blutmonozyten durch die parenterale Langzeit-Supplementierung einer Fischélemulsion, reich
an n-3 PUFA, feststellen [114]. Die praoperative Gabe der Fischélemulsion Gber sechs Tage
konnte die intestinale Entziindungsreaktion deutlich reduzieren, was sich unter anderem in
einer verminderten gastrointestinalen Dysfunktion zeigte. Um eine potentielle Beteiligung der
12/15-LOX und der damit verbundenen endogenen Synthese entziindungsauflésender
Lipidmediatoren zu untersuchen, wurden das leukozytare Infiltrat in ALOX15-Tieren nach
sechstagiger praoperativer Gabe einer n-3 PUFA Losung bestimmt. Die behandelten WT- Tiere
zeigten eine signifikante Verringerung des MPO™- Leukozyten-Infiltrats sowie eine
Verbesserung des Gl-Transits (Abbildung 18E). Hingegen zeigte die n-3 PUFA
Supplementierung in den ALOX15-Tieren keine Veranderung in den bestimmten Parametern
(Abbildung 18D+E). Diese Ergebnisse bestatigen die Vermutung einer potentiellen Beteiligung

der stark in der postoperativen ME exprimierten 12/15-LOX. Ein gezieltes Ausschalten der
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12/15-LOX durch die Verwendung von ALOX15-M&dusen demonstrierte die 12/15-LOX-

abhangige Metabolisierung und entziindungsauflésende Aktivitat von n-3 PUFA.
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Abbildung 18: Entziindungsauflésende Wirkung von n-3 PUFA im POI ist 12/15-LOX-abhdngig. (A) WT- Mause
wurden einer intestinalen Manipulation unterzogen. Proteinexpression der 5- und 12/15-LOX wurde in WT- und
ALOX15- Mausen in der postoperativen (IM) ME im Vergleich zu naiven Kontrollen (CTL) analysiert. Die Blots sind
reprasentativ fiir 3 unabhingige Experimente zu den angegebenen Zeitpunkten. (B) Bestimmung der MPO*-Zellen in
WT- und ALOX15- Tieren zu den postoperativen Zeitpunkten IM24h und IM72h im Vergleich zu naiven Tieren (CTL).
Ausgezahlt wurden funf nach dem Zufallsprinzip ausgewdhlte Bereiche in praparierten ME whole mounts. (C)
Bestimmung des GITs (Mittelwert + SEM) in den Tieren von (B) durch die Berechnung des geometrischen Zentrums
nach der Gabe einer fluoreszierenden Zuckerlésung. (D) WT und ALOX15 Tiere wurden mit einer DHA-reichen n-3-
PUFA oder einem Vehikel (NaCl) iiber sechs Tage vor IM supplementiert. Die MPO*-Zellen wurden 24h nach IM
bestimmt und mit den WT- Tieren verglichen. Ausgezahlt wurden funf nach dem Zufallsprinzip ausgewahlte
Bereiche in praparierten ME whole mounts. (E) Bestimmung des GITs (Mittelwert + SEM) in den Tieren von (D)
durch die Berechnung des geometrischen Zentrums nach der Gabe einer fluoreszierenden Zuckerlésung. Die
gezeigten Daten sind reprasentativ fir jeweils fiinf unabhdngige Experimente, die Berechnung der Signifikanzen
erfolgte mittels One-way ANOVA und Bonferroni post-test (**=p<0,01; ***=p<0,001 vs. CTL oder wie
gekennzeichnet; ## =p<0,01; ###=p<0,001 vs. WT oder Vehikel). M=Magen, Z=Z6kum
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5.2.3 Entziindungsauflésende Lipidmediatoren werden vermehrt in der
postoperativen ME gebildet

Die Biosynthese der hier untersuchten Lipidmeditoren ist komplex und zum besseren
Verstindnis sei auf Abbildung 19Ai-iii verwiesen, welche eine detaillierte Ubersicht der aus
den n-6 (AA) und n-3 Fettsduren (EPA, DHA) metabolisierten Lipidmediatoren (griin) und ihrer
Vorlauferprodukte (blau) darstellt, deren Metabolisierung maRgeblich durch die 5- und 12/15-
LOX gesteuert wird.

Ziel der nachsten Analysen war es, die in der postoperativen ME generierten Lipidmediatoren
zu quantifizieren. Daflir wurden jeweils drei ME-Darmproben von sham-operierten (CTL) sowie
intestinal manipulierten WT- Tieren (IM24h) zu einer massenspektrometrischen (LC-MS-MS)-
Lipidanalyse an die Firma Ambiotis (Frankreich) gegeben. Dabei zeigte sich bereits in den
Kontrollgeweben eine Grundexpression der Lipid-Vorlaufermolekiile (Abbildung 19Bi-iii).
Wahrend des POI stellten wir eine signifikant erhohte Expression in den Vorldufer 14-HDHA
sowie 17-HDHA (Abbildung 19Bii), 5-HETE (Abbildung 19Bii) und 18-HEPE (Abbildung 19Biii)
fest, die auf eine Metabolisierung der PUFA DHA, AA und EPA hindeuten. Die
Zwischenprodukte 14-HDHA und 17-HDHA der DHA erreichten dabei die hochsten
Konzentrationen im postoperativen Gewebe (807 bzw. 1044 pg/mg). Im Vergleich dazu
wurden die Zwischenprodukte 5-HETE (17 pg/mg) und 18-HEPE (2,6 pg/mg) nur leicht nach IM
hochreguliert. Das aus der AA-metabolisierte Vorlaufermolekil 15-HETE war zwar reichlich
vorhanden in der ME (436 pg/mg), hingegen veranderte sich seine Expression nicht wahrend
des POI. Zeitgleich bestimmten wir die Konzentrationen der aus den PUFA DHA und AA
metabolisierten Lipidmediatoren Maresin 1 (MaR1), Protektin D1/DX (PD1/PDX), Resolvin
D1/D2 (RvD1/RvD2) sowie der Lipoxine A4/B4 (LXA4/LXB4) (Abbildung 19Ci+Cii). Aufgrund der
geringen Basislevel des Vorlaufers 18-HEPE wurden die Resolvine der E-Klasse nicht weiter
analysiert.

Die starkste Verdnderung innerhalb der Analyse der Ubrigen Lipidmediatoren, wie bereits
durch die hohen Konzentrationen der Vorlauferprodukte 14-HDHA und 17-HDHA vermutet, lag
in den Endprodukten der PUFA DHA (Abbildung 19Ci). Alle Lipidmediatoren der DHA waren in
den Geweben der sham-operierten Tiere vorhanden, ausgenommen von RvD1, welches auch
nicht wahrend des POI reguliert wurde. Der starkste Anstieg 24h nach IM konnte in den
Lipidmediatoren PD1 (14,6%1,5; p<0,01), seinem Stereoisomer PDX (39,5%4,0; p<0,01) und
RvD2 (29,5+2,6; p<0,001) verzeichnet werden (LC-MS/MS-Spektren von RvD2 und PDX sind in
Abbildung 19D dargestellt). Im Gegensatz dazu konnten in beiden Gruppen nur geringe Level

der Lipidmediatoren MaR1 (2,6+0,3; p<0,01) und LXA4 (0,9+0,04) detektiert werden. Wahrend
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die Konzentration von LXA4 unverandert blieb, wurde LXB4 hingegen sogar herunterreguliert

in der postoperativen ME (12,2+1,3; p<0,01) (Abbildung 19Cii).
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Abbildung 19: Entziindungsaufliésende Lipidmediatoren sind erhéht in der postoperativen ME. Schematischer
Metabolismus der (Ai) DHA (Aii) AA und (Aiii) EPA sind dargestellt. WT- Mause wurden einer intestinalen
Manipulation (IM24h) bzw. einer sham-OP unterzogen. n=3 Mause pro Gruppe. Die ME wurde isoliert fur die LC-
MS/MS-Analyse, um die Vorlduferlipide (Bi) 14- und 17-HDHA, (Bii) 5- und 15-HETE sowie (Biii) 18-HEPE aus den
jeweiligen Fettsduren DHA, AA und EPA zu identifizieren. (Ci) Lipidmediator-Konzentrationen der Fettsdure DHA und
(Cii) AA. (D) Reprasentative MS-MS-Spektren, die fir die Identifizierung der DHA-metabolisierten Lipidmediatoren
RvD2 und PDX verwendet wurden. Die statistischen Analysen wurden mittels One-way ANOVA und Bonferroni post-
test (*=p<0,05; **=p<0,01; ***=p<0,001) vs. CTL durchgefiihrt. n.d.=nicht detektierbar
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Insgesamt zeigte die massenspektrometrische Analyse der ME bereits unter Kontroll-
bedingungen eine konstante Expression der meisten Lipidmediatoren und ihrer
Vorlaufermolekiile. Durch die intestinale Manipulation konnte eine Aufregulation ihrer
Expression verzeichnet werden, insbesondere der durch die DHA metabolisierten

Lipidmediatoren PD1, PDX sowie RvD2.

5.2.4 Die exogene Gabe von PDX, nicht aber RvD2 verbessert den POI
durch eine Reduktion der Neutrophileninfiltration

Die vorherigen Analysen der Massenspektrometrie zeigten eine deutliche Erhéhung der PD1-,
PDX- und RvD2-Konzentrationen in der postoperativen ME gegeniiber den Kontrollen. Da
bisweilen nur PDX und RvD2 im Handel frei verfligbar sind, haben wir zunachst ihre praventive
Rolle wahrend der Entstehung des POI, durch eine exogene Gabe der Substanzen, Gberpruft.
PDX-behandelte WT Tiere zeigten in der Tat eine reduzierte Anzahl MPO'- Zellen (219+21
Zellen/mm?; p<0,001) in der postoperativen ME, wahrend sich die Zelldichte der RvD2-
behandelten Tiere nicht verdnderte (319135 Zellen/mm?; Abbildung 20A) im Vergleich zu den
Vehikel-behandelten Tieren (383+9 Zellen/mm?). Dies spiegelte sich ebenfalls in der
Bestimmung des intestinalen Transits wieder. Das geometrische Zentrum lag 24h nach IM in
den hinteren Diinndarmabschnitten durch die PDX-Behandlung (7,210,7; p<0,001; Abbildung
20B). Im Gegensatz hierzu zeigte die Behandlung der Tiere mit dem Lipidmediator RvD2 keine
Verbesserung (4,3+0,4) verglichen zu den Kontrollen (3,2+0,1).

AnschlieBend wurde die exogene Supplementierung des Lipidmediators in ALOX15-Mausen
bestatigt. Die PDX-behandelten Tiere zeigten auch hier eine Verringerung der postoperativen
MPO’- Leukozyten (Abbildung 20C) sowie eine Verbesserung des intestinalen Transits (6,7+1;
p<0,05; Abbildung 20D).

Als nachstes untersuchten wir mit Hilfe der Durchflusszytometrie, ob die Verringerung der
MPO*- Zellen durch die PDX-Behandlung auf die Reduktion monozytirer oder neutrophiler
Leukozyten beruht. Ly6C'Ly6G- Monozyten sind die dominierende Zellpopulation in der
postoperativen ME, waren jedoch im Vergleich zu den Vehikel-behandelten WT- Tieren nur
geringflgig in ihrer Anzahl durch die Behandlung mit PDX verdandert (p<0,05; Abbildung 20E).
Hingegen konnte die Anzahl Ly6C’Ly6G’- Neutrophiler durch PDX signifikant reduziert werden
(p<0,01; Abbildung 20F). Im Gegensatz zu PDX, verringerte die RvD2 den prozentualen Anteil
der Monozyten, wahrend die Neutrophilen durch die Behandlung unbeeinflusst blieben
(Abbildung 20E+F). Diese Daten deuten darauf hin, dass die positive Wirkung von PDX durch

die Verringerung der Neutrophilenzahl in der postoperativen ME erklarbar ist.
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Abbildung 20: PDX, nicht jedoch RvD2, verbessert den POI durch die Reduktion der Neutrophilen-Extravasation. (A)
WT- Mause unterliefen einer intestinalen Manipulation (IM24h) und erhielten perioperativ PDX, RvD2 oder ein
Vehikel. Die MPO'- Zellen in der postoperativen ME von RvD2- oder PDX-behandelten Tieren wurde mit denen der
Vehikelgruppe verglichen. Ausgezdhlt wurden jeweils flinf nach dem Zufallsprinzip ausgewdhlte Bereiche in
praparierten ME whole mounts. (B) Bestimmung des GITs (Mittelwert + SEM) in den Tieren von (A) durch die
Berechnung des geometrischen Zentrums nach der Gabe einer fluoreszierenden Zuckerlésung. (C) ALOX15 und WT
Mause unterliefen einer intestinalen Manipulation sowie einer PDX- oder Vehikel-Behandlung. Die MPO'- Zellen
wurden 24h postoperativ in der ME bestimmt. Ausgezahlt wurden jeweils finf nach dem Zufallsprinzip ausgewahlte
Bereiche in praparierten ME whole mounts. (D) Bestimmung des GITs (Mittelwert £ SEM) in den PDX- bzw. Vehikel-
behandelten ALOX15-Tieren von (C) durch die Berechnung des geometrischen Zentrums nach der Gabe einer
fluoreszierenden Zuckerlosung. (E+F) WT-Tiere unterliefen einer intestinalen Manipulation und wurden mit PDX
oder Vehikel behandelt. 24h nach IM wurde mittels Durchflusszytometrie die Verteilung von Ly6C'Ly6G -
Monozyten (E) und Ly6C'Ly6G'- Neutrophile (F) in der postoperativen ME analysiert. Die gezeigten Daten sind
jeweils reprasentativ flir 7 unabhangige Experimente. Die statistische Analyse erfolgte mittels One-way ANOVA und
Bonferroni post-test oder einem zweiseitigen Student’s t-Test. *=p<0,05; **=p<0,01; ***=p<0,001 vs. Vehikel und
#=p<0,05; ##=p<0,01; ###=p<0,001 vs. die angegebenen Gruppen . M=Magen, Z=Zokum
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Zusammenfassend zeigen die Daten des zweiten Ergebnisteils, dass in die postoperative ME
infiltrierende Monozyten die dominierende Zellpopulation sind, sowie die Hauptquelle fiir die
12/15-LOX darstellen, welche fir die Bildung von entziindungsauflésenden Lipidmediatoren
verantwortlich ist. Die Auflésung der intestinalen Entziindung umfasst eine erhdhte Aktivitat
der 12/15-LOX, die unter anderem malgeblich an der Metabolisierung des Lipidmediators PDX
beteiligt ist. Die exogene Behandlung der Mause mit PDX konnte aufgrund seiner suppressiven

Wirkung auf die Extravasation von Neutrophilen, die Pathogenese des POI deutlich verbessern.
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6 Diskussion

6.1 Teil I: Die Rolle von IL-10 auf die Differenzierung und Chemotaxis
infiltrierender Leukozyten im Kontext des POI

Residente CX3CR1'F4/80"- Gewebsmakrophagen durchziehen die ME als ein dichtes Netzwerk
[150] und sind vermutlich fiir die Aufrechterhaltung der Homdostase verantwortlich, wie unter
anderem in der intestinalen Mucosa gezeigt [151]. Im POl konnte durch die gezielte Inhibition
und Depletion der ME-Makrophagen ihre Schlisselfunktion als Wachterzelle herausgestellt
werden [48]. Ein mogliches Durchbrechen der Darmbarriere und somit das Ubertreten von
Bakterien von luminal nach distal wurde bereits als ein moglicher initialer Stimulus flr das
Auslésen der Immunantwort in residenten Makrophagen der ME diskutiert [152, 153].
Allerdings konnten wir ebenfalls zeigen, dass sich der POI TLR2/4-unabhangig entwickelt und
wir deshalb, zumindest im Tiermodell, von einer allein durch den mechanischen Reiz
ausgelosten, sterilen Entzlindungsreaktion ausgehen [88]. Ebenfalls bereits bekannt war, dass
sowohl Monozyten als auch Neutrophile in die manipulierte Darmwand von Nagetier, Schwein
und Mensch nach abdominaler Operation einwandern [48, 89]. Obwohl die als Ly6C'Ly6G"
identifizierten Neutrophilen bereits friih rekrutiert wurden und auch noch an Tag drei nach IM
in der ME detektierbar sind, Gibersteigt der prozentuale Anteil des monozytaren Infiltrats den
des neutrophildren um etwa das funf- bis sechsfache. Ihr hoher Anteil sowie ihre lange
Bestandigkeit in der postoperativen ME (>7 Tage) [39] fuhrte zu der Hypothese, dass die
Monozyten eine Schlisselfunktion in der Entziindungsauflésung einnehmen. Jedoch war
bislang ungeklart, welchen Phanotyp diese Zellen wahrend des POl besitzen. Fir diese
Fragestellung sollten die Makrophagen der ME unter Homoostase und die rekrutierten
Leukozyten unter Entziindung, sowie deren phanotypische Veranderung wahrend des POls
charakterisiert werden.

Unter Verwendung von CX3CR16F/*

-Reportermausen sind deutliche Unterschiede in der
Expressionsstarke des CX3CL1- Rezeptors zu beobachten, welcher ({berwiegend von
Monozyten und Makrophagen exprimiert wird [68]. Mit Hilfe der Durchflusszytometrie lassen
sich zwei divergierende Makrophagen-Populationen lber die Expression von F4/80, Ly6C und
CX3CR1 in der Maus herauszustellen. Unter HomoOostase kdnnen die gewebsstandigen

Makrophagen als CD45*CD11b*'CX3CR1"8"F4/80" charakterisiert werden und verdndern auch

nach intestinaler Manipulation ihr Markerprofil nicht (IM6h-IM72h), was sich mit vorherigen
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Beobachtungen in der Mukosa deckte [154]. Nach IM infiltrieren tGberwiegend CD45'CXCR1™-
Leukozyten in der ME, die wahrend des POIls deutlich dominieren (62%). Wahrend diese Zellen
Ly6C langsam verlieren, exprimieren sie zunehmend F4/80 und CX3CR1 wéihrend der
Auflésungsphase (= IM24h). Drei Tage nach IM zeigen diese aus peripheren Blutmonozyten
gereiften Makrophagen den Phanotyp von residenten Gewebsmakrophagen (IM72h) auf, was
auf eine Wiederherstellung der Homoostase hindeutet.

Die phanotypischen Verdanderungen in der ME spiegeln sich auch in ihrer funktionellen
Veranderung wieder. Die durch die Manipulation ausgeloste Extravasation der Leukozyten
korreliert mit der gemessenen MPO- Aktivitat in der postoperativen ME [52, 155, 156]. Da die
MPO-Expression in unserem Modell Uberwiegend mittels einer Hanker Yates Farbung
bestimmt wird, wurde in den frilheren Arbeiten von einer alleinigen Expression durch
Neutrophile ausgegangen. Mit Hilfe der Durchflusszytometrie zeigen wir im Kontext des POls,
dass MPO nicht nur von infiltrierten Neutrophilen, sondern auch von Monozyten gebildet wird,
wie bereits in anderen Krankheitsbildern gezeigt [157-160]. Interessanterweise divergieren die
Zellen jedoch in ihrer MPO- Expressionsstarke. Dabei sind mit fast 80% der Grofteil der
Neutrophilen positiv fir MPO, da Monozyten wahrend ihrer Reifung zu Makrophagen in einem
abnehmenden Verlauf MPO exprimieren [157]. Jedoch infiltrieren insgesamt um ein vielfaches
mehr Monozyten in die postoperative ME, so dass der Grof3teil der MPO- positiven Zellen
infiltrierte Monozyten/Makrophagen sind.

Die Rekrutierung von Monozyten in traumatisiertes Gewebe ist ein entscheidender Punkt in
der Immunabwehr. Fiir eine vollstandige Entziindungsauflosung ist der Abzug dieser wiederum
ausschlaggebend. Wahrend M1 Makrophagen die Entziindungsantwort durch die Aufnahme
und Lyse von Bakterien und Debris initiieren [121, 161], ist der M2 Makrophagen-Phanotyp mit
der Phagozytose apoptotischer Zellen (Efferozytose) wahrend der Entziindungsauflosung
assoziiert [162, 163]. Obwohl aufgrund der allgemein hohen Phagozytoseaktivitat der
infiltrierten Monozyten keine Aussage bezilglich ihres genauen Phanotyps zum
Analysezeitpunkt getroffen werden kann, wird dennoch die zentrale Rolle der infiltrierten
Zellen in der Entziindungsreaktion verdeutlicht.

Anzeichen einer Polarisierung in der postoperativen ME konnen wir bereits 24h nach
intestinaler Manipulation mit einer Hochregulation der prototypischen M2- Marker Argl und
Ym1, sowie einer erhéhten Arginase Aktivitdit demonstrieren. Letztere kann liberwiegend in
den infiltrierten F4/80'Ly6C™CCR2"'- Makrophagen detektiert werden. Hierbei stellt der
Metabolismus der Aminosaure Arginin durch die Argl das Zentrum der M1/M2 Polarisierung
dar [164]. Argl unterstitzt die primare Funktion von M2 Makrophagen, die der Wundheilung

und Geweberestauration [85, 99]. Ob die aus peripheren Blutmonozyten gereiften
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Makrophagen zunachst als M1 Makrophagen einwandern und wahrend des POl zu M2
Makrophagen polarisieren oder unabhangig in die ME einwandern und ihr Anteil der pro-
inflammatorischen Fraktion gegentber Gberwiegt, muss hier noch ungeklart bleiben.

In der Literatur werden unterschiedliche Aktivierungsmechanismen in der M2- Polarisierung
beschrieben, die jedoch wesentlich Gber die Zytokine IL-4 und IL-10 gesteuert wird [96, 121].
Wahrend IL-4 iberwiegend von Th2-Zellen produziert wird, wird IL-10 sowohl von Zellen des
adaptiven als auch des innaten Immunsystems exprimiert [165]. Engel et. al demonstrierten
eine gleichbleibende Expression lymphozytdrer Zytokine, unter anderem von IL-4 und IL-5 in
der ME von naiven sowie manipulierten Tieren [166]. Uberraschenderweise kénnen wir die
vorherige Expression von IL-4- Transkripten in der ME nicht bestatigen, weder in der ME von
naiven, noch in der von postoperativen Tieren. Mit der Bestimmung der Arginase Aktivitat in
IL-47 M&usen kénnen wir eine IL-4- unabhangige Polarisierung im POI bestatigen (Daten nicht
gezeigt). Allgemein gilt die lang existierende Meinung von Forschern, dass eine Aktivierung von
M2 Makrophagen von Signalwegen des adaptiven Immunsystems abhangt, als tGberholt. Unter
anderem konnte in sterilen Wunden eine T-Zell und IL-4- unabhdngige M2 Aktivierung mit
einem erhohten Argl-Expressionsprofil demonstriert werden [167]. Aufgrund der eindeutigen
Ergebnisse in unserem Modell kbnnen wir subsumieren, dass IL-4 keine Rolle im POI spielt und
die Polarisierung von einem anderen Stimulus, wie IL-10, abhdngt [167, 168].

In einer vorherigen Studie von Stoffels et al. konnte bereits eine starke Beteiligung von IL-10 in
der Pathogenese des POl demonstriert werden [41]. Dabei zeigten sie, dass die exogene Gabe
von IL-10 die Mause vor der Ausbildung eines POl bewahrte. Allerdings blieb sowohl die
zelluldre Quelle, als auch die endogene Rolle von IL-10 und seine mogliche Beteiligung an der
M2- Polarisierung ungeklart. Durch die Verwendung einer sensitiven IL-10 Reportermaus
(ITIB*") [140], kénnen F4/80'Ly6C™- Makrophagen als Hauptquelle von IL-10 in der
postoperativen ME identifiziert werden, welche ebenfalls in der Genexpressionsanalyse
erhohte IL-10- Expressionsspiegel demonstrieren.

Die Rekrutierung von Monozyten aus dem Knochenmark in das entziindete Gewebe verlauft
Uberwiegend CCR2-abhangig [63, 169] und kann in unserem Modell durch die Manipulation
von CCR27- Miusen validiert werden. In einem nichsten Schritt bestatigen wir die CCR2-
abhangige Produktion von IL-10. In manipulierten CCR27ITIB* - Tieren bleibt die Infiltration
von F4/80'Ly6C™- Makrophagen aus, die ansonsten fir die erhohten IL-10- Level in der
postoperativen ME verantwortlich sind. Ubereinstimmend mit den verringerten IL-10-
Spiegeln, zeigen sich ebenfalls reduzierte Transkripte der M2- Marker Argl, Ym1 und IL-10 in
den CCR2- defizienten Tieren, was die Hypothese einer IL-10- abhangigen Polarisierung zu M2

Makrophagen unterstitzt. Die noch verbleibenden Argl-, Ym1- und IL-10- Transkripte
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stammen vermutlich von CCR2-unabhingig infiltrierten Monozyten bzw. den F4/80°Ly6C-
residenten Makrophagen, die ebenfalls nicht Gber CCR2 rekrutiert werden [170, 171]. In einer
weiteren Analyse kénnen wir zeigen, dass die wahrend des POI rekrutierten Neutrophilen
ebenfalls CCR2-unabhangig einwandern (Daten nicht gezeigt). Friihere Studien demonstrierten
bereits, dass Neutrophile primar durch residente Gewebsmakrophagen angelockt werden
[172, 173]. Die Charakterisierung der IL-10 produzierenden Zellen ergab, dass nur eine kleine
Subpopulation der Neutrophilen IL-10 exprimiert, was auf eine unbedeutende Rolle der
Neutrophilen in der M2- Polarisierung hindeutet. Im Gegensatz dazu zeigen die residenten ME-
Makrophagen bereits im nativen Tier eine basale Expression von IL-10, die vermutlich zur
Aufrechterhaltung der Gewebshomoostase benétigt wird. Die Notwendigkeit der basalen IL-
10- Sekretion wurde bereits in der Lamina propria mucosae gezeigt, die sich spontan

entziindet, wenn IL-10 im Gewebe fehlt [107].

Als nachstes sollte die Rolle des endogen exprimierten IL-10 in der M2- Polarisierung sowie in
der Pathogenese des POl geklart werden. Da die Entwicklung der M2 Makrophagen mit der
Auflésung einer Entziindung einhergeht, erwarteten wir eine deutliche Verschlechterung des
Krankheitsbildes durch eine IL-10 Defizienz in den Tieren. Die Untersuchung der
prototypischen M2- Marker- Expression in LysM“®IL10""- als auch die ubiquitire Deletion von
IL-10 in IL-107- Mausen deutet auch darauf hin. Andere Studien in Krankheitsmodellen von
Diabetes oder Colitis Ulcerosa demonstrierten ein Ausbleiben der M2- Polarisierung verursacht
durch IL-10 Defizienz [174, 175]. Im Gegensatz dazu ist jedoch das Ergebnis beziglich der
Funktionalitdt des Darms Uberraschend. Die IL-10- defizienten Tiere zeigen postoperativ einen
verbesserten GIT sowie ein insgesamt deutlich verbessertes Krankheitsbild. Diese Ergebnisse
stehen in Konflikt zu der Studie von Stoffels et al., die durch die intraperitoneale Gabe von
rekombinantem IL-10 eine verbesserte Kontraktilitdit des Darms sowie der Transitzeit sahen.
Jedoch muss beachtet werden, dass die peritoneale Applikation nicht kontrollierbare,
systemische Antworten auslésen kann, wihrend sich unser Knockoutmodell auf die LysM'-
Leukozyten, das heiRt Monozyten, Makrophagen und Neutrophile, konzentriert und somit auf
das endogene IL-10 beschrankt. Deshalb sind die beiden Modelle nicht direkt miteinander
vergleichbar.

In unserer Studie zeigt sich die Verbesserung des POl in den LysM®IL10""- M3usen in einer
Reduktion des zelluldren Anteils an Neutrophilen und nicht Monozyten in der postoperativen
ME. Dies deutet darauf hin, dass Neutrophile und nicht Monozyten einen Einfluss auf die
Funktionalitdit des Darms nehmen. Diese Beobachtung deckt sich auch mit unseren

Ergebnissen in den CCR2-defizienten Mausen, die trotz deutlich reduzierter Monozytenzahlen
66



Kathy Stein Diskussion

einen im Vergleich zu WT- Mdausen unverandert verzogerten GIT zeigen. Insgesamt deuten
unsere in der Spatphase erhobenen (24h nach Manipulation) zelluldren und funktionalen
Daten auf einen nachteiligen Effekt des IL-10 auf den POI hin. Jedoch stellten wir uns
anschlieRend die Frage, ob IL-10 auch bereits in der Friihphase des POI eine Rolle spielt (3-6h
nach Manipulation). Die hier durchgefiihrten Analysen zeigen einen grofRen Einfluss von IL-10
auf den Entziindungsverlauf im POI. Die ermittelten Genexpressionen von IL-6 und IL-1f3 sind
deutlich erhoht in den IL-10- defizienten Tieren im Vergleich zu den WT- Tieren. Ebenfalls
malgeblich hochreguliert wird das Chemokin CXCL1, was als primares Chemoattraktans fir
periphere Neutrophile wirkt. Hingegen zeigt MCP-1, welches das zentrale Chemokin fiir die
Rekrutierung der peripheren Monozyten in unserem Modell ist, keine Verdanderung in der
Expression. Dies deutet darauf hin, dass endogen sezerniertes IL-10 eine UberschieRende
Immunreaktion in der Friihphase des POI verhindert. Dadurch, dass unter IL-10- Defizienz die
erste Entziindungsphase zwar (ibermaRig stark verlauft, zeigt die zweite Phase eine signifikant
schnellere Aufhebung der Entziindung sowie der intestinalen Dysmotilitdt. Erhobene
Langzeitwerte sieben Tage nach IM zeigen in den Tieren keinerlei Folgeschdden aufgrund der
IL-10- Defizienz (Daten nicht gezeigt). Die erst kirzlich erschienene Studie in einem akuten
intestinalen Krankheitsmodell [176] konnte ebenfalls die Bedeutung von Makrophagen-
sezerniertem IL-10 in der innaten Immunantwort herausstellen, welches die Maus vor einer

exzessiven Inflammation schiitzte.

Trotzdessen das Eingreifen in den IL-10- Signalweg eine mogliche Intervention zur
Verbesserung des POI darstellt, muss die Moglichkeit mit groRer Vorsicht betrachtet werden.
Weitere Arbeiten sind notwendig, um zu klaren, ob die IL-10- Defizienz den POI lber die
Regulation pro-inflammatorischer Zytokine und Chemokine verbessert und somit zur
Reduktion von Neutrophilen fiihrt oder sie direkten Einfluss auf die Neutrophilen nimmt.
Andere Gruppen konnten bereits einen direkten Einfluss von IL-10 auf den Metabolismus von
Neutrophilen hinsichtlich ihrer bakteriziden Wirkung, ihrer Phagozytoseaktivitdt und ihrer
Zytotoxizitdt demonstrieren [177-180]. Kirzlich erhobene Daten zeigten die Aktivierung von
intrazelluldr in Granula gespeicherten IL-10- Rezeptoren (IL-10R) liber die Stimulation der
Neutrophilen mit LPS oder Zytokinen, wie TNFa und GM-CSF (engl. Granulocyte macrophage
colony-stimulating factor) [181]. Da bereits friihere Studien unserer Gruppe einen Anstieg der
genannten Zytokine im Modell des POl beobachten konnten [32, 41], wére ein direkter
Stimulus durch IL-10 auf die Effektorfunktion in Neutrophilen denkbar.

AbschlieBend deuten unsere Daten darauf hin, dass IL-10 aufgrund einer kontinuierlichen

Ausschittung durch die residenten Makrophagen an der Regulation der Homdoostase in der ME
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beteiligt ist. Da diese Makrophagen ebenfalls den IL-10R (Daten nicht gezeigt) tragen,
vermuten wir eine autokrin gesteuerte IL-10- Stimulation der Zellen. Generell ist bekannt, dass
das Binden von IL-10 an seinen Rezeptor den STAT3- Signalweg aktiviert, welcher
ausschlaggebend fiir die anti-inflammatorische Wirkung von IL-10 in myeloiden Zellen ist [182,
183]. Diese Daten wurden erst kirzlich durch eine Studie von Zigmond et al. unterstitzt, die
eine entscheidende Rolle fir IL-10 und seinen Rezeptor wahrend der Homdostase in der
intestinalen Mukosa zeigen konnten. Im Falle einer Dysfunktion des IL-10R wird ein pro-

inflammatorischer Phdnotyp in den gewebsstandigen Makrophagen generiert [184].

Zusammenfassend liefern unsere Studienergebnisse einen neuen Einblick in die Funktion von
IL-10 im Kontext des POI. IL-10 wird von residenten Makrophagen exprimiert und ist
vermutlich ein entscheidender Faktor in der Aufrechterhaltung der Homoéostase und dem
Verhindern exzessiver Entziindungsreaktionen. Nach intestinaler Manipulation zeigten sich aus
peripheren Blutmonozyten gereifte Makrophagen als die Hauptproduzenten von IL-10 und
Initiatoren der autokrin-gesteuerten M2- Polarisierung. Die Deletion von IL-10 in Leukozyten
resultiert insgesamt in eine Verbesserung des POI. Wir vermuten hierbei eine zunachst
Uberschiefende Entziindungsreaktion in der Frihphase des POI, welche dann zu einem
beschleunigten Entziindungsverlauf fiihrt und in der Spatphase des POl bereits stark
vermindert bzw. abgeschlossen ist. Verglichen mit vorherigen Ergebnissen, die benefizielle
Effekte im POI durch die exogene Gabe von IL-10 zeigten, konnten wir herausarbeiten, dass
endogenes IL-10 protektiv auf das erste Aufflammen der Entziindung wirkt und ein
Uberhandnehmen der Entziindung im POl verhindert. Jedoch wird diese kontrollierte
Immunantwort von einer verzogerten Auflésung und Aufhebung der Dysmotilitit begleitet. Zur
Unterstltzung unserer Hypothese konnte ein Folgeexperiment sein, die Rolle des IL-10R
sowohl auf residenten Makrophagen, als auch auf Neutrophilen zu untersuchen. Spezifische
Knockoutmodelle kdnnten zum einen untersuchen, ob die Aufrechterhaltung der Homoostase
in der ME Uber einen autokrinen Mechanismus verlauft. Zum anderen, ob Neutrophile
Granulozyten im Kontext des POl den IL-10R exprimieren und ob sie Uber diesen in einem

direkten Mechanismus durch IL-10 aktiviert werden.
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6.2 Teil ll: Fettsaurederivate sind maligeblich an der Entziindungs-
auflosung im POI beteiligt

Ein weiterer Schwerpunkt der Studie war die Beteiligung von Lipidmediatoren an der
Entziindungsauflésung im POI. Allgemein spielen Lipidmediatoren eine Schlisselrolle in der
Entstehung sowie der Auflésung einer Entziindung [185]. Im POI konnte bereits in friiheren
Studien eine Beteiligung der Cyclooxygenase- 2 (COX-2) festgestellt werden, welche nach der
Manipulation des Darms stark erh6ht transkribiert wird und fir die enzymatische Bildung von
pro-inflammatorischen Prostaglandinen verantwortlich ist [53]. Ein weiteres wichtiges Enzym,
das durch die Umsetzung der n-6- Fettsdure AA zur Bildung pro-inflammatorischer
Lipidmediatoren wie Leukotriene filihrt, ist die 5-Lipoxygenase (5-LOX). Durch gezielte
genetische Depletion der COX-2 und der 5-LOX (Daten nicht gezeigt) lieBen sich die
Entzlindungsprozesse im POl deutlich abmildern. Dies betraf zum einen die zelluldren Prozesse
in der ME, zum anderen eine verbesserte Funktion der Glattmuskelfunktion und der
Darmmotilitat [53]. Im Gegensatz zu den pro-inflammatorischen Lipidmediatoren war eine
eventuelle Beteiligung anti-inflammatorischer Lipidmediatoren wahrend des POI noch génzlich
unerforscht. In dieser Studie konnten wir zum ersten Mal eine Beteiligung von PUFA-
generierten anti-inflammatorischen Lipidmediatoren in der Entziindungsauflésung des POI
demonstrieren.

Wahrend die 12/15-LOX nur gering in der ME von naiven Tieren exprimiert wird, wird sie im
postoperativen Zeitverlauf in ihrer Expression deutlich hochreguliert, was auf eine mogliche
Rolle in der Pathogenese des POI schliefen ldsst. Im Gegensatz dazu wird die 5-LOX in
unbehandelten Tieren zwar detektiert, zeigt im postoperativen Zeitverlauf jedoch nur eine
geringe Hochregulation. Dies deutete auf eine (iberwiegende Rolle in der Homdostase und
weniger in der Pathogenese des POl hin. Die thrombozytire 12-LOX hingegen zeigt keine
Veranderung in ihrer Genexpression und scheint deshalb keine definierte Rolle im POl zu
Ubernehmen. Durch die Charakterisierung der 12/15-LOX exprimierenden Zellen in
CX3CR1%""*- Miusen kénnen wir den GroRteil der 12/15-LOX in CX3CR1'Ly6C*- Monozyten
lokalisieren. Eine kleine Population Ly6G'- Neutrophile ist ebenfalls positiv fir CX3CR1 sowie
die 12/15-LOX. Diese Entdeckung ist kontrar zu friheren Studien, in denen berichtet wurde,
dass Neutrophile die 5-LOX, jedoch nicht die 12/15-LOX exprimieren [186, 187].

Unsere Ergebnisse lieBen uns vermuten, dass eine endogene Defizienz der 12/15-LOX und
somit der daraus resultierenden, 12/15-LOX metabolisierten, entziindungsauflosenden
Lipidmediatoren folglich zu einer prolongierten Entziindung der ME fiihren wirde. Diese

Hypothese wurde in ALOX15 Ma&usen untersucht, welche postoperativ erhohte
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Leukozytenzahlen und eine vermehrte MPO-Expression zeigen, die auf eine verstarkte
Entziindungsreaktion hindeuten. Funktionell, gemessen an der postoperativen Transitzeit, ist
jedoch kein Unterschied zwischen den WT- und ALOX15- Tieren erkennbar. Unserer
Einschdatzung nach sind die Diskrepanz eines erhohten Leukozyten- Infiltrats und die
Bestimmung des Ausmalles der Motilitdtsstérung als technische Grenze des Messbaren zu
werten. Die starkere Infiltration der Zellen hat vermutlich keine weitere Auswirkung auf die
intestinale Dysmotilitat.

In vorherigen Arbeiten unserer Gruppe zeigte sich bereits eine Anreicherung des 12/15-LOX-
Substrates DHA in zirkulierenden Blutmonozyten durch die mehrtdgige parenterale
Supplementierung einer DHA-angereicherten n-3 PUFA- Emulsion [114]. In dieser Studie sollte
nun getestet werden, ob die Gabe von n-3 PUFA in ALOX15- M&usen zu einem Ausbleiben des
protektiven Effekts flhrt. In der Tat kdnnen wir in den WT- Tieren eine Verminderung der
postoperativen Entziindung der ME durch die n-3 PUFA Gabe bestéatigen, nicht jedoch in den
ALOX15- Tieren. Diese zeigen trotz praoperativer Behandlung eine hohe Leukozytendichte, die
vergleichbar ist mit der von unbehandelten WT- Tieren. Diese Ergebnisse deuten auf eine
entscheidende Rolle des 12/15-LOX- abhingigen Metabolismus der DHA in der
Entziindungsauflosung des POl hin.

Fir eine detailliertere Untersuchung der entziindungsauflosenden Mechanismen wahrend des
POI, haben wir die Konzentrationen der in der Entziindungsauflosung generierten
Lipidmediatoren bestimmt. Die durch die Enzyme COX-2 und 5-LOX bestimmte
Metabolisierung der n-3 Fettsdure EPA resultiert in den Resolvinen der Klasse E, RvE1 und RvE2
[188]. Beide Resolvine konnten bereits in einem murinen Peritonitismodell in der
Peritonealfliissigkeit als entzlindungsregulierende Mediatoren identifiziert werden, durch
welche unter anderem die endotheliale Transmigration sowie die Wanderung von
Neutrophilen zum Entziindungsherd unterdriickt werden konnte [124, 136, 137, 189]. In
unserem Modell scheinen diese jedoch eine untergeordnete Rolle zu spielen. Ihr
Vorlaufermolekil 18-HEPE ist sowohl unter Kontrollbedingungen als auch in der
postoperativen ME nur in sehr niedrigen Konzentrationen detektierbar, die etwa 300-fach
unter denen der Vorldufermolekiile 14- und 17-HDHA liegen, welche aus der n-3 PUFA DHA
generiert werden. Jedoch kénnen wir die Prdasenz von RvEl und RvE2 nicht komplett
ausschlielen, da die internen Standards fir die massenspektronomischen Analysen noch nicht
kommerziell erhaltlich waren.

Ein anderes Expressionsmuster zeigte sich hingegen in den DHA-stammigen Lipidmediatoren.
Die analysierten Lipidmediatoren MaR1, PDX, PD1, und RvD2 sind detektierbar sowie deutlich

hochreguliert in der postoperativen ME im Vergleich zum Kontrollgewebe. Die einzige
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Ausnahme bildet RvD1, welches in der ME nicht gebildet wird. Dies wurde bereits in anderen
intestinalen Entziindungsmodellen beobachtet [142, 190]. Der hochste Konzentrationsanstieg
in der postoperativen ME zeigt sich in den Mediatoren RvD2 und PDX, wobei ihr Anstieg mit
der Prasenz ihrer Vorlaufermolekile 14- und 17-HDHA korreliert. Hohe Spiegel dieser
Vorlaufermolekiile sind geeignete Biomarker fiir die Aktivierung der Biosynthese der Maresine
und Resolvine [126]. Im Vergleich zu anderen Entziindungsmodellen, in denen die Expression
von 14- und 17-HDHA in der kompletten Darmwand von Dinndarm und Kolon bestimmt
wurde, ist die basale Produktion der ME zwar geringer, steigt jedoch postoperativ starker an
(~3,5-fach) als z.B. in einem Modell der Ischamie/Reperfusion (~1,8-fach) [190] bzw. der
bakteriellen Infektion (~1,3-fach) [142]. Jedoch muss beachtet werden, dass Lipidmediatoren
sehr fliichtige Substanzen sind und die Menge innerhalb der massenspektrometrischen
Analyse stark variiert [119, 191].

Interessant ist ebenfalls das Ergebnis der Bestimmung der Lipidmediatoren der n-6 PUFA AA.
Wahrend in den Vorldufermolekiilen kein Unterschied (15-HETE) zwischen Kontroll- und
manipuliertem Gewebe bzw. nur ein geringer Anstieg (5-HETE) wéahrend des POl zu
verzeichnen ist, zeigt LTB4 sogar verringerte Level in der postoperativen ME. LXA4 bleibt
hingegen unverandert. Dies ist sehr kontrar zu den Ergebnissen anderer Mausmodelle wie z.B.
der Peritonitis [142] oder der intestinalen Ischamie/Reperfusion [190], wo die Expression
insbesondere von LXA4 wahrend der Entziindung deutlich erhéht war. Daraus schlussfolgern
wir, dass sich die einzelnen Lipidmediatoren je nach Krankheitsbild oder Symptomatik

spezifisch zusammensetzen und unterschiedlich in der Entziindungsauflésung agieren.

Als ndachstes untersuchten wir die funktionelle Rolle von RvD2 und PDX wahrend des POI.
Unsere Daten zeigen hierbei, dass die exogene Gabe von PDX, nicht jedoch RvD2 Einfluss auf
die Rekrutierung von Neutrophilen in die manipulierte ME und somit auf die Modulierung der
Darmmotilitdit nimmt. Da Monozyten/Makrophagen an der Bildung anti-inflammatorischer
Lipidmediatoren maRgeblich beteiligt sind, konnten die Effekte von RvD2 auf diese
Zellpopulation als Gegenspieler zu PDX gesehen werden, um eine ausgewogene Balance
herzustellen. Zusatzlich kénnte RvD2 an der Modulierung monozytarer Prozesse beteiligt sein,
die nicht die Darmmotilitait betreffen, jedoch ebenfalls entscheidend fir die
Entziindungsauflosung sind. Ergebnisse anderer Forschergruppen unterstiitzen unsere Theorie
beziiglich der Wirkung von PDX. Eine kiirzlich erschienene Studie konnte eine verringerte ROS-
Produktion sowie MPO-Freisetzung in humanen Neutrophilen durch die Behandlung der Zellen
mit PDX feststellen [192]. Auch sein Stereoisomer, PD1, konnte in einem Peritonitis-

Mausmodell die Infiltration von Neutrophilen, Monozyten und Lymphozyten unterdriicken
71



Kathy Stein Diskussion

[127]. Zusatzlich kénnen wir durch die Verabreichung von PDX in ALOX15- Mausen die
gegenregulatorische Wirkung von PDX im Modell des POI untermauern. Mogliche
Wirkmechanismen an der Zielzelle miissen jedoch noch unklar bleiben, da potentiell beteiligte
Rezeptoren und intrazelluldre Signalwege noch unerforscht sind. Im Gegensatz zu PDX oder
PD1 wurden fiir LXA4, RvE1 und RvD1 bereits spezifische G-Protein-gekoppelte Rezeptoren wie
ChemR23, FPRL1 (ALX/FPR2) und GPR32 entdeckt, welche die Lipidmediatoren binden und

anti-inflammatorische Signalwege aktivieren [138, 193-195].

Weitere Studien sind notwendig, welche die einzelnen Lipidmediatoren in der Pathogenese
des POI adressiert. Denn nur weil RvD2 nicht die Infiltration der Neutrophilen beeinflusst,
bedeutet dies nicht, dass es nicht andere gegenregulatorische Aufgaben in der Auflésung des
POI (bernimmt, wie bereits in anderen Studien gezeigt [196-198]. MaR1, welches ebenfalls
wahrend des POl in seiner Expression hochreguliert wird, ist ein weiterer interessanter
Kandidat. Erst kiirzlich erschienene Daten in Modellen der akuten Lungenentziindung, Kolitis
und Gewebsregeneration stellten die homdoostatische und protektive Wirkung von MaR1, das

von Makrophagen exprimiert wird, heraus [199-201].

Aufgrund der sehr aufwendigen und teuren organischen Synthese natiirlich vorkommender
Lipidmediatoren, wird zunehmend an der Herstellung chemisch stabiler Mimetika geforscht
[202, 203]. RvE1l befindet sich unter anderem in der Phase Ill einer klinischen Studie
(Trockenes-Auge-Syndrom), wahrend PD1 und MaR1 sich in der klinischen Entwicklung
befinden [191]. Im Kontext der Behandlung oder Pravention des POl misste noch geklart
werden, wann der effektivste Zeitpunkt der Gabe wéare oder ob sogar eine mehrfache Gabe,
z.B. Uber eine intraoperativ gelegte Drainage, sinnvoll ware, da die Mediatoren lokal

verabreicht werden sollten.

Zusammenfassend konnen wir durch unsere Ergebnisse eine bis dato noch unbekannte Rolle
von entziindungsauflésenden Lipidmediatoren im Kontext des POI, insbesondere seiner anti-
inflammatorischen Phase, herauskristallisieren. Der ausgehend von der n-3- Fettsdure DHA
generierte Lipidmediator PDX nimmt in unserem Modell vermutlich einen direkten Einfluss auf
die Extravasation peripherer Neutrophile, was im Gegenzug die Aufhebung der Dysmotilitat
positiv beeinflusst. Unsere Ergebnisse weisen damit einen neuen potentiellen Therapieansatz
in der Behandlung des POI auf, der iber den 12/15-LOX- Signalweg bzw. den Lipidmediator

PDX gesteuert werden kann.
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GFP Griin-fluoreszierendes Protein
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Maresin 1
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von engl. Macrophage Inflammatory Protein-1 alpha
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TNF
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w/v

nicht detektiert
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