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1. Einleitung

1.1 Der postoperative lleus

Der postoperative lleus (kurz POI) ist eine temporare, teilweise sehr schwerwiegende
Komplikation nach erfolgten visceralchirurgischen oder anderen Operationen. Der Begriff
lleus stammt aus dem Griechischen und bedeutet wortlich Ubersetzt "voll Schlamm®.
Neben dem Stuhlverhalt zeigt sich die haufig regressive Darmatonie durch ein geblahtes
Abdomen und fehlende Darmgerausche (Goretzki und Mduller, 1998). Der Patient klagt
Uber Ubelkeit, Erbrechen und im Extremfall krampfartigen starken Schmerzen.
Symptomorientierte MalRnahmen umfassen einen verzogerten Kostaufbau mit zunachst
parenteraler Gabe von Nahrstoffen, Ableitung durch eine Magensonde und dosierter
Schmerzmedikation. Die Gefahr der Aspirationspneumonie sowie septische
Komplikationen verlangern nicht nur die Liegedauer der betroffenen Patienten, sondern
erhohen die postoperative Morbiditat (Vilz et al 2014). Erstaunlicherweise konnte eine
klinische Studie zeigen, dass ein prolongierter POl keinen Einfluss auf die 30-Tage -
Mortalitat hat (Millan et al., 2012).

Insgesamt entwickeln 17,4 % aller Patienten nach kolorektalem Eingriff einen POI, wobei
eine Dauer der Darmatonie von bis zu 2 Wochen beobachtet wird (lyer et al 2009).

Eine systematische Review- und Metaanalyse von Quiroga-Centeno et al. (2020) zur
Frage moglicher Risikofaktoren fur die Entstehung eines POl (anhand von 29.736
eingeschlossenen Patienten (2844 entwickelten einen POI)) weist das mannliche
Geschlecht, Voroperationen sowie kardiologisch bedingte Komorbiditaten auf.

Durch die verlangerte Liegedauer, verbunden mit medizinischer Behandlung, zeigten
Berechnungen von lyer et al (2009) einen dadurch bedingt erhdhten Kostenaufwand von
1,47 Billionen US-Dollar /Jahr allein in den Vereinigten Staaten. Der POI hat daher neben
dem Morbiditats-/Mortalitatsrisiko fur den Patienten einen hohen wirtschaftlichen
Stellenwert fur das Gesundheitssystem, insbesondere da keine evidenzbasierte

Prophylaxe zur Verfigung steht.
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Im Fokus der Forschung stehen daher Untersuchungen der zugrundeliegenden
Pathomechanismen des POl und die Identifizierung moglicher molekularer
Schlusselmechanismen, um daraus sowohl prophylaktisch als auch therapeutisch

wirksame Medikamente oder Verfahren zu etablieren.

1.2 Pathogenese des POI

Die Pathogenese des POl ist dadurch gekennzeichnet, dass neurogene und
inflammatorische Mechanismen zeitlich ineinander Ubergehen, ehe in einer dritten Phase
(sogenannte Aufldsungsphase) der POI Uberwunden wird (Boeckxstaens und de Jonge,
2009; Bragg et al., 2015; Stakenborg et al., 2017).
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Abb. 1: Die 3 Phasen des POI: die Initiations- (neurogen, rot), Manifestations-
(inflammatorisch, blau) und die Auflosungsphase (gelb). Die neurogene Phase
beginnt unmittelbar mit der Operation und endet kurz nach der Operation. Die
inflammatorische Phase startet 3-4 h nach der Operation und dauert langer an,
sodass sie klinisch von groRerer Bedeutung ist. Wahrend der inflammatorischen
Phase beginnt die Auflosungsphase, die zur Genesung der Darmdysmotilitat beitragt
(Boeckxstaens und de Jonge, 2009).

Ausgelost wird die Kaskade durch das chirurgische Trauma und die direkte Manipulation
am Intestinaltrakt. Dabei besteht eine Korrelation der Auspragung eines POl zum Ausmal}

des stattgehabten Traumas. Minimalinvasive Eingriffe zeigen einen deutlich milderen
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Verlauf eines POI als Laparotomien (Kalff et al., 1998). Das perioperative Management
(Einsatz von Narkotika (Boeckxstaens und Jonge, 2009), Schmerztherapie und
Transfusionen (Chowdhury und Lobo, 2011) und die postoperative Gabe von
Schmerzmitteln wie Opioide unterhalten die Hemmung der Darmmotilitat (Bauer und
Boeckxstaens, 2004).

1.2.1 Neurogene Phase

In dieser ersten auch neurogenen Phase werden somatische Nozirezeptoren aktiviert, die
uber efferente sympathische Nerven zur kurzzeitigen Lahmlegung des Darms fuhren
(Vather et al., 2014). Wahrend der gesamten postoperativen Phase uberwiegt die
hemmende Aktivitat des sympathischen Systems als eine stressinduzierte sympathische
Hyperaktivitat (Koninger et al., 2006). Dabei wird aus den sympathischen Fasern
Noradrenalin als Transmitter ausgeschuttet, welcher sich negativ auf die Darmmotilitat
ausubt. Noradrenalin erreicht seine Wirkung, indem es die Ausschuttung von Acetylcholin
aus parasympathischen Nerven hemmt. Die Aktivierung des sympathischen Systems
geschieht reflexartig: Die durch somatische, viszerale Nozirezeptoren aktivierten
afferenten Neuronen ziehen zum Knochenmark, um dort direkt auf efferente adrenerge,
sympathische Neuronen umgeschaltet zu werden. Diese efferenten Neuronen ziehen
dann zum Darm und hemmen die Darmmotilitat. Die erste Entdeckung der inhibitorischen
spinalen Reflexe am Darm machte Goltz 1872 (Livingston und Passaro, 1990). Holzer
zeigt ebenfalls in seiner Studie den Zusammenhang zwischen inhibitorischen spinalen
Reflexen und Darmdysmotilitat durch subkutane Gabe von nozirezeptor-stimulierendem

Capsaicin (Holzer et al., 1992).

Die intestinale Manipulation (IM) fluhrt zudem zu einer Aktivierung supraspinaler
Nervenbahnen, insbesondere medullare, hypothalamische und zum Pons gehorende
Nuclei. Mehrere Studien zeigten, dass insbesondere das zentrale Corticotropin-realising
Hormon, welches im kleinzelligen Anteil des Nucleus paraventricularis im Hypothalamus
synthetisiert wird, eine wichtige Rolle bei der Pathogenese des POI spielt. Dessen
Genexpression und Ausschuttung steigt unter Stresssituationen, wie chirurgische
Eingriffe, und fuhrt zu einer geringeren Motilitat im Gastrointestinaltrakt (Barquist et al.,
1996; Bonaz et al., 1994; Tache et al., 1993).
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Die neurogene Phase endet, sobald die Nozirezeptoren und Mechanorezeptoren am
Darm nicht mehr manipuliert werden. Bei einem langer andauernden POl Uber 6
postoperative Tage sind nach heutigem Kenntnisstand andere Faktoren involviert, die in
der zweiten sogenannten inflammatorischen Phase den Zustand der Paralyse

aufrechterhalten.

1.2.2 Inflammatorische Phase

In den spaten 1990er Jahren wurde zum ersten Mal die Beobachtung gemacht, dass ein
verlangerter POl mit immunologischen Mechanismen zusammenhangt (Vilz et al., 2014).
Die inflammatorische Phase setzt dabei circa 3-4 h nach der Operation ein, wobei die
Dauer stark von der Schwere des operativen Eingriffs abhangt (The et al., 2008). Mehrere
Studien zeigten dabei die Bedeutung der sogenannten residenten Makrophagen, die
physiologisch zwischen der longitudinalen und zirkularen Muscularis externa (ME)
lokalisiert sind (Faussone-Pellegrini, 1990; Mikkelsen, 1995). Gewebsmakrophagen
weisen neben ihrer phagozytaren auch eine Antigen-reprasentierende Funktion auf (Kalff
et al.,, 1998). Genetische und pharmakologische Depletion dieser Makrophagen
(Mikkelsen et al 1999; Wehner et al 2007) oder die Inaktivierung des
proinflammatorischen p38-MAPK-Signalweges in den Makrophagen konnte die
Entzindung im POI deutlich vermindern bzw. die Entstehung des POl im Mausmodell
sogar verhindern (Wehner et al., 2009).

Aktiviert werden konnen diese residenten Gewebsmakrophagen durch die nach
Gewebsverletzung auftretende Freisetzung sogenannter DAMP's (damage associated
molecular patterns), wie dies nach abdominellen Eingriffen der Fall ist. Daneben auch
durch von Monozyten reprasentierten phagozytierten Partikel wie pathogene Erreger und
PAMP's (pathogen associated molecular patterns), die aus dem Darmlumen in die
verletzte Mucosa Ubergetreten sind (Bauer, 2008).

Nach Ausschiuttung von Chemokinen und Zytokinen u.a. bewirken die
Gewebsmakrophagen die Extravasation von Leukozyten aus dem Blut in die ME, welche
daher erst mehrere Stunden nach der Manipulation eine Rolle im POI spielen (Kalff et al.,
1998). Proinflammatorische Lipidderivate, wie Prostaglandine, und Stickstoffmonozyt sind
weitere Mediatoren, die den POl unterhalten (Kalff et al., 2000; Schwarz et al., 2001).
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Neuere Studien gehen davon aus, dass ein so genannter neuroimmuner Mechanismus
beim POI die entscheidende Rolle spielt.

2005 konnten de Jonge et al. (2005) bereits im POI-Maus-Modell zeigen, dass die Aktivitat
der Makrophagen in der ME durch exogene Stimulation des Nervus Vagus gedampft
werden kann. Dabei weisen vagale Efferenzen im Plexus myentericus einen engen
Kontakt zu cholinergen myenterischen Neuronen auf, jedoch nicht zu den residenten
Makrophagen. Dementsprechend beeinflusst die vagale Stimulation zuerst die lokale
myenterische neuronale Aktivitdt, was dann zu einer verminderten Makrophagen-
Aktivierung und somit verminderten Inflammation fuhrt (Matteoli et al., 2014). So tragen
sowohl die intrinsischen (enterisches Nervensystem) als auch die extrinsischen (vagale
Stimulation) Mechanismen zur intestinalen Immunhomaoostase bei.

Auf der anderen Seite erweisen sich die residenten Makrophagen als neurosupportiv und
werden daher aus noch nicht geklarten Grunden durch enterische Neuronen
aufrechterhalten (Muller et al., 2014).

Diese jungsten Fortschritte zur intestinalen Neuroimmuninteraktion sind fur die Regulation
der Peristaltik unter physiologischen und pathologischen (POI) Bedingungen wesentlich
und sollten bei der Therapiegestaltung zur Behandlung von gastrointestinaler Dysfunktion
berucksichtigt werden (Meroni et al., 2019; Verheijden und Boeckxstaens, 2018).

1.2.3 Auflésungsphase

Wahrend der inflammatorischen Phase beginnt zeitlich die Auflésungsphase, welche
bisher am wenigsten erforscht ist. Obwohl eine Inflammation wichtig zur Auslésung von
Abwehrmechanismen, zur Einleitung von Gewebereparatur, zur Eradikation von
Krankheitserregern und somit fur die Gesundheit unerlasslich ist, kann sie schnell in eine
unkontrollierte, andauernde chronische Inflammation Ubergehen, welche zu
schwerwiegenden Erkrankungen wie z.B. POl oder im schlimmsten Fall zur systemischen
Sepsis fuhren kann (Klek, 2016). Bisher galt die Auflosungsphase als ein passiver
Prozess, erst seit dem letzten Jahrzehnt wird jedoch von einem biosynthetischen aktiven
Prozess ausgegangen, der durch entzindungsauflosende Lipidmediatoren koordiniert
wird. Diese Lipidmediatoren nehmen eine Schlusselrolle in diesem Prozess ein, indem sie

das Profil der Entzindung bestimmen, ob anti- oder proinflammatorisch und das Gewebe
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zuruck zur Homoostase fuhren. Patienten mit chronischen Darmerkrankungen zeigten in
mehreren Studien einen Mangel an antiinflammatorischen Lipidmediatoren und kdnnten
von einer Substitution dieser Mediatoren profitieren (Gobbetti et al., 2017; Ungaro et al.,
2017).

1.3 Therapieoptionen

Der POI ist in seiner Pathophysiologie -wie oben dargestellt- aufgrund seiner
ineinandergreifenden Mechanismen multifaktoriell. Eine geeignete Therapieoption konnte
sich durch die Unterstitzung bzw. die Beschleunigung der Auflosung der dem POI
zugrundeliegenden Entzindungsreaktion bieten.

In dieser Arbeit wird der mogliche Einsatz von entzindungsauflosenden Lipidmediatoren
und deren Prakursor, die n-3 Fettsqure, im Mausmodell untersucht. Diese
immunmodulatorischen Lipidmediatoren/n-3 Fettsduren konnten im Rahmen einer
Immunonutrition dem Patienten prophylaktisch angeboten werden.

Unter Immunonutrition bezeichnet man eine Therapieform, bei der medizinisch
angewandte Ernahrungsprodukte zusatzlich zur Pharmako- und evtl. operativen Therapie
die Heilung durch Beeinflussung des Immunsystems begunstigen sollen (Celiberto et al.,
2018).

1.4 Immunmodulatorische Lipidmediatoren/n-3 Fettsauren

Charles Serhan war der erste Forscher, der Studien Uber entzindungsauflosende
Lipidmediatoren publizierte. Er konnte zeigen, dass Lipidmediatoren die Inflammation
durch Erhdhung der Efferozytoserate der Makrophagen eindammen, indem die
schadlichen Noxen effizienter und schneller beseitigt wurden. Neben der Beseitigung von
Organismen und Zelldetritus wird die Infiltration von neutrophilen Granulozyten verhindert,
die Inflammation gestoppt (Dalli und Serhan, 2012; Serhan und Chiang, 2013).

Lipidmediatoren wie Lipoxine, Resolvine der Klasse E und D, Protectin und Maresin
werden aus mehrfach ungesattigten Fettsauren synthetisiert (MUFS) und je nach Lage
der ersten Doppelbindung in zwei Gruppen unterteilt: Die Omega (n)-3 und (n)-6

Fettsaure.
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Die Omega n-3 Fettsaure selbst untergliedert sich noch einmal in Eicosapentaensaure
(EPA) und Docosahexaensaure (DHA). An der enzymatisch gesteuerten Metabolisierung
der antiinflammatorischen Lipidmediatoren sind hauptsachlich Lipooxygenasen,
insbesondere 5-LOX, 12-LOX und 15-LOX, beteiligt. Im Gegensatz zum Menschen
verfugt die Maus Uber eine 12/15-LOX, die der menschlichen 15 LOX entspricht (Funk et
al., 2002).

Die Biosynthese von den Lipidmediatoren der Omega n-3 und n-6 Fettsdure ist in
Abbildung 2 dargestellt.

Omega-3-Fettsdure

Eicosapentaensiure (EPA) Docosahexaensaure (DHA)
COX1,2 15-LOX
l l v
5-LOX 5-LOX 12 -LOX
RVE1 PDX RvD1, MaR1
RvD2,
RvD3

Abb. 2: Biosynthese der antiinflammatorischen Lipidmediatoren Resolvin (Rv),
Protectin DX (PDX) und Maresin (MaR). Diese werden aus den Omega-3-Fettsauren
(EPA, DHA) mithilfe der Enzyme Cyclooxygenase (COX) und Lipoxygenase (LOX)
synthetisiert (Orr et al., 2015).
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Omega-6-Fettsdure

Arachidonsaure

l v v

COX1,2 5-LOX 15-LOX
PTGDS, PTGES LTA4 hydrolase 12-/15-LOX 5-LOX
PGE2, PGD2 LTB, LXA:

Abb. 3: Biosynthese der proinflammatorischen Lipidmediatoren Prostaglandin (PG)
und Leukotriene (LT), sowie des antiinflammatorischen Lipidmediators Lipoxin (LX).
Diese werden aus der Omega-6 Fettsaure mithilfe der Enzyme Cyclooxygenase
(COX), Lipoxygenase (LOX), Prostaglandin D2 Synthase (PTGDS) und
Prostaglandin E2 Synthase (PTGES) synthetisiert (Orr et al., 2015).

Die Omega Fettsauren mussen mit der Nahrung zugefuhrt werden, da sie vom Korper gar
nicht oder nur in geringer Menge produziert werden konnen. Dabei ist das Verhaltnis von
n-6 zu n-3 Omega Fettsauren durch eine bewusste Ernahrung beeinflussbar. Veranderte
Ernahrungsgewohnheiten im Westen fuhrten im Laufe der Jahre zu einem
Ungleichgewicht zwischen n-6 und n-3 Fettsauren, zugunsten der proinflammatorischen
n-6 Fettsaure (20:1) (Blasbalg et al., 2011; Scaioli et al., 2017). Diese nutritive Imbalance
korreliert mit dem Anstieg der Inzidenz an chronisch entzindlichen Darmerkrankungen
(Molodecky et al., 2012; Schreiner et al., 2020). So haben Patienten mit einer hohen
Konzentration an n-6 Fettsaure im Gewebe ein signifikant hoheres Risiko an Colitis
ulcerosa zu erkranken (de Silva et al., 2010).

Folglich kann durch eine vermehrte Zufuhr von DHA und EPA das Gleichgewicht mehr zu

den n-3 Fettsauren verschoben werden. Die wichtigste naturliche Nahrungsquelle fur
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Omega n-3 Fettsauren sind fettreiche Kaltwasserfische, wie z.B. der Lachs. Da die n-3
Fettsaure nachweislich antiinflammatorische Eigenschaft aufweist, wird sie vermehrt zu
therapeutischen Zwecken bei chronischen Immunerkrankungen angewendet wie z.B.
beim Asthma (Adams et al., 2018) und der rheumatoiden Arthritis (Li et al., 2019). Beim
Asthma z.B. greift die n-3 Fettsdure immunmodulierend ein, indem sie zu einer
verringerten  Produktion von proinflammatorischen Leukotriene fuhrt, welche
bronchokonstriktive Eigenschaften aufweisen.

Bei den chronischen Darmerkrankungen wie Colitis ulcerosa und Morbus Crohn wurde
der Einfluss der n-3 Fettsaure auf das Immunsystem ebenso experimentell als auch
klinisch untersucht. Einerseits konnte eine vorteilhafte Wirkung der n-3 Fettsauren, wie
eine Reduktion der Entzindung, nachgewiesen werden, andererseits aber konnte die
Supplementation keine eindeutige Schutzwirkung vor einem klinischen Ruckfall
aufweisen (Mozaffari et al., 2019; Scaioli et al., 2017).

Bezogen auf den POI konnten erste Untersuchungen zeigen, dass eine mehrtagige
praoperative Supplementierung einer Fischdlemulsion im Rattenmodell des POI, die reich
an n-3 Fettsauren ist, zu einer Verbesserung der Darmfunktion fuhrte. Zudem konnte eine
vermehrte Inkorporation der n-3 Fettsauren EPA und DHA in der Muskulatur des Darmes,
aber auch in den Blutzellen nachgewiesen werden (Wehner et al., 2012). Eine darauf
basierende Folgestudie ergab, dass diese Verbesserung durch das Enzym 12/15-LOX
getriggert wird. 12/15-LOX ist ein Enzym, welches von infiltrierenden Leukozyten beim
POI vermehrt exprimiert wird. Fehlt dieses Enzym, stellt sich nach Supplementierung
einer n-3 angereicherten Fischolemulsion im Mausmodell keine Verbesserung der
postoperativen Entzindung ein. Massenspektrometrische Analysen der postoperativen
Darmmuskulatur wiesen die grofdte Veranderung und die hochsten Konzentrationen der
Endprodukte der 12/15-LOX- Metabolisierung aus der n-3 Fettsaure DHA auf. Unter den
Endprodukten stellte sich Protectin DX als Schlusselmediator in der Immunmodulation
beim POl heraus. Eine perioperative Supplementierung dessen zeigte sich folglich
protektiv auf den Entzindungsverlauf. Aus dieser Studie und den anderen erwahnten
Studien ergeben sich neue vielsprechende Ansatze zur Therapie des POI durch naturlich
vorkommende hochpotente, immunmodulierende Lipidmediatoren (Stein et al., 2016).
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Allerdings stellt sich zurzeit das Problem, die vielversprechenden Ansatze der
Immunonutrition mit MUFS sowie deren Lipidmediatoren in den klinischen Alltag
einzubringen und erste Pilotstudien zu etablieren. Dies liegt zum einen an der
Notwendigkeit einer mehrtagigen praoperativen Gabe von MUFS in Form einer
Fischolemulsion (Klek, 2016). Dies stellt erstens eine hohe Belastung fur die Patienten
vor der Operation dar und ware zweitens fur Patienten im akuten Notfall nicht anwendbar.
Zum anderen sind die MUFS in reiner Form aufgrund ihrer Doppelbindung und die daraus
synthetisierten Lipidmediatoren an der Luft sehr unstabil. Eine Synthese ware damit sehr
aufwendig und unwahrscheinlich zu realisieren. Daher liegt der Fokus in der Herstellung
von synthetischen Therapeutika, die die Bioverfugbarkeit von DHA und Protectin erhohen
(Scaioli et al., 2017).

1.5 Chemisch stabilisierte MUFS und Derivate

Pharmakologisch wurden daher neuartige Amino-Lipid-Verbindungen (TP4311, TP6211,
TP6212) hergestellt, die in dieser Arbeit am Mausmodell auf ihre Wirksamkeit im POI

getestet wurden.
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Abb. 4: Strukturformeln der zu testenden Substanzen TP4311, TP6211 und TP6212.
TP6212 unterscheidet sich von TP6211 durch ein zuséatzliches Protectin DX Molekdl.
DHA=Docosahexaensaure.
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TP4311 ist die Abkurzung fur Lysyl-Lysin-DHA und ist ein DHA-Derivat. Es wird durch
eine ionische Amino-Lipid-Verbindung stabilisiert. Die Aminogruppe Lysyl-Lysin schitzt
DHA vor vorzeitiger Reaktion an der Luft, sodass die Lagerung Uber mehrere Tage von
reinem DHA ermdglicht wird. Bei enteraler oder parenteraler Aufnahme diffundiert das
DHA-Derivat wieder direkt in seine Ausgangsbestandteile, in DHA und in die
Aminogruppe. Die DHA Fettsaure wandert bei intravendser (i.v.) Applikation zum Ort der
EntzUndung, wo sie von der Zellmembran aufgenommen wird und dort zur Auflosung der
Inflammation durch Zytokine und antiinflammatorische Lipidmediatoren fuhrt.

Alternativ besteht die Moglichkeit, die aktiven Lipidmediatoren von DHA in stabilisierter
Form ebenfalls als Amino-Lipid-Verbindung zu verabreichen, welche im Korper nicht
umgewandelt werden, sondern direkt aktiv sind. Hierbei sind die Protectin DX-Derivate
TP6211 und TP6212 zu nennen. Die Aminogruppe ist dieselbe wie bei TP4311. Durch ein
zusatzliches zweites Protectin DX unterscheidet sich TP6212 von TP6211.

1.6 Zielsetzung

In diesem Projekt soll der praventive sowie therapeutische Effekt des neu entwickelten
Molekuls TP4311, eine Amino-Lipid-Verbindung aus DHA und der Aminosaure Lysin
(Lysyl-Lysin-DHA) sowie eine ebensolche neu entwickelte Verbindung des Lipidmediators
Protectin DX (TP6211 oder TP6212) im POI untersucht werden.

Die Erstellung eines Profils der an der Entzindung im POl maligeblich beteiligter
Leukozyten in der ME sowie die Wirkung auf die Motilitat des Darmes im POI dienen als
Kriterien, um eine mogliche Wirksamkeit der eingesetzten synthetischen Amino-Lipid-

Verbindungen zu zeigen.
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2. Material und Methoden

2.1 Versuchstiere

Die Versuche wurden mit mannlichen C57BL/6 Mausen (Janvier Saint-Berthevin Cedex,
Frankreich) durchgefuhrt. Zum Zeitpunkt der Untersuchung betrug das Alter der Tiere 12
Wochen. Die Tiere wurden unter Spezifiziert-Pathogen-Freien (SPF) Bedingungen in
einem vollklimatisierten Raum mit 12 h Hell-Dunkel-Zyklus gehalten. Die Nahrung bestand
aus handelsublichem autoklaviertem Futter sowie Wasser ad libitum.

Alle Versuche wurden strikt nach den Richtlinien des Tierschutzgesetzes durchgefluhrt
und waren vorab vom Landesamt fur Natur, Umwelt und Verbraucherschutz Nordrhein-
Westfalen (LANUV) genehmigt worden.

2.2 Verwendete Substanzen

Bei den verwendeten Substanzen handelte es sich um folgende Testsubstanzen:

TP4311 (Lysyl-Lysin DHA)

TP6211 (Lysyl-Lysin-Protectin DX)

TP6212 (Lysyl-Lysin-2 Protectin DX)

Kolliphor-Puffer (85 % 1x pH 7,4 PBS mit 3 % Kolliphor EL (w/v), 15 % Propylene
Glycol)

D -

2.3 Experimentelle Gruppen

Die Versuchstiere werden zunachst nach dem Zufallsprinzip in die Therapiegruppe und in
die Kontrollgruppe eingeteilt. Die Kontrollgruppe erhalt als Placebogruppe nur die
Pufferlosung.
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2.3.1 Pilotversuch

Vorweg wird ein Pilotversuch durchgefuhrt, um einen Einfluss des Kolliphor-Puffers der
Firma Thetis Pharmaceuticals auf die verschiedenen Versuchssettings auszuschliel3en.
e Experiment 1: 30 min vor IM wird dem Versuchstier PBS oder Kolliphor-Puffer i.v.

einmalig verabreicht.

Tab. 1: Pilotversuch

Experiment | Wirkstoff | Konzentration | Menge | Art | Zeitpunkt | Haufigkeit n=Tiere
Kolliphor-
_ 30 min _ '
1 Puffer / 200 ul | i.v. einmalig 3/3
vor IM
PBS

2.3.2 Bestimmung der Konzentration der eingesetzten Substanzen

Da die Testsubstanzen erstmalig im Tierversuch eingesetzt wurden, richtete sich die
Abschatzung einer Idealkonzentration an Vorversuchen, die zunachst gezeigt hatten,
dass TP4311 in einer Konzentration von 50 mg/ml nach einmaliger i.v. Gabe zum Tod der
Versuchstiere gefuhrt hatte. In dieser Konzentration prazipitierte das TP4311 bereits in
physiologischer Kochsalzlésung, so dass auch ohne durchgefuhrte Obduktion von einer
Fettembolie als Todesursache auszugehen ist. Eine schrittweise Reduzierung der
Konzentration (25 mg/ml, 20 mg/ml, 15 mg/ml, 10 mg/ml) ergab, dass das TP4311 in der
Konzentration von 10mg/ml am besten intravends von den Versuchstieren vertragen
wurde. Dementsprechend wurden die Versuche in dieser Konzentration als maximale
Dosis bei intravenoser Gabe definiert.

Bei einer per os Gabe griffen wir jedoch im weiteren Verlauf auf die maximal I6sliche
Konzentration von 50 mg/ml TP4311 zuruck.

Die Substanz TP6211 sowie TP6212, ein Protectin DX-Derivat, wurde in Analogie zu
Vorversuchen mit reinem Protectin DX in einer aquivalenten Konzentration von 1 ug
untersucht (Stein et al., 2016).
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2.3.3 Versuchsreihen des DHA-Derivat TP4311

Die Therapiegruppe bekommt die zu testende Substanz TP4311 von der Firma Thetis
Pharmaceuticals in drei unterschiedlichen Settings verabreicht:
e Experiment 2: 30 min vor IM wird dem Versuchstier TP4311 10 mg/ml oder
Kolliphor-Puffer i.v. einmalig appliziert.
e Experiment 3: 2 Std. vor IM wird dem Versuchstier TP4311 50 mg/ml oder
Kolliphor-Puffer p.o. (per oral) einmalig verabreicht.
e Experiment 4: 30 min vor IM wird dem Versuchstier TP4311 50 mg/ml oder
Kolliphor-Puffer i.v. an funf aufeinanderfolgenden Tagen zur selben Zeit gegeben.

Tab. 2: Versuchsreihen des DHA-Derivat TP4311

Experiment | Wirkstoff | Konzentration | Menge | Art | Zeitpunkt | Hiufigkeit | N = Tiere
Kolliphor-
30 min
2 Puffer / 10 mg/ml 200 ul | i.v. einmalig 8/8
vor IM
TP4311
Kolliphor-
3 Puffer / 50 mg/ml 200 ul | p.o. | 2hvorIM | einmalig 77
TP4311
Kolliphor-
30 min
4 Puffer / 10 mg/mi 200 ul | i.v. funfmalig 6/5
vor IM
TP4311
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2.3.4 Versuchsreihen der Protectin DX-Derivate: TP6211 und TP6212

o Experiment 5: Unmittelbar nach IM wird dem Versuchstier TP6211 1,75 ug (1 ug
Protectin DX + 0,75 ug Lysyl-Lysin) oder Kolliphor-Puffer i.p. (intraperitoneal)
appliziert. Zusatzlich wird eine Positivkontrolle mit reinem Protectin DX 1 ug per
i.p. Gabe durchgefuhrt.

o Experiment 6: 30 min vor IM wird dem Versuchstier TP6212 in verschiedenen

Konzentrationen (10 ug,1 1g,100 ng) oder Kolliphor-Puffer i.v. verabreicht.

Tab. 3: Versuchsreihen der Protectin DX-Derivate: TP6211 und TP6212

Experiment | Wirkstoff | Konzentration | Menge | Art | Zeitpunkt | Hiufigkeit | N = Tiere
Kolliphor-
Puffer /
1,75 ug ) unmittelbar ) )
5 TP6211/ 200 ul | i.p. einmalig 4/4
) 1ug nach IM
Protectin
DX
Kolliphor- ,
10 ug,1 ng,100 ' 30 min vor ' '
6 Puffer / 200 ul | i.v. M einmalig 5/5
ng

TP6212
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2.4 Versuchsaufbau

1. Kolliphor-Puffer / PBS

m S~ v

2. Kolliphor-Puffer / TP4311
(10 mg/ml)

m ~ v

3. Kolliphor-Puffer / TP4311
(50 mg/ml)

| 30 min | 24 h
| 30 min | 24 h
4 h 2h 24 h

| | |
Niichtern p.o. IM

y X y;

GIT
MPO-Farbung
FACS

GIT
MPO-Farbung
FACS

GIT

MPO-Farbung

FACS
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4. Kolliphor-Puffer / TP4311
(5-tagig 10 mg/ml)

GIT
30 min 24 h

MPO-Farbung

FACS

5. Kolliphor-Puffer / TP6211 / Protectin DX
(1,75 pg/ 1 pg)

GIT
I 24h
I MPO-Farbung
IM & i.p. FACS

6. Kolliphor-Puffer / TP6212
(100 ng, 1 pg, 10 ug)

GIT
| 30 min | 24 h
| | MPO-Farbung
IM FACS

. ‘ /— i.v.

Abb. 5: Schematische Darstellung der 6 Versuchsreihen, aufgeteilt in jeweils 2
Gruppen: die eine Gruppe bekommt das Mittel per intravends (i.v.) / intraperitoneal
(i.p.) / per oral (p.o.) verabreicht, wahrend die andere Gruppe als Placebogruppe nur
die  Kolliphor-Pufferlésung  erhalt. IM= intestinale  Manipulation, GIT=
Gastrointestinaler Transit, MPO= Myeloperoxidase, FACS= Flow Cytometer Analyse.
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2.5 Operativer Eingriff

Die Versuchstiere wurden fur die IM durch Inhalationsnarkose mit Isofluran bei einem Oo-
Fluss von 2 I/min sowie einem Isofluran-Anteil von 2-2,5 Vol % (Iso Flo Eickenmeyer,
Dragerwerk AG, Lubeck, Deutschland) anasthesiert. Praoperativ erhielten alle
Versuchstiere als Schmerzmittel Tramal subkutan und zusatzlich einmalig postoperativ im
Trinkwasser. Nach Desinfektion des Abdomens mit Ethanol 70 % erfolgte die mediane
Laparotomie. Die IM wurde von einer Person durchgefuhrt. Das Darmkonvolut wurde
dabei vorsichtig und ohne Zug aus dem Abdomen eventriert und auf Natriumchlorid
befeuchteten Kompressen vor das Abdomen verlagert. Daraufhin wurde der ganze
Dunndarm mit zwei sterilen befeuchteten Wattestabchen von proximal nach distal jeweils
zweimal durch gerichtete Rollbewegungen leicht komprimiert, wodurch der Darminhalt ins
Caecum verlagert wurde. AnschlieBend erfolgten eine anatomisch gerechte
Ruckverlagerung des Darmkonvoluts sowie der Verschluss des Abdomens mit einer
fortlaufenden Naht. Nach dem Eingriff erholten sich die Tiere unter einer Warmelampe.

Die IM ist eine langjahrig etablierte und bewahrte Methode zur Provokation einer
postoperativen Darmatonie (Stein et al., 2016; Wehner et al., 2005, 2007, 2009, 2012).

Abb. 6: Darstellung einer intestinalen Manipulation, bei der man durch das
Entlangrollen mit Wattestabchen einen leichten Druck auf die Darmwand ausubt, die
zur Lahmlegung des Darms fuhren kann.
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2.6 Gastrointestinaler Transit (GIT)

Die Wirkung auf die Darmmotorik nach Gabe der Testsubstanzen/Kolliphor-Puffer wurde
24 h nach IM mit Hilfe eines GIT gemessen.

Dazu erhielten die Versuchstiere uber einen Ernahrungstubus (Gavage) mithilfe einer
Knopfkanule jeweils 0,1 ml nicht resorbierbares Dextran (Floureszeinisothiocyanat
(FITC)-Dextran, 70.000 MW, Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland), an welchem der
Fluoreszenzstoff (FITC) gebunden war.

Die Tiere wurden nach 90 min Wartezeit mit Isofluran narkotisiert und getotet. Nach
Eingang uber die mediane Laparotomiewunde erfolgte eine Durchtrennung des
gastrodsophagealen Uberganges, des Colon descendens, der Mesenterialwurzel sowie
des Treitz’'schen Bandes. Das Darmkonvolut wurde daraufhin entnommen und den
anatomischen Segmenten entsprechend in 15 Darmsegmente bestehend aus Magen (1),
Dunndarm (2-11), Caecum (12) und Colon (13-15) zerschnitten.

AnschlieRend wurde der Darminhalt jedes einzelnen Darmsegments mit 1 ml Krebs-
Henseleit-Biocarbonate (KHB, eigenstandig im Labor angesetzt: NaCl, KCL, NaHCOs3,
NaH2PO4, Glucose, 2(H20) CaCl, (Stock-Lsg.), 6(H20)MgCl2 (Stock-Lsg.)) ausgespult
und in 2 ml Eppendorf-Cups Uberfuhrt. Die Eppendorf-Cups wurden bei 3000 U/min 5 min
zentrifugiert, der dabei entstehende Uberstand abgetragen und in 1,5 ml Eppendorf-Cups
weitere 5 min bei 12000 U/min zentrifugiert.

Zur Messung des Fluoreszenzmarkers FITC-Dextran wurden 100 ul des Uberstandes auf
eine 96-well Platte aufgetragen und im Mikroplatten Reader (Safire, Tecan GmbH) mit
einer Anregungswelle von 494 nm und einer Emissionswellenlange von 521 nm
gemessen.

Anhand folgender Formel liel3 sich das geometrische Zentrum (GC) aus den ermittelten

Werten errechnen, um eine Aussage Uber die motorische Darmfunktion zu treffen:

Anteil eines Segmentes an der Gesamtfloureszenz [%] * Segmentnummer
100

GC =),

GC stellt das Darmsegment dar, welches die hochste Konzentration an Fluoreszenzstoff
aufweist. Je weiter der Fluoreszenzstoff in Richtung Colon vorgedrungen war, desto
besser war die Darmpassage und somit die muskulare Funktion des Darmes zu bewerten.
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2.7 Myeloperoxidase (MPO)-Farbung

Die Anzahl von in die Darmwand infiltrierenden Leukozyten nach IM wurde indirekt mit
Hilfe der von ihnen exprimierten MPO quantitativ nachgewiesen.

Dazu wurde ein 2 cm langer Dunndarmabschnitt von jedem getdtetem Versuchstier
entnommen - wie in 2.6 beschrieben - und in eine mit KHB geflllten Sylgard-Schale
uberfuhrt. Zur besseren Vergleichbarkeit wurde darauf geachtet, moglichst den gleichen
Dunndarmabschnitt fur die Analyse zu gewinnen.

Unter dem Praparationsmikroskop (Leica MZ8, Leica Microsystems GmbH, Wetzlar,
Deutschland) erfolgte die Fixierung des Dinndarmmesenteriums mit kleinen Nadeln auf
der Sylgard-Schale. AnschlieBend wurde das Praparat langs und zwar nahe des
Mesenteriums aufgeschnitten und mit weiteren kleinen Nadeln so aufgespannt, dass es
sowohl in der Lange als auch in der Breite leicht gedehnt war.

Der so vorbereitete Dunndarmabschnitt wurde mit 100 % Ethanol fir 10 min fixiert. Nach
zweimaligem Ausspulen mit KHB konnte die Mucosa leicht von der ME abgezogen
werden, sodass die aufgespannte ME auf der Sylgard-Schale zurtckblieb. Nach Farbung
mit Hanker Yates (Polysciences Europe GmbH, Eppelheim, Deutschland) fur 10 min,
sowie zweimaligem Auswaschen der Farbelosung mit KHB, wurde das Praparat vorsichtig
auf einen Objekttrager gezogen und mit Hilfe des Eindeckmediums Aquatex (Microscopy
Aquatex, Merck, Darmstadt, Deutschland) mit einem Deckglas eingedeckt.

Unter einem Praparationsmikroskop (TE-2000, Nikon, Dusseldorf, Deutschland) wurden
die MPO exprimierenden Zellen quantitativ ausgezahlt. Diese Auszahlung erfolgte aus 5
Gesichtsfeldern 1600 px x 1200 px bei 100-facher VergroRerung. Durch folgende Formel
lieR sich die Anzahl an MPO positiven Zellen pro mm? abschatzen:

MPO+ Zellen MPO+ Zellen

mm?2 Gesichtsfelderx 0,17 mm?
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2.8 Durchflusszytometrische Analyse

Mithilfe der Durchflusszytometrie (engl. Flow Cytometer Analyse/ FACS) konnten die
Leukozyten in der ME praziser nach Grolde, Struktur und Granularitat quantitativ bestimmt
und in Neutrophile, Monozyten sowie den Rest gegliedert werden.

Fur die Analyse der Leukozyten wurde nach Organentnahme die ME mit einem
Wattestabchen von der Mucosa gestrippt. Anschliefend wurde die ME abgewogen,
zerkleinert und in 20 ml KHB gelegt (50 ml Eppendorf Rohrchen). Nach 5 min Zentrifuge
bei 500 g Umdrehung und 4 °C erfolgte die Verdauung des Uberstandes mit einem
Enzymmix im Wasserbad fur 35 min bei 37 °C. Der Enzymmix setzte sich zusammen aus
0,1 % Collagenase Typ Il (Worthington Biochemical, Lakewood, NJ, USA), 2,4 mg/ml
Dispasell (La Roche), 1 mg/ml BSA (Applichem) und 0,7 mg/ml Trypsin Inhibitor
(Applichem). Nach 40-minutiger Wartezeit wurde die Zellsuspension durch eine 70 ym
Gaze gefiltert und mit 20 ml PBS nachgespult. Nach weiteren 5 min Zentrifuge bei 500 g
Umdrehung und 4 °C erfolgte eine Auffiillung des Uberstand mit 1 ml FACS Puffer (50 ml
PBS und 200 pl Ethylendiamintetraessigsaure), eine Uberfiihrung in Flow Cytometry
Tubes und eine weitere 7-minlitige Zentrifugation. Der Uberstand inkubierte daraufhin fiir
35 min bei 4 °C mit einer Fc-Blocking Losung (clone 2.4G2, Institut der Molekular Medizin,
Bonn Deutschland) sowie mit Fluoreszenz gekoppelten, monoklonalen Antikorper gegen
Oberflachenmarker Ly6C (PE-Cy7, HK1.4, Biolegend, San Diego, CA, USA) und Ly6G
(APC, 1A8, Biolegend). AnschlieRend wurden die Tubes mit jeweils 1 ml FACS Puffer
gewaschen und 7 min zentrifugiert. Im Anschluss wurden Beads (10 pl/Probe)
hinzugefugt. Zur Abschatzung der Beadszahl erfolgte eine Auszahlung von 10 pl
Beadsmastermix, bestehend aus FACS Puffer und Beads, auf einer Zahlkammer unter
einem Lichtmikroskop.
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Kurz vor der durchflusszytometrischen Analyse am FACS Canto I/lll (BD Biosence)
wurden jeweils 5 yl Propidiumiodid hinzugefugt. Eingemessen wurden 3000 Beads pro
300 yl Probe. Da die Konzentration der Beads und das Volumen des durch das FACS
Canto I/lll flielRende Zellmedium bekannt waren, konnte die Gesamtzellzahl in jeder Probe

errechnet werden:

Zell — Event gezahlte Beads pro 10 ul

Beads — Event * Volumen der Probe

Die Auswertung der Durchflusszytometrie erfolgte mithilfe einer FlowJo Software (Tree
Star, Ashland, OR, USA).

2.9 Statistische Analyse

Statistische Analysen wurden mit Prism V5.04 (GraphPad Software, San Diego, CA, USA)
durchgefuhrt. Hierbei wurde ein 1-way ANOVA mit Bonferroni post hoc test angewendet.
Ebenso wurden Mittelwerte und Standardabweichungen (SEM) berechnet und analysiert.
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3. Ergebnisse

Die Daten von insgesamt 65 Versuchstieren der Gattung C57BL/6 Maus konnten
entsprechend der Zielsetzungen erhoben und analysiert werden. Die Einteilung in die
Versuchs- vs. Placebogruppe sowie der unterschiedlichen Testsubstanzen und

Konzentrationen erfolgte nach dem Zufallsprinzip.

3.1 Versuchsreihen

3.1.1 Vergleich zweier Pufferlosungen auf die postoperative Darmmotilitat

Das Ergebnis des Pilotversuches ergab, dass kein signifikanter Unterschied in der
Beurteilung der Darmfunktion der mit Kolliphor-Puffer behandelten Tiere (GC: 4,2 + 1) im
Vergleich zur mit PBS behandelten Gruppe (GC: 5,2 + 1) vorlag. Ebenso verhielt es sich
mit der MPO-Farbung: die mit Kolliphor-Puffer behandelten Tiere wiesen mit 450 + 100
MPO+ Zellen/mm? keine signifikant héhere Infiltration an Leukozyten in die ME auf als die
mit PBS-Puffer behandelten Tiere ( 550 + 150 MPO+ Zellen/mm?). Bei der
durchflusszytometrischen Analyse lag auch kein signifikanter Unterschied zwischen
Kolliphor-Puffer und PBS vor. Beide wiesen im Mittel 80 % + 5 Ly6C* Ly6G~ Monozyten
und 10 %+ 2 Ly6C*Ly6G* Neutrophile auf.
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Abb. 7: Vergleich zweier Pufferlosungen auf die postoperative Darmmotilitat

Fur die folgenden Ergebnisse bekamen die C57BL/6 Mause 30 min vor intestinaler
Manipulation PBS (n=3) oder Kolliphor-Puffer (n=3) intravends verabreicht. 24 h danach
wurde der Darm entnommen und die Muscularis externa (ME) der Darmwand flur die
nachfolgenden Analysen isoliert und aufgearbeitet. (A) Bestimmung des
gastrointestinalen Transits durch die prozentuale Verteilung von FITC-Dextran in 15
Segmenten, bestehend aus Magen (0-1), Dunndarm (2-11), Caecum (12) und Colon (13-
15). (B) Auszahlung der Myeloperoxidase (MPO) positiven Zellen in der postoperativen
ME. (C) Durchflusszytometrische Analyse der infiltrierenden Ly6C* Ly6G~Monozyten und
der Ly6C*Ly6G* Neutrophilen in der postoperativen ME. Sowohl beim gastrointestinalen
Transit als auch bei der MPO-Farbung und der durchflusszytometrischen Analyse zeigt
der Kolliphor-Puffer der Firma Thetis Pharmaceuticals keinen signifikanten Unterschied
zum isotonen PBS-Puffer. Somit eignet sich der Kolliphor-Puffer als Losungsmittel fur
unsere Versuchsreihen. Die Werte sind als Mittelwerte + SEM dargestellt und statistische
Signifikanzen durch Sterne gekennzeichnet (* p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001), n.s.= nicht
signifikant.
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3.1.2 l.v. appliziertes TP4311 verbessert die postoperative Darmmotilitat nicht

Im Experiment zwei untersuchten wir zuerst die Funktion des Darms durch die
Berechnung des GC. Dabei zeigte sich durch die parenterale Behandlung mit TP4311 (10
mg/ml) keine Besserung der Darmfunktion im Vergleich zur Kontrollgruppe. Die mit
TP4311 behandelten Tiere wiesen ein GC von 5 + 1,5 auf, welches sich als nicht
signifikant zur Kontrollgruppe darstellte (GC: 5,2 + 1,3). Um festzustellen, ob die
verzogerte Darmpassage der TP4311 behandelten Gruppe in eine verstarkte
Entzindungsreaktion resultierte, untersuchten wir die Infiltration der Leukozyten in der
postoperativen ME. Hierbei zeigten die TP4311 behandelten Tiere ein leicht vermehrtes
Infiltrat an MPO+ Leukozyten (450 + 100 MPO+ Zellen/mm?) als die Kontrollgruppe (400
+ 80 MPO+ Zellen/mm?). Dies spiegelte sich ebenfalls in der Bestimmung der
prozentualen Leukozytenverteilung in der Darmmuskulatur mittels Durchflusszytometrie
wieder: die TP4311 behandelten Tiere wiesen gleich viele Ly6C* Ly6G~ Monozyten und
Ly6C*Ly6G™* Neutrophile 24 h nach Darmmanipulation (10 % + 5 Neutrophilen und 79 %
+ 5 Monozyten) wie die Kontrollgruppe auf (12 % + 3 Neutrophilen und 80 % + 4

Monozyten).
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Abb. 8: |.v. appliziertes TP4311 verbessert die postoperative Darmmotilitat nicht.

Fur die folgenden Ergebnisse bekamen die C57BL/6 Mause 30 min vor intestinaler
Manipulation TP4311 (10 mg/ml) oder Kolliphor-Puffer intravends (i.v.) verabreicht. 24 h
danach wurde der Darm entnommen und die Muscularis externa (ME) der Darmwand fur
die nachfolgenden Analysen isoliert und aufgearbeitet, je Gruppe 8 Tiere. (A) Bestimmung
des gastrointestinalen Transits durch die prozentuale Verteilung von FITC-Dextran in 15
Segmenten, bestehend aus Magen (0-1), Dunndarm (2-11), Caecum (12) und Colon (13-
15). (B) Auszahlung der Myeloperoxidase (MPO) positiven Zellen in der postoperativen
ME. (C-D) Durchflusszytometrische Analyse der infiltrierenden Ly6C*™ Ly6G~ Monozyten
und der Ly6C*Ly6G* Neutrophilen in der postoperativen ME. Eine einmalige i.v. Gabe von
TP4311 (10 mg/ml) zeigte keinen signifikanten Unterschied zur mit Kolliphor-Puffer
behandelten Kontrollgruppe. Die Werte sind als Mittelwerte + SEM dargestellt und
statistische Signifikanzen durch Sterne gekennzeichnet (* p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001),
n.s.= nicht signifikant.
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3.1.3 Enteral appliziertes TP4311 verschlechtert die postoperative Darmmotilitat

Im Experimentansatz drei haben wir versucht, die Konzentration auf 50 mg/ml zu erhdhen,
welches nach den Vorversuchen nur durch enterale Gabe 2 h vor IM zu erreichen war.
Jedoch zeigte die p.o. Behandlung mit TP4311 (50 mg/ml) ganz im Gegenteil eine deutlich
verschlechterte Darmfunktion gegenuber der mit Kolliphor-Puffer behandelten
Kontrollgruppe. Die mit TP4311 behandelten Tiere wiesen ein weiter proximal im
Dunndarm liegendes GC von 3,4 + 1 auf im Vergleich zur Kontrollgruppe (GC: 4,5 + 1,5)
(*p<0,05). Bei der Bestimmung der Infiltration an MPO+ Leukozyten konnte jedoch eine
unveranderte Entzindungsreaktion in der Darmmuskulatur im Vergleich zur
Kontrollgruppe beobachtet werden: die TP4311 behandelte Gruppe wies 300+110 MPO+
Zellen/mm? auf, wahrend bei der Kontroligruppe 320+70 MPO+ Zellen/mm? gezahit
wurden. Ebenso verhielt es sich bei der durchflusszytometrischen Analyse: kein
signifikanter Unterschied konnte zwischen der p.o. Behandlung mit TP4311 (14 % + 1
Neutrophilen und 77 % + 3 Monozyten) und der Kontrollgruppe (16 % + 7 Neutrophilen
und 75 % + 6 Monozyten) festgestellt werden.
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Abb. 9: Oral appliziertes TP4311 verschlechtert die postoperative Darmmoitilitat.

Fur die folgenden Ergebnisse bekamen die C57BL/6 Mause 2h vor intestinaler
Manipulation TP4311 (50 mg/ml) oder Kolliphor-Puffer per oral (p.o.) verabreicht. 24 h
danach wurde der Darm entnommen und die Muscularis externa (ME) der Darmwand fur
die nachfolgenden Analysen isoliert und aufgearbeitet, je Gruppe 7 Tiere. (A) Bestimmung
des gastrointestinalen Transits durch die prozentuale Verteilung von FITC-Dextran in 15
Segmenten, bestehend aus Magen (0-1), Dunndarm (2-11), Caecum (12) und Colon (13-
15). (B) Auszahlung der Myeloperoxidase (MPO) positiven Zellen in der postoperativen
ME. (C-D) Durchflusszytometrische Analyse der infiltrierenden Ly6C* Ly6G~ Monozyten
und der Ly6C*Ly6G* Neutrophilen in der postoperativen ME. Die p.o. Applikation von
TP4311 (50 mg/ml) fuhrte im Vergleich zur mit Kolliphor-Puffer behandelten
Kontrollgruppe zu einem verschlechterten gastrointestinalen Transit: das geometrische
Zentrum lag bei der TP4311 behandelten Gruppe weiter proximal im Dunndarm, als bei
der Kontrollgruppe (*p<0,05). Dagegen waren keine signifikanten Unterschiede sowohl
bei der MPO-Farbung als auch bei der durchflusszytometrischen Analyse zwischen
beiden Gruppen zu beobachten. Die Werte sind als Mittelwerte + SEM dargestellt und
statistische Signifikanzen durch Sterne gekennzeichnet (* p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001),
n.s. = nicht signifikant.
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3.1.4 Langzeit-Supplementierung von TP4311 fuhrt zu keiner Entzindungsauflosung

Bei der Bestimmung des GIT konnte trotz des mehrmaligem Applizieren von TP4311 an
5 aufeinanderfolgenden Tagen kein signifikanter Unterschied bei der Beurteilung der
motorischen Darmfunktion zwischen der mit TP4311 behandelten Gruppe (GC: 4,7+1)
und der mit Kolliphor-Puffer behandelten Kontrollgruppe (GC: 3,9 + 0,5) nachgewiesen
werden.

Auch bei der Auszahlung infiltrierender Leukozyten in die postoperative ME zeichnete sich
kein signifikanter Unterschied zwischen der mit TP4311 behandelten Gruppe (380 + 70
MPO+ Zellen/mm?) und der Kontrollgruppe (400 + 80 MPO+ Zellen/mm?) ab.

Die prozentuale Zellverteilung in der Darmmuskulatur mittels Durchflusszytometrie wies
ebenfalls keinen signifikanten Unterschied zwischen mit TP4311 behandelten Tieren (72
% + 5 Monozyten und 16 % + 4 Neutrophile) und der Kontrollgruppe (73 % + 2
Monozyten und 14 % + 2 Neutrophile) auf.

Darlber hinaus beobachteten wir, dass die Versuchstiere, die mit TP4311 behandelt
wurden (n=5), nach dem 5. Tag offene Wunden an der Injektionsstelle aufwiesen,
wahrend die Kontrollgruppe (n=6), welche uber 5 Tage Kolliphor-Puffer erhalten hat,

keine offenen Wunden aufwies.
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Abb. 10: Langzeit-Supplementierung von TP4311 fuhrt zu keiner Entzindungsauflésung.
Fur die folgenden Ergebnisse bekamen die C57BL/6 Mause 30 min vor intestinaler
Manipulation TP4311 (10 mg/ml) oder Kolliphor-Puffer uber 5 Tage intravends (i.v.)
verabreicht. 24 h danach wurde der Darm entnommen und die Muscularis externa (ME)
der Darmwand fur die nachfolgenden Analysen isoliert und aufgearbeitet, je Gruppe 5-6
Tiere. (A) Bestimmung des gastrointestinalen Transits durch die prozentuale Verteilung
von FITC-Dextran in 15 Segmenten, bestehend aus Magen (0-1), Dinndarm (2-11),
Caecum (12) und Colon (13-15). (B) Auszahlung der Myeloperoxidase (MPO) positiven
Zellen in der postoperativen ME. (C-D) Durchflusszytometrische Analyse der
infiltrierenden Ly6C* Ly6G~ Monozyten und der Ly6C*Ly6G* Neutrophilen in der
postoperativen ME. Die mit TP4311 (10 mg/ml) Uber 5 Tagen i.v. behandelten Tiere
zeigten sowohl beim gastrointestinalen Transit als auch bei der MPO-Farbung und der
Durchflusszytometrie keinen signifikanten Unterschied zur Kontrollgruppe. Die Werte sind
als Mittelwerte + SEM dargestellt und statistische Signifikanzen durch Sterne
gekennzeichnet (* p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001), n.s. = nicht signifikant.
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3.1.5 Reines Protectin DX, nicht aber TP6211 wirkt sich protektiv auf den
Entzindungsverlauf des POl aus

Wie zu erwarten wies das reine Protectin DX als Positivkontrolle bei der Bestimmung der
Darmfunktion einen deutlich beschleunigten GIT auf (GC von 5,8 + 0,5) im Gegensatz zu
der mit Kolliphor-Puffer behandelten Kontrollgruppe (GC: 3,5 + 0,2) (**p<0,01). Unsere
neue Substanz TP6211 zeigte jedoch im Vergleich zur Positivkontrolle eine signifikant
verzogerte Darmpassage mit einem GC von 4,3 + 0,5.

Diese verschlechterte Darmpassage durch die Behandlung mit TP6211 resultierte in eine
vermehrte Entzindungsreaktion in der Darmmuskulatur: die TP6211 behandelten Tiere
(350 + 80 MPO+ Zellen/mm?) unterschieden sich von der Anzahl infiltrierender
Leukozyten nicht signifikant von der Kontroligruppe (550 + 100 MPO+ Zellen/mm?).
Wahrend die Positivkontrolle ein signifikant vermindertes Infiltrat an MPO+ Zellen aufwies
(250 + 60 MPO+ Zellen/mm?, *p<0,05).

Bei der Durchflusszytometrie konnte bei den TP6211 behandelten Tieren (70 % + 2
Monozyten und 17 % + 2 Neutrophile) ebenso kein signifikanter Unterschied zur
Kontrollgruppe festgestellt werden (66 %+3 Monozyten und 18 % + 2 Neutrophile). Wo
hingegen die Positivkontrolle eine deutlich signifikante Reduktion der Ly6C*Ly6G*
Neutrophilenzahl (10 % =+ 3) aufwies (*p<0,05). Wahrend die Ly6C*Ly6G™*
Neutrophilenzahl anteilig sank, stieg zugleich signifikant die Ly6C* Ly6G~ Monozytenzahl
mit 70 % + 2 im Vergleich zur Kontrollgruppe an (**p<0,01).
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Abb. 11: Reines Protectin DX, nicht aber TP6211 wirkt sich protektiv auf den
Entzindungsverlauf des POI aus.

FUr die folgenden Ergebnisse bekamen die C57BL/6 Mause unmittelbar nach intestinaler
Manipulation TP6211 (1,75 ug) oder reines Protectin DX (PDX, 1 ug) als Positivkontrolle
oder Kolliphor-Puffer intraperitoneal verabreicht. 24 h danach wurde der Darm
entnommen und die Muscularis externa (ME) der Darmwand fur die nachfolgenden
Analysen isoliert und aufgearbeitet, je Gruppe 4 Tiere. (A) Bestimmung des
gastrointestinalen Transits durch die prozentuale Verteilung von FITC-Dextran in 15
Segmenten, bestehend aus Magen (0-1), Dinndarm (2-11), Caecum (12) und Colon (13-
15). (B) Auszahlung der Myeloperoxidase (MPO) positiven Zellen in der postoperativen
ME. (C) Durchflusszytometrische Analyse der infiltrierenden Ly6C* Ly6G~ Monozyten und
der Ly6C*Ly6G" Neutrophilen in der postoperativen ME. TP6211 zeigte keine signifikanten
Unterschiede zur mit Kolliphor-Puffer behandelten Kontrollgruppe. Wahrend die
Positivkontrolle im Vergleich zur Kontrollgruppe einen deutlich verbesserten
gastrointestinalen Transit (**p<0,05), verminderte MPO Zellen (*p<0,05) sowie vermehrte
Ly6C* Ly6G~ Monozyten (**p<0,01) und reduzierte Ly6C*Ly6G" Neutrophilen (*p<0,05) in
der ME aufwies. Die Werte sind als Mittelwerte + SEM dargestellt und statistische
Signifikanzen durch Sterne gekennzeichnet (* p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001).



41

3.1.6 TP6212 kann den Verlauf eines POI nicht verhindern

Trotz verschiedener Konzentrationen war in dieser Versuchsreihe beim GIT kein
Unterschied zwischen dem Protectin DX-Derivat TP6212 und der mit Kolliphor-Puffer
behandelten Kontrollgruppe zu vermerken. TP6212 mit der geringsten Konzentration (100
ng) zeigte das am weitesten distal liegende GC mit 4,3 + 0,6, welches nicht signifikant
zur Kontrollgruppe war (GC: 3,2 + 0,2).

Obwohl sich die Funktion der Darmmotilitat bei den TP6212 behandelten Tieren kaum
von der Kontrollgruppe unterschied, zeigte die geringste Konzentration von TP6212 eine
Reduktion der infiltrierenden Leukozyten in der ME, 24 h nach Manipulation: bei den
TP6212 behandelten Tieren mit der Konzentration von 100 ng wurden 350 + 50 MPO+
Zellen/mm? gezahlt, wahrend bei der Kontrollgruppe 500 + 20 MPO+ Zellen/mm?
gemessen wurden (**p<0,01).

Als nachstes untersuchten wir mithilfe der Durchflusszytometrie, ob die Verringerung der
MPO+-Zellen durch die TP6212-Behandlung (100 ng) auf eine prozentuale Reduktion
monozytarer oder neutrophiler Leukozyten in der postoperativen ME beruhte. Durch die
Behandlung mit TP6212 in den Konzentrationen 100 ng und 1 ug waren die Leukozyten
in ihrer Anzahl jedoch nur geringfugig im Vergleich zur Kontrollgruppe verandert bzw.
vermindert. Im Mittel wiesen die TP6212 Gruppen mit den verschiedenen Konzentrationen
und die Kontrollgruppe 70 % Ly6C* Ly6G~Monozyten und 25 % Ly6C*Ly6G* Neutrophile
auf. Dies heilt aber nicht, dass kein qualitativer Unterschied zwischen den
eingewanderten Leukozyten bei den mit TP6212 behandelten Tieren und der
Kontrollgruppe bestehen konnte.
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Abb. 12: TP6212 kann den Verlauf eines POI nicht verhindern.

Fur die folgenden Ergebnisse bekamen die C57BL/6 Mause 30 min vor intestinaler
Manipulation TP6212 (10 pg, 1 ng, 100 ng) oder Kolliphor-Puffer intravends verabreicht.
24 h danach wurde der Darm entnommen und die Muscularis externa (ME) der Darmwand
fur die nachfolgenden Analysen isoliert und aufgearbeitet, je Gruppe 5 Tiere. (A)
Bestimmung des gastrointestinalen Transits durch die prozentuale Verteilung von FITC-
Dextran in 15 Segmenten, bestehend aus Magen (0-1), Dunndarm (2-11), Caecum (12)
und Colon (13-15). (B) Auszahlung der Myeloperoxidase (MPO) positiven Zellen in der
postoperativen ME. (C-D) Durchflusszytometrische Analyse der infiltrierenden Ly6C*
Ly6G~ Monozyten und der Ly6C*Ly6G* Neutrophilen in der postoperativen ME. Die
Behandlung durch TP6212 zeigt trotz verschiedener Konzentrationen keinen signifikanten
Unterschied sowohl beim gastrointestinalen Transit als auch bei der Durchflusszytometrie
im Vergleich zur mit Kolliphor-Puffer behandelten Kontrollgruppe. Lediglich konnten die
TP6212 Tiere mit der geringsten Konzentration (100 ng) ein signifikant vermindertes
Infiltrat an MPO+ Zellen in der Darmmuskulatur aufweisen (**p<0,01). Die Werte sind als
Mittelwerte + SEM dargestellt und statistische Signifikanzen durch Sterne
gekennzeichnet (* p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001).
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4. Diskussion

Ist die gerichtete Funktion des Gastrointestinaltraktes nach abdominellen Eingriffen
gestort, kommt es zum klinischen Bild eines POI und zwar nicht nur direkt am Eingriffsort,
sondern im Bereich des gesamten Gastrointestinaltraktes (Schwarz et al., 2004). Durch
das Fehlen evidenzbasierter prophylaktischer MaRnahmen stellt der POl im klinischen
Alltag ein permanent bestehendes Problem dar (Mao et al., 2019). Der dadurch bedingt
erhohte Kostenaufwand verbunden mit erhohtem Risiko fur den betroffenen Patienten
begrunden die Notwendigkeit nach wirksamen Therapeutika zu suchen (lyer et al., 2009).
Im Fokus der Forschung stehen daher Untersuchungen der zugrundeliegenden
Pathomechanismen des POl und die Identifizierung moglicher molekularer
Schlusselmechanismen. Boeckxstaens und de Jonge beschrieben vier Signalwege, die
fur die Ausbildung bzw. mangelnde Auflosung des POI identifiziert wurden. Der unter 4
aufgefuhrte pharmakologische Signalweg ist klar definiert und getrennt von den anderen
zu bewerten und nur der Vollstandigkeit halber aufgefuhrt (Boeckxstaens und de Jonge,
2009):

1. neurogener Signalweg (inhibitorische adrenerge Reflexe nach abdominellem Eingriff)
2. hormoneller Signalweg (uber das Corticotropin-Realising Hormon)

3. inflammatorischer Signalweg (Entzindungsreaktion in der ME)

4. pharmakologischer Signalweg (Opiate)

Keiner der aufgefihrten Pathomechanismen ist isoliert fur die Funktionseinschrankung im
POl verantwortlich zu machen, im Wesentlichen greifen sie im Rahmen eines
multifaktoriellen Geschehens ineinander uber. Derzeit haben sich insbesondere der
neurogene und inflammatorische Signalweg als Schlusselereignisse fur die Entwicklung
und Dauer des POI herauskristallisiert (Boeckxstaens und de Jonge, 2009).

FUr dieses Zusammenspiel sprechen neuere Studien, die zeigen, dass ein neuroimmuner
Mechanismus insbesondere durch den Nervus vagus und den entzindungsaufldsenden
Lipidmediatoren besteht, der sogenannte ,vagus proresolving Reflex“. Stimuliert man den
Nervus vagus ex vivo, wird auf direktem Wege die Synthese von spezifischen
antiinflammatorischen Lipidmediatoren initiiert (Serhan et al., 2018 b; 2019).
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Die Bedeutung der Lipidmediatoren und deren madglicher Einsatz ist Thema dieser Arbeit.

Basierend auf Vorarbeiten der Arbeitsgruppe wurde untersucht, ob es mit Hilfe einer
Immunonutrition von synthetisch hergestellten stabilen Amino-Lipidverbindungen gelingt,
die prolongierte Form des POl im Mausmodell zu verhindern.

Dazu wurde die synthetisch hergestellte Amino-Lipid-Verbindung der n-3 Fettsaure DHA
(TP4311) oder des Lipidmediators Protectin DX (TP6211 oder TP6212) eingesetzt. Die
Entscheidung, einen Molekulverband aus einer Aminosaure mit DHA bzw. Protectin DX
synthetisch herzustellen und anzuwenden, basiert auf dem Wissen, dass ein direkter
Einsatz einer essentiellen Fettsaure oder deren Lipidmediatoren aufgrund der Instabilitat
und der Notwendigkeit einer mehrtagigen praoperativen Gabe in Form von
Fischdlemulsionen beim akuten Notfall sowie in der praoperativen Versorgung des
Patienten nicht in Frage kommt. Durch die Stabilisierung der n-3 Fettsauren sollte die
Wirkung der Praparate gesteigert werden und zu einem kurzeren Behandlungsintervall

fuhren, womit die Moglichkeit des Akuteinsatzes gegeben ware.

Diese vorliegende Arbeit ist insofern eine Pilotstudie, da die hergestellten Amino-Lipid-
Verbindungen erstmalig zur Beantwortung ihrer Wirksamkeit auf die Beeinflussung der
Entzindungskaskade in einem iatrogen ausgelosten POl im Mausmodell getestet
wurden. Vergleiche mit vorliegenden Studien sind daher nur indirekt moglich.

Die Dosierung der Testsubstanzen sowie deren Applikation (i.v. vs. p.o. /i.p.) wurde nach
ersten vorliegenden Auswertungen entsprechend verandert.

Die Auswertung der Testsubstanz TP4311 ergab in keiner der Testreihen einen
signifikanten Unterschied zwischen der behandelten Gruppe und der Kontrollgruppe. Eine
Auflosung bzw. Verbesserung der Darmmotilitat nach Etablierung des POI konnte daher
nicht gezeigt werden. Mogliche Grunde konnten in einer nicht ausreichenden
Bioverfugbarkeit der Substanz liegen sowie in der Interaktion auch nervaler/hormonaler
Signalwege bedingt sein. Das Modell selbst ist jedoch valide, da bei beiden Gruppen ein
vermehrter Influx an Leukozyten als Zeichen der Entzindungsreaktion in der

Darmmuskulatur zu beobachten war (Kalff et al., 1998).
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Bezogen auf das TP4311 zeigte sich keine Abnahme der Inflammation im Vergleich zur
Kontrollgruppe. Dies steht im Gegensatz zu anderen Studien, die zeigen konnten, dass
eine Substitution von Fischdl, welches die n-3 Fettsaure DHA und EPA enthalt, die
Inflammation bei chronischen Darmerkrankungen reduziert und die Prognose verbessert
(Calder et al., 2008; Hillier et al., 1991; Trebble et al., 2004): Hillier et al. (1991) konnten
so z.B. zeigen, dass durch die Gabe von 3 Fischdlkapseln am Tag uber 12 Wochen
vermehrt n-3 Fettsauren in Lipidmembranen der Darmmucosa eingebaut werden und
diese dadurch Einfluss auf die Synthese proinflammatorischer Lipidmediatoren nehmen.
Schliefdlich konnte nach 12 Wochen Behandlung mit Fischol eine verminderte Anzahl an
entzundungsfordernden Thromboxane und Prostaglandine gemessen und somit eine
Verbesserung der Symptome bei chronisch darmkranken Patienten erzielt werden.
Ebenso konnten Wehner et al. (2012) im standardisierten Mausmodell des POI
nachweisen, dass eine parenterale Gabe von Fischdl nur 5 praoperative Tage bendtigt,

um antiinflammatorische Effekte zu zeigen.

Maoglicherweise zeigt in unserer Studie das DHA-Derivat TP4311 keine Wirkung, da es im
Gegensatz zu Fischdl keine Antioxidantien wie Vitamin E enthalt, welche die Lipide vor
der Peroxidation schitzen konnten. Die Bedeutung der Antioxidantien wurde in klinischen
Studien gezeigt, in denen kritisch kranke Patienten von parenteralen Infusionen mit
Antioxidantien profitieren und dadurch die Dauer eines POI verkurzt wurde (Luo et al.,
2008; Ohno et al., 2009). Allerdings wurde umgekehrt diese Bedeutung der Antioxidantien
jedoch von Wehner et al (2012) nicht bestatigt. Hier zeigte sich im Endotoxamie-Modell,
dass Fischol auch ohne Zusatz eines Antioxidans einen antiinflammatorischen Effekt

aufweist. Weitere Studien dazu stehen noch aus.

Vielmehr flhrte eine Langzeit-Supplementierung von TP4311 zu infizierten offenen
Wunden an der Injektionsstelle. Da diese Beobachtungen sowohl in Vorversuchen mit
Fischdlemulsionen als auch bei der Kontrollgruppe nicht gemacht werden konnten,
konnen unsauberes Arbeiten, technische Fehler sowie gegenseitiges Beilden als Ursache
ausgeschlossen werden. Hingegen ist die Pathogenese der offenen Wunden auf eine
Akkumulation von TP4311 durch ein zu langsames Abtransportieren in der Schwanzvene

zurickzufuhren.
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Eine andere Ursache fur die fehlende signifikante Wirkung im POI dieser Testsubstanz
konnte am Fehlen des EPA liegen. So hatte eine Studie bei Patienten mit der Diagnose
einer familiaren adenomatosen Polyposis (FAP) mit einer synthetisch hergestellten
Amino-Lipid-Verbindung von derselben Firma zu positiven Ergebnissen gefuhrt. Das
eingesetzte Praparat TP252 bestand dabei aus zwei EPA und der Aminosaure
Magnesium L-Lysin (Nakanishi et al., 2018). Selbst EPA alleine zeigte antineoplastische
Aktivitat bei FAP Patienten (Courtney et al., 2007; Oshima et al., 1995; West et al., 2010).
Da EPA ebenso wie DHA in ihrer chemischen Struktur sehr instabil sind, sorgte die Amino-
Lipid-Verbindung vom TP252 fur Stabilitat. Die Behandlung mit TP252 zeigte einen
geringeren Anteil an Arachidonsaure in der Darmmucosa von Mausen. Dafur konnte ein
vermehrter Anteil an EPA und dessen antiinflammatorischen Lipidmediatoren in der
Darmmucosa gemessen werden, welches wahrscheinlich zur Unterdrickung des
Tumorwachstums fuhrte. Jedoch zeigte Stein et al. (2016), dass das Enzym LOX 5,
welches u.a. EPA metabolisiert, im unbehandelten Darm nachweisbar ist und weniger

wahrend der POl Pathogenese.

Neben dem TP252 zeigte auch eine weitere synthetisch hergestellte Amino-Lipid-
Verbindung TP113, welche aus DHA, der Glutamat-Aminosaure und Metformin besteht,
in Versuchen beim Typ Il Diabetes, dass antiinflammatorische Lipidmediatoren der DHA
eine entscheidende Rolle in der Pathogenese dieser Erkrankung spielen (Mitchell et al.,
2017). Insbesondere erweist sich Protectin DX als ein wichtiger Regulator der
Glukogenese und der Insulinresistenz (White et al., 2014). Zwar beruht diese Studie auf
einem anderen Krankheitsmechanismus, jedoch fuhrte die Amino-Lipid-Verbindung von
TP113 zu einer verbesserten Bioverfugbarkeit von DHA und in Kombination mit Metformin
zu einer verbesserten Insulinsensitivitat, als eine Therapie mit Metformin allein. Bereits
eine einzelne enterale Gabe von TP113 mit der hochsten Konzentration (200mg/kg) fuhrte
nach 2h zu erhohter Konzentration an DHA und Protectin DX im Skelettmuskel bei
Diabetes Mausen. Auch diesbezuglich bliebe zu klaren, ob im POl Modell TP4311 die
Konzentration an DHA und Protectin DX in der Darmmuskulatur erhoht.

2016 konnten Stein et al (2016) nachweisen, dass bei Gabe einer DHA reichen n-3
Fettsaureemulsion erhohte Konzentrationen vom Lipidmediator Protectin DX in der
Darmmuskulatur vorlagen und somit dem Protectin DX eine entscheidende Rolle in der
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Auflosung der Inflammation beim POI zugesprochen wird. Diese Beobachtung stellte man
auch beim Protectin DX Isomer: Protectin D1 fest. Protectin D1 senkt das
Entstehungsrisiko einer Peritonitis, indem es die Einwanderung an Neutrophilen,
Monozyten und Lymphozyten reduziert (Serhan et al., 2006). Ebenso zeigt eine weitere
Studie, dass eine Protectin DX Behandlung zu einer geringeren Produktion an reaktiven
Sauerstoffspezies sowie zu einer geringeren MPO Freilassung aus menschlichen
Neutrophilen fuhrt. Auf diese Weise kann sich keine chronische Inflammation aufbauen
(Liu et al., 2014).

Entgegen der vorhin genannten Studien konnten wir aber keinen antiinflammatorischen
Effekt bei den Amino-Lipid-Verbindungen des Lipidmediators Protectin DX (TP6211,
TP6212) im POI Modell nachweisen. Sowohl TP6211 als auch TP6212 flhrten zu einer
verschlechterten Darmaktivitat 24 h nach IM.

Ob es nun alleine an der Amino-Lipid-Verbindung liegt oder an einem Ubergreifenden
Mechanismus von noch unbekannten intrazellularen Signalwegen, bleibt letztendlich
offen. Im Gegensatz zum Protectin DX sind die an der Auflosung der Inflammation beim
POl beteiligten involvierten Rezeptoren der anderen Lipidmediatoren Lipoxin A4, Resolvin
E1 und Resolvin D1 bekannt (Arita et al., 2007; Krishnamoorthy et al., 2010; Kytikova et
al., 2019; Rogerio et al., 2012). Demnach werden weitere Studien bendtigt, um den
genauen Wirkungsmechanismus von Protectin DX, vor allem den Rezeptor, naher zu
charakterisieren (Serhan und Levy, 2018 a). Damit konnte man Unterschiede nur minimal
veranderter Lipidverbindungen, wie den hier eingesetzten Testsubstanzen, erklaren.

Zur Selbstkritik sei zu nennen, dass keine eigene Qualitatskontrolle der Mittel TP4311,
TP6211, TP6212 durchgefuhrt wurde. Das diese Mittel die vorgegebenen
Konzentrationen an DHA oder Protectin DX tatsachlich enthalten haben, wurde
vorausgesetzt. In diesem Kontext hatte den Versuchsreihen moglicherweise eine
massenspektrometrische Analyse der Lipide in der postoperativen ME und der Blutzellen
vorausgehen mussen. Damit hatte man ausschliefen konnen, dass ein Wirkungsverlust
durch eine veranderte Aufnahmefahigkeit der Substanzen oder durch fehlende Bindung
am Rezeptor, z.B. durch Veranderung der sterischen Konformation, eingetreten ist.

Bezlglich der Aufnahme in die Darmmuskulatur gingen wir in Analogie zu
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Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe davon aus, dass die Bioverfugbarkeit der
Testsubstanzen denen der bereits getesteten Substanzen (DHA reiche Fischdlemulsion
und reines Protectin DX) entspricht bzw. sogar verbessert sein konnte (Stein et. al, 2016;
Wehner et. al, 2012).

Der Wirkungsverlust der Testsubstanzen (TP4311, TP6212, TP6211) mag durch die Wahl
des Stabilisators begrundet sein. Testreihen mussen zeigen, ob diese eingebrachten
Aminosauren zu einem Wirkungsverlust fuhren, da die bereits getesteten Substanzen
(DHA reiche Fischolemulsion und reines Protectin DX) sowie die Positivkontrolle im
Experiment 5 ohne die Aminosaure als Stabilisator eine prolongierte Form des POI

verhindern konnten.

Zusammenfassend kann man sagen, dass trotz der vielversprechenden Vorversuche
TP4311, TP6211 und TP6212 keinen Effekt im Sinne einer Praventionstherapie zur
Vermeidung eines POl im Tiermodell gezeigt hatten. Insbesondere der zu erwartende
antiinflammatorische Effekt auf die Darmmuskulatur nach Manipulation blieb aus, es kam

daruber hinaus eher zu einer Verschlechterung der Darmmotilitat.
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5. Zusammenfassung

Der postoperative lleus (POI) ist charakterisiert durch eine reflektorisch nach operativen
Eingriffen entstehende, regrediente Darmatonie des gesamten Intestinaltraktes. Das hohe
Morbiditats-Mortalitatsrisiko fur den Patienten sowie die wirtschaftlichen Kosten fur das
Gesundheitssystem stellen ein weitreichendes Problem dar. Eine evidenzbasierte valide
Therapie oder prophylaktische MalRnahmen dieser gefurchteten Komplikation stehen
nicht zur Verfugung.

Pathogenetisch steht die durch intraoperative Manipulation ausgeloste komplexe
Entzindungsreaktion in der Darmmuskulatur im Fokus mehrerer Studien.
Vielversprechend ist daher der Ansatz, die Entzindungsauflosung uber wichtige
Bestandteile der Phospholipidschicht der Zellmembranen und daraus generierter
Lipidmediatoren positiv zu beeinflussen. Im Rahmen einer Immunonutrition kdnnten so
enteral/parenteral zugefuhrte mehrfach ungesattigte Fettsauren, die einen wichtigen
Bestandteil der Phospholipidmembran darstellen, die Auflosung der Entzindung
beschleunigen und das Entstehen eines prolongierten POl verhindern.

Eine Wirksamkeit dieser Zufuhr von ungesattigten Fettsauren wurde fur die Therapie von
Gicht, rheumatoider Arthritis und entzundlichen Darmerkrankungen bereits unter Beweis
gestellt.

Der Einsatz ungesattigter Fettsauren im POl ist jedoch aufgrund der Notwendigkeit einer
mehrtagigen Einnahme praoperativ gerade im Notfall nicht moglich. Da ihre Verfugbarkeit
— insbesondere aufgrund der hohen Herstellungskosten — eingeschrankt ist, wurden in
Analogie stabile Amino-Lipid-Verbindungen synthetisch hergestellt.

In dieser Arbeit wurden erstmals am POI-Mausmodell die synthetisch hergestellte Amino-
Lipid-Verbindung der n-3 Fettsdure DHA (TP4311) sowie ebensolche Verbindungen des
Lipidmediators Protectin DX (TP6211, TP6212) untersucht.

Die Wirkung der Testsubstanzen auf die Darmmotorik sowie die Auswertung der an der
Entzindung beteiligten Leukozyten standen im Fokus der Auswertung. Hierzu wurden
mannliche C57BL/6 Mause vor oder wahrend einer Manipulation mit den synthetisch
hergestellten Substanzen (TP4311, TP6211, TP6212) oder mit Puffer behandelt. Im

Anschluss wurden die Darmpassage in vivo und die Leukozyteninfiltration in der
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Darmmuskulatur bestimmt. Zur weiteren Charakterisierung der beteiligten Zelltypen
wurden durchflusszytometrische Analysen genutzt.

Wahrend der Nachweis eingewanderter Leukozyten in die Darmmuskulatur das Modell
des POI als solches bestatigte, konnte weder eine statistisch signifikante Veranderung
der Darmmotilitat noch eine Entzindungsabnahme im Vergleich behandelter zu mit
Placebo behandelten Tieren gezeigt werden. Ebenso konnte keine statistisch signifikante
Veranderung der prozentualen Leukozytenverteilung nachgewiesen werden. Unsere
Ergebnisse zeigen somit keinen antiinflammatorischen Effekt der synthetisch
hergestellten Amino-Lipid-Verbindungen auf den POI.

Auch wenn diese Ergebnisse somit keinen Effekt im POl Mausmodell zeigten, heil3t dies
nicht, dass die Moglichkeit einer Immunonutrition mit mehrfach ungesattigten Fettsauren
falsch ist. Die Auswahl anderer Stabilisatoren, Erkenntnisse Uber die entsprechenden
Rezeptoren sowie Analysen des Metabolismus der eingesetzten Fettsauren konnten die

primar hoffnungsvollen Ansatze der Immunonutrition als Therapieoption bestarken.
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