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Einleitung

1 Einleitung

Tierversuche sind in der biomedizinischen Forschung unerlasslich, denn nur anhand
von Versuchstieren lassen sich komplexe physiologische und pathologische
Prozesse im lebenden Organismus erfassen und verstehen. Dem erhofften
Erkenntnisgewinn steht die Belastung der Tiere in den Versuchen gegenuber. Diese
kann von sehr unterschiedlichem Ausmal3 sein und von reinen Verhaltens-
beobachtungen bis zu schweren operativen Eingriffen reichen.

Der Tierschutz hat in den letzten Jahren sowohl in der Gesellschaft als auch in der
Wissenschaft einen deutlich hoheren Stellenwert erlangt. Dies spiegelt sich auch in
der Gesetzgebung wider. So wurde im Jahr 2010 vom Européischen Parlament eine
EU-Richtlinie (EU-Direktive 2010/63) zum Schutz der fur wissenschaftliche Zwecke
verwendeten Tiere verabschiedet, die im Juli 2013 mit der Novellierung des
Tierschutzgesetzes in nationales Recht umgesetzt wurde.

Grundlage der EU-Richtlinie ist das 3R-Prinzip, das 1959 von den britischen
Wissenschaftlern Russell und Burch gepragt und verdffentlicht wurde. Ziel des 3R-
Prinzips ist es, Tierversuche durch geeignete Alternativmethoden zu ersetzen
(replace), die Anzahl der bendtigten Tiere eines Versuches auf ein Minimum zu
reduzieren (reduce) und die angewendeten Methoden zu optimieren (refine), um das
Wohlergehen der Tiere zu verbessern (RUSSELL u. BURCH 1959).

Um ein hohes Tierschutzniveau zu gewahrleisten, enthdlt die EU-Richtlinie
zahlreiche neue Regelungen fur die Genehmigung und Durchfiihrung von
Tierversuchen. Nach Artikel 15 Absatz 1 der EU-Richtlinie 2010/63 muss im
Tierversuchsantrag die zu erwartende Belastung der Versuchstiere angegeben
werden. FUr eine realistische Beurteilung bedarf es objektiver und reproduzierbarer
Methoden, welche derzeit noch nicht ausreichend zur Verfigung stehen (BLEICH u.
TOLBA 2017; KEUBLER et al.2018).

Insbesondere bei den in der Forschung hauptsachlich eingesetzten kleinen
Nagetieren ist das Erkennen von geringen bis maRigen Belastungszustanden eine
besondere Herausforderung, da es sich bei diesen Tieren um Fluchttiere handelt, die
Schmerzen und Anzeichen von Schwache verbergen, sobald sie sich beobachtet
fuhlen (ARRAS et al. 2007; FLECKNELL 2018). Telemetrische Messverfahren bieten
die Maoglichkeit, belastungsrelevante Parameter wie Herzfrequenz, Korperkern-
temperatur und Aktivitatsmuster storungsfrei zu erfassen.

Ziel dieser Dissertation war es, belastungsbedingte Veranderungen physiologischer
Parameter mit Hilfe der Telemetrie zu erfassen und auf wissenschaftlicher Basis zu
beurteilen. Die Ergebnisse sollen dabei helfen, objektive und verlassliche Methoden
zur einheitlichen Belastungsbeurteilung von Labormausen auszuarbeiten und weiter
zu entwickeln.
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2 Literaturtbersicht

2.1 Belastungsbeurteilung bei Versuchstieren

Als Belastung kann jegliche Empfindung, die zu einer Beeintrachtigung des
Wohlbefindens fuhrt, verstanden werden (LASA 1990). Eine Belastungsbeurteilung
bei Versuchstieren ist gesetzlich vorgeschrieben und stellt tierexperimentell
arbeitende Wissenschaftler immer wieder vor Schwierigkeiten und Probleme. Der
Begriff Belastung wird im Tierschutzgesetz nicht verwendet, sondern dient als
Oberbegriff fur die im Gesetzestext v or k o mme n d 8chme&engLeidefh dne
Schadenfi Eine klare Abgrenzung dieser Begriffe ist nicht mdglich, da die Ubergange
flieRBend sind und sie sich gegenseitig beeinflussen (HACKBARTH u. LUCKERT
2000). Im Zusammenhang mit der Belastungsbeurteilung von Versuchstieren wird
auch der Begriff Stress haufig verwendet, obwohl dieser im Tierschutzgesetz nicht
explizit erwahnt wird. Da insbesondere Stressbelastungen der Versuchstiere in der
vorliegenden Arbeit eine zentrale Rolle spielen, soll auch dieser Begriff genauer
definiert werden.

Im Folgenden wird zun&chst auf die rechtlichen Grundlagen und die wesentlichen
tierschutzrechtlichen Begriffe sowie auf die Schwierigkeiten, die diese Aufgabe mit
sich bringt, eingegangen. Des Weiteren wird ein Uberblick utber aktuelle
Entwicklungen und derzeit angewendete Methoden zu Belastungsbeurteilung
gegeben.

2.1.1 Rechtliche Grundlagen

Der Grundsatz (81) des deutschen Tierschutzgesetzes lautet:

Aweck dieses Gesetzes ist es, aus der Verantwortung des Menschen fiir das Tier
als Mitgeschopf dessen Leben und Wohlbefinden zu schitzen. Niemand darf einem
Tier ohne verninftigen Grund Schmerzen, Leiden oder Schaden zufligen. i

Eine Sonderstellung von diesem Grundsatz nimmt nach 87 des Tierschutzgesetzes
die tierexperimentelle Forschung ein. Im Fol genden h e iV€§ducheean
Wirbeltieren ( € ) d¢rfen nur durchgef ¢hrt we
Schmerzen, Leiden oder Schaden der Tiere im Hinblick auf den Versuchszweck
ethisch vertretbar sind.i (§87a Abs. 2, Nr.3). Der Gesetzgeber tragt dem Forscher
somit eine Verantwortung fur das Wohlbefinden des ihm anvertrauten Tieres auf und
verlangt eine ethische Abwagung zwischen der Belastung der Versuchstiere und der
Bedeutung des erhofften Erkenntnisgewinns.

Auch die EU-Richtlinie 2010/63 zum Schutz der fir wissenschaftliche Zwecke
verwendeten Tiere schreibt vor, dass die Versuche so zu gestalten sind, dass sie die

A
hier :
rden,
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geringsten Schmerzen, Leiden, Angste oder dauerhaften Schaden verursachen.
DarlUber hinaus muss eine prospektive Einstufung des Schweregrades der Verfahren
in die Antrdge fur die jeweilige Projektgenehmigung aufgenommen werden.

Dementsprechendsindal | e Verfahren in die Kategorien
Lebensfunktionid, odger iAsgi,we A iniArgkeenlsju Die d n e n

Schwere eines Verfahrens richtet sich dabei nach dem Grad der Schmerzen, Leiden,
Angste oder dauerhaften Schaden, denen ein einzelnes Tier im Verlauf des
Verfahrens ausgesetzt sein konnte, sowie nach der Dauer der Einwirkung und der
kumulativen Auswirkung in einem Versuch. Wé&hrend des Versuchs muss der
tatsachliche Schweregrad fur jedes Tier erfasst und abschliel3end, im Rahmen der
jahrlichen Berichterstattung, der européischen Kommission tbermittelt werden (vgl.
Artikel 38, 54). Der tatsachliche Schweregrad spiegelt die hdochste Schwere wider,
die das Tier im Verlauf des Versuchs erfahren hat.

Anhang VIII der Richtlinie listet Beispiele fur die Einstufung des Schweregrades in
den verschiedenen Kategorien auf. Die geringe Anzahl der Fallbeispiele sowie
fehlende Hinweise darauf, wie die Schweregradklassifizierung abgeleitet wurde,
geben jedoch Anlass zur Kritik (SMITH et al. 2018).

2.1.2 Schmerzen

Die von der A lonctieartniaotni ofn@mrd tAlses St udy

of

P a

wel tweit akzeptierte DefSchmerzist eime unamyeneh8ie h mer z

sensorische und emotionale Erfahrung, die mit tatsachlicher oder potentieller
Gewebeschadigung einhergeht oder als solche empfunden wird.Ai (IASP 1979).
Schmerzen entstehen also nicht nur durch unmittelbare physikalische Einwirkungen
auf den Organismus, auch die emotionale Komponente des Schmerzes spielt eine
wichtige Rolle bei der Schmerzwahrnehmung.

Spezifische Schmerzrezeptoren (Nozizeptoren) liegen als freie Nervenendigungen im
Gewebe und erkennen schadliche oder potenziell schadliche mechanische,
thermische oder chemische Reize aus der Umgebung. Uber Aktionspotentiale
Ubertragen die Nozizeptoren Informationen an das zentrale Nervensystem, wodurch
eine sofortige Wegziehbewegung (spinaler Reflex) oder ein anderes Verhalten
ausgeldst wird, um dem schmerzhaften Stimulus zu entkommen (MOGIL 2009).
Auch korpereigene Substanzen, sog. Entzindungsmediatoren, kdnnen chemische
Schmerzreize auslosen. Wie der Schmerz wahrgenommen wird, variiert
entsprechend der jeweiligen Nozizeptoraktivierung (Lokalisation, Dauer, Intensitat)
und der Art und Weise, wie das ZNS ihn verarbeitet (Erfahrung, emotionaler Zustand,
individuelle Variation). Neben den nozizeptiven Schmerzen gibt es die sog.
neuropathischen Schmerzen, bei denen das Nervensystem selbst die Ursache fur
das Schmerzempfinden ist. Neuropathische Schmerzen entstehen als Folge von
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Schadigungen zentraler oder peripherer Nervenfasern. Weiterhin kbnnen Schmerzen
nach ihrem Entstehungsort in somatische und viszerale Schmerzen eingeteilt werden
(OTTO 2001).

Schmerzen sind subjektiv und lassen sich selbst beim Menschen nur schwer
beurteilen. Das Fehlen verbaler Kommunikationsmdglichkeiten macht die Erkennung
und insbesondere die Quantifizierung des Schmerzgeschehens beim Tier noch
wesentlich schwieriger (MORTON u. GRIFFITHS 1985; JIRKOF 2017). Nach
heutigem Stand der Wissenschaft haben Wirbeltiere, insbesondere S&ugetiere,
aufgrund einer ahnlichen Anatomie und funktionellen Struktur des peripheren und
zentralen Nervensystems ein dem Menschen vergleichbares Schmerzempfinden.
Demnach sollten beim Tier alle Eingriffe oder Krankheitsmodelle als schmerzhaft
bewertet werden, die auch beim Menschen mit hoher Wahrscheinlichkeit mit
Schmerzen verbunden sind (ACLAM et al. 2007).

Trotz dieser Erkenntnisse und zahlreich verfugbarer Analgetika fur die Tiermedizin
haben aktuelle Studien gezeigt, dass einige der am haufigsten bei kleinen
Labornagetieren eingesetzten Analgetika postoperative  Schmerzen nicht
ausreichend lindern (EVANGELISTA-VAZ et al. 2018; FLECKNELL 2018; OLIVER et
al. 2018). Weiterhin bestehen Beflrchtungen mdoglicher Wechselwirkungen der
Analgetika mit den Forschungsergebnissen sowie eine allgemeine Unsicherheit bei
der Dosierung und Wirkungsdauer der verschiedenen Praparate (PETERSON et al.
2017).

Besonders bei kleinen Labornagetieren wie der Maus ist das Erkennen von geringen
bis maRigen Schmerzzustanden eine besondere Herausforderung, da diese Tiere
Schmerzen und Anzeichen von Schwache verbergen, sobald sie sich beobachtet
fuhlen. Dieser natirliche Schutzmechanismus dient dazu, Beutejager nicht auf sich
aufmerksam zu machen, oder den eigenen sozialen Status in der Gruppe nicht zu
gefahrden (STASIAK et al. 2003; ARRAS et al. 2007).

Ein umfassendes Standard-Schmerzbewertungsschema fur Nagetiere ist bisher nicht
verfigbar und eine Schmerzbeurteilung bei Versuchstieren wird selten durchgefihrt.
Praktikable Methoden fir eine zuverlassige Schmerzbewertung sollten daher
weiterentwickelt und verbessert werden (GRAF et al. 2016; FLECKNELL 2018).

2.1.3 Leiden

Lorz und Metzger definierten Leiden a | slle Yom Begriff des Schmerzes nicht
erfassten Beeintrachtigungen des Wohlbefindens, die Uber ein schlichtes Unbehagen
hinausgehen, und eine nicht ganz unwesentliche Zeitspanne fortdauernii (LORZ u.
METZGER 1999). Der Begriff des Leidens fasst zahlreiche unangenehme
Empfindungen wie z. B. Angst, Furcht, Erschdopfung, Hunger und Durst zusammen.
Leiden kann als Konsequenz von Schmerzen entstehen und immer dann auftreten,
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wenn das Tier langerfristig belastenden Situationen ausgesetzt ist (HACKBARTH u.
LUCKERT 2000).

2.1.4 Schaden

Man spricht von Schéaden, wenn der korperliche oder seelische Zustand eines Tieres
vorubergehend oder dauerhaft verschlechtert wird. Der Schaden kann als Ursache,
Begleiterscheinung oder Folge von Schmerzen und Leiden auftreten. Dazu zahlen
beispielsweise Abmagerung, Verletzung, Storung des Verhaltens und Gesundheits-
schaden (LORZ u. METZGER 1999). Schmerzen und Leiden kdnnen damit
einhergehen, sind aber keine Voraussetzung fur Schaden (HACKBARTH u.
LUCKERT 2000).

2.1.5 Wohlbefinden

Lorz und Metzger (1999) definieren Wohlbefinden als einen Zustand korperlicher und
seelischer Harmonie des Tieres in sich und mit der Umwelt, welcher insbesondere
durch die Abwesenheit von Schmerzen und Leiden charakterisiert wird. Anzeichen
von Wohlbefinden sind Gesundheit und ein natirliches, in jeder Hinsicht der
jeweiligen Tierart entsprechendes Verhalten. Die Deckung des individuellen Bedarfs
sowie die Befriedigung sozialer und ethologischer Bedirfnisse und die Vermeidung
von Schéden sind Grundvoraussetzung fir das Wohlbefinden eines Tieres
(TSCHANZ 1986).

Faktoren, die das Wohlbefinden von Versuchstieren beeintrachtigen, konnen
einerseits durch die experimentellen Manipulationen und andererseits durch
Stressoren, die aus der normalen Haltung und Pflege resultieren, entstehen
(BALCOMBE et al. 2004). Die Federation of European Laboratory Science
Associations (FELASA) hat kuirzlich in Zusammenarbeit mit der American
Association of Laboratory Animal Science (AALAS) Empfehlungen zur Durchfiihrung
der Schaden-Nutzen-Analyse im Sinne der ethischen Vertretbarkeit von Tier-
versuchen verdffentlicht und empfiehlt dem Wissenschatftler, sich bei der Beurteilung
des Wohlbefindens von Labortieren an den sog. Funf Freiheiten (Five Freedoms) zu
orientieren (LABER et al. 2016; MELLOR 2016):

- Freiheit von Hunger und Durst

- Freiheit von haltungsbedingten Beschwerden

- Freiheit von Schmerz, Verletzung und Krankheiten
- Freiheit von Angst und Stress

- Freiheit zum Ausleben normaler Verhaltensmuster
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2.1.6 Stress

Ursprunglich wurde der Begriff Stress aus dem Englischen Ubernommen und
bedeutet im technisch-physikalischen Kontext Druck, Belastung oder Spannung.
Eine allgemein gultige Definition ist aufgrund zahlreicher Stresskonzepte nicht
maoglich. Evolutionsbedingt ist die Stressreaktion eine Uberlebenswichtige
Anpassungsreaktion des Organismus auf eine tatsachliche oder empfundene
Bedrohung des homoostatischen Gleichgewichts (CHROUSOS 2009).

Der kanadische Endokrinologe Hans Selye, einer der ersten Stressforscher,
definierte Stress 1936 a | sunspézifische Reaktion des Korpers auf jegliche
Anforderungenii . Di ese unspezifischdes WKomppraa sasfungsr e
Stresssituationen definierte Selye als generelles Adaptationssyndrom (GAS). Das
GAS umfasst drei Phasen: Die erste, relativ kurze Phase ist die Alarmreaktion, in der
es aufgrund hormoneller und vegetativer Veranderungen zu unmittelbaren
Reaktionen, wie einer erhdhten Herz- und Atemfrequenz, kommt. In der zweiten
Phase, der sog. Widerstandsphase, passt sich der Organismus den Stressoren an
und wirkt diesen entgegen. Die dritte Phase wird als Erschopfung bezeichnet. In
diesem Stadium kommt es bei anhaltender Stressreaktion aufgrund mangelnder
Widerstandskraft zu einem Zusammenbruch der Anpassungsprozesse und die
Wahrscheinlichkeit flr das Auftreten von Erkrankungen steigt.

Weiterhin unterteilt Selye Stress in positiven (Eustress) und negativen Stress
(Distress). Demnach kann Stress nicht per se als negativ und gesundheitsschadlich
angesehen werden, da er bei besonderen Herausforderungen einen stimulierenden
Effekt hat und somit zu einer Steigerung der korperlichen Leistungsfahigkeit beitragt.
Wenn Individuen sich allerdings von den an sie gestellten Anforderungen Uberfordert
fuhlen, wird ihr emotionales und korperliches Wohlbefinden beeintrachtigt und
Distress empfunden. Eine wesentliche Rolle spielt hierbei die Dauer der
Stresseinwirkung. Es wird zwischen akutem und chronischem Stress unterschieden.
Chronischer Stress, bei dem der Organismus Uber einen langeren Zeitraum
bestimmten Stressoren ausgesetzt ist, wird meist als Distress empfunden und kann
sich negativ auf den Kérper auswirken (CHROUSOS 2009). Auch in Tierversuchen
konnte bewiesen werden, dass Stress Einfluss auf die Pathogenese von Krankheiten
nehmen kann. Reber et. al. konnten beispielsweise zeigen, dass chronischer Stress
zu einer Immunsuppression fuhrt und eine chemisch induzierte Darmentziindung in
der Maus deutlich verschlimmert (REBER et al. 2006; 2008; 2011).

Das transaktionale Stressmodell von Lazarus (1984) hilft dabei zu verstehen, warum
manche Individuen besser mit Stress zurechtkommen als andere, oder bestimmte
Situationen erst gar nicht als stressreich empfinden. Demzufolge entsteht Stress
nicht primér durch die &uf3eren Reize, sondern durch individuelle Wahrnehmung und
subjektive Bewertung des Individuums. Die Bewertung findet in drei Stufen statt:
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Zunachst erfolgt die Primarbeurteilung. Hierbei kann die Situation entweder als
Herausforderung, als Bedrohung oder als Schadigung wahrgenommen werden. In
der zweiten Stufe, der Sekundarbeurteilung, werden Bewaltigungsstrategien
entwickelt. Diese Bewaltigungs- oder Coping-Strategien sind psychische Vorgange,
die durch Stress bewusst oder unbewusst ausgeldst werden, um diesen Zustand zu
verringern oder zu beenden (STANGEL 2018). Gelingt es einem Individuum nicht,
aversive Zustande durch Bewaéltigungsstrategien wie z. B. Angriff oder Flucht zu
verandern, oder kann der einwirkende Stressor nicht klar lokalisiert werden, kommt
es haufig zu Ubersprungshandlungen oder Stereotypien (WECHSLER 1995). In der
dritten Stufe erfolgt eine Neubewertung der Situation unter Berucksichtigung der
Bewaltigungsmaoglichkeiten. Die Bewertung eines Ereignisses hangt dabei wesentlich
von friheren Erfahrungen ab.

Insgesamt besteht die biologische Antwort, die zur Bewadltigung eines Stressors
angewendet wird, aus einer Kombination von vier Abwehrreaktionen: der Reaktion
des vegetativen Nervensystems, der neuroendokrinen Antwort, der Immunantwort
und der Verhaltensreaktion (MOBERG 1985; CARSTENS u. MOBERG 2000;
GOLDSTEIN 2010).

2.2 Methoden zur Belastungseinschatzung

Das Erkennen von belastenden Faktoren sowie die Minimierung von Schmerzen,
Leiden und Sch&den beim Versuchstier ist sowohl gesetzlich vorgeschrieben als
auch essentiell fur die Verbesserung des Tierwohls und die Qualitat der
Forschungsergebnisse (FLECKNELL 2018). Besonders wichtig ist es, die
tatsachliche Belastung der Tiere wahrend eines Experiments zu ermitteln, um
entsprechende belastungsmildernde Mal3Bnhahmen unmittelbar einleiten zu kénnen.
Dazu zahlen beispielsweise die Schmerzlinderung nach operativen Eingriffen, das
Einleiten einer Flussigkeitstherapie bei Dehydratation, das Bereitstellen von
eingeweichtem Futter bei starkem Korpergewichtsverlust oder die Euthanasie der
Versuchstiere bei Erreichen der zuvor festgelegten humanen Endpunkte
(CARSTENS u. MOBERG 2000; HAWKINS et al. 2011). Um die Belastung eines
Tieres richtig einschatzen zu kdnnen, muss der Experimentator die physiologischen
und ethologischen Bedirfnisse der jeweiligen Tierart kennen und mit den spezies-
spezifischen Verhaltensweisen vertraut sein (LASA 1990; STASIAK et al. 2003).

Ein ideales System zur Evaluierung der Belastung sollte einfach und zuverlassig
erkennbare Indikatoren fur das Wohlbefinden der Tiere bertcksichtigen und an die
entsprechende wissenschaftliche Studie sowie die eingesetzte Tierart angepasst
sein. Die angewendeten Messungen sollten objektiv, einheitlich und praktikabel sein
und die Tiere nicht UbermaRig storen (HAWKINS et al. 2011; GOLLEDGE u. JIRKOF
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2016; KEUBLER et al. 2018). Leider ist ein solches Bewertungssystem aufgrund der
grol3en Unterschiede in den Verhaltensweisen und -reaktionen der verschiedenen
Tierarten, Stamme sowie der einzelnen Individuen schwierig zu entwickeln und
bisher nicht verfigbar (SMITH et al. 2018).

Parameter, welche zur Beurteilung herangezogen werden kdénnen, lassen sich in drei
grundlegende Kategorien einteilen:

A Klinik
A Verhalten
A Biochemie/Physiologie

FUr eine umfassende Beurteilung sollten mehrere Parameter miteinander kombiniert
werden (BROOM 1991; HAWKINS et al. 2011).

2.2.1 Klinische Untersuchung

Die Klassifizierung des Wohlbefindens von Versuchstieren erfolgt derzeit in erster
Linie anhand von klinischen Untersuchungen. Als Orientierungshilfe werden h&ufig
Beurteilungsboégen (Score Sheets) eingesetzt, bei denen klinische Symptome und
verschiedene Verhaltensweisen numerisch oder binar bewertet werden. Das Prinzip
der Score Sheets wurde urspriinglich von Morton und Griffiths (1985) entwickelt und
seitdem haufig modifiziert und verfeinert (BAUMANS et al. 1994; GRAF et al. 2016).
Parameter, die beim klinischen Scoring bewertet werden, sind in der Regel das
aul3ere Erscheinungsbild, klinische Krankheitsanzeichen, Veradnderungen in nicht
provoziertem Verhalten sowie Verhaltensreaktionen auf duf3ere Reize (MORTON u.
GRIFFITHS 1985; ROUGHAN u. FLECKNELL 2003; WRIGHT-WILLIAMS et al.
2007). So kann beispielsweise ein physiologischer Zustand mit einem Score von 0,
gering- bzw. mittelgradige Abweichungen vom Normalzustand mit einem Score von
1 bzw. 2 und schwere Verdnderungen mit einem Maximalwert von 3 bewertet
werden. Die fur die einzelnen Kriterien vergebenen Werte werden anschlieBend zu
einem Gesamtscore addiert. Im Gegensatz zum numerischen Bewertungssystem
wird beim bindren System nur das Vorhandensein bzw. die Abwesenheit eines
klinischen Zeichens oder eines bestimmten Verhaltens bewertet, ohne eine
Beschreibung der Intensitat (HAWKINS et al. 2011). Die Verwendung von Score
Sheets ermdglicht eine verbesserte und objektivere Beurteilung des
Gesundheitszustandes der Tiere und spielt vor allem bei der Erkennung von
kumulativen Leiden eine wichtige Rolle. Besonders zur retrospektiven
Belastungsbeurteilung sind Score Sheets ein wesentliches Instrument (BUGNON et
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al. 2016). In den letzten Jahren wurden zahlreiche klinische Zeichen als Indikatoren
fur Schmerzen, Leiden, Schaden oder Stress bei Versuchstieren identifiziert (LASA
1990; HAWKINS et al. 2011; DESCOVICH et al. 2017).

Typische klinische Zeichen, die bei Tieren auf Schmerzen, Leiden oder Schéaden
hindeuten, sind:

A
A

>\

D> > > > >

Reduzierte Futter- und Wasseraufnahme: Abnahme des Korpergewichts

Haut- und Fellverdnderungen: struppiges Fell, Piloerektion, Haarausfall,

vernachlassigte Fellpflege, fettiges Haarkleid, Hautlasionen, -schwellungen

Augenveranderungen: verschlossen, eingesunken, triib, Ausfluss

Schmerzgesicht: SchlielRen der Augen, Aufwdlbung der Nase und Wange,

Anlegen der Ohren und Tasthaare

Verletzungen

Atmung: beschleunigte oder erschwerte Atmung
Vokalisation: bei Nagetieren oft im Ultraschallbereich
Veranderungen der Kdrperhaltung: Aufbuckeln

Bewegungsanomalien: unkoordinierte Bewegungen, Lahmheit, Zittern

Verhaltensanomalien: Inaktivitat, Apathie, Abgrenzen von der Gruppe,

verstarkte Aggression, Stereotypien, gesteigertes Putzverhalten,

Automutilation

Diese klinischen Zeichen missen noch systematisch fir verschiedene Tiermodelle
evaluiert werden und es bedarf weiterer Studien um zuverlassige, sensible und
spezifische Bewertungsbdgen zu entwickeln (GOLLEDGE u. JIRKOF 2016).
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2.2.2 Verhaltensanalysen

Neben dem klinischen Scoring sollten fiir die Belastungsbeurteilung auch immer
Verhaltensparameter herangezogen werden, da Abweichungen vom Normal-
verhalten erste Anzeichen einer Belastung der Tiere darstellen kénnen (BROOM
1991; MORMEDE et al. 2007). Es empfiehlt sich, die Verhaltensbeobachtungen oder
-tests maoglichst im Heimkafig durchzufiihren, weil das Verbringen der Tiere in eine
neue Umgebung einen Stressreiz darstellt und somit Einfluss auf die Ergebnisse
nehmen kann (TABATA et al. 1998).

Typische, spezies-spezifische Verhaltensweisen, die bei der Maus zur Belastungs-
beurteilung herangezogen werden konnen, sind das Nestbau- und das
Wadhlverhalten. Nestbau ist bei Nagetieren ein angeborener, nattrlicher
Verhaltenskomplex, der sowohl von mannlichen als auch von weiblichen Tieren
ausgefuhrt wird. Nester bieten den Tieren Schutz vor klimatischen Veranderungen
und Fressfeinden und sind daher fiir das Uberleben in freier Wildbahn von groRer
Bedeutung. Auch bei seit Generationen im Labor lebenden Mausen ist die Motivation
fur dieses Verhalten noch stark ausgepragt. Stérungen im Nestbauverhalten kdnnen
daher auf eine Beeintrachtigung des Wohlbefindens hindeuten. Es existieren
verschiedene Bewertungsschemata, um das Nestbauverhalten von Labormausen
naher zu charakterisieren. So kann z. B. die Qualitat des Nestes mit einem Score
bewertet werden (DEACON 2006a) oder die Zeitspanne in der das Tier mit dem
Nestbau beginnt. Mit dem sog. Time-to-Integrate-to-Nest Test (TINT) wird die
Nestbau-Motivation bestimmt. Der Test gilt als positiv, wenn frisches Nistmaterial
innerhalb von 10 Minuten in das bereits bestehende Nest integriert wird (ROCK et al.
2014; HAGER et al. 2015).

Eine weitere spezies-spezifische Verhaltensweise ist das Grabe- und Wiuihlverhalten
(burrowing behaviour) der Mause (SHERWIN et al. 2004; DEACON 2006b). Eine
Abnahme dieses Verhaltens konnte in zahlreichen Studien zur frihzeitigen
Erkennung von Schmerzen oder als zuverlassiges Zeichen fiir das Auftreten oder
das Voranschreiten einer Erkrankung genutzt werden (JIRKOF 2010; 2013; 2014).

10
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2.2.3 Bestimmung biochemischer Parameter

Neuroendokrine Stressreaktion

Die Stressreaktion ist eine Uberlebenswichtige Anpassungsreaktion des Organismus
auf eine tatsachliche oder empfundene Bedrohung des homoostatischen Gleich-
gewichts und wird hauptsachlich tber zwei zentrale Stressachsen gesteuert (Abb.1):

Sympatho-adrenomedulléres System

Eine Aktivierung des sympathischen Zweigs des vegetativen Nervensystems, des
sog. Sympatho-adrenomedullaren Systems (SAM), fuhrt innerhalb von Sekunden-
bruchteilen zur sog. Kampf- oder Fluchtreaktion (fight-or-flight response), wodurch
sich der Organismus rasch an die veranderten Anforderungen aus der Umwelt
anpasst (CANNON 1915). Durch die Ausschittung der Katecholamine (Adrenalin
und Noradrenalin) aus dem Nebennierenmark in den Blutkreislauf kommt es zu einer
Steigerung der Herz- und Atemfrequenz, einer Erhéhung des Blutdrucks und des
Blutzuckerspiegels sowie zu einer Umverteilung der Durchblutung zugunsten der
quergestreiften Skelettmuskulatur, des Myokards und des Gehirns. Andere
energieverbrauchende Kdorperfunktionen, die firr eine akute Gefahrensituation nicht
notig oder sogar behindernd sind, wie die Verdauung, werden durch Hemmung des
Parasympathikus unterdriickt (GOLDSTEIN 1987). Diese Anpassungsmechanismen
ermdglichen dem Organismus, genugend Energie fir eine Kampf- oder
Fluchtreaktion bereitzustellen. Neben der unmittelbaren Aktivierung des SAM wird
wahrend einer Stressreaktion auch die Hypothalamus-Hypophysen-Nebennieren-
Achse (HHNA) aktiviert.

Hypothalamus-Hypophysen-Nebennieren-Achse

Die HHNA ist das langsame, endokrine Anpassungssystem eines Organismus auf
bestimmte Anforderungen. Sie besteht aus den Komponenten Hypothalamus,
Hypophyse und Nebenniere, welche funktionell eng miteinander verbunden sind und
Uber zentrale Steuer- und Regelkreise reguliert werden. Stress fihrt zu einer
Aktivierung von Neuronen im paraventrikularen Nukleus des Hypothalamus und
damit zur Synthese des Corticotropin-Releasing-Factors (CRF). CRF gelangt tber
das sog. portale Kapillarsystem zum Hypophysenvorderlappen und bewirkt dort vor
allem die Ausschittung des adrenocorticotropen Hormons (ACTH). Das ACTH
gelangt Uber die Blutbahn zur Nebennierenrinde und fihrt dort zur Synthese und
Freisetzung von Glucocorticoiden (NICOLAIDES et al. 2015). Beim Menschen gehort
Cortisol zu den wichtigsten Glucocorticoiden, wahrend beim Nagetier durch ACTH-
Stimulation hauptsachlich  Corticosteron synthetisiert und freigesetzt wird
(GOLDSTEIN 2010).

11
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Abbildung 1: Schematische Darstellung der Hauptkomponenten der HHNA und des
SAM

AuRere Reize, die als Stressoren wahrgenommen werden, fiihren zu einer Aktivierung der
neuroendokrinen Stressachsen und l6ésen eine Kaskade von Ereignissen aus, die zu einer
Ausschittung von Katecholaminen aus dem Nebennierenmark und einer vermehrten
Freisetzung von Corticosteroiden (CORT) aus der Nebennierenrinde filhren. Uber eine
negative Ruckkopplung hemmen Glucocorticoide die Freisetzung von CRF und ACTH aus
Hypothalamus und Hypophyse (modifiziert nach Chrousos 2009).

Bildquelle Gehirn: Patrick J. Lynch, medical illustrator; C. Carl Jaffe, MD,cardiologist.
[https://creativecommons.org/licenses/by/2.5/] (abgerufen am 06.06.2018).

Im Gegensatz zum SAM wirken die von der HHNA sezernierten Hormone breit und
langanhaltend auf den Koérper. Nahezu alle biologischen Funktionen, die von Stress
betroffen sind, einschliellich Immunkompetenz, Reproduktion, Stoffwechsel und
Verhalten, werden durch diese Hormone reguliert (MOBERG 1985).

Corticosteroide (bzw. dessen Metabolite) kénnen im Blut, Urin, Kot oder im Speichel
nachgewiesen werden (MOSTL u. PALME 2002; MORMEDE et al. 2007). Ein
Nachteil bei der Bestimmung aus Blutproben ist die zur Probengewinnung
erforderliche Manipulation der Versuchstiere, welche selbst einen Stressor darstellt
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und daher eine Aktivierung der HHNA mit einem Anstieg der CORT-Konzentration
bewirkt. Um eine damit einhergehende Verfadlschung der Messergebnisse zu
verhindern, sollte die Blutentnahme innerhalb von maximal drei Minuten
abgeschlossen sein (GARTNER et al. 1980; LEPSCHY et al. 2007).

Die Verwendung einer Blutprobe erlaubt aufgrund der kurzen Halbwertszeit des
Corticosterons im Blut lediglich die Beurteilung eines sehr begrenzten Zeitraums.
AulRRerdem schwanken aufgrund der pulsatilen Sekretion von Glucocorticoiden die
Plasmakonzentrationen (MORMEDE et al. 2007). Im Vergleich dazu kénnen Kot- und
Urinproben leicht und nicht-invasiv in regelmafligen Intervallen gesammelt werden.
Dadurch entfallt die Notwendigkeit einer Manipulation der Versuchstiere und die
Proben geben Aufschluss Uber eine langere Zeitperiode. Aufgrund dieser Vorteile
werden zunehmend nicht-invasive Methoden zur CORT-Bestimmung herangezogen
(MOSTL u. PALME 2002; MILLSPAUGH u. WASHBURN 2004).

Die Probennahmen sollten immer zur gleichen Tageszeit stattfinden, da CORT
episodisch sezerniert wird und einem circadianen Rhythmus unterliegt. Beim
nachtaktiven Nagetier sind die CORT-Werte zu Beginn der Dunkelphase am
héchsten (DE KLOET et al. 1999; TOUMA et al. 2004; GONG et al. 2015).

2.2.4 Bestimmung physiologischer Parameter

Aktivitat

Einen ersten Eindruck Uber die allgemeine motorische Aktivitdt der Versuchstiere
liefert bei der klinischen Untersuchung die Beobachtung. Dabei ist allerdings zu
beachten, dass die nachtaktiven Tiere meist tagsuber und damit aufRerhalb ihrer
physiologischen Aktivitatszeit untersucht werden (RICHETTO et al. 2018) und dass
die Anwesenheit des Experimentators Einfluss auf die Ergebnisse nimmt
(BALCOMBE et al. 2004).

Der am weitesten verbreitete und standardisierte Test zur Untersuchung der
lokomotorischen Aktivitdt von Mausen ist der sog. Open-Field-Test. Dieser Test gibt
Aufschluss Uber die spontane Aktivitdt und das natirliche Erkundungsverhalten der
Tiere auf einer beleuchteten, offenen Flache ohne Rickzugsmdoglichkeiten
(DEACON 2006c; SEIBENHENER u. WOOTEN 2015). Fur die Durchfiihrung ist ein
Handling und das Verbringen der Tiere in eine neue, ungewohnte Umgebung
notwendig, wodurch das Verhalten stark beeinflusst werden kann (BALCOMBE et al.
2004; CLARKSON et al. 2018).

13
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Um derartige Verfalschungen der Ergebnisse durch externe Faktoren zu verhindern,
wurden in den letzten Jahren zahlreiche automatisierte Systeme zur Uberwachung
der Tiere in ihrem Heimkéfig entwickelt.

Eine der ersten und mittlerweile weit verbreiteten Methoden, die Bewegungsaktivitat
Uber einen langeren Zeitraum mdoglichst stérungsfrei im Heimkafig zu Uberwachen,
ist die freiwillige Nutzung eines Laufrades. Allerdings zeigten sich auch bei dieser
Methode unerwinschte Effekte: So konnte beispielsweise nachgewiesen werden,
dass die Nutzung eines Laufrades zu einer erhohten Nahrungsaufnahme sowie zu
Verhaltens- und Stoffwechselveranderungen fuhrt (NOVAK et al. 2012;
RICHARDSON 2015). Ebenso kann die erforderliche Einzelhaltung der Mause das
Wohlbefinden beeintrachtigen und mit Verhaltensanderungen einhergehen (BAINS et
al. 2018).

Mittlerweile ist auch die Entwicklung automatischer Videolberwachungssysteme im
Heimkéafig weit vorangeschritten. Neben der lokomotorischen Aktivitat kénnen diese
Systeme mit Hilfe einer speziellen Software auch Verhaltensweisen wie Wasser- und
Nahrungsaufnahme, Klettern oder Korperpflege erkennen und analysieren
(ROUGHAN et al. 2009; WRIGHT-WILLIAMS et al. 2013; BAINS et al. 2018). In
Verbindung mit einer Mikrochipimplantation zur Identifizierung der einzelnen Mause
ist sogar eine Gruppenhaltung mdglich (BAINS et al. 2016).

Eine reduzierte bzw. fehlende Aktivitat ist ein sicherer Indikator fir ein
beeintrachtigtes Wohlbefinden und kann auf Schmerzen hindeuten (GRAF et al.
2016). Allerdings ist eine normale oder sogar erhohte Aktivitat kein Beweis fur die
Abwesenheit von Schmerzen oder Belastungen. Daher sollten zu Beurteilung eines
Gesamtbildes weitere Parameter einbezogen werden.

Temperatur

Die Temperatur ist besonders bei kleinen Nagetieren ein wichtiger Parameter fur das
Wohlbefinden. Anderungen der Korpertemperatur wurden haufig als Folge von
Stress beobachtet (CLEMENT et al. 1989; KRAMER et al. 1993; ARRAS et al. 2007).
Ein Anstieg um ein bis zwei Grad konnte bei M&usen schon nach milden
Manipulationen wie z.B. Handling beobachtet werden (LIU et al. 2003). Diese
stressinduzierte Hyperthermie ist zentral reguliert und unabh&ngig von korperlicher
Arbeit oder der Umgebungstemperatur (OKA et al. 2001).

Auch eine Hypothermie kann bei der Maus aufgrund des ungunstigen Verhaltnisses
der grol3en Korperoberflache zu einem geringen Gewicht besonders im Rahmen
einer Operation auftreten und zu einer erhdhten intra- und postoperativen Mortalitat
beitragen (CESAROVIC et al. 2011).
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Herzfrequenz und Herzfreguenzvariabilitit

Die physiologische Regulation der Herzfrequenz wird durch das Zusammenspiel von
Sympathikus und Parasympathikus am Sinusknoten des Herzens kontrolliert. Die
Herzfrequenz ist nicht konstant und passt sich stetig den unterschiedlichen
Beanspruchungen an. Diese Schwankungen werden als Herzfrequenzvariabilitat
(heart rate variability, HRV) bezeichnet.

Eine hohe HRV deutet auf eine hohe Anpassungsféahigkeit des Kdrpers an Stress-
situationen hin und ist Ausdruck von Wohlbefinden und sympathovagaler Balance.
Stress versetzt den Organismus in einen Zustand der Alarmbereitschaft, wobei der
Sympathikus aktiviert und die Aktivitat des Parasympathikus herabgesetzt wird. In
einer Stresssituation ist die HRV verringert. Ist sie hingegen auch in Ruhesituationen
dauerhaft erniedrigt, kann dies auf Belastungen hinweisen (KIM et al. 2018).
Herzfrequenz und HRV werden als Indikatoren fir die Aktivitat des vegetativen
Nervensystems verwendet. Die Aktivierung der SAM-Achse durch stressauslésende
Reize fuhrt zu einem unmittelbaren Anstieg der Herzfrequenz (KRAMER et al. 1993;
MEIJER et al. 2006). Wird das Tier zur Erhebung der kardiovaskularen Parameter
fixiert oder anasthesiert, kommt es entweder zu einer stressbedingten Erhdhung oder
anasthesiebedingten Erniedrigung und damit zu einer erheblichen Verfalschung der
Daten (CESAROVIC et al. 2011).
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Abbildung 2: Ausschnitt aus einem EKG einer Maus (eigene Messung)
Der Beginn einer Kontraktion der Herzkammern ist im EKG als sog. R-Zacke sichtbar. Die

Herzfrequenz, also die Anzahl der Herzschlage pro Minute kann somit anhand der
R-Zacken bestimmt werden. Der zeitliche Abstand zwischen zwei aufeinanderfolgenden
R-Zacken entspricht dem RR-Intervall. Unter physiologischen Bedingungen sind die
RR-Intervalle nicht gleich lang. Die Bestimmung der HRV erfolgt tber die Messung der
zeitlichen Variationen der RR-Intervalle. Anhand der RR-Intervalle kdnnen alle Parameter
der HRV ermittelt werden.
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Die einzige derzeit verfugbare Methode, prazise Herzfrequenz- und HRV-Daten an
wachen und ungestorten kleinen Labornagetieren wie der Maus zu erheben, ist die
Telemetrie. Nur mit Hilfe der Telemetrie kdnnen reproduzierbare und artefaktfreie
kardiovaskuléare Parameter der Maus Uber einen langeren Zeitraum erhoben werden
und damit zuverlassige Aussagen Uber Schmerzen und Stress getroffen werden
(BUTZ u. DAVISSON 2001; SPANI et al. 2003; MEIJER et al. 2006; ARRAS et al.
2007). Die Methode der Telemetrie wird im folgenden Kapitel ndher beschrieben.

2.3 Telemetrie

2.3.1 Definition

Die Telemetrie ist als eine Fernlbertragung von MessgroRen definiert
(PSCHYREMBEL 2013). Das Wort stammt ursprunglich aus dem Altgriechischen
und setzt sich aus den Wortern tele = fern und metron = messen zusammen. Die
Biotelemetrie beschreibt die kabellose Ubertragung von biologischen und
medizinischen Messwerten tber ein Fernmesssystem.

2.3.2 Telemetrie in der Versuchstierkunde

Obwohl die Telemetrie-Technologie seit ca. 50 Jahren existiert, gibt es erst seit
ungefahr 10 bis 15 Jahren kommerziell erhaltliche Telemetriesysteme fir die
biomedizinische Forschung. In den letzten Jahrzehnten gab es weltweit einen
deutlichen Anstieg der Literaturberichte mit telemetrischen Untersuchungen
(KRAMER et al. 2001).

Kommerzielle Telemetriesysteme flr die biomedizinische Forschung sind heutzutage
von mehreren Herstellern erhéltlich und ermdoglichen die Erfassung zahlreicher
physiologischer Parameter wie Herzfrequenz, arterieller Blutdruck, EKG, Temperatur,
Bewegungsaktivitat, Atemfrequenz, pulmonaler Druck und Elektroenzephalogramm
von verschiedenen Tierarten.

Durch kontinuierliche Weiterentwicklung und Verfeinerung der Telemetrie-Technik,
und die fortschreitende Miniaturisierung der Telemetriesender, ist diese Technik
mittlerweile auch bei kleinen Labortieren wie der Ratte und der Maus moglich
(BROCKWAY et al. 1991; KRAMER et al. 1993; BUTZ u. DAVISSON 2001).
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2.3.3 Telemetrie als Methode zur Belastungseinschétzung

Die Telemetrie liefert stabile, zuverlassige und reproduzierbare Ergebnisse und
leistet somit einen wertvollen Beitrag zum Refinement gemall des 3R-Prinzips.
Weiterhin kann durch Verwendung dieser Methode die Zahl der Versuchstiere
deutlich reduziert werden, einerseits durch eine Verbesserung der Datenqualitdt und
andererseits da die Tiere als ihre eigenen Kontrollen dienen kdnnen. Sie bietet die
Moglichkeit, Langzeitmessungen an wachen und sich in ihrer gewohnten Umgebung
frei bewegenden Méausen vorzunehmen (KRAMER et al. 1993). Ihr grofRer Vorteil
liegt darin, dass die Tiere zur Erhebung der physiologischen Daten nicht mehr
manipuliert werden muissen, wodurch ein Stressfaktor, der zu erheblichen
Veranderungen der Daten fihrt, vermieden wird. Die erhobenen Daten sind daher
also frei von physiologischen oder psychologischen stress- und anasthesie-
induzierten Artefakten. Die Daten konnen ohne die Anwesenheit eines
Experimentators im Raum Uber einen uneingeschrankten Zeitraum kontinuierlich im
Heimkafig aufgezeichnet werden.

Es muss allerdings bedacht werden, dass das Volumen des Telemetriesenders in
der Peritonealhohle eine Belastung fur das Tier darstellen kann und nach der
Implantation eine postoperative Erholungsphase notwendig ist (HELWIG et al. 2012).
Aufgrund ihrer zahlreichen Vorteile gilt die Telemetrie heute als ein bevorzugtes
Instrument zur Erfassung thermoregulatorischer und kardiovaskularer Reaktionen.
Sie ist sozusagen zum Goldstandard in der kardiovaskularen, toxikologischen und
pharmakologischen Forschung bei kleinen Labortieren geworden (KURTZ et al.
2005; THIREAU et al. 2008).
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2.4 Belastungsmodell: Stress

Zur Erforschung akuter und chronischer stressbedingter Veranderungen werden in
der tierexperimentellen Forschung verschiedene Modelle beschrieben, die Stress im
Versuchstier induzieren. Dabei kommen z. B. Verfahren wie elektrische FuRschocks,
erzwungenes Schwimmen, akute Veréanderungen der Umgebungstemperatur, laute
Gerausche, Immobilisation, Isolation oder die Konfrontation mit einem natirlichen
Fressfeind zum Einsatz. Auch Kombinationen der verschiedenen Stressmodelle, wie
z. B. Kalte-Schwimmestress oder taglich wechselnde Stressoren werden eingesetzt,
um eine starkere Stressreaktion hervorzurufen und durch die Unvorhersehbarkeit
eine Anpassung an die einzelnen Stressoren zu verhindern (MARIN et al. 2007,
JAGGI et al. 2011; HASSAN et al. 2014). In der vorliegenden Arbeit wurde das
Modell des sog. Restraint Stress angewendet. Dieses soll daher im Folgenden kurz
beschrieben werden.

2.4.1 Restraint Stress

Restraint Stress ist ein allgemein anerkanntes und haufig angewendetes
Standardverfahren fir experimentell erzeugten Stress bei Mausen und Ratten,
welches zu einer starken Aktivierung der HHN-Achse fiihrt (PARE u. GLAVIN 1986;
GAMEIRO et al. 2006). Die Tiere werden hierbei in Restrainern wie z.B. gut
belufteten Plexiglasrohren eingeschlossen und dadurch in ihrem Bewegungsspiel-
raum stark eingeschrankt. Beim Restraint-Stress-Modell handelt es sich um ein
psychologisches Stressmodell, da die Tiere keine Moglichkeit haben, aktiv etwas an
der Situation zu verandern, aber dabei keinem unmittelbaren Schmerz oder
physikalischem Stress ausgesetzt sind (BUYNITSKY u. MOSTOFSKY 2009).
Restraint Stress kann als akutes oder chronisches Stressmodell eingesetzt werden.
Die in der Literatur beschriebenen Protokolle unterscheiden sich stark in ihrer Dauer
und Intensitat. Sie reichen von einmaligem, akuten Restraint Stress mit einer Dauer
von bis zu 24 Stunden (CHU et al. 2016) bis hin zu wiederholten Anwendungen tber
mehrere Tage bzw. Wochen (BUYNITSKY u. MOSTOFSKY 2009). Dabei konnte
gezeigt werden, dass das Ausmald der Stressreaktion sowie die Dauer der
Erholungsphase von der Intensitdt des angewendeten Modells abhéngt (MEIJER et
al. 2006).
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2.5 Belastungsmodell: Kolitis

2.5.1 Chronisch entziindliche Darmerkrankungen

Zu den wichtigsten Vertretern innerhalb der chronisch entzindlichen Darm-
erkrankungen (CED) des Menschen gehdren der Morbus Crohn (MC) und die Colitis
ulcerosa (CU). Beide Erkrankungen verlaufen chronisch-rezidivierend, unterscheiden
sich aber in ihrer Lokalisation und Ausbreitung. Beim MC handelt es sich um eine
transmurale Entzindung der Darmwand, die den gesamten Gastrointestinaltrakt
befallen kann und sich typischerweise diskontinuierlich ausbreitet (JONES-HALL u.
GRISHAM 2014). Mikroskopisch zeigen sich diffuse Entziindungszellinfiltrationen,
Epitheloidzellgranulome und eine deutliche Hyperplasie des Kryptenepithels. Das
klinische Erscheinungsbild hangt stark von der Lokalisation der Erkrankung ab.
Typische Symptome sind wassrig-schleimige, selten blutige Durchfélle, die von
kolikartigen Schmerzen begleitet werden. Bei gastro-duodenalem Befall zeigen die
Patienten oft Ubelkeit, Erbrechen und Gewichtsverlust. Auch extraintestinale
Manifestationen in Form von Entzindungen der Gelenke, der Haut, der Leber oder
der Augen konnen auftreten (ROTHFUSS et al. 2006; LARSEN et al. 2010;
BAUMGART u. SANDBORN 2012).

Bei der CU ist ausschlie3lich das Kolon der Patienten betroffen. Die Erkrankung tritt
ebenfalls schubweise auf, breitet sich aber im Gegensatz zum MC kontinuierlich aus
und ist auf die oberflachliche Schleimhautschicht der Darmwand beschrankt.
Histologisch zeigen sich Kryptenabszesse, Epithelzelldysplasie und ein Untergang
der schleimsezernierenden Becherzellen. Die klinischen Symptome entsprechen
weitestgehend denen des MC, wobei blutige Durchfalle mit abdominalen Krampfen
und Fieber im Vordergrund stehen (XAVIER u. PODOLSKY 2007).

In den industrialisierten Landern ist die Zahl der betroffenen Patienten in der zweiten
Halfte des 20. Jahrhunderts stetig angestiegen. Die hochste Préavalenz in Europa
wurde far MC mit etwa 300 und fir CU mit 500 Betroffenen pro 100.000 Einwohner
verzeichnet (NG et al. 2017).

Trotz intensiver Forschung konnte die Atiologie und genaue Pathogenese der CED
bisher noch nicht eindeutig aufgeklart werden. Man vermutet eine multifaktorielle
Genese, bei der die genetische Disposition zusammen mit einer Uberschiel3enden
Immunantwort auf bakterielle Antigene der naturlichen Darmflora zu einer
chronischen intestinalen Entziindung fuhrt (KHOR et al. 2011).

Weder fur den MC noch fiur die CU existieren kausale Therapieansétze. In erster
Linie wird eine symptomatische, konservative Therapie durchgefihrt, bei der neben
den antiinflammatorischen und immunsuppressiven Medikamenten auch besondere
Diaten und Probiotika eingesetzt werden (KATZ 2004; FURRIE et al. 2005).
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2.5.2 Tiermodelle fir CED

Fur CED existieren verschiedene Mausmodelle, bei denen die Darmentziindung
entweder spontan auftritt, durch Immunzelltransfer vermittelt, chemisch induziert oder
durch genetische Manipulation hervorgerufen wird (HOFFMANN et al. 2002). Keines
dieser Modelle reprasentiert die Komplexitdt von CED beim Menschen vollstandig.
Dennoch weisen sie sowohl klinische als auch histopathologische Analogien zu den
humanen Darmerkrankungen auf und tragen damit wesentlich zum Verstandnis der
Pathophysiologie bei (JONES-HALL u. GRISHAM 2014; WIRTZ et al. 2017). In der
vorliegenden Arbeit wurde die Belastung der Tiere in zwei etablierten murinen
Kolitismodellen untersucht, die im Folgenden naher beschrieben werden.

Genetisches Modell der Interleukin-10 defizienten Maus

Interleukin-10 (IL-10) ist eines der wichtigsten entziindungshemmenden Zytokine,
welches eine zentrale Rolle bei der Aufrechterhaltung der intestinalen Homdoostase
spielt. Seine Wirkung erzielt es durch Inhibierung proinflammatorischer Zytokine und
dient somit als wichtiger Regulator von Immunreaktionen.

Fehlt der Einfluss dieses regulatorischen Zytokins, kommt es zu einer Uber-
schieBenden Immunreaktion gegentber luminalen Antigenstrukturen bzw. der
intestinalen Bakterienflora und dadurch zu einer Entziindung des Darmepithels
(RENNICK et al. 1995). Kuhn et al beschrieben 1993 erstmals das Modell der
Interleukin (IL-10) defizienten Maus. In einem nicht keimfreien Milieu entwickeln
diese Mause nach dem Absetzen eine spontane Kolitis, die den gesamten
Gastrointestinaltrakt betreffen kann. Die Entzindung betrifft alle Schleimhaut-
schichten, breitet sich diskontinuierlich aus und geht mit einer ausgedehnten
Schleimhauthyperplasie einher, wodurch sie einige typische Merkmale des MC
aufweist.

Auch der genetische Hintergrund bestimmt die Anfalligkeit und die Schwere der
Symptome. So entwickeln IL-10 defiziente Mause mit C3H/HeJBir Hintergrund eine
deutlich schwerere Kolitis als Mause mit einem C57BL/6J Hintergrund (MAHLER u.
LEITER 2002; KEUBLER et al. 2015). Weiterhin wird die Entwicklung und
Auspréagung der Darmentziindung von Umweltfaktoren beeinflusst, insbesondere von
der Zusammensetzung der intestinalen Mikrobiota. IL-10 defiziente Mause, die unter
keimfreien Bedingungen gehalten werden, entwickeln hingegen keine Kaolitis
(SELLON et al. 1998; MADSEN et al. 1999).
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Chemisch induziertes Modell der DSS-Kolitis

Die orale Gabe von Dextran-Natriumsulfat (dextran sodium sulfate; DSS) fuhrt zu
einer schweren Entzlindungsreaktion der Darmschleimhaut, die ausschliel3lich das
Kolon der Tiere betrifft und auf eine chemisch induzierte Zerstérung der intestinalen
Barriere zurtickzufuhren ist.

Mit dieser Methode kann sowohl eine akute als auch eine chronische Kolitis induziert
werden. Zur Induktion einer akuten Kolitis werden typischerweise 1 bis 5 % DSS
Uber einen Zeitraum von funf bis acht aufeinanderfolgenden Tagen Uber das
Trinkwasser verabreicht (BLEICH et al. 2010). Eine chronische DSS-Kaolitis lasst sich
durch mehrfache Behandlungszyklen, zwischen denen jeweils eine Pause von funf
bis sieben Tagen liegt, induzieren. Der Schweregrad der Entziindung ist abhangig
von der Konzentration des DSS und von der Empfanglichkeit des Tierstamms
(CHASSAING et al. 2014; RANDHAWA et al. 2014). Die Tiere weisen
Gewichtsverlust, blutige Durchfélle und ein deutlich verkirztes Kolon auf. Nach
Absetzen des DSS kommt es zu einer langsamen epithelialen Regeneration.
Histologisch ist die DSS-Kolitis durch Infiltration von Entziindungszellen, einem
Verlust der Kryptenarchitektur und epithelialen Ulzerationen charakterisiert
(OKAYASU et al. 1990; CHASSAING et al. 2014). Die Kklinischen und histologischen
Veranderungen der DSS-Kolitis weisen Ahnlichkeiten zur CU des Menschen auf.

Das DSS-Modell ist kostengiinstig, einfach durchzufiihren und leicht reproduzierbar.
Die Entziindungsreaktionen treten schnell und zuverlassig ein. Daher wird dieses
Modell in der CED Forschung haufig verwendet (CHASSAING et al. 2014). Im
Vergleich zu genetisch veranderten Kolitismodellen ist die geringe interindividuelle
Variabilitat in der Ausprdgung der Darmentzindungen innerhalb der Versuchs-
gruppen ein weiterer wesentlicher Vorteil (WIRTZ et al. 2017).

2.5.3 CED und Stress

Die Rolle von Stress bei der Entstehung von CED ist umstritten (REBER 2012). Viele

Studien unterstitzen Stress als Risikofaktor und konnten zeigen, dass langer
andauernder Stress die Krankheitsschibe fordern und deren Verlauf verschlimmern

kann (SAUNDERS et al. 1994; MITTERMAIER et al. 2004). In der Pathophysiologie

der CED spielen also Wechselwirkungen zwischen dem Gehirn und dem Darm eine

wichtige Rolle. Die komplexen Interaktionen zwischen dem ZNS und den
sympathischen, parasympathischen und enterischen Anteilen der autonomen

Innervation des Magen-Dar mt r akt es we rGéhérmBawchiAchsef a losd e A
Arain-Gut Axisfi bezeichnet . I ber di eses System Kk
Funktionen des Verdauungstraktes ausiuben (MOSER 2009; BERNSTEIN 2017).
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Im Mittelpunkt der stressvermittelten gastrointestinalen Funktionen steht dabei das
CRF-CRF-Rezeptorsystem. CRF-Rezeptoren befinden sich nicht nur im HHNA-
Regelkreis sondern auch in extrakraniellen Geweben wie im Herzen, in den
Blutgefallen und dem Magen-Darmtrakt und kénnen dort eine Mastzelldegranulation
aktivieren (WALLON et al. 2008; STENGEL u. TACHE 2010; BRZOZOWSKI et al.
2016). Durch die dabei freiwerdenden Entziindungsmediatoren leitet das ENS
Prozesse ein, die zu einer Erhohung der Permeabilitdt des Darmepithels sowie zu
einer gesteigerten Sekretion und Darmmotilitat fuhren. Folge sind Schmerzen,
Bauchkrampfe und Durchfalle (CAMERON u. PERDUE 2005; TEITELBAUM et al.
2008). Die erhohte intestinale Permeabilitat erleichtert weiterhin eine Translokation
von Bakterien in das Schleimhautepithel (SODERHOLM et al. 2002; BRZOZOWSKI
et al. 2016). Auch die Zusammensetzung des Darmmikrobioms veréandert sich durch
Stressexposition mit einer Verschiebung zugunsten der entziindungsférdernden
Bakterien (BAILEY et al. 2011; GAO et al. 2018).
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2.6 Ziele dieser Doktorarbeit

Ziel der Dissertation war es mit Hilfe der Telemetrie belastungsbedingte
Veranderungen physiologischer Parameter von Labormausen zu detektieren und
analysieren, um abschlieBend eine objektive, modellunabhangige Belastungs-
beurteilung zu ermdglichen.

Im ersten Teil der vorliegenden Arbeit sollte zunachst die chirurgische Implantation
des Telemetriesenders etabliert und die postoperative Erholungszeit i insbesondere
unter Bericksichtigung stammspezifischer Unterschiede 7 untersucht werden.

Im zweiten Teil der Dissertation sollte untersucht werden, wie Belastungen in einem
experimentellen Stressmodell und in zwei gut etablierten Kolitismodellen durch
physiologische Parameter skaliert werden kdnnen. Des Weiteren galt es den Einfluss
von Stress auf die Pathogenese der chronisch entziindlichen Darmerkrankung zu
erfassen. AbschlieBend sollten die telemetrischen Daten mit den Befunden der
klinischen Untersuchung und mit Daten von biochemischen Stressmarkern
kombiniert und verglichen werden.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit sollen die Einschatzung von Wohlbefinden,
Schmerzen und Leiden von Labormausen verbessern und somit einen Beitrag zum
Refinement leisten.

Aus den Zielen der Doktorarbeit ergaben sich folgende Fragestellungen:

A Wie belastend ist die Implantation eines telemetrischen Transmitters in die
Bauchhohle und wie lange benétigen die Tiere, um sich von der Operation
vollstandig zu erholen?

A Eignet sich die Telemetrie zur Belastungsbeurteilung von Labormausen?
Kdnnen mit Hilfe der Telemetrie auch gering- bis mittelgradige Schmerz- oder
Stresszustande detektiert werden?

A Welchen Einfluss hat der genetische Hintergrund einer Mauslinie auf die in der
Arbeit erfassten Parameter?
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3 Material und Methoden

3.1 Material

Eine vollstandige Liste aller verwendeten Laborgerate, Verbrauchsmaterialien,
Reagenzien, Kits und Computerprogramme befindet sich im Anhang.

3.2 Versuchstiere

Alle im Versuch verwendeten Mause wurden am Zentralen Tierlaboratorium (ZTL)
der Medizinischen Hochschule Hannover geziichtet und von dort bezogen. Die Zucht
der Tiere wurde gemaR den Empfehlungen der FELASA (MAHLER et al. 2014) im
Rahmen vierteljahrlicher Routineuntersuchungen auf ein definiertes Erregerspektrum
untersucht.

Die Tierversuche erfolgten gemafd den Bestimmungen des deutschen Tierschutz-
gesetzes, der Tierschutzversuchstierverordnung und der Richtlinie 2010/63/EU des
Europaischen Parlaments und des Rates zum Schutz der fur wissenschaftliche
Zwecke verwendeten Tiere.

Das Versuchsvorhaben wurde vom Niederséachsischen Landesamt fir Verbraucher-
schutz und Lebensmittelsicherheit (LAVES) unter dem Aktenzeichen 15/1905
genehmigt.

3.2.1 Haltung und Futterung

Die Haltung der Tiere erfolgte in einem barrieregeschitzten Raum (Trockenbarriere)
im Zentralen Tierlaboratorium der Medizinischen Hochschule Hannover. Zu dem
Tierraum hatte nur eine begrenzte Anzahl Personen mit Schutzkleidung nach
entsprechenden Desinfektionsmal3hahmen Zutritt.

Da eine Paarhaltung bei mannlichen Tieren, auch unter Geschwistern, problematisch
sein kann, wurden ausschlie3lich weibliche M&ause verwendet. Diese wurden in
Zweiergruppen in Typ |l Standardkéfigen aus Makrolon® mit Filtertop unter
kontrollierten Umweltbedingungen gehalten.

Die Raumtemperatur lag bei 22 + 2 °C mit einer relativen Luftfeuchtigkeit von
55+ 5 %. Der Luftaustausch betrug 12 bis 14 Raumluftwechsel pro Stunde. Die
Beleuchtung des Tierraums erfolgte mit einer Kunstlichtquelle mit einem Hell/Dunkel-
Rhythmus von 14/10 Stunden und einer Intensitat von 400 Lux. Zugang zu
pelletiertem Standardfutter (Altromin1310, Altromin Spezialfutter GmbH & Co KG,
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Lage, Deutschland) und autoklaviertem (134 °C/10 min) Trinkwasser ad libitum
waren zu jedem Zeitpunkt gewahrleistet.

Die Kafigeinstreu bestand aus Weichholzgranulat (Pappel 7 Tiereinstreu AB 3-V,
AsBe-wood GmbH, Buxtehude) und wurde einmal pro Woche erneuert. Als Nest-
baumaterial standen den Mausen Papier und Watterollen (Ani Pet Bedding,
Nestbaumaterial, AsBe-wood GmbH, Buxtehude) zur Verfigung. Beim Umsetzen der
Tiere wurde das Nest und ein Teil der benutzen Einstreu in den sauberen Kéfig
transferiert.

3.2.2 Gesundheitsmonitoring wahrend des Versuchs

Der Gesundheitszustand der Versuchstiere wurde wahrend der kompletten
Versuchsdauer zusatzlich durch ein Sentinel Programm dberwacht. Um den
Hygienestatus zu Uberprifen, wurden die Anzeigertiere im hauseigenen
mikrobiologischen Diagnostiklabor auf alle von der FELASA (MAHLER et al. 2014)
empfohlenen viralen, bakteriellen und parasitaren Krankheitserreger untersucht.

3.2.3 Mausstamme

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden Mausstamme auf zwei unterschiedlichen
genetischen Hintergrinden untersucht. Alle in dieser Studie eingesetzten
Inzuchtstamme und die jeweiligen Abkurzungen sind in Tabelle 1 aufgefihrt. Zur
Ubersichtlicheren Gestaltung werden im Folgenden nur noch die entsprechenden
Abkurzungen verwendet.

Tabelle 1: Ubersicht der verwendeten Mausstamme und deren Abkiirzungen

Stamm Abklrzung
C57BL/6J.129P2-1110™“9""*/3Ztm B6 WT
C57BL/6J.129P2-1110™9"/JZtm B6 KO
C3H/HeJBir/LtJZtm C3WT
C3H/HeJBir.129P2-1110"™“9"/JZtm C3 KO
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3.3 Telemetriesystem

3.3.1 Aufbau des Telemetriesystems und Datenerfassung

Um eine kontinuierliche Messung der Parameter Herzfrequenz, Temperatur und
Aktivitat zu gewabhrleisten, wurde ein kommerzielles Telemetriesystem der Firma
Data Sciences International (DSI, St. Paul, MN, USA) verwendet (Abb. 3). Das
Telemetriesystem besteht aus den implantierbaren Sendern (Modell: TAL1ETA F10)
sowie aus einem externen Empfangersystem.

Die Empfangerplatten (RPC-1 Receiver) werden unter den Kunststoffkafigen der
Mause platziert. Sie verfiigen Uber zwei rechtwinklig zueinander angeordnete
Antennen, die einen zuverlassigen Empfang der Daten garantieren. Uber ein
Funksignal leitet der Telemetriesender die erfassten Daten an die Empfangerplatten
weiter. Da alle Transmitter auf derselben Frequenz senden, ist es nicht mdglich
mehrere Tiere gleichzeitig auf einer Platte zu messen.

Der Empfanger wandelt das eingehende Signal in ein digitales Signal um und leitet
dieses uber ein Kabel zu der sog. Data Exchange Matrix weiter. Eine Matrix kann
insgesamt mit acht verschiedenen Receiverplatten verbunden werden. Sie erkennt
das Modell und die Seriennummer des RPC-1 automatisch, sammelt, filtert und
verarbeitet das digitale Signal und leitet dieses Uber ein weiteres Verbindungskabel
in Echtzeit an einen Computer weiter. Die digitalisierten, experimentellen Rohdaten
werden automatisch auf der Festplatte des Computers gespeichert. Die Dataquest
A.R.T. Software koordiniert die Datenerfassung, Analyse und grafische Darstellung
der gemessenen Parameter eines oder mehrerer Tiere. Dies ermoglicht eine
vollstdndige Rekonstruktion und Analyse des Experiments wahrend der
Nachbearbeitung. Der Aufbau des Telemetriesystems ist in Abbildung 3 dargestellt.

Data Acquisition and
Telemetry Receivers Data Exchange Matrix Analysis Software

Abbildung 3: Aufbau des Telemetriesystems (© DSI)
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3.3.2 Transmittermodell ETA-F-10

Der Transmitter besteht aus einem kleinen, hermetisch verschlossenen Kunststoff-
gehaduse, welches mit einer biokompatiblen Silikonschicht Uberzogen ist sowie aus
zwei flexiblen Elektroden (Abb. 4). Jeder Sender verfligt Uber einen magnetisch
aktivierbaren Schalter, der es ermdglicht, das Gerat sowohl in vitro als auch in vivo
ein- und auszuschalten. Die Elektroden des Transmitters haben einen Durchmesser
von 0,3 mm und bestehen aus einem schraubenférmig aufgewickelten Edelstahldraht
mit einer Isolierung aus Silikon. Sie dienen als Sensorelektroden zur Ableitung des
murinen EKGs. Die positive Elektrode ist mit einer roten, die negative Elektrode mit
einer farblosen Silikonisolierung ummantelt.

Insgesamt hat der Transmitter ein Gewicht von 1,6 g und ein Volumen von 1,1 cms.
FUr eine intraperitoneale Implantation muss die Maus ein Kérpergewicht (KGW) von
mindestens 20 g erreicht haben. Die Batterielaufzeit des Transmitters betragt etwa
acht Wochen.

| !U1'.IH1\Ill‘ll\\‘l\\l\\\l\\\\\\\\\\
0om 1l 2| 3

Abbildung 4: Fotografie des Transmittermodells ETA-F-10 (© DSI)

Aufbereitung des Senders fir eine Wiederverwendung

Nach Explantation wurden die Transmitter zunachst mechanisch unter Leitungs-
wasser gereinigt um gréRere Mengen von Blut und anhaftendem Gewebe zu
entfernen. AnschlieRend erfolgte eine enzymatische Reinigung mit Tergazyme®
(1 %ige Losung). Durch dieses Enzymdetergent wurden Blut, Serum, Proteine und
Gewebereste von der Transmitteroberflache entfernt. Danach wurden die Sender
durch Einlegen in ein Desinfektionsmittel (Actril® Cold Sterilant, Medivators Inc, MN,
USA) sterilisiert.
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3.3.3 Generierung der einzelnen Messparameter

Die Elektroden, welche bei der Transmitterimplantation entsprechend der Ableitung I
nach Einthoven platziert werden (Abb. 5), registrieren elektrische Potentialander-
ungen des schlagenden Herzens und leiten ein Elektrokardiogramm (EKG) ab. Aus
diesem EKG errechnet die Software mittels automatischem R-Zacken-Detektions-
algorithmus die Herzfrequenz.

Im Inneren des Transmitterkérpers befinden sich weiterhin spezielle Temperatur-
sensoren, welche nach intraperitonealer Implantation die Korperkerntemperatur
messen und an die Software weiterleiten. Der Transmitter misst die Temperatur mit
einer Genauigkeit von 0,01 °C.

Neben der Temperatur liefert der Sender auch eine relative Bewegungsaktivitat des
Tieres. Bei Bewegungen durch den Kafig variiert die Starke des empfangenen
Signals durch Abstandsénderungen zu den Empfangsantennen. Diese Impulse
werden vom Datenerfassungssystem gezahlt und in Anzahl pro Minute angegeben
(counts/min). Die generierte Aktivitat ist sowohl von der zuriickgelegten Strecke als
auch von der Geschwindigkeit der Bewegung abhéngig. Stationare Bewegungen, wie
z. B. ein Strecken des Tieres, einfache Kopfbewegungen oder Bewegungen bei der
Fellpflege, werden somit nicht als Aktivitat erfasst. Die gemessene Aktivitdt kann
nicht als eine absolut gemessene Wegstrecke interpretiert werden.

3.3.4 Transmitterimplantation

Praoperative MaBnahmen

Nach Ankunft im Tierraum wurden die Mause zunachst nach dem Losverfahren in
Zweiergruppen in die entsprechenden Kafige einsortiert. Es folgte eine
Akklimatisierungsphase von sieben Tagen. Der allgemeine Gesundheitszustand
sowie die Futter- und Wasseraufnahme wurden wahrend dieser Zeit taglich
kontrolliert. Im Alter von neun Wochen und bei einem Koérpergewicht von mindestens
20 £ 1 g erfolgte die Operation.

Vorbereitung des Transmitters

Vor der Implantation mussten die Ableitungselektroden des Telemetriesenders
gekurzt werden. Hierfir wurde der Transmitter unter antiseptischen Bedingungen aus
der sterilen Verpackung entnommen. Die positive (rote) Elektrode wurde auf 60 mm
und die negative (farblose) Elektrode auf 70 mm gektrzt. Nachfolgend wurden die
Silikonbeschichtungen ca. 1,5 cm von den distalen Enden der Elektroden mit einem
scharfen Skalpell durchtrennt. Das Silikon wurde nun vorsichtig gegen den
Uhrzeigersinn soweit von der Elektrode abgedreht, bis ca. 1 cm des Drahtes frei lag.
Um Hautirritationen an den spateren Fixierungspunkten der Elektroden zu
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vermeiden, wurde am distalen Ende des Edelstahldrahtes ein ca. 4 mm langes Stlick
Silikonbeschichtung belassen. Das uberschissige Silikon wurde abgeschnitten. Als
nachstes wurde die Silikonbeschichtung an beiden Seiten des freiliegenden Drahtes
mit einem Einzelheft aus nicht resorbierbarem Nahtmaterial (4-0 Mersilene, Ethicon,
Johnson & Johnson Medical, USA) fixiert. Das Verschliel3en der Silikonbeschichtung
auf der proximalen Seite des freiliegenden Drahtes verhinderte, dass Flissigkeit
entlang der Elektrode zum Transmitterkdrper wandern konnte.

Operationsvorbereitung und Anasthesie

Vor der Operation wurden die Mause gewogen und erhielten als praoperative
Analgesie eine subkutane Injektion Metamizol (200 mg/kg KGW, Novaminsulfon-
ratiopharm® 1 g/2 ml Injektionslésung, ratiopharm GmbH, Ulm, Deutschland).

Die Einleitung der Narkose erfolgte in einer Induktionsbox (15 x 10 x 10 cm) aus
Plexiglas, welche mit 5 Vol. % Isofluran (Isofluran CP®, CP Pharma, Burgdorf,
Deutschland) und 100 %igem Sauerstoff mit einer Flussrate von 5 I/min geflutet
wurde. Nach Erléschen des Umdrehreflexes wurden die Mause in Riuckenlage auf
eine mit einem sterilen Operationstuch abgedeckte Warmematte verbracht und die
GliedmafRen mittels Leukosilk® an der Unterlage fixiert.

Intraoperativ wurde die Narkose Uber eine Inhalationsmaske mittels Isofluran (1,5 -
2 Vol. %) und einem Frischgasfluss (100 % Sauerstoff, 1 I/min) aufrechterhalten.
Zum Schutz der Hornhaut der Augen wurde Augensalbe (Bepanthen® Augen- und
Nasensalbe, Bayer Vital GmbH, Leverkusen, Deutschland) in die Lidspalten
aufgetragen. Nachfolgend wurde das Abdomen bis zum Beckeneingang und die linke
Thoraxseite bis zur Halsregion rasiert sowie desinfiziert (Softasept®N, B Braun,
Melsungen, Deutschland). Die Kérpertemperatur wurde wéhrend der Operation mit
Hilfe einer digitalen Rektalsonde gemessen. Zum Schutz des Darmes beim
Einfuhren in das Rektum wurde etwas Augensalbe auf die Spitze der Sonde
aufgetragen. Die ausreichende Narkosetiefe wurde durch fehlende Zwischen-
zehenreflexe der Hintergliedmal3en bestimmit.

Implantation

Fiar die Transmitterimplantation wurde ausschliel3lich steriles Operationsbesteck
verwendet. Im ersten Schritt wurde die Haut der Bauchdecke mit einer kleinen
chirurgischen Schere ero6ffnet, beginnend ca. 0,5 cm unterhalb des Sternums und
endend an der Oberkante der Symphyse. Daraufhin wurde die Haut auf beiden
Seiten der Inzision stumpf von der Muskulatur abprapariert. Als nachstes folgte eine
mediane Laparotomie entlang der gering vaskularisierten Linea alba und der in
steriler Kochsalzlésung vorgewarmte Transmitter wurde mit nach kaudal
ausgerichteten Elektroden in die Bauchhdhle auf dem Darm platziert.
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Durch das Lumen einer 18 Gauge Nadel, welche kaudolateral der Inzision in die
Bauchhohle eingefuhrt wurde, konnten die Elektroden durch die Muskulatur der
Bauchwand aus dem Abdomen gefuhrt werden. Um ein Austrocknen der
Bauchhohlenorgane zu vermeiden sowie den Flissigkeitshaushalt zu unterstitzen,
erfolgte eine Substitution von 0,5 ml kérperwarmer, physiologischer Kochsalzlésung
(NaCl 0,9 %, BBraun, Melsungen, Deutschland) direkt in die Bauchhohle.

Der Transmitter wurde mit nicht resorbierbarem Nahtmaterial (4-0 Mersilene, Ethicon,
Johnson & Johnson Medical, USA) an der Wand des Abdomens fixiert. Der
Verschluss der Bauchmuskelschichten erfolgte mit einer Naht aus Einzelheften mit
einem resorbierbaren Faden (VICRYL 5-0, Ethicon, Norderstedt, Deutschland).

Die Elektroden wurden subkutan entsprechend einer Ableitung Il nach Einthoven
positioniert (Abb. 5). Hierfir wurde zuerst ein kleiner Hautschnitt auf der rechten
Seite des Brustkorbs auf Hohe des M. pectoralis major durchgefihrt. Die negative
Transmitter-elektrode wurde nun mit Hilfe einer Gefal3klemme am terminalen Ende
gefasst und ausgehend von der Bauchinzision subkutan nach kranial bis zu diesem
Hautschnitt getunnelt. Um ein spateres Verrutschen der Elektrode zu verhindern,
wurde das Elektrodenende als nachstes mit einem nicht resorbierbaren Faden am
Brustmuskel fixiert. Die positive Elektrode wurde ebenfalls subkutan bis zum linken,
kaudalen Rippenbogen getunnelt und ca. 1 cm links des Processus xyphoideus unter
der Haut belassen. Hierbei wurde besonders darauf geachtet, dass beide Elektroden
flach unter der Haut lagen um eine Reizung des Gewebes zu verhindern.
AnschlieBend wurden alle Hautschnitte mit Einzelheften aus resorbierbarem
Nahtmaterial verschlossen. Falls indiziert, wurden die N&hte zum Schutz vor
Manipulationen durch das Tier zusatzlich mit Hautklammern geklippt. Anschliel3end
wurde das Operationsfeld mit Aluminiumspray abgedeckt. Die Gesamtzeit der
Operation von der Narkoseeinleitung bis zum Hautverschluss betrug etwa 20
Minuten.
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Abbildung 5: Skizze der Elektrodenplatzierung entsprechend der Ableitung Il nach
Einthoven (eigene Darstellung)

Narkoseiiberwachung

Die Narkosetiefe und eventuelle Reaktionen auf Schmerzreize, d.h. der Muskeltonus,
die Atemfrequenz und i tiefe, wurden wahrend der Operation kontinuierlich von einer
zweiten Person kontrolliert und erfasst. Die Atemfrequenz wurde durch Auszéahlen
der Thoraxbewegungen ermittelt und zusammen mit der Korpertemperatur in drei-
bis funfminutigen Abstdnden dokumentiert.

Sham-Operation

Bei den Sham-Gruppen erfolgte unter Inhalationsnarkose eine Laparotomie und die
Untertunnelung der Haut bis zu den Positionierungsstellen der Elektroden. Allerdings
wurde kein Transmitter implantiert. Ansonsten gab es keine Unterschiede zwischen
den Operationsschritten.

3.3.5 Postoperative Mallnahmen und Schmerzmanagement

Nach der Operation wurden die Mause zuné&chst in einen sauberen, vorgewarmten
Kafig verbracht. Die Einstreu wurde mit etwas Zellstoff abgedeckt, damit die
Atemwege nicht durch Einstreupartikel verlegt werden konnten. Erst nach
vollstandigem Erwachen wurden die Tiere zurlick in den ebenfalls vorgewarmten
Heimkéafig gesetzt. Zur besseren Erholung und um eine Hypothermie zu vermeiden,
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blieben die Mause fur etwa eine Stunde unter Beobachtung auf einer Warmematte in
ihrem Heimkafig. Anschlielend wurden sie zurtick in den Tierhaltungsraum gebracht
und die erste Messung wurde gestartet.

Die ersten drei postoperativen Tage wurde das Trinkwasser zur Schmerzbehandlung
mit Metamizol (200 mg/kg KGW; Novaminsulfon® 500 mg Lichtenstein, Zentiva
Pharma GmbH, Frankfurt am Main, Deutschland) versetzt. Um die Futter- und
Wasseraufnahme zu erleichtern, wurde in der ersten Woche nach der Operation
taglich eine Petrischale (@ 0,4 cm) mit eingeweichtem Futter in den K&fig gegeben.
Die Kontrolle des Wundbereichs erfolgte taglich. Bei den Tieren, die nach Indikation
geklammert werden mussten, wurden die Klammern nach sieben Tagen entfernt.

3.4 Belastungsmodell: Transmitterimplantation

Im Anschluss an die Transmitterimplantation bzw. die entsprechende Sham-
Operation (Sham-OP) folgte eine vierwdchige Rekonvalenszenzphase. Wéhrend
dieses Zeitraumes wurden die Tiere taglich zwischen 9:00 und 10:00 Uhr morgens
klinisch untersucht und gewogen. Ein Gewichtsverlust von mehr als 20 % vom
Ausgangsgewicht (Tag O vor der Operation) galt als Abbruchkriterium. Die
Beurteilung des individuellen Gesundheitszustandes erfolgte anhand eines
numerischen, klinischen Scores (Tabelle 2). Um den Einfluss des in der Bauchhéhle
liegenden Transmitters auf die postoperative Erholungszeit zu untersuchen, wurden
die Befunde der klinischen Untersuchung mit denen der sham-operierten Tiere
verglichen. Zur Analyse belastungsbedingter Veranderungen der physiologischen
Parameter wurden postoperativ telemetrische Messungen an den Tagen 0, 3, 7, 14
und 28 durchgefuhrt.

Akklimatisation || OP Postoperatives Monitoring
rrrrrrrrrrrrrrrrrirrrrrrrrr Tl I>
-7 6 -5 -4 -3-2-10 1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28
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| Rekonvaleszenzzeit |
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Abbildung 6: Versuchsprotokoll zur Belastungsbeurteilung nach Transmitter-
implantation
Die Pfeile markieren die Tage, an denen telemetrische Messungen erhoben wurden
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Tabelle 2: Klinisches Scoring nach Transmitterimplantation

Score | Aktivitat | Kérpergewicht Allgemeinzustand Verhalten
0 Sehr aktiv +-3 0 Fell glatt, glan;end; Aufmerksam;
Augen klar, glanzend schnelle Bewegungen
1 AKtiv Reduktion Fell glatt, glanzend; Aufmerksam;
3-5% Augen Klar, glanzend schnelle Bewegungen
2 Aktiv Reduktion Fell glatt, glanzend; Aufmerksam;
6-12 % Augen Klar, glanzend schnelle Bewegungen
Felldefekte (verminderte | Aufmerksam;
3 Aktiv Reduktion Kdrperpflege); gelegentliche
13-15% Augen vollstandig Unterbrechung in der
geoffnet Bewegung
Felldefekte (verminderte | Weniger aufmerksam;
4 Weniger Reduktion Kdrperpflege); gelegentliche
aktiv 16-18 % Augen nicht mehr Unterbrechung in der
vollstandig geoffnet Bewegung
Fell stumpf, ungeordnet; Tier ruhia:
Weniger Reduktion Augen nicht mehr Inig; .
5 . .1 ) . ausreichende Reaktion
aktiv 19-20 % vollstandig geoffnet; :
N auf die Umwelt
erhdhter Muskeltonus
Schmutziges Fell, . o
. verklebte oder feuchte SerSt'S.OI_""t'On’
. Reduktion - . ) Lethargie;
6 Kaum aktiv Kdrperoffnungen;
>20% . ) nur langsame
aufgekrimmte Haltung; Beweaqunaen
hoher Muskeltonus gung
Verkrampfungen; Keine Aktivitat;
6+ Lethargisch Lahmungen; flache kein Ansprechen auf

Atmung; Tier kalt

die Umwelt
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3.5 Belastungsmodell: Restraint Stress

Zur Belastungsbeurteilung unter akutem Stress wurde das sog. Restraint-Stress-
Modell verwendet. Der Stressausloser beruht auf einer starken Bewegungs-
einschrankung des Tieres. Als Restrainer diente eine durchsichtige Plexiglasrohre
(Zwangsrohre) mit einem inneren Durchmesser von 2,5 cm. Die Lange konnte fur die
jeweilige Maus individuell eingestellt werden. Eine ausreichende Sauerstoffzufuhr
wurde durch zahlreiche Luftlocher gewahrleistet (Abb.7).

Abbildung 7: Fotografie einer Maus in der Zwangsrohre

Nach der vierwochigen Rekonvaleszenzzeit nach Transmitterimplantation bzw.
Sham-OP wurden die Tiere innerhalb der Stdmme randomisiert in eine Stress- und
Kontrollgruppe aufgeteilt, mit jeweils acht Mausen pro Versuchsgruppe (Ubersicht
Versuchsgruppen siehe Anhang Tabelle 15). Dabei wurden die Tiere in einem Kafig
der gleichen Behandlungsgruppe zugewiesen. Die Tiere der Stressgruppe wurden an
zehn aufeinanderfolgenden Tagen jeweils eine Stunde in eine Zwangsréhre
verbracht. Die Stress-Prozedur wurde morgens zwischen 9:00 und 10:00 Uhr
durchgefihrt, direkt im Anschluss an die klinische Untersuchung. Nach Einbringen
der Méause in die Zwangsrohre, wurden diese in einem leeren Kafig auf die DSI-
Receiverplatten gestellt und die Messungen wurden gestartet. Die Kontrolltiere
wurden gewogen, klinisch untersucht und zuriick in ihre Heimkéfige verbracht. Diese
wurden im Anschluss ebenfalls fir die Messung auf die entsprechenden
Receiverplatten gestellt.

Die Sektion und die Organentnahmen erfolgten bei den transmitterimplantierten
Tieren an Tag 35 sowie bei den sham-operierten Mausen entsprechend der
Gruppeneinteilung an den Tagen 0, 7, 10, 14 und 35.
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Telemetrisches Monitoring
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Abbildung 8: Versuchsprotokoll zur Belastungsbeurteilung im Restraint-Stress-
Modell

Die roten Pfeile markieren die Tage, an denen das Stressprotokoll durchgefiihrt wurde.
Telemetrische Messungen wurden an den Tagen -2 bis 10 sowie an Tag 14 erhoben.
Proben- und Organentnahmen erfolgten bei den verschiedenen Sham-Gruppen jeweils an
den Tagen 0, 7, 10, 14 oder 35 sowie bei der Transmitter-Gruppe an Tag 35.

3.6 Belastungsmodell: Chronische Kolitis und Restraint Stress

Zur Belastungsbeurteilung innerhalb einer chronischen Kolitis wurde das Modell der
IL-10 defizienten Maus verwendet. Diese Mause entwickeln im Verlauf ihres Lebens
spontan eine Kolitis (KUHN et al. 1993).

Um den Einfluss von Stress auf die Entwicklung und den Verlauf der chronischen
Darmentzindung zu untersuchen, wurden auch diese Tiere randomisiert in eine
Stress- und Kontrollgruppe eingeteilt (Ubersicht Versuchsgruppen siehe Anhang
Tabelle 16). Die Durchfihrung des Stressprotokolls sowie die Sektionen und
Organentnahmen erfolgten wie in 3.5 beschrieben. Die Tiere wurden ebenfalls
taglich auf ihren allgemeinen Gesundheitszustand hin kontrolliert und klinisch gescort
um die Entwicklung einer Darmentzindung zu detektieren. Zuséatzlich zu dem oben
gezeigten klinischen Score (Tabelle 2) wurde die Kotkonsistenz beurteilt.
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3.7 Belastungsmodell: Akute Kolitis

Die Induktion der akuten Kolitis erfolgte in weiblichen B6 WT Mausen durch eine
funftagige Applikation von DSS (Dextran Sodium Salt Reagent Grade,
Molekulargewicht 36.000 - 50.000 g/mol, MP Biomedicals GmbH, Eschwege,
Deutschland) ad libitum im Trinkwasser (Ubersicht Versuchsgruppen siehe Anhang
Tabelle 17).

Da das kolitogene Potenzial von DSS zwischen verschiedenen Produktchargen stark
variieren kann, wurde in einem Vorversuch die geeignete Konzentration, welche im
histologischen Bild eine deutliche Kolitis zeigt, klinisch jedoch nicht zu schwer-
wiegenden Symptomen und damit zum Erreichen der Abbruchkriterien fuhrt, ermittelt
und auf 1,5 % festgelegt.

Nach funf Tagen wurde das DSS-haltige Wasser wieder durch normales Trinkwasser
ersetzt. Die Kontrolltiere erhielten Uber die gesamte Versuchsdauer normales,
autoklaviertes Trinkwasser. Alle Mause wurden taglich gewogen und auf ihren
allgemeinen Gesundheitsstatus hin kontrolliert. Die Sektionen und Organentnahmen
erfolgten entsprechend der Gruppeneinteilung an Tag 7 sowie an Tag 14 nach
Beginn der DSS-Gabe.

Telemetrisches Monitoring

OP Rekonvaleszenzzeit Sektion

] ,uw !

0 7 14 21 28
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Abbildung 9: Versuchsprotokoll der akuten Kolitis

Die blauen Pfeile markieren die Tage, an denen die Tiere DSS-haltiges Trinkwasser
bekamen. Telemetrische Messungen wurden von Tag -2 bis Tag 10 erhoben. Sektionen und
Organentnahmen erfolgten entsprechend der Gruppeneinteilung an Tag 7 oder an Tag 14
nach Beginn der DSS-Gabe.
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3.7.1 Klinisches Scoring im Modell der DSS-Kolitis

Wahrend des gesamten Versuches wurde zur Bewertung des Schweregrades der
Kolitis taglich das Korpergewicht, die Kotkonsistenz sowie die allgemeine
Erscheinung der Tiere in einem klinischen Score (Tabelle 3) erfasst (BLEICH et al.
2010; HAGER et al. 2015). Ein Gewichtsverlust von mehr als 20 % vom
Ausgangsgewicht galt als Abbruchkriterium.

Tabelle 3: Klinisches Scoring im Modell der DSS-Kolitis

Klinische Parameter Score
Kotkonsistenz Normal, weich, weich mit Blut 0-2
Allgemeine klinische Parameter

Haltung Normal bis gekrimmt 0-2
Spontanverhalten Normal bis keine Aktivitat 0-2
Provoziertes Verhalten Normal bis keine Aktivitat 0-2
Beurteilung der Augen Klarheit, Offnung 0-3
Beurteilung des Fells Sauberkeit, Glanz, Glatte 0-3
Gesamterscheinung nicht, mild, moderat, stark gestort | 0-3
Gesamtscore 17

3.8 Bestimmung von Corticosteron

Zur Analyse der endokrinen Stressantwort wurde die Corticosteron-Konzentration
sowohl im Blut als auch im Kot (fecal corticosterone metabolites, FCM) bestimmt.
Die Extraktion des Corticosterons aus dem Blut erfolgte anhand auf Filterpapier
getrockneter Bluttropfen, den sog. Dried Blot Spots (DBS). Fir die Analyse der
Corticosteronmetaboliten aus dem Kot wurden Sammelkotproben der einzelnen
Tiere verwendet.

Die gquantitative Bestimmung der Corticosteron-Konzentration im Blut erfolgte mittels
ELISA. Die Bestimmung der Konzentration der Corticosteronmetaboliten aus dem
Kot erfolgte mittels Radioimmunoassay (RIA) im Institut fir Physiologie,
Pathophysiologie und Biophysik an der Veterinarmedizinischen Universitat in Wien.
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3.8.1 Probengewinnung und -aufbereitung

Am Versuchsende erfolgte bei jedem Tier eine Blutentnahme aus der V. facialis,
welche gemall den Empfehlungen der GV-SOLAS (2009) durchgefihrt wurde. Alle
Blutentnahmen wurden zwischen 8:30 und 9:00 Uhr und stets durch dieselbe gelibte
Experimentatorin ausgefuhrt. Die Mause wurden mittels Nackengriff fixiert, wobei es
durch das Zurickziehen der Gesichtshaut gleichzeitig zu einer Stauung der
Halsvenen kommt. Die V. facialis wurde an der rechten Kopfseite ca. 3 bis 4 mm
dorsokaudal des haarlosen Punktes am Unterkiefer mit einem 90°-Winkel zur
Oberflache und mit einer 20 G-Kanile punktiert. 15 pl des heraustretenden Blutes
wurden von einer zweiten Person mit einer Pipette aufgefangen und direkt auf eine
Protein Saver Card (Whatman 903™, GE Healthcare Europe GmbH, Freiburg)
aufgetragen. Durch Beendigung der Fixation wurde die Stauung geldst und es kam
unmittelbar zum Sistieren des Blutflusses, wodurch keine weitere Hamostase
notwendig war. Die DBS wurden anschlie3end fir 24 Stunden getrocknet und bis zur
weiteren Verwendung bei Raumtemperatur in einem luftdichten Behaltnis gelagert.
Im Anschluss an die Blutenthnahme wurden die Mause gewogen, klinisch untersucht
und zur Gewinnung der Sammelkotprobe fiir eine Dauer von zwei Stunden in einen
mit Labsand (Coastline Global Inc., Palo Alto, USA) geflllten Kafig verbracht. Die
spontan abgesetzten Kotpellets wurde mit einer Pinzette in ein 2 ml Probengefal}
Uberfahrt und bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C gelagert.

Whatman 903™ [LOT 7078517 W162
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Abbildung 10: Fotografie einer Protein Saver Card (Whatman 903™)
Die Fotografie zeigt eine Protein Saver Card mit zwei aufgetragenen Blutproben zur
Gewinnung der Dried Blot Spots (DBS).
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Corticosteron-Extraktion aus DBS

Die auf dem Filterpapier getrockneten Blutproben wurden zunéchst entlang der
Markierung ausgeschnitten und in ein 2 ml Probengefal® tberfuhrt. Nach Zugabe von
1 ml Methanol (80 %) erfolgte die Extraktion fir 45 Minuten bei 22 °C und 750 rpm
auf dem Schdttler. Mit einer Pinzette wurde das Filterpapier aus dem Probengefald
entfernt und die Fliissigkeit im Vakuumverdampfer (SpeedVac™) fiir zwei bis drei
Stunden verdampft. Die Aufbewahrung der getrockneten Proben erfolgte bei -80 °C.

Extraktion der Corticosteron-Metaboliten aus dem Kot

Die Extraktion der Corticosteron-Metaboliten aus den Sammelkotproben erfolgte in
Anlehnung an die von Wright-Williams et al. (2007) beschriebene Methode. Hierfur
wurden die Sammelkotproben zun&chst mit ein bis drei Tropfen destilliertem Wasser
versetzt und mit einem Sto6R3el (Mini-Pistill, Destroy-SR-15, Biozym Vertrieb GmbH,
Hessisch Oldenburg) gemischt. Im Folgenden wurden jeweils 0,1 g in ein neues
Probengefald uberfuhrt und mit 1 ml 80 %igem Methanol versetzt. Anschlie3end
wurden 15 bis 20 Zirconia Beads (Precellys® 1.4 mm Zirconium oxide beads, Bertin
Technologies, Montigny le Bretonneux, Frankreich) hinzugegeben und die Proben
acht Minuten in dem Disrupter (Disrupter Genie, Scientific Industries, New York,
USA) homogenisiert. Im nachsten Schritt wurden die Proben fir 30 Minuten bei
Raumtemperatur und 1400 rpm auf dem Schuttler inkubiert und darauffolgend fir 10
Minuten bei 25009 zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein neues Probengefal
uberfiihrt und anschlieRend im Vakuumverdampfer (SpeedVac™) bei 45 °C fiir drei
bis vier Stunden eingedampft. Bis zur weiteren Verwendung wurden die Proben
ebenfalls bei -80 °C gelagert.
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3.8.2 Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Testprinzip

Fur die quantitative Corticosteronbestimmung aus den Blutproben wurde ein ELISA
Kit der Firma demeditec (Referenznummer DEV9922) verwendet. Bei diesem
handelt es sich um einen kompetitiven Immunoassay zur Messung von Corticosteron
in Ratten- und Mausserum oder -plasma.

Die Vertiefungen (wells) auf der Mikrotiterplatte sind mit einem polyklonalen
Antikdrper beschichtet, der gegen eine antigene Stelle auf dem Corticosteron
gerichtet ist. Das Corticosteron in der Probe konkurriert mit Meerrettichperoxidase-
konjugiertem Corticosteron um die Bindung am Antikérper. Daraus folgt: je mehr
Corticosteron in der Probe oder im Standard vorhanden ist, desto weniger
konjugiertes Corticosteron kann gebunden werden. Das nicht gebundene Konjugat
wird durch Waschen der Wells entfernt. Nach Zugabe einer Substratlésung kann die
enzymatische Reaktion sichtbar gemacht werden. Die Corticosteron-Konzentration
ist dann umgekehrt proportional zur gemessenen optischen Dichte. Zur Uberpriifung
des ELISAs laufen Standards in steigenden Konzentrationen sowie eine Negativ-
und Positivkontrolle mit.

Durchfihrung des ELISAs

Vor Beginn der Testdurchfihrung mussten zunachst alle Reagenzien und die zu
messenden Proben auf Raumtemperatur gebracht werden. Die aufgearbeiteten
DBS-Proben wurden in 75 pul, die Kotproben in 100 pl Ethanol:PBS (50:50)
resuspendiert. Im ersten Schritt wurden je 10 ul der Standards, Kontrollen und
Proben in die entsprechenden Wells der Mikrotiterplatte pipettiert. Als nachstes
wurden 100 pl Incubation Buffer und 50 ul Enzyme Conjugate in jedes Well gegeben
und die Platte fir 2 Stunden bei Raumtemperatur und 600 rpm auf einem Schuttler
inkubiert. Im Anschluss wurde der Inhalt der Wells kraftig ausgeschuttet und viermal
mit jeweils 300 pl Waschpuffer pro Well gewaschen. Um die Flussigkeit in den Wells
vollstdndig zu entfernen, wurde die Mikrotiterplatte auf saugfahigem Papier
ausgeklopft. Darauffolgend wurden 200 pl Substrate in jedes Well gegeben und die
Platte erneut bei Raumtemperatur fur 30 Minuten lichtgeschitzt inkubiert. Dieser
Schritt bewirkt die Farbreaktion. AnschlieRend wurde die enzymatische Reaktion mit
einem spezifischen Stopp-Reagenz (Stop Solution) angehalten, wodurch es zu
einem Umschlag der blauen in eine gelbe Farbung kam.

Die Messung der optischen Dichte (OD) erfolgte an einem Mikrotiterplatten-
Spektralphotometer (Viktor™ X3) bei 450 nm. Die Corticosteronkonzentrationen der
einzelnen Proben wurden anhand der Standardkonzentrationsreihe bestimmt.
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3.9 Histologie

3.9.1 Entnahme und Praparation des Kolons und Zakums

Die Euthanasie der Mause erfolgte durch COs-Inhalation und anschlielBender
Entblutung mittels Herzpunktion. Nach dem Er6ffnen der Bauchhdhle wurden
zunachst alle Organe auf ihre Lage und auf eventuelle pathologische Veranderungen
untersucht. War ein Transmitter implantiert, wurde dieser vorsichtig von anhaftendem
Gewebe befreit und aus dem Abdomen entfernt. Nach Durchtrennung des
knéchernen Beckens im Bereich der Schambeinfuge wurde das Kolon einschlief3lich
des Rektums und des Anus entnommen, am Ubergang zum Zakum abgesetzt und
anschlieBend mit gepufferter Salzldsung (PBS, siehe Puffer und Losungen) mehrfach
gespult, um den Darminhalt zu entfernen. Im Anschluss wurde das Kolon in Form
einer modifizierten A S wiR®d (M@OLENBEEK u. RUITENBERG 1981) in eine
Standardeinbettkassette (Medite GmbH, Burgorf) verbracht. Bei dieser Technik wird
der Darm schneckenhausartig aufgerollt, wobei sich das proximale Kolon im Zentrum
der Kassette befindet (Abb.11).

Das Zakum wurde ebenfalls in eine Einbettkassette verbracht und beide Kassetten
wurden anschlie3end Uber drei Tage in 4 %igem, gepufferten Formalin (hergestellt
aus 37 % Formaldehyd, Firma Carl Roth, Karlsruhe) fixiert. Nach Fixation erfolgte
zunachst der Zuschnitt des Zakums, welches mit Hilfe eines Skalpells langs in zwei
Halften durchtrennt wurde. Anschlielend wurden beide Z&kumhélften durch
vorsichtiges Schwenken in PBS vom Darminhalt befreit und mit der Anschnittseite
nach unten zuriick in die Kassette gelegt.

mittleres
Kolon
distales
Kolon
proximales
Kolon

Abbildung 11: Fot ogr afi e einer mBRdlffAzierten ASwi
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3.9.2 Anfertigung der histologischen Praparate

Die histologischen Gewebeschnitte wurden in der Experimentellen Pathologie des
ZTLs hergestellt. Hier wurden die formalinfixierten Praparate Gber Nacht entwassert,
paraffiniert (Paraffin Histoplast, Thermo Fischer, Walthan, USA) und anschlieRend
manuell eingebettet. Nach der Einbettung wurden aus diesen Paraffinbldcken mit
Hilfe eines Mikrotoms (Leica RM2245, Leica Biosystems Nussloch GmbH, Nussloch,
Deutschland) 3 um dinne Langsschnitte angefertigt, auf einem Objekttrager platziert
und im Farbeautomaten mit Hamatoxylin-Eosin (H&E) gefarbt. Im Anschluss wurden
die gefarbten Schnitte in einem vollautomatischen Objektrager-Eindeckautomaten
eingedeckt (Eindeckmedium: Cytoseal™XYL, Thermo Fischer).

3.9.3 Histologische Auswertung der chronischen Kolitis

Die Bewertung des Schweregrades der Darmentzindung im chronischen
Kolitismodell erfolgte mit Hilfe eines Lichtmikroskops der Firma Zeiss (Carl Zeiss
Mikroskopie GmbH). Die Praparate wurden bei einer 40-, 100- und 400-fachen
VergroR3erung beurteilt. Das hierbei verwendete, modifizierte Auswertungsverfahren
basierte auf einem bereits etablierten, semiquantitativen Score (The Jackson
Laboratory Score; TJL-Score), welcher in Kooperation mit dem Jackson Laboratory
entwickelt wurde (BLEICH et al. 2004).

Bei der histologischen Beurteilung mit dem TJL-Score wurde jeder Dickdarm-
abschnitt auf vier entzindungsrelevante Parameter hin untersucht, wobei je nach
Schweregrad der Veranderungen die Punktzahl 1 (geringgradig) bis 3 (hochgradig)
vergeben wurde. Beim Vorliegen einer Peritonitis wurde ein zusétzlicher Punkt fur
den jeweiligen Abschnitt vergeben.
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Tabelle 4: Auswertungsschema der chronischen Kolitis (modifizierter TIJLSore)

Parameter Score
I. Schweregrad der 0= normal
Entziindung 1= milde Entziindung: kleine fokale oder multifokale

Entziindungsgebiete, wobei die Zellinfiltration auf
die Lamina propria beschrankt ist

2 = moderate Entziindung: multifokale oder lokal
ausgedehnte entziindete Bereiche;
Entzindungszellinfiltration reicht bis in die Tela
submucosa

3 = schwerwiegende Entziindung: grof3flachige
Ul zer ati onen EnQun@ugsz€l y p
infiltration reicht bis in die Lamina muscularis

+1 Bei Vorliegen einer Peritonitis

II. Grad der Hyperplasie | 0= normal, keine Hyperplasie
= leichte Hyperplasie: morphologisch normales
Darmepithel; Lange der Krypten zwei- bis
dreifach dicker als angrenzende Bereiche bzw.
einer Kontrollmukosa

2 = maRige Hyperplasie: Kryptenepithelschicht zwei-
bis dreifach dicker als normal;

3 = schwerwiegende Hyperplasie: Epithelzellschicht
deutlich verdickt (vier- oder mehrfach dicker als
normal); zahlreiche Krypten mit baumartigem
Verzweigungsmuster; wenige bis keine
Becherzellen vorhanden, hohe Mitoserate und
deutliche Hyperchromasie der Zellen

[ll. Ulzeration 0 = keine Ulzeration

1= 1-2 Ulzerationen (maximal 20 Krypten betroffen)

2 = 1-4 Ulzerationen (bis zu 40 Krypten betroffen)

3 = grolflachige Ulzerationen, die die
vorangehenden Kriterien Gbersteigen

IV. Prozentualer Anteil 0= 0%

veranderter Bereiche 1= 10-30%
2= 40-70%
3= >70%
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Das Kolon wurde zur Analyse zusatzlich in drei groRengleiche Abschnitte
(proximales, mittleres und distales Kolon) unterteilt. Die Bewertung der einzelnen
Kolonabschnitte wurde nachfolgend zu einem Gesamtscore addiert. Die maximal zu
erreichende Gesamtpunktzahl betrug somit fir das Kolon 39 und fur das Zakum 13.

Tabelle 5: Zusammensetzung des Gesamtscores (modifizierter TJL-Score)

Organ [Schweregrad | Peritonitis | Hyperplasie| Ulzeration | Anteil | Gesamt
Zakum 0-3 0-1 0-3 0-3 0-3 13
(gesamt)
proximales 0-3 0-1 0-3 0-3 0-3
Kolon
mittleres
Kolon 0-3 0-1 0-3 0-3 0-3 39
distal
o 0-3 0-1 0-3 0-3 0-3

olon

3.9.4 Histologische Auswertung der akuten Kolitis

Die histologische Auswertung der DSS-induzierten, akuten Kolitis erfolgte ebenfalls
an dem Lichtmikroskop der Firma Zeiss (Carl Zeiss Mikroskopie GmbH) bei einer
40-, 100- und 400-fachen VergréRerung. Der Schweregrad der vorliegenden
Darmentzindung wurde mittels eines speziellen Auswertungsverfahrens (Tabelle 6)
beurteilt, welches insbesondere die typischen Veranderungen dieser chemisch
induzierten Kolitis, wie z.B. den Architekturverlust des Darmepithels und das
Vorliegen eines Odems, beriicksichtigt. Dieses semiquantitative Auswertungsschema
wurde von Frau Dr. Silke Glage am ZTL entwickelt und 2015 von Hager et al.
publiziert (HAGER et al. 2015).
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Tabelle 6: Auswertungsschema der DSS-Kolitis

Parameter

Score

l. Entzindungszell-
infiltrationen

a) Schweregrad

0=

keine Veranderungen
mild

moderat

deutlich
schwerwiegend

b) Maximale
Ausdehnung

keine Veranderungen
Mucosa, L. propria

1 + Tunica submucosa

2 + Transmural, L. muscularis
Wanddurchbruch, Peritonitis

[l. Intestinale
Architektur

a) Epithelial

keine Veranderungen

fokale Erosionen

fokal ausgedehnte Erosionen
zahlreiche Erosionen
ausgedehnte Ulzerationen

b) Mukosal

keine Veranderungen

fokaler Architekturverlust,
abgestumpfte Krypten
moderater Architekturverlust,
Muzin-Retentionen

deutlicher Architekturverlust,
Krypt-Nekrosen

vollstandiger Architekturverlust

lll. Ausdehnung des
Odems

keine Veranderungen

Odem in Epithelzellschicht
Odem in Tunica submucosa
Odem in Lamina muscularis

IV. Prozentsatz
veranderter Bereiche

keine Veranderungen
25 %

50 %

75 %

100 %
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Tabelle 7: Zusammensetzung des Gesamtscores (DSS-Kolitis)

Organ a | b | wma | mw | m | v |[Gesamt
74k
(gae:;"mt) 0-4 0-4 0-4 0-4 0-3 0-4 23
imal
oo |04 0-4 0-4 0-4 03 0-4
distales 46
. 0-4 0-4 0-4 0-4 03 0-4

3.9.5 Telemetrische Messungen und Datenanalyse

Die telemetrischen Messungen erfolgten an den angegebenen Tagen uUber 24
Stunden. Bei der Auswertung wurde ein Zeitraum von 20 Stunden berucksichtigt
(11:00 bis 07:00 Uhr). Die ersten vier Stunden der Hellphase wurden nicht mit in die
Auswertung aufgenommen, da in dieser Zeit die Versorgung und Untersuchung der
Tiere erfolgte.

Die Aufzeichnung der telemetrischen Daten erfolgte in Intervallen von 5 Sekunden,
was der hdchsten Auflosung des Telemetriesystems entspricht. Die erhobenen
Daten wurden fir die spatere Analyse und grafische Darstellung in groéRere
Zeitintervalle zusammengefasst. Fur die Auswertung der Korpertemperatur und der
Herzfrequenz wurden die Daten zu Ein- bzw. Funf-Minuten-Intervallen zusammen-
gefasst. Alle dargestellten Datenpunkte in den Abbildungen, die einen Verlauf
zeigen, entsprechen dem Mittelwert der M&use einer Gruppe in diesem Zeitintervall.
Auf Grund des zirkadianen Rhythmus der Mause wurden die Mittelwerte der
Herzfrequenz, HRV und Temperatur getrennt fur die 14-stiindige Hell-, sowie fir die
10-stindige Dunkelphase berechnet. Die gemessenen Aktivitdtscounts wurden
summiert, um eine Gesamtaktivitat zu ermitteln.

Fur die Auswertung der HRV wurden die EKGs auf AV-Blockierungen, supra- und
ventrikulare Extrasystolen gepruft und ggf. korrigiert, so dass als Resultat die sog.
NN-(Normal-to-Normal) Intervallfolge entstand. Da die NN-Intervalle maf3geblich von
der Herzfrequenz abhangig sind, wurde die Standardabweichung der NN-Intervalle
(SDNN) im Messzeitbereich als Parameter fir die Analyse der HRV gewahlt. Die
SDNN ist ein frequenzunabhangiger Indikator fur die H6he der Gesamtvariabilitat.
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3.10 Statistische Auswertung

Fur die statistische Analyse und zum Erstellen der Graphen wurden die Programme
Excel 2010 und GraphPad Prism® 5 und 6 Software (GraphPad Software, Inc. La
Jolla, CA, USA) verwendet.

Zunachst wurde mit dem Shapiro-Wilk Test die Hypothese auf Normalverteilung der
Daten gepruft.

Fir Vergleiche von zwei Gruppen mit normalverteilten Daten wurde der ungepaarte
t-Test angewendet. Bei signifikant unterschiedlichen Varianzen (F-Test) wurde eine
Welch Korrektur durchgefuhrt. Zum Vergleich von zwei nicht-normalverteilten
Versuchsgruppen wurde der nicht-parametrische Mann-Whitney-U-Test verwendet.
Bei Vergleichen zwischen mindestens drei Gruppen mit normalverteilten Daten
erfolgte die statistische Analyse mittels einfaktorieller ANOVA (ANOVAL,
F:Teststatistik) mit anschlieRendem Tukey-Kramer post-hoc-Test fiur multiple
Gruppenvergleiche. Bei Verwendung der ANOVA und/oder multiplen Gruppen-
vergleichen bezieht sich die Angabe des multiplizitatsadjustierten p-Wertes auf einen
exakten bzw. Gaul3-approximierten Wert.

Vergleiche zwischen mindestens drei Gruppen mit nicht-normalverteilten Daten
wurden mittels Kruskal-Wallis-Test mit anschlieRendem post-hoc-Test (Dunn-Test)
berechnet.

Bei Zeitreihenanalysen wurde eine ANOVA1l mit Messwiederholungen (repeated
measures (RM)) und anschlieRendem Dunnett post-hoc-Test angewendet. Fehlende
Werte wurden bis zu einem Anteill von 20 % mit Gruppenmittelwerten der
entsprechenden Zeitpunkte aufgefullt. Bei mehr als 20 % fehlender Werte wurde auf
eine Ergdnzung wegen mdoglicher Datenverzerrung verzichtet und stattdessen eine
ANOVAL durchgeflhrt.

Die Darstellung der Daten erfolgte mit Mittelwerten + Standardfehler des Mittelwertes
(SEM) entweder als Balken-, Kurven- bzw. Verlaufsdiagramm.

Fur Daten mit Informationen Uber das individuelle Streuungsmald wurden zusatzlich
zum Box-and-Whiskers Plot die einzelnen Messpunkte dargestellt (Streudiagramm).
Dabei stellt die Mittellinie den Median dar und die oberen bzw. unteren
Abschlussbalken das 25. bzw. 75. Perzentil. Die Whiskers stellen das Minimum und
das Maximum der jeweiligen Datenverteilung dar.

Das Signi fi kanzniO0Bfasigelegu DiedEegebmissé detstatistischen
Testverfahren werden in den Abbildungen folgendermaf3en angegeben: * pO0, 05
*p 00, *0**%0,0010*** pO0 , 0.M& Anzahl der Tiere pro Gruppe ist in den
Bildlegenden angegeben.
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4  Ergebnisse

Im Rahmen dieser Dissertation wurden mit Hilfe der Telemetrie belastungsbedingte
Veranderungen physiologischer Parameter von Labormausen erfasst. Zur
Belastungsinduktion wurden folgende Modelle gewahlt:

1. Chirurgisches Modell (Transmitterimplantation bzw. entsprechende Sham-
Operation)

2. Restraint-Stress-Modell

Chronisches Kolitismodell (IL-10 defiziente Maus) mit Restraint Stress

4. Akutes Kolitismodell (DSS)

w

4.1 Chirurgisches Modell: Transmitterimplantation

Im ersten Teil der vorliegenden Arbeit erfolgte die Charakterisierung der Wildtyp-
Mause zunachst nach der chirurgischen Implantation eines telemetrischen
Transmitters bzw. nach entsprechender Sham-Operation. Die postoperative
Mortalitat betrug 2 %.

4.1.1 Postoperative Beobachtungen

Nach der Operation wurden die Tiere zunachst fur 15 Minuten in einen
vorgewarmten Aufwachkafig und daraufhin in ihren Heimkéfig verbracht. Die Mause
wurden Uber einen Zeitraum von 60 Minuten beobachtet und verblieben solange mit
ihrem Heimkafig auf einer Warmematte. Nach Beendigung der Inhalationsnarkose
erwachten die Tiere innerhalb weniger Minuten vollstandig. Bei den Beobachtungen
konnte festgestellt werden, dass die C3 Mause deutlich aktiver waren und bereits
wenige Minuten nach dem Erwachen begannen, den Aufwachkafig zu erkunden. Die
B6 Mause hingegen zeigten eine leicht gebeugte Korperhaltung, eine niedrige
Bewegungsaktivitdt und ein gesteigertes Putzverhalten besonders im Bereich der
Operationswunde.

4.1.2 Klinische Untersuchung und Gewichtsverlauf

Zum Zeitpunkt der Transmitterimplantation waren die Mause zwischen neun und
zehn Wochen alt und hatten ein Kdrpergewicht von 21 + 0,1 g. Alle Tiere wurden
postoperativ taglich morgens zwischen 9 und 10 Uhr gewogen und Klinisch
untersucht. Die Beurteilung des individuellen Gesundheitszustandes erfolgte anhand
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eines numerischen, klinischen Scores (siehe Tabelle 2 Material und Methoden). Die
statistische Analyse erfolgte tageweise mit dem Mann-Whitney-U-Test. Bei den
transmitterimplantierten B6 WT Mausen zeigten sich postoperativ Uber 14 Tage
signifikant erhéhte Werte des klinischen Scores (p<0,0005) im Vergleich zu den
sham-operierten Tieren. Dies war bei den C3 WT Mausen nur bis zum sechsten
postoperativen Tag zu beobachten (p<0,05).

A B6 WT

-¢- Sham
51 -~ Transmitter

**I** *'Jlr*

44 T 1T

Klinischer Score
il

A —

012345678 910111213141516171819 20212223 242526 27 28
Tag

B C3WT

-¢- Sham
54 -e- Transmitter

Klinischer Score
w

012345678 9101112131415161718192021 2223 24 2526 27 28
Tag

Abbildung 12: Klinischer Score in der postoperativen Rekonvaleszenzzeit

Dargestellt ist der klinische Score wahrend der vierwodchigen postoperativen Rekonvales-
zenzzeit nach Transmitterimplantation im Vergleich zum Verlauf nach Sham-OP der B6 WT
(A) und der C3 WT (B) Mause (Transmitter: n=38; Sham: n=60; Mann-Whitney-U-Test).

Allerdings zeigten die Tiere innerhalb der Kklinischen Untersuchung keine
Auffalligkeiten des aul3eren Erscheinungsbildes. Als am starksten gewichtender
Parameter beim klinischen Scoring stellte sich die Abnahme des Korpergewichts
heraus. Daher wird die Anderung des Korpergewichts (relative Anderung zum
Ausgangsgewicht in %) noch einmal gesondert abgebildet (Abb. 13). Dabei erfolgte
die statistische Analyse fur den Vergleich der verschiedenen Gruppen bis zu dem
Tag, an dem die Tiere ihr Ausgangsgewicht wieder erreicht hatten. Unterschiede im
Korpergewicht zwischen den transmitterimplantierten und den sham-operierten
Tieren wurden tageweise, je nach zugrunde liegender Verteilung der Daten, mit dem
t-Test bzw. dem Mann-Whitney-U-Test ermittelt.
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Die sham-operierten B6 WT M&use zeigten eine maximale Gewichtsreduktion von
6 £ 0,3 % an Tag 1 nach der Operation, gefolgt von einer kontinuierlichen Zunahme
und dem Erreichen des Ausgangsgewichts an Tag 9 nach der Operation. Im
Vergleich hierzu zeigten die transmitterimplantierten B6 WT Mause eine signifikant
hohere Gewichtsreduktion mit einem Maximum von 14,9 + 0,5 % an Tag 2 nach der
Implantation. Auch die transmitterimplantierten B6 WT Mause nahmen im weiteren
Verlauf kontinuierlich zu, erreichten das Ausgangsgewicht allerdings erst an Tag 14
post-operationem.

Die C3 WT Mause zeigten im Vergleich zu den B6 WT Mausen einen signifikant
geringeren Gewichtsverlust sowohl nach Transmitterimplantation als auch nach
Sham-OP. Auch bei diesem Stamm konnte die maximale Reduktion des
Kdrpergewichts an Tag 2 beobachtet werden. Die transmitterimplantierten Tiere
verloren mit einem Maximum von 7,7 + 0,4 % signifikant mehr Gewicht als die sham-
operierten Tiere mit 3 £ 0,6 %. Ihr Ausgangsgewicht erreichten die C3 WT Mause an
Tag 7 (Sham) bzw. an Tag 9 (Transmitter) nach der Operation.
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Abbildung 13: Postoperativer Verlauf des Kdrpergewichts

Dargestellt ist der Verlauf des Korpergewichts in % vom Ausgangsgewicht in der post-
operativen Rekonvaleszenzzeit nach Transmitterimplantation im Vergleich zur Sham-OP der
B6 WT (A) und der C3 WT (B) Mause. Die statistische Analyse erfolgte bis zu dem Tag, an
dem die Mause wieder ihr praoperatives Ausgangsgewicht erreicht hatten. (Transmitter:
n=38; Sham: n=60; tageweise t-Test bzw. Mann-Whitney-U-Test).
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Im Stammvergleich zeigten die B6 WT Mause Uber die gesamte postoperative
Erholungsphase ein signifikant (p<0,0001) niedrigeres Korpergewicht als die C3 WT
Mause (Abb. 14). Beim Vergleich zum praoperativen Kérpergewicht an Tag O ergab
die ANOVAL einen signifikanten Unterschied bei den B6 WT Mausen (F(s 1073)=
94,48; p<0,0001), wie auch bei den C3 WT Mausen (Fs 1073= 57,25; p<0,0001). Bei
den B6 WT Mausen war der signifikante Unterschied bis Tag 11 (p<0,05) und bei
den C3 WT Mausen bis Tag 5 (p<0,01) nach der Transmitterimplantation erkennbar.
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Abbildung 14: Postoperativer Verlauf des Koérpergewichts im Stammvergleich
Dargestellt ist der Verlauf des Korpergewichts in % vom Ausgangsgewicht in der post-
operativen Rekonvaleszenzzeit nach Transmitterimplantation im Stammvergleich
(n=38; tageweise t-Test bzw. Mann-Whitney-U-Test, Unterschiede zu Tag 0 ANOVAL).

*) Darstellung der signifikanten Unterschiede zwischen den beiden Mausstammen

A) Darstellung der signifikanten Unterschiede der B6 Mause im Vergleich zu Tag 0

°) Darstellung der signifikanten Unterschiede der C3 Mause im Vergleich zu Tag 0
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4.1.3 Intraoperative Korpertemperatur

Abbildung 15 zeigt die intraoperativ mit einer Rektalsonde gemessene mittlere
Korpertemperatur der B6 WT und C3 WT Mause wahrend der Transmitter-
implantation bzw. der Sham-OP. Zwischen den Tieren konnten keine statistisch
signifikanten Unterschiede der Rektaltemperatur wahrend der Transmitter-
implantation im Vergleich zur Sham-OP gemessen werden. Auch zwischen den
B6 WT und C3WT Mausen zeigten sich keine signifikanten Unterschiede der
intraoperativ gemessenen Rektaltemperatur (F,187=0,59; p=0,62).

E3 B6WT
& C3IWT

Temperatur (°C)

T T T T

Transmitter Sham Transmitter Sham

Abbildung 15: Intraoperative Kérpertemperatur

Dargestellt ist die intraoperative Korpertemperatur der B6 WT und der C3 WT Mause im
Vergleich zwischen Transmitter- und Sham-OP (n=38-60; ANOVA1 mit anschlie3endem
Tukey-Test).

4.1.4 Ergebnisse der telemetrischen Messungen

Nach der Transmitterimplantation erfolgte eine kontinuierliche Messung der
Temperatur, Herzfrequenz und Aktivitat Gber 20 Stunden an den Tagen O, 3, 7, 14
und 28 postoperativ. Die Auswertung der Tag-0-Messung erfolgte fur die
Korpertemperatur erst ab Stunde 1 postoperativ, da die Tiere nach der Operation
noch 60 Minuten in ihrem Heimkafig auf der Warmematte blieben. Die Analyse der
Herzfrequenz und HRYV erfolgte erst ab der dritten postoperativen Stunde, um eine
Beeinflussung durch die vorangegangene Inhalationsnarkose auszuschliel3en.
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Temperatur

In Abbildung 16 ist der postoperative Verlauf der telemetrisch erfassten Korper-
kerntemperatur dargestellt. Wahrend der ersten zehn Stunden nach der Operation
zeigte sich eine signifikant niedrigere Temperatur (p<0,0001) bei den B6 WT Mausen
im Vergleich zu den C3 WT Mausen, die drei Stunden postoperativ ihr Minimum mit
30,9 £ 0,3 °C erreichte. Bei den C3 WT Mausen hingegen zeigte sich eine Stunde
nach der Operation die geringste Korpertemperatur bei 34,7 + 0,1 °C. Im weiteren
Verlauf stieg die Temperatur bei beiden Stammen kontinuierlich an.
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Abbildung 16: Postoperativer Kérpertemperaturverlauf

Dargestellt ist der Temperaturverlauf ab Stunde 1 bis Stunde 10 nach Transmitter-
implantation im Stammvergleich (B6 WT: n=30; C3 WT: n=25; je Zeitpunkt post op t-Test
bzw. Mann-Whitney-U-Test).

Um zu untersuchen, ob die Kdrpertemperatur auch im weiteren postoperativen
Verlauf Veradnderungen aufzeigte, wurde die mittlere Korpertemperatur in der
Dunkelphase an den Tagen 0, 3, 7, 14 und 28 erfasst und in Abbildung 17
dargestellt. Unterschiede fur die mittlere Temperatur zwischen diesen Tagen wurden
mittels ANOVAL getestet (C3: F(1,97=3,193; p<0,05; B6: F(,85=27,03; p<0,0001). Die
mittlere Temperatur wéahrend der Dunkelphase war bei den B6 WT Mausen an Tag O
signifikant erniedrigt (p<0,0001). Bei den C3 WT Mausen konnte ein signifikanter
Unterschied lediglich zwischen Tag 0 und Tag 28 gemessen werden (p=0,0214). Im
weiteren Verlauf der Rekonvaleszenzzeit waren keine Unterschiede zwischen den
Werten der Korpertemperatur zu erkennen. Die mittlere Temperatur an Tag 3
postoperativ lag bei beiden Stammen bei 37,5 °C und stabilisierte sich an den Tagen
7,14 und 28 auf 37,7 °C £ 0,1 °C.
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Abbildung 17: Entwicklung der Temperatur in der postoperativen Rekonvaleszenzzeit
Dargestellt ist die mittlere Korpertemperatur wahrend der Dunkelphase an den Tagen 0, 3,
7,14 und 28 in der postoperativen Rekonvaleszenzzeit der B6 WT (A) und C3 WT (B)
Mause (n=16-28, ANOVA1 mit anschlieRendem Tukey-Test).

Herzfrequenz

Die Darstellung der Herzfrequenzen (Abb.18) als Mittelwerte fur die Hell- bzw.
Dunkelphase zeigte, dass die Herzfrequenz der Mause beider Stamme nach der
Transmitterimplantation wéhrend der ersten 24 Stunden im Vergleich zu den
Messungen an Tag 28 signifikant erhoht war (B6: H=154,2; p<0,0001; C3: H=138,2;
p<0,0001). Auffallend war, dass am Tag der Operation die Herzfrequenz bei beiden
Stammen am Tag héher war als in der Nacht. Die B6 WT Mause zeigten an Tag O
nach der Implantation eine durchschnittliche Herzfrequenz von 596 + 13 bpm am Tag
und 583 + 7 bpm in der Nacht. Die C3 WT Mause zeigten nach der Implantation eine
mittlere Herzfrequenz von 706 £ 7 bpm am Tag und 656 + 6 bpm in der Nacht.
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An den Tagen 7, 14 und 28 war die mittlere Herzfrequenz bei beiden Stammen in der
Dunkelphase signifikant hoher als in der Hellphase. So lag die mittlere Herzfrequenz
an Tag 28 bei den B6 WT Mausen bei 463 + 5 bpm am Tag vs. 508 £ 5 bpm in der
Nacht und bei den C3 WT Mausen bei 528 + 8 bpm am Tag vs. 592 + 7 bpm in der
Nacht.

EE Tag
El Nacht

do d3 d7 d14 d28

B
C3IWT
. ok Tag
] T 1
' Em Nacht
7004= 1
3
£ 600+
o
T
500+ ::::::‘
400+

d28

Abbildung 18: Entwicklung der Herzfrequenz im Vergleich zu Tag 0

Dargestellt ist die mittlere Herzfrequenz (HF) wahrend der Hell- und Dunkelphase an den
Tagen 0, 3, 7,14 und 28 in der postoperativen Rekonvaleszenzzeit der B6 WT (A) und C3
WT (B) Mause (n=10-30; Kruskal-Wallis-Test mit anschlieendem Dunn-Test).
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Herzfrequenzvariabilitat

Die Analyse der HRV erfolgte anhand der telemetrisch aufgezeichneten EKGs
getrennt nach Hell- und Dunkelphase. Abbildung 19 zeigt die berechneten
Mittelwerte fir die Standardabweichung aller regularen RR-Intervalle (SDNN) der
Tiere in der Hellphase. Die SDNN stellt ein Mal} fir die Héhe der Gesamtvariabilitat
dar. Die ANOVAL zeigte signifikante Unterschiede in beiden Mausstdmmen (B6:
F,81)=82,19; p<0,0001; C3: F483=57,18; p<0,0001). Die SDNN war an Tag 0 im
Vergleich zu den Tagen 3, 7, 14 und 28 in beiden Mausstdmmen im Tukey-Test
signifikant erniedrigt (mind. p<0,01). Im Verlauf der postoperativen Rekonvaleszenz-
zeit konnte eine kontinuierliche Zunahme der telemetrisch ermittelten SDNN

beobachtet werden.
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Abbildung 19: Entwicklung der Herzfrequenzvariabilitat in der postoperativen

Rekonvaleszenzzeit
Dargestellt ist die mittlere SDNN wéahrend der Hellphase an den Tagen 0, 3, 7,14 und 28 in

der postoperativen Rekonvaleszenzzeit der B6 WT (A) und C3 WT (B) Méause (n=10-30,
ANOVA1 mit anschlieRendem Tukey-Test).
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Aktivitat

Ein wichtiger Parameter zur Beurteilung der postoperativen Erholung ist die Aktivitat
der Mause. Der Kruskal-Wallis-Test zeigte signifikante Unterschiede in beiden
Mausstammen (B6: H=77,52; p<0,0001; C3: H=68,16; p<0,0001). Wie in Abbildung
20 dargestellt, wiesen die Mause vor allem in der ersten Nacht nach der
Transmitterimplantation eine deutlich verminderte Aktivitat auf. Bei den B6 WT
M&ausen wurde hier eine Gesamtaktivitat von 89 = 10 Counts und bei den C3 WT
M&ausen eine Gesamtaktivitat von 159 + 13 Counts gemessen.

Wie schon bei der HRV beobachtet, nahm auch die Aktivitat im weiteren Verlauf
kontinuierlich zu. Zwischen den Tagen 7, 14 und 28 bestanden bei beiden Stdmmen
keine signifikanten Unterschiede mehr. Am Ende der 28-tdgigen Rekonvaleszenzzeit
lag die Summe der Aktivitats-Counts bei 915 + 63 bei den B6 WT Mausen vs. 750 +
46 bei den C3 WT Méausen.
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Abbildung 20: Entwicklung der Aktivitat in der postoperativen Rekonvaleszenzzeit
Dargestellt ist die mittlere Aktivitat wahrend der Dunkelphase an den Tagen 0, 3, 7,14 und
28 in der postoperativen Rekonvaleszenzzeit der B6 WT (A) und C3 WT (B) Mause
(n=10-30; Kruskal-Wallis-Test mit anschlieRendem Dunn-Test).

57



Ergebnisse

4.2 Phanotypisierunqg der Mause vor Versuchsbeqginn

Vor Beginn der Stress- bzw. DSS-Versuche erfolgte zunachst eine Phanotypisierung
aller Tiere unter basalen Bedingungen. Zu dieser Zeit waren die Tiere 13 Wochen alt.
Dieses Mindestalter ergab sich durch die Implantation des Transmitters und die
anschlieBende Rekonvaleszenzphase. In der vorliegenden Arbeit wurde eine
Rekonvaleszenzzeit von vier Wochen zwischen der Transmitterimplantation und dem
Versuchsbeginn gewahlt, um sicherzustellen, dass die Tiere sich vollstadndig von der
Operation erholt hatten.

Im Modell der chronischen Kolitis wurde zun&chst untersucht, ob die Mause allein
aufgrund der IL-10 Defizienz im Alter von 13 Wochen bereits eine Darmentziindung
aufwiesen. Um erkrankte Tiere zu identifizieren, wurde jede Maus taglich klinisch
untersucht, gewogen und die Kotkonsistenz beurteilt. Die Erhebung der
telemetrischen Parameter zur Ermittlung der basalen Werte erfolgte zum Ende der
Rekonvaleszenzzeit an Tag 26, 27 und 28. Des Weiteren wurden histologische
Schnitte des Kolons von 13 Wochen alten sham-operierten KO Mausen angefertigt
und ausgewertet.

Im Rahmen der klinischen Untersuchung zeigten die WT Mause beider Stdmme
keine Auffalligkeiten. In den Versuchsgruppen der IL-10 defizienten Mause, die einen
Transmitter implantiert hatten (n=16), zeigten zwei B6 KO und drei C3 KO Mause im
Alter von 13 Wochen Gewichtsabnahmen und Durchfélle. Die Analyse der
telemetrischen Messungen dieser Klinisch auffalligen Tiere erfolgte daher getrennt
von den Tieren ohne besonderen klinischen Befund (obB). Bei den 13 Wochen alten
sham-operierten Tieren (n=7-8) fiel im Rahmen der klinischen Untersuchung nur eine
B6 KO Maus durch starke Gewichtsabnahmen und Durchfalle auf (histologischer
Score=25; vgl. Abb.23)

Die Auswertungen der telemetrisch erhobenen Parameter der Baseline-Messungen
sind in den Abbildungen 21 und 22 dargestellt. Der Vergleich der mittleren Werte fir
die Aktivitat, Temperatur, Herzfrequenz und HRV zeigte in beiden Stdmmen keine
statistisch signifikanten Unterschiede zwischen den WT Mausen und den klinisch
unauffalligen KO Mausen. Die KO Mause, die im Rahmen der klinischen
Untersuchung zu diesem Zeitpunkt durch Gewichtsabnahme und Durchfall auffielen,
zeigten hingegen im Vergleich zu den gesunden Tieren deutliche Unterschiede in
allen telemetrisch gemessenen Parametern. Dies &uf3erte sich in einer signifikant
reduzierten Gesamtaktivitat, einer tendenziell hdheren Temperatur und Herzfrequenz
und einer stark verringerten HRV. Diese Veradnderungen waren bei den klinisch
auffalligen KO Mausen in beiden Stammen in gleicher Weise zu beobachten.

Da pro Stamm nur zwei bzw. drei Tiere, die einen Transmitter implantiert hatten,
eindeutig klinisch auffallig waren, ist die Interpretation der Statistik schwierig. Es
zeigten sich zwar statistisch signifikante Unterschiede in den telemetrisch erhobenen
Parametern zwischen den klinisch auffalligen KO Mausen im Vergleich zu den WT-
und den Klinisch unauffalligen KO Méausen. Bei einer n-Zahl von zwei bis drei ist die
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statistische Power jedoch niedrig und das Ergebnis somit zunachst als Trend zu
betrachten.
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Abbildung 21: Auswertung der telemetrisch erhobenen Parameter der B6 Mause
Dargestellt sind die Ergebnisse der telemetrischen Parameter Aktivitdt, Temperatur,
Herzfrequenz und HRYV fiir die B6 Mause vor Versuchsbeginn. Die Abbildung zeigt die Tiere
getrennt nach WT, KO ohne besonderen Befund (obB) sowie klinisch auffalligen KO M&ausen
(n=2-16; A-D ANOVA1 mit anschlieRendem Tukey-Test).
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Abbildung 22: Auswertung der telemetrisch erhobenen Parameter der C3 Mause
Dargestellt sind die Ergebnisse der telemetrischen Parameter Aktivitat, Temperatur,
Herzfrequenz und HRYV fir die C3 Mause vor Versuchsbeginn. Die Abbildung zeigt die Tiere
getrennt nach WT, KO ohne besonderen Befund (obB) sowie klinisch auffalligen KO Mausen
(n=3-18, A-D ANOVA1 mit anschlieRendem Tukey-Test).
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4.2.1 Histologische Untersuchung

Um den histologischen Status der Mause vor Versuchsbeginn zu ermitteln, wurden
zunachst H&E gefarbte Schnitte 13 Wochen alter Mause untersucht und nach dem
TJL-Auswertungsschema beurteilt (Abb. 23). Mit Hilfe des Kruskal-Wallis-Tests
konnten in beiden Stammen signifikante Unterschiede zwischen den WT und den KO
Mausen identifiziert werden (p<0,001). Die histologische Auswertung der Darme der
WT Mause beider Inzuchtstamme zeigte keine pathologischen Veranderungen der
Darmschleimhaut. Das Zakum und Kolon dieser Mause stellte sich mit durchgehend
physiologischer Morphologie dar. Die histologische Analyse der Darme der KO
Mause beider Stamme konnte zeigen, dass einige Tiere im Alter von 13 Wochen
bereits entziindliche Veranderungen der Darmschleimhaut aufwiesen. Somit konnten
die Befunde der klinischen Untersuchung und der telemetrisch erhobenen Daten, die
bereits auf eine bestehende Kolitis hinwiesen, bestéatigt werden. Insgesamt
reprasentierte der mittlere histologische Score bei den KO Mausen beider Stamme
eine gering- bis mittelgradige Darmentzindung. Hierbei muss allerdings beachtet
werden, dass sich dieser Gesamtscore aus der Beurteilung der drei einzelnen
Kolonabschnitte zusammensetzt, welche einen sehr unterschiedlichen Schweregrad
der Darmentziindung aufwiesen. Im distalen und mittleren Kolonabschnitt war in der
Regel nur eine milde Darmentziindung zu beobachten. Diese zeigte sich in Form von
geringgradigen Entzindungszellinfiltrationen sowie einer geringgradigen Hyperplasie
des Schleimhautepithels. Im proximalen Kolon dagegen zeigten sich hochgradige
pathologische Veranderungen in Form von diffusen Entziindungszellinfiltrationen bis
in die L. muscularis. Haufig war auch eine Peritonitis, ein Durchbruch der
Entzindungszellen in die Bauchhohle, zu beobachten. Das Schleimhautepithel
zeigte eine mittel- bis hochgradige Hyperplasie. In manchen Bereichen traten sogar
Nekrosen oder kleine Ulzerationen auf.
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Abbildung 23: Histologische Untersuchung des Kolons im Alter von 13 Wochen
Dargestellt ist die histologische Auswertung H&E gefarbter Schnitte von sham-operierten
WT (A) und KO (B) Mausen beider Stamme (n=7-8; Mann-Whitney-U-Test).
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Die Abbildung 24 zeigt repréasentative H&E gefarbte histologische Schnitte der IL-10
defizienten Mause an Tag 0. Zu diesem Zeitpunkt waren die Tiere 13 Wochen alt.
Aufgrund des unterschiedlichen Schweregrades der Darmentzindung in den
einzelnen Kolonabschnitten ist jeweils ein Ausschnitt des proximalen sowie des
distalen Kolons eines Tieres des entsprechenden Inzuchtstamms dargestellit.

Abbildung 24: Histologische H&E geféarbte Schnitte des Kolons der IL-10 defizienten
Mause an Tag 0.

Dargestellt ist jeweils ein Ausschnitt des proximalen und distalen Kolons von B6 KO (A+B)
sowie von C3 KO (C+D) Mausen in einer 10-fachen VergréRerung.

Das proximale Kolon zeigte mittel- bis hochgradige pathologische Veranderungen in Form
von diffusen Entziindungszellinfiltrationen teilweise bis in die L. muscularis und einer
Hyperplasie des Schleimhautepithels. Im distalen Kolon zeigten sich gering- bis
mittelgradige Veranderungen. Die Entziindungszellinfiltration beschrénkte sich meist auf die
L. propria.
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Bei der abschlieBenden histologischen Untersuchung der Darme der transmitter-
implantierten Mause an Tag 35, dem Ende der Versuchsphase, wiesen die vor
Versuchsbeginn als bereits erkrankt identifizierten Mause eine hochgradige
Darmentzindung mit Scorewerten von dber 20 auf (vgl. Abb. 45). Die klinisch
unauffalligen KO Mause zeigten keine oder nur geringgradige Veranderungen der
Darmschleimhaut.
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4.2.2 Stammunterschiede

Um den Einfluss des genetischen Hintergrundes der Mauslinie auf die telemetrisch
erfassten Parameter zu untersuchen, erfolgte zusétzlich ein Vergleich der B6- und
C3 WT Mause unter basalen Bedingungen. Zu diesem Zweck sind im Folgenden die
mittleren Werte der telemetrisch erhobenen Parameter der Baseline-Messungen aller
in die weiteren Versuche eingehenden Wildtyp-Mause dargestellt. Wie schon fir die
postoperative Erholungsphase beschrieben, zeigte auch der Stammvergleich
deutliche Unterschiede zwischen den untersuchten Inzuchtstammen.

Vier Wochen nach der Transmitterimplantation zeigten Herzfrequenz, Aktivitat, und
Temperatur in allen WT Maéausen einen deutlich stabilen und reproduzierbaren
zirkadianen Rhythmus.

Herzfrequenz

Insgesamt zeigten die C3 WT Mause eine konsistent hohere Herzfrequenz als die
B6 WT Mause, sowohl in der Hell- als auch in der Dunkelphase (Abb. 25). Die
statistische Analyse mittels ANOVAL ergab signifikante Unterschiede (F3,106=74,44;
p<0,0001). Ein Vergleich der HRV ist aufgrund der grol3en Unterschiede der basalen
Herzfrequenzen zwischen den beiden Stdmmen nicht sinnvoll.
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Abbildung 25: Herzfrequenz der Inzuchtstamme
Dargestellt ist die mittlere Herzfrequenz am Tag und in der Nacht der B6 WT (A) und C3 WT
(B) Méause (n=27-28; ANOVAL mit anschlieRendem Tukey-Test).
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Aktivitat

Um Unterschiede in den Aktivitatsmustern der beiden Mausstamme hervorzuheben,
ist in Abbildung 26 die Bewegungsaktivitat der Mause im Verlauf Uber die gesamte
Dunkelphase dargestellt. Zu Beginn der Dunkelphase konnte zunachst bei beiden
Stammen ein Anstieg der Aktivitat beobachtet werden. Nach etwa funf bis sechs
Stunden sank die Aktivitat deutlich ab und blieb bei den C3 Mausen bis zum Ende
der Dunkelphase erniedrigt. Das Aktivitatsmuster der B6 WT Mause hingegen zeigte
einen biphasischen Verlauf. In der spaten Dunkelphase, etwa ein bis zwei Stunden
vor Beginn der Hellphase, trat bei den B6 WT Mausen ein zweiter Aktivitats-Peak
auf, der bei den C3 WT Mausen nicht sichtbar war. Zusatzlich zur Aktivitat ist in
Abbildung 26 der Verlauf der Korpertemperatur dargestellt. Hierbei zeigte sich eine
deutliche Korrelation von Aktivitat und Temperatur.
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Abbildung 26: Aktivitdtsmuster und Temperaturverlauf der Inzuchtstamme
Dargestellt ist das Aktivitatsmuster und der Temperaturverlauf wahrend der Dunkelphase am

Ende der Rekonvaleszenzzeit der B6 WT (A) und C3 WT (B) Mause. Die telemetrisch
erhobenen Werte sind als Mittelwerte von funfminitigen Zeitintervallen mit einer
StichprobengréRe von n=30 Tieren abgebildet.
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Temperatur

Da die Korpertemperatur, wie in Abbildung 26 dargestellt, stark von der Aktivitat
abhangig ist, wurde fur den Stammvergleich nur die Temperatur der Tiere in ihrer
Inaktivitatsphase, der Hellphase, analysiert. Die durchschnittliche Temperatur der
C3WT Mause lag in den drei aufeinanderfolgenden Baseline-Messungen bei
36,9 £ 0,1 °C und unterschied sich damit signifikant von der mittleren Temperatur der
B6 WT Mause von 36,5 + 0,03 °C (p<0,0001).
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Abbildung 27: Basale Kdrpertemperatur der Inzuchtstamme

Dargestellt ist die mittlere Kérpertemperatur der B6 WT und C3 WT Mause wahrend der
Hellphase (n=27-30; Mann-Whitney-U-Test).
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4.2.3 Basale CORT-Konzentration

Um den basalen Status der HHN-Achse vor Versuchsbeginn zu ermitteln, erfolgte die
Bestimmung der CORT-Konzentration aus DBS an Tag 0. Dabei zeigte der B6
Mausstamm eine deutliche hthere basale CORT-Konzentration im Vergleich zu den
C3 Mausen. Der Gruppenvergleich zeigte einen signifikanten Unterschied zwischen
den B6 WT und den C3 WT Mausen (p<0,0001). Auch bei den B6 KO Mausen war
eine tendenziell hbhere CORT-Konzentration im Vergleich zu den C3 KO Mausen zu
beobachten. Die KO Mause zeigten im Vergleich zu den WT Mausen aber eine
hohere Variabilitat in den Werten der basalen CORT-Konzentration. Daher wurde
das Signifikanzniveau hier nicht erreicht.
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Abbildung 28: Basale CORT-Konzentration der Inzuchtstdmme

Dargestellt ist die basale CORT-Konzentration der B6 WT Mause im Vergleich zu den
C3 WT Mausen (A) (n=8-24; t-Test) und der B6 KO Mause im Vergleich zu den C3 KO
Mausen (B) (n=7-8; t-Test).
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4.3 Restraint-Stress-Modell

Im Anschluss an die 28-tagige Rekonvaleszenzzeit nach Transmitterimplantation
bzw. Sham-OP wurden die Tiere randomisiert in eine Stress- und Kontrollgruppe
eingeteilt. Die Mause der Stressgruppe wurden an 10 aufeinanderfolgenden Tagen
fur eine Stunde in einer Zwangsrohre immobilisiert. Die Mause der Kontrollgruppe
wurden nach der klinischen Untersuchung zurick in ihren Heimkafig verbracht.
Wahrend der Stressversuche verstarb eine B6 WT Maus an Tag 1 in der
Zwangsrohre.

4.3.1 Gewichtsverlauf

Alle Tiere wurden taglich morgens zwischen 9 und 10 Uhr gewogen und klinisch
untersucht. Als Ausgangsgewicht wurde das Korpergewicht der letzten drei Tage vor
Versuchsbeginn gemittelt. Wie bei den Ergebnissen fir die postoperative
Erholungsphase gezeigt, konnten auch bei den Stressversuchen innerhalb der
klinischen Untersuchung bei keinem Tier Veranderungen des aul3eren
Erscheinungsbildes beobachtet werden. Auch hier war der ausschlaggebende
Parameter beim klinischen Score die Gewichtsanderung. Daher wird im Folgenden
nur diese dargestellt (Abb. 29). Die B6 WT Mause der Stressgruppe zeigten einen
maximalen Gewichtsverlust von 4,8 + 1,1 % an Tag 10 nach Stress gefolgt von einer
kontinuierlichen Gewichtszunahme und Erreichen des Ausgangsgewichts an Tag 18
nach Stressexposition. Die C3 WT Mause zeigten eine maximale Gewichtsreduktion
von 3,3 + 1 % ebenfalls an Tag 10 nach Stress gefolgt von einer kontinuierlichen
Gewichtszunahme. Das Ausgangsgewicht erreichten die C3 WT Mause an Tag 13
nach Stressexposition und damit 5 Tage friher als die B6 WT Mause. Unterschiede
im Korpergewicht zwischen den Mausen der Stressgruppen und den Kontrolltieren
wurden tageweise, je nach zugrunde liegender Verteilung der Daten, mit dem t-Test
bzw. dem Mann-Whitney-U-Test ermittelt. Die statistische Analyse erfolgte bis zu
dem Tag, an dem die Mause wieder ihr Ausgangsgewicht erreichten.

Wahrend der gesamten Versuchsphase verlor keine Maus mehr als 20 % des
Ausgangsgewichts oder musste aufgrund des Erreichens der Abbruchkriterien
vorzeitig euthanasiert werden.
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Abbildung 29: Gewichtsverlauf im Restraint-Stress-Modell

Dargestellt ist der Verlauf des Korpergewichts in % vom Ausgangsgewicht der Stressgruppe
im Vergleich zur Kontrollgruppe der (A) B6 WT Mause und (B) C3 WT Mause.

Die vertikale, rot gestrichelte Linie markiert den jeweiligen Tag, an dem die Tiere nach

Stressexposition wieder ihr Ausgangsgewicht erreicht hatten (n=16-40 tageweise t-Test
bzw. Mann-Whitney-U-Test).
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4.3.2 Ergebnisse der telemetrischen Messungen

Herzfrequenz

Die dargestellten Kurven in den Abbildungen 30 und 31 zeigen die Herzfrequenz der
B6- und C3 WT Mause wahrend der Phase der Stressbelastung (60 Minuten
Immobilisation in der Zwangsroéhre) sowie die der folgenden 60 Minuten, in denen
sich die Tiere wieder in ihrem Heimkéafig befanden. Im Vergleich dazu ist die
Herzfrequenz der entsprechenden Kontrolltiere dargestellt, die nach der klinischen
Untersuchung und Wiegeprozedur direkt zurtick in ihren Kafig verbracht wurden. Die
telemetrisch gemessenen Daten wurden fiur diesen Beobachtungszeitraum zu Ein-
Minuten-Mittelwerten zusammengefasst. Die ermittelten Werte wurden exemplarisch
fur die Tage 1, 2 und 10 dargestellt.

Kurz nach dem Verbringen der Tiere in die Zwangsrohre stieg die Herzfrequenz stark
an und erreichte nach etwa 5 Minuten Immobilisationsstress ein Maximum von
durchschnittlich bis zu 700 Schlagen pro Minute. In der Stressgruppe der B6 WT
Mause kam es bei drei Tieren allerdings in den ersten Minuten unter Stressbelastung
zu einer deutlichen Abnahme der Herzfrequenz mit Minimalwerten von unter 300
Schlagen pro Minute. Wenige Minuten spater stieg die Herzfrequenz aber auch bei
diesen Tieren stark an und erreichte nach etwa 30 Minuten Maximalwerte. Daher
wurde diese Stressgruppe in die Teilgruppen Stress 1 (n=5) und Stress 2 (n=3)
unterteilt und ihre Herzfrequenzen wurden separat dargestellt (Abb. 30 Tag 1).
Dieses Phanomen konnte nur bei den B6 WT Mausen und nur am ersten Tag der
Stressexposition beobachtet werden. Bis zur Beendigung der 60-mindtigen
Immobilisationsphase blieb die Herzfrequenz bei beiden Stammen auf dem
Maximalwert.

Bei den B6 WT Mausen blieben die Werte der Herzfrequenz am ersten Tag auch
nach Beendigung der Stressbelastung Uber den gesamten Beobachtungszeitraum
stark erhdht. Bereits an Tag 2 konnte aber eine deutlich schnellere und einheitlichere
Normalisierung der Herzfrequenz im Anschluss an die Immobilisation beobachtet
werden. Auch an den weiteren Tagen normalisierte sich die Herzfrequenz innerhalb
von 20 bis 30 Minuten auf das Ruheniveau. Im Unterschied dazu konnten bei den
C3 WT Mausen keine deutlichen Unterschiede zwischen Tag 1 und 2 festgestellt
werden. Der Kurvenverlauf war gleichmaRiger und die Werte begannen sich bereits
nach 10 bis 20 Minuten zu normalisieren. Auch in den Kontrollgruppen konnte nach
dem Handling und Wiegen der Tiere zunachst eine erhéhte Herzfrequenz beobachtet
werden. Innerhalb von 10 bis 20 Minuten erreichte die Herzfrequenz der
Kontrollméause allerdings wieder das Ruheniveau. Die statistische Analyse des
Gruppenvergleichs ergab signifikante Unterschiede der medianen Herzfrequenz
zwischen der Stress- und der Kontrollgruppe wahrend der Phase der
Stressbelastung (Mann-Whitney-U-Test, p<0,0001).
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Abbildung 30: Herzfrequenz der B6 WT Mause unter Stressbelastung

Dargestellt ist die Herzfrequenz der B6 WT Mé&use der Stressgruppe im Vergleich zu den
Kontrolltieren wahrend der akuten Stressbelastung in der Zwangsrbhre sowie die der
darauffolgenden 60 Minuten an den angegebenen Tagen. Die gestrichelte vertikale Linie
markiert den Zeitpunkt, an dem die Tiere aus der Zwangsrohre befreit wurden.

(Tag 1: Stressl n=5, Stress2 n=3; Kontrolle n=8)

(Tag 2+10: n=8)
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Abbildung 31: Herzfrequenz der C3 WT Mause unter Stressbelastung
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Dargestellt ist die Herzfrequenz der C3 WT Mause der Stressgruppe im Vergleich zu den
Kontrolltieren wahrend der akuten Stressbelastung in der Zwangsrbhre sowie die der
darauffolgenden 60 Minuten an den angegebenen Tagen. Die gestrichelte vertikale Linie
markiert den Zeitpunkt, an dem die Tiere aus der Zwangsrohre befreit wurden (n=9).
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Temperatur

Die Abbildungen 32 und 33 zeigen den Verlauf der Temperatur wéahrend der Phase
der Stressbelastung sowie wahrend der 60 Minuten nach Stressexposition. Im
Vergleich dazu ist die Temperatur der entsprechenden Kontrolltiere dargestellt. Wie
bereits fur die Herzfrequenz beschrieben, wurden die telemetrisch gemessenen
Daten fur diesen Beobachtungszeitraum zu Ein-Minuten-Mittelwerten zusammen-
gefasst.

Unmittelbar nach dem Verbringen in die Zwangsrohre fiel die Kérpertemperatur der
Méause zunachst stark ab. Dabei konnten bei den B6 WT Mausen auch fur den
Temperaturverlauf an Tag 1 Unterschiede zwischen den Teilgruppen Stress 1 und
Stress 2 beobachtet werden. Der Temperaturabfall in Teilgruppe 2 war dabei deutlich
ausgepragter und langer anhaltend als in Teilgruppe 1 und erreichte Minimalwerte
von 33 Grad (Abb. 32, Tag 1). Noch wahrend der akuten Stressexposition stieg die
Temperatur in beiden Stressgruppen wieder an und erreichte gegen Ende der 60-
mindtigen Immobilisation die Werte der Kontrolltiere. Im weiteren Verlauf stieg die
Temperatur der gestressten Tiere allerdings weiter an und blieb bis zum Ende des
Beobachtungszeitraums im Vergleich zu den Kontrolltieren deutlich erhdht. Bereits
an Tag 2 konnte in den ersten Minuten unter Stressbelastung nur noch ein geringer
Temperaturabfall gemessen werden. Auch hier zeigte sich im Anschluss an die
Stressbelastung eine erhéhte Temperatur im Vergleich zu den Kontrolltieren. An
Tag 10 war der anfangliche Temperaturabfall kaum noch erkennbar. Die
Hyperthermie trat hier schon nach 20 Minuten ein.

Ein &ahnlicher Kurvenverlauf der Temperatur zeigte sich auch bei den C3 WT
Mausen. Nach Beginn der Stressexposition fiel auch hier die Temperatur zunachst
ab und erreichte nach 30 bis 40 Minuten wieder Werte auf dem Niveau der
Kontrollgruppe. Sie stieg ebenfalls im Verlauf weiter an und blieb Uber den gesamten
Beobachtungszeitraum im Vergleich zu den Kontrollen erhdht. Die minimale
Kdrpertemperatur unter Stressbelastung lag bei den C3 WT Mausen bei 35,4 °C. Die
Temperatur der Kontrolltiere zeigte in beiden Stammen keine Auffalligkeiten und lag
Uber den gesamten Verlauf konstant bei durchschnittlich 37,1 £ 0,02 °C

Die statistische Analyse des Gruppenvergleichs mittels Mann-Whitney-U-Test ergab
signifikante Unterschiede der Temperatur zwischen der Stress- und der
Kontrollgruppe (p<0,0001).

Der Verlauf der Aktivitat nach Stressbelastung im Vergleich zu den ungestressten
Kontrolltieren findet sich im Anhang in Kapitel. 9.9.
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Abbildung 32: Kérpertemperatur der B6 WT Mause unter Stressbelastung

Dargestellt ist die Korpertemperatur der B6 WT Mause der Stressgruppe im Vergleich zu den
Kontrolltieren wahrend der akuten Stressbelastung in der Zwangsrohre sowie die der
darauffolgenden 60 Minuten an den angegebenen Tagen. Die gestrichelte vertikale Linie
markiert den Zeitpunkt, an dem die Tiere aus der Zwangsrohre befreit wurden.

(Tag 1: Stressl n=5, Stress2 n=3; Kontrolle n=8)

(Tag 2+10: n=8)
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Abbildung 33: Temperatur der C3 WT Mause unter Stressbelastung

Dargestellt ist die Kérpertemperatur der B6 WT Mause der Stressgruppe im Vergleich zu den
Kontrolltieren wahrend der akuten Stressbelastung in der Zwangsrohre sowie die der
darauffolgenden 60 Minuten an den angegebenen Tagen. Die gestrichelte vertikale Linie
markiert den Zeitpunkt, an dem die Tiere aus der Zwangsréhre befreit wurden.
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Herzfrequenzvariabilitat

Um einen Einfluss der Aktivitat zu verringern, wurde die HRV (SDNN) in der
Ruhephase (Hellphase) der Mause dargestellt. Aufgrund hoher interindividueller
Schwankungen wurden die Messwerte auf die Baseline normalisiert. Relative
Anderungen zur Baseline sind daher in Prozent angegeben (Abb. 34). Die Analyse
der HRV nach Stressexposition im Vergleich zu den basalen Werten erfolgte bei den
B6 WT Mausen mit Hilfe der RM-ANOVAL und ergab einen signifikanten Unterschied
(F.21, 155=6,87; p=0,0062). In der post hoc Analyse mittels Dunnett-Test zeigte sich
ein signifikanter Unterschied zwischen der Baseline und Tag 3 nach
Stressexposition. Ab Tag 7 war die HRV wieder auf dem Niveau der basalen Werte.
Auch bei den C3 WT Mausen zeigte die RM-ANOVAL einen signifikanten
Unterschied der HRV im Vergleich zur Baseline (F(.291834=5,25; p=0,0033). Im
Gegensatz zu den B6 WT Mausen nahm die HRV im Verlauf der Versuchsphase
unter Stress kontinuierlich ab und war an Tag 7 und 10 im Vergleich zur Baseline
signifikant erniedrigt (p<0,01). Vier Tage nach der letzten Stressexposition war
wieder ein deutlicher Anstieg der HRV zu beobachten. Das Niveau der basalen
Werte wurde allerdings noch nicht erreicht.
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Abbildung 34: HRV im Restraint-Stress-Modell

Dargestellt ist die Anderung der HRV (SDNN) in % in der Hellphase nach Stress im
Vergleich zur Baseline der B6 WT (A) und C3 WT (B) Mause. Die horizontal gestrichelte
Linie markiert das Niveau der basalen Werte (n=8-9; RM-ANOVA1 mit anschlieRendem
Dunnett-Test).
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Aktivitat

Die Analyse der Aktivitat (Abb. 35) in der Dunkelphase nach Stressexposition im
Vergleich zu den Baselinewerten erfolgte mittels RM-ANOVA1 und ergab bei den B6
WT Mausen einen signifikanten Unterschied (F.1815.29=7.66; p=0,0042). Die
niedrigste Aktivitat wurde in der ersten Nacht (d1) nach Stress gemessen. Hier zeigte
sich ein signifikanter Einbruch der Gesamtaktivitat um 54,9 % im Vergleich zur
Baseline (p<0,001). Im weiteren Verlauf konnte ein kontinuierlicher Anstieg der
Gesamtaktivitdt beobachtet werden und an Tag 14 wurde wieder die Ausgangs-
aktivitat erreicht.

Auch die C3 WT Mause zeigten eine erniedrigte Gesamtaktivitat in der Dunkelphase
an den Tagen nach Stressexposition. Das Signifikanzniveau wurde aber nicht
erreicht. Auch hier entsprach die Aktivitat an Tag 14 wieder der Ausgangsaktivitat.
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Abbildung 35: Aktivitat im Restraint-Stress-Modell

Dargestellt ist die Gesamtaktivitat wahrend der Dunkelphase nach Stress im Vergleich zur
Baseline der B6 WT (A) und C3 WT (B) Mause. Die horizontal gestrichelte Linie markiert
das Niveau der basalen Werte (n=8-9; RM-ANOVA1 mit anschlie3endem Dunnett-Test).
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4.3.3 Histologie der WT- Mause

Einfluss des Transmitters in der Peritonealhdhle

Im ersten Teil der histologischen Untersuchungen wurde analysiert, ob der in der
Bauchhohle der Mause liegende Transmitter einen Einfluss auf die physiologische
Morphologie des Darms ausubte. Zu diesem Zweck wurden aus den Kontrollgruppen
H&E gefarbte histologische Praparate von Zakum und Kolon der transmitter-
implantierten Tiere mit denen von sham-operierten Tieren verglichen (Abb. 36). Bei
der histologischen Auswertung der Praparate nach dem TJL-Auswertungsschema
zeigte sich am Ende der Versuchsphase kein Unterschied zwischen den Tieren, die
einen Transmitter in der Bauchhdhle trugen, und den Tieren, die lediglich einer
Sham-OP unterzogen wurden. Zu diesem Zeitpunkt waren die Mause 18 Wochen alt.
Das Zakum und Kolon der WT Mause stellte sich durchgehend physiologisch dar. Es
fanden sich keine Anhaltspunkte fir Organkompressionen oder andere negative
Einflisse durch das Tragen des Transmitters in der Peritonealhéhle.
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Abbildung 36: Histologische Untersuchung von Zakum und Kolon der transmitter-
implantierten WT Mause im Vergleich zu den sham-operierten WT Mausen.

Dargestellt ist die histologische Beurteilung von Zakum und Kolon der B6 WT (A) und der
C3 WT (B) Mause an tag 35 nach Transmitterimplantation im Vergleich zu den Sham-Tieren
(n=7-9; Mann-Whitney-U-Test).
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B6 WT

Abbildung 37: Histologische H&E gefarbte Schnitte des Kolons von transmitter-
implantierten B6 WT und C3 WT Mausen.

Dargestellt ist ein Kolonabschnitt einer transmitterimplantierten B6 WT Maus (A+B) sowie
einer transmitterimplantierten C3 WT Maus (C+D) mit einem Alter von 18 Wochen. Das
Kolon der Mause beider Inzucht-stamme stellte sich mit durchgehend physiologischer
Morphologie dar. Es konnten keine entziindlichen Veranderungen des Darmepithels
beobachtet werden. Im Vergleich zu den B6 WT Mausen zeigten die C3 WT M&ause eine
geringgradige Hyperplasie der Enterozyten. Die Bilder A+C zeigen den Kolonabschnitt in 5-
facher, die Bilder B+D den markierten Ausschnitt in 10-facher Vergro3erung.
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Einfluss von Stress auf den Darm

Um den Einfluss von Stress auf die Darmschleimhaut zu untersuchen, wurden H&E
gefarbte histologische Praparate des Kolons von gestressten sowie ungestressten
WT Mausen zu verschiedenen Zeitpunkten ausgewertet und miteinander verglichen
(Abb. 38). Bei keinem der Tiere in beiden Mausstdmmen konnten pathologische
Veranderungen der Darmschleimhaut festgestellt werden. Die Wandschichtung war
erhalten und die Kryptenarchitektur stellte sich physiologisch dar. Vereinzelt waren
geringgradige Infiltrationen mit mononukledren Zellen zu beobachten.
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Abbildung 38: Histologische Untersuchung des Kolons im Restraint-Stress-Maodell
Dargestellt ist die histologische Auswertung des Kolons von M&ausen der Stressgruppe im
Vergleich zu den ungestressten Kontrolltieren an den angegebenen Tagen der B6 WT (A)
und C3 WT (B) Mause (n=7-17, Kruskal-Wallis-Test mit anschlieendem Dunn-Test).
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4.3.4 Endokrine Stressantwort

Die Bestimmung der CORT-Konzentration erfolgte zun&chst anhand von Blutproben
(DBS) entnommen aus der V. facialis. Die Blutenthnahmen fanden zu den Zeitpunkten
Tag O (Bsl), Tag 7, 10 und 14 statt (Abb.39). Alle Probennahmen waren innerhalb
von zwei bis drei Minuten nach Offnen des Kafigs abgeschlossen. Bei den Tieren der
Stressgruppen erfolgte die Blutentnahme an Tag 7 und Tag 10 unmittelbar nach
Befreiung aus der Zwangsrohre. Der Vergleich der Stressgruppen zur Baseline
zeigte in beiden Inzuchtstammen im Kruskal-Wallis-Test signifikante Unterschiede an
Tag 7 und an Tag 10 (B6 WT: H=33,41; p<0,0001; C3 WT: H=36,89; p<0,0001).
Zudem erfolgten an diesen Tagen Gruppenvergleiche zu den Kontrolltieren mittels
einzelner t-Tests bzw. Mann-Whitney-U-Tests. Diese ergaben signifikante
Unterschiede der Stressgruppen im Vergleich zu den Kontrollgruppen an den
entsprechenden Tagen (mind. p<0,01).
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Abbildung 39: CORT-Konzentration im Blut im Restraint-Stress-Modell
Dargestellt sind die CORT-Konzentrationen in ng/ml im Blut (DBS) der Stress- und Kontroll-
gruppe der B6 WT (A) und der C3 WT (B) Mause (n=8, Kruskal-Wallis-Test mit
anschlieendem Dunn-Test; tageweise t-Test bzw. Mann-Whitney-U-Test).
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Die basale Konzentration des CORT im Blut betrug bei den B6 WT Mausen
37,1+1,8 ng/ml und bei den C3 WT Mausen 32,9 + 1,1 ng/ml. Die CORT-
Konzentration der Kontrolltiere blieb tber den gesamten Verlauf auf basalem Niveau.
An den Tagen 7 und 10 zeigten die Mause der Stressgruppen beider Stdmme
signifikant erhohte Werte sowohl im Vergleich zu den Baselinewerten als auch zu
den ungestressten Tieren am selben Tag. Die B6 WT Mause erreichten die hdchsten
Werte der CORT-Konzentration im Blut mit 110,8 + 8,7 ng/ml an Tag 7. Die C3 WT
Mause hingegen wiesen an Tag 10 die hochsten Werte der CORT-Konzentration im
Blut mit 80,4 + 9,7 ng/ml auf. An Tag 14 war die CORT-Konzentration im Blut der
Stressgruppen beider Inzuchtstamme wieder auf dem Baselineniveau.

Da signifikant erhdhte Werte der CORT-Konzentration nur an Tag 7 und Tag 10 nach
Stressexposition festgestellt werden konnten, wurde zum Vergleich die Konzentration
der CORT-Metaboliten im Kot nur an diesen Tagen bestimmt (Abb.40). Signifikant
erhbhte Werte der FCM-Konzentration konnten nur bei den B6 WT Méausen an
Tag 10 gemessen werden (F328=4,54; p=0,0102).
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Abbildung 40: FCM-Konzentration im Restraint-Stress-Modell

Dargestellt sind die FCM-Konzentrationen in ng/50 mg in Sammelkotproben der Stress- und
Kontrollgruppe an Tag 7 und an Tag 10 der B6 WT (A) und der C3 WT (B) Mause (n=7-8;
ANOVA1 mit anschlieRendem Tukey-Test).
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4.4 Chronische Kolitis und Restraint Stress

Im nachsten Teil der vorliegenden Studie sollte der Einfluss von Stress auf die
chronische Kolitis im IL-10 defizienten Mausmodell untersucht werden. Analog zu
den Untersuchungen der WT Mause wurden die KO Mause im Anschluss an die
28-tagige Rekonvaleszenzzeit nach Transmitterimplantation bzw. Sham-OP
randomisiert in eine Stress- und Kontrollgruppe eingeteilt. Alle Tiere wurden taglich
gewogen und Klinisch untersucht. Als Ausgangsgewicht (Baselinegewicht) wurde das
Korpergewicht der letzten drei Tage vor Versuchsbeginn gemittelt. Die Mause der
Stressgruppe wurden an 10 aufeinanderfolgenden Tagen fur eine Stunde in einer
Zwangsrohre immobilisiert. Die Mause der Kontrollgruppe wurden nach der
klinischen Untersuchung zurick in ihren Heimkéfig verbracht.

441 Gewichtsverlauf

Die Abbildung 41 zeigt den Gewichtsverlauf der B6- und C3 KO Mause der
Stressgruppen im Vergleich zu den entsprechenden Kontrollgruppen. Die B6 KO
Mause zeigten eine maximale Gewichtsreduktion von 5,9 + 1,1 % an Tag 11 nach
Stressexposition. Im weiteren Verlauf nahmen die Tiere Kkontinuierlich an
Kdrpergewicht zu und erreichten ihr Ausgangsgewicht an Tag 16 nach Beginn der
Stressbehandlung. Die C3 KO Mause verloren unter Stressbehandlung im Vergleich
zu den B6 KO Mausen deutlich weniger Kérpergewicht und zeigten einen maximalen
Gewichtsverlust von nur 2,1 + 0,7 % an Tag 4 nach Stress. Ihr Ausgangsgewicht
erreichten sie an Tag 10. Im weiteren Verlauf nahmen die Tiere der Stressgruppen
beider Stamme kontinuierlich zu. Das Gewicht der B6 KO Mause blieb bis Tag 35
deutlich unter dem Gewicht der Tiere der Kontrollgruppe, wahrend die C3 KO Méause
der Stressgruppe an Tag 19 das Gewicht der Kontrollgruppe wieder erreichten.
Unterschiede im Koérpergewicht zwischen den Mausen der Stressgruppen und den
Kontrolltieren wurden tageweise, je nach zugrunde liegender Verteilung der Daten,
mit dem t-Test bzw. dem Mann-Whitney-U-Test ermittelt. Die statistische Analyse
erfolgte bis zu dem Tag, an dem die Mause wieder ihr Ausgangsgewicht erreichten.
Eine B6 KO Maus verlor wahrend der Versuchsphase mehr als 20 % des
Ausgangsgewichts und musste aufgrund des Erreichens der Abbruchkriterien an Tag
5 euthanasiert werden.

83



Ergebnisse

A
B6 KO
115+
=
=]
=
Q
o
[72]
)
c
B 100d D e LA L Y LY L .
o
[72]
=2
<° -0~ Kontrolle
s -e- Stress
90 T T L Ll L] T L L T L T L T
12345678 91011121314151617181920212223242526272829303132333435
' Stress ' Tag
B
C3 KO
1151
S 1104
3
2 1051
o
g
S 100 e
2 :
< 95 5 -o- Kontrolle
= i -e- Stress
20

1011121314151617181920212223242526272829303132333435
Tag

—— -
[
w -
B
e
o -
~J
0 -
w0 -

Abbildung 41: Gewichtsverlauf im Modell der chronischen Kolitis mit Restraint-Stress
Dargestellt ist der Verlauf des Korpergewichts in % vom Ausgangsgewicht der Stressgruppe
im Vergleich zur Kontrollgruppe der B6 KO (A) und der C3 KO (B) Mause.
Die statistische Analyse erfolgte bis zu dem Tag, an dem die Tiere nach Stressexposition
wieder ihr Ausgangsgewicht erreicht hatten. Die vertikale, rot gestrichelte Linie markiert
diesen Zeitpunkt (n=16-40; tageweise t-Test bzw. Mann-Whitney-U-Test).

4.4.2 Ergebnisse der telemetrischen Messungen

Die Veranderungen der Herzfrequenz, Temperatur und Aktivitdt wahrend der Phase
der Stressbelastung sowie die der folgenden 60 Minuten waren bei den KO Méausen

in gleicher Weise zu beobachten wie bei den WT Mausen (vgl. Kapitel 4.3.2) und
sind in Anhang 9.10 aufgefthrt.
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Herzfrequenzvariabilitat

Abbildung 42 zeigt die Werte der HRV (SDNN) der KO Mause in der Hellphase nach
Stress an den Tagen 1, 3, 7 und 10 sowie vier Tage nach der letzten
Stressexposition an Tag 14. Die Messwerte sind als relative Anderungen in Prozent
zur Baseline angegeben. Die statistische Analyse der HRV nach Stressexposition im
Vergleich zur Baseline erfolgte mittels RM-ANOVA und ergab in beiden
Mausstammen keine signifikanten Unterschiede. Im Vergleich zu den WT Mausen
(vgl. Abb. 34) zeigten die Mause im Modell der chronischen Kolitis grof3e individuelle
Schwankungen der HRV im Versuchsverlauf.
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Abbildung 42: HRV im Modell der chronischen Kolitis mit Restraint-Stress

Dargestellt ist die Anderung der HRV (SDNN) in % in der Hellphase nach Stress im
Vergleich zur Baseline der B6 KO (A) und C3 KO (B) Mause. Die horizontal gestrichelte
Linie markiert das Niveau der basalen Werte (n=8-9; RM-ANOVA1 mit anschlieRendem

Dunnett-Test).
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Aktivitat

Unterschiede der Aktivitat in der Dunkelphase der KO Mause nach Stressexposition
im Vergleich zu den Baselinewerten wurde mittels RM-ANOVA getestet und ergaben
einen signifikanten Unterschied bei den C3 KO Mausen (F2.s2, 25.37) =4.68; p=0,0109).
Ein signifikanter Einbruch der Aktivitat konnte hier an den Tagen 7 und 10 nach
Stressexposition ermittelt werden (p<0,0005). An Tag 14 wurde das Ausgangshiveau
nicht erreicht. Bei den B6 KO Mausen war die Aktivitat wahrend der Stresstage im
Vergleich zur Baseline erniedrigt. Diese Effekte waren allerdings nicht signifikant. An
Tag 14 nach Stress uberstieg die Gesamtaktivitdt das Niveau der basalen Werte.
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Abbildung 43: Aktivitat im Modell der chronischen Kolitis mit Restraint-Stress
Dargestellt ist die Gesamtaktivitat wahrend der Dunkelphase nach Stress im Vergleich zur
Baseline der B6 KO (A) und der C3 KO (B) Mause. Die horizontale gestrichelte Linie
markiert das Niveau der basalen Werte (n=8; RM-ANOVA1 mit anschlieBendem Dunnett-
Test).
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4.4.3 Histologie der chronischen Kolitis

Einfluss des Transmitters in der Peritonealhdhle

Auch im Modell der chronischen Kolitis konnten am Ende der Versuchsphase an
Tag 35 keine Anhaltspunkte fiir einen zusatzlichen Einfluss des Transmitters auf den
Darm gefunden werden. Die histologische Auswertung der H&E gefarbten Praparate
von Kolon und Zakum der 18 Wochen alten Kontrolltiere zeigte in beiden
Inzuchtstammen keine Unterschiede zwischen den transmitterimplantierten und den
sham-operierten Mausen (Abb. 44).
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Abbildung 44: Histologische Untersuchung von Zakum und Kolon der transmitter-
implantierten KO Mause im Vergleich zu den sham-operierten KO Mausen

Dargestellt ist die histologische Beurteilung von Zékum und Kolon der B6 KO (A) und der
C3 KO (B) Mause an Tag 35 nach Transmitterimplantation im Vergleich zu den Sham-
Tieren (n=7-9; Mann-Whitney-U-Test).
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Einfluss von Stress auf die chronische Kolitis

Um den Einfluss von Stress auf die Entwicklung und den Verlauf der chronischen
Darmentzindung zu untersuchen wurden H&E geféarbte histologische Praparate des
Kolons von gestressten sowie ungestressten IL-10 defizienten Mausen zu
verschiedenen Zeitpunkten ausgewertet und miteinander verglichen (Abb. 45).

Die histologische Auswertung der Darme an Tag O zeigte, dass die Tiere
modellbedingt bereits vor der Stressbehandlung mit einem Alter von 13 Wochen eine
Darmentziindung aufwiesen. Im weiteren Verlauf waren weder bei den B6 KO
Mausen noch bei den C3 KO Mausen signifikante Unterschiede zwischen den Tieren
der Stressgruppen und den Kontrollgruppen zu erkennen. Auffallig war, dass die B6
KO Mause der Stressgruppe an Tag 10 einen niedrigeren histologischen Score
aufwiesen. Dieser Unterschied war jedoch nur tendenziell vorhanden und nicht
statistisch signifikant.

Wie schon fir die histologische Auswertung der Darmpréparate an Tag O vor
Versuchsbeginn beschrieben, wiesen die einzelnen Kolonabschnitte der Mause auch
im weiteren Versuchsverlauf einen sehr unterschiedlichen Schweregrad der
Darmentzindung auf. Auch hier war im distalen und mittleren Kolonabschnitt in der
Regel nur eine milde Darmentziindung zu beobachten. Das proximale Kolon wies
hingegen hochgradige pathologische Verdnderungen in Form von diffusen
Entzindungszellinfiltrationen bis in die L. muscularis und teilweise mit Durchbriichen
in die Bauchhohle (Peritonitis) sowie einer mittel- bis hochgradigen Hyperplasie der
Darmschleimhaut auf. Insbesondere zum Ende des Versuchs an Tag 35 konnten in
manchen Bereichen der proximalen Darmabschnitte Nekrosen und kleine
Ulzerationen beobachtet werden. Die histologischen Bilder in den Abbildungen 46
und 47 zeigen daher reprasentative Ausschnitte des proximalen sowie des distalen
Kolons eines Tieres der entsprechenden Gruppe.

Bezuglich der Auspragung der Darmentziindung zeigte sich bei den B6 KO Mausen
eine starke Varianz im Vergleich zu den C3 KO Méausen. Bei einigen B6 KO Mausen
wurden keine oder nur gerringgradige histologische Veradnderungen festgestellt,
wahrend andere Tiere der gleichen Gruppe eine hochgradige Darmentzindung
aufwiesen. Im Vergleich zu Tag 0 war in beiden Stammen ein tendenzieller Anstieg
des histologischen Scores an Tag 35, also im Alter von 18 Wochen, zu beobachten.
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Abbildung 45: Histologische Untersuchung des Kolons im Modell der chronischen
Kolitis mit Restraint-Stress

Dargestellt ist die histologische Auswertung der Darmentzindung im Kolon von Mausen der
Stressgruppe im Vergleich zu den ungestressten Kontrolltieren der B6 KO (A) und der
C3 KO (B) Mause. Die Pfeile markieren die transmitterimplantierten Mause, die vor
Versuchsbeginn an Tag 0 bereits klinisch auffallig waren (n=7-17; Kruskal-Wallis-Test mit
anschlielendem Dunn-Test).
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Die folgenden Abbildungen zeigen reprasentative H&E gefarbte histologische
Schnitte der B6 KO Méause (Abb. 46) und der C3 KO Mause (Abb. 47) an Tag 35
nach Beginn der Stressexposition. Zu diesem Zeitpunkt waren die Tiere 18 Wochen
alt.

B6 KO Kontrolle

Abbildung 46: Histologische H&E gefarbte Schnitte des Kolons der B6 KO Mause an
Tag 35

Dargestellt ist jeweils ein Ausschnitt des proximalen und distalen Kolons einer B6 KO Maus
der Kontrollgruppe (A+B) sowie einer B6 KO Maus der Stressgruppe (C+D) in einer
10-fachen VergréRerung. Die gestressten Tiere und die Kontrolltiere wiesen eine
vergleichbare Darmentziindung auf. Das proximale Kolon zeigte mittel- bis hochgradige
pathologische Veranderungen in Form von Kryptennekrosen, Hyperplasien und diffusen
Entzindungszellinfiltrationen bis in die L. muscularis, z.T. mit Durchbruch in die
Bauchhdhle. Im distalen Kolon zeigten sich gering- bis mittelgradige Veranderungen in Form
von Entzindungszellinfiltrationen z.T. bis in die T. submucosa.

90



Ergebnisse

C3 KO Kontrolle

Abbildung 47: Histologische H&E geféarbte Schnitte des Kolons der C3 KO Méause an
Tag 35

Dargestellt ist jeweils ein Ausschnitt des proximalen und distalen Kolons einer C3 KO Maus
der Kontrollgruppe (A+B) sowie von einer C3 KO Maus der Stressgruppe (C+D) in einer
10-fachen VergrolRerung. Die gestressten Tiere und die Kontrolltiere wiesen eine
vergleichbare Darmentziindung auf. Das proximale Kolon zeigte mittel- bis hochgradige
pathologische Veranderungen in Form von diffusen Entziindungszellinfiltrationen bis in die
L. muscularis, z.T. mit Durchbruch in die Bauchhodhle, und einer Hyperplasie der
Epithelzellen. Im distalen Kolon zeigten sich gering- bis mittelgradige Verédnderungen in
Form von Entzindungszellinfiltrationen z.T. bis in die T. submucosa sowie eine milde
Hyperplasie der Enterozyten.
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4.4.4 Endokrine Stressantwort

Die Bestimmung der CORT-Konzentration erfolgte auch im Modell der chronischen
Kolitis zun&chst aus Blutproben entnommen aus der V. facialis. Die Blutentnahmen
fanden analog zu den Untersuchungen der WT Mause auch bei den KO Méausen an
Tag 0 (Bsl), 7, 10 und 14 statt. Alle Probennahmen waren innerhalb von zwei bis drei
Minuten nach Offnen des Kafigs abgeschlossen. An Tag 7 und 10 erfolgte die
Blutentnahme bei den Tieren der Stressgruppen unmittelbar nach Befreiung aus der
Zwangsrohre. Der Vergleich der Stressgruppen zur Baseline zeigte in beiden
Inzuchtstammen im Kruskal-Wallis-Test signifikante Unterschiede an Tag 7 und an
Tag 10 (B6 KO: H=33,23; p<0,0001; C3 KO: H=29,72; p<0,0001). Zudem erfolgten
an diesen Tagen Gruppenvergleiche zu den Kontrolltieren mittels einzelner t-Tests
bzw. Mann-Whitney-U-Tests. Diese ergaben signifikante Unterschiede der Stress- im
Vergleich zu den Kontrollgruppen an den entsprechenden Tagen (mind. p<0,01).
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Abbildung 48: CORT-Konzentration im Modell der chronischen Kolitis mit Restraint-
Stress

Dargestellt sind die CORT-Konzentrationen in ng/ml im Blut (DBS) der Stress- und Kontroll-
gruppe der B6 KO (A) und der C3 KO (B) Mause (n=7-8; Kruskal-Wallis-Test mit
anschlieendem Dunn-Test; tageweise t-Test bzw. Mann-Whitney-U-Test).
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Die basale Konzentration des CORT im Blut betrug bei den B6 KO Mausen
44,8 + 4,2 ng/ml und bei den C3 KO Mausen 37,2 = 1,8 ng/ml. Die CORT-
Konzentration im Blut der Kontrolltiere blieb Uber den gesamten Verlauf auf dem
basalen Niveau. An Tag 7 und 10 zeigten die Mause der Stressgruppen beider
Stamme signifikant erhéhte Werte sowohl im Vergleich zu den Baselinewerten als
auch zu den ungestressten Tieren am selben Tag. An Tag 10 nach Stressexposition
erreichten die Tiere beider Stdmme die hdochste gemessene CORT-Konzentration im
Blut. Diese lag bei den B6 KO Mausen bei 118,2 + 23 ng/ml und bei den C3 KO
Mausen bei 78,4 £ 6,0 ng/ml. An Tag 14 zeigte sich kein Unterschied der CORT-
Konzentration im Blut zwischen Stress- und Kontrollgruppe.

Auch in den KO Mausen konnten signifikant erhdhte Werte der CORT-Konzentration
im Blut nur an Tag 7 und 10 nach Stressexposition festgestellt werden. Analog zu
den WT Mausen wurde zum Vergleich die Konzentration der CORT-Metaboliten im
Kot auch nur an diesen Tage bestimmt. Signifikant erhéhte Werte der FCM-
Konzentration konnten nur bei den B6 KO Mausen an Tag 7 und 10 gemessen
werden (F3,26=4,96; p=0,0075).
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Abbildung 49: FCM-Konzentration im Modell der chronischen Kolitis mit Restraint-

Stress
Dargestellt sind die FCM-Konzentrationen in ng/50mg in Sammelkotproben der Stress- und
Kontrollgruppe an Tag 7 und 10 der B6 KO (A) C3 KO (B) Mause (n=7-8; ANOVAL1 mit

anschlieendem Tukey-Test).
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4.6 Akute Kolitis

Die Induktion der akuten Kolitis erfolgte in weiblichen B6 WT Mausen im Anschluss
an die vierwochige Rekonvaleszenzzeit nach Transmitterimplantation bzw. Sham-OP
durch eine funftagige Applikation von 1,5 % DSS im Trinkwasser. Die Kontrolltiere
erhielten Uber die gesamte Versuchsdauer normales Trinkwasser. Die Mause
wurden téglich gewogen und Kklinisch untersucht. Um einen Basiswert fur das
Korpergewicht zu berechnen und Tagesschwankungen mit einzubeziehen, wurde
das durchschnittliche Korpergewicht der letzten drei Tage vor DSS-Gabe ermittelt.

4.6.1 Klinische Untersuchung und Gewichtsverlauf

Der klinische Score der unbehandelten Kontrolltiere (0 % DSS) war tber die gesamte
Versuchsdauer konstant bei 0. Auch der Verlauf des Koérpergewichts zeigte keine
Auffalligkeiten. Die mit DSS behandelten Mause zeigten an den Tagen 5 bis 10 nach
der Kolitis-Induktion eine statistisch signifikante Erhéhung des klinischen Scores
(Abb. 50). Teilweise zeigten die Tiere in der klinischen Untersuchung deutliche
Auffalligkeiten wie struppiges Fell, einen aufgekrimmten Ricken und eine
eingeschréankte Mobilitat. Die Verabreichung von DSS fuhrte bei allen Tieren nach
etwa funf Tagen zu weich-klebrigem und teilweise blutigem Kot. Passend dazu trat
innerhalb von drei Tagen nach DSS Administration ein Gewichtsverlust auf (Abb. 51).
Dieser erreichte an Tag 8 seinen Hohepunkt mit 6,2 £ 1,1 %. Im weiteren Verlauf
stieg das Gewicht der Tiere wieder kontinuierlich an. Keine Maus der DSS-Gruppe
verlor mehr als 20 % des Ausgangsgewichts oder musste aufgrund des Erreichens
der Abbruchkriterien vorzeitig euthanasiert werden.
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Abbildung 50: Klinischer Score im Modell der akuten Kolitis

Dargestellt ist der Kklinische Score Uber die 14-tdgige Versuchsdauer der mit DSS
behandelten Mause im Vergleich zu den Kontrolltieren (n=16-24, Kruskal-Wallis-Test mit
anschlieBendem Dunn’s Test).
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Abbildung 51: Gewichtsverlauf im Modell der akuten Kolitis
Dargestellt ist die Anderung des Kérpergewichts in % vom Ausgangsgewicht der mit DSS

behandelten Mause im Vergleich zu den Kontrolltieren (n=16-24; tageweise t-Test bzw.
Mann-Whitney-U-Test).

4.6.2 Ergebnisse der telemetrischen Messungen

Die telemetrischen Messungen zur Ermittlung der Baseline-Daten erfolgten tber drei
Tage vor DSS-Gabe, um zu beurteilen, ob die Werte der Mause von Tag zu Tag
stabil waren und um ggf. Ausreil3er zu identifizieren. Um die Variabilitat zwischen den
einzelnen Tieren zu minimieren, wurden die Mittelwerte der Hell- und der
Dunkelphase der drei Baseline-Messungen gemittelt und als Basisdaten fir jede
einzelne Maus verwendet. Da an Tag 1 noch keine Effekte durch die DSS-
Behandlung zu erwarten waren und die Batterielaufzeit der Transmitter begrenzt ist,
erfolgten die telemetrischen Messungen ab Tag 2 bis Tag 10 nach Beginn der DSS-
Gabe. Die Mittelwerte der erhobenen Parameter dieser neun Tage wurden mit den
Baseline-Werten verglichen. Die Ergebnisse werden daher als prozentuale
Abweichung von der Baseline-Messung dargestellit.

Die Analyse der telemetrisch ermittelten Parameter zeigte fir die Baseline-

Messungen der Korpertemperatur, Herzfrequenz, HRV und Aktivitat der einzelnen
Tiere von Tag zu Tag ahnliche Werte.

95



Ergebnisse

Temperatur

Die telemetrische Erhebung der Korpertemperatur zeigte bis Tag 5 keine statistisch
signifikanten Unterschiede zwischen den mit DSS behandelten Mausen und den
Kontrolltieren (Abb. 52). An den Tagen 6 bis 9 zeigten die DSS Tiere hingegen eine
signifikant erniedrigte Temperatur im Vergleich zu den Kontrollmausen (p< 0,05).
Dabei erreichte die Korpertemperatur an Tag 6 das Minimum und stieg wahrend der
folgenden vier Tage langsam wieder an, so dass an Tag 10 kein statistisch
signifikanter Unterschied zwischen den DSS behandelten und den Kontrolltieren
bestand.
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Abbildung 52: Temperaturverlauf im Modell der akuten Kolitis

Dargestellt ist die Anderung der Temperatur in % zur Baseline der mit DSS behandelten
Mause im Vergleich zu den Kontrolltieren (n=8; tageweise t-Test bzw. Mann-Whitney-U-
Test).
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Aktivitat

Die Analyse der Aktivitat erfolgte in der Dunkel- und somit in der Aktivitatsphase der
Tiere (Abb. 53). Die mit DSS behandelte Versuchsgruppe zeigte bereits an Tag 5
einen Einbruch der Aktivitat. An diesem Tag wurde allerdings innerhalb der Gruppen
das Signifikanzniveau noch nicht erreicht. Einhergehend mit dem statistisch
signifikanten Abfall der Korpertemperatur zeigten die Tiere der DSS-Gruppe auch fur
die Aktivitat ab Tag 6 signifikant erniedrigte Werte im Vergleich zu den
unbehandelten Kontrolltieren (p<0,005). Im Vergleich zu den Baseline-Werten sank
die Aktivitat an den Tagen 6, 7 und 8 auf Werte unter 50 %. Ab Tag 8 nach Kolitis-
Induktion konnte wieder ein kontinuierlicher Anstieg der Aktivitat beobachtet werden.
Das basale Niveau wurde allerdings an Tag 10 noch nicht erreicht.
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Abbildung 53: Verlauf der Aktivitat im Modell der akuten Kolitis
Dargestellt ist die Anderung der Aktivitat in % zur Baseline der mit DSS behandelten Mause
im Vergleich zu den Kontrolltieren (n=8; tageweise t-Test bzw. Mann-Whitney-U-Test).
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Herzfrequenz

Da die Herzfrequenz stark von der Aktivitat beeinflusst wird, erfolgte die Analyse in
der Hellphase, der Inaktivitatsphase der Tiere (Abb. 54). Wahrend der DSS-Gabe
sank in dieser Gruppe die mittlere Herzfrequenz langsam ab und stieg nach Ende
der DSS-Verabreichung innerhalb von zwei Tagen auf ein Maximum an. Dieser an
Tag 7 gemessene Wert war im Vergleich zu den Daten der Kontrolltiere zwar erhoht,
es bestand jedoch kein statistisch signifikanter Unterschied. In den folgenden drei
Tagen fiel die Herzfrequenz in der DSS-Gruppe kontinuierlich ab. An Tag 10 war die
Abnahme der Herzfrequenz im Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant grol3er
(p<0,05). Auffallig war, dass die Herzfrequenz selbst in der Kontrollgruppe an den
verschiedenen Tagen eine hohe Variabilitat aufwies.
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Abbildung 54: Verlauf der Herzfrequenz im Modell der akuten Kolitis
Dargestellt ist die Anderung der Herzfrequenz in % zur Baseline der mit DSS behandelten

Mause im Vergleich zu den Kontrolltieren (n=8; tageweise t-Test bzw. Mann-Whitney-U-
Test).
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HRV

Die Abbildung 55 zeigt die berechneten Mittelwerte fir die Standardabweichung der
NN-Intervalle (SDNN) der Tiere in der Hellphase. Die SDNN-Werte geben Aufschluss
Uber die Gesamtvariabilitdt der Herzfrequenz und waren passend zum Gewichts-
verlauf an den Tagen 6 bis 9 bei den mit DSS behandelten Mausen im Vergleich zu
den Kontrolltieren signifikant erniedrigt (p<0,05). Eine kontinuierliche Zunahme der
SDNN-Werte in der DSS-Gruppe konnte hier ab Tag 9 beobachtet werden, wobei der
basale Wert an Tag 10 wieder erreicht wurde.
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Abbildung 55: Verlauf der Herzfrequenzvariabilitat im Modell der akuten Kolitis
Dargestellt ist die Anderung der SDNN in % zur Baseline der mit DSS behandelten Mause
im Vergleich zu den Kontrolltieren (n=8; tageweise t-Test bzw. Mann-Whitney-U-Test).
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4.6.3 Histologie im Modell der akuten Kolitis

Die Beurteilung der histologischen Praparate erfolgte mit einem semiquantitativen
Auswertungsschema (siehe Material und Methoden Tabelle 4) an Tag 7 und an
Tag 14 nach der funftagigen DSS-Gabe. Die histologische Untersuchung der Darme
der unbehandelten Kontrolltiere zeigte keine Auffalligkeiten. Das Kolon und Zakum
stellte sich in seiner Gesamtheit physiologisch dar. Vereinzelt fanden sich
geringgradige Infiltrationen mit mononuklearen Zellen, was zu einer minimalen
Erhohung des histologischen Scores v.a. an Tag 7 fuhrte.

Bei den mit DSS behandelten Mausen zeigten sich pathologische Veranderungen
des Darmepithels insbesondere im distalen und mittleren Teil des Kolons. Im Zakum
und im proximalen Kolon waren keine oder nur geringe Veranderungen zu erkennen.
Dabei war der histologische Score des Kolons an Tag 7 héher als an Tag 14 nach
DSS-Gabe.

An Tag 7 nach Beginn der DSS-Behandlung zeigten sich hochgradige histologische
Veranderungen in Form von Entzindungszellinfiltrationen bis in die L. muscularis,
teilweise mit Durchbriichen in die Bauchhéhle (Peritonitis). Weiterhin wies das
Darmepithel einen Verlust der Kryptenarchitektur, Becherzelldepletionen sowie
Ulzerationen und nekrotische Bereiche auf. An Tag 14, also 9 Tage nach dem
Absetzen der DSS Behandlung, war bereits eine Regeneration des Darmepithels zu
erkennen. Es zeigten sich nur noch gering- bis mittelgradige pathologische
Veréanderungen.

Die statistische Analyse mittels Kruskal-Wallis-Test ergab signifikante Unterschiede
fur das Kolon (H=34,59; p<0,0001) sowie fur das Zakum (H=17,82;p<0,001).
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Abbildung 56: Histologische Untersuchung im Modell der akuten Kaolitis

Dargestellt ist die Beurteilung von Kolon und Zdkum nach funftagiger DSS-Gabe an Tag 7
und an Tag 14 im Vergleich zu unbehandelten Kontrolltieren (n=8-16; Kruskal-Wallis-Test mit
anschlieRendem Dunn-Test).
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Im Folgenden sind reprasentative H&E geféarbte Schnitte unbehandelter B6 WT
Méause im Vergleich zu DSS-behandelten B6 WT M&usen an Tag 7 und Tag 14
dargestellt.

A

Abbildung 57: Histologische H&E gefarbte Schnitte des Kolons an Tag 7

A+B: unbehandelte B6 WT Mause. Das gesamte Kolon zeigte eine physiologische
Morphologie. Vereinzelt waren Infiltrationen mit mononukle&ren Zellen in der L. propria und
ein geringgradig hyperplastisches Epithel erkennbar.

C+D: DSS-behandelte B6 WT Mause. Das Kolon zeigte einen Verlust der Kryptenarchitektur
sowie hochgradige pathologische Verénderungen in Form von groR3flachigen Ulzerationen,
nekrotischen Bereichen, Becherzelldepletionen, Periarteriitis und diffusen Entziindungszell-
infiltrationen bis in die L. muscularis und mit Durchbruch in die Bauchhdhle (Peritonitis).

Die Bilder A+C zeigen den Kolonabschnitt in 10-facher, die Bilder B+D den markierten
Ausschnitt in 20-facher Vergrof3erung.
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Abbildung 58: Histologische H&E geférbte Schnitte des Kolons an Tag 14

A+B: unbehandelte B6 WT Mause. Das gesamte Kolon zeigte eine physiologische
Morphologie. Es waren keine Anzeichen einer Entziindung erkennbar.

C+D: DSS-behandelte B6 WT Méause. Im Vergleich zu den DSS-behandelten Mausen an
Tag 7 zeigte sich an Tag 14 eine physiologische Kryptenarchitektur. Die Wandschichtung
war erhalten. Insgesamt zeigten sich gering- bis mittelgradige pathologische Veranderungen
in Form von Infiltrationen mit polymorphkernigen und mononuklearen Entziindungszellen
z.T. bis in die L. submucosa sowie einer Hyperplasie des Darmepithels.

Die Bilder A+C zeigen den Kolonabschnitt in 10-facher, die Bilder B+D den markierten
Ausschnitt in 20-facher Vergréf3erung.
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Abbildung 59: Histologische H&E gefarbte Schnitte des Zakums

A+B: unbehandelte B6 WT Méause. Das gesamte Zakum stellte sich physiologisch dar. Es
waren keine Anzeichen einer Entziindung erkennbar.

C+D: DSS-behandelte B6 WT Mause. Vereinzelt zeigten sich geringgradige Infiltrationen mit
polymorphkernigen und mononukleéaren Entziindungszellen. Ebenso war eine geringgradige
Hyperplasie des Darmepithels zu erkennen.

Die Bilder A+C zeigen den Kolonabschnitt in 10-facher, die Bilder B+D den markierten
Ausschnitt in 20-facher VergrofRerung.

103

































































































































































































































