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Einleitung 1

1. Einleitung

1.1 Zielstellung

Die Entzindung der Bauchspeicheldrise ist eine Erkrankung, die von verschiedensten
Fachdisziplinen in klinischen und experimentellen Studien seit Jahren untersucht wird.
Vor allem die Pathogenese ist nach wie vor nicht vollstdndig aufgeklart und
dementsprechend auch das therapeutische Konzept der Pankreatitis nicht umfassend
ausgereift.

Ein entscheidender pathogenetischer Faktor scheint der durch freie Sauerstoffradikale
induzierte Zellschaden im Pankreas zu sein, der in zahlreichen wissenschaftlichen
Publikationen postuliert wird (Sanfey et al. 1984, Braganza et al. 1988, Schoenberg et
al. 1992, Sweiry et al. 1996).

Im Rahmen mehrerer Studien beschrieb auch die Arbeitsgruppe um Kuklinski die
akute Pankreatitis als eine ,Free Radical Disease” mit einem gestérten Gleichgewicht
zwischen Oxidantien und Antioxidantien im Krankheitsverlauf. Therapeutisch verwies
Kuklinski auf eine Natriumselenit-Applikation, um antioxidative Enzymsysteme wie die
selenabhangige Glutathionperoxidase des Organismus zu unterstitzen. Als Resultat
dieser Untersuchungen zeigte sich bei Patienten mit akuter Pankreatitis
unterschiedlicher Genese eine deutliche Reduktion der Letalitatsraten (Kuklinski et al.
1991, 1992, 1995).

Verschiedene Arbeitsgruppen untersuchten aufgrund dieser Ergebnisse an eigenen
klinischen Studien ebenfalls den Einfluss der Natriumselenit-Gabe auf den Verlauf der
akuten Pankreatitis. Am Ende konnte die durch Kuklinski beschriebene
Letalitdtssenkung durch Applikation von Natriumselenit nicht bestatigt werden
(Stopinski et al. 1994, Lindner et al. 2004).

Ausgehend von diesen kontrdren Resultaten klinischer Studien soll mit vorliegender
Arbeit in tierexperimentellen Versuchen der Einfluss von Selen auf die Entwicklung
und den Verlauf akuter und chronischer Pankreatitiden untersucht werden.

Im Rahmen vorliegender experimenteller Versuche an Ratten wird versucht,
Pharmakodynamik und Pharmakokinetik des Selens sowie mdgliche Interaktionen mit

der toxischen Organozinnverbindung Dibutylzinndichlorid (DBTC) und daraus
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resultierende Effekte aufzuzeigen. Dazu wird sich eines etablierten tierexperimentellen
Modells bedient, das bei Ratten durch Applikation von Dibutylzinndichlorid (DBTC)
eine Pankreatitis induziert (Merkord et al. 1997, 1998).

Im Ergebnis sollen Ausblicke auf den klinischen Nutzen einer Natriumselenit-
Applikation zur Therapie akuter und chronischer Pankreatitiden erbracht und

Anknupfungspunkte zur weiteren Forschung an Selen dargelegt werden.

1.2 Toxikologie von Dibutylzinndichlorid (DBTC)

Organozinnverbindungen wie das DBTC aus der Gruppe der Dialkylzinnverbindungen
sind von hohem toxikologischen Interesse, da sie in der Industrie als Stabilisatoren zur
Herstellung von Polyvinylchlorid (PVC) und in der Landwirtschaft als Biozide
eingesetzt werden (Ross 1965, Piver 1973). Dibutylzinn (DBT) und Tributylzinn (TBT)
wurden in Untersuchungen von PVC-FulRbodenbeldgen auf deren Zinngehalt eindeutig
nachgewiesen (Brian 2000), TBT diente lange Zeit als gebrauchlicher Zusatz zu
Schiffsfarben, um Korrosion und Bewuchs am Rumpf zu vermeiden (Isensee et al.
1994) und wurde aufgrund der toxischen Eigenschaften per Gesetz 2003 als
Bestandteil von Antifoulingfarben verboten. Tributylzinnoxid wird als Biozid in der
Landwirtschaft eingesetzt und in der Folge zu Dibutylzinn umgewandelt. Im Rahmen
dieser gewerblichen Nutzung reichern sich die Stoffe Dibutylzinn und Tributylzinn in
der Umwelt an und kdnnen zu vielseitigen Schaden fihren (Kimmel et al. 1977,
Merkord 1994, Gies et al. 2000). In Untersuchungen der Universitdt Bonn konnte
beispielsweise nachgewiesen werden, dass durch DBT und TBT in vitro die Bildung
weiblicher Geschlechtshormone gemindert wird (Brian 2000).

DBTC entfaltet seine molekularbiologische Wirkung Uber eine Interaktion mit
sulfhydrylhaltigen Molekulen verschiedenster Zellen und Rezeptoren des Organismus
(Pieters et al. 1994).

Als Beispiel sei die Hemmung der Pyruvat- und a-Ketoglutaratdehydrogenase
angefuhrt, welche zur Beeintrdchtigung des Citratzyklus als zentraler Bestandteil des
Zellstoffwechsels fuhrt und dadurch die Atmungskette in den Mitochondrien behindert.
Ursachlich ist dabei eine hemmende Reaktion des DBTC mit der SH-Gruppe der
Liponsdure mit den zuvor beschriebenen Auswirkungen auf den Zellmetabolismus
(Penninks et al. 1980, 1983, 1991).
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Die akute Toxizitdat des DBTC, charakterisiert als mittlere letale Dosis (LDsp), betragt
fur ménnliche Ratten im Mittel 62 mg/kg KG bei oraler Gabe und 16 mg/kg KG bei
intravendser Verabreichung, woraus folgt, dass bei Applikation dieser Dosen die Halfte
der Versuchstiere stirbt. DBTC ist ein sehr lipophiles Agens und wird
dementsprechend gut resorbiert und verteilt sich vor allem in Leber, Milz, Pankreas
und Thymus. Kennzeichnend sind die hohen Zinnkonzentrationen, die nach
intravendser Gabe von 8 mg/kg KG DBTC in diesen Organen gemessen wurden
(Hennighausen et al. 1983).

Intrazelluldr kumuliert DBTC vor allem im Zytoplasma und in Mikrosomen von
Hepatozyten sowie in Lysosomen und Mitochondrien von Thymuszellen (Penninks et
al. 1987).

Die durch DBTC hervorgerufenen Schadigungen sind vielfaltig und manifestieren sich
hauptsachlich an Leber, Pankreas, Gallengdngen und dem Immunsystem
verschiedener Tierspezies (Hennighausen et al. 1980, Merkord et al. 1982, 1983,
1989, 1991).

Die toxischen Eigenschaften der Dialkylzinnverbindungen hdngen dabei von der Lange
der Alkylketten ab. Wahrend Alkylketten einer Lange von 2-6 C-Atomen am stérksten
Schaden an Leber, Pankreas und Gallengédngen hervorrufen, entfalten sich die
Wirkungen von Dialkylzinnverbindungen mit 4-8 C-Atomen am ausgepragtesten am
Immunsystem (Stoner et al. 1955, Hennighausen et al. 1980). Die Alkylkettenlédnge
beeinflusst ebenfalls die Resorption und akute Toxizitdt im Organismus. In
Abhéngigkeit von der Kettenlange variieren die Lipophilie und damit die Resorption
nach oraler und dermaler Gabe, die Toxizitdt wird durch Zunahme der Lange der
Alkylkette herabgesetzt (Hennighausen et al. 1980, Rehnhof et al. 1980, Penninks et
al. 1991). Die Elimination der Organozinnverbindungen erfolgt durch Biotransformation
vor allem in der Leber und Exkretion Uber Niere und Galle.

Die Biotransformation  erfolgt durch  membrangebundene  Enzyme im
endoplasmatischen Retikulum in der Leber - das Cytochrom P450-System -, welches
auf verschiedene Weise in seiner Transformationsintensitdt durch Induktion und
Hemmung beeinflusst werden kann. DBTC hemmt die Aktivitdt der Hamoxygenase
und steigert somit den Cytochrom P450-Gehalt der Hepatozyten (Kappas et al. 1984).
Lipophile Substanzen wie DBTC werden bevorzugt biliar Uber einen aktiven
Transportmechanismus in die Galle ausgeschieden, wie Merkord et al. 1982

feststellten. Das mit dem Gallesaft in den Darm gelangte DBTC unterliegt teilweise
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einem enterohepatischen Kreislauf, der mit Hilfe von Aktivkohle unterbrochen werden
kann. Diesen Zusammenhang wiesen Merkord et al. 1982 anhand des abgefallenen
Zinngehaltes in der Leber nach.

Nicht resorbierte Organozinnverbindungen werden ebenso wie die durch bilidre
Exkretion eliminierten Anteile in den Faeces ausgeschieden (Penninks et al. 1987).

Im Vordergrund der toxischen Auswirkungen auf den Organismus steht die Auslésung
einer akuten interstitiellen Pankreatitis nach intravendser Applikation von 6 mg/kg KG
DBTC. Die Pathogenese beruht auf einer hd&matogenen und einer bilidren
Komponente. Durch Uber den Blutweg in das Pankreas transportiertes DBTC erfolgt
eine direkte zytotoxische Schadigung der Azinuszellen. Das biliar eliminierte DBTC
induziert eine Schadigung des Gallengangepithels mit Bildung von Zelldebris durch
nekrotisches Material, welches zur Gangobstruktion fihrt. Daraus resultiert eine
Cholestase mit DBTC-haltigem Gallereflux in Pankreas und Leber (Merkord et al.
1997).

Aus beiden Komponenten resultiert die Entstehung einer akuten interstitiellen
Pankreatitis, die im Verlauf von 3-4 Wochen in eine chronische Pankreatitis Gbergeht.
Morphologisch kann durch licht- und elektronenmikroskopische Betrachtung bereits
nach 4 Stunden die Ausbildung eines Pankreaskopfédems beobachtet werden. Nach
12 Stunden entstehen Nekrosen der Epithelzellen des Pankreasausfihrungsganges
und eine Vakuolisierung der Azinuszellen. 1 Tag nach Applikation des DBTC stellt sich
eine akute interstitielle Pankreatitis mit Zunahme der Cholestase in den
Ausflhrungsgangen und daraus resultierender Dilatation des Galle-Pankreasganges
dar.

Nach 4 Tagen dominiert eine ausgepragte Pankreatitis mit Entziindungszell-
infiltrationen, einer weiteren Zunahme des Durchmessers des Galle-Pankreasganges
mit Zelldebris intralumindr und Verwachsungen im Gangsystem. Die Schwere der
Entzindung verstarkt sich bis hin zur beginnenden Pankreasfibrose, anhaltender
Gangobstruktion und Rickstau der Galle in Pankreas und Leber nach 3 bis 4 Wochen
(Merkord et al. 1991, 1995, 1997).

Die Veranderungen in der Leber durch DBTC-Gabe manifestieren sich nach 1-4 Tagen
durch einen Galleriickstau mit aufsteigender Entziindung im Periportalfeld und
vereinzelter Nekrosen. Nach 4 Wochen stellen sich eine massive
Periportalfeldentziindung, intrahepatische Gallengangshyperplasien und multiple
Nekrosen in der Leber dar (Merkord et al. 1997).
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Die Schadigung des Immunsystems aullert sich als reversible Thymusatrophie mit
Reduktion der lymphatischen Zellen durch Hemmung der Thymozytenproliferation
nach DBTC-Applikation, wobei sich nach 14 Tagen das Ausgangsgewicht des Thymus
wieder einstellt (Hennighausen und Szymaniez 1990, Pieters et al. 1994, Gielen et al.
1995).

Die leicht durchfuihrbare und reproduzierbare Auslésung einer akuten und chronischen
Pankreatitis fuhrte zur Etablierung eines tierexperimentellen Modells durch Applikation
von 6 mg/kg KG DBTC einmalig intravents (Merkord et al. 1997, 1998). Dieses Modell

bildet den Grundstein vorliegender Arbeit.

1.3 Pankreatitis

Obwohl die Méglichkeiten in der Behandlung der Pankreatitis seit Jahren zunehmen
und in vielen Bereichen standiger Optimierung unterliegen, ist die Pathophysiologie
und Pathogenese der akuten und chronischen Pankreatitis bis heute nicht zufrieden-

stellend aufgeklart.

1.3.1 Akute Pankreatitis

Bei dem Krankheitsbild der akuten Pankreatitis handelt es sich um eine plétzlich
auftretende Entziindung des Pankreas.

Morphologisch untergliedert sie sich in die mit 80-85% am hé&ufigsten vorkommende
interstitiell-6dematdse und die seltenere Form der hamorrhagisch-nekrotisierenden
Pankreatitis. Von Bedeutung ist der mégliche Ubergang von der klinisch eher blande
verlaufenden interstitiell-6dematdsen Entzindung zur h&dmorrhagisch-nekrotisierenden
Form mit einem Letalitatsrisiko von 10-40%.

Die Ursachen der akuten Pankreatitis sind mannigfaltig. Mit 60-70% stehen
Gallensteinleiden als auslésende Noxe im Vordergrund, gefolgt von chronischem
Alkoholabusus und selteneren Ursachen. Dazu zdhlen Medikamente wie Azathioprin,
Stérungen des Stoffwechsels wie zum Beispiel die Hyperlipidamie, Infektionen mit
Pilzen und Viren und iatrogene Eingriffe, beispielsweise die diagnostisch und
therapeutisch eingesetzte endoskopisch retrograde Cholangiopankreatikografie

(ERCP). Bei einem Grofdteil diagnostizierter Pankreatitiden kann keine Ursache als
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Ausléser eruiert werden, so dass diese unter dem Begriff der idiopathischen
Pankreatitis subsumiert werden (Bichler et al. 1996 und 2004, M&ssner et al. 2004).
Wie einleitend angefihrt, ist die Pathogenese nach wie vor nicht vollstandig bekannt.
Entscheidend ist die vorzeitige Aktivierung der proteolytischen Pankreasenzyme am
Ort der Synthese — in der Bauchspeicheldriise. Ursache sind entweder die direkte
Schadigung des Pankreas, vor allem im Rahmen metabolischer Auslésungsfaktoren,
oder eine intraductal induzierte Aktivierung der Enzyme mit deren Ubertritt in das
Interstitium des Pankreas. Folgen sind eine Schadigung der Azinuszellen, die
Entstehung eines interstitiellen Odems und im Verlauf die Migration und Akkumulation
von Entziindungszellen in das geschadigte Gewebe (Aho et al. 1982, Adler et al.
1984).

Diskutiert werden weiterhin ein mdglicher Gallereflux in das Pankreasgangsystem,
eine durch verklemmte Gallensteine bedingte Druckerhéhung im Sphincter Oddi oder
eine alkoholinduzierte Erhéhung der Durchlassigkeit der Gangepithelien
beziehungsweise eine direkte ethyltoxische Azinuszellschadigung (Buchler et al. 1996
und 2004, Méssner et al. 2004).

Mdglicherweise spielen auch die vermehrte Bildung von Sauerstoffradikalen und/oder
ein Antioxidantienmangel des Organismus eine wichtige Rolle in der Genese von
Entzindungskrankheiten wie der Pankreatitis (Bulkley 1983, Sanfey et al. 1984,
Braganza et al. 1988, Schoenberg et al. 1992 und 1994, Sweiry et al. 1996). Der
Pathomechanismus, der zur Bildung dieser reaktiven Sauerstoffmolekile fihrt, ist bis
heute Gegenstand intensiver Forschungen.

Diskutiert wird in verschiedenen Publikationen die Entstehung der Sauerstoffradikale
durch das Hypoxanthin-Xanthinoxidase-System, durch aktivierte PMN-Leukozyten und
durch Biotransformation von Xenobiotika (Sanfey et al. 1985, Wisner et al. 1988,
Schoenberg et al. 1990). Die freien Radikale fihren nachfolgend zur Lipidperoxidation
mit Schadigung der Zellmembranen und intrazelluldren Organellen, was unweigerlich
zum Zelltod fuhrt. Auf weiterem Wege entstehen vermehrt chemotaktische Faktoren im
Zytoplasma und es stellt sich eine Aktivierung des Arachidonsaurestoffwechsels ein.
Als Resultat zeigt sich eine durch Entzindungszellenakkumulation und
Permeabilitdtsstérung in Endothelien bedingte Triggerung des zur Pankreatitis
fuhrenden Pathomechanismus (Freese et al. 1967, Stocks et al. 1971, Babior 1978,
Bjork et al. 1984, Marshall et al. 1984).
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Am Ende aller pathogenetischen Sequenzen stellt sich das gleiche morphologische
Bild ein, das vom interstitiellen Odem bis hin zur vélligen Organnekrose reicht. Folgen
sind Verlust von Flussigkeit ins Retroperitoneum bis hin zum Volumenmangelschock
und vielfaltige Organschadigungen durch Ubertritt aktivierter Pankreasenzyme, Kinine
und Toxine ins Blut. So zeigen sich an der Leber nekrotische Veradnderungen, an
Lunge Diffusionsstérungen durch  Odembildung und Surfactantzerstérung,
Nierenversagen und seltener Myokardnekrosen sowie Odembildung im ZNS.

Durch einen Ubertritt verschiedener Toxine in die Bauchhéhle wird eine lokale oder
diffuse Peritonitis induziert, ein paralytischer lleus ist nahezu obligat im Verlauf der
Erkrankung. Die Letalitdt der akuten Pankreatitis steigt vor allem aufgrund einer
gefluirchteten Infektion auftretender Organnekrosen mit sich ausbildenden Abszessen
und der Entstehung einer Sepsis. Auller der daraus resultierenden exokrinen
Pankreasinsuffizienz mit unterschiedlich stark ausgepragten
Maldigestionserscheinungen manifestiert sich bei schweren Verlaufen eine endokrine
Insuffizienz, gekennzeichnet durch absoluten Insulinmangel auf Grundlage zerstérter
Inselzellen des Pankreas.

Klinisch imponieren an erkrankten Patienten vor allem die elastische Abwehrspannung
des Abdomens (,Gummibauch®), die sparlichen bis fehlenden Darmgerausche als
Hinweis auf den paralytischen lleus und die akute Schmerzsymptomatik im
Oberbauch.

Diagnostisch richtungweisend sind neben der Anamnese und klinischen Untersuchung
bildgebende Verfahren wie die Sonografie des Abdomens, die Computertomografie
und die ERCP. Laborchemisch dominieren ein starker Anstieg der Serum-Amylase
sowie Lipase, des CRP und der Leukozyten.

Im Vordergrund der Therapie sollte wenn méglich die Beseitigung der Ursache der
Pankreatitis stehen, zum Beispiel bei bilidrer Genese durch eine ERCP mit
Papillotomie. ~Symptomatisch erfolgt die Behandlung durch ausreichende
Volumensubstitution, Analgosedierung und Nahrungskarenz. Bei nachgewiesenen
Organnekrosen sollte die Vermeidung von Infektionen durch Antibiotikagabe erreicht
werden. Anderenfalls wird bei infizierten Nekrosen die chirurgische Intervention
notwendig, die ebenfalls bei Pankreasabszessen indiziert ist, um diese gefurchteten
Komplikationen zu therapieren. Bei der am haufigsten vorkommenden édematdsen
Pankreatitis, die keine Komplikationen aufweist, liegt die Letalitdt unter 5%, bei

einhergehenden  Teilnekrosen und ein  bis zwei  extrapankreatischen
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Organmanifestationen steigt die Letalitat auf 10-50% und erreicht den H6hepunkt von
Uber 80% bei Totalnekrose des Pankreas und drei bis vier extrapankreatischen
Organkomplikationen. Ansonsten heilt die akute Pankreatitis mit einer Restitutio ad
integrum, bei Auftreten von Nekrosen mit Vernarbungszonen aus, oder kann in die
chronische Erkrankungsform Gbergehen (Blichler et al. 1996 und 2004, M&ssner et al.
2004).

1.3.2 Chronische Pankreatitis

Im Gegensatz zur akuten Form ist die chronische Pankreatitis durch anhaltende
morphologische und funktionelle Veranderungen gekennzeichnet, die bis zu einem
Terminalstadium, wie der Pankreasfibrose und Pankreasinsuffizienz, stetig
fortschreiten kann.

Die Hauptursache fiir die Entstehung der Erkrankung ist langjahriger Alkoholabusus
mit einer zugefuhrten Menge Alkohol von >20g bei Frauen und > 60g bei Mannern pro

Tag. Es existieren verschiedene Hypothesen zur alkoholinduzierten Pankreatitis:

e Nach Braganza ist die Leber durch die Doppelbelastung durch
Industrieabgase und Alkohol unfahig, freie Radikale vollstdndig zu

eliminieren, die die Azinuszellen schadigen (Braganza et al. 1988).

e Nach Sarles wird durch den Alkoholkonsum die Synthese des Proteins
Lithostatin im Pankreas gehemmt, welches die Pankreasenzyme in
Loésung hélt. Folge sind verkalkende Proteinprazipitate, die die
Ausfuihrungsgéange verstopfen. Durch die Druckatrophie kommt es zur
Nekrose des Pankreasparenchyms (Sarles et al. 1971, 1981, 1986,
1991).

e Nach Bordalo entsteht durch den Alkohol eine fettige Degeneration der

Pankreasazini (Bordalo et al. 1977).

e Nach Kléppel fuhrt der Alkohol zur Nekrose der Azini, die in der Folge
durch Bindegewebe ersetzt werden (Kléppel et al. 1992 und 1993).
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Seltenere Atiologien sind eine hereditdre Pankreatitis, weitere metabolische Faktoren,
wie die Hyperkalzdmie, und anatomische Varianten, wie das Pancreas divisum und
Papillenstenosen (Bordalo et al. 1977, Horiuchi et al. 1996, Ito et al. 1997). Kléppel
und Maillet postulierten 1992 eine Nekrose-Fibrose-Sequenz, und verdeutlichen damit,
dass schwere akute Pankreatitiden die Genese einer chronischen Pankreatitis
bedingen kénnen.

Auch ein immunologisch vermittelter Pathomechanismus ist nicht auszuschlielRen
(Emanuelli et al. 1989, Hunger et al. 1997, Emmrich et al. 1998).

Ebenso wie bei der akuten Pankreatitis wird bei der Entstehung der chronischen
Entzindung der Bauchspeicheldrise eine  Beteiligung durch  toxische
Sauerstoffradikale diskutiert (Braganza et al. 1988, Guyan et al. 1990).

Letztlich ist ebenso wie bei der akuten Pankreatitis der genaue Pathomechanismus,
der zur Entstehung der chronischen Pankreatitis fihrt, nicht eindeutig aufgeklart.
Klinische Leitsymptome der chronischen Pankreatitis sind die Schmerzen im
Abdomen, Maldigestionserscheinungen wie Steatorrhoe mit Gewichtsverlust und der
Diabetes mellitus.

Waéahrend im Fruohstadium eher uncharakteristische Oberbauchbeschwerden
angegeben werden, entstehen im Krankheitsverlauf wiederkehrende plétzliche
Schmerzattacken bis hin zu starken Dauerschmerzen, die einer medizinischen
Behandlung bedirfen und als akuter Schub einer chronischen Pankreatitis bezeichnet
werden. Im Spéatstadium der Erkrankung manifestiert sich eine ausgepragte exokrine
und endokrine Pankreasinsuffizienz. Laborchemisch kommen bei akuten Schiben
einer chronischen Pankreatitis die Enzymanstiege wie bei der akuten Pankreatitis zum
Tragen.

Im weiteren Krankheitsverlauf fehlt durch den Parenchymschwund des Pankreas das
Substrat fiir schwer verlaufende Schilbe, so dass die Laborparameter keine oder nur
geringe Elevationen aufweisen. Zur Beurteilung der Pankreasinsuffizienz kdnnen der
Sekretin-Cholezystokinin-Test und die Bestimmung der Pankreaselastase und des
Chymotrypsins im Stuhl herangezogen werden, um eine exokrine Dysfunktion zu
diagnostizieren.

Fur die Abschatzung der endokrinen Pankreasfunktion wird sich der Diagnostik des
Diabetes mellitus bedient, wozu beispielsweise der orale Glucose-Toleranztest oder
die Bestimmung des HbA+. zahlt. Zur morphologischen Abschatzung der Schwere der

Erkrankung dienen die Oberbauchsonografie, die Computertomografie und



Einleitung 10

gegebenenfalls die Magnetresonanztomografie. Hinweise auf die chronische
Pankreatitis geben bei diesen Verfahren Verkalkungen, Pseudozysten und
Hauptgangserweiterungen.

Der einzige kausale Therapieansatz ist die voéllige Vermeidung der auslésenden Noxe,
um je nach Schwere der Erkrankung eine Restfunktion des Pankreas zu erhalten.
Symptomatisch besteht nur die Mdglichkeit der Minimierung der im Vordergrund
stehenden rezidivierenden = Schmerzen und die  Substitution fehlender
Pankreasenzyme, Vitamine und des Insulins. Zu den am hé&ufigsten auftretenden
Komplikationen der chronischen Pankreatitis zahlen die Stenosen des Ductus
choledochus und die Pankreaspseudozysten. Im Gegensatz zur akuten Pankreatitis
bilden diese sich selten zurlck, stellen aber primér keine Gefahrdung des Patienten
dar. Erst bei Uberschreiten einer bestimmten GréRe (6 cm) ist ein chirurgisches
Eingreifen indiziert, da als haufige Komplikation die Kompression des Duodenums
oder des Gallengangs auftreten. Weiterhin mdéglich ist in 5-10% der Falle
alkoholinduzierter chronischer Pankreatitiden die Entstehung eines
Pankreaskarzinoms (Buchler et al. 1996 und 2004, Méssner et al. 2004).

1.3.3 Experimentelle Pankreatitis

Die bis heute nicht vollstdndig aufgedeckten Pathomechanismen, die zur Entstehung
der Pankreatitis fihren, bedingen ein reges Interesse an tierexperimentellen Modellen
zur naheren Untersuchung der Erkrankung. Im Folgenden sollen die zurzeit etablierten

tierexperimentellen Pankreatitismodelle an Ratten und M&usen vorgestellt werden:

e Pankreatitis durch retrograde Injektion verschiedener Substanzen in den

Pankreasgang

Am weitesten verbreitet ist die Induktion einer hamorrhagisch-nekrotisierenden
Pankreatitis durch Natriumtaurocholat- und Galleinjektion (Beck et al. 1964,
Onhlson et al. 1985, Creutzfeld 1987, Lankisch et al. 1987, Kimura et al. 1992).
Des Weiteren sind die Applikation von Trypsin, Lipase, Elastase und
Phospholipase A von Bedeutung (Anderson et al. 1969, Geokas et al. 1969,
Schmidt et al. 1969). Durch die verabreichten Noxen entstehen innerhalb kurzer

Zeit Schaden der apikalen Zellmembranen und Zerstérung der Azinuszellen, die
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zum Bild der mit dem Menschen vergleichbaren hamorrhagisch-

nekrotisierenden Pankreatitis fihren.

e Pankreatitis durch Duodenalligatur

Zur Induktion einer nekrotisierenden Pankreatitis wird dieses von Seidel und
Pfeffer entwickelte Modell genutzt, bei dem mit Hilfe einer chirurgisch
verschlossenen Duodenalschlinge durch Reflux in den Pankreasgang eine

Pankreatitis ausgeldst werden kann (Seidel 1910, Pfeffer et al. 1957).

e Chirurgische Blockade der Sekretion

Ein Modell zur Simulation einer Gallensteinpankreatitis wurde durch Lerch et al.
etabliert. Hierbei entsteht durch Ligatur des Sphincter Oddi eine
Flussbehinderung des Pankreassekrets in das Duodenum mit Induktion einer
Pankreatitis am amerikanischen Beuteltier beziehungsweise einer Atrophie der
Bauchspeicheldrise bei allen anderen Laborspezies (Lerch et al. 1993 und
1994, Gukovskaya et al. 1996).

e Caerulein-induzierte Pankreatitis

Das am weitesten verbreitete experimentelle Modell zur Auslésung einer akuten
Pankreatitis ist durch intravenése oder intraperitoneale Applikation von 5ug/kg/h
Caerulein induzierbar. Infolgedessen entwickelt sich eine selbstlimitierende
milde akute interstitielle Pankreatitis (Lampel et al. 1977, Adler et al. 1979).

e Pankreatitis durch Cholin-Defizit-Ethionin-Ergdnzungsdiét

Mit Hilfe der Cholin-Defizit-Ethionin-Ergénzungsdiédt wird nach 3 Tagen eine
hamorrhagisch-nekrotisierende Pankreatitis ausgeldst, die im Verlauf von circa
1 Woche letal endet (Lombardi et al. 1975, Rao et al. 1976).

e Dibutylzinndichlorid (DBTC)-induzierte Pankreatitis

Von der Arbeitsgruppe Merkord et al. wurde 1997 ebenfalls ein leicht

reproduzierbares Modell zur Induktion einer akuten interstitiellen Pankreatitis
beschrieben. Durch Gabe von 6 mg/kg KG DBTC einmalig intravends kann
innerhalb von 4 Tagen eine akute Pankreatitis ausgeldst werden, die im
Zeitraum von 4 Wochen in eine chronische Pankreatitis Ubergehen kann
(Merkord et al. 1997).
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1.4 Selen

Auf der Suche nach lebensnotwendigen Nahrungsbestandteilen entdeckte Klaus
Schwarz 1957 das essentielle Spurenelement Selen, welches in tierexperimentellen
Versuchen eine akute Leberdystrophie verhindern konnte (Schwarz et al. 1957). Der
Wirkungsmechanismus blieb aber fur die folgenden 15 Jahre unbekannt. Als erstes
echtes Selenoprotein wurde dann die Glutathionperoxidase bei Saugetieren
identifiziert, dessen Funktion als antioxidatives Enzym im Stoffwechsel bereits
bewiesen war, so dass damit auch die Aufgabe des Selens als aufgeklért galt (Flohe
1989). Mittlerweile wurden mehrere Enzyme als selenabhéangig erkannt und
beschrieben (Behne et al. 1995, Schrauzer 1998):

e 4 Glutathionperoxidasen, wovon 3 eine vergleichbare chemische Struktur
besitzen und 4 Atome Selen in der Form des Selenocystein enthalten. Zum
einen die klassische Glutathionperoxidase (GSH-Peroxidase) mit hdéchster
Konzentration in Leber und Erythrozyten, eine gastrointestinale GSH-
Peroxidase und eine Plasma-GSH-Peroxidase. Sie verhindern die Entstehung
von freien Radikalen durch Reduktion von Wasserstoffperoxiden und
Lipidhydroperoxiden, die beim Fettabbau entstehen. Hinzu kommt die
Phospholipid-Hydroperoxid-GSH-Peroxidase, die der spezifischen Reduktion

membrangebundener Phospholipidperoxide dient.

e Die 5-Jod-Tetrajodthyronin-Dejodase, die fiir die Uberfilhrung des biologisch
inaktiven Tyroxin in Trijodthyronin verantwortlich ist.

e Das Selenoprotein P, dessen Funktionen noch diskutiert werden, wird in der
Leber synthetisiert und ins Plasma abgegeben. Untersuchungen deuten
daraufhin, dass es als Transportprotein fir Selen im Organismus dient und

ebenfalls Gber antioxidative Fahigkeiten verfugt.

e Weitere erst kirzlich entdeckte Selenoproteine mit nicht ndher aufgedeckter
Funktion sind das Selenoprotein W der Skelettmuskulatur, ein in der
Mitochondrienmembran von Spermien vorhandenes Selenoprotein und die

Thioredoxin-Reduktase.
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Aber nicht nur als Bestandteil kérpereigener Enzyme ist das Selen essentiell, sondern
auch im Rahmen der Regulation inflammatorischer Reaktionen spielt es eine
entscheidende Rolle. Der redoxsensitive Transkriptionsfaktor NF-kB ist der zentrale
Regulator inflammatorischer Antworten im Organismus, der durch TNF-q,
Phospholipase A, und reaktive Sauerstoffspezies aktiviert wird und zur Ausschittung
proinflammatorischer Zytokine fuhrt. Selen zeigte bei Versuchen in vitro eine
inhibierende Wirkung auf NF-kB und unterdriickt damit inflammatorische Reaktionen.
Im Gegensatz dazu aktiviert Selen aber den ebenfalls redoxsensitiven Faktor AP-1,
der durch IL-6, TNF-a und reaktive Sauerstoffspezies aktiviert wird und in der Leber
zur Synthese proinflammatorischer Mediatoren fihrt (Zimmermann et al. 2000).

Infolgedessen ist das Gleichgewicht zwischen beiden Faktoren von entscheidender
Bedeutung (Abb. 1). Durch Gabe von Natriumselenit kommt es zum Verlust des NF-kB
in mononukledren Zellkernen und damit zum Uberwiegen der AP-1 vermittelten
Reaktionen, die aber zu geringeren inflammatorischen Antworten fihren, wahrend die
NF-kB-Aktivierung eine massive inflammatorische Reaktion des Organismus nach sich

ziehen wirde, die durch AP-1 nicht kompensiert werden kann.

IL-6 TNF-a
TNF-a PLA,
ROS ROS
l Aktivierung Inhibierung l
proinflammatorisch antiinflammatorisch l
MBZ

|

immediate early genes

! }

Leber Zytokine
inflammatorische Reaktionen Transkriptionsfaktoren

Abb. 1: Mdoglicher Einfluss von Selen auf die Aktivierung und Inhibierung von

Transkriptionsfaktoren
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Die Auswirkungen einer Gabe von Selenverbindungen auf Krebserkrankungen werden
seit vielen Jahrzehnten diskutiert. In mehreren Studien wurde seit 1949 aufgezeigt,
dass Selen malignes Wachstum in tierexperimentell erzeugten Tumoren hemmt
(Combs et al. 1984).

Die Hauptaufgabe des Selens, als integraler Bestandteil antioxidativer Enzyme,
besteht demnach in der Schutzfunktion des Korpers vor schédigenden
Oxidationsvorgangen durch Reduktion verschiedenster Peroxide, die mit der Nahrung
aufgenommen oder im Organismus gebildet werden. Des Weiteren erreicht Selen
durch Beeinflussung redoxsensitiver Transkriptionsfaktoren eine Hemmung
inflammatorischer Reaktionen und spielt eine noch nicht ndher definierte Rolle in der

Verhinderung malignen Wachstums.

Um Selenmangelzustédnde zu vermeiden, ist eine Aufnahme von bis zu 100 pg pro Tag
notwendig (Deutsche Gesellschaft fir Erndhrung 1984).

Waéhrend der Selengehalt in deutschen Bdden relativ niedrig ist (Hartfiel et al. 1987),
bestehen hohe Selenkonzentrationen in pflanzlicher und tierischer Nahrung,
beispielsweise in Fisch, Huhn, Schwein und Eigelb, deren Verzehr ausreicht um den
empfohlenen Selenbedarf zu decken (Oster et al. 1988). In pflanzlichen
Nahrungsmitteln ist Selen hauptséchlich in Form der Selenoaminosauren
Selenomethionin und Selenocystein oder —cystin gebunden, in tierischen Produkten
enthalten die Selenoproteine Selen ebenfalls als Selenocystein und Selenocystin
(Oster et al. 1988).

Zur Aufnahme des Spurenelements aus dem Gastrointestinaltrakt ins Blut wurden
mehrere Bilanzstudien durchgefiihrt, die zeigen, dass organische
(Selenoaminosauren) und anorganische (Selenat, Selenit) Selenverbindungen effizient
resorbiert werden (Wolffram 1995). Wahrend der Transport von Selenat aktiv durch
zwei spezifische Transportsysteme, einem Na'/Selenat-Cotransport und einem
Selenat/OH -Austauscher, im distalen Dinndarm erfolgt, scheint der Resorption von
Selen aus Selenit ein passiver Transport zugrunde zu liegen. Im Gegensatz zu den
anorganischen Verbindungen werden die Selenoaminosduren Gber Aminosaurecarrier
der Burstensaummembran aus dem Diunndarm ins Blut aufgenommen (Wolffram
1995). Nach der Absorption gelangt Selen zunéachst in die Erythrozyten, wo es in eine

Form umgewandelt wird, die den Transport im Blut durch Bindung an ein
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Plasmaprotein, mdglicherweise Selenoprotein P, ermoglicht. Die
Serumselenkonzentration in Deutschland liegt im Mittel bei 75 pg/l mit einer
Variationsbreite von 40 bis 100 pg/l. Im Rahmen der Verteilung im Organismus reichert
sich Selen in unterschiedlichen Konzentrationen in allen Organen an, wobei die
héchsten Werte in Nieren, Schilddrise und Leber gemessen wurden und
vergleichsweise niedrige Spiegel in der Skelettmuskulatur (Schrauzer 1998).

Die Elimination erfolgt beim Menschen durch Biotransformation in der Leber und kann
nach einer initial schnellen Phase bis zu 100 Tagen andauern. Ausscheidungs-
produkte sind Trimethylselenit, welches mit dem Urin abgegeben wird, und vor allem
bei hohen Selenspiegeln im Organismus das Dimethylselenit, das Uber die Lunge
eliminiert wird und den charakteristischen knoblauchartigen Geruch bei Vergiftungen
bewirkt (Hégberg et al. 1990).

Zur Beurteilung des Selenstatus eignet sich die Bestimmung des Selens in Serum,
Vollblut und Erythrozyten (Gramm et al. 1995). Bei einer Normalversorgung mit Selen
steht ausreichend Selen far die Synthese einer adaquaten
Glutathionperoxidaseaktivitat zur Verfigung. Erst bei Serumkonzentrationen unter 30
Mg/l kann eine Beeintrdchtigung der Enzymaktivitdt vom Selenstatus beobachtet

werden (Siegers et al. 1994).

Im Jahre 1907 trat im Landkreis Keshan in China erstmals eine endemische
Kardiomyopathie auf, die vor allem Kinder und Jugendliche befiel und zur Nekrose und
Fibrose des Myokards fuhrte. Durch Auftreten von Arrhythmien, akutem Herzversagen
und Lungenddem folgte innerhalb von 24-48 h nach Beginn der Symptomatik der Tod.
Die Ursache der als Keshan-Krankheit bezeichneten Todesfélle wurde erst in den
Jahren 1965 und 1966 aufgedeckt und ein Selenmangel in den dort landwirtschaftlich
genutzten Bdden festgestellt, der eine mangelhafte Selenaufnahme durch die
Bevolkerung nach sich zog und zu peroxidativer Schadigung am Herzen fiihrte (Laryea
et al. 1988, Schrauzer 1998).

Eine ebenfalls in China verbreitete Krankheit, der ein Selenmangel zu Grunde liegt, ist
das Keshan-Beck-Syndrom mit durch Sauerstoffradikale zerstérten Gelenken und
folgenden starken Gelenkverformungen (Li et al. 1984, Schrauzer 1998).

Weitere Studien zeigen auf, dass ein erniedrigter Selenserumspiegel ebenfalls zu

einer erhéhten Inzidenz von Herz-Kreislauf-Erkrankungen, wie Myokardinfarkt und
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Atherosklerose, Tumorerkrankungen, beispielsweise in Nasopharynx, Leber und
Lunge, Niereninsuffizienz und gastrointestinalen Krankheitsbildern fiihrt (Siegers et al.
1994).

Auch zur Toxizitdt von Selen wurden erste Hintergrinde in den 60er Jahren in
Provinzen Chinas aufgedeckt. Dort kam es erndhrungsbedingt zu Massenvergiftungen,
indem nach Dingung der landwirtschaftlichen Nutzflichen mit stark selenhaltiger
Kohleasche der geerntete Mais als Hauptnahrungsmittel an die Bevdlkerung verteilt
wurde (Schrauzer 1998).

Hauptsymptome der akuten Selenvergiftung manifestieren sich an Haut und
Schleimhauten als orange-braune Verfarbung (Aldermann et al. 1986, Schellmann et
al. 1986) und im Respirationstrakt als starke Schleimhautreizungen, Bronchitis,
Pneumonie, Lungenédem und einem charakteristischen knoblauchartigen Atem
(Schellmann et al. 1986).

Des Weiteren werden  Gastroenteritiden, Myalgien, Leberschaden und
Herzrhythmusstérungen beschrieben (Fan et al. 1990). Im Zuge einer chronischen
Vergiftung mit Selen steht eine eher unspezifische Symptomatik im Vordergrund, die
mit Stérungen des Zentralen Nervensystems (Nervositét, Depression), Briichigkeit von
Fingernageln, Haarausfall, verstarkter Karies und Lungenschaden einhergeht
(Aldermann et al. 1986, Hogberg et al. 1990). Selen besitzt im Vergleich zu anderen
Spurenelementen eine relativ geringe therapeutische Breite, bereits ab der zehnfachen
empfohlenen Tagesdosis ist mit akuten Vergiftungserscheinungen zu rechnen (Olseon
1986). Aus diesem Grunde wird die Einfihrung der Rezeptierung von Selen als
Therapeutikum von vielen Autoren erwogen.

Sicher ist, dass die einmalige orale Aufnahme von 0,05 mg/kg KG Selen keine
toxischen Auswirkungen nach sich zieht und bei l&ngerer taglicher Selensubstitution
maximal 5 ug/kg Kérpergewicht als Applikation mdglich sind (Siegers et al. 1994).
Erste toxische Wirkungen treten ab Aufnahme von 1 mg Selen am Tag auf (Xang et al.
1989), die durch Steigerung der Dosis auf 5 mg Selen pro Tag zu den bereits
beschriebenen Schaden an Gastrointestinaltrakt, Haut, Haaren, ZNS und Fingerndgeln
fihren kdnnen (Hégberg et al. 1990).

Als Therapeutikum wird Selen in Form des Natriumselenits fur verschiedenste
medizinische Indikationen anerkannt (Bundesgesundheitsamt 1992). Allen gemein ist
die Voraussetzung eines nachgewiesenen Selenmangels bei den zu behandelnden

Patienten. In mehreren Studien wird der Nutzen der Therapie diskutiert.
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Erfolge bei der Behandlung der akuten Pankreatitis zeigen Studien der Arbeitsgruppe
um Kuklinski, Zelck und Wollschldger (Kuklinski et al. 1991, 1992, 1995, Zelck et al.
1993, Wollschlager et al. 1997).

Im Rahmen anderer Erkrankungen, die mit oxidativem Stress einhergehen, wie zum
Beispiel bei Sepsispatienten, erzielt die Natriumselenit-Substitution ebenfalls eine
klinische Relevanz, die zur deutlichen Milderung der Krankheitsverlaufe mit Reduktion
der Letalitatsraten fuhrt (Zimmermann et al. 1997 und 2000, Gartner et al. 1997,
Forceville et al. 1999). Auch die Wirksamkeit einer Selengabe bei Vergiftungen mit
verschiedenen Metallen qilt als bewiesen, insbesondere als Antidot Dbei
Quecksilbervergiftungen (Schrauzer 1990 und 1998, Wu et al. 1990).

Mit der vorliegenden Dissertation soll ein tierexperimenteller Beitrag zur kontroversen
Diskussion Uber die Selensubstitution bei Patienten mit Pankreatitis, Sepsis und auch
als Antidot bei Vergiftungen mit Organometallen erbracht und Anknipfungspunkte zur

weiteren Forschung aufgezeigt werden.
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2. Material und Methoden

2.1 Versuchstiere

Verwendet wurden mannliche Charles-River Ratten (Charles River Laboratories

Hannover), Inzucht, Alter 8-10 Wochen, mit einem Ausgangsgewicht von 120-150 g.

2.2 Methoden

2.2.1 Behandlung der Versuchstiere:

Den Ratten applizierten wir in allen Versuchsreihen DBTC intravends Uber die
Schwanzvene. Das DBTC wurde aufgrund seiner lipophilen Eigenschaften zur
Injektion zunéchst in 2 Teilen 100% Ethanol gelést und mit 3 Teilen Glycerol weiter
verdinnt. Von der erhaltenen Lésung verabreichten wir den Versuchstieren jeweils 0,2

ml/100g Kdérpergewicht.

Untersuchung des Einflusses tédglicher oraler therapeutischer Natriumselenit-

Applikationen auf die durch DBTC induzierte Pankreatitis an der Ratte

(Versuchsreihe 1):

In der 1. Versuchsreihe erhielten Tiere bestimmter Versuchsgruppen Natriumselenit
allein oder in Kombination mit DBTC in verschiedenen Konzentrationen taglich oral
Uber eine Schlindelsonde. Das Natriumselenit wurde zur Applikation in 0,9%
Natriumchlorid geldst. Als Kontrollgruppe diente eine Versuchsgruppe, der ein
Lésungsgemisch aus Ethanol und Glycerol (in einem Verhéltnis von 2:3) einmalig i.v.
verabreicht wurde.

Von den jeweils erhaltenen Lésungen verabreichten wir den Versuchstieren jeweils 0,2

ml/100g Kdérpergewicht.
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Untersuchung des Einflusses taglicher oraler prophylaktischer Natriumselenit-

Applikationen Uber 7 Tage auf die durch DBTC induzierte Pankreatitis an der Ratte

(Versuchsreihe 2):

In der 2. Versuchsreihe wurden zur Untersuchung des Einflusses prophylaktischer
Natriumselenit-Gaben auf’er DBTC allein und Natriumselenit allein Tieren einer
Versuchsgruppe 7 Tage vor der DBTC-Applikation taglich Natriumselenit oral Uber
eine Schliindelsonde verabreicht, welches zur Applikation in 0,9% Natriumchlorid
verdinnt wurde. Als Kontrollgruppe diente eine Versuchsgruppe, der ein
Lésungsgemisch aus Ethanol und Glycerol (in einem Verhéltnis von 2:3) einmalig i.v.
verabreicht wurde.

Von den erhaltenen L&sungen verabreichten wir den Versuchstieren jeweils 0,2
ml/100g Kdérpergewicht.

Am 7. Tag erfolge die DBTC-Applikation einmalig i.v., ab diesem Zeitpunkt beginnt
Tag 0 der Versuchsreihe fir alle enthaltenen Versuchsgruppen.

Die Dauer beider Versuchsreinen betrug jeweils 4 Wochen. Zum Zweck der
Organentnahme und histologischen Aufarbeitung téteten wir ausgewahlte Ratten 4, 7,
14 und 28 Tage nach Versuchsbeginn.

Die Serumentnahme zur Bestimmung der Aktivitdt von Amylase und Lipase erfolgte
aus dem Retroorbitalplexus der Versuchstiere der 1. Versuchsreihe 1, 2, 7, 14 und 28
Tage nach Versuchsbeginn, in der 2. Versuchsreihe wurde die Lipase 1, 2 und 7 Tage
nach Versuchsbeginn bestimmt.

Die Aktivitdt von Alkalischer Phosphatase, ASAT und ALAT sowie die
Serumkonzentrationen des Bilirubin ermittelten wir 4, 7, 14 und 28 Tage, die des
Malondialdehyds 2, 4, 6 und 24 h nach Versuchsbeginn durch Blutentnahmen aus
dem Retroorbitalplexus der Versuchstiere. Die Messung der Serumkonzentration der
Hyaluronsdure erfolgte 7, 14 und 28 Tage nach Versuchsbeginn. Die Tiere hielten

keine Nahrungskarenz ein.
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Der Einfluss tdglicher oraler therapeutischer Natriumselenit-Applikationen auf

die durch DBTC induzierte Pankreatitis an der Ratte (Versuchsreihe 1):

1. Versuchsgruppe 1 (DBTC):
DBTC wurde den Ratten in folgender Dosierung appliziert:
a) 6 mg/kg KG i.v. einmalig bei einer Versuchsdauer von 4 Wochen
n==6

2. Versuchsgruppe 2 (Natriumselenit):
Natriumselenit wurde den Ratten in folgender Dosierung appliziert:

a) 0,3 mg/kg KG téglich p.o. bei einer Versuchsdauer von 4 Wochen
n==6

b) 1,0 mg/kg KG taglich p.o. bei einer Versuchsdauer von 4 Wochen
n==6

c) 5,0 mg/kg KG taglich p.o. bei einer Versuchsdauer von 4 Wochen
n=6

3. Versuchsgruppe 3 (DBTC und Natriumselenit):
Kombinationen aus DBTC und Natriumselenit wurden den Ratten in folgender
Dosierung appliziert:
a) 6 mg/kg KG DBTC i.v. einmalig + 0,3 mg/kg KG Natriumselenit
taglich p.o. bei einer Versuchsdauer von 4 Wochen
n==6
b) 6 mg/kg KG DBTC i.v. einmalig + 1,0 mg/kg KG Natriumselenit
taglich p.o. bei einer Versuchsdauer von 4 Wochen
n==6
c) 6 mg/kg KG DBTC i.v. einmalig + 5,0 mg/kg KG Natriumselenit
taglich p.o. bei einer Versuchsdauer von 4 Wochen
n==6
Das Natriumselenit wurde den Versuchstieren der Kombinationsgruppen am 1. Tag
10 min nach intravendser DBTC-Gabe verabreicht und die Applikation dann taglich

gewichtsadaptiert fortgefuihrt.
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4. Versuchsgruppe 4 (Kontrollgruppe Lésungsgemisch):
Der Kontrollgruppe wurde Ethanol / Glycerol in folgender Dosierung appliziert:
a) Ethanol / Glycerol i.v. einmalig bei einer Versuchsdauer von 4 Wochen
n==6

Der Einfluss taglicher oraler prophylaktischer Natriumselenit-Applikationen liber
7 Tage auf die durch DBTC induzierte Pankreatitis an der Ratte
(Versuchsreihe 2):

1. Versuchsgruppe 1 (DBTC):
DBTC wurde den Ratten in folgender Dosierung appliziert:
a) 6 mg/kg KG i.v. einmalig bei einer Versuchsdauer von 4 Wochen
n==6

2. Versuchsgruppe 2 (Natriumselenit):
Natriumselenit wurde den Ratten in folgender Dosierung appliziert:
a) 5 mg/kg KG téaglich p.o. Uber 7 Tage bei einer Versuchsdauer von 4
Wochen
n==6

3. Versuchsgruppe 3 (DBTC und Natriumselenit):
Prophylaktische tagliche orale Natriumselenit-Applikation Gber 7 Tage und
anschlielende einmalige intravenése DBTC-Applikation:
a) 5 mg/kg KG Natriumselenit taglich p.o. Gber 7 Tage und
6 mg/kg KG DBTC einmalig i.v. bei einer Versuchsdauer von 4 Wochen
n==6
1 h nach letzter Natriumselenit-Gabe erfolgte am 7. Tag die Applikation

von 6 mg/kg KG DBTC i.v. einmalig

4. Versuchsgruppe 4 (Kontrollgruppe Lésungsgemisch):
Der Kontrollgruppe wurde Ethanol / Glycerol in folgender Dosierung appliziert:
a) Ethanol / Glycerol i.v. einmalig bei einer Versuchsdauer von 4 Wochen
n==6
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2.2.2 Bestimmung der Zinnkonzentrationen in Galle, Urin und Organen

mittels Atomabsorptionsspektrometrie (AAS) :

Prinzip:

Die Methode der AAS beruht auf der flammenlosen Atomabsorption mit einem
Atomabsorptionsspektrometer (Fa. GBC; Typ GBC 908 AA). Fir die Messung erfolgte
der Probenaufschluss in 65% Salpetersaure (Fa. Merk, suprapur) im Mikrowellen-
Druckaufschlussgerat (Fa. Virner Analysentechnik; Typ PMD). Zur Analyse im AAS-
Gerat wurden die gewonnenen Proben mit Reinstwasser auf 10 ml aufgefiillt.

Bei einer Wellenldnge von 286,5 nm, einer Spaltbreite von 0,6 nm und einer
Atomisierungstemperatur von 2400° C erfolgte die Messung des Zinngehaltes mit

einem Palladium/Ascorbinsédure Modifier.

Bilidre Exkretion von Zinn :

Zum Zweck der Gewinnung von Gallenflissigkeit flhrten wir bei einigen
Versuchstieren eine mediane Laparotomie nach intraperitonealer Narkotisierung mit
Phenobarbital durch. AnschlieBend suchten wir den Galle-Pankreasgang auf,
erdffneten und kantlierten ihn mit einem Plastikschlauch, Gber den wir die Galle nach
aullen in ein Auffanggefal} ableiteten.

10 min nach Auffangen der Ausgangsprobe an Galle erfolgte die Applikation von 6
mg/kg KG DBTC einmalig intravends in die Schwanzvene. Das DBTC wurde zur
Injektion zunéchst in 2 Teilen 100% Ethanol gelést und mit 3 Teilen Glycerol weiter
verdinnt. Einige Ratten erhielten weitere 10 min spéter Natriumselenit in einer
Dosierung von 5 mg/kg KG p.o., welches zur Applikation in 0,9% Natriumchlorid geldst
wurde.

Von den jeweils erhaltenen Lésungen verabreichten wir den Versuchstieren jeweils 0,2
ml/100g Kérpergewicht

Die abgeleitete Gallenfllissigkeit fingen wir Uber einen Zeitraum von 4 h auf und
verwendeten sie anschlieBend fir die Bestimmung des in der Galle enthaltenen
Zinngehaltes nach 1, 2, 3 sowie 4 h mittels AAS.
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Zinnkonzentrationsbestimmungq:

Aus der 1. Versuchsreihe wurden 4 h, 4 d, 7 d und am Versuchsende nach 4 Wochen
Tiere getétet, um deren Gallenfllssigkeit, Urin sowie Pankreas, Leber und Thymus fir

die AAS zum Zwecke der Messung der enthaltenen Zinnmengen zu entnehmen.

2.2.3 Bestimmung pathobiochemischer Parameter im Serum:

Amylase und Lipase:

Zur Aktivitdtsbestimmung dieser Enzyme im Serum der Tiere wurden die Test-Kits von
Roche Diagnostics (Mannheim) unter Verwendung des Analysator EPOS 5060
(Eppendorf, Hamburg) genutzt.

Die Amylase ist nicht pankreasspezifisch und zeigt hohe Aktivitdten auch bei
extrapankreatischen Erkrankungen, wie zum Beispiel Parotitis und Coma diabeticum.
Dem gegeniber erhéht sich die Serumaktivitdt der Lipase ausschliellich bei
Erkrankungen der Bauchspeicheldriise. Fur beide gilt, dass ein Aktivitdtsanstieg unter

dem 3 fachen der oberen Norm nicht eindeutig eine Pankreatitis anzeigt.

Alkalische Phosphatase (AP) und Bilirubin:

Die Serumkonzentration von Bilirubin und Aktivitat der Alkalischen Phosphatase wurde

mit Hilfe des Analysator Hitachi 717 mit Test-Kits von Roche Diagnostics (Mannheim)
gemessen.

Die AP kommt hauptsachlich in Gallengangsepithelien, Hepatozyten, Osteoblasten
und Dinndarmmukosazellen vor. Ein Aktivitdtsanstieg dieses Enzyms misst man bei
Lebererkrankungen mit Cholestase und bei Knochenerkrankungen.

Eine Unterscheidung zwischen den Atiologien der Enzymaktivitdtselevationen gelingt
durch Bestimmung der AP-lsoenzyme. Bilirubin ist zu 85% ein Abbauprodukt des
H&moglobins, das unter anderem in die Galle ausgeschieden wird. Im Fall einer
hepatogenen oder cholestatischen Erkrankung tritt es in den Blutkreislauf Gber, wo

dessen Konzentrationsanstieg gemessen werden kann.

Transaminasen:

Die Aktivitdt von Alaninaminotransferase (ALAT) und Aspartataminotransferase

(ASAT) wurde mit Analyseplattchen von Vitros Chemistry bestimmt.
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Die ALAT ist ein rein zytoplasmatisches Enzym der Hepatozyten und steigt bereits bei
geringen Zellschadigungen an. Erhdhte Aktivitdten sind spezifisch fur Erkrankungen
der Leber, vor allem der Hepatitis.

Die ASAT ist ein zytoplasmatisches und mitochondriales Enzym, welches
insbesondere in Herzmuskel, Leber, Hirn und in geringerem MalRe im Magen, der
Skelettmuskulatur, den Erythrozyten und den Nieren vorkommt. Ein Aktivitdtsanstieg
misst man bei schwereren Lebererkrankungen, Herzinfarkt und

Skelettmuskelerkrankungen.

Malondialdehyd (MDA):
Malondialdehydsteigerungen wurden durch HPLC mit Hilfe von Reagenzienkits der
Firma CROMSYSTEMS (Miunchen) gemessen.

Eine Konzentrationszunahme dieses membranstéandigen Aldehyds im Serum ist

Ausdruck gesteigerter Lipidperoxidationsraten unterschiedlicher Genese, zum Beispiel

durch freie Sauerstoffradikale, und damit ein Marker fiir oxidativen Stress.

Hyaluronsaure:

Die Hyaluronsaure ist ein Mucopolysaccharid in der Grundsubstanz des
Bindegewebes. Erhéhungen von Hyaluronsdurekonzentrationen im Serum sind als
Ausdruck gesteigerter Bindegewebsbildung zu sehen.

Die Analyse erfolgte durch Reagenzienkits der Firma CROMSYSTEMS.

2.2.4 Makroskopie:

Nach Tétung der Versuchstiere wurden Leber, Pankreas, Milz, Nieren und der Thymus
zur morphologischen Betrachtung entnommen. In die Beurteilung flossen
Grollendnderung, Farbanderung und Veranderung der Festigkeit der Organe im

Vergleich zu Kontrolltieren ein.

2.2.5 Histologie:

Je nach Versuchsanordnung entnahmen wir zu unterschiedlichen Zeitpunkten den
Pankreaskopf mit eingebettetem Galle-Pankreasgang, den Pankreasschwanz, die

Leber, die Milz, die Nieren und den Thymus. Die Organe wurden in 30%
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Kalziumformalin fixiet und nach Entwdsserung und Einbettung in Paraffin am
Mikrotom geschnitten. Die so angefertigten Préaparate durchliefen nach Farbung mit

Hamatoxylin und Eosin die histologische Untersuchung am Lichtmikroskop.

2.3 Angewendete Substanzen:

e DBTC (Sigma, Aldrich) in einem Ethanol/Glycerol-Gemisch im Verhéltnis 2:3
e Natrium-Selenit in 0,9% Natriumchlorid-Lésung

e Ethanol absolut, reinst zur Analyse

e Glycerol

e Natriumchlorid 0,9%

e Phenobarbital, L6sung in Aquadest

2.4 Verwendete Abkiirzungen:

o AAS Atomabsorptionsspektrometrie

o ALAT Alaninaminotransferase

e AP Alkalische Phosphatase

e ASAT Aspartataminotransferase

e DBTC Di-n-butylzinndichlorid

o V. intravends

e MDA Malondialdehyd

e mg/kg KG Dosierung bezogen auf 1 kg des Kdrpergewichtes des
Versuchstieres

e n Zahl der Einzelwerte, Fallzahl

e p.o. per 0s

e s Standardabweichung

e Sx mittlerer Fehler des Mittelwertes

o Ul Maleinheit der Enzymaktivitat

e X Mittelwert einer definierten Zahlenmenge

e ugll Maleinheit fir Serumkonzentrationen

e umol/l Maleinheit fir Serumkonzentrationen
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2.5 Biologische Statistik:

Die arithmetischen Mittelwerte ( x ) und die mittleren Fehler des Mittelwertes ( sx ) aus
den mit n angegebenen Zahlen der Einzelwerte wurden ermittelt.

Zum Vergleich der Mittelwerte von normal verteilten Daten mit &hnlichen Varianzen
wurde der Student t-test verwendet. Im Falle von signifikanten Unterschieden bei den
Varianzen wurden die Mittelwerte durch den Welch Test Gberpruft. Bei nicht normal
verteilten Daten erfolgte die Evaluation durch den Wilcoxon Test. Ein Wert von p <

0,05 wurde als signifikanter Unterschied festgelegt.
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3. Ergebnisse

3.1 Der Einfluss tdglicher oraler therapeutischer Natriumselenit-

Applikationen auf die durch DBTC induzierte Pankreatitis an der

Ratte (Versuchsreihe 1):

3.1.1_Wirkungen von DBTC (6 mg/kg KG) nach einmaliger intravenéser

Applikation auf Pankreas, Galle-Pankreasgang, Leber, Nieren, Milz und

Thymus der Ratte im Zeitraum von 28 Tagen (Versuchsqgruppe 1)

Makroskopie

4 Tage nach Applikation von DBTC zeigten die Versuchstiere einen reduzierten
Allgemeinzustand in Form von Gewichtsverlust und eingeschrénkter Mobilitat. Bei der
Praparation der Organe imponierte ein Pankreaskopfédem, welches starker
ausgepragt war als in der Cauda des Pankreas. Weiterhin zeigte sich der Galle-
Pankreasgang dilatiert, vereinzelt mit intraluminalen Konkrementen. Die Leber
erschien aufgehellt und von hérterer Konsistenz. Bei der Begutachtung der Nieren
konnten gelegentlich ikterische Verdnderungen beobachtet werden, die Milz stellte
sich ohne pathologischen Befund dar. Am entnommenen Thymus konnte eine diskrete
Atrophie verzeichnet werden.

Nach 7 Tagen lieken sich neben dem weiterhin bestehenden reduzierten
Allgemeinzustand zunehmende morphologische Organschadigungen detektieren. Das
Pankreaskopfédem zeigte sich progredient unter Einbeziehung der Cauda. Ebenfalls
deutlich ausgepragter imponierte die Galle-Pankreasgang-Dilatation bis maximal 6 mm
(Normwert 0,4-0,6 mm) im Durchmesser mit héherer Anzahl an Konkrementen im
Gangsystem (Abb. 2). Die Leber wies zusatzlich zur Konsistenzvermehrung und
Aufhellung vereinzelt kleine Nekroseareale auf. Bei der Pré&paration der Nieren
konnten neben einer grun-gelblichen Verfarbung gelegentlich perirenale Infiltrate
vermerkt werden, die Milz erschien atrophisch. Eine zunehmende Atrophie, im
Vergleich zur Organentnahme am 4. Tag nach DBTC-Applikation, konnte am Thymus

festgestellt werden.
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Abb. 2: Hepar mit dilatiertem Galle-Pankreasgang und Pankreaskopfédem 7 Tage nach
Applikation von DBTC (6 mg/kg KG i.v.)

Im Vordergrund der morphologischen Veranderungen nach 14 Tagen steht der extrem
dilatierte Galle-Pankreasgang, welcher im Maximum einen Durchmesser von 10 mm
aufwies. Intraluminal konnten mehrere Konkremente detektiert werden. Es zeigte sich
ein Pankreaskopf- bzw. Pankreasschwanzédem, wobei sich gleichfalls eine
beginnende Fibrosierung im Caput manifestierte. Die Leber imponierte verhartet mit
Nekrosearealen, die Nieren griin-gelblich verfarbt und vereinzelt atrophisch. Sowohl an
Milz als auch am Thymus lie} sich eine Atrophie erkennen, die aber geringer als zu
den vorherigen Praparationszeitpunkten imponierte.

28 Tage nach intravendser DBTC-Applikation zeigten die Versuchstiere einen stark
verminderten Allgemeinzustand mit Kachexie und Apathie. Am Pankreas prasentierten
sich neben ddematésen Verdnderungen im Caput und Corpus sowie der Cauda eine
ausgedehnte Fibrose um den Pankreasgang. Der Galle-Pankreasgang stellte sich
massiv dilatiert dar, als Maximum konnte ein Durchmesser von 16 mm gemessen
werden. Die Leber wies neben einer festen Konsistenz Zeichen eines beginnenden
zirrhotischen Umbaus auf. An den Nieren stellten sich neben einer Atrophie perirenal

Infiltrate dar. Milz und Thymus zeigten keinen pathologischen Befund.
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Mikroskopie

Bereits 4 Tage nach Applikation von DBTC lie3 sich lichtmikroskopisch ein
beginnendes Pankreaskopfédem, vor allem periductal, nachweisen. Weiterhin
herrschten Entzindungszellinfiltrate, vorwiegend bestehend aus neutrophilen
Granulozyten, vor. Vereinzelt waren Azinuszellschdden (Vakuolisierung, Nekrosen)
detektierbar. Der Galle-Pankreasgang wies Dilatationen mit einzelnen Epithelnekrosen
auf. Intrahepatisch manifestierten sich die mikroskopischen Verédnderungen
vorwiegend am Gallengangssystem. Es lieRen sich Proliferationen des Epithels
festhalten, verursacht durch eine intraluminale Cholestase. In Nieren, Milz und Thymus
stellten sich bis auf beginnende Zellhypoplasien keine Auffalligkeiten dar.

7 Tage nach Induktion einer Pankreatitis durch Applikation von DBTC boten sich
histologisch im Pankreas ein periductales Odem und eine interstitielle Pankreatitis mit
Entzindungszellinfiltraten bestehend aus Granulozyten, Histiozyten, Lymphozyten,
Makrophagen und Plasmazellen (Abb. 3). Auch in der mikroskopischen Betrachtung
der Leber waren Entziindungszellinfiltrate, vor allem im Bereich der Portalfelder
detektierbar. Der Galle-Pankreasgang zeigte eine extreme Dilatation sowie eine
teilweise Nekrose von Epithelzellen, welche zu Adhédsionen und Obstruktionen des
Gangsystemes mit nachfolgender Cholestase fuhrt. In Nieren, Milz und Thymus

imponierten vor allem Zellhypoplasien ohne relevante Entziindungszellinfiltrationen.

DBTC (6 mg/kg KG i.v.). HE x 26
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Nach 14 Tagen konnten bevorzugt im Pankreaskopf neben &dematdsen
Veradnderungen beginnende Fibrosierungen nachgewiesen werden. Neben der
Dilatation des Galle-Pankreasganges fanden sich nun neben den zuvor beschriebenen
Entziindungszellinfiltraten zunehmend Fibroblasten. Intrahepatisch dominierte die
Hyperplasie des Gallengangsystems in den Portalfeldern sowie von dort ausgehende
Nekrosezonen. Milz und Nieren imponierten durch zahlreiche Zellhypoplasien atroph,
die Hypoplasien im Bereich des Thymus zeigten sich regredient.

Zusatzlich zu den zuvor genannten mikroskopischen Befunden zeigten sich nach 28
Tagen ausgedehnte Fibrosezonen periductal und interstitiell, bevorzugt im Caput des
Pankreas (Abb. 4).

Die extreme Dilatation des Galle-Pankreasganges persistierte, nekrotisches
Zellmaterial, ausgehend vom Oberflachenepithel, fand sich im Gangsystem.
Begleitend stellten sich partielle Regenerationen in Form von fokalen Zellhyperplasien
ein. In der Leber waren neben Entzindungszellinfiltraten und
Gallengangshyperplasien auch komplette Nekroseareale zu erkennen (Abb. 5). Am
Thymus fanden sich keine pathologischen Veradnderungen (Abb. 6), Milz und Nieren

wiesen geringe strukturelle Schaden durch kleine Nekroseareale auf.

Abb. 4: Pankreas 28 Tage nach Applikation von DBTC (6 mg/kg KG i.v.). HE x 26
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Abb. 5: Hepar 28 Tage nach Applikation von DBTC (6 mg/kg KG i.v.). HE x 26

b\ R B RN e RN e X : i

Abb. 6: Thymus 28 Tage nach Applikation von DBTC (6 mg/kg KG i.v.). HE x 26
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Pathobiochemische Parameter
(Anhang: Tab. 1-8, 3.1.5: Diagramm 1-8)

Die Aktivitat der Amylase im Serum steigt 2 Tage nach Applikation von DBTC (6 mg/kg
KG i.v.) an und erreicht zu diesem Zeitpunkt ihr Maximum. Elevationen der Lipase
konnten ebenfalls bereits am 2. Tag nach DBTC-Gabe verzeichnet werden, das
Maximum lag am 7.Tag, dann stellten sich bis zum Versuchsende geringe Erhéhungen
der Aktivitat dar.

Die Alkalische Phosphatase und Bilirubin zeigten in den durchgefiihrten Messungen
einen Aktivitdtspeak bzw. Konzentrationssteigerungen 7 Tage nach DBTC-Applikation.
Im weiteren Versuchsverlauf verliefen die Parameter regredient.

Bei Betrachtung der Transaminasen liel3 sich ein Aktivitdtsmaximum nach 4 Tagen bei
der ASAT und nach 28 Tagen bei der ALAT nachweisen.

Die héchste Serumkonzentration von Malondialdehyd konnte bereits 2 Stunden nach
Verabreichung von DBTC detektiert werden. In den nachfolgenden Messungen sank
die Konzentration im Serum kontinuierlich auf Normwerte.

Die Messwerte der Hyaluronsaure zeigten eine progrediente Konzentrationssteigerung

wahrend der gesamten Versuchsdauer mit einem Maximum nach 28 Tagen.

3.1.2 Wirkungen von Natriumselenit bei tidqglicher oraler Applikation auf

Pankreas, Galle-Pankreasgang, Leber, Nieren, Milz und Thymus der Ratte

im Zeitraum von 28 Tagen (Versuchsqruppe 2)

3.1.2.1 Natriumselenit 0,3 mg/kg KG taglich p.o. im Zeitraum von 28 Tagen

Makroskopie

Bei den untersuchten Versuchstieren lieRen sich bei der Praparation keine

pathologischen Organveranderungen feststellen (Abb. 7).
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Abb. 7: Hepar mit Galle-Pankreasgang ohne pathologischen Befund 7 Tage nach

Applikation von Natriumselenit (0,3 mg/kg KG p.o.)

Mikroskopie

In der lichtmikroskopischen Betrachtung der entnommenen Organe konnten keine

Pathologien detektiert werden.

Pathobiochemische Parameter
(Anhang: Tab. 1-8, 3.1.5: Diagramm 1-8)

Die Amylaseaktivitdt zeigte ein ahnlich hohes Niveau wie die Messungen in der
Versuchsgruppe 1. Keine Auslenkungen wies die Lipase auf.

Bei Betrachtung der Messwerte der Alkalischen Phosphatase imponierten deutlich
erhdhte Enzymaktivitdten mit einem Maximum nach 4 Tagen. Die Bilirubin- und
Hyaluronsaurekonzentrationen sowie die Serumaktivitdt der Transaminasen stellten

sich normwertig dar.
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3.1.2.2 Natriumselenit 1,0 mag/kg KG téglich p.o. im Zeitraum von 28 Tagen

Makroskopie

Es stellten sich makroskopisch keine pathologischen Organverénderungen dar.

Mikroskopie

Keine Organe wiesen histologisch Pathologien auf.

Pathobiochemische Parameter
(Anhang: Tab. 1-8, 3.1.5: Diagramm 1-8)

Die Serumkonzentrationen der Amylase waren vergleichbar den gemessenen
Enzymaktivitdten in der Versuchsgruppe 1. Die Lipaseaktivitadt stellte sich ohne
Auslenkungen dar. Bei der Bestimmung der Alkalischen Phosphatase waren
gesteigerte Enzymaktivitdten, mit einem Maximum nach 4 Tagen, objektivierbar.

Normwertig wurden Bilirubin, ASAT, ALAT und die Hyaluronsdure gemessen.

3.1.2.3 Natriumselenit 5,0 mg/kg KG taglich p.o. im Zeitraum von 28 Tagen

Makroskopie

Bei der Praparation und Begutachtung der Organe =zeigten sich keine

pathomorphologischen Veranderungen.

Mikroskopie

Histologisch stellten sich die enthommenen Organe ohne pathologische Auffalligkeiten
dar (Abb. 8-10).
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Abb. 9: Hepar 28 Tage nach Applikation von Natriumselenit (5 mg/kg KG p.o.). HE x 26
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Abb. 10: Thymus 28 Tage nach Applikation von Natriumselenit (5 mg/kg KG p.o.). HE x 26

Pathobiochemische Parameter
(Anhang: Tab. 1-8, 3.1.5: Diagramm 1-8)

Die Aktivitdten der Amylase bewegten sich auf dhnlich hohem Niveau wie in der
Versuchsgruppe 1. Keine Auslenkungen der Enzymaktivitdt wiesen sowohl die Lipase
als auch Transaminasen und die AP auf. Die Messwerte von Malondialdehyd und

Bilirubin entsprachen zu allen Zeitpunkten normwertigen Konzentrationen im Serum.

3.1.3 Wirkungen von Natriumselenit bei tédglicher oraler therapeutischer

Applikation auf Pankreas, Galle-Pankreasganq, Leber, Nieren, Milz und

Thymus der Ratte im Zeitraum von 28 Tagen nach einmaliger intravenéser
Applikation von DBTC (6 mqg/kq KG) (Versuchsgruppe 3)

3.1.3.1 DBTC + Natriumselenit 0,3 mg/kg KG taglich p.o. im Zeitraum von 28 Tagen

Makroskopie

4 Tage nach einmaliger DBTC-Applikation stellte sich makroskopisch ein deutliches
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Pankreaskopfédem dar, welches jedoch geringer ausgeprégt schien im Vergleich zur
alleinigen Gabe von DBTC in Versuchsgruppe 1. Am Galle-Pankreasgang konnte
ebenso wie in Versuchsgruppe 1 eine Dilatation detektiert werden, allerdings mit
vermindertem Durchmesser. Die pathomorphologischen Verénderungen an Leber,
Milz, Nieren und Thymus entsprechen denen der Versuchsgruppe 1 nach 4 Tagen.
Bereits 7 Tage nach Applikation von DBTC konnten an den entnommenen Organen
weniger stark ausgepragte pathomorphologische Befunde erhoben werden.

Ein Pankreaskopfédem liel3 sich periductal nachweisen, Corpus und Cauda waren
makroskopisch unauffallig. Die Leber zeigte sich geringflgig konsistenzvermehrt, der
Galle-Pankreasgang stellte sich dilatiert mit einzelnen Konkrementen dar. An Thymus,
Nieren und Milz kamen Atrophiezeichen in Form von Zellhypolplasien zur Darstellung,
jedoch in geringerem Umfang als in Versuchsgruppe 1.

14 und 28 Tage nach Verabreichung von DBTC konnten an allen Organen nur noch
marginale Pathologien detektiert werden. Vordergriindig waren ein Pankreaskopfédem
periductal sowie fokale Fibrosezonen interstitiell. Das bilio-pankreatische Gangsystem
wurde bis zum Versuchsende dilatiert gemessen, aber von geringerem Durchmesser
als in der zum Vergleich herangezogenen Versuchsgruppe 1. Milz, Thymus und Nieren

zeigten keine Pathologien.

Mikroskopie

Histologisch liel3en sich 4 und 7 Tage nach einmaliger Verabreichung von DBTC und
taglichen Natriumselenit-Applikationen am Pankreaskopf interstitielle Odeme eruieren
sowie eine Migration von Entzindungszellen, vor allem Granulozyten (Abb. 11). Im
Vergleich zur Versuchsgruppe 1 stellten sich diese aber weniger ausgepragt dar. Das
Galle-Pankreasgangsystem wies einzelne Nekrosen des Oberflachenepithels auf und
zeigte sich dilatiert, aber auch hierbei in geringerem Ausmal} als in Versuchsgruppe 1.
Intrahepatisch  herrschten neben  Gallengangshyperplasien  Entzindungszell-
infiltrationen bevorzugt periportal vor (Abb. 12). An Milz und Nieren, aber vor allem am
Thymus lielen sich hypolastische Zellen als Zeichen einer beginnenden Atrophie
nachweisen, deren Auspragung weniger stark war im Vergleich zur Versuchsgruppe 1
(Abb. 13).
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Abb. 11: Pankreas 7 Tage nach Applikation von DBTC (6 mg/kg KG i.v.) +
Natriumselenit (0,3 mg/kg KG p.o.). HE x 26

Abb. 12: Hepar 7 Tage nach Applikation von DBTC (6 mg/kg KG i.v.) +
Natriumselenit (0,3 mg/kg KG p.o.). HE x 26
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Abb. 13: Thymus 7 Tage nach Applikation von DBTC (6 mg/kg KG i.v.) +
Natriumselenit (0,3 mg/kg KG p.o.). HE x 26

Nach 14 Tagen konnte lichtmikroskopisch im Vergleich zur Versuchsgruppe 1 ein
geringer ausgepragtes, aber deutlich erkennbares periductales Pankreaskopfédem
detektiert werden. Weitere pathomorphologische Veranderungen waren die
Entzlindungszellinfiltrationen sowie einzelne Vakuolisierungen und Fibrosierungen.
Das Galle-Pankreasgangsystem war dilatiert und wies Debris als Korrelat
untergegangener Epithelzellen auf. In der Leber stellten sich bevorzugt im
Periportalfeld gestaute Gallengange mit von dort ausgehenden Nekrosen dar.

Die Nieren und Milz lieRen Hypoplasien erkennen, im Thymus waren diese kaum
detektierbar.

Zum Ende des Versuches nach 28 Tagen lieen sich im Bereich des Pankreaskopfes
6dematdse Veranderungen nachweisen, begleitet von ausgedehnten Fibrosezonen,
die sich vom Ductus pancreaticus intrapankreatisch ausbreiteten. Das Galle-
Pankreasgangsystem zeigte, wie auch zu den anderen Untersuchungszeitpunkten,
teilweise extreme Dilatationen mit Nekrosematerial intraluminal. Intrahepatisch
konnten sowohl Gallengangshyperplasien als auch beginnende zirrhotische
Umbauvorgénge detektiert werden. In der Milz als auch in den Nieren kamen
hypoplastische Zellverbande zur Darstellung, der Thymus blieb ohne pathologischen
Befund.
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Pathobiochemische Parameter
(Anhang: Tab. 1-8, 3.1.5: Diagramm 1-8)

Die gemessenen Amylaseaktivitdten zeigten zu keinem Zeitpunkt signifikante
Ausschlage gegeniber der Versuchsgruppe 1, sie prasentierten sich auf ahnlich
hohem Aktivitatsniveau. Die Lipase zeigte tendenziell geringere Aktivitdten als in der
Versuchsgruppe 1, nach 28 Tagen konnte eine signifikante Senkung verzeichnet
werden.

Gegenuber den Versuchstieren, die allein mit Natriumselenit behandelt wurden
(Versuchsgruppe 2), zeigten sich Uber die gesamte Versuchsdauer erhéhte
Enzymaktivitaten.

Die Messwerte der AP erbrachten durchgehend erhdhte Serumspiegel, welche
zumeist  deutlich  Ober denen der Versuchsgruppe 1+2 lagen. Die
Bilirubinserumkonzentrationen konnten in Kombination mit Natriumselenit signifikant
nach 4, 14 und 28 Tagen gesenkt werden im Vergleich zu allein mit DBTC
behandelten Tieren. Gegenuber den Tieren der Versuchsgruppe 2 stellten sich
erhdhte Messwerte dar. Die Transaminasen konnten ebenfalls signifikant im Vergleich
zur Versuchsgruppe 1 gesenkt werden, die ASAT nach 4, 7 und 14 Tagen, die ALAT
nach 7, 14 und 28 Tagen. Auch hier lagen die Enzymaktivitdten jedoch weit Gber
denen der Versuchsgruppe 2.

Bei Messung der Hyaluronsaure konnten zu allen Zeitpunkten (7, 14 und 28 Tage)
signifikante  Konzentrationssenkungen im Vergleich zur Versuchsgruppe 1

nachgewiesen werden.

3.1.3.2 DBTC + Natriumselenit 1,0 mg/kg KG téglich p.o. im Zeitraum von 28
Tagen

Makroskopie

4 und 7 Tage nach Applikation von DBTC und taglichen oralen Natriumselenit-Gaben
lieRen sich makroskopisch im Vergleich zur Versuchsgruppe 1 nur noch geringe
morphologische Pathologien nachweisen. Das Caput pancreatis zeigte ein marginales
periductales Odem, Corpus und Cauda stellten sich ohne Lésionen dar. Das Galle-

Pankreasgangsystem wies eine maximale Dilatation von 6 mm auf. Die Leber erschien
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diskret konsistenzvermehrt und aufgehellt. An Milz, Nieren und Thymus konnten
makroskopisch keine Pathologien festgestellt werden.

Im Zeitraum von 14 bis 28 Tagen liel3en sich am Pankreaskopf diskrete 6dematése
Veranderungen nachweisen, Fibrosierungen waren nicht detektierbar.

Das bilio-pankreatische Gangsystem wies Dilatationen auf, welche maximal 6 mm im
Durchmesser betrugen. Die Leber zeigte eine minimale Verfestigung auf, Milz, Nieren
und Thymus stellten sich unaufféllig dar.

Mikroskopie

4 Tage nach einmaliger DBTC-Applikation und taglichen Natriumselenit-Gaben zeigte
sich histologisch eine milde interstitielle Pankreatitis im Caput pancreatis, welche
deutlich schwéacher ausgepragt war als im Vergleich zur Versuchsgruppe 1. Auch die
Entziindungszellinfiltrationen imponierten deutlich geringer, allenfalls periductal. Der
Ductus choledochus und pancreaticus stellten sich erweitert dar, Nekrosen waren nicht
objektivierbar. Intrahepatisch zeigte sich im Periportalfeld eine Ganghyperplasie, in
Milz, Nieren und Thymus manifestierten sich vereinzelte marginale Hypoplasien.

Nach 7 Tagen liel3 sich histologisch kein signifikanter Unterschied bei der Betrachtung
der Organverédnderungen gegenuber dem Zeitpunkt von 4 Tagen nach DBTC-
Applikation vermerken.

Im Zeitraum von 14 bis 28 Tagen zeigten sich die Entziindungszellen im Bereich des
Pankreaskopfes ebenso wie das interstitielle Odem regredient, am 28. Tag stellte sich
histologisch ein Pankreas ohne pathologischen Befund im Caput und Corpus sowie in
der Cauda pancreatis dar. Die am 14. Tag noch marginal detektierbare Galle-
Pankreasgang-Dilatation war zum Versuchsende noch diskret nachweisbar.
Intrahepatisch ergaben sich lichtmikroskopisch keine Verédnderungen. Auch an Milz,

Nieren und Thymus liel3en sich keine Pathologien feststellen.

Pathobiochemische Parameter
(Anhang: Tab. 1-8, 3.1.5: Diagramm 1-8)

Die Serumaktivitditen der Amylase und Alkalischen Phosphatase wurden durch die
Applikation von Natriumselenit nicht signifikant gesenkt. Sie sind vergleichbar mit den

Aktivitaten der allein mit Natriumselenit behandelten Tiere (Versuchsgruppe 2).
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Die Amylaseaktivitat unterschied sich auch nicht von denen der Versuchsgruppe 1, die
AP-Konzentrationen stellten sich sogar im Vergleich erhéht dar.

Die gemessene Lipaseaktivitat stieg vergleichbar mit den Tieren der Versuchsgruppe 1
bis zum 2. Tag an, zeigte dann eine tendenzielle Abnahme bei 7 und 14 Tagen und
wurde signifikant am 28.Tag gesenkt. Die Bilirubinkonzentrationen waren ebenfalls am
4. Tag tendenziell niedriger im Vergleich zu mit DBTC allein behandelten
Versuchstieren. Am 7., 14. und 28.Tag konnten sie als signifikant erniedrigt gemessen
werden. Bezuglich der Transaminasenaktivitdt zeigte die ASAT zu jedem
Untersuchungszeitpunkt  signifikant gesenkte Messwerte im Vergleich zur
Versuchsgruppe 1, die ALAT, bis auf Tag 4, ebenfalls Uber den gesamten
Versuchszeitraum. Auch die Serumspiegel der Hyaluronsdure wurden zu allen

Zeitpunkten signifikant erniedrigt gemessen.

3.1.3.3 DBTC + Natriumselenit 5,0 mg/kg KG téglich p.o. im Zeitraum von 28
Tagen

Makroskopie

4 und 7 Tage nach einmaliger intravendser DBTC-Applikation und anschlieRenden
taglichen oralen Natriumselenit-Gaben konnten am entnommenen Pankreas
makroskopisch, bis auf ein marginales Pankreaskopfédem, in Corpus und Cauda
pancreatis keine pathologische Veranderungen detektiert werden. Das Galle-
Pankreasgangsystem zeigte eine minimale Gangdilatation von maximal 4 mm im
Durchmesser. Die Ubrigen préparierten Organe (Leber, Thymus, Milz und Nieren)
erschienen morphologisch ohne Auffalligkeiten (Abb. 14).

14 Tage nach Versuchsbeginn stellten sich alle den Tieren entfernte Organe ohne
morphologische Lasionen dar.

Auch 28 Tage nach Versuchsbeginn manifestierten sich keine Pathomorphologien an

den praparierten Organen der Versuchstiere.
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Abb. 14: Hepar mit minimal dilatiertem Galle-Pankreasgang und Pankreaskopfédem 7 Tage
nach Applikation von DBTC (6 mg/kg KG i.v.) + Natriumselenit (5 mg/kg KG p.o.)

Mikroskopie

4 und 7 Tage nach DBTC-Gabe konnte im Pankreaskopf ein geringes, um den Ductus
pancreaticus gelegenes, interstitielles Odem objektiviert werden. Geringe
Entzindungszellakkumulationen waren ebenfalls nachweisbar. Die angeschnittenen
Gallengange erschienen marginal hyperplastisch, intraluminale Nekrosen stellten sich
nicht dar. Auch in der Leber zeigte sich als pathologisches Korrelat einzig eine
Ganghyperplasie im  Periportalfeld.  Diskrete  hypoplastische  Zellverbande
manifestierten sich vor allem im Thymus, aber auch weitaus diskreter in Nieren und
Milz.

Im weiteren Versuchsablauf konnten nach 14 und 28 Tagen an allen Organen
normale Parenchymstrukturen ohne pathologische Veradnderungen vermerkt werden
(Abb. 15-17).
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Abb. 15: Pankreas 28 Tage nach Applikation von DBTC (6 mg/kg KG i.v.) +
Natriumselenit (5 mg/kg KG p.o.). HE x 26

Abb. 16: Hepar 28 Tage nach Applikation von DBTC (6 mg/kg KG i.v.) +
Natriumselenit (5 mg/kg KG p.o.). HE x 26
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Abb. 17: Thymus 28 Tage nach Applikation von DBTC (6 mg/kg KG i.v.) +
Natriumselenit (5 mg/kg KG p.o.). HE x 26

Pathobiochemische Parameter
(Anhang: Tab. 1-8, 3.1.5: Diagramm 1-8)

Die toxischen Wirkungen des DBTC, und damit die Schwere der Pankreatitis, werden
durch  Natriumselenit  signifikant  verringert, ersichtlich an  signifikanten
Aktivitdtsreduktionen der Lipase 2, 7, 14 und 28 Tage nach DBTC-Gabe im Vergleich
zur Versuchsgruppe 1. Auch die Aktivitat der AP zeigte sich 7, 14 und 28 Tage nach
Versuchsbeginn signifikant erniedrigt. Bei Betrachtung der Messergebnisse von
Bilirubin, ASAT und ALAT lassen sich ebenfalls zu allen Zeitpunkten im Verlauf des
Versuches signifikante Aktivitdtssenkungen im Vergleich zu allein mit DBTC
behandelten Tieren der Versuchsgruppe 1 nachweisen.

In Auswertung der Serumkonzentrationen des Malondialdehyd stellten sich 2 h und 4 h
nach DBTC-Applikation signifikant gesenkte Messwerte dar, verglichen mit den MDA-
Serumkonzentrationen der Versuchsgruppe 1. Nach 6 und 24 h konnten diese Werte
auf gleichem Niveau wie in der Versuchsgruppe 1 gefunden werden. Die
Serumamylaseaktivitat stellte sich in den ersten 14 Tagen nach DBTC-Applikation
deutlich erh6ht gegeniiber der Versuchsgruppe 1 dar. Zum Versuchsende am 28.Tag

waren dann tendenziell niedrigere Werte messbar.
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3.1.4 Wirkungen von Ethanol/Glycerol bei einmaliger intravenéser Applikation

auf Pankreas, Galle-Pankreasgang, Leber, Nieren, Milz und Thymus der

Ratte im Zeitraum von 28 Tagen (Versuchsgruppe 4)

Makroskopie

Die den Versuchstieren entnommenen Organe wiesen keine pathologischen Befunde

auf.

Mikroskopie

In den histologischen Aufarbeitungen der praparierten Organe stellten sich keine

Auffalligkeiten dar.

Pathobiochemische Parameter
(Anhang: Tab. 1-7, 3.1.5: Diagramm 1-7)

Die durch uns gemessenen Enzymaktivitditen der Amylase, Lipase, Alkalische
Phosphatase, ASAT und ALAT sowie die Serumkonzentrationen von Bilirubin und
MDA zeigten Uber den gesamten Versuchszeitraum keine pathologischen Elevationen.
Die Serumspiegel beziehungsweise Enzymaktivitdten entsprachen denen der
Natriumselenit-Gruppen und wurden im Vergleich zur DBTC-Gruppe deutlich erniedrigt

gemessen.
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3.1.5 Grafische Geqgeniiberstellunqg der Ergebnisse aus Versuchsreihe 1

Amylase
u/l
20000 —
[l DBTC 6 mg/kg KG i.v.
18000 - [] Na-Se 0,3 mg/kg KG p.o.
[ Na-Se 1 mg/kg KG p.o.
16000 4 B Na-se 5 mg/kg KG 'p.o.
B DBTC 6 mg/kg KG i.v. +
Na-Se 0,3 mg/kg KG p.o.
14000 1 DBTC 6 mg/kg KG i.v. +
Na-Se 1 mg/kg KG p.o.
12000 - - DBTC 6 mg/kg KG i.v. +
Na-Se 5 mg/kg KG p.o.
10000 - 77 Ethanol / Glycerol
8000 -
6000 |
4000 1
- - - .
2000 - i ! ] -
0 A

1. Tag 2. Tag 7. Tag

Zeit nach Applikation

Diagramm 1: Serumkonzentration von Amylase nach Applikation von DBTC, Natriumselenit, DBTC +
Natriumselenit und Ethanol / Glycerol
Mittelwert + Standardfehler des Mittelwertes; n=6
* signifikanter Unterschied ( p < 0,05 ); Versuchsgruppe 1 verglichen mit Versuchsgruppe 3

Lipase
u/l
900
Il DBTC 6 mg/kg KG i.v.
[] Na-Se 0,3 mg/kg KG p.o.
800 [ Na-Se 1 mg/kg KG p.o.
M Na-se 5 mg/kg KG p.o.
700 - BB DBTC 6 mg/kg KGi.v. +
Na-Se 0,3 mg/kg KG p.o.
BTC 6 mg/kg KG i.v. +
600 Na-Se 1 mg/kg KG p.o.
DBTC 6 mg/kg KG i.v. +
500 | Na-Se 5 mg/kg KG p.o.
Ethanol / Glycerol
400 -
300 -
200 A
100 - . |
i | i Y
0 $ o | I ‘ -

1. Tag 2. Tag 7. Tag 28. Tag

Zeit nach Applikation

Diagramm 2: Serumkonzentration von Lipase nach Applikation von DBTC, Natriumselenit, DBTC +
Natriumselenit und Ethanol / Glycerol
Mittelwert + Standardfehler des Mittelwertes; n=6
* signifikanter Unterschied ( p < 0,05 ); Versuchsgruppe 1 verglichen mit Versuchsgruppe 3
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Alkalische Phosphatase

ui
Il DBTC 6 mgikg KG i.v. DBTC 6 mg/kg KG i.v. +
[] Na-Se 0,3 mg/kg KG p.o. Na-Se 1 mg/kg KG p.o.
[[] Na-Se 1 mgrkg KG p.o. DBTC 6 mglkg KG i.v. +
2000 1 [ Na-Se 5 mg/kg KG p.o. Na-Se 5 mg/kg KG p.o.
B osTCH mg/kg KG i.v. + Ethanol / Glycerol
Na-Se 0,3 mg/kg KG p.o.
-+
1500 I T 5
B s
1000 -
k2
500 o
0 ,

4. Tag 7. Tag 14. Tag

Zeit nach Applikation

Diagramm 3: Serumkonzentration von AP nach Applikation von DBTC, Natriumselenit, DBTC +
Natriumselenit und Ethanol / Glycerol
Mittelwert + Standardfehler des Mittelwertes; n= 6
* signifikanter Unterschied ( p < 0,05 ); Versuchsgruppe 1 verglichen mit Versuchsgruppe 3

" Bilirubin
Mmo
100 -
Il DBTC 6 mg/kg KG i.v. BEDBTC 6 mg/kg KG i.v. + Na-Se 0,3 mg/kg KG p.o.
(] Na-Se 0,3 mg/kg KG p.o. DBTC 6 mg/kg KG i.v. + Na-Se 1 mg/kg KG p.o.
-0- mg/kg i.v. + Na-Se 5 mg/kg KG p.o.
E Na-Se 1 mg/kg KG p.o [IDBTC 6 mglkg KG i.v. + Na-Se 5 mglkg KG
80 | Na-Se 5 mg/kg KG p.o. T % Ethanol | Glycerol
60 -
40 - .
¥ 1
20 4
X
' -
O _

4. Tag 7. Tag 14. Tag 28. Tag
Zeit nach Applikation

Diagramm 4: Serumkonzentration von Bilirubin nach Applikation von DBTC, Natriumselenit, DBTC +
Natriumselenit und Ethanol / Glycerol
Mittelwert + Standardfehler des Mittelwertes; n= 6
* signifikanter Unterschied ( p < 0,05 ); Versuchsgruppe 1 verglichen mit Versuchsgruppe 3
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ASAT

ui

1200
I DBTC 6 mglkg KG i.v.

[ JNa-Se 0,3 mg/kg KG p.o.
DNa-Se 1 mg/kg KG p.o.
1000 Na-Se 5 mg/kg KG p.o.

B DBTC 6 mg/kg KG i.v. + Na-Se 0,3 mg/kg KG p.o.
BTC 6 mg/kg KG i.v. + Na-Se 1 mg/kg KG p.o.
DBTC 6 mg/kg KG i.v. + Na-Se 5 mg/kg KG p.o.
800 ~ Ethanol / Glycerol

600 -

400 ~

200 A

4. Tag 7. Tag 14. Tag 28. Tag

Zeit nach Applikation
Diagramm 5: Serumkonzentration von ASAT nach Applikation von DBTC, Natriumselenit, DBTC +
Natriumselenit und Ethanol / Glycerol

Mittelwert + Standardfehler des Mittelwertes; n=6
* signifikanter Unterschied ( p < 0,05 ); Versuchsgruppe 1 verglichen mit Versuchsgruppe 3

ALAT

ui
500 -
Hl DBTC 6 mg/kg KG i.v.
[INa-Se 0,3 mg/kg KG p.o.
450 [CINa-Se 1 mg/kg KG p.o.
[ Na-Se 5 mg/kg KG p.o.
DBTC 6 mg/kg KG i.v. + Na-Se 0,3 mg/kg KG p.o.
400 - DBTC 6 mg/kg KG i.v. + Na-Se 1 mg/kg KG p.o.
DBTC 6 mg/kg KG i.v. + Na-Se 5 mg/kg KG p.o.
#
350 - Ethanol / Glycerol
300 +
250
*
200 +
150 -
100 - gt
= _ -
50 - &
0. 7

4. Tag 7. Tag 14. Tag

Zeit nach Applikation

Diagramm 6: Serumkonzentration von ALAT nach Applikation von DBTC, Natriumselenit, DBTC +
Natriumselenit und Ethanol / Glycerol
Mittelwert + Standardfehler des Mittelwertes; n= 6
* signifikanter Unterschied ( p < 0,05 ); Versuchsgruppe 1 verglichen mit Versuchsgruppe 3
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Malondialdehyd

pmol/l
0,7
B DBTC 6 mg/kg KG i.v.
[ Na-Se 5 mg/kg KG p.o.
06 - -] DBTC 6 mg/kg KG i.v. + Na-Se 5 mg/kg KG p.o.
’ Ethanol / Glycerol
0,5 -
0,4
0,3 -
0,2 - w
0,1 - | %
0. '-';:;:

2h 4 h 6h 24 h
Zeit nach Applikation

Diagramm 7: Serumkonzentration von MDA nach Applikation von DBTC, Natriumselenit, DBTC +
Natriumselenit und Ethanol / Glycerol
Mittelwert £ Standardfehler des Mittelwertes; n= 6
* signifikanter Unterschied ( p < 0,05 ); Versuchsgruppe 1 verglichen mit Versuchsgruppe 3

Hyaluronsaure
ug/l

360
Il DBTC 6 mg/kg KG i.v.
330 - []Na-Se 0,3 mg/kg KG p.o.
[INa-Se 1 mg/kg KG p.o.
B DBTC 6 mg/kg KG i.v. + Na-Se 0,3 mg/kg KG p.o.

300 BTC 6 mg/kg KG i.v. + Na-Se 1 mgikg KG p.o.

270
240 +
210 A
180 -
150 A
120 +
90

7. Tag 14. Tag 28. Tag
Zeit nach Applikation

Diagramm 8: Serumkonzentration von Hyaluronsadure nach Applikation von DBTC, Natriumselenit, DBTC +
Natriumselenit
Mittelwert + Standardfehler des Mittelwertes; n=6
* signifikanter Unterschied ( p < 0,05 ); Versuchsgruppe 1 verglichen mit Versuchsgruppe 3
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3.1.6 Zinnkonzentrationen in Galle, Urin und Leber, Pankreas, Thymus, Milz und

Nieren _nach einmaliger _intravenéser Gabe von DBTC (6 mg/kg KG),

Natriumselenit und DBTC + Natriumselenit im Zeitraum von 28 Tagen

3.1.6.1 DBTC 6 mg/kg KG einmalig i.v.

In der reinen DBTC-Gruppe zeigte sich die hdchste Zinnkonzentration in der Galle 1 h
nach Applikation. In der Folge fiel die Zinnausscheidung bis zum 28. Versuchstag
kontinuierlich ab. Bei der Messung des Zinngehaltes der den Versuchstieren
entnommenen Organe wiesen Leber und Pankreas initial den héchsten Zinngehalt auf,
welcher sich zum Ende der Versuchsperiode stetig bis zur Nachweisgrenze
verringerte. Ebenso verhielt es sich mit den Konzentrationen von Zinn in Urin und

Thymus, aber auf weitaus niedrigerem Niveau (Anhang, Tab. 9-10).

3.1.6.2 Natriumselenit 5 mg/kg KG taglich p.o.

Nach alleiniger Applikation von Natriumselenit konnten zu keinem Versuchszeitpunkt
elevierte Zinnkonzentrationen in Galle und Urin objektiviert werden. In Pankreas,
Leber und Thymus verzeichneten wir Uber den Versuchszeitraum von 28 Tagen
Konzentrationen von Zinn auf dhnlich hohem Niveau wie in der DBTC-Gruppe
(Anhang, Tab. 9-10).

3.1.6.3 DBTC 6 mg/kg KG einmalig i.v. + Natriumselenit 5 mg/kg KG téglich p.o.

Durch Applikation von DBTC und nachfolgender Natriumselenit-Supplementierung
malfen wir in der gewonnenen Gallenfliissigkeit 1 h, 2 h, 3 h sowie 4 h nach
Versuchsbeginn erhdhte Zinnkonzentrationen im Vergleich zur DBTC-Gruppe
(Anhang, Tab. 9). Auch in den entnommenen Organproben stellten sich héhere
Zinnmengen in der Leber und im Urin dar. In Pankreas und Thymus verzeichneten wir
Uber den Versuchszeitraum von 28 Tagen Zinnkonzentrationen vergleichbar den
Messwerten der DBTC-Gruppe (Anhang, Tab. 10).
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3.2 Der Einfluss prophylaktischer Natriumselenit-Applikationen iiber

7 Tage auf die durch DBTC induzierte Pankreatitis an der Ratte

(Versuchsreihe 2):

3.2.1 Wirkungen von DBTC (6 mqg/kq KG) nach einmaliger intravendser

Applikation auf Pankreas, Galle-Pankreasgang, Leber, Nieren, Milz und

Thymus der Ratte im Zeitraum von 28 Tagen (Versuchsqgruppe 1)

Makroskopie

Die makroskopischen Veranderungen der den Ratten entnommenen Organe nach 4,
7, 14 und 28 Tagen wurden detailliert im Abschnitt 3.1.1 dargestelit.

Mikroskopie

Die histologischen Befunde entsprechen ebenfalls denen der Versuchsreihe 1 und

wurden im Abschnitt 3.1.1 aufgelistet.

Pathobiochemische Parameter
(Anhang: Tab. 11-16, 3.2.5: Diagramm 9-14)

Die Lipase zeigte das héchste Aktivitdtsniveau 2 Tage nach einmaliger intravenéser
DBTC-Applikation, welches dann im Verlauf abfiel. Bei Auswertung der Messungen
der Aktivitdt der Alkalischen Phosphatase, der ASAT und der Konzentration des
Bilirubins zeigte sich ein Maximum 7 Tage nach DBTC-Gabe. Bis zum Versuchsende
nach 28 Tagen konnte eine stetige Regredienz der Messwerte verzeichnet werden.
Demgegenilber erreichten die Serumaktivitdten der ALAT ihr Maximum erst nach 14
Tagen, um dann im Verlauf leicht abzufallen. Beziiglich der von uns gemessenen
MDA-Spiegel im Serum der Versuchstiere stellte sich die héchste Konzentration 1 h
nach DBTC-Applikation dar, zu den weiteren Messpunkten nach 2, 4 und 24 h konnte

dann eine stetige Konzentrationsabnahme detektiert werden.
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3.2.2 Wirkungen von Natriumselenit bei tédglicher oraler Applikation von 5 mqg/kq

KG iiber 7 Tage auf Pankreas, Galle-Pankreasgang, Leber, Nieren, Milz und

Thymus der Ratte im Zeitraum von 28 Tagen (Versuchsqruppe 2)

Makroskopie

Uber den gesamten Versuch von 28 Tagen konnten zu keinem Zeitpunkt
pathologische Befunde an Pankreas, Galle-Pankreasgang, Leber, Nieren, Milz und

Thymus nach taglicher Natriumselenit-Applikation erhoben werden (Abb. 18).

Mikroskopie

Histologisch lieRen sich Uber den Beobachtungszeitraum von 28 Tagen ebenfalls

keine Lasionen an den enthommenen Organen objektivieren (Abb. 19-20).

Pathobiochemische Parameter
(Anhang: Tab. 11-16, 3.2.5: Diagramm 9-14)

Es fanden sich zu keinem Zeitpunkt Elevationen der Enzymaktivitdten oder
Serumkonzentrationen von Lipase, Alkalische Phosphatase, Bilirubin, ASAT und ALAT
nach Applikation von Natriumselenit. Auch die Serumspiegel des Malondialdehyd

zeigten sich zu jedem Zeitpunkt der Probenentnahme im Normbereich.

3.2.3 Wirkungen einer prophylaktischen taglichen oralen Natriumselenit-

Applikation iliber 7 Tage auf Pankreas, Galle-Pankreasqanq, Leber, Nieren,

Milz und Thymus der Ratte im Zeitraum von 28 Tagen nach einmaliger

intravendser Applikation von DBTC (6 mg/kq KG) (Versuchsgruppe 3)

Makroskopie

4 Tage nach Applikation von DBTC nach vorangegangenen 7 Tagen prophylaktischer
Natriumselenit-Gaben lielRen sich pathomorphologisch nur marginale Veranderungen
an den entnommenen Organen im Vergleich zur Versuchsgruppe 1 verifizieren. Am

Pankreaskopf stellte sich ein diskretes periductal gelegenes interstitielles Odem dar.
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Der Galle-Pankreasgang zeigte sich zwar dilatiert, aber in deutlich geringerem
Ausmal als bei den mit DBTC allein behandelten Tieren. Der maximal gefundene
Durchmesser betrug 3 mm, intraluminale Konkremente waren nicht objektivierbar. Die
pathologischen Befunde an der Leber waren ebenso diskret ausgepragt wie am
Pankreas. Bis auf eine geringe Konsistenzvermehrung waren keine weiteren
Auffalligkeiten detektierbar. Sowohl Nieren als auch die Milz lie3en keine Abnormitéten
erkennen, der Thymus bot eine diskrete Gewichtsabnahme als Zeichen einer
parenchymatdsen Atrophie.

Im Verlauf des Versuches konnten nach 7 Tagen keine gravierenden Verdnderungen
gegenliber den Befunden von 4 Tagen nach Beobachtungsbeginn verifiziert werden.
Sowohl das Pankreaskopfédem als auch die marginale Galle-Pankreasgang-
Dilatation bildeten sich auf gleichem Niveau ab, aber deutlich regredienter gegeniiber
den makroskopischen Ergebnissen der Versuchsgruppe 1. Auch die hepatischen
Pathologien stellten sich vergleichbar dar. Die Befunde an Nieren, Milz und Thymus
entsprachen denen nach 4 Tagen ab Versuchsbeginn (Abb. 18).

Im Beobachtungszeitraum von 14 bis 28 Tagen stellten sich das Pankreas sowie das
Galle-Pankreasgangsystem ohne pathologischen Befund dar. Auch die Leber wies
keine makroskopisch auffalligen Veranderungen auf. Auch die restlichen praparierten

Organe wie Nieren, Milz und Thymus lie3en keine pathologischen Lasionen erkennen.

Abb. 18: Hepar mit Galle-Pankreasgang und Pankreaskopf:

a) 7 Tage nach Applikation von Natriumselenit (5 mg/kg KG p.o.)

b) 7 Tage nach Applikation von DBTC (6 mg/kg KG i.v.)

c¢) 7 Tage nach Applikation von DBTC (6 mg/kg KG i.v.) bei vorheriger prophylaktischer Gabe von
Natriumselenit (6 mg/kg KG p.o.) tber 7 Tage
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Mikroskopie

4 Tage nach Applikation von DBTC und vorangehenden prophylaktischen
Natriumselenit-Gaben Uber 7 Tage stellte sich im Caput pancreatis ein interstitielles
Odem begleitet von Granulozyteninfiltraten als Ausdruck einer Entziindungsreaktion
dar. In histologischen Anschnitten des Pankreasgangsystems fielen diskrete
Erweiterungen des Lumens auf, Zelldebris war nicht erkennbar. Intrahepatisch
imponierten in der feingeweblichen Begutachtung Entziindungszellakkumulationen im
Periportalfeld einhergehend mit Gallengangshyperplasien. An Nieren, Milz und
Thymus waren keine pathologischen Befunde objektivierbar.

7 Tage nach Beginn der Versuchsreihe kamen histopathologisch im Pankreaskopf vor
allem Entzindungszellinfiltrationen sowie 6édemattse Verénderungen zur Darstellung,
ebenfalls hyperplastische Pankreasganganschnitte. Die Leber prasentierte sich
lichtmikroskopisch mit marginalen fokalen inflammatorischen Reaktionen im Portalfeld,
Nekroseareale waren nicht detektierbar. Die restlichen begutachteten Organe (Nieren,
Milz und Thymus) boten keine Pathologien (Abb. 19-20).

Im Zeitraum von 14 bis 28 Tagen lieRen sich histologisch keine pathologischen

Befunde an Pankreas, Leber, Nieren, Milz und Thymus verifizieren.
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Abb. 19: Pankreas. HE x 26

a) 7 Tage nach Applikation von Natriumselenit (5 mg/kg KG p.o.)

b) 7 Tage nach Applikation von DBTC (6 mg/kg KG i.v.)

c) 7 Tage nach Applikation von DBTC (6 mg/kg KG i.v.) bei vorheriger prophylaktischer Gabe von
Natriumselenit (5 mg/kg KG p.o.) Uber 7 Tage
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Abb. 20: Hepar. HE x 26

a) 7 Tage nach Applikation von Natriumselenit (5 mg/kg KG p.o.)

b) 7 Tage nach Applikation von DBTC (6 mg/kg KG i.v.)

c) 7 Tage nach Applikation von DBTC (6 mg/kg KG i.v.) bei vorheriger prophylaktischer Gabe von

Natriumselenit (5 mg/kg KG p.o.) tber 7 Tage

Pathobiochemische Parameter
(Anhang: Tab. 11-16, 3.2.5: Diagramm 9-14)

Nach 7-tagiger prophylaktischer Natriumselenit-Applikation und anschlieRender Gabe
von DBTC lieen sich zu jedem Messpunkt nach 1, 2 und 7 Tagen signifikante
Senkungen der Lipaseaktivitat im Vergleich zu allein mit DBTC behandelten Tieren der
Versuchsgruppe 1 detektieren. Bei Betrachtung der Messergebnisse der Alkalischen
Phosphatase konnten signifikante Aktivitdtssenkungen ebenfalls 7, 14 und 28 Tage
nach Versuchsbeginn beobachtet werden. Einzig nach 2 Tagen war die Enzymaktivitat
vergleichbar mit allen anderen Versuchsgruppen ohne tendenzielle oder signifikante
Senkung. In Auswertung der Aktivitatsniveaus von ASAT und ALAT sowie der
Serumkonzentration von Bilirubin stellten sich zu allen Messpunkten nach 2, 7, 14 und
28 Tagen signifikante Senkungen im Vergleich zu Versuchsgruppe 1 dar.

Malondialdehyd konnte 2, 4 und 24 h nach Applikation von DBTC als signifikant
gesenkt gemessen werden. Nach 1 h lief3 sich allenfalls eine tendenzielle Senkung der

Konzentration im Serum im Vergleich zur Versuchsgruppe 1 verzeichnen.
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3.2.4 Wirkungen von Ethanol/Glycerol bei einmaliger intravenéser Applikation

auf Pankreas, Galle-Pankreasgang, Leber, Nieren, Milz und Thymus der

Ratte im Zeitraum von 28 Tagen (Versuchsgruppe 4)

Makroskopie

Die den Versuchstieren entnommenen Organe wiesen keine pathologischen Befunde

auf.

Mikroskopie

In den histologischen Aufarbeitungen der praparierten Organe stellten sich keine

Auffalligkeiten dar.

Enzymaktivitdten
(Anhang: Tab. 11-16, 3.2.5: Diagramm 9-14)

Die durch uns gemessenen Aktivitdten von Lipase, Alkalische Phosphatase, ASAT,
und ALAT sowie Serumkonzentrationen von Bilirubin und MDA zeigten keine
pathologischen Elevationen. Die Enzymaktivitaten beziehungsweise
Serumkonzentrationen entsprachen denen der Natriumselenit-Gruppen und wurden im

Vergleich zur DBTC-Gruppe deutlich erniedrigt gemessen.
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3.2.5 Grafische Gegeniiberstellunqg der Ergebnisse aus Versuchsreihe 2

Lipase

u/i

90
Il DBTC 6 mg/kg KG i.v.

80 I Na-Se 5 mg/kg KG p.o.
[Z] Na-Se 5 mg/kg KG p.o. iiber 7 d + DBTC 6 mg/kg KG i.v.
Ethanol / Glycerol

70

60 —

50

40

30

20 I . [——

10

. WSy R w

1. Tag 2. Tag
Zeit nach Applikation

Diagramm 9: Serumkonzentration von Lipase nach Applikation von DBTC, Natriumselenit,

Natriumselenit iber 7 Tage + DBTC und Ethanol / Glycerol
Mittelwert + Standardfehler des Mittelwertes; n= 6
* signifikanter Unterschied ( p < 0,05 ); Versuchsgruppe 1 verglichen mit Versuchsgruppe 3

Alkalische Phosphatase

u/i
800 Il DBTC 6 mg/kg KG i.v.
[ Na-Se 5 mg/kg KG p.o.
700 4 Na-Sel 5 mg/kg KG p.o. iber 7 d +
DBTC 6 mg/kg KG i.v.
600 - Ethanol / Glycerol
500 o
*

400 4
300 4
200
100 ~

o

2. Tag 7. Tag 14. Tag 28. Tag

Zeit nach Applikation

Diagramm 10: Serumkonzentration von Alkalische Phosphatase nach Applikation von DBTC, Natriumselenit,

Natriumselenit Gber 7 Tage + DBTC und Ethanol / Glycerol
Mittelwert + Standardfehler des Mittelwertes; n= 6
* signifikanter Unterschied ( p < 0,05 ); Versuchsgruppe 1 verglichen mit Versuchsgruppe 3
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Bilirubin
pmol/l
Il DBTC 6 mg/kg KGi.v.
120 ~ [ Na Se 5 mg/kg KG p.o.
Na Se 5 mg/kg KG p.o. tiber 7 d + DBTC 6 mg/kg KG i.v.
Ethanol / Glycerol
100 -
80
60 -
40
20
*
2. Tag 7. Tag 14. Tag 28. Tag
Zeit nach Applikation
Diagramm 11: Serumkonzentration von Bilirubin nach Applikation von DBTC, Natriumselenit,
Natriumselenit Uber 7 Tage + DBTC und Ethanol / Glycerol
Mittelwert + Standardfehler des Mittelwertes; n=6
* signifikanter Unterschied ( p < 0,05 ); Versuchsgruppe 1 verglichen mit Versuchsgruppe 3
u/l
800
Il DBTC 6 mg/kg KGi.v.
I Na Se 5 mg/kg KG p.o.
700 - Na Se 5 mg/kg KG p.o. tiber 7 d +
DBTC 6 mg/kg KG i.v.
Ethanol / Glycerol
600 -
500 -
400 -
300
200 ~
100 ~
0 - -
2. Tag 7. Tag 14. Tag 28. Tag
Zeit nach Applikation

Diagramm 12: Serumkonzentration von ASAT nach Applikation von DBTC, Natriumselenit,
Natriumselenit Gber 7 Tage + DBTC und Ethanol / Glycerol
Mittelwert + Standardfehler des Mittelwertes; n= 6
* signifikanter Unterschied ( p < 0,05 ); Versuchsgruppe 1 verglichen mit Versuchsgruppe 3
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ALAT

U/l
300
Il DBTC 6 mg/kg KG i.v.
I Na Se 5 mg/kg KG p.o.
Na Se 5 mg/kg KG p.o. tber 7d +
250 - DBTC 6 mg/kg KG i.v.
Ethanol / Glycerol
200
150 +
100 -
50 ~
2. Tag 7. Tag 14. Tag 28. Tag
Zeit nach Applikation
Diagramm 13: Serumkonzentration von ALAT nach Applikation von DBTC, Natriumselenit,
Natriumselenit Gber 7 Tage + DBTC und Ethanol / Glycerol
Mittelwert + Standardfehler des Mittelwertes; n= 6
* signifikanter Unterschied ( p < 0,05 ); Versuchsgruppe 1 verglichen mit Versuchsgruppe 3
Malondialdehyd
umol/l
0,6
Il DBTC 6 mg/kg KG i.v.
I Na-Se 5 mg/kg KG p.o.
Na-Se 5 mg/kg KG p.o. tber 7 d + DBTC 6 mg/kg KG i.v.
0,5 Ethanol / Glycerol

1h 2h 4h 24 h

Zeit nach Applikation

Diagramm 14: Serumkonzentration von MDA nach Applikation von DBTC, Natriumselenit,
Natriumselenit Uber 7 Tage + DBTC und Ethanol / Glycerol
Mittelwert + Standardfehler des Mittelwertes; n= 6
* signifikanter Unterschied ( p < 0,05 ); Versuchsgruppe 1 verglichen mit Versuchsgruppe 3
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4. Diskussion

Die Pankreatitis ist mit einer Inzidenz von ca. 20 F&llen/100000 Einwohner/Jahr ein
haufiges Krankheitsbild im klinischen Alltag. Addiert man akute Schibe chronischer
Pankreatitiden hinzu, steigt die Inzidenz auf bis zu 40 Falle /100000 Einwohner/Jahr
(Buchler et al. 1996, 2004). Letalitatsraten von ca. 10 % verdeutlichen die
Notwendigkeit einer schnellen und gezielten therapeutischen Intervention. Essentiell
muss daher das Verstédndnis von der Pathogenese der Erkrankung sein, um die
Progression der Pankreatitis zu vermeiden beziehungsweise den Krankheitsverlauf
positiv zu beeinflussen.

Verschiedenste Arbeitsgruppen widmen sich daher seit Jahren dieser Thematik mit
dem Ziel, die pathogenetische Sequenz zu entschlisseln, welche die Basis fur die
Ausbildung der Pankreatitis darstellt. Hervorzuheben ist in Zusammenschau der
Ergebnisse, dass freie Sauerstoffradikale im Entstehungsprozess des Krankheitsbildes
eine entscheidende Rolle spielen (Sanfey et al. 1984, Braganza et al. 1988,
Schoenberg et al. 1992, Sweiry et al. 1996, Hardman et al. 2005). Darauf Bezug
nehmend wurde in klinischen Studien der Effekt von Substanzen gepruft, welche den
oxidativen Stress, getriggert durch freie Sauerstoffradikale, minimieren sollen. Die
Arbeitsgruppe um Kuklinski untersuchte den Einfluss von Natriumselenit als
Antioxidans bei Patienten mit akuter Pankreatitis mit dem Resultat signifikanter
Letalitdtssenkungen im Vergleich zur Kontrollgruppe (Kuklinski et al. 1991, 1992,
1995). Aufgrund kontrérer Ergebnisse bei vergleichbaren klinischen Studien, die
allenfalls einen geringen beziehungsweise keinen signifikanten therapeutischen Effekt
von Natriumselenit bei Patienten mit akuter Pankreatitis aufzeigen konnten (Stopinski
et al. 1994, Lindner et al. 2004), versucht die vorliegende Arbeit mit einem
experimentellen Versuchsansatz am Tiermodell die Relevanz und Effektivitat einer
Antioxidantientherapie mit Natriumselenit zu diskutieren.

Grundlage bildet ein tierexperimentelles Modell zur Induktion einer akuten sowie
chronischen  Pankreatitis  mittels  Applikation  der  Organozinnverbindung
Dibutylzinndichlorid, entwickelt und etabliert durch Merkord et al. (Merkord et al. 1997,
1998).



Diskussion 62

Unsere Ergebnisse zeigen auf, dass sich sowohl makroskopisch, mikroskopisch als
auch serochemisch durch DBTC in Abhangigkeit von der Zeit eine akute und
chronische Pankreatitis induzieren lasst. Makroskopisch bot sich mit zunehmender
Versuchsdauer ein Pankreaskopfédem, welches nach 14 Tagen Aspekte einer
beginnenden Fibrose aufwies. Nach 28 Tagen imponierte dann eine ausgedehnte
Pankreasfibrose als Korrelat einer chronischen Pankreatitis. Paraklinisch bestatigte
sich das pathomorphologische Bild der Entzindungsreaktion durch elevierte pankreas-
spezifische Enzymaktivitdten. Nach Induktion der Pankreatitis durch DBTC
detektierten wir gesteigerte Lipaseaktivititen mit Maxima am 2. und 7. Tag im
Vergleich zur Kontrollgruppe als Ausdruck der akuten Pankreasschadigung im
Rahmen der inflammatorischen Reaktion. Dies korreliert mit Ergebnissen vorheriger
Studien (Gorl et al. 2006 und 2007, Lemke et al. 2006).

Als Marker des oxidativen Stresses wurde Malondialdehyd im Serum bestimmt,
dessen Konzentrationssteigerung erhdhte Peroxidationsraten von Membran-
Phospholipidfettsduren durch freie Sauerstoffradikale widerspiegelt (Kuklinski et al.
1991, Stopinski et al. 1994, Wollschlager et al. 1997). Die MDA-Serumspiegel zeigten
sich nach Induktion einer Pankreatitis deutlich eleviert mit Maxima in der 1. und 2.
Stunde nach DBTC-Applikation, um dann regredient zu verlaufen und sich den
Serumspiegeln der Kontrollgruppe anzugleichen. Die erhdéhte Serumkonzentration
muss demzufolge Ausdruck einer gestérten Balance zwischen Oxidantien und
Antioxidantien im akuten Entzindungsprozess sein. Untersuchungen der
Arbeitsgruppe um Kuklinski et al. sowie Wollschlager et al. postulierten konforme
Ergebnisse, die die Hypothese, dass die akute Pankreatitis einer ,Free Radical
Disease” entspricht, bestatigen (Kuklinski et al. 1991, 1992, 1995, Wollschléger et al.
1997). Auch Studien an anderen tierexperimentellen Modellen zur Induktion einer
Pankreatitis zeigten eine gesteigerte Lipidperoxidation durch freie Sauerstoffradikale
auf, objektivierbar durch erhdéhte MDA-Serumkonzentrationen. Interessanterweise
wurden in diesen Untersuchungen maximale Serumspiegel von MDA erst 6-8 Stunden
(Nonaka et al. 1989 und 1990, Schoenberg et al. 1991) sowie 6 und 12 Stunden nach
Induktion einer Pankreatitis an der Ratte detektiert (Kowai et al. 1989).

Die von uns gemessenen frihen Anstiege des MDA im Serum, welche auch in
vorherigen Studien belegt wurden (Gorl et al. 2006 und 2007, Lemke et al. 2006),
kénnten im differenten tierexperimentellen Ansatz zur Induktion der Pankreatitis

begrindet sein.
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In den Versuchen von Nonaka, Schoenberg und Kowai erfolgte diese durch
intraperitoneale Cerulein-Applikation beziehungsweise durch Verschluss des Ductus
hepatopancreaticus. Aufgrund der von uns bevorzugten intravendsen DBTC-Injektion
kénnte das auslésende Agens schneller im Organismus anfluten und seine toxischen
Wirkungen entfalten. Damit waren die frihen MDA-Elevationen in den ersten zwei
Stunden nach Induktion einer Pankreatitis belegbar. Die Ergebnisse legen den Schluss
nahe, dass Sauerstoffradikale bereits in einem frihen Stadium der akuten Pankreatitis
freigesetzt werden. Trotzdem kann dies nicht die Frage beantworten, ob eine

vermehrte Lipidperoxidation Ausléser oder Auswirkung der akuten Pankreatitis ist.

Aufgrund dieser Forschungsergebnisse scheint eine Therapie mit Sauerstoff-Radikal
Scavengers zur Beeinflussung des oxidativen Stresses und dem damit in
Zusammenhang stehenden Pankreatitisverlauf sinnvoll. Erste diesbezigliche
Versuche begannen Braganza et al. durch Applikation von N-Acetylcystein bei
Patienten, die an akuter Pankreatitis erkrankten (Braganza et al. 1986). Uden et al.
priften eine antioxidative Therapie mittels einer Kombination aus Selen, Vitamin C,
Vitamin E und L-Methionin (Uden et al. 1989). Die Antioxidantientherapie hatte nach
Aussage der Autoren positive Effekte bezlglich der Schmerzauspradgung und
Verhinderung erneuter Schiibe einer Pankreatitis. Nachdem in den 90er Jahren
mehrere selenabhangige kérpereigene Enzyme entdeckt wurden (Behne et al. 1995,
Schrauzer 1998), mit der Glutathionperoxidase als wichtigstem Selenoprotein, dessen
Bedeutung als antioxidatives Enzym im Stoffwechsel bekannt war, erschien eine
Supplementation mit dem Spurenelement Selen ein Erfolg versprechender
Therapieansatz. Tatséchlich belegen mehrere Studien einen Zusammenhang
zwischen der gemessenen Serumselenkonzentration und der Glutathionperoxidase-
aktivitat. Hervorzuheben sind die Ergebnisse von Zelck et al. und Wollschlager et al.,
die durch Applikation von Selen erhdhte Enzymspiegel im Serum belegen konnten
(Zelck et al. 1993, Wollschlager et al. 1997). Weitere Arbeitsgruppen konnten diesen
Zusammenhang bereits in frlheren Studien bestdtigen (Thomson et al. 1982,
Johannson et al. 1988).

Dem gegeniber zeigten Siegers et al. in einer Korrelationsanalyse zwischen
Serumselenspiegeln und der Glutathionperoxidaseaktivitdt nur eine eingeschrankte

Abhangigkeit auf.
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Erst bei erniedrigten Ausgangsselenspiegeln im Serum bei Patienten mit akuter
Pankreatitis kann eine  Aktivitdtserhdhung der  Glutathionperoxidase im
Krankheitsverlauf  postuliert werden, wé&hrend im Bereich normwertiger
Basisselenspiegel (Plasmakonzentration > 30ug/l) eine ausreichende Aktivitdt der
selenabhéngigen Peroxidase bei Patienten mit akuter Pankreatitis messbar war
(Siegers et al. 1994).

Ausgehend von Studien, welche belegen konnten, dass bei Patienten mit akuter
Pankreatitis erniedrigte Serumselenspiegel gemessen wurden (Kuklinski et al. 1991,
Birk et al. 1995, Zimmermann et al. 2000), erfolgte an unserem tierexperimentellen
Modell nach Induktion einer Pankreatitis die Natriumselenit-Supplementierung. Zuvor
wurden in weiteren Versuchsgruppen die Auswirkungen alleiniger oraler
Natriumselenit-Applikationen an der Ratte untersucht. Verabreicht wurden Dosen von
0,3 mg/kg KG, 1,0 mg/kg KG und 5,0 mg/kg KG Uber einen Versuchszeitraum von 28
Tagen taglich oral Uber eine Schliindelsonde. Diese Ergebnisse zeigen auf, dass
weder makroskopisch noch mikroskopisch pathologische Befunde an Pankreas, Galle-
Pankreasgang, Leber, Nieren, Milz und Thymus der Ratte erhoben werden konnten.
Die entnommenen Organproben entsprechen nach pathomorphologischer Auswertung
denen der Kontrollgruppe und Kkorrelieren mit den Ergebnissen vorheriger Studien
(Gorl et al. 2006 und 2007, Lemke et al. 2006). Die gemessenen Enzymaktivitéten
lieRen im Vergleich zur Kontrollgruppe mitunter differente Aussagen zu. Wéhrend bei
den Pankreatitis-spezifischen Serummarkern (Amylase/Lipase) ahnliche
Aktivitatsniveaus vorgefunden wurden (Anhang, Tab. 1-2), detektierten wir bis zu 3
fach erhéhte Serumkonzentrationen der Alkalischen Phosphatase im Vergleich zur
Kontrollgruppe bei normwertigen Bilirubinspiegeln (Anhang, Tab. 3-4). Die
gemessenen elevierten AP-Aktivitdten kbnnen unseres Erachtens nur unzureichend in
Zusammenhang mit Natriumselenit-Applikationen gesehen werden, zumal in
Anbetracht der unauffalligen klinischen und pathomorphologischen Ergebnisse keine
Relevanz bezlglich toxischer Effekte aufzuzeigen war. Méglicherweise missen hierbei
praanalytische und analytische Fehler in Betracht gezogen werden.

Die Aktivitaten der Transaminasen waren vergleichbar mit denen der Kontrollgruppe
(Anhang, Tab. 5-6). Malondialdehyd, als Indikator des oxidativen Stresses, sowie
Hyaluronsdure als Parameter parenchymatéser Strukturdefekte bildeten sich
paraklinisch den Serumkonzentrationen der Kontrollgruppe entsprechend ab (Anhang,
Tab. 7-8).
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Infolge der dargestellten Ergebnisse kann postuliert werden, dass die alleinige
Natriumselenit-Applikation an der Ratte keine toxischen Wirkungen an den
untersuchten Organen entfaltet und bis auf eine Elevation der Alkalischen
Phosphatase keine Veranderungen der Enzymaktivitdten und Konzentrationen
pathobiochemischer Parameter im Vergleich zur Kontrollgruppe induziert.
Toxizitatsstudien am Menschen beschrieben Maximaldosen von 0,05 mg/kg KG als
orale Einmaldosis beziehungsweise 0,005 mg/kg KG als orale Aufnahme Uber einen
ldngeren Zeitraum als unbedenklich, um das Auftreten toxischer Wirkungen zu
vermeiden (Olseon et al. 1986). Weshalb bei Verabreichung relativ hoher Dosen in
unseren Versuchsanordnungen keine toxischen Wirkungen belegt wurden, kénnte zum
einen in zum Menschen divergenten pharmakokinetischen und pharmakodynamischen
Prozessen an der Ratte begriindet sein, zum anderen darin, dass bei zu hoher
Natriumselenit-Zufuhr dessen Metabolismus im Organismus der Ratte beschleunigt
werden kdnnte und vermehrt Di- oder Trimethylselenitverbindungen renal und tber die
Atemwege ausgeschieden werden. Kuklinski et al. bestatigen diese Vermutung bei
Natriumselenit-Supplementierung mit Dosen im Milligrammbereich im Rahmen
klinischer Studien (Kuklinski et al. 1995).

In Versuchsgruppe 3 der 1. Versuchsreihe priften wir daraufhin den Einfluss von
Natriumselenit in drei verschiedenen Dosierungen (0,3 mg/kg KG; 1,0 mg/kg KG; 5,0
mg/kg KG) auf die durch DBTC induzierte Pankreatitis an der Ratte. Makroskopisch
und mikroskopisch lie} sich eine deutlich milder verlaufende Entziindungsreaktion am
Pankreas, im Vergleich zu den allein mit DBTC behandelten Tieren, detektieren. Die
Dilatation des Galle-Pankreasganges imponierte gleichfalls weniger stark ausgepragt,
ebenso wie die Pathologien an den tGbrigen entnommenen Organen. Im Vergleich zur
Versuchsgruppe 1, in welcher DBTC allein injiziert wurde, lasst sich
pathomorphologisch  objektivieren, dass die Natriumselenit-Applikationen in
Abhéngigkeit von der Dosis unterschiedlich starke Effekte bewirken.

Dabei zeigten die Dosierungen von 0,3 mg/kg KG den geringsten Einfluss auf den
Verlauf der akuten beziehungsweise Ubergang in die chronische Pankreatitis, eine
orale tagliche Gabe von 5,0 mg/kg KG jedoch den wirkungsvolisten Effekt.
Paraklinisch spiegelten sich die makroskopischen und mikroskopischen Befunde
ebenfalls wider.

Die gemessenen Enzymkonzentrationen zeigten eine dosisabhangige

Aktivitatsreduktion auf, wobei eine Natriumselenit-Applikation von 5,0 mg/kg KG den
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ausgepragtesten Effekt auf die serochemischen Parameter der Pankreatitis, die
Cholestase und die Leberparenchymschadigungen erkennen lie3, abzulesen an
zumeist signifikanten Aktivitdts- und Konzentrationssenkungen der entsprechenden
pathobiochemischen Marker. Hervorzuheben ist hierbei die Auffalligkeit, dass die
signifikanten Aktivitatsreduktionen der Enzymsysteme mit einer Latenz von 2-7 Tagen
nach Induktion der Pankreatitis durch DBTC einsetzten. Ursachlich dafur kénnte die
Synthesedauer der selenabhéngigen Glutathionperoxidase sein, die auch durch
verschiedene Arbeitsgruppen diskutiert wurde (Kuklinski et al. 1992; Flohe 1997;
Zimmermann et al. 1997, 2000). Zelck et al. stellten in einer weiterfihrenden Studie
dar, dass die maximale Aktivitdt der Glutathionperoxidase erst am dritten Tag nach
Initierung einer Selentherapie gemessen wurde (Zelck et al. 1993). Diese Hypothese
wurde durch nachfolgende Untersuchungen von Kuklinski bestatigt (Kuklinski et al.
1995). Diskutabel erscheint, dass 10% der Glutathionperoxidasekapazitat
selenunabhangig ist (Siegers et al. 1994) und fur die initial nur tendenziell erniedrigten
Enzymkonzentrationen im Serum verantwortlich sein kénnte, bis die selenabhangige
Peroxidaseaktivitat inr Maximum erreicht. Dieser Effekt muss aber als nur geringgradig
die Enzymaktivitdt beeinflussend eingestuft werden, so dass zuséatzliche
Einflussfaktoren bestehen missen. Wie bereits erwadhnt, besteht aufgrund einer
Imbalance des Oxidantien- und Antioxidantienstatus im Organismus im Rahmen einer
akuten Pankreatitis erhoéhter oxidativer Stress, welchen wir in unseren
Untersuchungen  anhand  ausgelenkter = Malondialdehydkonzentrationen  bei
Versuchstieren, die mit DBTC behandelt wurden, nachwiesen. Bereits 2 und 4
Stunden nach Induktion der Pankreatitis wiesen wir einen signifikanten Abfall des MDA
bei den Tieren nach, die begleitend mit Natriumselenit supplementiert wurden.
Demzufolge muss ein antioxidativer Soforteffekt von Selen ausgehen, da das
Aktivitdtsmaximum der selenabhangigen Glutathionperoxidase, wie bereits ausgefiihrt,
frihestens nach 3 Tagen erreicht wird. Diesbeziglich diskutiert werden
Beeinflussungen von Membranpotentialen und membranésen lonenflissen, die durch
Selen moduliert werden (Kuklinski et al. 1991, 1992).

Die Peroxidation von Membranfettsduren ist Anlass flir eine Phospholipase A;-
Aktivierung (Burton et al. 1990, Alfthan et al. 1991) und einen Anstieg des

intrazellularen freien Calciums.
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Ursachen sind radikal- und MDA-induzierte Membranschadigungen, Calium-ATPasen-
Insuffizienzen sowie Aktivierungen intrazelluldrer second-messenger-Systeme (Leslie
et al. 1990).

Die Arbeitsgruppe von Kuklinski zeigte auf, dass nach Erstinjektion von Selen ein
rascher Calciumanstieg im Serum messbar war (Kuklinski et al. 1991). Das lasst den
Schluss zu, dass eine seleninduzierte Inhibierung der Phospholipase Aj-Aktivitat
und/oder des intrazelluldren Calciumeinstroms als Selensoforteffekt erwogen werden
muss und damit der frihe Verlauf der akuten Pankreatitis positiv beeinflusst werden
kénnte (Kuklinski et al. 1991).

Ein weiterer grundsatzlicher Mechanismus in der Beeinflussung der inflammatorischen
Reaktion scheint aullerdem die seleninduzierte Aktivierung beziehungsweise
Inhibierung redoxsensitiver Transkriptionsfaktoren zu sein, der unabhangig von der
Glutathionperoxidase und einem Selen-Soforteffekt inflammatorische Reaktionen mit
erhdhtem oxidativen Stress reguliert. In verschiedenen Untersuchungen lie} sich ein
Effekt des Selens auf molekularer Ebene bestatigen (Zimmermann et al. 1997 und
2000, Forceville et al. 1999). Dabei inhibiert Selen den redoxsensitiven
Transkriptionsfaktor NF-kB und im Zuge dessen die Synthese proinflammatorischer
Zytokine, welche eine Entzindungsreaktion unterhalten wirden. Folglich werden die
durch freie Sauerstoffradikale induzierten Wirkungen minimiert. Widerspruchlich
erscheint, dass Selen einen weiteren Transkriptionsfaktor, AP-1, aktiviert und somit
auch proinflammatorische Effekte austbt. Von entscheidender Bedeutung ist das
Redoxgleichgewicht in der Zelle.

Uberwiegt die AP-1-Aktivitat, induziert durch Selen, folgt daraufhin eine geringgradig
ausgepragte Entzindungsreaktion im Organismus, wéhrend eine hohe NF-kB-Aktivitat
eine massive inflammatorische Antwort des Organismus nach sich ziehen wirde. Eine
Natriumselenit-Supplementierung wirkt demzufolge einer ausgepragten
Entztndungsreaktion durch Hemmung von NF-kB und Aktivierung von AP-1 entgegen
(Zimmermann et al. 1997 und 2000, Forceville 1999).

Als zusatzlicher seleninduzierter Wirkungsmechanismus in Bezug auf den Verlauf der
DBTC induzierten Pankreatitis kénnte die beschleunigte Eliminierung der auslésenden
toxischen Substanz (DBTC) in Betracht gezogen werden. Diesbeziglich fihrten wir
Exkretionsstudien durch, welche die Messung des Zinns, als Komponente des DBTC,
zum Inhalt hatten. In Auswertung der Ergebnisse konnten in der Kombinationsgruppe

(DBTC + Natriumselenit) im Vergleich zur Versuchsgruppe, die allein mit DBTC
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behandelt wurde, tendenziell héhere Zinnkonzentrationen in der Galle Uber den
gesamten Beobachtungszeitraum bis zu 28 Tagen nach DBTC-Applikation eruiert
werden. (Anhang, Tab. 9-10). Auch die gemessenen Zinnkonzentrationen im Urin
zeigen auf, dass die Quantitdt der Zinnexkretion in der Versuchsgruppe, in denen
Tieren nach DBTC-Injektion Natriumselenit appliziert wurde, Uber den vollstandigen
Zeitraum der Messung im Vergleich zur DBTC-Gruppe zunimmt (Anhang, Tab. 10). In
den gewonnenen Organproben stellten sich heterogene Messergebnisse dar.
Wahrend im Pankreas 4 Stunden nach DBTC- und Natriumselenit-Applikation
tendenziell erniedrigte Zinnkonzentrationen nachweisbar waren, detektierten wir vor
allem in der Leber stark erhdhte Zinnwerte nahezu bei allen Messpunkten im
Versuchsablauf (Anhang, Tab. 10). Diese Ergebnisse lassen den Schluss zu, dass
Selen moglicherweise die Eliminierung von DBTC, sowohl Uber die bilidre als auch die
renale Exkretion, férdert. Damit kédnnten die toxischen Wirkungen von DBTC auf die
Entwicklung der akuten Pankreatitis reduziert werden. Die erniedrigten
Zinnkonzentrationen im Pankreas, 4 Stunden nach DBTC- und Natriumselenit-
Applikation im Vergleich zur DBTC-Gruppe, unterstreichen diese Vermutung.
Diskutabel erscheinen diese Ergebnisse in Anbetracht vorheriger Studien, die
signifikant gesenkte Zinnwerte in der Galle, bevorzugt in den ersten Stunden nach
Applikation von DBTC und Natriumselenit, nachwiesen (Lemke et al. 2006).

Dies wurde auf eine mogliche Komplexbildung zwischen Selen und DBTC
zurtickgefihrt, die Uber die Atomabsorptionsspektrometrie messtechnisch nicht erfasst
werden koénnte. Ursachlich fir die kontrdre Datenlage kann zum einen die geringe
Anzahl an Versuchstieren sein, zum anderen sollte auch die unterschiedliche
Bioverfugbarkeit der im Versuchsaufbau der Studie von Lemke et al. bevorzugten
intravendsen Selensupplementierung im Vergleich zur oralen Applikation von Selen in
dieser Arbeit bericksichtigt werden. Trotzdem stiitzen die Ergebnisse die Hypothese,
dass die Eliminierung von DBTC durch Selen beschleunigt werden kdnnte.
Unterstrichen wird diese Vermutung durch mehrere Studien, die herausstellten, dass
Selen als Antidot bei Intoxikationen mit Quecksilber genutzt werden kénnte, da durch
Interaktionen zwischen diesen Substanzen Komplexe entstehen, die zu einer
gesteigerten Elimination des Quecksilbers fuhren (Potter et al. 1977, Schrauzer 1990,
Wu et al. 1990). Diesbezuglich waren weiterfihrende Studien zum Einfluss von Selen

auf eine mdgliche Reduktion toxischer Effekte des DBTC sinnvoll.
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Zusammenfassend kann in Anbetracht unserer Ergebnisse ein Soforteffekt des Selens
belegt und die anhaltende Beeinflussung des Verlaufes der DBTC induzierten akuten
Pankreatitis an der Ratte sowohl auf die selenabhangige Glutathionperoxidaseaktivitat
als auch auf die Modulierung redoxsensitiver Transkriptionsfaktoren zurtickgefuhrt
werden. Moglicherweise spielt zusatzlich auch die gesteigerte Eliminierung der
auslésenden toxischen Substanz durch Selen eine entscheidende Rolle. Letztlich
minden alle selenabhangigen Effekte in der Reduktion oxidativen Stresses und somit
in einer weniger stark ausgepragten Verlaufsform der akuten Pankreatitis respektive
Minimierung der Progression in eine Chronifizierung. Der Ubergang in eine chronische
Pankreatitis wird durch Selen aufgrund der zuvor beschriebenen Effekte entscheidend
beeinflusst, ersichtlich an den makroskopischen und histologischen Befunden sowie
der paraklinischen Kinetik mit signifikanten Konzentrations- und Aktivitdtssenkungen
der evaluierten pathobiochemischen Parameter.

Herauszustellen ist aul’erdem die Uber den gesamten Beobachtungszeitraum
signifikant gesenkte Hyaluronsaurekonzentration unter Natriumselenit-
Supplementierung. Als Indikator membrandser Strukturdefekte lasst eine Elevation
dieses Mucopolysaccharids auf eine Bindegewebsvermehrung schlielen (Johnsson
et al. 2000, Liao et al. 2005).

In Anbetracht der durch Selen beobachteten Konzentrationssenkungen kann folglich
eine Reduktion von Zellstrukturdefekten sowie Minimierung von Fibrosierungen
unterstellt werden. Dies unterstreicht die Annahme, dass das Risiko der Konversion
einer akuten Pankreatitis in die chronische Form deutlich herabgesetzt ist. Diese
Ergebnisse und Schlussfolgerungen korrelieren mit anderen Studien, die belegen
konnten, dass durch eine antioxidative Therapie mittels Natriumselenit die Entstehung
und Progression einer chronischen Pankreatitis positiv beeinflusst wird (McCloy 1998,
de las Heras-Castano et al. 2005, Kirk et al. 2006).

Klinische Studien wiesen nach, dass durch Selensupplementierung im Rahmen einer
akuten Pankreatitis eine Letalitdtssenkung (Kuklinski et al. 1992, Zimmermann et al.
2000) beziehungsweise leichtere Verlaufsformen mit geringerem Anteil neu
entwickelter Komplikationen resultierte (Wollschlager et al. 1997, Lindner et al. 2004).
Auffallend waren bei nahezu allen Patienten initial erniedrigte Selenserum-
konzentrationen (Kuklinski et al. 1991, Zimmermann et al. 2000). Dies l&sst in

Anbetracht unserer vorherigen Ergebnisse den Schluss zu, dass eine prophylaktische
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Verabreichung von Selen die Entstehung und Progression einer Pankreatitis glinstig
beeinflussen kénnte. Daher untersuchten wir in einer zweiten Versuchsreihe den Effekt
einer Natriumselenit-Applikation, die 7 Tage vor Induktion einer Pankreatitis durch
DBTC initiiert wurde. Die pathomorphologischen Ergebnisse zeigen auf, dass durch
eine prophylaktische Selenapplikation im Vergleich zur DBTC-Gruppe eine weitaus
weniger starke Entzindungsreaktion im Pankreas imponierte. Verglichen mit der
ersten Versuchsreihe, in welcher die Versuchstiere Natriumselenit erst nach Induktion
einer Pankreatitis erhielten, konnten keine gravierenden Unterschiede nachgewiesen
werden. Tendenziell waren in der ersten Versuchsreihe in den ersten 7 Tagen
makroskopisch marginale Vorteile in Bezug auf die Auspragung der inflammatorischen
Reaktion am Pankreas detektierbar. Die Paraklinik unterstreicht die gewonnenen
pathomorphologischen Ergebnisse.

Als Pankreatitis-spezifischer Marker stellte sich die Aktivitdt der Lipase durch
prophylaktische Natriumselenit-Applikationen im Vergleich zur DBTC-Gruppe ebenfalls
signifikant reduziert dar und auf &hnlichem Niveau wie die Aktivitdten der Lipase in der
ersten Versuchsreihe (Anhang, Tab. 11).

Bemerkenswert erscheinen die signifikant gesenkten Serumaktivitdten der AP und der
Bilirubinkonzentration durch Selen als Zeichen verminderter Cholestase (Anhang, Tab.
12-13). Diese Reduktionen waren in der ersten Versuchsreihe nicht eindeutig
belegbar. Weiterhin hervorzuheben sind die signifikanten MDA-Senkungen 2, 4 und 24
h nach DBTC-Injektion (Anhang, Tab. 16). Verglichen mit der ersten Versuchsreihe
scheint Selen, prophylaktisch appliziert, friher im Versuchsablauf und prolongiert den
oxidativen Stress zu minimieren. Die Hypothese von Lindner et al., dass eine
Selensubstitution als therapeutische Intervention bei der Pankreatitis zu spét
eingesetzt wird um den pathophysiologischen Prozess adaquat zu beeinflussen
(Lindner et al. 2004), kann in Anbetracht unserer Ergebnisse nicht untermauert
werden. Verglichen mit einer therapeutischen Applikation von Natriumselenit nach
Induktion einer Pankreatitis kénnen im Rahmen prophylaktischer Natriumselenit-
Gaben nur diskret differente Effekte anhand unserer Ergebnisse aufgezeigt werden.
Weder in der Auspragung der akuten Pankreatitis noch in der Transformation in die
chronische Verlaufsform wirkte sich eine zeitversetzte Selensubstitution entscheidend
aus. Dabei gehen wir in beiden Versuchsansatzen in Zusammenschau der Resultate
von denselben seleninduzierten Effekten aus, die zuvor beschrieben wurden.

Allerdings scheint die antioxidative Wirkung des Selens bei einer prophylaktischen
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Applikation deutlich l&dnger anhaltend zu sein, was die bis zu 24 Stunden nach
Induktion einer akuten Pankreatitis gemessenen, signifikant reduzierten MDA-
Konzentrationen unterstreichen. Mdglicherweise ist dieser Effekt in einer friher
einsetzenden Synthese der selenabhédngigen Glutathionperoxidase begriindbar, so
dass deren volle Funktionskapazitat bereits in der Initialphase der akuten Pankreatitis
eine Reduktion des oxidativen Stresses bewirkt. Demzufolge wéare eine
Supplementierung mit Selen bei Patienten, die zu rezidivierenden Schiben
chronischer Pankreatitiden neigen beziehungsweise einem erhdéhten Risiko
unterliegen, eine akute Pankreatitis zu entwickeln, anhand der aufgezeigten
Ergebnisse und Schlussfolgerungen sinnvoll.

Die Arbeitsgruppe um Kuklinski zeigte in einer Korrelationsanalyse stark erniedrigte
Serumselenkonzentrationen und erhdhte MDA-Spiegel bei Patienten mit
regelmaligem Alkoholkonsum als Ausdruck einer Oxidantien-Antioxidantien-
Dysbalance (Kuklinski et al. 1991 und 1992).

Aufgrund der Tatsache, dass chronischer Alkoholabusus einer der hé&ufigsten
Ursachen fir die Entstehung einer Pankreatitis ist, wére beispielsweise in dieser
Risikogruppe eine  prophylaktische  Selensubstitution indiziert, um die
Serumselenspiegel anzuheben und oxidativen Stress zu minimieren.

Belegt wurde auch eine selektive Anreicherung von Selen im Pankreasgewebe,
welche einen héheren Wirkungsgrad der prophylaktischen Natriumselenit-Therapie
unterstreichen durfte (Zelck et al. 1993). Letztlich kédnnten so eventuell die Inzidenz
und Letalitdt von Pankreatitiden verringert werden. Als potentielle Indikation einer
praventiven Selensubstitution sind diagnostische oder therapeutische Interventionen
erwdhnenswert, wie zum Beispiel eine endoskopisch retrograde
Cholangiopankreatikographie (ERCP). Eine Studie von Wollschlager et al. konnte
unter dieser Annahme bei Patienten, die einer ERCP zugefiihrt wurden, jedoch keinen
Nutzen einer Pravention mit Natriumselenit belegen. Mdglicherweise wird die
antioxidative Kapazitédt der Patienten durch die Auswirkungen der ERCP nicht
Uberschritten (Wollschlager et al. 1999). Aufgrund der nur geringen Patientenzahlen
sollten die Ergebnisse kritisch gesehen werden und sich weiterfiihrende klinische
Studien anschlieRen.

AnknUpfungspunkte zum weiteren Einsatz von Selen kénnten auler der Pankreatitis
andere durch inflammatorische Reaktionen getriggerte Krankheitsbilder sein, welche

sich pathogenetisch mit erhéhtem oxidativen Stress assoziieren lassen (Angstwurm et
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al. 1999 und 2007). So deklarierte die Arbeitsgruppe um Wenzel et al. die
alkoholtoxische Hepatitis als ,Free Radical Disease” und wies unter einer
Antioxidantientherapie mit Selen gesenkte MDA-Spiegel nach, die als Ausdruck
verminderten oxidativen Stresses gewertet wurden. Ebenfalls stellte sich unter
Selensupplementierung eine Normalisierung der paraklinischen Parameter Bilirubin,
Ammoniak und der alkaklischen Phosphatase ein (Wenzel et al. 1993). Diese Daten
lassen sich anhand unserer Ergebnisse nachvollziehen. Die durch DBTC-Injektion
induzierte Leberparenchymschédigung, welche Uber den Beobachtungszeitraum
letztlich in eine Zirrhose mindet, lie® sich durch Natriumselenit-Applikationen
unterbinden. Ersichtlich war dies sowohl anhand der pathomorphologischen
Auswertungen der entnommenen Organe, als auch in Anbetracht der paraklinischen
Messwerte, die unter Selensubstitution signifikante Aktivitdtssenkungen der
Transaminasen Uber den gesamten Versuchszeitraum erfuhren.

Im Vordergrund der derzeitigen Anwendung des Selens steht der klinische Einsatz in
der Intensivmedizin bei Sepsispatienten. Mehrere Arbeitsgruppen stellten heraus, dass
eine antioxidative Therapie mit Selen effizient und kostenginstig ist. Zimmermann et
al. konnten unter diesem Therapieregime im Rahmen der Dresdner Sepsisstudie eine
drastische Reduzierung der 28-Tage-Letalitdt von 40% auf 15% bei Patienten mit
SIRS und Sepsis aufzeigen. Dieser Effekt wurde auf eine signifikante Hemmung der
inflammatorischen Reaktion zuriickgefuhrt (Zimmermann et al. 1997 und 2000). Wie
auch bei Pankreatitis-Patienten zeigten sich bei diesem Patientengut initial erniedrigte
Serumselenspiegel und eine verminderte Glutathionperoxidaseaktivitat, welche sich
unter Natriumselenit-Supplementierung normalisierten (Gartner et al. 1997,
Zimmermann et al. 2000, Sakr et al. 2007). Auch neuere Studienergebnisse bestatigen
den positiven Effekt einer antioxidativen Therapie mit Selen. Sowohl Mortalitat als
auch Letalitdt konnten bei SIRS/Sepsis-Patienten reduziert werden (Angstwurm et al.
2007, Berger et al. 2007).

Zusammenfassend kann sowohl durch unsere tierexperimentelle Ergebnisse als auch
anhand klinischer Studien der Effekt einer Natriumselenit-Substitution bei
inflammatorischen Reaktionen, wie der Pankreatitis oder SIRS und Sepsis, belegt
werden. Trotzdem sollte eine antioxidative Therapie nicht unkritisch erfolgen,
wlnschenswert waren weitere experimentelle und Kklinische Studien hinsichtlich
Toxizitat, Dosisfindung und Wirkungsmechanismus sowie die Fokussierung auf

weitere Krankheitsbilder, die einer Selentherapie zuganglich gemacht werden kénnten.



Zusammenfassung 73

5. Zusammenfassung

Seit Anfang der 90er Jahre wird ein Zusammenhang zwischen der Induktion der
Pankreatitis und einer Imbalance des antioxidativen Schutzsystems des Organismus
gesehen, welcher in vielfaltigen klinischen Studien untersucht wurde. Als einer der
ersten Autoren beschrieb Kuklinski et al. die akute Pankreatitis als eine ,Free Radical
Disease®, die aufgrund erhdhten oxidativen Stresses durch vermehrten Anfall freier
Sauerstoffradikale die antioxidative Kapazitdt des Organismus Uberschreitet. Der Autor
verwies auf eine Antioxidantientherapie mit Natriumselenit mit dem Ergebnis einer
deutlichen Reduktion der Letalitatsraten bei Patienten mit akuter Pankreatitis
unterschiedlichster Genese (Kuklinski et al. 1991, 1992, 1995).

Das Spurenelement Selen, das die Aktivitdt der Glutathionperoxidase als
Redoxsystem der Zelle entscheidend zu beeinflussen vermag, wurde daraufhin durch
zahlreiche Arbeitsgruppen hinsichtlich der therapeutischen Effektivitdt untersucht. Bei
verminderten Serumselenspiegeln und einer reduzierten Glutathionperoxidaseaktivitat
in der Initialphase inflammatorischer Reaktionen, wie zum Beispiel der akuten
Pankreatitis, konnte sowohl durch teilweise signifikante Senkung des Malondialdehyd
(MDA), als Indikator oxidativen Stresses, als auch vermehrte Synthetisierung der
Glutathionperoxidase durch Selen dessen therapeutisches Potenzial als Antioxidans

herausgestellt werden.

Mit vorliegender Arbeit soll in tierexperimentellen Versuchen der Einfluss von Selen
auf die Entwicklung und den Verlauf akuter und chronischer Pankreatitiden an Ratten
untersucht werden. Dazu wurde mittels der Organozinnverbindung Dibutylzinndichlorid
(DBTC) eine akute beziehungsweise chronische Pankreatitis an der Ratte durch
einmalige intravenése Applikation von 6 mg/kg KG DBTC induziert.

Auf Grund einer direkten Zytotoxizitdt resultiert eine Schadigung der
Pankreasazinuszellen sowie im Rahmen der bilidren Exkretion des DBTC eine
Nekrose der Gallengangsepithelien mit Entstehung von Zelldebris und konsekutiver
Cholestase mit DBTC-haltigem Gallereflux in Pankreas und Leber. Beide
Pathomechanismen bedingen eine akute interstitielle Pankreatitis an der Ratte, die
ohne therapeutische Intervention chronifizieren kann. Sowohl makroskopisch als auch

histologisch war bereits 4 Tage nach DBTC-Applikation eine akute Pankreatitis
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belegbar, die im Verlauf von 3-4 Wochen chronifizierte. Serochemische
Untersuchungen bestatigten die inflammatorischen Reaktionen am Pankreas. Messbar
waren erhéhte Enzymaktivitdten der Amylase und Lipase als Ausdruck der akuten
Pankreatitis. Elevierte Aktivitdten von Transaminasen und AP sowie erhéhte
Serumkonzentrationen des Bilirubins werteten wir als Kennzeichen einer Cholestase
und Leberparenchymschadigung. Erhéhte Malondialdehydserumspiegel dienten als
Indikator oxidativen Stresses, eine Elevation der Hyaluronséurekonzentration im
Serum deuteten wir als Korrelat einer Chronifizierung der DBTC-Pankreatitis an der
Ratte.

Um den Einfluss wiederholter therapeutischer oraler Natriumselenit-Applikationen zu
untersuchen, verabreichten wir in 3 Versuchsgruppen (DBTC + Natriumselenit) nach
Induktion einer DBTC-Pankreatitis Natriumselenit in verschiedenen Dosierungen (0,3
mg/kg KG, 1,0 mg/kg KG und 5,0 mg/kg KG p.o.). Als Vergleichsgruppe dienten
Versuchstiere, denen Natriumselenit allein und in gleicher Dosierung wie in den
Kombinationsgruppen (DBTC + Natriumselenit) appliziert wurde. Eine Kontrollgruppe
erhielt ein L&sungsgemisch aus Ethanol und Glycerol. Der Zeitraum des

tierexperimentellen Versuches war auf 28 Tage begrenzt.

Die Resultate dieser Untersuchungen stellen heraus, dass eine Natriumselenit-
Applikation in Abh&ngigkeit von der Dosis signifikante Reduktionen Kklinischer,
paraklinischer und pathomorphologischer Parameter der akuten und chronischen
DBTC induzierten Pankreatitis an der Ratte hervorruft.

Eine tagliche therapeutische orale Applikation von 0,3 mg/kg KG Natriumselenit zeigte
dabei den geringsten Effekt auf die Reduktion der pathobiochemischen Parameter. Die
Lipaseaktivitat wurde am 28. Tag nach Versuchsbeginn signifikant reduziert, die
Transaminasen sowie Bilirubin nahezu Gber den gesamten Beobachtungszeitraum.
Ebenso war eine signifikante Senkung der Chronifizierungsrate der akuten Pankreatitis
belegbar, die anhand der Reduktion der Hyaluronsdurekonzentrationen im Serum
postuliert werden kann. Makroskopisch und histologisch bot sich nur eine diskrete
Verringerung des Schweregrades der DBTC-Pankreatitis.

Bei Gabe von 1,0 mg/kg KG Natriumselenit taglich p.o. konnten teilweise tendenziell
aber auch teilweise signifikant gesenkte pathobiochemische Parameter gemessen

werden. Makroskopisch und mikroskopisch stellte sich eine milder verlaufende
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Pankreatitis dar, verglichen mit den Versuchstieren, die allein mit DBTC behandelt
wurden und der Kombinationsgruppe, der DBTC und 0,3 mg/kg KG Natriumselenit
verabreicht wurde.

Den starksten Effekt auf die DBTC-Pankreatitis zeigte eine orale Natriumselenit-
Applikation von 5,0 mg/kg KG. Sowohl histologisch als auch makroskopisch waren nur
marginale inflammatorische Reaktionen am Pankreas objektivierbar, eine
Chronifizierung konnte nicht beobachtet werden. Alle pathobiochemischen Parameter
wurden nahezu Uber den gesamten Versuchszeitraum signifikant reduziert gemessen.
Die Lipaseaktivitdt wurde 2, 7, 14 und 28 Tage nach Induktion einer Pankreatitis
signifikant gesenkt, Bilirubinkonzentrationen und Transaminasenaktivitidten Gber den
gesamten Versuchszeitraum. Signifikant reduzierte Malondialdehydserumspiegel nach
2 und 4 h werteten wir als Ausdruck verminderten oxidativen Stresses in der

Induktionsphase der akuten Pankreatitis nach DBTC-Applikation.

In Folge dieser Resultate gingen wir in einer weiterfihrenden tierexperimentellen
Versuchsreihe der Frage nach, ob eine prophylaktische Natriumselenit-Applikation
Uber 7 Tage mit nachfolgender Induktion einer Pankreatitis durch DBTC gleichwertige
Effekte verursacht. Dies ware zum Beispiel bei elektiven Interventionen wie einer
ERCP oder bei Patienten, die einem hohem oxidativen Stress ausgesetzt sind, zum
Beispiel im Rahmen chronischer Pankreatitiden mit Neigung zu rezidivierenden akuten
Schiben, von Bedeutung.

In unserem Versuchsansatz erhielten Ratten Uber 7 Tage Natriumselenit taglich in
einer Dosierung von 5,0 mg/kg KG oral. Am 7. Tag induzierten wir eine akute
Pankreatitis durch einmalige intravendse Applikation von 6 mg/kg KG DBTC. Von
diesem Tag an betrug der Versuchszeitraum 28 Tage. Zur Evaluierung der
Pankreatitis bedienten wir uns der gleichen Methodik wie in der vorangegangenen
Versuchsreihe.

Im Ergebnis der Versuche lieRen sich in der makroskopischen und histologischen
Aufarbeitung nur diskrete Pathologien an den praparierten Organen der Versuchstiere,
die prophylaktisch Natriumselenit und anschlie®end DBTC erhielten, erkennen.

Im Gegensatz zu allein mit DBTC behandelten Tieren verhinderte eine prophylaktische
Natriumselenit-Supplementierung den schweren Verlauf der akuten DBTC-Pankreatitis
an der Ratte und verringerte das Risiko der Konversion in die chronische Verlaufsform.

Die pathobiochemischen Parameter verdeutlichen diese Aussagen. Die Pankreatitis-
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spezifische Lipaseaktivitat wurde zu allen Messzeitpunkten in der Kombinationsgruppe
(Natriumselenit + DBTC) nach 1, 2 und 7 Tagen signifikant gesenkt, verglichen mit der
DBTC-Gruppe. Ebenfalls die Cholestaseparameter wurden positiv beeinflusst. Die
Bilirubinkonzentrationen wurden (ber den gesamten Versuchszeitraum signifikant
gesenkt, die Aktivitat der Alkalischen Phosphatase 7, 14 und 28 Tage nach DBTC-
Injektion. Eine ausgepragte Leberparenchymschadigung konnte gleichfalls durch
prophylaktische Natriumselenit-Applikationen vermieden werden, belegbar durch
signifikant reduzierte Transaminasenaktivitdten Gber den gesamten Versuchszeitraum.
Als Zeichen verminderten oxidativen Stresses stellten sich signifikant erniedrigte

Serumkonzentrationen des Malondialdehyd 2, 4 und 24 h nach DBTC-Applikation dar.

Im Vergleich zur therapeutischen Verabreichung von Natriumselenit nach DBTC-
Applikation erscheint die prophylaktische Natriumselenit-Applikation
pathomorphologisch ebenso effektiv. Die signifikant gesenkten Serumkonzentrationen
von Bilirubin und Malondialdehyd sowie die reduzierte Aktivitdt der Lipase konnten
jedoch friher im Versuchsablauf nachgewiesen werden. Damit kénnte die Entstehung
und Chronifizierung der DBTC-Pankreatitis an der Ratte durch prophylaktische Selen-
gaben bereits in ihrer Initialphase positiv beeinflusst werden. Somit kann ein Vorteil der
prophylaktischen  Natriumselenit-Applikation gegeniber der Selengabe nach

Auslésung der DBTC-Pankreatitis postuliert werden.

Von Bedeutung sind die verschiedenen Wirkungsmechanismen, die diese Effekte
begriinden. Zum einen induziert Selen die Neusynthese der Glutathionperoxidase und
stimuliert deren Aktivitdt, sodass das antioxidative Potential der Zellen im Organismus
zunimmt. Infolgedessen koénnte die durch freie Sauerstoffradikale getriggerte
inflammatorische Reaktion abgemildert werden. Ein anderer Wirkungsansatz erklart
sich aus molekulargenetischer Sicht. Durch die Supplementierung mit Natriumselenit
werden redoxsensitive Transkriptionsfaktoren beeinflusst, die eine Synthese pro- und
antiinflammatorischer Enzyme katalysieren und nachfolgende Entziindungskaskaden
inhibieren. Weiterhin kristallisierte sich in unseren Studien heraus, dass die Exkretion
des DBTC als Induktor der Pankreatitis entscheidend durch Selen verandert werden
kénnte. Durch Interaktion beider Substanzen scheint die Elimination des toxischen

Agens beschleunigt, so dass dessen Toxizitat minimiert wird. Diese Hypothese wird
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durch erhdhte Zinnkonzentrationen in Galle und Urin der Versuchstiere nach Selen-

Applikation gestutzt.

Wie neuere Studienergebnisse bestatigen, ware eine Therapie mit Selen auch bei
anderen Krankheitsbildern denkbar. Sowohl Mortalitdt als auch Letalitdt konnten
beispielsweise bei SIRS- und Sepsis-Patienten durch eine Natriumselenit-Applikation
reduziert werden (Angstwurm et al. 2007, Berger et al. 2007).

In Anbetracht der Resultate unterstreicht vorliegende Arbeit die Notwendigkeit
weiterfUhrender klinischer Studien, um die durch zahlreiche Publikationen und unsere
tierexperimentellen Versuche belegte Effektivitdt einer antioxidativen Therapie mit
Natriumselenit am Patienten zu sichern. Im Ausblick kédnnte sich die Verwendung des
Spurenelements Selen auch in weiteren Bereichen der medizinischen Therapie
durchsetzen. Die kontrovers diskutierten Veréffentlichungen zum Thema ,Free Radical

Disease” belegen das Interesse an der Erschliellung neuer Therapieoptionen.
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6. Anhanq

Tabellen

Versuchsreihe 1

Amylase (U/l)

Versuchsgruppe Applikation Zeit nach Applikation
1d 2d 7d 14d 28d
1
DBTC 6 mg/kg KG i.v. 2306,5 + 35175+ 3066,0 + 28245 + 3087,0 +
2255 227,6 493,2 4074 371,7
2
a) | Na-Se 0,3 mg/kg KG p.o. | 3153,5+ 3146,5 + 3556,0 + 3048,5 + 24885 +
61,0 123,1 158,3 64,3 144,8
b) | Na-Se 1 mg/kg KG p.o. 2957,8 + 4196,5 + 3787,0 + 32445 + 3542,0 +
139,5 235,8 295,5 245,2 195,8
c) | Na-Se 5 mg/kg KG p.o. 2798,0 + 2716,8 + 29475 + 2876,8 + 3069,8 +
85,0 77,6 33,1 133,2 254
3
a) | DBTC 6 mg/kg KG i.v. + 22155+ 3395,0 + 3405,5 + 2838,5 + 1916,3 +
Na-Se 0,3 mg/kg KG p.o. 125,3 193,3 162,5 175,7 376,9
b) | DBTC 6 mg/kg KG i.v. + 26425 + 3556,0 + 2964,5 + 31745 3192,0 +
Na-Se 1 mg/kg KG p.o. 171,0 179,0 149,8 173,2 55,6
c) | DBTC 6 mg/kg KG i.v. + 10598,2+ | 7368,3 5192,3 + 3500,5 + 2487,3 +
Na-Se 5 mg/kg KG p.o. 9029,2 4605,2 2590,8 1139,7 298,5
4
Ethanol / Glycerol 29125+ 2874,0 £ 2916,7 £ 3576,0 £ 3668,5 £
86,8 58,1 59,0 161,1 133,1
Tabelle 1:

Serumkonzentration von Amylase nach Applikation von DBTC, Natriumselenit, DBTC + Natriumselenit
und Ethanol / Glycerol

Mittelwert + Standardfehler des Mittelwertes; n= 6

* signifikanter Unterschied ( p < 0,05 ); Versuchsgruppe 1 verglichen mit Versuchsgruppe 3
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Lipase (U/l
Versuchsgruppe Applikation Zeit nach Applikation
1d 2d 7d 14d 28d
1
DBTC 6 mg/kg KG i.v. 89,7 + 4486 + 488,5 + 78,9+ 272
28,4 113,8 200,2 26,1 5,3
2
a) | Na-Se 0,3 mg/kg KG p.o. | 10,0+11 9,8+0,6 8,3+0,2 88+0,3 | 94+13
b) | Na-Se 1 mg/kg KG p.o. 8604 8,2+0,5 8,2+0,1 92+04 | 8614
c) | Na-Se 5 mg/kg KG p.o. 8,2+0,5 6,8 £0,6 7205 86+13 | 90+0,5
3
a) | DBTC 6 mg/kg KG i.v. + 33,4+6,7 260,8 + 89,8 +54,5 26,9 £ 9,2 +0,6*
Na-Se 0,3 mg/kg KG p.o. 1544 17,0
b) | DBTC 6 mg/kg KG i.v. + 31,4+43 4410 £ 48,9 + 39,6 352+ 9,8+ 2,4*
Na-Se 1 mg/kg KG p.o. 430,0 7,6
c) | DBTC 6 mg/kg KG i.v. + 56,7 + 85,3 + 32,1* 14,7 £ 4,8* 10,8 + 9,2+1,3*
Na-Se 5 mg/kg KG p.o. 36,1 24
4
Ethanol / Glycerol 42+0,9 50+1,0 4,7+0,9 55+0,8 | 5711
Tabelle 2:
Serumkonzentration von Lipase nach Applikation von DBTC, Natriumselenit, DBTC + Natriumselenit
und Ethanol / Glycerol
Mittelwert + Standardfehler des Mittelwertes; n=6
* signifikanter Unterschied ( p < 0,05 ); Versuchsgruppe 1 verglichen mit Versuchsgruppe 3
Alkalische Phosphatase (U/l)
Versuchsgruppe Applikation Zeit nach Applikation
4d 7d 14d 28d
1
DBTC 6 mg/kg KG i.v. 526,7 + 18 706,0 + 52,8 657,5 + 28,6 650,7 + 22,7
2
a) | Na-Se 0,3 mg/kg KG p.o. | 1580,7 +37,9 | 1469,0+429 | 1531,3 29,1 1153,7 £ 29,1
b) | Na-Se 1 mg/kg KG p.o. 1439,0 + 54,2 | 1265,7 + 35,1 1345,3+ 33,5 | 1024,3 + 30,7
c) | Na-Se 5 mg/kg KG p.o. 407,2+11,9 4145+5,3 382,8+5,6 351,5+7,6
3
a) | DBTC 6 mg/kg KG i.v. + 1402,7 +41,9 | 1927,8 £+ 209 | 1515,5+123,3 | 2069,3 £ 628
Na-Se 0,3 mg/kg KG p.o.
b) | DBTC 6 mg/kg KG i.v. + 1482,0+ 74,2 | 1505,3 £ 139 1552,0 + 109 1020,8 + 28,8
Na-Se 1 mg/kg KG p.o.
c) | DBTC 6 mg/kg KG i.v. + 621,0 + 54 502,7 + 66,5* 479,7 + 37* 437,8 £ 0,3*
Na-Se 5 mg/kg KG p.o.
4
Ethanol / Glycerol 388,8+9,8 393,0+125 411,7+ 145 414,3+17,8
Tabelle 3:

Serumkonzentration von AP nach Applikation von DBTC, Natriumselenit, DBTC + Natriumselenit
und Ethanol / Glycerol
Mittelwert £ Standardfehler des Mittelwertes; n= 6
* signifikanter Unterschied ( p < 0,05 ); Versuchsgruppe 1 verglichen mit Versuchsgruppe 3
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Bilirubin (umol/l)
Versuchsgruppe Applikation Zeit nach Applikation
4d 7d 14d 28d
1
DBTC 6 mg/kg KG i.v. 40,3+ 6,7 86,0 + 9,1 79,0+ 8,6 61,772
2
a) | Na-Se 0,3 mg/kg KG p.o. 54+0,2 3,5+0,9 52+04 34+0,6
b) | Na-Se 1 mg/kg KG p.o. 55+0,6 26+04 5304 4,0+0,5
c) | Na-Se 5 mg/kg KG p.o. 6,2+0,3 74+0,3 6,3+0,4 6,4+0,2
3
a) | DBTC 6 mg/kg KG i.v. + 13,2+7,7* 449 + 37,6 23,5 + 8,5* 16,1 + 4,6*
Na-Se 0,3 mg/kg KG p.o.
b) | DBTC 6 mg/kg KG i.v. + 226+171 24,3 +13,8* 21,8 £17,7* 24,0 + 18,8*
Na-Se 1 mg/kg KG p.o.
c) | DBTC 6 mg/kg KG i.v. + 8,0+2,8* 28,1 +21,2* 12,2 +6,7* 9,7 £4,0*
Na-Se 5 mg/kg KG p.o.
4
Ethanol / Glycerol 52+0,8 6,0+0,7 57+0,9 56+0,8
Tabelle 4:
Serumkonzentration von Bilirubin nach Applikation von DBTC, Natriumselenit, DBTC + Natriumselenit
und Ethanol / Glycerol
Mittelwert + Standardfehler des Mittelwertes; n= 6
* signifikanter Unterschied ( p < 0,05 ); Versuchsgruppe 1 verglichen mit Versuchsgruppe 3
ASAT (U/l
Versuchsgruppe Applikation Zeit nach Applikation
4d 7d 14d 28d
1
DBTC 6 mg/kg KG i.v. 929,5+109,5 | 888,0+106,8 | 656,7 +84,5 613,7+71,2
2
a) | Na-Se 0,3 mg/kg KG p.o. 96,8+5,9 108,7 + 8,0 102,5 + 8,7 98,7+ 6,6
b) | Na-Se 1 mg/kg KG p.o. 98,8 +6,2 93,9+5,2 83,2+ 3,9 77,0+43
c) | Na-Se 5 mg/kg KG p.o. 92,6 +3,3 88,0+ 3,9 79,8+1)9 75,6 + 3,7
3
a) | DBTC 6 mg/kg KG i.v. + 336,1+227,7* | 283,0+128,9* | 184,3 + 32,0 | 440,8+176,8
Na-Se 0,3 mg/kg KG p.o.
b) | DBTC 6 mg/kg KG i.v. + 312,7 £ 194,6* | 166,5+61,0¢ | 109,2+21,4* | 142,3 +41,3*
Na-Se 1 mg/kg KG p.o.
c) | DBTC 6 mg/kg KG i.v. + 328,5+209,3* | 247,0+954* | 160,4 +£56,5* | 121,7+7,3*
Na-Se 5 mg/kg KG p.o.
4
Ethanol / Glycerol 785+22 855+1,8 88,2+34 88,8+29
Tabelle 5:

Serumkonzentration von ASAT nach Applikation von DBTC, Natriumselenit, DBTC + Natriumselenit

und Ethanol / Glycerol
Mittelwert £ Standardfehler des Mittelwertes; n= 6
* signifikanter Unterschied ( p < 0,05 ); Versuchsgruppe 1 verglichen mit Versuchsgruppe 3
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ALAT (U/l
Versuchsgruppe Applikation Zeit nach Applikation
4d 7d 14d 28d
1
DBTC 6 mg/kg KG i.v. 355,7 + 33,1 344,3 + 26,0 320,0 + 34,3 413,8 +51,3
2
a) | Na-Se 0,3 mg/kg KG p.o. 80,6 +1,9 76,9+27 771+21 72,7+16
b) | Na-Se 1 mg/kg KG p.o. 80,9+1)9 709+13 73,5+17 724+13
c) | Na-Se 5 mg/kg KG p.o. 80,3+1,8 70,6 +0,9 72,7+15 722+11
3
a) | DBTC 6 mg/kg KG i.v. + 237,8+138,8 | 156,4 £49,2* | 113,4+13,6* | 173,3 + 59,6
Na-Se 0,3 mg/kg KG p.o.
b) | DBTC 6 mg/kg KG i.v. + 208,7 +112,4 | 130,6 £ 51,4* 77,2 +4,9" 80,4 £7,3"
Na-Se 1 mg/kg KG p.o.
c) | DBTC 6 mg/kg KG i.v. + 107,0 £ 25,1* | 132,9 +64,3* | 121,6 £ 39,6* 77,2 +5,3*
Na-Se 5 mg/kg KG p.o.
4
Ethanol / Glycerol 58,5+1,3 58,8 + 3,8 61,5+4,5 63,2+3,7
Tabelle 6:
Serumkonzentration von ALAT nach Applikation von DBTC, Natriumselenit, DBTC + Natriumselenit
und Ethanol / Glycerol
Mittelwert + Standardfehler des Mittelwertes; n= 6
* signifikanter Unterschied ( p < 0,05 ); Versuchsgruppe 1 verglichen mit Versuchsgruppe 3
Malondialdehyd (umol/l)
Versuchsgruppe Applikation Zeit nach Applikation
2h 4h 6 h 24 h
1
DBTC 6 mg/kg KG i.v. 0,53+0,10 0,35+ 0,02 0,26 + 0,02 0,17 £ 0,01
2
Na-Se 5,0 mg/kg KG p.o. 0,23 + 0,02 0,25 + 0,01 0,15 + 0,01 0,16 £ 0,02
3
DBTC 6 mg/kg KG i.v. + 0,23 £ 0,02* 0,19+ 0,01* 0,25 + 0,01 0,16 £ 0,02
Na-Se 5,0 mg/kg KG p.o.
4
Ethanol / Glycerol 0,23 + 0,01 0,19+ 0,01 0,23 + 0,02 0,20 + 0,01
Tabelle 7:

Serumkonzentration von MDA nach Applikation von DBTC, Natriumselenit, DBTC + Natriumselenit
und Ethanol / Glycerol

Mittelwert £ Standardfehler des Mittelwertes; n= 6

* signifikanter Unterschied ( p < 0,05 ); Versuchsgruppe 1 verglichen mit Versuchsgruppe 3
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Hyaluronsaure (pg/l)
Versuchsgruppe Applikation Zeit nach Applikation
7d 14d 28d
1 DBTC 6 mg/kg KG i.v. 193,9+6,3 235,6 £ 12,2 343,2+12,8
2 a) | Na-Se 0,3 mg/kg KG p.o. 100,2+1,3 1152 +27 98,2+ 2,7
b) | Na-Se 1 mg/kg KG p.o. 1035+1,4 103,7 +3,9 110,0+ 3,8
’ a) | DBTC 6 mg/kg KG i.v. + 143,6 + 3,7* 1734 +7,5* 267,0 + 28,8*
Na-Se 0,3 mg/kg KG p.o.
b) | DBTC 6 mg/kg KG i.v. + 119,7 + 3,1* 116,8 + 3,9* 1149+ 1,8*
Na-Se 1 mg/kg KG p.o.
Tabelle 8:

Serumkonzentration von Hyaluronsaure nach Applikation von DBTC, Natriumselenit und DBTC + Natriumselenit
Mittelwert + Standardfehler des Mittelwertes; n=5
* signifikanter Unterschied ( p < 0,05 ); Versuchsgruppe 1 verglichen mit Versuchsgruppe 3

Zinn in der Galle (ug/q)

Versuchsgruppe Applikation Zeit nach Applikation
1h 2h 3h 4h
1 DBTC 6 mg/kg KG i.v. 119+ 34 53+ 13 204 18+1
2 Na-Se 5,0 mg/kg KG p.o. | 0,08 + 0,03 0,05 + 0,01 0,05 + 0,01 0,05 + 0,01
’ DBTC 6 mg/kg KG i.v. + 186 + 6,9 60+44 36,8+1,7 25,6 +2,3
Na-Se 5,0 mg/kg KG p.o.
Tabelle 9:

Zinnkonzentration in der Galle nach Applikation von DBTC, Natriumselenit und DBTC + Natriumselenit
Mittelwert + Standardfehler des Mittelwertes; n=5
* signifikanter Unterschied ( p < 0,05 ); Versuchsgruppe 1 verglichen mit Versuchsgruppe 3
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Zinn in Galle, Urin und Organen (ug/q)

Applikation Zeit nach Applikation
4 h 4d 7d 28d
DBTC 6 mg/kg KG i.v. Galle 18 +1 0,2 £ 0,02 0,04 £ 0,01 0,010
Urin 0,38+0,13 0,23 £ 0,09 0,10 0,010
Pankreas 2,3+0,3 0,3+0 0,2 £ 0,06 0,010
Leber 126+2 1,6+0,3 1,2+ 0,05 0,010
Thymus 0,9+0,1 050 0,26 + 0,1 0,010
Na-Se 5 mg/kg KG p.o. Galle 0,05 + 0,01 0,04 £ 0,01 0,04 £ 0,01 0,010
Urin 0,1+0,04 0,07 £ 0,03 0,06 £ 0,03 0,010
Pankreas 2,38+0,2 0,38 + 0,04 0,27 £ 0,04 0,010
Leber 11,9+0,8 1,9+0,1 1,5+0,1 0,010
Thymus 0,98 £+ 0,1 0,63 £ 0,04 0,33+ 0,04 0,010
DBTC 6 mg/kg KG i.v. + | Galle 256 +2,3 1,07 £ 0,08 0,08 £ 0,03 0,02+0
Na-Se 5 mg/kg KG p.o. Urin 0,98 + 0,03 0,62 + 0,04 0,24 £ 0,03 0,030
Pankreas 1,63+0,13 0,42+0,13 0,070 0,07 £ 0,04
Leber 21,3+1,8 2,32+0,45 1,09 £ 0,12 0,33+0,18
Thymus 0,75+ 0,04 0,49 + 0,09 0,08 £ 0,04 0,06 + 0,04
Tabelle 10:

Zinnkonzentration in Galle, Urin und Organen nach Applikation von DBTC, Natriumselenit und

DBTC + Natriumselenit

Mittelwert + Standardfehler des Mittelwertes; n=5

* signifikanter Unterschied ( p < 0,05 ); DBTC-Gruppe verglichen mit Kombinationsgruppe (DBTC + Na-Selenit)

Versuchsreihe 2

Lipase (U/l
Versuchsgruppe Applikation Zeit nach Applikation
1d 2d 7d
1 DBTC 6 mg/kg KG i.v. 52,0+4,0 77070 28,0+4,0
2 Na-Se 5,0 mg/kg KG p.o. 85 04 6,3+0,3 7,2 0,5
: DBTC 6 mg/kg KG i.v. + 16,0 £ 0,5* 18,0 £ 2,0* 6,0 £1,0*
Na-Se 5,0 mg/kg KG p.o.
¢ Ethanol / Glycerol 42+0,9 50+1,0 4,7+0,9

Tabelle 11:

Serumkonzentration von Lipase nach Applikation von DBTC, Natriumselenit, DBTC + Natriumselenit
und Ethanol / Glycerol

Mittelwert + Standardfehler des Mittelwertes; n=6

* signifikanter Unterschied ( p < 0,05 ); Versuchsgruppe 1 verglichen mit Versuchsgruppe 3
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Alkalische Phosphatase (U/l)
Versuchsgruppe Applikation Zeit nach Applikation
2d 7d 14d 28d
1
DBTC 6 mg/kg KG i.v. 442 + 18 688 + 42 632 £ 21 594 + 18
2
Na-Se 5,0 mg/kg KG p.o. 380+ 17 434 + 25 380+ 10 332+8
3
DBTC 6 mg/kg KG i.v. + 404 +12 408 £ 13* 387 + 24* 398 + 23*
Na-Se 5,0 mg/kg KG p.o.
4
Ethanol / Glycerol 399 + 6 393 +13 4117 £ 15 4143 +18
Tabelle 12:
Serumkonzentration von AP nach Applikation von DBTC, Natriumselenit, DBTC + Natriumselenit
und Ethanol / Glycerol
Mittelwert + Standardfehler des Mittelwertes; n= 6
* signifikanter Unterschied ( p < 0,05 ); Versuchsgruppe 1 verglichen mit Versuchsgruppe 3
Bilirubin (umol/l)
Versuchsgruppe Applikation Zeit nach Applikation
2d 7d 14d 28d
1
DBTC 6 mg/kg KG i.v. 15+0,5 114 £ 11 92+8 975
2
Na-Se 5,0 mg/kg KG p.o. 6,5+0,2 72+0,1 58+0,2 6,7 +0,1
3
DBTC 6 mg/kg KG i.v. + 6,2 +0,5* 8,1+0,7* 6,5+ 0,4* 53+0,5*
Na-Se 5,0 mg/kg KG p.o.
4
Ethanol / Glycerol 48+0,8 6,0 £0,7 57+0,9 56+0,8
Tabelle 13:
Serumkonzentration von Bilirubin nach Applikation von DBTC, Natriumselenit, DBTC + Natriumselenit
und Ethanol / Glycerol
Mittelwert + Standardfehler des Mittelwertes; n=6
* signifikanter Unterschied ( p < 0,05 ); Versuchsgruppe 1 verglichen mit Versuchsgruppe 3
ASAT (U/l
Versuchsgruppe Applikation Zeit nach Applikation
2d 7d 14d 28d
1
DBTC 6 mg/kg KGi.v. 380 + 28 715+ 43 688 + 32 594 + 46
2
Na-Se 5,0 mg/kg KG p.o. 87+3 104 +2 92 +1 94 +2
3
DBTC 6 mg/kg KG i.v. + 106 + 9* 111+ 4* 186 + 11* 103 £ 0,3*
Na-Se 5,0 mg/kg KG p.o.
4
Ethanol / Glycerol 795+46 855+1,8 88,2+34 88,8+29
Tabelle 14:

Serumkonzentration von ASAT nach Applikation von DBTC, Natriumselenit, DBTC + Natriumselenit

und Ethanol / Glycerol

Mittelwert + Standardfehler des Mittelwertes; n= 6
* signifikanter Unterschied ( p < 0,05 ); Versuchsgruppe 1 verglichen mit Versuchsgruppe 3
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ALAT (U/l
Versuchsgruppe Applikation Zeit nach Applikation
2d 7d 14d 28d
1
DBTC 6 mg/kg KG i.v. 168 £ 19 236 £ 11 264 + 21 244 +9
2
Na-Se 5,0 mg/kg KG p.o. 60 +2 54+3 51+4 58+ 6
3
DBTC 6 mg/kg KG i.v. + 51+ 3* 55+ 1* 62 + 2* 60 + 3*
Na-Se 5,0 mg/kg KG p.o.
4
Ethanol / Glycerol 61,0+£1,7 58,8 + 3,8 61,5+45 63,2+ 3,7
Tabelle 15:
Serumkonzentration von ALAT nach Applikation von DBTC, Natriumselenit, DBTC + Natriumselenit
und Ethanol / Glycerol
Mittelwert + Standardfehler des Mittelwertes; n= 6
* signifikanter Unterschied ( p < 0,05 ); Versuchsgruppe 1 verglichen mit Versuchsgruppe 3
Malondialdehyd (umol/l)
Versuchsgruppe Applikation Zeit nach Applikation
1h 2h 4h 24 h
1
DBTC 6 mg/kg KG i.v. 0,51 +0,06 0,39+ 0,01 0,32+ 0,01 0,23 + 0,01
2
Na-Se 5,0 mg/kg KG p.o. 0,17 £ 0,01 0,19 £ 0,01 0,18 £ 0,01 0,20 + 0,01
3
DBTC 6 mg/kg KG i.v. + 0,47 + 0,02 0,33 +0,01* 0,22 +0,01* 0,15+ 0,01*
Na-Se 5,0 mg/kg KG p.o.
4
Ethanol / Glycerol 0,21+ 0,02 0,23+ 0,01 0,19+ 0,01 0,20 + 0,01
Tabelle 16:

Serumkonzentration von MDA nach Applikation von DBTC, Natriumselenit, DBTC + Natriumselenit

und Ethanol / Glycerol
Mittelwert + Standardfehler des Mittelwertes; n=6

* signifikanter Unterschied ( p < 0,05 ); Versuchsgruppe 1 verglichen mit Versuchsgruppe 3
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8. Thesen

1. Ziel dieser Arbeit ist es, den Einfluss téglich oraler therapeutischer sowie
prophylaktischer Applikationen von Selen auf die Entstehung und den Verlauf

der Dibutylzinndichlorid (DBTC)-Pankreatitis an der Ratte zu untersuchen.

2. Die akute Pankreatitis ist eine ,Free Radical Disease®, objektivierbar an
erhdéhten Malondialdehyd-Serumspiegeln im Krankheitsverlauf als Kennzeichen

vermehrten oxidativen Stresses.

3. Dibutylzinndichlorid (DBTC), eine Organozinnverbindung, ist durch Verwendung

in Industrie und Landwirtschaft von hohem toxikologischem Interesse.

4. DBTC intravends verabreicht in einer Dosis von 6 mg/kg KG induziert in der
Ratte eine akute bzw. chronische Pankreatitis, die sich sowohl serochemisch
als auch mikro- und makroskopisch belegen lasst. Auf Grund einer direkten
Zytotoxizitat resultiert eine Schadigung der Pankreasazinuszellen, im Rahmen
der biliaren Exkretion eine Nekrose der Gallengangsepithelien mit Entstehung

von Zelldebris und konsekutiver Cholestase.

5. Das Spurenelement Selen ist als integraler Bestandteil der
Glutathionperoxidase ein entscheidender Faktor im antioxidativen
Schutzsystem der Zelle. Die Glutathionperoxidaseaktivitdt kann durch Selen-

Applikationen gesteigert werden.

6. Des Weiteren entfaltet Selen antioxidative Effekte durch Aktivierung und

Inhibierung redoxsensitiver Transkriptionsfaktoren.

7. Die alleinige orale Natriumselenit-Applikation verursacht keine negativen Effekte

bezlglich Paraklinik und Pathomorphologie an den Versuchstieren (Ratten).

8. In Abhéangigkeit von der Dosis reduziert Natriumselenit die toxischen Wirkungen
von DBTC auf Pankreas, Galle-Pankreasgang, Leber, Nieren, Milz und Thymus
und senkt die Serumkonzentrationen beziehungsweise Enzymaktivitaten der

gemessenen pathobiochemischen Parameter.
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9. Natriumselenit hat in einer Dosierung von 0,3 mg/kg KG den geringsten Einfluss
auf den Verlauf der akuten DBTC-Pankreatitis an der Ratte, wohingegen eine
Dosis von 5 mg/kg KG den starksten Effekt aufzeigte. Dies lie3 sich anhand
signifikant reduzierter Enzymaktivitidten (Amylase, Lipase, AP, ASAT, ALAT)
sowie Serumkonzentrationen (Bilirubin, MDA) belegen. An den préaparierten
Organen (Pankreas, Leber, Milz, Nieren, Thymus, Galle-Pankreasgang) der
Versuchstiere zeigten sich die pathomorphologischen Anomalien in geringster

Ausprégung ebenfalls bei der Gabe von 5 mg/kg KG Natriumselenit.

10. Natriumselenit  senkt signifikant die = gemessenen Malondialdehyd-
Serumkonzentrationen in der Induktionsphase der DBTC-Pankreatitis an der
Ratte als Ausdruck reduzierten oxidativen Stresses. Folgen sind ein
abgeschwéchter akuter Krankheitsverlauf und ein gesenktes Risiko fur den

Ubergang in die chronische Form der Pankreatitis.

11. Durch Natriumselenit signifikant gesenkte Hyaluronsdurekonzentrationen
deuten auf eine verminderte Chronifizierung der durch DBTC induzierten akuten

Pankreatitis hin.

12. Nach kombinierter Gabe von DBTC und Natriumselenit waren erhdéhte
Zinnkonzentrationen in Urin und Galle der Versuchstiere (Ratten) messbar. Dies
kénnte auf eine gesteigerte DBTC-Exkretion hindeuten, mdglicherweise durch
Interaktion von Selen mit DBTC. Die verstarkte Elimination des DBTC koénnte

die toxischen Wirkungen auf den Organismus der Ratte minimieren.

13. Eine prophylaktische Natriumselenit-Applikation Uber 7 Tage fuhrt zu einem
milderen Verlauf der DBTC induzierten Pankreatitis an der Ratte und kénnte
sich  beispielsweise bei einer endoskopisch retrograden Cholangio-

pankreatikografie (ERCP) im klinischen Alltag als sinnvoll erweisen.

14. Selen ist als antioxidatives Therapeutikum auch bei anderen Krankheitsbildern,
die mit oxidativen Stress assoziiert sind, wie zum Beispiel SIRS und Sepsis,

einsetzbar.
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