Aus dem Institut fir Experimentelle Chirurgie
Medizinische Fakultat
Universitat Rostock

(Direktor: Prof. Dr. med. Brigitte Vollmar)

Charakterisierung eines neuen Tiermodells zur
Analyse der Autoimmunpankreatitis
iIn der MRL/Mp-Maus

Inauguraldissertation
zur
Erlangung des akademischen Grades
Doktor der Medizin
der Medizinischen Fakultat
der Universitat Rostock

vorgelegt von
Benjamin Lorch
aus Hagnau am Bodensee

Berlin, den 15.11 2011

urn:nbn:de:gbv:28-diss2012-0077-5


zef007
Schreibmaschinentext
urn:nbn:de:gbv:28-diss2012-0077-5

zef007
Schreibmaschinentext

zef007
Schreibmaschinentext

zef007
Schreibmaschinentext


Dekan: Prof. Dr. med. Emil Reisinger

1. Gutachter: Frau Prof. Dr. med. Vollmar, Universitat Rostock
2. Gutachter: Herr Prof. Dr. med. Jaster, Universitat Rostock
3. Gutachter: Herr Prof. Dr. med. Lerch, Universitat Greifswald

Datum der Einreichung: 17. November 2011
Datum der Verteidigung: 18. April 2012


zef007
Schreibmaschinentext

zef007
Schreibmaschinentext


Inhaltsverzeichnis

1 DAS INHALTSVERZEICHNIS

1.1

2.1

2.2

3.1

3.2

3.3

3.4
3.4.1
3.4.2
3.4.3
3.5
3.5.1
3.5.2
3.5.3
3.5.3.1
3.5.3.2
3.5.3.3
3.5.34
354
3.55

DAS INHALTSVERZEICHNIS
GLOSSAR
ZUSAMMENFASSUNG

CHARAKTERISIERUNG EINES NEUEN TIERMODELLS ZUR ANALYSE
DER AUTOIMMUNPANKREATITIS IN DER MRL/Mp-MAUS

CHARACTERISATION OF A NEW ANIMAL MODEL FOR THE ANALYSIS
OF AUTOIMMUNE PANCREATITIS IN THE MRL/Mp-MOUSE

EINLEITUNG

HISTORIE

DAS PANKREAS

MIKROZIRKULATION DES PANKREAS

PANKREATITIS

ALLGEMEINES

PATHOPHYSIOLOGIE DER AKUTEN PANKREATITIS
PATHOPHYSIOLOGIE DER CHRONISCHEN PANKREATITIS
AUTOIMMUNPANKREATITIS

DEFINITION

EPIDEMIOLOGIE

PATHOGENESE UND DIAGNOSTIK DER AIP
Histopathologie der AIP

Klinisches Erscheinungsbild und systemische Manifestation der AIP
Bildgebung

IgG4 und weitere serologische Befunde der AIP
DIAGNOSEKRITERIEN UND DIFFERENTIALDIAGNOSEN
THERAPIE UND PROGNOSE DER AIP

ZIEL DER STUDIE

11
11
13
14
15
15
18
19
23
23
23
24
24
26
27
27
28
31
33



Inhaltsverzeichnis

5.1

5.2
5.2.1
5.2.2
5.2.3
5.3
5.3.1
5.3.2
5.3.21
5.3.2.2
5.3.2.3
5.3.2.4
5.3.3
5.3.3.1
5.3.3.2
5.3.4
5.3.4.1
5.3.4.2
5.3.5
5.3.6
5.4
5.4.1
5.4.2
5.5

6.1
6.2

MATERIAL UND METHODIK

VERSUCHSTIERE

EXPERIMENTELLES MODEL
MIKROZIRKULATIONSMODELL DES PANKREAS
ANASTHESIE

MIKROCHIRURGISCHE PRAPARATION
UNTERSUCHUNGSMETHODEN

INTRAVITALE FLUORESZENZMIKROSKOPIE
MIKROHAMODYNAMISCHES MONITORING

Kapillare und postkapillare Blutzellflie3geschwindigkeit

Funktionelle kapillare Dichte
Leukozyten-Endothelzell-Interaktion

Apoptotische Parenchymschaden des Pankreas
HAMATOLOGISCHE UNTERSUCHUNGEN
Postoperative Labordiagnostik

Repetitive Blutentnahme

HISTOMORPHOLOGIE

Hamatoxylin-Eosin Farbung

Histologische Auswertung
IMMUNHISTOCHEMISCHE UNTERSUCHUNGEN
MOLEKULARBIOLOGISCHE UNTERSUCHUNGEN
EXPERIMENTELLES PROTOKOLL
VERSUCHSGRUPPEN

VERSUCHSABLAUF

STATISTIK

ERGEBNISSE

MIKROVASKULARE PERFUSION DES PANKREAS
INFLAMMATION

34
34
34
34
35
35
36
36
38
39
40
41
43
43
43
44
44
44
45
45
46
48
48
49
50
51
51
53



Inhaltsverzeichnis

6.2.1
6.2.2
6.2.3

6.2.4
6.3
6.3.1
6.3.2
6.4
6.5
6.5.1
6.5.2
6.5.3

7.1

7.2
7.2.1
71.2.2
7.2.2.1
7.2.2.2
7.3

7.4

7.5

LEUKOZYTEN-ENDOTHELZELL-INTERAKTION
FUNKTIONELLE KAPILLARE DICHTE

KAPILLARE UND VENULARE BLUTZELLFLIESSGESCHWINDIG-

KEIT

APOPTOTISCHE ZELLSCHADEN
HISTOPATHOLOGIE

HAMATOXYLIN-EOSIN FARBUNG
IMMUNHISTOLOGIE

MOLEKULARBIOLOGIE

VOLLBLUT UND SERUMANALYTIK
HAMATOLOGISCHE PARAMETER

ELISA

REPETITIVE BLUTENTNAHME

DISKUSSION

TIERMODELLE DER AIP

DISKUSSION VON MATERIAL UND METHODIK
MIKROZIRKULATIONSMODELLE

DISKUSSION DER UNTERSUCHUNGSTECHNIKEN
Praparationstechnik und Intravitalmikroskopie
Weitere Untersuchungstechniken

DISKUSSION DER ERGEBNISSE
HYPOTHESEN ZUR PATHOGENESE DER AIP
KLINISCHE UND WISSENSCHAFTLICHE PERSPEKTIVEN
QUELLEN UND LITERATURANGABEN
DANKSAGUNG

THESEN ZUR DISSERTATION
EIDESSTATTLICHE ERKLARUNG

53
55
56

58
58
58
60
61
62
62
62
63
66
66
72
72
73
73
75
76
84
88
89



Glossar

1.1 GLOSSAR

°C
pmol
Mm
Abb.
ANA
AlP
AP
CHP
CP
cm

cm

DBTC
Da

et al.
FITC
FKD

GPADH

i.p.
V.

kDa
KG
Kg

ml

mmol

Grad Celsius

Mikromol

Mikrometer

Abbildung

Antinukleére Antikorper
Autoimmunpankreatitis
Akute Pankreatitis
Chronische hereditare Pankreatitis
Chronische Pankreatitis
Zentimeter
Quadratzentimeter

Tag

Dibutylzinndichlorid

Dalton

et alii; und andere
Fluoresceinisothiocyanat
Funktionelle kapillare Dichte
Gramm

Glyceraldehyde-3-phosphate
Dehydrogenase

Stunden
Immunglobulin
Intraperitoneal
Intravenos
Interleukin
Kilodalton
Kdrpergewicht
Kilogramm
Liter

Milliliter
Millimol

statistisches Signifikanzniveau
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PDGF
RBC

SEM

Tab.

TEM

TNF-a

TGF-8

VS.

WBC
z.B.

platelet derived growth factor
Erythrozyten

Sekunden
Standardabweichung

Zeit

Tabelle

transendotheliale Migration
Tumor-Nekrose-Faktor-a
Tissue-Growth-Factor-3
Enzymaktivitat
FlieRgeschwindigkeit
Versus

Watt

Leukozyten

zum Beispiel



Zusammenfassung

2 ZUSAMMENFASSUNG

2.1 CHARAKTERISIERUNG EINES NEUEN TIERMODELLS ZUR ANALYSE DER
AUTOIMMUNPANKREATITIS IN DER MRL/Mp-MAUS

Seit einigen Jahren wird die Autoimmunpankreatitis (AIP) als neuartige
eigenstandige Entitat der chronischen Pankreatitis angesehen. Pathogenese und
Pathophysiologie dieses seltenen Krankheitshildes sind bislang weitgehend
unbekannt und es fehlt an adaquat charakterisierten Tiermodellen zur Untersuchung
der Erkrankung. MRL/Mp-Mé&use entwickeln aufgrund ihres genetischen
Hintergrundes spontan neben verschiedenen anderen Autoimmunerkrankungen
auch eine Pankreatitis mit autoimmuner Charakteristik. Ziel der vorliegenden Studie
war es, die AIP der MRL-Mp Maus anhand mikrozirkulatorischer, serologischer,
histologischer und molekularbiologischer Parameter umfassend zu untersuchen und
durch Korrelation der Parameter neue Einblicke in die autoimmunen Mechanismen
der AIP zu gewinnen.

Insgesamt wurden 90 MRL/Mp-Méause beiden Geschlechts untersucht. Um die
Pathogenese, den Zeitpunkt des Krankheitsbeginns und den Krankheitsverlauf der
AIP in der MRL/Mp-Maus abzubilden, wurden die Tiere in vier verschiedene
Altersgruppen (8-12 Wochen, 16-20 Wochen, 24-28 Wochen und 32-40 Wochen)
eingeteilt. Allen Tieren wurde bis zum Erreichen des fur die Untersuchung
erforderlichen Alters repetitiv Blut entnommen. Zum Untersuchungszeitpunkt erfolgte
unter Ketamin/Xylazin Narkose eine intravitale Fluoreszenzmikroskopie. Nach
Abschluss der in vivo Experimente erfolgte die Entnahme von Blut sowie die
Pankreatektomie fir die ex vivo durchgefuhrten histologischen, molekularbiologi-
schen und serologischen Untersuchungen.

Die Analyse der Intravitalmikroskopie ergab eine alters- und geschlechtsabhangige
Zunahme der Inflammation im Pankreasparenchym der MRL/Mp-Maus. In weiblichen
Tieren kam es zu einer signifikanten intrapankreatischen Leukozyten-Akkumulation.
Der Grad der Inflammation in mannlichen Tieren war hingegen signifikant schwéacher
ausgepragt und nicht altersabhangig. Des Weiteren konnte fiir Tiere, bei denen eine
AIP diagnostiziert wurde, eine Stoérung der mikrovaskularen Perfusion des

Pankreasparenchyms festgestellt werden. Fur diese Tiere ergaben sich in der offline
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Analyse der in vivo Versuche eine verringerte BlutzellflieRgeschwindigkeit und eine
Abnahme der funktionellen kapillaren Dichte.

Die histologische Untersuchung der Hamatoxylin-Eosin geféarbten Schnittpraparate
zeigte in allen Tieren der jungsten Gruppe (8-12 Wochen) ein vollstandig intaktes
Pankreasparenchym. Bei keinem der Tiere konnte eine AIP diagnostiziert werden
(durchschnittlicher histopathologischer Score 0+0). In weiblichen Tieren der altesten
Gruppe (32-40 Wochen) zeigte sich hingegen eine massenhafte leukozytare
Infiltration, eine Rarefizierung und fettige Degeneration des Pankreasparenchyms
(durchschnittlicher histopathologischer Score 1,5+0,3). Weibliche Tiere im Alter von
24-40 Wochen zeigten eine AIP Inzidenz von 20-54%, wohingegen bei keinem
mannlichen Tier eine AIP diagnostiziert werden konnte. Insgesamt wurde eine
signifikante Korrelation zwischen der in vivo festgestellten Inflammation und dem ex
vivo diagnostizierten histopathologischen Score aufgezeigt, wobei die Inflammation
der Parenchymschadigung zeitlich vorausgeht.

Immunhistochemisch konnten im Pankreasparenchym weiblicher Tiere im Alter von
32-40 Wochen signifikant hohere Werte fiir CD4", CD8", CD11b* und CD138" Zellen
als im Pankreasparenchym mannlicher Tiere nachgewiesen werden. Molekularbiolo-
gisch wurde im Pankreasparenchym von weiblichen Tieren im Alter von 32-40
Wochen eine Hochregulation der Gene von INF-y, IL-2 und IL-6 im Vergleich zu
mannlichen Tieren nachgewiesen.

Wahrend im Blut junger Tiere (8-12 Wochen) keine Antinukledren Antikérper (ANA)
nachzuweisen waren, konnte in alteren Tieren ANA nachgewiesen werden, wobei

weibliche Tiere der altesten Gruppe (32-40 Wochen) die hdchsten Titer aufwiesen.

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie zeigen zum ersten Mal, dass es bei der AIP
der MRL/Mp Maus analog zu anderen autoimmunen Erkrankungen zu einer frihen
Hochregulierung des Immunsystems kommt. Diese Hochregulierung koénnte
determinierend fur den Krankheitsbeginn sein. Die intravitalmikroskopisch
nachgewiesene Stérung der Mikrozirkulation, welche durch die Akkumulation von
Leukozyten, die lokale Freisetzung von Entziindungsmediatoren und Perfusionsab-

nahme bedingt ist, kbnnte den Krankheitsverlauf der AIP zusatzlich aggravieren.
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2.2 CHARACTERISATION OF A NEW ANIMAL MODEL FOR THE ANALYSIS OF
AUTOIMMUNE PANCREATITIS IN THE MRL/Mp-MOUSE

In recent years the autoimmune pancreatitis (AIP), a benign form of chronic

pancreatitis, is getting recognized as a distinct entity. In the focus of etiology and
pathogenesis, AIP is described as an enigma, lacking sufficient experimental in vitro
and in vivo models for its distinct analysis. Due to their genetic background, MRL/Mp-
mice are prone to develop several autoimmune diseases, including a pancreatitis
with characteristics of autoimmune disease. The present study was undertaken to
characterize the microcirculation, serological and histological parameters in AIP of
MRL-Mp-mice and to gain new insights into the evolution of the immune response at
different stages by correlating these parameters.
A total of 90 MRL/Mp-mice of either sex were analyzed for the study. To detect the
pathogenesis, the onset and the course of the disease, animals were randomized
into four different groups (8-12 weeks, 16-20 weeks, 24-28 weeks and 32-40 weeks).
All animals received repetitive blood sampling until they reached the designated age
for intravital microscopy. For intravital fluorescence microscopy of the pancreas,
animals were anesthetized with ketamine/xylazine. At the end of the in vivo
experiments blood and tissue samples have been preserved for further molecular
biological and serological studies.

Intravital microscopic analysis of the pancreas showed an age- and sex-related
increase of inflammation in the MRL/Mp-mice. Values of adherent leukocytes
increased time dependently, with significantly elevated intrapancreatic leukocyte
accumulation in females. Intrapancreatic inflammation in male animals was clearly
less pronounced and did not depend on age. In animals with an apparent AIP there
was a marked decrease of both red blood cell velocity and functional capillary density
of the pancreatic parenchyma.

In the 8-12 week old animals hematoxylin-eosin stained paraffin sections of
pancreatic tissue specimen showed an intact pancreatic morphology (histopathologi-
cal score 0£0). In old animals, and particularly in female mice, histological sections
presented with rarefied pancreatic parenchyma, massive leukocytic infiltration and
fatty degeneration (histopathological score 1,5+0,3). In the group of 24-40 week old

mice, female animals presented with an incidence of AIP between 20-54%, whereas

9
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in male animals AIP could not be recognized at all. There was a significant
correlation between the in vivo leukocyte adherence and the histological score,
whereas the inflammation precedes the destruction of the tissue. To further
characterize the inflammatory infiltration within the pancreatic tissue specimen,
immunohistochemistry was performed. Pancreatic tissue of female animals within the
age of 32-40 week revealed significantly increased CD4*, CD8*, CD11b" und
CD138" cells compared with male animals of the same age.

RNA-expression analysis of inflammation related cytokines in the group of 32—40-
week old mice revealed that female animals expressed more INF-y, IL-2 und IL-6
MRNA in the pancreatic tissue than male mice.

Young animals (8-12 week) did not present any detectable concentrations of
antinuclear antibodies (ANA). In contrast, animals with the age of 24-28 week
revealed increasing ANA. Especially female animals with the age of 32—-40 week

presented the highest values of ANAs.

The present comprehensive analysis provides in vivo evidence, that the late onset of
AIP is likely triggered by an early rise of inflammation as seen in other autoimmune
diseases. This early rise of inflammation may determine the onset of the disease.
The observed disturbances of the microcirculation, which are caused by white blood
cell accumulation and the upregulation of pro-inflammatory mediators, may enchase

the process of tissue destruction.
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3 EINLEITUNG
3.1 HISTORIE

Die wahrscheinlich erste Beschreibung des Pankreas als Organ findet sich im
babylonischen Talmud, indem Rabbis von einem ,Finger der Leber sprechen®. Die
ersten anatomischen Beschreibungen finden sich um das dritte Jahrhundert vor
Christus in Schriften der alten Griechen etwa bei Herophilus, Erasistratos, Eudemus
und etwa um 100 nach Christus bei Galen. Die ungewohnliche Beschaffenheit und
die Beobachtung, dass das Organ weder Knochen noch Knorpel beinhaltet, fuhrte
Ruphus von Ephesus um 100 nach Christus zur Namensgebung ,Pankreas*
(Griechisch pan = alles, + kreas = Fleisch) (Howard 2002). Die anfangliche
Hypothese, dass es sich beim Pankreas um ein Schutzorgan handele, hatte lange
Bestand. So schrieb der Anatom Andreas Vesalius (1513-1564) in seinem Werk ,De
humani corporis fabrica®, dass das Pankreas dem Schutz der von ihm ummantelten
Venen und Arterien sowie des Magens diene. Im Jahre 1642 entdeckte der deutsche
Johann Georg Wirsiing (1589-1643) den als Wirsiing Gang nach ihm benannten
Ductus pancreaticus. Zu wissenschaftichem Ruhm durch weitere anatomische
Entdeckungen kamen Giovanni Domenico Santorini (1681-1737) durch den nach ihm
benannten akzessorischen Pankreasgang, Abraham Vater (1684-1751) durch die
Beschreibung der Ampulla duodeni sowie Ruggero Oddi durch die Entdeckung des
nach ihm benannten Sphinkters im Jahr 1887. Trotz der genauen anatomischen
Kenntnis des Pankreas gelang es lange Zeit nicht, die physiologische Funktion des
Organs zu verstehen, bis Franciscus de le Boe Sylvius aus Amsterdam (1614-1672)
die Hypothese eines mehrstufigen Verdauungssystems postulierte. Nachdem die
Verdauung in Mund und Magen durch Speichelflissigkeit beginne, erfolge die
weitere Verdauung unter Beteiligung des Pankreas und ende mit abschlielRender
Passage des Chylus in die Lymphe und ins vendse System (Kidd 1999). Regnier de
Graaf, einem Schiler Sylvius, gelang die tierexperimentelle Gewinnung von
pankreatischem Sekret aus Hunden. Da das von ihm als ,succus pancreaticus”
bezeichnete Sekret jedoch mit Magensaft tingiert war, kam er zu der falschen
Schlussfolgerung, dass das pankreatische Sekret sauer ware. Die Theorie de Graafs
wurde durch John Conrad Brunner (1653-1727) modifiziert. Durch Forschungen an

von ihm pankreatomierten Hunden kam er zu dem Schluss, dass weniger das Sekret
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des Pankreas, sondern vielmehr das Sekret der von ihm entdeckten und nach ihm
benannten Drisen entscheidend fir die Verdauung seien. Ein genaueres
Verstandnis der physiologischen Funktion des Pankreas gelang aufgrund der
komplexen anatomischen Lage sowie der komplizierten mikroskopischen Anatomie
des Organs erst im 19. Jahrhundert (Pannala 2009).

Der deutsche Physiologe Willy Kuhne (1837-1900), als Entdecker des Trypsins,
Alexander Marcet (1770-1822), als Entdecker der Lipase und Claude Bernard (1813-
1878), der zeigten konnte, dass Fett durch das Pankreassekret in Fettsauren und
Glycerin aufgespalten wird, trugen grundlegend zum Verstandnis der Verdauung bei
(Busnardo et al. 1983). Das von Ivan Pavloff (1849-1936) vorgelegte Konzept zur
Regulation des Pankreas postulierte, dass die pankreatische Sekretion vagal
gesteuert wird. Modifiziert wurde dieses Konzept 1902 durch William Bayliss (1860-
1924) und Ernest Starling (1866-1927), die zeigen konnten, dass die Sekretion nicht
nur ein vagaler Reflex ist, sondern auch durch einen chemischen Transmitter
vermittelt wird, den sie als Sekretin bezeichneten und der sie zur Einfuhrung des
Begriffs ,Hormon* flihrte (aus dem Griechischen ,hormonos*” = ich treibe an) (Bayliss
1902). Auch konnten die frihen Anatomen dem Pankreas keine Erkrankungen
zuordnen. Als Erstbeschreiber einer Pankreatitis gilt der Hollander Nicholaes Tulp
(1593-1674), der im Jahr 1652 das Pankreas eines autopsierten jungen Mannes als
.geschwollen, eitrig und geflllt mit viskosem Schleim“ beschrieb. Im Jahr 1761
berichtete Morgagni von einem Patienten, der Uber wiederholte Oberbauch-
schmerzen mit heftigem Erbrechen klagte und bei dessen Obduktion er ein
geschwollenes und nekrotisches Pankreas vorfand. Diese friihen Beschreibungen
unterschieden nicht zwischen akuter und chronischer Pankreatitis und die Atiologie
der Erkrankung war bis ins 19. Jahrhundert Gegenstand von Spekulationen (Pannala
2009). Erst der von Reginald Fitz im Jahr 1889 vertffentlichte Artikel mit dem Titel
»LAcute Pancreatitis: A Consideration of Hemorrhage, Hemorrhagic, Suppurative, and
Gangrenous Pancreatitis, and of Disseminated Fat Necrosis® gilt als erste
systematische Analyse der Pankreatitis (Leach et al. 1990). Fitzgerald teilt in
verschiedene atiologische Ursachen ein, wie Gallensteine, Alkohol, nennt Klinische
Symptome und beschreibt pathologische Veranderungen des erkrankten Organs. Die
Unterscheidung zwischen chronischer und akuter Pankreatitis etablierte sich erst im

20. Jahrhundert. Das von Comford 1946 vorgelegte Konzept zu den verschiedenen
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Entitditen der chronischen Pankreatitis gilt als erstes schlissiges Konzept zur

Einteilung zwischen akuter und chronischer Pankreatitis (O‘Reilly 2001).

3.2 DAS PANKREAS

Das Pankreas (dt. Bauchspeicheldrise) ist beim Erwachsenen ein etwa 15-
20cm langer, 3-4cm breiter und 1-2cm dicker Drisenstrang mit einem Gewicht von
70-100g. Das Organ liegt sekundar retroperitoneal zwischen Magen, Milz, Leber und
den groRen Blutgefallen des Bauchraums in der duodenalen C-Schlinge.
Makroskopisch werden drei Abschnitte der Bauchspeicheldriise unterschieden:
Pankreaskopf (Caput pancreatis), Pankreaskorper (Corpus pancreatis) und
Pankreasschwanz (Cauda pancreatis). Das Gewebe des Organs ist in Lappchen
gegliedert, welche zur charakteristischen Struktur der Oberflache fiihren. Das
Pankreas besteht aus einem endokrinem und einem exokrinem Gewebeanteil. Der
endokrine Anteil wird als Gesamtheit aller Langerhans-Inseln angesehen, welche
sich in funf peptid-hormonproduzierende Zellformen unterscheiden lassen: a-Zellen,
B-Zellen, 6-Zellen, e-Zellen und PP-Zellen. Sie sezernieren verschiedene Hormone,
Insulin (B-Zelle) und Glukagon (a-Zelle), Somatostatin (6-Zelle), Pankreaspolypeptid
(PP-Zelle) und Grehlin (e-Zellen). Der exokrine Anteil des Pankreas ist eine rein
serbse Driuse, welche pro Tag etwa 1-2| dunnfliissigen, isotonen, bikarbonat- und
enzymreichen Bauchspeichel produziert und tUber den Ductus pancreaticus in das
Duodenum abgibt. Das Sekret hat einen pH-Wert von 8,0 bis 8,4 und enthalt neben
Wasser Elektrolyte, Anionen und Enzyme. Die morphologische und funktionelle
Grundeinheit des exokrinen Pankreas stellen die Azinuszellen dar. Die pyramiden-
férmige Azinuszelle misst in der Ho6he circa 12-15um und begrenzt mit ihrer
Membran das Azinuslumen. Die mikroskopisch kornig erscheinende Struktur der
Azinuszellen ist bedingt durch die azidophilen Zymogengranula. Jeder Azinus ist
uber das Schaltstick mit den intralobularen Ausfiihrungsgangen verbunden, die
dann in die interlobularen Ausfiihrungsgange minden, welche wiederum in den
Ductus pancreaticus minden. Die Ausfiihrungsgange bestehen aus einem allméahlich
an HoOhe zunehmenden prismatischen Epithel. Neben den interlobularen
Ausfuhrungsgéngen finden sich im Interstitium des exokrinen Pankreas Fibrozyten,
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Vitamin-A speichernde pankreatische Sternzellen, Blutgefalle und Nerven. Die
wichtigsten von den Azinuszellen gebildeten Enzyme sind Peptidasen (Trypsin
(Trypsinogen), Chymotrypsin (Chymotrypsinogen, Carboxypeptidase), Lipasen
(Lipase, Phospholipasen, Cholinesterase), Ribonukleasen und a-Amylase. Sie sind
essentieller Bestandteil der Verwertung von Eiweifl3en, Nukleinsauren, Kohlehydraten
und Fetten und werden im Pankreas als inaktive Vorstufen gespeichert, um eine
Autodigestion des Pankreas zu vermeiden. Die Aktivierung erfolgt dann im
Duodenum durch im Darmepithel gebildete Enteropeptidasen. Lediglich Amylasen,
Lipasen und DNAsen werden in bereits aktiver Form gebildet. Die Regulation der
Pankreassekretion wird durch eine enge Interaktion hormoneller und neuronaler
Systeme beeinflusst. Sie unterliegt einem funktionellen gastro-entero-pankreatischen

Kreislauf.

3.3 MIKROZIRKULATION DES PANKREAS

Die Kenntnisse zur mikroskopischen Anatomie des Pankreas in situ gehen
wesentlich auf Studien von Robert McCuskey zurtick. In seiner Arbeit ,Microscopy of
the living pancreas” (McCuskey et al. 1969) beschrieb McCuskey detailliert die
mikroskopische Anatomie des Pankreas anhand intravitaler Mikroskopie an Mausen.
Das Hauptaugenmerk seiner Untersuchungen galt der Zellmorphologie und
Exozytose der Azinuszellen sowie der Mikrozirkulation des Pankreas. McCuskey
zeigte, dass das endokrine und exokrine Pankreas jeweils eine separate
Blutversorgung besitzen, die lediglich durch wenige Anastomosen miteinander
verbunden ist (Abb. 1). Gespeist werden die Gefal3systeme jeweils aus den
Interlobulararterien. Weiterhin beschrieb er, dass sich die Vaskularisierungen im
endokrinen und exokrinen Pankreas morphologisch grundlegend unterscheiden: Im
endokrinen Pankreas befindet sich ein wesentlich dichteres Netz an Kapillaren als im
exokrinen Pankreas. Auch konnte er zeigen, dass der Blutfluss sowohl im exokrinen

als auch im endokrinen Pankreas intermittierend ist.
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Abbildung 1: Schematische Darstellung der mikroskopischen Anatomie des
Pankreas modifiziert nach McCuskey 1969: Das exokrine Pankreas (gelb) und das
endokrine Pankreas (rosa) besitzen jeweils eine eigenstandige Gefal3versorgung.
Gespeist und drainiert werden die Kapillaren beider Gefal3systeme aus den
Interlobulararterien (rot) und den Interlobularvenen (blau). Das aus den Azinuszellen
sezernierte pankreatische Sekret wird Uber interlobulare Ausfiihrungsgénge (grin) in
den Ductus pancreaticus abtransportiert.

3.4 PANKREATITIS
3.4.1 ALLGEMEINES

Der Begriff Pankreatitis beschreibt eine Vielzahl unterschiedlicher Entzin-
dungsformen des exokrinen Pankreas, die sich hinsichtlich Atiologie, Morphologie
und Klinik grundlegend unterscheiden. Zunachst wird die akute von der chronischen
Pankreatitis unterschieden, wobei jede Form der akuten Pankreatitis (AP) in eine
chronische Pankreatitis (CP) Ubergehen kann (Matos et. al. 2006). Die AP ist
definiert als autodigestiv induzierte Entztindung des exokrinen Pankreas verbunden
mit akuten Oberbauchschmerzen. Dabei wird zwischen einer milden 6demattsen
Form und einer schweren nekrotisierenden Form unterschieden. Die CP ist definiert
als schubweise verlaufende, chronische Entziindung der Bauchspeicheldrise, die
sich morphologisch durch entziindliche Infiltration und Fibrosierung des Pankreaspa-

renchyms, GangunregelmaRigkeiten, Konkremente im Pankreasgangsystem,
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Gangobstruktionen sowie fokale Nekrosen und Pseudozysten auszeichnet. Infolge
der chronischen Entzindung kommt es zu einer irreversiblen Zerstorung des
Drisengewebes mit sukzessiven Funktionseinschrankungen bis hin zur exokrinen
und endokrinen Pankreasinsuffizienz (Konig et al. 2008). Die Inzidenz der AP liegt in
westlichen Industrielandern zwischen 10-80/100.000 Einwohnern. Die Inzidenz bei
Mannern liegt um 10-30% uUber der von Frauen. Zudem nimmt im Vergleich zu
Zahlen aus den 70er- und 80er-Jahren die Zahl der Neuerkrankungen bestandig zu.
Die Mortalitatsrate wird mit etwa 1/100.000 Einwohner angegeben (Toouli et al.
2002). Die CP ist mit einer Inzidenz von ca. 8 Fallen pro 100.000 Einwohnern und
einer Pravalenz von ca. 40-70 Erkrankten pro 100.000 Einwohner selten, in den
letzten Jahren jedoch von steigender Tendenz (Kdnig et al. 2008). Die Pankreatitis
gehort zu den haufigeren Erkrankungen des Gastrointestinaltraktes und ist, nicht
zuletzt aufgrund der betrachtlichen Behandlungskosten, von hoher sozio6konomi-
scher Relevanz (Ahmed et al. 2006). Atiologisch stehen in den industrialisierten
Landern als Ursache der AP obstruierende Gallensteine an erster Stelle. Der
Alkoholabusus ist die haufigste Ursache der CP und ist hier fur etwa 80% der Falle
verantwortlich, wobei nur etwa 10% der Alkoholiker eine CP entwickeln (Kloppel et
al. 2005a). Weitere Ursachen sind obstruktiver oder toxischer Natur. Als
idiopathische Pankreatitiden werden chronische Pankreatitiden bezeichnet, deren
Atiologie unbekannt ist. Durch genetische und immunologische Untersuchungen
konnten in den letzten Jahren weitere fir die CP verantwortliche pathogenetische
Faktoren entdeckt werden und so der Anteil idiopathischer Pankreatitiden im

Patientengut reduziert werden (Tab. 1).
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chronische Pankreatitis Pathogenetische Faktoren

toxisch-metabolisch - Alkohol
- Tabak

- Hyperkalzamie

- Hypertriglyzeridamie
- Medikamente
-Toxine

idiopathisch - Early onset, late onset
- Tropisch-kalzifizierend

genetisch Autosomal-dominant:
- Mutation (R122H)im Kationischen Trypsinsogen | (PRSS 1)
Autosomal-rezessiv (geringe Penetranz):
-CFTR
- SPINK und weitere

autoimmun - Isolierte autoimmune Pankreatitis
-Autoimmunes Syndrom bei IgG4 assozierter sklerosierender
Erkrankung
rezidivierende akut - Postnekrotische chronische Pankreatitis

- Rezidivierende schwere akute Pankreatitis
- Vaskular/ischiamisch bedingte Pankreatitis

obstruktiv - Gangobstruktion
- Dysfunktion des Sphinkter Oddi
- Posttraumatische Vernarbungen

Tabelle 1: Die TIGAR-O-Klassifikation gibt einen Uberblick tiber die mannigfaltige
Atiologie chronischer Pankreatitiden (modifiziert nach Etemad und Whitcomb 2001).

Kardinalsymptom der AP ist der abdominelle Dauerschmerz, der in der Regel akut im
Epigastrium einsetzt. Die Schmerzintensitat variiert dabei stark und korreliert zumeist
nicht mit dem eher harmlosen abdominalen Palpationsbefund. Aufgrund der
retroperitonealen Organlage zielt die typische Ausstrahlung Richtung Ricken,
Schulter und Flanke. Ein wichtiges Zeichen der Erkrankung ist Fieber. Die meisten
Patienten entwickeln initial als Ausdruck der Hyperinflammation Temperaturen um
39°C. Neben Ubelkeit, Erbrechen und reflektorischer Darmparalyse betreffen weitere
Symptome vor allen Dingen die systemische Entzindungsantwort. Dazu gehdren
neben der pulmonalen Dysfunktion, Tachykardie, Hypotension, Oligurie und
Elektrolytentgleisungen. Das klinische Erscheinungsbild der AP reicht dabei von
geringer Beeintrachtigung bis zum Schock (Krones et al. 2006).

Die CP zeigt einen individuell sehr variablen Verlauf und reicht von hochakuten

Zustanden mit heftigen abdominellen Schmerzen bis hin zu einer sich langsam
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entwickelnden Kachexie. Zu den Leitsymptomen der Erkrankung gehéren
rezidivierende, gurtelférmig ausstrahlende Oberbauchschmerzen, Symptome der
Maldigestion, wie chronische Diarrhé und Gewichtsverlust. Im Verlauf der
Erkrankung kommt es zum Verlust der exokrinen und endokrinen Funktion des
Pankreas, wobei der Verlust der endokrinen Funktion haufig erst nach dem Verlust

der exokrinen Funktion erfolgt (Finkelberg et al. 2006).

3.4.2 PATHOPHYSIOLOGIE DER AKUTEN PANKREATITIS

Die Pathogenese der AP ist bis heute Gegenstand kontroverser Diskussion
und noch immer nicht vollstdndig verstanden. Als entscheidender Faktor in der
Entstehung einer AP gilt heute die unkontrollierte Aktivierung von Trypsin in den
Azinuszellen des Pankreas und die dadurch in Gang kommende Autodigestion und
Inflammation der Drise (Frossard et al. 2008). Unter physiologischen Bedingungen
verhindern verschiedene Mechanismen, dass es zur intrazellularen Aktivierung
kommt: So wird Trypsin als inaktive Vorstufe gebildet und in membranumhillten
Zymogengranula gespeichert. Die Aktivierung von Trypsinogen zu Trypsin wird
auBerdem durch spezifische Inhibitoren wie der ,serin-protease-inhibitor Kazal 1“
(SPINK 1) verhindert und aktiviertes Trypsin wird autolysiert. Kommt es zu Stérungen
der Organintegritat, wie zum Beispiel durch Druckerh6éhung im Ductus pancreaticus
bei Steinleiden, pankreatischer Hyperstimulation oder direkter Schadigung der
Azinuszellen durch Alkohol, kann es zum Versagen dieser Schutzmechanismen
kommen. Es folgt eine intrazellulare Enzymaktivierung und die damit verbundene
Autodigestion und lokale Inflammation in der Driise. Trypsinogen kommt hierbei eine
Schlusselfunktion zu. Einmal zu Trypsin aktiviert, kommt es zur Aktivierung
zahlreicher weiterer Enzyme in den Azinuszellen. Neben der Phospholipase A2 und
der Elastase werden das Komplementsystem sowie Kinine aktiviert. Des Weiteren
kommt es zur lokalen Bildung von Entziindungsmediatoren, wie Interleukin (IL)-1, IL-
6, IL-8 und Tumor Nekrose Faktor (TNF)-a durch neutrophile Granulozyten,
Makrophagen und Lymphozyten (Brivet et al. 1999). Dies fuhrt zur Aktivierung von
Endothelzellen und ermdglicht so die transendotheliale Migration von Leukozyten,

die dann weitere Entzindungsmediatoren freisetzen und zur Stérungen der
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pankreatischen Mikrozirkulation fihren (Frossard et al. 1999). Auch die Bildung freier
Sauerstoffradikale fuhrt durch oxidativen Stress zur Organschéadigung (Poch et al.
1999).

3.4.3 PATHOPHYSIOLOGIE DER CHRONISCHEN PANKREATITIS

Unter dem Begriff der CP wird ein heterogenes Krankheitsbild zusammenge-
fasst, dessen zentrales Merkmal die chronische Entzindung des
Pankreasparenchyms mit folgender Fibrose und Atrophie des Drisengewebes bis
hin zur exokrinen und endokrinen Insuffizienz ist. Die Entstehung der Fibrose wird
heute mit der Nekrose-Fibrose-Hypothese erklart, die anhand des Krankheits-
geschehens der alkoholtoxischen Pankreatitis entwickelt wurde. Diese geht davon
aus, dass sich die CP uUber Schibe schwerer akuter alkoholbedingter Pankreatitiden
entwickelt (Abb. 2). Eine Nekrose-Fibrose-Sequenz wird jedoch auch fur andere

Formen der CP angenommen (Witt et al. 2007).

Ausmalfs der
Parenchymschddigung

— >
Zeit

Abbildung 2: Die Entstehung der fur die chronische Pankreatitis typischen Fibrose
wird mit der Nekrose-Fibrose-Hypothese erklart, welche anhand des Krankheitsab-
laufes der alkoholtoxischen Pankreatitis entwickelt wurde. Diese geht davon aus,
dass sich die Fibrose der chronischen Pankreatitis Uber Schibe schwerer akuter
alkoholbedingter Pankreatitiden (—) entwickelt (nach Witt et al. 2007).
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Ausgeldst durch die rezidivierend auftretenden autodigestiven Nekrosen und deren
Resorption durch Makrophagen kommt es zur Entwicklung einer zunehmenden
Fibrose, die zuerst inter/perilobulér auftritt und dann spater auch die Lobuli erfasst.
Als gesichert gilt, dass die 1998 von Bachem und Mitarbeitern erstmals isolierten
pankreatischen Sternzellen der Ausléser einer pankreatischen Fibrose sind (Bachem
et al. 1998). In vitro konnte gezeigt werden, dass sowohl Entziindungsmediatoren
wie platelet derived growth factor (PDGF), TNF-a, tissue growth factor (TGF)-3, IL-1
und IL-6 als auch Ethanol und Acetaldehyd in der Lage sind, pankreatische
Sternzellen zu aktivieren (Apte et al. 2004). Die aktivierten Sternzellen wandeln sich
in Myofibroblasten um. Die Myofibroblasten produzieren dann extrazellulare Matrix,
bestehend aus Proteinen wie Kollagen 1, Kollagen 3 und Fibronektin, welche den
Hauptbestandteil des fibrotischen Gewebes bilden (Omary et al. 2007). Da die
Fibrose jedoch nur die gemeinsame Endstrecke der Erkrankung darstellt, liegen den
einzelnen Formen der CP verschiedene pathophysiologische Ursachen zugrunde
(Tab. 1).

Die chronische alkoholtoxische Pankreatitis ist die haufigste Form der CP. Allen
Untersuchungen zur Pathogenese der alkoholtoxischen Pankreatitis liegen zwei
wesentliche Beobachtungen zugrunde: Erstens zeigt sich, dass es eine Dosis-
Wirkungsbeziehung zwischen Alkohol und der Entwicklung von Pankreatitiden gibt
(Bourliere et al. 1991) und zweitens entwickelt nur ein Bruchteil der schweren
Alkoholiker eine Pankreatitis, was zeigt, dass es zusétzliche Cofaktoren geben muss,
die die Entwicklung einer alkoholtoxischen Pankreatitis triggern (Steinberg & Tenner
1994). Auch wenn der genaue Mechanismus der Toxizitdt von Alkohol weiterhin
umstritten ist, so gilt es heute doch als gesichert, dass Alkohol in verschiedener
Weise toxisch auf Azinuszellen wirkt. So konnte gezeigt werden, dass die
Azinuszellen des Pankreas analog zur Leber sowohl oxidativ (Haber et al. 1998) als
auch nicht oxidativ (Laposata et al. 1986) Alkohol metabolisieren und so toxische
Metabolite, wie Acetaldehyd und oxidativen Stress, produzieren. Weiterhin konnte
tierexperimentell gezeigt werden, dass mit Ethanol gefiitterte Ratten erhdhte mRNA-
Level der digestiven Enzyme Trysinogen, Chymotrypsinogen, Lipase und Cathepsin
B aufweisen (Apte et al. 1995). Gleichzeitig kommt es zu einer Stérung der Sekretion
von Zymogengranula und zu einer Instabillisierung der die digestiven Enzyme
speichernden Zymogengranula in den Azinuszellen. Dies kénnte bewirken, dass der

intrazellulare Enzymgehalt ansteigt und es zur intrazellularen Enzymaktivierung
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kommt, was zur Entzindung des Organs fuhren wirde (Haber et al. 1994; Deng et
al. 2004).

Eine weitere Form der CP stellt die chronische hereditare Pankreatitis (CHP) dar.
Durch Entschlisselung der fur die CHP verantwortlichen Gene konnte ein wichtiger
Teil zum Verstandnis der CP beigetragen werden. Bei der CHP kommt es durch
verschiedene Mutationen zum Ungleichgewicht zwischen den vor intrazellularer
Aktivierung von Trypsinogen zu Trypsin schitzenden Faktoren und der Aktivierung

von Trypsinogen zu Trypsin (Abb. 3).

Trypsinogen . B | Trypsinogen . Tendenz zur
| Autoaktivierung ‘T

Trypsin Trypsin Stabilitat gegen
‘ I | Autolyse T

V

Autodigestion

V

Pankreatitis

Abbildung 3: Zur hereditaren Pankreatitis kommt es, wenn die Funktion von
Schutzmechanismen gegen die intrazellulare Trypsinaktivierung genetisch bedingt
gestort ist. SPINK 1 ist ein kompetenter Inhibitor der intrazellularen Trypsinaktivitat
(A.) Durch Mutation von SPINK 1 oder durch die R122H Mutation im PRSS 1
Trypsin-Isoenzym kann die intrazellulare Trypsinaktivitdt erhéht sein und so eine
chronische Pankreatitis entstehen (B). Zeichnung modifiziert nach Witt et al. 2007.

Von den drei Trypsin Isoenzymen (Kationisches Trypsinogen (PRSS 1), anionisches
Trypsinogen (PRSS 2) und Mesotrypsinogen (PRSS 3)) fuhren insbesondere
Mutationen des PRSS 1 Isoenzyms zu erhéhter intrapankreatischer Trypsinogenakti-
vitdt. Die 1996 von Whitcomb identifizierte R122H Mutation im PRSS 1 Gen ist die
am haufigsten fur die CHP verantwortliche Mutation und folgt einem dominanten
Erbgang mit unvollstandiger Penetranz (Whitcomb et al. 1996). Als ,Gain of

Function Mutation bewirkt R122H eine verstarkte Autoaktivierung von Trypsinogen
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zu Trypsin und macht aktiviertes Trypsin resistenter gegen Inaktivierung (Sahin-Toth
et al. 2000). Witt und Mitarbeiter konnten ebenfalls zeigen, dass bestimmte
Mutationen zur Entstehung einer CP pradisponieren. Bei Patienten, die an einer
alkoholtoxischen Pankreatitis leiden, tritt gehauft eine Mutation im SPINK 1-Gen auf,

einem kompetenten Trypsin Inhibitor (Witt et al. 2001).
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3.5 AUTOIMMUNPANKREATITIS
3.5.1 DEFINITION

In Analogie zu anderen Organen wird auch fur das Pankreas seit einigen
Jahren eine autoimmune Erkrankung postuliert. Sarles et al. berichteten schon 1961
von einer nicht alkoholischen Pankreatitis, die in Zusammenhang mit einer
Hypergammaimmunglobulie steht (Sarles 1961). Bis Yashia et al. 1995 den Term der
Autoimmunpankreatitis (AIP) vorschlugen, existierten verschiedene Begriffe wie
.Sklerosierende Pankreatitis® (Hamano et al. 2001), ,lymphoplasmozytisch
sklerosierende Pankreatitis* (Kawaguchi et al. 1991), ,pseudotumorése Pankreatitis*
(Lammer et al. 1985), ,sklerosierende Pankreatocholangitis® (Horiuchi et al. 2001)
und ,chronische Pankreatitis mit diffuser Lumeneinengung des Pankreashauptgangs”
(Oi 1998). Diese Begriffe spiegeln histopathomorphologische oder radiologische
Korrelate der AIP wider. Der Begriff AIP gilt heute allgemein als akzeptiert und wird
weltweit als eigensténdige Entitdt der CP wahrgenommen (Toomey et al. 2007;
Kloppel et al. 2005b; Kamisawa et al. 2008).

3.5.2 EPIDEMIOLOGIE

Obwohl in zunehmenden Malie Uber AlP-Félle berichtet wird, ist die genaue
Pravalenz und Inzidenz nicht bekannt (Zandieh et al. 2007). Verschiedene Fallserien
berichten, dass ca. 4-6% der an einer CP erkrankten Patienten an einer AIP leiden
(Kim 2004; Pearson 2003). Etwa 2% der unter dem Verdacht eines Pankreaskarzi-
noms operierten Patienten zeigen bei der Untersuchung des bei der Operation
resezierten Pankreasgewebes keine malignen Veranderungen, sondern vielmehr
lymphoplasmazellulare Infiltrate, welche das histologische Korrelat einer
autoimmunen Erkrankung darstellen (Toomey et al. 2007). Bei Patienten, bei denen
eine Pankreatoduodenektomie unter dem Verdacht einer benignen Neubildung
vorgenommen wird, findet sich sogar in ca. 22% der Falle eine AIP (Hardacre et al.
2003; Abraham et al. 2003b). Sowohl Manner als auch Frauen kdénnen an einer AIP
erkranken, Manner sind jedoch haufiger betroffen als Frauen. Die Erkrankten haben

eine weite Altersspanne, wobei die meisten Patienten Uber 50 Lebensjahre aufzeigen
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(Finkelberg et al. 2006). Auch wenn die AIP in asiatischen Landern wesentlich
haufiger beobachtet wird als in westlichen Landern, so nimmt die Aufmerksamkeit,
die der AIP gewidmet wird, durch eine zunehmende Zahl an Fallberichten in den
letzten Jahren auch in Europa und den USA zu (Kamisawa et al. 2008; Sutton et al.
2005).

3.5.3 PATHOGENESE UND DIAGNOSTIK DER AIP

Die Pathogenese der AIP konnte bisher trotz intensiver Bemuhungen nicht
geklart werden. Insbesondere konnten weder ein spezifisches Antigen noch ein
spezieller Trigger, der die Entstehung und das Voranschreiten der Krankheit bedingt,
identifiziert werden (Fitzner et al. 2009). Die allgemein akzeptierte Hypothese, dass
es sich bei der AIP um eine Erkrankung autoimmuner Genese handelt, stitzt sich auf
verschiedene labordiagnostische, histopathologische und genetische Beobachtungen
der AIP, die im weiteren Text aufgefuhrt sind. Auch der dramatische Therapieerfolg
durch Steroide gilt als wichtiger Hinweis, dass die AIP eine Erkrankung autoimmuner
Genese ist (Kloppel et al. 2005b). Da eindeutige Parameter zur Feststellung einer
AIP fehlen, kann die Diagnose nur anhand verschiedener Kombinationen
radiologischer, serologischer und histologischer Befunde gestellt werden (Kamisawa
2008).

3.5.3.1 Histopathologie der AIP

Makroskopisch kann die AIP das duktale Pankreaskarzinom nachahmen. In
bis zu 80% der Falle wird eine tumorartige Masse im Pankreaskopf beschrieben
(Kléppel et al. 2007). Das Organ kann im Bereich der Entziindung vergroRert und die
lobulare Struktur aufgehoben sein. Diese Veranderungen fiuhren im Verlauf der
Erkrankung zum Verschluss des Pankreashauptganges und haufig auch zum
Verschluss des Ductus choledochus (Kloppel et al. 2005b). Die AIP differenziert sich
von anderen Formen chronischer Pankreatitiden auch durch ihr mikroskopisches

Bild. Hier zeigt sich als typisches Kennzeichen der AIP eine ausgepragte periduktale
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Zellinfiltration um die mittel bis groRen interlobularen Ausfihrungsgange (Kawaguchi
et al. 1991; Ectors et al. 1997).

Das inflammatorische Zellinfiltrat besteht Uberwiegend aus Lymphozyten und
Plasmazellen. Makrophagen und Granulozyten sind eher selten anzutreffen (Kloppel
et al. 2005b). In der akuten Entzindung kommt es zur zunehmenden Infiltration der
Gangepithelien durch Entziindungszellen. Dies fuhrt zu Verengung der Ausfihrungs-
gdnge und kann den Gangen ein sternféormiges Lumen verleihen. Eine der
Entziindung folgende periduktale Fibrose kann in einem spéteren Stadium ebenfalls
zur Einengung des Gangepithels fihren. Ein weiteres wichtiges Kennzeichen der AIP
ist die obliterative Phlebitis (Zhang et al. 2007; Abraham et al. 2003a). Immunhisto-
chemisch zeigt sich, dass es sich bei den Lymphozyten (iberwiegend um CD4" und
CD8" T-Zellen handelt, wahrend B-Lymphozyten seltener anzutreffen sind (Uchida et
al. 2000). Ein wichtiges Merkmal der Erkrankung ist jedoch die Infiltration 1gG4°-
Plasmazellen ins Pankreasparenchym, die sich bei 50-70% der Patienten mit AIP
findet. Da sich diese jedoch auch bei der alkoholtoxischen Pankreatitis und dem
Pankreaskarzinom finden kann, ist insbesondere die Quantifizierung dieser Zellen
von Bedeutung (Schneider & Léhr 2009). Die Fibrose als hervorstechendes Merkmal
aller chronischen Pankreatitiden findet sich auch bei der AIP und folgt dem
lymphoplasmazellularen Infiltrat (Kloppel et al. 2005b). Zun&chst kommt es zur
periduktalen Fibrose in schweren Fallen auch zur Fibrose des Azinusgewebes. Als
Verursacher der Fibrose gelten analog zur alkoholtoxischen Pankreatitis die
pankreatischen Sternzellen, welche zu Myofibroblasten aktiviert werden kénnen.
Detlefsen und Mitarbeiter konnten zeigen, dass es bei Patienten, die an AIP leiden,
abhangig der Schwere der Erkrankung im entzindeten Pankreasgewebe zur
vermehrten Expression profibrotischer Zytokine, wie von PDGF, TGF-$ und deren
Rezeptoren, kommt (Detlefsen et al. 2008). Diese chronischen Verénderungen sind
in etwa 45% der Falle durch akute, sogenannte granulozytare epitheliale Lasionen
begleitet. Diese L&sionen sind charakterisiert durch fokale Unterbrechungen und
Zerstorungen des duktalen Epithels, die durch einwandernde neutrophile, selten
auch eosinophile Granulozyten entstehen (Ectors et al.1997). Gelegentlich clustern
sich die Granulozyten auch direkt unter dem Gangephitel. Diese Veranderungen
werden hauptsachlich bei jungeren Patienten beobachtet und scheinen eine
Assoziation zu chronisch entziindlichen Darmerkrankungen aufzuweisen (Zamboni et
al. 2004).
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3.5.3.2 Klinisches Erscheinungsbild und systemische Manifestation der AIP

Die an AIP erkrankten Patienten werden aufgrund ihrer Symptomatik haufig
mit der Verdachtsdiagnose eines Pankreaskarzinoms hospitalisiert (Kamisawa et al.
2003). Klinisch imponiert die AIP meist durch milde Oberbauchschmerzen,
Gewichtsverluste, ikterische Beschwerden, rezidivierende Episoden chronischer
Pankreatitiden oder durch einen sich neu manifestierenden Diabetes mellitus (Tab.
2) (Hardacre et al. 2003; Weber et al. 2003). Ein weiterer charakteristischer Befund
der AIP ist die Assoziation mit anderen autoimmunen Erkrankungen. Eine
systematische Aufarbeitung der Literatur durch Ohara et al. erbrachte eine Haufigkeit
autoimmuner Begleiterkrankungen von 37% bei Patienten aus Japan und westlichen
Landern (Ohara et al. 2005). In Studien aus Europa zeigt sich jedoch wesentlich
haufiger eine systemische Beteiligung. So zeigte sich in einer Fallserie der
Universitdit Mannheim eine begleitende autoimmune Erkrankung bei 26 von 35
Patienten (Schneider & Lohr 2009). Erkrankungen, die in Begleitung der AIP
beobachtet werden, sind das Sjorgren-Syndrom, die skelosierende gang-
destruierende Cholangitis, die sklerosierende extra-hepatische Cholangitis, die
retroperitoneale Fibrose, die Hashimoto-Thyreoiditis, die rheumatoide Arthritis, der
systemische Lupus erythematodes und chronisch entziindliche Darmerkrankungen
(Jaster & Emmrich 2006). Die Tatsache, dass sich bei einigen der Patienten mit
systemischer Beteiligung auch in anderen Organen, wie der Niere IgG4'-
Plasmazellen finden, hat zur Postulierung einer IgG4-assoziierten Immunkomplex-
erkrankung gefuhrt (Neild et al. 2006). Diese beinhaltet die AIP als eine der Haupt-
manifestationen zusammen mit der retroperitonealen Fibrose, der sklerosierenden
Sialadenitis und der sklerosierenden Cholangitis (Kamisawa et al. 2006) und
unterscheidet sich von der isoliert auftretenden AIP, die einige Autoren als primare
AIP bezeichnen (Park et al. 2009).

26



Einleitung

3.5.3.3 Bildgebung

Die derzeitige Studienlage beschreibt, dass die AIP bei rund 80% der Patien-
ten mit einer tumorartigen Raumforderung im Pankreaskopf einhergeht. In
Anbetracht dieser Haufigkeit ist das duktale Adenokarzinom des Pankreas die
wichtigste Differentialdiagnose (Zamboni et al. 2004). Die sonographische
Untersuchung des an einer AIP erkrankten Patienten zeigt meist ein diffus
vergroRRertes, echoarmes Organ (Kamisawa 2006). Im CT stellt sich beim Vorliegen
einer AIP typischerweise ein diffus vergro3ertes Organ mit einer so genannten
~wurstartigen“ Erscheinungsform dar. Durch die entziindungsbedingten Veranderun-
gen im peripankreatischen Fettgewebe kommt es gelegentlich zur Bildung eines
hypodensen, kapseldhnlichen Rings, auch als ,Halo* bezeichnet, um das Pankreas
(Finkelberg et al. 2006). Die peripankreatischen Lymphknoten koénnen sich
vergroRert darstellen. Kalzifikationen oder Pseudozysten werden bei der AIP so gut
wie nie beobachtet (Sahani et al. 2004). Die endoskopisch retrograde Cholangio-
pankreatikographie (ERCP) zeigt im Bereich des Pankreaskopfes haufig eine
Verengung des Ductus choledochus. Auch der pankreatische Hauptgang ist haufig
diffus verengt (Horiuchi et al. 2002; Kamisawa 2008). Da die Abgrenzung zum
Pankreaskarzinom in der Bildgebung schwierig ist, spielt die endosonographisch
gesteuerte Punktion eine wichtige Rolle, da so die Moglichkeit besteht, Material fur

eine histologische Untersuchung zu gewinnen (Levy et al. 2005).

3.5.3.4 IgG4 und weitere serologische Befunde der AIP

Erhdhte Werte fur Immunglobuline und 1gG4 sind ein charakteristischer
Befund einer AIP (Hamano et al. 2001). Als erhdht gelten Werte fiur 1gG Uber
1800 mg/dl und fur 1gG4 Werte uber 135 mg/dl, wobei erhthte Werte fur IgG4
spezifischer und sensitiver fur die AIP sind als erhéhte 1gG Titer (Choi et al. 2007).
Insgesamt zeigen sich fur 1gG4-Erh6hungen eine Sensitivitat von 75% und eine
Spezifitat von 93% (Ghazale et al. 2007). Aufgrund der niedrigen Inzidenz der AIP
und aufgrund der Tatsache, dass sich erh6hte Werte fir IgG4 auch bei Pankreaskar-
zinomen und Gallengangskarzinomen finden, ergibt sich jedoch ein nur niedriger

positiv pradiktiver Wert, so dass erhdohte Werte von 1gG4 nicht alleine zur
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Diagnosestellung einer AIP geeignet sind (Park et al. 2009). Weitere serologische
Beobachtungen von AIP Patienten sind Antikorper gegen Carboanhydrase 2,
Laktoferrin, Antinukle&re Antikdrper (ANA) sowie positive Rheumafaktoren. Weiterhin
zeigen sich erhohte Werte fur CD4 und CD8 positive HLA-DR auspragende T-Zellen,
wobei unter den CD4 positiven Zellen Interferon gamma produzierende Thl Zellen
gegenuber IL-4 produzierenden Th2 Zellen tGberwiegen (Okazaki et al. 2000). Kawa
et al. konnten eine Assoziation des HLA Haplotyps DRB10405-DBQ10401 mit der
AIP in der japanischen Bevdlkerung nachweisen (Kawa et al. 2002).

3.5.4 DIAGNOSEKRITERIEN UND DIFFERENTIALDIAGNOSEN

Obwohl es sich bei der AIP um eine Form der CP handelt, ist die wichtigste
Differentialdiagnose nicht eine CP anderer Genese, sondern das Adenokarzinom des
Pankreas (Kloppel et al. 1998). Wegen des ahnlichen klinischen Erscheinungsbildes,
den grofRen Parallelen in der Symptomatik (Tab. 2) und den nahezu identischen
Befunden in bildgebenden Verfahren ist die Gefahr besonders grof3, dass ein
Karzinom als AIP oder eine AIP als Karzinom diagnostiziert wird (Gardner et al.
2009).

Durchschnittsalter in Jahren 62 67
Frauenanteil (%) 24 64
Bauchschmerzen (%) 54 53
Gewichtsverlust (%) 76 56
Ikterus (%) 84 84
Diabetes (%) 19 13
Autoimmune Vorerkrankungen (%) 24 0

Tabelle 2: Aufgrund der ahnlichen Symptomatik ist das Adenokarzinom des
Pankreas die wichtigste Differentialdiagnose der Autoimmunpankreatitis (AIP).
Hardacre et al. verglichen die Symptome von Patienten, die an einer AIP litten, mit
denen von Karzinompatienten (Hardacre et al. 2003).
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Um mdogliche Fehldiagnosen zu vermeiden, wurden verschiedene Diagnose-
Schemata entwickelt, wobei als diagnostischer Goldstandard die histologische
Sicherung einer AIP gilt (Kleef at al. 2006). Die AIP kann jedoch auch anhand der
Kombination verschiedener, nicht histologischer Parameter gestellt werden. Die
Diagnose-Schemata der Japan-Pancreas-Society (Okazaki et al. 2007), der Mayo-
Klinik (Chari et al. 2006) und das Mannheimer Diagnose Schema (Schneider & Lohr
2009) ziehen zur Diagnose der AIP die Kombination aus radiologischen,
serologischen und histologischen Befunden sowie dem Ansprechen auf eine Steroid-
Therapie heran (Tab. 3).
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m Japan-Kriterien Mayo HISORt USA Mannheim-Kriterien

Kriterium (1)
Bildgebung

Kriterium (Il)
Laborwerte

Kriterium (lll)
Histologie

Kriterium (IV)
Ansprechen auf
Steroide

Kriterium (V)
Assoziation mit
anderen
Autoimmunen
Erkrankungen

Etablierung der
Diagnose
anhand der
vorliegenden
Kriterien

Typische Befunde:
(a) CT, MRT, Ultraschall: Diffuse
oder lokalisierte VergroRerung

des Pankreas und

ERCP: diffuse oder segmentale

Verengung des

Pankreashauptgangs mit
unregelmaRiger Begrenzung

(a) Erhéhte Serumwerte fur
Gammaglobulin, IgGoder 1gG4

oder
(b) Nachweisvon
Autoantikorpern

(a) Ausgepragte interlobulare

Fibrose und

lymphoplasmazellulare

Infiltration

Nicht beinhaltet

Nicht beinhaltet

Gesicherte AIP:
1+11
1+ 111

Typische Befunde:

(a) CT, MRT: diffus vergroRertes
Pankreas mit verzogertem,
rinnenartigem Enhancement und
ERCP: diffusirregularer, betonter
Pankreashauptgang

Atypische Befunde:

(b) fokale Raumforderung des
Pankreas, fokale
Pankreashauptgangstriktur, akute
Pankreatitis, Pankreasatrophie,
Verkalkung

(a) Erhohte Serumwerte fur IgG4

(a) Periduktale lymphoplasmazellulare
Infiltrate , obliterative Phlebitis und
Fibrose

(b) Mindestens 10 IgG4-positive
Zellen/High-Power-Field des
lymphoplasmazellularen Infiltrats im
Pankreas

Auflosen bzw. ausgepragte
Verbesserung der pankreatischen
und/oder extrapankreatischen
Befunde

Hildre/intrahepatische Strikturen,
persistierende distale bilidre
Strikturen, Befall der Speicheldrisen,
mediastinale Lymphadenopathie,
retroperitoneale Fibrose, bestéatigt
durch den Nachweis |gG4-positiver
Zellen

Gesicherte AIP:

11l (a oder b) alleine

la+ 1l

Ib (Pankreaserkrankung unklarer
Atiologie) + IV +1l und/oderrV

Typische Befunde:

(a) CT, MRT, Ultraschall: diffuse
oder lokalisierte Schwellung des
Organsund

ERCP: diffuse oder fokale
Gangverschmélerung und
UnregelmaRigkeitdes
Pankreashauptgangs

Atypische Befunde:

(b) Pankreaserkrankung unklarer
Atiologie (z. B akute Pankreatitis,
Pankreasatrophie, Verkalkung)

(a) Erhohte Serumwerte fir
IgG4oder

(b) Nachweisvon
Autoantikdrpern, Gammaglobulin
oder IgG

(a) Dichte lymphoplasmazelluldre
Infiltration und Zerstorung des
Organs, ,,destruktive
Pankreatitis“, Nachweis von
granulozytaren epithelialen
Lasionen

(b) mindestens 10 IgG4-positive
Zellen/High-Power-Field in
einem extrapankreatisch
befallenenOrganen

(a) Abklingen/deutliche
Verbesserung der Befunde des
Pankreasoder

(b) der beteiligten Organe

Nachweis einer anderen
Autoimmunen Ekrankung

Gesicherte AIP:
lllaalleine

la+ 1l

Ib + IV + llaand/or Illb
Ib + IV + llb and/or V
Wahrscheinliche AIP:
Ib+11+V

Méogliche AIP:

Ib+ Il oderlb+V

Tabelle 3: Verschiedene Diagnoseschemata wurden zur Diagnose der AIP publiziert.
Hier exemplarisch die Diagnoseschemata der Japan Pancreas Society, das HISORt
der Mayo Kilinik, und das Mannheimer Diagnose Schema (modifiziert nach Schneider
et al. 2009).
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3.5.5 THERAPIE UND PROGNOSE DER AIP

Das dramatische Ansprechen der AIP auf die Therapie mit Steroiden ist ein
wohl bekanntes Phanomen, (Kim et al. 2004). Kamisawa fordert, dass vor Beginn der
Steroid-Therapie ein mdglicherweise vorliegender Ikterus obstruktiver Genese
entweder endoskopisch oder durch eine perkutane transhepatische Gallengangs-
drainage beseitigt werden muss. Liegt ein Diabetes vor, so muss dieser vor
Therapiebeginn eingestellt werden (Kamisawa et al. 2007). Die Behandlung mit
Glucokortikoiden erfolgt durch die orale Gabe von Prednisolon in einer Dosierung
von 40 mg/d fur 1-2 Monate (Chari et al. 2007). Nach Beginn der Behandlung muss
in regelméafigen Abstanden durch radiologische und serologische Untersuchungen
der Krankheitsverlauf dokumentiert werden. Unter Therapie kommt es normalerweise
innerhalb weniger Wochen zu einer GroéRenregression des Pankreastumors und zu
einer Ruckbildung der Gallengangsstenose, so dass die Gallengangsdrainage
Uberflissig wird. Zeigt sich das Pankreas radiologisch ohne Befund, kann die
Therapie mit Glucokortikoiden beendet werden (Kamisawa et al. 2007). Um eine
unnotige Verzogerung der Behandlung von Patienten, die an einem Karzinom
erkrankt sind, zu verhindern, sollte sich 2-4 Wochen nach Beginn einer Steroid-
Therapie alle radiologisch festgestellten tumordsen Vergrol3erungen am Pankreas
nahezu vollstandig zurtickgebildet haben. Verbleibende Tumoren mussen chirurgisch
abgeklart werden (Finkelberg et al. 2006). Die Langzeitprognose der AIP ist noch
unklar. Die vorliegenden Untersuchungen nach Steroid-Therapie zeigten jedoch eine
geringe Rezidivwahrscheinlichkeit der AIP von 1/23 Patienten (Horiuchi et al. 2002)
und 1/17 Patienten (Kim et al. 2004). Der uberwiegende Teil der Patienten wird
jedoch operativ behandelt, entweder um eine mdgliche Malignitat auszuschlie3en
oder da praoperativ falschlicherweise die Verdachtsdiagnose eines Karzinoms
gestellt wurde. Operationen an AIP Patienten zeigten jedoch eine Tendenz zu
lAngeren Operationszeiten, grof3eren Blutverlusten und auch postoperativ erhdhten
Komplikationsraten (Hardarcre et al. 2003). Bei 9 der 17 AIP Patienten des
Heidelberger Patientengutes kam es postoperativ zu einer klinischen Besserung mit
allgemeinem Wohlbefinden (Kleef et al. 2006). Etwa 75% der von Weber chirurgisch
behandelten Patienten waren zwei Jahre post OP beschwerdefrei (Weber et al.

2003). Toomey schlagt folgenden Behandlungsalgorhythmus fir Patienten die
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aufgrund ihrer Symptomatik und eines bildgebenden Befundes potentiell an einer AIP

erkrankt sein konnten vor (Abb. 4).
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Abbildung 4: Behandlungsalgorithmus der AIP (modifiziert nach Toomey et. al
2007)
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4 ZIEL DER STUDIE

Ziel der vorliegenden Studie war es, ein Tiermodell der AIP zu etablieren und
zu charakterisieren. Mause des Stammes MRL/Mp konnen aufgrund ihres
genetischen Hintergrundes neben zahlreichen anderen autoimmunen Erkrankungen
auch eine Autoimmunpankreatitis entwickeln. Da die pathophysiologischen
Mechanismen dieser Erkrankung bislang unbekannt sind, stellten wir uns fir die

vorliegende Arbeit folgende Fragen:

1. Mit welcher Inzidenz erkranken Mause des Stammes MRL/Mp an einer
AlP?

2. Gibt es geschlechtsspezifische Unterschiede in der Kranksheitsinzidenz?

3. In welchem Alter manifestiert sich die Erkrankung?

4. Gehen der histopathologischen Manifestation der AIP mikrozirkulatorische

oder serologische Veranderungen voraus?

5. Zu welchen mikrozirkulatorischen und serologischen Veranderungen

kommt es im Krankheitsverlauf der AIP?

6. Aus welchen Zellen setzt sich das Entzundungsinfiltrat im erkrankten

Pankreas zusammen?

7. Durch welche molekularbiologischen Charakteristika zeichnet sich das

erkrankte Pankreasparenchym aus?
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5 MATERIAL UND METHODIK
5.1 VERSUCHSTIERE

Die Untersuchungen wurden an mannlichen und weiblichen Tieren des In-
zuchtstammes Murphy Roth’'s Lange (MRL/MpJ) durchgefuhrt, welcher aus
verschiedenen Inzuchtstammen gekreuzt wurde: LG (75%), AKR/J (12,6%), C3H
(12,1%) und C57BL/6 (0,3%) (http://jaxmice.jax.org/strain/000485.html). Die Tiere
entstammten einer Zucht (Charles River Wiga, Sulzfeld, Deutschland) und wurden zu
vier verschiedenen Alterszeitpunkten, d.h. 8-12, 16-20, 24-28 und 32-40 Wochen,
untersucht. Die MRL/MpJ Mause wurden in einem Kklimatisierten Raum bei 12h

Tag/Nachtrhythmus unter Bereitstellung von Standardfutter fir Nager und Wasser ad
libitum in Kafigen mit hochstens funf Tieren gehalten. Die Tierversuche waren gemafi
des Tierschutzgesetzes 88 (1) genehmigt. (Tierschutznummer: LALLF M-
VITSD/7221.3-1.1-024/07).

5.2 EXPERIMENTELLES MODELL
5.2.1 MIKROZIRKULATIONSMODELL DES PANKREAS

Intravitalmikroskopische Modelle zur Untersuchung der Mikrozirkulation des
zuvor chirurgisch praparierten Pankreas der Ratte wurden bereits fur verschiedene
Krankheitsbilder des Pankreas verwendet. So konnte Vollmar et al. unter
Zuhilfenahme von intravitaler Fluoreszenzmikroskopie arterioldre Vasomotion in
Pankreata von Ratten im hamorrhagischen Schock nachweisen (Vollmar et al. 1994).
Auch der ischamische Reperfusionsschaden an Pankreata von Ratten war schon
Gegenstand intravitalmikroskopischer Untersuchungen (Menger et al. 1996). Glawe
et al. untersuchte intravitalmikroskopisch die Pankreasmikrozirkulation Dibutylzinn-
dichlorid vorbehandelter Ratten anhand verschiedener Parameter, wie der kapillaren
Fliel3geschwindigkeit, der Leukozyten-Endothelzell-Interaktion, der nutritiven
kapillaren Perfusionsdichte und der Fibrosierung als Folge entzindungsbedingter
Kollagenablagerungen (Glawe et al. 2005).

Die Intravitalmikroskopie des Pankreas ist ein standardisiertes und reproduzierbares

Verfahren zur Charakterisierung der Mikrozirkulation verschiedener Krankheitsbilder
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des Pankreas. In der von uns durchgefuhrten Studie charakterisierten wir die
Mikrozirkulation der AIP in der MRL/Mp-Maus.

5.2.2 ANASTHESIE

Vor Operationsbeginn wurden die Tiere mit Ketamin 90 mg/kg Képergewicht
(Ketamin®, Betapharm GmbH & Co. KG, Vechta, Deutschland) und Xylazin 25 mg/kg
Korpergewicht (Rompun®, Bayer Vital GmbH, Bayer Health Care, Deutschland) i.p.
narkotisiert. Anschlieend wurden die Tiere bauchseitig und am Hals rasiert
(Aesculap Favorita I, Aesculap AG & Co. KG, Tuttlingen, Deutschland) und in
Ruckenlage positioniert. Um die Aufrechterhaltung der Koérpertemperatur der Tiere zu
gewahrleisten, wurden die Tiere durch eine elektronisch geregelte Heizplatte (Fa.
Effenberger, Pfaffing, Deutschland) wéahrend der gesamten Untersuchung gewarmt.

5.2.3 MIKROCHIRURGISCHE PRAPARATION

Zur Applikation der Farbstoffe erfolgte zunachst unter Zuhilfenahme eines
Operationsstereomikroskops (Leica M651/M655, Leica Microsystems AG, Wetzlar,
Deutschland) die Préparation der rechten Vena jugularis zur Platzierung eines
GefalR3katheters (PE 10, innerer Durchmesser: 0,28mm). Zur Messung der
mikrozirkulatorischen Parameter des Pankreas der Maus wurde das Abdomen Uber
eine transverse Oberbauchlaparotomie er6ffnet und der kraniale Wundrand mit zwei
justierbaren Wundhaken offengehalten. Wahrend der Dauer der Praparation wurden
Leber, Magen und Intestinum mit feuchten Kompressen abgedeckt, um eine
Austrocknung der abdominellen Organe zu verhindern. Zusatzlich wurde der Situs
regelmafig mit 37°C warmer physiologischer Kochsalzlosung befeuchtet. Um eine
Auslagerung des Pankreas mit der anhdngenden Milz fur die intravitale Fluores-
zenzmikroskopie zu ermdglichen, ohne die Integritdt des Organs zu verletzen,
wurden zunachst die Aa. gastricae breves ligiert und durchtrennt. Nachfolgend wurde
das Omentum majus von der grof3en Kurvatur des Magens bis in Hohe des Pylorus

abgesetzt. AnschlieBend wurden die zwischen dem kaudalen Pankreas und dem
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Querkolon bestehenden Faszien gelost und so Pankreasschwanz und Teile des
Corpus vollstandig mobilisiert. Dabei wurde darauf geachtet, das Pankreas selbst
nicht zu bertihren und die peritonealen Strukturen, in die das Pankreas eingebettet
ist, nicht zu verletzen. So wurde sichergestellt, dass die Mikrozirkulation des
Pankreas moglichst wenig beeintrachtigt wurde. Nun konnte das Pankreas unter
Zuhilfenahme feuchter Wattestdbchen mitsamt der Milz auf ein anmodeliertes
Plastelinbett, welches sich auf einem Beobachtungsstédnder befand, ausgelagert
werden (Abb. 6). Um das Pankreas vor Austrocknung zu schitzen und um eine
maoglichst plane Oberflache fir die mikroskopische Untersuchung zu schaffen wurde,
es mit einer befeuchteten Folie abgedeckt und wahrend der mikroskopischen

Untersuchung wiederholt mit physiologischer Kochsalzldsung angefeuchtet.

5.3 UNTERSUCHUNGSMETHODEN
5.3.1 INTRAVITALE FLUORESZENZMIKROSKOPIE

Die Intravitalmikroskopie (IVM) ermdglicht die Lokalisierung bestimmter Bestandteile
komplexer biomolekularer Strukturen, inklusive lebender Zellen. 1852 erkannte der
Mathematiker George Gabriel Stokes, dass bestimmte Molekile, sogenannte
Fluorophore, Licht einer bestimmten Wellenldnge adsorbieren und dann Licht einer
anderen, langerwelligen Wellenldnge emittieren. Die Differenz aus emittierter
Wellenlange (Aout) und adsorbierter Wellenlange (Ain) ergibt entsprechend der Formel
(As = Aout — Ain) den sogenannten Stokes-Shift (As). Jedes Fluorophor hat ein
spezifisches Absorptionsspektrum, bei dem es angeregt wird (Exzitation) und ein
Fluoreszenzspektrum (Emission), bei der die Detektion des Fluoreszenzlichts erfolgt.
Die Intravitalmikroskopie erlaubt durch eine Auswahl bestimmter Filter, das helle
Anregungslicht und das schwache Fluoreszenzlicht im Strahlengang des Mikroskops
zu trennen und ermdglicht so die selektive Visualisierung spezifischer biologischer
Strukturen (Abb. 5).
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Stokes - Shift (A,)
—_—

Intensitdt

>
Wellenlinge

Abbildung 5: Wird ein Fluorophor mit Licht spezifischer Wellenlangen angeregt, Ai,
(Exzitation), fluoresziert (Emission) es Licht einer spezifischen langwelligeren
Wellenlange. Die Differenz aus emittierter Wellenlange (Ao) und adsorbierter
Wellenlange (Ain) ergibt entsprechend der Formel (As = Aout — Ain) den Stokes-Shift (As).
Unter Zuhilfenahme spezieller Filter kdnnen Fluorophore durch ihr emittiertes Licht
selektiv visualisiert und so zur Markierung biologischer Strukturen genutzt werden.

Die intravitale Fluoreszenzmikroskopie wurde an einem modifizierten Epifluores-
zenzmikroskop der Firma Zeiss vorgenommen (Axiotech vario, Zeiss, Jena,
Deutschland). Fur die Analyse der Mikrozirkulation wurde die Maus mitsamt der
Heizplatte unter ein Mikroskop gelagert, wobei die Heizplatte am Kopfende der Maus
so angehoben wurde, dass eine Schraglage von ca. 30° entstand, um das
ausgelagerte Pankreas in eine madglichst horizontale Ebene zu bringen. Die Epi-
llluminations-Vorrichtung beinhaltete eine 100 W Quecksilberdampflampe mit einem
Blaufilter (Exzitation: Wellenlange=450-490 nm; Emission: Wellenldnge>515 nm)
sowie einem Grinfilter (Exzitation: Wellenlange = 510-560 nm; Emission:
Wellenlange > 580 nm) und einem UV-Filter (Exzitation: Wellenlange = 330-380 nm;
Emission: Wellenlange > 415 nm).

Alle beobachteten Mikroskopbilder wurden durch ein Video-System (S-VHS
Panasonic AG 7350-E, Matsushita, Tokio, Japan) fur die offline Evaluierung durch
eine CCD-Kamera (FK 6990A-1Q, Pieper, Berlin, Deutschland) aufgenommen und
auf einem Bildschirm mit Zwischenschaltung eines Zeitmarkengenerators (VTG-33,
For-A, Tokio, Japan) dargestellt. Samtliche Analysen mikrozirkulatorischer Parameter
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wurden offline, d.h. nach Beendigung der intravitalen Fluoreszenzmikroskopie durch
Wiedergabe des Videobandes mit dem softwareassistiertem Bildverarbeitungs-
system (Caplmage Version, 7.4, Dr. Zeintl Software, Heidelberg, Deutschland)
durchgefiihrt. Hierdurch konnte der Untersuchungszeitraum und die Belastung fur

das Versuchstier auf ein Minimum reduziert werden.

R Kameara

Monitar DM

i S— Pankreas
G\; Versuchstier
H Heizplatfe
Abbildung 6: Versuchsanordung der Intravitalmikroskopie. Die intravital-
mikroskopischen Aufnahmen des auf ein Plastelinbett ausgelagerten Pankreas
wurden von einer Kamera aufgezeichnet und nach Einspielung einer Zeitangabe auf

einen Monitor Ubertragen. Nach Einstellung der gewinschten Aufnahmeposition
wurde das Bild durch einen Videorecorder aufgezeichnet.

Videorecorder

Zaifgenerator

5.3.2. MIKROHAMODYNAMISCHES MONITORING

Zur Untersuchung der Mikrozirkulation des Pankreas wurde die Technik der
intravitalen Multifluoreszenzmikroskopie angewendet. Diese Technik erlaubt die
direkte Visualisierung von Kapillaren, Venolen, Pankreasinseln, Leukozyten, Fibrose
sowie apoptotischen Zellkernen. Fir die Ubersichtsaufnahmen des Pankreasparen-
chyms und der Inseln wurde ein x20 Wasser-Immersionsobjektiv verwendet, fur
Aufnahmen von Venolen und Zellkernen ein x40 Wasser-Immersionsobjektiv
(x20/0.50W und x40/0.80, Zeiss). Zur Kontrastverstarkung und Visualisierung des

GefalRnetzwerkes diente 0,1ml 2% Fluorescein-Isothiocyanat markiertes Dextran
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(FITC), MG 150.000D (Sigma-Chemical, Deisenhofen, Deutschland). Zur
Darstellung von Leukozyten wurde 0,1ml 1% Rhodamine-6G (Sigma) und zur
Anfarbung der Zellkerne 1% Bisbenzimid (Sigma) 0,1ml/100g KG i.v. injiziert. Die
mikroskopierten Bilder wurden mit einer Videokamera aufgenommen und spater mit

Erfassung folgender mikrohamodynamischer Parameter quantitativ ausgewertet:

- Kapillare und postkapillare BlutzellflieRgeschwindigkeit (um/s) (siehe 5.3.2.1)
- Funktionelle kapillare Dichte (cm/cm? )(siehe 5.3.3.2)

- Leukozyten-Endothelzell-Interaktion (siehe 5.3.2.3)

- Apoptotische Parenchymschaden (n/Flache) (siehe 5.3.2.4)

5.3.2.1 Kapillare und postkapillare BlutzellflieRgeschwindigkeit

Die Messung der BlutzellflieRgeschwindigkeit wurde in Kapillaren und Venolen
sowohl in endokrinem als auch in exokrinem Gewebe durchgefihrt. Zur Bestimmung
der BlutzellflieBgeschwindigkeit wurde die softwareassistierte Line-Shift-Diagramm-
Methode angewendet (Klyscz et al. 1997). Entlang der Flussrichtung des zu
messenden Gefal3es wird hierzu eine zentral im Lumen gelegene Messlinie definiert
und anschlieBend das Videoband fir circa 12s in Echtzeit abgespielt. Wahrenddes-
sen wird fortlaufend fir jedes Halbbild entlang der Messlinie das Grauwertprofil
erstellt und in einem Bildspeicher aufgezeichnet. Aus den aneinander gereihten
Grauwertprofilen erzeugt das Programm ein Line-Shift-Diagramm, in dem helle bzw.
dunkle, schrage Linien zu erkennen sind, wenn sich wahrend der Messung
Plasmalicken bzw. Erythrozyten entlang der Messlinie bewegt haben (Abb. 7). Aus
der Steigung dieser Linien kann anschlieRend die Blutzellflie3geschwindigkeit in
pm/s errechnet werden (Klyscz et al. 1997)
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Abbildung 7: Repréasentative intravitalmikroskopische Aufnahme einer Venole nach
Kontrastierung des Plasmas mit Fluoresceinisothiocyanat (FITC)-Dextran (A) mit 3
definierten Messlinien (1-3) zur softwaregestitzten Erfassung der Blutzell-
geschwindigkeit. Nach Abspielen des Videobandes fur etwa 12s entsteht das Line-
Shift-Diagramm (B) fiur jede der einzelnen Messlinien (L1-3), anhand derer die
Geschwindigkeit des Blutflusses (um/s) aus der Steigung (rote Linien 1-3) der
aneinandergereihten Grauwertprofile errechnet werden kann.

5.3.2.2 Funktionelle kapillare Dichte

Die quantitative Analyse der mikrovaskularen Perfusion erfolgte anhand der
Erfassung der funktionellen kapillaren Dichte (FKD), sowohl des exokrinen als auch
des endokrinen Pankreasgewebes. Die Visualisierung der Kapillaren wurde durch
Kontrastierung des Plasmas nach intravendser Applikation von 0,1ml 2% FITC-
Dextran ermdglicht. FITC-Dextran farbt nur das Blutplasma und bindet weder an
Endothelzellen noch an individuelle Blutzellen. Pro Versuch wurden in randomisierter
Abfolge acht Gesichtsfelder des exokrinen Pankreas bei 200facher VergroRerung
eingestellt. Jedes dieser Felder wurde Uber 30s beobachtet und auf Videoband
aufgezeichnet, um die Perfusion darzustellen. Zur Darstellung der Perfusion des
endokrinen Pankreasparenchyms wurden Inseln eingestellt und bei 400facher
VergroBerung fur 30s aufgezeichnet. Die Bestimmung der FKD erfolgte dann
softwaregestutzt anhand der auf Videoband aufgezeichneten Bilder der Mikrozirkula-
tion. Die FKD des exokrinen Pankreasparenchyms wurde bestimmt, indem die
Gesamtlange aller perfundierten Kapillaren (in cm) eines Gesichtsfeldes auf die
Flache des Feldes (in cm? bezogen wurde (Abb. 8A und B). Die FKD des
endokrinen Pankreasparenchyms wurde bestimmt, indem die Gesamtlange aller
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perfundierten Kapillaren (in cm) der Insel auf die Flache in cm? der Insel gemessen

wurde (Abb. 8C und D). Die FKD wurde dann in cm/cm? angegeben.
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Abbildung 8: Reprasentative intravitalmikroskopische Aufnahmen der Pankreasmik-
rozirkulation des exokrinen (A) und endokrinen (C) Pankreas nach Kontrastierung
des Plasmas mit Fluoresceinisothiocyanat (FITC)-Dextran. Die Mikrozirkulation
randomisiert eingestellter Gesichtsfelder und Inseln wurde fur 30s auf Videoband
aufgezeichnet. Durch softwaregestitzte Nachzeichnung der Kapillaren (B und D)
kann die jeweilige FCD des Gesichtsfeldes bestimmt werden, wobei gilt: FCD =
Lange der nachgezeichneten Kapillaren in cm (rot) / Flache in cm? (blau).

5.3.2.3 Leukozyten-Endothelzell-Interaktion

Die Quantifizierung der Leukozyten-Endothelzell-Interaktion als Indikator einer
inflammatorischen Antwort erfolgte nach intraventser Applikation von 0,1ml 1%
Rhodamin-6G. Dieser Fluoreszenzfarbstoff farbt Zellen an, indem er in die
Mitochondrien und Zellkerne interkaliert (Horobin et el. 1990; Baatz et al. 1995).
Dabei werden insbesondere die Mitochondrien in Granulozyten und Makrophagen in
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Abhangigkeit von deren Membranpotential angefarbt. Die Beobachtung der
Interaktion der Leukozyten mit dem mikrovaskularen Endothel erfolgte in
postkapillaren Venolen des Pankreas mit einem Gefalldurchmesser von 25-80um
und einer Lange von ca. 100um. Neben der Erfassung der adharenten Leukozyten
(,Sticker”) erfolgte parallel die Differenzierung der Anzahl frei flieRender und am
Endothel entlang rollender Leukozyten. Jeder Gefal3abschnitt wurde Uber einen
Beobachtungszeitraum von 30s aufgenommen. Wéahrend frei flieRende Zellen den
untersuchten GefalRabschnitt ohne Interaktion mit der GefalBwand passierten,
wurden Zellen als rollend definiert, die eine durch das Gefald gelegte Linie mit einer
Geschwindigkeit von nur 2/5 der mittleren BlutflieRgeschwindigkeit passierten
(Roller). Die Anzahl der rollenden Leukozyten wurde als prozentualer Anteil der
gesamt flieRenden Leukozyten pro untersuchtem Gefalisegment angegeben. Als
adharent wurden Zellen definiert, die Gber einen Zeitraum von 20s stationar an der
Endotheloberflache hafteten (Sticker). Die Anzahl fest am Endothel adharenter
Leukozyten wurde pro untersuchtem Gefal3segment durch manuelles Auszéhlen und
als Anzahl pro mm? Endotheloberflache angegeben (Abb. 9). Die Endotheloberflache
wurde aus Gefalldurchmesser und Lange des untersuchten Segments berechnet,
wobei eine zylindrische Geometrie des entsprechenden Gefallabschnittes

angenommen wurde.

Zeit

>

Flussrichtung

Abbildung 9: Intravitalmikroskopische Aufnahme einer postkapillaren Venole des
exokrinen Pankreas nach Anfarbung der Leukozyten mit Rhodamin 6G zu den
Zeitpunkten t=0s (A), t=3s (B) und t=6s (C). Wahrend sich der adharente Leukozyt
(X) zu allen Zeitpunkten an derselben Position befindet, bewegt sich der ,rollende”
Leukozyt (|) mit weniger als 2/5 der BlutzellflieRgeschwindigkeit am GefaRendothel
entlang.
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5.3.2.4 Apoptotische Parenchymschaden des Pankreas

Als Mal3 fir moglicherweise Entziindungs-bedingte akute Schaden des Pank-
reas wurde des Weiteren die Azinuszell-Apoptose erfasst. Die Visualisierung
apoptotischer Zellen erfolgte nach intravendser Injektion von 1% Bisbenzimid
0,1ml/100g KG. Dieser Farbstoff interkaliert in Adenin- und Thyminreiche Regionen
der DNA und farbt so die Zellkerne an. Apoptotische Zellen zeigen charakteristi-
scherweise eine Kondensation, Fragmentation und halbmondférmige Formation des
Chromatins, die in der Folge zu einer unterschiedlichen Anfarbung der Zellkerne fuhrt
(Eipel et al. 2004). Nach Injektion des Fluoreszenzfarbstoffs konnen diese Kontraste
und kernmorphologische Differenzen zwischen apoptotischen und gesunden Zellen
erkannt werden. Um die Anzahl der in Apoptose befindlichen Zellen zu quantifizieren,
wurden pro Versuch in randomisierter Abfolge zehn Gesichtsfelder in 500facher
VergroRerung erfasst und aufgenommen. In der spateren offline Auswertung wurde

die Zahl apoptotischer Zellen pro cm? erfasst.

5.3.3 HAMATOLOGISCHE UNTERSUCHUNGEN
5.3.3.1 Postoperative Labordiagnostik

Am Ende der intravitalmikroskopischen Untersuchung wurde den Tieren aus
der Vena cava Blut enthommen und ein Differentialblutbild mittels eines
automatischen Zellzahlers (Sysmex KX21, Sysmex GmbH, Norderstedt,
Deutschland) erstellt und als Parameter die Zahl der Erythrozyten, der Leukozyten,
der Thrombozyten, der Hamatokrit und das Hamoglobin erfasst. Weiterhin wurde das
nach Zentrifugation gewonnene Serum unter Zuhilfenahme eines Maus-spezifischen
ELISA auf ANA untersucht (ANA ELISA kit 5210, Alpha Diagnostics international,

San Antonio, USA). Das verbleibende Serum wurde bei minus 20°C asserviert.
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5.3.3.2 Repetitive Blutentnahme

Bis zum Operationszeitpunkt wurde den Tieren repetitiv in 14-tagigen Abstan-
den retrobulbar Blut entnommen. Die Tiere wurden zunachst durch Ather narkotisiert
und das Gewicht erfasst. Unter Zuhilfenahme einer Glaskapillare wurden ca. 200yl
Blut gewonnen. Der Glucosegehalt des Frischblutes wurde unmittelbar durch ein
Blutzuckermessgerét festgestellt (mmol/l). Nach Zentrifugation wurde das Plasma auf
die Parameter Lipase, Amylase und Alkalische Phosphatase durch ein spektrometri-
sches Analysesystem (Cobas CIlll, Roche Diagnostics, Mannheim, Deutschland)

untersucht.

5.3.4 HISTOMORPHOLOGIE
5.3.4.1 Hamatoxylin-Eosin Farbung

Nach der postoperativen Blutentnahme wurde eine Pankreatektomie durch-
gefuhrt. Nach der Entnahme des Organs wurde es entlang seiner Langsachse in
zwei Halften geteilt. Eine Halfte wurde in 4% Formalinlésung fur drei Tage fixiert und
anschlieBend in Paraffin eingebettet. Die Fertigstellung und Farbung der Schnitte
erfolgte am Institut fir Pathologie der Universitat Rostock (Prof. Dr. H. Nizze). Von
den eingebetteten Paraffin-Blocken wurden 2um dicke Schnittpraparate angefertigt
und diese unter Verwendung der Farbstoffe Eisenhamatoxylin und Eosin G (HE)
angefarbt. Die HE-Farbung ist eine konventionelle Ubersichtsfarbung zur Darstellung
von Geweben. Die Zellkerne erscheinen im Lichtmikroskop dunkelrot-violett, das
Zytoplasma und proteinhaltige Losung rosa. Zu Beginn der Farbung wurden die
Praparate fur die Darstellung saurer Molekule fir 4 min in Hamalaun gefarbt, daran
schlossen sich ein 10-mindtiges Blauen in warmem Leitungswasser und eine 20-
sekiindige Farbung in Eosin (0,5%) an. Uberschiissiges Eosin wurde durch Abspiilen
in Aqua dest. eliminiert. Daraufhin wurden die Praparate durch eine aufsteigende
Alkoholreihe gefuhrt (70%, 96%, 100% Alkohol). Zum Ende der Farbung wurden die
Praparate des Pankreas in Xylol inkubiert und abschlie3end mit Pertex eingedeckt.
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5.3.4.2 Histologische Auswertung

Die histologische Auswertung erfolgte am Institut fir Pathologie der Universitat
Rostock unter Anleitung von Prof. Dr. H. Nizze. Die Schnittpraparate wurden anhand
eines standardisierten histologischen Scores ausgewertet. Je nach Schweregrad der
Pankreas-Parenchymschéaden erfolgte eine Bewertung der Schnitte zwischen 0 und
4 (Tab. 4). Als erkrankt wurde ein Tier betrachtet, wenn es mindestens einen

histopathologischen Score von gro3er oder gleich 2 hatte.

Score der Histomorphologie
Autoimmunpankreatitis

Pankreasparenchym ohne Zellinfiltration,
0 Gewebsmorphologie und Organintegritat intakt.

Vereinzelte Zellinfiltrationen ins Pankreasparenchym, keine
1 Gewebsldsionen.

Zellinfiltration ins Pankreasparenchym, fokale
2 Gewebsldsionen geringen AusmaRes.

Massive Zellinfiltration, diffuse Parenchymschadigung mit
3 verbleibendem intakten Gewebe.

Massive Zellinfiltration, das gesamte exokrine
4 Pankreasgewebe ist in seiner Architektur gestort oder durch
Fettgewebe ersetzt, nur endokrines Gewebe verbleibend.

Tabelle 4. Histopathologischer Score der Autoimmunpankreatitis nach Kanno et al.
1992

5.3.5 IMMUNHISTOCHEMISCHE UNTERSUCHUNGEN

Die immunhistochemischen Untersuchungen wurden im gastroentero-
logischen Forschungslabor der Universitat Rostock unter Anleitung von Prof. Dr. R.
Jaster durchgefiihrt. Fir die Untersuchungen auf CD4'-, CD8"-, CD11b*- und
CD138"-Zellen wurden aus den in Paraffin eingebetteten Gewebeblocken zunéchst

4um dicke Schnittpraparate angefertigt. Diese wurden auf Poly-Lysin beschichteten
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Objektragern fixiert und zur Antigen-Demaskierung in der Mikrowelle behandelt.
Danach wurden die Schnitte bei 4°C fur 18h mit den jeweils zu untersuchenden
Primar-Antikbrpern inkubiert (fur CD4: monoklonale Ratten Anti-CD4 (RM 4-5),
1:100, (Abcam, Cambridge, UK), fur CD8: monoklonale Ratten CD8-IgM, 1:100,
(Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg, Deutschland), fir CD11b: Monoklonale
Ratten Anti-CD11b (M1/70.15), 1:100, (Abcam) und fir CD138: Monoklonale Anti-
CD138 1gG, 1:500, (BD Pharmingen, Heidelberg, Deutschland)). Im Anschluss
wurden die Schnitte mit einem Sekundéarantikdrper (Anti-Ratten-M&useantikorper,
1:200, Santa Cruz Biotechnology) fir 30min inkubiert. Um die Antikdrperbindung
sichtbar zu machen, wurde Fuchsin (DakoCytomation, Hamburg, Deutschland) als
Chromogen verwendet und die Schnitte mit Hamatoxylin gegengefarbt. Die CD4"-,
CD8'-, CD11b*-, CD138"-Zellen wurden lichtmikroskopisch bei 40facher

VergroRerung ausgezahlt und sind in Zellen pro Quadratmillimeter angegeben.

5.3.6 MOLEKULARBIOLOGISCHE UNTERSUCHUNGEN

Die molekularbiologischen Untersuchungen wurden im gastroenterologischen
Forschungslabor der Klinik fir Innere Medizin der Universitat Rostock unter Leitung
von Prof. Dr. R. Jaster durchgefuhrt. Zur Analyse der RNA wurden die in flissigem
Stickstoff asservierten Pankreata zunachst homogenisiert und dann die vollstéandige
RNA unter Zuhilfenahme der Guanidinium-Thiocyanate/Phenol-Methode nach
Sparmann gewonnen (Sparmann et al. 1997). Die RNA wurde dann durch eine
Reverse Transkriptase (TagMan Reverse Transcription Reagents, Applied
Biosystems, Foster City, CA) unter zufallsbedingtem Hexamer Priming in cDNA
Uberfuhrt. Die Vervielfaltigung der zu untersuchenden cDNA erfolgte durch
quantitative Real-Time PCR, wobei ein TagMan Universal PCR Mastermix (Applied
Biosystems) zum Einsatz kam. Die darauffolgende fluoreszenzabhangige
Bestimmung der cDNA Menge erfolgte durch ein Maus-Gen spezifisches ,Assay on
Demand” in einem ABI 7000 Prim Sequenz Detektions System (Applied Biosystems).
Untersucht wurden folgende Parameter: Mm00801778 _m1 (IFN-), Mm00434228 m1
(IL1), Mm00434256_m1 (IL2) und Mm00446190_m1 (IL6). Das Protokoll der PCR
gestaltete sich wie folgt: 95°C fur 10 min, 50 Zyklen im Wechsel zwischen 1min 60°C
und 15s 95°C. Als House-Keeping-Kontroll-Gen diente die Glyceraldehyde-3-
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phosphate Dehydrogenase (GAPDH), welche in einen Kontrollansatz gemessen
wurde (TagMan rodent GAPDH control reagents, Applied Biosystems). Diese PCR-
Reaktionen wurden in einem Dreifachansatz durchgefuhrt. Die relative Expression
der einzelnen mRNAs im Vergleich zur Expression der GAPDH ergab sich aus der
Gleichung ACtgeispie=Cmrna-Coarpn. FUr die  weitere Berechnung wurde der
Parameter mit dem geringsten ACt, also die am starksten exprimierte mRNA, als
Referenzwert herangezogen. Die relative Menge der Ziel-mRNA in den einzelnen
Beispielen wurde entsprechend 2“*%dargestellt, wobei AACtgeispie=ACtaeispiel-
ACtreferenz 9ilt.
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5.4 EXPERIMENTELLES PROTOKOLL
5.4.1 VERSUCHSGRUPPEN

Insgesamt wurden 90 MRL/MpJ Mause, von denen 45 Tiere weiblichen und
45 Tiere mannlichen Geschlechts waren, untersucht. Die Tiere waren in vier
Gruppen eingeteilt, wobei die Tiere der Gruppe 1 im Alterszeitraum von 8-12
Wochen untersucht wurden, Gruppe 2 von 16-20 Wochen, Gruppe 3 von 24-28 und
Gruppe 4 von 32-40 Wochen (Abb. 10). Allen Tieren wurde, bis sie ihr jeweiliges
Operationsalter erreicht hatten, repetitiv in 14-tdgigen Abstanden Blut entnommen.

3 x Repetitive BE
t=8-12 Wo )

6 X Repetitive BE
t=16-20 Wo )

12 x Repetitive BE )

t=24-28 Wo
16 x Repetitive BE
t=32-40 Wo

Abbildung 10: Insgesamt wurden 90 MRL/MpJ Mause untersucht (45 weibliche
(W)/45 mannliche (M)). Die Tiere waren in vier Gruppen eingeteilt, wobei allen Tieren
bis zum jeweiligen Operationsalter repetitiv in 14-tdgigen Abstanden Blut enthommen
wurde (BE). Die Tiere der Gruppe 1 wurden im Alterszeitraum von 8-12 Wochen, der

Gruppe 2 von 16-20 Wochen, der Gruppe 3 von 24-28 Wochen und der Gruppe 4
von 32-40 Wochen untersucht.
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5.4.2 VERSUCHSABLAUF

Vor Operationsbeginn wurden die Tiere mit Ketamin/Xylazin (90/25mg/kg i.p.)
narkotisiert. Anschlielend wurden die Tiere gewogen, bauchseitig und am Hals
rasiert und in Rickenlage fixiert. Um die Aufrechterhaltung der Kérpertemperatur zu
gewahrleisten, wurden die Tiere durch eine elektronisch geregelte Heizplatte
wéahrend der gesamten Untersuchung gewarmt. Anschlieend wurde den Tieren ein
Jugulariskatheter gelegt und das Pankreas, wie oben beschrieben, mikrochirurgisch
prapariert und ausgelagert. Die Gabe der Fluoreszenzfarbstoffe und die VM

Untersuchung wurde in folgender Reihenfolge durchgefihrt:

1. Lv. Applikation von 0,1ml 2% FITC markiertem Dextran.

2. IVM Aufnahme von acht Gesichtsfeldern (Blaufilter) in 200facher VergréRRe-
rung zur Auswertung der nutritiven kapillaren Perfusionsdichte und kapillaren
BlutzellflieRgeschwindigkeit.

3. Lv. Applikation von 0,1ml 1% Rhodamin 6G und 1% Bisbenzimid (0,1ml/ 100g
KG).

4. IVM Aufnahme postkapillarer Venolen (Grunfilter) zur Auswertung der
Leukozyten-Endothelzell-Interaktion und der BlutzellflieRgeschwindigkeit in
postkapillaren Venolen (Blaufilter).

5. IVM Aufnahme von zehn Gesichtsfeldern in 500facher VergréRerung zur
spateren Auswertung der Azinuszellapoptose (UV-Filter).

6. IVM Aufnahmen des endokrinen Gewebes zur spateren Auswertung der FKD

und BlutzellflieRgeschwindigkeit des endokrinen Gewebes (Blaufilter).

Am Ende der IVM Untersuchung wurde den Tieren aus der Vena cava ca. 1ml Blut
entnommen und ein Differentialblutbild erstellt. AbschlieRend erfolgte eine
Pankreatektomie. Durch i.v. Gabe einer Uberdosis Ketamin wurden die Tiere am

Ende der Untersuchung getotet.
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5.5 STATISTIK

Alle Daten werden als Mittelwert mit Standardfehler des Mittelwertes (MW
+SEM) angegeben. Dabei rekrutieren sich die Mittelwerte der einzelnen
mikrozirkulatorischen Parameter aus den Einzelwerten untersuchter Geféal3e pro Tier
und Versuchsgruppe. Bei Normalverteilung der Werte erfolgte der Vergleich
zwischen den Gruppen mittels ,one way analysis of variance” (ANOVA) gefolgt vom
Student’s T-Test fir den unverbundenen Paarvergleich. Signifikante Unterschiede
von Werten innerhalb einer Gruppe wurden mit Hilfe des gepaarten Student’s t-test
und Korrektur des alpha-Fehlers nach Bonferroni fur wiederholte Messungen gepriift.
Falls eine Normalverteilung der Werte ausgeschlossen werden konnte, erfolgte der
Gruppenvergleich mit Kruskal Wallis Varianzanalyse und der paarweise Vergleich mit
dem Mann-Whitney Rang Summen Test. Entsprechend wurden signifikante
Unterschiede innerhalb einer Gruppe durch die Friedman Rangvarianz Analyse,
gefolgt vom Wilcoxon Paar Test mit Korrektur des alpha-Fehlers fiir statistische
Berechnungen bei Messwiederholungen bestimmt. Samtliche statistische Tests
erfolgten unter Verwendung der Software SigmaStat 3.0 (Jandel Corporation, San
Rafael, CA, USA). Bei der Prufung wurden Unterschiede mit p<0,05 als signifikant

angesehen.
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6. ERGEBNISSE
6.1 MIKROVASKULARE PERFUSION DES PANKREAS

Die Autofluoreszenz des Pankreasgewebes ermdglicht eine Darstellung des
mikrovaskularen Netzwerkes bereits vor intravendser Applikation des Fluorens-
zenzfarbstoffes FITC-Dextran. Wéahrend sich das mikrovaskulare Netzwerk des
Pankreas vor Applikation von Fluorenzenzfarbstoffen im ,Negativ“-Kontrast darstellt,
also die GefalRe dunkel erscheinen, stellen sich die Gefale nach Anfarbung des
Plasmas mit FITC-Dextran hell dar (Abb. 11). Nach Anfarbung kann das
intrapankreatische  Gefal3netzwerk, bestehend aus Arteriolen, Kapillaren,
postkapillaren Venolen und Venolen, sowohl des exokrinen als auch des endokrinen

Anteils, einzeln visualisiert und aufgezeichnet werden.

07-07 00 41284.0% 07-07 00:07:56 96

Abbildung 11: Reprasentative intravitalmikroskopische  Aufnahmen  der
Mikrozirkulation des exokrinen (A und B) und des endokrinen (C und D) Pankreas
vor (A und C) und nach (B und D) Anfarbung des Plasmas mit FITC-Dextran.
Maf3stab=100um.
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Anhand der gewonnenen Aufnahmen kdnnen Aussagen uber die FKD sowie Uber die
Blutzellflie3geschwindigkeit in Kapillaren und postkapillaren Venolen des exokrinen
und endokrinen Pankreas getétigt werden. Fur Tiere, die in der histopathologischen
Untersuchung mit einem Score von null bewertet wurden, also als gesund zu

betrachten waren, ergaben sich folgende Werte (Tab. 5).

Exokrines Pankreas Endokrines Pankreas

FKD (cm/cm?) 4331 634+11

Kapillare
BlutzellflieBgeschwindigkeit 555+70 1100+590
(um/s)

Venulare
BlutzellflieBgeschwindigkeit 1200+280 1310+160
(um/s)

Tabelle 5: Durchschnittliche Werte mikrozirkulatorischer Parameter des exokrinen
und endokrinen Pankreas in gesunden Tieren der jungsten Untersuchungsgruppe (8-
12 Wochen), welche intravitalmikroskopisch eine intakte Mikrozirkulation aufwiesen
und histopathologisch mit dem Score 0 bewertet wurden.
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6.2 INFLAMMATION
6.2.1 LEUKOZYTEN-ENDOTHELZELL-INTERAKTION

Inflammation in einem Organ ist durch Akkumulation von Leukozyten und
deren Interaktion mit dem GefaRendothel charakterisiert. Die pankreatische
Leukozyten-Endothelzell-Interaktion in den postkapillaren Venolen konnte nach i.v.-
Injektion von Rhodamin 6G beurteilt werden. Dabei wurde zwischen sich frei
bewegenden Leukozyten, Rollern und Stickern unterschieden (Abb. 12A-D).
Intravitalmikroskopisch konnte eine signifikante alters- und geschlechtsabhangige
Zunahme der intrapankreatischen Leukozyten-Akkumulation in der MRL/Mp-Maus
gezeigt werden (Abb. 12F). Die Inflammation in mannlichen Tieren ist deutlich
geringer ausgepragt als in weiblichen Tieren und ist nicht vom Alter abhangig. Eine
Beziehung konnte auch zwischen dem postoperativ erfassten histopathologischem
Score und der intravitalmikroskopisch erfassten Leukozyten-Akkumulation
festgestellt werden (Abb. 12E). Tiere mit ausgepragterer intrapankreatischer
Leukozyten-Akkumulation wiesen auch bei der histopathologischen Untersuchung

ausgepragtere Gewebepathologien auf.
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Abbildung 12: Reprasentative intravitalmikroskopische Aufnahmen einer
postkapillaren Venole je eines Tieres der Altersgruppe 8-12 Wochen (A und B) und
eines Tieres der Altersgruppe 24-32 Wochen (C und D). Nach Anfarbung des
Plasmas mit FITC-Dextran und Rhodamin 6G kann die Mikrozirkulation in den
Venolen durch Blaulicht Epi-lllumination (A und C) und die Leukozyten-Endothelzell-
Interaktion durch Grunlicht Epi-lllumination (B und D) visualisiert und aufgezeichnet
werden. In der Offline-Analyse erfolgt eine Quantifizierung der Leukozyten-
Endothelzell-Interaktion (E und F), wobei Leukozyten als adharent Kklassifiziert
wurden, wenn sie sich im Beobachtungszeitraum von 30s nicht am GefalRendothel
entlang bewegten. Die Zahl der Leukozyten ist n/mm? angegeben. Die Daten sind
als Mittelwerte + SEM angegeben; ANOVA, Holm-Sidak; *p<0,05 vs. ménnliche Tiere
8-12 Wochen; *p<0.05 vs. mannliche Tiere 32-40 Wochen. MaRstab=100um.
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Auch fur die Zahl der rollenden Leukozyten ergab sich eine deutliche Zunahme mit
steigendem pathologischen Score (Abb. 13A) und steigendem Alter der Tiere (Abb.
13B).

A 100 | pmmm mainnlich B 1w B rménnlich
1 weiblich M = == weitlich

rollende- I fliessende Leukozyten
rollende- / flieende Leukozyten

Score D Score 1 Score 2 Somore 3 212 1620 2428 3240
Pathologie des Pankreas Alter (Wochen)

Abbildung 13: Die Zahl rollender Leukozyten in Abh&ngigkeit des pathologischen
Scores (A) und dem Alter der Tiere (B). Die Daten sind als Mittelwerte + SEM
angegeben; ANOVA, *p<0.05 vs. mannliche Tiere 8-12 Wochen; Holm-Sidak
#p<0,05 vs. mannliche Tiere 16-20 Wochen.

6.2.2 FUNKTIONELLE KAPILLARE DICHTE

Als Korrelat eines inflammatorischen Prozesses kommt es zu Stérungen der
Mikrozirkulation, welche sich morphologisch in einer fehlenden Perfusion einzelner
Kapillaren und in einer Rarefizierung des Gefalinetzwerkes darstellt (Abb. 14A und
B) Mal3 der inadaquaten Perfusion ist die Abnahme der FKD. Konnte altersabhangig
nur eine geringe Abnahme der FKD in weiblichen Tieren der Gruppe 4 festgestellt
werden (Abb. 14D), so zeigten Tiere, die intravitalmikroskopisch erniedrigte Werte flr
die FKD aufwiesen, erwartungsgemald auch spéter in der histopathologischen
Untersuchung pathologische Veranderungen (Abb. 13C).
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Abbildung 14: Reprasentative intravitalmikroskopische Aufnahmen der
Mikrozirkulation eines jungen Tieres (8-12 Wochen) mit intakter Mikrozirkulation (A)
und eines alten Tieres (32-40 Wochen) mit gestorter Mikrozirkulation (B) sowie die
quantitave Analyse der FKD in Bezug zum histopathologischen Score (C) und zum
Alter der Tiere (D). Insbesondere in weiblichen Tieren der altesten Gruppe konnten
Perfusionsausfalle (») und fettige Degenerationen (*) festgestellt werden.
Mafl3stab=100um; Die Daten sind als Mittelwerte + SEM angegeben.

6.2.3 KAPILLARE UND VENULARE BLUTZELLFLIESSGESCHWINDIGKEIT

Mit der Stérung der Mikrozirkulation kann auch eine Zunahme oder Abnahme
der kapillaren und venularen Blutzellflie3geschwindigkeit einhergehen. Zeigte sich
bei Tieren der Gruppe 2 (16-20 Wochen) noch eine leichte Zunahme der kapillaren
FlieRgeschwindigkeit gegenuber Gruppe 1 (8-12 Wochen), so nahm die Fliel3-
geschwindigkeit in Gruppe 3 (24-28 Wochen) und Gruppe 4 (32-40 Wochen)
gegeniber Gruppe 2 wiederum ab (Abb. 15A). Des Weiteren zeigte sich eine
deutliche Abnahme der kapillaren BlutzellflieRgeschwindigkeit mit zunehmendem
histopathologischen Score (Abb. 15B). So zeigen weibliche Tiere mit einem

pathologischen Score von 0 eine durchschnittliche Blutzellflielgeschwindigkeit in
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Kapillaren von 550+10um/s. Bei weiblichen Tieren mit einem pathologischen Score

von 3 sank dieser Wert auf 380+10um/s.
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Abbildung 15: Blutzellflie3geschwindigkeit in Kapillaren (A und B) und Venolen (C
und D) in Abhangigkeit des pathologischen Scores (A und C) und des Alters der
Tiere (B und D). Die Daten sind als Mittelwerte + SEM angegeben.

Die Blutzellflielgeschwindigkeit in Venolen steigt von etwa 1000um/s bei jungen
Tieren (8-12 Wochen) bis auf etwa 1500um/s (24-28 Wochen). Bei den altesten
Tieren reduziert sich diese wieder auf Werte von etwa 1 mm/s (Abb. 15C). Auch die
Blutzellflielgeschwindigkeit in Venolen sinkt mit ansteigendem Pathologie-Score. So
zeigten weibliche Tiere, welche einen pathologischen Score von 0 aufwiesen eine
BlutzellflieRgeschwindigkeit von durchschnittlich 1300£100um/s. Bei Tieren mit einen
pathologischen Score von 3 sank dieser Wert auf durchschnittlich 900+200um/s
(Abb. 15D).
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6.2.4 APOPTOTISCHE ZELLSCHADEN

Im Rahmen akuter toxischer Parenchymsché&den kénnen apoptotische Zell-
untergange durch die Intravitalmikroskopie visualisiert werden. Die Zahl der
apoptotischen Zelluntergange lag in allen Altersgruppen unter 5 Zellen/mm?. Des
Weiteren waren zwischen mannlichen und weiblichen Tieren keine Unterschiede

festzustellen.

6.3 HISTOPATHOLOGIE
6.3.1 HAMATOXYLIN-EOSIN FARBUNG

Die Hamatoxylin-Eosin-Farbung (HE-Farbung) dient als Ubersichtsfarbung zur
Darstellung des exokrinen und endokrinen Pankreas. Eine Differenzierung zwischen
endokrinem und exokrinem Gewebe ist schon bei kleinen VergréZerungen moglich.
Die Zellen des exokrinen Pankreas sind aufgrund ihrer stark eosinophilen
Zymogengranula stark angefarbt, die Zellkerne liegen basal. Die Langerhans‘schen
Inseln wirken dagegen aufgehellt und finden sich in raumlicher Beziehung zu
groReren Gefalen (Abb. 17B).

Die lichtmikroskopischen Untersuchungen der Schnittpraparate des Pankreas nach
HE-Farbung erfolgten anhand eines histopathologischen Scores von 0-4, wobei eine
AIP bei einem Score =2 diagnostiziert wurde. Bei der Auswertung der HE-
Schnittpraparate der asservierten Pankreata ergaben sich alters- und geschlechts-
abhangige Veranderungen des exokrinen Pankreasparenchyms. Interessanterweise
konnten diese Unterschiede im endokrinen Pankreas nicht festgestellt werden. Die
Langerhans'schen Inseln blieben in allen untersuchten Altersstufen sowie bei
mannlichen und weiblichen Tieren Uber den gesamten Untersuchungszeitraum
unauffallig. In der Gruppe der 8-12 Wochen alten Tiere zeigten weder méannliche
noch weibliche Tiere pathomorphologische Veranderungen und wurden allesamt mit
einem Score von 0 bewertet. Die weiblichen Tiere zeigten mit zunehmendem Alter
deutliche Veranderungen des Pankreas, wie z.B. massenhafte Leukozyteninfiltration,
Rarefizierung des Parenchyms und eine zunehmende fettige Degeneration des

Gewebes. Von insgesamt 43 untersuchten weiblichen Tieren konnte bei 9 Tieren
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eine AIP diagnostiziert werden (Score 22), was einer Inzidenz von 21% entspricht.
Die Inzidenz stieg mit zunehmendem Alter. Konnte bei Tieren im Alter von 8-20
Wochen keine AIP diagnostiziert werden, zeigten Tiere im Alterszeitraum von 24-28
Wochen eine Inzidenz von 20% und im Alterszeitraum von 32-40 Wochen eine
Inzidenz von 54% (Abb. 16A). Bei mannlichen Tieren konnte auch in hdherem Alter
keine AIP (Score =2) diagnostiziert werden. Nur bei wenigen Tieren wurden
leukozytare Infiltrate nachgewiesen und somit ein pathologischer Score von 1
ermittelt (Abb. 16B).

A 100 Weibliche Tiere mmm 2-12 Wochen (n=10) B 100 rMannliche Tiere . 2-12 Wochen (n=10)
—= 18-20 Wochen (n=10) —= 16-20 Wochen (n=10})
. 2425 Wochen (n=10) . 2428 WWochen (n=10)
80 . 3240 Wochen (n=13) 80 . 32-40 Wochen (n=15)
= —
= 60 £ il
c e
b &=
= =
E 40 A E 40
20 A 20
0 -_t 0 .
0 1 2 3 0 1 2z 3
histopathologischer Score histopathologischer Score

Abbildung 16: Die vier Altersgruppen weiblicher (A) und mannlicher (B) Tiere
aufgeteilt nach der jeweiligen Haufigkeit ihres histopathologischen Scores. Als AIP
wurde ein Score >1 gewertet.

Legt man den durchschnittlichen Score pro Gruppe zugrunde (Abb. 17A), so ergibt
sich fur weibliche Tiere im Alter von 32-40 Wochen ein Wert von 1,5+0,3 und flr
mannliche Tiere ein Wert von 0,2+0,1. Weibliche Tiere erkranken somit signifikant

schwerer (p<0,05).
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Abbildung 17: Durchschnittlicher histopathologischer Score in Bezug zum Alter der
Tiere (A) und reprasentative lichtmikroskopische Aufnahmen HE-gefarbter
histologischer Schnittpréparate des Pankreas (B-E). Fand sich bei jungen Tieren
eine intakte Morphologie des Pankreasparenchyms (B und C), zeigte sich bei alteren
Tieren ein lymphoplasmazellulares Infiltrat mit fettiger Degeneration des exokrinen
Pankreas. Das endokrine Gewebe blieb intakt (D und E). MaRRstab=400um in B und
C. Mal3stab=140um in D und E. Die Daten sind als Mittelwerte + SEM angegeben,;
Mann-Whitney Rank Sum test; * p<0,05 vs. mannliche Tiere.

6.3.2 IMMUNHISTOLOGIE

Zur genauen Charakterisierung des Entziindungsinfiltrates wurden Praparate
des Pankreas der altesten Gruppen (32-40 Wochen) der mannlichen und weiblichen
Tiere immunhistologisch untersucht. Im Einzelnen wurden Nachweise auf T-
Lymphozyten (CD4" und CD8"), Makrophagen (CD11b") und Plasmazellen (CD138")
durchgefiihrt. Fir CD4*-Zellen ergaben sich durchschnittich 19+5 Zellen/mm? in
weiblichen gegeniiber 3+2 Zellen/mm? in mannlichen Tieren. Weiterhin fanden sich
23+6 CD8"-Zellen/mm? in weiblichen Tieren gegeniiber 2+1 positiven Zellen/mm? in
mannlichen Tieren und 12+2 CD11b"-Zellen in weiblichen Tieren gegeniiber 3+2
positiven Zellen/mm? in mannlichen Tieren. In weiblichen Tieren konnten
durchschnittlich 56+16 CD138*- Zellen/mm? gegeniiber 3+2 CD138"-Zellen/mm? in
mannlichen Tieren festgestellt werden. Somit bildeten CD138"-Zellen den grofRten
Anteil des entzundlichen Infiltrates. Alle Entzindungszellen waren in weiblichen

Tieren signifikant haufiger als in mannlichen Tieren aufzufinden (p <0,05) (Abb. 18).
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Abbildung 18: Reprasentative lichtmikroskopische Aufnahmen der immunhistologi-
schen Farbungen fur CD4"- und CD8'-T-Lymphozyten (A und B), CD1lb"-
Makrophagen (C) sowie CD138"-Plasmazellen (D). Es erfolgte eine quantitative
Auswertung der Anzahl positiver Zellen mannlicher und weiblicher Tiere der altesten
Untersuchungsgruppe (32-40 Wochen) (E). Mal3stab=70um. Die Daten sind als
Mittelwerte + SEM angegeben. Mann-Whitney Rank Sum test; *p<0,05 vs. mannliche
Tiere.

6.4 MOLEKULARBIOLOGIE

Im Rahmen von lokaler Inflammation werden spezifische Proteine sezerniert. Ziel der
molekularbiologischen Untersuchungen war es, die mRNA-Level spezifischer
inflammatorischer Proteine in mannlichen und weiblichen Tieren der Aaltesten
Untersuchungsgruppe (32-40 Wochen) zu vergleichen. Dementsprechend wurde
unter Zuhilfenahme der Real-Time-PCR die relative Expression von INF-y, IL-2, IL-6
und IL-1B im Verhaltnis zum Housekeeping-Gen GAPDH analysiert. Erwartungs-
gemal war die Expression der mRNA von INF-y, IL-1(3, IL-2 und IL-6 in weiblichen
Tieren starker ausgepragt als in mannlichen Tieren (Abb. 19).
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Abbildung 19: Relative Expression der inflammatorischen Gene INF-y, IL-2, IL-6
und IL-1beta in weiblichen und méannlichen Tieren der altesten Untersuchungsgruppe
(32-40 Wochen). Die Expression der Gene bezieht sich auf das housekeeping Gen
GAPDH, wobei 100% mRNA Expression dem hdchsten ermittelten Wert des
jeweiligen Genes in einem Tier entspricht. Die Daten sind als Mittelwert + SEM
angegeben.

6.5 VOLLBLUT UND SERUMANALYTIK
6.5.1 HAMATOLOGISCHE PARAMETER

Die nach der Intravitalmikroskopie durchgefiihrte hamatologische Diagnostik
erfolgte an aus der Vena cava entnommenem Blut. Sowohl bei mannlichen als auch
bei weiblichen Tieren ergaben sich physiologische Werte fir Leukozyten,
Erythrozyten, Hamoglobin und den Hamatokrit (Tab. 6).

6.5.2 ELISA

Bei zahlreichen Autoimmunerkrankungen lassen sich Autoantikérper gegen
nukleare Strukturen nachweisen. Das nach Zentrifugation gewonnene Serum wurde
daher auf das Vorkommen von ANA untersucht (Abb. 20). In jungen Tieren (8-12
Wochen) konnten keine nachweisbaren Konzentrationen von ANA erfasst werden.
Mit zunehmendem Alter zeigten sich jedoch steigende Konzentrationen fir ANA in
mannlichen und weiblichen Tieren. In der altesten Untersuchungsgruppe (32-40

Wochen) konnten in 10 von 10 weiblichen und in 9 von 10 ménnlichen Tieren ANA
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nachgewiesen werden. Es wurde eine durchschnittlich ANA-Plasmakonzentration
von 16070 pg/ml in weiblichen Tieren und von 77+3 pg/ml in mannlichen Tieren

gemessen.

ANA Plasma Konzentration (pgiml)
&

8-12 16-20 24-28 32-40
Wochen Wochen Wachen Wochen

Abbildung 20: Systemische Plasmakonzentration Antinukledrer Antikdrper (ANA)
der vier Untersuchungsgruppen mannlicher (M) und weiblicher (W) Tiere. Angegeben
sind die individuellen Werte aller Tiere.

6.5.3 REPETITIVE BLUTENTNAHME

Um einen moglichen labordiagnostischen Hinweis auf den Krankheitsbeginn
zu erfassen, wurden die Tiere in 14-tdgigen Abstdanden gewogen und eine
Blutentnahme wurde durchgefiihrt. Um kurze Untersuchungsabstande zu
gewabhrleisten, erfolgte die Blutentnahme bei dem einen Teil einer jeden Gruppe in
den geraden Wochen und bei dem anderen Teil einer jeden Gruppe in den
ungeraden Wochen. Wahrend des gesamten Beobachtungzeitraums wiesen die
Tiere einen guten Allgemeinzustand auf, zeigten keine Veranderung ihrer Ess- oder
Trinkgewohnheiten und wiesen bis zum Versuchszeitpunkt eine normale
Gewichtsentwicklung auf (Tab. 7). Zur Beurteilung einer mdglichen akuten
Schadigung des exokrinen Pankreas wurde das entnommene Blut auf die Aktivitat
der Pankreasenzyme Amylase und Lipase untersucht (Abb. 21B und C). Die
Serumaktivitdit von Amylase und Lipase ergab keinen Hinweis fur eine akute

Schadigung des Pankreasparenchyms. Zur Beurteilung der endokrinen Pankreas-

63



Ergebnisse

funktion wurde das Blut zusatzlich auf den Glukosegehalt untersucht (Abb. 21A).
Auch diese Werte befanden sich im Normbereich und ergaben keinen Hinweis auf
eine diabetogene Stoffwechsellage.

RBC WBC HB RBC WBC HB
X X mmol/L X X mmol/L
(102/1) (10%/1) (1012/L) (10%/L)
8-12 9,240,2  7,1%#0,5 9,1%0,2 8-12 9,240,5 3,640,5  8,30,5
16-20  9,240,2  5,440,4  9,0%0,2 16-20  8,840,2  7,4+0,7  8,5%0,2
24-28  8,040,6 55%1,0 8,006 24-28 8302  7,840,5  82+0,1
32-40  7,740,4 3,620,4  7,6%0,3 32-40  8,7%0,3  8,7+0,3  8,90,5

Tabelle 6: Postoperative Vollblutanalyse weiblicher (W) und mannlicher (M) Tiere.
RBC = Erythrozyten, WBC = Leukozyten, HB = Hamoglobin.

Gewicht weiblicher Tiere Gewicht ménnlicher Tiere
ing ing

8-12 Wochen 30,6 0,7 40,240,7 %
16-20 Wochen 35,410,6 44,4+1,0°
20-24 Wochen 41,3+1,1 47,6x1,4
32-40 Wochen 38,9%1,0 51,1+1,0%

Tabelle 7: Gewicht der einzelnen Altersgruppen zum Operationszeitpunkt. Die Tiere
aller mannlichen Gruppen waren signifikant schwerer als die Tiere der entsprechen-
den weiblichen Gruppen. Die Daten sind als Mittelwerte £+ SEM angegeben; ANOVA,
Holm Sidak; *p<0,001 vs. weibliche Tiere 8-12 Wochen; p<0,001 vs. weibliche Tiere
16-20 Wochen; "p<0,001 vs. weibliche Tiere 20-24 Wochen; *p<0,001 vs. weibliche
Tiere 32-40 Wochen.
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Abbildung 21: Um eine Schéadigung des Pankreasparenchyms zu erfassen, erfolgte
im Rahmen der repetitiven Blutentnahme die Bestimmung des Serumgehaltes von
Glukose in mmol/l (A) sowie die Bestimmung der Aktivitat der Enzyme Amylase (B)
und Lipase (C) in U/l
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7 DISKUSSION
7.1 Tiermodelle der AIP

Zahlreiche experimentelle Untersuchungen wurden zum besseren Verstandnis
der Pathophysiologie der AIP durchgefuhrt. Diese Analysen beschaftigen sich hierbei
in Mehrheit mit feingeweblichen (Zamboni et al. 2004) und/oder serologischen
(Kamisawa et al. 2005) Untersuchungen an Probenmaterial, welches von Patienten
mit einer nachgewiesenen AIP gewonnen wurden. Da diese Untersuchungen dem
komplexen, dynamischen Zusammenwirken der verschiedenen inflammatorischen
Zellpopulationen in der AIP nicht gerecht werden kdnnen, sowie hadmodynamische
und mikrozirkulatorische Parameter aul3er Acht lassen, sind sie zum genaueren
Verstandnis der Pathogenese nicht ausreichend. Erst unter Zuhilfenahme von
Tiermodellen konnten daher die Pathophysiologie zahlreicher Krankheitsbilder des
Pankreas naher beleuchtet werden. Durch Tiermodelle kénnen mannigfaltige
Erkenntnisse Uber mikrozirkulatorische, genetische, histologische und serologische
Aspekte von Krankheitsgeschehen gewonnen werden. Fir zahlreiche Formen der
Pankreatitis existieren daher gut etablierte Tiermodelle, welche einen grol3en Beitrag
zum Verstandnis des komplexen Ablaufs dieser Erkrankung liefern konnten.
Grundsatzlich kann eine Pankreatitis im Tierexperiment auf verschiedene Weise
induziert werden: nicht invasiv durch die Verabreichung von Wirkstoffen
(pharmakologisch), invasiv durch direkte Manipulation am Pankreas, den ableitenden
Gallenwegen und den versorgenden GefaRen, immunologisch durch die Ubertragung
von Antikorpern oder spezifischen T-Zellen oder genetisch durch Zichtung oder
durch gezielte Ein- oder Ausschaltung von Genen. Insbesondere fir akute
Pankreatitiden gibt es zahlreiche standardisierte und zuverlassig reproduzierbare
Tiermodelle, die auf oben genannten Prinzipien beruhen. In nicht invasiven Modellen
werden verschiedene Wirkstoffe zur Induktion einer akuten Pankreatitis (AP)
verwendet. Pankreatische Stimulantien, wie Cerulein und Cholecystokinin, kénnen
zur Induktion einer akuten hamorrhagischen Pankreatitis verwendet werden (Blchler
et al. 1992). Weiterhin kann eine AP durch i.p. Injektion von L-Arginin (Mizunuma et
al. 1984) oder durch Futterung von DL-Etionin in Cholin-defizienter Kost ausgelost
werden (Lombardi et al. 1975). In einer Vielzahl von Tiermodellen wird die AP durch

ein invasives chirurgisches Vorgehen induziert. So kann eine experimentelle
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Pankreatitis durch das VerschlieRen der duodenalen Schlinge kranial und kaudal der
duodenalen Papille induziert werden. Dieses als ,,Closed Duodenal Loop Technique®
bekannte Modell wurde urspriuinglich von Pfeffer und Mitarbeitern an Hunden etabliert
und ist heute ein gut etabliertes und weit verbreitetes Modell zur Untersuchung der
akuten hamorrhagischen Pankreatitis in verschiedenen Versuchstieren (Weber et al.
1992). Eine weitere Moglichkeit, eine akute hamorrhagische Pankreatitis zu
induzieren, ist die retrograde Perfusion von Gallensauren, wie Sodium-Taurochlorat,
in den pankreatischen Hauptgang (Aho et al. 1980). Die alleinige Ligatur des
pankreatischen Hauptganges bewirkt hingegen keine akute Inflammation des
Pankreas, wohl aber Atrophie und Apoptose der Azinuszellen und wird daher als
Modell fur Atrophie und Regeneration von Pankreasgewebe verwendet (Walker
1987).

Pankreatitismodelle, die durch Herabsetzung oder Unterbrechung der pankreati-
schen Perfusion mit anschlieRender Reperfusion induziert werden, sind gut etabliert.
Durch diese Modelle kbnnen Storungen der pankreatischen Perfusion, wie sie beim
hamorrhagischen Schock (Kyogoku et al. 1992) oder bei Pankreastransplantationen
(Woeste et al. 2008), auftreten, abgebildet werden. Auch das der Ischamie folgende
Reperfusionssyndrom ist Gegenstand tierexperimenteller  Untersuchungen
(Hoffmann et al. 1995).

Die akute alkoholtoxische Pankreatitis lasst sich tierexperimentell durch alleinige
Verabreichung von Alkohol nur schlecht induzieren. Daher kombinieren viele Modelle
die Verabreichung von Ethanol mit weiteren MaRnahmen, wie einer mechanischen
Gangobstruktion oder der Verabreichung von Wirkstoffen, wie Cerulein oder
Cholecystokinin (Foitzik et al. 1994).

Auch fir die hereditdre Pankreatitis konnten Tiermodelle entwickelt werden. So
konnte die Bedeutung einzelner Gene, welche fir die Entwicklung einer erblichen
Pankreatitis verantwortlich sind, erkannt werden. Es konnte gezeigt werden, dass die
transgene Expression von Ratten-SPINK 1 in Mausen die Auspréagung einer Cerulein
induzierten Pankreatitis signifikant mildert. Die transgenen Tiere zeigten eine deutlich
verstarkte Kapazitat zur Trypsin-Inhibition. Knockout-Mause, bei denen das dem
humanen SPINK 1 entsprechende murine 3 ausgeschaltet war (-/-), zeigten eine
erhohte Trypsin-Aktivitat und starben 2 Wochen nach der Geburt (Ohmuraya et al.
2006).
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Auch fir die chronische Pankreatitis (CP) existiert ein gut etabliertes Tiermodell.
Nach Dibutylzinndichlorid (DBTC)-Exposition entwickeln Ratten eine Pankreatitis,
welche durch fibrotischen Umbau und Atrophie des Organs charakterisiert ist. Durch
dieses Modell konnten genauere Erkenntnisse zur Pathophysiologie dieses

Krankheitsbildes erlangt werden (Glawe et al. 2005).

Wie bei anderen Formen der Pankreatitis sind auch bei der AIP Untersuchungen am
intakten Organismus des Menschen aufgrund ihrer Invasivitat nicht moglich. Daher
ist die Etablierung von Tiermodellen, analog zu anderen Formen der Pankreatitis,
zum genauen Verstandnis der Pathophysiologie der AIP unumganglich. In den
letzten Jahren wurden daher zahlreiche Anstrengungen unternommen, ein
Tiermodell der AIP zu entwickeln, welches gut reproduzierbar ist und dem
Krankheitsbild der AIP moglichst exakt entspricht (Tab. 8).

Mause, die homozygot fir die Mutation aly (alymphoplasia) sind, zeichnen sich durch
das Fehlen von Peyerschen Plagues und Lymphknoten aus. Tsubata und Mitarbeiter
konnten zeigen, dass diese Mause (aly/aly) chronische inflammatorische
Verédnderungen in exokrinen Organen, wie den Speicheldriisen, Tranendrisen und
dem Pankreas, aufweisen. Daher wurden aly/aly Mause auch als Modell fur das
Sjogren-Syndrom vorgeschlagen, einer Krankheit, die eine héufige Co-Inzidenz mit
der AIP aufweist (Tsubata et al. 1996).

Vallance und Mitarbeiter flhrten Untersuchungen an major histocompatibility
complex (MHC) Il defizienten Méausen durch. Sie konnten zeigen, dass die Mause
eine altersabhangige selektive Atrophie des exokrinen Pankreas aufwiesen, wahrend
das endokrine Pankreas intakt blieb. Zudem erkannten sie, dass durch den Transfer
von mononuklearen Zellen MHC Il defizienter Tiere auf Mause ohne Thymus diese
Erkrankung Ubertragen werden kann (Vallance et al. 1998).

Davidson und Mitarbeiter schlugen ein Modell der AIP an Ratten vor. Sie konnten
darlegen, dass der Transfer von Amylase spezifischen CD4"-T-Zellen auf gesunde
sonst unbehandelte Ratten ausreichend ist, um eine Pankreatitis zu induzieren. Im
Pankreas der erkrankten Tiere war die Entziindung im exokrinen Gewebe und den
kleinen pankreatischen Gangen lokalisiert, wahrend das endokrine Gewebe und die
groReren Gange nicht betroffen waren. Immunhistologisch fanden sich vorwiegend
CD4"-T-Zellen im Entziindungsinfiltrat, seltener CD8"-T-Zellen und Makrophagen. Im

Bereich der Lasionen war die Expression von MHC | und MHC Il erhéht. Die
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Schwere der Erkrankung war zudem abhéngig von der Anzahl (bertragener
spezifischer CD4"-T-Zellen (Davidson et al. 2005).

Uchida et al. zeigten, dass Mause, welche kurz nach ihrer Geburt thymektomiert
wurden, nach Immunisierung mit Carbo-Anhydrase und Lactoferrin eine Inflammation
im Pankreas entwickeln. Carbo-Anhydrase ist physiologischerweise Uberwiegend im
Gangepithel des Pankreas lokalisiert. Wahrend die Ubertragung von immunisierten
CD4"-T-Zellen aus der Milz auf gesunde Mause ausreichte, um eine pankreatische
Inflammation zu induzieren, konnte die Ubertragung CD8"-Zellen keine Inflammation
bewirken.

Ebenfalls als Modell einer AIP wurden CD28-defiziente-NOD-Mé&ause vorgeschlagen.
Diese CD28 knock-out Tiere entwickeln eine parenchymale und periduktale
Inflammation, wobei das Entziindungsinfiltrat Giberwiegend aus CD4"-T-Zellen und B-
Zellen besteht. In den erkrankten Tieren konnten autoreaktive T-Zellen und Amylase

spezifische Autoantikdrper nachgewiesen werden (Meagher et al. 2008).

Tiere des Inzucht-Stammes MRL/Mp entwickeln aufgrund ihrer genetischen Anlagen
spontan verschiedene autoimmune Erkrankungen. Hierzu gehdren der Lupus
erythematodes, die rheumatoide Arthritis und Glomerulonephritiden (Hoffman et al.
1984). Da MRL/Mp-Méause, welche das Gen (Ipr/lpr) auspragen, diese Erkrankungen
zu einem fruheren Zeitpunkt, in groBerer Inzidenz und starkeren Intensitat
auspragen, werden diese Tiere als Modelle fur diese Erkrankungen bevorzugt
herangezogen. Der Wild-Typ MRL/Mp"™ fand bis zur Beschreibung von Kanno und
Mitarbeitern im Jahr 1992, dass MRL/Mp altersabhangig spontane Pankreatitiden mit
autoimmuner Charakteristik entwickeln, jedoch nur wenig Beachtung. Weibliche
Tiere sind hier haufiger von der Krankheit betroffen als mannliche Tiere. Histologisch
zeigen die erkrankten Tiere inflammatorische L&sionen im Pankreas, wobei
untergegangenes Pankreasparenchym teilweise durch Fettgewebe ersetzt wird. Das
endokrine Gewebe war auch bei schwer erkrankten Tieren weiterhin intakt.
Immunhistologisch iiberwiegen im Entziindungsinfiltrat CD4"T-Zellen und CD11b"-
Makrophagen. Kanno et al. gelang es, durch adoptiven Transfer von aus der Milz
gewonnenen T-Zellen die Krankheit auf gesunde Tiere zu ubertragen. Die
Ubertragung von Serum von erkrankten auf nicht erkrankte Tiere war hingegen nicht
ausreichend, um die Krankheit zu U0Ubertragen. Aufgrund des genetischen

Hintergrundes der Tiere und der Ubertragbarkeit der Erkrankung durch den Transfer
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von T-Zellen auRerten Kanno und Mitarbeiter die These, dass die Erkrankung der
Tiere eine autoimmune Genese haben koénnte (Kanno et al. 1992). Weiter
untermauert wurde dies durch Arbeiten von Hosaka, der zeigen konnte, dass eine
Thymus-transplantation, aus neonatalen C57Bl/6-Mausen in 7 Monate alte MRL/Mp
Mause zur Rickbildung der pankreatischen Inflammation in MRL/Mp Mausen fihrt,
was darauf hindeutet, dass es sich bei der AIP um eine T-Zell-bedingte Erkrankung
handelt (Hosaka et al. 1996).

Das AIP Modell der MRL/Mp Maus bietet somit verschiedene Vorteile im Vergleich
zu anderen vorgeschlagenen Modellen: Im Gegensatz zu dem von Meagher und
Vallance vorgeschlagenen Modellen bietet die MRL/Mp Maus die Mdglichkeit, die
AIP bei intaktem Immunsystem zu studieren. Auch muss die AIP nicht, wie bei
Davidson und Uchida vorgeschlagen, experimentell induziert werden, sondern sie
entwickelt sich spontan aufgrund einer polygenen Pradisposition. Einen Uberblick

Uber die verschiedenen Tiermodelle der AIP zeigt Tabelle 8.
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Tierspezies

Induktion
der AIP

Antigen

Effektor-
zellen

Referenz

Mause (aly/aly)

Mause
(Kreuzung
C57BL/6)

Ratten
(Lewis)

Mause
(nTx-BALB/c)

Mause
(NOD.CD28KO)

Mause
(MRL/Mp)

Genetisch,
homozygot fiir
(aly) Mutation

Genetisch,
MHC Il defizient

Immunologisch ,
Impfung mit
spezifischen T-
Lymphozyten

Immunologisch,
Impfung mit
spezifischen T-
Lymphozyten

Genetisch,
gezielte Gen
Ausschaltung

Spontan aufgrund
desgenetischen

Hintergrundes

unbekannt

unbekannt

Amylase

Lactoferrin und
Carbo-
Anhydrase

Amylase

unbekannt

T-Zellen

T-Zellen

CD4 und CD8
T-Zellen

CD4 T-Zellen
(TH1)

CD4 T-Zellen

CD4 und CD8
T-Zellen

Tsubata et al.
(1996)

Vallance et al.
(1998)

Davidson et al.
(2005)

Uchidaet al.
(2003)

Meagher et al.
(2008)

Kanno et al
(1992)

Tabelle 8: In der Vergangenheit wurden verschiedene Tiermodelle zur AIP
vorgeschlagen, in welchen die Krankheit durch unterschiedliche Prinzipien induziert
wird. Neben der Ausschaltung von Genen kann eine experimentelle AIP auch
immunologisch durch einen Transfer von spezifischen T-Lymphozyten ausgelost
werden. MRL/Mp-Mause entwickeln aufgrund ihres genetischen Hintergrundes

spontan verschiedene autoimmune Erkrankungen.
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7.2 DISKUSSION VON MATERIAL UND METHODIK
7.2.1 MIKROZIRKULATIONSMODELLE

Mikrozirkulationsmodelle am lebenden Organismus erlauben die Untersu-
chung der Mikrohamodynamik sowie humoraler Kaskadensysteme bei intaktem
systemischem Kreislauf und intaktem Nervensystem. Aufgrund ihrer Invasivitat sind
sie am Menschen nicht durchfiihrbar, weshalb entsprechende Tiermodelle fir die
notwendigen Untersuchungen herangezogen werden. Am AlP-Modell der MRL/Mp-
Maus konnten wir unter Verwendung der intravitalen Fluoreszenzmikroskopie die
gesamte Mikrozirkulation des physiologischen sowie pathologisch veranderten
Pankreas visualisieren. Die Kinetik mikrohdmodynamischer und inflammatorischer
Parameter ist hierbei an terminalen Arteriolen, Kapillaren, postkapillaren Venolen des
exokrinen und endokrinen Pankreas qualitativ zu erfassen und quantitativ zu
charakterisieren.

In verschiedenen Tierspezies wurde Uber die letzten Jahrzehnte eine Vielzahl von
Akutmodellen zur intravitalmikroskopischen Untersuchung von Organen und
quantitativen Analysen ihrer Mikrozirkulation etabliert. Mittels Epi-lllumination und in
vivo Fluoreszenzmikroskopie kdnnen die Mikrozirkulation von Gehirn (Villringer et al.
1989), Herz (Vollmar et al. 1995), Lunge (Kuhnle et al. 1993), Magen (Koo 1982),
Darm (Bohlen & Gore 1976), Milz (McCuskey & McCuskey 1977), Niere
(Steinhausen et al. 1981) und Skelettmuskel (Menger et al. 1992) quantitativ und
qualitativ beurteilt werden. Auch verschiedenen Formen der Pankreatitis, wie die
Pankreatitis nach Ischamie/Reperfusion (Menger et al. 1996), die Cerulein-
induzierte-Pankreatitis (Liu et al. 1995b), die alkoholtoxische Pankreatitis (Foitzik et
al. 1998b) sowie die DBTC-induzierte Pankreatitis (Glawe et al. 2005) wurden
aufbauend auf den bekannten Tiermodellen hinsichtlich mdglicher Mikrozirkulations-
stoérungen untersucht. Diese Studien konnten zeigen, dass
Mikrozirkulationsstérungen zur Krankheitsentstehung, Aufrechterhaltung und
Aggravierung der Pankreatitis beitragen. Studien zur Mikrozirkulation sind jedoch
auch wichtiger Bestandteil in der Beschreibung autoimmuner Erkrankungen. Um die
inflammatorischen Mechanismen autoimmuner Erkrankungen zu visualisieren,
wurden flr verschiedene autoimmune Erkrankungen, wie dem Typ-1-Diabetes

(Cheung et al. 2009), der experimentellen autoimmunen Enzephalitis (Dos Santos et

72



Diskussion

al. 2008) und der rheumatoiden Arthritis (Veihelmann et al. 1999), Mikrozirkulations-
modelle etabliert.

Untersuchungen zur Mikrozirkulation stellen somit einen wichtigen Bestandteil
sowohl in der Untersuchung autoimmuner Erkrankungen als auch in der
Untersuchung pankreatischer Inflammation dar. Bislang gibt es keine Erkenntnisse
zu moglichen, den pathomorphologischen Veranderungen der AIP vorangehende
Storungen der Mikrozirkulation im Pankreas. Die vorliegende Studie ist somit die
erste Untersuchung zu mdglichen mikrozirkulatorischen Veranderungen im Rahmen

der autoimmunen Erkrankung des Pankreas.

7.2.2 DISKUSSION DER UNTERSUCHUNGSTECHNIKEN
7.2.2.1 Praparationstechnik und IVM

Die Intravitalmikroskopie (IVM) in Epi-lllumination diente in dieser Studie als
Hauptuntersuchungstechnik. Die Technik erlaubt die Analyse individueller Segmente
der Mikrozirkulation, d.h. der Arteriolen, Kapillaren und Venolen sowie die detaillierte
Beobachtung und Quantifizierung dynamischer Phanomene Uber einen langeren
Zeitraum. Die Intravitalmikroskopie ist als sogenannte ,direkte Technik“ anderen
Untersuchungsmethoden wie z.B. der Mikrospharen-Technik (Vollmar et al. 1992),
der H,-Clearance-Technik (Young 1980; Gouma et al. 1986) oder der Laser-Doppler-
Flowmetrie (Micheels et al. 1984), welche allesamt nur indirekte Aussagen Uber die
Mikrozirkulation des Pankreas zulassen, deutlich tberlegen.

Die chirurgische Praparation des Pankreas zur intravitalmikroskopischen
Untersuchung macht eine Narkotisierung der Tiere zwingend notwendig.Es konnte
gezeigt werden, dass sich die Kombination der Wirkstoffe Ketamin und Xylazin fur
eine sichere Analgosedierung von Mausen bei ausreichend stabilen Herz-/Kreislauf-
verhaltnissen eignet (Buitrago et al. 2008). Die durch Ketamin bewirkte "dissoziative
Anasthesie" entspricht einem Bewusstseinszustand, bei dem Teile des ZNS
gehemmt und andere erregt sind. Einerseits sind Schmerzempfindung (Analgesie)
und Bewusstsein (Anasthesie) ausgeschaltet, andererseits bildet sich eine
motorische Starre (Katalepsie) aus. Die atemdepressive Wirkung ist gering, das
Blutdruck und Herzzeitvolumen sind leichtgradig erhéht und die Hirnstammreflexe

bleiben erhalten (Reich & Silvay 1989). Aufgrund seiner kreislaufstabilisierenden
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Effekte ist Ketamin das Mittel der Wahl zur Analgosedierung in der Notfallmedizin
(Paal et al. 2010). Erst die Injektion hoher Dosen des Wirkstoffs kann zu
unerwinschten Wirkungen, wie Atemdepression, Hypoxamie, Hyperkapnie, Apnoe
und Bronchodilatation fihren (Carroll & Hartsfield 1996; Plumb 1999). Xylazin ist ein
potenter a2-Agonist, der neben einem sedativ-hypnotischen Zustand auch
muskelrelaxierend wirkt. Die Wirkung von Xylazin wird durch Aufregung und
Nervositat beeintrachtigt. Daher sollten die Tiere bis zum vollen Wirkungseintritt nicht
durch Beriihrung oder Larm beeinflusst werden. In zu hoher Dosierung kann Xylazin
zu verschiedenen unerwinschten Nebenwirkungen, wie Herzrhythmusstérungen
oder zu einer prolongierten Hypotonie fihren (England & Clarke 1996). Die fur die
Praparation des Pankreas notwendige Laparotomie und die Auslagerung des
Pankreas verursachen ein chirurgisches Trauma, welches Einfluss auf die
Mikrozirkulation nimmt (Sorg et al. 2009). Um das chirurgische Trauma moglichst
gering zu halten, wurde das Pankreas intraoperativ moglichst nicht berihrt und
regelmalig befeuchtet. Der genaue Einfluss der Narkose und des chirurgischen
Traumas auf die Mikrozirkulation des Pankreas kann letztlich aber nicht abschlie-
Bend beurteilt werden, da entsprechende Vergleichsmessungen am wachen, nicht
laparotomierten Tier unmaoglich sind. Die ex vivo durchgefiihrten histopathologischen
Untersuchungen des Gewebes lassen jedoch auf physiologische Bedingungen

wahrend der intravitalen Untersuchungen schliel3en.

Nach Applikation von Fluoreszenzfarbstoffen erlaubt die intravitale Mikroskopie unter
Verwendung verschiedener Filterblocke die Visualisierung des Pankreas mit
gleichzeitiger Analyse sowohl mikrozirkulatorischer als auch zellullarer Aspekte. Da
die Epi-llluminationstechnik die Begutachtung grél3erer Areale des Pankreas erlaubt,
konnen pathophysiologische Verdnderungen, wie z.B. ein Versagen der nutritiven
Perfusion, direkt visualisiert werden. Des Weiteren koénnen Leukozyten durch
Anfarbung mit Rhodmamin 6G visualisiert werden und so mégliche Leukozytenak-
kumulationen als Zeichen einer Inflammation nachgewiesen werden (Plusczyk et al.
2001).

Die IVM ermoglicht die Darstellung einer solchen Inflammation bereits zu friihen
Zeitpunkten, in denen noch kein direkter histologischer Gewebeschaden erkennbar
ist. Daher ist diese Technik besonders zur Charakterisierung friher Entziindungs-

stadien geeignet (Gierer et al. 2005).
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Die IVM in Epi-llluminationstechnik ermdglicht also die Visualisierung von
pankreatischer Inflammation und Mikrozirkulation. Sie stellt daher die ideale
Untersuchungstechnik zur in vivo Analyse der Pathogenese der AIP dar.

7.2.2.2 Weitere Untersuchungstechniken

Die repetitive Blutentnahme wurde durchgefihrt, um zu untersuchen, ob das

Einsetzen der Krankheit mit moglichen laborchemischen Veranderungen sowie einer
Anderung des Allgemeinzustandes der Tiere einhergeht. Als indirekte Parameter zur
Bestimmung eines akuten Gewebeschadens im Pankreas wurde daher die Aktivitat
der Enzyme Amylase und Lipase im Serum untersucht, da fur diese Enzyme bekannt
ist, dass sie in der akuten Phase einer Pankreatitis ansteigen (Sparmann et al.
1997). Die Untersuchung dient somit als Parameter einer akuten Parenchym-
schadigung. Weiterhin wurden die Tiere auf das Vorliegen einer diabetogenen
Stoffwechsellage untersucht, was auch die Folge einer autoimmunen Reaktion
gegen die das Insulin produzierenden (B-Zellen des endokrinen Pankreas sein kann
(Eisenbarth 1986).
Um die intravital gewonnenen Untersuchungsergebnisse zu verfizieren, wurden die
Pankreata der Tiere ex vivo histologisch, immunhistologisch und molekularbiologisch
untersucht. Die histologische Untersuchung erfolgte anhand eines pathologischen
Scores (Kanno et al. 1992). Um das Entzindungsinfiltrat in den Pankreata der Tiere
genauer zu charakterisieren, wurden Gewebeschnitte der altesten Gruppe (32-40
Wochen) immunhistologisch untersucht. Dies erfolgte unter Verwendung von
Antikérpern, welche gegen typische Oberflachenproteine der jeweiligen Zellpopula-
tionen gerichtet waren, wie fir Plasmazellen CD138 (Rawstron 2006), fur T-
Helferzellen CD4, fir T-Effektorzellen CD8, und fur Makrophagen CD11b. Weiterhin
wurde die Aktivitat einzelner Gene, die in entzindetem Gewebe typischerweise
hochreguliert sind, molekularbiologisch bestimmt. Durch die Kombination der von uns
in vivo und ex vivo durchgefiihrten Untersuchungen konnten wir eine umfassende
Charakterisierung der inflammatorischen Aktivitat im Pankreas der MRL/Mp-Maus,
sowohl tber die Zeit als auch geschlechterspezifisch, vornehmen.
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7.3. DISKUSSION DER ERGEBNISSE

Fur die Pankreatitis der MRL/Mp-Maus wurde aufgrund der genetischen
Pradisposition der Tiere, des spontanen Auftretens der Erkrankung, des
histopathomorphologischen Befundes und der Ubertragbarkeit der Erkrankung durch
T-Zell-Transfer eine autoimmune Genese postuliert.

In der vorliegenden Studie konnte nun zum ersten Mal durch in vivo Untersuchungen
belegt werden, dass die Pankreatitis der MRL/Mp Maus durch eine vorangehende

intrapankreatische Inflammation getriggert wird.

In den von uns intravitalmikroskopisch untersuchten Tieren konnten wir einen
altersabhangig signifikanten Anstieg der Zahl adharenter Leukozyten nachweisen.
Diese von uns in vivo nachgewiesene Leukozytenakkumulation in den postkapillaren
Venolen des Pankreas bildet das Korrelat der Infiltration von Leukozyten ins
Pankreasparenchym. Die Infiltration von Leukozyten ins Gewebe ist physiologischer
Bestandteil der Leukozyten-Zirkulation zwischen Blut, sekundaren Lymphorganen
und Gewebe und dient dem Schutz der Integritdt des Organismus. Kommt es durch
Infektion, Trauma oder Hypoxie zur Schadigung von Gewebe, wird eine immunologi-
sche Reaktion in Gang gesetzt, in deren Rahmen vermehrt Leukozyten das
entziindete Gewebe infiltrieren. Die Infiltration von Leukozyten ins Gewebe stellt den
integralen Schritt der Initiation einer Immunreaktion dar und wird auch als
transendotheliale Migration (TEM) bezeichnet. Diese unterliegt einer stringenten
Kontrolle, denn unkontrollierte TEM oder TEM an inadaquater Stelle fihrt zu
verstarkter Inflammation und Parenchymschadigung von an sich intaktem Gewebe,
wie sie sich bei Autoimmunerkrankungen haufig findet (Wittchen 2009).

Bevor zirkulierende Leukozyten das Gewebe infiltrieren kdnnen, missen sie sich in
einem mehrstufigen Prozess dem Endothel anndhern (Margination), an ihm
entlangrollen, adharieren und durch die endotheliale Barriere emigrieren (Butcher
1991). Fur verschiedene autoimmune Erkrankungen konnte gezeigt werden, dass die
Infiltration von Leukozyten ins Gewebe eine notwendige Voraussetzung fur die
Krankheitsentstehung ist, da eine Blockade der fur die Infiltration notwendigen
Adhasionsmolekile suffizient ist, den Krankheitsausbruch zu verhindern oder

abzuschwéachen. Beim autoimmunen Diabetes mellitus kommt es zu einer Reaktion
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gegen die das Insulin produzierenden B-Zellen des endokrinen Pankreas. Als Modell
dieser Erkrankung dienen NOD-Mause, welche einen spontanen Typ-1-Diabetes
ausbilden. Es konnte gezeigt werden, dass die Krankheit analog zur AIP der
MRL/Mp-Maus durch den Transfer von aus der Milz gewonnenen T-Lymphozyten
Ubertragbar ist. Durch Blockade der fur die TEM notwendigen Adhéasine VCAM-1, L-
Selectin und a-4-Integrin konnte die Ubertragung der Erkrankung verhindert werden
(Yang et al. 1993). Die Blockade von (2-Integrin und ICAM-1 hingegen war nicht
ausreichend, um die Ubertragung der Erkrankung zu verhindern (Baron et al. 1994).
Es konnte jedoch gezeigt werden, dass NOD-Mause, die nach Ubertragung eines
viralen Vektors ein loslichen ICAM-1 (sICAM-1-1g) ausbilden, in eine Remission ihrer
Erkrankung kommen, so dass ICAM-1 als mdglicher therapeutischer Angriffspunkt
postuliert wurde (Bertry-Coussot et al. 2002).

MRL/fas™-Mause erkranken an einem dem Lupus erythematodes &hnlichen
Syndrom und werden daher als Modell dieser autoimmunen Erkrankung eingesetzt.
Eine intravitalmikroskopische Untersuchung der Mikrozirkulation der Haut ergab,
dass die Zahl adharenter Leukozyten in der Haut von ICAM-1 defizienten M&ausen
signifikant niedriger ist als in herkdmmlichen MRL/fas™-Mausen (Norman et al.
2008). Die Bedeutung der durch Adhasionsmolekile vermittelten Infiltration von
Leukozyten ins Gewebe fur den Krankheitsverlauf ergibt sich aus der Tatsache, dass
ICAM-1 defiziente MRL/fas™-Mause signifikant langer als MRL/fas"™-Mé&use leben
(Lloyd et al. 1997).

Leukozyten-Akkumulationen finden sich jedoch auch in Pankreatitiden anderer
Genese, wie z.B der Cerulein-induzierten Pankreatitis (Hackert et al. 2004), der
DBTC-induzierten Pankreatitis (Glawe et al. 2005) und der Alkohol-induzierten
Pankreatitis (Foitzik et al. 1998b). Im Gegensatz zu diesen experimentellen
Pankreatitiden geht der Pankreatitis der MRL/Mp-Maus jedoch kein iatrogener
Stimulus voraus, der die Inflammation bedingen kénnte. Vielmehr weisen bereits die
von uns untersuchten jungen Tiere eine erhebliche Leukozyten-Akkumulation in den
postkapillaren Venolen des Pankreas auf, obwohl die Pankreata der Tiere bei der ex
vivo durchgefiihrten histopathologischen Untersuchung unauffallig waren. Erst in
alteren Tieren konnten dann auch histologisch nachweisbare Verdnderungen im
Pankreasparenchym gefunden werden. Wird der von uns erfasste durchschnittliche
histopathologische Score in Beziehung zur durchschnittlichen Zahl adhérenter

Leukozyten der jeweiligen Gruppe gesetzt, so ergibt sich eine signifikant positive
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Korrelation. Der intravitalmikroskopisch nachweisbaren Zunahme der intrapankreati-
schen Leukozyten-Akkumulation folgt zeitverzdgert ein exponentieller Anstieg der
histopathologisch nachweisbaren Gewebeschadigung (Abb. 22).
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Abbildung 22: Korrelationsanalyse zwischen dem durchschnittlichen histopatholog-
ischen Score und der durchschnittlichen Zahl adharenter Leukozyten in den vier
Altersgruppen weiblicher Tiere. Es besteht eine signifikant positive Korrelation
zwischen Leukozyten-Adharenz in vivo und histopathologischem Score. Die Daten
sind als Mittelwerte £+ SEM angegeben.

Die Tatsache, dass die von uns erfasste Inflammation der pathomorphologischen
Gewebeschadigung vorausgeht, ist typisch fur Erkrankungen autoimmuner Genese.
Hier ist die Ursache der Inflammation eine immunologische Reaktion, welche durch
eine inadaquate Aktivierung und Rekrutierung von Leukozyten, Gewebeschadigung
und -dysfunktion verursacht wird (Norman & Hickey 2005). Auch bei anderen
autoimmunen Erkrankungen konnten solche frithen Veranderungen im Immunsystem
gefunden werden. So ist bei der rheumatoiden Arthritis (RA) die Hochregulierung des
Immunsystems ein essentieller Teil der Pathogenese. Eine Charakterisierung der
Mikrozirkulation in den synovialen Venen von Mausen, welche nach Impfung mit
Kollagen 1l eine experimentelle RA entwickeln, ergab, dass es schon vor Einsetzen
der klinischen Symptome zu einer vermehrten Leukozyten-Akkumulation in den
synovialen Venen der Kniegelenke kommt. Die Leukozyten-Endothelzell-Interaktion

ist bei der RA also nicht nur ein Teil der Ausbreitung und Aufrechterhaltung des
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Krankheitsgeschehens, sondern auch Teil seiner Initiation (Gierer et al. 2005). Auch
in IL-4-Tg-Mausen, welche eine spontane atopische Dermatitis ausbilden, konnte
gezeigt werden, dass es bereits im frihen Krankheitsstadium zu einer kontinuierli-
chen Infiltration von T-Zellen aus den sekundaren lymphoiden Organen in die Haut
der Tiere kommt (Chen et al. 2005).

Neben der in vivo erfassten Leukozyten-Akkumulation bildet die Abnahme der
Kapillardichte und der BlutzellflieRgeschwindigkeit in Abh&ngigkeit des pathologi-
schen Scores ein weiteres Korrelat der Inflammation im Pankreas der MRL/Mp
Maus. Stoérungen der pankreatischen Mikrozirkulation sind schon seit vielen Jahren
Gegenstand wissenschatftlicher Arbeiten. Anderson und Mitarbeiter etablierten in den
1960er Jahren Mikrozirkulationsmodelle akuter Pankreatitiden (Anderson & Schiller
1968; Anderson et al. 1967). Warshaw und Mitarbeitern gelang es dann, die hohe
Vulnerabilitst des Pankreas gegeniber systemischen Zirkulationsstérungen
aufzuzeigen. Durch Autopsien an Patienten, welche vor ihrem Tod einen
hypovolamischen Schock erlitten hatten, konnte gezeigt werden, dass eine
systemische Perfusionsstérung ausreichend ist, um eine Pankreatitis auszulésen
(Warshaw & O‘'Hara 1978). Aus dieser Erkenntnis folgte die Frage, welche Rolle
Mikrozirkulationsstorungen in der Pathogenese der AP spielen. Daher wurden
verschiedene Untersuchungen zur Rolle der pankreatischen Mikrozirkulation in der
Pathogenese der AP durchgefuhrt (Kerner et al. 1996; Vollmar et al. 1991; Schiller et
al. 1975). Es wurde erkannt, dass Storungen der pankreatischen Mikrozirkulation
nicht nur als Folge der pankreatischen Inflammation auftreten, sondern diese auch
aggravieren und induzieren kénnen und somit zentraler Bestandteil der Pathogenese
sind (Zhang et al. 2009; Foitzik et al. 2002; Menger et al. 2001). Auch in Modellen
chronischer Pankreatitiden, wie der alkoholtoxischen Pankreatitis (Witt et al. 2007)
und der DBTC-induzierten chronischen Pankreatitis (Glawe et al. 2005), konnten
Mikrozirkulationsstérungen nachgewiesen werden. Die vorliegende Studie belegt
erstmals, dass es auch in der AIP zu Mikrozirkulationsstérungen kommt (Sorg et al.
2008).

Die wichtigsten Storungen der Mikrozirkulation in der Pankreatitis betreffen das
Versagen der nutritiven kapillaren Perfusion sowie die Abnahme der kapillaren
Blutzellfliegeschwindigkeit, wobei die Abnahme der Zahl perfundierter Kapillaren mit

der Schwere der Erkrankung korreliert (Klar et al. 1990; Bassi et al. 1994). Folge der
79



Diskussion

Mikrozirkulationsstérung ist eine Ischamie im Gewebe des Pankreas, welche
ihrerseits ein pathogenetischer Faktor fur die Aufrechterhaltung und Potenzierung
des entzundlichen Geschehens ist (Broe et al. 1982).

Verschiedene pathogenetische Mechanismen, welche in Modellen akuter
Pankreatitiden untersucht wurden, vermitteln dieses Pankreatitis-assoziierte
Versagen der nutritiven Perfusion in der AP. Eine zentrale Stellung nimmt die
entziindungsbedingte  Verschiebung des Gleichgewichts zwischen gefal3-
kontrahierenden und gefal3dilatierenden Mechanismen zugunsten der Vasokonstrik-
tion ein. Die Konzentration von Stickstoffmonoxid (NO) als wichtigster
vasodilatierender Metabolit ist im entzindeten Gewebe des Pankreas vermindert
(Shibuya et al. 1996), gleichzeitig kann durch Verabreichung von NO-Donatoren das
Perfusionsversagen in der experimentellen Pankreatitis reduziert werden (Liu et al.
1995a). Endothelin-1 kann als kompetenter Vasokonstriktor die Mikrozirkulations-
storung der experimentellen Pankreatitis aggravieren (Plusczyk et al. 1999), wahrend
die Blockade des Endothelin-1 Rezeptors eine gegenteilige Wirkung hat (Foitzik et al.
1998a). Weiterhin konnte durch Blockade verschiedener biologisch aktiver Peptide,
welche als Vasokonstriktoren wirken, wie Bradykinin, Trypsin und Kallikrein, eine
Verbesserung der Mikrozirkulation im entzindeten Pankreas erreicht werden
(Bloechle et al. 1998; Chen et al. 1996). Ein weiteres kritisches Element fur die
Mikrozirkulation im entzindeten Pankreas stellt die Familie der Interleukine dar
(Menger et al. 2001). Im Pankreas der MRL/Mp-Maus konnten wir eine Hochregulie-
rung der Gene von IL-1beta, IL-2 und IL-6 nachweisen. IL-1 kommt hier eine
Schlisselrolle in der AP zu. Die Konzentrationen von IL-1 korrelierten mit der
Schwere der humanen AP (Hirota et al. 2000). Experimentell konnte durch den
Einsatz von IL-1-Inhibitoren die Uberlebensrate in der experimentellen AP erhoht
werden (Norman et al. 1997). Umgekehrt konnte gezeigt werden, dass die Gabe von
Heparin Storungen der Mikrozirkulation in der experimentellen Pankreatitis abmildert
und gleichzeitig zu einem deutlichen Abfall des IL-1-Serumspiegels fuhrt
(Ceranowicz et al. 2008). Auch flr IL-6 konnte nachgewiesen werden, dass es ein
kritischer Faktor fur die kapillare Perfusion darstellt (von Dobschuetz et al. 1999). Die
von uns beobachtete Leukozyten-Akkumulation in den postkapillaren Venolen nimmt
in der AP in verschiedener Weise Einfluss auf mikrozirkulatorische Parameter. Durch
die Gabe von ICAM-1 spezifischen Antikorpern werden die Mikrozirkulationsstérun-

gen in der Cerulein-induzierten Pankreatitis abgeschwacht und die Erkrankung ist
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deutlich geringer ausgepragt (Foitzik et al. 2000). Nach Infusion von pankreatischen
Proteasen konnte in einem Modell der Pathogenese der AP Leukozyten-
Akkumulationen, welche mit einer Abnahme der Kkapillaren BlutzellflieR3-
geschwindigkeit verbunden war, nachgewiesen werden (Keck et al. 2005). Die ICAM-
vermittelte Leukozyten-Endothelzell-Interaktion sowie die exzessive Produktion
inflammatorischer Mediatoren stellt einen Verbindungspunkt zwischen der AIP und
anderen Formen der Pankreatitis dar.

Somit konnte die Ursache des von uns in der MRL/Mp-Maus histologisch
nachgewiesenen Gewebeschadens also auch auf die von uns nachgewiesenen
Stérungen der Mikrozirkulation zurlckzufihren sein. Aufgrund der chronischen
Inflammation im Pankreasparenchym kommt es zu einer inflammatorisch vermittelten
Stérung der nutritiven Perfusion, welche den durch die autoimmune Reaktion

verursachten Gewebeschaden potenzieren kdnnte (Abb. 23).

s

Entziindungs-
mediatoren

Mikrozirkulations-

stérung

Abbildung 23: Die durch das Immunsystem in Gang gesetzte Entzindungsreaktion
im Pankreasparenchym fuhrt zu einer Freisetzung von Entziindungsmediatoren mit
konsekutiver Leukozytenakkumulation in den postkapillaren Venolen des Pankreas.
Wie auch bei anderen Formen der Pankreatitis kommt es durch diese Entziindungs-
mechanismen zu einer schwerwiegenden Stdorung der pankreatischen Mikro-
zirkulation. Folge dieser Storung ist das Versagen der nutritiven Perfusion. Die
hierdurch entstehende Hypoxie im Pankreasparenchym konnte den durch die
autoimmune Reaktion bedingten Gewebeschaden potenzieren und die Inflammation
aggravieren.
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Die in vivo dargestellte Leukozyten-Akkumulation in den postkapillaren Venolen des
Pankreas wurde durch die lichtmikroskopische Untersuchung der HE-gefarbten
Schnitte bestatigt. In erkrankten Tieren fanden sich exzessive Leukozyten-
Akkumulationen, insbesondere in der Nahe der kleinen GefdRe. Die Charakter-
isierung des pankreatischen Entzindungsinfiltrates in weiblichen und maénnlichen
Tieren der &ltesten Gruppe ergab signifikant erhohte Werte fir CD138"-Plasmazel-
len, CD11b*-Makrophagen sowie CD4"- und CD8’-T-Lymphozyten in weiblichen
Tieren gegeniber méannlichen Tieren.

Die CD4"-T-Helfer-Zellen moderieren sowohl die zellulare als auch die humorale
Immunabwehr. Aufgabe der T-Helfer-Zellen ist es, nach Kontakt mit einer
antigenprasentierenden Zelle durch die Ausschuttung von Zytokinen die Aktivierung,
Proliferation und Reifung von Makrophagen, T-Zellen, Effektor-Zellen und B-
Lymphozyten voranzutreiben und so eine immunologische Reaktion in Gang zu
setzen. In verschiedenen autoimmunen Erkrankungen, wie der Multiplen Sklerose,
der rheumatoiden Arthritis und dem Diabetes mellitus Typ | spielen T-Lymphozyten
und insbesondere die CD4" Subpopulation eine Schlisselrolle (Norman & Hickey
2005). T-Helferzellen kénnen anhand der von ihnen produzierten Zytokine weiter in
T-Helfer 1 (TH1)-Zellen und T-Helfer 2 (TH2)-Zellen unterteilt werden. Wahrend TH1-
Zellen IL-2, TNF-a und INF-y herstellen, produzieren TH2-Zellen IL-4, IL-5, IL-6, IL-
10 und IL-13. Obwohl immunologische Reaktionen nicht isoliert TH1 oder TH2
gesteuert sind, sind Dysbalancen im Verhdaltnis zwischen TH1/TH2 Zellen eine
haufige Beobachtung im Krankheitsverlauf autoimmuner Erkrankungen (Shi &
Walker 2002). Bei atopischen Erkrankungen, wie z.B. dem allergischen Asthma,
finden sich Uberwiegend von TH2-Zellen sezernierte Zytokine. Diese Erkrankungen
gelten daher als TH2-vermittelte Erkrankungen (Lloyd & Hawrylowicz 2008). Die
experimentelle Enzephalomyelitis, die als Modell der Multiplen Sklerose dient, gilt
hingegen als Uberwiegend TH1 gesteuert. Okazaki schlug vor, dass es bei der AIP
analog zum Sjogren-Syndrom initial zu einer TH1-vermittelten Immunreaktion kommt,
die dann im Krankheitsverlauf von einer Uberwiegend TH2-vermittelten Reaktion
abgeltst wirde (Okazaki & Chiba 2002). Tatsachlich konnte Zen und Kollegen bei
AlP-Patienten ein Zytokin-Profil nachweisen, welches einer TH2-Reaktion entspricht
(Zen et al. 2007).

Eine weitere CD4'T-Zellpopulation, die eine Rolle in der Pathogenese der AIP

spielen kénnte, sind die CD4"CD25 Foxp3" regulatorischen T-Zellen (Tregs; friher
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T-Suppressor-Zellen). Tregs spielen eine entscheidende Rolle in der Aufrechterhal-
tung der immunologischen Selbsttoleranz, indem sie die Proliferation und Aktivierung
von T-Effektor-Zellen aktiv supprimieren konnen. Diese insbesondere durch die
Produktion von IL-10 und TGF-B vermittelte anti-inflammatorische Kompetenz soll
vor dem Entstehen autoimmuner Erkrankungen schitzen (Bacchetta et al. 2007).
Aul3erdem sind Tregs in der Lage, auf die Aktivitdt von TH1- und TH2-Zellen Einfluss
zu nehmen (Bonelli et al. 2008). Fir verschiedene autoimmune Erkrankungen konnte
gezeigt werden, dass es im Verlauf der Erkrankung zu quantitativen (Kuhn et al.
2009) und qualitativen (Yan et al. 2008) Stérungen in Homo6ostase und Funktion der
Tregs kommt. Bei Patienten, die an einer AIP und anderen sklerosierenden
Erkrankungen litten, konnten erniedrigte Werte fir naive Tregs und erhdhte Werte fur
reife Tregs nachgewiesen werden (Zen et al. 2007; Miyoshi et al. 2008), so dass eine
Stérung der Homoostase der Tregs auch in der Pathogenese der AIP moglicher-
weise eine Rolle spielen kénnten. Neben den TH1, TH2 und Tregs wurde im Jahr
2005 mit den TH17 Zellen eine weitere CD4"-T-Helfer Zellpopulation beschrieben
(Harrington et al. 2005). Nach Stimulation durch IL-23 produzieren die TH17-Zellen
IL-17 und tragen so zur chronischen Gewebeinflammation bei (Paradowska-Gorycka
et al. 2010). Dieser IL-23/IL17-Achse wird in der Pathogenese verschiedener
autoimmuner Erkrankungen, wie den chronisch entzindlichen Darmerkrankungen
(Maloy 2008), der rheumatoiden Arthritis (Gaffen 2009) und der Multiplen Sklerose,
eine zentrale Rolle zugeschrieben (Tesmer et al. 2008). Auch in der AIP ist eine
Vielzahl verschiedener Interleukine erhdht (Loéhr et al. 2010), so dass die IL-23/IL17-
Achse auch in der AIP eine Rolle spielen kdnnte.

Ein weiteres zentrales Merkmal der AIP ist der Nachweis von erhéhten Werten von
Serum 1gG4 (Choi et al. 2007) sowie von lgG4-produzierenden-Plasmazellen im
Pankreas (Kamasiwa et al. 2007). Aufgrund der Tatsache, dass es in Mausen keinen
zum humanen 1gG4 analogen Antikoérper gibt, ist eine genaue Zuordnung nicht
moglich (Aalberse et al. 2009). Die von uns im Entziindungsinfiltrat nachgewiesenen
CD138"-Plasmazellen konnten das Korrelat zu den in der humanen AIP h&ufig
nachgewiesenen |gG4-produzierenden-Plasmazellen bilden. Obwohl 1gG4 in der
Diagnostik der humanen AIP eine zentrale Rolle spielt, ist seine Bedeutung in der
Pathogenese unklar. 1IgG4 stellt die seltenste Immunglobulin Substanzklasse von 1gG
dar und wird haufig gemeinsam mit IgE im Serum von Allergikern nachgewiesen. Die

Ursache hierflr ist, dass sowohl IgG4 als auch IgE als Teil der durch TH2-Zellen
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vermittelten Immunantwort gelten (Punnonen et al. 1993). Obwohl die Funktion von
IgG4 unklar ist, legen verschiedene Arbeiten nahe, dass die Rolle von 1gG4 eher
anti-inflammatorischer Natur ist. So konnte gezeigt werden, dass die Sekretion von
IgG4 durch das anti-inflammatorische IL-10 gesteuert wird (Satoguina et al. 2005).
Weiterhin koénnen Antikdrper der Klasse 1gG4 bei Allergikern haufig erst nach
langerer Antigen-Exposition nachgewiesen werden und gehen dann mit einem
Nachlassen der Symptome einher. Daher werden steigende Werte von 1gG4 und des
IgG4/1lgG Quotienten als Zeichen einer erfolgreichen Immuntherapie gewertet
(Aalberse & Schuurman 2002). Insgesamt scheint die Anwesenheit von 1gG4 darauf
hinzudeuten, dass anti-inflammatorische, toleranzinduzierende Mechanismen
aktiviert wurden. Daher wurde die Hypothese geauRert, dass IgG4*-Plasmazellen bei
der AIP einen zweiten Schritt des immunologisch vermittelten inflammatorischen
Prozesses sein kénnten und den Versuch des Kérpers darstellen, eine tberschie-
Rende Immunreaktion zu dampfen (Deshpande et al. 2006).

Weiterhin konnten wir in der vorliegenden Studie zeigen, dass die MRL/Mp-Méause
altersabhangig ANAs bilden. ANAs werden bei verschiedenen systemischen
autoimmunen Erkrankungen, wie dem systemischen Lupus erythematodes oder der
rheumatoiden Arthritis haufig beobachtet. Aber auch im Serum von AlP-Patienten
konnten ANAs nachgewiesen werden (Okazaki et al. 2008).

Die Erkenntnisse der vorliegenden Studie untermauern also die zuvor postulierte
Vermutung, dass es sich bei der Pankreatitis der MRL/Mp-Maus um eine Erkrankung
autoimmuner Genese handelt und dass sich die MRL/mp Maus als Modell der AIP

eignet.
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7.4 HYPOTHESEN ZUR PATHOGENESE DER AIP

Die genaue Pathogenese der AIP ist nach wie vor unklar und insbesondere
das der Autoimmunitat zugrundeliegende Antigen ist nicht bekannt (Park et al. 2009;
Sorg et al 2008). Nichtsdestotrotz wurden verschiedene Hypothesen zur
Pathogenese (Okazaki et al. 2002; Jaster & Emmerich 2006; Park et al. 2009) und zu
maoglichen Antigenen (Lohr et al. 2010; Frulloni et al. 2009) der AIP postuliert, welche
auf den verschiedenen serologischen und histologischen Beobachtungen von AlP-
Patienten sowie auf Erkenntnissen aus Tiermodellen der AIP beruhen.
Verschiedene Beobachtungen deuten darauf hin, dass das der AIP zugrundelie-
gende Antigen im Gangepithel des Pankreas lokalisiert sein konnte (Jaster &
Emmerich 2006). So ist das entztndliche Infiltrat Gberwiegend periduktal konzentriert
(Kloppel et al. 2005b). Des Weiteren sind die am haufigsten bei AlP-Patienten
beobachteten Antikérper gegen Lactoferrin und die Carboanhydrase Il gerichtet,
wobei die humane Carboanhydrase Il das Leitenzym der Pankreasgangzellen bildet
(Schneider & Loéhr 2009). Diese Beobachtung deckt sich mit der Hypothese, dass
molekulares Mimikry in der Entstehung der AIP eine Rolle spielen konnte.
Kountouras et al. schlugen vor, dass es durch eine Kreuzreaktion zwischen
eigentlich gegen ein Bakterium gerichtete Antikérper und dem Pankreasgangepithel
zur Krankheitsentstehung kommen koénnte (Kountouras et al. 2005). Diese These
konnte durch die Arbeit von Guarneri und Kollegen untermauert werden, die eine
signifikante Homologie zwischen der a-Carboanhydrase von Helicobacter pylori und
der humanen Carboanhydrease Il fanden (Guarneri et al. 2005).
Gleichzeitig wurden in den letzten Jahren -bedingt durch eine intensivierte Suche-
jedoch auch Antikdrper gegen weitere potentielle Autoantigene gefunden, die nicht
im Gangepithel lokalisiert sind. Lohr et al. konnten Antikérper gegen die Trypsino-
gene PRSS1, PRSS2 und Asada et al. gegen das Trypsin Inhibitor Enzym, dem
Produkt des SPINK1-Genes, nachweisen (Lohr et al. 2010; Asada et al. 2006).
Insgesamt muss bertcksichtigt werden, dass die nachgewiesenen Antikérper gegen
zellulare Strukturen des Pankreas nicht unbedingt die Ursache der priméaren
Inflammation sein mussen. Denkbar ist auch, dass erst im Rahmen der autoimmunen
Reaktion weitere antigene Strukturen demaskiert werden und es dann zur

Ausbildung von Autoantikérpern gegen diese ,sekundaren” Antigene kommt.
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Aufgrund der regionalen Haufung der AIP insbesondere in Asien wurden
Anstrengungen unternommen, eine mogliche genetische Komponente in der
Pathogenese aufzudecken. Kawa et al. berichteten, dass der Haplotyp DRB10405-
DQB10401 des Humanen Leukozyten Antigen (HLA) gehauft in japanischen AIP
Patienten auftritt (Kawa et al. 2002). In einer folgenden Studie aus Korea konnte
diese Erkenntnis jedoch nicht bestatigt werden (Park et al. 2008). Ein weiteres Gen,
dass in der AIP moglicherweise eine Rolle spielt, ist das T-Lymphozyten assoziierte
Antigen 4 (CTLA-4) (Chang et al. 2007). CTLA-4 dient als negativer Regulator der T-
Zellfunktion und Stérungen im CTLA-4 Gen werden auch mit verschiedenen anderen
autoimmunen Erkrankungen in Verbindung gebracht (Dultz et al. 2009).

Insgesamt bleibt die Pathogenese Gegenstand der Spekulation und weitere
Grundlagenforschung ist notig, um die komplexen immunologischen Mechanismen,
die in der Initiation der Erkrankung eine Rolle spielen, zu verstehen.

Die Rolle von Mikrozirkulationsstérungen in der Pathogenese der AIP fand bisher
keine Beachtung, obwohl Stérungen der Mikrozirkulation in autoimmunen
Erkrankungen (Norman et al. 2008) sowie akuten und chronischen Pankreatitiden
(Menger et al. 2001; Glawe et al. 2005) ein gut dokumentiertes Phdnomen sind.
Durch die exzessive Leukozyten-Akkumulation sowie durch die Bildung inflammatori-
scher Mediatoren Uber einen langen Zeitraum hinweg konnte es auch bei der
humanen AIP zu Storungen der Mikrozirkulation kommen. Die Abnahme der
nutritiven Perfusion mit folgender Hypoxie kdénnte den durch die immunologische
Reaktion verursachten Gewebeschaden potenzieren. Auch die Entstehung der in der
AIP beobachteten Fibrose konnte durch Mikrozirkulationsstérungen begunstigt
werden. Sternzellen werden unter hypoxischen Bedingungen angeregt, vermehrt
extrazellulare Matrix zu bilden (Masamune et al. 2008; Leung 2007). Die in der AIP
beobachtete Fibrose konnte somit unter anderem auch Folge einer durch
Mikrozirkulationsstorungen verursachten Hypoxie sein. Abbildung 24 stellt daher ein
aktuelles mogliches Konzept zur Pathogenese der AIP dar.
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Abbildung 24: Verschiedene Hypothesen zur Pathogenese der AIP wurden
geaulRert. Als wahrscheinlich gilt, dass das der immunologischen Reaktion
zugrundeliegende Antigen im Epithel der Pankreasgange liegt. Durch eine
Kreuzreaktion zwischen der Epithelialen Carboanhydrase Il und einem Enzym von
Helicobacter pylori (H.p.) kdonnte es zur autoimmunologischen Reaktion kommen.
Aber auch verschiedene andere Autoantikorper sind im Krankheitsverlauf
nachweisbar. Diskutiert werden auch eine genetische Disposition zur Erkrankung
sowie eine Storung der Funktion von regulatorischen T-Zellen. Die durch die T-
Helferzellen sezernierten Entzindungsmediatoren fuhren letztlich zu einer
Inflammation im Pankreasparenchym und zu einer Stérung der Mikrozirkulation,
welche ihrerseits zur Aggravierung der Erkrankung beitragt.
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7.5 KLINISCHE UND WISSENSCHAFTLICHE PERSPEKTIVEN

Obwohl es sich bei der AIP um eine seltene Erkrankung handelt, ist sie in den
letzten Jahren zunehmend in den Fokus des wissenschaftlichen Interesses gerickt.
Dies gilt insbesondere, da die AIP als Differentialdiagnose des Pankreaskarzinoms
von klinischer Bedeutung ist. Da die AIP im Gegensatz zum Karzinom keiner
chirurgischen Intervention bedarf, sondern durch Steroidgabe therapiert werden
kann, ist die richtige Diagnosestellung von zentraler Bedeutung (Law et al. 2009;
Sorg et al. 2008).

Zur Verbesserung der diagnostischen Moglichkeiten bedarf es jedoch zun&chst
weiterer wissenschaftlicher Studien, so dass die der Erkrankung zugrundeliegenden
pathologischen Mechanismen vollstandig verstanden werden. Aufgrund der geringen
Fallzahlen gestalten sich wissenschaftliche Untersuchungen zu dieser Erkrankung
jedoch schwierig. Somit sind gut etablierte und einfach zu reproduzierende
Tiermodelle von grofRer Bedeutung. Insbesondere der Mangel an gut charakterisier-
ten Tiermodellen war bislang jedoch eine der Hauptschwierigkeiten in der
tierexperimentellen Arbeit zur AIP (Jaster & Emmrich 2006; Sorg et al. 2008).

Die von uns umfassend untersuchte und charakterisierte MRL/Mp Maus bietet durch
die spontan und in ausreichender Inzidenz ausgebildete AIP eine reproduzierbare
und valide Untersuchungsgrundlage fiir weitere Untersuchen zur AIP.

Im Anschluss an die von uns durchgefuhrten Untersuchungen zur AIP in der MRL/Mp
Maus konnten Fitzner und Mitarbeiter zeigen, dass es durch Immunmodulation mit
Interferon Gamma zu einer Aggravierung der AIP in MRL/MP Mausen kommt
(Fitzner et al. 2009). Diese Beobachtung wirft insbesondere die Frage auf, wie sich
die beobachteten Mikrozirkulationsstérungen im Falle einer Immunmodulation, aber

auch im Falle einer therapeutischen Gabe von Steroiden darstellen.
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Il THESEN ZUR DISSERTATION

1. Seit einigen Jahren wird die Autoimmunpankreatitis als neuartige eigenstan-
dige Entitat der chronischen Pankreatitis angesehen. Pathogenese und
Pathophysiologie dieses seltenen Krankheitsbildes sind bislang weitgehend

unbekannt.

2. MRL/Mp-Mause entwickeln aufgrund ihres genetischen Hintergrundes
spontan neben verschiedenen anderen Autoimmunerkrankungen auch eine

Pankreatitis autoimmuner Genese.

3. Obwohl mikrozirkulatorische Untersuchungen einen wichtigen Beitrag zum
Verstandnis verschiedener Pankreatitiden leisten konnten, gab es bislang
keine Untersuchungen zur Mikrozirkulation in der AIP. Untersucht wurde

daher, ob die AIP mit Mikrozirkulationsstdérungen einhergeht.

4. Um die Pathogenese, den Zeitpunkt des Krankheitsbeginns und den
Krankheitsverlauf einer mdoglichen AIP in der MRL/Mp-Maus abzubilden,
wurden die Tiere in vier verschiedene Altersgruppen eingeteilt. Allen Tieren
wurde bis zum Erreichen des fir die Untersuchung erforderlichen Alters
repetitiv Blut entnommen. Zum Untersuchungszeitpunkt erfolgte eine intravi-
tale Fluoreszenzmikroskopie. Nach Abschluss der in vivo Experimente erfolgte
die Entnahme von Blut sowie die Pankreatektomie fiir die ex vivo durchge-
fuhrten histologischen, molekularbiologischen und serologischen

Untersuchungen.

5. Die Analyse der Intravitalmikroskopie ergab eine alters- und geschlechtsab-
hangige Zunahme der Inflammation im Pankreasparenchym der MRL/Mp-
Maus.

6. In weiblichen Tieren kam es zu einer signifikanten intrapankreatischen
Leukozyten-Akkumulation. Der Grad der Inflammation in mannlichen Tieren

war hingegen signifikant schwéacher und nicht altersabhangig.
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7. Fur Tiere, bei denen eine AIP diagnostiziert wurde, konnte eine Stérung der
mikrovaskuléren Perfusion des Pankreasparenchyms festgestellt werden. Fur
diese Tiere ergab sich in der offline Analyse der in vivo Versuche eine verrin-
gerte Blutzellflielgeschwindigkeit und eine Abnahme der funktionellen

kapillaren Dichte.

8. Die histologische Untersuchung der Schnittpraparate zeigte in allen Tieren der
jungsten Gruppe ein vollstandig intaktes Pankreasparenchym. Bei keinem der
Tiere konnte eine AIP diagnostiziert werden. In weiblichen Tieren der éltesten
Gruppe zeigte sich hingegen eine massenhafte leukozytare Infiltration, eine

Rarefizierung und fettige Degeneration des Pankreasparenchyms.

9. Insgesamt konnte eine signifikante Korrelation zwischen der in vivo festges-
tellten Inflammation und dem ex vivo diagnostizierten histopathologischen
Score aufgezeigt werden, wobei die Inflammation der Parenchymschadigung,

analog zu anderen autoimmunen Erkrankungen, vorausgeht.

10.In weiblichen Tieren der éaltesten Gruppe konnten immunhistologisch
signifikant mehr Entzindungszellen als in mannlichen Tieren derselben Al-
tersgruppe nachgewiesen werden. Molekularbiologisch zeigten diese Tiere
eine Hochregulation der Gene pro-inflammatorischer Proteine und im Serum
konnten die héchsten Titer fir Antinukleare Antikdrper aller untersuchten Tiere

nachgewiesen werden.

11.Die durch die immunologische Reaktion bedingten Stérungen der nutritiven
Perfusion des Pankreas kdnnen zusatzlich zum autoimmun bedingten Gewe-

beschaden eine Schadigung des Pankreasparenchyms hervorrufen.
12.Die MRL/Mp stellt ein vielversprechendes Tiermodell zur weiteren Charakteri-

sierung der AIP dar. Weitere Studien konnten bereits zeigen, dass es durch

eine Immunmodulation zur Aggravierung des Krankheitsbildes kommt.
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