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3. Einleitung
3.1 Das Pankreas
3.1.1 Aufbau, Lage und Funktion des Pankreas

Die Bauchspeicheldriise ist eine der groften Driisen des menschlichen Organismus. Die Grofle
des Pankreas beim Menschen betrdgt im Durchschnitt 20 cm x 3 cm x 2 ¢cm mit einem Gewicht
von etwa 100 g. Das Pankreas liegt im Retroperitonealraum, zwischen Magen, Milz, Leber und
den groflen GefdBen (Aorta und Vena cava inferior). Die Bauchspeicheldriise steht in enger
Beziehung zum Duodenum und ist kaum atemverschieblich.’

Die Bauchspeicheldriise wird anatomisch in Kopf, Pankreaskérper und Pankreasschwanz
unterteilt. Der Ausfiihrungsgang des Pankreas miindet beim Menschen neben dem Ductus
choledochus in das Duodenum. Die arterielle Versorgung des Pankreas erfolgt iiber drei grofie
GefdBe, die Arteria splenica, die Arteria hepatica communis (aus dem Truncus coeliacus) und
iiber Aste der Arteria gastroduodenalis. Die GefiBe anastomosieren iiber kleine Arterien
miteinander und bilden ein GefiBnetz.’ Das vendse Blut gelangt iiber die Vena splenica, die Vena
pancreaticoduodenalis und die Vena mesenterica in die Vena portae hepatis und damit in den
Pfortaderkreislauf.’ Innerviert wird die Bauchspeicheldriise iiber Aste des Nervus vagus, welche
die parasympatische Innervation vermitteln. Sympathische Reize erreichen iiber den Nervus

splanchnicus major, das Ganglion coeliacum und das zweite sympathische Neuron das Pankreas.’

3.1.1.1 Embryonale Entwicklung, das Pankreas bei Tieren

Bei allen Saugetieren entwickelt sich die Bauchspeicheldriise aus zwei Knospen, eimner dorsalen
Knospe iiber dem Duodenum und einem ventralen Teil. Zur Anndherung der zwei Anlagen
kommt es wihrend der Darmdrehung. Die ventrale Anlage riickt stirker an die dorsale und
bewegt sich dabei gleichzeitig nach kranial, um mit der dorsalen Anlage zu verschmelzen.
Wihrend der Darmdrehung treten bei verschiedenen Spezies Unterschiede auf, vor allem bei der
Ausbildung der Ausfiihrungsgénge. Aus der ventralen Anlage entsteht der Ductus pancreaticus
major, aus der dorsalen Anlage der Ductus pancreaticus accessorius. Bei Pferd und Hund bleiben
beide Anlagen bestehen und auch beide Génge erhalten. Diese konnen aber zum Teil im

Driisengewebe miteinander kommunizieren. Wie beim Menschen bleibt auch bei Ziege, Schaf
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und Katze der ventrale Gang erhalten, bei Rind und Schwein der dorsale Gang, welcher getrennt
vom Ductus choledochus in das Duodenum miindet.'” Der ventrale Gang miindet zusammen mit
dem Ductus choledochus in der Vater’schen Papille in das Duodenum ein.

Die Langerhans-Inseln entstehen aus Epithelzapfen des exokrinen Anteils des Pankreas. Diese
Inseln verlieren wihrend der Ausbildung der endgiiltigen Struktur des Pankreas ihren Kontakt
zum Gangsystem und werden von gefafireichem Bindegewebe umgeben. Auf diese Weise
werden endokriner Inselapparat und exokrines Pankreasgewebe voneinander abgegrenzt.'”

Bei der Ratte zeigt sich eine ahnliche Embryonalentwicklung des Pankreas-Galle-
Ausfiihrungsgangsystems. Die Ratte weist jedoch eine funktionell relevante anatomische
Besonderheit auf. Die Vereinigung von Pankreas- und Gallengang erfolgt im Bereich des
Pankreaskopfes, anschliefend miindet der gemeinsame Gang in das Duodenum. Dadurch
gelangen mit der Galle ausgeschiedene Substanzen auch in den Pankreasgang und koénnen dort

wirksam werden. %’

31.12 Das endokrine Pankreas

Das Pankreas besteht aus dem endokrinen und dem exokrinen Organ.

Das anatomische Korrelat des endokrinen Anteils des Pankreas sind die Langerhans’schen-
Inseln, deren Hormone vor allem den Kohlenhydrathaushalt regulieren. Diese stellen sich als
rundliche Epithelkomplexe dar und heben sich deutlich vom exokrinen Pankreasgewebe ab.
Lokalisiert sind sie vor allem im Bereich von Corpus und Cauda. Die produzierten Wirkstoffe
werden iiber ein ausgeprigtes Netz von Kapillaren direkt in das Blut abgegeben. Die
unterschiedlichen Hormone werden von spezialisierten Zellpopulationen synthetisiert.”” ®®
« 0-Zellen produzieren Glukagon

« B-Zellen produzieren Insulin

« 0-Zellen produzieren Somatostatin

« PP-Zellen produzieren pankreatisches Polypeptid

« g-Zellen produzieren Ghrelin’”- %

31.13 Das exokrine Pankreas

Das exokrine Pankreas ist eine rein serdse, tubulo-azinire Driise, die aus mehreren Lippchen

besteht. Jedes Lappchen enthilt mehrere Azini, die von einer Basalmembran umgeben sind. Die

10
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Azmi sind miteinander verbunden und miinden iiber Schaltstiicke in einen gemeinsamen Gang.
Alle Génge vereinigen sich im Hauptausfithrungsgang.

Die Azinuszellen des exokrinen Pankreas synthetisieren und sezernieren die Verdauungsenzyme.
Die wichtigsten Pankreasenzyme sind o-Amylase und Lipase, Trypsinogen und
Chymotrypsinogen. Weiterhin werden u.a. Procarboxypeptidase, Proelastase, Ribo- und
Desoxyribonucleasen produziert. Die Enzyme (ausgenommen Lipase und Amylase) werden
durch einen nervalen und / oder hormonalen Reiz in das Gangsystem sezerniert. Zur
Verhinderung der enzymatischen Autodigestion werden Proteasen als inaktive Vorstufen
abgegeben.®® Dabei kommt der Trypsinogenaktivierung eine Schliisselrolle zu (s. 3.2.1.3.1).
Funktionell unterschieden werden Enzyme, die Kohlenhydrate spalten (o-Amylase und
Glukosidase), lipolytische Enzyme (Lipase, Phospholipase A und B und Cholesterinesterase) und
proteolytische Enzyme (Trypsin, Chymotrypsin, Elastase, Kollagenase, Kallikrein und
Carboxypeptidase). Nukleinsiuren werden von Desoxyribo- und Ribonukleasen abgebaut.*
Histologisch sind die Azinuszellen polar differenziert. Im basalen Zytoplasma, welches sich
durch Basophilie auszeichnet, befinden sich der Zellkern und das endoplasmatische Retikulum.
Der apikale Teil der Zelle ist reich an azidophilen Zymogengranula, welche die Enzymvorstufen
enthalten.*

In den letzten Jahren wurde von verschiedenen Arbeitsgruppen gezeigt, dass neben dem
Parenchym auch das Bindegewebe insbesondere unter pathologischen Bedingungen eine
wesentliche Rolle spielt. Im Mittelpunkt des Interesses standen dabei die pankreatischen
Sternzellen (PSZ). Diese spezialisierten fibroblastiaren Zellen wurden als Hauptproduzenten der
extrazellularen Matrix (EZM) im Pankreas identifiziert. Im gesunden Organ haben sie die
namensgebende sternférmige Morphologie und zeichnen sich histologisch u. a. durch Vitamin
A — haltige Fetttropfen aus. Im Verlauf einer Pankreasschadigung gehen die Zellen in einen
Myofibroblasten-ahnlichen Phanotyp iiber, der funktionell einer Aktivierung entspricht.
Aktivierte PSZ sind durch eine Steigerung der Proliferation und der Syntheseleistungen
charakterisiert. Neben den Komponenten der EZM exprimieren die Zellen eine Vielzahl von
Mediatoren, wie Zytokine, und sind entscheidend an der Regulation pathophysiologischer

Prozesse beteiligt.”>

11
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3.2 Entziindliche Pankreaserkrankungen

Die entziindlichen Pankreaserkrankungen werden in die akute und die chronische Verlaufsform

unterteilt. Eine Sonderform stellt die Autoimmunpankreatitis dar.

3.2.1 Akute Pankreatitis

32.1.1 Definition

Die akute Pankreatitis 1st ein plotzlich auftretender entziindlicher Prozess der
Bauchspeicheldriise. Verlauf und Schweregrad der akuten Pankreatitis sind sehr unterschiedlich
und reichen von der milden interstitiellen Entziindung bis zur schweren nekrotisierenden Form.*
Mit 75 - 85 % aller Fille ist die milde Form die haufigste, charakterisiert durch ein interstitielles
Odem, feingeweblich sichtbare Granulozyteninfiltrationen im Interstitium und vereinzelte
peripankreatische Fettgewebsnekrosen. Diese Form der Entziindung fiihrt im Allgemeinen zu
einer restitutio ad integrum *®

Die schwerere akute Pankreatitis beschreibt die hamorrhagisch-nekrotisierende Form (15 - 25 %),
charakterisiert durch ausgedehnte intra- und peripankreatische Fettgewebsnekrosen,
Parenchymnekrosen angrenzender Organe sowie Himorrhagien. Sie kann von schweren
systemischen Reaktionen im Sinne eines systemic inflammatory response syndrom (SIRS)

begleitet werden und verlauft nicht selten letal (~15 %).'% %

32112 Atiologie und Pathogenese der akuten Pankreatitis

Trotz vieler Untersuchungen sind die Mechanismen zur Entstehung der akuten Pankreatitis nach
wie vor nicht vollstindig geklart.

Bekannt ist, dass die akute Pankreatitis durch unterschiedliche Noxen induziert werden kann.
Den héufigsten atiologischen Faktor stellt mit 40 - 50 % die Cholelithiasis dar.”® ® Bis zu 30 %
der akuten Pankreatitiden konnen keiner Ursache zugeordnet werden (idiopathische Pankreatitis).
Neben diesen Ursachen gibt es noch eine Vielzahl anderer, relativ seltener Ursachen (Tab. 1).°%
84

UbermiBiger Alkoholkonsum wird in den Industrielindern als wichtigste Ursache fiir die
Entwicklung einer chronischen Pankreatitis angesehen. Alkoholmissbrauch gilt auch als ein

begiinstigender Faktor der akuten Pankreatitis. So konnten Ammann ef al. nachweisen, dass

12
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Alkohol sowohl die Menge als auch die Zusammensetzung des Pankreassekretes beeinflusst.’
Weiterhin wurde in einem Rattenmodell gezeigt, dass nach Langzeitfiitterung von Alkohol der
Gehalt an Phospholipase A, zunimmt. Das Enzym katalysiert den Umsatz von Lecithin in
Lysolecithin, welches iiber eine Membranschadigung zytotoxisch wirkt.'®

Allerdings gibt es bisher keine gesicherten Untersuchungen die zeigen, dass iibermaBiger
Alkoholgenuss ohne Vorschadigung des Pankreas eine akute Entziindungsreaktion auslost.
Tsukamoto ef al. haben vorgeschlagen, eine mnach Alkoholkonsum auftretende

Pankreatitissymptomatik als akuten Schub einer chronischer Pankreatitis zu betrachten.'”

o Gallenwegserkrankungen (40 - 50 %)
o Idiopathisch (10 - 30 %)
o Seltene Ursachen (z. T. Einzelfallberichte)
- Stoffwechsel- und Systemerkrankungen
- Infektionen (z.B. Mumps, Coxsackie-Virus, HIV)
- Obstruktion des Pankreasganges (Neoplasie)
- Tatrogen nach z.B. ERCP
- Medikamente/ Vergiftungen (z.B. Pilze)
- Traumata
- Anatomische Ganganomalien

o Alkohol ?

Tab. 1: Ursachen der akuten Pankreatitis.*

Da sich experimentelle Studien beim Menschen hauptsdchlich auf Untersuchungen am
peripheren Blut beschrianken miissen, konnen lokale Vorgénge nur unzureichend erfasst werden.
Um die lokalen Entziindungsmechanismen zu charakterisieren, sind daher geeignete Tiermodelle

erforderlich.

13



Einleitung

3.2.1.3. Pathophysiologische Erkenntnisse zur Entwicklung der akuten Pankreatitis

3.2.1.3.1 Trypsinogenaktivierung

Unter physiologischen Bedingungen werden die Verdauungsenzyme vor ihrer Sekretion in
Zymogengranula gespeichert und sind auf diese Weise vom Zytoplasma getrennt. Wird die
Integritit der Zymogengranulamembran gestort, gelangen die Enzyme in das Zytosol, gefolgt von
einer intrazelluldren Aktivierung und Zellschadigung**

Die limitierte Proteolyse und Aktivierung von Trypsinogen erfolgt normalerweise im Duodenum
durch das Enzym Enterokinase. Trypsin hydrolysiert anschlieBend weitere Proenzyme und stellt
somit den entscheidenden Ausléser fiir die Aktivierungskaskade der Proteasen dar.*®

Eine Beteiligung der Autodigestion des exokrinen Pankreas durch proteolytische und lipolytische
Enzyme an der Pathogenese der akuten Pankreatitis konnte von verschiedenen Autoren gezeigt
werden. Dabei kommt der Aktivierung von Trypsinogen zu Trypsin eine Schliisselrolle zu.
Kommt es zu einer Stérung in diesem System, erfolgt eine Schidigung bereits im betroffenen
Pankreasteil. Dabei ist der Grad der Schadigung auch abhingig von protektiven Faktoren und
reicht von der Odembildung des Gewebes bis hin zur Selbstverdauung.”®

Neuere Arbeiten haben neben der Auto-Trypsinogenaktivierung eine Beteiligung der
lysosomalen Protease Cathepsin B gezeigt. Halangk et al. konnten mit Experimenten an
Cathepsin B-knock-out Miusen eine entscheidende Rolle der Protease fiir die Initiation der
Autodigestion im Pankreas belegen, wobei es wahrscheinlich primér zu einer Verschmelzung der
Lysosomen kommt.*°

Untersuchungen von Steer und Mitarbeitern haben jedoch auch belegt, dass eine intrazelluldre

Enzymaktivierung allein nicht ausreicht, um eine akute Pankreatitis auszuldsen. Fiir die Induktion

der Entziindungsreaktion ist eine =zusitzliche Noxe, insbesondere ein Sekretionsblock,

erforderlich.'®

32132 Finfluss von Calcium

Eine weitere Rolle bei der Entwicklung einer akuten Pankreatitis scheinen Calciumionen zu
spielen. Fiir die sekretorische Funktion der Azinuszelle ist intrazellulires Ca®" essentiell.'*® Eine
unphysiologische Erhohung des intrazelluldren Ca®*-Spiegels als Ausloser fiir die Entwicklung
einer Pankreatitis wurde in verschiedenen Untersuchungen bestitigt.?” Dabei kommt es durch

eine calciumabhingige Aktivierung der Pankreasproenzyme zu einer Schidigung des

14
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Zytoskeletts und als Folge zu einer Storung der Mitochondrienfunktion mit Beeintrachtigung des
Energiehaushaltes der Zelle.* *® Frick und Mitarbeiter konnten in Untersuchungen an isolierten
Azini eine Korrelation zwischen der Erhohung von zytosolischem Ca®* und einer verstirkten
Trysinogenaktivierung herstellen. Die Autoren postulierten, dass der Steigerung von
intrazelluldren Calciumionen mit nachfolgender Trypsinogenaktivierung eine Schliisselrolle bei
der Pathogenese der akuten Pankreatitis zukommt.*’

Ward er al. konnten zudem zeigen, dass verschiedene Pankreatitis-Modelle unabhingig von der

. - - . - .. 2+ - 128
auslosenden Noxe mit einer erhohten intrazelluldren Ca™ -Konzentration verbunden waren.

32133 Finfluss der Sauerstoffradikale

Immer mehr in den Mittelpunkt des Interesses tritt die Rolle von Sauerstoffradikalen (reactive
oxygen species, ROS) bei der Entstehung der akuten Pankreatitis. Lange Zeit bestand Konsens,
dass eine vermehrte Bildung von Sauerstoffradikalen zu oxidativem Stress und zu einer
Azmuszellschiadigung fithrt. Vielfaltige Angriffspunkte der Sauerstoffradikale sind beschrieben
worden. Als ein wesentlicher Schiadigungsmechanismus wurde die Verdnderung des Zytoskeletts,
verbunden mit einer Blockade der Zymogensekretion, angesehen. Die nekrotischen Zellen fithren
demnach zu einer Rekrutierung und Aktivierung von Leukozyten. Die damit verbundene erhdhte
Zytokinexpression und Desintegration des Endothels resultieren in einer Progression der akuten
Pankreatitis. > 1% 13!

Neuere in vitro - Untersuchungen von Booth er «al. haben dieses Konzept des pro-

15, 42 -
*7“ Die Autoren

inflammatorischen Effekts von ROS auf Azinuszellen jedoch in Frage gestellt.
konnten zeigen, dass ROS in Azinuszellen — im Gegensatz zu ihrer Wirkung auf andere Zellen —
die Apoptose stimulieren. Im Zusammenspiel mit pro-nekrotischen Mechanismen, wie z.B. der
Erhohung der intrazellulldren Ca2+*-Konzentration, wirken ROS im Kontext einer Pankreatitis
demnach eher protektiv."> **

Die Regulation der Apoptose-Nekrose — Balance erfolgte iiber die Freisetzung von Cytochrom C
aus den Mitochondrien. Dieser Azinuszellen-spezifische Mechanismus koénnte den geringen

therapeutischen Effekt von Sauerstoffradikalfangern in Pankreatitismodellen erkliren.®

15
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32.134 Mikrozirkulationsstorungen

Verschiedene Autoren sehen in der Mikrozirkulationsstdrung einen Hauptgrund fiir die
Entstehung des unterschiedlichen Schweregrades einer Pankreatitis.*” °® ® Klinisch beobachtet
man bei Patienten mit Pankreatitis nach Verwendung von Katecholaminen (vasokonstriktorisch
wirkende Substanzen) oder bei einer bestehenden arteriellen Hypertonie eine Verschlechterung
der Pankreatitis.* In experimentellen Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass bei der akuten
Odematosen Pankreatitis durch eine homogene und gesteigerte Mikrogefdlperfusion mit
Hyperamie die Grundlage fiir eine generelle Odembildung gelegt wird.”” >

Im Gegensatz dazu zeigte sich bei der nekrotisierenden Pankreatitis eine Abnahme der
Kapillarperfusion bei scheinbar stabiler Makrohdmodynamik mit Hypoxie im weiteren Verlauf.”
Zudem kommt es zu einer Widerstandserhohung in den postkapilldren Venolen bei gesteigerten
Leukozyten-Endothel-Interaktionen, einer lokalen Aktivierung der intravasalen Gerinnung und

. . . 35. 77
zur Bildung von arterio-vendsen Shunts.”™™

In histologischen Untersuchungen konnte
nachgewiesen werden, dass Mikrozirkulationsstérungen inhomogen im Gewebe verteilt sind. In
der Nahe von Nekrosearealen wird infolge der vermehrten Freisetzung toxischer Mediatoren die
Kapillarperfusion deutlich reduziert.”

Versuche von Foitzik ef al. und Werner ef al. konnten zeigen, dass die Mikrozirkulationsstorung
bei der akuten Pankreatitis wesentlich durch eine Imbalance zwischen Endothelin und NO
vermittelt wird**> ' Dabei waren die Plasmaspiegel von Endothelin, welches zu einer
Vasokonstriktion mit Steigerung der GefdaBBpermeabilitit fiihrt, deutlich erhoht.

Neben der Ausscheidung von vasoaktiven Substanzen, die zu Mikrozirkulationsstérungen fiithren,
kommt es im Verlauf von Pankreaserkrankungen zu einer vermehrten endothelialen Expression
von Adhisionsmolekiilen. Als Folge dessen verstiarken sich sowohl die Leukozytenadhdsion als
auch die Leukozytenextravasation. Dabei triggern verschiedene Mediatoren, wie Selektine und
Integrine (wie ICAM-1), eine Endothel-Leukozyten-Interaktion mit hoher Affinitat. Als Folge

wird die Entziindungszell-Infiltration und Parenchymschadigung begiinstigt.''>- 13> 134

32.1.35 Proinflammatorische Zytokine

Die Bedeutung der vorzeitigen Enzymaktivierung fiir die Initiierung einer Entziindungsreaktion
1st gut belegt. Verlauf und Schweregrad der Erkrankung werden jedoch noch von vielen anderen

Faktoren bestimmt.* !
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Das komplexe System der verschiedenen interferierenden Faktoren, die iiber den Ablauf der
Entziindungsreaktion entscheiden, wird bis heute nicht vollstindig verstanden. Offenbar spielen
auch individuelle, genetisch geprigte Veranlagungen eine Rolle.

Jahrzehnte der Pankreasforschung haben den infiltrierenden Leukozyten oder anderen Nicht-
Azmuszellen wenig Bedeutung fiir akute Entziindungsreaktionen im Pankreas beigemessen.
Neuere Untersuchungen konnten jedoch =zeigen, dass die Pankreatitissymptomatik mit
interstitiellem Odem, Mikrozirkulationsstorung, Zellschidigungen, Leukozyteninfiltration und
systemischen Befunden sowie der Entziindungsverlauf wesentlich von ldslichen Mediatoren,

39. 40, 74, 90, 95 -
d”>" " 7 7% 77 Azinuszellen als Produzenten von

insbesondere den Zytokinen, gesteuert wir
Zytokinen konnten in in vifro - Experimenten zwar nachgewiesen werden, unter in vivo -
Bedingungen erscheint eine funktionell relevante Syntheseleistung durch die Azini aber eher

unwahrscheinlich.”*® Das GefiBendothel, die pankreatischen Sternzellen und das Gangepithel

stellen weitere potenzielle Quellen von Entziindungsmediatoren dar.”* 3% 7% !> 13- Ajg

Hauptproduzenten von Zytokinen im Verlauf einer Entziindungsreaktion kdnnen aber die
eimngewanderten Leukozyten angesehen werden.

Gross et al. haben bereits in der frithen Phase der akuten Pankreatitis erhohte
Zytokinkonzentrationen im Serum nachgewiesen.*’ Dabei spielen insbesondere IL-1p, TNFao, IL-
6, -8, -10 sowie der Plattchen-aktivierende Faktor (PAF) in der Friihphase der akuten Pankreatitis
eine entscheidende Rolle.'***

Weiterhin lieB sich eine Korrelation zwischen den Serumkonzentrationen von IL-1f und TNFa
und dem Schweregrad der Erkrankung herstellen.** *°

Die Konzentration des Zytokins IL-10 korrelierte in Untersuchungen von Pizzilli ef al. invers mit
dem Schweregrad der Pankreatitis. Dabei ging die milde Form mit héheren Serumwerten einher
als die schwere Form der Pankreatitis.”’

Die Messungen der Serumspiegel bei einer Studie zur post-ERCP Pankreatitis haben bereits nach
emer Stunde erhdhte Werte von IL-1f und TNFa ergeben. Die Spiegel erreichten nach ca. 8
Stunden ein Maximum. IL-8 war ebenfalls innerhalb von 8 Stunden deutlich angestiegen, IL-6
wies erh6hte Konzentrationen bereits nach wenigen Stunden auf.**

Auf der Grundlage dieser Befunde haben sich Studien mit der therapeutischen Antagonisierung
von Zytokinen beschéftigt. Insgesamt waren die Ergebnisse aber bisher eher unbefriedigend. Als
Ursache dafiir wird von verschiedenen Autoren angenommen, dass die Therapie zeitlich zu spat
kommt, da die Patienten nach dem akuten Krankheitsbeginn oder sogar erst in einer

Schocksituation vorstellig werden. > *%*!
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Auch die Notwendigkeit des gleichzeitigen Einsatzes mehrerer Faktoren mit unterschiedlichen
Angriffspunkten wurde diskutiert."*

Zusammenfassend belegen die Daten, dass nicht einzelne Mediatoren den Entziindungsverlauf
steuern. Vielmehr wird das AusmaBl des (Un-) Gleichgewichts zwischen pro- und
antiinflammatorischen Substanzen fiir Verlauf und Schweregrad der Pankreatitis entscheidend
sein.

Ward et al. haben die Daten von Studien zur Regulation und zum Verlauf systemischer
Schocksituationen zusammenfassend diskutiert. Sie haben gezeigt, dass neben den
Entziindungsmediatoren der Zeitfaktor eine entscheidende Rolle spielt. Auf das systemic
inflammatory response syndrom (SIRS) folgt hdufig eine Phase der Gegenregulation, die als
compensatory anti-inflammatory response syndrom (CARS) bezeichnet wird. Verlauf und
Ausgang einer systemischen Entziindungsreaktion sind demnach vom zeitlichen Einsatz der anti-

Entziindungsmechanismen abhangig.'*’

32.14 Symptome und Diagnostik der akuten Pankreatitis

Hauptsymptome der akuten Pankreatitis sind Schmerzen im Oberbauch, oft giirtelférmig in den
Riicken ausstrahlend und ein geschwollenes, empfindliches Abdomen. Die Schmerzen verstarken
sich oft ber Nahrungs- oder Fliissigkeitsaufnahme. Daneben kommt es zu unspezifischen
Allgemeinsymptomen wie Ubelkeit, Erbrechen, Obstipation, Fieber und erhéhtem Puls. In
schweren Fillen treten Aszites und Ikterus auf. Die Erkrankung kann bis zum septischen Schock
mit Herz-, Lungen- und / oder Nierenversagen fiihren.®®

Labordiagnostisch konnen eine Leukozytose und ein Anstieg der Pankreasenzyme Amylase und
Lipase im Serum nachgewiesen werden. Auch die Elektrolyte zeigen deutliche Verdanderungen.
Mg”*, Na" und K sind meist erh6ht. Die Erniedrigung des Ca**-Spiegels wird als Prognosefaktor
verwendet, die Ursache der Hypokalzamie ist jedoch nicht genau bekannt.*

Neben der Anamnese und den Laboruntersuchungen kénnen bildgebende Verfahren wie US, CT

und / oder MRT zur Diagnosesicherung eingesetzt werden.* %

32.15 Therapie der akuten Pankreatitis

Therapeutische MaBBnahmen miissen sich meist auf eine Behandlung der Symptome beschréinken,
wie Schmerztherapie, Fliissigkeitssubstitution und teilweise Nahrungskarenz. Besteht die

Ursache in einem Gallensteinleiden, kann im weiteren Verlauf eine ERCP zur Stemnentfernung
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durchgefiihrt werden. Eine verbindliche Richtlinie fiir eine prophylaktische Antibiose gibt es bei
der akuten Pankreatitis nicht, der Einsatz von Antibiotika wird bei Cholangitis, bei infizierten
Nekrosen, bei Pseudozysten und bei Abszessen empfohlen.* * Eine kausale Therapie der akuten
Pankreatitis ist bislang nicht moglich. Die Operationsindikation hdngt vom Schweregrad und
vom Verlauf der Pankreatitis ab, ist jedoch bei Versagen der Intensivtherapie, bei Sepsis und bei

drohender Nieren- und Leberinsuffizienz indiziert.%

3.2.2. Chronische Pankreatitis

Die chronische Verlaufsform der Pankreatitis ist durch eine persistierende Leukozyteninfiltration,
den Untergang des Parenchyms und zunehmende Bindegewebsbildung (Fibrosierung)
gekennzeichnet. Weiterhin konnen segmentale und / oder diffuse Nekrosen, mit oder ohne
Stembildung in den Pankreasgingen, Gangerweiterungen, Zellinfiltration im Rahmen der
Entziindung und Pseudozysten auftreten.” *®

Leitsymptome sind Schmerzen und eine Insuffizienz des exokrinen Organs. Bei langer
Krankheitsdauer kann auch ein Diabetes mellitus auftreten. Kontrovers wird noch immer
diskutiert, ob die chronische Pankreatitis eine eigene Entitdt darstellt oder sich aus einer akuten
Entziindung entwickelt.®®

In der klinischen Praxis ist die chronische Pankreatitis allerdings meistens eine Erstdiagnose und

in der Anamnese sind hiufig keine akuten Ereignisse bekannt. Es konnten jedoch symptomarme

mildere Pankreatitiden abgelaufen sein.®®

3221 Atiologie der chronischen Pankreatitis

70 - 80 % der chronischen Pankreatitiden in den Industrieldindern sind durch Alkoholabusus
induziert.

Hingegen scheint in Entwicklungslandern eine Mangel- und / oder Fehlernihrung bei den
iiberwiegend jungen Patienten die ausschlaggebende Ursache fiir den chronischen Verlauf der
Pankreatitis zu sein.

Im Kindes- und Jugendalter tritt die hereditdr autosomal-dominante Pankreatitis als hiufigste
chronische Pankreatitisform auf (Tab. 2).

Auch infolge einer Obstruktion (z.B. Tumor) kann sich das Bild einer chronischen Pankreatitis

entwickeln*
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Die mit circa 15 % angegebene idiopathische Form der chronischen Pankreatitis zeigt sich aktuell
riicklaufig in dem Male, in welchem neue genetische Verdanderungen als Ursache identifiziert
werden kénnen.®

Die autoimmun-induzierte Pankreatitis (AIP) wird inzwischen als eigene Entitdt anerkannt. Sie
1st haufig mit weiteren Autoimmunerkrankungen, wie dem Sjégren-Syndrom oder der priméren
bilidren Zirrhose assoziiert.”’ Da die AIP in bildgebenden Verfahren typischerweise als Tumor
imponiert und damit der Verdacht auf ein Pankreaskarzinom besteht, wird die Krankheit haufig

erst nach Gewebeentnahme bei einem chirurgischen Eingriff erkannt.”

o Toxisch: Alkohol (70 - 80 %), Tabak, Medikamente,
Hyperparathyreoidismus, Hyperlipiddmie, Toxine
o Idiopathisch (AIP ~15 %)
o Seltene Ursachen
- Obstruktion (Tumoren, Papillenstenose)
- Autoimmunpankreatitis

- Hereditar

Tab. 2: Ursachen der chronischen Pankreatitis.* 2% %

3222 Hypothesen zur Pathogenese der chronischen Pankreatitis

Es sind mehrere Hypothesen zur Pathogenese der chronischen Pankreatitis entwickelt worden.”
Die Hypothese von Sarles beschreibt die Obstruktionstheorie.'” Nach dieser Hypothese fithren
Noxen (z.B. Alkohol) iiber eine Verminderung der Fliissigkeitssekretion zu emner Erhéhung der
Sekretviskositit. Es kommt zur Bildung von EiweiB-Pfropfchen, was eine Obstruktion im
Pankreasgangsystem zur Folge hat. Zusétzlich soll die Verminderung der Sekretion von
Lithostatinen, die in vitro die Prazipitation von Proteinen und Kalziumcarbonat im iiberséttigten
Pankreassekret verhindern konnen, eine wesentliche Rolle spielen. Allerdings konnten die
Befunde von Bimmler ef al. so nicht bestitigt werden.”

Eine weitere Hypothese geht davon aus, dass Alkohol als Toxin direkt oder iiber seine Metabolite
die Azinus-Zellen des Pankreas schadigt.'® *' Dadurch kommt es im weiteren Verlauf primar zu
emer Akkumulation von Fett im gesamten Gewebe und im Verlauf zur Zellnekrose, Fibrosierung
und Sekretionsminderung.*’

Nach der Hypothese von Braganza ist die toxische Wirkung freier Radikale ausschlaggebend fiir
die Entwicklung einer chronischen Pankreatitis. Durch die Zunahme toxischer Einfliisse im
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Organismus scheint die Leber nicht mehr in der Lage zu sein, die Funktion der ,,.Detoxifikation
ausreichend auszuiiben.!” Die damit verbundene Bildung von Sauerstoffradikalen fiithrt so zur
Schiddigung der Zellmembran. Das nekrotische Zellmaterial mit aktivierten Enzymen soll dann
die Entziindungsreaktion initiieren.

Prospektive morphologische Studien bildeten die Grundlage fiir die Nekrose / Fibrose-Sequenz -
Hypothese von G. Kldppel, nach der die Pankreasfibrose eine Folge rezidivierender akuter
nekrotisierender Pankreatitiden 1st. Das Konzept besagt, dass die Nekrosen zur
Leukozyteninfiltration und zur Aktivierung der pankreatischen Sternzellen fiihren, wodurch
Synthese, Sekretion und Ablagerung von extrazellulirer Matrix induziert werden.* *®

Das Nekrose / Fibrose - Konzept impliziert, dass sich die chronische Pankreatitis auf dem Boden
emer akuten Entziindung entwickelt. Von dieser interessanten Hypothese ausgehend, wiirde man
in der Anamnese von Patienten mit einer chronischen Pankreatitis mehrfach Schiibe eines akuten
Geschehens erwarten. Da klinisch ein solcher Verlauf eher die Ausnahme darstellt, scheint das
Nekrose / Fibrose - Konzept zumindest nicht den generell giiltigen pathogenetischen
Mechanismus fiir die Entwicklung einer chronischen Pankreatitis darzustellen.

Auch Genmutationen sind im Rahmen der chronischen Pankreatitis beschrieben worden. Dabei
handelt es sich vor allem um Stérungen im Trypsinogen-Aktivierungs-Deaktivierungs-
Kreislauf.?® Als Ausloser der hereditiren Pankreatitis konnte jedoch nur die Mutation des PRSS1-
Gens [protease, serine, 1(trypsinl), kationisches Trypsinogen) identifiziert werden, wéhrend
andere Genmutationen [z.B. SPINKI1 (Serin-Protease-Inhibitor, Kazal Typ 1), CFTR (cystic
fibrosis transmembrane conductance regulator)] lediglich eine Erhéhung des Krankheitsrisikos

verursachen.®* %6

3223 Symptome der chronischen Pankreatitis

Das Hauptsymptom der chronischen Pankreatitis ist der rezidivierende Abdominalschmerz, der
z.T. glrtelformig auftritt. Zusidtzlich kommt es oft zu starken Schmerzen bei der
Nahrungsaufnahme, verbunden mit Ubelkeit, Erbrechen und Gewichtsverlust. Infolge der
exokrinen Pankreasinsuffizienz kommt es zur Maldigestion mit Fettstiihlen, Meteorismus und
Durchféllen. Ein Diabetes mellitus als Zeichen der endokrinen Pankreasinsuffizienz tritt meistens

erst im Spitstadium der Erkrankung auf, dann aber bei bis zu 70 % der Patienten.*

Beziiglich
der zeitlichen Differenz zwischen exo- und endokriner Insuffizienz geht man davon aus, dass es

erst ab eimem Parenchymuntergang von > 95 % zur Entwicklung einer diabetogenen

21



Einleitung

Stoffwechsellage kommt.* So ist offenbar auch eine reduzierte Anzahl intakter Inselzellen in der

Lage, den Organismus mit ausreichend Hormonen zu versorgen.

3224 Komplikationen der chronischen Pankreatitis

Neben einer sich entwickelnden exokrinen und endokrinen Pankreasinsuffizienz kann es im
Verlauf der Erkrankung zu zahlreichen unterschiedlichen Komplikationen kommen. Dazu zihlen
die Entwicklung von Pankreaspseudozysten, eine Cholestase durch Stenosierung des Ductus
choledochus, Duodenalstenosen, Milzvenenthrombosen und die Ausbildung eines
pankreatogenen Aszites. Studien haben gezeigt, dass die chronische Pankreatitis mit einem
erhohten Risiko der Entwicklung eines Pankreaskarzinoms einhergeht. Dabei steigt das Risiko
kumulativ mit der Laufzeit der Erkrankung. Die Wahrscheinlichkeit einer malignen Entartung 10
Jahre nach Diagnosestellung wird mit einer Erhéhung um etwa 10 % im Vergleich zur
Normalbevdlkerung angegeben. Daraus ergibt sich auch, dass die meist jungen Patienten mit
emer hereditdren Pankreatitis besonders gefdhrdet sind und daher engmaschiger untersucht

werden sollten.* **

3225 Diagnostik der chronischen Pankreatitis

Die Diagnostik der chronischen Pankreatitis beruht zum einen auf dem Nachweis der exokrinen
Pankreasinsuffizienz, zum anderen auf den morphologischen Verdnderungen, die mittels

bildgebender Verfahren nachgewiesen werden konnen.*

3226 Therapie der chronischen Pankreatitis

Bisher ist eine kausale Therapie der chronischen Pankreatitis nicht moglich. Die MafBnahmen
beschranken sich auf die Symptombehandlung. Im akuten Stadium sind Schmerzmittel von
vorrangiger Bedeutung. Im Fall der exokrinen Pankreasinsuffizienz erfolgt eine Substitution der
Verdauungsenzyme. Entwickelt sich eine Stérung der endokrinen Funktion, muss Insulin
verabreicht werden. Eine operative Intervention im Verlauf der chronischen Pankreatitis ist bei
ca. 55 - 70 % der Patientin notwendig. Als absolute Indikationen gelten neben hohergradigen
Choledochus- und / oder Duodenalstenosen, Gefdflalterationen der Vena mesenterica superior
4, 68, 125 In

und der Milzvenen, Pseudozysten ab 4 cm und der Verdacht auf ein Pankreaskarzinom.

jedem Fall sollten eine Alkohol- und Nikotinkarenz eingehalten werden.
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3.3 Moglichkeiten der Induktion der akuten Pankreatitis im Tiermodell

Um eine akute Pankreatitis im Tiermodell induzieren zu kénnen, sind in den letzten Jahrzehnten
verschiedene Tiermodelle etabliert worden.

Die Gruppen um Opie und Halstedt entwickelten bereits 1901 die ersten Hypothesen iiber die
Entstehung der akuten Pankreatitis.*> °* Sie gingen davon aus, dass es im Falle einer
Stemeinklemmung zu einem Reflux von Pankreas- und Gallensaft in das Pankreassystem, gefolgt
von einer vorzeitigen Aktivierung der Pankreasenzyme, kommt. Bereits damals wurde den
Enzymen eine Schliisselrolle bei der Entstehung der akuten Pankreatitis beigemessen. Viele
Tiermodelle haben auf dieser Hypothese aufgebaut. Aho er a/. zum Beispiel konnten durch die
retrograde Gabe von Gallensduren oder -salzen in den Pankreasgang eimne akute Entziindung
induzieren.” Ausschlaggebend bei dieser Art der invasiven Methodik sind neben den
Gallensauren auch ein erhohter intraduktaler Druck mit darauf folgender Permeabilititssteigerung
der Epithelzellen des Pankreasganges.*®

Adler er al. haben jedoch die Relevanz des Gallerefluxes auf Grund der menschlichen Anatomie
in Frage gestellt.'

Auch die Instillation von Trypsin in den Pankreasgang induziert eine Entziindungsreaktion, deren
Verlauf dosisabhingig ist und von einer leichten bis zur Entwicklung einer hdmorrhagisch-
nekrotisierenden Pankreatitis reicht.® 1%% 18

In den Versuchen von Liithen und Niederau sowie Popper ef al. wurde die Gangobstruktion, in
Zusammenspiel mit zusatzlichen Faktoren, favorisiert.”” *® Popper und Mitarbeiter haben schon
1948 bei Versuchen mit Hunden gezeigt, dass die Kombination von Gangobstruktion,
Sekretionsreiz und Ischémie eine akute Pankreatitis auslésen kann.”® Die Ischémie als Ausloser
einer akuten Pankreatitis wurde zudem von anderen Autoren untersucht.''” ¢

Die Methodik der verschlossenen Duodenalschlinge wurde von verschiedenen Autoren

2831 Sowohl diese Technik als auch die direkte Injektion toxischer Substanzen in das

angewandt.
Pankreasparenchym eignen sich jedoch nur fiir spezielle Fragestellungen, da sie in den meisten
Fillen letal enden.*

Die Etablierung aller oben beschriebenen operativen Modelle liegt mehr als 20 Jahre zuriick und
der Literatur zufolge werden sie nur noch vereinzelt genutzt.

Die mittels Applikation von Caerulein induzierte Schiadigung des Pankreas stellt das am besten
charakterisierte und auch gegenwértig am haufigsten verwendete Modell zur Auslésung der

akuten Pankreatitis dar. Fine Vielzahl von Autoren haben tiiber die molekularen und

zellbiologischen Mechanismen der Caerulein-induzierten Pankreatitis berichtet. *° Caerulein ist
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ein Dekapeptid und weist strukturelle und funktionelle Ahnlichkeiten mit dem physiologischen
Cholecystokenin auf. Hohe Dosen von Caerulein filhren zu einer Hyperstimulation der
Pankreassekretion und einer Dysregulation von Produktion und Abgabe der
Verdauungsenzyme.® *¢ Infolge einer Blockierung der Sekretion und der Verschmelzung der
Lysosomem kommt es zur Bildung intrazellularer Vakuolen und zum Absterben der

- 85. 86. 89
Azinuszellen.”™ *>

Die einmalige Applikation von Caerulein 16st jedoch im Vergleich zu
anderen Pankreatitismodellen lediglich einen leichten Krankheitsverlauf aus. Die Caerulein-
induzierte Entziindungsreaktion ist charakterisiert durch einen interstitielles Odem,
Einzelzellnekrosen bzw. —apoptosen, einer moderaten Infiltration von Entziindungszellen und
dem deutlichen Riickgang der Entziindungssymptomatik innerhalb von 24 Stunden.®>- %

Die weite Verbreitung dieses Modells ist neben der relativ leichten Durchfiihrbarkeit auf den,
hinsichtlich morphologischer und pathophysiologischer Aspekte, dem menschlichen
Krankheitsbild dhnlichen Verlauf zuriickzufiihren.

Dariiberhinaus wurden eine Reihe anderer experimenteller Modelle, die eine systemische
Applikation der entsprechenden Wirkstoffe verwendet haben, beschrieben. So konnte Lombardi
zeigen, dass eine Ethionin-angereicherte Cholin-Mangeldidgt (CDE-Didt) eine schwere
hamorrhagische Pankreatitis mit Fettgewebsnekrosen verursacht.”' Dabei fithrte die Ernahrung
mit 0,1 % Ethionin-angereicherter Diét nach 29 Tagen zum Tod der Mause.” 7 Erhohte man die
Dosis auf 0,35 % Ethionin, starben die Tiere wiahrend 4 - 10 Tagen, be1 0,5 % Ethionin spétestens
mnerhalb von 4 Tagen. Kahn und Carlson beschreiben den Mechanismus der Ethionin-
induzierten Pankreatitis als eine Erhéhung der Membranpermeabilitdt, wodurch proteolytische
Enzyme aus den Azini in das Gangsystem gelangen sollen, die letztlich zu einem Verschluss des
Ductus pancreaticus mit Entwicklung einer akuten und / oder einer chronischen Pankreatitis
fiihren.>*

Es besteht Konsens hinsichtlich der fiir das Pankreas schidlichen Wirkung eines Alkoholabusus.™>
41.99

Die Ethanol-vermittelte Pathogenese der akuten Pankreatitis ist aber nach wie vor umstritten. Mit
der alleinigen Gabe von Ethanol konnte auch im Tierexperiment in Langzeitversuchen keine
Pankreatitis ausgelost werden. Daher mussten zusitzliche Noxen verwendet werden.®!
Unterschiedliche Didten im Zusammenspiel mit Ethanol sind beschrieben worden.®* %

1990 wurde von Tani ef al. das Modell der L-Arginin-induzierten Pankreatitis publiziert.'*' Nach
1.p.-Applikation von 500 mg / 100 g KG Arginin entwickelte sich im Ratten-Modell eine

hamorrhagische und nekrotisierende Pankreatitis, die aber mit einer restitutio ad integrum

ausheilte.
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Auch andere Autoren haben Untersuchungen mit L-Arginin durchgefiihrt. Weaver ef al. fithrten
Versuche mit einer tdglichen i.p.-Injektion von 350 mg / 100 g KG Arginin durch.'” Darunter
kam es innerhalb von 4 Wochen zu einer fortschreitenden Degeneration des Pankreas mit fokaler
Fibrose. Die Zerstorung der Struktur betraf nur das exokrine Pankreasgewebe, nicht die
Langerhans-Inseln. Nach wiederholten Injektionen von Hoch-Dosis-L-Arginin (500 mg / 100 g
KG) kam es auch in Versuchen von Yamaguchi er al. zur Zerstérung der Pankreas-Architektur

mit anschlieBendem Umbau des Parenchyms in Fettgewebe."*’

3.4 Das Modell der DBTC-induzierten Pankreatitis

Organozinnverbindungen finden als Stabilisatoren von Polyvinylchlorid sowie als Biozid in
Industrie und Landwirtschaft seit langer Zeit eine breite Anwendung. Intensive Studien zur
Charakterisierung der toxikologischen Eigenschaften begannen nach Anwendung des
Organozinnpraparates Stalinon gegen Staphylokokkeninfektionen im Jahr 1954 in Frankreich.
Dabei kam es zu schweren Vergiftungen, an deren Folgen etwa 100 Menschen starben.””?

Die sich anschliefenden Untersuchungen an Ratten und Maé&usen ergaben, dass die
Biotransformation der Dialkylzinnverbindungen in der Leber durch das Cytochrom P 450-System
erfolgt und bilidr ausgeschieden werden, woraus eine Anreicherung der zytotoxischen Substanzen
im Gallengang resultiert. Eine weitere Folge der DBTC-Applikation war eine transiente

80, 82

Thymusatrophie bei den Tieren.

Chemische Formel von Dibutylzinndichlorid (DBTC):

Cl CH,-CH,-CH,-CH3

N
/N
Cl

CH,-CH,-CH,-CH3

J. Merkord und Mitarbeiter aus dem Institut fiir Pharmakologie und Toxikologie der Universitit
Rostock haben das Modell der durch DBTC induzierten Pankreatitis der Ratte etabliert und
charakterisiert.””” ** Sie konnten zeigen, dass eine einmalige intravendse Injektion von DBTC zu
einer Pankreatitis der Ratte fiihrt, dessen Verlauf von der applizierten DBTC-Menge abhéngt.

4 mg / kg KG fiihrten dabei zu einer milden akuten 6dematdsen Entziindungsreaktion, die nach

etwa zwel Wochen mit einer restitutio ad integrum abgeheilt war. Dagegen geht bei 8 mg / kg
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KG DBTC die anfangliche interstitielle Pankreatitis in einen chronischen Verlauf tiber, der von
der Entwicklung einer ausgeprigten Organfibrose begleitet ist. Ein charakteristisches Merkmal
und eine essentielle Voraussetzung fiir die chronische DBTC-Pankreatitis ist die starke
Pankreasgangdilatation.”- ''*- 116

Die relativ spezifische Wirkung von DBTC auf das Rattenpankreas ist offenbar auf die
anatomische Besonderheit des gemeinsamen Galle-Pankreas-Ganges bei der Ratte
zuriickzufiihren.'”” Die vergleichsweise hohe Konzentration des systemisch applizierten DBTC
schadigt das Gangepithel und die abgeschilferten Zellen bilden Pfropfchen, die im weiteren
Verlauf zur Gangobstruktion und damit zur Abflussbehinderung des Sekrets fiihren.””” *"- ' Eine
alleinige Gangligatur fiihrte allerdings bei der Ratte in erster Linie zur Apoptose der Azinuszellen
und einer Atrophie des Organs.”> *’ Offenbar ist der zusitzlich himatogen vermittelte DBTC-
Effekt erforderlich fiir das Auslosen einer Entziindungsreaktion und die Entwicklung des
typischen Krankheitsbildes der chronischen Pankreatitis (Abb. 1).

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass das durch DBTC induzierte Pankreatitis-Modell der

Ratte geeignet ist, um Pathogenesemechanismen der Pankreatitis zu untersuchen.

DBTC
Biliar Hamatogen
Gallenparenchym-/ L
und Gallenepithel- Azinuszellschaden
Veranderungen
Autophagie
Nahvesa Zellnekrose
Zelldebris
" .
Gewebsddem
| lntérstitielle Pankreatiti;Jl
Obstruktion
Lymphozyten-
Infiltration /
Fibrose

Chronische Pankreatitis

80,116

Abb. 1: Schematische Darstellung der Pathogenese der DBTC-induzierten Pankreatitis. Einzelheiten s. 3.4.
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3.5 Zielstellung

Die immunologischen Aspekte der milden akuten Dibutylzinndichlorid (DBTC) — induzierten
Pankreatitis wurden im Gegensatz zur chronischen Pankreatitis bislang wenig untersucht. In
Vorarbeiten der Arbeitsgruppe konnte bereits gezeigt werden, dass in der Pathogenese der
chronischen Verlaufsform der DBTC-Pankreatitis aktivierte Lymphozyten eine zentrale Rolle
spielen.' > '® Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es deshalb, die Rolle der
Entziindungszellen bei einer restitutio ad integrum Ausheilung der milden DBTC-Pankreatitis zu
charakterisieren.

Dazu sollte zundchst das Rattenmodell der milden akuten Pankreatitis durch eine einmalige
intravendse Injektion von 4 mg / kg DBTC etabliert und anschlieBend das Krankheitsbild {iber
emen Zeitraum von 28 Tagen untersucht werden. Im Einzelnen wurden folgende Untersuchungen

durchgefiihrt:

* Beobachtung des klinischen Verlaufs;

* Charakterisierung der makro- und mikroskopischen Veranderungen des Pankreas;

* Messung der Pankreasenzyme Amylase und Lipase im Serum;

* Analyse der Leukozyteninfiltration unter besonderer Beriicksichtigung der Zahl und des
Zelltyps der infiltrierenden Leukozyten (Makrophagen, Granulozyten, T- und B-
Lymphozyten

* Genexpressionsanalyse verschiedener pro- und anti-inflammatorischer Zytokine (z.B.
TGFP1) sowie des extrazellularen Matrixproteins Kollagen Typ 1

* Verifikation der Zytokinexpressionen auf Proteinebene

Diese Untersuchungen sind von zentraler Bedeutung fiir das Verstdndnis der immunologischen
Mechanismen, die an der Pathogenese der milden DBTC-Pankreatitis beteiligt sind. Die
experimentelle Studie sollte zu neuen, beispielhaften Einblicken in die Regulationsmechanismen
der entziindlichen Reaktion filhren und zur Entwicklung innovativer Behandlungsstrategien

beitragen.
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4. Material und Methoden
4.1 Tiere und Haltung
4.1.1 Versuchstiere

Die Tierversuche wurden vom Landesamt fiir Landwirtschaft, Lebensmittelsicherheit und
Fischerei (LALLF) Mecklenburg Vorpommern genehmigt. Bei den Versuchstieren handelte es
sich um Lewis-1W-Ratten, einen Inzuchtstamm, wobeil nur ménnliche Tiere verwendet wurden.

Das Gewicht der Ratten betrug 150 und 170 Gramm.

4.1.2 Tierhaltung

Die Ratten wurden in einem gesonderten, klimatisierten Raum der Zentralen Versuchstierhaltung
der Medizinischen Fakultdt der Universitit Rostock gehalten. Der Tag- und Nachtrhythmus
betrug jeweils 12 h. Untergebracht wurden jeweils 2 - 3 Tiere in gesonderten Drahtkdfigen
(Macrolon EBECO Typ IV, Castrop-Rauxel, Deutschland). Zur Erndhrung bekamen die Ratten
Leitungswasser und Standardfutter fiir Nagetiere.

4.2 Material
4.2.1 Materialien
Chemikalien Hersteller

Agarose-Gel-Seakem® LE Agarose Biozym, Hessisch Oldendorf, Deutschland

Ampli Tagq®-DNA-Polymerase 5 units / pl

Perkin Elmer, Waltham, MA, USA

Antikorper: Monoklonale AK Maus-anti-Ratte

Dianova, Hamburg, Deutschland

APAAP-Komplex,

Dako, Glostrup, Dianemark

Aqua Phenol®

Appligene, Illkirch, Frankreich

Chloroform, Ready Red®, (CHCL3)

Appligene, Illkirch, Frankreich

DEPC = Diethyl-Pyocarbonat

Sigma, St. Louis, MO, USA
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DBTC, (CH3(CH2)3)2 SI’lCl)

Sigma, St. Louis, MO, USA

dNTP

GibcoBRL®, Life Technologies, Darmstadt,

Deutschland

Briicken-AK Kaninchen-anti-Maus

Dako, Glostrup, Dianemark

DNA-Ladder (100 bp) Biolabs, Lorrach, Deutschland
o _ GibcoBRL®, Life Technologies, Darmstadt,
Dithiothreitol (DTT)
Deutschland
Zentralapotheke Universitit Rostock,
Ethanol 75 %, 96 %

Deutschland

Ethidiumbromid-Losung, 10 mg / ml

Sigma, St. Louis, MO, USA

First strand buffer (5x)

GibcoBRL®, Life Technologies, Darmstadt,
Deutschand

fetales Kélberserum (FKS)

Biochrom, Berlin, Deutschland

Glycerin (C5H3Os3)

Sigma, St. Louis, MO, USA

Guanidin-Thiocyanat (GTC)

Fluka, Hamburg, Deutschland

Hzmalaun

Merck Diagnostica, Darmstadt, Deutschland

Isopropanol

Sigma, St. Louis, MO, USA

Ladepuffer (6x) fiir PCR

PeqLab, Erlangen, Deutschland

Levamisol (Alkalische Phosphatase-Inhibitor)

Dako, Glostrup, Dianemark

2-Mecaptoethanol

Sigma, St. Louis, MO, USA

MgCl,-Losung (25 mM)

Qiagen, Hilden, Deutschland

Na-Acetat (CH;COO-Na)

Fluka, Hamburg, Deutschland

New Fuchsin Substrat-System

Dako, Glostrup, Danemark

Oligo(dT)Primer;; g

GibcoBRL®, Life Technologies, Darmstadt,
Deutschand
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Primer (Sense / Antisense)''°

BioTeZ, Berlin, Deutschland

PBS, Phosphat-gepufferte-Kochsalzlosung

Zentralapotheke Universitit Rostock,

Deutschland
PCR Buffer Qiagen, Hilden, Deutschland
Ready Red® (CHCLs) Appligene, Illkirch, Frankreich

Recombinant RNAsin® Ribonuclease Inhibitor

Promega, Madison, WI, USA

Superscript RT

Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

TAE, Tris-Acetat-EDTA-Puffer

Zentralapotheke, Universitdt Rostock,
Deutschland

TBS, Tris-gepufferte Kochsalzlosung

Zentralapotheke Universitit Rostock,
Deutschland

TRIS, Tris(hydroxymethyl)-aminomethan

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Antikorper fiir Zytokine

Hersteller

IL-1B-Antikdrper (Maus-anti-Ziege-
Immunglobulin)

R+D, Wiesbaden, Deutschland

IL-10-Antikoérper (Maus-anti-Ziege-
Immunglobulin)

Santa Cruz Biotechnology, Delaware, CA,
USA

TGFpP1-Antikorper (Maus-anti-Kaninchen-
Immunglobulin)

Biosource, Nivelle, Belgien
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Monoklonale Antikérper Maus-anti Ratte-Immunglobulin Verdiinnung
Mo / His36-Antikorper gegen Gewebsmakrophagen 1: 10000
0x39-Antikorper gegen CD35 / IL-2-R a-Kette 1: 500
Ox8-Antikorper gegen CD8'-T-Suppressor-Zellen (CD8-Ag) 1: 500
Ox38-Antikérper gegen CD4"-T-Helfer-Zellen (CD4-Ag) 1: 500
R73-Antikorper gegen T-Zellen (a-T-Zell-Rezeptor) 1: 500
0x33-Antikorper gegen B-Lymphozyten (CD45RA) 1: 50
RK4-Antikérper gegen Granulozyten 1: 500
4.2.2 Losungen
Ethanol 75 %

0,17 M NaCl, 10 mM Na,HPO,,
PBS pH 7.4
2 mM KH,PO,, 2,7 mM KCl

TAE 40 mM Tris-Acetat, 2 mM EDTA pH 8.0
GTC Guanidin-Thiocyanat, 4 M pH 7.2
Na-Acetat 4 M CH3;COO-Na pH 4,0
TBS 0,05 N Tris-HCI, 0,15 M NaCl, pH74-7,6

TBS + 1 % fetales Kilberserum

Waschpuffer fiir Inmunhistochemie | 1 Teil TBS + 9 Teile 0,9 % NaCl
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4.3 Methoden

4.3.1 Versuchsaufbau

Zur Induktion einer akuten DBTC-Pankreatitis wurden 4 mg DBTC / kg Korpergewicht einmalig
in die Schwanzvene injiziert. An den Tagen 1, 3, 7, 14 und 28 wurden die Tiere getotet, das
Material gewonnen und die Proben bis zur Aufarbeitung den Anforderungen der anschlieBenden

Experimente entsprechend gelagert .

4.3.2 Induktion der akuten DBTC-Pankreatitis in der Ratte

4321 Chemikalien

DBTC:; Ethanol; Glycerin

4322 Praktische Durchfiihrung

Das DBTC wurde in einer Konzentration von 0,1 g/ ml als Stammldsung in Ethanol reinst

(96 %) gelost. Die entsprechende Menge dieser Stammldsung wurde dann mit 2 Teilen Ethanol
und 3 Teilen Glycerin vermischt, so dass pro Tier ein Volumen von 200 ul appliziert wurde.

Die Versuchstiere wurden kurzzeitig mit Ather betiubt und die DBTC-Losung langsam (iiber ca.
15 min) in die Schwanzvene der Ratten injiziert. Die Kontrollgruppe erhielt 200 pl des
Losungsmittels (Ethanol / Glycerin).

Fiir jede Versuchsgruppe wurden mindestens sechs Tiere verwendet.

4323 Probengewinnung

Zur Gewinnung der Proben wurden die Ratten mit Ather narkotisiert. Wihrend der
Organentfernung atmeten die Tiere Athergas, wobei die Narkose-Tiefe iiberwacht wurde.

Zur Organentfernung wurden der Thorax und das Abdomen erdffnet. Mittels Rippenspreizer
konnte das Herz freigelegt werden. Zunidchst wurden ca. 5 ml Blut mittels Herzpunktion
entnommen. Uber den abdominellen Schnitt konnte anschlieBend das Pankreas vorsichtig
prapariert werden. Ein Teil des Gewebes wurde fiir die Immunhistochemie und die RNA-
Analyse sofort in fliissigem Stickstoff tiefgefroren. Zur histologischen Untersuchung wurden

Proben in 4 % Formaldehyd fixiert.
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4.3.3 Analyse von Serumparametern

Die Serumaktivititen der Pankreasenzyme Amylase und Lipase wurden mit Hilfe kommerzieller
Kits von Boehringer (Mannheim, Deutschland) gemessen. Das Prinzip der Messung beruht auf
einem enzymatischen Farbtest. Der Nachweis der Amylaseaktivitit erfolgt iiber die Bildung des
gefarbten Spaltproduktes p-Nitrophenol, das photometrisch gemessen werden kann. Dabei ist die
Farbintensitat direkt proportional zur Amylase-Aktivitit. Bei der Messung der Lipase entstehen
wahrend einer komplexen chemischen Reaktion Glutarsdure und Methylresorufin unter Bildung
eines roten Farbstoffes, der wie fiir die Amylase beschrieben ausgewertet wird. Die
photometrische Messung erfolgte mit dem Analysegerdt EPOS 5060 der Firma Eppendorf
(Hamburg, Deutschland). Neben den Pankreasenzymen wurden die Aktivitit der alkalischen
Phosphatase im Serum und der Serumspiegel des Bilirubins bestimmt. Die Messungen erfolgten
ebenfalls mit Hilfe von Test-Kits (Boehringer Mannheim, Deutschland) unter Verwendung eines
Hitachi 717 Analysegerites.

4.3.4 Immunhistochemische Firbung zur Identifizierung von Leukozytensub-

populationen und Zytokinen

434.1 Chemikalien

APAAP-Komplex,; Antikorper: Kaninchen-anti-Maus-Immunglobulin; spezifische Maus-anti-
Ratte-Immunglobuline; Maus-anti-Ziege-Immunglobulin; Maus-anti-Kaninchen-Immunglobulin;
Zytokin-Antikérper (Ziege anti-ILI bzw. Anti-IL10 und Kaninchen-anti-TGFB1 Immun-
globulin) Levamisol; New Fuchsin Substrat-System: Activating Agent (0,14 M), New Fuchsin
Chromogen, (0,5 % in 2 N HCL), Tris Buffer Concentrate, (pH 8.2, 2,5 M), TBS-Puffer + 1 %
fetales Kélberserum; Waschpuffer (1/10); Himalaun (verdiinnt 1/5 in Aqua dest.)

4342 Praktische Durchfiihrung

Die immunhistochemische Farbung beruhte auf dem Prinzip der Alkalischen Phosphatase-anti-
Alkalische Phosphatase-Methode (APAAP).”**°

Dabei werden die Gewebeschnitte zundchst mit einem priméren monoklonalen Maus-Antikérper
(AK), der spezifisch an das entsprechende Target-Antigen bindet, inkubiert. Im Anschluss erfolgt

die Zugabe eines anti-Maus-Immunglobulin-Briickenantikdrpers, der sowohl gegen den priméren
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AK als auch gegen den Enzym-Immunkomplex (Maus-anti-alkalische Phosphatase AK) gerichtet
ist. Sowohl primdrer AK als auch Enzym-Immunkomplex miissen dabei aus derselben
Tierspezies (in diesem Fall der Maus) stammen. Visualisiert wird die Bindung des primédren AK
durch die Enzymaktivitit der alkalischen Phosphatase unter Verwendung des Substrates Naphtol-
bis-Phosphat, dessen Spaltprodukt mit Neufuchsin einen roten Niederschlag bildet. Die
Blockierung von eventuell vorhandener endogener alkalischer Phosphatase erfolgt mit
Levamisol. Zur Verhinderung einer unspezifischen Bindung des Antikdrpers im Gewebe, wurde
dem Verdiinnungsmedium des Antikorpers Rattenserum zugesetzt.

Um die histologischen Strukturen sichtbar zu machen, wurden die Schnitte in Mayer’s saurem
Hamalaun gegengeférbt und anschlieffend eingebettet.

Folgende Primirantikdrper zur Analyse von Leukozytensubpopulationen wurden in der Arbeit
verwendet: His36 (Makrophagen / Monozyten), R73 (T-Lymphozyten), RK4 (Granulozyten),
0x38 (CD4"-T-Lymphozyten), Ox8 (CDS8"-T-Lymphozyten), Ox39 (CD25", IL-2-Rezeptor),
0x33 (B-Lymphozyten).

Die Expression ausgewahlter Zytokine auf Proteinebene wurde ebenfalls immunhistochemisch
nachgewiesen. Die Antikdrper gegen IL-1p und IL-10 waren in der Ziege, die gegen TGFp1 im
Kaninchen generiert worden. Aufgrund der unterschiedlichen Spezies musste bei der APAAP-
Farbung zwischen dem primarem Antikdrper und dem anti-Maus-Briickenantikérper ein weiterer
AK eingesetzt werden. Hierbei handelte es sich um ein Maus-anti-Ziege-bzw. Maus-anti-

Kaninchen-Immunglobulin.
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pro.

- APAAP-Komplex

At
\/§/ Briickenantikérper
4 /

v

Primirantikérper

Abb. 2: Prinzip der APAAP-Firbumng. Antigen-spezifischer Primirantikérper = Maus-anti-Ratte,
Briickenantikérper = anti-Maus-Immunglobulin, APAAP-Komplex = Maus-anti-alkalische Phosphatase-AK-
alkalische Phosphatase. >

Fiir die immunhistochemischen Analysen wurden aus den in fliissigem Stickstoff gelagerten
Pankreasproben 5 um dicke Gewebeschnitte gefertigt, auf Objekttrager gebracht und getrocknet.
AnschlieBend erfolgte die weitere Lagerung in Aluminiumfolie verpackt bei -20 °C bis zur
endgiiltigen Verarbeitung.

Fiir die weitere Verarbeitung wurden die Gewebeschnitte bei Raumtemperatur aufgetaut und
anschliefend mit Aceton fixiert. Danach erfolgte die sequentielle Inkubation mittels primarem
Antikérper , Maus-anti-Ratte” (Abb. 2), dem Briickenantikdrper ,,Kaninchen-anti-Maus-
Immunglobulin“ und abschlieBend dem APAAP-Komplex. Im Anschluss an die eigentliche
Immunreaktion konnten die Ergebnisse mit der Farbreaktion nach Zugabe der Substrat-Reagenz
sichtbar gemacht und die Proben mit Himalaun gegengefarbt werden.

Die Priparate wurden mit dem Zeiss-Mikroskop Axiophot (wenn nicht anders angegeben)
ausgewertet. Die Zdhlung der gefarbten positiven Zellen erfolgte durch zwei1 Untersucher ohne
Kenntnis der Gewebezuordnung bei 400facher VergroBerung. Zur Auszdhlung wurde die im
Okular eingravierte Zahlmaske (0,625 mm®) verwendet. Die Ergebnisse wurden in Zellen / mm®
angegeben. Die Auswertung erfolgte nach speziellem Muster und war reproduzierbar mit einer

SD <8 %.
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4.3.5 RNA-Extraktion

4351 Chemikalien

Aqua Phenol®; DEPC; Ethanol; GTC; Isopropanol; 2-Mercaptoethanol; Na-Acetat (CH;COO-
Na) pH 4,0; Ready Red®; Chloroform; TAE-Puffer

4352 Praktische Durchfiihrung

Zur Gewinnung von RNA aus Pankreasgewebe wurde die von Chomczynski und Sacchi
beschriebene Phenolmethode verwendet.?! Auf Grund des besonderen Gewebes, welches reich an
Enzymen (v.a. RNasen) ist, musste diese Methode jedoch modifiziert werden, um eine RNA-
Degradation zu verhindern. Es erfolgten daher die ersten Schritte der Gewebeverarbeitung in
tiefgefrorenem Zustand unter Verwendung von fliissigem Stickstoff.'"*

Bis zur Durchfiihrung der Extraktion wurde das Pankreas in fliissigem Stickstoff aufbewahrt.
Die Aufarbeitung begann mit der Homogenisierung der Gewebe in fliissigem Stickstoff mittels
Morser. Anschliefend wurde die pulverisierte Gewebeprobe in ein Zentrifugenréhrchen mit der
vorbereiteter GTC-Losung iiberfiihrt (4 ml GTC + 0,1 % Mercaptoethanol fiir maximal 50 mg
Pankreasgewebe) und 400 pul 2 M Na-Acetat, 4 ml AquaPhenol® und 800 pl Chloroform
(ReadyRed®) (die Volumina bezogen sich auf die verwendete Menge von 4 ml GTC) zugesetzt.
Nach einer Inkubationszeit von 15 Minuten auf Eis wurden die Proben 30 Minuten bei

10000 rpm und 4 °C zentrifugiert, wodurch sich in den Rohrchen drei Phasen bildeten.

Die obere, wassrige Schicht enthielt die RNA und konnte vorsichtig mit einer Pipette abgehoben
werden. Proteine befanden sich vorrangig im Phenol, die DNA in der Interphase. Die
Prazipitation der RNA erfolgte durch Zugabe eines gleichen Volumens Isopropanol. Nach
Aufbewahrung der Proben {iber Nacht im Kiihlschrank wurde das Gemisch bei -4 °C und

10000 rpm zentrifugiert, wodurch sich ein Pellet bildete. Der Uberstand wurde vorsichtig
dekantiert und das Pellet zwei Mal mit 75 %igem Ethanol gewaschen.

Das RNA-haltige Pellet wurde getrocknet, anschlieBend in 50 pl eiskaltem DEPC-Wasser gelost

und bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C aufbewahrt.

Da Nukleinsduren ein Absorptionsmaximum bei 260 nm haben, konnte die RNA-Konzentration
spektrophotometrisch bestimmt werden. Dazu wurde ein Ultrospec 3000 UV / Visible

Spectrophotometers (Biotech Ltd. Cambridge, England) verwendet. Aus der gemessenen
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Absorption und dem Koeffizienten (Ao = 1 entspricht 40 pg / ml RNA) konnte anschlieBend die
RNA-Konzentration der Probe berechnet werden. Zum Nachweis der RNA-Integritiat und zum
Ausschluss von genomischer DNA-Kontamination wurde eine Elektrophorese in einem
Ethidiumbromid-haltigen Agarosegel durchgefiihrt, wobei 1 ng der RNA-Probe analysiert wurde.
Als typisches Ergebnis erschienen zwei Banden, die die 18 S und die 28 S Untereinheit der
ribosomalen RNA reprasentierten (Abb. 3).

«— 288
— 188

Abb. 3: Nachweis der Integritiit der isolierten RNA. Die beiden Banden zeigen die intakte 18 S- und die 28 S-
ribosomale RNA. Dargestellt ist die elektrophoretische Trennung von jeweils 1 pg Gesamt-RNA in einem
Ethidiumbromid-haltigem Agarose-Gel.

4.3.6 Auftrennung von DNA (PCR-Produkte) und RNA in Agarosegelen

43.6.1 Chemikalien

Agarose-Gel-Seakem®; DNA-Ladder (100 bp); Ethidium-Bromid; Ladepuffer (6x); TAE

4.3.6.2 Praktische Durchfiihrung

Die Moglichkeit der elektrophoretischen Auftrennung von DNA und RNA im Agarosegel beruht
auf dem Vorliegen von Phosphationen und Poly(desoxy)nukleotiden, die bei einem pH-Wert von
8.0 als Polyanionen vorliegen. Infolge der negativen Ladung der Siduren bewegen sich DNA und
RNA im elektrischen Feld von der Kathode zur Anode, wobei die Laufgeschwindigkeit im Gel
nahezu ausschlieflich von der Molekiilgrofe abhingig ist. Um die GroBe der untersuchten
Fragmente zu identifizieren, wird bei jeder Elektrophorese ein GroBenstandard mitgefiihrt.
Eingesetzt wurde ein Standard, der zwischen 100 und 1500 bp im Abstand von 100 bp jeweils ein
Fragment enthielt (100 bp-Marker). Je nach Grofe des Fragmentes, welches nachgewiesen
werden sollte, variierte die Konzentration der Agarose im Gel zwischen 1 % und 2.5 %. Zur
Detektion der aufgetrennten Proben wurde den Gelen Ethidiumbromid zugefiigt (0,5 pg / ml).
Ethidiumbromid (EtBr) hat die Fahigkeit in Nukleinsduren zu interkalieren. Dieser EtBr-
Nukleinsdurekomplex kann dann durch Anregung mit UV-Licht sichtbar gemacht werden, wobei
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die Fluoreszenzintensitdt proportional der Nukleinsduremenge ist, womit eine relative

Quantifizierung ermdglicht wird.

Die Auswertung erfolgte mit der EasyWin-Software iiber ein computergestiitztes Video-
Dokumentationssystem  (EasyWin-Software, Herolab, @ Wiesloch, Deutschland). Das
Auswertungssystem beruht darauf, dass Fluoreszenzintensitaten definierter Banden gemessen und
verglichen werden. Enthélt die PCR-Probe neben dem zu untersuchenden Fragment einen
mternen Standard in bekannter Konzentration, kann das Herolab-System den Anteil des PCR-
Produktes in Prozenten des Standards berechnen. Unter Verwendung der kompetitiven PCR wird
damit die Angabe relativer Expressionen moglich.

Zur Herstellung der Agarose-Gele wurde die entsprechende Menge Agarose in TAE-Puffer bis
zur vollstandigen Losung erhitzt, Ethidiumbromid zugegeben und in eine Gelkammer mit Kamm
emgefiillt. Bei der Abkiihlung kommt es zur Polymerisation der Agarose und es entsteht ein
festes Gel. In die mittels Kamm ausgesparten Taschen konnten die Proben eingefiillt werden.
Verwendet wurden das Elektrophoresegerat, die Pufferkammer und die Spannungsquelle
PowerPac 300 der Firma Bio-Rad, Miinchen, Deutschland. Den Proben wurde vor dem Auftragen
in die Gelkammer noch die Stopplosung zugesetzt, bestehend aus TAE-Puffer, EDTA als
,Stopper’ enzymatischer Reaktionen, Glycerin zur Beschwerung der Proben und dem Farbstoff
Orange G, um den Elektrophoreseverlauf visuell kontrollieren zu kénnen.

Nach Schluss des Stromkreises wanderten die unterschiedlichen Probenfragmente im Gel mit
definierter Geschwindigkeit, die neben den Elektrophoresebedingungen von der GroBe der

Fragmente abhédngig ist. Auf diese Weise war eine Trennung der Fragmente moglich.

4.3.7 Reverse Transkriptase-Polymerasekettenreaktion (RT-PCR)

43.7.1 Chemikalien

dNTP (2,5 mM); DTT (0,1 M); First strand buffer (5x); MMLV-RT (200 units / ul); Oligo(dT)-
Primer;; 15 (0,5 ng / ul); RNasin® Ribonuclease Inhibitor (40 units / ul)

4.3.72 Praktische Durchfiihrung

Um Riickschliisse auf Expressionsunterschiede ziehen zu kénnen, muss primidr die RNA in

cDNA umgeschrieben werden. Dies geschah mit Hilfe der Reversen-Transkriptase-Reaktion. Die
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reverse Transkriptase ist ein virales Enzym, welches in der Lage ist, eine zur RNA
komplementire cDNA in 5° - 3" - Richtung zu synthetisieren. Dies gelingt mit Hilfe von Oligo
(dT)-Primern;s 5, die auf Grund des Poly(A)-Schwanzes spezifisch an die mRNA binden.

Die in den hier beschriebenen Versuchen verwendete Reverse Transkriptase (RT) war die
Moloney-Murine-Leukemia-Virus (M-MLV)-RT mit einem Temperaturoptimum von 42 °C.

Die auf diese Weise synthetisierte ¢cDNA diente der Analyse der mRNA-Expression.
Pro Reaktionsansatz / RNA-Probe (s. unten) wurden 3 pg Gesamt-RNA 1n 21,5 pl H,O gelost
und bei 85 °C fiir 5 min denaturiert. Danach erfolgten die Zugabe des unten beschriebenen
Reaktionsmixes und die Inkubation der Proben fiir 60 min bei 42 °C. Beendet wurde die Reaktion
mit einer Temperaturerhohung auf 95 °C (4 min). Bis zur weiteren Verwendung wurden die

cDNA-Proben bei -20 °C gelagert.

RT-Probenansatz (Endvolumen 40 pl):
21,5 ul RNA (3 pg in H,O)
0,5 ul Oligo(dT)-Primer (0,5 png / ul)
8,0 ul First Strand Puffer (5x)
4,0 ul DTT (Dithiothreitol, 0,1 M)
4,0 nl ANTP-Mix (jeweils 2,5 mM)
1,0 ul RNasin (40 units / pl)
1,0 ul MMLV-RT (200 units / pl)

RT-Reaktion:
85 °C fiir 5 Minuten (Denaturierung)
Zugabe des Reaktionsmixes s. oben
42 °C fiir 60 Minuten (¢cDNA-Synthese)
95 °C fiir 4 Minuten (Denaturierung der RT)

39



Material und Methoden

4.3.8 Polymerasekettenreaktion (PCR)
438.1 Chemikalien

Ampli Taq®-DNA-Polymerase (5 units / pl); dNTP (2,5 mM); MgCl, (25 mM); PCR Puffer
(10x); Primer (Sense / Antisense) (25 pg/ ul)

4382 Praktische Durchfiihrung

Mit Hilfe der PCR konnen DNA-Abschnitte spezifisch amplifiziert werden. Dazu werden 2
Oligonukleotidprimer (sense und antisense), die komplementér zu einer definierten Sequenz je
eines der Stringe der antiparallelen DNA-Doppelhelix sind, benotigt (Abb. 4).

Bei den in der vorliegenden Arbeit verwendeten Primer handelte es sich um die von Siegling er
al. beschriebenen Primerpaare von B-Aktin, IL-1p, IL-2, IL-2-Rezeptor, IL-6, IL-10, TGFB1 und
IFN-y.'""% Das Kollagen- Primerpaar wurde mit Hilfe des Primer3 Output Programms auf
Grundlage der Ratte Kollagen Typ1-Sequenz auf der Blast Datenbank designed.

Zur Elongation der Primer an der cDNA-Matritze wurde die thermostabile Thermus aquaticus-
DNA Polymerase benutzt, mit einem Temperaturoptimum von 70 — 80 °C. Diese ist in der Lage,
entlang der nach Denaturierung einzelstringigen DNA den komplementdren Strang zu
synthetisieren.® '® Am Ende der Enzymreaktion liegen die DNA-Molekiile wieder als
Doppelstrange vor. Um die Reaktion zu wiederholen, werden diese mittels Temperaturerh6hung
erneut geschmolzen. In der nichsten Runde dienen dann die neu gebildeten DNA-Strange als
Matrize, woraus sich eine exponentielle Zunahme der Amplifikate pro Synthesezyklus ergibt
(Abb. 4). Die praktische Durchfilhrung des zyklischen Prozesses mit definierten Temperaturen
und Zeiten fiir Denaturierung, Primer- Assoziation und Elongation erfolgt in einem Thermo-

Cycler.'"®
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5 3
mRNA — p— 5
Synthese des ersten cDNA Stranges durch die MMLV-RTase aus mRNA
5 3
cDNA >

Zusatz der PCR Komponenten;
Synthese des zweiten cDNA Stranges durch Taq-DNA Polymerase

3
Qg

5 3
1 1
] 1
1 1
3 5
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Abb. 4: Schematische Darstellung der reversen Transkription mit anschlieBender PCR.

Die PCR-Reaktionen wurden nach unten dargestelltem Schema durchgefiihit (Tab. 3).
Unterschiede betrafen die Annealing-Temperatur und die Elongationszeit. Die Annealing-
Temperatur kann {iber den Gehalt an G + C und A + T berechnet werden. T,, = (Anzahl von A +
T) x 2 °C + (Anzahl von G + C) x 4 °C. (Das Temperaturoptimum liegt hdufig 3 - 5 °C unterhalb

der ermittelten Temperatur).

PCR- Probenansatz:
2.5 pul 10x PCR-Puffer
0,5 nl MgCl, (25 mM)
2.0 ul ANTP (2,5 mM)
1,0 ul KF
1,0 ul cDNA
0,1 pl Taq (5 units / pl)

mit Wasser auf ein Endvolumen von 25 ul bringen
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PCR- Programm
m Denaturierung einmalig am Beginn 95 °C 4 min

m PCR-Zyklus

- Denaturierung 95°C 30 sec

- Annealing (Anlagerung der Primer) 58-68 °C 45 sec

- Elongation (DNA-Synthese) 72 °C 40 - 50 sec +1 sec / Zyklus
Die Zahl der Zyklen lag in Abhédngigkeit vom Template zwischen 25 und maximal 40.

m Elongation (abschliefend) 72 °C 7 min

m Beendigung der Reaktion 4°C x

Tab 3: Darstellung des PCR- Programms. Im ersten Schritt erfolgt die Denaturierung bei 95 °C und 4 min. Jeder
Zyklus beginnt mit einem Denaturierungsschritt. Danach erfolgen die Anlagerung der Primer (Annealing) und
Synthese der DNA (Elongation). Die Annealing- Temperatur ist spezifisch fiir jeden Primer (s. Text). Die Anzahl der
verwendeten Zyklen hingt vom Template ab. Nach Abschluss der Zyklen erfolgt die finale Elongation bei 72 °C fiir
7 min. Zur Beendigung der Reaktion erfolgt die anschlieBende Kithlung auf 4 °C.

Um die Expression der untersuchten Gene verschiedener Proben vergleichen zu kénnen, kam die
kompetitive PCR zum Einsatz. Dazu wird ein synthetisches DNA-Fragment (Kontrollfragment,
KF) mit denselben Primersequenzen wie die entsprechende cDNA als interner Standard in jedem
Reaktionsansatz mitgefithrt. Die Amplifikate des Kontrollfragmentes und der ¢cDNA sind
unterschiedlich lang und kénnen elektrophoretisch getrennt werden (Tab 4).'% '

Die Primer- Sequenzen mit den entsprechenden Annealing-Temperaturen, und die Gréfen der
jeweiligen PCR-Produkte der cDNA und des verwendeten internen Standards (KF) sind in

Tabelle 4 zusammengefasst.
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Primer (5°.... 3%) An.- PCR-Produkte
mRNA Sense Anti-sense Temp. (®p)

cDNA KF
B -Actin CTATCGGCAATGAGCGGTTC CTTAGGAGTTGGGGGTGGCT 64 °C 762 601
IL-p CCAGGATGAGGACCCAAGCA TCCCGACCAQTTGCTGTTTCC 64 °C 519 379
IL-10 TGCCTTCAGTCAAGTGAAGACT AAACTCATTCATGGCCTTGTA 58 °C 346 421
TGFpB1 GCCTCCGCATCCCACCTTTG GCGGGTGACTTCTTTGGCGT 60 °C 396 257
IL-2 GCGCACCCACTTCAAGCCCT CCACCACAGTTGCTGGCTCA 63 °C 351 217
CD25 TGGGGAGATAAGGTGGACGC GAAAGGAGACAGGCACCCGT 60 °C 406 319
IFNy CCCTCTCTGGCTGTTACTGC CTCCTTTTCCGCTTCCTTAG 63 °C 419 319
1L-4 ATGCACCGAGATGTTTGTACC TTTCAGTGTTCTGAGCGTGGA 62 °C 257 128
IL-6 CTTCCAGCCAGTTGCCTTCT GAGAGCATTGGAAGTTGGGG 68 °C 496 379

Kollagen GAGAGCATTGGAAGTTGGGG GTCCACCTCAAGGTCACGGTC 60 °C 513 -

Tab. 4: Darstellung der Sequenzen der in der Arbeit verwendeten rattenspezifischen Primer. AuBerdem sind
die jeweiligen Annealing- Temperaturen (An.-Temp.) und die Grofe der PCR-Produkte angegeben.

Bei der Verwendung von Ethidiumbromid-haltigen Agarosegelen sind die Fluoreszenz-
intensititen proportional der Menge der PCR-Produkte. Da die eingesetzte Menge des KF
definiert ist, kann daraus auf die relative Menge der ¢cDNA, die wiederum proportional der
mRNA ist, geschlossen werden.

Die Effizienz der reversen Transkription kann stark variieren. Daher mussten die verschiedenen
cDNA-Proben auf etwa gleiche Ausgangskonzentrationen eingestellt werden. Dazu wurde die
kompetitive PCR fiir das ,, housekeeping “~-Gen p-Aktin verwendet (Abb. 5). Man geht davon aus,
dass ,, housekeeping “~-Gene weitgehend unabhingig von den Milieubedingungen konstant
exprimiert werden. Demzufolge miissen bei gleicher Zellzahl die cDNA-Konzentrationen nach
den verschiedenen Experimenten auch gleich sein. Aus dem Verhiltnis der PCR-Produkte des
definierten Kontrollfragments und der cDNA innerhalb einer Probe konnte auf die eingesetzte
cDNA- und damit auf die jeweilige relative mRNA-Menge geschlossen werden.

Alle verwendeten Primer waren Intron-iiberspannend und die PCR-Amplifikate demzufolge
mRNA-spezifisch. Verfilschungen der Ergebnisse infolge moglicher Kontaminationen
genomischer DNA in den RNA-Préparationen konnten somit ausgeschlossen werden.

Dokumentation und Auswertung der Gele erfolgte in einem Imaging-System mit dem Software-

Programm E.A.S.Y. Win der Firma Herolab (Wiesloch, Deutschland).
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Mit Hilfe dieser Technik wurden die Expressionen von IL-1, IL-10, TGFp1, IL-4, TNFa, IL-2,
IL-2-Rezeptor und IFNy analysiert. Da das Kontrollfragment keine Kollagen Typ 1-spezifischen

Primer enthielt, wurde hier die Expression nur auf p-Aktin bezogen.

«— B-Aktin (762 bp)
«— KF (601 bp)

Abb. 5: Repriisentative Abbildung einer Agarosegelelektrophorese der PCR-Produkte einer kompetitiven
PCR mit pB-Aktin-spezifischen Primern. Nach reverser Transkription der mRNA aus den jeweiligen
Pankreasproben wurde die cDNA mit einer definierten Konzentration des internen Standards (KF) co-amplifiziert
und anschlieBend in einem Ethidiumbromid-haltigen Agarosegels elektrophoretisch getrennt. Hier dargestellt ist das
Ergebnis der Einstellung verschiedenener ¢cDNA-Proben auf etwa gleiche Ausgangs-Mengen bezogen auf das
. housekeeping “-Gen p-Aktin. Der mitgefiihrte 100 bp-Molekulargewichtsmarker (Bahn 1) diente der Identifizierung
der Amplifikate von B-Aktin (762 bp) und dss Kontrollfragments (KF, 601 bp).

4.3.9 Statistische Analysen

Alle ermittelten Zahlenwerte wurden statistischen Analysen unterzogen. Unter Verwendung von
Microsoft Excel 1997 wurden Mittelwerte (MW) und Standardabweichungen (SD) berechnet.
Der statistische Vergleich zwischen den Versuchsgruppen wurde mittels Mann-Whithney-U-Test
durchgefiihrt, wobei der p-Wert errechnet und wie folgt bewertet wurde wurde: p-Wert < 0,05 =
signifikant, p < 0,01 = hoch signifikant, p < 0,10 = Tendenz, p > 0,10 = nicht signifikant.
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S. Ergebnisse
5.1 Morphologie
5.1.1 Makroskopie

Die Untersuchungen wurden zwischen einem und 28 Tagen nach der Applikation von 4 mg
DBTC / kg KG durchgefiihrt. Der Allgemeinzustand der Tiere nach der intravendsen Injektion
von 4 mg / kg KG DBTC und dem Erwachen aus der Narkose war unauffillig und blieb bis zum
Ende des Beobachtungszeitraumes ohne sichtbare Beeintrachtigungen. Das freigelegte Pankreas
wies 24 Stunden nach DBTC-Applikation makroskopisch eine 6dematdse Schwellung auf.
Weitere pathologische Verdnderungen wurden makroskopisch nicht beobachtet. Anzeichen fiir
eme Obstruktion des bei der Ratte gemeinsamen Galle-Pankreas-Ganges, als ein
Charakteristikum der chronischen DBTC-Pankreatitis, wurde nicht beobachtet.''® Auch gab es

79 - 81, 116

keine makroskopischen Hinweise auf eine Fibrosierung des Organs. Andere Organe im

Bauchraum (Leber, Darm, Milz) zeigten ebenfalls keine Auffilligkeiten.

5.1.2 Histologie

An den ersten 3 Tagen nach DBTC-Applikation war das Pankreas histologisch durch ein
interstitielles Odem und eine deutliche Infiltration mononukleirer Zellen im periduktalen
Bindegewebe charakterisiert. Zusétzlich fielen im Vergleich zum gesunden Gewebe (Abb. 6A)
eine Vakuolisierung und eine Vergroflerung des Volumens der Azinuszellen auf (Abb. 6B). Die
Befunde bildeten sich bereits innerhalb der ersten Woche der Erkrankung zuriick (Abb. 6C). Am
Ende des Beobachtungszeitraums von vier Wochen waren im Sinne einer restitutio ad integrum
keine histopathologischen Verdnderungen mehr nachweisbar (Abb. 6D, Tab. 5). Interstitielle

Bindegewebsablagerungen wurden zu keinem Zeitpunkt beobachtet.
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Azinus

Bindegewebssepten

Vakuolisierung,
leichte Odembildung

Langerhans-Insel
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und Zellinfiltration

Vakuolisierung und

Azinusvergroferung

Periduktale Zellinfiltration
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Riickgang der Vakuolisierung,

verminderte Zellinfiltration

Abb. 6: Repriisentative histologische Bilder von Rattenpankreata im Verlauf der Pankreatitis. A: normales
Pankreasgewebe, B: 24 Stunden, C: 7 Tage, D: 28 Tage nach Applikation von 4 mg / kg Korpergewicht
(Hiamatoxylin-Eosin-Fiarbung, 200-fache Originalvergrofferung). Die gezeigten Bilder sind typisch fiir 6 der
untersuchten Tiere pro Zeitpunkt.

Tage nach DBTC-Gabe Odem Infiltration Vakuolen
Kontrolle - - -
1d +++ ++++ ++++
3d +++ +++ +++
7d +++ +++ +++
14d - @) )
28d - - -

Tab. 5: Darstellung der relativen Auspriigung histo-pathologischer Kriterien im Verlauf der milden DBTC-
Pankreatitis. Nach Durchsicht aller vorliegenden HE-Priiparate (6 pro Zeitpunkt) erfolgte die Einteilung in 4
Schweregrade von + (leicht) bis ++++ (ausgepriigt). Die Daten spiegeln den subjektiven Gesamteindruck wider und
sind keine Auswertung im mathematischen Sinne.

5.2 Serumparameter

Die Serumaktivitit des Pankreasenzyms Amylase war bereits 24 Stunden nach
Pankreatitisinduktion erhoht (Tab. 6). Die Aktivititen stiegen im weiteren Verlauf bis zu einem
Maximum am 7. Tag an, fielen danach ab und erreichten am Ende des Beobachtungszeitraums
von 28 Tagen wieder normale Werte. Signifikant erhéht gegeniiber der gesunden Kontrolle war
lediglich die Serum-Amylaseaktivitit eine Woche nach Krankheitsbeginn. Die Lipase im Serum
zeigte einen &dhnlichen Verlauf, wobei der maximale Wert bereits am dritten Krankheitstag
erreicht wurde. Am 7. Tag war die Serumaktivitit noch signifikant gegeniiber den Kontrollen

erhoht, fiel danach aber schnell ab und hatte sich schon nach zwei Wochen normalisiert (Tab. 6).
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Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass die Restitution des Pankreas in der vierten
Krankheitswoche sowohl histologisch als auch hinsichtlich der Serumparameter belegt werden
konnte.

Die Cholestasemarker alkalische Phosphatase und Bilirubin waren zu keinem Zeitpunkt der
Pankreasschadigung erhoht (Daten nicht gezeigt). Dieser Befund bestitigt die morphologische
Beobachtung, dass die DBTC-Dosis von 4 mg DBTC / kg KG keine Abflussbehinderung im
Galle-Pankreas-Gang der Ratten verursachte.

Tage nach Pankreatitis-Induktion

Enzym

Kontrolle 1 3 7 14 28

Amylase (U/l) 1670 £ 325 | 2011 £186 | 2052 £ 262 | 2676% 208* | 2285+ 402 | 1552 % 534

Lipase (U/l) 58+0,3 60,3 11,0 £ 2,8% 7,8 & 3* 59+%0,2 6,2+0,3

Tab. 6: Amylase- und Lipaseaktivitiiten im Rattenserum im Verlauf der experimentellen akuten DBTC-
Pankreatitis. Der Enzymnachweis erfolgte unter Verwendung von Test-Kits der Firma Boehringer (Mannheim,
Deutschland). Die Daten sind angegeben als Mittelwerte von 6 unabhingigen Versuchstieren + SD (n = 6, *p < 0,05
gegeniiber Kontrolle).

5.3 Immunhistochemische Charakterisierung der Leukozyteninfiltration

Die Auswertung der immunhistochemischen Farbungen im Pankreasgewebe ergab einen
deutlichen Anstieg der Makrophagenzahlen bereits am ersten Tag nach Applikation von 4 mg
DBTC / kg KG. Nach einem leichten Riickgang am 3. Tag kam es zu einer erneuten Zunahme der
Makrophageninfiltration am Tag 7 nach DBTC-Gabe. Im weiteren Verlauf fielen die Werte
wiederum ab, blieben aber bis zum Ende des Beobachtungszeitraums von vier Wochen im
Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant erhoht (Abb. 7, 9).

Die Granulozyteninfiltration stieg innerhalb von 24 Stunden nach DBTC-Injektion auf das
Siebenfache des gesunden Pankreas an, fiel jedoch danach schnell ab und erreichte bereits am 3.
Tag wieder Normalwerte (Abb. 8, 10).

Im Gegensatz zur zellvermittelten unspezifischen Abwehr war die Beteiligung einer spezifischen
Immunantwort im Verlauf der akuten Pankreatitis nicht nachweisbar. So ergaben die Zahlen der
CD4"-, CD8™- sowie der B-Lymphozyten im Pankreasgewebe nach DBTC-Injektion nur geringe
Veranderungen (Tab. 7). Interessanterweise stiegen alle detektierten Lymphozytenmarker nach

der zweiten Krankheitswoche an, wobei die CD8-positiven-T-Zellen am Ende des
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Beobachtungszeitraumes von 4 Wochen hohere Werte als die Kontrolltiere aufwiesen. Allerdings
waren alle diese Schwankungen nicht signifikant. Die pathophysiologische Relevanz der
geringen, aber statistisch signifikanten Zunahme der CD4" Zellen am ersten Tag konnte im

Rahmen der vorliegenden Arbeit nicht geklart werden.

Makrophageninfiltration im Pankreas
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Abb. 7: Zeitlicher Verlauf der infiltrierenden Makrophagen im Pankreasgewebe nach Applikation von 4 mg /
kg KG DBTC. Die immunhistochemische Analyse der Gewebeproben erfolgte mit Hilfe eines monoklonalen Maus-
anti-Ratte Antikorpers (His36) gefolgt vom Einsatz des Alkalische Phosphatase-anti-Alkalische Phosphatase-
Systems. Die Daten sind angegeben als Mittelwerte aus der Analyse von der Gewebeschnitte von 6 Versuchstieren +
SD (n = 6, *p < 0,05 gegeniiber der Kontrolle).
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Abb. 8: Zeitlicher Verlauf der infiltrierenden Granulozyten im Pankreasgewebe nach Applikation von 4 mg /
kg KG DBTC. Die immunhistochemische Analyse der Gewebeproben erfolgte mit Hilfe eines monoklonalen Maus-
anti-Ratte Antikérpers (RK4), gefolgt vom Einsatz des Alkalische Phosphatase-anti-Alkalische Phosphatase-
Systems. Die Daten werden sind angegeben als Mittelwerte aus der Analyse von der Gewebeschnitte von 6
unabhingigen Versuchstieren + SD (n = 6, *p < 0,05 gegeniiber der Kontrolle).
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Tage nach Pankreatitis-Induktion
Kontrolle 1d 3d 7d 14 d 28d
Zellen / mm’
T-Zell Rezeptor (CD3+) | 4,01 27+%0.8 2606 | 35+27 | 39%13 | 48%1,2
CD4"-T-Lymphozyten | 1,3%1,2 | 2,7 22* 01*01 | 05+04 | 06*04 | 1,1%0,7
CD8"-T-Lymphozyten | 3,8+0,8 | 2,19+0,27 | 2,34+0,19 | 3,0+ 0,51 | 4,0%0,39 | 4,4 +0,61

Tab. 7: Darstellung der CD4 ™, CD8+—T—L}'mphozyten sowie des T-Zell-Rezeptors im Verlauf der DBTC-
induzierten Pankreatitis. Die Zellen wurden immunhistochemisch mit Hilfe von monoklonalen Maus-anti-Ratte
Antikérpern (OX38 fiir CD4"-T-Lymphozyten, R73 fiir T-Zell-Rezeptor, OX8 fiir CD8 -T-Lymphozyten) und dem
alkalische Phosphatase-anti-alkalische Phosphatase-System detektiert und anhand verblindeter Proben quantifiziert.
Angegeben sind die Mittelwerte + SD aus der Analyse der Gewebeschnitte von 6 Ratten pro Zeitpunkt (n = 6, *p <

0,05 gegeniiber Kontrolle).
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In Abb. 9 sind reprisentative Mikrophotographien von immunhistochemisch gefarbten
Makrophagen (Marker: His36) im Pankreasgewebe dargestellt. Die Auswertung erfolgte an Tag
1, 14 und 28 nach DBTC-Applikation. Die meisten Makrophagen befanden sich im Bereich der
Génge und der Blutgefafe.

Makrophageninfiltration 1 d

nach DBTC-Applikation

Makrophageninfiltration 14 d
nach DBTC-Applikation

Makrophageninfiltration 28 d
nach DBTC-Applikation

- - - = -, -

Abb. 9. Immunhistochemische Lokalisation der Makrophagen in der DBTC-induzierten Pankreatitis. Die
Gewebeproben wurden mit Hilfe von Maus-anti-Ratte monoklonalen Antikérpern (His36), gefolgt vom Einsatz des
Alkalische Phosphatase-anti-Alkalische Phosphatase-System, analysiert. A: 1. Tag, B: 14 Tage, C: 28 Tage nach
DBTC-Applikation (Gegenfirbung der Zellkerne mit Mayer's Himatoxylin, 200-fache Originalvergrofferung
(Olympus IX, Inversmikroskop, Imaging System TILL-Photonics (Martinsried, Deutschland).*
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Abb. 10: Repriisentative Bilder des immunhistochemischen Nachweises infiltrierender Granulozyten bei der
DBTC-induzierten Pankreatitis. Gezeigt sind eine Kontrolle (A), Tag 1 (B), Tag 7 (C), und Tag 28 (D) nach
DBTC-Gabe. Die Zellen wurden mit Hilfe eines Maus-anti-Ratte monoklonalen Antikérpers (RK4) und des
Alkalische Phosphatase-anti-alkalische Phosphatase-Systems detektiert (Gegenfirbung der Zellkerne mit Mayer's
Hiamatoxylin, 200-fache OriginalvergroBerung).

54 Zytokinexpression

54.1 mRNA-Ebene

Unspezifische und spezifische immunologische Reaktionen werden wesentlich durch Zytokine
vermittelt.

Zur Charakterisierung der Entziindungsmechanismen bei der experimentellen akuten DBTC-
Pankreatitis wurde die Expression ausgewéhlter Mediatoren untersucht. Dazu wurden nach
Isolation der Gesamt-RNA mit anschlieBender reverser Transkription und PCR in Vorversuchen
zundchst IL-1B, IL-2, IL-6, IL-2-Rezeptor, IFNy sowie die Th2-Zytokine IL-4 und IL-10
nachgewiesen. Aufgrund der Ergebnisse erfolgte dann die systematische Analyse der Expression
von IL-1p und IL-10. Auflerdem wurden die mRNA-Spiegel des pro-fibrotischen Zytokins
TGFp1 und von Kollagen Typ 1 als einer reprasentativen Komponente der extrazelluldren Matrix
(EZM) analysiert.

Im Pankreasgewebe gesunder Tiere konnten lediglich geringe Transkriptspiegel von IL-1p und
IL-10 nachgewiesen werden (Abb. 11, 13). Die DBTC-Applikation fiihrte zu einer starken
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Induktion der mRNA-Expression dieser Entziindungsmediatoren mit signifikant ethdhten Werten
am ersten Krankheitstag. Die Transkriptspiegel von IL-1B und IL-10 variierten im weiteren
Verlauf bis zum Ende des Beobachtungszeitraumes von 28 Tagen nur unwesentlich (Abb. 13). In
der zweiten Woche wurde lediglich ein leichter, aber nicht signifikanter Abfall beobachtet.
Bemerkenswert war der Befund, dass beide Zytokine nach 4 Wochen ein Expressionsmaximum
erreichten.

Die Expression von TGFB1 war ebenfalls am ersten Tag der Pankreatitis im Vergleich zu den
Kontrollen erhoht, stieg aber erst in der folgenden Zeit deutlich an und erreichte am 7. Tag ein
Maximum (Abb. 12, 13). Auf eine Reduktion der TGFB1-mRNA-Spiegel nach zwei Wochen
folgte erneut ein leichter Anstieg.

Die IL-6-Expression war in allen Gewebeproben sehr gering und lag teilweise unterhalb der
Nachweisgrenze (Daten nicht gezeigt). Die PCR-Ergebnisse ergaben lediglich an den Tagen 1, 7,
und 28 der Pankreatitis in den meisten Ansatzen schwache Signale.

Zusammenfassend zeigen die Daten, dass die Expression der untersuchten Zytokine im Modell
der DBTC-induzierten milden Pankreatitis auch nach Riickbildung der Krankheitssymptome iiber
mehrere Wochen hinweg erhoht blieb.

Transkripte der Lymphozyten-spezifischen Zytokine IL-2, IFNy sowie des IL-2-Rezeptors
(CD25), der einen Aktivierungsmarker darstellt, waren nur gelegentlich und in geringer
Konzentration nachweisbar. IL-4-Transkripte wurde in keinem der untersuchten Gewebe
nachgewiesen (Daten nicht gezeigt).

Die Induktion der Matrixsynthese durch TGFB1 ist gut belegt.%% !¢

In Ubereinstimmung mit diesen Befunden konnte eine positive Korrelation der Expression von
TGFP1 und Kollagen Typ 1 im Pankreasgewebe der milden DBTC-Pankreatitis gezeigt werden
(Abb. 11 - 13). Die Kollagen Typ 1-Expression stieg bereits wenige Stunden nach DBTC-
Injektion deutlich an und erreichte maximale Werte wéhrend der ersten drei Tage (Abb. 11). Im
weiteren Verlauf nahmen die Transkriptspiegel ab, blieben aber bis zum Ende des
Beobachtungszeitraums von vier Wochen im Vergleich zu den Kontrollen nachweisbar. In Abb.
11 ist ein reprisentatives Ergebnis des Verlaufs der Kollagenexpression dargestellt.” Die
Kollagen-PCR-Amplifikate wurden nicht densitometrisch ausgewertet, da kein Standard zur
Verfiigung stand. Die Intensitdtsunterschiede der verschiedenen Banden liefen aber eine
qualitative Beurteilung zu.

In diesem Zusammenhang muss jedoch noch einmal darauf hingewiesen werden, dass bei dem
Modell der akuten Pankreatitis zu keinem Zeitpunkt Bindegewebsablagerungen beobachtet

werden konnten.
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- CF - 421 bp
- cDNA - 346 bp

cDNA 513 bp

Abb. 11: Expression von IL-1p , IL-10 und Kollagen Typ I (Coll) im Verlauf der akuten DBTC-Pankreatitis.
Dargestellt sind die RT-PCR-Produkte in der Agarose-Gel-Elektrophorese. Basierend auf dem ,,housekeeping“-Gen
p-Aktin waren die unterschiedlichen cDNA-Proben auf etwa gleiche Ausgangskonzentrationen eingestellt worden.
IL-1p und IL-10 wurden mit der kompetitiven PCR unter Verwendung eines internen Standards (control fragment,
CF) analysiert. Gezeigt sind reprisentative Ergebnisse einer gesunden Kontrolle (Spur 1) sowie am Tag 1 (Spuren 2,
3), Tag 3 (Spuren 4, 5), Tag 7 (Spur 6), Tag 14 (Spuren 7, 8) und Tag 28 (Spuren 9, 10) nach DBTC-Applikation. M
=100 bp Molekulargewicht-Marker. Bild iibernommen aus Publikation Steffi Hense.*

< ¢DNA (396 bp

«— KF (257 bp)

Abb. 12: Repriisentative Abbildung der TGFB1-Expression im Verlauf der akuten DBTC-Pankreatitis.
Dargestellt sind die PCR-Produkte nach elektrophoretischer Trennung in einem Ethidiumbromid-haltigen
Agarosegel. Basierend auf dem ,,housekeeping“-Gen P-Aktin waren die unterschiedlichen cDNA-Proben auf etwa
gleiche Ausgangskonzentrationen eingestellt worden. Unter Verwendung TGFp1-spezifischer Primer wurde die
cDNA einer gesunden Kontrolle (Bahn 1) und von den Krankheitstagen 1 (Bahn 2), 3 (Bahn 3), 7 (Bahn 4), 14 (Bahn
5) und 28 (Bahn 6) mit einer definierten KF- Konzentration als internem Standard co-amplifiziert. M = 100 bp
Molekulargewicht-Marker. Bahn 7 zeigt einen Ansatz ohne cDNA.
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Abb. 13: Zeitlicher Verlauf der mRNA-Expression von IL-18, IL-10 und TGFB1 im Pankreasgewebe der mit
DBTC behandelten Ratten. Die mRNA-Werte an den angegebenen Tagen nach Induktion der Pankreatitis wurden
mit Hilfe der kompetitiven RT-PCR unter Verwendung eines internen Standards analysiert. Die verschiedenen
cDNA-Proben wurden zunichst mit Hilfe von PB-Aktin auf gleiche Ausgangskonzentrationen eingestellt. Die
Produkte der PCR mit den spezifischen Primern wurden in einem Ethidiumbromid-haltigen Agarosegel getrennt und
die Fluoreszenzintensititen gemessen. Die Ergebnisse der jeweiligen ¢cDNA sind in Prozent im Vergleich zu der
entsprechenden Menge an Kontrollfragment angegeben. Untersucht wurden 6 Versuchstiere pro Messpunkt,
angegeben sind die Mittelwerte + SD. *Signifikante Unterschiede (p < 0.05). verglichen mit der Kontrollgruppe.*
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542 Proteine und Lokalisation der Zytokine

Mit Hilfe der immunhistochemischen Farbetechnik wurden die Zytokine IL-1P, IL-10 und
TGFB1 im Pankreasgewebe auf Proteinebene analysiert und lokalisiert (Abb. 14 - 16). Im
gesunden Organ fanden sich nur vereinzelt positive Zellen. Ahnlich wie die mRNA-Spiegel war
die Zahl der Zytokin-exprimierenden Zellen eine Woche nach DBTC-Applikation deutlich
erhoht. Die Expression der untersuchten Zytokine nahm auf Proteinebene nach dem Maximum
zwischen erster und zweiter Woche zwar ab, blieb aber bis zum Ende des Experiments von vier
Wochen gegeniiber den gesunden Kontrolltieren deutlich erhoht (Tab. 8). IL-1p (Abb. 14) und
IL-10 (Abb. 15) konnten in interstitiellen Zellen lokalisiert werden, TGFB1 befand sich vorrangig

an der basalen Seite von Pankreasazinuszellen (Abb. 16).
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Abb. 14: Repriisentative Bilder des immunhistochemischen Nachweises des Zytokins IL-1p. Die dargestellten
Bilder sind reprisentativ fiir 3 Tiere. Die Bilder stammen von einem Kontrolltier (A), sowie von jeweils einer Ratte 7
Tage (B), 14 Tage (C) und 28 Tage (D) nach der Applikation von 4 mg / kg Kérpergewicht DBTC. Die Gewebe
wurden mit Hilfe der entsprechenden spezifischen Antikérper, gefolgt vom Einsatz des Alkalische Phosphatase-anti-
alkalische Phosphatase-Systems gefirbt. (Gegenfirbung der Zellkerne mit Mayer's Hidmatoxylin, 200-fache
Origirlalverg;rE')I.’ueru.ng).49
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Abb. 15: Repriisentative Bilder des immunhistochemischen Nachweises des Zytokins IL-10. Die dargestellten
Bilder sind reprisentativ fiir je 3 Tiere. Die Bilder stammen Die Bilder stammen von einem Kontrolltier (A), sowie
von jeweils einer Ratte 7 Tage (B), 14 Tage (C) und 28 Tage (D) nach der Applikation von 4 mg / kg Kérpergewicht
DBTC. Die Gewebe wurden mit Hilfe der entsprechenden spezifischen Antikérper, gefolgt vom Einsatz des
Alkalische Phosphatase-anti-alkalische Phosphatase-Systems gefirbt. (Gegenfirbung der Zellkerne mit Mayer's
Hiamatoxylin, 200-fache Originalverzc:r,r('il.’oe.rl:mg).49
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Abb. 16: Repriisentative Bilder des immunhistochemischen Nachweises von TGFB1. Die dargestellten Bilder
sind reprisentativ fiir je 3 Tiere. Die Bilder stammen Die Bilder stammen von einem Kontrolltier (A), sowie von
jeweils einer Ratte 7 Tage (B), 14 Tage (C) und 28 Tage (D) nach der Applikation von 4 mg/kg Kérpergewicht
DBTC. Die Gewebe wurden mit Hilfe der entsprechenden spezifischen Antikérper, gefolgt vom Einsatz des
Alkalische Phosphatase-anti-alkalische Phosphatase-Systems gefirbt. (Gegenfirbung der Zellkerne mit Mayer's

Hiamatoxylin, 200-fache Originalvergr('iﬁenmg).w

Tage nach DBTC-Gabe | IL-1B IL-10 TGFB1
Kontrolle + ) +
7d +H+ +H+ +H+
14 d + ++ +++
28d +++ +++ ++

Tab. 8: Darstellung der Expression von IL-1B, IL-10 und TGFp1 auf Proteinebene im Verlauf der DBTC-
induzierten Pankreatitis. Die Priparate von jeweils drei Tieren an den Krankheitstagen 0, 7, 14 und 28 wurden
immunhistochemisch gefirbt und mikroskopisch beurteilt. Die relative Anzahl positiver Zellen ist in einer Skala von
+ (vereinzelt) bis ++++ (reichlich) angegeben. Die Daten spiegeln den subjektiven Gesamteindruck wider und sind

keine Auswertung im mathematischen Sinne.
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6. Diskussion

Eine vollstindige Beschreibung der Pathogenese entziindlicher Prozesse im Pankreas ist trotz
intensiver Forschungsarbeiten bis heute nicht moglich. Kontrovers diskutiert wird nach wie vor,
ob die chronische Pankreatitis eine eigene Entitat darstellt oder sich auf dem Boden einer akuten
Entziindung entwickelt. Auch die Faktoren, von denen der Schweregrad des Krankheitsverlaufs
abhéngt, sind in ithrer Komplexitit nicht identifiziert. Allgemein akzeptiert wird lediglich, dass
der vorzeitigen intra-azindren proteolytischen Spaltung und damit Aktivierung von Proenzymen
in der Intitialphase der akuten Pankreatitis eine wesentliche Bedeutung zukommt.*% 3% 46- 63 120
Neuere Studien gehen davon aus, dass Entziindungszellen und ihre Mediatoren Teil der
Pathogenese bei einer akuten Pankreatitis sind.'* *% "+ 76?92 Ayflerdem konnte eine einmalige
Antwort des zytokinen Netzwerkes bei der Post-ERP-Pankreatitis gezeigt werden.®®

Die mogliche Beteiligung immunologischer Mechanismen kann beim Menschen nur anhand
systemischer Parameter oder in einem spaten Stadium an Operationsmaterial untersucht werden.
Fir die Erfassung lokaler Prozesse in der Initialphase bzw. zur Charakterisierung leichter

Verldufe ohne Operationsindikation sind Tiermodelle unverzichtbar, auch wenn Riickschliisse

auf das menschliche Krankheitsbild nur bedingt mdglich sind.

6.1 Makroskopische Befunde

In der vorliegenden Arbeit wurde die Beteiligung von Leukozyten an dem Krankheitsverlauf der
mit 4 mg DBTC / kg KG ausgeldsten milden Pankreatitis der Ratte analysiert. Die Entnahme und
Aufarbeitung des entsprechenden Materials erfolgte an den Tagen 1, 3, 7, 14 und 28 der
Erkrankung.

Nach Erholung von der Narkose nach intravendser DBTC-Injektion war der Allgemeinzustand
der Tiere wihrend des gesamten Beobachtungszeitraumes unauffillig. Eine Gewichtsabnahme
wurde nicht festgestellt. Ein Ikterus fiel bei keinem der Tiere auf.

Die makroskopische Inspektion des Bauchraums nach Laparotomie ergab keine Anzeichen
pathologischer Verdanderungen. Das entnommene Pankreas zeigte lediglich 24 Stunden nach

Krankheitsbeginn eine leichte 6dematdse Schwellung.
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6.2 Pankreasenzyme im Serum

Die Serumaktivititen der Pankreasenzyme Amylase und Lipase stiegen in der ersten
Krankheitswoche leicht an. Dabei erreichten die Amylasewerte am 7. Tag, die Lipase am Tag 3
ein Maximum. Im weiteren Krankheitsverlauf kam es zu einem Abfall der Enzyme im Serum bis
zur Normalisierung nach 4 Wochen. In beiden Fillen war die Steigerung der Aktivitdt moderat.
So lagen die maximalen Amylaseaktivititen ca. 60 % iiber den Kontrollen, die Lipase stieg um
knapp 90 %. Bei der humanen akuten Pankreatitis zeigt sich typischerweise ein dhnlicher Verlauf
der Amylase- und Lipaseaktivitidt im Serum: die Amylase steigt in den ersten 2 - 12 Stunden sehr
schnell an, erreicht ein Maximum innerhalb der ersten 2 Tage und ist ber unkompliziertem
Verlauf nach 3 - 5 Tagen wieder im Normbereich. Der Lipaseanstieg beginnt nach 4 - 8§ Stunden
und erreicht das Maximum nach 24 Stunden, normalisiert sich jedoch erst wieder nach 8 - 14
Tagen. Dabei ist zu beachten, dass keine Riickschliisse von der Hohe der Lipase- und
Amylasewerte auf die Schwere der Pankreatitis gezogen werden kénnen.* >

Die Cholestasemarker Bilirubin und die alkalische Phosphatase waren zu keinem Zeitpunkt der
Erkrankung erhoht.

Die klinischen Befunde und der Verlauf der Serumparameter wiesen darauf hin, dass es sich bei
dem Modell um eine milde, reversible Schiadigung der Azinuszellen des Pankreas ohne
Beteiligung der Gallenwege handelte.

Diese Ergebnisse stimmen mit Befunden fritherer Arbeiten iiberein.” *°

6.3 Leukozyteninfiltrationen im Pankreas

Histomorphologisch imponierten ein interstitielles Odem und Zellinfiltrationen. Um die
Infiltrationen zu charakterisieren, wurden daher zundchst die Leukozytensubpopulationen
analysiert. Da die komplexen, z. T. gegensatzlichen Leukozytenfunktionen entscheidend iiber ein
umfangreiches Zytokinnetzwerk vermittelt werden, erfolgte weiterhin der Nachweis einiger

reprasentativer Vertreter dieser regulatorischen Mediatoren im Pankreasgewebe.

Die immunhistochemische Phanotypisierung der infiltrierenden Zellen ergab bereits am ersten
Tag einen maximalen Anstieg der Makrophagen und Granulozyten im Pankreasgewebe. Offenbar
werden auch bei einer geringen Pankreasschadigung ausreichend Mediatoren freigesetzt, die eine

Leukozytenmigration aus dem Blutkreislauf bewirken.
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Die Granulozytenzahlen im Gewebe fielen schnell ab und hatten bereits am 3. Tag wieder
normale Werte erreicht. Die Angaben zur Lebensdauer aktivierter Granulozyten liegen je nach
experimentellem Ansatz im Bereich von weniger als 24 Stunden.®’ Dieser schnelle Umsatz der
Zellen konnte dafiir verantwortlich sein, dass trotz fortgesetzter Rekrutierung von Granulozyten
auch nach der Initialphase der Pankreatitis die Gesamtzahl der Zellen im Gewebe nicht erhoht
war.

Im Verlauf des Modells der milden Entziindungsreaktion kam es zwar auch zu einer Reduktion
der Makrophageninfiltration, im Gegensatz zu den Granulozyten blieben die Werte jedoch bis
zum Ende des Beobachtungszeitraums von 4 Wochen gegeniiber den Kontrollen signifikant
erhoht. Dieser Unterschied beruht am ehesten auf der Tatsache, dass die Lebenszeit von
Gewebsmakrophagen im Gegensatz zu Granulozyten oder Blutmonozyten Monate betragen
kal]ll.34’ 96

Auffallend war nach dem deutlichen Abfall am 3. Tag ein erneuter, jedoch nicht signifikanter
Anstieg der Makrophagenzahl im Pankreas am Tag 7. Ob es sich dabei um einen spezifischen
Mechanismus oder ein zufdlliges Ergebnis handelt, konnte im Rahmen der Arbeit nicht
entschieden werden. Fiir einen regulierten Prozess sprechen allerdings dhnliche Beobachtungen
am chronischen Modell. Auch dort waren die Werte der verschiedenen Parameter am Tag 5
gegeniiber den Tagen 3 bzw. 7 erniedrigt.''®

Die Analyse des Verlaufs der Makrophageninfiltration bei der milden akuten Pankreatitis
unterstreicht die Schliisselposition dieser Leukozytenspezies. Sie spielt eine zentrale Rolle
sowohl bei der angeborenen unspezifischen als auch in der spezifischen Immunabwehr. Als
Phagozyten sind sie Teil der unspezifischen Entziindungsreaktion. Dariiber hinaus sind sie Trager
der major histocompatibilty complex (MHC)-Proteine und erfiillen die Aufgaben Antigen-
prasentierender Zellen. Die damit verbundene Erkennung und Aktivierung von Lymphozyten
bildet die Verkniipfung zur spezifischen Immunantwort.*” '*!

Zusitzlich synthetisieren Makrophagen eine Vielzahl von Zytokinen, Wachstumsfaktoren sowie
weitere Entziindungsmediatoren, welche in dem komplexen Regelwerk der humoralen und
zelluldren Immunantwort verankert sind.'®* Rekrutierung und Persistenz der Makrophagen im
Pankreas auch nach Ablauf einer moderaten Entziindungsreaktion konnten somit ein
sensibilisiertes” Umfeld schaffen, das auf eine erneute Schidigung schneller und starker
reagiert.

Die Zahl der Lymphozyten im Pankreas verdnderte sich, zumindest fiir die in dieser Arbeit
untersuchten Subpopulationen, sowohl im Vergleich zu den gesunden Kontrollen als auch im

Verlauf der Erkrankung nur geringfiigig. Interessant war ein leichter Anstieg der CD8"-T-Zellen
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am Ende des Beobachtungszeitraums von vier Wochen. Auch bei dem Modell der chronischen
DBTC-Pankreatitis stiegen die zytotoxischen CD8"-T-Lymphozyten im Gegensatz zu den
CD4"-T- Zellen in der spiten Krankheitsphase an.'!!

Die besondere Bedeutung der MHC-I-tragenden CDS8'-T-Zellen fiir entziindliche
Pankreaserkrankungen konnten Vallance ef al. experimentell belegen. In einem Mausmodell
haben diese Autoren gezeigt, dass bereits ein Uberwiegen der MHC-Klasse-I-Molekiilfunktionen
nach Ausschalten der MHC-Klasse-II-Molekiilexpression zu einer schweren Pankreasschadigung
ﬁjhﬂ e-124

Bei der Beurteilung der vorliegenden Daten muss allerdings beriicksichtigt werden, dass die Zahl
der Lymphozyten in allen Gewebeproben sehr gering war und die moderaten Verdnderungen

daher nur bedingt Schlussfolgerungen zulassen.

6.4 Zytokinexpression im Pankreas auf mRNA-Ebene

Leukozytenfunktionen werden wesentlich von Zytokinen vermittelt.'” ’* ''! Daher wurde die
Expression relevanter Zytokine im Verlauf der akuten Pankreatitis analysiert.

Die Zytokine IFNy, IL-4, IL-2 sowie der IL-2-Rezeptor, deren Expression auf Lymphozyten
beschrankt ist, waren nicht oder lediglich vereinzelt in Spuren nachweisbar. Diese Befunde
sttmmen mit den Ergebnissen der Leukozyten-Phanotypisierung iiberein. In keinem der
untersuchten Pankreata wurde eine verstiarkte Migration von T- oder B-Zellen beobachtet.

Fiir die systematische Expressionsanalyse wurden IL-1B, IL-10 und TGFP1 ausgewdhlt. Im
gesunden Pankreasgewebe konnten nur geringe Konzentrationen aller Zytokine detektiert
werden. Der pro-inflammatorische Mediator IL-1B, aber auch das anti-inflammatorische IL-10
waren zu allen Zeitpunkten der Erkrankung gegeniiber den Kontrollen erhoht. Die
Schwankungen wéhrend des Krankheitsverlaufs zeigten keine signifikanten Unterschiede.
Bemerkenswert erscheint allerdings, dass am Tag 28 die hochsten Transkriptspiegel von IL-18
und IL-10 nachgewiesen wurden.

Die Transskriptspiegel von IL-6 waren in allen Pankreasproben sehr niedrig und konnten mit der
konventionellen PCR zum Teil nicht nachgewiesen werden. Allerdings liel sich am haufigsten
eme IL-6 Expression an den Tagen 1, 7 und 28 der Pankreatitis zeigen. Das Zytokin wies damit
em dhnliches Expressionsprofil wie IL-1p auf. Die Daten sollten mit einer empfindlicheren
Nachweismethode iiberpriift werden.

In Ubereinstimmung mit den vorliegenden Ergebnissen wurde auch beim Menschen und in

anderen experimentellen Pankreatitismodellen ein Anstieg der Zytokinexpression bereits
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innerhalb der ersten Stunden nach Krankheitsbeginn gezeigt.”® Norman ef al. haben bei der
Caerulein-induzierten Pankreatitis der Maus bereits nach 4 Stunden eine deutliche Steigerung der
intrapankreatischen Zytokinexpression nachgewiesen.”> Der Beobachtungszeitraum der Studie
betrug allerdings nur 72 Stunden, ein Vergleich mit den vorliegenden Ergebnissen nach vier

Wochen ist daher nicht méglich.

IL-1p 1st ein bekanntes pro-inflammatorisches Zytokin, welches in den letzten Jahren Gegenstand
zahlreicher klinischer und experimenteller Studien zur akuten Pankreatitis war.”” °% °'
Verschiedene Autoren konnten bei den Studien zeigen, dass IL-1p eine Schliisselrolle fiir den
Verlauf der Pankreatitis spielt.”>** ™ So war die Mortalitit von IL-1-Rezeptor-knockout-Mzusen
nach Induktion einer nekrotisierenden Pankreatitis deutlich geringer im Vergleich zu den
Kontrolltieren.”

IL-1B hat wvielfdltige Funktionen insbesondere fiir die ,innate immunity”. Eine vollstindige
Beschreibung der von IL-1p vermittelten molekular- und zellbiologischen Effekte im Pankreas
steht bisher allerdings noch aus. Eine direkte schadigende Wirkung auf Azinuszellen oder eine
Pankreatitisinduktion konnte auch mit hohen IL-1B-Konzentrationen nicht erzielt werden.”® Die
ausschlieBliche Bedeutung eines einzelnen Zytokins ist auch nicht zu erwarten. Vielmehr
entscheidet das komplexe Zusammenspiel der zahlreichen Mediatoren mit verschiedenen
Funktionen iiber den Krankheitsverlauf.>-3%- 7+

Im Gegensatz zu IL-1p werden dem Zytokin IL-10 in erster Linie immunsuppressive, anti-
inflammatorische Funktionen zugeschrieben.'> "% So demonstrierten Demols und Mitarbeiter
am Modell der Caerulein-Pankreatitis nach, dass das Ausschalten des IL-10-Gens zu einem
schwereren Krankheitsbild fiihrt. Dieser Befund weist auf einen protektiven Effekt des endogen
IL-10 hin.**

Tsukamoto konnte dariiber hinaus in einem Modell der Leberschiddigung zeigen, dass die
Funktionen von IL-10 pleiotrop und wesentlich vom Mikromilieu abhingig sind.'*?

In Ubereinstimmung mit unseren Ergebnissen fanden Mayer et al. auch bei der akuten
Pankreatitis des Menschen erhohte IL-10-Serumspiegel.”®

Pezilli er al. wiesen nach, dass IL-10 im Serum von Patienten mit milder akuter Pankreatitis
unmittelbar nach Krankheitsbeginn erhoht war.”” Im Gegensatz dazu stiegen die Serumwerte bei
der Gruppe mit schwerer Pankreatitis erst im spateren Verlauf an. Als eine Erklarung fiir das

widerspriichliche  Ergebnis postulieren die Autoren eine ,down“-Regulation des

immunologischen Systems bei Patienten mit schwerer akuter Pankreatitis.”’
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Da sich die Patientenbefunde auf Messungen im Serum beziehen, sind sie nicht unmittelbar mit
den Ergebnissen im Pankreasgewebe vergleichbar. Trotzdem legen diese Daten nahe, dass das
Ungleichgewicht zwischen pro- und anti-inflammatorischen Mediatoren eher fiir den Ausgang
eines entziindlichen Prozesses verantwortlich ist als die Menge einer einzelnen Substanz.
Neueren Untersuchungen zufolge spielt zudem der Zeitfaktor fir den Verlauf von
Entziindungsprozessen eine wesentliche Rolle. Die systemische Entziindungsreaktion SIRS ist
durch einen deutlichen Anstieg pro-inflammatorischer Mediatoren charakterisiert."® Die
derzeitige Datenlage zusammenfassend haben Ward er al. dargelegt, dass auf SIRS haufig eine
der Phase der Gegenregulation, das compensatory anti-inflammatory response syndrom (CARS),
folgt. Der CARS-Effekt soll u.a. durch einen Anstieg von IL-10, welches wiederum zu einer
Down-Regulation des pro-inflammatorischen TNFo. fiihrt, vermittelt werden.'*’

Wie verschiedene Autoren gezeigt haben, hidngen Erfolg oder Misserfolg der gegen die
systemische Entziindungslage bei SIRS gerichteten kompensatorischen Antwort wesentlich von
der zeitlichen Abfolge der beiden funktionell gegensitzlichen Reaktionen des Organismus ab. So
kann eine Immunsuppression gefdahrlich werden, wenn sie auf einen bereits abwehrgeschwichten

127

Organismus trifft.””" Diese Erkenntnisse haben eine fundamentale Bedeutung fiir die klinische

Praxis. Sie weisen auf die Notwendigkeit einer detaillierten Analyse der Patientendaten hin, um

die therapeutisch richtigen MaBnahmen ergreifen zu konnen.'® *

TGFpP1 stellt einen weiteren Faktor mit zahlreichen, zum Teil gegensitzlichen, Funktionen im
Verlauf eines Entziindungsprozesses dar. Wesentlich ist seine pro-fibrotische Wirkung. Die
Induktion der Synthese von Komponenten der extrazelluliren Matrix (EZM) ist gut
dokumentiert.®> 7% '%® TGFB1 wird nicht nur in Leukozyten, sondern auch in einer Vielzahl
anderer Zellen gebildet.'* - 1% 113

Die Expression von TGFB1 im Verlauf der akuten DBTC-induzierten Pankreatitis zeigte einen
kontinuierlichen Anstieg bis zum 7. Tag und fiel danach ab, ohne jedoch bis zum Ende des
Beobachtungszeitraums von vier Wochen normale Werte zu erreichen. Auflerdem fiel, dhnlich
wie bei den Ergebnissen zur Expression von IL-1p und IL-10 sowie den CD8"-T-Zellen im
Gewebe, ein leichter Anstieg der TGFB1-Transkriptspiegel am 28. Tag auf. Die Ursachen fiir
diese erneute Verstarkung der Entziindungsaktivitit konnten im Rahmen der vorliegenden Arbeit

nicht geklart werden. Moglicherweise handelt es sich um einen autokrinen

Regulationsmechanismus.
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6.5 Zytokinexpression im Pankreas auf Proteinebene

Mittels immunhistochemischer Technik konnte auch auf Proteinebene die Induktion der Synthese
von IL-1P, IL-10 und TGFP1 1m Verlauf des Modells der akuten Pankreatitis gezeigt werden.

Dabei lieBen sich IL-1p und IL-10 vorzugsweise in interstitiellen Zellen lokalisieren. Vereinzelt
waren auch Pankreas-Gangzellen positiv. Leukozyten als wesentlicher Syntheseort der Zytokine
sind allgemein akzeptiert. Als weitere Quelle konnten auch pankreatische Sternzellen identifiziert

108, 112, 113
werden. 7

Diese Daten stimmen mit den Ergebnissen anderer Gruppen iiberein, die
gezeigt haben, dass geringe Mengen verschiedener Zytokine auch in endothelialen und
epithelialen Zellen, Fibroblasten, Stellate-Zellen und pankreatischen Azinuszellen gebildet
Werden.s’ 14,61, 108, 112

TGFp1 ist ein ubiquitidr vorkommender Faktor, dessen Expression in den jeweiligen Zellen einer
komplexen Regulation unterliegt.’®

In der vorliegenden Arbeit wurde TGFP1 an der basalen Seite der Azini nachgewiesen. Als
Quelle kommen damit neben den Azinuszellen insbesondere pankreatische Stellate-Zellen (PSZ)
in Frage, da histologische Untersuchungen gezeigt haben, dass Sternzellen sozusagen eine Hiille
um die Azini bilden.'”

Auch die Unterschiede zwischen den Expressionsprofilen der Zytokine IL-1p und IL-10 und des
Wachstumsfaktors TGFB1 konnten auf den verschiedenen synthetisierenden Zellen beruhen.
Wihrend die Infiltration von Makrophagen und Granulozyten, und damit die Zytokinproduktion,
bereits 24 Stunden nach DBTC-Applikation auf maximale Werte stieg, erreichte die
Konzentration der TGFp1-Transkripte im Gewebe erst eine Woche nach Krankheitsbeginn einen
Gipfel. Die Analyse der aktivierten pankreatischen Stellate-Zellen im Verlauf der 4 mg-DBTC-

Diese Korrelation zwischen

Pankreatitis hat ebenfalls am Tag 7 ein Maximum ergeben.
TGFpB1-Expression und aktivierten PSZ legt nahe, dass aktivierte PSZ bei der milden DBTC-
Pankreatitis eine wesentliche Quelle von TGFP1 darstellen. Eine Bestdtigung dieser Hypothese
miisste mit geeigneten Experimenten erfolgen.

Da ein wesentlicher Effekt von TGFB1 in der Induktion der EZM-Synthese besteht, wurde die
mRNA-Expression von Kollagen Typ I als einer reprisentativen Matrix-Komponente
untersucht.®* '"® In den gesunden Kontrollpankreata waren keine Kollagen-Transkripte
nachweisbar. Parallel zu den Entziindungsparametern stieg die Kollagenexpression am 1.
Krankheitstag deutlich an und blieb innerhalb der ersten Wochen auf etwa dem gleichen Niveau

erhalten. Danach kam es zu einem Abfall, wobei aber im Gegensatz zu den Kontrollen auch 4

Wochen nach DBTC-Gabe noch Kollagen-kodierende mRNA detektierbar war.
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Histologisch waren jedoch zu keinem Zeitpunkt Zeichen einer Fibrosierung nachweisbar. Eine
Diskrepanz zwischen erhohter Kollagenexpression und fehlender Bindegewebsablagerung ist
mehrfach beschrieben worden.”® ¢

Im Modell der mit Caerulein ausgeldsten akuten Pankreatitis fanden Menke ef al. bereits am
zweiten Tag ein Maximum der mRNA Spiegel von TGFP1 und Kollagen Typ 1 ohne Anzeichen
einer Fibrogenese.”®

Auch im Modell der chronischen DBTC-Pankreatitis wurden bereits in der Initialphase der
schweren interstitiellen Entziindungsreaktion deutlich erhhte Werte von TGFB1 und Kollagen
Typ I gezeigt. Ablagerungen von extrazelluldrer Matrix lieen sich jedoch nicht vor dem 14. Tag
nachweisen.''® Die Ursache fiir dieses Phanomen ist nicht geklirt, verschiedentlich wurde von
einem erhohten EZM-Umsatz ausgegangen.''®

Die zeitliche Diskrepanz zwischen den TGFPI1-Expressionsprofilen bei der Caerulein-
Pankreatitis und dem DBTC-Modell mit dem Gipfel nach einer Woche ist wahrscheinlich auf die
unterschiedlichen Pathogenesemechanismen zuriickzufiihren. Die Wirkung des Sekretagogums
Caerulein bleibt auf die Azinuszellen beschriankt, wiahrend DBTC als zytotoxische Substanz bei

allen Zellpopulationen in Abhingigkeit von der Konzentration Verianderungen hervorruft.””- 8- #*
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Eine offene Frage bleibt der Hintergrund der maximalen Expressionsraten von IL-1p und IL-10
im dem ,symptomlosen“ Pankreas vier Wochen nach Krankheitsbeginn. Mittels
Immunhistochemie konnten als Quelle der Zytokine interstitielle Zellen identifiziert werden.
Neben den Leukozyten (insbesondere Makrophagen) kommen pankreatische Sternzellen in
Frage. Das Maximum der Makrophageninfiltration wurde jedoch bereits am Tag 1 erreicht,
danach nahm die Makrophagenzahl kontinuierlich ab. Wie eine andere Studie gezeigt hat, fallt
auch die Zahl der aktivierten Stellate-Zellen in dem Modell der akuten Pankreatitis wéahrend der
zweiten Krankheitshalfte nahezu auf Ausgangswerte ab.'"” Diese Daten weisen darauf hin, dass
in dem spéiten Stadium die héheren Transkriptspiegel im Gewebe nicht auf eine erhohte Zellzahl,
sondern auf eine verstirkte Synthese durch einzelne Zellen zuriickzufiihren sein konnten.
Krizhanovsky und Mitarbeiter konnten einen deutlichen Anstieg der Zytokinexpression in
seneszenten hepatischen Sternzellen im Vergleich zu dem proliferierenden Phénotyp zeigen.*® Es
kann spekuliert werden, dass dieser Mechanismus der verstirkten Seneszenz nach
vorangegangener Zellaktivierung in der Riickbildungsphase der 4 mg-DBTC-Pankreatitis eine

Rolle spielt und die Zytokindaten zumindest teilweise darauf beruhen kénnten.
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6.6 Schlussfolgerungen

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zusammenfassend, kann gesagt werden, dass durch die
systemische Applikation von 4 mg / kg KG DBTC eine milde reversible Entziindungsreaktion im
Rattenpankreas ausgelost wurde. Histologisch war diese akute Pankreatitis charakterisiert durch
ein interstitielles Odem, eine moderate Azinuszellschidigung sowie die Infiltration von
Granulozyten und Makrophagen.

Ebenfalls stieg die Expression der leukozytiren Zytokine im Pankreas bereits in der frilhen
Krankheitsphase signifikant an. Die histomorphologischen Befunde, die Serumaktivititen der
Pankreasenzyme und die Zahl der Granulozyten normalisierten sich mnerhalb weniger Tage und
hatten nach vier Wochen Ausgangswerte erreicht. Im Gegensatz dazu blieben die
Makrophageninfiltration und die Zytokinexpression bis zum Ende des Beobachtungszeitraums
von 28 Tagen erhoht.

Aus diesen Befunden kann fiir das in dieser Arbeit genutzte Tiermodell geschlussfolgert werden,
dass die hidufig gebrauchte Bezeichnung der Pankreatitisriickbildung als eine restitutio ad
integrum lediglich den klinischen Befund und die morphologischen Parameter beschreibt,
zellbiologisch aber nicht zutreffend ist.

Grundsitzlich zeigen die Untersuchungen, dass die Verwendung von DBTC zur
Pankreatitisinduktion in der Ratte gegeniiber anderen Modellen eine Reihe von Vorteilen bietet.
Zunichst stellt die einmalige Injektion ein wenig aufwendiges Verfahren dar. Wesentlicher sind
aber Steuerbarkeit des Verlaufs durch die applizierte DBTC-Dosis und die gute Vergleichbarkeit
mit den Krankheitsbildern des Menschen.” ¥ "' ''® Das Modell eignet sich sowohl zur
Charakterisierung der verschiedenen Verlaufsformen der Pankreatitis als auch der Verbindung
zwischen den Krankheitsentitéten.

Die wesentliche Rolle immunkompetenter Zellen fiir die Entwicklung einer chronischen
Pankreatitis ist sowohl im Tiermodell als auch bei dem menschlichen Krankheitsbild gut
dokumentiert worden.''!!

Die vorliegende Analyse zell- und molekularbiologischer Prozesse konnte die Beteiligung
unspezifischer immunologischer Mechanismen an der Pathogenese einer milden akuten
Pankreatitis belegen.

Die im Gewebe persistierenden Entziindungsmediatoren nach Riickbildung der Pankreatitis
konnten im Fall einer erneuten Schadigung eine erhohte Reaktionsfahigkeit bewirken und bei
entsprechenden Bedingungen eine spezifische Immunantwort induzieren, die schliefilich in einen

chronischen Verlauf miindet.
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Aus den Ergebnissen lasst sich die Hypothese ableiten, dass sich die chronische Pankreatitis des
Menschen in dem Mikromilieu eines milden entziindlichen Geschehens entwickeln kann, auch
wenn keine Pankreassymptomatik in der Anamnese bekannt ist, da bei einem leichten und kurzen
Verlauf nicht die umfangreiche Palette differentialdiagnostischer Untersuchungen abgearbeitet
wird.

Einen Hinweis auf das Zusammenspiel von unspezifischer und spezifischer Immunantwort bei

139 -
Dabei wurde

der Pankreatitis lieferten Experimente zum adoptiven Lymphozytentransfer.
zunichst durch Injektion von 8 mg / kg KG DBTC die chronische Verlaufsform der DBTC-
Pankreatitis induziert. Am 28. Krankheitstag wurden Lymphozyten entnommen und sowohl in
gesunde als auch in Ratten mit einer 4 mg-DBTC-Pankreatitis {ibertragen. Die anschliefenden
Untersuchungen ergaben, dass durch den Lymphozytentransfer nur in den Tieren mit der
entziindlichen Vorschiddigung, nicht aber in gesunden Ratten, Symptome der chronischen
Verlaufsform, wie eine fokale Fibrose, ausgeldst wurden. Die sensibilisierten Lymphozyten sind
demnach nicht ausreichend, sondern fiir die Ubertragung der Krankheit sind zusitzliche
unspezifische Faktoren erforderlich. Da der Lymphozytentransfer bereits am 4. Tag der 4 mg-
DBTC-Pankreatitis erfolgte, konnen diese Befunde allerdings nur bedingt zur Interpretation der
Befunde der vorliegenden Arbeit herangezogen werden.

Um die Hypothese eines persistierenden entziindlichen Mikromilieus i1m histologisch

wiederhergestellten Gewebe vier Wochen nach Pankreatitisinduktion zu stiitzen, sollten

geeignete weiterfithrende Experimente durchgefiihrt werden.
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7. Zusammenfassung

Die Pathogenese der entziindlichen Pankreaserkrankungen 1ist trotz jahrzehntelanger
Forschungsarbeit und zahlreicher Einzelbefunde nicht abschliefend gekldrt. Die Beteiligung
immunologischer Mechanismen an der Entwicklung einer chronischen Pankreatitis konnte
sowohl in tierexperimentellen Modellen als auch fiir das menschliche Krankheitsbild gezeigt
werden. Studien zur Rolle von Immunzellen im Pankreasgewebe bei der akuten Pankreatitis
existieren dagegen kaum. Strittig ist auch die Frage, ob sich die chronische Pankreatitis aus einer
akuten Entziindung entwickelt oder eine eigene Entitit darstellt. Untersuchungen am
menschlichen Pankreas miissen sich auf Operationsmaterial beschrinken, daher sind
systematische Analysen lokaler Prozesse nicht mdglich. Diese Gegebenheiten machen die
Nutzung geeigneter Tiermodelle unumginglich. Ziel der vorliegenden Arbeit war die
Charakterisierung der lokalen Leukozytenfunktionen im Verlauf der milden akuten Pankreatitis.
Das Dibutylzinndichlorid (DBTC)-Pankreatitismodell der Ratte zeichnet sich durch die
Steuerbarkeit von Schweregrad und Verlauf der Krankheit mittels der applizierten DBTC-Dosis
aus. In der vorliegenden Arbeit wurde die Entziindungsreaktion mit der einmaligen intravendsen
Injektion von 4 mg DBTC / kg Korpergewicht (KG) in LEW-1W-Ratten ausgeldst. Die
Untersuchungen erfolgten 1, 3, 7, 14 und 28 Tage nach DBTC-Gabe.

Der Allgemeinzustand der Tiere war nach der Erholung von der DBTC-Injektion unter Narkose
zu keinem Zeitpunkt beeintrachtigt.

Die Serumaktivitdten der Pankreasenzyme Amylase und Lipase fielen nach einem Anstieg in der
ersten Krankheitswoche nach 14 Tagen ab und erreichten am Ende des Beobachtungszeitraums
Normalwerte. Bilirubin und die alkalische Phosphatase waren zu keinem Zeitpunkt erhdht. Diese
Befunde belegen eine akute Azinuzellschddigung ohne Beteiligung des Pankreas-Galle-Gang-
Systems.

Makroskopisch zeigte das Pankreas am ersten Krankheitstag eine ddematdse Schwellung. Die
histologische Auswertung ergab an diesem Tag das Bild einer Entziindungsreaktion mit
interstitiellem Odem und Entziindungszellinfiltrationen. Die Entziindungszeichen nahmen im
weiteren Verlauf rasch ab, und bereits nach zwei Wochen hatte das Gewebe histologisch wieder
das Ursprungsbild erreicht. Diese Befunde beschreiben den charakteristischen Verlauf einer
milden akuten Pankreatitis.

Die Phénotypisierung der Leukozyteninfiltration zeigte einen signifikanten Anstieg der
Granulozyten und Makrophagen am ersten Krankheitstag. Wahrend die Zahl der
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intrapankreatischen Granulozyten bereits am Tag 3 wieder normale Werte erreichte, blieb die
verstiarkte Makrophageninfiltration bis zum Ende des Beobachtungszeitraumes erhalten.

T- und B-Lymphozyten waren nur vereinzelt nachweisbar.

Die mRNA-Expression der Zytokine IL-1P und IL-10 war bereits am ersten Krankheitstag
signifikant gegeniiber den Kontrollen erhoht. Die Transkriptspiegel verdnderten sich im weiteren
Verlauf nur unwesentlich, erreichten aber am Ende des Beobachtungszeitraums von 4 Wochen
Maximalwerte. Dieser Befund stand im Widerspruch zu der Abnahme der Zellinfiltrationen und
konnte im Rahmen der vorliegenden Arbeit nicht endgiiltig geklart werden.

Die Expression des pro-fibrotischen Mediators TGFB1 stieg in der ersten Woche bis zu einem
Maximum am Tag 7 an, blieb danach aber ebenfalls bis zum Ende der Messungen iiber den
Werten des gesunden Organs. Da TGFB1 ein starker Induktor der extrazelluldren Matrix ist,
wurde zusitzlich die Expression von Kollagen Typ I untersucht. Im gesunden Gewebe waren
keine Transkripte nachweisbar. Nach Induktion der Entziindung war die Expression vom 1. bis
zum 7. Krankheitstag deutlich erhdht und fiel danach ab. Die Werte erreichten auch hier nicht die
Ausgangssituation. Es gab jedoch keine Anzeichen einer Fibrogenese. Das Phidnomen der
Diskrepanz zwischen mRNA-Expression und fehlender Bindegewebsablagerung wurde mehrfach
beschrieben, die Ursache aber ist nicht eindeutig geklart.

Der Nachweis der intrazelluldren Zytokine auf Proteinebene ergab ein dhnliches Profil wie fiir die
Transkriptspiegel. Wahrend im gesunden Gewebe kaum positive Zellen nachweisbar waren,
konnte in der ersten Krankheitswoche eine deutliche Zunahme von IL-1pB-, IL-10- und TGFp1-
exprimierenden Zellen festgestellt werden. Im Verlauf des Riickgangs der Entziindungsreaktion
nahm die Zahl positiver Zellen ab, blieb aber ebenfalls bis zum Ende des Beobachtungszeitraums
gegeniiber dem gesunden Pankreas erhoht. Die Zahl IL-1B-exprimierender Zellen stieg sogar
erneut an.

Als Produzenten der Zytokine wurden interstitielle Zellen identifiziert. Neben Leukozyten sind
vermutlich Stellate-Zellen an der Zytokinsynthese, insbesondere von TGFB1, beteiligt.
Zusammenfassend belegt diese Arbeit, dass nach Applikation von 4 mg DBTC / kg KG im
Rattenpankreas eine milde Entziindungsreaktion stattfindet, die mit einer Azinuszellschadigung,
einem interstitiellen Odem und der Infiltration von Entziindungszellen einhergeht. Am Ende des
Beobachtungszeitraumes waren keine histologischen Verdnderungen mehr erkennbar. Allerdings
blieben sowohl die Anzahl der infiltrierenden Makrophagen als auch die Expression von IL-1,
IL-10 und TGFP1 sowie Kollagen I bis zum Ende des Beobachtungszeitraums von vier Wochen

gegeniiber den gesunden Kontrollen erhoht.
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Die persistierenden unspezifischen Entziindungsmediatoren konnten das Milieu fiir eine erhdhte
Reaktionsbereitschaft im Pankreas bilden und im Fall einer erneuten Schidigung zu einer
spezifischen Immunantwort mit der Entwicklung einer chronischen Pankreatitis fiihren. Diese

Hypothese sollte in weiterfilhrenden Experimenten untersucht werden.
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8. Thesen

1.) Die Pathogenese der entziindlichen Pankreaserkrankungen ist trotz jahrzehntelanger
Forschungsarbeit und zahlreicher Einzelbefunde nicht geklart.

Ein Konsens besteht hinsichtlich der Beteiligung immunologischer Mechanismen bei der
chronischen Pankreatitis. Fiir die akute Pankreatitis existieren dagegen kaum Studien zur Rolle

von Immunzellen im Pankreasgewebe.

2.) Strittig 1st die Frage, ob sich die chronische Pankreatitis aus einer akuten Entziindung

entwickelt oder eine eigene Entitét darstellt.

3.) Untersuchungen am menschlichen Pankreas miissen sich auf Operationsmaterial beschranken,
systematische Analysen lokaler Prozesse sind daher nicht moglich. Diese Gegebenheiten machen

die Nutzung geeigneter Tiermodelle unumgénglich.

4.) Ziel der vorliegenden Arbeit war die Charakterisierung der lokalen Leukozytenfunktionen im
Verlauf der milden akuten Pankreatitis.

5.) Das Dibutylzinndichlorid-Pankreatitismodell der Ratte zeichnet sich durch die Steuerbarkeit
von Schweregrad und Verlauf der Krankheit mittels der applizierten DBTC-Dosis aus. In der
vorliegenden Arbeit wurde die Entziindungsreaktion mit der emnmaligen intravendsen Injektion
von 4 mg DBTC / kg KG in LEW1W-Ratten ausgeldst.

Die Untersuchungen erfolgten 1, 3, 7, 14 und 28 Tage nach DBTC-Gabe.

6.) Bei der Begutachtung des Pankreasgewebes zeigten sich makroskopisch keine
Auffilligkeiten.

7.) Die feingeweblichen histologischen Untersuchungen ergaben neben einer interstitiellen
Odembildung die Infiltration von Entziindungszellen und eine Vakuolenbildung in den

Azinuszellen.

8.) Die Serumaktivititen von Lipase und Amylase waren im Verlauf der Untersuchungen erhoht.

Die Lipase zeigte ein Maximum an Tag 3 und stieg um bis zu 90% an, die Amylase erreichte das
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Maximum an Tag 7 mit einer Erhéhung der Werte um ca. 60%. Am Ende der Untersuchungen
waren alle Werte wieder im Normbereich. Die Cholestasemarker Bilirubin und alkalische
Phophatase waren zu keinem Zeitpunkt erhoht. Diese Befunde weisen hin auf eine

Azmuszellschiddigung ohne Beteiligung der Gallenwege.

9.) Mit Hilfe von immunhistochemischen Untersuchungen konnte am 1. Krankheitstag eine
deutliche Makrophagen- und Granulozyteninfiltration in das Gewebe nachgewiesen werden. Die
Granulozytenzahlen hatten am 3. Tag bereits wieder Normalwerte erreicht. Im Gegensatz dazu
blieben die Makrophagen auch nach der primaren Phase der Erkrankung im Verlauf des gesamten

Beobachtungszeitraums gegeniiber den Kontrollen erhoht.

10.) Ein dhnliches Bild ergab die Expression der Zytokine im Verlauf der Entziindungsreaktion.
Nachgewiesen wurden 1) die Transkriptspiegel sowie 1i1) die intrazelluldren Proteine der
inflammatorischen Zytokine IL-1p, IL-10 und TGFB1. Auch diese Mediatoren waren im
gesamten Verlauf der akuten DBTC-Pankreatitis deutlich erhoht.

11.) Die nach der klinischen Ausheilung der Pankreatitis weiter nachweisbare vermehrte
Makrophageninfiltration und die erhohte Zytokinexpression weisen auf eine Verdnderung des

Mikromilieus im Sinne einer persistierenden Entziindungsreaktion im Organ hin.
12.) Die Hypothese, dass die akute Pankreatitis eine Sensibilisierung des Gewebes bewirkt, die

im Fall wiederholter Schadigungen eine spezifische Immunantwort begiinstigt, sollte in

weiterfiihrenden Experimenten gepriift werden.
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9. Abbildungs- und Tabellenverzeichnis

9.1 Abbildungen

Abb. 1: Schematische Darstellung der Pathogenese der DBTC-induzierten Pankreatitis.

Abb. 2: Prinzip der APAAP-Farbung.

Abb. 3: Nachweis der Integritét der isolierten RNA.

Abb. 4: Schematische Darstellung der reversen Transkription mit anschlieBender PCR.

Abb. 5: Reprisentative Abbildung einer Agarosegelelektrophorese der PCR-Produkte einer
kompetitiven PCR mit B-Aktin-spezifischen Primern.

Abb. 6: Reprasentative histologische Bilder von Rattenpankreata im Verlauf der Pankreatitis.
Abb. 7: Zeitlicher Verlauf der infiltrierenden Makrophagen im Pankreasgewebe nach
Applikation von 4 mg / kg KG DBTC.

Abb. 8: Zeitlicher Verlauf der infiltrierenden Granulozyten im Pankreasgewebe nach Applikation
von 4 mg / kg KG DBTC.

Abb. 9: Immunhistochemische Lokalisation der Makrophagen in der DBTC-induzierten
Pankreatitis.

Abb. 10: Repriasentative Bilder des immunhistochemischen Nachweises infiltrierender
Granulozyten bei der DBTC-induzierten Pankreatitis.

Abb. 11: Expression von IL-1P , IL-10 und Kollagen Typ I (Coll) im Verlauf der akuten DBTC-
Pankreatitis.

Abb. 12: Reprisentative Abbildung der TGFPI1-Expression im Verlauf der akuten DBTC-
Pankreatitis.

Abb. 13: Zeitlicher Verlauf der mRNA-Expression von IL-1f, IL-10 und TGFBl im
Pankreasgewebe der mit DBTC behandelten Ratten.

Abb. 14: Reprisentative Bilder des immunhistochemischen Nachweises des Zytokins IL-1p.
Abb. 15: Reprisentative Bilder des immunhistochemischen Nachweises des Zytokins IL-10.
Abb. 16: Reprisentative Bilder des immunhistochemischen Nachweises des Zytokins TGFp1.
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9.2 Tabellen

Tab. 1: Ursachen der akuten Pankreatitis.

Tab. 2: Ursachen der chronischen Pankreatitis.

Tab. 3: Darstellung des PCR- Programms.

Tab. 4: Darstellung der Sequenzen der in der Arbeit verwendeten Primer.

Tab. 5: Darstellung der relativen Auspriagung histopathologischer Kriterien im Verlauf der
milden DBTC-Pankreatitis.

Tab. 6: Amylase- und Lipaseaktivititen im Rattenserum im Verlauf der experimentellen akuten
DBTC-Pankreatitis.

Tab. 7: Immunhistochemischer Nachweis unterschiedlicher Lymphozytensubpopulationen im
Gewebe bei DBTC-induzierter Pankreatitis.

Tab. 8: Darstellung der Expression von IL-1p, IL-10 und TGFB1 auf Proteinebene im Verlauf
der DBTC-induzierten Pankreatitis.
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