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1 Einleitung

Das Pankreas ist ein Driisenorgan des Verdauungstraktes und besitzt sowohl endokrine as auch
exokrine Funktionen. Die endokrinen Zellen (Langerhans Inseln) produzieren v.a. Insulin,
Glukagon und Somatostatin. Damit ist das Pankreas essentiell an der Regulation des
Glucosestoffwechsels beteiligt. Die exokrinen Pankreaszellen sind nach dem Prinzip einer azindsen
Druse aufgebaut, produzieren serdses Sekret und sind Teil des gastroenteropankreatischen
Regelkreises. Das Sekret enthédlt Verdauungsenzyme wie Lipase, a-Amylase, Trypsinogen und
Chymotrypsinogen. Die Enzymvorstufen werden in Zymogengranula gelagert und erst im
Dinndarm aktiviert, um eine Autodigestion des Pankreas zu vermeiden. Die inaktiven
Enzymvorstufen (Zymogene) gelangen zunéchst Uber mehrere kleine Ausfihrungsgange in den
Ductus pancreaticus major. Dieser vereinigt sich im Pankreaskopf mit dem Ductus choledochus
und miindet dann auf der Papilla doudeni major in das Duodenum. Das Pankreassekret enthalt
Bikarbonat, welches die Zymogene im Duodenum aktiviert und den sauren Speisebrei aus dem
Magen neutralisiert. Dort spalten die Proteasen (wie Trypsin und Chymotrypsin) die Eiweil3e, die
Lipasen die Fette und die a-Amylase die Kohlenhydrate des Nahrungsbreis[1, 2].

Die haufigsten Erkrankungen des exokrinen Pankreas sind die akute und die chronische

Pankreatitis sowie das Pankreaskarzinom.

Die akute Pankreatitis (AP) ist eine Entziindung, in deren Pathogenese die autodigestive Wirkung
der aktivierten Enzyme eine zentrale Rolle spielt. Sie kann sowohl mit Stérungen der exokrinen als
auch der endokrinen Funktion einhergehen. Die Prognose der Erkrankung hangt vom Schweregrad
sowie von den Auslosern der Pankreatitis ab. Leichte Formen heilen héufig ohne Defekte aus,

wahrend schwere Formen mit erhohter Letalitét einhergehen [1, 2].

Die chronische Pankreatitis (CP) ist durch eine kontinuierliche oder schubweise Zerstérung des
Pankreasgewebes gekennzeichnet. Im Verlauf kommt es meist zu rezidivierenden akuten Schiiben
sowie zur exokrinen und endokrinen Pankreasinsuffizienz. Exokrine Funktionsverluste von Uber
90 % préasentieren sich meist durch eine Maldigestion. Besonders die Verdauung von Fetten
bereitet Probleme, da diese weitgehend abhéngig von der funktionierenden Lipaseproduktion der
Pankreasazini ist. Die endokrine Pankreasinsuffizienz kann im Verlauf zur Entstehung eines
Diabetes mellitus fuhren [3].

Unter den gastrointestinalen Tumorerkrankungen steht das Pankreaskarzinom in seiner Haufigkeit
in Deutschland an Position drei. Die jdhrliche Erkrankungsrate liegt bei ca. 15 000 Menschen. Die

Inzidenz und die jéhrliche Mortdlitdtsrate des Karzinoms liegen nahe beieinander, ein
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Langzeitiiberleben der Erkrankten ist selten [4]. Mit einer 5-Jahres-Uberlebensrate unter 5 % [5]
hat diese Tumorerkrankung keine gute Prognose. Ein Risikofaktor ist u.a. die CP [6].

In der vorliegenden Arbeit standen experimentelle Studien zur Pathogenese der AP im Mittel punkt.
Konkret sollte anhand eines Mausmodells die Rolle des mitochondrialen Entkopplerproteins UCP2
in der Entstehung und Progression der Erkrankung naher untersucht werden. In den folgenden
Abschnitten zum Stand der Forschung wird deshalb auf die Ursachen, den Verlauf und die
Therapie der AP, auf oxidativen Stress, die Entkopplerproteine und insbesondere UCP2 néher

eingegangen.



Stand der Forschung 3

2 Stand der Forschung

2.1 Epidemiologie der akuten Pankr eatitis

Die AP hat weltweit eine Inzidenz von jahrlich 15-45 pro 100 000 Personen und ist damit eine der
haufigsten gastrointestinalen Ursachen flr eine stationére Einweisung [7]. In den letzten Jahrzenten
kam es zu einem zunehmenden Anstieg der Erkrankungshaufigkeit [8]. In 70-80 % der Félle
verlauft die Erkrankung mild und mit kompletter Wiederherstellung des Pankreasgewebes. Bei den
restlichen 20-30 % kommt es zu einem schweren Krankheitsverlauf [9]. Die Mortalitét reicht von
3 % bei einer leichten interstitiellen AP [10] bis hin zu 30 % bei einer schwer verlaufenden AP [7].
Die mild verlaufende AP ist vor alem durch Odemattse Veranderungen des Organs
charakterisiert [11]. Bei einer schweren AP kann es zuséizlich zu Nekrosen, Pseudozysten und
Abszessen kommen. Weiterhin sind eine systemische Entziindungsreaktion des Koérpers (SIRS)
und Mitbeteiligung der Lunge mit akutem respiratorischen Versagen (ARDS) [12] bis hin zum
Multiorganversagen (MODS) méglich [13].

2.2 Klinische Symptomatik, Diagnose und Therapie der AP

Die typische Symptomatik der AP ist ein pl6tzlich einsetzender schwerer Oberbauchschmerz, der
bis in den Riicken ausstrahlen kann. Mogliche Begleitsymptome sind Ubelkeit, Erbrechen und
Fieber. Die Diagnose der AP verlangt mindestens zwei der folgenden Kriterien: typische
Oberbauchschmerzen, ein dreifach Uber den Normalwert erhthter Serumspiegel der a-Amylase
oder Lipase und charakteristische Zeichen in der Bildgebung [10]. Die beiden Enzyme werden von
den pankreatischen Azinuszellen freigesetzt. Die a-Amylase-Spiegel steigen meist innerhalb von
Stunden nach Symptombeginn an und fallen nach drei bis finf Tagen wieder auf Normawerte
ab[14]. Die Lipase hingegen bleibt langere Zeit erhoht (8-14 Tage), was einen Vorteil bel der
Diagnostik von Patienten mit verzogerter klinischer Vorstellung gegeniber der o-Amylase
verschafft  [15]. Zusédtzlich werden  bildgebende Verfahren wie  Sonographie,
Computertomographie, Magnetresonanztomografie, M agnetresonanz-Cholangiopankreatikografie
und die endoskopisch retrograde Cholangiopankreatikografie fir die Diagnose der AP
hinzugezogen [9]. Da fir die AP keine kausale Therapie zur Verfligung steht [16], orientiert sich
die Therapie am Schweregrad der Entziindung, an klinischen Symptomen und dem V orliegen oder
Nicht-Vorliegen einer Infektion [13]. Zur Behandlung werden Volumen und Schmerzmittel
gegeben. Die Erndhrung sollte auf Schonkost bis hin zur parenteralen Gabe umgestellt werden [10],
die Nahrungskarenz wird inzwischen allerdings méglichst frih beendet [14, 17]. Im Falle eines
schweren Verlaufs konnen eine intensivmedizinische Uberwachung sowie ein chirurgischer

Eingriff von Néten sein [10].
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2.3 Atiologieder AP

Die haufigsten Ursachen sind Gallensteine (38 % aller AP) sowie Alkoholabusus (36 % der AP).
Die Gallenstein-induzierte AP wird durch Obstruktion der Gallen- oder Pankreasgénge ausgel 0st.
Die Steine fuhren durch Abflussbehinderung zu einer Druckerhthung und im Anschluss zu einer
unkontrollierten Aktivierung von V erdauungsenzymen.

Die zweithaufigste Ursache einer AP ist der Alkoholabusus. Die Korrelation zwischen Alkohol und
der Pankreatitis ist allerdings noch nicht vollsténdig geklart. Weitere AuslGser einer AP kénnen
Medikamente, Infekte, Genmutationen, Traumata oder Schock sein. In 15-25 % der Félle ist die
Atiologie der AP idiopathisch und damit unbekannter Genese [14].

2.4 Pathogenese der AP

Die Pathogenese der AP konnte bislang noch nicht vollsténdig geklart werden. Seit langem geht
man davon aus, dass die friihzeitige Aktivierung von Verdauungsenzymen im Pankreas eine Rolle
spielt [18]. Die Ausldser, welche die akute Erkrankung triggern, sind vor allem die pankreatische
Hyperstimulation, Gallensteine und der Alkoholabusus [14]. Durch die verminderte
Sauerstoffversorgung und die Erzeugung freier Radikale kommt es ebenfalls zu
Organverletzungen [19]. Unabhangig von den urséchlich ausldsenden Faktoren der AP ist der
Schweregrad der Erkrankung eher von der Schadigung der Azinuszellen und der Aktivierung von
Entzindungs- sowie Endothelzellen abhangig [14]. Weiterhin sind lokale Komplikationen wie
Nekrosen, Pseudozysten oder Abszesse moglich. Die Entzindung kann sich auch auf weiter
entfernte Organe wie die Lunge ausweiten und zu einer Mediatorfreisetzung aus dem

Pankreasgewebe oder der Leber fihren [12].

In den letzten Jahren hat sich ein Konzept der pathophysiol ogischen Vorgange bei der AP etabliert.
Dieses Konzept definiert drei entscheidende Phdnomene der Friihphase der AP [20, 21]. Es besagt,
dass es zu Beginn der AP zur sekretorischen Blockade, frihzeitigen intrazelluléren
Trypsinaktivierung [18] und anschlieRend durch Bildung proinflammatorischer Mediatoren zur

immunol ogischen Antwort auf die pathophysiologischen V organge kommt [22, 23].

2.4.1 Sekretorische Blockade

Die Sekretion der Verdauungsenzyme wird durch Hormone wie Cholezystokinin (CCK) angeregt.
Die sekretorische Blockade beschreibt den Prozess, dass die Sekretionsantwort nach Stimulation

mit Sekretagoga wie CCK biphasisch verlauft. Nach dem Erreichen der maximal sekretorisch
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wirksamen Dosis fiihrt eine Hyperstimulation zu einer Hemmung der Verdauungsenzymsekretion.
Da die Enzyme jedoch weiterhin synthetisiert werden, kommt es zu ihrer Akkumulation in der
Druse [21]. Als Ursache fir die Blockade wird die Zerstérung des Zytoskeletts im Rahmen der
Entziindung diskutiert. Durch Schaden an der basolateralen Zellmembran soll der Transport der

Enzyme aus der Zelle heraus verhindert sein [16].

2.4.2 Vorzeitigeintrazelluldre Trypsinaktivierung

Seit langem geht man davon aus, dass die frihzeitige Aktivierung der Verdauungsenzyme im
Pankreas eine Rolle bei der Entzindung spielt [18]. Insbesondere die vorzeitige
Trypsinogenaktivierung fuhrt zu enzymatischen Nekrosen und damit zum Zelltod der
Pankreasazini (reviewed in [24]). Normalerweise erfolgt die Aktivierung von Trypsinogen und den
anderen Verdauungsenzymen im Duodenum. Trypsinogen wird dort durch die Enterokinase des
Dunndarmepithels unter Abspaltung des Trypsinogen aktivierenden Peptids (TAP) zu Trypsin
aktiviert. Im Falle einer Aktivierung von Trypsinogen innerhalb der Azinuszellen werden
zusétzlich Enzyme wie Elastase, Phospholipase A2, Komplementfaktoren und das Kininsystem
aktiviert (proteolytische Kaskade) [25].

Die Schutzmechanismen, welche die frihzeitige Trypsinaktivierung verhindern, sind neben der
Synthese in inaktiven Vorstufen die Bildung von Trypsininhibitoren wie SPINK 1 (Serin Protease
Inhibitor Typ KAZAL 1), gering gehatene intrazelluldre Konzentrationen von ionisiertem
Calcium[14] und ein saurer pH-Wert, der deutlich unterhalb des pH-Optimums der meisten
proteolytischen Enzyme liegt [16]. Auch die Degradation des aktiven Trypsins durch Proteasen wie
Mesotrypsin dient dem Schutz vor Zellschaden [26]. Einige Arbeiten an isolierten Azinuszellen
und in vivo Modelen schreiben dem Ilysosomalen Cathepsin B Inhibitor weitere
Schutzmechanismen zu [27]. Der Inhibitor ist in der Lage, die durch Cerulein induzierte
Trypsinaktivierung komplett zu hemmen [28]. Versuche mit Cathepsin B knockout-M&usen
zeigten, dass die Trypsinaktivierung im Vergleich zu den Wildtypmausen um Uber 80 % reduziert
war und die Pankreatitis einen milderen Verlauf nahm. Es konnte ermittelt werden, dass die
Anwesenheit der Protease Cathepsin B ein Faktor ist, der den Grad der vorzeitigen
Trypsinaktivierung sowie das Ausmald der Azinuszellnekrosen bestimmt, jedoch keinen Einfluss
auf die systemische Entziindungsreaktion im Rahmen der Pankreatitis hat [27].

Treten grole Mengen an vorzeitig aktiviertem Trypsin in den Azinuszellen auf, kénnen die
Schutzmechanismen nicht mehr greifen. Die Schadigung der Zymogengranulamembran in den

Azini fuhrt zur Freisetzung der aktivierten Enzyme ins Zytosol [26].

Wie es genau zu der intrazelluldren Trypsinaktivierung kommt, ist alerdings noch nicht geklart.

Es gibt mehrere Theorien zu diesem Thema: Eine Theorie besagt, dass eine Fusion von Lysosomen
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und Zymogengranula im Rahmen der Sekretionsstorung eintritt (Co-L okalisationshypothese) [29].
Nach Fusion von Lysosomen und Zymogengranula fihrt die lysosomale Protease Cathepsin B zur
Trypsinaktivierung durch proteolytische Spaltung von Trypsinogen [21, 30]. Andere Studien
forderten alerdings Zweifel an dieser Hypothese. Es konnte mittels Immunogold-Markierung im
Elektronenmikroskop gezeigt werden, das Cathepsin B und Verdauungsenzyme auch in gesundem
Pankreasgewebe in den gleichen Organellen vorkommen. Ebenso zeigten die in vivo Studien mit
Cathepsin-defizienten M&usen (s.0. Halangk et al. [27]) nur eine lokale Abschwéchung, aber keine
komplette Verhinderung der Entziindung. Die Rolle von Cathepsin B im Rahmen der vorzeitigen

intrazelluléren Trypsinaktivierung ist somit nicht abschlie3end gekléart.

2.4.3 Immunologische Reaktion im Rahmen der AP

Der Schweregrad der AP héngt neben der sekretorischen Blockade und der vorzeitigen
intrazelluléren Aktivierung der Verdauungsenzyme auch von immunologischen Reaktionen ab. Es
kommt durch die lokale Produktion von Mediatoren wie Interleukin (IL) -1, -6 und -8 aus
neutrophilen Granulozyten, Makrophagen und Lymphozyten zu einer Entziindungsreaktion [14].
Die Azinuszellen selbst reagieren nicht nur auf die freigesetzten Zytokine und Chemokine, sondern
sind zusétzlich auch in der Lage, im Rahmen der Stressantwort bei der AP diese selbst zu
produzieren [31]. Durch Makrophagen wird der Tumornekrosefaktor-o. in das Pankreasgewebe
freigesetzt [32]. Antiinflammatorische Zytokine wie [L-10 koénnen den Schweregrad der
experimentell ausgel6sten AP verringern [33]. Zusétzlich zu den vorangegangenen Prozessen wird
durch die Aktivierung von Endothelzellen die transendotheliadle Migration von Leukozyten
ermoglicht [34]. Die Leukozyteninfiltration wird durch Chemokine und Zytokine getriggert, die
Entziindungszellen setzen dann ihrerseits M ediatoren frei, welche die Schadigung verstarken [35].

25 Formen der AP

Die AP wird in drei Schweregrade eingeteilt.

Es gibt die milde Erkrankung ohne Organversagen und Komplikationen mit vollstandiger
Ausheilung. Dabei werden die Patienten in der Regel innerhalb von 3-5 Tagen aus dem
Krankenhaus entlassen.

Die méfdig schwere AP zeichnet sich durch ein transientes Organversagen, lokale oder systemische
Komplikationen aus. Transient bedeutet in diesem Falle, dass die Komplikationen nicht langer as
48 h bestehen. Bei diesen Patienten ist der Krankenhausaufenthalt etwas langer, die Mortalitdtsrate
ist jedoch niedriger as bei Patienten mit schwerer AP.
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Um eine schwere AP handelt es sich, wenn das Organversagen lénger als 48 h persistiert. Bei den
meisten dieser Patienten entwickelt sich eine Organnekrose. Die Mortalitédt liegt im Falle einer
schweren AP bel 15 %. Das Risiko im Krankenhaus zu versterben verdoppelt sich auf 30 %, wenn
das Organversagen andauert und sich das nekrotische Gewebe infiziert [10].

Schwierig ist es, den Schweregrad der AP in den Anfangsstadien zu bestimmen. Hierzu gibt es
umfangreiche Studien beziglich der Risiko- und Prognosefaktoren. Risikofaktoren fir ein
schweres Erkranken sind beispielsweise ein Lebensalter Uber 60 Jahre, das Vorliegen weiterer
Erkrankungen wie Krebs, Herzversagen, chronische Leber- oder Nierenerkrankungen, chronischer
Alkoholabusus oder Adipositas. Insbesondere die ersten 12 bis 24 h nach Hospitalisierung sind
kritisch, dain dieser Zeit die meisten Organdysfunktionen auftreten. Es gibt inzwischen eine Reihe
von Scoring-Systemen (beispielsweise Ranson- oder Imrie-Glasgow-Score) und Biomakern, die
zur Risikostratifizierung herangezogen werden, um die Krankheit in dieser Anfangsphase
einzuschéatzen [10, 36].

Zu den lokalen Komplikationen zéhlen bei der milden, interstitiellen Pankreatitis vor allem die
peripankreatische Flussigkeitsansammlung und die Bildung von Pseudozysten, wenn die
Fllssigkeit sich nicht spontan zuriickbildet. Im Falle der nekrotisierenden Pankreatitis kommt es zu
begrenzten oder konfluierenden Nekrosen. Die Nekrosen kénnen sowohl im Pankreas selbst as
auch im peripankreatischen Gewebe vorliegen, sie konnen steril oder infiziert sein [10].
Systemische Komplikationen kénnen zum einen die Exazerbation von bereits existierenden
Begleiterkrankungen wie chronische Leber- oder Lungenerkrankungen und Herzinsuffizienz sein.
Zum anderen zahlt das Versagen der Atmung, des kardiovaskul&rem oder des renalen Systems
dazu. Es kann im Rahmen der AP bis hin zur Entwicklung eines SIRS kommen [10]. Auf dieses
reagiert der Kérper mit dem compensatory anti-inflammatory response syndrome (CARS), einer
Induktion von verschiedenen antientzindlichen Mechanismen, um eine Uberschief3ende

Entziindungsreaktion zu verhindern [37], die ihrerseitsin einer Immunparalyse miinden kann.

2.6 Oxidativer Stress

Im Rahmen der Beobachtung lokaler und systemischer Entziindung bei der AP wurden durch neue
Studien die rein Trypsin-zentrierten Theorien in Frage gestellt [24]. Seit vielen Jahren wird
zusétzlich oxidativer Stress als pathogenetischer Faktor mit der akuten Pankreatitis in Verbindung
gebracht [38, 39].

Wahrend der oxidativen Phosphorylierung (Energiegewinnung in Form von Adenosintriphosphat
(ATP) durch die Verstoffwechselung von Kohlenhydraten, Eiweil3en und Fetten) entstehen in der
mitochondrialen Atmungskette auf natiirliche Weise reaktive Sauerstoffspezies (Reactive Oxygen
Foecies, ROS). Es handelt sich dabei um freie Radikale wie das Superoxid-Radikal O,., das
aulerst reaktive Hydroxylradikal OH' sowie stabile molekulare Oxidantien wie
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Wasserstoffperoxid (H.O,). Kommt es zu einem Ungleichgewicht zwischen reaktiven
Sauerstoffverbindungen und Antioxidantien und Enzymen, welche als Radikalfénger ROS
inaktivieren und dadurch die Zellen schiitzen, entsteht oxidativer Stress [40]. Folglich fihren eine
hohe ROS-Produktion und abnehmende Schutzfaktoren zu unkontrolliertem oxidativen Stress mit
zellschadigenden Effekten. Die angefihrten Sauerstoffverbindungen kénnen durch ihre hohe
Reaktivitat potentiell toxisch wirken [41], indem sie mit einer Vielzahl der zelluléren Molekile wie
Proteinen oder Lipiden interagieren [42] und zu DNA-Strangbrtichen fihren [43]. Insbesondere die
mehrfach  ungeséttigten  Fettsduren werden  haufig  angegriffen, es kommt  zur
Lipidperoxidation [44, 45] und infolgedessen zur Membranschédigung [46]. Derartige Schaden
kénnen zum Aufldsen der Zellmembran und damit letztlich zum Zelltod fUhren [47]. Einigen neuen
Studien nach soll ROS in Azinuszellen alerdings auch protektive Effekte austiben. ROS konnte
demnach den Krankheitsverlauf verschlimmernde Nekrosen verhindern und antiinflammatorische
Apoptosen fordern [48]. Allerdings sind die Quelle von ROS in den Azinuszellen und mégliche
Konsequenzen der ROS-Wirkung im Rahmen der AP bisher wenig verstanden [49]. Noch ist
unklar, in welchem Verhdltnis protektive und schadigende ROS-Effekte in Bezug auf die

Pathogenese der AP zueinander stehen.

2.7 Zdltod der Azini im Rahmen der Pankr eatitis

Eines der Kennzeichen der Pankreatitis ist der Zelltod der Azini im Pankreasgewebe. Sowohl bei
der humanen als auch bei der experimentellen Pankreatitis sterben die Azinuszellen durch
Apoptose, Autophagie oder Nekrose [48, 49]. Den beiden erstgenannten Prozessen werden
vorrangig protektive Effekte zugeschrieben, wdahrend die Nekrosen Entziindungsreaktionen
hervorrufen, die auch entfernte Organe betreffen und zu deren Versagen fihren kénnen [50].

Im Folgenden wird auf den Zelltod durch Apoptose und Nekrose eingegangen. Die beiden
Vorgange unterscheiden sich sowohl morphologisch als auch biochemisch voneinander [51]. Im
Falle der Apoptose wird die Integritdt der Plasmamembran erhalten und keine lokae
Entziindungsreaktion induziert. Die Zelle reduziert das Zellvolumen, das Chromatin kondensiert
sich und der Kern wird fragmentiert. Abschlie3end wird die apoptotische Zelle durch Phagozyten
beseitigt [51]. Durch Stimulation von Apoptosen kommt es in experimentellen Modellen der
Pankreatitis zur Verringerung von Nekrosen und damit auch zu einem leichteren
Krankheitsverlauf [49]. Der Zelltod durch Nekrose fihrt zu einer Zunahme des Zellvolumens und
zur Ruptur der Plasmamembran. Dadurch werden Zellbestandteile freigesetzt [52]. Zusétzlich
kommt es zur Schwellung und Dysfunktion der Mitochondrien [53]. Infolgedessen werden die
Nachbarzellen geschadigt und im umliegenden Gewebe breitet sich eine akute Entziindung

aus[49]. Folglich wird die Prognose der Erkrankung durch ausgeprégte Nekrosen
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verschlechtert [53], da diese sowohl zu lokalen as auch systemischen Komplikationen fihren
koénnen [54].
Der Schweregrad der Pankreatitis im Tiermodell korreliert laut Gukovskaya et al. [49] direkt mit

dem Ausmal3 an Nekrosen und umgekehrt mit dem der Apoptosen.

2.8 DieRolleder Mitochondrien beim Z€lltod der Azinuszellen

Mitochondrien spielen bei der Regulation des Zelltods eine zentrale Rolle, da die
Permeabilisierung der Mitochondrienmembran ein universeller Ausléser fir Apoptosen und
Nekrosen ist [51, 52]. Die erhthte Permeabilitét entsteht durch einen Verlust des mitochondrialen
Membranpotentials. Der Abfall des Potentials wird durch die Offnung einer Permeabilitéts-
Transitionspore der Mitochondrien (MPT), einem nicht-selektiven Kanal zwischen auf3erer und
innerer Mitochondrienmembran, bedingt. Der Verlust des Membranpotentials fuhrt zu der
Unfahigkeit, den lonengradienten Uber die Plasmamembran aufrecht zu erhalten. Dadurch entsteht
eine Verarmung an ATP, die schliefdlich zur Nekrose fuhrt [52].

Supramaximal Supramaximal
CCK-8 CCK-8
2+
ﬁ Ca ﬁ ROS
Freisetzung von ROS atm| Freisetzung von
Cytochrom C < I-_ Cytochr0§1 C
Caspase-
Caspase- — L
Aktivierung I— ATP | Aktivierung I
RIP
|
AV4
A¥Ym |
v v
Apoptose Nekrose Apoptose Nekrose

Abb. 2.1: Schematische Darstellung der Wirkmechanismen von Ca?* (links) und ROS (rechts) bei der Induktion
von Zelltod im Modell der Cerulein-Pankreatitis (Supramaximale CCK-8, siehe auch 2.10). (Modifiziert nach
Gukovskaya et al. [49]). RIP: Rezeptorinteragierende Proteinase, A¥m: Mitochondriales Membranpotential.

Der apoptotische Weg kann sowohl durch externe Stimuli wie die Bindung extrazellulérer

Liganden an spezifische Transmembranrezeptoren as auch durch intrinsische Impulse wie
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Zellschéden ausgelost und durch Stress, Toxine oder Aktivierung von Onkogenen induziert
werden [55]. Auch ROS ist in der Lage, den apoptotischen Weg durch die Freisetzung des
mitochondrialen Proteins Cytochrom C zu triggern (siehe Abb. 2.1) [56]. Gelangt Cytochrom C ins
Zystosol, interagiert es mit Caspasen und aktiviert diese [51, 52]. Caspasen sind hoch spezifische
Cysteinproteasen [49]. Sie vermitteln die Apoptose und hemmen die Nekrose (siehe Abb. 2.1)
durch Inhibition der Rezeptor-interagierenden Proteinkinasen (RIP). Bei Verlust des

Membranpotentials kommt es zur Nekrose.

Calcium (Ca®") ist essentiell am Signalweg der regulierten Exozytose der Verdauungsenzyme wie
Trypsinogen beteiligt. Die Trypsinogenaktivierung ist stark von der zeitlichen und raumlichen
Verteilung der Ca?*-lonen abhéngig [57]. Eine entsprechend hohe Menge an intrazellularem Ca®*
kann, z.B. im Rahmen einer Hyperkalzidmie, zu einer AP fihren; allerdings nur unter adaquaten

raumlichen und zeitlichen Bedingungen [57].

Auch beim Zelltod spielt Ca?* eine wichtige Rolle. Abnorm hohe Ca?*-Konzentrationen fiihren
durch Verlust des mitochondrialen Membranpotentials zum Zusammenbruch des lonengradienten.
Der daraus bedingte ATP-Produktionsstopp fuhrt letztlich zur Azinuszellnekrose (vgl. Abb. 2.1).
Zudem wird die Apoptose inhibiert. Durch Verlust des Membranpotentials wird aul3erdem die
Bildung von ROS gehemmt, was wiederum die Cytochrom C-Freisetzung unterbindet. Desweiteren
verringert die Abnahme der intrazellularen ATP-Menge die Caspase-Aktivierung. Sehr hohe Ca**-
Werte fuhren zur Erhéhung des ROS-Spiegels. Bleibt dieser lange bestehen, kommt es zum Verlust
des Membranpotentials und es kdnnen Nekrosen entstehen [48]. Insgesamt lasst sich der Schluss

ziehen, dass hohe Ca’*-Werte die Nekrose begiinstigen.

Folglich ist der Tod der Azinuszelle ein Resultat des komplexen Zusammenspiels mehrerer
pathologischer Prozesse, bei dem Ca®*, Membranpotentialstérungen und ROS zu einer vorzeitigen

Trypsinogenaktivierung fihren [57].

2.9 Entkoppler Proteine (Uncoupling Proteins)

Die Uncoupling Proteins gehtren zur Familie der mitochondrialen Anionen-Transporter und sind
in der inneren Mitochondrienmembran lokalisiert [58]. Bei Saugetieren wurden funf verschiedene
UCP-Homologe (UCP 1-5) beschrieben, welche spezifische Funktionen haben und in
unterschiedlichen Geweben vorkommen [59-61]. Diese Proteine sind in der Lage, die Oxidation
von der Phosphorylierung im Rahmen der ATP-Synthese zu entkoppeln [62].

Die mitochondriale Atmungskette besteht aus funf Komplexen. Wéahrend der Reoxidation von

Coenzymen pumpen Komplex I, Ill, und IV Protonen aus der mitochondrialen Matrix in den
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intermembrantsen Raum. Der Protonengradient wird von Komplex V genutzt, um ATP zu
bilden [63]. Im Falle der Entkopplung der Atmungskette bricht der Protonengradient Uber der
inneren Mitochondrienmembran zusammen. Die Protonen gelangen nicht Gber den Komplex V in
die mitochondriale Matrix zurtick, sondern verlassen den intramembrandsen Raum durch das UCP.
Dadurch nimmt das mitochondriale Potential ab und die ATP-Syntheserate verringert sich [62].
Laut Rousset et al. wird durch die partielle Entkopplung von Oxidation und Phosphorylierung eine
Ubermaf3ige ATP-Produktion verhindert, welche ansonsten die Zellatmung behindern wirde [63].

Die mitochondrialen Carrier besitzen einige strukturelle Gemeinsamkeiten: Sie haben meist eine
Lénge von etwa 300 Aminosduren und ein Molekulargewicht von ungeféhr 30 kDa [62]. Die
Proteine bestehen aus sechs Transmembrandoménen, welche durch hydrophile Segmente

miteinander verbunden sind. C- und N-Termini ragen jeweils in den intermembrandsen Raum [63].

Entkoppler Protein L okalisation Funktion
UCP1 Braunes Fettgewebe Thermogenese
UCP2 Ubiquitér Entkopplung der

Atmungskette, Senkung der

I nsulinsekretion

UCP3 Skelettmuskel, braunes Transport von Fettsauren aus
Fettgewebe, Myokard dem Mitochondrium
UCP4 Nervensystem Calciumhomdostase,

antiapoptotische Wirkung

UCP5 Nervensystem Vermutlich: Rolle im Fett- und
Energiestoffwechsel unklarer
Art

Tab. 2.1: Uberblick Uber die verschiedenen UCPs und deren physiologische Funktion (modifiziert nach Berger
(62]).

2.9.1 Uncoupling Protein 2 (UCP2)

UCP2 wurde 1997 entdeckt [64, 65]. Es besteht eine 59 %ige Aminosdurehomologie zu
UCP1[66]. Beim Menschen ist das UCP2-Gen auf Chromosom 1113 und bei der Maus auf
Chromosom 7 lokalisiert [64]. UCP2 kommt in vielen Geweben [64, 65, 67] vor. Im
Pankreasgewebe wird es von pankreatischen Azinuszellen exprimiert [67]. Es wird davon
ausgegangen, dass UCP2 die mitochondridle ROS-Produktion durch Senkung des
Membranpotentials regulieren kann [68-70]. Daher wirkt eine experimentelle Uberexpression von
UCP2 zytoprotektiv durch Limitierung der ROS-Bildung [71, 72]. Ein Defekt oder eine Hemmung
der UCP2-Funktion fuhrt hingegen zu gegenteiligen Effekten [73, 74]. Im alternden Gewebe von
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Leber und Skelettmuskulatur konnte ein Anstieg der UCP2-Expression beobachtet werden. Als
mogliche Erklarung wird eine Gegenreaktion auf die altersabhéngige oxidative Stressbelastung
diskutiert [75, 76]. Im Falle einer experimentellen UCP2-Defizienz konnte eine beeintréchtigte
Immunantwort festgestellt werden. Diese zeigte sich durch erhthte Aktivitét der Makrophagen, mit
Folge erhéhter ROS-Produktion und Freisetzung proinflammatorischer Mediatoren [77]. Zusétzlich
wurde ein UCP2-Promotor Polymorphismus mit chronisch-entziindlichen Erkrankungen wie
Arthritis und systemischem Lupus erythematodes in Verbindung gebracht [78]. Sowohl in vitro als
auch in vivo konnte gezeigt werden, dass bei einem UCP2 Gen-knockout der ATP-Gehalt der
pankreatischen B-Zellen signifikant erhoht war [79]. ATP ist der intrazellulére Stimulus fir die
Insulinausschittung der B-Zellen. Der ATP-Spiegel war unter UCP2-Defizienz konsekutiv erhoht.
Daraus entstand die Schlussfolgerung, dass im Falle der UCP2-Anwesenheit und dem damit
einhergehenden niedrigen ATP-Gehalt die B-Zelle nicht in der Lage ist, addguat Insulin zu
sezernieren. Diese Entdeckungen legen nahe, dass das mitochondriale Protein UCP2 ein wichtiges
Bindeglied zwischen Adipositas, Zellfunktionsstérungen und dem Diabetes mellitus Typ I
ist[79, 80]. In zwei Modellen der experimentellen AP wurden erhéhte UCP2 mRNA-Spiegel
gefunden, die mit dem Schweregrad der Erkrankung korrelierten [67]. Die Autoren vermuten, dass
die Hochregulation von UCP2 im Pankreasgewebe eine schitzende Reaktion auf den oxidativen
Stress sein konnte. In die Uberlegungen mit einbezogen wurden dabei auch potentiell negative
Effekte von UCP2 auf den zelluldren Energiehaushalt. In der Gesamtschau schlussfolgern die
Autoren, dass UCP2 in den Azinuszellen ein wichtiger Modifikator des Schweregrads der AP sein
konnte. Direkte experimentelle Beweise fir diese Hypothese lagen jedoch zum Beginn der eigenen

Arbeiten nicht vor.

2.10 Induktion der experimentellen Pankreatitis

Es gibt verschiedene Optionen, eine AP im Tiermodell zu induzieren. Das am meisten genutzte und
auch am besten charakterisierte Modell ist die Induktion der Pankreatitis durch Cerulein [81-83].
Cerulein ist ein CCK-Anaogon und 16st durch die Hyperstimulation der CCK-Rezeptoren eine
milde und selbstlimitierende Pankreatitis aus [84]. Die Hyperstimulation fuhrt zur Sekretion von
Verdauungsenzymen [16] und nachfolgend zu einer pathophysiologischen Reaktionskaskade, bei
welcher Trypsin aktiviert wird. Cerulein stimuliert auf3erdem die Bildung von grof3en Mengen an
ROS [85], welche, wie vorangegangen erwahnt, eine wichtige Rolle im Krankheitsgeschehen der
AP spielen.

Die Cerulein-induzierte Pankreatitis weist biochemische, pathophysiol ogische und morphologische
Ahnlichkeit mit der frilhen Phase der akuten ddemattsen Pankreatitis beim Menschen auf [85].
Auch koénnen die Entstehung und Entwicklung sowie Heilung und Gewebsregeneration im Rahmen

der Pankreatitis nach Absetzen der Noxe untersucht werden [86].
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3 Zidsetzung

Seit vielen Jahren wird oxidativer Stress als pathogenetischer Faktor mit der Pankreatitis in
Verbindung gebracht [38, 39]. Wahrend die Mehrzahl der Arbeiten von aggravierenden Effekten
reaktiver Sauerstoffspezies ausgeht, werden aktuell auch protektive Wirkungen freier
Radikale (durch Apoptose-Induktion) diskutiert [48].

Ziel dieser Arbeit war es, mithilfe eines neuen experimentellen Ansatzes zusétzliche Einblicke in
die Rolle von oxidativem Stressin der Pathogenese der akuten Pankreatitis zu erlangen.

Untersucht wurde der Mausstamm UCP2", welcher durch einen Genverlust des UCP2 eine erhohte
ROS-Produktion und Beeintrachtigungen in der Immunzellantwort aufweist [77]. Anhand des
Wildtypstamms B6J, der als Kontrollstamm fungierte, konnte der natiirliche Verlauf der Cerulein-
induzierten Pankreatitis erfasst werden. Bereits unter physiologischen Bedingungen wird durch die
mitochondriale Atmungskette ROS produziert. Da es im Falle des UCP2 Gen-knockouts zu
erhohten ROS-Spiegeln kommt [77], war eine Hypothese der Arbeit, dass diese den
Krankheitsverlauf verschlechtert. Darauf aufbauend sollten mogliche altersabhéangige Effekte der
UCP2-Defizienz festgestellt werden.

Um den Krankheitsverlauf zu untersuchen, wurden die Tiere beider Stdamme und
Alterszeitpunkte (3 und 12 Monate) in funf Zeitgruppen eingeteilt. Fir die Induktion der Cerulein-
Pankreatitis wurde das Standard-Protokoll fur die Cerulein-Versuche nach Wartmann et al. [87]
und Halangk et al. [27] angewendet. Zum Nachweis der AP-Induktion erfolgte die
Aktivitdtsmessung von a-Amylase und Lipase im Serum der Tiere. Um das Ausmald der
Entzindung zwischen den beiden Stdmmen und den unterschiedlichen Altersgruppen und
Zeitpunkten vergleichen zu konnen, wurden histologische Untersuchungen durchgefiihrt. Dabei
wurde der Schweregrad der Entziindung mittels Hamatoxylin-Eosin-Farbung des Pankreasgewebes
beurteilt. Des Weiteren wurde die Infiltration des Pankreas durch Entziindungszellen mithilfe
immunhistochemischer Farbungen und das Auftreten apoptotischer Zellen mittels eines im
Methodenteil beschriebenen spezifischen Assays untersucht. Messungen von Trypsinmenge und
Spiegel des Trypsinogen aktivierenden Peptids im Pankreasgewebe dienten ebenfalls zur
Ermittlung des Schweregrads der Pankreatitis. Das Auftreten reaktiver Sauerstoffverbindungen in
Gewebe von Lunge und Pankreas wurde durch die Quantifizierung der Myeloperoxidaseaktivitét

analysiert.

Im Endergebnis der Studie sollte ein Gesamtbild zum Einfluss reaktiver Sauerstoffspezies auf den

Verlauf der akuten Cerulein-Pankreatitis im Altersvergleich entstehen. Die gewonnenen
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Erkenntnisse konnten ein Beitrag zum Versténdnis der Pathophysiologie der AP sein und mégliche

Ansatzpunkte fir eine verbesserte Therapie dieser Erkrankung liefern.
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4 Material und Methoden

41 Geate

Gerat Firma
Auflichtmikroskop (Axiophot) Carl ZeissAG
Axiocam (1Cc1) Carl ZeissAG

Autoklav (Varioklav, Typ EH)

H+P Medizintechnik GmbH

Brutschrank

Memmert GmbH + Co. KG

Eismaschine (AF 10)

Scotsman Ice Systems

Feinanalysewaage (Chyobalance JL 200) Dynatech
Feinwaage (Sartorius Analytic) Sartorius AG
Heizblock (Thermomixer Comfort) Eppendorf AG

Kryostat CM 1850

Leica Microsystems GmbH

Laminarbox (LaminAir HB 2448)

Heraeus Holding GmbH

Magnetrihrer (MR 2002)

Heidolph Instruments GmbH & Co. KG

Mikroskop (Axiovert 25)

Carl ZeissAG

pH-Meter (Five Easy Inlab® Expertpro pH)

Mettler-Toledo GmbH

Photometer (Anthos Labtec Instruments)

Anthos Mikrosysteme GmbH

Pinsel Grofie 0, Grofie 1

Leonhardy & Co. KG

PipetBoy acu

IBSAG

Pipetten (Research 0,1-2,5 I, 0,5-10 pl, 2-20
pl, 10-100 pl, 20-200 pl, 100-1000 i)

Eppendorf AG

Plattenschittler (MT34)

IKA®-Werke GmbH & CO. KG

Reader (Photometer) Infinite 200

Tecan Group AG

Schnittstrecker, 70 mm

Leica Microsystems GmbH

Ultraschallprozessor (UP 100 H)

Hielscher Ultrasound Technology

Homogenisator (Ultra-Turrax, T10 basic)

IKA®-Werke GmbH & CO. KG

Vortexer (MS2 Minishaker)

IKA®-Werke GmbH & CO. KG

Waage (FA-2000)

A&D EUROPE GMBH

Zentrifuge (MICRO 200 R)

Andreas Hettich GmbH & Co. KG
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4.2 Allgemeine Verbrauchsmaterialien

M aterial

Firma

15 ml Réhrchen, 50 ml Réhrchen

Greiner Bio-One GmbH

5 ml Polysterene Round-Bottom Tubes (Falcon)

BD Bioscience Pharmingen

96-well Mikrotiterplatten

Greiner Bio-One GmbH

96-well Mikrotiterplatten (weil3)

LumiNunc, Nunc A/S

Aluminiumfolie

Carl Roth GmbH + Co. KG

Deckgléschen

Gerhard Menzel GmbH

Fettstift (ImmEdge PEN)

Vector Laboratories, INC

Folienstift, Superior

Paul Marienfeld GmbH & Co. KG

Gelload-Pipettenspitzen (770290)

Greiner Bio-One GmbH

Glaskiivetten

VWR International GmbH

Kammer fur Objekttréger

Feinmechaniker Werkstatt Universitétsmedizin
Rostock

Kantlen, 0,45 x 13 mm

BD Microlance

Kapillarréhrchen, 20 yl (End-to-End-Kapillare)

SARSTEDT AG & Co.

Kryomolds (15 mm x 15 mm x 15 mm) Sakura Finetek Germany GmbH
Kryomolds (25 mm x 20 mm x 5 mm) Sakura Finetek Germany GmbH
Kryordhrchen 1,2 ml (Innengewinde), Cryorial | Simport

Kryordhrchen 1ml (AufRengewinde)

SARSTEDT AG & Co.

Mikrotomklingen

Leica Microsystems GmbH

Objekttrager

Paul Marienfeld GmbH & Co. KG

Pipettenspitzen 0,1-1000 pl

Eppendorf AG

Pipetten 5 und 10 ml (unsteril)

Greiner Bio-One GmbH

Reaktionsgefal3e 0,6 ml Biozym GmbH
Reaktionsgefalze 1,5 ml Eppendorf AG
Reaktionsgefélie 2,0 ml SARSTEDT AG & Co.
Reaktionsgefalie 5,0 ml Eppendorf AG
Spritzen Omnifix, 1 ml Braun GmbH

Stempel fur Gewebe

Feinmechaniker Werkstatt Universitétsmedizin
Rostock
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4.3 Cerulenversuche

Reagenzien fur die Ceruleinversuche

Reagenzien Firma

Betaisodona (Povidon-1od) Mundipharma GmbH

Cerulein Bachem AG

Ethanol Zentral apotheke Universitét Rostock
Formafix 4 % Grimm MED L ogistik GmbH
Ketamin 10% Bela-Pharm GmbH & Co. KG
NaCl, 0,9 %, steril Braun GmbH

N2 (1) Air Liquid Deutschland GmbH

Novaminsulfon (M etamizol, 500mg/mi

Tropfen)

Ratiopharm GmbH

Rompun (Xylazin), 2 %

Bayer Vital GmbH

Tissue-Tek® O.C.T.™ Compound-

Sakura Finetek Germany GmbH

Einbettmedium

Die experimentelle Pankreatitis wurde mittels Cerulein induziert. Cerulein ist ein CCK-
Analogon [88]. Die Applikation erfolgte intraperitoneal nach einem Standardprotokoll [27, 89].
Die Dosierung des Ceruleins betrug 50 pg/kg Kérpergewicht. Die Mause erhielten bis zu sieben
Injektionen, zwischen denen jeweils ein Abstand von einer Stunde lag (siehe Abb. 4.1). Am Abend
vor den Cerulein-Injektionen wurden die M&use gewogen und zur ldentifizierung mit farbigen
Strichen am Schwanz markiert. Das Trinkwasser wurde mit dem Analgetikum Novaminsulfon
versetzt (500 mg/ml Wasser) und den Tieren wurde das Futter entzogen. Die Ceruleinldsung wurde
jeden Tag frisch und steril angesetzt (1 mg Cerulein in 1 ml 0,9 % NaCl) und anschlief?end noch
einmal 1:100 in 0,9 % NaCl verdinnt. Die Tétung der Mé&use erfolgte mittels einer Uberdosierung
von Ketamin-Xylazin (0,6 ml Ketamin + 0,2 ml Rompun) zu den Zeitpunkten null Stunden, drei
Stunden, acht Stunden, 24 Stunden und sieben Tagen (nachfolgend O h-, 3 h-, 8 h-, 24 h- bzw. 7-d
Tiere) nach der ersten Cerulein-Injektion. Die O h-Tiere erhielten keine Injektion und dienten als
unbehandelte Kontrollgruppe. Die nach 3 h getéteten Mause erhielten nur drei Cerulein-
Injektionen, wahrend bei den 8 h-, 24 h- und 7 d-Tieren jeweils sicben Mal Cerulein injiziert
wurde. Die 0 h-, 24 h- und die 7 d-Mé&use erhielten nach Aufarbeitung der 8 h-Mause erneut
frisches Wasser (mit Novaminsulfon versetzt; bis 24 h nach der letzten Injektion) und Futter, um

mogliche Beschwerden zu lindern.
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Abb. 4.1: Schematische Darstellung zum Ablauf des Standardprotokolls. Dargestellt sind die Injektions- und

Aufarbeitungszeitpunkte, das Absetzen des Futters am Vorabend, die Futtergabe nach 8 h sowie die

V erabreichungszeiten des Schmerzmittels (Tropfensymbol).

Den Tieren wurde eine entsprechende Uberdosis Ketamin-Xylazin injiziert und sie wurden
gewogen. Danach wurde der Bauch rasiert, damit sich keine Haare im Gewebe ansammeln.
Anschlieffend fand die Prifung der Zwischenzehenreflexe der Maus statt. Wenn das Tier darauf
nicht mehr reagierte, wurde die Blutentnahme mittels Kapillarréhrchen in ein 1,5 ml
Eppendorfgefal’ durchgefihrt. Das Blut wurde Uber das Auge (und ggf. zusétzlich durch Punktion
des Herzens oder der Vena cava) gewonnen. Nach der Desinfektion der Bauchdecke mit
Betaisodona folgte die Entnahme von Pankreas- und Lungengewebe. Die Tier-Préparationen
fuhrten Frau Dipl.-Biol. Sarah Mller und Herr Prof. Dr. med. Robert Jaster von der Klinik fir
Innere Medizin |1, Abteilung Gastroenterologie der Universitét Rostock durch.

Die Pankreata wurden mittels Feinwaage gewogen und in mindestens 30 mg grof3e Stiicke auf drei
Kryorohrchen verteilt, in flissigem N, schockgefroren und bei -150 °C aufbewahrt. Die
Pankreasstiicke dienten der Trypsinmessung sowie der Bestimmung der Myeloperoxidase (M PO)
und des Trypsinogen aktivierenden Peptids (TAP). Der Rest des Gewebes wurde nochmals geteilt.
Eines der Stlicke wurde in einem Reaktionsgefald mit 1 ml Formaldehyd aufbewahrt und im
Anschluss nach Paraffineinbettung fir die Hamatoxylin-Eosin-Férbung (HE) verwendet. Das
zweite Stlick wurde in ein mit Einbettmedium gefiilites Kryomold gegeben, mit Aluminiumfolie
umwickelt, in flissigem N, schockgefroren und bei -80 °C gelagert. Dieses Pankreasstiick diente
der Herstellung von Kryoschnitten fur die immunhistochemische Untersuchung (IHC). Das
Gewebe befand sich wéhrend der Aufteilung stets auf Eis, um eine Autodigestion durch
Pankreasenzyme zu verlangsamen. Das Lungengewebe kam im Ganzen in ein Kryordhrchen,
wurde ebenfalls in fllssigem N, schockgefroren und bei -150 °C gelagert. Die Blutproben wurden
fur 20 min bei 1000 x g und Raumtemperatur (RT) zentrifugiert, die Seren gewonnen und auf zwei
Aliquots aufgeteilt. In einem der Aliquots wurde das Serums 1:10 mit 0,9 % NaCl (20 yl Serum
und 180 ul NaCl, unsteril) verdinnt. Das verdinnte Serum diente der Messung der a-Amylase-
und Lipaseaktivitdt. Der Rest des Serums wurde in ein 1,5 ml Eppendorfgeféld tberfihrt. Die
Lagerung beider Aliquots erfolgte bei -80 °C.
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4.4 Herstellung der Kryoschnitte

Zunéchst erfolgte die Beschriftung der Objekttréger mit einem wasserfesten Foliengtift. Die
Kryomolds der zu schneidenden Pankreata wurden am Vortag aus dem -80 °C Gefrierschrank in
den -20 °C Gefrierschrank Uberfihrt. Der Schnittstrecker und die Klingen lagerten ebenfalls
bei -20 °C. Das Gewebe wurde mit etwas Einbettmedium (Tissue-Tek® O.C.T.™ Compound von
Sakura) auf dem Stempel fixiert. Anschlief3end fand die Anfertigung von 10-20 Schnitten mit einer
Dicke von 6 um pro Tier statt. Die Schnitte wurden bei Bedarf mittels zweier dinner Pinsel
glattgestrichen und im Anschluss durch kurzes Auflegen der Objekttréger auf diese tibertragen. Zur
Versiegelung der Schnittstelle diente etwas Einbettmedium und das Pankreasgewebe wurde vom
Stempel gelost. Die Lagerung der Schnitte erfolgte bei -80 °C.

4.5 I mmunhistochemische Analyse der Pankreasschnitte

Die immunhistochemische Untersuchung wurde mittels der ABC-Methode durchgefiihrt. Das
Prinzip der Farbung liegt in der Komplexbildung zwischen gesuchtem Antigen sowie dem
dazugehdrigen spezifisch bindenden Antikdrper (in diesem Fale: anti-Grl, anti-CD3 bzw.
anti-CD11b). Die ABC-Methode nutzt die starke Affinitdt von Avidin zu Biotin. Es kommt zur
Bildung von enzymmakierten Komplexen zwischen Avidin und dem biotinylierten sekundéren
Antikorper (goat-anti-rat-lgG). Der biotinylierte Sekundarantikdrper, der sich gegen den
Primarantikorper richtet, dient der Signalverstérkung. Bei Zugabe von Substrat wird das zuvor
farblose Chromogen umgesetzt und es kommt zum Farbumschlag. Diese Methode ist sehr sensitiv
und ermdglicht bereits in sehr geringer Konzentration den Nachweis von Antigenen. Das mittels
ABC-Farbung nachgewiesenen Grl-Antigen ist ein Antigen der myeloiden Differenzierung und
auf neutrophilen Granulozyten und Monozyten zu finden [90]. CD11lb-Antigene werden auf
Granulozyten, Monozyten, Makrophagen und natlrlichen Killerzellen exprimiert [91].

CD3-Antigene befinden sich auf Lymphozyten und entsprechen dem T-Zell-Rezeptor [92].

451 Immunhistochemische Farbung mittels ABC-M ethode

Reagenzien fur dieimmunhistochemische Farbung mittels ABC-Methode

Reagenzien Firma

Methanol Sigma-Aldrich Chemie GmbH

1 x PBS (phosphate buffered saline); 10 x PBS | Gibco Life Technologies GmbH
mit Agua dest. verdinnt

Avidin/Biotin Blocking Kit B1OZOL Diagnostica Vertrieb GmbH
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2% goat Blocking Serum (2% Serum mit PBS BI1OZOL Diagnostica Vertrieb GmbH
verdinnt)

Vectastain ABC-Reagenz Vector Laboratories, INC

Peroxidase-Substrat Vector Laboratories, INC

Mayers Hamalaunldsung Merck KGaA

Absoluter Ethanol Zentral apotheke Universitét Rostock

Xylol J. T. Baker® (Avantor Performance Materials)
Pertex Medite GmbH

Tab. 4.1: Eingesetzte Antikorper

Antikorper Herkunft Firma
Primarantikorper Anti-Maus Grl Ratte eBioscience
(Bestellnummer) (14-5931)
Anti-Maus CD11b Ratte ImmunoTools GmbH
(22159111S)
Anti-Maus CD3 Ratte BD Bioscience
(555273) Pharmingen
Sekundarantikorper Biotinylated Anti-Rat | Ziege Vector Laboratories,
(Bestellnummer) 1gG (BA-9400) INC

Von alen Tieren wurde drel Préparate hergestellt: Jeweils eine Negativkontrolle ohne den
Primarantikorper zum Nachweis unspezifischer Bindungen sowie eine anti-Grl- und eine anti-
CD11b-Férbung. Bei den O h- und 24 h-Tieren wurden zusétzlich noch Praparate mit anti-CD3-
Antikorpern angefertigt.

Vorversuche fir CD3 hatten gezeigt, dass sich sowohl friihere als auch spétere Zeitpunkte der

Ceruleinbehandlung nicht von den Kontrollen unterschieden.

Um ein Austrocknen der Schnitte zu verhindern, erfolgte die Durchfihrung der Arbeitsschritte in
einer feuchten Kammer. Da die Kryoschnitte bei -80 °C in der Frostschutzkammer lagerten,
wurden sie zum Auftauen fir 10 min bei RT in die feuchte Kammer gelegt. Danach fand die
Fixierung der Gewebsschnitte in eiskaltem Methanol fir 30 s und eine dreimalige Waschung in
PBS statt. Die Schnitte wurden nach dem Waschvorgang mittels Fettstift umkreist, damit die
Reagenzien auf dem Gewebe blieben und nicht verliefen. Anschlief3end wurden die unspezifischen
Bindungsstellen blockiert. Das Vorgehen hierbei bestand zundchst in 15 min Inkubation mit
Avidin-D-Losung mit darauf folgendem dreimaligem Waschen mit PBS und danach in 15 min
Inkubation mit Biotin-L6sung und ebenfalls anschlieffendem dreimaligem Waschen in PBS. Die
Schnitte inkubierten im Anschluss fur 1 h in 2% goat blocking Serum (pro Schnitt 6 ul goat
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blocking Serum mit 300 yl PBS verdiinnt) und nach Verwerfen des Serums noch einmal 1,5 h mit
dem jeweiligen Priméarantikorper (siehe Tab. 4.1). Die Primérantikdrper wurden vorher mit dem
2% goat blocking Serum 1:100 verdinnt. Das Serum verblieb auf der Negativkontrolle.
Anschliefiend erfolgten drei Waschgéange mit PBS und 30 min Inkubation mit dem biotinylierten
Sekundérantikérper. Fir Grl, CD11b und die Negativkontrolle wurde der Sekundarantikorper
1:1000 und fur CD3 1:2000 mit 2 % goat blocking Serum verdinnt. Zeitgleich wurde das
Vectastain ABC-Reagenz angesetzt (je 1 4l Reagenz A und B in 100 pl PBS pro Schnitt) und fir
30 min bei 7 °C inkubiert. An das dreimalige Waschen mit PBS schloss sich die Inkubation mit
dem ABC-Reagenz fur 30 min an. Nach erneuter dreimaliger Waschung mit PBS wurden die
Schnitte mit dem Peroxidase-Substrat benetzt. Das Substrat setzte sich aus 3 pl Reagenz 1 und je
2 von Reagenz 2, 3 und 4 sowie 100 pl Agua dest. pro Schnitt zusammen. Nach 1-10 min
Inkubation zeigte sich eine rétlich-braune Farbentwicklung. Anschlieend wurden die
Gewebeschnitte 5 min in Leitungswasser gewaschen und danach 4 min in Hamalaunlésung (1:5
mit Aqua dest. verdinnt) gegengeférbt, dann wurde die Blauung der Préparate fur 5-10 min in
lauwarmem Leitungswasser durchgeftihrt. Abschlief3end wurden die Gewebsschnitte in absolutem

Ethanol und Xylol entwdassert und in Pertex eingebettet.

452 Immunhistochemische Auswertung
Die Auswertung der verblindeten Schnitte erfolgte unter der Verwendung eines 40er Objektives

(Achroplan, 0,65 NA) an einem Auflichtmikroskop (Axiophot). Es wurden von jedem Schnitt
10 Gesichtsfelder (= 0,625 mm?) ausgezahlt.

4.6 Apoptose-Detektion

Reagenzien fur die Apoptose-Detektion

Reagenzien Firma

4 % Paraformaldehyd Morphisto — Evolutionsforschung und
Anwendung GmbH

1 x PBS; 10 x PBS mit Agua dest. verdinnt Gibco Life Technologies GmbH

Ethanol (absolut) Zentralapotheke der Universitdt Rostock

Wasserstoffperoxid (30 Gew.-% Lésung in Sigma-Aldrich Chemie GmbH

Agua dest.)

ApopTag® Plus Peroxidase In Situ Apoptosis EMD Millipore

Kit fur Kryoschnitte (S7101)
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Methylgriin (2,5 g in 500 ml Natriumacetat) Omnilab-Laborzentrum GmbH & Co. KG
Natriumacetat 4,1 g wasserfreies Carl Roth GmbH + Co. KG

Natriumacetat

Agua dest.

Essigsaure J. T. Baker® (Avantor Performance Materials)
n-Butanol (1-Butanal) L aborchemie Apolda GmbH
Xylol J. T. Baker® (Avantor Performance Materials)
Pertex Medite GmbH

Der Nachweis apoptotischer Zellen erfolgte mittels ApopTag® Plus Peroxidase In Stu Apoptosis
Kit fur Kryoschnitte geméai3 den Angaben des Herstellers. Die Basis dieser Analyseist der TUNEL-
Assay. Doppelstrang- und Einzelstrang-DNA-Strangbriiche werden hierbei mittels modifizierter
Nukleotide detektiert. Die Terminale Desoxyribosyl-Transferase (TdT) erkennt sowohl
Doppelstrang- als auch Einzelstrang-DNA-Strangbriiche und koppelt die mit Digoxigenin
markierten Nukleotide an deren freie 3' OH-Enden. An diese Digoxigenin-Nukleotide binden Anti-
Digoxigenin-Antikérper. Die Antikorper wiederum sind an ein Peroxidase-Reporter-Molekl
konjugiert, welches nach Bindung das Chromogen mit einer intensiven Farbreaktion umsetzt. Diese
Verbindung aus histochemischem und molekularbiologischem System ermdglicht eine sensitive

und spezifische Farbung von 3' OH-Enden, welche sich in apoptotischen K érperchen finden.

Die Kryoschnitte, welche bei -80 °C lagerten, wurden zum Auftauen fir 10 min bei RT in eine
feuchte Kammer gelegt. Auch ale folgenden Arbeitsschritte fanden in dieser feuchten Kammer
statt, um ein Austrocknen der Schnitte zu verhindern. Danach wurden die Gewebsschnitte fur
10 min bei RT in 1 % Paraformaldehyd (PFA) fixiert (hierfir wurden 25 ml 4 % PFA in 75 ml PBS
verdinnt) und im Anschluss daran zweimal fir 5 min mit PBS gewaschen. Dann wurde die
Permeabilisierung des Gewebes in einer vorgekihlten Ethanol-Essigsaure-Losung (2:1) fir 5 min
bei -20 °C durchgefihrt. Danach fand das Blocken endogener Peroxidasen mit 3 % H,O,flr 5 min
bei RT im Dunkeln statt. Die 3 % -H,O,-Ldsung wurde aus einer 30 %-H,0,-Stammldsung durch
Verdinnung mit PBS im Verhdltnis 1:10 hergestellt. Die Losung wurde kurz vor Gebrauch
hergestellt und danach lichtgeschiitzt gelagert. Daran schloss sich zweimaliges Waschen fiir 5 min
in PBS an. Die Schnitte wurden mittels Fettstift umkreist, damit die Reagenzien auf dem Gewebe
verblieben und nicht verliefen. Dann folgte die Zugabe von je 75 Wl Equilibration Buffer, der fir
mindestens 10 s auf den Schnitten verblieb. Nach der Inkubation wurde der Puffer durch
Abklopfen entfernt und 50 Wl Working Strength TdT Enzyme-L6sung auf jeden Schnitt gegeben.
Die Losung setzte sich aus 35 ul Reaction Buffer und 15 pl TdT Enzyme pro Schnitt zusammen.
Die Inkubation mit der Enzymlésung fand fir 60 min bei 37 °C im Brutschrank statt. Zum
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Abstoppen der Reaktion wurden in einer Kivette 3 ml Stop/Wash Buffer mit 102 ml Aqua dest.
verdinnt, die Gewebsschnitte darin fir 15 s geschittelt und anschlief3end fur 10 min zum
Inkubieren belassen. Danach folgte das Waschen der Schnitte dreimal fur 1 min in PBS. Im
Anschluss wurde auf jedes Préparat 75 Wl von auf RT erwarmtem Anti-Digoxigenin Conjugate
pipettiert. Die Inkubation fand fir 30 min bel RT statt. Daran schloss sich das Waschen der
Gewebsschnitte viermal fur je 2 min in PBS an. Wahrend der Waschvorgénge wurde das Working
Srength Peroxidase Substrat, welches aus 147 pl DAB Dilution Buffer und 3 yl DAB Substrate pro
Schnitt bestand, angesetzt, auf RT aufgewérmt und dunkel gelagert. Auf jeden Objekttréger wurden
150 Wl pipettiert und 6 min damit eingeférbt. Danach wurden die Gewebsschnitte dreimal fir 1 min
in Aqua dest. gewaschen und anschlief3end 5 min in Aqua dest. inkubiert. Im Anschluss wurde fir
10 min mit 0,5 % Methylgrin, welches vor Gebrauch filtriert wurde, gegengeférbt. Das
Methylgriin wurde vor Benutzung in Natriumacetat mit einem pH von 4,0 (pH-Einstellung mittels
Essigsaure) gelést. Nach der Gegenférbung wurden die Objekttréger dreima in Aqua dest.
gewaschen (in den ersten zwei Kivetten wurden die Schnitte jeweils zehnmal eingetaucht und in
der dritten Kivette fir 30 s ruhen gelassen). Dieselbe Prozedur fand mit 100 % n-Butanol
(1-Butanol) statt. Das Gewebe wurde danach dreima fir 2 min in Xylol dehydriert und
abschlief3end in Pertex eingebettet.

Die Bewertung erfolgte analog der Auswertung der immunhistochemischen Préparate (s. 4.5.2)

4.7 Hamatoxylin-Eosin-Farbung

Die Herstellung der Hamatoxylin-Eosin-Farbung wurde durch die Firma Labor Habedank in Berlin
durchgefihrt. Die Firma stellte aus den formalinfixierten Gewebeproben Paraffinschnitte her und
farbte diese im Anschluss mit Hamatoxylin und Eosin. Das Eosin farbt basische Zellbestandteile
wie Kollagen, Zytoplasma und proteinhaltige L dsungen rot. Das Hamatoxylin férbt saure Molekile
wie die DNA blau.

Die Auswertung der Prdparate wurde anhand eines semiquantitativen Scoring-Systems unter
Anleitung von Herrn Prof. Dr. med. Horst Nizze vom Institut fUr Pathologie der Universitét
Rostock durchgefiihrt. Das Scoring-Schema wurde gemeinsam von Herrn Prof. Dr. med. Horst
Nizze und Herrn Prof. Dr. med. Robert Jaster entwickelt. Die Beurteilung fand hinsichtlich
potentiell reversibler Zellschaden (Zellschwellung, -vakuolisation und zystischer Degeneration),
OdemausmaR, Nekrose- und Apoptoserate statt. Zudem wurde die Anzahl der infiltrierenden
Entziindungszellen im interstitiellen Raum untersucht. Die Einstufung der Parameter erfolgte von

0 Punkten fir keine Verdnderung bis zu 3 Punkten fir starke Verénderungen. Es konnte eine
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maximale Gesamtpunktzahl von 12 erreicht werden. Die Beurteilung der verblindeten Préparate
wurde durch Herrn Prof. Dr. med. Robert Jaster durchgefihrt.

4.8 Messung der a-Amylase- und Lipase-Aktivitat im Serum

Um die Organschéden zu bestimmen, wurden a-Amylase- und Lipase-Aktivitét gemessen [27]. Fir
die Analyse der a-Amylase und Lipase-Aktivitdt wurden die Serumproben 1:10 in 0,9% NaCl
verdinnt (20 Wl Serum in 180 pl 0,9% NaCl unsteril). Die Messung erfolgte im Institut far
klinische Chemie der Universitat Rostock in einem Serumanalysegerédt nach Standardmethoden der
Routinediagnostik mittels IFCC-Referenzmethode (International Federation of Clinical Chemistry
and Laboratory Medicinge).

4.9 Fluorimetische Mengenbestimmung von Trypsin

Um einen Hinweis auf den Schweregrad der Pankreatitis zu bekommen, wurde die Trypsinmenge
im Pankreasgewebe gemessen. Zusétzlich wurde eine Bestimmung des Proteingehaltes der Proben
nach Bradford durchgefiihrt, um eine Normalisierung der gemessenen Trypsinmenge auf

Grundlage der Eiweil3konzentration zu ermdglichen.

Zu Beginn wurden Messpuffer, MOPS-Puffer und Trypsin-Substrat und aus folgenden Reagenzien

frisch angesetzt:

Arbeitsschritt/ Reagenz K omponenten Firma
250 ml MOPS-Puffer, pH 6,5 | 5mM MOPS Sigma-Aldrich Chemie
GmbH
1 mM MgSO, Sigma-Aldrich Chemie

GmbH

250 mM Saccharose

Merck KGaA

Messpuffer L1 0,5M Tris Carl Roth GmbH + Co. KG
Messpuffer L2 1,5M NaCl Carl Roth GmbH + Co. KG
Messpuffer L3 10 mM CaCl, Merck KGaA

10 % BSA PAA Laboratories GmbH
pH-Wert-Einstellung 2M HCI Carl Roth GmbH + Co. KG

Trypsin-Substrat (11550)

5,3 mg Boc-GIn-Ala-Arg-
AMCeHCI (BOC)

PeptaNova GmbH (3135-
V)
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(DMF)

135 wl N,N-dimethylformamid

Sigma-Aldrich Chemie
GmbH

2665 pl Agqua dest.

Die Herstellung des MOPS-Puffers und des Trypsin-Substrats erfolgte aus den oben genannten

Komponenten. Fir die Messpuffer wurden je 5 ml L1, L2, L3 und 50 pl 10% BSA (bovines
Serumalbumin) in ein 50 ml Plastik-Rohrchen gegeben und auf 40 ml mit Agqua dest. aufgefllt.
Der pH-Wert der Losung wurde mittels 2 M HCI auf 8,0 eingestellt. Der Puffer und das Trypsin-
Substrat wurden bei -20 °C gelagert.

49.1 Trypsin-Standard

FUr den Trypsin-Standard wurden 1 mg Trypsin und 1ml HCI (1mM) zusammengegeben. Aus der

Stammldsung wurde eine Verdinnungsreihe mit steigenden Trypsinkonzentrationen erstellt (siehe

Tab. 4.2 und 4.3). Diese diente als Standardkurve fir die Mengenbestimmung des Trypsins.

Tab. 4.2: Verdinnungsreihe fur die Trypsin-Standar dkurve

TO Stammlésung (1 mg/ml) 1 ml HCI (ImM)

T1 10 4l TO 90 ul HCI (1 mM)
T2 10 T1 90 ul HCI (1 mM)
T3 10 T2 90 ul HCI (1 mM)
T4 10 T3 90 ul HCI (1 mM)

Es wurden nach serieller Verdinnung je 5 ul folgender Trypsinkonzentrationen in die Wells

pipettiert:

Tab. 4.3: Trypsinkonzentrationen der Standardkurve

T4 - 2349 pg/mi 97,7 pM
10 T4 10 gl HCI (1 mM) 1220 pg/ml 48,8 pM
10 T4 20 gl HCI (1 mM) 813 pg/ml 32,5 pM
10 T4 50 Wl HCI (1 mM) 407 pg/ml 16,3 pM
10 T4 70 gl HCI (1 mM) 305 pg/ml 12,2 pM
10 T4 90 ul HCI (1 mM) 244 pg/ml 9,8 pM
10 T4 110 ul HCI (1 mM) 204 pg/ml 8,1 pM
- 10 l HCI (2 mM) 0 pg/ml OpM
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49.2 Homogenisieren des Gewebes

Arbeitsschritt/ Reagenz | Komponenten Firma
Homogenisieren NaCl (0,9%) Carl Roth GmbH + Co.
KG

Zu Beginn wurden der Homogenisator in 0,9 % NaCl und ein Becherglas mit Agua dest. jeweils
auf Eis vorgekuhlt. Das Pankreasstlick mit bekannter Masse (mindestens 30 mg) wurde in ein
Round-Bottom-Gefal3 gegeben, welches das neunfache Volumen an MOPS-Puffer enthielt und auf
Eis gestellt. Es folgte das Trocknen des Scherkopfes und das Homogenisieren des Gewebes mittels
Ultra-Turrax in sechs Hilben bei 30 000 U/min auf Eis. Zwischen den Proben wurde der Scherkopf
in Agua dest. und NaCl gespult und danach abgetrocknet. An das Homogenisieren fligte sich der
Zellaufschluss an. Die Proben wurden dazu zweimal fir 10 s ultrabeschallt (1 Cycle, Amplitude
100 %), in ein 1,5ml Eppendorfgefald Gberfihrt und fir 10 min bei 4 °C und 17700 x g
zentrifugiert. Die Uberstande wurden in N, (1) schockgefroren. Die Homogenate lagerten bei
-80 °C.

493 Bestimmungder Trypsinmenge

Kurz vor der Messung erfolgte die Zugabe der Substratlésung (1 Wl BOC/100 ul Messpuffer) zu
dem auf RT erwarmten Messpuffer. Fir die Doppelbestimmung der Trypsinmenge wurden je 5 pl
Probe/Well in LumiNunc 96-well Mikrotiterplatten auf Eis vorgelegt. Anschlief3end wurden 200 pl
des Mastermix (Substratlésung und Messpuffer) auf die Proben gegeben. Daran schlossen sich das
Schutteln der Platte fir 20 s bei 1100 rpm und die Messung am Photometer (Infinite 200, Tecan;
Messeinstellungen siehe Tab. 4.4) an. Der Leerwert enthielt nur Messpuffer.

Tab. 4.4: Einstellung am Tecan Reader

Excitation 360 nm

Emission 438 nm

Fluorescence RFU TOP

Gain mode Manual

Gain level 70

Anregungs- und Emissionsbandbreite 5nm

Readerplatten Weil3, LumiNunc

Temperatur Messung bei 30 °C (vortemperieren)
Integration time 40 us
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Number of flashes 3
Lagtime Ous
Anzahl der Zyklen 20 (Zykluszeit 30 9)

Die Messung beruht auf der Umsetzung des Substrats Boc-Gln-Ala-Arg-AMCeHCI. Diese erfolgt
durch Trypsin, nicht aber durch Trypsinogen. Es entsteht daraus die fluoreszierende Verbindung
7-Amino-4-methylcoumarin (AMC) [87].

Boc-GIn-Ala-Arg-AMCeHCI ------------ > 7-Amino-4-methylcoumarin (AMC) + Boc-GIn-Ala-Arg

Der Anstieg der Fluoreszenzintensitét wurde alle 30 s Uber einen Zeitraum von 10 min gemessen.
Die Steigung der Geradengleichung wurde aus den Differenzen der Fluoreszenz zwischen zwei
Messpunkten ermittelt. Mittels der Standardkurve des Trypsin-Standards (siehe Tab. 4.3), den
eingesetzten Volumina, der Fluoreszenz und der Konzentration am Gesamtprotein wurde die
Trypsinmenge wie folgt berechnet:

f‘:‘n‘;l]*Fluoreszenz [RSEICJ]*VGesamt [w1]

RFU -
sec ]*cGesamtprotem[%]* VProbe[ul]

cTrypsinstandard[

Nrrypsin [fmol/mg] =

Trypsinstandard [

Einheitliche GrofRen:
V Gesamt: 205 Wl
Vprobe: 5 Ml
Trypsin-Standard bel 1 uM: 25,56743 RFU/sec

Bei verdinnten Proben wurde zusétzlich der Verdinnungsfaktor im Endergebnis beriicksichtigt.

Die Mengen sind hier in [fmol/mg] angegeben.

Die Messung wurde durch Frau Katja Bergmann durchgeftihrt.

4.9.4 Quantitative Proteinbestimmung

Arbeitsschritt/ Reagenz K omponenten Firma (Bestellnummer)

Quantitative BSA PAA Laboratories GmbH

Proteinbestimmung Protein Assay (Bradford- Bio-Rad Laboratories GmbH
Reagenz)
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Die quantitative Proteinbestimmung der Enzyme erfolgte nach der Methode von Bradford. Dieser
Methode liegt eine Extinktionsverdnderung des Farbstoffes Coomassie Brilliantblau zugrunde.
Wenn Proteine an diesen Farbstoff binden, verschiebt sich im sauren Milieu das
Absorptionsmaximum des Coomassie Brilliantblau von 465 zu 595 nm [93]. Es kann also in
Proteinlésungen bei 595 nm eine von der jeweiligen Proteinkonzentration abhangige Extinktion
gemessen werden. Um die zu messenden Proteinkonzentrationen berechnen zu kdnnen, wurde
vorher eine Standardreihe mit Lésungen bekannter BSA-Konzentrationen hergestellt und
gemessen. Die Extinktionskurve ist zwischen 5 und 40 pg/ml linear; dadurch konnen die
Proteinkonzentrationen einfach extrapoliert werden.

Fir die Standardreihe wurden drei BSA-Ldsungen mit den Konzentrationen 160 pg/ml, 130 pg/ml
und 100 pg/ml hergestellt. Es erfolgte die Erstellung einer geometrischen Verdinnungsreihe in
Doppelbestimmung. Anschlief?end wurden 100 ul der jeweils 1:500 und 1:1000 bzw. 1:200 und
1:400 verdunnten Proben pro Well pipettiert und in jedes Well weitere 100 ul Bradford-Reagenz
(Vorabverdinnung 1.5 mit Aqua dest.) hinzugegeben. Nach 10 min Inkubation bei RT wurde die
Messung am ELISA-Reader (Anthos Labtec Instruments) bei 595 nm durchgefiihrt.

4.10 Messung des Trypsinogen aktivierenden Peptids
Wahrend der Aktivierung von Trypsinogen zu Trypsin wird das TAP abgespalten. Das Peptid zeigt
das Ausmal} stattgefundener Trypsinaktivierung an, ist stabiler als Trypsin und somit langer

nachweisbar.

Reagenzien zur Herstellung der Homogenate fir den TAP-Assay

Reagenzien Firma
ELISA Kit TAP B1OZOL Diagnostica Vertrieb GmbH
PBS10x,pH 7,4 Gibco Life Technologies GmbH

4.10.1 Homogenisieren des Gewebes

Zunéchst wurde PBS (0,02 M, pH 7-7,2) angesetzt und zusammen mit einem Becherglas mit
Aqua dest. auf Eis kalt gestellt. Der Homogenisator wurde ebenfalls in eiskaltem PBS vorgekuihlt.
Vor dem Homogenisieren wurde ein mindestens 30 mg schweres Gewebestiick in einem Round-
Bottom-Tube mit 600 pl eiskaltem PBS (0,02 M PBS, pH 7-7,2) zusammengegeben. Danach wurde
das Gewebe in sechs Hiiben bei 30 000 U/min homogenisiert und auf Eis gelagert. Zwischen den
Proben fand eine Spulung des Scherkopfs zuerst mit Aqua dest. und dann mit PBS (0,02 M PBS,
pH 7,0-7,2) statt. Nach dem Spiilen folgte das Trocknen des Scherkopfs. Im Anschluss wurden die
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Proben zweimal fir 10 s ultrabeschallt (1 Cycle, Amplitude 100 %), in ein 1,5 ml Eppendorfgefald
tberfiihrt und fir 5 min bei 5000 x g und 4 °C zentrifugiert. Die Uberstéande (in 60 pl Aliquots)
wurden in N, (1) schockgefroren und bei -80 °C gelagert. Die Homogenisierung der Proben

erfolgte durch Frau Katja Bergmann.

4.10.2 TAP-Assay

Die Messung der TAP-Konzentration im homogenisierten Pankreasgewebe wurde mit einem
ELISA-Kit fur TAP durchgefihrt. Vor der Messung wurden zunéchst alle Komponenten des Kits
auf RT erwarmt. Danach fand die Vorbereitung der einzelnen Reagenzien statt. Die Standard-
Stammldsung wurde durch Zugabe von 500 pl Sandard Diluent zum Protein des Standards
hergestellt, vorsichtig geschittelt und 10 min bei RT inkubiert. In finf 1,5 ml Reaktionsgefal3en
wurden je 600 ul Standard Diluent vorgelegt, um eine dreifache Verdiinnungsreihe herzustellen.
Aus der Stammlésung wurden 300 yl enthommen, in ein zweites Reaktionsgefald Gberfihrt und
dort durchmischt. Danach wurden erneut 300 pl enthommen und in ein drittes Reaktionsgefal’
Uberfuhrt. In analoger Weise wurde bis zum finften Reaktionsgefdl3 verfahren. Daraus ergaben
sich die folgenden Konzentrationen fir die Eichgerade: 10000 pg/ml; 3333,3 pg/ml; 1111,1 pg/ml;
370 pg/ml; 123,5 pg/ml; Leerwert (0 pg/ml). AnschliefRend wurden die Reagenzien Assay Diluent A
bzw. Assay Diluent B zu gleichen Volumina mit Aqua dest. vermischt. Detection Reagent A und
Detection Reagent B wurden anzentrifugiert und danach zu dem jeweiligen Assay Diluent (A
bzw. B) in der Verdinnung 1:100 hinzugefiigt. Aus der 30 x konzentrierten Waschldsung wurde
unter Zugabe von Agua dest. eine 1 x konzentrierte Losung hergestellt. Von dem TBM-Substrat

wurde die bendtigte M enge entnommen.

Fir die Proben, die Verdinnungsreihe und den Leerwert erfolgte jeweils eine Einfachbestimmung.
In die dafir vorgesehenen Wells wurden je 50 ul Probe und 50 pl Detection Reagent A gegeben
und die Platte anschlief3end vorsichtig geschwenkt. Danach inkubierten die Proben mit dem
Reagenz, durch Folie abgedeckt, 60 min bei 37 °C. Im Anschluss daran wurde die L&sung
verworfen, die Platte auf Papier abgeklopft und pro Well 350 yl der 1 x konzentrierten
Waschlésung pipettiert, welche fir 2 min einwirkte. Dann wurde die Ldsung erneut verworfen und
die Platte abgeklopft. Dieser Waschvorgang wiederholte sich dreimal. Nach Zugabe von 100 pl
Detection Reagent B inkubierte die mit Folie beklebte Platte fir 30 min bei 37 °C. Im Anschluss
wurde der oben beschriebene Waschvorgang funfmal Wiederholt. Danach inkubierten 90 yl TBM-
Substrat-L 6sung pro Well bei 38 °C fur 20 min, bevor zum Abschluss 50 ul Stopp-Solution in jedes
Well pipettiert wurde. Die Messung der Extinktion erfolgte im Photometer (Anthos Labtec

Instruments) bei 450 nm.
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4.11 Messung der Myeloper oxidaseaktivitét

Die Myeloperoxidase (MPO) wird aus den zytoplasmatischen Granula von neutrophilen
Granulozyten freigesetzt und erzeugt halogenhaltige Oxysauren [94]. Die MPO dient als Marker
fur die Neutrophilenaktivierung [95] und spielt eine Rolle bei Entzindungen unterschiedlicher
Genese [96]. Die MPO-AKktivitét wurde mittels eines nicht-fluoreszierenden Nachweis-Reagenz

bestimmt, welchesin Gegenwart von Wasserstoffperoxid und M PO zur Fluoreszenz angeregt wird.

Reagenzien zur Herstellung der Homogenate fir den M PO-Assay

Reagenzien Firma

Kit for Detection of Myeloperoxidase Activity Enzo Life Science GmbH
(ADI-907-029)

100 mM N-Ethylmaleimid (NEM) Sigma-Aldrich Chemie GmbH
HTA-Br Sigma-Aldrich Chemie GmbH
3-Amino-1,2,4-triazole Sigma-Aldrich Chemie GmbH
DMSO Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Eosinophil peroxidase inhibitor (Resorcinol) Sigma-Aldrich Chemie GmbH

4.11.1 Homogenisieren des Gewebes

Zunéchst erfolgte das Homogenisieren des Pankreas- bzw. Lungengewebes. Sowohl der
Homogenisator als auch die Ultraschallsonde wurden jeweils in Aqua dest. auf Eis vorgekihlt.
Danach fand das Einwiegen von ca. 100 mg Lunge und die Aufnahme des Gewebes in dem
vierfachen Volumen an Mastermix (aus Assay Buffer und NEM) in 5 ml Tubes statt. Beim
Homogenisieren der Pankreata handelte es sich um Gewebeproben von ca. 30 mg, welche in
neunfacher M enge Mastermix aufgenommen wurden.

Es schloss sich das Abtrocknen des in Aqua dest. vorgekihlten Scherkopfs und das
Homogenisieren des Gewebes in drei bis sechs Hiben mittels Ultra-Turrax (30 000 U/min) mit
direktem Kaltstellen auf Eis an. Zwischen den Proben wurde der Scherkopf jeweils mit Aqua dest.
gespiilt. Danach folgten die Uberfiihrung des Homogenats in ein 600 pl Eppendorfgefal und das
Zentrifugieren bei 4 °C fiir 20 min und 10 000 x g. AnschlieRend wurde der Uberstand entfernt und
Solubilization Buffer zum Pellet hinzugegeben. Das Homogenisieren der Proben wurde erneut fir
30 s bei 14 500 U/min durchgefiihrt, wonach die Sonifizierung zweimal fir 15s (1 Cycle,
Amplitude 100 %) stattfand. Zwischen den Proben wurde die Ultraschallsonde mit Aqua dest.
gespult und abgetrocknet. Daran reihte sich die Durchfihrung der Schockgefrierung der
Homogenate fir 2 min in Flussigstickstoff mit anschliefRendem Auftauen fir 2 min bei RT und
2-4min bei 38 °C im Wasserbad an. Dieser Wegfrier-Auftau-Zyklus wiederholte sich zweimal.
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Danach wurden die Proben fur 20 min bei 8000 x g und 4 °C zentrifugiert, die Uberstande
aliquotiert und bei -80 °C weggefroren.
Das Homogenisieren der Proben wurde durch Frau Dipl.-Biol. Sarah Mller durchgefiihrt.

4.11.2 Durchfihrung des M PO-Assays

Zunéchst wurde mittels MPO, Assay Buffer und 20 mM Katalase-Inhibitor eine Standardkurve
erstellt. Die Vorverdinnung des Enzyms, ausgehend von 0,5 yl MPO mit 805 U/ml, erfolgte unter
Zugabe von 160,5 pl Assay Buffer und 20 mM Katalase-Inhibitor auf eine Konzentration von
2,5U/ml.

Tab. 4.5: MPO-Standard mit 20 mM Katalase-Inhibitor

Standard | Units/ml Ansatz

S7 0,25 100 pl MPO (2,5 U/ml) + 900 pl Assay Puffer + 20 mM Katalase-
Inhibitor

S6 0,125 150 Wl aus S7 + 150 pl Assay Puffer + 20 mM Katalase-Inhibitor

S5 0,0625 150 wl aus S6 + 150 pl Assay Puffer + 20 mM Katalase-Inhibitor

A 0,03125 150 wl aus S5 + 150 pl Assay Puffer + 20 mM Katalase-Inhibitor

S3 0,0156 150 wl aus 4 + 150 pl Assay Puffer + 20 mM Katalase-Inhibitor

S2 0,00781 150 pl aus S3 + 150 pl Assay Puffer + 20 mM Katalase-Inhibitor

S1 0 300 ul Assay Puffer + 20 mM Katalase-Inhibitor

Um die endogene Katalaseaktivitdt des jeweiligen Gewebes zu blocken, inkubierten die
Homogenate fur 60 min mit 20 mM Katalase Inhibitor. Anschlief3end wurde das Homogenat 1:10
mit 200 mM Katalase-Inhibitor verdinnt (12 yl Homogenat + 108 ul Mastermix, welche aus 96 |
Assay Puffer und 12 pl 200 mM Katalase-Inhibitor bestand). Die Proben verblieben danach fir
60 min bei 25 °C und 300 rpm auf dem Heizblock.

Im Anschluss folgte die Durchfihrung des Assays. Dabei wurden 50 pl Probe/Standard als
Doppelbestimmung in eine 96-well Platte pipettiert und 50 Wl Reaction Cocktail hinzugegeben. Der
Reaction Cocktail setzte sich pro Probe aus 0,55 pl Detection Reagent, 0,055 yl 20 mM H,0,,
55 ul 20 uM Resorcinol sowie 48,895 yl 1 x Assay Puffer zusammen. Die Platte inkubierte nach
Zugabe des Reaction Cocktails fir 60 min bei RT im Dunkeln. Abschlieffend wurde die Messung

am Tecan Reader mit einer Exitation-/Emissionwellenlénge von 550/595 nm durchgefihrt.
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412 Statistik

Die Mittelwerte + standard error of the mean (SEM) der Ergebnisse wurden in Diagrammen
dargestellt. Statistische Signifikanzen zwischen den Ergebnissen des UCP2"-Stamm und dem
Wildtypstamm B6J wurden mit dem Mann-Whitney-U-Test ermittelt. P<0,05 wurde a's statistisch
signifikant angesehen. Die Analyse erfolgte mit der Software IBM SPSS Statistics (Version 20).
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5 Ergebnisse
5.1 Ergebnisseder 3-Monatstiere

5.1.1 Histologie

Die Cerulein-Pankreatitis geht mit Gewebsveranderungen wie Odemen, Infiltration mit
Entziindungszellen und parenchymalen Nekrosen einher. Um das Ausmal? des Schweregrades der
akuten Pankreatitis einschdtzen zu koénnen, wurden vom Pankreasgewebe Paraffinschnitte
hergestellt und diese mittels HE eingeférbt. Die typischen histologischen Verdnderungen werden
nachfolgend erlautert. Bei den unbehandelten 0 h-Kontrolltieren zeigte sich gesundes
Pankreasgewebe. 3 h nach Beginn der Ceruleinbehandlung fanden sich leichte Zellschwellungen
und Odeme. Nach 8 h verstarkten sich sowohl Zellschwellung als auch Odem und es trat zudem der
Zelltod in Form von Nekrose und Apoptose ein. Zusdtzlich waren nach 8 h
Entzindungszellinfiltrate zu finden, welche sich nach 24 h noch deutlicher ausprégten. Nach 7 d
kam es zu einer fast vollstandigen Regeneration des Pankreasgewebes. Die Begutachtung der
Préparate aler Tiere erfolgte anhand eines semiquantitativen Scores. Es wurden potentiell
reversible Zellschdden (Zellschwellung, -vakuolisierung und zystische Degeneration),
Odemausmal? sowie Apoptose- und Nekroserate beurteilt. Zusitzlich erfolgte die Untersuchung der
Zellinfiltration im interstitiellen Raum. Der Gesamtschweregrad der akuten Pankreatitis wurde
anhand der Summen der evaluierten Einzelparameter eingeschétzt. Es konnten maximal 12 Punkte
erreicht werden.

Im Folgenden werden zunéchst die Ergebnisse der 3-Monatstiere fir alle Methodenteile quantitativ

ausgewertet, anschlief3end folgt die komplette Auswertung der 12-Monatstiere.

Typische histologische Veranderungen sind in Abb. 5.14 und Abb. 5.15 fir beide Mausstamme
dargestellt.
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5.1.1.1 Beurteilung der pathologischen Veranderungen des Pankreasgewebes der 3-

Monatstiere
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Abb. 5.1: Pathomorphologische Verédnderungen im zeitlichen Verlauf einer Cerulein-induzierten akuten
Pankreatitis beider Mausstdmme im Alter von 3 Monaten. Die Tiere wurden, nach einem in Material und Methoden
beschriebenen Standardprotokoll, mit bis zu sieben Cerulein-Injektionen behandelt. Die 0 h-Tiere dienten as
Kontrollgruppe und erhielten kein Cerulein. Der histologische Score setzt sich aus den in der Abbildung dargestellten
summierten Scores der Einzelparameter zusammen (Maximawert 12). Dargestellt sind Mittelwerte + SEM fir n=7-8 bei
UCP2" und n=6 bei B6J.

Die 0 h-Tiere beider Stamme zeigten keine bzw. minimale Anzeichen einer Pankreatitis. Nach 3 h
entwickelten sowohl UCP2"- as auch B6JMause eine moderate Entziindung der
Bauchspeicheldrise. Nach 8 h kam es zu einem weiteren Anstieg des Schweregrads der
Pankreatitis, der B6J-Stamm hatte hier sein Maximum mit 7,2 £ 0,4 Punkten im histologischen
Score. 24 h nach der ersten Cerulein-Injektion stiegen die Werte der UCP2™-Tiere noch ein wenig
an und erreichten zu diesem Zeitpunkt mit 6,3 + 0,5 Punkten ein Maximum in ihrem Score.
Hingegen waren die Werte der B6JMéuse nach 24 h leicht abgesunken. Nach 7 d war die
Entziindung bei beiden Stammen deutlich zurlickgegangen, beim Wildtypstamm stérker als bei den
UCP2"-Mé&usen. Beide Mausstamme hatten allerdings noch nicht das 0 h-Ausgangsniveau erreicht
und es liefd sich weiterhin eine leichte Entziindung beobachten. Im Zeitverlauf zeigten die beiden
Mausstamme starke Ahnlichkeit.
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Abb. 5.2: Auftreten von Zellddemen im zeitlichen Verlauf einer Cerulein-induzierten akuten Pankreatitis beider
Mausstamme im Alter von 3 Monaten. Die Tiere wurden, nach einem im Material- und Methodenteil beschriebenen
Standardprotokoll, mit bis zu sieben intraperitonealen Cerulein-Injektionen behandelt. Die 0 h-Tiere dienten als
Kontrollgruppe und erhielten kein Cerulein. Die Einschétzung der Odeme erfolgte mittels Score von 0-3. Es sind
Mittelwerte + SEM fiir n=7-8 bei UCP2"" und n=6 bei B6J dargestellt.

Die Abb. 5.2 zeigt, dass eine leichte Odembildung bereits bei den Kontrolltieren beider Stamme
vorhanden war. Hierfir konnte die mangelnde Organdurchblutung in der Zeit zwischen
Narkoseeinleitung und Organentnahme verantwortlich sein. Die Zeitpunkte 3 h, 8 h und 24 h
wiesen die hochsten Odemwerte auf. Nach 7 d war die Odembildung zwar geringfiigig
zurtickgegangen, jedoch noch vorhanden und nicht auf das 0 h-Niveau herabgesunken. Der Verlauf

war bei beiden Mausstdmmen sehr dhnlich.
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Abb. 5.3: Auftreten von potentiell reversiblen Zellschdden im zeitlichen Verlauf einer Cerulein-induzierten akuten
Pankreatitis beider Mausstamme im Alter von 3 Monaten. Die Tiere wurden, nach einem beschriebenen
Standardprotokoll, mit bis zu sieben intraperitonealen Cerulein-Injektionen behandelt. Die O h-Tiere erhielten keine
Cerulein-Injektionen und dienten als Kontrollgruppe. Die Einschétzung der Zellschéden erfolgte mittels Score von 0-3.
Es sind Mittelwerte + SEM fir n=7-8 bei UCP2” und n=6 bei B6J dargestellt. *p<0,05 (Mann-Whitney-U-Test) im
Vergleich zu UCP2".

Die potentiell reversiblen Zellschéaden, die sich aus Zellschwellung, -vakuolisierung und zystischer
Degeneration zusammensetzten, sind in Abb. 5.3 dargestellt. Bei den 0 h-Tieren beider Stdamme
war nur ein Minimum an reversiblen Zellschéden zu erkennen. Nach 3 h stiegen die Score-Werte
deutlich, die Werte des Wildtypstamms waren signifikant erhoht im Vergleich zu denen der
UCP2"-Méuse (p<0,05). Der B6J-Stamm erlangte ebenfalls nach 3 h Maximalwerte, die nach 8 h
bzw. 24 h leicht absanken und nach 7 d annéhernd das Ausgangsniveau erreichten. Die Scores der
UCP2"-Tiere stiegen bis 8 h an, blieben bis 24 h annahernd konstant und fielen nach 7 d ab,
jedoch noch nicht auf das Niveau der O h-Kontrollgruppe. Im Stammvergleich zeigten die Werte

Ahnlichkeit, mit Ausnahme des signifikanten Unterschieds nach 3 h.
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Abb. 5.4: Auftreten von Infiltraten mit Entziindungszellen im Zeitverlauf einer Cerulein-induzierten akuten
Pankreatitis beider Mausstdmme im Alter von 3 Monaten. Die Tiere wurden, nach einem in Material und Methoden
beschriebenen Standardprotokoll, mit bis zu sieben Cerulein-1njektionen behandelt. Die O h-Tiere erhielten kein Cerulein
und dienten als Kontrollgruppe. Die Einschdtzung der Infiltration erfolgte mittels Score von 0-3. Dargestellt sind
Mittelwerte + SEM fiir n=7-8 bei UCP2" und n=6 bei B6J. *p<0,05 im Vergleich zu B6J.

Die Abb. 5.4 zeigt sowohl bei den O h-Tieren als auch bei den 3 h-Tieren beider Stdmme keine
Infiltration mit Entzindungszellen. Nach 8 h wiesen beide Stdmme Infiltrate auf, welche nach 24 h
Maximalscores von 1,7 + 0,3 (B6J) erreichten. Nach 7 d waren bei den B6J}Maéausen keine

Entziindungszellinfiltrate mehr zu finden. Der UCP2"-Stamm wies zu diesem Zeitpunkt weiterhin
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Entziindungszellen auf und war in seinem Score signifikant hoher als der Wildtypstamm (p<0,05).

Bis auf diese Ausnahme war der Zeitverlauf der beiden Mausstamme ahnlich.
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Abb. 5.5: Auftreten von Apoptosen und Nekrosen im Zeitverlauf einer Cerulein-induzierten akuten Pankreatitis
beider Mausstdamme im Alter von 3 Monaten. Die Tiere wurden, nach einem beschriebenen Standardprotokoll, mit bis
zu sieben intraperitonealen Cerulein-Injektionen behandelt. Die 0 h-Tiere erhielten kein Cerulein und dienten als
Kontrollgruppe. Die Einschétzung der Apoptosen und Nekrosen erfolgte mittels Score von 0-3. Dargestellt sind
Mittelwerte fir + SEM fiir n=7-8 bei UCP2"" und n=6 bei B6J.

Der Einzelparameter Zelltod, in welchen sowohl die beobachteten Nekrosen as auch die
Apoptosen Eingang fanden, zeigt schwere Gewebsschadigung an. Bei den O h-Tieren beider
Stamme waren keine toten Zellen zu finden. Nekrosen und A poptosen traten vor allem 3 h bis 24 h
nach der ersten Cerulein-Injektion auf. Zum 8 h-Zeitpunkt wurden bei beiden St&mmen
Maximalscores ermittelt. Nach 7 d waren nur noch wenige (UCP2"-Mause) bis keine
(Wildtypstamm) zugrunde gegangenen Zellen zu finden. Der Verlauf war bel beiden Stdmmen
ahnlich ausgeprégt.

5.1.1.2 Zusammenfassung der histologischen Untersuchung der 3-M onatstiere

Anhand der histologischen Untersuchung konnten die verschiedenen Schweregrade der Cerulein-
induzierten Pankreatitis festgestellt werden. Diese spiegelten sich im zeitlichen Verlauf der
Entziindung (ab 3 h) bei beiden Mausstémmen wider. Die Werte der beiden Mausstémme zeigten
starke Ahnlichkeit.
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5.1.2 Quantifizierung apoptotischer Zellen

Der Nachweis apoptotischer Zellen erfolgte an Hand von Kryodinnschnitten mittels
ApopTag® Plus Peroxidase In Stu Apoptosis Kit. Die Grundlage dieser Methode ist die Detektion
und Markierung von DNA-Strangbriichen mittels modifizierter Nukleotide. Die Apoptose

Detektion wurde bei den 0 h-, 8 h- und 24 h-Tieren durchgefihrt.

Das Vorkommen apoptotischer Zellen wird beispielhaft anhand von Abbildungen in Kapitel 5.2.2
dargestellt.

5.1.2.1 Apoptose-Detektion bei den 3-Monatstieren
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Abb. 56: Detektion apoptotischer Zellen [Zellen'mm?] im Zeitverlauf der Cerulein-induzierten akuten
Pankreatitis im Alter von 3 Monaten. Die Tiere wurden, gemai3 einem im Methodenteil beschriebenen Protokoll, mit
bis zu sieben intraperitonealen Cerulein-Injektionen behandelt. Die 0 h-Tiere dienten als Kontrolle und erhielten kein
Cerulein. Von dem jeweiligen Pankreasgewebe wurden Kryoschnitte hergestellt und mittels ApopTag® In Situ Apoptosis
Detection Kit geférbt. Angegeben sind die Mittelwerte + SEM fir n=8 bei UCP2" und n=6 bei B6J.

Nach der Ceruleinbehandlung konnte bei beiden Mausstdmmen ein sehr dhnlicher Zeitverlauf des
Auftretens apoptotischer Zellen beobachtet werden. Die unbehandelten O h-Tiere zeigten keine bis
sehr wenige Apoptosen. Nach 8 h war ein starker Anstieg der Zellzahl/mm? mit bis zu
160 + 19 apoptotischen Zellen/mm? bei B6J feststellbar. Nach 24 h sank die Anzahl der Zellen
wieder, erreichte jedoch noch nicht das O h-Niveau, sondern sank lediglich auf unter
87 + 32 Zellen'mm? (UCP2"). Zwischen den beiden Stammen waren keine Unterschiede

nachweisbar.
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5.1.2.2 Zusammenfassung der Quantifizierung apoptotischer Zellen der 3-Monatstiere

Bei beiden Mausstdmmen konnten mittels des ApopTag® In Stu Apoptosis Detection Kit
apoptotische Zellen detektiert werden. Die Zellzahlmaxima waren jeweils nach 8 h zu finden.
Zwischen den UCP2"-Mausen und dem Wildtypstamm gab es innerhalb der drei Zeitpunkte keine
Unterschiede.

5.1.3 Immunhistochemie der Pankreasschnitte

5.1.3.1 Nachweisvon organinfiltrierenden Entziindungszellen im Pankreasgewebe

Bei ener akuten Pankreatitis kommt es zu ener Infiltration des Organs mit
Entzindungszellen [97]. Um das Ausmald dieser Entziindungsreaktion abschétzen zu kénnen,
wurden die Zellen mittels immunhistochemischer Férbung markiert und damit auszdhlbar gemacht.

Fir die Farbung fanden Antikérper gegen die Oberfléchenantigene CD11b, Grl und CD3

Verwendung.

Das Vorkommen der jeweiligen Entzindungszellen wird exemplarisch anhand von Abbildungen in
Kapitel 5.2.3 dargestellt.

5.1.3.2 Infiltration der Pankreata mit CD11b*-Entziindungszellen bei den 3-M onatstieren
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Abb. 5.7: Infiltration des Pankreasgewebes mit CD11b*-Entziindungszellen [Zellen'mm? im Zeitverlauf der
Cerulein-induzierten akuten Pankreatitis im Alter von 3 Monaten. Die Kryoschnitte des Pankreasgewebes wurden

nacheinander mit anti-Maus-CD11b (aus der Ratte) und biotinyliertem , anti-rat-lgG" angeférbt. Die O h-Tiere dienten as
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Kontrollgruppe und erhielten keine Cerulein-Behandlung. Dargestellt sind Mittelwerte + SEM fir n=8 bei ucP2” und
n=6 bei B6J.

Die Abb. 5.7 stellt quantitativ das AusmaR infiltrierender CD11b"-Granulozyten, -Monozyten,
-Makrophagen und -nattirlicher Killerzellen im Pankreasgewebe der 3 Monate alten Tiere beider
Stdmme dar. Bei den O h-Tieren bestand eine leichte basale Infiltration. Nach 24 h waren bei
beiden Stammen maximale Zellzahlen festzustellen (1098 + 149 CD11b*-Zellen/mm?bei UCP2"
und 1767 + 282 CD11b"-Zellen'mm? bei B6J). Im Stammvergleich zeigten beide Mausstamme
Ahnlichkeit, die B6JMause wiesen tendenziell hohere Maximalwerte auf. Signifikante

Unterschiede zwischen den Stdmmen waren jedoch nicht nachweisbar.

5.1.3.3 Infiltration der Pankreata mit Gr1™-Entziindungszellen bei den 3-M onatstieren

Neben den CD11b*-Immunzellen wurden auch Gr1*-Granulozyten und -M akrophagen untersucht.
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Abb. 58: Infiltration des Pankreasgewebes mit Gri'-Entziindungszellen [Zellen'/mm?] im Zeitverlauf der
Cerulein-induzierten akuten Pankreatitis im Alter von 3 Monaten. Die Kryoschnitte des Pankreasgewebes wurden
nacheinander mit anti-Maus-Grl (aus der Ratte) und biotinyliertem , anti-rat-lgG* angeférbt. Die O h-Tiere erhielten
keine Cerulein-Injektion und dienten als Kontrollgruppe. Gezeigt werden Mittelwerte + SEM fir n=8 bei UCcP2” und
n=6 bei B6J.

In Abb. 5.8 zeigt sich ein Anstieg der Zellzahl von 0 h bis 24 h sowohl beim Wildtypstamm als
auch bei den UCP2"-Mé&usen. Die maximale Zellzahl war nach 24 h erreicht
(155 + 60 Grl'-Zellehmm?® bei UCP2" und 246 + 43 Grl'-Zelle'mm® bei B6J). Im

Stammvergleich wiesen die B6J-Tiere nach 24 h eine Tendenz zu héheren Zellzahlen auf, ohne
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dass die Unterschiede statistische Signifikanz erreichten. Insgesamt blieb bei beiden Stdmmen die
Zahl an Gr1*-Zellen hinter der Zahl von CD11b"-Entziindungszellen zuriick.

5.1.3.4 Infiltration der Pankreata mit CD3"-Entziindungszellen bei den 3-Monatstieren

Neben CD11b"- und Gr1*-Immunzellen wurden auch die CD3"-Lymphozyten untersucht.
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Abb. 5.9: Infiltration des Pankreasgewebes mit CD3*-Entziindungszellen [Zellen/'mm? im Zeitverlauf der
Cerulein-induzierten akuten Pankreatitis im Alter von 3 Monaten. Die Kryoschnitte des Pankreasgewebes wurden
nacheinander mit anti-Maus-CD3 (aus der Ratte) und biotinyliertem ,anti-rat-lgG* angeférbt. Die O h-Tiere blieben
unbehandelt und dienten als Kontrollgruppe. Dargestellt sind Mittelwerte £ SEM fir n=8 bei UCP2" und n=6 bei B6J.

Die quantitative Beurteilung der CD3*-Immunzellen ist in Abb. 5.9 dargestellt. Bei beiden
Mausstammen wurden generell nur wenige CD3-Zellen beobachtet. Es konnte jedoch ein Anstieg
der durchschnittlichen Zahl von CD3"-Entziindungszellen innerhalb von 24 h nachgewiesen

werden. Die Zellzahlen unterschieden sich kaum zwischen den UCP2"- und B6J-Tieren.

5.1.35 Zusammenfassung der immunhistochemischen Untersuchung der 3-Monatstiere

Die Cerulein-induzierte akute Pankreatitis ging bei beiden Mausstédmmen und beiden
Altersgruppen mit einem Anstieg von CD11b*-, Grl1’- und CD3"-Zellen im Pankreasgewebe
einher. Die hochsten Absolutwerte wurden bei den CD11b"-Zellen beobachtet, die geringste
Infiltration bei den CD3"-Immunzellen. Bei den 3-Monatstieren beider Stamme war eine Reaktion
auf die Cerulein-Behandlung sichtbar. Es zeigte sich eine Tendenz zu einer héheren Anzahl an

Entziindungszellen im Wildtypstamm.
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5.1.4 a-Amylase- und Lipaseaktivitét im Serum

Fir die Cerulein-induzierte akute Pankreatitis sind erhéhte Serumkonzentrationen pankreatischer
Enzyme charakteristisch [27, 98]. Um die hervorgerufenen Organschéden beurteilen zu kénnen,

wurden a-Amylase und Lipase im Serum der M &use bestimmt.

5.1.4.1 a-Amylaseaktivitat im Serum der 3-Monatstiere

Zur Diagnostik der akuten Pankreatitis wurde die a-Amylaseaktivitét der 3-Monatstiere bestimmt.
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Abb. 5.10: a-Amylaseaktivitaten [U/I] in den Seren der beiden Stdmme im Alter von 3 Monaten zu den jeweiligen
Untersuchungszeitpunkten. Die 3 Monate alten Mause wurden, wie in Material und Methoden beschrieben, mit bis zu
sieben intraperitonealen Cerulein-1njektionen behandelt. Die Blutentnahme erfolgte zu festgelegten Zeitpunkten vor dem
Toten der narkotisierten Méause. Die a-Amylase wurde aus den gewonnenen Seren bestimmt. Die O h-Tiere dienten as

Kontrolle und wurden nicht mit Cerulein behandelt. Angegeben sind Mittelwerte + SEM fir n=7-8 bei UCP2" und n=6
bei B6J.

Die Abb. 510 zeigt einen deutlichen Anstieg der a-Amylaseaktivitdt sowohl bei den
UCP2"-Méusen als auch beim Wildtypstamm von O h bis 8 h. Das Aktivitdtsmaximum beider
Stamme war nach 8 h erreicht. Die UCP2"-Tiere erreichten eine durchschnittliche Aktivitét von
9738 = 1028 U/I, wéhrend die B6JMause im Mittel Werte in Hohe von 9088 + 1503 U/l
aufwiesen. Nach 24 h war die Aktivitdt wieder deutlich gesunken, nach 7 d erreichte das
Aktivitatsniveau die Ausgangswerte der 0 h-Tiere. Die Werte von UCP2"- und B6J-Tieren zeigten
zu alen finf Zeitpunkten starke Ahnlichkeit.



Ergebnisse 43

5.1.4.2 Lipaseaktivitdt im Serum der 3-Monatstiere

Zusétzlich zur a-Amylase- wurde auch die Lipaseaktivitdt im Serum beider Mausstdmme
bestimmt.
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Abb. 5.11: Lipaseaktivitaten [U/I] in den Seren der beiden Mausstamme im Alter von 3 Monaten zu den jeweiligen
Untersuchungszeitpunkten. Die Tiere wurden, wie im Methodenteil beschrieben, mit bis zu sieben Cerulein-Injektionen
behandelt. Die Blutentnahme erfolgte zu festgesetzten Zeitpunkten vor der Toétung der narkotisierten Méause. Die Lipase
wurde aus den gewonnenen Seren bestimmt. Die 0 h-Tiere dienten als Kontrolle und erhielten keine Behandlung mit
Cerulein. Dargestellt sind Mittelwerte fir + SEM fir n=7-8 bei UCP2" und n=6 bei B6J.

Die Lipaseaktivitét in Abb. 5.11 zeigt einen dhnlichen Zeitverlauf wie die der a-Amylase. Die
B6J-Tiere wiesen einen Anstieg der Aktivitdt von O h bis 8 h auf, das Maximum war nach 8 h
erreicht (353 £ 49 U/l). Danach nahm die Lipaseaktivitdt ab und sank bis 7 d auf die
0 h-Ausgangswerte. Die UCP2’-Mause erreichten ihr Aktivitstsmaximum bereits nach
3 h (333 £ 48 U/l). Dann fiel die Aktivitdt und erlangte bis d 7 &hnliche Werte wie die
unbehandelte Gruppe (0 h). Die Werte beider Stémme unterschieden sich zu keinem Zeitpunkt
signifikant, allerdings wiesen die 24 h-Werte mit p=0,059 firr den UCP2"-Stamm eine tendenziell
hohere Lipaseaktivitét auf.

5.1.4.3 Zusammenfassung der a-Amylase- und Lipaseaktivitat der 3-Monatstiere

Die gemessenen Aktivitdten von a-Amylase und Lipase zeigten, dass eine Cerulein-induzierte
akute Pankreatitis ausgel st wurde. Die UCP2"-Mause hatten bereits nach 3 h ihre Maximalwerte
fir die Lipaseaktivitdt erreicht und nach 8 h ihre maximale Lipaseaktivitdt. Die B6JMause
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erlangten nach 8 h ihre Maximalaktivitaten fir Lipase und a-Amylase. Der Vergleich zwischen
UCP2"-Mé&usen und dem Wildtypstamm ergab hinsichtlich der Lipase- und o-Amylaseaktivitéiten

einen ahnlichen Zeitverlauf.

5.1.5 Fluorimetische Aktivitatsbestimmung der Myeloper oxidase im L ungengewebe

Die Myeloperoxidase ist ein Indikator fir die Neutrophileninfiltration [99]. Die Cerulein-
Pankreatitis ist mit einer Akkumulation von neutrophilen Granulozyten im Pankreasgewebe
vergesellschaftet [95]. Der UCP2 Gen-knockout steht im Verdacht, zu einer Dysfunktion von
Monozyten/Makrophagen zu fihren [77]. Ebenfals typisch fur die Cerulein-Pankreatitis ist die
Sequestration von neutrophilen Granulozyten im Lungengewebe. Ausgeprégte Neutrophilen-
Ansammlungen gehen deshalb mit erhthter MPO-Aktivitédt einher [95]. MPO ist somit ein Marker
fr die systemische Schadigung der Lunge [100].

Bei den Tieren der Altersgruppe 3 Monate wurde lediglich die MPO-AKktivitét im Lungengewebe
bestimmt, da fir die Messung der pankreatischen M PO kein Gewebe zur Verfliigung stand.

5.15.1 MPO-Aktivitat im Lungengewebe der 3-Monatstiere
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Abb. 5.12: Myeloperoxidaseaktivitdt [mU/mg] in Lungengewebshomogenaten der Cerulein-behandelten
Mausstamme im Alter von 3 Monaten im Zeitverlauf. Wie im Material- und Methodenteil beschrieben, erhielten die
3 Monate aten Tiere bis zu sieben intraperitoneale Injektionen. Dies galt nicht fir die O h-Tiere, da diese als
Kontrollgruppe fungierten und kein Cerulein erhielten. Aus den hergestellten Homogenaten wurde die
Myeloperoxidaseaktivitét ermittelt. Gezeigt sind Mittelwerte + SEM fir n=8 bei UCP2" und n=6 bei B6J. *p<0,05im
Vergleich zum Wildtypstamm B6J.
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In Abb. 512 ist zu sehen, dass die MPO-Aktivitdt im Lungengewebe sowohl bei den
UCP2"-Mausen als auch bei den B6J-Tieren nach 8 h ihr Maximum erreichte. Die maximalen
Werte betrugen bei UCP2" 12 + 0,9 mU/mg Lungengewebe und bei B6J 7 + 1,2 mU/mg
Lungengewebe. Nach 24 h waren die Werte wieder abgesunken und erreichten annéhernd die
Basal aktivitat. Sowohl nach 8 h als auch nach 24 h war die MPO-Aktivitét bei den UCP2"-Mausen
signifikant hther als bei den B6J-Tieren (p<0,05). Im Stammvergleich zeigte sich auch zum
0 h-Zeitpunkt eine Tendenz zu hheren Werten bei den UCP2"-Mausen.

5.1.5.2 Zusammenfassung der MPO-Aktivitat im Lungengewebe der 3-Monatstiere

Die MPO-Aktivitét hatte im Lungengewebe nach 8 h ihr Maximum erreicht und sank nach 24 h
nahezu auf Ausgangswerte ab. Zudem fanden sich bei den UCP2"-Mausen im Vergleich zum

Wildtypstamm nach 8 h und 24 h signifikant hohere Werte.

5.1.6 Bestimmung des Spiegels des Trypsinogen aktivierenden Peptidsim Pankreasgewebe

5.1.6.1 TAP-Gehalt der Pankreatader 3-Monatstiere

Bei der Umwandlung von inaktivem Trypsinogen zu aktivem Trypsin wird das TAP
abgespalten [23]. Im Gegensatz zu Trypsin, welches durch Autodegradation, endogene Inhibitoren
oder proteolytischen Abbau schnell inaktiviert wird, ist TAP stabiler. TAP spiegelt genau die

Menge an aktiviertem Trypsinogen und kann langer nachgewiesen werden als Trypsin [87].
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Abb. 5.13: Gehalt an TAP [pg/mg Protein] in Pankreashomogenaten beider Mausstamme im Alter von 3

Monaten. Die Tiere wurden, nach einem in Material und Methoden beschrieben Standardprotokoll, mit bis zu sieben
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Cerulein-Injektionen behandelt. Die O h-Tiere erhielten kein Cerulein und dienten as Kontrolle. Aus dem
Pankreasgewebe wurden Homogenate hergestellt, in denen die Konzentration des Peptids mittels TAP-Assay gemessen
wurde. Dargestellt sind Mittelwerte + SEM fir n=8 bei UCP2" und n=6 bei B6J.

Die Abb. 5.13 zeigt die TAP-Gehalte der Pankreashomogenate der Kontrollgruppe (0 h) sowie der
24 h-Tiere. Bei den O h-Tieren waren minimale TAP-Konzentrationen nachweisbar. Nach 24 h kam
es bei beiden Stdmmen zu einem Anstieg des TAP-Gehalts, auch die Absolutwerte waren bei
beiden Stdmmen sehr &hnlich.

5.1.6.2 Zusammenfassung des TAP-Gehalts der Pankreata der 3-Monatstiere

In den Pankreashomogenaten der 3-Monatstiere konnte ein Anstieg des TAP-Gehalts nach 24 h

beobachtet werden.

5.1.7 Zusammenfassung 3-Monatstiere

Insgesamt liefl3 sich fir die 3-Monatstiere beider Stamme ein dhnlicher Verlauf der akuten Cerulein-
Pankreatitis feststellen. Es waren zwischen den Stdmmen nur wenige signifikante Unterschiede
nachweishar, die auch keiner klaren Systematik folgten. Aufféllig waren die hdheren MPO-Werte
im Lungengewebe der UCP2"-Mause, die auf eine starkere systemische Schadigung der Tiere

hinweisen kénnten.
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5.2 Ergebnisseder 12-Monatstiere

5.2.1 Histologie

Abb. 5.14: Lichtmikroskopische Aufnahmen HE-gefarbter Pankreaspréparate am Beispiel von 12 Monate alten
Méausen des Wildtypstamms B6J. Die Tiere wurden, wie im Methodenteil beschrieben, mit bis zu sieben
intraperitonealen Cerulein-Injektionen behandelt. Aus dem Pankreasgewebe wurden Paraffinschnitte hergestellt und mit
HE angefarbt (200-fache Vergréferung). (A) Préparat eines unbehandelten Tieres mit morphologisch intaktem Gewebe.
(B) Pankreas eines Tieres 3 h nach Beginn der Cerulein-Behandlung mit Zellschwellung, -vakuolisation, zystischer
Degeneration und einzelnen zugrunde gegangenen Zellen. (C) Pankreasaufnahme eines 8 h-Tieres mit zunehmendem
Odem sowie Apoptosen und Nekrosen. (D) Praparat mit Entziindungszellinfiltraten, Odem, Apoptosen, Nekrosen und
Zelldegeneration nach 24 h. (E) Nahezu vollsténdige Restutio ad integrum nach 7 d.
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Abb. 5.15: Lichtmikroskopische Aufnahmen HE-gefarbter Pankreaspréparate am Beispiel von 12 Monate alten
M ausen des UCP2"-Stamms. Die Tiere wurden, wie in Material und Methoden beschrieben, mit bis zu sieben Cerulein-
Injektionen behandelt. Aus dem Pankreasgewebe wurden Paraffinschnitte hergestellt und mit HE angeférbt (200-fache
VergroRerung). (A) Préparat eines unbehandelten Tieres mit gesundem Gewebe. (B) Pankreas eines 3 h-Tieres mit
Zellschwellung, -vakuolisation, zystischer Degeneration und vereinzelten zugrunde gegangenen Zellen. (C)
Pankreasaufnahme eines 8 h-Tieres mit verstirktem Odem, Apoptosen und Nekrosen. (D) Préparat mit Odem,
Apoptosen, Nekrosen, Zelldegeneration und Entziindungszellinfiltraten nach 24 h. (E) Nach 7 d zeigten sich noch leichte
Odeme und Zellschéden.
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Wie aus Abb. 5.14 und Abb. 5.15 ersichtlich wird, zeigt der Vergleich zwischen Wildtypmausen
und den UCP2"-Tieren bei letzteren etwas stérkere histopathologische Veranderungen zu den
beiden spéteren Zeitpunkten 24 h und 7 d. Nach 24 h (Abb. 5.15, D) fiel, verglichen mit den
12 Monate alten Tieren des Wildtypstamms, eine stiarkere Odemneigung und vermehrte Infiltration
mit Entzindungszellen auf. Wahrend die B6JMause nach 7 d eine nahezu vollstandige
funktionelle Wiederherstellung des Pankreasgewebes aufwiesen, zeigten sich bei den UCP2"-
Tieren zu diesem Zeitpunkt persistierende Odeme und Zellschaden (Abb. 5.15, E).

5.2.1.1 Beurteilung der pathologischen Verénderungen des Pankreasgewebes der 12-

Monatstiere
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Abb. 5.16: Pathomorphologische Veranderungen im zeitlichen Verlauf einer Cerulein-induzierten akuten
Pankreatitis beider Mausstamme im Alter von 12 Monaten. Die Tiere wurden, wie in Material und Methoden
beschrieben, mit bis zu sieben intraperitonealen Cerulein-Injektionen behandelt. Die O h-Tiere erhielten kein Cerulein.
Der histologische Gesamtscore setzt sich aus den in der Abbildung dargestellten summierten Scores der Einzel parameter
zusammen (Maximalwert 12). Dargestellt sind Mittelwerte £+ SEM fir n=8 bel UCP2" und n=8 bei B6J. *p<0,05 im
Vergleich zum Wildtypstamm.

Die 12-Monatstiere beider Stamme wiesen bei den jeweiligen 0 h-Kontrollgruppen keine bzw.
leichte Anzeichen einer Pankreatitis auf. Nach 3 h kam es, wie auch schon bei den 3-Monatstieren,
zu einer moderaten Pankreatitis. Nach 8 h verstérkte sich diese bei beiden Mausstdmmen und die
B6J-Méause erreichten mit tUber 7 Punkten ihre maximalen Werte im histologischen Gesamt-Score.
Bei den UCP2"-Tieren stiegen die Werte von 8 h bis 24 h noch weiter an (histologischer Score =
8+ 0,5) und erreichten damit die maximale Punktzahl. Danach nahm der Schweregrad der
Pankreatitis ab. Bis d 7 zeigte sich ein Rickgang, beim B6J-Stamm in etwa auf das O h-

Ausgangsniveau, wahrend bei den UCP2 -Mausen die Werte noch etwas hoher lagen. Die Scores



Ergebnisse 50

nach 24 h und 7 d waren im Vergleich zu den Wildtyptieren signifikant hoher fir den
UCP2"-Stamm (p<0,05). Der sonstige Verlauf war ahnlich.
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Abb. 5.17: Auftreten von Zellédemen im zeitlichen Verlauf einer Cerulein-induzierten akuten Pankr eatitis beider
Mausstamme im Alter von 12 Monaten. Die Tiere wurden, wie in Material und Methoden beschrieben, mit bis zu
sieben intraperitonealen Cerulein-Injektionen behandelt. Die 0 h-Tiere erhielten kein Cerulein und dienten als
Kontrollgruppe. Die Einschatzung der Odeme erfolgte mittels Score von 0-3. Es sind Mittelwerte + SEM fiir n=8 bei
UCP2" und n=8 bei B6J dargestellt.

Bei den 12 Monate alten Mausen war wie auch bei den 3-Monatstieren eine basale Odembildung
zu finden (vermutliche Erklarung s. 3-Monatstiere, Kap. 5.1.1.1). Die Odeme nahmen bis 8 h
weiter zu. Die B6J-Méause wiesen zu diesem Zeitpunkt ihr starkstes Odem mit Werten 1,9 + 0,2
auf. Bei den UCP2"-Mausen stieg der Wert bis 24 h weiter an und die Tiere erreichten das
Maximum in ihrem Score. Nach 7 d kam es zu einer vollsténdigen (Wildtypstamm) bzw.
weitgehenden (UCP2") Ruckbildung der Zellschwellung. Der Zeitverlauf war bei beiden
Mausstammen &hnlich, mit einer nicht-signifikanten Tendenz zu etwas héheren Werten bei den
UCP2"-Tieren.
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Abb. 5.18: Auftreten von potentiell reversiblen Zellschaden im zeitlichen Verlauf einer Cerulein-induzierten
akuten Pankreatitis beider Mausstamme im Alter von 12 Monaten. Die Tiere wurden, wiein Material und Methoden
beschrieben, mit bis zu sieben intraperitonealen Cerulein-1njektionen behandelt. Die O h-Tiere erhielten kein Cerulein, sie
dienten a's Kontrollgruppe. Die Einschétzung der Zellschéden erfolgte mittels Score von 0-3. Es sind Mittelwerte £+ SEM
fr n=8 bei UCP2"" und n=8 bei B6J dargestellt.

Wie auch schon bei den 3-Monatstieren waren bei der O h-Kontrollgruppe so gut wie keine
potentiell reversiblen Zellschdden zu erkennen. Nach 3 h kam es zu einem Anstieg bei beiden
Mausstammen, der nach 8 h sein Maximum erreicht hatte. Nach 24 h sank die Anzahl an reversibel
geschédigten Zellen wieder ab und fiel nach 7 d sogar leicht unter das Ausgangsniveau. Bei den
UCP2"-Mé&usen waren die Werte im Vergleich zur 0 h-Kontrollgruppe nach 7 d noch etwas erhoht.

Insgesamt war der Zeitverlauf bei beiden Stdmmen recht dhnlich.

2,5

1,5
OB6J

1 B UCP2-/-

JEs B

Oh 3h 8h 24h 7d
Unter suchungszeitpunkt [h] bzw. [d]

Scorefur Infiltrat




Ergebnisse 52

Abb. 5.19: Auftreten von Infiltraten mit Entzindungszellen im Zeitverlauf einer Cerulein-induzierten akuten
Pankreatitis beider Mausstamme im Alter von 12 Monaten. Die Tiere wurden, wie in Material und Methoden
beschrieben, mit bis zu sieben intraperitonealen Cerulein-1njektionen behandelt. Die O h-Tiere erhielten kein Cerulein, sie
dienten als Kontrollgruppe. Die Einschézung der Infiltration erfolgte mittels Score von 0-3. Dargestellt sind
Mittelwerte + SEM fir n=8 bei UCP2" und n=8 bei B6J. *p<0,05im Vergleich zu B6J.

Bei den 12-Monatstieren beider Stdmme lieffen sich bis 3 h nach der ersten Cerulein-Injektion
keine bis wenige Entziindungzellen nachweisen. Nach 8 h nahm die Infiltration zu und der
B6J-Stamm erreichte Maximalscores von 1,8 = 0,4. Die Infiltration des Pankreasgewebe der
B6JMaéause sank danach ab und erlangte bis 7 d Scores von 0,4 = 0,1. Die Werte der
UCP2"-Méuse stiegen bis 24 h an und erreichten zu diesem Zeitpunkt ihren Maximalscore von
25 + 0,25. Der Score der UCP2"-Tiere war im Vergleich zum Wildtypstamm signifikant
erhoht (p<0,05). Nach 7 d waren die Werte wie bei den B6J-Mé&usen auf 0,4 0,2 abgesunken. Bis
auf die signifikant unterschiedlichen Werte nach 24 h waren sich beide Mausstamme im Verlauf
recht hnlich.
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Abb. 5.20: Auftreten von Apoptosen und Nekrosen im Zeitverlauf einer Cerulein-induzierten akuten Pankreatitis
beider Mausstamme im Alter von 12 Monaten. Die Tiere wurden, wie in Material und Methoden beschrieben, mit bis
zu sieben intraperitonealen Cerulein-Injektionen behandelt. Die O h-Tiere dienten as Kontrollgruppe und erhielten kein
Cerulein. Die Einschdtzung der Apoptosen und Nekrosen erfolgte mittels Score von 0-3. Dargestellt sind
Mittelwerte + SEM fiir n=8 bei UCP2" und n=8 bei B6J. *p<0,05im Vergleich zu B6J.

In Abb. 5.20 zeigt sich, dasswie bei den 3-Monatstieren auch bei den dteren Tieren zum Zeitpunkt
0 h nahezu keine Apoptosen und Nekrosen nachzuweisen waren. 3 h nach der ersten Cerulein-
Injektion stieg der Wert bei beiden Mausstdmmen an. Nach 8 h hatten beide Mausstamme
Maximalscores von 1,6 + 0,1 (B6J) erreicht. Nach 24 h sanken die Werte wieder ab und nach 7 d

waren, wie schon bei den 3-Monatstieren, wenige (UCP2"-Stamm) bis keine (B6J-Mause)
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apoptotischen und nekrotischen Zellen mehr zu finden. Im Vergleich zwischen den beiden
Stammen hatten die UCP2"-Tiere im Zeitverlauf eine Tendenz zu etwas héheren Werten als der
Wildtypstamm. Zum Zeitpunkt 3 h war der Score der UCP2"-Tiere im Vergleich zu den B6J

Méusen signifikant erhoht.

5.2.1.2 Zusammenfassung der histologischen Untersuchung

Anhand der histologischen Untersuchung konnten verschiedene Schweregrade der Cerulein-
induzierten Pankreatitis festgestellt werden. Bei den 12-Monatstieren deuteten die Scores auf eine
etwas schwerere Pankreatitis der UCP2”-Mause hin. Insbesondere die spaten Zeitpunkte, 24 h und
7 d, zeigten bel dem Gesamt-Score sowie bei einigen Einzelparametern signifikant héhere Werte
der UCP2"-M&use.

5.2.2 Quantifizierung apoptotischer Zellen

A B C

Abb. 5.21: Auftreten apoptotischer Zellen im Pankreasgewebe am Beispiel von 12 Monate alten M&usen des
Wildtypstamms B6J. Die Tiere wurden, wie im Methodenteil beschrieben, mit bis zu sieben Cerulein-Injektionen
behandelt. Aus dem Pankreasgewebe wurden Kryoschnitte hergestellt und mittels ApopTag® angeférbt. Die Aufnahmen
erfolgten bei 200-facher VergroRerung. (A) Préaparat eines unbehandelten Tieres mit morphologisch intaktem Gewebe.
(B) Pankreasaufnahme eines 8 h-Tieres mit apoptotischen Zellen. (C) Préparat eines 24 h-Tieres. Die Pfeile kennzeichnen

exemplarisch die apoptotischen Zellen mit braun angeféarbten Kernen.

Abb. 5.22: Auftreten apoptotischer Zellen im Pankreasgewebe am Beispiel von 12 Monate alten M&usen des
UCP2"-Stamms. Die Tiere wurden, wie in Material und Methoden beschrieben, mit bis zu sieben intraperitonealen
Cerulein-Injektionen behandelt. Aus dem Pankreasgewebe wurden Kryoschnitte hergestellt und mittels ApopTag®
angeférbt. Die Aufnahmen erfolgten bei 200-facher VergroRRerung. (A) Préparat eines unbehandelten Tieres mit
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gesundem Gewebe. (B) Pankreasaufnahme eines 8 h-Tieres mit apoptotischen Zellen. (C) Préparat eines 24 h-Tieres. Die

Pfeile kennzeichnen exemplarisch die apoptotischen Zellen mit braun angeférbten Kernen.

5.2.2.1 Apoptose-Detektion bei den 12-M onatstieren
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Abb. 5.23: Detektion apoptotischer Zellen [Zellen'mm? im Zeitverlauf der Cerulein-induzierten akuten
Pankreatitis der 12-Monatstiere. Die Tiere wurden, wie in Material und Methoden beschrieben, mit bis zu sieben
intraperitonealen Cerulein-Injektionen behandelt. Die 0 h-Tiere dienten als Kontrolle und wurden nicht mit Cerulein
behandelt. Von dem jeweiligen Pankreasgewebe wurden Kryoschnitte hergestellt und mittels ApopTag® In Stu
Apoptosis Detection Kit geférbt. Angegeben sind Mittelwerte £ SEM fir n=8 bei UCP2" und n=8 bei B6J.

Die 0 h-Tiere zeigten, wie schon die 3-Monatstiere, keine bis sehr wenige apoptotische Zellen.
Nach 8h konnte ein starker Anstieg der Anzahl dieser Zellen mit Werten von
159 + 34 apoptotischen Zellen/mm?bei UCP2" festgestelIt werden. Nach 24 h war die Zellzahl auf
26 + 6 Zellen'mm? (B6J) abgesunken. Unterschiede zwischen den Stammen wurden nicht
beobachtet.

5.2.2.2 Zusammenfassung der Quantifizierung apoptotischer Zellen der 12-M onatstiere

Bei beiden Mausstammen der 12-Monatstiere lief3en sich mittels des ApopTag® In Situ Apoptosis
Detection Kit apoptotische Zellen nachweisen. Die Zellzahimaxima waren nach 8 h erreicht.
Zwischen UCP2"-Mé&usen und dem Wildtypstamm gab es innerhalb der drei Zeitpunkte keine
Unterschiede.
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5.2.3 Immunhistochemie der Pankreasschnitte

5.2.3.1 Infiltration der Pankreata mit CD11b*-Entziindungszellen bei den 12-Monatstiere

Abb. 524: Auftreten CD11b*-Zellen im Pankreasgewebe am Beispiel von 12 Monate alten Mausen des
Wildtypstamms B6J. Die Tiere wurden, wie im Methodenteil beschrieben, mit bis zu sieben Cerulein-Injektionen

behandelt. Aus dem Pankreasgewebe wurden Kryoschnitte hergestellt und mit anti-Maus-CD11b und biotinyliertem
Lanti-rat-lgG* angeférbt. Die Aufnahmen erfolgten bei 200-facher VergroRerung. (A) Pankreas eines unbehandelten
Tieres. (B) Préparat eines 24 h-Tieres. Die Pfeile kennzeichnen exemplarisch die CD11b"-Zellen.

Abb. 5.25: Auftreten CD11b*-Zellen im Pankreasgewebe am Beispiel von 12 Monate alten Mausen des UCP27-
Stamms. Die Tiere wurden, wie im Material- und Methodenteil beschrieben, mit bis zu sieben intraperitonealen
Cerulein-Injektionen behandelt. Aus dem Pankreasgewebe wurden Kryoschnitte hergestellt. Diese wurden mit anti-
Maus-CD11b und biotinyliertem ,anti-rat-1gG* angeférbt. Die Aufnahmen erfolgten bei 200-facher Vergrof3erung.
(A) Pankreasgewebe eines unbehandelten Tieres. (B) Aufnahme eines 24 h-Tieres. Die Pfeile kennzeichnen exemplarisch
die CD11b"-Zellen.
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Abb. 5.26: Infiltration des Pankreasgewebes mit CD11b*-Entziindungszellen [Zellen/mm?] im Zeitverlauf der
Cerulein-induzierten akuten Pankreatitis der 12-Monatstiere. Die Kryoschnitte des Gewebes wurden nacheinander
mit anti-Maus-CD11b (aus der Ratte) und biotinyliertem , anti-rat-lgG" angeférbt. Die O h-Tiere erhielten kein Cerulein
und dienten al's Kontrollgruppe. Dargestellt sind Mittelwerte + SEM fir n=8 bei UCP2" und n=8 bei B6J.

In Abb. 5.26 ist zu sehen, dass auch bei den 12-Monatstieren zum Zeitpunkt 0 h kaum Infiltration
mit CD11b"-Zellen im Pankreasgewebe bestand. Analog zu den 3-Monatstieren waren maximale

Zellzahlen nach 24 h zu finden. Signifikante Unterschiede zwischen den Stdmmen bestanden nicht.

5.2.3.2 Infiltration der Pankreata mit Gr1*-Entziindungszellen bei den 12-M onatstieren
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Abb. 527: Auftreten Gri'-Zellen im Pankreasgewebe am Beispiel von 12 Monate alten Mausen des
Wildtypstamms B6J. Die Tiere wurden, wie im Methodenteil beschrieben, mit bis zu sieben intraperitonealen Cerulein-
Injektionen behandelt. Aus dem Pankreasgewebe wurden Kryoschnitte hergestellt und mit anti-Maus-Grl und
biotinyliertem ,anti-rat-1gG* angeférbt. Die Aufnahmen erfolgten bei 200-facher VergroRerung. (A) Préparat eines
unbehandelten Tieres, Praparat eines 24 h-Tieres (B). Die Pfeile kennzeichnen exemplarisch die Gri1*-Zellen.
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Abb. 5.28: Auftreten Gr1*-Zellen im Pankreasgewebe am Beispiel von 12 Monate alten M&usen des ucpP2’-
Stamms. Die Tiere wurden, wie im Material- und Methodenteil beschrieben, mit bis zu sieben Cerulein-Injektionen
behandelt. Aus dem Pankreasgewebe wurden Kryoschnitte hergestellt. Diese wurden mit anti-Maus-Grl und
biotinyliertem , anti-rat-1gG" angeférbt. Die Aufnahmen erfolgten bei 200-facher VergroRerung. (A) Pankreas eines

Tieres der 0 h-Kontrollgruppe. (B) Préparat eines 24 h-Tieres. Die Pfeile kennzeichnen exemplarisch die Gr1*-Zellen.
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Abb. 5.29: Infiltration des Pankreasgewebes mit Grl1*-Entziindungszellen [Zellen'mm? im Zeitverlauf der
Cerulein-induzierten akuten Pankreatitis der 12-Monatstiere. Die Kryoschnitte des Pankreasgewebes wurden
nacheinander mit anti-Maus-Grl (aus der Ratte) und biotinyliertem ,anti-rat-lgG* angeférbt. Die O h-Tiere dienten as
Kontrollgruppe und erhielten kein Cerulein. Dargestellt sind die Mittelwerte £+ SEM fir n=8 bel UCP2” und n=8 bei
B6J.

In Abb. 5.29 zeigt sich fur den B6J-Stamm, wie schon bei den 3-Monatstieren, ein Anstieg der
Zellzahl von 0 h bis 24 h. Dabei wurde ein Durchschnittswert von 50 + 16 Gr1*-Zellen/mm?
erreicht. Bei den UCP2"-Tieren war ebenfalls ein geringes Vorkommen der Gr1*-Zellen sowie ein
Anstieg der Zellzahl von 0 h bis 24 h zu sehen. Nach 24 h kam es auch hier zu einer maximalen
Zellinfiltration, die mit 188 + 74 Gr1*-Zellen/mm? tendenziell tiber den Werten des Wildtypstanms
lag. Aufgrund der hohen Streuung der Einzelwerte war der Unterschied jedoch statistisch nicht-

signifikant.
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5.2.3.3 Infiltration der Pankreata mit CD3"-Entziindungszellen bei den 12-M onatstieren

Abb. 5.30: Auftreten CD3%-Zellen im Pankreasgewebe am Beispiel von 12 Monate alten Mausen des
Wildtypstamms B6J. Die Tiere wurden, wie im Methodenteil beschrieben, mit bis zu sieben intraperitonealen Cerulein-
Injektionen behandelt. Aus dem Pankreasgewebe wurden Kryoschnitte hergestellt und mit anti-Maus-CD3 und
biotinyliertem , anti-rat-1gG* angeféarbt. Die Aufnahmen erfolgten bei 200-facher VergroRerung. (A) Préparat eines
unbehandelten Tieres. (B) Pankreasgewebe eines 24 h-Tieres. Die Pfeile kennzeichnen exemplarisch die CD3"-Zellen.

Abb. 5.31; Auftreten CD3"-Zellen im Pankreasgewebe am Beispiel von 12 Monate alten Mausen des UCP27-
Stammes. Die Tiere wurden, wie im Material- und Methodenteil beschrieben, mit bis zu sieben Cerulein-Injektionen
behandelt. Aus dem Pankreasgewebe wurden Kryoschnitte hergestellt. Diese wurden mit anti-Maus-CD3 und
biotinyliertem , anti-rat-lgG* angeféarbt. Die Aufnahmen erfolgten bei 200-facher VergroRerung. (A) Pankreas eines
unbehandelten Tieres. Praparat eines 24 h-Tieres (B). Die Pfeile kennzeichnen exemplarisch die CD3"-Zellen.
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Abb. 5.32: Infiltration des Pankreasgewebes mit CD3'-Entziindungszellen [Zellen/mm?] im Zeitverlauf der
Cerulein-induzierten akuten Pankreatitis der 12-Monatstiere. Die Kryoschnitte des Pankreasgewebes wurden
nacheinander mit anti-Maus-CD3 (aus der Ratte) und biotinyliertem , anti-rat-1gG" angeférbt. Die O h-Tiere dienten as
Kontrollgruppe und erhielten keine Cerulein-Injektion. Gezeigt werden Mittelwerte + SEM fir n=8 bei UCP2” und n=8
bei B6J.

In Abb. 5.32 zeigt sich bei den Kontrollgruppen beider Mausstdmme eine quantitativ geringfugige
Infiltration mit CD3"-Entziindungszellen. Die Cerulein-Injektionen hatten hierauf wenig Einfluss,
nach 24 h waren die Zellzahlen entweder nur leicht erhéht (UCP2"-M&use) oder sogar minimal
abgesunken (B6J-Tiere). Insgesamt wiesen beide Mausstémme sehr dhnliche Werte auf. Auffalig
waren die im Vergleich zu den 3 Monate alten Mausen (siehe Abb. 5.9) durchgéngig und
stammunabhéngig htheren Absolutzahlen an CD3"-Entziindungszellen.

5.2.3.4 Zusammenfassung der immunhistochemischen Untersuchung der 12-Monatstiere

Die Cerulein-induzierte akute Pankreatitis ging bei UCP2"- und B6J-Mausen mit einem Anstieg
von CD11b*- und Gr1*-, nicht jedoch CD3"-Zellen im Pankreasgewebe einher. Die hdchsten Werte
prasentierten die CD11b"-Zellen. Die geringste Infiltration wurde bei den CD3"-Immunzellen
beobachtet. Bei beiden Stammen der 12 Monate alten Mause war keine Reaktion der CD3'-
Immunzellen auf die Cerulein-Behandlung nachweisbar. Die UCP2"-M&use zeigten eine Tendenz

zu einer stérkeren Infiltration des Pankreasgewebes mit Entziindungszellen aller drei Arten.
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5.24 a-Amylase- und Lipaseaktivitét im Serum

5.24.1 a-Amylaseaktivitat im Serum der 12-M onatstiere
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Abb. 5.33: a-Amylaseaktivitdten [U/l] in den Seren der beiden Stdmme zu den jewelligen
Untersuchungszeitpunkten bei den 12-Monatstieren. Die Méduse wurden nach einem, in Material und Methoden
beschriebenen Standardprotokoll, mit bis zu sieben intraperitonealen Cerulein-Injektionen behandelt. Die Blutentnahme
erfolgte vor dem Tdéten der narkotisierten Méduse, zu einem festgelegten Zeitpunkt. Die a-Amylase wurde aus den
gewonnenen Seren bestimmt. Die O h-Tiere dienten as Kontrolle und wurden nicht mit Cerulein behandelt. Gezeigt
werden Mittelwerte + SEM firr n=8 bei UCP2"" und n=7-8 bei B6J. *p<0,05 im Vergleich zum Wildtypstamm B6J.

Die Abb. 5.33 zeigt, wie bei den 3-Monatstieren, einen Anstieg der a-Amylaseaktivitét bei beiden
Stammen von 0 h bis 8 h. Auch hier war nach 8 h das Aktivitatsmaximum sowohl bei den UCP2™-
als auch bei den B6JTieren erreicht. Die Werte nach 8 h présentierten, im Vergleich zum
Wildtypstamm (p<0,05), eine signifikant hohere Enzymaktivitdt bei den UCP2’-Mausen.
Maximalwerte der a-Amylaseaktivitat des UCP2"-Stamms waren im Mittel 9546 + 1020 U/I. Der
B6J-Stamm wies eine durchschnittliche Maximalaktivitét von 6300 + 600 U/l auf. Nach 8 h sanken
die Werte ab und hatten nach 7 d die 0 h-Ausgangswerte erreicht. Abgesehen von den signifikant

hoéheren Werten der UCP2"-Tiere nach 8 h, waren sich beide Mausstamme im Verlauf sehr
ahnlich.
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5.2.4.2 Lipaseaktivitadt im Serum der 12-Monatstiere
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Abb. 5.34: Lipaseaktivitaten [U/I] in den Seren der beiden Stdmme zu den jeweiligen Untersuchungszeitpunkten
bei den 12-Monatstieren. Die Méuse wurden, wie in Material und Methoden beschrieben, mit bis zu sieben Cerulein-
Injektionen behandelt. Die Blutentnahme erfolgte zu festgesetzten Zeitpunkten (vor der Tétung der narkotisierten
Méuse). Die Lipase wurde aus den gewonnenen Seren bestimmt. Die O h-Tiere dienten als Kontrolle und wurden nicht
mit Cerulein behandelt. Es handelt sich um Mittelwerte + SEM fir n=8 bei UCP2"" und n=7-8 bei B6J.

Die Abb. 5.34 zeigt einen Anstieg der Lipaseaktivitdt von O h bis 8 h sowohl bei den
UCP2"-Méusen als auch beim Wildtypstamm. Die Aktivitatsmaxima beider Stamme waren nach
8h erreicht. Die Maximalaktivitit betrug bei dem UCP2”-Stamm 262 + 57 U/l und bei dem
B6J-Stamm 266 + 102 U/l. Danach fiel die Lipaseaktivitdt ab und erreichte nach 7 d die O h-
Ausgangswerte. Die Werte unterschieden sich zwischen den Stdmmen zu keinem Zeitpunkt
signifikant. Es entstand allerdings der Eindruck, dass die 12 Monate alten UCP2"-Mause
tendenziell hohere Lipaseaktivitdten aufwiesen als der Wildtypstamm. Einem signifikanten
Unterschied am néchsten kamen die 24 h-Werte (p=0,065).

Zudem lief3 sich feststellen, dass die Basalaktivitét der Lipase bei beiden Stémmen zum Zeitpunkt

0 h sowie nach 7 d bei den 12-Monatstieren tendenziell geringer war als bei den 3-Monatstieren.

5.2.4.3 Zusammenfassung der a-Amylase- und Lipaseaktivitat der 12-M onatstiere

Die gemessenen Aktivitdten von a-Amylase und Lipase belegten, dass eine Cerulein-induzierte

akute Pankreatitis ausgelost wurde. Die Aktivitdtsmaxima beider Enzyme lagen bei 8 h. Der
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Vergleich zwischen den beiden Mausstdmmen zeigte, hinsichtlich der Lipase- und

a-Amylaseaktivitét, einen dhnlichen Zeitverlauf.

5.25 Fluorimetische Aktivitatsbestimmung der Myeloperoxidase in Lungen- und
Pankreasgewebe

5.25.1 MPO-Aktivitat im Lungengewebe der 12-M onatstiere
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Abb. 5.35: Myeloperoxidaseaktivitdt [mU/mg] in Lungengewebshomogenaten der 12 Monate alten Cerulein-
behandelten Mausstamme im Zeitverlauf. Wie im Methodenteil beschrieben, erhielten die Tiere bis zu sieben
intraperitoneale Injektionen. Die O h-Tiere dienten als Kontrollgruppe und erhielten kein Cerulein. Aus den gewonnenen
Homogenaten des Lungengewebes wurde die Myeloperoxidaseaktivitét ermittelt. Es sind Mittelwerte + SEM fir n=6-8
bei UCP2"" und n=6-8 bei B6J dargestellt. *p<0,05 im Vergleich zum Wildtypstamm B6J.

Bei den 12-Monatstieren (siehe Abb. 5.35) zeigte sich, wie schon bei den 3-Monatstieren, ein
Aktivitétsmaximum der MPO nach 8 h. Die Werte betrugen 19 + 2,4 mU/mg Lungengewebe bei
den UCP2"-Mausen und 17 + 1,8 mU/mg Lungengewebe bei den B6J-Tieren. Nach 24 h war die
MPO-Aktivitat wieder gesunken. Bei den UCP2"-Tieren wurden zu diesem Zeitpunkt in etwa die
Ausgangswerte erreicht, beim Wildtypstamm lagen die 24 h-Aktivitétswerte noch Uber den
0 h-Werten (13 = 3,6 mU/mg Lungengewebe). Signifikant hoher war die MPO-Aktivitét beim
UCP2"-Stamm gegeniiber den B6J-Tieren bei der 0 h-Kontrollgruppe (p<0,05). Auch zu den
anderen Untersuchungszeitpunkten wurden beim UCP2”-Stamm tendenziell hohere Werte

gemessen.
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5.25.2 MPO-Aktivitat im Pankreasgewebe der 12-Monatstiere

Im Gegensatz zu den 3 Monate alten Tieren stand bei den 12-M onatstieren Pankreasgewebe fir
eine Messung der MPO-Aktivitédt zu Verflgung.
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Abb. 5.36: MPO-Aktivitat [mU/mg] in Pankreasgewebehomogenaten der 12 Monate alten Cerulein-behandelten
Mausstamme im Zeitver lauf. Wieim Material und Methodenteil beschrieben, erhielten die 12 Monate alten Tiere bis zu
sieben intraperitoneale Cerulein-Injektionen. Dies galt nicht fur die O h-Tiere. Diese dienten als Kontrollgruppe und
erhielten kein Cerulein. Aus den hergestellten Pankreashomogenaten wurde die Myeloperoxidaseaktivitéat ermittelt.
Gezeigt werden Mittelwerte £ SEM fir n=6-8 bei UCP2" und n=6-8 bei B6J.

Die Abb. 5.36 zeigt bei 0 h keine messbare MPO-Aktivitét im Pankreasgewebe der 12 Monate
alten Tiere beider Mausstamme. Nach 8 h kam es sowohl bei den UCP2"-Mausen als auch bei den
B6J-Méausen zu einem Anstieg der MPO-AKktivitét. Die Wildtyp-Tiere zeigten zu diesem Zeitpunkt
eine tendenziell hohere Aktivitét als der UCP2"-Stamm. Bei den B6J-Tieren blieb der Wert auch
nach 24 h annahernd konstant bei 0,6 + 0,2 mU/mg Pankreasgewebe. Beim UCP2"-Stamm kam es
nach 24 h zu einem weiteren Anstieg auf den Maximalwert von 0,9 £ 0,5 mU/mg Pankreasgewebe.

Signifikant waren die Unterschiede zwischen den Stédmmen nicht.

5.25.3 Zusammenfassung der MPO-Aktivitat in Lungen- und Pankreasgewebe der 12-

Monatstiere

Die MPO-Aktivitét hatte im Lungengewebe nach 8 h ihr Maximum erreicht und sank nach 24 h
wieder nahezu auf Ausgangswerte ab. Abgesehen von den signifikant htheren Werten nach 0 h
fand sich auch sonst eine Tendenz zu hoheren Werten bei den UCP2"-M&usen, verglichen mit dem

Wildtypstamm.
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Die MPO-Aktivitdt im Pankreasgewebe zeigte einen Maximalwert bei der 24 h Gruppe der
UCP2"-Méause.

5.2.6 Fluorimetische Bestimmung der Trypsinmenge im Pankreasgewebe

In der Pathogenese der akuten Pankreatitis spielt die vorzeitige Aktivierung von Proteasen und
Zymogenen eine grof’e Rolle. Die Serin-Protease Trypsin ist in der Lage, andere Pankreas
Zymogene zu aktivieren, und fihrt so zu einer Autodigestion des Organs [101].

Um den Schweregrad der akuten Pankreatitis zu quantifizieren, wurde die Menge von Trypsin aus
Gewebehomogenaten bestimmt. Die Trypsinmenge wurde zum Aufarbeitungszeitpunkt in vivo
gemessen.

Die Bestimmung beruht auf der Umsetzung von Boc-GlIn-Ala-Arg-AMCeHCI durch Trypsin. Es
entsteht die fluoreszierende Verbindung 7-Amino-4-methylcoumarin (AMC) [87].

Aufgrund methodisch-technischer Probleme konnte die Messung lediglich fir die 12-Monatstiere

erfolgen.

5.2.6.1 Trypsinmengeder 12-Monatstiere
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Abb. 5.37: Trypsingmenge [fmol/mg] in Pankreashomogenaten der Cerulein-behandelten Mausstamme im
Zeitverlauf im Alter von 12 Monaten. Wie in Material und Methoden beschrieben, erhielten die Tiere bis zu sieben
intraperitoneale Injektionen nach einem Standardprotokoll. Die O h-Tiere dienten als Kontrollgruppe und erhielten kein
Cerulein. Aus den hergestellten Homogenaten wurde die Trypsinmenge ermittelt. Gezeigt werden Mittelwerte £ SEM fir
n=7-8 bei UCP2" und n=8 bei B6J. *p<0,05 im Vergleich zum Wildtypstamm B6J.
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Abb. 5.37 zeigt bei den 0 h-Kontrolltieren beider Stdmme dhnliche Basalmengen an aktivem
Trypsin. Bei den UCP2"-Mausen kam es nach 3 h zu einer Mengenzunahme, welche nach 8 h ihr
Maximum erreichte (203 + 35 fmol/mg). Nach 24 h sank die Trypsinmenge und nach 7 d waren die
Werte der 0 h-Kontrollgruppe anndhernd erreicht. Bei den B6J-Tieren stieg die Trypsinmenge nach
3 h an und fiel nach 8 h wieder etwas ab. Die Maximalmenge war nach 24 h
erreicht (175 £ 17 fmol/mg). Danach sanken die Messwerte wieder ab. Nach 3 h war die
Trypsinmenge der Wildtyptiere signifikant hcher als die der UCP2"-Mé&use (p<0,05).

5.2.6.2 Zusammenfassung der Trypsinmenge der 12-Monatstiere

Bei der Untersuchung hinsichtlich des Trypsingehalts wurde bei beiden Stémmen bereits 3 h nach
Ceruleingabe eine Erhohung festgestellt. Das Maximum war nach 8 h (UCP2") bzw. 24 h (B6J)

erreicht.

5.2.7 Bestimmung des Spiegels des Trypsinogen aktivierenden Peptidsim Pankreasgewebe

5.27.1 TAP-Gehalt der Pankreatader 12-Monatstiere

25
20

15

0B6J
B UCP2-/-

10

TAP pg/mg Protein

O ’+|—
Oh 24 h
Unter suchungszeitpunkt [h]

Abb. 5.38: Gehalt an TAP [pg/mg Protein] in Pankreashomogenaten beider Mausstamme im Alter von
12 Monaten. Die Tiere wurden, wie in Material und Methoden beschrieben, mit bis zu sieben intraperitonealen Cerulein-
Injektionen behandelt. Die O h-Tiere dienten als Kontrolle und erhielten kein Cerulein. Aus dem Pankreasgewebe wurden
Homogenate hergestellt, in denen die Konzentration des Peptids mittels TAP-Assay gemessen wurde. Dargestellt sind
Mittelwerte + SEM fiir n=8 bei UCP2"" und n=8 bei B6J.

Die Abb. 5.38 zeigt einen deutlichen Anstieg 24 h nach der ersten Ceruleingabe. Der B6J-Stamm
wies Werte von 14 + 7,5 pg/mg auf, wahrend der UCP2"-Stamm im Mittel maximal 5 + 3,5 pg/mg
erreichte. Aufgrund der hohen Streuung war dieser Unterschied allerdings statistisch nicht-
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signifikant. Im Vergleich zu den 3-Monatstieren lagen die Werte der 12-Monatstiere nach 24 h bei

den B6J-Mausen hoher, wahrend sie bei den UCP2"-Tieren niedriger waren.

5.2.7.2 Zusammenfassung des TAP-Gehalts der Pankreata der 12-Monatstiere

In den Pankreashomogenaten beider Mausstdmme konnte ein Anstieg des TAP-Gehalts nach 24 h

beobachtet werden. Die B6J-M duse wiesen tendenziell hohere Werte als die UCP2"-Tiere auf.

5.2.8 Zusammenfassung 12-Monatstiere und Vergleich

Im Vergleich zu den 3-Monatstieren stellten sich bei den 12-Monatstieren deutlichere Unterschiede
zwischen den beiden Mausstammen dar. Die UCP2"-Tiere zeigten einen etwas stérkeren Verlauf
der akuten Pankreatitis mit einem verzogerten Regenerationsprozess. Die stérkere Schadigung
wurde durch die histologische Beurteilung, die IHC-Féarbung und die MPO-AKktivitdtsmessung
nachgewiesen. Der Wildtypstamm wies bei der Trypsin- und der TAP-Messung eine Tendenz zu

héheren Werten auf.
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6 Diskussion

Aktuellen Studien zufolge sind ROS an der Pathogenese der AP beteiligt [38, 39]. Die Datenlage
insgesamt ist jedoch uneinheitlich. So wurden im frihen Verlauf der AP erhthte ROS-Spiegel
beobachtet und in préklinischen Studien zeigten sich positive Effekte von antioxidativen
Behandlungen [102-104]. Dartber hinaus haben klinische Studien mit Antioxidantien
widersprichliche und eher enttduschende Ergebnisse aufgezeigt [105-107]. In neueren
Untersuchungen von Gukovskaya et al. [49] und Booth et al. [48] wurde die nachteilige Wirkung
von ROS deshalb zumindest partiell in Frage gestellt.

Ansatzpunkt dieser Arbeit waren in vivo Vergleiche zwischen UCP2 knockout-Mausen und dem
Wildtypstamm B6J. Es handelt sich bei UCP2 um ein ubiquitdr vorkommendendes mitochondriales
Membranprotein [64-70]. Im Falle einer Defizienz von UCP2 konnte eine gesteigerte
Makrophagenaktivitdt, die zu erhohter ROS-Produktion sowie vermehrter Freisetzung
proinflammatorischer Enzyme fiihrt, beobachtet werden [77]. Wie in Kap. 2.9 bereits beschrieben,
wurde in Studien zur experimentellen AP eine Korrelation zwischen der Schwere der Erkrankung
und einem erhéhten UCP2 mRNA-Spiegel festgestellt [67]. Daraus folgerten Segersvard et al.,
dass UCP2 ein Modifikator des Schweregrads der AP sein konnte.

In parallel verlaufenden Untersuchungen der Arbeitsgruppe wurden die Seren beider Mausstamme
auf das Verhdltnis von reduziertem zu oxidiertem Glutathion untersucht. Dieses dient als Surrogat-
Marker fiir den Redox-Status. Fiir die UCP2"-Tiere beider Altersgruppen konnte dabei eine hohere
ROS-Belastung im Vergleich zum Wildtypstamm ermittelt werden (Daten nicht gezeigt [108]).

Die nachfolgenden Untersuchungen erfolgten fir das Tieralter von 3 und 12 Monaten. Anhand der
Wildtypmause, die als Kontrolltiere dienten, konnte der natirliche Verlauf der Cerulein-induzierten
AP dargestellt werden. Es wurde der Zusammenhang zwischen einem UCP2 Gen-knockout und

dem Pankreatitis-Verlauf im Altersvergleich analysiert.

6.1 Zeitlicher Verlauf der Cerulein-induzierten AP der 3-Monatstiere

6.1.1 Wildtypstamm B6J

Zu Beginn wird anhand des Wildtyps B6J der fir das C57BL/6-Mausmodell typische Zeitverlauf

einer Cerulein-induzierten AP diskutiert.

Wie in Tab. 6.1 zu sehen ist, erreichte die a-Amylaseaktivitét im Serum nach 8 h Maximalwerte.
Sie war zu diesem Zeitpunkt um das Dreifache héher verglichen mit der Ausgangsaktivitét. Danach
sanken die Werte deutlich ab und &nelten denen der unbehandelten O h-Tiere. Die Aktivitdt der
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Lipase zeigte, verglichen mit den Ausgangswerten, nur eine Steigerung auf nicht einmal doppelt so
hohe Werte. Auch hier waren nach 8 h Maximalwerte erreicht und es fanden sich, wie schon bei
der a-Amylaseaktivitét, bei den 24 h- und 7 d-Mé&usen &hnliche Aktivitétswerte wie zum O h-
Zeitpunkt.

Die erhdhten Aktivitéten dieser beiden Enzyme im Serum sind typisch fir eine Cerulein-induzierte
experimentelle AP [27, 87] wie auch fur die menschliche Erkrankung. Die Freisetzung von
a-Amylase und Lipase ist ein frihes Ereignis in der Pathogenese der Cerulein-induzierten
Schéadigung, jedoch kein Resultat der pankreatischen Entziindung [109]. Folglich kann durch das
Auftreten nur eine Organschédigung nachgewiesen, aber keine Aussage Uber den Schweregrad der
Entzindung getroffen werden [27, 110]. Laut Kléppel et al. [111] und Adler et al. [112] treten
hohe Serumwerte der a-Amylase bereits dann auf, wenn sich histopathologisch lediglich ein
interstitielles Odem und ein minimaler Zelltod nachweisen lassen. Anhand der HE-Préparate
konnte ein verstarktes Auftreten an interstitiellen Odemen nach 3 h, 8 h und 24 h festgestellt
werden. Sowohl nekrotische als auch apoptotische Zellen wurden, absolut betrachtet, nur in
geringer Zahl detektiert. Das Untersuchungsergebnis zeigte in Ubereinstimmung mit den zitierten
Aussagen von Kldppel et al. [111] und Adler et al. [112] ein Auftreten hoher a-Amylaseaktivitéten
bei ausgepragtem Odem und eher niedriger Zelltodrate.

Eine geringe Lipaseaktivitédt im Serum kann laut Schmidt et al. [98] ein Hinweis auf die
Entwicklung einer Fettgewebsnekrose sein. Diese konnte jedoch nicht beobachtet werden;
vermutlich deshalb, weil das auf einen Tag beschrénkte Injektionsprotokoll zu einem insgesamt nur
leichten Krankheitsverlauf fahrt.

Der Gesamt-Schweregrad der AP wurde mithilfe des Pathoscores anhand der HE-Préparate
ermittelt. Wie oben erwdhnt, treten im Rahmen einer AP histologisch vor allem Odeme,
Zellschwellung und -vakuolisierung, Apoptosen, Nekrosen und Entzindungszellinfiltrate auf.
Insbesondere nekrotische Zellen scheinen einen starken Einfluss auf den Schweregrad der
Entziindung zu haben [27]. Wie in Tab. 6.1 ersichtlich wird, zeigte sich im Vergleich zu den
anderen Einzelparametern die starkste Ahnlichkeit im Zeitverlauf zwischen dem Gesamt-
Pathoscore und dem Einzelscore der Nekrose. Die Erkrankung wies, dem Gesamtscore zufolge, 8 h
bis 24 h nach der ersten Cerulein-Injektion die stérkste Ausprédgung auf. Nach 7 d war der
Pathoscore fast wieder auf das Ausgangsniveau der unbehandelten Tiere abgesunken und deutete
damit auf das Ausheilen der Entziindung hin. Zum Nachweis der Entziindungsreaktion wurde die
Infiltration des Pankreasgewebes durch Immunzellen analysiert. Insbesondere wurde das Gewebe
auf ein Vorkommen von CD11b"-, Gr1*- und CD3"-Zellen untersucht.

Die Infiltrate entstehen vorrangig durch nekrotische Zellen, die im Rahmen ihres Absterbens ihren
Zellinhalt in das umliegende Gewebe abgeben, wodurch Immunzellen angelockt werden [113-115].
Es zeigten sich Uberwiegend Infiltrate von CD11b’- und Gri'-Granulozyten, -Monozyten und

-Makrophagen. CD3'-Lymphozyten waren hingegen kaum vertreten. Dies deckt sich mit
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vorangegangen Untersuchungen anderer Arbeitsgruppen [19, 31, 53, 116]. Demnach korreliert die
Infiltration von Immunzellen mit dem Ausmal? an Nekrosen. Alle Immunzellen zeigten im
Gegensatz zu dem Zelltod-Score, der nach 8 h seine Maximalwerte erreicht hatte, nach 24 h die
stérkste Infiltration. Folglich fand die maximale Entzindungsreaktion nach 24 h statt.

Um eine weitere Differenzierung der Zelltodraten im zeitlichen Verlauf vornehmen zu kénnen,
wurden Apoptosen und Nekrosen nach einem Scoring-Schema mit niedrig angesetzten
Schwellenwerten beurteilt. Flr beide Arten des Zelltods zeigten sich, wie auch in der Histologie,
Maximalwerte nach 8 h.

Wie in Kap. 2.4.2 beschrieben, ist die frihzeitige intrazellulére Trypsinaktivierung ein zentrales
Phanomen der pathophysiologischen Vorgénge in der Frihphase der AP [16]. Vermutlich I&sst sich
der Schweregrad der AP abschwéchen, wenn man die schadliche intrazellulére Aktivierung von
Trypsin unterbindet [18, 117, 118]. Es lag fur die Trypsinmessung leider kein Material der
3-Monatstiere vor, daher konnte lediglich die TAP-Konzentration gemessen werden. TAP spiegelt
aufgrund seiner im Vergleich zu Trypsin hoheren Stabilitét die Gesamtmenge alem im
Entzindungsverlauf aktivierten Trypsinogen préziser wider [87]. Auch ein TAP-Anstieg kann
friihzeitig gemessen werden. Bei Nagetieren konnte nachgewiesen werden, dass die TAP-
Freisetzung schon 15 min nach der Verabreichung von Cerulein auftritt [32]. Die friihe Freisetzung
konnte in den eigenen Untersuchungen nicht gepriift werden, da die TAP-Gehalte lediglich von den
Homogenaten der O h- und 24 h-Homogenaten gemessen wurden. Der TAP-Gehalt der
UCP2"-Mé&use nach 24 h war im Vergleich zu den O h-Kontrolltieren deutlich erhoht.
Tenner et al. [119] wiesen nach, dass es innerhalb von 48 h nach Auftreten der ersten Symptome
bei Patienten mit schwerer Pankreatitis zu einem signifikanten Anstieg von TAP im Harn kommt
(im Vergleich zu Patienten mit mildem Verlauf sowie Kontrollpatienten). Der TAP-Gehalt kénnte
daher potentiell als Marker fir den Schweregrad der Entziindung eingesetzt werden.

Auch oxidativer Stress wird, wie in Kapitel 2.6 beschrieben, als ein méglicher Trigger fur die AP
angenommen [45, 102, 120]. Dieser wurde Uber die M PO-Aktivitdtsmessung bestimmt. Die MPO
oxidiert mittels Wasserstoffperoxid (H,O,) Chlorid- und Bromidanionen unter Bildung von
Hypochlorit und Hypobromit [121]. Die MPO-AKktivitét wurde mittels eines nicht-fluoreszierenden
Nachweis-Reagenz, welches in Gegenwart von Wasserstoffperoxid und MPO zur Fluoreszenz
angeregt wird, bestimmt. Steigt das Substratangebot durch den Anstieg von H,O, nimmt auch
potentiell die Enzymaktivitét zu.

Neutrophile Leukozyten wurden in vorangegangenen Studien als wichtigste Quelle fur die
pankreatische ROS-Produktion identifiziert [116, 122]. Da H,0O, ebenfals zur Gruppe der ROS
zahlt, kann man die MPO a's Indikator fir die Neutrophilen-Invasion nutzen [99].

Bei den 3-Monatstieren konnte lediglich die MPO-Aktivitdt der Lunge gemessen werden, welche
als Marker fir den systemischen Schaden dient [100]. Die 8 h-Werte waren im Vergleich zu denen
der unbehandelten 0 h-Tiere deutlich erhéht. Danach fielen die Werte wieder ab.
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6.1.2 UCP2"-Mausstamm

Die UCP2"-Tiere erreichten nach 8 h ihre maximale a-Amylaseaktivitat. Die Aktivitat nach 8 h
war dreifach erhoht im Vergleich zu der der O h-Tiere. Im zeitlichen Verlauf der Lipaseaktivitét
war die Maximalaktivitét bereits nach 3 h erreicht. Die Maximalwerte waren fast doppelt so hoch
wie die 0 h-Ausgangswerte.

Die Ergebnisse der histologischen Untersuchungen zeigten die héchsten Werte im Pathoscore von
8 h bis 24 h nach der ersten Cerulein-Injektion (vgl. Tab. 6.1). Die Entziindungsaktivitét stieg bis
24 h an. Nach 7 d waren die Werte weiterhin hoher als die der unbehandelten 0 h-Tiere. Dies deutet
auf eine noch nicht komplett abgeschlossene Ausheilung hin. Die Odem-Scores stiegen nach 3 h an
und blieben dann weiterhin erhdht. Die reversiblen Zellschéden zeigten ihre Maximalwerte nach
8 h, hielten diese langer as 24 h und sanken dann wieder ab. Sie erreichten jedoch nicht die
Ausgangswerte der 0 h-Kontrollgruppe. Der Zelltod-Score wies nach 8 h Maximawerte auf und
war danach ricklaufig.

Beim Infiltrat zeigte sich ein Anstieg der Zellzahl nach 8 h, diese war nach 24 h am héchsten und
sank nach 7 d wieder ab, jedoch nicht auf das O h-Niveau.

Die CD11b"-, Gr1*- und die CD3"-Zellen wiesen einen Anstieg von 0 h zu 24 h auf.

Die Anzahl an apoptotischen Zellen stieg nach 8 h an und fiel nach 24 h ab, allerdings noch nicht
auf die Zellzahlen der O h-Tiere.

Bei der Bestimmung des TAP-Gehalts war, wie bei den B6JMausen, ein Anstieg nach 24 h
sichtbar.

Die MPO-Aktivitdt im Lungengewebe war nach 8 h erhéht und nahm danach wieder ab.

6.1.3 Vergleich der 3-Monatstiere beider Stamme

Insgesamt zeigte sich bei den 3 Monate alten UCP2"-Mausen, shnlich wie bei dem Wildtypstamm,
die Aushildung einer moderaten AP. Der Zeitverlauf der Entziindung stimmte bei beiden Stdmmen
weitgehend Uberein, allerdings traten einige Unterschiede im Detail auf, die nachfolgend diskutiert
werden:

Tab. 6.1 lasst erkennen, dass die meisten Maximawerte der 3-Monatstiere bei dem Wildtypstamm
B6J erreicht wurden. Die Lipaseaktivitét, der Gesamt-Pathoscore und dessen Einzelparameter, die
Infiltration mit neutrophilen Granulozyten und Makrophagen sowie der TAP-Gehalt erreichten bei
diesem Stamm hohere Werte. Lediglich der Einzelscore fir reversible Zellschdden war jedoch
signifikant héher (vgl. Tab. 6.2).

Die UCP2"-Mause wiesen nur bei wenigen Parametern hohere Maximalwerte auf. So war bei

ihnen die a-Amylaseaktivitét tendenziell etwas héher as die des Wildtypstamms. Unterschiede
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zeigten sich zudem bei der Infiltration mit Entziindungszellen; dort lagen im Vergleich zu den
B6J-M ausen signifikant héhere Werte bei den UCP2"-Tieren vor.

Bei den CD11b'- und der Gri'-Immunzellen war die Anzahl der Zellen'mm® bei den
UCP2"-Tieren zu beiden Zeitpunkten niedriger, bei den CD3"-Zellen zu beiden Zeitpunkten hoher
im Vergleich zu den Wildtypmausen. Das Absolutniveau der CD3"-Zellen lag dabei allerdings
sehr niedrig.

Auch die MPO-Aktivitdtsmessung zeigte zu allen drei gemessenen Zeitpunkten tendenziell hohere
Werte bei den UCP2"-Méausen, welche nach 8 h und 24 h signifikant hoher als die des
Wildtypstamms lagen (vgl. Tab. 6.2).

Insgesamt lassen die Beobachtungen den Schluss zu, dass die Auswirkungen eines
UCP2 Gen-knockouts auf den Verlauf der Cerulein-induzierten AP bel jungen M&usen gering sind.
Die im Vergleich zum Wildtypstamm hohere pulmonale MPO-Aktivitdt der Cerulein-behandelten
UCP2"-Tiere bereits im Alter von 3 Monaten passt zu deren bekannt gesteigerter ROS-

Produktion [73, 74, 77] und korreliert mit der Erwartung an diesen Mausstamm.

Stamm | B6J ucpP2”
Parameter
Serum a-Amylase X (8h)
Lipase X (8h)
Pathoscore | X (8 h)
Odem X (3h,8h,24h)
Reversible | X (3 h)
HE Zellschaden
Infiltrat X (24 h)
Zelltod X (8 h)
Apoptose-Kit X (8h)
CD11b X (24 h)
IHC Grl X (24 h)
CD3 X (24 h)
TAP-Gehalt X (24 h)
MPO-Gehalt Lunge X (8h)

Tab. 6.1: Zusammenfassung der maximal erreichten Parameterwerte im Stammvergleich der 3-Monatstiere. Die
mit ,X" gekennzeichneten Stdmme zeigen den Maximalwert des jeweiligen Parameters an (im Stammvergleich). In

Klammern angegeben ist der Zeitpunkt, zu dem der Maximalwert gemessen wurde.
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Stamm B6J ucpP2”
Parameter
Serum a-Amylase
Lipase
Pathoscore
Odem
Reversible X (3h)
HE Zellschaden
Infiltrat X (7d)
Zelltod
Apoptose-Kit
CD11b
IHC Grl
CD3
TAP-Gehalt
MPO-Gehalt Lunge X (8h, 24 h)

Tab. 6.2: Signifikante Unterschiede zwischen den beiden Stammen der 3-M onatstiere. Die Symbole beziehen sich
auf den signifikant htheren Wert. In Klammern angegeben ist der Zeitpunkt, zu dem der signifikante Unterschied

festgestellt wurde.

6.2 Zeitlicher Verlauf der Cerulein-induzierten AP der 12-Monatstiere

6.2.1 Vergleich der 12-Monatstiere beider Stamme

Die UCP2"- und die B6J-Tiere erreichten beide nach 8 h ihre maximale a-Amylaseaktivitét. Die
Aktivitat der UCP2"-Mause war dreifach, die der B6J-Tiere doppelt erhht im Vergleich zu den
Werten der 0 h-Tiere. Die Maximawerte des UCP2"-Stamms waren signifikant hoher als die der
B6J-Méause (vgl. Tab. 6.4). Abgesehen von dieser Ausnahme, verliefen die Werte anal og.

Auch der zeitliche Verlauf der Lipaseaktivitat zeigte Ahnlichkeit zwischen UCP2"- und
B6J-Méausen. Bis auf die Maximalwerte, die bei beiden Stdmmen nach 8 h erreicht waren, lagen die
UCP2"-Tiere etwas hoher in ihren Werten als der Wildtypstamm. Die Maximalwerte beider
Stdmme waren fast dreimal so hoch wie die jeweiligen 0 h-Ausgangswerte.

In der histologischen Untersuchung zeigte sich von 0 h bis 8 h die Ausbildung eines bei beiden
Stammen sehr dhnlich ausgeprégten Gewebeschadens. Im Gegensatz zu den B6JMausen sank
dann jedoch die Entziindungsaktivitat der UCP2"-Tiere nach 24 h nicht ab, sondern stieg leicht an.
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Auch nach 7 d waren die Werte des Gesamt-Pathoscores beim UCP2"-Stamm im Vergleich zum
Wildtypstamm signifikant hoher und deuteten auf eine nicht komplett abgeschlossene Ausheilung
hin.

Die Einzelparameter des histologischen Scores stimmten bei beiden Stdmmen weitgehend Uberein,
in den meisten Féllen lagen die des Wildtypstamms aber tendenziell etwas niedriger. Aul3erdem
wiesen die Tiere des UCP2’-Stamms signifikant hohere Werte fiir die Infiltration mit
Entziindungszellen nach 24 h und fir den Zelltod 3 h nach Beginn der Ceruleinbehandlung
auf (vgl. Tab. 6.4).

Die Anzahl apoptotischer Zellen war bei beiden M ausstdmmen nahezu identisch.

Die Quantifizierung der drei untersuchten Arten von Immunzellen (CD11b’-, Gr1*- bzw. CD3"-
Zellen) erbrachte nach 24 h jeweils tendenziell héhere Werte fiir die UCP2"-Mause.

Im Gegensatz zu den jingeren Tieren konnte bei den 12-Monatstieren auch die Trypsinmenge im
Pankreasgewebe gemessen werden. Sie zeigte im Vergleich zwischen den beiden Stdmmen einen
Verlauf mit zeitlich unterschiedlichen Maxima. Uberraschenderweise waren die 3 h-Trypsinwerte
der B6J-Tiere signifikant erhoht im Vergleich zu denen des UCP2”-Stamms. Die hochsten
Maximalwerte zeigten sich jedoch bei den UCP2"-Mausen (vgl. Tab. 6.3).

Die TAP-Konzentration im Serum der 12 Monate alten UCP2"-Tiere erreichte niedrigere Werte
als die des Wildtypstamms. Aufgrund der hohen Streuung der Einzelwerte waren die Unterschiede
jedoch nicht-signifikant.

Die Messung der MPO-Aktivitdt im Lungengewebe zeigte bei beiden Mausstdmmen einen
shnlichen zeitlichen Verlauf. Die Werte des UCP2"-Stamms wiesen eine Tendenz zu héheren
Werten zu alen Zeitpunkten auf, zum O h-Zeitpunkt waren die Aktivitdtswerte signifikant
erhoht (vgl. Tab. 6.4).

Die MPO-Aktivitdt im Pankreasgewebe lag tendenziell nach 8 h bei den B6J- und nach 24 h bei
den UCP2"-Tieren hoher, letztere erreichten zu diesem Zeitpunkt zugleich den hochsten

Absolutwert der gesamten Messserie.
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Stamm | B6J ucpP2”
Parameter
Serum a-Amylase X (8h)
Lipase X (8h)
Pathoscore X (24 h)
Odem X (24 h)
Reversible X (8h)
HE Zellschaden
Infiltrat X (24 h)
Zelltod X (8h)
Apoptose-Kit X (8h)
CD11b X (24 h)
IHC Grl X (24h)
CD3 X (24 h)
Trypsinmenge X (8h)
TAP-Gehalt X (24 h)
MPO-Gehalt | Lunge X (8h)
Pankreas X (24 h)

Tab. 6.3: Zusammenfassung der maximal erreichten Parameterwerte im Stammvergleich der 12-Monatstiere. Die

mit , X" gekennzeichneten Stdmme zeigen den Maximalwert des jeweiligen erhobenen Parameters im Stammvergleich

an. In Klammern befindet sich der Zeitpunkt, zu dem der Maximalwert gemessen wurde.
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Stamm | B6J ucpP2”
Parameter
Serum a-Amylase X (8h)
Lipase
Pathoscore X (24 h, 7d)
Odem
Reversible
HE Zellschaden
Infiltrat X (24 h)
Zelltod X (3h)
Apoptose-Kit
CD11b
IHC Grl
CD3
Trypsinmenge X (3h)
TAP-Gehalt
MPO-Gehalt | Lunge X (0h)
Pankreas

Tab. 6.4: Signifikante Unter schiede zwischen den beiden Stammen der 12-Monatstiere. Die ,, X“-Symbole beziehen
sich auf den signifikant héheren Wert. In Klammern findet sich der Zeitpunkt, zu dem der signifikante Unterschied
festgestellt wurde.

Esfolgt eine Diskussion der Altersabhéngigkeit des Entziindungsverlaufs der Tiere.

6.2.2 EinflussdesAltersauf den Entziindungsver lauf bei B6J-M ausen

Die Maximalwerte fur die a-Amylaseaktivitdt im Serum der 12-Monatstiere lagen deutlich unter
denen der 3 Monate alten Mé&use. Ebenso konnten fir die Lipaseaktivitdt im Serum der
12-Monatstiere nur halb so hohe Ausgangswerte beobachtet werden.

Die 12-Monatstiere des Wildtypstamms zeigten im Gesamtpathoscore zu den Zeitpunkten 8 h und
24 h etwas hthere Werte als die 3-Monatstiere des gleichen Stamms. In den Einzelparametern
wurden zwischen den Altersgruppen keine systematisierbaren Unterschiede festgestellt.

Bei den 12 Monate alten Tieren konnte ein stérkerer Rlckgang der Anzahl apoptotischer Zellen

nach 24 him Vergleich zu den 3-Monatstieren beobachtet werden.
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Beziiglich der Infiltration des Pankreasgewebes mit Entziindungszellen unterschiedlichen Typs
ergab sich im Altersvergleich ein uneinheitliches Bild: Wahrend die Infiltration mit CD11b*-Zellen
bei 0 h und 24 h niedriger als bei den 3-Monatstieren lag, waren die 0 h-Ausgangswerte fir die
Gr1*-Zellen erhoht und zeigten nach 24 h deutlich niedrigere Maximalwerte. Die Menge der
CD3"-Zellen nahm im Zeitverlauf nicht zu und wies zu beiden ermittelten Zeitpunkten bei den
12-Monatstieren deutlich hohere Zellzahlen/mm? auf.

Die TAP-Konzentration des Wildtypstamms lag im Altersvergleich deutlich héher bei den
12-Monatstieren.

Die MPO-AKktivitét in der Lunge der 12-Monatstiere war zu alen gemessenen Zeitpunkten

mindestens doppelt so hoch wie die der 3-Monatstiere.

In der Gesamtschau zeigte die histopathologische Auswertung einen etwas stérker ausgepragten
Krankheitsverlauf bei den dlteren Tieren des Wildtypstamms B6J. Hierflir sprachen insbesondere
die htheren Werte im Pathoscore sowie das vermehrte Vorkommen von CD3*-Lymphozyten. Auch
die erhohte TAP-Konzentration und die stdrkere MPO-Aktivitét im Lungengewebe bestérkten
diesen Eindruck. Der Riickgang der CD11b"- und Gr1*-Zellen bei den &lteren Tieren sowohl O h
als auch 24 h nach der ersten Cerulein-Injektion untermauerte den Gesamteindruck allerdings nicht.
Hier wéren vor einer abschliel3enden Bewertung Folgeuntersuchungen erforderlich.

Die geringeren Aktivitéten der Enzyme a-Amylase und Lipase im Serum lief3en sich as Hinweis
auf eine verminderte pankreatische Syntheseleistung im Alter deuten. Die hoheren MPO-Werte der
alteren Tiere kdnnten mit einer steigenden ROS-Belastung im Alter in Zusammenhang stehen, aber
z. B. auch allein auf einer stérkeren Infiltration des L ungengewebes mit L eukozyten beruhen. Auch
an dieser Stelle werden noch Daten aus Folgestudien bendétigt.

Das geringere Vorkommen von Apoptosen nach 24 h im Altersvergleich untermauert die
Annahme, dass es bei den &lteren Tieren zu einem stérkeren Krankheitsverlauf kam. Die
Begrindung liegt darin, dass im Rahmen der Pankreatitis Apoptosen im Vergleich zu Nekrosen
gunstiger sind, da bei der Apoptose die Membranintegritét erhalten bleibt und im Gegensatz zur

Nekrose keine Entziindungsreaktion verursacht wird [49].

6.2.3 Einflussdes Altersauf den Entziindungsverlauf bei UCP2"-M ausen

Im Altersvergleich der Lipaseaktivitét zeigten sich folgende Unterschiede: Die O h-Ausgangswerte
der 12-Monatstiere waren nur halb so hoch, wie die der 3 Monate alten UCP2"-Mé&use und die
Maximalaktivitdt wurde nach 3 h und nicht wie bei den 3-Monatstieren erst nach 8 h erreicht. Bei
der a-Amylaseaktivitét zeigten sich zwischen den Altersgruppen keine Unterschiede im

Zeitverlauf.
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Der histologische Vergleich zwischen den beiden Altersgruppen des UCP2"-Stamms ergab bei
alen Einzelparametern sowie im Gesamtscore bei den 12 Monate alten Mausen héhere Werte als
bei den 3-Monatstieren.

Beziiglich der Infiltration des Pankreasgewebes mit CD11b*-, Gr1*- und CD3"-Zellen wurden
zwischen den Altersgruppen Unterschiede festgestellt, die keiner einheitlichen Systematik folgten:
Bei den 12-Monatstieren fanden sich halb so niedrige 0 h-Ausgangswerte fiir das Vorkommen von
CD11b*-Zellen; diese stiegen nach 24 h auf eine dhnliche maximale Zellzahl wie bei den 3 Monate
alten Mausen an. Bei den Grl'-Immunzellen wiesen die 12 Monate alten Mausen etwas héhere
Zellzahlen auf. Im Falle der CD3"-Zellen zeigten sich zwischen den Altersgruppen Unterschiede
dahingehend, dass sowohl nach 0 h als auch nach 24 h vermehrt CD3"-Lymphozyten bei den
alteren Tieren zu finden waren.

Bei den 12 Monate aten UCP2"-Tieren war auBerdem ein starkerer Riickgang der Anzahl
apoptotischer Zellen nach 24 h as bei den 3 Monate alten Mausen zu beobachten.

Die Messung der TAP-Konzentration der UCP2”-Mause ergab im Altersvergleich bei den
12-Monatstieren etwas niedrigere Werte.

Die Werte der MPO-AKktivitét in der Lunge waren zu allen drei Zeitpunkten bei den dlteren Tieren

héher als bei den 3 Monate alten M ausen.

Bei den UCP2"-Mausen kam es im hoheren Alter somit zu einer ausgepragteren Erkrankung. Die
histopathol ogische Auswertung, die Tendenz zu einer erhdhten Anzahl an Entziindungszellen und
die verringerte Anzahl apoptotischer Zellen untermauern diesen Eindruck. Die erhohte MPO-
Aktivitét der dlteren Tiere kénnte wie auch beim B6J-Stamm mit einer steigenden ROS-Belastung
im Alter in Zusammenhang stehen oder aber durch eine stérkere Infiltration des Lungengewebes
mit Leukozyten bedingt sein. Auch an dieser Stelle werden noch Daten aus Folgestudien benétigt.
Eine mdgliche Ursache fir die schwerere Erkrankung der 12-Monatstiere kénnte potentiell im
verstarkten Auftreten der ROS-bedingten Schéden mit steigendem Alter liegen, z.B. durch
nachlassende K ompensationsmechani smen.

Analog zum Wildtypstamm l&sst die niedrigere Aktivitdt des Pankreasenzyms Lipase im Serum
vermuten, dass es bei den alternden Zellen zu einer verminderte Reaktivitdt und/oder einer
geringeren Syntheseleistung kommt. Die ebenfalls reduzierte Trypsinmenge im Alter fihrt zu der
Hypothese, dass diese auf einen adaptiven Mechanismus der Azinuszellen zurtckzufihren ist und
wird in Kap. 6.3 néher betrachtet.
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6.3 Integrative Betrachtung und Ausblick

Bei beiden untersuchten Stdmmen und Altersgruppen wurde erwartungsgemald eine Cerulein-

induzierte AP ausgel 6st. Die Entziindungen verliefen moderat und klangen nach 7 d ab.

Im Gesamtvergleich lield sich anhand der Ergebnisse bestétigen, dass die Maximalwerte von
a-Amylase- und Lipaseaktivitét nicht zwingend mit dem Schweregrad der Erkrankung korrelieren.
So war die Lipase beim Wildtypstamm und die a-Amylase bei den UCP2"-Mausen jeweils in

beiden Altersgruppen erhoht.

Bei den 3-Monatstieren konnten nur diskrete Unterschiede zwischen den beiden Stammen

beobachtet werden.

Bei den 12-Monatstieren zeigte sich eine starkere Erkrankung der UCP2"-Mause und eine langer
anhaltende Schadigung des Pankreasgewebes, die sich vor allem im histopathologischen Score
widerspiegelte.

Wie schon in Kap. 2.6 beschrieben, ist ein Ungleichgewicht zwischen ROS und Antioxidantien
Ausloser fur oxidativen Stress [40], welcher durch Schéaden an der Zellmembran zum Zelltod
fuhren kann [47]. Die erhohten ROS-Werte kdnnen durch verschiedene Mechanismen ausgel ost
werden (vgl. Abb. 6.1). ROS entstehen im Rahmen der AP u. a. durch erhdhte Ca?*-Werte und/oder
einen niedrigen ATP-Spiegel der Mitochondrien und flhren zum Zelluntergang durch
Nekrose[48, 49]. Die Nekrose hat die Chemotaxis von Immunzellen, v.a. neutrophiler
Granulozyten [113-115] zur Folge. Diese lésen eine Entzindungsreaktion aus und produzieren
dann selbst ROS [116].

Kommt es zu einer weiteren Freisetzung von Mediatoren, u.a. durch die Leukozyten, kdnnen SIRS,
ARDS oder MODS die Folge sein [48, 100]. Damit ist eine weitere Steigerung der ROS-
Produktion verbunden [48]. Neben Gukovskaya et al. [49] (siehe Kapitel 2.7) ziehen auch
Booth et al. [48] protektive Effekte von ROS in Erwagung. Sie gehen von derselben Signalkette
wie Gukovskaya et al. [49] aus, bei der ROS im Falle der Anwesenheit von ATP und/oder Uber
Cytochrom C und Caspase-Aktivierung zur Apoptose fihrt.

Die hier erhobenen Ergebnisse widersprechen Booth et al. [48] insofern, a's dass keine protektiven
Effekte durch ROS beobachtet werden konnten, da die Apoptoserate bei beiden Mausstdmmen und

zu beiden Alterszeitpunkten keine Unterschiede aufwies.
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Im Rahmen der Datenauswertung ergab sich zudem die Hypothese, dass die Entziindung durch die
vermehrt aktivierten Immunzellen verstérkt wird (siehe Kap. 6.2), was auch in anderen Studien

gezeigt werden konnte [77].

Immunzellen- _
aktivitat 1 € UCP2 Gen-knockout

!

AP |€&——| rost |€&—D Nekoe |€ ca1
i T ATP| (J
SIRSYMODS
ROS 1
Apoptose

Abb. 6.1: Die Rollevon ROS und Calcium bei der Cerulein-induzierten AP. Modifiziert nach Booth et al. [48]

Eine UCP2"-Defizienz fiihrt laut Emre et al. [77] zu einer Dysfunktion von Entziindungszellen.
Die Ergebnisse dieser Arbeit sprechen dafir, dass der UCP2 Gen-knockout zu einer ROS-
vermittelten erhShten Aktivitaét der Immunzellen fihrt, die dann ihrerseits ebenfalls ROS
produzieren [48]. Die erhdhten MPO-Spiegel in der Lunge passen zu den Aussagen von
Bathia et al. [95], die neben einer erhdhten MPO-Aktivitat im Pankreasgewebe zusétzlich eine
MPO-Aktivitétserhéhung im Lungengewebe im Rahmen der Cerulein-Pankreatitis beobachten
konnten. Bei den hier durchgefiihrten Untersuchungen wurden, wie oben erwéahnt, erhéhte MPO-
Spiegel im Lungen- und Pankreasgewebe beider Mausstdmme im Pankreatitisverlauf festgestellt.
Die UCP2"-Tiere lagen dabei mit ihren Werten hoher als der Wildtypstamm. Eine mégliche
Erklarung konnte in einer stérkeren Infiltration des Gewebes durch M PO-positive Leukozyten beim
knockout-Stamm liegen. Da diese Entziindungszellen bei einem Fehlen des UCP2-Gens vermehrt
ROS produzieren [48], lasst sich dies als Hinweis auf ein erhthtes ROS-Vorkommen bei den
UCP2"-Mé&usen deuten.

Bei paralel durchgefihrten in vitro Studien der eigenen Arbeitsgruppe [108] zeigte sich, dass die
12 Monate aten Wildtypmause im Rahmen der Cerulein-Behandlung eine signifikant stérkere
Aktivierung von Trypsin und Elastase aufwiesen, wahrend die Trypsinkonzentration bei beiden
Mausstammen sehr &hnlich war. Es gab also bei den UCP2"-Tieren kein verstarktes



Diskussion 80

Proenzymvorkommen. Des Weiteren waren die Unterschiede der ROS-Konzentration in den
Azinuszellen von UCP2"- und B6J-Méausen identisch. Dazu passend war, wie die eigenen Daten
belegen, die vorzeitige Trypsinaktivierung bei den UCP2™"-Tieren in vivo abgeschwécht. Insgesamt
lassen diese Ergebnisse auf effektive Mechanismen der antioxidativen Verteidigung der Azini
gegen hohere ROS-Spiegel schlieffen und erméglichen die Annahme, dass die Azinuszellen nicht

fir die schwerere Erkrankung der UCP2"-Tiere verantwortlich sind (Daten nicht gezeigt [108]).

Dabei den jingeren Méausen nur geringfigige Auswirkungen des UCP2-Mangels auf den Verlauf
der Cerulein-induzierten AP beobachtet werden konnten, liegt die Vermutung nahe, dass die
Wirkung des Fehlens von UCP2 atersabhdngig ist und mit dem damit verbundenen erhéhten
oxidativen Stressin Verbindung stehen kénnte.

Mdglicherweise sind die jingeren Tiere besser in der Lage, die proinflammatorischen Prozesse auf
zellulérer Ebene auszugleichen. Im Alter nimmt dieser Adaptationsmechanismus ab und die Tiere

zeigen eine stérkere Schadigung des Pankreasgewebes.

Die pathophysiologische Relevanz der ermittelten Unterschiede bedarf weiterer Untersuchungen.
Ansétze waren hierbei z.B. Studien zur Untersuchung von Entziindungszellen aus UCP2"-M&usen
und die Analyse ihrer Beeinflussbarkeit durch Antioxidantien, z.B. in Form von Inhibitoren der
ROS-Produktion in Entziindungszellen. Weiterhin kdnnte die potentielle Anpassung an erhohte
ROS-Spiegel auf molekularer Ebene untersucht werden, z.B. durch Messungen mit
Trypsininhibitoren.

Auch wére es interessant, herauszufinden, ob neben den Mitochondrien weitere Quellen ROS
freisetzen. Da in dieser Arbeit lediglich auf ROS und Ca®* as Ausldser fir den Zelltod
eingegangen wurde, kénnte man zusétzlich weitere Einflussfaktoren auf die Signalwege von
Apoptose und Nekrose im Rahmen der Pankreatitis untersuchen.

Die genaue Rolle von ROS in der Pathogenese der AP wirft weiterhin noch einige Unklarheiten auf
und konnte auch im Rahmen dieser Arbeit nicht abschlielend geklart werden. Als wichtigste
Erkenntnis aus den eigenen Untersuchungen bleibt jedoch, dass der Mangel an UCP2, einem
mitochondrialen Entkopplerprotein mit ROS-senkender Wirkung, bei dlteren Mé&usen zu einem
etwas schwereren Entziindungsverlauf fihrt. Die Grundlagen der verzégerten Organregeneration in

UCP2-defizienten Tieren werden in weiterfihrenden Studien der Arbeitsgruppe untersucht.
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7 Zusammenfassung

Die akute Pankreatitis (AP) ist eine plétzlich auftretende Erkrankung der Bauchspeicheldriise, die
in den meisten Fallen mild-6dematts verlauft und folgenlos ausheilt. Bei bis zu 30 % der AP
kommt es jedoch zu Organnekrosen, die den Krankheitsverlauf verschlimmern. Im Falle von
zusétzlichen Komplikationen endet eine schwere Entziindung nicht selten todlich.

Bislang steht keine kausale Therapie der AP zur Verfligung. Die Behandlung der Patienten erfolgt
daher vorwiegend symptomorientiert.

Die AP ist durch den Azinuszelltod gekennzeichnet, welcher as Folge eines komplexen
Zusammenspiels mehrerer pathophysiologischer Prozesse eintritt. Ein zentrales Ereignis dabei ist

die vorzeitige Trypsinaktivierung, die im Endeffekt eine Autodigestion des Organs bedingt.

Das Uncoupling Protein 2 (UCP2) ist in der inneren Mitochondrienmembran lokalisiert. Es fuhrt
zur Dissipation der elektrochemischen Potentialdifferenz, ermdglicht die Entkopplung der
oxidativen Phosphorylierung und reduziert damit die Adenosintriphosphat-Synthese. Im Falle einer
UCP2-Defizienz kommt es daher zu einem vermehrten Anfal von reaktiven
Sauerstoffverbindungen. Studien zufolge wird oxidativer Stress als wesentlicher pathogenetischer
Faktor bei der Entstehung der AP diskutiert.

Gegenstand der vorliegenden Arbeit war die Analyse des Einflusses einer mitochondrialen
Dysfunktion im Rahmen eines UCP2 Gen-knockouts auf den Krankheitsverlauf einer akuten
experimentellen Pankreatitis. Ziel der Untersuchung war es, festzustellen, ob das Fehlen von UCP2
sich auf den Schweregrad der Erkrankung auswirkt. Auf3erdem wurde zusétzlich Augenmerk auf
potentielle atersabhéngige Effekte gelegt. Die gewonnenen Erkenntnisse sollen ein Beitrag zum
Versténdnis der Pathophysiologie der AP sein und mégliche Ansatzpunkte fir eine verbesserte

Therapie dieser Erkrankung aufzeigen.

Die Studie erfolgte an dem Wildtypstamm B6J und dem UCP2"-Mausstamm. Es wurden 3 und
12 Monate ate Tiere untersucht. Um eine Pankreatitis auszul6sen, erhielten die Tiere nach einem
Standardprotokoll bis zu sieben intraperitoneale Cerulein-Injektionen. Das Cerulein-Modell ist in
der experimentellen Pankreatologie etabliert. Durch Hyperstimulation der Cholezystokinin-
Rezeptoren wird hierbei eine milde, selbstlimitierende AP ausgelost. Um den Krankheitsverlauf
abzubilden, erfolgte die Einteilung der Méause in funf Zeitgruppen. Nach dem Versuchsende
wurden die Tiere in Narkose getotet und Blut sowie Pankreas- und Lungengewebe entnommen.
Die histologischen und pathologischen Untersuchungen der Pankreata erfolgten anhand eines
etablierten Scoring-Schemas, das potentiell reversible Zellschaden (Zellschwellung, -vakuolisation
und zystische Degeneration), Odemausmal’ sowie Nekrose- und Apoptoserate beriicksichtigt. Die

immunhistochemischen Untersuchungen dienten der Charakterisierung von organinfiltrierenden
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Immunzellen. Mittels biochemischer Methoden wurden die Konzentrationen von Trypsin und dem
Trypsinogen aktivierenden Peptid im Pankreasgewebe sowie die a-Amylase- und Lipaseaktivitét
im Serum quantifiziert.

Zusétzlich erfolgte die Analyse der Myeloperoxidaseaktivitét in Lungen- und Pankreasgewebe. Die
Myeloperoxidase ist ein Surrogat-Marker fir oxidativen Stress, die Messung im Lungengewebe

diente als Indikator fir eine systemische Schadigung.

Bei beiden Stdmmen und zu beiden Alterszeitpunkten konnte eine Cerulein-induzierte AP
beobachtet werden. Im Zeitverlauf wurden unterschiedliche Schweregrade der Entziindung
festgestellt.

Bei den 3-Monatstieren trat der Hohepunkt der Cerulein-Pankreatitis 8 h bis 24 h nach der ersten
Cerulein-Injektion auf. Nach 7 d kam es zu einem Abklingen der Entziindung. Es zeigte sich im
Vergleich der 3 Monate alten Tiere beider Mausstdmme ein sehr dhnlicher Krankheitsverlauf.

Bei den 12-Monatstieren war die maximale Entziindungsaktivitét ebenfalls nach 8 h his 24 h
erreicht. In der histologischen Untersuchung wurde nach 24 h und 7 d beim UCP2"-Stamm eine
stérker ausgeprégte Schadigung als bei den B6J-Tieren beobachtet, was einem verzogerten
Regenerationsprozess dieses Stamms geschuldet sein kdnnte. Insgesamt lassen die Untersuchungen
auf einen etwas schwereren Verlauf der AP bei den UCP2"-Mausen schliefen.

Im Altersvergleich der Tiere des B6JStamms zeigte sich eine diskrete Steigerung der
Krankheitsschwere bei den &lteren Tieren. Bei den UCP2"-Mausen kam es mit steigendem Alter

zu einer deutlicheren Auspragung der Erkrankung.

Wie bereits in mehreren Studien beschrieben, konnte auch in dieser Arbeit beobachtet werden, dass
oxidativer Stress und die Aushildung einer AP in Zusammenhang stehen. Die
Myeloperoxidaseaktivitdt im Lungengewebe, die den systemischen Schaden der Tiere anzeigt, war
zu allen Zeitpunkten und in beiden Altersgruppen bei den UCP2"-Tieren hoher als bei den B6J-
Méusen. Eine mdgliche Erklarung kénnte in der bekannt vermehrten ROS-Belastung des knockout-
Maustamms oder aber in einer stérkeren Infiltration des Lungengewebes mit Leukozyten liegen.
Die protektive Wirkung von ROS durch Apoptose-Induktion, die in vorangegangenen Studien
thematisiert wurde, konnte hier nicht belegt werden.

Insgesamt lassen die Ergebnisse schlussfolgern, dass ein UCP2 Gen-knockout mit einem etwas
schwereren Verlauf der AP im Alter einhergeht. Ein mdglicher Grund kénnte das vermehrte
Vorkommen von oxidativem Stress sein, in dessen Folge es zu einer gesteigerten Aktivierung von
Entziindungszellen kommt.

Die jungeren Tiere sind moglicherweise besser in der Lage, die UCP2-Defizienz durch
kompensatorische Prozesse auf zelluldrer Ebene auszugleichen. Mit steigendem Alter nimmt dieser

Adaptationsmechanismus ab und die Tiere zeigen eine stérkere Schédigung des Pankreasgewebes.
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Die pathophysiologische Relevanz der ermittelten Unterschiede bedarf weiterer Untersuchungen.

Weiterfihrend kénnten experimentelle Studien zur Untersuchung von Entzindungszellen aus
UCP2"-Méusen folgen. Ein moglicher Ansatzpunkt wére die Analyse der Beeinflussbarkeit dieser

Zellen durch Antioxidantien. Daraus kdnnten sich potentielle Therapieoptionen ergeben.



Thesen

Thesen

1

10.

11.

Die pathophysiologischen Ursachen der akuten Pankreatitis sind zum aktuellen Zeitpunkt

noch nicht vollstandig verstanden.

Fir die experimentelle Induktion der akuten Pankreatitis bei Mausen hat sich das Cerulein-

Modell, welches einen milden Krankheitsverlauf hervorruft, bewahrt.

Die Maximalwerte von oa-Amylase- und Lipaseaktivitdt korrelieren nicht mit dem
Schweregrad der akuten Pankredtitis.

Beziiglich reaktiver Sauerstoffradikale (ROS) und insbesondere ihrer Rolle bei der akuten

Pankreatitis bedarf es weiterer Untersuchungen.

UCP2 entkoppelt physiologischerweise die Atmungskette, reduziert damit den
Protonengradienten und folglich auch die ROS-Bildung.

UCP2"-Méause stellen ein geeignetes Modell zur Analyse der Rolle von ROS in der
Entstehung der akuten Cerulein-Pankreatitis dar.

Eine UCP2-Defizienz fuhrt zu oxidativem Stress.

Der Verlauf der akuten Cerulein-Pankreatitis der 3-Monatstiere des UCP2”-Stamms weist

keine Unterschiede zum Kontrollstamm auf.

Eine UCP2-Defizienz fuhrt mit steigendem Alter zu einem moderat verstarkten Verlauf der
akuten Cerulein-Pankreatitis; erkennbar vor allem an einer histologisch nachweisbaren

stérkeren Gewebsschéadigung.

UCP2"-Méuse zeigen im fortgeschrittenen Alter von 12 Monaten eine langer anhaltende

Schédigung des Pankreasgewebes a's gleichaltrige Kontrolltiere.

Der UCP2 Gen-knockout verursacht bei 12 Monate alten Mausen eine stérkere systemische
Schadigung, die ihren Niederschlag in einer hoheren Myeloperoxidaseaktivitdt in der
Lunge findet.
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12.

13.

14.

15.

16.

Der schwerere Krankheitsverlauf des UCP2"-Stamms mit zunehmendem Alter ist nicht

durch das Fehlen des Entkopplerproteinsin den Azinuszellen begriindet.
Ein Fehlen von UCP2 fiihrt zu einer Fehlfunktion der Immunzellen.

Die starkere Schadigung des Pankreasgewebes der 12 Monate alten UCP2” -Tiere ist u.a

durch eine vermehrte Infiltration von Leukozyten bedingt.
Die Effizienz der Anpassung an ein Fehlen von UCP2 nimmt mit steigendem Alter ab.

Studien mit Entzindungszellen aus UCP2"-Mausen und die Anayse ihrer

Beeinflussbarkeit durch Antioxidantien kénnten neue Therapieméglichkeiten aufzeigen.
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