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Einleitung 7

1. Einleitung
1.1 Atiologie

Die akute Pankreatitis stellt auch heutzutage noch eine grole Herausforderung und
evidentes Problem der modernen Medizin dar. Eine sicher wirksame Prophylaxe und

Therapie stehen nicht zur Verfiigung.

Die Privalenz der akuten Pankreatitis wird auf 0,5 — 1% geschétzt. Die Inzidenz der
Neuerkrankungen einer akuten Pankreatitis liegt zwischen 10 und 46 pro 100.000
Einwohner und hat sich in den letzten drei Jahrzehnten mehr als verzehnfacht [97].
Die deutliche Zunahme der Inzidenz der akuten Pankreatitis ist, neben dem
zunehmenden Alkoholkonsum, primér auch auf die in den letzten Jahren erheblich
verbesserten diagnostischen Mdglichkeiten durch labor-analytische und bildgebende

Verfahren zuriickzufiihren [91].

Die histologische Auspragung und der Schweregrad der akuten Pankreatitis variiert
von milden, 6dematdsen Formen, die in den meisten Féllen selbstlimitierend sind
und eine gute Prognose haben, bis hin zu schweren hdmorrhagisch-nekrotisierenden
Verlaufsformen, die oftmals fatal verlaufen [93, 153]. Die interstiticll-6dematdse
Pankreatitis, mit 75 — 85% die weitaus hdufigere Form, weist eine Letalitit von etwa
0 — 2% auf [97]. Die hamorrhagisch-nekrotisierende Pankreatitis, die mit 10 — 20%
seltenere, aber auch schwerere Verlaufsform, hatte bis in die 60er Jahre trotz
intensivmedizinischer Therapie eine Letalitdt von 50 — 80% [24, 158], die in den
vergangenen Jahren deutlich auf etwa 20% reduziert werden konnte [91, 97, 158]. Im
Gegensatz zur chronischen Pankreatitis fithren beide Formen der akuten Pankreatitis
meist zu einer Ausheilung mit ,Restitutio ad integrum®. Es sind aber auch

Defektheilungen moglich [97].

Die akute Pankreatitis wird durch unterschiedlichste Ausloser verursacht. Die
Cholelithiasis ist mit einer Hiufigkeit von 40 — 50% der bedeutendste dtiologische
Faktor [158]. Ein Alkoholkonsum als Ausldser einer akuten Pankreatitis findet sich
bei 30 — 40% aller Patienten [158]. Bei der alkoholinduzierten Pankreatitis handelt es

sich wahrscheinlich nicht um eine akute Pankreatitis mit der Moglichkeit einer
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»Restitutio ad integrum®, sondern hdufig um den akuten Schub bei chronisch

vorgeschéddigtem Pankreas [155].

Seltenere Ursachen sind Schock, Ischdmie, Reperfusion, Trauma, Sepsis,
Hypertriglyzeriddmie, Hyperkalzdmie, Systemerkrankungen, wie der systemische
Lupus erythematodes und die Sarkoidose, virale Infektionen, z.B. durch Coxsackie-,
Zytomegalie- und Mumpsviren. Aber auch neoplastisch oder entziindlich bedingte
Obstruktionen des Pankreasganges oder der Papilla vateri konnen eine akute

Pankreatitis auslosen [61, 101, 156].

Das klinische Bild der hereditdren Pankreatitis wurde erstmals im Jahre 1952 von
COMFORT UND STEINBERG beschrieben [29]. Die Definition umfasst ein autosomal
dominantes Krankheitsbild von rezidivierenden akuten Pankreatitiden und der
Entwicklung einer chronischen Pankreatitis mit zwei Betroffenen einer Generation
oder drei Betroffenen in mehr als einer Generation. Es handelt sich hierbei um eine
seltene Erkrankung; in den USA, Europa und Japan sind etwa 400 — 500 Familien
betroffen [111]. Die hereditire Pankreatitis fithrt zu fehlender proteolytischen
Inaktivierung des Trypsinogen aufgrund einer Trypsinogen-Genmutation auf

Chromosom 7q35 [101]. Weitere Mutationen sind beschrieben worden.

Als iatrogene Ursachen kommen Medikamente, z.B. Azathioprin, Cytarabin,
Mercaptopurin, Metronidazol, Tetrazykline, Sulfonamide, Furosemid und Thiazide
in Frage [93]. Dariiber hinaus gibt es Routineeingriffe, die ein hohes Risiko fiir die
Entstehung einer iatrogenen Pankreatitis bergen: im Rahmen der endoskopischen
retrograden Cholangiopankreatikographie (ERCP) kommt es in 5 — 10% der Fille zur
Ausbildung einer akuten Pankreatitis. Auch Bauchfellentziindungen im Oberbauch
und Operationen an der Bauchspeicheldriise konnen zu einer Pankreatitis fithren. 10

—20% der Fille sind idiopathisch.
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1.2 Klinisches Bild, Diagnostik und Differenzialdiagnosen

Das Leitsymptom der akuten Pankreatitis ist ein starker, meist abrupt einsetzender
Oberbauchschmerz, der vom Patienten oft als stumpf oder bohrend beschrieben wird.
Die Schmerzen werden héufig eher linksseitig mit gilirtelformiger Ausstrahlung bis in
den Riicken angegeben. Aber auch eine streng epigastrische Schmerzprojektion ist
moglich. Begleitend klagt der Patient hdufig iiber eine ausgeprigte vegetative
Symptomatik mit Ubelkeit und Erbrechen. Bei der Palpation des Abdomens zeigt
sich initial ein Druckschmerz im Bereich des linken Oberbauches und Epigastriums.
Die Bauchdecke erscheint gespannt, weist aber keine Abwehrspannung auf. Bei
Ausweitung der Pankreatitis mit entsprechender intraperitonealer Sekretbildung kann

aber auch ein Peritonismus auftreten [61].

Bei der klinischen Untersuchung eines Patienten mit akuter Pankreatitis fiihrt initial
hiufig, je nach Ausprigung der Leitsymptome, zum Bild eines akuten oder unklaren
Abdomens und einer damit verbundenen grofen Anzahl unterschiedlichster
Differenzialdiagnosen, wie z.B. Nierenkolik, Ileus, Hohlorgan-perforation, akuter
Myokardinfarkt, Lungenembolie, Aneurysma dissecans, Pseudoperitonitis diabetica
und Porphyrie [61]. Besonders der Mesenterialinfarkt kann durch eine laborchemisch

festgestellte Hyperamylasdamie das Bild einer akuten Pankreatitis vortduschen [180].

In der Literatur werden bei schweren Verldufen bléaulich-livide Ekchymosen
periumbilikal (Cullen-Zeichen) oder im Flankenbereich (Grey-Turner-Zeichen)

beschrieben, die als prognostisch ungiinstige Zeichen gewertet werden [61, 101].

Bildgebende  Verfahren, @ wie die = Abdomen-Sonographie = und  die
Computertomographie des Abdomens dienen zur Absicherung der Diagnose und
zum Ausschluss wichtiger Differenzialdiagnosen. Zur Verlaufskontrolle, speziell zur
Frage nach konsolidierenden beziehungsweise liquifizierenden Nekrosen,
Pseudozysten und  anderen, ist die  Sonographie  geeignet.  Eine

kontrastmittelverstarkte Computertomographie eignet sich ab dem dritten Tag nach
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Symptombeginn zum Nachweis von Parenchymnekrosen und ist hierin der

Sonographie iiberlegen [137].

Die Abgrenzung zwischen ddematdser und hdmorrhagisch-nekrotisierender Form ist
in der frithen Phase der akuten Pankreatitis als individueller Prognoseparameter von
besonderer Bedeutung. Zur einfachen, aber hiufig nicht ausreichenden
Differenzierung der beiden Verlaufsformen hat sich die tigliche Messung des C-
reaktiven Proteins (CRP) und der Laktatdehydrogenase (LDH) bewihrt, da beide
Parameter im Vergleich zu apparativen Untersuchungen kostengiinstig, methodisch
einfach und auch in kleineren Laboratorien schnell bestimmbar sind. Als kritische
Werte zur Abgrenzung einer hdmorrhagisch-nekrotisierenden Pankreatitis gelten

CRP-Werte > 120 mg/dl und LDH-Werte > 280 — 300 U/1 [91].

Die Leukozytenelastase (PMN-Elastase) wurde als ein spezifischer Marker der
Stimulation neutrophiler Granulozyten identifiziert, der mit dem Schweregrad der
akuten Pankreatitis korreliert [39, 56, 165]. Die aus aktivierten neutrophilen
Granulozyten freigesetzte PMN-Elastase eignet sich nicht fiir Routinediagnostik, da
es sehr schnell im zirkulierenden Blut durch a;-Antitrypsin, welches die hochste

Affinitét fiir die Elastase aufweist, gebunden wird [100].

1.3 Schweregradeinteilung und Prognose

Um eine addquate Therapie der akuten Pankreatitis zu gewdhrleisten, ist es
notwendig, die Patienten stationdr zu betreuen. Haufige Verlaufskontrollen des
klinischen Befunds, der laborchemischen Verlaufsparameter sowie der bildgebenden
Befunde machen ein ambulantes Patientenmanagement nahezu unmoglich. Zum
Zeitpunkt der Krankenhausaufnahme ist es meist schwierig, zwischen der Mehrzahl
der Patienten mit leichten Verlaufsformen und den wenigen Patienten mit einer
schweren, durch Organkomplikationen bestimmten Verlaufsform zu unterscheiden

[97].



Einleitung 11

Die schwere akute Pankreatitis ist definiert als eine Entziindung der
Bauchspeicheldriise mit konsekutivem Versagen anderer Organsysteme und/oder
lokalen Komplikationen, wie Ausbildung einer Nekrose, eines Abszesses oder
Pankreas-Pseudozysten (Atlanta-Klassifikation) [23]. In den letzten Jahren sind eine
Reihe neuer laborchemischer Verfahren, z.B. C-reaktives Protein, a,-Makroglobulin,
a-Antitrypsin, PMN-Elastase, LDH, Phospholipase-A,, Trypsinogen aktivierendes
Peptid (TAP), Interleukin-6 (IL-6) und verschiedene Scoring-Systeme, z.B.
APACHE-II, Ranson, Glasgow oder Banks entwickelt, und zur Evaluierung der

akuten Pankreatitis getestet worden [141].

Eine akute Pankreatitis wird als schwer eingestuft, wenn 3 oder mehr Ranson-
Kriterien erfiillt sind bzw. e¢in APACHE-II-Score > 8 [23], Schock,

Niereninsuffizienz oder pulmonale Insuffizienz [11] vorliegen.

Eine Einstufung des Schweregrades mit Hilfe von Multi-Score-Systemen ist im
klinischen Alltag hiufig nicht sehr praktikabel. Von Nachteil ist, dass der Ranson-
Score nur fiir die ersten 48 h validiert ist. Der APACHE-II-Score ist zwar fiir jeden
Zeitpunkt validiert, jedoch nicht pankreasspezifisch. Zu bemerken ist jedoch, dass
die 11 Kriterien des Ranson-Scores, wie z.B. Alter, Leukozyten, Blutzucker, LDH,
GOT und weitere Kriterien nach 48 h, wie etwa Hamatokrit, Harnstoff, Calcium,
pO,, Basenexzess, Volumendefizit regelmiBig bei der klinischen Uberwachung des
Patienten erfasst werden, sodass sich eine zusammenfassende Analyse leicht anbietet

[23].
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Messzeitpunkt | Positiv Negativ Cut-Oft-
nach pradiktiver | pradiktiver | Wert
Symptom- Wert [%] Wert [%]
beginn [h]

IL-6 24 91 82 >25 U/ml
Leukozyten-Elastase | 24 86 79 > 320 pg/ml
ax-Makroglobulin - 82 67 <L,5¢gl

CRP 48 73 73 > 10 mg/dl

o -Antitrypsin - 59 50 >4 g/l

Klinischer Ranson- | 48 80 80 >3

Score

Trypsinogen-2 [129] | 12 91 99 1000 mg/1

Héamatokrit 12 68 85 44 %

Procalcitonin [82] 12 84 [82], 92|98 1,8  ng/ml

[125] [125]

Tabelle 1: Prddiktive Werte fiir die Vorhersage eines schweren Verlaufes der akuten
Pankreatitis (angelehnt an [141])
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14 Therapie

Selbst bei einer schweren akuten Pankreatitis hat sich ein friihzeitiges operatives
Vorgehen nicht bewdhrt, so dass heute ein allgemein konservatives Vorgehen mit

intensivmedizinischer Betreuung des Patienten akzeptiert ist [91].

1.4.1 Analgetikatherapie

Eine effiziente Analgesie ist bei Patienten mit einer akuten Pankreatitis, die unter
stairksten viszeralen Schmerzen leiden, ein dringliches Behandlungsziel. Hierzu
bieten sich Opioide an. Diese flihren nicht, wie frither angenommen, zu einer klinisch
relevanten Kontraktion der Duodenalpapille [97]. Die héufig propagierte
Dauerinfusion mit Procainhydrochlorid ist wirkungslos [71]. Bei schwer
beherrschbaren Schmerzen kann iiber eine thorakale Periduralanalgesie eine rasche
Schmerzfreiheit erzielt werden. Diese MaBnahme verhindert zusétzlich einen

paralytischen Ileus[97].

1.4.2 Antibiotikatherapie

Eine generelle Antibiotikaprophylaxe bietet keine Vorteile und trdgt nur zur
Selektion resistenter Keime bei. Eine prophylaktische Antibiose sollte bis zum
Vorliegen eindeutiger Daten nur bei Patienten mit Komplikationen, eindeutiger
Pankreasnekrose, Pankreasabszess oder bilidrer Obstruktion durchgefiihrt werden. Im
klinischen Alltag haben sich Carbapeneme, z.B. Imipenem auch in Kombination mit
Metronidazol oder Chinololen bewéhrt [97]. Die Therapie sollte mindestens 7 — 10

Tage lang durchgefiihrt werden [137].

1.4.3 Volumen- und Elektrolytsubstitution

Bei Patienten mit akuter Pankreatitis sequestrieren erhebliche Fliissigkeitsmengen,
vor allem in das Retroperitoneum, die Pleurahdhle, die freie Bauchhoéhle und bei
Ileus in das Darmlumen. Initial kann ein Fliissigkeitsbedarf von 3 — 4 1/Tag

angenommen werden. Allerdings miissen in manchen Fillen teilweise mehr als 10
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1/Tag substituiert werden. Als Richtwert einer ausreichenden Volumensubstitution
gilt eine Absenkung des Hamatokrit auf 35% und ein zentralvenoser Druck von § —
12 ecm H,O [97]. Die gestorte pankreatische Mikrozirkulation kann mittels

kolloidaler Infusionsldsungen, wie z.B. Dextran verbessert werden [75].

1.4.4 Ernihrung

Beziiglich der Erndhrung hat in den letzten Jahren ein Paradigmenwechsel zugunsten
der enteralen Erndhrung stattgefunden. Neben der Gefahr einer zusétzlichen
Infektionsquelle durch den zentralvendsen Katheter kommt es bei ausschlieBlich
parenteraler Erndhrung innerhalb weniger Tage zur Darmzottenatrophie, die eine
bakterielle Translokation in die umliegenden parenchymatdsen Organe nach sich
zieht [77]. Eine enterale Sondenerndhrung, die iiber eine tiefliegende nasojejunale
oder nasogastrale Sonde verabreicht wird, wirkt der Translokation entgegen [40, 67].
IMRIE ET AL. zeigte, dass durch enterale Erndhrung die Rate an pulmonalen
Komplikationen gesenkt wurde [67]. Beim schmerzfreien Patienten sollte daher

frithzeitig ein oraler Kostaufbau erfolgen [97].

1.4.5 Chirurgische Therapie

Wiéhrend frither ein chirurgisches Vorgehen fast routinemdfig war, ist heute
aufgrund entsprechender Untersuchungen ein primir konservatives Vorgehen
Standard. In etwa 30% der Falle muss im Verlauf der Erkrankung eine chirurgische
Intervention erfolgen, etwa bei einer sterilen Nekrose und zunehmender
Organinsuffizienz, bei einer infizierten Nekrose im Sinne eines chirurgischen
Debridement, bei Pankreasabszess, postakuten Pseudozysten oder lokalen

Komplikationen, wie z.B. intraabdominellen Blutungen [137].

1.4.6 Endoskopische Papillotomie

Zur Diagnose der akuten Pankreatitis spielt die endoskopisch-retrograde
Cholangiopankreatikographie (ERCP) keine Rolle. Es kann heute als erwiesen

gelten, dass die Entfernung eines Gallengangsteins mittels endoskopischer
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Papillotomie einen eindeutigen positiven Effekt auf den klinischen Verlauf der
schweren akuten Pankreatitis hat, auch wenn dieser Effekt zumindest teilweise der
Behebung und Verhinderung der oft begleitenden Cholangitis zuzuschreiben ist.
Somit ist beim Vorliegen einer schweren bilidren Pankreatitis die Indikation zur

diagnostischen ERCP und ggf. endoskopischer Papillotomie gegeben [97].
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1.5 Pathophysiologie der akuten Pankreatitis

Die Pathomechanismen nach Induktion einer akuten Pankreatitis folgen einem
vergleichbaren Reaktionsablauf, unabhdngig vom zugrunde liegenden &tiologischen
Faktor. In der Frilhphase kommt es zu einer Aktivierung von Trypsinogen zu
Trypsin, das als Schliisselenzym alle weiteren digestiven, exokrinen Proenzyme
kaskadenartig aktiviert. Dieser entscheidende Schritt wurde in vielen Formen der

Pankreatitis identifiziert [101].

Bei der Hyperkalzidmie-assoziierten Pankreatitis, z.B. beim Hyperparathyreoidismus
fiihrt die Kalziumerh6hung zu einer Autoaktivierung von Trypsinogen durch Trypsin

in dosisabhéngiger Weise [28].

Fir die dthyltoxische Pankreatitis gibt es unterschiedliche pathogenetische
Erklirungen. Athanol bewirkt bei physiologischer Cholezystokininkonzentration eine
frithzeitige Trypsinogen- und Proteasenaktivierung in den Azinuszellen, die WERNER
UND Z'GRAGGEN ET AL. zufolge durch Fettsdureethylestern (FAEE) hervorgerufen
wird [176]. Weitere Theorien sind die biliopankreatische Refluxtheorie durch einen
alkoholbedingten Spasmus des Sphinkter Oddi. Durch die damit verbundene
Druckerhohung kommt es zu einer erhohten Permeabilitidt des Pankreasganges und

einer toxischen Wirkung intragastrisch verabreichten Alkohols [60, 149].

Die Annahme, dass eine Vermehrung von lysosomalen Hydrolasen und primér
inaktiven Proteasen in zwei fragilen Kompartimenten vorliegt, mit der fatalen Folge
der intrazelluldren Enzymaktivierung von Trypsinogen zu Trypsin durch Cathepsin
B, wird als ,,Kolokalisationstheorie* bezeichnet [85]. Die Folge ist eine Schidigung
der Azinuszelle und ein Fortschreiten der Pankreatitis. Bereits 1959 postulierten
GREENBAUM ET AL., dass diese Aktivierung durch lysosomales Cathepsin B initiiert
werden konnte [53]. Die Kolokalisation von Cathepsin B mit Trypsinogen in fragilen
Vakuolen konnte somit zu einer vorzeitigen, intrazelluldren Aktivierung von
Proteasen fiithren. Jedoch ist bekannt, dass auch unter physiologischen Zustinden
lysosomale Enzyme mit Proteasen kolokalisiert sind, so dass eine Autoaktivierung

von Trypsinogen zu Trypsin denkbar ist [104, 131]. SALUJA UND DONOVAN ET AL.
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untermauerten diese Theorie durch Thre Untersuchungen mit dem Zell-
permeierenden  Cathepsin-B-Inhibitor E-64d. In der Caerulein-induzierten
Pankreatitis konnte eine signifikante Reduktion der Trypsinogen-Aktivitit gezeigt
werden [131].

Ein wahrscheinlich multifaktorielles, dtiopathogenetisches Geschehen fiihrt entweder
zu einer Odematdsen Pankreatitis oder miindet in einen oft fatal verlaufenden
himorrhagisch-nekrotisierenden Verlauf. Die pathophysiologischen Schritte, die

diesen Ubergang erméglichen, sind unbekannt [104].

Neuere experimentelle und klinische Untersuchungen der letzten Jahre zeigen, dass
die Trypsinogenaktivierung nach Initiierung der Erkrankung keine weitere Rolle in
der Pathophysiologie der schweren Verlaufsformen oder der systemischen

Komplikationen spielt [166].

Zu einem der zentralen Mechanismen der Pathogenese der akuten Pankreatitis gehort
die Storung der Mikrozirkulation. Um die Mikrozirkulation aufrecht zu erhalten, gibt
es die Moglichkeit, durch isovoldmische Hidmodilution mit niedermolekularen
Dextranen die FlieBeigenschaften des Blutes zu verbessern, die Schidigung des
Endothels zu verringern oder die zur Stase fithrenden Zellinteraktionen zu reduzieren

[75].

Hier wird deutlich, dass die akute experimentelle Pankreatitis auch ein Modell fiir
eine nicht-entziindlich induzierte generalisierte Entziindungsreaktion im Sinne eines
Systemic-Inflammatory-Response-Syndrom  (SIRS) ist oder mit beinhaltet.
Dementsprechend wird die Prognose fiir den Gesamtorganismus nicht durch den
Schaden im Pankreas allein, sondern im Wesentlichen durch die systemischen
Komplikationen bestimmt. Neben der Dysregulation des Kreislaufs und der
Entwicklung eines ARDS kann es zu einer renalen Insuffizienz und schweren

metabolischen Entgleisungen kommen.

Wenn im Verlauf bakterielle Translokationen aus dem Darm auftreten, konnen auch

septische Komplikationen das klinische Bild mitbestimmen. Eine prophylaktische
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antibiotische Behandlung bei der komplizierten akuten Pankreatitis gehort bereits

zum Standard [97].
1.5.1 Zytokine in der akuten Pankreatitis

In der akuten Pankreatitis fiihrt der initiale Azinuszellschaden zu einer frithen
Freisetzung von vasoaktiven Mediatoren wie Stickstoffmonoxid (NO), Bradykinin,
plattchenaktivierender Faktor (PAF) und Endothelin. Im weiteren Krankheitsverlauf
werden von aktivierten Leukozyten, Lymphozyten, Makrophagen/Monozyten, und
aus entziindetem Pankreasgewebe Zytokine, wie TNF-o, IL-1B, IL-6 und IL-8
freigesetzt [100].

Zytokine sind Peptide mit einem geringen Molekulargewicht von 16 — 25 kDa, die
der Zell-zu-Zell-Kommunikation dienen und von aktivierten T-Zellen und einer
grolen Anzahl anderer Zellen freigesetzt werden. Sie haben vielfdltige Aufgaben,
insbesondere  proinflammatorische, immunregulatorische, die = Hadmatopoese

steuernde, und chemotaktische Funktionen [106].

In allen Modellen der experimentellen Pankreatitis konnten Interleukin-1 und
Tumornekrosefaktor-o als bedeutende Zytokine identifiziert werden, welche fiir die
lokalen und systemischen Pathomechanismen verantwortlich sind. In Tiermodellen
konnte gezeigt werden, dass die Zytokinproduktion innerhalb von 30 Minuten nach

initialer Schadigung des Pankreas initiiert wird [107].

Interleukin-6 und -8 korrelieren gut mit der Schwere der Pankreatitis, scheinen
jedoch keinen weiteren schidigenden Einfluss zu haben. Sie sind aus diesem Grund
momentan kein potenzieller Angriffspunkt eines antagonistischen Behandlungs-

ansatzes [106].

1.5.11 Tumornekrosefaktor-o

Der Tumornekrosefaktor-oo (TNF-a) ist ein pleiotropes Zytokin, welches
hauptsdchlich von Monozyten/Makrophagen [100], aber auch von stimulierten T-
Zellen, NK-Zellen und Mastzellen exprimiert wird. Eine Reihe von Substanzen

stimulieren die Produktion von TNF-a. Hierzu zéhlen Lipopolysaccharide (LPS), IL-
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1, IL-2, Interferon-y, ionisierende Strahlung, Phorbolester, Dimethylsulfoxid

(DMSO), freie Sauerstoffradikale und Peroxidasen [3].

TNF-a ist der Hauptmediator der Wirtsabwehr gegen gramnegative Bakterien und
hat eine wichtige Bedeutung fiir die intrazellulére Eliminierung von Bakterien und
Mykobakterien. In geringer Serumkonzentration bewirkt TNF-o die vermehrte
Expression von Adhédsionsmolekiilen, z.B. ICAM-1 und L-Selektin, die vermehrte
Aktivierung  neutrophiler =~ Granulozyten = und  die  Stimulation  von
Makrophagen/Monozyten zur Zytokinproduktion, z.B. IL-1, IL-6, IL-8 aber auch
TNF-a. In groBeren Konzentrationen bewirkt es eine Reduzierung der kardialen
Kontraktilitdt, Relaxation der glatten Muskulatur, Blutdruckabfall und Stoérung des

Gerinnungssystems mit Verbrauchskoagulopathie [117].

TNF-a gilt als wichtigster Mediator des Systemic Inflammatory Response Syndrome
(SIRS) [157], der systemischen Effekte der Sepsis, der Transplantatabstoung [66],
des Graft-versus-Host-Disease [153] und der Meningokokkensepsis [170]. Es hat
dariiber hinaus eine wichtige Bedeutung bei verschiedenen Erkrankungen, wie der
rheumatoiden Arthritis [133], dem systemischen Lupus erythematodes [96], der
athyltoxischen Hepatitis [16] und der Multiplen Sklerose [146, 157].

In der Pathophysiologie der akuten Pankreatitis spielt TNF-a eine Schliisselrolle.
Neben der Induktion von proinflammatorischen Zytokinen wird auch eine Apoptose

von Azinuszellen in der Entstehung der Pankreatitis beobachtet [57, 100].

Trotz seiner groBen Bedeutung in der initialen Phase der akuten Pankreatitis scheint
TNF-a nicht zur Risikostratifizierung geeignet zu sein. In zwei verschiedenen
klinischen Studien von PAAJANNEN ET AL. [115] und DE BEAUX ET AL. [32] wurden
bei Patienten mit einer akuten Pankreatitis nur in wenigen Fillen erhhte Werte fiir
TNF-a gefunden. Eine mogliche Erklarung lieferte die Untersuchung von GREWAL
ET AL., in der gezeigt wurde, dass die TNF-o- und IL-1-Konzentrationen im
Pankreasgewebe um ein Vielfaches hoher sind als die entsprechenden Serum-Spiegel
[54]. Ein Grund fiir die niedrigen Serumwerte ist die hepatische Aufnahme von TNF-

a. So konnte in selektiven Blutabnahmen aus Portal- und Lebervene eine deutliche
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Reduktion der TNF-a-Werte (3780 vs. 1400 pg/ml, p < 0,005) nach Leberpassage im
Modell der Natriumtaurocholat-(NaT)-Pankreatitis der Ratte gezeigt werden [54].

DE BEAUX ET AL. zeigten jedoch, dass die 16slichen TNF-a-Rezeptoren sTNFR-p55
und sTNFR-p75 bei allen Patienten mit akuter Pankreatitis erh6ht waren. Es bestand
eine hohe Korrelation zwischen dem Schweregrad, IL-6 und den 16slichen TNF-a-
Rezeptoren im Serum. Bei Patienten mit schwerem Verlauf und Organversagen
fanden sich signifikant hohere sTNFR-p55 und sTNFR-p75-Serumwerte als bei
Patienten mit einer schweren Verlaufsform mit lokalen Komplikationen oder einer

milden Verlaufsform [32].

1.5.1.2 Interleukin-1

Das Interleukin-1-System besteht aus zwei agonistisch wirkenden Substanzgruppen,
dem Interleukin-la (IL-1a), dem Interleukin-1B (IL-1B) sowie dem Interleukin-1
Rezeptorantagonist (IL-1RA). Weiterhin gehéren dem Interleukin-1-System die
Interleukin-1 Rezeptoren Typ I (IL-1RT-I) und Typ II (IL-1RT-II) an.

Bei IL-1P handelt es sich um ein proinflammatorisches Zytokin, das ebenso wie
TNF-a ein potenter Stimulator der IL-6-Synthese ist. Die verstarkte Freisetzung von
IL-1 im Entziindungsgebiet fiihrt zu einer vermehrten Expression von
Adhésionsmolekiilen wie ICAM-1 und L-Selektin, wodurch es zu einer verstiarkten

Extravasation von Leukozyten kommt [106].

In Tierexperimenten wurde beobachtet, dass IL-1 gut mit dem Schweregrad der
Pankreatitis korreliert [46]. In transgenen Knock-Out-Miusen, die keine IL-1-
Rezeptoren exprimieren, konnte gezeigt werden, dass das inflammatorisch wirkende
IL-1p fiir die Initiation der Pankreatitis nicht erforderlich ist. In Abwesenheit der IL-
1-Rezeptoren sind die Entziindung, Nekrosen und Odeme jedoch ausgeprigter [108].
Klinisch konnte in der akuten Pankreatitis jedoch weder ein erhohtes IL-1f noch eine
Korrelation mit dem Schweregrad nachgewiesen werden [98]. Eine mdgliche
Erklarung ist, dass bereits innerhalb der ersten Stunde nach Induktion der
Pankreatitis IL-1p exprimiert wird und somit einer, hiufig verzogerten, klinischen

Diagnostik entgeht. In der klinischen und experimentellen Routine dient der
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antiinflammatorische Interleukin-1-Rezeptor-Antagonist (IL-1RA), als indirektes

Mal der IL-1B-Sekretion [9, 100].

NORMAN UND FRANZ ET AL. konnten bei frither und spiter therapeutischer Gabe von
IL-1RA eine Reduktion der Mortalitdt von 73%, in der Kontrollgruppe auf 44%,
bzw. 51% (p < 0,001) in der CDE-Diét-induzierten Pankreatitis der Maus zeigen
[109].

DENHAM UND YANG ET AL. zeigten, dass die fehlende Expression von IL-1-RT-I und
TNF-0-RT-I in Knock-Out-Méusen @hnlich positive Effekte auf Schweregrad der
Pankreatitis und Mortalitdit haben. Das Fehlen beider Rezeptoren hatte nur einen
geringen zusitzlichen Vorteil. Es wurde postuliert, dass duale antagonistische
Therapieansitze an den Zytokinen IL-1B und TNF-o nur eine geringe klinische

Relevanz haben werden [36].

1.5.1.3 Interleukin-6

Das proinflammatorische Zytokin Interleukin-6 (IL-6) wird hauptsidchlich von
Monozyten, Endothel und aktivierten T-Zellen nach Induktion durch IL-1p und TNF-
o sezerniert. IL-6 ist bei der Induktion der Akuten-Phase-Protein-Synthese in der
Leber von grofler Bedeutung und wird bei Sepsis, schweren Verbrennungen, grofen
operativen Eingriffen und der AbstoBungsreaktion nach Nierentransplantation
beobachtet. Erhohte Interleukin-6-Werte gehen einem CRP-Anstieg voraus und

steigen 24 Stunden vorher laborchemisch messbar an [87].

IL-6 korreliert gut mit der Schwere der Erkrankung und wird bei Patienten mit einer
schweren Form der akuten Pankreatitis in einer signifikant hoheren Konzentration

gefunden, als bei einer milden Verlaufsform [87, 106].

1.5.1.4 Interleukin-8

Interleukin-8 (IL-8) ist ein proinflammatorisches Zytokin, das von mononukledren
Phagozyten, endothelialen Zellen, epithelialen Zellen, Fibroblasten und Hepatoma
Zellen exprimiert wird. Die Synthese wird durch Lipopolysaccharide, IL-1 und TNF-

a induziert [55]. IL-8 bewirkt an der Zielzelle, den neutrophilen Granulozyten, eine
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Degranulation und Expression der PMN-Elastase. Die Bedeutung von IL-8 in fatalen

Abldufen der akuten Pankreatitis scheint jedoch gering zu sein [106].

In einer kleinen klinischen Studie mit n = 10 Patienten konnten GROSS UND
ANDRESEN ET AL. allerdings zeigen, dass IL-8 bei einem milden Verlauf der akuten
Pankreatitis in deutlich geringeren Serumkonzentrationen nachweisbar ist als bei

schweren Verldufen [55].

1.5.1.5 Interleukin-10

Interleukin-10 ist ein pleiotropes, von T-Zellen und Makrophagen gebildetes Zytokin
mit sowohl anti-inflammatorischen, als auch immunsuppressiven Eigenschaften. IL-
10 liegt bei milderen Verlaufsformen der akuten Pankreatitis in signifikant hoherer
Konzentration vor als bei schweren Verldufen [77]. Der therapeutische Einsatz von

IL-10 in der akuten Pankreatitis ist jedoch umstritten.

In einer kleinen Studie (n = 15) konnten VILLORIA UND ABADIA DE BARBARA ET AL.
zeigen, dass die friithe Gabe von IL-10 das Outcome bei Patienten mit einer schweren

akuten Pankreatitis nicht verhindert [169].
1.5.2 Adhisionsmolekiile in der akuten Pankreatitis

Bei lokalen Entziindungen oder Gewebeschiddigungen wandern zur Phagozytose
kompetente Leukozyten, wie neutrophile Granulozyten und Monozyten aus dem
Blutstrom in das betroffene Gewebe und vermitteln dort die zelluldre Immunabwehr.
Diese Extravasation findet hauptsdchlich in den postkapilliren Venolen statt.
Voraussetzung hierfiir ist die rezeptorvermittelte Adhdsion der Leukozyten am
GefaBendothel, die als endotheliale Adhésionskaskade oder ,,Multi-Step“~-Modell
bezeichnet wird [6, 59].



Einleitung

23

Endotheliale
Aktivierung

Rolling

sLe”, L-Belektin

¢

=

Loukozyt

Endothel

P.Selektin
L-Belektin Ligand
E-Selektin
GlyCAM-1

ch3s

MADCAM-1

— &'

—_—

Endotheliale- Endotheliale- Loukozytire
undloder undloder Aktivierung
leukozytire Aktivierung leukozytire Aktivierung
Adhfision Transendotheliale Subendotheliale
Migration Migration
Integrin B, By, By PECAM-1 CO44
Inuhqun "1‘!'2' B.lr Integrin E.I,IJI'IH ﬂ-a

—
= b = "_' e
ICAM-1
ICAM-2 PECAM-1 \
VEAM-1 ICAM-1
MadCAM-1 VCAM-1

Abbildung 1: Leukozytenadhdsionskaskade (angelehnt an [145]).

In der endothelialen Zelladhdsion spielen drei Familien eine wesentliche Rolle: die

Selektine, die Immunglobulin-Superfamilie und die Integrinfamilie. Eine weitere

Familie, die Cadherine, sind kalziumabhingige Adhédsionsmolekiile, welche fiir den

Zellkontakt in der Haut und dem Nervensystem, wahrscheinlich aber auch anderer

Gewebe wichtig sind. Sie haben bei der endothelialen Zelladhédsion keine Bedeutung

[117].

Selektin-Familie

Immunglobulin-
Superfamilie

Integrin-Familie

o E-Selektin (CD62E)
e P-Selektin (CD62P)

e [-Selektin (CD62L)

ICAM-1 (CD54)

ICAM-2 (CD102)

VCAM-1 (CD106)

MAdCAM-1

PECAM-1 (CD34)

GlyCAM-1

e Integrin ; (CD29)
e Integrin B, (CD18)

e Integrin 3,

Tabelle 2: Adhdsionsmolekiilfamilien, die an der Leukozytenadhdsion beteiligt sind.
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Eingeleitet wird die Adhidsionskaskade durch die Freisetzung verschiedener
Entziindungsmediatoren im Gewebe, die durch Gefdfidilatation lokal den Blutfluss
verdndern  (Thrombin, Histamin) und zudem die Ausbildung von
Adhésionsrezeptoren auf den Endothelzellen bewirken (TNF-a, IL-1). Nach einem
initialen endothelialen Kontakt der im Blutstrom flieBenden Leukozyten (etwa 2
mm/Sekunde), dem ,Tethering“, kommt es iiber Ligand-Rezeptor-
Wechselwirkungen zu schwach affinen Bindungen am Gefdendothel. Aus den
Interaktionen von Selektinen, Integrinen und den Scherkriften in den Gefillen
resultiert eine rollende Verlangsamung der Leukozyten entlang der Endothelzellen
auf ca. 50 um/Sekunde, dem sog. ,,Rolling“. Innerhalb von wenigen Minuten wird P-
Selektin und innerhalb einer Stunde E-Selektin verstarkt exprimiert. Dadurch kénnen
die Leukozyten leichter am Endothel der postkapilliren Venolen binden. Die
Leukozyten rollen nur noch an den Endothelzellen entlang. Die leukozytiren
Selektine (CD62L) interagieren mit den Endothelzellglykoproteinen (GlyCAM-1)
und in umgekehrter Weise agiert das endotheliale E-Selektin mit dem

Leukozytenglykoprotein SLE™ (sialyliertes Lewis*-Antigen) [145].

Die verlangsamten und dabei lokal konzentrierten Leukozyten kénnen nun durch
endotheliale Mediatoren, beispielsweise dem plattchenaktivierenden Faktor (PAF),
ebenfalls aktiviert werden. Darauthin werden Adhédsionsmolekiile aus der Familie
der Integrine und der Immunglobulin-Superfamilie exprimiert, die eine feste
Adhision (,,Sticking”) und Extravasation der Leukozyten durch interzelluldre
Zwischenrdume bewirken. Die transendotheliale Migration in das Entziindungsgebiet

wird durch die Wechselwirkung von CD11a/CD18 (LFA-1) und ICAM-1 vermittelt.

Von dem klassischen mehrstufigen Konzept gibt es jedoch verschiedene Ausnahmen.
Selektinabhéngiges ,,Rolling* scheint in der Emigration neutrophiler Granulozyten in
der Lunge [102] oder Leber [181] nicht notwendig zu sein. Im Gegensatz zum
postkapilldren vendsen Endothel des systemischen und lymphatischen Kreislaufes
spielt sich das ,,Rolling* an Kapillaren und sinusoidalen Endothelzellen ab [59]. In
einigen Situationen kann es zu einem selektinunabhidngigen ,,Rolling®, vermittelt

durch VLA-4 und VCAM-1 [7], CD44 und Hyaluronat [33], und Vascular Adhesion
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Protein-1 (VAP-1) [130], kommen. Durch bestimmte Stimuli kann eine Integrin-[3,-
unabhédngige neutrophile Emigration, wahrscheinlich unter Einbeziehung von
Integrin B;, ablaufen [38, 127]. Die Leukozytenaktivierung (,,Leukocyte capturing®)
kann auch durch andere Faktoren, wie die Fibrinogen-Bindung an komplementére
leukozytiare Rezeptoren [84], die endothelialen Chemokine und den leukozytiren

Chemokinrezeptor CX3CR1 initiiert werden [49].

1.5.2.1 Selektine

Bei der Familie der Selektine handelt es sich um drei transmembrandse
Glykoproteine, dem E-(Endothel), P-(Thrombozyten, platelet) und L-(Leukozyten)-
Selektin. Bei allen Selektinen ist eine charakteristische, lektinartige Struktur und dem
Epidermal Growth Factor (EGF) dhnliche Doméne vorhanden. In mehreren Studien
konnte die besondere Bedeutung der Lektin- und EGF-Doménen in der durch

Selektine mediierten Adhdsion nachgewiesen werden [13].

Als Ligand des E- und P-Selektin fungiert sialyliertes Lewis*-Antigen (sLE*, CD15s)
und GlyCAM-1, CD34 und MAdCAM-1 beim L-Selektin [25].

1.5.2.1.1 E-Selektin

Die Expression von E-Selektin (CD62E, Synonym: ELAM-1) ist auf aktivierte
Endothelzellen durch Stimulation mittels TNF-a, IL-1 und Endotoxin beschrankt. Es
bindet an neutrophile Granulozyten, Monozyten und T-Lymphozyten. Fiir
eosinophile und basophile Granulozyten wird teilweise auch eine Bindung an E-
Selektin beschrieben [18, 173]. Maximale Expression wird nach 4 — 6 Stunden mit

einem Abfall auf den Ausgangswert nach 24 — 48 Stunden erreicht [13].

1.5.2.1.2 P-Selektin

P-Selektin (CD62P, Synonym: GMP-140, PADGEM) ist ein transmembrandses
Glykoprotein mit einem Molekulargewicht von 140 kDa. Es wird in Thrombozyten

gefunden und innerhalb weniger Minuten nach Stimulation durch Histamin,
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Thrombin, Bradykinin, Leukotrien C4 (LTC,4), TNF-a oder freien Sauerstoffradikalen
aus den a-Granula an die Zelloberfliche exprimiert. P-Selektin wird jedoch auch in

Granulationen von Endothelzellen, den Weibel-Palade-Korperchen, gefunden [25].

1.5.2.1.3 L-Selektin

L-Selektin (CD62L, Synonym: LECAM-1, LAM-1, gp90™*") wird konstitutionell
auf den meisten Lymphozyten, neutrophilen Granulozyten und Monozyten, auch
unter physiologischen Zustdnden, gefunden. L-Selektin wird unter dem Einfluss von
IL-8 von der Zelloberfliche der neutrophilen Granulozyten und Lymphozyten
abgespalten (,,Sheeding*), womit die ,,Rolling-Phase* endet. Hierdurch haben andere
Adhisionsmolekiile, wie die Integrine die Gelegenheit eine feste Adhdrenz und
anschlieende Transmigration einzuleiten [117]. Darliber hinaus kommt dem L-
Selektin eine wichtige Rolle im ,,Homing“-Verhalten von bestimmten Lymphozyten
zu. Nach Reifung der Lymphozyten im primdren Lymphgewebe, wie Thymus und
Knochenmark, erfolgt iiber spezialisierte Gefde mit hohem Endothel (High-
endothelial venule, HEV) die Besiedelung von sekunddrem Lymphgewebe, wie

Lymphknoten, Milz und Lymphfollikel [118].

1.5.2.2 Immunglobulin-Superfamilie

Zur Immunglobulin-Superfamilie, die fiir die antigenspezifische Erkennung und als
Kosignale der Lymphozytenaktivierung von grofler Bedeutung sind, gehdren sowohl
Adhidsionsmolekiile (CD2, CD31, LFA-3, ICAM-1, ICAM-3, VCAM-1, PECAM-1,
MAdCAM-1, NCAM-1) als auch Non-Adhésionsmolekiile (Ig, TCR, CD3, CD4,
CDS§, MHC) [179].

Alle tragen eine immunglobulindhnliche Doméne in unterschiedlicher Haufigkeit,
welche durch Disulfidbriicken verbunden sind. Liganden konnen die Molekiile in
sich selbst sein (NCAM-1), andere Vertreter der Ig-Superfamilie (CD2/LFA-3) oder
Integrine und Selektine [179].
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Abbildung 2: Liganden und Rezeptoren in der Adhdsion neutrophiler Granulozyten
(angelehnt an [151]).
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ICAM-1 ICAM-2

Abbildung 3: Liganden und Rezeptoren lymphozytirer Adhdsion (angelehnt an
[151]).

1.5.2.2.1 ICAM-1

ICAM-1 (CD54) besteht aus fiinf extrazelluldren Ig-dhnlichen Doménen, wobei die
NH,-éhnliche Domédne Bindungsseite fiir CD11a/CD18 (LFA-1) ist. Von SMITH ET
AL. [150] und DIAMOND ET AL. [37] wird eine mogliche Bindung an CD11b/CD18
(Mac-1, CR3) diskutiert. ICAM-1 wird auch konstitutionell in geringem Umfang
endothelial exprimiert. Durch potente Stimulatoren, wie TNF-a , IL-1, y-Interferon
und Endotoxin, wird die Expression mit einem Maximum nach 8 Stunden verstarkt
[6].

In tierexperimentellen [48, 94, 176] und klinischen Studien [73, 92, 105] korrelierte
der Plasmaspiegel von ICAM-1 mit dem Schweregrad der akuten Pankreatitis, dem

moglichen Auftreten von Komplikationen und der Prognose.
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1.5.2.2.2 ICAM-2

Im Gegensatz zum ICAM-1 weist ICAM-2 (CD102) nur zwei extrazellulire Ig-
dhnliche Dominen auf. Eine Homologie zu den NHj-terminalen Doménen des
ICAM-1 besteht zu 34%. Die Ligandenbindungsstelle fiir CD11a/CD18 (LFA-1) ist
auf diesen ersten beiden Doménen lokalisiert. ICAM-2 dient daher als zweiter
moglicher Ligand zum LFA-1. Die Tatsache, dass CD11b/CD18 (Mac-1) an die
dritte Ig-dhnliche Doméne von ICAM-1 bindet, macht deutlich das ICAM-2 nicht als

endothelialer Ligand dieses Leukozytenintegrins dient [37].

1.5.2.23 VCAM-1

VCAM-1 (CD106) ist ein weiteres Mitglied der Immunglobulin-Superfamilie mit
einem Molekulargewicht von 110 kDa, welches aus sechs bzw. sieben
extrazelluldren, Ig-dhnlichen Doménen besteht. Die 6D-Form des ICAM-1 entsteht
aus der dominanten 7D-Form durch ,splicing. Die zusétzliche Domidne in 7D
VCAM-1 hat moglicherweise eine Aufgabe in der Adhésion von Lymphozyten und
Monozyten zum Endothel. Leukozytérer Ligand des endothelialen VCAM-1 ist das
VLA-4 (CD49d/CD29). Bei der Adhédsion von neutrophilen Granulozyten scheint
VCAM-1 und sein Ligand VLA-4 im Gegensatz zum ICAM-1 keine Bedeutung zu
haben [13].

NAKAE UND ENDO ET AL. untersuchten die Serumkonzentrationen von ldslichen
Adhésionsmolekiilen und TNF-a in der akuten Pankreatitis und fanden eine
signifikante Erhohung der sICAM-1-Serumkonzentration bei Patienten, die
verstarben [105].
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1.5.2.3 Integrin-Familie

Integrine sind transmembrandse Oberfldchenproteine. Jedes Integrin besteht aus
einer heterodimeren o- und B-Kette, die nichtkovalent gebunden ist. Innerhalb der
Gruppe der Integrine existieren wenigstens 15 a- und 8 B-Ketten. Insgesamt sind 21
verschiedene Integrin-Kombinationen bekannt, wovon nur finf an der
Leukozytenadhdsion beteiligt sind: die p-Integrine CDI11a/CD18 (LFA-1),
CD11b/CD18 (Mac-1) und CD11c¢/CD18 (p150,95), die B;-Integrine CD49d/CD29
(VLA-4) und Integrin a4f;. Integrine konnen mehr als einen spezifischen Liganden
binden und kommen in aktivierter, sowie inaktivierter Form und sogar in
verschiedenen Aktivierungszustinden vor. Je nach Eigenschaft der B-Ketten

unterscheidet man verschiedene Untergruppen von Integrinen [25].

1.5.2.3.1 pB,-Integrine

Br-Integrine sind an der Geweberekonstitution, der Embryogenese und der
Zelladhidrenz beteiligt. Sie konnen rasch aufreguliert werden und ermoglichen die
feste Bindung von Zellen an das Endothel und die Transmigration von Leukozyten in
das entziindete Gewebe [117]. Alle p,-Integrine besitzen CDI18 als
Hauptuntereinheit. Drei verschiedene a-Untereinheiten sind nichtkovalent an CD18
gebunden: CD11la (LFA-1), CD11b (Mac-1, Mo-1), CDl1lc (p150,95) [25]. Die
Expression von [-Integrinen ist auf Leukozyten beschrankt, jedoch variiert die
Verteilung von CDI11/CD18 erheblich. Periphere Lymphozyten exprimieren
hauptsidchlich CD11a/CD18. Auf Monozyten, neutrophilen Granulozyten und NK-
Zellen werden dagegen alle drei B,-Integrine exprimiert. Die Expression von
CDI11b/CD18 und CDI11c¢/CD18 ist nach Stimulation mit Kalziumionophoren,
Phorbolester, dem Tripetid FMLP, GM-CSF, C5a, TNF-a und LTB4 erhoht [25].

1.5.2.3.2 By-Integrine

Bi-Integrine sind auf vielen Gewebezellen vorhanden und finden sich auch auf

unterschiedlichen hédmatopoetischen Zellen. Sie erlauben es den Zellen an
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extrazelluldre Matrixproteine, wie Kollagen, Elastin, Fibronektin, Thrombospondin,
von-Willebrand-Faktor und Vitronektin, zu binden [117]. Die Hauptuntereinheit der
Bi-Integrine ist das CD29 [25].

Einige der Integrine werden erst relativ spét nach T-Zell-Aktivierung exprimiert und
werden deshalb als ,,very late antigens* (VLA) bezeichnet. Das [;-Integrin a4f;
(CD49d/CD29, VLA-4) ist in der Adhédsion von Lymphozyten, Monozyten, NK-
Zellen, eosinophilen und basophilen Granulozyten an zytokin-aktiviertem Endothel
beteiligt. Liganden des VLA-4 sind Fibronektin, Thrombospondin und des

bakteriellen Oberflachenproteins Invasin [25].

Bei Patienten mit dem autosomal-rezessiv vererbten Leukozytenadhdsions-
Defizienz-(LAD)-Syndrom Typ I liegt eine kongenitale Defizienz des B,-Integrin
CD11/CD18 vor. Da auf neutrophilen Granulozyten VLA-4 nicht exprimiert wird,
konnen diese nicht den fiir andere Leukozyten alternativen VLA-4/VCAM-1-Weg
benutzen. Es  kommt zu  rekurrenten  Infektionen,  beeintrichtigter

Phagozytenmigration und Herabsetzung der zell-mediierten Immunitét [25].
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1.6 Granulozyten Kolonie-stimulierender Faktor

Insgesamt gibt es vier Kolonie-stimulierende Faktoren, die das Uberleben, die
Proliferation, die Differenzierung und die funktionelle Aktivierung von myeloischen
hidmatopoetischen Zellen ermdglichen: den Makrophagen Kolonie-stimulierenden
Faktor (M-CSF), den Granulozyten Kolonie-Stimulierenden Faktor (G-CSF), den
Granulozyten-Makrophagen Kolonie-stimulierenden Faktor (GM-CSF) sowie
Interleukin-3 [88]. Die Fihigkeit G-CSF zu produzieren, besitzen eine Reihe von
Zellen: Monozyten/Makrophagen, endotheliale Zellen, Fibroblasten und mesotheliale
Zellen [34, 35, 79, 187]. G-CSF wird nicht konstitutiv produziert und setzt die
Induktion kompetenter Zellen durch einen geeigneten Stimulus, wie z.B. LPS, TNF-
a, IL-1B, PMA und IFN-y, voraus [35, 42, 45, 79, 168]. Aber auch Zell-zu-Zell- und
Zell-zu-extrazelluldrer-Matrix-Interaktionen sind als moglicher Trigger einer G-CSF-
Produktion identifiziert worden. Hier sind z.B. der Kontakt von Makrophagen mit

den extrazelluldren Matrixproteinen Fibronektin und Vitronektin zu nennen [8].

Die Zytokine G-CSF und GM-CSF stimulieren die Proliferation von Vorlduferzellen
im Knochenmark. G-CSF beschleunigt die Ausreifung der Vorstufen bis hin zu den
neutrophilen Granulozyten des peripheren Blutes. GM-CSF unterstiitzt die Bildung

von eosinophilen Granulozyten und Monozyten/Makrophagen.

G-CSF (Neupogen®, Filgrastim) und GM-CSF (Leucomax®, Molgramostim) sind
kommerziell erhéltlich. Neupogen® wird bei Neutropenien im Rahmen einer
zytotoxischen Chemotherapie und zur Verkiirzung der Dauer von Neutropenien bei
Patienten, die eine myeloablative  Behandlung mit  anschlieBender
Knochenmarktransplantation erhalten, eingesetzt. Ebenso ist Filgrastim fiir den

Einsatz bei Patienten mit fortgeschrittener HIV-Infektion zugelassen.

Filgrastim ist ein rekombinant hergestelltes Glykoprotein mit einem
Molekulargewicht von 18,8 kDa, bestehend aus 175 Aminosduren mit einem N-
terminalen Methionin zur Expression in E. coli. Der rekombinante humane Kolonie-
Stimulierende Faktor (rh-G-CSF) fiihrt innerhalb von 5 bis 15 Minuten nach

intravendser Gabe zu einer transienten Leukopenie, die durch einen kurzzeitigen
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Abfall der neutrophilen Granulozyten und Monozyten hervorgerufen wird [103].
Nach etwa 40 Minuten werden die Ausgangswerte wieder erreicht. Verantwortlich
hierfiir ist eine Margination der neutrophilen Granulozyten und Riickkehr in den

Kreislauf [113].

Humanes G-CSF ist in seiner Wirkung nicht speziesspezifisch und auch in niederen
Spezien auf die Granulopoese wirksam [174, 186]. Rh-G-CSF erzeugt auch in der
Ratte, Hamster, Maus und Affe eine Neutrophilie [62].

Innerhalb von 10 - 24 Stunden kommt es zu einem Anstieg der neutrophilen
Granulozyten im peripheren Blut, wohingegen die Anzahl der Monozyten nur gering
zunimmt. In Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe am Rattentiermodell konnte ein
Anstieg der neutrophilen Granulozyten von 1,4 + 0,5 /nl auf 5,8 =+ 1,0 /nl und ein
Anstieg der Leukozyten von 8,2 = 0,5 /nl auf 21,0 =+ 1,9 /nl innerhalb von 10 — 12
Stunden nach subkutaner Gabe von 50 pg/kg Korpergewicht rh-G-CSF gezeigt
werden [138].

LORENZ UND REIMUND ET AL. [90] zeigten im Rattentiermodell, dass es nach
intraabdomineller Inokulation einer standardisierten Stuhlsuspension und
Applikation von Antibiotika sowie rh-G-CSF zu einer signifikanten Verringerung der
Mortalitdt um 20 % im Vergleich zur alleinigen Gabe eines Antibiotikums kommt. In
den Untersuchungen konnte bei den rh-G-CSF-behandelten Tieren eine Reduktion
des Serum-TNF-o. um 47% gezeigt werden. Die Autoren postulieren, dass die
Verringerung der TNF-a-Serumkonzentration, hervorgerufen durch G-CSF, ein
moglicher Mechanismus fiir die antiinflammatorische und mortalititssenkende

Wirkung ist.

Die Fiahigkeit von G-CSF, die TNF-a-Expression aus Makrophagen zu reduzieren,
ist schon in in-vitro- und in-vivo-Experimenten nachgewiesen worden. GORGEN UND
HARTUNG ET AL. konnten zeigen, dass durch die Gabe von G-CSF die Synthese,

Expression und Ausschiittung von TNF-a reduziert werden kann [50].
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1.7  Grundlagen der Pankreatitisinduktion

Zur genauen Untersuchung der Pathophysiologie der akuten Pankreatitis und
Erprobung mdoglicher Therapien sind seit etwa 140 Jahren unterschiedliche Modelle
zur Induktion in den verschiedensten Tierarten entwickelt worden [86]. Die
experimentellen Modelle konnen vereinfacht in invasive und nicht-invasive

Tiermodelle unterteilt werden.

Invasive Modelle Nicht-invasive Modelle
e Retrograde Ganginjektion mit e Supramaximale Hormonstimulation
Gallenséuren, Trypsin, Lipase, mit Caerulein [2, 83]

Elastase und Phospholipase [86] e Cholindefiziente. ethionin-

e Prograde Gangperfusion mit supplementierte Diét [43, 89]
Gallensalzen, Athanol oder
Acetylsalicylsdure gefolgt von
Pankreasenzymen [86]

e Intraperitoneale
Fremdseruminjektion [68]

) ¢ Injektion von
* Gangligatur [41] Azinuszellmembranantikorpern [143]
e Duodenalschlingenverschluss [116,

144] e Spontane autoimmunvermittelte

Pankreatitis in MRL/Mp-Mausen
[72]

Tabelle 3: Invasive und nicht-invasive Modelle der akuten Pankreatitis.

1.7.1 Nicht-invasive Modelle der akuten Pankreatitis

Nicht-invasive Modelle zeichnen sich besonders durch eine technisch einfache und
reproduzierbare Induktion einer akuten Pankreatitis in unterschiedlichen,

methodenabhédngigen Schweregraden aus.

Im Modell der supramaximalen Hormonstimulation, das erstmals von LAMPEL UND
KERN ET AL. [83] beschriecben wurde, fiihrt die intravendse Infusion des
Cholezystokinin-Analogons Caerulein zu einer akuten édematdsen Pankreatitis. Die
Induktionsdosis ist hierbei etwa 50fach hoher als eine maximal stimulierende Dosis

Caerulein.
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Eine Pankreatitis, die durch das Fiittern des Ethylanalogon Ethionin ausgelost wird
wurde erstmals 1950 von FARMER UND POPPER beschrieben [43]. Die Wirksamkeit
dieser Didt wurde an verschiedenen Labortieren, wie Maus, Hamster, Hund, Katze
und Affe validiert [15]. LOMBARDI UND RAO beobachteten, dass bei jungen,
weiblichen Méusen mit einer cholindefizienten, ethioninsupplementierten Didt eine
schwere hdmorrhagische Pankreatitis auslosbar ist [89, 123]. Die Mortalitét betrigt
innerhalb von 5 Tagen 100%. Altere und minnliche Miuse scheinen gegen die
Entwicklung einer Pankreatitis resistent zu sein. Ostradiol bewirkte jedoch auch bei
ménnlichen Tieren die Induktion einer akuten Pankreatitis. Dadurch wurde eine

zusitzliche Hormonabhéngigkeit dieses Pankreatitismodells vermutet [122].

KANNO UND NOSE ET AL. zeigten, dass Méuse des Stamms MRL/Mp mit einer
Mutation des lymphoproliferativen Gens (Ipr) eine spontane autoimmunvermittelte
Pankreatitis entwickeln. Histopathologisch ist diese Form durch eine Destruktion der
Pankreasazinuszellen mit mononukledren Zellinfiltraten gekennzeichnet. In 34 — 38
Wochen alten, weiblichen Méusen trat die spontane Pankreatitis mit einer Inzidenz
von 74% auf. Bei ménnlichen Médusen trat die Erkrankung in deutlich spiterem

Alter, mit verringerter Inzidenz und reduziertem Schweregrad ein [72].

1.7.2 Invasive Modelle der akuten Pankreatitis

Die meisten chirurgisch invasiven Modelle versuchen die klinische Situation der
bilidren Pankreatitis nachzustellen. Bereits 1856 induzierte BERNARD die erste
experimentelle akute Pankreatitis durch Injektion von 15 ml einer Mischung aus
Gallenfliissigkeit und Olivendl in den Ductus pancreaticus eines Hundes [86]. Seither
wurden eine Reihe weiterer Modelle entwickelt, die sich an das Prinzip der
retrograden Injektion anlehnen. Als pathogenetische Ursache dieser Modelle wird ein

Detergenzieneffekt der Gallenséure auf die Zellmembran angenommen [86].

Der schiadigende Effekt der injizierten Losung hingt von einer ganzen Reihe weiterer

Faktoren ab. Die Hohe und Bedeutung des Injektionsdrucks wird nach wie vor
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kontrovers beurteilt. ARENDT [10] und MOSSNER [104] halten, unabhingig
voneinander, den Injektionsdruck zur Auslésung einer experimentellen Pankreatitis
fiir wichtiger als die zu injizierende Substanz selbst. So konnen auch vollig atoxische
Substanzen, wie z.B. isotonische Kochsalzlosung bei geniigendem Injektionsdruck
zu einer Auflosung der interzelluliren Verbindungen und schweren
Membranschdden fiihren [30]. KUSTERER UND ENGHOFER ET AL. postulieren
hingegen, dass eine Erhohung des intraduktalen Druckes fiir die Einleitung einer

akuten Pankreatitis alleine nicht ausreichend ist [81].

Arbeiten von HANSSON haben gezeigt, dass das Potenzial zur Auslosung einer
experimentellen akuten Pankreatitis nicht nur von der Konzentration der Gallensalze,
sondern auch von der Art der Konjugation abhéngig ist. Nichtkonjugierte Gallensalze

scheinen hierbei wesentlich toxischer als die konjugierten Formen zu sein [58].

Ein &dhnliches, invasives Tiermodell verfolgt die initiale, prograde Perfusion des
Ductus pancreaticus mit Gallensalzen, Athanol oder Acetylsalicylsiure zur Erhéhung
der Permeabilitit des Gangepithels fiir Pankreasenzyme. Ein identischer
permeabilititssteigernder Effekt wurde auch fiir die orale Gabe von Athanol und
Acetylsalicylsdure nachgewiesen. Nach anschlieBender Infusion von aktivierten
Pankreasenzymen entwickelt sich eine akute Odematdse Pankreatitis. Die so
entstandene Erkrankung kann durch intravendse Gabe von 5 pg/kg Korpergewicht/h
16,16-Dimethyl-Prostglandin-E; in eine akute hdmorrhagische Pankreatitis
transformiert werden [172]. Ein Hauptnachteil des Modells der prograden
Gangperfusion ist die aufwendige Prdparation und die technisch schwierige
Durchfiihrbarkeit an kleinen aber kostengiinstigen Versuchstieren, wie z.B. Ratte

oder Maus.

Ein in der klinischen Relevanz kontrovers beurteiltes Modell stellt die chirurgische
Gangligatur dar. Im Modell der Ratte und des Hundes fiihrt die Obstruktion des
Pankreasgangs zu einem erhohtem Sekretionsdruck im Pankreasgang und in der
Folge zu einem Odem mit erhéhten Pankreasenzymspiegeln im Serum und in der
Lymphfliissigkeit. Mikroskopisch zeigt sich eine Dilatation der Azinuslumina und

der kleinen Pankreasginge. In den Azinuszellen kommt es zur Bildung autophager
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und krinophager Vakuolen mit einem Stau von nicht sezernierten Zymogengranula

[15].

Diese Verdnderungen entsprechen in vielen Punkten denen der akuten Pankreatitis
[86]. Eine Ligatur des Pankreasgangs bei Nagetieren fiihrt jedoch alleine nicht zu
einer akuten Pankreatitis, sondern zu einer chronischen Pankreasatrophie. Eine
Ausnahme ist hier das amerikanische Opossum, das nach der Ligatur des sehr langen
Ausfithrungsganges von Ductus choledochus und Ductus pancreaticus eine akute

nekrotisierende Pankreatitis entwickelt [121].

Der operative Verschluss einer Duodenalschlinge zur Induktion einer akuten
nekrotisierenden Pankreatitis wurde erstmalig 1910 von SEIDEL [144] und 1950 von
PFEFFER UND STASIOR ET AL. [116] beim Hund beschrieben. CHETTY UND GILMOUR
ET AL. etablierten das Modell der verschlossenen Duodenalschlinge in der Ratte und
modifizierten dieses durch zusdtzliche Injektion bakteriell infizierter
Gallenfliissigkeit in den Hauptgang [27]. Daraus resultierte eine schwere, akute
hidmorrhagisch-nekrotisierende Pankreatitis, die schwerwiegender als die im Modell
von AHO UND NEVALAINEN [4, 5] beschriebene Pankreatitis verlauft. Als
pathophysiologisches Prinzip der verschlosssenen Duodenalschlinge wird der Reflux
von Duodenalinhalt mit aktiven Hydrolasen und Bakterien in den Ductus

pancreaticus verantwortlich gemacht [86].

1.7.21 Induktion einer akuten himorrhagischen Pankreatitis durch NaT
Eine akute hdmorrhagisch-nekrotisierende Pankreatitis kann in tierexperimentellen
Modellen durch retrograde Injektion einer geeigneten toxischen Detergenz induziert

werden.

AHO UND KOSKENSALO ET AL. verwenden in ihrem Modell das Gallensalz
Natriumtaurocholat, welches nach Injektion in das biliopankreatische Gangsystem
gleichméfBig zu einer schweren akuten hidmorrhagischen Pankreatitis im
Rattentiermodell fiihrt. Die Mortalitét ist jedoch stark von der NaT-Konzentration
abhingig. So flihrt eine Pankreatitisinduktion mit einer Konzentration von 3,0 %,

bzw. 4,5 % zu einer Mortalitdt von 23,5, bzw. 71,4 %. Bei einer NaT-Konzentration
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von 5,0 % starben alle Versuchstiere innerhalb von 31 Stunden an den direkten

Folgen einer akuten himorrhagisch-nekrotisierenden Pankreatitis [4].

Bereits innerhalb weniger Sekunden nach Injektion von NaT kommt es zu einer
deutlichen Abnahme der pankreatischen Mikrozirkulation. Die Mikrozirkulation
scheint, ebenso wie die Auspriagung der Entziindung, direkt mit der Konzentration
der NaT-Losung und der Infusionsmenge verkniipft zu sein. Reproduzierbare
Ergebnisse wurden mit intraduktaler Injektion von 400 pl einer 4%igen NaT-Losung

erreicht [81].

Histopathologische = Untersuchungen zeigten, dass durch Injektion von
Natriumtaurocholat in das biliopankreatische Gangsystem der Ratte ein
Krankheitsbild initiiert werden kann, welches auch histopathologisch mit den
Verdnderungen bei einer akuten Pankreatitis des Menschen korrespondiert. Diese
morphologischen Verdnderungen waren ebenfalls stark konzentrationsabhidngig und
reichten von Pankreasddem oder Einwanderung von Entziindungszellen,
Hamorrhagien bis hin zu Nekrosen im peripankreatischen Fettgewebe und den
azindren Zellen. Die Kontrolltiere, die lediglich isotonische Kochsalzlosung

erhielten, entwickelten nur ein mildes Odem und diskrete Areale von Fettnekrose [4].

1.7.2.2 Induktion einer akut himorrhagischen Pankreatitis durch GDOC
und Caerulein
Caerulein ist ein Dekapetid, das urspriinglich aus der Haut des australischen
Korallenfingerfrosches (Hyla caerulea), der zur Gattung der Laubfrosche gehort,
isoliert wurde. Caerulein ist hinsichtlich der Aminosduresequenz und der Wirkung
eng mit den gastrointestinalen Hormonen Cholecystokinin und Gastrin II verwandt.
Synthetisch hergestellt, wird es als Ceruletid (Takus®, Fa. Pharmacia, Erlangen) zur
Pankreasfunktionsdiagnostik und zur rontgendiagnostischen Untersuchung der
extrahepatischen Gallenwege bei der intraoperativen Cholangiographie eingesetzt.
Der Wirkmechanismus von Ceruletid beruht auf einer gesteigerten Acetylcholin-
Liberation an Zellen mit Cholecystokininrezeptoren, wie an der Gallenblase, im

Pankreas oder Intestinum.
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Das Experiment der supramaximalen Stimulation des Pankreas mit Entwicklung
einer akuten Pankreatitis gilt nicht nur fiir die intravendse Applikation in der Ratte,
sondern wurde auch erfolgreich bei Miusen, Hunden und Hamstern eingesetzt [15].
Die Wirkung der intraperitonealen Injektion und der intravendsen Applikation ist

vergleichbar [86].

Es ist bekannt, dass eine supramaximale Stimulation des Pankreas mit dem
Cholecystokinin-Analogon Ceruletid sowohl in-vivo als auch in-vitro innerhalb von
10 Minuten zu einer intrapankreatischen Aktivierung von Trypsinogen zu Trypsin
fiihrt. Eine Infusion mit einer supramaximal stimulierenden Dosis von Caerulein {iber
1 — 3 Stunden fiihrt zu einer interstitiell, Odematdosen Pankreatitis mit

Entziindungszellen und fleckigen Nekrosen [83].

Die alleinige Gabe von GDOC (5 — 10 mmol/l) fiihrt nicht zu einem
Detergenzieneffekt und erlaubt die weitere Verteilung des Infusates in die
Pankreasperipherie. Nachteilig ist, dass durch diese Form nur eine milde
selbstlimitierende Pankreatitis mit minimalen histomorphologischen Verdnderungen

induziert wird [136].

Durch intravendse Gabe von Caerulein in supramaximaler Dosierung kann diese
milde Pankreatitisform in eine akute hidmorrhagisch-nekrotisierende Pankreatitis
iiberfiihrt werden. SCHMIDT UND RATTNER ET AL. stellten ein Modell aus
supramaximaler Ceruletid-Infusion und retrograder Gangperfusion in der Ratte vor.
Durch langsame, drucklimitierte intraduktale Injektion von 400 — 500 pl einer 10
mM GDOC-Losung in Kombination mit einer intravendsen Infusion von 5 pg/kg
Korpergewicht Ceruletid {iber 6 Stunden wird eine Transformation der milden in eine

akute hdmorrhagisch-nekrotisierende Pankreatitis erreicht [136].

Die GDOC-Caerulein Pankreatitis ist durch eine homogene und gesteigerte
Mikroperfusionsstérung im Sinne einer generalisierten Hyperdmie charakterisiert
[76]. In der Entziindungsreaktion sind alle Bereiche des Pankreas gleichermallen und

reproduzierbar betroffen. Das histomorphologische Bild mit betontem Odem,



Einleitung 40

deutlicher interstitieller Leukozyteninfiltration, intrapankreatischen Hadmorrhagien
und Fettnekrosen entspricht der mittelschweren, akuten Pankreatitis des Menschen

[80, 135].
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1.8 Ziel der Arbeit

Die Etablierung von neuen therapeutischen Methoden ist gerade im Falle der akuten
Pankreatitis wiinschenswert, da die Diagnose mittels Laboruntersuchungen,

Sonographie und Computertomographie sicher und frithzeitig gestellt werden kann.

Es ist bekannt, dass in der akuten Pankreatitis eine komplexe, inflammatorische
Kaskade mit umfangreicher Mediatoraktivierung, z.B. TNF-a, Interleukin-1 in Gang
gebracht wird, welche fiir die schweren Komplikationen der akuten Pankreatitis

mitverantwortlich gemacht wird [138].

Die Aktivierung von Adhdsionsmolekiilen in der akuten Pankreatitis ist bekannt.
ICAM-1, CD18 (B.-Untereinheit der Integrine LFA-1 und Mac-1) und die Selektine
sind in diesem Zusammenhang beschriecben worden [48]. Eine verstirkte
Adhisionsmolekiilexpression wird auch bei anderen septischen Krankheitsbildern
gefunden. Sie werden teilweise durch Entziindungsmediatoren wie Tumor-Nekrose-
Faktor-oo  (TNF-a) oder Interleukin-1 (IL-1) induziert. Werden die
Adhésionsmolekiile durch Antikorper blockiert, oder Tiere verwendet, die das
jeweilige Molekiil nicht exprimieren, kann der histologische Schaden im Pankreas
und in der Lunge reduziert und die Translokation von Bakterien aus dem Dickdarm

verringert werden [48, 161].

Aufgrund der dargestellten Zusammenhinge und der gemeinsamen ,,Endstrecke* von
akuter Pankreatitis sowie SIRS und Sepsis erscheint es sinnvoll, mit einer moglichen
Therapie im Bereich der generalisierten Entziindung anzusetzen. Zusammen mit der
Tatsache, dass fiir die Pathogenese der Pankreatitis die Storung der Mikrozirkulation
eine wesentliche Rolle spielt, bieten sich Zell-zu-Zell-Interaktionen im kapilldren
Stromgebiet als Angriffsort an. Verantwortlich fiir diese Interaktionen sind

Adhésionsmolekiile auf den Leukozyten und den Endothelzellen.

Ein moglicher Angriffspunkt in septischen Krankheitsbildern ist eine Dominanz
proinflammatorischer Mediatoren prophylaktisch bzw. therapeutisch zu verhindern

oder die Leukozytenmigration zu beeinflussen [14].
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Hier bietet sich als mogliche pharmakologische Therapie die Behandlung mit rh-G-
CSF an. Dieses Zytokin wirkt anti-inflammatorisch indem es eine vermehrte
Aktivierung von Monozyten/Makrophagen und Lymphozyten durch eine Reduktion
proinflammatorischer Mediatoren verhindert und gleichzeitig die antibakterielle

Abwehr durch neutrophile Granulozyten verstarkt [21].

In Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe konnte bereits gezeigt werden, dass die
Gabe von rh-G-CSF in der NaT-Pankreatitis der Ratte zu eciner Reduktion des
histologischen Schadens nach dem Schmidt-Score [136] und einer Verstarkung der

Gewebsschidigung in der GDOC-Caerulein-Pankreatitis fiihrt [140].

I Kontrolle

15 - G'CS‘F
O |
kv *
T
£ 10 -
i |
& |
B
3 |

5

| * I I
. a i
Histoscore Odem Hamorrhagien Entzlndung  Mekrose

Abbildung 4: Histologischer Schaden nach dem Schmidt-Score [136] in der NaT-
Pankreatitis der Ratte [140] ohne (Kontrolle) und mit therapeutischer rh-G-CSF-
Gabe (G-CSF) (* p < 0,05).
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Abbildung 5: Histologischer Schaden nach dem Schmidt-Score [136] in der GDOC-
Caerulein-Pankreatitis der Ratte [140] ohne (Kontrolle) und mit therapeutischer rh-
G-CSF-Gabe (G-CSF) (*, p < 0,05).

Eine Erkldrung dieser unterschiedlichen Wirkungen ist auch nach angeschlossenen
Mikrozirkulationsuntersuchungen nicht gelungen. Es wurde postuliert, dass
neutrophile Granulozyten eine schnellere Elimination von nekrotischem Material zur

Folge haben kénnen [138].

Die akute hdmorrhagisch-nekrotisierende Pankreatitis wird im Tierexperiment in
zwei unterschiedlichen Schweregraden induziert: einer mittelschweren Form durch
intraduktale Injektion von GDOC und intravendser Gabe von Caerulein und einer

schweren Form durch intraduktale Injektion von Natriumtaurocholat.

In der vorliegenden Arbeit soll der immunmodulatorische Einfluss des
rekombinanten humanen Granulozyten-Kolonie-stimulierenden-Faktor (rh-G-CSF)
auf die Adhidsionsmolekiilexpression von Leukozyten und Endothelien sowie die
quantitative Zusammensetzung der Granulozyten und Monozyten/Makrophagen im

pankreatischen Gewebe untersucht werden. Hierzu wird eine akute hdmorrhagisch-
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nekrotisierende Pankreatitis in zwei unterschiedlichen tierexperimentellen Modellen
induziert: durch intraduktale Injektion von GDOC und intravendse Gabe von

Caerulein und durch intraduktale Injektion von Natriumtaurocholat.
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2. Material und Methoden

21 Material

2.1.1 Geriite und Hilfsmittel

Einbettungsmedium Tissue-Tek® O.C.T Compound, Best.-Nr.
4583, Fa. Sakura Finetek Europe B.V.,
Zoeterwoude, Niederlande

Kryostat HM 505 E, Fa. Microm GmbH, Walldorf

Kryostat-Einwegklingen

C 35, Fa. Feather, Japan

Objekttrager HistoBond® Adhésions-Objekttrager,
75x25x1 mm, Best.-Nr. 901236, Fa.
Marienfeld

Deckglaser Superior®, 24x46 mm, Best.-Nr. 6350,
Fa. Marienfeld

Eindeckelmedium Aquatex®, Best.-Nr. 1.08562.0050, Fa.
Merck, Darmstadt

Fettstift DAKO Pen, Best.-Nr. S 2002, Fa.

DAKO, Hamburg
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2.1.2 Immunhistochemie

Blockier-Set

Avidin-Biotin-Blocking-Kit, = Best.-Nr.
SP-2001, Fa. Vector, Burlingame, CA,
USA

Phosphataseinhibitor

125 mM Levamisol-Losung, Best.-Nr.
SP-5000, Fa. Vector, Burlingame, CA,
USA

ABC-Set

Vectastain® ABC-AP-Kit (Mouse IgG),
Best.-Nr. AK-5002, Fa. Vector,
Burlingame, CA, USA

ABC-Set

Vectastain® ABC-AP-Kit (Mouse IgM),
Best.-Nr.  AK-5010, Fa.  Vector,
Burlingame, CA, USA

Substrat

Red Alkaline Phosphatase Substrate Kit
I, Best.-Nr. SK-5100, Fa. Vector,
Burlingame, CA, USA

Histologische Féarbesubstanz

Accustain® Hématoxylin-Losung, Gill
Nr. 3, Best.-Nr. GHS-3-16, Fa. Sigma,

Deisenhofen
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2.1.2.1 Primérantikorper

ED-1 (Monozyten/Makrophagen)

Monoklonaler Antikdrper Maus-Anti-
Ratte-1gG, purified, Best.-Nr.
MCA341R, Fa. Serotec, Oxford,

Grossbritannien

HIS48 (Granulozyten)

Monoklonaler Antikdrper Maus-Anti-
Ratte-IgM  (x), purified, Best.-Nr.
22261D, Fa. PharMingen, San Diego,
USA

0X43 (Endothel)

Monoklonaler Antikérper Maus-Anti-
Ratte-1gG;, purified, Best.-Nr.
MCA276G, Fa. Serotec, Oxford,

Grossbritannien

ICAM-1 (CD 54)

Monoklonaler Antikdrper Maus-Anti-
Ratte-IgG;, Klon: 1A29, purified, Best.-
Nr. MCA773, Fa. Serotec, Oxford,

Grossbritannien

Integrin-B, (CD 18)

Monoklonaler Antikdrper Maus-Anti-
Ratte-I1gG;, Klon: WT.3, purified, Best.-
Nr. MCA775, Fa. Serotec, Oxford,

Grossbritannien
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2.1.2.2 Sekundirantikorper

Der im handelsiiblichen Maus-IgG-ABC-Kit mitgelieferte [gG-Sekundérantikorper
wurde gegen einen ratten-adsorbierten IgG-Sekundérantikorper ersetzt. Bei
Verwendung des herkommlichen Sekunddrantikdrpers kommt es zu einer
unerwiinschten Kreuzreaktivitit von bis zu 25% mit starker unspezifischer

Anfarbung.

Sekundirantikorper Biotinylierter Anti-Maus IgG (H+L)
Sekundirantikorper,  Ratten-adsorbiert,
Best.-Nr. BA-2001, Fa. Vector,
Burlingame, CA, USA

2.1.2.3 Negativkontrollen

Fiir jede immunhistochemische Farbung wurde eine Negativkontrolle durchgefiihrt.
Hierzu wurden die Primirantikdrper ED-1, OX43, ICAM-1 und Integrin-p, gegen
einen Antikorper Maus-IgG; und der Primérantikorper HIS-48 gegen Maus-IgM
ausgetauscht. Bei allen Negativkontrollen war mikroskopisch keine Anfarbung der
gewiinschten Zielstruktur durch den jeweiligen Negativ-Antikérper nachweisbar.
Teilweise war jedoch eine unspezifische Anfiarbung durch statische Eigenschaften

des Objekttragers oder im Bereich von Nekrosen feststellbar.

Maus IgG; MCA928, Fa. Serotec, Oxford,
Grossbritannien

Maus IgM MCA692, Fa. Serotec, Oxford,
Grossbritannien
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2.1.3 Chemikalien, Losungen und pharmakologische Substanzen

Tris-Puffer

1 M TRIS-[Tris(Hydroxymethyl)amino-
methan] (Ultra-Pure®), pH 8,0, Fa. Gibco
(Puffer wurde 1:10 mit Aqua dest.
verdliinnt und mit 1 N HCI auf pH 8,4
eingestellt)

PBS-Puffer

Phosphate Buffered Saline, pH 7,4, Best.-
Nr. P-3813, Fa. Sigma, Deisenhofen

2-Methylbutan (Isopentan)

Best.-Nr. 27,725-8, Fa. Sigma,

Deisenhofen
Aceton Best.-Nr. 48358, Fa. Sigma, Deisenhofen
Ketamin Ketanest®, Fa. Parke-Davis, Berlin
Xylacin Rompun®, Fa. Bayer, Leverkusen
Glykodeoxycholsdure GDOC, Best.-Nr. G-3258, Fa. Sigma,
Deisenhofen
Glycylglycin-NaOH-Puffer pH 8,0, 0,1 mM

Ceruletid (Caerulein) Takus®, Fa. Pharmacia, Erlangen

Natriumtaurocholat Best.-Nr. T-0750, Fa. Sigma,
Deisenhofen

rh-G-CSF Neupogen®, Fa. Amgen, Miinchen

Infusionslésung Jonosteril®, Fa. Fresenius Kabi, Bad

Homburg
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2.2 Methoden
2.2.1 Versuchsablauf

Die nachfolgenden Versuche an Tieren waren von der Behorde fiir Arbeit,
Gesundheit und Soziales, Amt fiir Veterindrwesen, der Freien und Hansestadt

Hamburg genehmigt (Aktenzeichen 14/98).

Als Versuchstiere wurden minnliche Sprague-Dawley Ratten (Fa. Charles River
Wiga, Sulzfeld) mit einem Gewicht von 250 — 300 g verwendet. Die Tiere wurden
bei einem Tag-Nacht-Zyklus von 12 Stunden gehalten und erhielten ein
herkémmliches Futter (Altromin® 1340, Fa. Altromin, Detmold). Alle verwendenden
Versuchstiere waren frei von Erkrankungen, die in der SPF-Liste (GV-SOLAS,
Society for Laboratory Animal Science, List of Pathogens for Specification in SPF
Laboratory animals / Working committee for Hygiene, Biberach a. d. Riss, (1988))
aufgefiihrt wurden. Den Tieren wurde eine Eingewohnungszeit von mindestens 7

Tagen ermoglicht.

Der Zeitpunkt der Induktion der Pankreatitis durch Injektion der jeweiligen Substanz
in den Ductus pancreaticus wurde als Zeitpunkt t = 0 definiert. Zur Induktion der
hidmorrhagischen Pankreatitis wurden den Ratten 400 pl einer 4 % NaT-Ldsung in

den Ductus pancreaticus injiziert.
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Abbildung 6: Versuchsablauf NaT-Pankreatitis
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Zur Induktion der intermedidren Pankreatitis wurden 400 ul GDOC (10 mmol/l) auf
gleiche Weise appliziert. Zusitzlich bekam diese Gruppe iiber 6 Stunden, vom
Versuchszeitpunkt t = 0,5 bis t = 6,5 Stunden 5 ng/kg Korpergewicht/h Ceruletid
intravends verabreicht. Die Kontrollgruppe erhielt eine intraduktale Injektion von

400 pl isotonischer Kochsalzlosung.

Die rh-G-CSF-Therapie wurde als therapeutische Gabe 15 Minuten nach Induktion
der akuten Pankreatitis (t = +0,25 h) durchgefiihrt. Hierzu wurden 50 pg/kg
Korpergewicht rh-G-CSF s.c. in die Nackenfalte der Ratte injiziert.
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Abbildung 7: Versuchsablauf GDOC-Caerulein-Pankreatitis

Zum Ersatz von Volumenverlusten wurden den Versuchstieren in der GDOC-
Caerulein-Pankreatitis vom Zeitpunkt t = 6,5 bis max. t = 12 h und bei der NaT-
Pankreatitis vom Zeitpunkt t = 0 bis max. t = 12 h jeweils 2 ml/h Ringer-Losung

(Jonosteril®) infundiert.
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Pankreatitisform mit th-G-CSF (n) | ohne rh-G-CSF (n)

Natriumtaurocholat 14 13

Glykodeoxycholsdure und

Ceruletid 15 15
Kontrolle 8 8
Gesamt 73

Tabelle 4: Versuchsgruppenanordnung.

Der Beobachtungszeitraum wurde entweder nach 12 Stunden durch Toétung der
Versuchstiere mit einer Barbituratiiberdosierung beendet oder zu dem Zeitpunkt, in
dem das einzelne Versuchstier vor Erreichen der zwdlfstiindigen Uberlebenszeit

verstarb.

Nachdem die Tiere innerhalb des zwolfstiindigen Versuchszeitraumes verstarben
bzw. nach 12 Stunden Versuchsdauer mit einer hohen Dosis Pentobarbital getotet
wurden, wurde das Pankreas entnommen. Das Organ wurde in Pankreaskopf und
Pankreasschwanz aufgeteilt. Zur immunhistochemischen Féarbung wurde der

Pankreaskopf verwendet.

Das so gewonnene Pankreasresektat wurde auf den Boden eines Einbettungsbehélters
(Peel-Away®) gelegt und mit einem viskdsem Einbettungsmedium (Tissue-Tek®
O.C.T Compound) iiberschiittet. Der so vorbereitete Behélter wurde in einen, in
flissigem  Stickstoff schwimmenden und mit 2-Methylbutan gefiillten
Edelstahlbecher gestellt, bis das Medium ausreichend gefroren war. Die gefrorenen
Kryoblocke wurden in einem Gefrierschrank bei —80°C bis zur weiteren

Verarbeitung aufbewahrt.

Kurz vor Anfertigung der immunhistochemischen Farbung wurde das Kryomaterial
in einem handelsiiblichen Kryostaten (Microm® HM 505 E) bei einer Temperatur
von —20°C in Schnittdicken von 5 pm aufbereitet. Von den so gewonnen

Gefrierschnitten wurden jeweils zwei serielle Schnitte auf einen Objekttriger
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(HistoBond®) platziert. Die Gefrierschnitte wurden bis zur weiteren
immunhistochemischen Verarbeitung in geschlossenen Kassetten bei —20°C

aufbewahrt.

Vor der weiteren Anfarbung wurden die Gefrierschnitte 30 Min. bei Raumtemperatur
luftgetrocknet. Die Objekttrager wurden anschliefend fiir 4 Min. in —20°C kaltem
Aceton fixiert, danach in PBS-Losung zweimalig fiir 2 Minuten gespiilt und sofort

weiterverarbeitet.

2.2.2 Immunhistochemie

2.2.2.1 Avidin-Biotin-Complex-Methode

Bei der immunhistochemischen Farbung wurde die Avidin-Biotin-Complex-(ABC)-
Methode eingesetzt. Die in der immunhistochemischen Diagnostik seit Anfang der
80er Jahre weit verbreitete ABC-Methode macht sich die Bildung makromolekularer
Komplexe zwischen Avidin und biotinylierten Enzymen zu Nutze [12]. Das
Verfahren beruht auf der Kombination unmarkierter, primérer Antikorper, mit
anschlieBender Inkubation eines biotinylierten, sekundéren Antikdrpers, gefolgt von
einem vorgeformten Makromolekularkomplex aus Avidin und biotinylierter

Meerrettichperoxidase (HRP), alkalischer Phosphatase (AP) oder Glukoseoxidase.
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Abbildung 8: Avidin-Biotin-Complex-Methode.

Avidin ist ein Glykoprotein mit einem Molekulargewicht von 68.000 Dalton, das
eine auBergewdhnlich hohe Affinitit von 10" M zu dem Vitamin Biotin (Synonym:
Vitamin H, Coenzym R) besitzt [51]. Die Affinitit dieser Bindung ist ca. 1 Million
mal stirker als die von Antikdrpern zu den meisten Antigenen. Diese starken
Affinititen haben eine &ufBerst stabile Bindung zur Folge. Aufgrund dessen, dass
Avidin vier Bindungsstellen fiir Biotin aufweist, ist das Avidin-Biotin-System ein
sehr empfindliches Nachweisverfahren. Hierdurch wird eine im Vergleich zur
Labeled-Avidin-Biotin-(LAB)-Technik oder PAP-Methode iiberragende
Farbesensitivitit erreicht [63, 64]. Die Sensitivitit der verwendeten ABC-Methode
(Vectorstain®) ist im Vergleich zur PAP-Methode 20 — 40fach empfindlicher. Viele
mit der LAB- oder PAP-Methode unmarkiert gebliebenen antigenen Strukturen
konnen so effizient und kostengiinstig auch in formalinfixiertem Paraffinmaterial und
mit hochverdiinnten Primdr- und Sekundérantikorperseren nachgewiesen werden.
Die Verwendung dieser hochverdiinnten Seren minimiert zusétzlich die

Hintergrundfarbung und erhéht die Spezifitit [63].
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Der Gebrauch der ABC-Methode mit peroxidasekonjugierten Sekundirantikérpern
im Kryo- oder formalinfixiertem Paraffinmaterial ist nicht unproblematisch. Eine
hohe endogene Peroxidaseaktivitdt ist besonders in Granulozyten und Makrophagen
zu finden. Zur Unterdriickung der daraus resultierenden unspezifischen Anférbung
sind verschiedene Verfahren beschrieben worden, z.B. Inkubation in 0,3%igem
Wasserstoffperoxid fiir 20 Minuten, 10-miniitige Inkubation in 5 mM Perjodsiure
gefolgt von 3 mM Natrium-Borohydrid oder Inkubation in 0,05%igem
Phenylhydrazinchlorid iiber 1 Stunde bei 37 °C [95].

Die Dbeschriebenen Verfahren sind zur Unterdriickung der endogenen
Peroxidaseaktivitdt nicht immer effizient, weil einerseits haufig noch eine
Restaktivitit nachweisbar ist, die zu unerwiinschten Hintergrundfarbungen fiihrt und
andererseits antigene Strukturen oder die Zellmorphologie teilweise oder vollstindig
verdndert werden konnen [152]. Aus diesem Grund wurden in den durchgefiihrten
immunhistochemischen Untersuchungen mit Alkalischer phosphatasekonjugierte
Sekundirantikdrper verwendet, welche eine dem ABC-Peroxidase-Verfahren

gleichwertige Spezifitdt erzielen [114].

Alkalische Phosphatase ist in fast allen Geweben des Organismus, groftenteils im
Serum nachweisbar. Endogene alkalische Phosphatase kann durch Levamisol
inhibiert werden [114]. Aufgrund dessen, dass die Hemmung der endogenen
Phosphataseaktivitit durch Levamisol reversibel ist sollte es erst der Substratlosung

zugefiigt werden.

Dariiber hinaus kann eine endogene Biotinaktivitdt zu einer unspezifischen
Bindungsreaktion mit den Avidinstrukturen des Sekundérantikdrpers und damit zu
erhohter Hintergrundfiarbung fiihren. Mit einer besonders hohen endogenen
Biotinaktivitét ist in Leber, Niere, Lunge und Fettgewebe zu rechnen [52, 182]. In
eigenen Untersuchungen konnte durch Weglassen des Primérantikdrpers unter
Beibehaltung der weiteren Férbeschritte gezeigt werden, dass eine endogene
Biotinaktivitdt im Rattenpankreas vernachldssigt werden kann. Es wurde jedoch,

ungeachtet der geringen Biotinaktivitit ein kommerzielles Avidin-Biotin-
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Blockierungs-Kit nach WooOD UND WARNKE [182] verwendet. Alle anderen
Verfahren, mit Ausnahme der Ubernacht-Inkubation einer Mischung aus Methanol
40% und 0,3% Wasserstoffsuperoxid (H,O;) kénnen eine endogene Biotinaktivitit
nicht suffizient unterdriicken. Ein Nachteil ist das besonders hohe Potenzial von

Methanol, antigene Strukturen, z.B. Leukozytenantigene zu denaturieren [95].

Unspezifische Avidinadhdrenz wird wahrscheinlich durch Bindung an negativ
geladene Molekiile, wie Nukleinsduren oder Phospholipide hervorgerufen [95]. Dies
kann durch Verwendung von Streptavidin, welches einen isoelektrischen Punkt nahe

dem neutralen pH-Wert aufweist [22], reduziert werden.

2.2.2.1.1 Antigendemaskierung

Durch den Einsatz von Formalin bei der Herstellung paraffineingebetteter Gewebe
kann es zum Verlust der Immunreaktivitit der antigenen Bindungsstellen (Epitope)
kommen. Bei formalinsensitiven Epitopen kommt es zu wesentlichen
Konformationsédnderungen in ihrer dreidimensionalen Struktur. Es kann dabei
sowohl innerhalb desselben Proteins (intramolekulare Cross-Links) als auch
zwischen  verschiedenen  Proteinen  (intermolekulare = Cross-Links)  zu
Quervernetzungen kommen. Das Resultat ist ein partieller oder vollstindiger Verlust

der Immunreaktivitit [47, 119, 177].

Mittels geeigneter Demaskierungsverfahren konnen maskierte Epitope wieder
zuginglich gemacht werden. Hiufig verwendete Verfahren sind die Trypsin-
Andauung, [65], die Verwendung anderer proteolytischer Enzyme, wie z.B. Pepsin,
Pronase, Chymotrypsin und Ficin [162], und die Hitzebehandlung mit
Pufferlésungen [147].

Aus dem Grund, dass die antigenen Strukturen im vorliegenden Paraffinmaterial
irreversibel maskiert waren, wurde die immunhistochemische Anfarbung des

verwendeten Pankreasmaterials an Kryomaterial durchgefiihrt.
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2.2.2.1.2 Bestimmung der optimalen Antikorperkonzentrationen

Der optimale Antikorpertiter wird in der Immunhistochemie als die hochste
Verdiinnung eines monoklonalen Antikorpers definiert, mit der unter spezifischen
und gleich bleibenden Bedingungen eine maximale Anfirbung bei geringstem
Hintergrundkontrast erzielt wird. Die hochstmogliche Verdiinnung eines Antikorpers
wird durch dessen Affnitit am Antigen bestimmt. Die Konzentrationen
monoklonaler Antikdrper variieren von 1:10 bis 1:1000. Durch héhere Sensitivitdten,
neuere und verbesserte Nachweismethoden sowie in einigen Fillen durch den
Einsatz geeigneter Antigendemaskierungsverfahren kann die Antikorper-

konzentration weiter verringert werden [19, 20].

Die prizise Bestimmung des optimalen Signal-Rausch-Verhéltnisses in Abhédngigkeit
von der Primirantikorperverdiinnung ist beim Einsatz unmarkierter Enzym-Anti-
Enzym-Komplexe, wie z.B. PAP- und APAAP-Methode entscheidender als bei
Streptavidin-Biotin-Methoden, wie etwa der ABC-Methode. Dies steht
wahrscheinlich im Einklang mit der Beobachtung, dass die ABC-Methode im
Unterschied zur PAP-Methode nur schlecht zwischen geringen und hohen

Antigenkonzentrationen unterscheiden kann [154].

Primérantikorper Verdiinnung des Priméirantikorpers
ED-1 1:250
HIS-48 1:250
0X-43 1:250
Anti-ICAM-1 (1A29) 1:100
Anti-Integrin-f2 (WT.3) 1:100

Tabelle 5: Verdiinnungen aller verwendeter Primdrantikorper.

2.2.2.1.3 Inkubationszeit
Zwischen der Inkubationszeit und dem Antikorpertiter besteht ein umgekehrtes

Verhiltnis. So fiihren hohere Konzentrationen des Antikdrpers zu einer Verkiirzung
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der Inkubationszeit. Inkubationszeiten fiir den Primdrantikérper kénnen bis zu 48
Stunden betragen. Am gebrduchlichsten sind jedoch 10-60 Minuten. In den

vorliegenden Untersuchungen wurde eine Inkubationszeit von 45 Minuten gewéhlt.

2.2.2.2 Antikorper zur Differenzierung des leukozytiren Infiltrates

22221 ED-1

Der monoklonale Antikérper ED-1 wird als Marker fiir Makrophagen und
Monozyten in der Ratte verwendet. ED-1 markiert die meisten
Makrophagenpopulationen, ebenso wie Monozyten im peripheren Blut und
Vorlauferzellen im Knochenmark. Das Antigen, welches durch ED-1 erkannt wird,
soll Homologien zum humanen CD 68 (Synonym: GP110, Macrosialin) aufweisen
[31, 120]. In den vorliegenden Untersuchungen wurde der monoklonale Antikorper
ED-1 in einer Verdiinnung von 1:250 als Marker von Monozyten und Makrophagen

verwendet.

2.2.2.2.2 HIS-48

Der monoklonale Maus-Anti-Ratte-Antikorper HIS-48 reagiert mit einer bisher
unbekannten antigenen Struktur, welche auf allen Granulozyten und verschiedenen
myeloischen Vorstufen in der Ratte gefunden wird. Die Immunoreaktivitdt wurde in
verschiedenen Geweben der Ratte im azetonfixiertem Gefrierschnitt, im
formalinfixiertem Paraffinschnitt und im Nativblut validiert [69, 167]. In den
vorliegenden Untersuchungen wurde der monoklonale Antikorper HIS-48 in einer

Verdiinnung von 1:250 zur Markierung von Granulozyten verwendet.

2.2.2.2.3 MRC 0X-43

Der monoklonale Maus-Antikérper MRC OX-43 ist ein endothelialer Marker, mit
Ausnahme von Gehirnkapillaren, in allen Geweben der Ratte [70, 128]. In den
vorliegenden Untersuchungen wurde der Antikorper MRC 0X-43 als
Endothelmarker in einer Verdiinnung von 1:250 eingesetzt. Nur Prédparate des
Rattenpankreas, bei denen eine starke immunhistochemische Anfarbung nachweisbar

waren, wurden fiir die Auswertung zugelassen.
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2.2.23 Antikorper zur Bestimmung des Aktivierungsgrades von Endothel
und Leukozyten

2.2.2.3.1 Anti-ICAM-1 (1A29)

Der monoklonale Antikdrper 1A29 reagiert mit dem interzelluldren

Adhésionsmolekiil 1 (ICAM-1). Die Immunoreaktivitit des monoklonalen

Antikorpers 1A29 gegen ICAM-1 in Kryo- und Paraffinmaterial aus Rattengewebe

ist nachgewiesen worden [160]. In den vorliegenden Untersuchungen wird der

Antikorper in einer Konzentration von 1:100 verwendet.

2.2.2.3.2 Anti-Integrin-p, (WT.3)

Zur immunhistochemischen Anfarbung des Integrin-f; (CD18) wurde der
monoklonale Maus-Anti-Ratte-Antikorpers WT.3 verwendet. TAMATANI UND
KOTANI ET AL. zeigten die Immunoreaktivitit des monoklonalen Maus-Anti-Ratte-
Antikorpers WT.3 in Kryo- und Paraffinmaterial aus Rattengewebe mit der f,-
Untereinheit [159].

In den vorliegenden Untersuchungen wird der Antikdrper in einer Konzentration von

1:100 verwendet.
2.3 Auswertung
2.3.1 Messdatenerfassung

Die angefirbten Gefrierschnitte wurden mit einem handelsiiblichen Lichtmikroskop
CH-2 (Fa. Olympus GmbH, Hamburg) mit einer maximal 500fachen Vergroferung
betrachtet.

Die mit dem panendothelialen Antikérper OX-43 angefdarbten histologischen
Praparate des Pankreas wurden lichtmikroskopisch auf Anfarbung untersucht. Bei
allen Pridparaten (n = 73) war eine ausreichend kréftige Anfirbung des
Gefilendothels sichtbar, so dass von einem Vorhandensein endothelstindiger
Antigene, wie Sie fiir die Darstellung von ICAM-1 bendtigt werden, ausgegangen
werden kann. Eine weitere Auswertung fiir den Antikdrper OX-43 wurde nicht

durchgefiihrt.
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Granulozyten (HIS-48), Monozyten/Makrophagen (ED-1) und aktivierten
Leukozyten (Integrin-B,) wurden lichtmikroskopisch ausgezdhlt. Das Ergebnis

wurde aus dem arithmetischen Mittelwert von drei ausgezédhlten Sichtfeldern mit

200facher VergroBerung (High-Power-Field) ermittelt.

Das immunhistochemisch markierte Adhdsionsmolekiill ICAM-1 wurde mit Hilfe
eines semiquantitativen Scoring-Systems ausgewertet, welches schon in der
immunhistochemischen Anfirbung von Ostrogenrezeptoren beim Mammakarzinom

Verwendung fand [126].

1 keine Anfarbung

2 geringe/schwache Anfiarbung
3 miBige Firbereaktion

4 starke Férbereaktion

Tabelle 6: Semiquantitaver Score (angelehnt an REMMELE und STEGNER [126]).

2.3.2 Statistische Auswertung

Die Auswertung der Messwerte erfolgte mit Hilfe einer kommerziellen
Statistiksoftware (SPSS® Version 10, Fa. SPSS, Chicago, Illinois). Die Messwerte
werden im Folgenden als Mittelwert + SEM wiedergegeben. Das Signifikanzniveau
aller statistischen Tests liegt bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit von 5% (p < 0,05).
Zum Vergleich der Mittelwerte zweier unabhingiger Stichproben aus normal
verteilten Grundgesamtheiten wurde der parametrische Student-T-Test verwendet.
Waren die Grundgesamtheiten nicht normal verteilt, wurde der U-Test nach Mann-

Whitney-Wilcoxon durchgefiihrt.
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3. Ergebnisse
3.1 Differenzierung des leukozytiiren Infiltrates
3.1.1 Monozyten/Makrophagen

Abbildung 9: Pankreasgewebe (Immunhistochemische Féirbung mit dem Antikérper ED 1).
Es zeigen sich rot angefirbt Monozyten/Makrohagen. Durch die Gegenfirbung mit
Hdamatoxylin stellt sich taubengrau gefirbtes, teilweise bohnenformiges Zytoplasma
dar.

In der durch NaT induzierten schweren Pankreatitis zeigt sich eine signifikante
Vermehrung der monozytiren Infiltrate von 11,0+£3,10 auf 21,4143,22 pro HPF (p =
0,029) nach rh-G-CSF-Gabe (n = 14) im Vergleich zur Kontroll-Gruppe (n = 13). In
der durch GDOC-Caerulein induzierten intermedidren Pankreatitis zeigt sich eine
signifikante Reduktion der monozytiren Infiltrate von 33,2+2,78 vs. 22,98+2.97 pro
HPF (p = 0,018) durch die Gabe von rh-G-CSF. In der Kontrollgruppe finden sich
mit und ohne rh-G-CSF 19,834+2,56 vs. 11,5842,72 Monozyten/Makrophagen pro
HPF.
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Abbildung 10: EDI-markierte Monozyten/Makrophagen pro High-Power-Field (*, p
< 0,05 im Vergleich zur Kontrolle).
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3.1.2 Granulozyten

Abbildung 11: Pankreasgewebe (Immunhistochemische Fédrbung mit dem Antikérper
HIS-48). Es zeigen sich rot angefirbt Granulozyten. Durch die Gegenfirbung mit
Himatoxylin stellen sich blass-blau gefdrbte, teilweise stabkernige neutrophile
Granulozyten dar.

Die granulozytiren Infiltrate werden in der NaT-Pankreatitis durch die Gabe von rh-
G-CSF im Vergleich zur Kontrollgruppe, von 10,41+1,47 auf 23,41+2,86
Granulozyten pro HPF, verstirkt (p = 0,001). Die Anzahl der Granulozyten
vermindert sich durch die rh-G-CSF-Gabe in der GDOC-Caerulein-Pankreatitis von
36,58+4,04 auf 21,47+£3,53 pro HPF ebenfalls signifikant (p = 0,01). In der
Kontrollgruppe finden sich ohne und mit rh-G-CSF 1,83+0,74 vs. 15,543,78
Granulozyten pro HPF.



Ergebnisse

64

40 4
35 - I chne G-CSF
1 mit G-CSF

30 4

29 1

20 -+ *

Zellen pro HPF

15 4

10

Kontrolle NaT GDOC-Caerulein

Abbildung 12: HIS-48-markierte Granulozyten pro High-Power-Field (*, p < 0,05
im Vergleich zur Kontrolle).
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3.2 Aktivierungsgrad von Endothel und Leukozyten
3.2.1 Endothel

Alle Préparate (n = 73) zeigten eine kréftige immunhistochemische Féarbereaktion auf
den panendothelialen Marker MRC-OX43 und konnten somit fiir die

immunhistochemische Anfarbung von ICAM-1 verwendet werden.

Abbildung 13: Pankreasgewebe (Immunhistochemische Fdrbung mit dem Antikorper
MRC OX-43). Rot angefdrbt zeigt sich intrapankreatisches Endothel. Die
Gefdfanschnitte sind gut differenzierbar.
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Abbildung 14: Pankreasgewebe (Immunhistochemische Fdrbung mit dem Antikorper
1A429). Rot angefirbt zeigt sich intrapankreatisches Endothel.

Die Gabe von rh-G-CSF bewirkt in der NaT-Pankreatitis eine signifikante
Verstirkung des ICAM-1-markierten Endothels von 2,0 auf 2,83 (p = 0,007). Die
Gabe von rh-G-CSF bewirkt in der GDOC-Caerulein-Pankreatitis eine
Abschwichung des ICAM-1-markierten Endothels von 3,67 auf 3,33 ohne das eine
Signifikanz festgestellt werden konnte (p = 0,466). In der Kontrollgruppe findet sich
nach Gabe von rh-G-CSF eine signifikante Reduktion des ICAM-1-markierten
Endothels von 3,33 auf 2,3 (p =0,011).
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Abbildung 15: ICAM-1 markiertes Endothel (semiquantitativer Score) (*, p < 0,05
im Vergleich zur Kontrolle).
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3.2.2 Leukozyten
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Abbildung 16: Pankreasgewebe (Immunhistochemische Fdrbung mit Integrin-f,).
Rot angefirbt zeigen sich Integrin-[»-aktivierte Leukozyten, welche teilweise am

angeschnittenen Gefdflendothel haften und teilweise intrapankreatisch lokalisiert
sind.

Die Gabe von rh-G-CSF bewirkt in der NaT-Pankreatitis eine signifikante
Verstirkung aktivierter Leukozyten von 44,96+3,79 auf 85,49+12,93 pro HPF (p =
0,007). Die Gabe von rh-G-CSF bewirkt eine signifikante Abschwichung der
Leukozytenaktivierung in der GDOC-Caerulein-Pankreatitis von 92,01+9,55 auf
65,489+6,88 aktivierte Leukozyten pro HPF (p = 0,032). In der Kontrollgruppe
finden sich mit und ohne rh-G-CSF 28,38+2,51 vs. 32,96+9,99 aktivierte Leukozyten
pro HPF.
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Abbildung 17: Integrin-fi,-aktivierte Leukozyten pro High-Power-Field (*, p < 0,05
im Vergleich zur Kontrolle).
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4. Diskussion

In der vorliegenden Studie untersuchten wir den Einfluss von rh-G-CSF nach
Induktion einer akuten Pankreatitis im Sinne einer therapeutischen Gabe auf die
Zusammensetzung der entziindlichen Infiltrate, die Aktivierung von Leukozyten und
des Endothel in zwei unterschiedlichen, invasiven Pankreatitis-Modellen der Ratte.
Nach retrograder Infusion von NaT kommt es zur Induktion einer akut
himorrhagisch-nekrotisierenden Pankreatitis. Im zweiten Modell wird neben der
retrograden Infusion von GDOC durch zusétzliche intravendse Gabe von Caerulein
in supramaximaler Dosierung eine akute Pankreatitis induziert, die hdmorrhagisch-
O0dematds und teilweise auch nekrotisierend ist. Sie entspricht in ihrer Intensitit
somit einem Zwischenschritt von der rein ddematdsen Form zur hd@morrhagisch-

nekrotisierenden Form.

AHO ET AL. zeigten, dass der Detergenzieneffekt von NaT innerhalb kiirzester Zeit
die Integritdt des proximalen biliopakreatischen Ganges zerstort. Dies fiihrt zu einer
Verteilung des Gallensalzes in das lokale Interstitum [4, 5]. Die akute
nekrotisierende  Pankreatitis ist durch eine progrediente Abnahme der
Kapillarperfusion bei erhaltener Makrohdmodynamik gekennzeichnet [76]. Diese ist
Folge einer arterioliren = Vasokonstriktion [76], lokaler intravasaler
Gerinnungsaktivierung [76], gesteigerter Leukozyten-Endothel-Interaktionen in den
postkapilldren Venolen mit konsekutiver Widerstandserhohung der Mikrozirkulation

[175] und arterio-vendsen Shunts [99].

Wihrend im Initialstadium der Mikrozirkulationsstorung die Wirkung vasoaktiver
Substanzen dominiert, ist im weiteren Verlauf die Zytokinaktivierung und
endotheliale Expression von Adhédsionsmolekiilen mit Verstirkung der
Leukozytenadhdsion und —extravastion mafBgebend. Adhisionsmolekiile aus der
Familie der Selektine mediieren den ersten Schritt in der Leukozytenadhésion
(,,Rolling®), Integrine und ICAM-1 vermitteln Leukozyten-Interaktionen mit hoher
Affinitdt (,,Sticking”) und damit die Voraussetzung zur Gewebeinfiltration und

Parenchymschadigung [151, 175, 176].
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Die GDOC-Caerulein-Pankreatitis ist durch eine homogene und gesteigerte
Mikroperfusionsstérung im Sinne einer generalisierten Hyperdmie charakterisiert
[76], welche in den ersten 30 Minuten auftritt [78]. In der Entziindungsreaktion sind
alle Bereiche des Pankreas gleichermallen und reproduzierbar betroffen. Das
histomorphologische Bild mit betontem Odem, deutlicher interstitieller
Leukozyteninfiltration, intrapankreatischen H&morrhagien und Fettnekrosen
entspricht der mittelschweren, akuten Pankreatitis des Menschen [80, 135]. Im
Gegensatz zur NaT-Pankreatitis bilden sich die nekrotischen Verdnderungen in der

GDOC-Caerulein-Pankreatitis iiber mindestens 24 Stunden aus [134].

Der frithe Nachweis pankreatitis-typischer Verdnderungen in beiden Modellen nach
wenigen Minuten [15] rechtfertigt die Gabe von 50 pg/kg Korpergewicht subcutan
injiziertem rh-G-CSF 15 Minuten nach Induktion der Pankreatitis im Sinne einer

therapeutischen Gabe.
4.1 Diskussion zur Zusammensetzung der entziindlichen Infiltrate

In den vorliegenden Untersuchungen zeigte sich bereits bei den Kontrolltieren, denen
nur isotonische Kochsalzlosung intraduktal appliziert wurde, ein Infiltrat aus
Monozyten/Makrophagen, welches in der Auspriagung denen der NaT-Pankreatitis
entsprach (11,58+2,72 bzw. 11,0£3,10 pro HPF). Granulozytire Infiltrate sind
hingegen nur sparlich vorhanden (1,83+0,74 pro HPF).

Diese Verdnderungen wurden bereits von AHO UND KOSKENSALO ET AL. beschrieben.
So kam es 15 Minuten nach Injektion von isotoner Kochsalzlosung zu
Pankreasodemen, die aber groftenteils nach 6 Stunden verschwanden. Histologisch
konnten auch Entziindungszellen, welche hauptsdchlich im perilobuldren Exsudat
und einigen Lobuli lokalisiert waren, nachgewiesen werden. Fettgewebsnekrosen

wurden ebenfalls hdufig beobachtet [4].

Ein weiterer wichtiger Faktor zur Induktion einer akuten Pankreatitis im Tiermodell
scheint der Injektionsdruck zu sein. So haben ARENDT [10] und MOSSNER [104]

unabhéngig voneinander festgestellt, dass ein hoher Injektionsdruck auch bei vollig
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atoxischen Substanzen, wie z.B. isotonischer Kochsalzlosung zu einer Auflosung der
interzelluldren Verbindungen und schweren Membranschéden fiihren kann [30]. Es
wurde vermutet das Kochsalzlosung im Pankreasgangsystem nicht zu einer Lésion
der azindren Zellen fiihrt [110]. In anderen Untersuchungen wurde dennoch
festgestellt, dass es zu elektronenmikroskopischen Verdnderungen, wie Vesikulation
des endoplasmatischen Retikulums und Formation von autophagozytidren Vakuolen

kommt [142].

In der Auspragung der entziindlichen Infiltrate zeigen sich deutliche Unterschiede:
bei der NaT-Pankreatitis iiberwiegen milde, granulozytir betonte Infiltrate
(10,41£1,47 pro HPF), wohingegen in der GDOC-Caerulein-Pankreatitis granulo-
(36,58+4,04 pro HPF) und monozytire Infiltrate (33,2+2,78 pro HPF) sowie
aktivierte Leukozyten (92,01+9,55 pro HPF) imponieren. Auch ist die Anzahl
aktivierter Leukozyten in der NaT-Pankreatitis (44,96+£3,79 pro HPF) deutlich
geringer ausgepragt, als in der GDOC-Caerulein-Pankreatitis (92,01+9,55 pro HPF).

In der Kontrollgruppe kommt es nach rh-G-CSF-Gabe, erwartungsgeméfl zu einem
Anstieg der Granulozyten von 1,83+0,74 auf 15,5+3,78 pro HPF (p = 0,001) und zu
einem Anstieg der Monozyten/Makrophagen von 11,58+2,72 auf 19,83+2,56 pro
HPF (p = 0,046).

Die therapeutische Gabe von rh-G-CSF hat in beiden untersuchten
Pankreatitismodellen gegensitzliche Effekte. Rh-G-CSF vermehrt die monozytédren
und granulozytdren Zellinfiltrate in der NaT-Pankreatitis (11,0+3,10 vs. 21,41+3,22
Monozyten pro HPF (p = 0,029) und 10,41+1,47 vs. 23,41+£2,86 Granulozyten pro
HPF (p = 0,001)) und verringert diese jedoch in der GDOC-Caerulein-Pankreatitis
(33,2£2,78 vs. 22,98+2,97 Monozyten pro HPF (p = 0,018) und 36,58+4,04 vs.
21,47+3,53 Granulozyten pro HPF (p = 0,001)) signifikant.

G-CSF wirkt nicht nur regulatorisch auf die Granulopoese. Es moduliert auch die
Aktivitdit und Funktion der bereits ausgereiften neutrophilen Granulozyten und

beeinflusst deren Chemotaxis. Dies geschieht in zweierlei Hinsicht. In niedriger
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Konzentration fordert G-CSF die Chemotaxis auf eine chemotaktische Substanz hin,
in hoherer Konzentration dagegen hemmt G-CSF die Antwort der neutrophilen
Granulozyten auf einen chemotaktischen Stimulus [171]. G-CSF steigert weiterhin
die Phagozytoseaktivitdt der neutrophilen Granulozyten. So konnten TURZANSKI UND
CROUCH ET AL. nach Applikation von G-CSF in gesunden Probanden eine Steigerung

der Bakterienphagozytose ex vivo zeigen [164].

Neben der Steigerung der Phagozytoseaktivitit {iber die vermehrte Expression der
dazu noétigen Rezeptoren, ist auch der Folgeprozess stimuliert: G-CSF vermag die
zytotoxische und bakterizide Aktivitit der Neutrophilen zu steigern. Beschrieben ist
hier insbesondere die Induktion des "respiratory burst" nach G-CSF-Applikation
durch LPS. Der entscheidend mikrobiozid wirkende Sauerstoffmetabolit in

aktivierten Granulozyten ist das Superoxid-Radikal [112, 164].

G-CSF kann lber eine vermehrte Expression des Adhédsionsmolekiil Integrin-f3,
(CD18) eine Sequestration und Emigration der neutrophilen Granulozyten
induzieren. Im Gegensatz dazu ist das Adhésionsmolekiil L-Selektin (CD62L) von
der Oberfliche der neutrophile Granulozyten ,abgestreift“, was zu einem

verminderten ,,Rolling* der Granulozyten an den GefiBwénden fiihren kann.

G-CSF verzogert den programmierten Zelltod (Apoptosis). Neben der Verlangerung
des gesamten Lebenszyklus der neutrophilen Granulozyten ist unter G-CSF auch die

Zirkulationszeit um etwa zehn Stunden erhoht [148].

SANDOVAL UND GUKOVSKAYA ET AL. konnten zeigen, dass die Rekrutierung von
neutrophilen Granulozyten ein wesentlicher Bestandteil zur Entwicklung der
Azinuszellnekrose in der Caerulein-induzierten Pankreatitis ist. Nach Induktion einer
Neutropenie mittels Antineutrophilenserum konnte ein Anstieg der apoptotischen
und Abfall der nekrotischen Azinuszellen nachgewiesen werden. Neutrophile

Granulozyten binden in vitro an pankreatischen Azinuszellen [132].
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TUO UND NAKASHIMA ET AL. zeigten in der prophylaktisch mit G-CSF behandelten
NaT-Pankreatitis der Ratte, dass die Anzahl der phagozytiren und bakteriziden
neutrophilen Granulozyten im Blut und Aszites erhoht sind. Dies fiihrte zu einer
verbesserten Wirtsabwehr bei sekundiren Infektionen [163]. Ahnlich positive

Einfliisse auf die Bakterientranslokation machten RAO UND PRINZ ET AL. [124]

FROSSARD UND SALUJA ET AL. konnten zeigen, dass durch eine Verminderung der
neutrophilen Granulozyten die Schwere der akuten Pankreatitis in der Caerulein- und

CDE-Pankreatitis der Maus reduziert wird [48].

In frilheren Untersuchungen entspricht das Ausmall des Schadens nach dem
Schmidt-Score in der mit th-G-CSF behandelten NaT-Pankreatitis in etwa dem der
unbehandelten GDOC-Caerulein-Pankreatitis (9,25 vs. 11,25) [139, 140]. In unserer
Studie kommt es parallel zur Zunahme von Granulozyten, monozytiren Zellen und
aktivierten Leukozyten bei therapeutischer Gabe von rh-G-CSF zu einer Reduktion

des histologischen Schaden in der NaT-Pankreatitis.

4.2 Diskussion zur ICAM-1-Aktivierung

In der NaT-Pankreatitis bewirkt rh-G-CSF eine verstirkte Aktivierung des
Adhisionsmolekiils ICAM-1 anhand des semiquantitativen Farbe-Scores von 2,0 auf
2,83. Diese Ergebnisse waren signifikant (p = 0,007). In der GDOC-Caerulein-
Pankreatitis war bereits in der NaCl-Kontrollgruppe die Aktivierung des ICAM-1-
markierten Endothels stirker ausgeprédgt. Nach therapeutischer Gabe von rh-G-CSF
kam es zu einer verminderten Expression des ICAM-1 im semiquantitativen Férbe-
Score (3,67 vs. 3,33). Eine Signifikanz der Ergebnisse lag in dieser Gruppe jedoch

nicht vor.

Der in fritheren Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe gezeigte Gegensatz, dass die
Gabe von rh-G-CSF in der NaT-Pankreatitis der Ratte zu einer Reduktion des
histologischen Schadens nach dem Schmidt-Score [136] und einer Verstirkung der

Gewebsschiadigung in der GDOC-Caerulein-Pankreatitis flihrt [140], unterliegt
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vermutlich der Tatsache, dass durch die supramaximale Stimulation mit Caerulein im
Gegensatz zur intraduktalen Applikation von NaT deutlich mehr ICAM-1 exprimiert
wird. Die Bedeutung der ICAM-1-Expression durch Caerulein konnte bereits von
ZANINOVIC UND GUKOVSKAYA ET AL. gezeigt werden [184]. BLACKSTONE vermutete,
dass die systemische Gabe von Caerulein eine Azinuszellnekrose induziert, welches
PAF von der Azinuszellmembran freisetzt und somit eine vermehrte ICAM-1-
Expression bewirkt. Dies fithrt im Zusammenspiel mit anderen Zytokinen zur
Aktivierung und Rekrutierung neutrophiler Granulozyten [17], die auch in unseren
Untersuchungen in der GDOC-Caerulein-Pankreatitis deutlich stirker ausgeprigt
sind, als in der NaT-Pankreatitis. Die therapeutische Gabe von rh-G-CSF fiihrt in der
NaT-Pankreatitis zu einer zusétzlichen Aktivierung und Rekrutierung neutrophiler

Granulozyten, in der GDOC-Caerulein-Pankreatitis jedoch zu einer Reduktion.

Beachtlich ist aber auch schon die Endothelaktivierung des ICAM-1 in der NaCl-
Kontrollgruppe, die sich dhnlich der Aktivierung durch GDOC-Caerulein zeigt (3,33
vs. 3,67). Wie bereits bei der durch intraduktal applizierte Substanzen beschriebenen
Rekrutierung von Entziindungszellen kann aus den vorliegenden Untersuchungen die
vermehrte Endothelaktivierung durch, trotz einer Drucklimitierung auf 25 ¢cmH,O0,

einen erhohten Injektionsdruck vermutet werden.

In den durchgefiihrten Untersuchungen zeigte sich in der NaT-Pankreatitis eine
deutlich niedrigere endoteliale Aktivierung des ICAM-1, als in der GDOC-
Pankreatitis. [CAM-1 kommt eine besondere Bedeutung in der Ausbildung von
Mikrozirkulationsstérungen zu. So konnten KECK UND WERNER ET AL. in einem
Pankreas-Transplantationsmodell zeigen, dass eine vermehrte Leukozytenadhésion
parallel zu einer vermehrten endothelialen Aktivierung von ICAM-1 und einer
Perfusionsstorung auftritt. Die Gabe eines ICAM-1-Antikorpers konnte den

Reperfusionsschaden und die Sekundérkomplikationen senken [74].

Ein weiterer Aspekt, der in den vorliegenden Untersuchungen nicht beriicksichtigt
wurde ist der Einflu von rh-G-CSF auf andere Zytokine. Es ist bekannt, dass die

TNF-o-Freisetzung in entziindetem Gewebe zu einer verstirkten lokalen Expression
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von ICAM-1 (CD54) und L-Selektin (CD62L) mit dem Ziele einer verstirkten
Leukozyten-Extravasation fiihrt [6]. LORENZ UND REIMUND ET AL. [90] zeigten im
Rattentiermodell der Peritonitis, dass durch die Gabe von rh-G-CSF eine Reduktion
des Serum-TNF-a um 47 % (36,3 £ 7.4 auf 17,1 + 6,2 pg/ml) erreicht werden
konnte. GORGEN UND HARTUNG ET AL. konnten zeigen, dass durch rh-G-CSF nur die
Synthese, Expression oder Ausschiittung von TNF-a aus Makrophagen, nicht aber

dessen Wirkung reduziert werden kann [50].

Abweichend hiervon konnten TUO UND NAKASHIMA ET AL. zeigten, dass TNF-a, IL-1
a und IL-6 in der prophylaktisch mit G-CSF behandelten NaT-Pankreatitis der Ratte
nicht erhoht sind [163].

4.4 Diskussion zur Integrin-f,-Aktivierung der Leukozyten

Die Integrin-fB,-(CD18)-Aktivierung der Leukozyten der NaT-Kontrollgruppe
entspricht ungefiahr der NaCl-Kontrollgruppe und ist bei der GDOC-Caerulein-
Pankreatitis stark erhoht. Durch Gabe von rh-G-CSF werden in beiden
Pankreatitisformen gegensétzliche Effekte erzielt. In der GDOC-Caerulein-
Pankreatitis flihrt die Gabe von rh-G-CSF zu einer verminderten und in der NaT-

Pankreatitis zu einer um den Faktor 1,9 verstirkten Leukozytenaktivierung.

Uber die CD18-Aktivierung in der akuten Pankreatitis ist, trotz der besonderen
Bedeutung in der Leukozytenadhédsion, in der Literatur wenig bekannt. ACIOLI UND
ISOBE ET AL. konnten nach Inkubation neutrophiler Granulozyten mit dem Serum von
Ratten, bei denen eine Caerulein-Pankreatitis induziert wurde, eine signifikant
hohere CD11b/CD18-Expression feststellen [1]. ZHOU UND CHEN ET AL. zeigten das
Verdnderungen der Blutviskositdt und der Scherkrifte einen Einfluss auf die CD18-
und CD62L-Expression haben und eine wichtige Rolle der Mikrozirkulationsstorung
wiéhrend der Caerulein-Pankreatitis haben [185]. Durch die therapeutische Gabe von
rh-G-CSF wird die LFA-1- (CD11a/CD18) und Mac-1-abhingige (CD11b/CD18)
Adhésion [178], Sequestration und Emigration neutrophiler Granulozyten gefordert.

Hierdurch wird die Effektivitit der Adhédsionskaskade verstirkt [26]. Gerade die
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Interaktionen zwischen ICAM-1 (CD54) und LFA-1 bzw. Mac-1 sind ein wichtiger
Faktor fiir die Adhédsion von Leukozyten am Endothel und Migration [48].

In den vorliegenden Untersuchungen konnten wir eine Abhdngigkeit der Anzahl
CD18-aktivierter Leukozyten durch therapeutische Gabe des rh-G-CSF von den
Ausgangswerten, bzw. dem verwendeten Pankreatitismodell feststellen. So kommt es
bei starker Aktivierung der CD18-markierten Leukozyten in der GDOC-Caerulein-
Pankreatitis zu einer signifikanten Abnahme unter therapeutischer rh-G-CSF-Gabe.
Bei einer geringeren Aktivierung, wie im Modell der NaT-Pankreatitis zu einer
starken Zunahme der CDI8-markierten Leukozyten. Dass bei den NaCl-
Kontrolltieren keine Verdnderung der Anzahl CDI18-markierter Leukozyten

gefunden wurde unterstreicht zusdtzlich die besondere Bedeutung des verwendeten

Pankreatitismodell.
4.5 Diskussion der beiden Modelle zur Induktion einer Pankreatitis im
Rattentiermodell

Anhand der vorgestellten Studienergebnisse wird deutlich, dass sich beide invasive

Pankreatitismodelle deutlich voneinander unterscheiden.

Die intravendse Gabe von Caerulein nach intraduktaler Gabe von GDOC fiihrt zu
einer akut himorrhagisch-nekrotisierenden Pankreatitis [136]. Hierdurch werden die
meisten histomorphologischen [44, 136] und biochemischen Charakteristika [44] der
Pankreatitis im Menschen nachgeahmt. Im Gegensatz zur NaT-Pankreatitis werden
alle Teile der Pankreatitis gleichermallen betroffen [136]. AHO UND NEVALAINEN
stellten sehr rasch nach Induktion der Pankreatitis durch NaT histologische
Verianderungen fest. In der frithen Phase waren nur sehr kleine, mehr distal gelegene
Pankreasabschnitte betroffen, welche sich im Verlauf der Erkrankung auf grof3e,
jedoch nicht auf alle Teile des Pankreas ausweiteten [5]. In den durchgefiihrten
immunhistochemischen Untersuchungen wurden daher nur Teile des Pankreaskopfes
verwendet. Eine mogliche Erkldrung kann der Detergenzieneffekt der intraduktal
applizierten Substanz sein. Dieser ist bei Injektion von NaT schwerer ausgepragt

ausgeprigt und bei GDOC in niedrigen Konzentrationen (5 — 10 mmol/l) fast nicht



Diskussion 78

vorhanden [136]. Die GDOC kann sich dadurch wesentlich gleichmaBiger

intraduktal ausbreiten.

Der von SCHMIDT UND RATTNER ET AL. [136] gepriagte Begriff der ,,Graded
severity*, das heifit dass je nach Art und Konzentration des auslosenden Agens eine
akute Pankreatitis in beliebiger Schwere induziert werden kann, ist unserer Ansicht
nach nicht mehr vertretbar. So é&hnlich sich beide Pankreatitisformen in der
histopathologischen Ausprigung und Schweregrad sein mogen, so unterschiedlich

verhalten sich beide Modelle im immunhistochemischen und therapeutischen Sinne.

4.6 Limitationen der Studie

Eine hiufig diskutierte Frage ist die Umsetzbarkeit tierexperimenteller Studien am
Menschen. Allen Tiermodellen ist gemeinsam, dass sie trotz morphologischer
Parallelen die klinische Situation der akuten Pankreatitis beim Menschen jeweils nur
unvollkommen nachahmen konnen. Dennoch konnen experimentelle Studien unter
Verwendung von Tiermodellen das Verstdndnis der pathophysiologischen und

zellbiologischen Grundlagen der akuten Pankreatitis erheblich erweitern [86].

Wie in weiteren Studien, die den durch die Pankreatitis hervorgerufenen
Organschaden oder die Translokation von Darmbakterien untersucht haben, kann die
schiadliche = Wirkung nicht alleine durch Blockade eines einzelnen
Adhisionsmolekiils verhindert werden. Dies unterstiitzt die Vermutung, dass
mehrere Mediatoren und Zytokine iiber eine Adhisionsmolekiilaktivierung und

damit iber das Ausmal} einer akuten Pankreatitis entscheiden.

Ob und in welchem Umfang die therapeutische Gabe des Glykoproteins rh-G-CSF
durch eine unspezifische Immunmodulation einen positiven Einfluss auf die
Schwere, Mortalitit und Sekundéirkomplikationen der akuten Pankreatitis hat, kann
auch nach den durchgefiihrten Untersuchungen nur teilweise erkliart werden. Solche
weit reichenden Aussagen sind durch immunhistochemische Untersuchungen nicht

zu beantworten.



Diskussion 79

Um die Rolle und Bedeutung der einzelnen Adhidsionsmolekiile in beiden
Pankreatitismodellen ndher herausarbeiten zu konnen, sollten zusédtzliche Versuche
mit der therapeutischen Gabe von Antikdrpern gegen Integrin-f, und ICAM-1
durchgefiihrt werden.

In weiteren Untersuchungen, z.B. laborchemischen, wie die sequenzielle Abnahme
von TNF-o, IL-1, IL-6, losliches ICAM-1, Iosliche Selektine, Makrophagen-
inhibierender Faktor (MIF), Myeloperoxidase-Aktivitdit und mikrobiologischen
Untersuchungen {iber die Translokation von Darmbakterien konnen weitere

Aussagen in beiden Pankreatitismodellen getroffen werden.

Durch Langzeitversuche muss weiterhin untersucht werden, inwieweit die

therapeutische Gabe von rh-G-CSF eine prognostische Bedeutung hat.

Eine weitere Limitation waren die immunhistochemischen Untersuchungen am
Kryomaterial. Im Gegensatz zum formalin-fixierten Paraffinmaterial wird eine
deutlich schlechtere =~ Gewebemorphologie erreicht. Abhilfe konnen hier
standardisierte Protokolle fiir die Fixierung und Demaskierung des Materials an

formalin-fixiertem Paraffinmaterial schaffen.
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5. Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde die Expression von leukozytiren und endothelialen
Adhésionsmolekiilen in zwei unterschiedlichen Pankreatitismodellen der Ratte nach
therapeutischer Gabe von rh-G-CSF untersucht. Im Modell der NaT-Pankreatitis und
im Modell der GDOC-Caerulein-Pankreatitis wurde jeweils eine akut hdmorrhagisch

nekrotisierende Form induziert.

Ein mdglicher, nahe liegender Angriffspunkt zur Behandlung der akuten Pankreatitis
stellt die Inhibition bzw. Reduktion der Leukozyten-Endothel-Interaktion dar. Wir
untersuchten die unspezifische, immunmodulatorische Wirkung von rh-G-CSF auf
die Leukozytenadhisionsmolekiilexpression und den Aktivierungszustand des
Endothels durch dessen therapeutische Gabe. Das Zytokin rh-G-CSF hat anti-
inflammatorische Eigenschaften, verhindert eine iiberschieBende Aktivierung von
Monozyten und Lymphozyten durch Reduktion proinflammatorischer Mediatoren

und Aktivierung der antibakteriellen Abwehr neutrophiler Granulozyten.

In Voruntersuchungen unserer Arbeitsgruppe wurde bereits festgestellt, dass die
Gabe von rh-G-CSF in der NaT-Pankreatitis der Ratte zu einer Reduktion des
histologischen Schadens nach dem Schmidt-Score und einer Verstirkung der

Gewebsschidigung in der GDOC-Caerulein-Pankreatitis fiihrte.

Dies unterliegt vermutlich der Tatsache, dass durch die supramaximale Stimulation
mit Caerulein nach intraduktaler Infusion von GDOC im Gegensatz zur alleinigen
intraduktalen Applikation von NaT deutlich mehr ICAM-1 exprimiert wird. Die
systemische Gabe von Caerulein verursacht eine Azinuszellnekrose, welche PAF von
der Azinuszellmembran freisetzt und dadurch eine vermehrte ICAM-1-Expression
bewirkt. Dies fithrt im Zusammenspiel mit anderen Zytokinen und der Gabe von rh-

G-CSF zu einer stirkeren Aktivierung und Rekrutierung neutrophiler Granulozyten.

Durch die Gabe von rh-G-CSF konnten wir eine Verminderung der ICAM-1-

Aktivierung des pankreatischen Endothels nur bei einer minimalen, druck-
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induzierten Pankreatitis, wie Sie bei den Kontrolltieren vorlag oder bei der GDOC-
Caerulein-Pankreatitis nachweisen, die durch besonders hohe ICAM-1-Expression

gekennzeichnet war.

Auch in der Zusammensetzung des entziindlichen Infiltrates stellten wir deutliche
Unterschiede in beiden Pankreatitismodellen fest. In der NaT-Pankreatitis iiberwogen
granulozytir betonte Infiltrate, wohingegen in der GDOC-Caerulein-Pankreatitis
granulo- und monozytdre Infiltrate, sowie aktivierte Leukozyten imponierten. Rh-G-
CSF senkt in der GDOC-Caerulein-Pankreatitis die Anzahl der intrapankreatischen
Monozyten/Makrophagen, aktivierten Leukozyten und der Granulozyten signifikant.
Demgegeniiber bewirkt die therapeutische Applikation von rh-G-CSF in der NaT-
Pankreatitis eine vermehrte ICAM-1-Aktivierung und signifikant héhere Anzahl
aktivierter Leukozyten, Granulozyten und Monozyten/Makrophagen. Vermutlich
wird dieser Effekt von G-CSF {iber eine vermehrte Expression des
Adhidsionsmolekiils Integrin-f, (CD18), Sequestration und Emigration der

neutrophilen Granulozyten induziert.

Aufgrund der Komplexitdt der Adhédsionskaskade und anderer moglicher Wege der
Leukozytenadhdsion und —aktivierung ist der dargestellte Weg vermutlich nicht
alleine fiir die vielféltigen immunmodulatorischen Wirkungen von rh-G-CSF in der

akuten Pankreatitis verantwortlich.

5.1 Publikationen der Studie

Schneider C, Lutomsky B, Erbersdobler A, Hafemann M, Lankenau G, Izbicki JR
(2002) Die Natrium-Taurocholat- und GDOC-Caerulein-induzierte Pankreatitis
reagieren unterschiedlich auf G-CSF. 23. Jahrestagung des Deutschen Pankreas-Club
2002, II. Medizinische Universititsklinik, Mannheim, 21.-23. November.
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6. Anlage
6.1. Firbeanleitung ABC-Methode

Die immunhistochemische Anfiarbung der fixierten Gefrierschnitte erfolgte mit
einem handelsiiblichen ABC-Firbeset (Vectastain® ABC-AP-Kit) mit alkalischer
Phosphatase als Enzym. Bei Verwendung von IgG-Antikdrpern wurde der
mitgelieferte Sekundirantikdrper gegen einen ratten-adsorbierten IgG-Antikorper

ersetzt.

1.  Mit dem Biotin Blocking System (Fa. Vector®) — Avidin D fiir 15 Minuten
inkubieren

2. In PBS einmal fiir 2 Minuten spiilen

3. Mit dem Biotin Blocking System (Fa. Vector®) — Biotin fiir 15 Minuten
inkubieren

4.  In PBS zweimal fiir je 2 Minuten spiilen

5. Applikation des Blocking-Serum (Normalserum in einer Verdiinnung von 1:50
mit PBS) fiir 30 Minuten inkubieren. Normal-Serum anschliefend nur
abklopfen

6.  Inkubation der Schnitte mit Primédrantikorper fiir 45 Minuten in der feuchten
Kammer

7. In PBS-Puffer zweimal fiir je 5 Minuten spiilen

8.  Biotinylierter Sekundir-Antikorper (in einer Verdiinnung von 1:200 mit PBS)
fiir 30 Minuten in der feuchten Kammer inkubieren

9.  In PBS-Puffer zweimal fiir je 5 Minuten spiilen

10. ABC-Reagenz (in einer Verdiinnung von 1:100 mit PBS; 30 Minuten vor
Gebrauch ansetzen) fiir 30 Minuten in der feuchten Kammer inkubieren

11. In PBS-Puffer zweimal fiir je 5 Minuten spiilen

12. Inkubation der Schnitte fiir 15 — 30 Minuten Substrat Vector® Red plus 50 pl
125 mM Levamisol-Losung im Dunkeln

13. In Aqua dest. zweimal fiir je 2 Minuten spiilen

14. In Hamatoxylin-Losung Gill Nr. 1 fiir 1 Minute gegenfarben

15. In Aqua dest. zweimal fiir je 2 Minuten spiilen
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16. In Leitungswasser 15 Minuten blduen lassen

17. In Aqua dest. fiir 2 Minuten spiilen

18. Eindeckeln der Priparate mit Aquatex”
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