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1 Einleitung

Das Krankheitsbild der akuten Pankreatitis zeichnet sich durch einen weit differieren-
den klinischen Schweregrad aus. Von der klinisch leicht verlaufenden, interstitiell-6de-
matdsen Verlaufsform bis hin zur hdmorrhagisch-nekrotisierenden Form der akuten
Pankreatitis mit generalisierter Sepsis und Multiorganversagen sind alle Auspragun-
gen moglich und werden im klinischen Alltag gesehen [63].

International anerkannt unterscheidet man zum gegenwértigen Zeitpunkt vier Aus-
pragungen dieser entziindlichen Erkrankung anhand von pathomorphologischen Kri-
terien: zum einen die interstitiell-6dematose und die hdmorrhagisch-nekrotisierende
akute Pankreatitis im frithen Krankheitsverlauf und zum anderen die spét auftreten-

den Verlaufsformen der postakuten Pseudozyste und des Pankreasabszesses [12].

In den westlichen Industrieléindern liegt die Inzidenz der akuten Pankreatitis bei
ca. 10 Neuerkrankungen pro 100000 Einwohnern und Jahr [71]. Alkoholabusus und
Gallensteinleiden stellen die hdufigste Ursache dar [9, 73]. Plotzlich einsetzende starke
Oberbauchschmerzen, besonders im Epigastrium bzw. giirtelformig ausstrahlend in
den Riicken nach fettreichen Mahlzeiten oder iiberméfiigem Alkoholgenuss, sind kli-
nische Zeichen einer Manifestation. Haufig gehen Ubelkeit und Erbrechen mit einher.
Im Serum ist eine Erhohung der pankreatischen Enzyme Amylase und Lipase nach-
weisbar. Der nachfolgende Krankheitsverlauf lédsst sich anhand dieser Erstsymptome
nicht voraussagen. Circa 70 — 80 % der Erkrankten zeigen einen milden Verlauf mit
geringfiigiger Einschrankung der Organfunktion und vollstdndiger Genesung nach
ca. 2 — 3 Wochen [7]. Die Letalitit liegt bei unter 2 % [6]. Histomorphologisch ist ein
interstitielles periazindres Odem und eine entziindliche Infiltration des Pankreasge-
webes zu sehen [10, 48]. 20 — 30 % aller Patienten zeigen jedoch die klinisch schwere

Verlaufsform der akuten Pankreatitis mit ausgepragter Organdysfunktion, systemi-
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schem Volumenmangel, arterieller Hypotension bis hin zum Schock und septischen
Komplikationen. Histologisches Korrelat ist hier eine interstitielle Entziindung mit
Nekrosen des exokrinen und endokrinen Pankreasparenchyms, sowie extrapankreati-
schen Fettgewebsnekrosen im umgebenden Gewebe [10, 48]. Ein letaler Ausgang ist
in 15 — 25% der Fille zu verzeichnen [35]. Im weiteren Verlauf kann nach 4 — 6 Wo-
chen das Auftreten von intrapankreatischen Pseudozyten bzw. Pankreasabszessen

zur erneuten Krise fiithren.

Da im klinischen Alltag keine kausalen Behandlungsmoglichkeiten zur Verfiigung
stehen, ist die Therapie auf iiberwiegend supportive Mafinahmen beschrankt, wie
beispielsweise intensiv-medizinische Uberwachung, strikte Nahrungskarenz, ausrei-
chende Fliissigkeitssubstitution, Antibiotika-Gabe und gegebenenfalls chirurgische
Intervention bei infizierten intrapankreatischen Nekrosen [25].

Grund fiir das Versagen zahlreicher medikamentoser Therapieansitze [4, 17, 47,
76] ist die Tatsache, dass die Pathogenese der akuten Pankreatitis bis heute nicht
vollstandig geklart ist. Neben den initialen Auslosemechanismen [37, 65, 64, 69] ist
vor allem die Frage nach den Faktoren, die den Schweregrad der Erkrankung be-
stimmen, im wesentlichen unbeantwortet. Daher ist ein suffizientes kausales Thera-

piekonzept zur Zeit nicht moglich.

Vorangegangene Studien haben der Apoptose eine bislang unbekannte Rolle bei der
Schweregradentwicklung der experimentellen akuten Pankreatitis zugeordnet [20, 39,
44, 45, 80]. Die Apoptose ist ein aktiver, programmgesteuerter Prozess der zelluldren
Selbstelimination, der in seiner sporadischen Form keine inflammatorische Reaktion
auslost [18]. Sessile Zellen empfangen iiber Adhisionsrezeptoren Uberlebenssignale
aus dem Zell/Zell- und Zell/Matrix-Verbund. Geht dieser verloren, stirbt die sessile
Zelle nach 12 bis 24 Stunden eine Form des programmierten Todes [34]. Der Kennt-
nisstand der Forschung iiber die auslosenden Bedingungen der Nekrose (im Sinne
des akzidentellen Zelltodes) ist im Vergleich zum differenzierten Wissen iiber den
programmierten Zelltod eher gering und erfordert weitere wissenschaftliche Untersu-
chungen. Derzeit gelten als Charakteristika der Nekrose der Verlust der Membranin-

tegritdt und die Auslosung einer inflammatorischen Abraumreaktion [18].

Die Beobachtung eines indirekt proportionalen Verhéltnisses zwischen dem Schwere-
grad der experimentellen akuten Pankreatitis und dem Auftreten von Azinuszellap-

optosen stellt einen neuen Aspekt hinsichtlich moglicher schwerergradbestimmender
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Mechanismen dieser Erkrankung dar [39, 45]. Durch Applikation apoptoseinduzie-
render [66] bzw. apoptoseinhibierender [46] Substanzen wurde lediglich an einem
Modell versucht diese Hypothese zu bestétigen, wobei die zugrundeliegenden mole-
kularen Mechanismen nicht weiter beleuchtet wurden. Um diese bislang nur unzu-
reichend bestétigte Hypothese weiter zu erhirten und die zugrundeliegenden Me-
chanismen genauer aufzudecken, haben wir das der menschlichen Pathogenese der
Pankreatitis sehr dhnliche, bisher in diesem Zusammenhang noch nicht untersuchte
Modell der Taurocholatpankreatitis analysiert. Hierbei wurde versucht, iiber Sub-
stanzen, welche an unterschiedlichen Punkten der Signaltransduktionskaskade des
apoptotischen Zellunterganges apoptoseinduzierend (IFN-v) [77, 79] bzw. apoptos-
einhibierend (Tacrolimus) [3] wirken, Einsicht in die molekularen Mechanismen der

Apoptose-Nekrose-Problematik zu gewinnen.

1.1 Zytokine - Mediatoren des Immunsystems

Im Pathomechanismus entziindlicher Erkrankungen spielt die Freisetzung von pro-
und antiinflammatorischen Mediatoren eine wichtige Rolle. Im Verlauf der akuten
Pankreatitis wird das Ausmaf} der systemischen Entziindung mafigeblich von der lo-
kalen intrapankreatischen Schiadigung beeinflusst [7, 35, 74]. Von besonderer Wich-
tigkeit ist hier die Aktivierung bzw. Freisetzung verschiedener Zytokine [7, 49, 57, 60].
Als Zytokine bezeichnet man eine Gruppe von verschiedenartigen, kleinen Protein-
en mit einer Groe von 8—-40kDa [26], welche zentrale regulatorische Aufgaben in
der Immunantwort iibernehmen. Zytokine entfalten ihre Wirkung durch Interaktion
mit spezifischen Rezeptoren der Zelloberfliche, welche auf multiplen Zelltypen zu
finden sind [57], so z. B. neutrophilen Granulozyten, Leukozyten, Makrophagen, T-
Zell-Lymphozyten [15]. Zytokine werden iiberwiegend von aktivierten Makrophagen
[49], einwandernden Leukozyten [57], Ty1l- und Ty2-Lymphozyten [11, 13|, sowie
Endothelzellen und Fibroblasten [9, 15] produziert und freigesetzt. Zytokine tragen

mafigeblich zur T-Zell-Differenzierung wahrend der Immunantwort bei.
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1.1.1 T-Helfer-Zell Differenzierung

T-Helfer-Zellen gehoren in geringer Zahl zu den ortsstéindigen Zellen im gesunden
Pankreasgewebe und représentieren gemeinsam mit intrapankreatischen Makropha-
gen das lokale Immunsystem [23]. Im Rahmen der akuten Pankreatitis kommt es zu
einem Anstieg des intrazelluldren Calciums, in der Folge zur Zerstorung des Calci-
umsignalweges und zur Bildung von Vakuolen in der Azinuszelle [9, 63]. Die intrazel-
luldre Aktivierung von Trypsinogen bewirkt die Ruptur von Zellorganellen und dieser
Azinuszellschaden fithrt zur Aktivierung gewebssténdiger Makrophagen, neutrophi-
ler Granulozyten und T-Lymphozyten [23], was eine lokale Entziindungsreaktion mit
weiterer Azinuszellschddigung bedeutet [9]. Es kommt zur Produktion und Freiset-
zung von Entziindungsmediatoren wie IL-1, 1L-2, 1L-6, IL-8 und TNF-« [16, 24],
welche lokal zur Aktivierung der Endothelzellen und systemisch zur Aktivierung des
Immunsystems fithren. Nur aktivierte Endothelzellen erlauben die transendotheliale
Migration von systemischen Zellen zum lokalen Entziindungsherd [35]. Es wandern
iiberwiegend aktivierte neutrophile Granulozyten, Monozyten und Lymphozyten ein,
welche durch weitere Freisetzung von proinflammatorischen Zytokinen ihrerseits die

Entziindungsreaktion weiter férdern [35].

CD4™ exprimierende reife T-Zellen bezeichnet man als T-Helfer-Zellen (T{0-Zellen).
Sie erkennen lineare antigene Peptide, welche auf MHC-Klasse-II Molekiilen von
Antigen prasentierenden Zellen exprimiert werden. Durch ihre Aufgaben im weite-
ren Verlauf der Immunantwort und die freigesetzten Zytokine unterscheidet man
Tyl-Zellen und Ty2-Zellen. Intrazelluldre Pathogene und Infektionen im allgemei-
nen induzieren eine Ty1-Antwort, verbunden mit einer zelluléren Immunreaktion
durch Ausschiittung von IFN-vy, TNF-«, TNF-3 und IL-2 [11, 13, 78]. Die durch
Antikorper-Reaktion vermittelte und B-Zell stimulierende Ty 2-Antwort ist von be-
sonderer Bedeutung bei Infektionen durch Nematoden [11]; es wird vorwiegend 11.-4,
IL-5, IL-6, IL-10 und I1-13 freigesetzt [13, 78, 83].

Die Differenzierung von naiven CD47-Zellen (Ty0-Zellen) zu Tyl-Zellen wird durch
IL-12 und/oder IFN-v induziert [13], welche iiberwiegend von Makrophagen und
anderen phagozytierenden Zellen gebildet werden. Das von basophilen Granulozy-
ten und Mastzellen freigesetzte IL-4 ist fiir die Differenzierung von Ty2-Zellen ver-

antwortlich [13]. Beide Differenzierungsprozesse erhalten weitere Stimulation durch
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positives Feedback der Zytokine IL-12 und IFN-vy bzw. IL-4 [11]. Das IFN-vy der
Ty1-Zelle stimuliert auch die T2-Zelle [78].

AuBer der bisher beschriebenen Férderung der Ty1- bzw. Ty2-Zell-Differenzierung
durch Zytokine, findet auch eine Hemmung statt. So hemmt IL-12 die Entwicklung
von Ty2-Zellen und IL-4 bzw. IL-10 [78] die Bildung von Ty1-Zellen [11].

natiirliche
Killer
Zellen

Antigen
présentierende
Zelle (APZ)

IL-13

Abbildung 1: Schematische Darstellung der Vorgdinge wdihrend der T-Zell-
Differenzierung modifiziert nach Vorlagen in [11, 13, 78, 82]. Aus Grinden
der Ubersichtlichkeit wurde der Finfluss der Ty 1-Zelle auf die Ty 2-Zelle und
umgekehrt nicht dargestellt.
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1.2 Das Zytokin IFN-~

Das von uns therapeutisch eingesetzte Zytokin IFN-y wird von aktivierten, im Thy-
mus gereiften Zellen des humoralen Immunsystems (Ty-Zellen) und natiirlichen Kil-
ler-Zellen freigesetzt [11]. Von besonderer Bedeutung sind hier die CD41-Ty1-Zellen.
Die biologisch aktive Form des IFN-v ist ein 34 kDa schweres Homodimer [33], wel-
ches an einen spezifischen Rezeptor der Zelloberfliche bindet. 1983 wurde ein vor-
mals als Makrophagen aktivierender Faktor bezeichnetes Protein von Carl F. Nathan
als IFN-v spezifiziert. In dieser Arbeit wurde die Aktivierung des oxidativen Stoff-
wechsels von menschlichen Makrophagen durch IFN-v nachgewiesen [56]. Verwendet
wurde IFN-v von uns unter der Annahme, dass durch IFN-v geprimte Azinuszellen
vermehrt zu apoptotischem Zelltod neigen [41, 77] und so eine verminderte lokale

Schiadigung erreicht werden kann [39, 45].

1.2.1 Die Wirkung von IFN-+ am Rezeptor

Seine Wirkung entfaltet IFN-+ durch Interaktion mit einem spezifischen Rezeptor,
wie U. Boehm in seiner Arbeit von 1997 beschreibt [11]. Dieser IFN-vy Rezeptor ist
ubiquitar auf jeder kernhaltigen Zelle vorhanden, jedoch in unterschiedlicher Dichte.
Seine hochste Expression erfahrt er auflerhalb des lymphatischen Systems. Der IFN-vy
Rezeptor setzt sich aus zwei Untereinheiten zusammen, einer 90 kDa grofien a-Kette
und einer 314 aa 3-Kette. Auf die Interaktion eines IFN-y Homodimers mit zwei a-
Ketten des Rezeptors folgt die Verbindung zweier 3-Ketten mit dem entstandenen
Zytokin-Rezeptor-Komplex, wodurch die Signaltransduktion gestartet wird. Jede der
beiden Rezeptorketten ist mit einer Janus-Kinase verbunden; die aktivierten Janus-
Kinasen phosphorylieren Tyrosinreste der a-Ketten und ermdoglichen damit die Bin-
dung von im Zytoplasma zirkulierenden Signal-Transduktoren und Transkriptions-
Aktivatoren (STAT). Durch diese Bindung entsteht ein IFN-v aktivierender Faktor
(GAF), welcher im Nukleus die Transkription von Genen mit entsprechenden durch
IFN-v aktivierbaren Stellen (GAS) an der Promotor-Region bedingt. [11]
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1.2.2 Die Aufgabe von IFN-~ wdhrend der Immunreaktion

Die Hauptaufgaben von IFN-v innerhalb der Immunantwort bestehen in der Ak-
tivierung von Makrophagen, der Stimulation zellvermittelter Immunabwehr durch
natiirliche Killer-Zellen und der zytotoxischen T-Zellantwort [11]. Durch Stimulation
mit [FN-v ist die Fahigkeit humaner Makrophagen, Wasserstoffperoxid freizusetzen,
deutlich erhoht [56].

Aktivierte Makrophagen sind grofler, haben mehr Pseudopodien und verfiigen iiber
zahlreichere zytoplasmatische Granula als ruhende Makrophagen [21]. Thre mikrobi-
zide Wirkung gegen intrazelluldre und phagozytierte Organismen ist deutlich erhéht,

man spricht daher auch von , angry macrophages® [11].

1.3 Das Immunsuppressivum Tacrolimus (FK 506)

Tacrolimus, auch FK 506 genannt, ist ein Antibiotikum aus der Gruppe der Makro-
lide und wird von Streptomyces tsukubaensis gebildet [27, 78]. In der Klinik wird
dieses immunmodulatorische Medikament bereits erfolgreich zur Verhinderung einer

AbstoBungsreaktion nach Organtransplantation eingesetzt [29].

Der Einfluss von Tacrolimus auf den Verlauf einer akuten Pankreatitis und die in-
trapankreatische Schédigung wurde in einigen wenigen Studien bereits betrachtet,
jedoch mit gegensétzlichen Ergebnissen. Die hochdosierte Gabe des Immunsuppressi-
vums fithrt im exokrinen Pankreasgewebe der Ratte zu funktionellen und morpholo-
gischen Schiadigungen: Die Fahigkeit des Pankreas, Amylase freizusetzen, ist vermin-
dert, die Parenchymzellen zeigen eine auffillige Vakuolisierung und pyknotische Ker-
ne, desweiteren kommt es zur Degeneration von Azinuszellen [27, 28]. Beim Einsatz
niedrigerer Dosierungen im gleichen Versuch sind keine morphologischen Verénde-
rungen zu sehen und die Freisetzung von Amylase nach Cholezystokinin-Stimulus
ist Dosis abhéingig reduziert [27]. Zu widerspriichlichen Ergebnissen fiihrten Studien,
welche Tacrolimus bei Méusen mit akuter Pankreatitis einsetzten. Es wurden Do-
sen entsprechend dem Einsatz als Immunsuppressivum nach Organ-Transplantation
eingesetzt. Die Gruppe um Yoshiya Echigo setzte FK 506 bereits vor Auslosung
der Pankreatitis durch Cholin-Mangel-Diét mit Ethionin-Substitution ein. Es kam
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zu einer Verschlechterung des Uberlebens bei nekrotisierender akuter Pankreatitis
[30]. Nach therapeutischer Einzelgabe des Immunsuppressivums konnten Jens Mayer
und seine Mitarbeiter bei Mausen mit milder Cerulein-Pankreatitis sowohl die friihe
intrapankreatische und systemische Schidigung, als auch Hamokonzentration und
Lungenschidigung signifikant senken [52]. Dies unterstreicht weiter die Wichtigkeit
des bereits von Anne Demols hervorgehobenen T-Zell-Systems im Verlauf der akuten
Pankreatitis [23].

Wir setzten Tacrolimus in einem bisher noch nicht betrachteten Modell der akuten
nekrotischen Pankreatitis mit schwerem klinischen Verlauf an der Ratte ein, um
besonders die Auswirkung auf die lokale Schidigung durch Apoptose und auf das

Gesamt-Uberleben zu betrachten.

1.3.1 Wirkungsweise auf molekularer Ebene

Das 822kDa grole Chemo-Therapeutikum bindet an intrazelluldre spezifische Bin-
dungsproteine (FKBP). Es entsteht ein Komplex, welcher die enzymatische Aktivitét
der Serin-Threonin-Phosphatase Calcineurin hemmt. Da die Phosphatase Calcineu-
rin Ca?*- und Calmodulin-abhéingig ist, werden unter anderem Calcium abhiingige
Vorginge in der Zelle gehemmt, wie beispielsweise die Transkription von IL-2, die
Aktivierung der NO-Synthase sowie die Zelldegranulation und Apoptose von Leuko-
zyten. Auch die Transkription der proinflammatorischen Zytokine IL-1 bis I1-6, IL.-8
und TNT-« ist gehemmt, ebenso die des Stimulationsfaktors GM-CSF. Ein direk-
tes Substrat des Calcineurins ist der Transkriptionsfaktor NF-AT_ [29]. Im Rahmen
der Ca?*-abhiingigen Zell Aktivierung dephosphoryliert Calcineurin den Transkrip-
tionsfaktor NF-AT , welcher im Anschluss zum Zellkern transloziert und mit seinem
Gegenstiick, dem Transkriptionsfaktor NF-AT  , einen Komplex bildet und die Tran-
skription des IL-2-Gens induziert. Tacrolimus verhindert daher durch Hemmung der

Calcineurin-Phosphatase die Transkription von IL-2 [78].

Neben dieser Beeinflussung der Gen-Expression von Entziindungsmediatoren hemmt
Tacrolimus potent die Aktivierung von T};0-Zellen. Es bindet an einem T-Zell-Rezep-
tor und verhindert besonders die Proliferation der ruhenden T,0-Zelle zur T 1-Zelle.

Die Wirkung an bereits aktivierten T-Zellen ist bedeutend geringer. Dariiber hinaus

10
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wird sowohl die Aktivitdat der zytotoxischen T-Zelle als auch die Reifung der B-Zelle
beeinflusst [78].

1.4 Zielsetzung

Mit unserer Arbeit verfolgten wir das Ziel, neue Kenntnisse iiber die Vorgéinge auf
molekularer Ebene im Rahmen einer klinisch schwer verlaufenden akuten Pankrea-
titis zu gewinnen. Einen besonderen Schwerpunkt legten wir dabei auf die zytokin-

vermittelte Azinuszellschadigung durch Apoptose bzw. Nekrose.

1.5 Fragestellung

Kann durch den prophylaktischen Einsatz von Interferon-v bzw. Tacrolimus bei ne-
krotisierender akuter Pankreatitis im Tierversuch an der Ratte eine Verdnderung des
Ausmafles der lokalen Zellschddigung durch Apoptose oder durch Nekrose induziert

werden und hat dies einen Einfluss auf die Letalitat?
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2 Materialien und Methoden

2.1 Versuchstiere und Versuchsdurchfiihrung

Zur Durchfithrung der tierexperimentellen Untersuchungen wurden insgesamt 182
ménnliche Wistar-Ratten (Harlan Winckelmann, Borchen, Deutschland) mit einem
durchschnittlichen Gewicht von 250 - 300 g verwendet, welche fiir die Dauer von min-
destens einer Woche regelméfligen Phasen von je 12 Stunden Licht und Dunkelheit
bei freiem Zugang zu Standardfutter und Wasser ausgesetzt waren. Die zur Behand-
lung eingesetzten Losungen wurden durch intraperitoneale Injektion appliziert. Die
Narkose der mit 0,15 M8 /s Korpergewicht Buprenorphin (Temgesic®, Griinethal, Aa-
chen, Deutschland) subkutan préamedizierten Tiere erfolgte durch eine Spiilmasken-
narkose mit Sevofluran (Sevorane®, Abbott, Wiesbaden, Deutschland). Eine klinisch
schwer verlaufende, nekrotisierende Pankreatitis wurde mittels einer von J. M. Aho
standardisierten retrograden Taurocholat-Injektion erzeugt [1]. Dabei wurde nach
medianer Laparotomie der in der Leberpforte freigelegte Ductus hepaticus commu-
nis mit einer Ligatur versehen. Nach Praparation des Ductus biliopancreaticus nahe
seiner Einmiindung in das Duodenum wurde dieser intramural punktiert und mit-
tels einer speziellen 24 Gauge Kinder-Venenverweilkaniile (INSYTE®) intubiert. Um
einen Reflux in das Duodenum zu verhindern, wurde der Ductus biliopancreaticus
duodenumnah ligiert. Es erfolgte die Instillation von 0.1 ml/ 100 g Kérpergewicht einer
4 %igen Natrium-Taurocholatlosung (Sigma-Aldrich Chemie, Daisenhofen, Deutsch-
land) in den Ductus biliopancreaticus unter kontinuierlicher Druckkontrolle. Nach
abgeschlossener Infusion wurden sowohl die beiden Ligaturen als auch die Kaniile
entfernt und das Duodenum an der Punktionsstelle iberndht. Es folgte der schicht-

weise Verschluss des Abdomens und im Anschluss die Beendigung der Narkose. Die

13
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Toétung der Tiere zu den in der Versuchsstruktur bestimmten Zeitpunkten erfolg-
te wiederum in Narkose durch Entbluten mittels Punktion der Vena cava bis zum
Erléschen der Lebensfunktion der Ratte nach vorausgegangener Thorakotomie. Das
gewonnene Blut wurde bei 3500 X 8/min zentrifugiert, anschlieend das Serum bzw.
EDTA-Plasma aliquotiert und bei —80 °C eingefroren. Der Pankreaskopf wurde ge-
trennt von Pankreascorpus und -cauda entnommen, es folgten die Lungen, die Nie-
ren und die Leber. Die eine Hilfte des Gewebes wurde unverziiglich kryokonserviert
und die andere Hilfte in 4% Formalinlosung fixiert. Wenige maximal 2mm grofie
Gewebestiicke des Pankreas wurden in 0,1 M Phosphatpuffer fixiert, welcher 2,5 %
Glutaraldehyd und 1% Saccharose enthielt.

Vom Regierungspréasidium Tiibingen wurde dieses Tierversuchsvorhaben unter der

Registrierungsnummer 646 genehmigt.

2.2 Versuchsstruktur und Gruppeneinteilung

Um eine klare Versuchsstruktur zu schaffen wurden drei verschiedene Versuchsgrup-
pen den Versuchsansétzen entsprechend gebildet. Die Versuchstiere wurden random-

nisiert den einzelnen Versuchsgruppen zugeteilt.

e SAP-S: Taurocholatpankreatitis + NaCl
e SAP-IFN-~: Taurocholatpankreatitis + Interferon-

e SAP-FK 506: Taurocholatpankreatitis + Tacrolimus (FK 506)

Da die zeitliche Entwicklung der beobachteten Parameter verfolgt werden sollte,
wurden fiir alle Gruppen die gleichen Beobachtungsintervalle von 3h, 6h, 24h, 3d
und 7d festgesetzt (siche Tabelle 1).
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2.2 Versuchsstruktur und Gruppeneinteilung

Tabelle 1: Versuchsstruktur

SAP-S SAP-IFN-y SAP-FK 506

3h 10 10 10

6 h 10 10 10

24 h 10 10 10

3d 16 14 16

7d 16 14 16
62 58 62 Anzahl der Tiere pro Gruppe

Tabelle 1 zeigt die Verteilung der insgesamt 182 Versuchstiere auf die 3 Versuchs-

gruppen und die jeweiligen Beobachtungsintervalle.

2.2.1 Unbehandelte Pankreatitis (SAP-S)

48 Stunden vor Induktion der Pankreatitis erhielten die Versuchstiere in Absténden
von 24 Stunden 1ml 0,9 %ige sterile Kochsalzlosung intraperitoneal appliziert. Bis
zum Ende des entsprechenden Beobachtungsintervalls wurde die Behandlung fort-
gesetzt. In dieser Versuchsgruppe wurden bis zum 24-Stunden-Intervall je 10 und

danach je 16 Tiere, d.h. insgesamt 62 Tiere eingesetzt.

2.2.2 Pankreatitis und Behandlung mit Interferon-~
(SAP-IFN-~)

Auch in dieser Versuchsgruppe wurde mit der Behandlung der Tiere 48 Stunden vor
Induktion der Pankreatitis begonnen. Es wurden 100.000 IE rat recombinant [FN-~
(Recombinant Rat Interferon-y®, Biosource, Camarillo, Californien, USA) in 1ml
Phosphat-gepufferter Kochsalzlosung (PBS, pH 7,4) alle 24 Stunden eingesetzt. Die
Behandlung wurde bis zur Totung der Tiere am Ende des jeweiligen Beobachtungs-
intervall fortgefiihrt. Die Gréfle der Versuchsgruppe betrug insgesamt 58 Tieren, d.h.
zuerst 10 Tiere pro Zeitintervall und ab einschliefllich dem 3-Tage-Intervall 14 Tiere.
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2.2.3 Pankreatitis und Behandlung mit Tacrolimus
(SAP-FK 506)

48 Stunden vor Induktion der Pankreatitis erfolgte in 24-stiindigen Intervallen die
intraperitoneale Injektion von 0,3 M8 /ke Kérpergewicht Tacrolimus (Prograf®, Fujisawa,
Miinchen, Deutschland) in 1 ml Phosphat-gepufferter Kochsalzlosung (PBS, pH7,4).
Die Behandlung wurde bis zum Ende des Beobachtungsintervalls weitergefiihrt. Die
Versuchsgruppengrofle lag bei 62 Tieren, davon je 10 Tiere pro Gruppe bis zum
24-Stunden-Intervall und danach je 16 Tiere.

2.3 Serum- und Blutanalysen

2.3.1 Bestimmung von Amylase und Lipase

Die Amylase- und Lipaseaktivitat wurde mit Hilfe einer enzymkinetischen, vollauto-
matisierten Methode (Dimension®, DADE Behring, Liederbach, Deutschland) der

klinisch-chemischen Routinediagnostik im heparinisierten Plasma bestimmt.

2.3.2 Bestimmung des Blut- und Differentialblutbildes

Die Differentialblutbildanalysen wurden in EDTA Vollblut mittels einer instrumen-
tellen Differenzierungsmethode (CELLDyn®, Abbott Laboratories, Santa Clara, CA,
USA) der klinisch-chemischen Routinediagnostik durchgefiihrt. Hierbei wurde ein auf

die Tierspezies Ratte abgestimmtes Analyseprogramm verwendet.

2.4 Aszites

Unmittelbar nach dem Erloschen der Lebensfunktion der Ratte wurde die in der
freien Bauchhohle befindliche Fliissigkeit mit Hilfe einer Spritze aufgenommen und

die Menge in Milliliter bestimmt.
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2.5 Intrapankreatisches Odem (Nass-Trocken-Verhéltnis)

2.5 Intrapankreatisches Odem
(Nass-Trocken-Verhiltnis)

Nach Abtrennen aller Fettanteile wurde das Pankreasgewebe gewogen, das Ergebnis
stellte das sog. Nassgewicht dar. Es folgte die Trocknung der Gewebeproben bei 80 °C
fiir 48 Stunden und im Anschluss daran wurden sie erneut gewogen (Trockengewicht).
Der Wassergehalt des Pankreasgewebes wurde aus der Differenz zwischen Nass- und
Trockengewicht berechnet und in Prozent des Nassgewichtes angegeben. Ein An-
stieg des intrapankreatischen Wassergehaltes wurde dahingehend interpretiert, dass

intrapankreatisches Odem entstanden ist.

2.6 Gewebeanalysen

2.6.1 Lichtmikroskopie

Alle Untersuchungen erfolgten an 2—5pum dicken Paraffinschnitten. Die Bestim-
mung des Ausmafles der Azinuszellschidigung durch Nekrose im Pankreas erfolg-
te morphometrisch an 35 um dicken Hamatoxylin-Eosin gefarbten Paraffinschnit-
ten. Sowohl Pankreaskopf als auch Pankreascorpus und -cauda wurden jeweils ge-
trennt analysiert. Es wurden mindestens 10 Gesichtsfelder pro Schnitt, ca. 1000 Pan-
kreasazini entsprechend, bei 100160 facher Vergréferung ausgezihlt. Der Anteil
der Zellschadigung durch Nekrose ist in Prozent auf das ausgewertete Pankreaspa-
renchym bezogen. Der in situ Nachweis von Azinuszellschddigung durch Apoptose
wurde mittels terminalem Transferase-vermitteltem dUTP Nick End Labeling (TU-
NEL) apoptosespezifischer DNA-Fragmente durchgefiihrt. Hierfiir wurden 2 pm dicke
Paraffinschnitte deparaffinisiert, rehydriert und in einem Methanol / H,O, Gemisch
zur Inaktivierung endogener Peroxidase inkubiert. Nach Proteinase K-Behandlung
folgte die Inkubation mit terminaler Desoxynucleotidyltransferase (Promega, Ma-
dison WI, USA) und Biotin-16-dUTP (Boehringer Mannheim, Mannheim, Deutsch-
land). Die Detektion wurde mittels Streptavidin biotinylierter horse radish Peroxida-
se und AEC-Puffer (2mM 3-Amino-9-Ethylcarbazole, 5% N,N-Dimethylformamid,
0,1 M Zitrat, 0,1 M Natriumazetat, 0,05 % H,0,) durchgefiihrt und anschliefend mit
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Hémalaun gegengefiarbt. Als Positivkontrollen wurden humane Tonsillen verwendet,
Negativkontrollen erfolgten durch Inkubation der Schnitte mit biotinyliertem dUTP
ohne Zugabe von terminaler Desoxynucleotidyltransferase. Es wurden die TUNEL-

positiven Signale pro Gesichtsfeld ausgezéihlt und als Apoptoseindex wiedergegeben.

2.6.2 Elektronenmikroskopie

Maximal 2mm grofle Gewebestiicke des Pankreas wurden in 2,5 % Glutaraldehyd
und 1% Saccharose enthaltendem 0,1 M Phosphatpuffer fiir 24 Stunden fixiert. Die
Postfixierung erfolgte mittels 2 %igem OsO,, gefolgt von einer en-bloc-Féarbung in
2 %iger wassriger Uranylacetatlosung und Dehydrierung in einer aufsteigenden Al-
koholserie. Das Gewebe wurde hiernach in Epon 812 (Fluka Chemie, Buchs, Schweiz)
eingebettet, semidiinn (1 um) geschnitten und mit Toluidinblau geférbt, um zunéchst
reprisentative Areale fiir die Anfertigung der Ultradiinnschnitte festzulegen. Die Ul-
tradiinnschnitte wurden auf einem Ultra-Cut Mikrotom (Reichert-Jung/Leica, Bens-
heim, Deutschland) geschnitten, auf Kupfernetzchen aufgenommen, mit Bleizitrat
geféarbt und mit einem EM 301-D 705 (Philips, Eindhoven, Niederlande) Elektronen-

mikroskop analysiert.

2.7 Biochemische Analysen

2.7.1 Bestimmung der Myeloperoxidaseaktivitat

Fiir die Bestimmung der Myeloperoxidaseaktivitit (MPO) als indirektes Maf fiir
die Aktivierung bzw. Gewebsinfiltration neutrophiler Granulozyten wurde das tief-
gefrorene Gewebe zunédchst mittels eines Mikrodismembranator (MicroDismembra-
nator II, Braun Melsungen, Melsungen) in Sprodbruchtechnik bei —196°C unter
Stickstoff pulverisiert, in 0,9 %iger Kochsalzlésung homogenisiert und in 0,05 M K-
Phopsphatpuffer unter Zugabe von 0,5 %igem Hexadecyltriethylammoniumbromid
gelost. Das Prinzip dieses Verfahrens besteht in der Wasserstoffperoxid abhéngigen
Oxidation von 3,3’,5,5'-Tetramethylbenzidin durch die Myeloperoxidase [14]. Die vor-
bereitete Probe wurde bei 0°C abzentrifugiert und der Uberstand bei 60°C fiir 2
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2.8 Molekularbiologische Analysen

Stunden inkubiert. Nach einem weiteren Zentrifugationsschritt bei Raumtemperatur
wurde der Uberstand mit Tetramethylbenzidin und H,O, (1:18.000 in 0,05M K-
Phosphatpuffer) versetzt, mit 4 N H,SO, angesiuert und gegen MPO als Standard
bei einer Wellenléinge von 655nm gemessen. Die Aktivitdt ist in U/gProteingehalt
der Probe angegeben. Der Proteingehalt wurde nach der Methode von OH Lowry
bestimmt [50].

2.8 Molekularbiologische Analysen

2.8.1 Gewinnung von Ribonukleinsauren

Ribonukleinsduren (RNA) wurden aus kryokonserviertem Gewebe (100 —200 mg) iso-
liert. Entsprechend der Methode nach Chomeczynski and Sacchi [19] wurde das Ge-
webe in Guanidinisothyanocyanat homogenisiert und mit Chloroform versetzt. Nach
Zentrifugation erfolgte die Abnahme der RNA-haltigen wissrigen Phase, welche mit
100 %igem Isopropanol (1:1) prézipitiert wurde. Die RNA wurde mit 75 %igem Etha-
nol gewaschen und in dH,O aufgenommen. Der Gehalt und die Reinheit der RNA
wurden bei 260 / 280 nm spektrophotometrisch bestimmt.

2.8.2 Reverse Transkription und PCR

5 pug Gesamt-RNA wurden mit 20 U DNAse I (Boehringer Mannheim, Mannheim;
Deutschland) in 20 mM Tris-HCI (pH 8,4), 50 mM KCl, und 20 mM MgCl, 15 Minu-
ten bei Raumtemperatur inkubiert, um eine Kontamination mit genomischer DNA zu
eliminieren. Unter Verwendung von 2.5 ug verdauter Gesamt-RNA erfolgte die rever-
se Transkription in einem Gesamtvolumen von 20 ul. Hierzu wurde die RNA zunéchst
mit 40 U humanem RNAse-Inhibitor und 0,5l Oligo(dT) Primern fir 10 Minuten
bei 70°C inkubiert und in 250 mM Tris-HCI (pH8,3), 375 mM KCl, 15 mM MgCl,,
10mM dNTP Mix, 0,1 mM DL-Dithiothreitol (DDT) und 200 U Superscript 1I rever-
se Transkriptase (Gibco BRL Life Technologies, Gaithersburg, Maryland, USA) bei
42 °C fiir 50 Minuten in cDNA umgeschrieben. 2 ul dieses Ansatzes wurden im Wei-

teren mit rattenspezifischen Primer-Paaren (Biosource, Camarillo, California, USA)
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fiir die jeweiligen Endprodukte amplifiziert. Fiir TNF-« (465 bp), IL-13 (453 bp) und
IL-2 (405 bp) erfolgte die Amplifikation mit einer Primerkonzentration von je 25 pmol
fiir Sense und Antisense als 20 ul Ansatz in 200 mM Tris-HCI (pH 8,4), 500 mM KCI,
10 uM ANTP Mix, 50mM MgCl, und 1U Taq DNA Polymerase (Gibco BRL, Li-
fe Technologies, Gaithersburg, Maryland, USA) fiir 35 Zyklen. Jeder einzelne Zy-
klus setzte sich fiir IL-18 aus 30 Sekunden Denaturierung bei 94 °C, 45 Sekunden
Annealing bei 60°C und 45 Sekunden Extension bei 72°C zusammen. Fiir TNF-«
waren pro Zyklus 1 Minute Denaturierung bei 95°C, 1 Minute Annealing bei 60 °C
und 1 Minute Extension bei 72°C notig. Die Bestétigung der Abwesenheit genomi-
scher DNA erfolgte durch Amplifikation verdauter RNA ohne vorausgehende reverse
Transkription, welche jeweils keine Banden aufwies. Als interner Standard diente
[-Actin (289 bp). Es zeigt die erfolgreiche Umschreibung von mRNA zu ¢cRNA und
die gleichméfBige Beladung der Geltaschen an. Jeweils 15 ul des Amplifikationsansat-
zes wurden in 1,5 %igen Agarosegelen, welche 0,1 #8/my1 Ethidiumbromid enthielten,

elektrophoretisch aufgetrennt und unter UV-Transillumination photographiert.

2.8.3 Gewinnung von Proteinlysat

Zur Isolation zytosolischen Proteins wurden 50 mg tiefgefrorenes Pankreasgewebe in
Lysepuffer homogenisiert, welcher zur Detektion von TNF-a und IL-173 eine Endkon-
zentration von 50mM TRIS (pH6,8), 150 mM NaCl, 10mM EDTA, 1% Nonidet-
P 40, 1mM Natriumorthovanadat, einem Proteinaseinhibitorkomplex (Complete®,
Boehringer Mannheim, Mannheim, Deutschland) und 10 uM Phenylmethylsulfonyl-
fluorid enthielt. Es folgte die Beschallung durch einen Sonifier (Branson Ultrasonics
Corp., Danbury, Connecticut, USA) fiir 10s je Probe. Nach einem Inkubationsschritt
von 1 Stunde auf Eis wurden die Lysate abzentrifugiert (16000 g, 4 °C, 20 min) und
im Anschluss bei —80 °C fiir 10 min schockgefroren. Nach dem Auftauen der Proben
wurde abermals zentrifugiert und der Uberstand aliquotiert. Abschliefend wurde der

Proteingehalt nach der Bovin-Serum-Albumin-Methode bestimmt.

20



2.8 Molekularbiologische Analysen

2.8.4 Western-Blot

Zur Detektion von IL-14 und TNF-a wurden jeweils 50 ug Protein in SDS-Proben-
puffer bei 95°C denaturiert, mittels 15 %igen SDS-Polyacrylamid-Gelen elektropho-
retisch aufgetrennt.

Um gleiche Mengen von IL-2 Protein zu erhalten (1 m8/y1) wurden die Proteinly-
sate zweifach vorgereinigt. Sie wurden dazu in einem Gesamtvolumen von 1ml mit
15 pul einer Protein A-Agaroselosung (Oncogene, Cambridge, Massachusetts, USA)
auf Fis und unter stédndigem sanften Riitteln fiir je eine Stunde inkubiert. Im An-
schluss erfolgte die Inkubation der Proben mit 5 ug eines polyklonalen Kaninchen-
anti-Ratte-IgG-Antikorpers gegen IL-2 fiir eine Stunde auf Eis. Es wurden erneut
15 i der Protein A-Agaroselosung zugegeben und fiir eine weitere Stunde auf Eis im
Riittler plaziert. Nach Zentrifugation wurde das Sediment zweimal in eisgekiihltem
Lysepuffer, abschliefend in 0,125 M TRIS (pH 6,8) gewaschen und zentrifugiert. Das
Sediment wurde in 25 ul Lysepuffer gelost und in SDS-gel Proteinpuffer fiir 5 min
gekocht. 20 ul dieses Ansatzes wurden im 15 %igen SDS-Polyacrylamid-Gelen elekro-

phoretisch aufgetrennt.

Die durch die Elektrophorese erhaltenen Ergebnisse wurden auf eine Nitrocellu-
losemembran (Ammersham Life Sciences, Buckinghamshire, England) transferiert.
Unspezifische Bindungen wurden durch Inkubation der Membran in 5% Trocken-
milchpulver und 0,1 % Tween 20 enthaltenden PBS-Puffer (PBS-T) bei Raumtem-
peratur fiir die Dauer von 30 min geblockt. Nach dreimaligem Waschen mit PBS-T
wurden die geblockten Membrane mit einem polyklonalen Ziegen-anti-Ratte-IgG-
Antikorper gegen IL-15 (1:1000) bzw. TNF-a (1:1000) (beide Santa Cruz Biotechno-
logy, Santa Cruz, California, USA) oder einem polyklonalen Kaninchen-anti-Ratte-
IgG-Antikorper gegen 1L-2 (1:500, Biosource, Camarillo, California, USA) fiir 12
Stunden bei 4°C inkubiert und im Anschluss 3fach in PBS-T gewaschen. Als Se-
kundérantikorper fiir TNF-a und IL-1/3 diente ein mit Peroxidase konjugierter anti-
Ziege-1gG-Antikorper der Tierspezies Esel (1:10000, Santa Cruz Biotechnology, Santa
Cruz, California, USA). Fiir IL-2 wurde ein anti-Kaninchen-IgG-Antikorper ebenfalls
vom Esel verwendet (1:2000, Amsterdam Life Science, Buckinghamshire, England).
Die zu detektierenden Zielproteine wurden nach ausgiebigem Waschen der Mem-
bran {iber ein Chemoluminiszenz-System (Amersham Life Sciences, Buckinghamshi-

re, England) visualisiert.
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2.9 Statistische Analysen

Die statistische Auswertung der Ergebnisse erfolgte unter Zuhilfenahme des Soft-
wareprogrammes MedCalc® (MedCalc Software, Mariakerke, Belgien) [70]. Fiir die
Signifikanzanalyse unverbundener Stichproben wurde der zweiseitige Wilcoxon-Test
verwendet. Zur Analyse prozentualer Unterschiede einer bestimmten Merkmalsaus-
priagung wurde der Fisher’s Exact Test eingesetzt. Das Signifikanzniveau p wurde

bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit von a < 0,05 bei 0,05 festgesetzt.
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3 Ergebnisse

3.1 Serum- und Blutanalysen

3.1.1 Amylase- und Lipaseverlauf
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%% . []SAP-IFN-v
M SAP-FK 506
5000 - . BB
0 B =
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Abbildung 2: Amylaseaktivitdt im Serum in Units pro Liter
unter Angabe des Mittelwertes und des SEM.
SAP-S versus SAP-FK 506: p < 0,05 (24h)

Sowohl die Serumspiegel der Amylase als auch der Lipase zeigten in allen Versuchs-
gruppen einen monophasischen Verlauf mit Maximal-Werten im 6-Stunden-Intervall.
Betrachtet man die Amylasespiegel, so fillt ein schneller Anstieg in den beiden be-
handelten Gruppen auf, auch werden groflere Hochstwerte erreicht als in der unbe-

handelten Gruppe. Nach 7 Tagen hat sich die Amylase im Serum wieder annéhernd
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Abbildung 3: Lipaseaktivitat im Serum in Units pro Liter
unter Angabe des Mittelwertes und des SEM.
SAP-S versus SAP-IFN-y: p < 0,05 (24h)

normalisiert, in den behandelten Gruppen ist dies etwas deutlicher zu sehen. Den
hochsten Absolutwert von Lipase im Serum erreichte die nicht behandelte Gruppe
nach 6 Stunden. In der mit FK 506 behandelten Gruppe war ein frither Anstieg zu
notieren, der absolut gesehen jedoch geringer ausfiel. Nach 24 Stunden war die Li-
paseaktivitdt im Serum der mit IFN-v behandelten Gruppe im Vergleich zur nicht
behandelten Gruppe signifikant erhéht. Auch die Lipasespiegel waren nach 7 Tagen

nahezu wieder im Normbereich.

3.1.2 Blut- und Differentialblutbild

Im Vergleich zu gesunden Kontrolltieren wurde sowohl bei behandelten als auch bei
unbehandelten Tieren eine maximale Hamokonzentration zum 6-Stunden-Intervall
beobachtet, die von einem schrittweisen Hidmatokrit-Abfall bis zum Versuchsende
bei 7 Tage gefolgt war. Bis zum 6-Stunden-Intervall kam es bei allen Versuchsgrup-
pen zu einem massiven Anstieg der peripheren neutrophilen Leukozytenfraktion bei
gleichzeitigem Abfall der Lymphozyten. Nach 3 Tagen kam es zur Erhohung der

Monozytenfraktion.
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3.1 Serum- und Blutanalysen

Tabelle 2: Hamatokrit und Differentialblutbild

SAP-S SAP-IFN-yv  SAP-FK 506

Himatokrit (%)

GK 40 £07

3h 49 £ 1,0 50 £ 0,9 51 £ 1,7
6 h 55 £ 0,9 53 £ 0,9 54 + 14
24 h 39+ 14 49 + 2,0 45 + 1,5
3d 40+14 37407 40 + 1,0
7d 36 £1,2 38+£1,0 39+£0,9

Neutrophile (%)

GK 11+ 1,6

3h 61 £ 2,0 67 £ 3,3 55 + 2.7
6 h 81 + 2,1 71 £ 18 80 £+ 2,2
24 h 46 £ 3.8 71+ 3,5 56 + 3,7
3d 43477  34+29 20 + 3.5
7d 35+43 32+£38 33 £35

Lymphozyten (%)

GK 81+ 1,8

3h 30 £ 2,1 25 £+ 3,2 37+ 2,9
6 h 11 £+ 2,0 18 +£1,5 11+ 2,0
24 h 47 £ 4,0 17 +£ 3,6 36 £ 3,6
3d 37T+74  AT+27 49 + 4.9
7d 48+ 52 50+ 48 48 + 5,2

Monozyten (%)

GK 46+ 08

3h 66+06 61+05  57+06
6 h 74406 89+04 7.9+ 06
24 54+08 95+11 58407
3d 169420 150+12 17,1 +19
74 108+18 123+14 134+1,9

Tabelle 2 zeigt den Hdmatokrit in Prozent der korpuskuldren Blutbestandteile und Ausziige aus dem
Differentialblutbild als prozentualer Anteil an der Gesamtmenge der Leukozyten unter Angabe des
Mittelwertes und des SEM.
Himatokrit: SAP-S versus SAP-IFN-y:  p < 0,01 (24h)
SAP-S versus SAP-FK 506: p < 0,02 (24h)
Neutrophile: SAP-S versus SAP-IFN-y:  p<0,02 (6h), p<0,001 (2/h)
Lymphozyten: SAP-S versus SAP-IFN-y:  p < 0,001 (24h)
SAP-S versus SAP-FK 506: p < 0,05 (3h)
Monozyten: SAP-S versus SAP-IFN-y:  p<0,05 (24h)

GK: Gesundes Kontrolltier
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3.2 Aszites
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Abbildung 4: Aszitesmenge in Milliliter unter Angabe des Mittelwertes und des SEM.
SAP-S versus SAP-IFN-y:  p < 0,01 (24h, 3d)
SAP-S versus SAP-FK 506: p < 0,05 (6h, 3d)

Unabhéngig von den Versuchsgruppen entwickelten alle Tiere Aszites. Die Aszites-
menge erreichte in der SAP-IFN-+ Gruppe nach 24 Stunden und in der SAP-FK 506
Gruppe schon nach 6 Stunden das Maximum. Die Menge der Aszitesbildung der mit
IFN-v behandelten Gruppe war nach 24 Stunden im Vergleich zur unbehandelten
Gruppe signifikant erhcht. Betrachtet man das 6-Stunden-Intervall der mit FK 506
therapierten Tiere, so ergaben sich hier signifikant erniedrigte Werte gegeniiber den
unbehandelten Tieren. Auch nach 3 Tagen waren die Aszitesmengen der behandel-
ten Gruppen im Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant vermindert. Verfolgt man
den Verlauf, findet man in der SAP-S Gruppe einen zweigipfligen Verlauf mit Hohe-
punkten nach 6 Stunden und nach 3 Tagen. Nach 7 Tagen hatte keines der Tiere

nachweisbaren Aszites.
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3.3 AusmaB des intrapankreatischen Odems
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Abbildung 5: Intrapankreatisches Odem in Prozent des Nassgewichtes
unter Angabe des Mittelwertes und des SEM.

SAP-S versus SAP-IFN-y:  p nicht signifikant
SAP-S versus SAP-FK 506: p nicht signifikant

Die Entwicklung von intrapankreatischem Odem zeigte sich durch die verschiede-
nen Behandlungen unbeeinflusst. Nach 6 Stunden machte das intrapankreatischen
Odem bei allen Gruppen iiber 30 % des Pankreasgewichtes aus. In der unbehandelten
Gruppe erhohte sich der Odemanteil nach einem Maximum im 3 Stunden Intervall
und anschliefendem geringfiigigem Abfall bei 6 Stunden nochmals um wenige Pro-
zent bis zum 24-Stunden-Intervall, um dann ebenso wie die anderen Gruppen einen

riickgéngigen Verlauf zu zeigen.
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3.4 Histologie und morphometrische Analyse

3.4.1 Nekroseausmall
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Abbildung 6: Intrapankreatische Nekrose in Prozent des betrachteten Gewebes
unter Angabe des Mittelwertes und des SEM.
SAP-S versus SAP-IFN-y:  p < 0,01 (6h, 24h)
SAP-S versus SAP-FK 506: p < 0,02 (8h), p<0,01 (6h, 24h)

In allen Versuchsgruppen zeigten sich lichtmikroskopisch ausgedehnte Areale mit
komplettem Strukturverlust durch Nekrose. In der unbehandelten Gruppe stieg der
Anteil des durch Nekrose geschiadigten Pankreasparenchyms auf max. 67 % im 24-
Stunden-Intervall an. Betrachtet man die mit IFN-v behandelten Tiere, so liegt hier
der Anteil an nekrotischem Parenchym wéhrend des gesamten Beobachtungszeit-
raums unter 50 %. Zu einer kontinuierlichen Grofienzunahme der Nekroseareale auf
maximal 65 % nach 7 Tagen kam es in der FK 506-Gruppe. In beiden behandelten
Gruppen kam es zu einer signifikanten Senkung des Nekroseausmafles in den frithen
Beobachtungsintervallen bis einschliellich 24 Stunden. Eine Ausnahme stellte die

IFN-v Gruppe nach 3 Stunden dar, hier bestand keine Signifikanz.
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3.4 Histologie und morphometrische Analyse

Abbildung 7: Typische Azinuszellnekrose 3 Stunden nach Pankreatitis-Induktion.
Weite Areale des Pankreasparenchyms weisen einen kompletten Strukturver-
lust auf. Die Zellkerne der ehemaligen Azinuszellen sind in den durch Nekrose

zerstorten Arealen moch erkennbar.
(HE, 400fache Vergriferung)
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3 Ergebnisse

3.4.2 Apoptosenachweis
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Abbildung 8: Apoptose Index: TUNFEL-positive Signale pro Gesichtsfeld.
Es sind Mittelwerte mit SEM angegeben.

SAP-S versus SAP-IFN-vy:  p nicht signifikant
SAP-S versus SAP-FK 506: p nicht signifikant

Die morphologischen Charakteristika der sog. ,duktalen Transformation* wurden
erstmals 3 Tage nach Pankreatitisinduktion und praktisch ausschlieflich in nicht
durch Nekrose geschidigtem Parenchym angetroffen. Die zu diesem Zeitpunkt ge-
héauft auftretenden tubuldren Komplexe waren der Struktur pankreatischer Azini
zwar dhnlich, jedoch durch eine deutlich verminderte Hohe des Epithels, einen grofie-
ren Lumendurchmesser und das Vorhandensein nur weniger apikaler Zymogengranu-
la charakterisiert. Diese Verdnderungen waren nach 7 Tagen noch ausgeprigter: Die
Areale nicht nekrotischen Parenchyms enthielten fast ausschliefilich tubuldre Kom-
plexe mit flachem Epithel und groflem lumindrem Durchmesser ohne verbliebene
intakte Azini. Rein phénotypisch entsprachen diese Pankreasgéngen. Sowohl bei un-
behandelten als auch bei behandelten Tieren bestand weder ein qualitativer noch ein
quantitativer Unterschied hinsichtlich der morphologischen Charakteristika und der

Dynamik der duktalen Transformation.
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3.4 Histologie und morphometrische Analyse

Abbildung 9: Erstes Auftreten tubuldrer Komplexbildung 3 Tage nach Pankreatitis-
Induktion in nicht nekrotisch verdndertem Pankreasgewebe. Die Azini sind mor-
phologisch als solche noch erkennbar, jedoch ist der Durchmesser des Lumens
deutlich erweitert. (HE, 400fache Vergriferung)

Abbildung 10: Ausgeprigte duktale Transformation ganzer Pankreaslobuli 7 Tage
nach Pankreatitis-Induktion. Die tubuldren Komplexe besitzen flaches Epithel
mit groffem luminalem Durchmesser und weisen eine gangartige Morphologie
auf. Links unten ist intaktes Pankreasparenchym zu sehen.

(HE, 200fache Vergrifierung)
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3 Ergebnisse

Der in situ Nachweis internukleosomaler DNA-Strang-Briiche mittels TUNEL-Fé&rb-
ung war in den durch Nekrose geschiddigten Parenchymarealen durchweg negativ.
Innerhalb der ersten 6 Stunden nach Pankreatitisinduktion wiesen lediglich einzel-
ne, morphologisch intakt imponierende Azinuszellen TUNEL positive Signale auf.
Zum 24-Stunden-Intervall war ein Anstieg der TUNEL positiven und somit apopto-
tischen Azinuszellen zu erkennen, der nach 3 Tagen in allen Gruppen ein Maximum
erreichte. In der mit INF-+ behandelten Gruppe lag der Apoptoseindex bei 23, somit
iitber dem der unbehandelten Gruppe. Bei den mit FK 506 therapierten Tieren lag
dieser Index bei maximal 11. Im 7-Tage-Intervall war ein deutlicher Riickgang des

Apoptoseindexes bei allen Gruppen zu sehen.

Abbildung 11: In situ Apoptosenachweis durch TUNEL-Fdrbung in nicht nekroti-
schem, duktal transformiertem Pankreasgewebe. TUNFEL-positive Signale finden
sich insbesondere innerhalb der tubuldren Komplexe.

(Himalaun, 400fache Vergrifierung)
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3.4 Histologie und morphometrische Analyse

In der Elektronenmikroskopie wurden die typischen ultrastrukturellen Charakteristi-
ka der Apoptose wie Kernschrumpfung, Chromatinkondensation, Apoptosekérper-
chen und Wirbelbildungen des rauhen endoplasmatischen Retikulums in der Friih-
phase der Pankreatitis nicht beobachtet. Entsprechend der Ergebnisse der TUNEL-
Féarbung traten klassische Azinuszellapoptosen nach 3 und 7 Tagen auf, welche mit
einer auffallenden Haufung infiltrierender Makrophagen einhergingen. Zum Ende des
Beobachtungszeitraums nach 7 Tagen waren die tubuldren Komplexe aus gangéhn-
lichen Epithelzellen mit eingebuchteten Zellkernen und nur wenigen Zellorganellen

aufgebaut.

Abbildung 12: Ultrastrukturelle Darstellung eines tubuldren Komplexes 7 Tage nach
Pankreatitis-Induktion. Innerhalb des tubuldren Komplexes zeigen sich Zellen
mit residuellen apikalen Zymogengranula.

(1900fache Vergriferung)

33



3 Ergebnisse

Abbildung 13: Elektronenmikroskopischer Nachweis einer Azinuszell-Apoptose. Links
unten findet sich ein typisch fragmentierter, apoptotischer Zellkern mit konden-
siertem Chromatin.

(3000fache Vergrifierung)
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3.5 Intrapankreatische MPO-Aktivitét

3.5 Intrapankreatische MPO-Aktivitat
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Abbildung 14: Intrapankreatische Myeloperozidaseaktivitit in Units pro Gramm
Gesamtprotein unter Angabe des Mittelwertes und des SEM.

SAP-S versus SAP-IFN-y:  p < 0,05 (7d)
SAP-S versus SAP-FK 506: p < 0,05 (8h, 3d), p<0,01 (7d)

Die Messung der Myeloperoxidaseaktivitit im Pankreasgewebe, als ein Maf fiir die
Infiltration des Gewebes durch neutrophile Granulozyten, ergab einen massiven An-
stieg der Aktivitéit in der unbehandelten Gruppe bis zu Mittelwerten von 1209 bzw.
2655 U /g Proteingehalt nach 3 bzw. 7 Tagen. Der hichste Mittelwert in der mit INF-y
behandelten Gruppe zeigte sich nach 3 Tagen mit 87 U/gProteingehalt- In der mit
FK 506 immunsupprimierten Gruppe konnte ein noch geringeres Maximum von 52
U/gProteingehalt nach 3 Tagen und ein Verlauf ohne grofle Schwankungen verfolgt
werden. Die Myeloperoxidaseaktivitit war in dieser Gruppe nach 3 Stunden, 3 Ta-
gen und 7 Tagen signifikant niedriger als bei den unbehandelten Tieren. Auch in
der INF-vy-Gruppe konnten signifikant niedrigere Werte nach 7 Tagen beobachtet

werden.
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3 Ergebnisse

3.6 Molekularbiologische Analysen

3.6.1 Intrapankreatische mRNA-Expression

Bei der semiquantitativen RT-PCR zeigte sich eine intrapankreatische IL-15 mRNA
Uberexpression wihrend des gesamten Beobachtungszeitraums in allen Versuchs-
gruppen. Nach 3 und 7 Tagen war eine deutliche Expression von TNF-a und IL-2
mRNA in der unbehandelten Gruppe zu sehen, welche in der mit IFN-y behandelten
Gruppe weniger stark ausgeprigt, aber dennoch vorhanden war. Bei den mit FK 506
behandelten Tieren wurde eine TNF-a mRNA Expression nach 3 Tagen gezeigt. 11.-2
mRNA wurde dagegen nicht exprimiert. Die Expression von (3-Actin diente als inter-
ner Standard und bewies die erfolgreiche Umschreibung von mRNA zu cRNA, sowie
die gleichméfBige Beladung der Geltaschen (equal loading). Zum Vergleich wurde der

intrapankreatische Gehalt an unverdauter RNA gesunder Kontrolltiere gezeigt.

SAP-S 453bp IL-15
465 bp TNF-«
405 bp IL-2
289 bp (-Actin

3h 6h 24h 3d 7d GK
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Abbildung 15: Intrapankreatische mRNA-Fxpression unter UV-Transillumination.
GK: Gesundes Kontrolltier

bp: Basenpaare
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3 Ergebnisse

3.6.2 Intrapankreatische Protein-Expression

Die Western Blot Analyse zeigte bei den unbehandelten Tieren eine deutliche Ex-
pression von intrapankreatischem IL-15 nach 3 und 6 Stunden. Fiir die mit IFN-~
therapierten Tiere ergab sich kein Nachweis von IL-15. In der mit FK 506 behandel-
ten Gruppe war der Gehalt an IL-13 deutlich geringer. Die TNF-a Expression war
wahrend des gesamten Beobachtungszeitraumes in der unbehandelten Gruppe am
stiarksten, besonders nach 3 und 6 Stunden, nahm im Verlauf jedoch ab. Bei den mit
IFN-~ behandelten Tieren war eine schwache Bande im 6-Stunden-Intervall zu sehen.
Die Therapie mit FK 506 zeigte eine Expression von TNF-«a nach 3 und 6 Stunden. In
allen Versuchsgruppen wurde IL-2 iiberexperimentiert und die Konzentration nahm
im Verlauf der Erkrankung zu. Auch im Pankreas gesunder Kontrolltiere wurde IL-
18 und TNF-« gezeigt. Der Gehalt an IL-2 war in diesen Tieren um ein Vielfaches
erhoht.

SAP-S 17kDa [ - p— IL-13

17,5kDa W — Cv—— s TNF-o

~EE=33
18kDa - . - IL-2

3h 6h 24h 3d 7d GK
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SAP-IFN-y 17kDa

IL-183
17,5kDa TNF-a
18kDa IL-2

3h 6h 24h 3d 7d GK

SAP-FK 506 17kDa

17,5kDa

18kDa IL-2

3h 6h 24h 3d 7d GK

Abbildung 16: Intrapankreatische Protein-Expression nach Visualisierung durch ein
Chemoluminiszenz-System.
GK: Gesundes Kontrolltier
kDa: Kilodalton
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3 Ergebnisse

3.7 Letalitat

Tabelle 3: Letalitat

SAP-S SAP-IFN-v SAP-FK 506

3h 0% 0% 0%
6 h 0% 0% 0%
24h 0% 0% 0%
3d 43,8% 21,4 % 37,5%
7d 43,8% 28,6 % 25,0%

Tabelle 3 zeigt die Letalitdt aller Versuchstiere in Prozent.
SAP-S versus SAP-IFN-vy:  p nicht signifikant
SAP-S versus SAP-FK 506: p nicht signifikant

In allen drei Versuchsgruppen starb kein Tier in den ersten 24 Stunden nach Pan-
kreatitisinduktion. In der unbehandelten Gruppe lag sowohl im 3-Tage-Intervall als
auch im 7-Tage-Intervall die Letalitit bei 43,8 %. Bei den mit IFN-+ behandelten
Tieren dagegen betrug sie nur 21,4 % nach 3 Tagen und stieg auf 28,6 % nach 7
Tagen an. In der mit FK 506 behandelten Gruppe waren im 3-Tage-Intervall 37,5 %
der Tiere verstorben, zum Ende des Beobachtungszeitraumes nach 7 Tagen betrug
die Letalitéit dieser Gruppe 25,0 %.
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4 Diskussion

4.1 Mechanismen des intrapankreatischen Zelltodes

Im Verlauf der akuten Pankreatitis werden iiberwiegend zwei Formen des Zellto-
des beobachtet: Azinus-Zelltod durch Nekrose, auch inzidenteller Zelltod genannt,
und Azinus-Zelltod durch Apoptose, sog. programmierter Zelltod [44]. Physiologi-
sche Ursachen fiir den Zelluntergang findet man wéhrend der Organogenese und im
proliferierenden Gewebe, pathologisch ist die Reaktion auf Verletzung. Der Nach-
weis internukleosomaler DNA-Strang-Briiche ist pathognomonisch fiir apoptotischen
Zelltod [18]. Morphologisch ist ein multifokaler Tod einzelner Zellen zu sehen. Die
betroffenen Zellen sind durch Zellschrumpfung, Verlust der Kernmembran, fragmen-
tiertes Kernchromatin und Apoptosekorperchen gekennzeichnet. Diese , apoptotic-
bodies* enthalten Fragmente des Kerns und der Zellorganellen. Nekrose bedeutet
ein irreversibler Schaden der Zellmembran; freie Radikale reduzieren die Fettsduren
der Membranphospholipide, es kommt zum Einstrom extrazelluldrer Fliissigkeit und
schlieBlich zum Bersten der Zelle [18].

Bei dem von uns angewandten tierexperimentellen Modell einer durch Natrium-
Taurocholat induzierten nekrotisierenden Pankreatitis mit schwerem klinischen Ver-
lauf an der Ratte war das Auftreten von Nekrosen in beiden behandelten Grup-
pen wihrend der frithen Beobachtungszeitrdume signifikant geringer als in der unbe-
handelten Gruppe. Die ersten apoptotischen Verédnderungen konnten nach 24 Stun-
den ausschlieflich in nicht durch Nekrose geschédigten Bereichen nachgewiesen wer-
den. Nach 3 Tagen war in allen Gruppen das Maximum der apoptotischen Azinus-

zellschddigung erreicht.
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4 Diskussion

Nach Ablauf einer akuten Pankreatitis mit schwerem klinischen Verlauf ist die Gewe-
bezerstorung iiberwiegend nekrotischer Natur und es werden nur wenig apoptotisch
veranderte Zellen nachgewiesen. Da nach mild verlaufender akuter Pankreatitis kaum
Nekrose, sondern zum groiten Teil Apoptose die Ursache des Zelltodes ist, geht man
bei Zelltod durch Apoptose von einer teleologisch giinstigen Antwort der Azinuszel-
le auf Verletzung aus [45]. Vergleicht man in unseren Versuchen das Ausmaf} der
Apoptose in den therapierten Tieren und die Gesamtletalitit, so ist im Ansatz zu
erkennen, dass in der mit IFN-y behandelten Gruppe, welche mehr apoptotische
Verénderungen zeigte, weniger Tiere als in der FK 506 Gruppe versterben. Diese
Unterschiede sind nicht signifikant, jedoch zeigen sie eine Tendenz, welche die These
von AM Kaiser [45] nicht unterstiitzt, da trotz erhohter Apoptoserate in der TFN-~

Gruppe kein Unterschied das Gesamtiiberleben betreffend zu sehen ist.

Man geht auch von einer Abhéingigkeit des vorherrschenden Zelltodes von der aus-
gewéhlten Tierspezies und dem verwendeten Pankreatitismodell aus [39, 45]. So
wurde vormals bereits das Auftreten von Nekrosen 15 Minuten nach Pankreati-
tisinduktion mit Natrium-Taurocholat beschrieben [1, 2] , wiahrend bei 6dematdser
Pankreatitis, durch Caerulein induziert, vereinzelte Nekrosen nach 6 Stunden be-
obachtet werden konnten [67]. Diese Erkenntnisse beziehen sich auf Tierversuche
an der Ratte. Im von uns untersuchten Modell waren nekrotische Verdnderungen
in allen Versuchsgruppen bereits nach 3 Stunden nachweisbar. Dies bedeutet, es
kommt zu einer frithen Schidigung des Pankreasgewebes bei Induktion mit Natrium-
Taurocholat. Der Verschluss des Duktus pancreaticus durch intraoperative Ligatur
fithrte beim Opposum zu iiberwiegend nekrotischem Zelluntergang, wiahrend im glei-
chen Versuch bei Ratten vermehrt Apoptose nachgewiesen wurde [39]. Der Pankreas
von Ratten nach Ethionin Gabe zeigte eine Atrophie durch Apoptose [81], wiahrend
man an Méausen bei Pankreatitis nach Cholin-Mangel-Diét mit Ethionin Substituti-
on nekrotisch verdndertes Pankreasgewebe fand [45]. Eine durch Cerulein induzierte
Pankreatitis fiihrte bei Ratten zu Zelltod durch Apoptose [36]. Anhand dieser Un-
terschiede und unserer Ergebnisse ist anzunehmen, dass ein Uberwiegen einer Form
des Zelltodes ein modellbedingtes, nicht jedoch generell auf die akute Pankreatitis

iibertraghares Phinomen ist.

Die genaue morphologische Analyse unseres Versuches ergab, dass Apoptosen bis

auf wenige Ausnahmen immer in nicht nekrotischen Arealen des Pankreas und in
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4.2 Die lokale Immunreaktion

enger Nachbarschaft zu sogenannten tubuldren Komplexen zu finden waren, welche
histologisch dem Bild einer chronischen Pankreatitis glichen [10, 44]. Der prozentua-
le Anteil duktal transformierten Pankreasgewebes zeigte hier weder in qualitativer
noch quantitativer Hinsicht Unterschiede zwischen behandelten und unbehandelten
Tieren. Die Azinuszelle des Pankreas wurde in der Vergangenheit als enddifferenzier-
te, unter keinen Umstdnden zur weiteren Differenzierung fahige Zelle beschrieben.
Der Versuch, die Vorgénge des apoptotischen Zelltodes zu verstehen, fiithrte zur Er-
kenntnis, dass es im Rahmen dieser Verédnderungen zur Bildung sog. tubuldrer Kom-
plexe durch die Azinuszellen kommt [10], welches einer Redifferenzierung entspricht.
Durch Nachweis eines spezifischen Azinuszellantigens auf tubulédren Zellen wurde
der azindre Ursprung und die Redifferenzierung bewiesen [22, 42]. Jiingeren Unter-
suchungen zufolge konnte am Caeruleinmodell gezeigt werden, dass der iiberwiegend
durch Apoptose bedingte Azinuszellverlust zur Atrophie des Organs fiihrt. Die tu-
buldre Komplexbildung war jedoch Folge einer gesteigerten Proliferation gangéihnli-
cher Zellen, die ebenfalls eine erhohte Apoptoserate aufwiesen und Ausgangspunkt
fiir die Ausdifferenzierung neuer Azini waren [62]. Demzufolge scheint das Auftreten
von Apoptosen im Pankreas eher ein Mafl der Regenerationskapazitit nach akuter
Pankreatitis zu sein, welche bei milder Pankreatitis hoch, bei schweren Verlaufen

hingegen geringer ist.

4.2 Die lokale Immunreaktion

Die in nekrotischen Arealen einsetzende, inflammatorische Abraumreaktion konnte
bei Schiadigung durch Apoptose in der Literatur nicht beweisend nachgewiesen wer-
den [18]. In unseren Versuchen kam es in allen Gruppen mit dem Auftreten von
Azinuszell-Apoptosen und dem Nachweis tubulédrer Komplexe zu einem Anstieg von
infiltrierenden Makrophagen in der Elektronenmikroskopie, was eine Aktivierung
immunologischer Mechanismen auch im Verlauf des apoptotischen Zelluntergangs
nahelegt. Apoptotischer Zelluntergang im Pankreas fiihrte bei Versuchen der For-
schungsgruppe um ML Steer zu einer milden Entziindungsreaktion mit Odem und
Einwanderung von Entziindungszellen, es handelte sich in der Mehrzahl um Ma-
krophagen [45]. Eine andere Arbeit von D Sandoval berichtet iiber die Infiltration

von neutrophilen Granulozyten und einem damit zeitlich verbundenen Ubergang von
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apoptotischem Zelluntergang in Nekrose [67]. In der gleichen Arbeitsgruppe stellte
man auch eine positive Korrelation der Infiltration von neutrophilen Granulozyten
und dem Ausmaf der nekrotischen Schiadigung fest [39]. Als unumstritten gilt, dass
im Verlauf der akuten Pankreatitis eine Infiltration des Pankreasgewebes durch ver-
schiedene Zellen des Immunsystems stattfindet [9, 10, 45, 57, 59, 63]. Aufgrund von
Unterschieden der dabei vorherrschenden Zellart und einer davon abhingigen Form
des Zelluntergangs kam man zur Annahme, dass ein Uberwiegen von Makrophagen
vermehrt zu Apoptose und eine vornehmliche Infiltration durch neutrophile Zellen
zu Nekrose fiihrt [39, 67].

Die von uns gemessene intrapankreatische Myeloperoxidaseaktivitéit als Maf fiir die
Einwanderung neutrophiler Granulozyten, welche auch als polymorphonukleare Gra-
nulozyten bezeichnet werden, zeigt eine deutliche Differenz zwischen behandelten und
unbehandelten Tieren. Maximal gesehen war die Myeloperoxidaseaktivitét in den be-
handelten Tieren geringer. Nach 3 Stunden, 3 und 7 Tagen war die Aktivitdt in der
mit FK 506 behandelten Gruppe im Vergleich zur unbehandelten Gruppe signifikant
vermindert. Dies bedeutet eine geringere Infiltration durch neutrophile Granulozy-
ten und lasst eine reduzierte lokale Entziindungsreaktion in der immunsupprimier-
ten Gruppe vermuten. Tatsédchlich war das Nekroseausmafl in dieser Gruppe nach 6
und 24 Stunden hochsignifikant vermindert. Auch die mit IFN-v therapierten Tiere
zeigten im Pankreas eine nur méflige Myeloperoxidaseaktivitdt im Vergleich zu den
unbehandelten Tieren. Betrachtet man die Ausdehnung der nekrotischen Areale, so

sind diese nach 6 und 24 Stunden signifikant vermindert.

Aktivierte neutrophile Granulozyten setzen gewebetoxische Stoffe frei, wie z.B. Was-
serstoffperoxid, Stickstoffmonoxid, freie Radikale und andere [67, 35]. Von der Ar-
beitsgruppe um Diana Sandoval wurde gezeigt, dass neutrophile Granulozyten an be-
reits in Apoptose-Vorgéangen befindlichen Zellen Nekrose induzieren [67]. Unter den
Bedingungen dieser Studie bestand ein Zusammenhang zwischen den beiden Formen
des Zelltods, welcher bei uns nicht gesehen werden konnte. Das spéte Auftreten von
Apoptose bei uns, ausschliellich in nicht bereits durch Nekrose geschiadigten Area-
len, weist auf eine voneinander unabhéngige Entwicklung dieser beiden Formen des
Zelltodes hin. In einer anderen Studie konnte nach Reduzierung der neutrophilen
Granulozyten durch das Immunsuppressivum Methotrexat die Schwere der Erkran-

kung gesenkt und die lokale Schédigung durch Apoptose erhoht werden [36]. Dies
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trifft fiir eine Immunsuppression durch Tacrolimus nur insoweit zu, als die Letalitét
gesenkt werden konnte, nicht jedoch eine Erhéhung der apoptotischen Schadigung

nachweisbar war.

Schon in den spéten 70er Jahren setzte eine russische Forschungsgruppe das Immun-
suppressivum Cyclophosphamid zur Therapie einer schweren akuten Pankreatitis
mit dem Ziel ein, durch Reduzierung der Entziindungsantwort Komplikationen zu
verhindern [72]. Deutlich spéter stellte sich die bedeutende Rolle des T-Zell-Systems
im Pathomechanismus der akuten Pankreatitis mit klinisch schwerem Verlauf heraus
[23, 51, 53|. Klinisch orientierte Studien zeigten, dass eine Reduzierung der T-Zell-
Aktivierung durch Immunsuppression iiberwiegend den systematischen Schweregrad
und das Versagen anderer Organe und nicht in erster Linie die lokale Schadigung
beeinflusst [52].

Unter Verwendung des Immunsuppressivums Tacrolimus und der damit einherge-
henden Unterdriickung der T-Zell-Aktivierung bestétigten sich bei uns die Beobach-
tungen von Anne Demols [23]: Es konnte eine signifikante Verminderung des lokalen
Schadens durch Nekrose in den ersten 24 Stunden nach Induktion der Pankreatitis
mit retrograder Taurocholatinjektion nachgewiesen werden. In der postakuten Pha-
se war der Zelluntergang durch Apoptose in Bereichen mit duktaler Transformation
zu tubuldren Komplexen signifikant geringer. Weder Zelltod durch Nekrose noch
durch Apoptose konnte jedoch génzlich verhindert werden. Parallel zur postakuten
Reduzierung des Azinuszellschadens durch Apoptose kam es zur deutlich schwéche-
ren intrapankreatischen Expression der anfénglich besonders in der unbehandelten
Gruppe iiberexprimierten Zytokine IL-13 und TNF-a. Diese beiden proinflammato-
rischen Zytokine gelten derzeit als die potentesten Mediatoren im Pathomechanismus
der schweren akuten Pankreatitis [9, 49, 57]. Die frithe intrapankreatische Expression
von IL-13 und TNF-«a war in der mit Tacrolimus behandelten Gruppe im Vergleich
zur unbehandelten sichtbar vermindert. Dies ist vermutlich auf die Hemmung der
IL-2 vermittelten Ty 1-Immunantwort durch Tacrolimus zuriickzufiithren [78]. Die Ex-
pression von aktivem IL-15 und TNF-a Protein im Pankreas gesunder Kontrolltiere
ohne einen Hinweis auf Leukozyten-Infiltration und in Abwesenheit von nachweisba-
rer mRNA legt nahe, dass beide Zytokine in der Azinuszelle sowohl synthetisiert als
auch gespeichert werden und so im physiologischem Prozess der Gewebshomdostase

eine Rolle spielen. Dies konnte bislang nur fiir TNF-« gezeigt werden [40]. In physio-
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logischer Dosis ausgeschiittet ist die Limitierung des lokalen Schadens die Aufgabe
der Zytokine, bei langer bzw. iiberméflig erhohter Produktion bedingen sie jedoch
die inadequate Aktivierung des Immunsystems mit der Folge einer Verschlimmerung
des systemischen Schweregrades [49]. Da die Ergebnisse der im Western-Blot gefun-
denen Proteinexpression Zusammenhénge mit dem Nekroseausmafl der verschiede-
nen Versuchsgruppen zeigen, konnte ein Teil der beobachteten intrapankreatischen

Zytokin-Freisetzung somit durch nekrotische Azinuszellen selbst verursacht sein.

Im Gegensatz zum friithen Nachweis von Protein der Zytokine zeigte sich eine er-
hohte TNF-a und IL-2 mRNA Expression parallel zur Bildung tubulidrer Komplexe
und zum apoptotischen Azinuszelltod, welche in den therapierten Gruppen quanti-
tativ geringer war. In allen Gruppen war semiquantitativ eine Uberexpression von
intrapankreatischer IL-15 mRNA wahrend des gesamten Beobachtungszeitraumes im
Vergleich zur Expression von TNF-a vorhanden. Daraus lésst sich eine tragendere
Rolle fiir IL-15 auf lokaler Ebene ableiten. Dies wird weiter durch Ergebnisse unserer
Arbeitsgruppe unterstrichen, welche zeigen, dass durch eine Reduzierung der IL-1(3
Produktion durch den prophylaktischen und therapeutischen Einsatz eines selektiven
Caspase-1-Hemmers (ICE) systemisch das Uberleben signifikant verbessert werden
kann [58, 61]. Die vorhandenen Differenzen der Expression von IL-15 auf mRNA
und Protein Ebene erkldaren sich héchstwahrscheinlich mit einer ausgepréigten post-

transkriptionellen Prozessierung, welcher das Zytokin IL-15 verstérkt unterliegt [68].

4.3 Die systemische Immunreaktion

Die Anzahl intrapankreatischer T-Lymphozyten steigt bei akuter Pankreatitis steil
an. Besonders wichtig sind hier die CD4*-Ty-Zellen, da sie mafigeblich zur Aus-
weitung der intrapankreatischen Schidigung beitragen [23]. Sie setzen proinflam-
matorische Zytokine frei, fordern die Makrophagen-Aktivierung und haben vielleicht
auch direkt zytotoxisches Potential [23]. Neben ihrer lokalen intrapankreatischen Rol-
le wird den Tj-Lymphozyten einhellig eine wichtige, wenn nicht sogar urséchliche
Rolle im Verlauf der akuten Pankreatitis und im besonderen die systemische Kom-
plikationen betreffend zugeschrieben [9, 23, 32, 38, 43, 52, 51, 55, 57]. Von grofiem
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4.3 Die systemische Immunreaktion

Interesse ist, wie aus dem lokalen Entziindungsprozess im Pankreas eine fulminan-
te generalisierte Erkrankung mit Sepsis und Multiorganversagen entsteht. Ein Teil
der intrapankreatisch ausgeschiitteten proinflammatorischen Zytokine gelangen iiber
das Interstitium in die GeféBe [31]. Hierfiir wird eine erhohte Permeabilitiat der Zell-
membran bei akuter Pankreatitis verantwortlich gemacht [31]. Auf diesem Weg wird
die Aktivierung systemischer Immunzellen in grofier Zahl ermoglicht [8, 35, 55]. Der
Anstieg der Monozyten-Fraktion im peripheren Blutbild nach 3 Tagen auf mehr als
das Doppelte in allen unseren Versuchsgruppen ist ein deutliches Zeichen fiir eine
manifeste systemische Reaktion. Beim Vergleich des peripheren Blutbildes allgemein
und der neutrophilen Granulozyten bzw.der Lymphozyten im Besonderen konnten
jedoch keine Verdnderungen beziiglich der unterschiedlichen Behandlung festgestellt

werden.

Uber die Rolle von Zytokinen bei der T-Zell-Differenzierung im Rahmen einer Infek-
tion wurde einleitend bereits ausfiihrlich gesprochen. Unter den Bedingungen einer
primér sterilen akuten Pankreatitis kommt es iiberraschenderweise zur Auslésung ei-
ner systemischen Immunantwort génzlich ohne Antigenkontakt [57]. Nicht-infektiose
Ursachen fiir dieses sogenannte ,, systemic inflammatory response syndrome® (SIRS)
sind neben der akuten Pankreatitis auch ein schweres Trauma oder hochgradige Ver-
brennungen [9, 15, 75]. Folge einer Immunantwort im Sinne eines SIRS, bei akuter
Pankreatitis als Grunderkrankung, ist die Aktivierung systemischer Leukozyten und
ihre Migration nicht nur ins lokale Pankreasgewebe, sondern auch ins pulmonale

Interstitium [9, 75], ins Nierenparenchym bzw. ins Lebergewebe [9].

Betrachtet man bei Erkrankungen mit letalem Ausgang den zeitlichen Verlauf, so
versterben ca. 50 % der Patienten in der ersten Woche. Haben Patienten mit schwe-
rem klinischen Verlauf diese Phase iiberstanden, kommt es zunéchst zu einem Riick-
gang der Letalitéit, welche 2 — 4 Wochen nach Erkrankungsbeginn wieder deutlich
ansteigt [9]. Man spricht von frithem bzw. spiatem Tod. Ein ausgepriagtes SIRS mit
der Entwicklung eines ,,multiple organ dysfunction syndrome“ (MODS) wird fiir die
Sterblichkeit in der 1. Woche verantwortlich gemacht. Wurde diese erste Attacke
tiberstanden, fiihrt eine Infektion des nekrotischen Gewebes [5] oder eine andere,
an sich nicht lebensbedrohende Infektion (z.B. pulmonal), zur Sepsis, dem Fortbe-
stand des SIRS und des MODS und bedingt das sogenannte spéte Versterben der

Patienten [15]. Man vermutet, dass durch ein initial stark ausgeprédgtes SIRS bei
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4 Diskussion

erneuter Infektion die immunologische Antwort bereits gebahnt wurde und es so zu
einer iiberschieSenden 2. Immunreaktion kommt. Diese Annahmen werden als ,,two
hit hypothesis“ bezeichnet [54].

Der Krankheitsverlauf im von uns verwandten Tierversuchsmodell ist dem bei schwer
verlaufender humaner Pankreatitis vergleichbar. In den betrachteten 7 Tagen starb
keines der Tiere innerhalb der ersten 24 Stunden. Nach 3 bzw. 7 Tagen verstarben in
der unbehandelten Gruppe mehr Tiere als in den beiden therapierten Versuchsgrup-
pen. Interessant ist die Tatsache, dass immunstimulierte Tiere iiberwiegend spiit,
d.h. nach 7 Tagen verstarben, wihrend das Letalitdtsmaximum in der immunsup-
primierten Gruppe bereits nach 3 Tagen erreicht wird. Ein Grund hierfiir konnte
sein, dass durch ein bereits vorab stimuliertes Immunsystem ein Uberschiefen der
Immunreaktion in der Frithphase einer akuten Pankreatitis verhindert werden kann.
Ebenso kann ein immunsupprimierter Organismus nicht addquat gegen eine Infektion

agieren, da die nétigen immunologischen Mechanismen nicht zur Verfiigung stehen.
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5 Zusammenfassung

Das Krankheitsbild der akuten Pankreatitis mit seiner meist unkompliziert verlau-
fenden interstitiell-6dematosen Form und der haufig letal endenden hamorrhagisch-
nekrotischen Verlaufsform stellt bis heute, besonders im letztgenannten Fall, eine
grofle Herausforderung an die klinische Medizin dar. Ein Grund hierfiir sind die nur
unzureichend geklédrten pathogenetischen Vorgénge der initialen Phase und der ver-
mutlich direkt davon abhéngende, bisher nicht zuverléssig prognostizierbare weitere

Verlauf der Erkrankung.

In vorausgegangenen Studien ergab sich der Hinweis, dass Zytokin-vermittelte lokale
immunologische Vorgénge auf Zellebene durch Beeinflussung der Azinuszellschidi-
gung fiir den Schweregrad verantwortlich sein konnten. Daher galt unser Interes-
se Faktoren, welche den Azinuszelltod durch Nekrose bzw. Apoptose moglicherwei-
se beeinflussen. Wir untersuchten im tierexperimentellen Modell den Einfluss einer
prophylaktischen Immunstimulation durch Interferon-y und einer Immunsuppressi-
on durch Tacrolimus auf das Ausmaf} der intrapankreatischen Verénderungen . Um
eine klinisch schwere Verlaufsform in vivo betrachten zu konnen, setzten wir das
Modell einer mittels retrograder Natrium-Taurocholat Injektion induzierter akuter

Pankreatitis bei der Ratte ein.

Sowohl durch eine Therapie mit Interferon-y als auch mit Tacrolimus konnte die
lokale Azinus-Zellschédigung durch Nekrose innerhalb der ersten 24 Stunden signifi-
kant gesenkt werden. Zelltod durch Apoptose konnte ausschliefllich in nicht bereits
nekrotisch verdnderten Bereichen nachgewiesen werden und die Elektronenmikrosko-
pie zeigte damit einhergehend eine Haufung infiltrierender Makrophagen.

Die Therapie mit Tacrolimus fiihrte zu einer signifikanten Reduzierung der Myelo-

peroxidaseaktivitiat im pankreatischen Gewebe nach 3 Stunden bzw. 3 und 7 Tagen.
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5 Zusammenfassung

Auf molekularer Ebene zeigte sich eine wichtige Rolle der betrachteten Zytokine
Interleukin-13, Interleukin-2 und Tumornekrosefaktor-a sowohl bei physiologischen
Vorgéingen als auch wiahrend der lokalen Entziindung im Rahmen einer akuten Pan-
kreatitis. Trotz positiver Auswirkung lokal lief§ sich die Letalitéit durch eine prophy-

laktische Immunmodulation nicht signifikant verringern.

Der Anhalt fiir einen therapeutischen Einsatz von Immunmodulation in neuen Be-
handlungsstrategien konnte durch unsere Versuche bestétigt werden. Besonders wich-
tig scheint in diesem Zusammenhang der genaue Zeitpunkt fiir die jeweilige Applika-
tion. So kénnte eine Immunsuppression zu Beginn der Erkrankung mit im weiteren
Verlauf erfolgender Immunstimulation den gewiinschten Erfolg bringen. Dies wiirde
eine gezielte Abmilderung der iiberschiefenden Immunreaktion entsprechend des bis-
her bekannten pathophysiologischen Verlaufs der Erkrankung bedeuten. Um unsere
Ergebnisse klinisch einsetzen zu konnen, miissen in weiteren Versuchen die genaue
Dosierung und der exakte Zeitpunkt einer therapeutischen Immunmodulation geklért

werden.
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