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Zusammenfassung
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ZUSAMMENFASSUNG
Effekte der thorakalen Epiduralanasthesie
auf die pankreatische, hepatische und intestinale Schadigung
bei experimenteller nekrotisierender Pankreatitis
Eine Studie am Tiermodell
Ditges, Sarah

Einleitung: Ein wichtiger Faktor fir Morbiditdt und Mortalitdt bei nekrotisierender Pankreatitis ist die
Beteiligung umliegender Organe. Wir untersuchten die histologischen Auswirkungen einer thorakalen
Epiduralanésthesie auf diesen Prozess. Als Indikator fir eine Mitreaktion der peripankreatischen Organe
diente der vermehrte Nachweis von entziindlichen Verédnderungen sowie Apoptose und oxidativem Stress.

Methodik: 24 Ratten wurden unter Inhalationsanasthesie mit Isofluran mit einem thorakalen Epiduralkatheter
instrumentiert. In der gleichen Sitzung wurde zur kontinuierlichen intravendsen Flissigkeitszufuhr ein Katheter
in der Vena jugularis platziert. Nach Erdffnung des Abdomens erfolgte zur Erzeugung einer Pankreatitis die
Injektion von Taurocholat in die Bauchspeicheldriise. Postoperativ erhielten die Versuchstiere kontinuierlich
eine Epiduralanasthesie mit Bupivacain 0,5% und eine vendse Kochsalzinfusion 0,9%. Die Tiere der
Kontrollgruppen erhielten eine Schein-Operation oder eine unbehandelte Pankreatitis. 15 Stunden nach der
Pankreatitis-Induktion wurden in einem zweiten Operationsschritt Proben von Pankreas, Leber und Darm
entnommen. Die Gewebeproben wurden auf allgemeine zellulare Verdnderungen im HE-gefarbten Praparat
sowie auf Apoptose und oxidativen Stress hin in Spezialfarbungen histologisch untersucht.

Genehmigung: Alle Versuche wurden nach Genehmigung des Versuchsvorhabens durch die o6rtliche
Behérde (AZ 50.0835.1.0; G 51/03; 09.10.2003) durchgefihrt.

Statistik: Sigmastat 3.1. (Systat Software GmbH, Erkrath, Deutschland); Rank-Sum-Test; t-Test; Daten
als Mittelwert + SEM oder Median + Quartil.

Ergebnisse: Histologisch konnte besonders in der Leber eine Pankreatitis-assoziierte Zunahme von
Apoptose durch den Nachweis vermehrter Einzelstrang-DNS gesichert festgestellt werden. In den gleichen
Proben zeigte eine Farbung mit Nitrotyrosin die Zunahme von oxidativem Stress. Unter Epiduralanasthesie
war die Pankreatitis-induzierte Apoptose weniger stark ausgepragt. Ein hemmender Effekt der
Epiduralanasthesie auf den oxidativen Stress lie3 sich nicht nachweisen.

Schlussfolgerung: Die thorakale Epiduralandsthesie hatte in der vorliegenden Studie einen modulierenden

Einfluss auf die Entziindungsausbreitung bei nekrotisierender Pankreatits.

Tag der mindlichen Prifung: 02.03.2009
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1 Einleitung

Das Leitsymptom der akuten Pankreatitis ist ein plétzlich einsetzender
Oberbauchschmerz, der innerhalb kurzer Zeit eine dramatische Intensitat
entwickelt. Dabei hangt die sehr variable Prognose der Multisystemerkrankung
,=akute Pankreatitis® nicht nur von den lokalen Bedingungen am Ort der
Schmerzentstehung, also in der Pankreasregion, ab, sondern hauptsachlich
von der Verlaufsform und den systemischen Manifestationen. So sind friihe
Todesfalle durch eine systemische Entziindungsreaktion und
Multiorganversagen bedingt [140, 163], spatere Todesfélle treten als Folge
einer Infizierung von Nekrosen des Pankreasgewebes auf [144, 159].
Peripankreatische  Organe mit  existenzieller Bedeutung flr den
Gesamtorganismus werden im Rahmen der schweren Pankreatitis sowohl
durch lokale, vom Pankreas ausgehende inflammatorische Prozesse
(pankreatische  und  peripankreatische = Nekrosen, Abszesse  oder
Pseudozysten), als auch durch die Freisetzung und systemische Zirkulation von
Entzindungsmediatoren  geschadigt. = Zwischen  den  verschiedenen
Mechanismen der Entzlndungsausbreitung - lokal und systemisch,
pankreatisch und extrapankreatisch - bestehen enge Wechselwirkungen, so
dass sie sich gegenseitig beeinflussen und dadurch den Entziindungsprozess

aufrecht erhalten und verstarken.

Die Tatsache, dass das klinische Bild der schweren akuten Pankreatitis durch
das Multiorganversagen bestimmt wird, macht deutlich, wie wichtig die
Beteiligung extrapankreatischer Organe fiir den Verlauf und das Ergebnis der
Erkrankung ist. Zwar werden im Rahmen des ,systemic inflammatory response
syndrome® (SIRS) alle Organe des Organismus in Mitleidenschaft gezogen,
einige sind hierfir jedoch von besonderer Bedeutung. Schon allein die
anatomischen Gegebenheiten sorgen dafir, dass besonders Leber und Darm
als direkte Nachbarorgane des Pankreas frihzeitig von einer sich
ausbreitenden Pankreatitis mit betroffen werden. Die entziindliche Schadigung



dieser Organe auf zellularer Ebene geht mit Funktionseinschrankungen einher,
die ihrerseits den Krankheitsverlauf wesentlich beeinflussen und die

systemischen Komplikationen verstarken.

Das vendse Blut des Pankreas wird von der Vena portae hepatis aufgenommen
und gelangt Uber den Pfortaderkreislauf direkt in die Leber. Dadurch steht die
Leber an vorderster Stelle der hamatogenen Ausbreitung einer akuten
Pankreatitis und dient gleichzeitig als ,Filterorgan® auf dem Weg der
systemischen Entziindungsausbreitung. Da die Leber das gréBte
Stoffwechselorgan des Korpers ist, fihrt eine entzindlich bedingte
Funktionseinschrankung Uber eine erhebliche Stérung des metabolischen
Gleichgewichts zu einer zusatzlichen Belastung des Gesamtorganismus. Des
Weiteren fihrt die inflammatorisch bedingte vermehrte Freisetzung von
Entziindungsmediatoren aus der Leber zu einer deutlichen Beeintrachtigung
extrapankreatischer Organe, beispielsweise der Lunge [30]. Die
Lungenaffektion zahlt zu den kritischsten extrapankreatischen Komplikationen
der schweren akuten Pankreatitis [67].

Der Dinndarm hat embryologisch einen gemeinsamen Ursprung mit dem
Pankreas, da sich beide Organe aus dem Entoderm entwickeln. Der zusammen
mit dem Ductus choledochus auf der Papilla duodeni major in die Pars
descendens des Duodenums mindende Ductus pancreaticus stellt die direkte
funktionelle Verbindung zwischen beiden Organen her. Klinisch bedeutsam sind
weiterhin Verbindungen zwischen den LymphgefaBen von Pankreas und
Duodenum. Im Darm kommt es sowohl bei der leichten als auch bei der
schweren  Form  der akuten  Pankreatits -  vermittelt  durch
Entziindungsmediatoren wie den Platichen-aktivierenden Faktor (PAF) und
Endothelin - zu einer Hypoperfusion der intestinalen Mukosa [69], welche fir die
Entwicklung eines Multiorganversagens von entscheidender Bedeutung ist
[136, 143]. Mikrozirkulationsstérungen flhren zu einer Abnahme der
Darmmotilitdt bis hin zum paralytischen lleus und tragen wesentlich zur

Mortalitat der schwer kranken Patienten bei [135]. Zudem wurde sowohl in



Tierversuchen als auch bei Menschen mit schwerer akuter Pankreatitis eine
minderperfusionsbedingte intestinale Permeabilitatserhéhung festgestellt [3,
143], in deren Folge es zum Auftreten von Endotoxamie und bakterieller
Translokation und schlieBlich zur Infizierung der Pankreasnekrosen kommt [3,
140].

Die initiale Therapie der akuten Pankreatitis ist vor allem der nach wie vor nicht
komplett  erforschten Pathophysiologie =~ wegen vorwiegend eine
symptomatische. Hier steht an erster Stelle die Schmerztherapie. Die thorakale
Epiduralanasthesie (TEA) als Alternative zum Einsatz von Opiaten bietet eine

effektive Mdglichkeit der Analgesie bei Patienten mit akuter Pankreatitis [121].

Allgemein wird die TEA zur Optimierung der operativen Andsthesie (in
Kombination mit der Allgemeinanasthesie) und in der Schmerztherapie
eingesetzt. Daneben erlaubt die Epiduralandsthesie eine perioperative
Stressreduktion [21, 77, 78] und ist somit ein geeignetes Verfahren zur
Vermeidung kardiopulmonaler, gastrointestinaler, renaler, hepatischer und
infektiologischer Komplikationen [92, 122]. Postoperatives
Schmerzmanagement mittels TEA fihrt im Vergleich zur alleinigen
Allgemeinanasthesie zu einer Verringerung der postoperativen Morbiditat und
Mortalitat [59, 122], zu einem verbesserten Patientenkomfort [21] und zu einer
Verkirzung der Aufenthaltsdauer auf der Intensivstation beziehungsweise im
Krankenhaus [65].

Vermutlich vermittelt der segmentale sympathische Block durch die
Umverteilung des Blutflusses in Richtung des vom Nervus splanchnicus
versorgten GefaBbettes diese protektiven Effekte der TEA [137]. Die
experimentelle TEA stabilisiert nachweislich die kapillare Perfusion der
viszeralen Mukosa selbst bei systemischer Hypotension und vermindert den
hypoxischen Schaden im Intestinum [2, 135]. Klinisch lassen sich diese Effekte
anhand eines reduzierten Abfalls des pH-Wertes der Magenschleimhaut bei

groBen abdominalchirurgischen Eingriffen messen [77]. Auf diese Weise



vermag die postoperative epidurale Applikation von Bupivacain laut Ahn et al.
die intestinale Paralyse zu verklrzen (ref. in: [135]). Eine Studie Uber die
Auswirkungen von epiduralem Bupivacain bei gesunden Probanden [153]
zeigte eine generelle Steigerung der gastrointestinalen Motilitdt durch die
lokalanasthetisch induzierte Blockade sympathischer Efferenzen.

Die perfusionsbedingt verbesserte intestinale Funktion, die Mdglichkeit der
Pravention und Therapie von Myokardischamie und respiratorischer
Dysfunktion bei Patienten der Intensivmedizin hat in den letzten Jahren zu einer
Zunahme der Bedeutung der TEA fir Klinik und Forschung gefiihrt. Dank ihrer
allgemeinen positiven Effekte stellt die TEA moglicherweise zusatzlich eine
Methode zur Vermeidung systemischer inflammatorischer Prozesse dar, die
ihren Ursprung in der Splanchnikusregion haben [137, 139].

Unsere Hypothese war, dass der Effekt der kontinuierlichen TEA auf die
viszerale Perfusion bei Pankreatitis auch die die funktionellen Schéden
begleitenden histologischen Organschaden an Pankreas, Leber und Darm bei
nekrotisierender Pankreatitis verringern wirde. Wir nahmen an, dass dies
wiederum die systemische Entziindungsantwort beeinflussen und letztendlich

die Uberlebensrate steigern kdnnte.

In der vorliegenden experimentellen Studie wurde die kontinuierliche TEA als
therapeutische Methode in einem Modell der schweren akuten Pankreatitis bei

Ratten angewandt.



2 Allgemeiner Teil

2.1 Akute Pankreatitis

2.1.1 Allgemeines

Die Diagnose ,akute Pankreatitis® ist im klinischen Alltag nichts
Ungewdhnliches und wird in den letzten Jahren immer haufiger gestellt [54, 82,
166]. Eine Ubersichtsarbeit von 2003 berichtet von einer Inzidenz der akuten
Pankreatitis in Deutschland, die in Abhangigkeit von den Diagnosekriterien, den
geographischen Faktoren und dem Zeitpunkt der Erhebung zwischen 10 und 46
Fallen je 100 000 Einwohner variiert [97].

Die beiden haufigsten Ursachen flir die akute Pankreatitis sind der chronische
schwere Alkoholabusus und biliare Erkrankungen als Folge hyperkalorischer
Erndhrung, haufig assoziiert mit Gallensteinleiden [8, 123]. Etwa 75-90% aller
akuten Pankreatitisfalle werden durch diese Faktoren ausgelést [57, 159]. Die
vorherrschende Atiologie der akuten Pankreatitis variiert dabei regional
(geographisch) und auch in Abhangigkeit von Geschlecht und Alter, je nach
Pravalenz der jeweiligen Risikofaktoren [57, 166]. Weniger haufige Ursachen,
die der akuten Pankreatitis besonders bei intensivmedizinisch betreuten
Patienten zugrunde liegen kénnen, sind mechanischer, vaskularer oder toxisch-
metabolischer Natur. So kann beispielsweise ein Trauma, eine endoskopische
retrograde Cholangiographie (ERCP) oder ein operativer Eingriff, die Einnahme
bestimmter Medikamente, eine Hypertriglyzerid- oder Hyperkalzamie der akuten
Pankreatitis zugrunde liegen [82]. In bis zu 20% der Falle bleibt die Ursache
unklar [144]. Letztendlich hat die Atiologie keinen signifikanten Einfluss auf den

Verlauf und das Uberleben bei akuter Pankreatitis [90].



Der typische Pankreatitisschmerz erstreckt sich gurtelférmig Uber den Ober-
und Mittelbauch und strahlt in den Ricken aus. Die den Schmerz am haufigsten
begleitenden Symptome sind Erbrechen, paralytischer (Sub-)lleus, Fieber und
der so genannte ,Gummibauch” [8, 123]. In der Regel sind es die Symptome,
die zusammen mit einem Anstieg der Werte fir Serumlipase und/oder

-amylase um mehr als das Dreifache des Normwertes zur Diagnosestellung
fuhren [82, 144]. Asymptomatische und verschleierte Formen der akuten
Pankreatitis kommen ebenfalls vor. Eine schmerzlos verlaufende Pankreatitis
wurde im Rahmen eines Schockgeschehens, wahrend der postoperativen
Periode, bei Patienten mit Nierentransplantat oder Peritonealdialyse und bei der
diabetischen Ketoazidose beobachtet (ref. in: [82]). In der Intensivmedizin kann
bei beatmeten Patienten gelegentlich eine vbllig maskierte Pankreatitis
auftreten, die allenfalls durch eine Verschlechterung der Kreislaufparameter
oder durch eine Sepsis auffallt. Die subjektiven Beschwerden erlauben also

keinen Rickschluss auf den Schweregrad der Erkrankung.

Der variable Schweregrad des Krankheitsverlaufes aber ist das entscheidende
Kriterium zur Beurteilung und Therapie der akuten Pankreatitis. Grundsatzlich
wird zwischen der milden Form mit &édematésem beziehungsweise
interstitiellem Erscheinungsbild und der schweren nekrotisierenden Form
unterschieden. Einheitlich akzeptierte Definitionen flr diese Unterteilung der
akuten Pankreatitis wurden bei dem Atlanta Symposium 1992 [19] festgelegt.
Eine schwere akute Pankreatitis liegt demnach vor, wenn neben den klinischen
Charakteristika (abdominelle Befunde wie Druckschmerz, Abwehrspannung,
Auftreibung, verminderte oder fehlende Darmgerausche) mindestens eines der
folgenden 4 Kriterien zutrifft: (1) Organversagen im Zusammenhang mit einem
oder mehreren der folgenden Charakteristika: Schock (systolischer Blutdruck <
90 mmHg), Ateminsuffizienz (PaO; < 60 mmHg), Nierenversagen
(Serumkreatininspiegel > 2 mg/dL nach Rehydrierung) und gastrointestinale
Blutung (> 500 ml in 24 h); (2) lokale Komplikationen wie Nekrose,
Hamorrhagie, Pseudozyste oder Abszess; (3) mindestens drei der Ranson

Kriterien [117]; oder (4) mindestens acht der ,Acute Physiology and Chronic



Health Evalutation I (APACHE II)-Kriterien [84]. Die milde Verlaufsform der
Pankreatitis macht mit etwa 80% die Mehrzahl der Falle aus [163]. Mit einer
Mortalitatsrate von weniger als 1% ist ihre Behandlung in der Regel eine gut zu
bewaltigende Aufgabe im klinischen Alltag [89]. 20% aller Patienten mit akuter
Pankreatitis entwickelt jedoch eine schwere nekrotisierende, mit hoher
Morbiditdt und Mortalitat (5-15% bei steriler und 20-30% bei infizierter
Pankreasnekrose) verbundene Form der Erkrankung (ref. in: [98, 144]). Die
Halfte der Todesfélle bei Patienten mit schwerer akuter Pankreatitis tritt
innerhalb von zwei Wochen nach Beginn der Erkrankung auf [159]. In 40-70%
der Falle kommt es bei einer initial sterilen Nekrose zu einer Infektion mit
Bakterien gastrointestinaler Herkunft (ref in : [98, 144, 163]), was die Ursache
fur die spateren Todesfalle [120, 159] darstellt und mit ursachlich fir die hohe

Gesamtmortalitat ist.

Insgesamt ist die akute nekrotisierende Pankreatitis eine multifaktorielle,
haufige und mit einer hohen Mortalitat behaftete Erkrankung. Die meist nétige
intensivmedizinische Betreuung und der mehrwéchige Krankenhausaufenthalt
[144, 152] bedeuten auBerdem eine groBe o©konomische Belastung des
Gesundheitssystems [126]. Dem pathophysiologischen Verstandnis, der
Pravention und der therapeutischen Kontrolle der schweren akuten Pankreatitis

kommt also eine groBe klinische Tragweite zu.

2.1.2 Verlauf und Pathophysiologie

Der Verlauf der schweren akuten Pankreatitis kann in drei Phasen unterteilt
werden: (1) lokale Entzindung des Pankreas mit regionaler
Gewebeschéadigung; (2) SIRS; (3) Schadigung entfernter Organe bis hin zum
Multiorganversagen [12, 95]. Funktionell ist diese Phaseneinteilung aufgrund
des Ineinandergreifens der lokalen und systemischen immunologischen
Reaktionen nicht sinnvoll. Sie erfolgt lediglich unter Gesichtspunkten der

systematischen  Darstellung. Die  Wechselwirkungen  zwischen den



unterschiedlichen Entzindungsmechanismen sind bis hin zur molekularen

Ebene nachvollziehbar.

Bei der akuten Pankreatitis wird die Bauchspeicheldriise durch einen
autodigestiven Prozess geschadigt [110]. Aufgrund bislang nicht komplett
erforschter pathophysiologischer Prozesse kommt es zu Beginn der Erkrankung
zu einer inadaquaten intrazellularen proteolytischen Aktivierung von
Verdauungsenzymen (Zymogenen). Die Konversion des pankreatischen Pro-
Enzyms Trypsinogen zu aktivem Trypsin scheint hier von herausragender
Bedeutung zu sein. In der Folge kommt es zu einer frihen mikrozirkulatorischen
Beeintrachtigung mit nachfolgender Ischamie/Reperfusion [90]. An der
Modifikation der pankreatischen Mikrozirkulation hat die lokale Ischamie und
Reperfusion einen wesentlichen Anteil, indem sie verschiedene Proteasen und
freie Sauerstoffradikale aktiviert, die Endothel und Parenchym schadigen und
die Fahigkeit von Plasmaproteaseinhibitoren vermindern, im Gewebe zu

zirkulieren [33].

Von besonderer Bedeutung flr den Krankheitsverlauf sind die Leukozyten.
Infolge einer initialen Schadigung pankreatischer Azinuszellen kommt es zu
einem Einstrom von Leukozyten aus der Zirkulation in die Azinuszellen. Flr
diese Einwanderung ist eine Kommunikation zwischen den zirkulierenden
Leukozyten und der vaskularen endothelialen Zellbarriere nétig [11, 95]. Als Tell
des Migrationsprozesses muss es zunachst zu einer Adhasion der Leukozyten
und weiterer Entziindungszellen an das Endothel kommen. Die Adhé&sion fahrt
zu einer Diapedese in Richtung der geschadigten pankreatischen Azinuszellen.
Diese Migration von Leukozyten ist abhangig von verschiedenen
Adhasionsinteraktionen  und  Leukozyten-spezifischen  chemotaktischen
Molekilen, zusammenfassend als ,Chemotaxis” bezeichnet [11, 15]. Die
neutrophile Chemotaxis im Pankreas spielt eine zentrale Rolle bei der lokalen
Gewebeschadigung mit Entwicklung der pankreatischen Apoptose und Nekrose
[127].
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Abbildung 1: Akute Pankreatitis
Aktivierung von Verdauungsenzymen innerhalb der Azinus-Zelle fihrt zu pathologischen
Veranderungen (nach [15])

Sobald die Leukozyten aus dem Pankreas Zugang zur systemischen Zirkulation
bekommen, sind sie mitverantwortlich flr das Auftreten des frihen SIRS und
Multiorganversagens. Die systemischen Auswirkungen der Uberstimulation von
Immuneffektorzellen bei schwerer akuter Pankreatitis wurden in zahlreichen
experimentellen und klinischen Studien untersucht. Demzufolge setzen
Neutrophile und Monozyten/Makrophagen verschiedene pro-inflammatorische
Mediatoren frei, darunter Zytokine, Arachidonsaurederivate, aktivierte
Sauerstoffspezies und Proteasen [27, 95, 112]. Die systemische Antwort wird
auBerdem durch PAF und Xanthinoxidase (XO)/freie Sauerstoffradikale sowie
durch Phospholipase A2 aus dem Pankreas und schlieBlich auch durch das
Komplementsystem getriggert [45, 55, 95]. Die systemische inflammatorische
Antwort erfolgt dabei haufig als ,,Zytokin-Sturm* [95]. Hierbei handelt es sich um
eine dysregulierte pro-inflammatorische Immunreaktion, bei der sich Zytokine

und Abwehrzellen wechselseitig im Sinne eines Circulus vitiosus aktivieren. Auf



diese Weise kann ein solcher ,Zytokin-Sturm“ groBen Schaden in
extrapankreatischen Organen und Geweben anrichten. Neben
Organdysfunktionen wie dem akuten Lungen-, Nieren- und Leberversagen
gehdéren hierzu auch Gerinnungsstérungen und eine generell erhéhte
Membranpermeabilitit mit den Folgen FlUssigkeitsretention, Hypoxie und
Stérungen im Saure-Basen-Haushalt. Zytokine und oxidativer Stress sind

zusammengefaBt die Hauptkomponenten des SIRS bei akuter Pankreatitis.

2.1.3 Funktionell-anatomische Grundlagen

2.1.3.1 Pankreas

Das Pankreas ist eine Driise mit exokriner und endokriner Funktion. Funktionell
dient der sekretorische Anteil des Pankreas der Produktion von Verdauungssaft
mit alkalischer Reaktion. Hierin sind neben Wasser und Bikarbonat, das von
den Schaltstlicken abgegeben wird, hauptsachlich Verdauungsenzyme der
azinésen Zellen enthalten. Die Steuerung der Hormonausschittung erfolgt
sowohl durch das vegetative Nervensystem als auch humoral-hormonell, z.B.
als Folge der Sekretin-Ausschittung im Duodenum bei Saurelbertritt aus dem
Magen. Die wichtigsten Produkte des Pankreas sind proteinspaltende Enzyme
(Proteasen, besonders Trypsin und Chymotrypsin), lipidspaltende Enzyme
(Esterasen, besonders Pankreaslipase und Cholinesterase),
kohlenhydratspaltende Enzyme (besonders Amylase) und
nukleinsaurespaltende Enyzme (Nukleasen). Die endokrine Funktion des
Pankreas wird von den unterschiedlichen Zelltypen der Langerhans-Inseln
bestimmt. Die antagonistisch wirkenden Hormone Insulin (aus den B-Zellen)
und Glukagon (aus den A-Zellen) beeinflussen im Rahmen des
Kohlenhydratstoffwechsels den Energieverbrauch und -umsatz. Eine gestérte
Insulinproduktion verursacht Diabetes mellitus. In den C-Zellen wird
Somatostatin  produziert, welches als universeller Hemmer der

gastrointestinalen Funktion und der Freisetzung von Hormonen fungiert. Die
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PP-Zellen sezernieren das pankreatische Polypeptid, welches die exokrine

Pankreassekretion und den Gallefluss hemmt.

Histologisch ist das exokrine Pankreas eine azindse, rein serdse Drlise. Das
Pankreas ist in viele schon makroskopisch sichtbare Lappchen gegliedert, die
von einem feinfaserigen lockeren Bindegewebe umhllt werden, das sich an der
Drisenoberflache zu einer dinnen Kapsel verdichtet. Das interlobulare
Bindegewebe fuhrt BlutgefaBe, LymphgefaBe und Nerven. Das Pankreas ist
eine Drlse von tubuloazindrem Bau, die aus Endstlicken (Azini), Schaltstlicken
und Ausflhrungsgangen besteht. Die Azinuszellen sind prismatisch oder
besitzen Pyramidenform. Der Basalmembran folgt ein Gitterfasernetz mit
Kapillaren. Im interazindren Bereich kommen reichlich freie Zellen vor. In den
Zymogengranula der Drisenzellen sind die Vorstufen der Pankreasenzyme
enthalten. Die einzelnen Epithelkomplexe werden vermutlich von mehreren
Arteriolen gespeist, die sich in der Insel zu weiten Blutkapillaren (Sinusoiden)
entfalten und engen Kontakt zu den endokrinen Zellen haben. Im Zuge der
akuten Pankreatitis kommt es frihzeitig und entsprechend dem Schweregrad
der Erkrankung zu einer enormen Minderperfusion des Drilisengewebes,
bedingt durch eine allgemeine Vasokonstriktion [33]. Es wird vermutet, dass der
pankreatische Blutfluss bei der schweren akuten Pankreatitis nicht ausreicht,
um die Enzymabbauprodukte aus dem Gewebe zu spllen, was den
Schweregrad der Erkrankung noch weiter steigert [33]. Die Hormone der
Langerhans-Inseln und andere sekretorisch vom Pankreas abgegebene
Substanzen gelangen Uber die lokalen Venen in den Pfortaderkreislauf und in
die Leber.

2.1.3.2 Leber

Die Leber erhélt neben dem venésen Blut aus dem Pankreas auch das aus den
dbrigen unpaaren Bauchorganen (Magen-Darm-Trakt und Milz). Sie nimmt alle
in diesem Blut enthaltenen Stoffe auf, verarbeitet oder speichert sie und gibt die
Stoffwechselprodukte wieder an die Blutbahn ab. Etwa 70% der
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Leberdurchblutung werden Uber die passive portale Perfusion mit venésem
Druck aus dem SplanchnikusgeféaBbett erreicht. Dieses Blut ist arm an
Sauerstoff, dafir aber angereichert mit Substraten und Metaboliten. Die
dbrigen 30% der Perfusion mit sauerstoffreichem Blut erfolgen mit arteriellem
Blutdruck durch die Arteria hepatica. Der vendse Abfluss erfolgt Gber die
Lebervenen, die sich nach kurzer, teils intraparenchymaler Verlaufsstrecke
vereinen und in die Vena cava inferior minden. Die regionalen Lymphknoten
liegen an der Leberpforte. Sie nehmen die LymphgeféBe der Leber auf. Lymphe
aus der Leber kann aber auch zu Lymphknoten oberhalb des Zwerchfells
gelangen.

Gallengang Pfaortader Lyrnphigef &3

Canaliculi

Zentralvens

Sinusnide

Disse-Faum

py
Canaliculi—| P
o

Leberbalkchen Leberarterie

2 Microsoft Corparation, &lle Rechee vorbehalken,
Abbildung 2: Aufbau der Leber
(aus: Encarta Encyclopedia 2005, Microsoft, Redmond, USA)

Die Zellen der Leber setzten sich folgendermaBen zusammen: 70%
Hepatozyten, 30% nicht-parenchymale Zellen (lUberwiegend sinusoidale
Endothelzellen, gewebsstandige Makrophagen, Pit- und Ito-Zellen).

Die Funktion des Stoffwechselorgans Leber beeinfluBt nahezu jeden
Teilbereich des Gesamtorganismus. Enteral aufgenommene Substrate werden
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in der Leber in den Kohlenhydrat- und Lipidstoffwechsel einbezogen. Darlber
hinaus stellt die in der Leber stattfindende Aminosaure- und Proteinbiosynthese
die Grundlage fur den Struktur- und Funktionserhalt fast aller Organe des
Koérpers dar. Durch ihre spezielle Enzymausstattung hat die Leber
entscheidende Entgiftungsfunktionen und ist als gréBte Drise des Kérpers
exkretorisch tatig. Auch der S&ure-Basen-Haushalt wird teilweise hepatisch
reguliert. AuBerdem ist die Leber von groBer immunologischer Bedeutung, da
sie hamatogen geléste Pathogene beziehungsweise deren Fragmente aus der
systemischen Zirkulation herausfiltert. Die systemische Immunantwort wird
maBgeblich von der Leber beeinflusst. In den hepatischen Zellen werden
nahezu alle Komplementfaktoren sowie die immunologisch bedeutsamen
Akute-Phase-Proteine  gebildet. Entsprechend fihrt eine hepatische
Funktionseinschrankung zu erheblichen Stérungen der Immunfunktion. Im
Rahmen der akuten Pankreatitis ist das Leberversagen mit einer Inzidenz von
etwa 5% zwar seltener als ein Lungen- oder Nierenversagen, ist aber aufgrund
seiner schlechten Prognose schon frih in seiner Bedeutung erkannt worden
(ref. in: [147]). Der Anstieg der Laktatdehydrogenase im Serum bei akuter
Pankreatitis gilt als Hinweis auf eine begleitende Leberschadigung und
korreliert mit der Mortalitat (ref. in: [148]). In tierexperimentellen Studien zur
akuten Pankreatitis bei Ratten wurden sowohl in der Leber als auch im Darm
und in der Lunge mikrovaskulare Schadigungen nachgewiesen (ref. in [48]).

2.1.3.3 Darm

Der Intestinaltrakt dient der Verdauung und Resorption von Nahrung und ist
Aufbereitungs- und Ausscheidungsorgan nicht resorbierter beziehungsweise
nicht resorbierbarer Nahrungsbestandteile. Der Darm erfillt Resorptions- und
Sekretionsaufgaben und ist an der immunologischen Homdostase des

Organismus beteiligt.

Die Durchblutung des Intestinaltrakts wird Uber den Truncus coeliacus, die

Arteria mesenterica superior und die Arteria mesenterica inferior gewahrleistet.
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Zwischen diesen Hauptarterien und den kleinen Arteriolen der Mikrozirkulation
befinden sich gréBere und kleinere arterielle GefaBe, die im Dinndarmbereich
durch engmaschige Anastomosen ein Arkadensystem bilden. Im Falle der
Obstruktion einzelner GefaBe wird hierdurch eine arterielle Minderversorgung
verhindert. Innerhalb der Darmwand anastomosieren intermedidre submukdse
Arterien und geben kleinere Arteriolen ab, die von hier aus in die Mukosa und
wieder zurlck in die Muskularis propria mucosae ziehen. Jeder Dinndarmzotte
ist eine Zentralarteriole zugeordnet, die allein flr die Blutversorgung des
jeweiligen  Villus  verantwortlich ist. Auf Villusebene besteht ein
entgegengesetzter FluB der arteriellen und venésen GeféaBe, wodurch leicht
diffundible Substanzen wie Sauerstoff direkt von der Zentralarteriole in die
abfihrende Venole diffundieren kdnnen. Die dadurch erklarte niedrige
Sauerstoffspannung an der Zottenspitze [49] macht die Darmmukosa anfallig
gegenlber Hypoperfusionszustdnden, da die Schwelle zu Hypoxie und
konsekutiver Schadigung der Mukosabarriere bei Hypoperfusion schnell
erreicht wird [143]. Die arterielle Versorgung des Darms wird durch das
sympathische Nervensystem gesteuert. Eine a-adrenerge Stimulation erhdht
den intestinalen GeféaBwiderstand und reduziert dadurch die Durchblutung des
Darmgewebes [132].

Ddnn- und Dickdarm als dem Pankreas direkt benachbarte viszerale Strukturen
kénnen lokal durch die kontinuierliche Ausbreitung extrapankreatischer
Nekrosen in morphologischer Hinsicht vom Entziindungsgeschehen bei der
schweren akuten Pankreatitis betroffen sein. Systemisch wirken sich hier die im
Rahmen der generalisierten Entzindung ausgeschuitteten
Entzindungsmediatoren aus. Der Darm ist ein Organ, das nicht nur haufig
durch systemische Inflammation geschadigt wird, sondern selbst eine
bedeutende Rolle als Fokus fir septische Komplikationen bei kritisch kranken
Patienten spielt (ref. in: [138]). Er ist also sowohl Zielobjekt der systemischen
Entzindungsausbreitung als auch sekundare Quelle des
Krankheitsgeschehens. Die hier zugrunde liegende Uberlegung ist, dass die

intestinale Hypoxie unabhangig von der Ursache der Gewebeschadigung eine

14



Hyperpermeabilitdt und einen Verlust der Barrierefunktion der Darmschleimhaut
nach sich zieht, was letztlich zu bakterieller Translokation und/oder
Endotoxamie und Freisetzung von Entziindungsmediatoren in die systemische
Zirkulation fahrt. In experimentellen Modellen gilt der pH-Wert der intestinalen
Mukosa als zuverlassiger Index fur die lokale mikrozirkulatorische
Gewebeperfusion (ref. in: [77]) und ist somit als Prognosefaktor flr
Organversagen und Uberleben bei akuter nekrotisierender Pankreatitis nutzbar.
Ein weiterer Marker far die intestinale Hypoperfusion ist die erhdhte
Konzentration von intestinalem Fettsdure-bindenden Protein im Urin [115]. Im
Rahmen der akuten Pankreatitis auftretende pathophysiologische intestinale
Veranderungen wie die gastrointestinale Ischamie fihren zu einer verminderten
Darmfunktion und zu einem Zusammenbruch der intestinalen Barrierefunktion
des an sich gesunden Darms (ref. in: [77, 135]) wobei die
Permeabilitatserhéhung in tierexperimentellen Studien direkt mit der Schwere
der Erkrankung Kkorreliert (ref. in: [3]). Eine Barrieredysfunktion fihrt zu
bakterieller Translokation und trdgt zum Fortschreiten systemischer
Komplikationen bei. Die meisten Pathogene in infizierten Pankreasnekrosen

stammen aus dem Darm [26].

2.1.4 Therapie

Eine kausale Therapie der akuten Pankreatitis ist nur in bestimmten Fallen
moglich, z.B. durch die Entfernung von Gallensteinen. Bei Vorhandensein einer
Cholestase ist eine ERCP, eine Papillotomie oder eine Steinextraktion
erforderlich. Bei Vorliegen einer bilidren Pankreatitis sollte nach Md&glichkeit
auch eine Cholezystektomie erfolgen [144, 163, 169]. Die Indikation zur
Operation bei steriler Pankreasnekrose ist nur bei klinischer Verschlechterung
trotz intensivmedizinischer Therapie gegeben (ref. in: [82, 169]). Ansonsten
kommt die chirurgische Herdsanierung oder eine weniger invasive
Nekrosektomie (perkutan oder endoskopisch) erst im Falle einer Infizierung der
Pankreasnekrose zum Einsatz [8].
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Die symptomatische Therapie der akuten Pankreatitis basiert auf einem
multimodalen Konzept. Suffiziente Schmerztherapie, Rehydrierung (besonders
bei retroperitonealem Flissigkeitsverlust) und Sicherung einer ausreichenden
Oxygenierung durch Sauerstoffzufuhr und gegebenfalls kontrollierte Beatmung
bei systemischen Komplikationen mit klinischer Verschlechterung sind
wesentliche Bestandteile der Basisbehandlung [82]. Die schwere Form der
akuten Pankreatitis sollte in jedem Fall auf einer Uberwachungsstation oder im
intensivmedizinischen Bereich behandelt werden [82].

Die adaquate Analgesie erfordert in der Regel den Einsatz von Opiaten [121].
Eine Alternative bietet die Epiduralanasthesie oder die Patienten-kontrollierte
Analgesie (PCA) [159]. Eine effektive Schmerzreduktion kann auch durch eine
Splanchnektomie (Unterbrechung der Schmerzafferenzen) erreicht werden. Die
parenterale Gabe des Lokalanasthetikums Procain konnte in neueren klinischen

Studien keine adaquate Analgesie gewahrleisten [89, 121].

Um eine Stimulierung des Pankreas zu vermeiden, erfolgte frGher ausnahmslos
eine parenterale Erndhrung der Patienten mit schwerer akuter Pankreatitis.
Neuere Studien haben jedoch gezeigt, dass die parenterale im Vergleich zur
oralen Erndhrung das Infektionsrisiko und die Notwendigkeit einer chirurgischen
Intervention signifikant erhdht [96]. Hingegen verhindert die frihzeitige enterale
Erndhrung eine intestinale Atrophie und starkt die Barrierefunktion der
Darmmukosa (ref. in: [35]). AuBerdem ist die enterale Erndhrung mit einer
verminderten Anzahl infektidser Komplikationen und einem geringeren
Kostenaufwand verbunden (ref. in: [35]). So kommt es, dass die friihzeitige
enterale Erndhrung heutzutage als wichtiger Bestandteil der Akuttherapie bei
Pankreatitis angesehen wird [99, 110].

Da es bei etwa der Halfte der nekrotisierenden Pankreatitiden zu einer
Ausbreitung der Entzindung und in der Folge zu einem Organversagen kommt,
bedirfen diese Félle einer multidisziplinaren Behandlung. Mehrere Forscher

haben versucht, therapeutische Mittel zu finden, um die schadliche
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inflammatorische Antwort abzuschwéchen und das Risiko fir das Auftreten von
SIRS und Multiorganversagen zu verringern. Bis heute sind diese Bemiihungen
weitgehend erfolglos geblieben. Eine Risikominimierung bezlglich der
Infizierung von Pankreasnekrosen bei schwerer akuter Pankreatitis durch eine
prophylaktischen Antibiotikagabe konnte 2004 in einer ersten doppelblinden
multizentrischen Studie von Isenmann et al. nicht festgestellt werden [74].
Lediglich der gezielte Gebrauch von Antibiotika - beispielsweise bei neu
aufgetretener Sepsis oder SIRS, Versagen von einem oder mehreren
Organsystemen, nachgewiesener Infektion oder einem Anstieg des C-reaktiven
Proteins (CRP) - erschien hier sinnvoll. Die antibiotische Therapie der
nekrotisierenden Pankreatitis wird von aktuellen Richtlinien nur empfohlen,
wenn eine Infektion der Nekrosen mittels Feinnadelbiopsie nachgewiesen
werden konnte [8, 82, 144]. Eine groBzlgige prophylaktische Antibiotikagabe
kénnte die Anzahl multiresistenter bakterieller Infektionen und Superinfektionen
mit Pilzen steigern und somit die Uberlebensrate durch eine erhéhte Mortalitat
um bis zu 84% verschlechtern (ref. in: [22, 169]). Daher ist die Annahme einer
effektiven  Infektionsprophylaxe  mit  Breitbandantibiotika bei  akuter
nekrotisierender Pankreatitis eher zweifelhaft.

Um die Inzidenz infizierter Pankreasnekrosen zu senken, wurden neben der
prophylaktischen Gabe systemischer Antibiotika auch Versuche zur
Dekontaminierung des Darms durchgefihrt (ref. in: [3, 152]). Eine Reduktion
der Bakterien im Darm, z.B. durch kolorektale Einldufe [124], vermindert die
bakterielle Translokation. Ob dadurch eine Infizierung der Pankreasnekrosen
tatsachlich verhindert wird, konnte bisher in klinischen Studien nicht hinreichend
bewiesen werden. Da sich bei Uber 60% aller Patienten mit schwerer akuter
Pankreatitis im retroperitonealen Exsudat reichlich aktivierte lipolytische und
proteolytische Enzyme, vasoaktive Substanzen und verschiedene andere pro-
inflammatorische Mediatoren finden, war die peritoneale Lavage mit und ohne
Zusatz von Antiproteasen ein weiterer therapeutischer Ansatz zur Pravention
einer Nekroseninfizierung [39]. Auf diese Weise sollten potentiell toxische

Mediatoren aus der Peritonealhéhle herausgewaschen werden, bevor sie in die
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systemische Zirkulation gelangen. Jedoch konnte in prospektiven
randomisierten Studien kein signifikanter Effekt in der Pravention und Kontrolle
des Organversagens oder in der friihen Mortalitat und schlieBlich im Uberleben
nach schwerer akuter Pankreatitis beim Menschen gezeigt werden [39]. Trotz
der schlechten Datenlage, nicht zuletzt wegen Diskrepanzen im Studiendesign,
scheinen peripankreatische Venen und Lymphwege die Hauptroute fir den
Transfer von Bakterien bei der akuten Pankreatitis zu sein, wohingegen die
peritoneale Absorption zu vernachlassigen ist [39].

Méglicherweise gibt es ein therapeutisches Fenster zwischen Symptombeginn
und der Entwicklung einer Schadigung entfernter Organe. In dieser Phase
kénnten anti-inflammatorische Therapien zum Einsatz kommen. Die groBe
Bandbreite von Molekilen, die in die Ablaufe von Apoptose und Nekrose
involviert sind, bietet viele Mdglichkeiten fir therapeutische Ansatze. Ansétze
zur kausalen oder spezifischen Therapie mit Proteaseinhibitoren, Hormonen
oder durch Beeinflussung der Pankreassekretion (z.B. mit Atropin, Glukagon,
Calcitonin, Somatostatin, Octreotid) sind bislang jedoch fehlgeschlagen [89].
Auch der Granulocyten-stimulierende Faktor (G-CSF), Anti-Tumor-Nekrose-
Faktor (TNF)-a, Protease-Inhibitoren, Anti-Neutrophilen-monoklonale-Antikérper
und Kinin-Inhibitoren sind wegen hoher Kosten und ungenligend guten
Studienergebnissen nur eingeschrankt klinisch nutzbar (ref. in: [124]). Fir
Infliximab als monoklonalen TNF-Antikérper konnte in einer Studie von Oruc et
al. [107] gezeigt werden, dass das Medikament den pathologischen Score und
die Aktivitat der Serumamylase verringert. Es reduziert sowohl die Parenchym-
als auch die Fettgewebsnekrose des Pankreas. Infliximab vermindert auBerdem
das alveolare Odem und das ,adult respiratory distress syndrome®
(ARDS)/pulmonale  Komplikationen.  Allerdings kam es zu keinen
Veranderungen beziglich der Mortalitat, der Neutrophilen-Aktivitat und des
Pankreasédems.  Ansatze zur therapeutischen  Verbesserung der
pankreatischen Mikrozirkulation mit Dextran, Heparin, Procain, L-Arginin,
Antioxidanzien oder Zytokin-Antagonisten wurden experimentell und/oder
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klinisch getestet, ohne dass signifikant erfolgreiche Ergebnisse erzielt werden
konnten (ref. in: [37]).

Da die bisherigen Therapieversuche keinen durchschlagenden Erfolg erzielen
konnten, sind weitere Studien zur Behandlung der akuten Pankreatitis nétig. Im
Hinblick auf die Beeinflussbarkeit des inflammatorischen Geschehens bietet
moglicherweise die Minderung der extrapankreatischen Organschadigung
mittels TEA einen weiteren Ansatz zur kausalen Therapie der akuten
Pankreatitis.

2.2 Thorakale Epiduralanasthesie

Die Epiduralanadsthesie - erstmals 1885 durch J. Leonard Corning erprobt [80] -
ist eine Form der Lokalanasthesie mit Punktion des Epiduralraums im
zervikalen beziehungsweise thorakalen oder lumbalen Bereich. Wegen der
besseren Steuerbarkeit wird die Kathetertechnik der Einzelinjektionstechnik
vorgezogen. Hierbei wird ein Lokalanasthetikum oder ein Opiat kontinuierlich
(als sogenannte kontinuierliche Epiduralanasthesie) oder als fraktionierte
Injektion Uber einen Katheter verabreicht. Das Medikament breitet sich nach
kranial, kaudal und lateral aus, diffundiert zu einem GroBteil durch die Dura
mater, die Duramanschette und die Arachnoidalzotten, entweicht Gber die
Foramina intervertebralia und wird Uber Venenplexus resorbiert. Die Diffusion
durch Dura und Duramanschette ermdglicht dem Pharmakon, die intradural
gelegenen Wurzeln der Spinalnerven zu erreichen [85]. An der Nervenwurzel

bewirkt die Epiduralandsthesie eine tempordre segmentale sympathische,

sensorische und motorische Nervenblockade. Das applizierte
Lokalandsthetikum - chemisch ein Aminoester oder Aminoamid (z.B.
Bupivacain) - blockiert dabei direkt die selektiven Natriumkandle der

Nervenzellmembran und unterbricht dadurch reversibel die Impulsweiterleitung.
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Abbildung 3: Diffusionswege epiduraler Lokalanéasthetika (nach Covino [32])

Eine Arbeit zum analgetischen Wirkmechanismus von Lokalan&sthetika am
Hinterhorn des Rickenmarks [106] lasst zusatzlich eine komplexe Bedeutung
der Blockade spezieller Kaliumkanale vermuten. Hier zeigt Bupivacain eine
besonders hohe Affinitdt, was eine Erklarung fir das Phanomen des
Differenzialblocks  (Unterbrechung der sensorischen Afferenzen ohne
motorische Blockade) sein kénnte. Je nach Dosis und Konzentration der
verwendeten analgetischen oder anéasthetischen Substanz wird die Motorik
nicht beziehungsweise nur geringfligig beeinflusst. Dank der differenzierten
Blockade von Leitungsfunktionen ist diese Anasthesie nicht nur bei Operationen
(als Monoanasthesie oder in Kombination mit der Allgemeinanasthesie),
sondern auch zur Schmerztherapie geeignet. Durch die Unterbrechung der
nozizeptiven und nicht-nozizeptiven Afferenzen und die Blockade der
sympathischen Efferenzen wird der Reflexbogen der Schmerzempfindung
unterbrochen und die Schmerzsensation innerer Organe blockiert, ohne dabei
die parasympathische Innervation Uber den Nervus vagus und die
parasympathischen Nerven der sakralen Segmente zu beeinflussen [92]. Die
sympathische Systemaktivierung ist heterogen; Nervenfasern, die verschiedene
Gewebe versorgen, zeigen jeweils spezifische Muster in der Basal- und
Reflexaktivitat [76]. Da die neuroaxiale Blockade ein inkompletter Prozess ist
[94], kann nicht von einheitlichen Effekten auf die Sympathikusaktivitat
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verschiedener Organe ausgegangen werden. Dabei sind die Auswirkungen des
epiduralen Blocks auch abhangig von der Lokalisation des Katheters.

Von einer TEA spricht man bei einer Punktion oberhalb von Ly-Ls. Aufgrund der
Lokalisation ist sie im klinischen Alltag hauptsachlich zur Schmerzausschaltung
bei und nach Oberbauch- und Throraxeingriffen, bei posttraumatischen
Schmerzzustanden sowie seltener zur langerfristigen Schmerzausschaltung bei
chronischen oder karzinomatdésen Erkrankungen indiziert [85]. Uber die
hervorragende Analgesie hinaus konnten weitere potentiell glinstige Effekte der
TEA aufgezeigt werden, die Ansatzpunkte flr viele weitere Kklinische
Untersuchungen und mdgliche Einsatzgebiete darstellen. In der GefaBchirurgie
wird das Ausmal arterieller Verschlisse, tiefer Venenthrombosen und die
Haufigkeit von Reoperationen durch den Einsatz der TEA vermindert (ref. in:
[92, 100, 122]). Bei perioperativer Anwendung wird in der frihen Aufwachphase
nach ausgedehnten Abdominaleingriffen der Gesamtsauerstoffverbrauch um
bis zu 30% gesenkt [60]. Bei Oberbaucheingriffen konnte unter TEA die Zahl
tachykarder und ischamischer Ereignisse reduziert werden [34]. Die TEA
reduziert die postoperative Inzidenz fir pulmonale Komplikationen (ref. in: [50,
122]). Zunehmend wird die TEA auch in der Intensivmedizin, besonders zur

kardialen und intestinalen sympathischen Blockade, eingesetzt.

Hauptsachlich wirkt sich die TEA auf das Abdomen aus, welches von den
Thorakalsegmenten Thg bis Thy> versorgt wird. Ein Ausbreitungsbereich des
Lokalandsthetikums, der die sich von Ths bis Thy erstreckenden
sympathischen Nervenfasern einschlieBt, flhrt zu einer kompletten
sympathischen Blockierung der gastrointestinalen Region und somit zu einer
erheblichen Beeinflussung der entsprechenden Organfunktionen. Hier flihrt die
postoperative Sympathikolyse Uber eine Steigerung des intestinalen Blutflusses
zu einer Verminderung der Ischamie und der durch sie bedingten
metabolischen Azidose, wodurch es zu einer verkirzten Dauer der intestinalen
Paralyse und zu einem Anstieg der Dinndarmmotilitdt kommt [92, 135, 141].
Unabhéangig vom initialen Stimulus fihrt jede Ischamie der Darmschleimhaut zu
Hyperpermeabilitdt und Verlust der mukosalen Barrierefunktion, was eine
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bakterielle Translokation und/oder Endotoxin- und Mediatorfreisetzung in die
systemische Zirkulation nach sich zieht (ref. in: [77]). Die epidurale Anasthesie
kann also durch die verbesserte intestinale Oxygenierung Schutz vor
bakterieller Translokation und zunehmenden portalen
Endotoxinkonzentrationen unter Hypoxie bieten.

Des Weiteren kann die Unterbrechung der autonomen Afferenzen endokriner
Drisen metabolische Reaktionen wesentlich vermindern [65]. So ist die
postoperative Glukosetoleranz bei epiduraler Anasthesie weniger beeintrachtigt
als unter Allgemeinnarkose, stressinduzierte Hyperglykamien treten seltener auf
[78].

Im klinischen Einsatz bewirkt die TEA bekanntermaBen eine Schmerzreduktion
bei akuter Pankreatitis (ref. in: [48, 121]). In jungsten experimentellen
Untersuchungen konnte  zusatzlich zur  Verringerung der ilealen
Mikrozirkulationsdysfunktion und einer Veranderung der systemischen
inflammatorischen Antwort auch ein positiver Einfluss auf das Uberleben bei
akuter Pankreatitis unter TEA gezeigt werden [48]. Die gesteigerte
Uberlebensrate bei dieser Erkrankung wird méglicherweise von der
verbesserten Darmdurchblutung unter TEA vermittelt. Die Aufrechterhaltung der
intestinalen Perfusion mittels epiduraler Andsthesie kdnnte also das
Multiorganversagen und die Mortalitdt in Fallen der nekrotisierenden

Pankreatitis senken.

2.3 Apoptose

Pathophysiologische = Gewebeschadigungen im Rahmen entzindlicher
Erkrankungen wie der akuten Pankreatitis lassen sich bis auf die Ebene des

Zelltodes - unter anderem im Sinne der Apoptose - zurlickflhren.

Als Hauptform des Zelltodes bei schwerer akuter Pankreatitis wird traditionell
die Nekrose angesehen [83]. Die Apoptose der Azinuszellen gilt als
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Schutzmechanismus gegen die Entwicklung einer Pankreasnekrose [13, 14].
Die Form des azinaren Zelltodes ist also eine wichtige Determinante fir die
Schwere der Erkrankung [13]. In der vorliegenden Studie sollte daher die
Bedeutung der Apoptose flr die systemischen Manifestationen der schweren
akuten Pankreatitis und nicht die Apoptose im Pankreas selbst untersucht

werden.

Der griechische Begriff ,Apoptose“ bedeutet ,abfallen, zurickgehen,
nachlassen“ und wurde 1972 durch Kerr et al. [79] gepragt. Das Wort bezieht
sich auf den programmierten Zelltod, der durch sequenziell koordinierte
molekulare Ereignisse der Zellauflésung eintritt. Apoptose ist ein fundamentaler
Prozess in zahlreichen physiologischen und pathologischen Ablaufen. In der
Embryogenese, der Entwicklung von Organen und Geweben dient die
Apoptose dazu, Uberschiissige oder unerwinschte Zellen zu eliminieren. In
aktiv proliferierenden Geweben wie der gastrointestinalen Mukosa ermdglicht
sie den normalen Zellumsatz. Getriggert wird die Apoptose durch verschiedene
Faktoren und schadigende Stimuli. Auf die spezifischen intrinsischen
(genetischen) oder extrinsischen Apoptose-induzierenden Signale hin kommt es
in der betroffenen Zelle zu einer Reihe spezieller biochemischer und
morphologischer Veranderungen [10, 108]. Dabei gibt es zwei zentrale Wege,
die zur Apoptose fiihren und zwischen denen ein betrachtliches Wechselspiel

existiert.

Der extrinsische Weg fuhrt Uber die Bindung bestimmter Zelltodfaktoren

(TNF-a, Fas-Liganden, DR-3, -4, -5 und -6) an die entsprechenden
transmembrandsen Rezeptoren und Uber die Aktivierung der Stress-Kinasen
JNK-1/SAPK oder p38 zur Induktion des Zelltodes [108, 149].

Der intrinsische Weg fuhrt Gber mitochondriale Prozesse, die durch eine Reihe

von Stimuli (darunter UV-Strahlung, reaktive Sauerstoffspezies (ROS) und

Chemotherapeutika) aktiviert werden kénnen. Dabei kommt es zu einerm
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Aufbrechen der Mitochondrienmembran und zur Freisetzung mitochondrialer
Proteine wie dem Zytochrom C [108, 149].

andere Induktion per Liganden-
Ausloser Rezeptor-Interaktion

~ [ |

Zellwand- :__3
PS-Fli DISC-Formation aussackung =
P * Pro-Formen der q nl_’
‘\ / Initiator-Kaspasen & ;
\ akitvierte / o Q
Initiator-Kaspasen\ 4
Abbau von 5
Actin, Fodrin
bel-2- \
;\Familie Pro-Formen der \
\ Effektor-Kaspasen \
e : SRR
Familig g
(%)
IAP . Aktivierte o
Effektor-Kaspasen \ : .
. Protein-Veranderungen E
=
«Q
(7]
Aktivierung™ _'u
/ von Nukleasen =
Q
/ &
Abbau von Abbau von Catein,
Abb: )
Zellkern-Proteinen Da;:on _ Zytokeratin 18, Fak S

Zellkern-Zerfall

Zell-Zerfall

poijiez
Jayosnoldode

Abbildung 4: Apoptose-Kaskade (nach [68])

Beide Pfade minden nach einer Reihe molekularer und biochemischer
Reaktionen in einer gemeinsamen Endstrecke der Aktivierung proteolytischer
Enzyme, der ,cytosolic aspartate-specific proteases,, kurz: Kaspasen. Es
handelt sich hierbei um Zystein-Aspartasen, die als inaktive Zymogene
freigesetzt und durch einen apoptotischen Stimulus proteolytisch in den aktiven
Zustand Uberfihrt werden [142, 154, 155]. Kaspasen sind die molekularen
J2Ausfihrer® der Apoptose, da sie flr die meisten morphologischen und
biochemischen Charakteristika des apoptotischen Zelltodes verantwortlich sind
[13]. Bisher sind 14 dieser Zystein-Proteasen identifiziert und als Kaspase-1 bis
Kaspase-14 bezeichnet worden [142]. Funktionell kbnnen die Kaspasen in zwei
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Haupt-Unterfamilien unterteilt werden. Kaspase-1, -4 und -5 sind fir die Reifung
der Zytokine (z.B. Interleukin (IL)-1B und IL-18) verantwortlich und haben somit
eine pro-inflammatorische Funktion. Die Mitglieder der zweiten Gruppe
fungieren direkt als Teil des apoptotischen Geschehens und sind wiederum
unterteilt in Initiator- (Kaspase-2, -8, -9 und -10) und Effektor-Kaspasen
(Kaspase-3, -6 und -7) [142]. Initiator-Kaspasen spalten die als inaktive Dimere
vorwiegend im Zytosol ansassigen Pro-Formen der Effektor-Kaspasen und
aktivieren sie hierdurch. Dieser entscheidende Schritt wird durch Mitglieder der
bcl-2-Familie und verwandte mitochondriale Proteine kontrolliert [142]. Die
Kaspasen zerstdren oder spalten dann zellulare Schlisselsubstrate, die fur die
normale Zellfunktion bendtigt werden. Dazu gehéren Strukturproteine des
Zytoskeletts und Kernproteine wie Desoxyribonukleinsdure (DNS)-Reparatur-
Enzyme. Die Kaspasen kdnnen auBerdem andere reduzierende Enzyme wie
DNAsen aktivieren, welche die Spaltung der DNS im Zellkern initiieren. Diese
biochemischen Veranderungen fihren zu einer charakteristischen und
stereotypen Morphologie. Zu diesen Charakteristika zahlt zunachst die
Entstehung von Zellwandaussackungen und der Kontaktverlust der einzelnen
Zelle zur extrazelluldaren Matrix [149]. AnschlieBend kommt es zu einer
Zellschrumpfung mit zytoplasmatischer und nuklearer Kondensation und zur
Proteolyse vitaler zellularer Bestandteile [23, 142]. Dazu zahlen der Verlust der
Kernmembran, die Fragmentation des nukledren Chromatins und schlieBlich
der Zerfall nuklearer und zytoplasmatischer Zellbestandteile in multiple
sphéarische Fragmente, sogenannte apoptotische Kérper, wobei die
Membranintegritat zunachst erhalten bleibt [23, 108, 149, 164]. Am Ende des
apoptotischen Prozesses steht die Phagozytose der zellularen Uberreste durch
Makrophagen und/oder benachbarte Epithelzellen beziehungsweise die
AbstoBung in das Organlumen [56].

Bereits vor mehreren Jahren wurde nachgewiesen, dass der apoptotische
Zelltod nicht nur an physiologischen Prozessen, sondern auch an der
Entwicklung von Zellschaden beteiligt ist. Dazu gehdren solche, die in

Verbindung mit antitumorésen chemotherapeutischen Substanzen oder
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sonstigen DNS-schadigenden Agenzien stehen, ROS (reactive oxygen species)
und pro-inflammatorische Zytokine (TNF-a, IL-1 und IL-16, transforming growth
factor (TGF)-B, bakterielle Toxine und Gamma-Interferon) [149].

In verschiedenen tierexperimentellen Pankreatitisstudien konnte Apoptose
sowohl im Pankreas selbst als auch im vaskuldren System, in Lunge, Nieren,
Leber, Thymus, im intestinalen Epithel und in Zellen des Immunsystems
nachgewiesen werden, wobei die Apoptose jeweils im Zusammenhang mit der
Pankreatitis-assoziierten Organdysfunktion stand ([90], ref. in: [147, 148]). Unter
den Faktoren, die vermutlich flr die Apoptose-Induktion in den verschiedenen
Organen verantwortlich sind, ist die Pankreatitis-assoziierte Aszitesflissigkeit
(PAAF) der starkste Kandidat flr die Verursachung der Apoptose [148].
Generell ist der apoptotische Zelltod am Multiorganversagen und an der
immunologischen Beeintrachtigung im Rahmen der Sepsis beteiligt [66].

2.3.1 Leber

Apoptose in Hepatozyten wurde in verschiedenen Krankheitssituationen
beobachtet, beispielsweise bei viraler oder chemisch induzierter Hepatitis, bei
TransplantatabstoBung, Portalvenenverschluf3 und
Ischamie/Reperfusionsschaden (ref. in: [147]). Bohlinger et al. [17] wiesen eine
Endotoxinschock-bedingte Induktion der Apoptose in Hepatozyten bei Mausen
nach. Das Auftreten von Apoptose in Hepatozyten bei nekrotisierender
Pankreatitis wurde auch in einem tierexperimentellen Modell an Ratten
beobachtet [147]. In diesem Tiermodell wurde eine teilweise Beteiligung des in
den Makrophagen gebildeten Zytokins TGF-B1 an der hepatozytaren Apoptose
nachgewiesen [147]. Durch Induktion der Apoptose in Makrophagen kam es
hier zu einer signifikanten Beeinflussung der Lebergewebsschadigung im
Allgemeinen und der Apoptose von Hepatozyten im Besonderen. Von einer von
der Aktivierung von Kupffer-Zellen unabhangigen hepatozytaren Apoptose nach
Leberperfusion mit PAAF berichteten Murr et al. [102]. Sie schlussfolgerten,
dass PAAF Uber nicht mit Pankreasenzymen identische hitzestabile Faktoren
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direkt zu Schadigung und Tod von Hepatozyten fuhrt, ohne dass hierbei die
Produktion von Kupfferzell-generierten Zytokinen eine Rolle spielt. Eine Gruppe
aus dem selben Labor untersuchte die molekularen Mechanismen der
Hepatozytenapoptose in vitro. Sie demonstrierten die PAAF-vermittelte
Apoptose Uber die Aktivierung der p38-Mitogen-aktivierten Protein-Kinase
(MAPK) und Kaspase-3-abhangige pro-apoptotische Pfade [167]. Die gleiche
Gruppe unterbreitete auch das Konzept, dass pankreatische Elastase Fas-
Liganden innerhalb der Kupffer-Zellen hochreguliert und diese wiederum die
Apoptose in den Hepatozyten induzieren [168]. Andererseits wurde auch
berichtet, dass die intrazellulare Ca2*-Konzentration in Kulturen von Ratten-
Hepatozyten ab 1 Minute nach der Zugabe von PAAF in dosisabhangiger
Weise signifikant anstieg [157]. Dabei wurde beobachtet, dass PAAF zu einem
Einstrom von extrazellularem Ca2" (iber die Plasmamembran fiihrt, wahrend
TVC-309 (ein PAF-Antagonist) den PAAF-bedingten Anstieg des intrazellularen
Ca?" blockiert. Eine Verbindung zwischen diesem Phanomen und der Apoptose
in Hepatozyten konnte bisher nicht hergestellt werden.

2.3.2 Darm

Apoptose in intestinalen Epithelzellen ist in pathologischen Situationen wie
Ischamie/Reperfusion, strahleninduziertem intestinalen Gewebeschaden und
Verschlussikterus erhéht [70, 103, 131]. Speziell flr die Taurocholat-induzierte
Pankreatitis bei Ratten konnten Wang et al. [161] eine gesteigerte Apoptose im
intestinalen Epithel nachweisen.

In einem friheren Artikel [160] wurde Uber die Vermeidung Pankreatitis-
induzierter intestinaler Gewebeschadigung mittels Administration von
Wachstumshormonen berichtet. Die Verabreichung von Wachstumshormonen
reduzierte die bakterielle Translokation und erhielt Morphologie und Funktion
der Darmmukosa aufrecht [160]. In einem spateren Artikel der gleichen Gruppe
erfolgte die Uberpriifung der Apoptose mittels Agarose-Gel-Elektrophorese der
DNS der intestinalen Mukosa, wobei Fluoro-Iso-Thio-Cyanat (FITC)-markiertes
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Annexin V und eine Propionium-lodid-Farbung mit Flow-Zytometrie der
abgetrennten Epithelzellen angewandt und ,terminal deoxynucleotidyl
transferase (TdT)-mediated dUTP in situ nick end labeling” (TUNEL)-Farbungen
der transmuralen Proben des lleums angefertigt wurden. Dabei fanden sich 6
Stunden nach Pankreatitis-Induktion ein signifikanter Anstieg der Apoptose
sowie eine durch Wachstumshormon verursachte Downregulierung der
Apoptose im intestinalen Epithel. Dies fuhrte zu der Vermutung, dass die
Inhibierung der Apoptose in diesem Mechanismus den protektiven Effekten des
Wachstumshormons auf die intestinale Barriereintegritat bei akuter Pankreatitis
zuzuschreiben sei. Spater wurde die signifikante Akzeleration der Apoptose im
Epithel des lleums bei Ratten nach intraduktaler Injektion von Sodium-
Deoxycholat 3% bestatigt [134]. In dieser Studie wurde auBerdem
herausgefunden, dass die intraperitoneale Oxygenierung sowohl die bakterielle
Translokation als auch die Apoptose im ilealen Epithel verhindert. Diese
Beobachtungen weisen darauf hin, dass Apoptose im intestinalen Epithel
wahrend der friihen Phase der schweren akuten Pankreatitis auftritt und zur
bakteriellen Translokation beitrdgt und somit maBgeblich an den Mechanismen
infektidser Komplikationen bei der schweren akuten Pankreatitis beteiligt ist
[148].

Zur endglltigen Entschlisselung aller am apoptotischen Zelltod bei Pakreatitis
beteiligten Mechanismen sind weitere Untersuchungen notwendig.

2.4 Oxidativer Stress

Der oxidative Stress mit seinen ROS ist eine bedeutende Komponente in der
Entwicklung lokaler und systemischer Komplikationen der akuten Pankreatitis
[119]. Bereits die Entstehung der Pankreatitis ist mit aus Sauerstoff
entstandenen freien Radikalen verknupft [133]. Vor allem aber die
inflammtorische Reaktion ist untrennbar mit dem Vorhandensein und Wirken
der freien Sauerstoffradikale verbunden. Freie Sauerstoffradikale, die in die
systemische Blutbahn gelangen, sind an der Entwicklung des SIRS und des
systemischen Organversagens bei schwerer akuter Pankreatitis beteiligt [45].
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ROS sind dadurch charakterisiert, dass sie ungepaarte Elektronen besitzen und
paramagnetisch sind ([128], ref. in: [133]). In ihrer Bestrebung, den energetisch
gUnstigeren gepaarten Elektronenzustand zu erreichen, reagieren sie leicht mit
anderen Radikalen oder Molekilen. Nicht-radikalische aktivierte Spezies
besitzen gepaarte Elektronen, befinden sich aber in einem energetisch
angeregten Zustand und kénnen aus diesem Grunde ebenfalls leicht mit
anderen Molekllen reagieren. Zu den ROS zahlt man sowohl radikalische
Sauerstoffverbindungen (z.B. Hydroxylradikale, Superoxidanionen,
Peroxidradikale, Stickoxidradikale), als auch nicht-radikalische
Sauerstoffverbindungen  (Wasserstoffperoxid, Ozon, Singulettsauerstoff,
organische Peroxide). So kdnnen das Superoxid-Anion O>" sowie das durch die
Superoxiddismutase (SOD) katalysierte und durch Dismutation daraus
entstehende H,O, zusammen in Gegenwart von Fe oder Cu zu dem Uberaus
toxischen Hydroxylradikal OH- reagieren, O>" und NO reagieren zu Peroxinitrit
ONOO [9, 71].

Reaktive Sauerstoffstufen, freie Radikale und Radikalkettenreaktionen
entstehen unter physiologischen Bedingungen in verschiedenen Stadien des
aeroben Zellmetabolismus. Sie werden als Nebenprodukt endogener Prozesse
in den Mitochondrien bei der unvollstdndigen Reduktion von Sauerstoff zu
Wasser gebildet, insbesondere im Rahmen der Atmungskette mit der Bildung
von Adenosintriphosphat (ATP) sowie bei den katabolen Prozessen des
Protein- und Lipidstoffwechsels [6]. Weitere endogene Quellen flir aktivierte
Sauerstoffstufen sind die Phagozytose mit dem vielseitig induzierbaren
Jrespiratory burst®, Detoxifikationen Uber das Zytochrom P 450-System,
Peroxisomenreaktionen und andere. Die ROS sind wichtige Mediatoren der
kérpereigenen Abwehr gegen Infektionen und nicht-infektiése Inflammationen.

Der Organismus und seine Organe missen sich jedoch schon beim zur
Energiegewinnung dienenden mitochondrialen Abbau von Nahrstoffen standig
vor einem oxidativen Angriff der eigenen Strukturen schltzen, da generell alle

bioorganischen Moleklle gegentber freien Radikalen empfindlich und
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vulnerabel sind. Radikalische Verbindungen reagieren in nachster Nahe ihres
Bildungsortes in kirzester Zeit mit einer Vielzahl unterschiedlicher
Verbindungen und verursachen Veranderung oder Zerstérung von Enzymen,
Transport- und Strukturproteinen, Nukleinsduren und anderen physiologischen
Strukturen. Besonders gravierend sind oxidative Verdnderungen und
Schadigungen an Zellmembranen einerseits und DNS-/Ribonukleinsaure
(RNS)-Strukturen und den damit verbundenen Veranderungen und
Ausldéschungen biologischer Informationen und genetischer Grundregulationen
und Reparationen andererseits. Damit es nicht zu physiologisch unsinnigen
Reaktionen aktiver Sauerstoffstufen kommt, schitzen sich oxidierende
biologische Systeme durch verschiedene Antioxidanzien. Dazu gehéren nicht-
enzymatische Antioxidanzien endogenen oder exogenen Ursprungs wie
intrazellulare Thiole (z.B. Gluthation), verschiedene Vitamine (z.B. Vitamin A, C
und E) und antioxidativ wirksame Enzyme. So besitzt jede Zelle unterschiedlich
hohe Konzentrationen des Enzyms SOD zum Schutz vor Oxidationsreaktionen
durch Oy (ref. in: [150]). Die SOD katalysiert die Umwandlung der Radikale zu
H.O, [165]. Da das gebildete H.O, ebenfalls toxisch wirken kann, enthalten die
Zellen Peroxidasen (Katalasen und Selen-abhangige und -unabhéangige
Gluthationperoxidasen), die dieses zu Wasser und Sauerstoff reduzieren [101,
165].

Oxidativer Stress entsteht, wenn es zu einem Ungleichgewicht zwischen dem
Auftreten von radikalischen Reaktionen und den antioxidativen und
antiradikalischen SchutzmaBnahmen kommt. Ist die Balance zugunsten der
reaktiven Sauerstoffverbindungen verschoben, kommt es durch den oxidativen
Stress zu Schéadigungen an verschiedenen zellularen Bestandteilen (s.0.). Ein
solches Missverhéltnis im oxidativen System kann durch angeborene oder
erworbene Stdrungen der antioxidativen Systeme oder durch eine zeitlich zu
lange Bildung von aktivierten Sauerstoffstufen und freien Radikalen entstehen,
beispielsweise durch einen immensen Anstieg der radikalischen Reaktionen bei
Entzingungen. ROS spielen eine wichtige Rolle in der Pathogenese von
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Ischamie/Reperfusionsschaden, Sepsis, ARDS und Multiorganversagen (ref. in:
[133]).

Entindungszellen setzen bei ihrer Aktivierung durch kérpereigene oder fremde
Stimulatoren Sauerstoff in Form von Radikalen frei, indem sie ihn enzymatisch
mittels NADPH-Oxidase, SOD, Myeloperoxidase, aber auch spontan zu ROS
reduzieren. Im Rahmen einer entziindlichen Schadigung kommt es intrazellular
zur Freisetzung von Sauerstoffradikalen aus Mitochondrien sowie durch die
Aktivitat der XO. Die XO entsteht durch Konversion via Sulfhydryloxidation oder
proteolytische  Spaltung aus dem sonst vorherrschenden Enzym
Xanthindehydrogenase (XDH) [44] und gibt Elektronen an molekularen
Sauerstoff ab, was zu einem vermehrten Vorkommen von Superoxid und
hydrogenem Peroxid fihrt. Gleichzeitig kommt es zu einem Abfall der
Aktivitatswerte  von SOD und  Sulfhydryl-Gruppen [145]. Oxidierte
Membranlipide wirken zusatzlich chemotaktisch (ref. in: [75]). Auf diese Weise
wird die inflammatorische Antwort vor allem der Granulozyten durch den
intrazellularen Redox-Status verstarkt. Die intrazellulare Entgiftung von
Sauerstoffradikalen erfolgt vor allem Uber SOD zu H»O, und weiter durch
Katalase und Giluthationsulfhydryl-abhangige Peroxidase zu H>O und O [44].
Im Zytosol ist Vitanmin C als Radikalenfanger wirksam, membrangebunden vor
allem Vitamin E [52, 87]. Die von den Entziindungszellen freigesetzten ROS
sind dabei einerseits an der Abtdétung mikrobieller Infektionserreger beteiligt und
beeinflussen viele Vorgdnge der Entziindung, fihren andererseits aber auch zu
einer Schadigung von Gewebe. Die akkumulierten Granulozyten tragen durch
den Phagozytose-induzierten ,respiratory burst“ zur Sauerstoffradikalen-

vermittelten zytotoxischen Schadigung bei [165].

In Modellen mit Taurocholat-induzierter Pankreatitis ist neben aktivierten
polymorphkernigen Leukozyten und den von ihnen Uber die NADPH-Oxidase
generierten freien Sauerstoffradikalen (besonders Superoxid) [110] XO die
Hauptquelle der freien Sauerstoffradikale und tragt somit sowohl zu den lokalen

als auch zu den systemischen Effekten der akuten Pankeatitis bei [28, 151].
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Nach der Pankreatitis-Induktion steigen die absoluten Werte flir die Aktivitat von
XDH und XO im Plasma signifikant an. Im Krankheitsverlauf kommt es zu einer
proteolytischen Aktivierung von XDH zu XO, wahrscheinlich durch die
Einwirkung proteolytischer Enzyme wie Trypsin, die als Konsequenz der
unterbrochenen Zellkontinuitét aktiviert werden. Die Pankreatitis verlauft parallel
zu dem Anstieg der XO-Aktivitat im Serum.

In den frlhen Stadien der akuten Pankreatitis sind besonders das
inflammatorisch hypoxygenierte Pankreasgewebe und die eingewanderten
Neutrophilen innerhalb der Bauchspeicheldrise als Quellen fir die freien
Sauerstoffradikale anzusehen [133]. Die erhdhte Aktivitat endogener Enzyme
wie der XO zusammen mit der Downregulierung endogener antioxidativer
Systeme wie der SOD oder Katalase scheinen fiir die Uberproduktion der freien
Sauerstoffradikale verantwortlich zu sein [118]. Solche Veranderungen sind
abhangig von Ischamie/Reperfusion und Hypovolamie. Andererseits kann die
Ischamie/Reperfusions-induzierte Uberproduktion von Radikalen auch zu einer
Hypovolamie fihren und wiederum die Oxygenierung Uber eine endotheliale
Barrieredysfunktion verschlechtern. Neben lokalen toxischen Effekten werden
ROS auch in die Zirkulation freigesetzt und aktivieren zirkulierende Leukozyten,
die ebenfalls zur Uberproduktion von ROS und anderen inflammatorischen
Mediatoren beitragen.

Bei der Entwicklung der akuten Pankreatitis gehéren ROS zu den friihesten
Entzindungsmediatoren. Sie haben sowohl direkte als auch indirekte
biologische Effekte, die zur zellularen Dysfunktion im Pankreas und in
extrapankreatischen Organen flhren [133]. Experimentelle Studien deuten
darauf hin, dass ROS Uber die Beeinflussung der intra- und interzellularen
Kommunikation sowie der Signaltransduktion zwischen verschiedenen Organen
fur die Auslésung und das Fortschreiten des Pankreatitis-assoziierten
Multiorganversagens von Bedeutung sind. ROS aktivieren nukleére
Transkriptionsfaktoren wie Nukleusfaktor (NF)-xB, Aktivatorprotein-1 oder
MAPK zur Produktion von Zytokinen [44, 75, 113]. Sie stimulieren die
Expression von Adhé&sionsmolekllen auf der Oberflache von Leukozyten und
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Endothelzellen, initieren UOber eine Extravasation von Granulozyten
inflammatorische Reaktionen in extrapankreatischen Geweben und Organen
und flhren Ober eine Beeintrachtigung der intrazellularen Signaltransduktion zur
zellularen Dysfunktion. SchlieBlich offenbaren die freien Radikale ihre toxischen
Effekte am Ort der Entziindungsreaktion durch Interaktion mit verschiedenen
Zellkomponenten und induzieren Funktionsverlust und Zelltod [31].

Die Rekrutierung und Aktivierung von Leukozyten, die vermehrte Freisetzung
von Zytokinen, die endotheliale Dysfunktion und die mikrozirkulatorische
Barrieredysfunktion bei der akuten Pankreatitis [133] sind letztendlich auf die
oxidativen Kapazitdten des Sauerstoffmoleklls zurlckzuflhren, dessen
gebundene Elektronen durch das zellulare Zytochrom-System genutzt werden.
Zur Gewinnung von ATP ist die vollstandige tetravalente Reduktion von
Sauerstoff zu Wasser noétig. Bei dieser Reaktion entstehen das Superoxidanion
O2 und das Hydroxylradikal OH-, welche in der Lage sind, Hyalurons&aure und
Kollagen abzubauen. Auf diese Weise kénnen ROS (ber die Peroxidation
strukturell bedeutsamer mehrfach ungeséttigter Fettsduren innerhalb der
Phospholipidstruktur der Membran direkt zu Schaden in der Zellwand flhren
[128]. Lokal vermitteln die ROS eine Zunahme der Nekrose, indem es durch die
Bindung freier Radikale an Inonenkanale zu einem starken Einstrom von Na® in
die Zelle und (durch die Blockade nicht-selektiver Ca2*-Kanale) zu einem
verminderten Ausstrom von Ca2?" aus der Zelle kommt (ref. in: [108]). Der
Verbrauch der Antioxidanzien und die oxidative Schadigung von Lipiden und
Proteinen durch die Radikale tragen ebenfalls zur pankreatischen
Gewebeschadigung bei (ref. in: [133]). Das so geschadigte Pankreas kdnnte
Uber die Freisetzung von ROS in die Zirkulation und somit in die Leber und
andere Gewebe eine Steigerung der Lipidperoxidation und eine Verminderung
der Sulfhydrylgruppen der Proteine in den extrapankreatischen Organen und
Geweben verursachen (ref. in: [133]). In den extrapankreatischen Zellen tragen
zahlreiche biologische Ereignisse zu den zytotoxischen gewebeschadigenden
Effekten der freien Sauerstoffradikale bei. Dazu zahlen Lipidperoxidation,
direkte Inhibierung der membranésen Na*/K*-ATPase, Inaktivierung
membrandser Natriumkanale, andere oxidative Proteinmodifikationen, DNS-
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Strangbriiche und Aktivierung des nukledren Enzyms Poly-Adenosindiphosphat
(ADP)-Ribosyl-Synthetase [125].

Oxidativer Stress scheint synergistisch mit den pro-inflammatorischen
Zytokinen an der Entstehung systemischer Manifestationen (unter anderem in
Lunge, Leber und Blut) der akuten Pankreatitis beteiligt zu sein (ref. in: [45,
133]), wobei sich die beiden Mechanismen gegenseitig unterstlitzen und so
einen Circulus vitiosus im Krankheitsgeschehen der akuten Pankreatitis in
Gang setzen [113]. Unter Bertcksichtigung der Tatsache, dass die vom
geschadigten Pankreas ins Plasma freigesetzte XO vor ihrem Eintritt in die
systemische Zirkulation Gber den Portalkreislauf die Leber passiert, ist es gut
moglich, dass der oxidative Stress dort die Generation von Mediatoren
verursacht, die dann flr die systemische inflammatorische Reaktion
verantwortlich sind [45]. Ein Hepatozyt besitzt ungefahr 2500-5000
Mitochondrien und ist entsprechend des hohen Zellmetabolismus ein Ort mit
einer groBen Rate oxidativer Reaktionen. Quelle einer groBen Menge an
Sauerstoffradikalen sind auch die hepatischen Kupffer-Zellen, die vor allem
durch Hypoxie aktiviert werden (ref. in: [75]). Hier werden durch eine vielfache
Erhéhung des Sauerstoffmetabolismus im Rahmen des ,respiratory burst®
durch die Aktivierung der membrangebundenen = NADPH-Oxidase
Hydroxylradikale freigesetzt [156]. Das durch Ischamie aktivierte
Komplementsystem  steigert und  verlangert  die  Aktivitdt  der
Radikalenfreisetzung zusatzlich (ref. in: [75]). Extrazellular steht diesem
massiven oxidativen Stress nur ein geringes Potential an Glutathion, SOD und
Chelatbildnern wie Transferrin und Coeruloplasmin als Antioxidanzien
gegenilber [16]. Entsprechend dem extrazellularen Ungleichgewicht zwischen
den oxidativen und antioxidativen Systemen im Pankreas- und Lebergewebe
sind die Sauerstoffradikale von groBer Bedeutung fir den Grad des
Zellschadens [20, 91, 105].

Der im Rahmen der akuten Pankreatitis herrschende oxidative Stress wirkt sich

unter anderem auch auf den Darm aus. In den frlhen Stadien der Erkrankung
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tragen die zytotoxischen Sauerstoffradikale zu den Veranderungen der
intestinalen Permeabilitat und der absorptiven Funktionen des Darms bei (ref.
in: [133]). Diese Effekte werden durch lysosomale Proteasen und Eikosanoide
vermittelt, die von stimulierten Leukozyten, Makrophagen, dendritischen und
Antigen-prasentierenden Zellen der Mukosa freigesetzt werden sowie durch die
Lipidperoxidation der Zellmembranen (ref. in: [133]).

2.5 Hypothese und Ziel der Studie

Obwohl die genauen Auswirkungen der TEA auf die Pathophysiologie der
nekrotisierenden Pankreatitis bisher weitgehend unbekannt sind, kénnte - unter
der Pramisse, dass sich die oben genannten Effekte dieser Form der
Regionalanasthesie nicht nur auf das Intestinum, sondern auch auf andere
Organe des entsprechenden nervalen Versorgungsgebietes erstrecken - die
regionale Sympathikolyse eine Abschwéachung der entzliindlichen Reaktionen
bewirken, kritische Komplikationen verhindern und somit die Mortalitat senken.

Ziel dieser Studie war es daher, die Bedeutung der gezielt eingesetzten
regionalen Anésthesie fur die im Verlauf der nekrotisierenden Pankreatitis bei
Ratten auftretende Schadigung von Pankreas, Leber und Darm zu untersuchen.
Als Indikatoren fir das Vorliegen einer Gewebeschadigung dienten hier
allgemeine entzindliche zellulare Veranderungen sowie der Nachweis von
Apoptose und oxidativem Stress. Im Rahmen dieser tierexperimentellen
Untersuchung sollten das therapeutische Potential einer Beeinflussung des
entzindlichen Geschehens durch die TEA beleuchtet und neue therapeutische

Ansatze fur die Klinik erarbeitet werden.

Zur Klarung dieser Hypothese wurde eine randomisierte, geblindete Studie

am Tiermodell durchgefihrt.
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3 Material und Methoden

3.1 Versuchstiere, Haltung und Genehmigung

Far die Versuche wurden mannliche Sprague Dawley Ratten aus der Zlichtung
der Firma Harlan Winkelmann (Borchen, Deutschland) verwendet.

Vor Versuchsbeginn wurden die Tiere wahrend einer einwdchigen
Eingewdhnungsphase in der tierexperimentellen Einrichtung der Westfalischen
Wilhelms-Universitat Minster gehalten. Pflege und Futterung erfolgten dort
standardisiert bei einem 12-stindigen Tag-Nacht-Rhythmus mit stdndigem
Zugang zu Futter (Haltungsdiat Mause-Ratten 1324, Altromin, Lage,
Deutschland) und Wasser. Die Raumtemperatur lag konstant bei 22 - 24 °C.

Zum Zeitpunkt der Versuche hatten die Ratten ein Kérpergewicht von
275-300 g. In dieser Gewichtsklasse fand sich ein optimales Verhéltnis
zwischen der GréBe der anatomischen Strukturen und dem der chirurgischen

Praparation hinderlichen Fettgewebe bei ausgereifter Physiologie.

Alle Versuche wurden nach Genehmigung des Versuchsvorhabens durch die
Ortliche Behdrde gemaR § 8 Absatz 1 des Tierschutzgesetzes durchgefihrt.
(Tierversuchsantrag: AZ  50.0835.1.0; Genehmigungsnummer  51/03;
09.10.2003)
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3.2 Versuchsablauf

Der Versuch beinhaltete zwei operative Phasen und eine dazwischen liegende

15-stiindige Perfusions- beziehungsweise Therapiezeit (siehe Abbildung 5).

1. Erste operative Phase mit epiduraler Katheterisierung und
Pankreatitis-Induktion
2. Perfusions-/Therapiezeit

Zweite operative Phase mit Probenentnahme

Die anschlieBende Aufbereitung und Farbung der Gewebeproben wurde im
Institut flir Pathologie der Westfalischen Wilhelms-Universitdt Muinster
durchgeflhrt. Die mikroskopische Beurteilung histopathologischer
Gewebeveranderungen und die histopathologische Auswertung der
Gewebeproben erfolgten durch einen geblindeten Untersucher.

Im Rahmen dieser Studie wurden insgesamt 24 Tiere behandelt, um die
histologischen Auswirkungen der TEA bei der akuten nekrotisierenden
Pankreatits zu erforschen. Sie wurden randomisiert den folgenden drei

Versuchsgruppen zugeteilt:

Gruppe I:  gesunde Tiere mit Scheinoperation (n=28)
Gruppe ll: Pankreatitis ohne Therapie (n=8)
Gruppe lll: Pankreatitis mit Bupivacain-Therapie (n = 8)
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Abbildung 5: Versuchsablauf

Die Gruppe | diente als Kontrollgruppe fir die unvermeidbaren Auswirkungen
der Anasthesie, der operativen Manipulationen und der Probenentnahmen auf
die zu untersuchenden histologischen Parameter. Die Scheinoperation
umfasste alle wesentlichen Schritte der ersten operativen Phase bei den
Pankreatitis-Gruppen, inklusive Anlage des zentralvendésen und epiduralen
Katheters und der Laparotomie, jedoch ohne tatsachliche Pankreatitis-
Induktion. Im AnschluB wurde der Epiduralkatheter tGber 15 Stunden mit
isotonischer Kochsalzlésung perfundiert. Die zweite operative Phase mit der
Probenentnahme war bei allen Gruppen identisch.

In der Gruppe Il wurden die histologischen Parameter der akuten
nekrotisierenden Pankreatitis in dem eingesetzten Tiermodell quantifiziert.
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Bei den Tieren dieser Gruppe wurde eine Taurocholat-induzierte Pankreatitis
verursacht, ohne dass sie anschlieBend eine Therapie erhielten. Die 15stiindige
kontinuierliche Epiduralperfusion mit 15 pl/h NaCl 0,9% wurde hier analog zu
dem Verfahren in Gruppe | durchgefihrt.

Bei den Tieren der Gruppe lll erfolgte die Induktion der akuten nekrotisierenden
Pankreatitis ebenfalls mittels Injektion von Taurocholat in den Pankreasgang.
Zur Therapie wurde Bupivacain 0,5% (15 ul/h) als Kkontinuierliche
Epiduralanasthesie appliziert.

Die Zuteilung der Tiere zu den Gruppen | bis Il erfolgte vor dem
abdominalchirurgischen Eingriff per Losverfahren (gesunde vs. kranke Tiere)
und durch Blindung des Operateurs zu Beginn der epiduralen Perfusionszeit
(Therapie vs. Plazebo). Operateur und Untersucher hatten bis zum
Versuchsende beziehungsweise bis nach der Untersuchung der Proben keine
Kenntnis Uber die Gruppenzugehdrigkeit der Tiere.

Die unterschiedlichen Untersuchungen waren nicht an jedem Praparat aus
jeder Gruppe durchfiihrbar beziehungsweise nicht verwertbar, so dass im
Ergebnis die Anzahl der Tiere pro Gruppe je nach Organ und
Untersuchungsmethode leicht differierte.

3.2.1 Anasthesie und Vorbereitung

Alle Tiere wurden in Inhalationsanasthesie operiert. Zur Operationsvorbereitung
wurden die Ratten zunachst in einer Einleitungsbox mit einem Gemisch aus
Isofluran (4 Vol.%) und Sauerstoff (2 L/min) inhalativ anasthesiert. Nach
Erléschen der Stellreflexe wurde die Narkose fir die Dauer der operativen
Phasen bei erhaltener Spontanatmung als Maskennarkose mit 1,4 Vol.%

Isofluran mit einer FiO2 von 0,5 weitergeflhrt.
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Um mdéglichst sterile Operationsbedingungen zu schaffen, erfolgte eine Rasur
der spateren Schnittflaichen. Die Tiere wurden ventral und dorsal in den
Regiones colli, in der Regio abdominalis und in der Regio vertebralis/lumbalis

rasiert.

Alle chirurgischen Eingriffe wurden unter sterilen Kautelen durchgefuhrt.

3.2.2 Erste operative Phase:
Epidurale Katheterisierung und Pankreatitis-Induktion

In der ersten operativen Phase erfolgte auBer der Anlage des Epiduralkatheters
und der Laparotomie mit Pankreatitis-Induktion  beziehungsweise
Scheinoperation bei allen Versuchstieren die Anlage eines zentralvendsen
Katheters, um spater wahrend der Therapiephase eine adaquate intravendse

Flussigkeitsversorgung gewahrleisten zu kénnen.

Zur Vorbereitung erfolgte bei dem auf dem Ricken gelagerten narkotisierten
Tier nach grindlicher Desinfektion des zervikalen Operationsfeldes mit einem
alkoholischen Hautantiseptikum die Hauteréffnung am Hals in Form eines
rechtsseitigen Kragenschnittes von ca. 1,5 cm Lange, 0,5 cm kranial der
Clavicula. AnschlieBend wurde das Tier in Bauchlage gebracht und die rasierte
Stelle im Nacken desinfiziert. Unterhalb der Protuberantia occipitalis externa
wurde ein horizontal verlaufender Schnitt von etwa 1 cm Lange gesetzt. Durch
Tunnelung mittels einer abgerundeten Gewebeschere lie3 sich eine subkutane
Verbindung zwischen dem dorsalen und dem ventralen Hautschnitt herstellen.

Das freie Ende eines in einen Swivel eingefadelten 50 cm langen
Polyethylenkatheters (Innendurchmesser: 0,58 mm, AuBendurchmesser: 0,96
mm) (Liquidscan, Uberlingen, Deutschland) wurde nun von dorsal nach ventral
in den subkutan verlaufenden Tunnel eingebracht. Dieser Katheter war zur
spateren Positionierung in der Vena jugularis dextra bestimmt (s.u.). Es folgten
die Desinfektion der beiden Wundflachen mit H,O, und die Fixierung des
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Halterungsnetzes des Swivels mit drei Stichen um den dorsalen Hautschnitt
herum. Als Nahtmaterial wurde dabei ein Vicryl-Faden 3-0 verwendet (Ethicon
GmbH, Norderstedt, Deutschland).

Die epidurale Katheteranlage erfolgte analog zu der von Sielenkamper et al.
beschriebenen mikrochirurgischen Methode [135]. Das Tier wurde zunachst so
in Bauchlage positioniert, dass sich der Operateur am FuBende des
Operationstisches befand. Die Lagerung der Ratte auf einem Kunststoffzylinder
ermdéglichte durch maximale Anteflexion der Wirbelsaule einen guten Zugang
zum Spinalkanal. Zur Orientierung wurde auf der Verbindungslinie der beiden
Spinae iliacae posteriores superiores der Processus spinosus des 4. LWK
aufgesucht. Auch hier wurde das vorher rasierte Operationsfeld zunachst
alkoholisch desinfiziert. Mit einem medianen Schnitt von ca. 4 cm Lange wurde
die Haut Uber dem 4. LWK erdffnet. Muskulatur und Bindegewebe im Verlauf
dieses Schnittes wurden so prapariert, dass der Dornfortsatz des 4. LWK frei
lag und mit einer Schere entfernt werden konnte. Mit einer Frase (Durchmesser
der Rose: 2 mm) wurde vorsichtig ein kleines Loch durch den kranialen Rand
des Wirbelbogens und durch die Bandstrukturen des Interspinalraums LWK 3/4
gebohrt, bis zwischen den Querfortsdtzen und den Wirbelkérpern die Dura
mater zum Vorschein kam. Von diesem Knochenfenster aus wurde das Ende
eines 60 cm langen Katheters aus Polyethylen (Innendurchmesser: 0,28 mm,
AuBendurchmesser: 0,61 mm) (Liquidscan) 7,0-7,5 cm weit zwischen Dura
mater und knéchernem Wirbelkanal nach kranial vorgeschoben, so dass die
Katheterspitze in Héhe des BWK 6 zu liegen kam [47]. Eine in den subduralen
Raum dislozierte Lage der Katheterspitze wurde durch mehrmalige negative
Versuche der Aspiration von Liquor ausgeschlossen. Das freie Ende des
epiduralen Katheters wurde locker geknotet und die so entstandene kleine
Schlinge direkt Uber den Austrittspunkt gelegt, um eine Dislokation zu
vermeiden. Dartber wurde die gerade Rickenmuskulatur fortlaufend mit einem
Vicryl-Faden genaht. AnschlieBend wurde durch den suboccipitalen Hautschnitt
eine Thouy-Hohlnadel unter der Haut bis zum kaudalen Operationsgebiet

vorgeschoben. Durch die Nadel hindurch konnte nun der Epiduralkatheter
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kranialwéarts getunnelt werden, so dass sein ldngeres Ende in den dort
befestigten und bereits vom vendsen Katheter durchzogenen Swivel gefadelt
werden konnte. Das Halterungsnetz des Swivels wurde mit einem vierten Stich
an der Haut befestigt und der dorsale Hautschnitt zwischen den Ohren nach
einer erneuten Desinfektion mit einigen Tropfen H,O, damit geschlossen. Die
Haut an der unteren dorsalen Wundflache wurde ebenfalls mit einer Vicrylnaht
adaptiert. Der endglltige Wundverschluss erfolgte an beiden Stellen mit
Sprihpflaster (Johnson & Johnson, Ethicon GmbH, Norderstedt, Deutschland).

Zur Anlage des zentralvendésen Katheters wurde die Ratte wieder in
Ruckenlage gebracht. Die rechte Vena jugularis wurde aufgesucht und
vorsichtig freiprapariert. Dabei wurde auf die Schonung kleiner oberflachlicher
BlutgeféaBe und zuflhrender Venen geachtet. Wenn nétig, wurden Blutungen
per Elektrokoagulation gestillt. Die dargestellte GefaBstrecke wurde erst kaudal
mit einem 6-0 Seidenfaden (Resorba, Nirnberg, Deutschland) voriibergehend
angeschlungen und dann mit einem weiteren Faden kranial ligiert, so dass sich
das GefaB dazwischen prall blutgeflillt aufspannte. Mittig wurde nun ein dritter
Seidenfaden positioniert und ein lockerer Knoten vorgelegt. Zwischen dem
mittleren und dem kranialen Faden wurde die Venenwand mit einer
Mikroschere auf etwa 50% des GefaBdurchmessers eréffnet. Das leicht
angeschragte Ende des zu Versuchsbeginn vorbereiteten und zur
Totraumkompensation mit Kochsalzlésung beflllten Katheters (s.0.) wurde
durch diese Inzision in das GefaB eingebracht und in dessen Verlaufsrichtung
3,5 cm weit nach kaudal unter dem Knoten des mittleren Fadens vorgeschoben,
bis die Katheterspitze die rechte Clavicula passiert hatte und im rechten Vorhof
zu liegen kam. Nach Kontrolle der korrekten Katheterlage durch erfolgreiche
Aspiration von Blut konnte der Katheter durch Festziehen der beiden Koten im
GefaB fixiert werden. Der WundverschluBB erfolgte auch hier per Hautnaht und
anschlieBendem Auftragen von Sprihpflaster.

Die Operation am Abdomen erfolgte unter strengen sterilen chirurgischen

Kautelen. Operateur, Operationsfeld und alle verwendeten Instrumente waren
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entsprechend chirurgischem Standard steril. Das Versuchstier wurde zunachst
auf dem Rulcken gelagert. Die rasierte Haut am Abdomen wurde sorgfaltig von
Haarresten und anderen Verunreinigungen gesaubert und grtindlich mit Alkohol
desinfiziert. Das Operationsfeld wurde mit einer sterilen Folie abgeklebt. Es
folgte die sterile Abdeckung mit einem Lochtuch. Das Abdomen wurde mit
einem medianen Langsschnitt eréffnet, wobei sich der Schnitt vom Processus
xiphoideus bis zu einem Punkt ca. 1 cm oberhalb der Symphyse erstreckte. Die
Durchtrennung der Bauchmuskulatur erfolgte entlang der Linea alba unter
besonderer Schonung der Leber. Unter Zuhilfenahme zweier steriler
Wattetupfer wurde das lleum im rechten Oberbauch mobilisiert und
ausgelagert, so dass das Pankreas aufgesucht werden konnte. Der proximale
Gallengang wurde nahe der Leber voriibergehend abgeklemmt. Nun wurde der
Ductus pancreaticus dargestellt und von der Papilla duodeni major aus mit einer
Kanile (20 G) punktiert. Uber diese Kanille wurde zur Pankreatitis-Induktion
steril aufgezogenes Taurocholat 5% (50 ug aufgelést in 1 ml NaCl) (Sodium
Taurocholat, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland) retrograd

in den Pankreasgang injiziert.

Bei den Tieren der Kontrollgruppe wurden die oben beschriebenen
Operationsschritte der Laparotomie bis einschlieBlich der Darstellung des
Ductus pancreaticus durchgeftihrt, um vergleichbare traumatische Belastungen
in allen untersuchten Gruppen zu erreichen. AnschlieBend wurden die Organe
unbehandelt in den Situs zurtickverlagert.

Nach Zuriickverlagerung der Organe in die Bauchhdhle wurde das Abdomen
schichtweise per Naht verschlossen und abschlieBend mit Sprihpflaster
versorgt. Die Narkose wurde beendet und das Versuchstier zurlick in den
Einzelkafig gesetzt.
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3.2.3 Perfusions- und Therapiezeit

Die Tiere konnten sich Uber einen Zeitraum von 15 Stunden von Anésthesie
und Operation erholen.

Wahrend dieser Wachphase wurde die kontinuierliche Nutzung der zum
Nacken getunnelten Katheter durch den Schutz des metallenen Swivels
erm@glicht. So konnten sich die Tiere in der Perfusions- und Therapiezeit
uneingeschrankt im Kafig bewegen.

Uber den Katheter in der Vena jugularis dextra wurde zur Aufrechterhaltung des
intravasalen Volumens NaCl 0,9% (2 mi/h) perfundiert.

Zur Kompensation des Totraums im epiduralen Katheter wurden je nach
Gruppenzugehdrigkeit des Versuchtieres mit einer Mikroliterspritze 28 pl
Bupivacain 0,5% oder isotonische Kochsalzlésung injiziert. Fir die
Therapiegruppe erfolgte die anschlieBende kontinuierliche Epiduralanasthesie
tber einen Perfusor (Genie Spritzenpumpe, WPI, Berlin, Deutschland) mit 15 ul
Bupivacain 0,5% pro Stunde. In den Ubrigen Gruppen wurde analog zu dem
Anasthetikum NaCl 0,9% perfundiert.

Wahrend der 15-stindigen Wachphase erfolgte die FlUssigkeitszufuhr
ausschlieBlich intravendés und epidural, um durch unterschiedliches
Trinkverhalten der Tiere bedingte Differenzen im Flissigkeitshaushalt als
Fehlerquelle auszuschlieBen. Die Raumtemperatur wahrend dieser Phase lag
konstant bei 21,2 + 0,2 °C.

Die Tiere hatten permanent freien Zugang zu standardisiertem Futter.
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3.2.4 Zweite operative Phase: Probenentnahme

15 Stunden nach der Pankreatitis-Induktion beziehungsweise Scheinoperation
erfolgte die Relaparotomie mit Entnahme mehrerer Organproben aus dem
Abdomen.

Tiere mit neurologischen Defiziten, die fir eine Dislokation des

Epiduralkatheters sprachen, wurden von der Studie ausgeschlossen.

Zunéachst wurden die Tiere erneut in der Induktionsbox narkotisiert. Wie zuvor
erfolgte auch hier nach der Lagerung auf dem Operationstisch eine volatile
Narkosefortfiihrung. Die Operationsgebiete wurden grindlich desinfiziert und
anschlieBend steril abgeklebt und abgedeckt.

Die Operation wurde - analog zur Pankreatitis-Induktion - von einem steril

gewaschenen und gekleideten Operateur durchgefiihrt.

Die Eréffnung des Abdomens erfolgte mit einer medianen Laparotomie, die zu
beiden Seiten um je einen Fllgelschnitt unterhalb der Rippenbégen erweitert
wurde. Die groBflachige Darstellung des Situs ermdglichte das weitgehend
atraumatische Aufsuchen des Pankreas und der umliegenden Organe. So
konnten Gewebeproben von Pankreas, Leber und terminalem lleum

entnommen werden.

Nach Versuchsende wurde die Narkose vertieft und mit einer zentralvendsen
Kalium-Bolusgabe der Tod durch Asystolie bei den Tieren herbeigefihrt.

Zur Verifizierung der epiduralen Katheterlage und ihrer korrekten H6he wurden
die Versuchstiere seziert. Dazu wurde der Wirbelkanal median eréffnet.
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3.3 Farbemethoden

Alle Gewebeproben wurden nach der Enthahme umgehend gereinigt und (die
Darmproben auf Styroporplatten gespannt) in kleinen Kunststoffooxen fir
mindestens zwei Tage in Formalin (Formaldehyd-Lésung 3,5-3,7%, Otto
Fischar GmbH, Saarbriicken, Deutschland) fixiert. AnschlieBend wurden die
Proben in Phosphat-gepufferter Kochsalzlésung (PBS) gewaschen, in
aufsteigenden Alkoholreihen getrocknet und in Paraffin eingebettet, um dann

Schnitte von 5 um Dicke anzufertigen und flr die Farbungen bereit zu halten.

3.3.1 HE-Farbung

FlOr die morphologische Beurteilung allgemeiner entziindlicher Veranderungen
im Rahmen der akuten Pankreatitis wurden Proben von Pankreas, Leber und

Darm standardmaBig mit Hamatoxylin und Eosin (HE) gefarbt.

Vor Beginn der Farbung wurden die Schnitte entsprechend folgendem Schema
entparaffiniert: Die Entwachsung erfolgte mit Xylol fir 2 mal 5 Minuten. Fir die
anschlieBende Rehydrierung wurde eine absteigende Alkoholreihe

(Ethanol 100%, Ethanol 96%, Ethanol 70%; je 2 Minuten) verwendet.
SchlieBlich erfolgte eine 2-minttige Spilung mit Aqua dest.

Zur Farbung mit Hamatoxylin mussten die Proben fir 10 Minuten in
Hamatoxylin-Farbelésung nach Meyer (Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland)
gegeben werden. Zum Blauen wurden die Schnitte 5 Minuten unter flieBendes
Wasser gehalten, abschlieBend kurz mit Aqua dest. gespullt. Die darauf
folgende Farbung mit Eosin erforderte 5 Minuten Einwirkzeit in der
entsprechenden Farbeldésung (Merck). Danach erfolgte erneut eine Spilung mit
Aqua dest. Die so gereinigten Schnitte wurden nun mit einer Alkoholreihe
aufsteigender Konzentrationen behandelt. Zunachst wurden sie kurz in Ethanol
70%, dann in Ethanol 96% und schlieBlich fir 2 Minuten in Ethanol 100%
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gegeben. Nach einem erneuten 2-mindtigen Bad in Ethanol 100% erfolgte
abschlieBend eine Xylol-Behandlung fir die Dauer von 2 Minuten.

3.3.2 Einzelstrang-DNS-Farbung

Zum Nachweis von Apoptose wurden Einzelstrang-DNS-Farbungen an den
Leber- und Darmschnitten durchgefinhrt.

Zum Auffinden apoptotischer Zellen wurden Schnitte der Leber- und
Darmpraparate nach einer von Palmes et al. beschriebenen Methode der
Einzelstrang-DNS-Farbung behandelt [109]. Bei dieser Verfahrensweise dient
der Nachweis von Einzelstrang-DNS als Beweis fir das Vorliegen von
Apoptose in den zu untersuchenden Zellen. Bei der Immunreaktion stellt die
Einzelstrang-DNS das Antigen dar.

Parameter | Primare Antikorper Sekundare Auswertung
Systeme

Apoptose | Anti-Einzelstrang-DNS- Ziege anti- n (apoptotische
Antikdrper (1:1500, Kaninchen Zellen)/1000
polyklonaler biotinierte
Kaninchenantikérper, Antikdrper
IBL, Gunma, Japan) (1:300, Vector)

Nitrotyrosin | Anti-Nitrotyrosin-Antikérper Ziege anti- semi-
(1:20, monoklonaler Maus- quantitativer
Mausantikérper, Zymed, EnVision-HRP | Score (0-3)
San Francisco, USA) (DAKO)

Tabelle 1: Immunhistochemische Antikérper und Verfahren, die in

dieser Studie eingesetzt wurden

47




Der Nachweis von Einzelstrang-DNS erfolgte  mittels  indirekter
Immunfluoreszenz. Hierbei wurde zuerst ein polyklonaler unkonjugierter
primarer Antikdrper dem Gewebe zugegeben. Der gebundene Primarantikérper
wurde anschlieBend durch einen Fluorochrom-konjugierten Sekundarantikdrper

markiert.

Zum Auffinden des Antigens wurden die Proben zunachst fir 5 Minuten in
einem handelsUblichen Dampfdruckkocher erhitzt. Die Hitzeeinwirkung flhrte
zum Aufbrechen der Zellkerne, so dass nun die DNS fir Immunreaktionen frei
zuganglich war. AnschlieBend wurden unspezifische Bindungsstellen mit
bovinem Serum-Antigen-c (BSA-c) blockiert. Hierzu wurde das BSA-c in Form
einer Basis-Blockierungslésung (1:10 in PBS, Aurion, Wageningen,
Niederlande) verwendet. Danach wurden die Schnitte mit den priméaren
Antikdrpern (Anti-Einzelstrang-DNS-Antikdrper; s. Tabelle 1) versetzt und Uber
Nacht bei 4 °C inkubiert, so dass es zu einer Immunreaktion der DNS mit den
Antikérpern kam. Es folgte eine Spllung mit PBS-Ldsung, wobei die nicht
gebundenen Antikdrper herausgewaschen wurden. Die Schnitte wurden nun fr
10 Minuten mit H>O, 0,6% (in Methanol gelést) behandelt, um die endogene

Peroxidase herauszufiltern.

Zur Fluoreszenzmarkierung der gebundenen primaren Kaninchen-Antikdrper
wurden die Schnitte anschlieBend fir 1 Stunde bei Raumtemperatur mit Anti-
Kaninchen EnVision-Meerrettich-Peroxidase (HRP) (Dako Deutschland GmbH,
Hamburg, Deutschland) versetzt. Das HRP-Produkt wurde dann fir eine
Einwirkzeit von 10 Minuten in Gegenwart von H;O, 0,02% mit FITC-
konjugiertem Tyramin versetzt. Dabei wurde das Tyramin in einer Verdinnung
von 1:300 in PBS verwendet. Auf diese Weise konnte der Fluoreszenzmarker
an den sekundaren Antikérper binden. SchlieBlich wurden die Proben flir

15 Sekunden mit dem Fluoreszenzfarbstoff 4',6-Diamidino-2-Phenylindol (DAPI)
(5 ug/ml PBS, Sigma) blau gegengeféarbt, so dass nur noch die apoptotischen
Zellen grin gefarbt waren. Zur Vermeidung eines raschen Verblassens der
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Fluoreszenzfarbungen wurden die Farbungen mit Vectashield Montage-Mittel
(Vector) abgedeckt.

Far die Auflichtmikroskopie wurden die primaren Antikérper mit Hilfe von DAKO
EnVision-HRP und DAB (Diaminobenzidin 3.3) Substrat-Installationssatz
(Vector) aufgespurt, mit Ehrlich Hamatoxylin fir 30 Sekunden gegengefarbt und
mit einem wassrigem Montage-Mittel (GelTol, Immunotech, Marseilles,
Frankreich) fixiert. Der Installationssatz verandert die Farbereaktion von braun
zu grau/schwarz und erhéht die Empfindlichkeit in den Anwendungen.

3.3.3 Nitrotyrosinfarbung

Das Vorkommenn von oxidativem Stress sollte mittels Nitrotyrosinfarbung in
den Leber- und Darmpraparaten untersucht werden.

Die immunhistochemische Aufbereitung der Paraffinschnitte far die
Nitrotyrosinfarbung wurde analog zu den Vorbereitungen fir den Nachweis von
Einzelstrang-DNS durchgefiihrt. Bei ansonsten identischem Vorgehen kamen
hier anstelle von Anti-Einzelstrang-DNS-Antikérpern als primare AntikGrper
monoklonale Maus Anti-Nitrotyrosin-Antikérper (s. Tabelle 2) zum Einsatz. Die

Praparate wurden lichtmikroskopisch ausgewertet.

Um nachzuweisen, dass die Fluoreszenz von einer spezifischen Bindung des
Sekundarantikérpers an sein homologes Antigen herrihrte, wurden sowohl flr
den Einzelstrang-DNS-Nachweis als auch fir die Nitrotyrosinfarbung Kontrollen
durchgefiihrt. Zum Ausschluss einer Eigenfluoreszenz des Gewebes wurden
Praparate ohne Sekundarantikbrper sowie Praparate ohne Primar- und
Sekundérantikdrper hergestellt. Zum Ausschluss einer unspezifischen Bindung
des Fluorochroms dienten Praparate ohne PriméarantikGrper.
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3.4 Mikroskopie

Die Auszahlung der apoptotischen Ereignisse erfolgte im Rahmen
lichtmikroskopischer und fluoreszenzmikroskopischer Untersuchungen. Fir die
Aufnahmen wurde ein Eclipse TE 300 Mikroskop (Nikon, Dusseldorf,
Deutschland) verwendet.

Die Proben, die auf das Vorhandensein von Apoptose und oxidativem Stress
hin untersucht werden sollten, wurden mit Hilfe der Auflichtmikroskopie
ausgewertet. Im Gegensatz zur Durchlichtmikroskopie wird die betrachtete
Probe bei der Auflichtmikroskopie nicht durchstrahlt. Im Auflichtmikroskop wird
die Probe aus der Richtung des Objektivs, oft durch das Objektiv selbst
beleuchtet. Hier wird der inverse Strahlengang genutzt, indem die Kamera das
zurickgeworfene Licht aufnimmt. Die Auflichtmikroskopie findet besonders bei
lichtundurchlassigen Objekten Anwendung; auch bei der
Fluoreszenzmikroskopie hat sie Vorteile und wird dabei angewendet. Die
Fluoreszenzkontrastdarstellung gehdért zu den typischen Beleuchtungsmodi in
der Auflichtmikroskopie.

Die Auswertung der Farbungen erfolgte im Fluoreszenzmikroskop mit Hilfe
spezifischer Filter.

3.4.1 HE-Praparate

Pro Versuchstier wurde nach Durchsicht der gesamten Praparate je ein
reprasentativer mit Hamatoxylin-Eosin gefarbter DlUnnschnitt von Pankreas,
Leber und Darm lichtmikroskopisch auf allgemeine zelluldre entzindliche

Veranderungen hin untersucht.

Bei der lichtmikroskopischen Untersuchung der Pankreasproben wurden
morphologische Parameter fur die Schwere der entziindlichen Verdnderungen
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anhand folgender Merkmale begutachtet: Hamorrhagie, Nekrose, inter- und
intralobare Entziindung. Die histologische Einstufung der pankreatischen
Gewebeschadigung basierte auf der folgenden semiquantitativen Skala: Fir
jedes Merkmal wurden Punkte von 0 (= keine Merkmalsauspragung) bis 3 (=
sehr starke Merkmalsauspragung) vergeben. Zur semiquantitativen Auswertung
wurden die Punkte der entziindlichen Veranderungen fir jeden Schnitt addiert.

Angeben wurden die Mittelwerte der Lasionen aus 6-7 Experimenten jeder

Gruppe.
Merkmal | _ Interlobare Intralobare
Hamorrhagie | Nekrose ) )

Punkte Entziindung | Entzindung

0 Nicht vorhanden

1 Leicht

2 Mittelschwer

3 Sehr stark
Tabelle 2: Score zur Beurteilung der histologischen Veranderungen des

Pankreasgewebes bei akuter nekrotisierender Pankreatitis

3.4.2 Einzelstrang-DNS-Praparate

FOr die mikroskopische Begutachtung wurde von jedem Versuchstier ein
reprasentatives Préparat von Leber und Darm ausgewahlt. Flr die Auswertung
wurde der Apoptose-Index semiquantitativ ermittelt, d.h. die Proportion von
Einzelstrang-DNS aufweisenden Zellkernen je 1000 hepatozellularen Kernen,
wobei auf jedem der Schnitte 5 Sichtfelder ausgezahlt wurden.

Bei den Leberpraparaten wurde zunachst die Gesamtzellzahl in jedem Sichtfeld

ermittelt und dann nach der Zellart differenziert. Dabei wurde zwischen

Hepatozyten und Nicht-Parenchymzellen unterschieden. Nach Mittelung aller
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quantitativen Ergebnisse lag die Gesamtzellzahl pro Sichtfeld bei 130 Zellen,
zusammengesetzt aus 100 Hepatozyten und 30 Nicht-Parenchymzellen. Diese
Ermittlung der statistischen Aufteilung der Zellzahlen bildete die Grundlage fir
eine einheitliche Darstellung und Vergleichbarkeit der Verteilung von Apoptose
sowohl innerhalb der verschiedenen Zellarten als auch zwischen den

unterschiedlichen Versuchsgruppen.

AnschlieBend erfolgte die Auszahlung der durch die Einzelstrang-DNS-Farbung
sichtbar gewordenen apoptotischen Zellen. Das Vorliegen angefarbter
Einzelstrang-DNS wurde wiederum getrennt flr Hepatozyten und Nicht-
Parenchymzellen ermittelt sowie als Summe innerhalb der Gesamtzellzahl.
Damit die Zahl der ermittelten Apoptose-Félle als Anteil von 1000 Zellen
angegeben werden konnte, musste zuvor die Apoptose-Summe jedes
Praparates durch die Anzahl der gesichteten Felder dividiert und anschlieBend
entsprechend dem zuvor ermittelten Zahlenverhaltnis multipliziert werden. So
wurde die Summe der apoptotischen Hepatozyten mit dem Faktor 10
multipliziert, die der Nicht-Parenchymzellen mit dem Faktor 33 und die Gesamt-
Leberapoptose mit dem Faktor 7,7. Die im Ergebnis angegebene Zahl der
ermittelten Apoptose-Félle bezieht sich also jeweils auf 1000 Zellen.

Da sich in den Schnitten der Darmpraparate nur sehr spérlich apoptotische
Zellen anfarben lieBen, erfolgte keine quantitative Auswertung dieser
Farbungen.

3.4.3 Nitrotyrosin-Praparate

FUr die mikroskopische Begutachtung wurde von jedem Versuchstier je ein
reprasentatives Praparat von Leber und Darm ausgewahlt. Auf jedem dieser
Schnitte wurden 5 Sichtfelder begutachtet und die Anzahl der Ereignisse

gemittelt.
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Die Intensitat der Nitrotyrosinfarbung wurde anhand eines 4-stufigen

semiquantitativen Scores beurteilt:

= kein Farbung
= schwach positiv gefarbte Zellen
maBig positiv gefarbte Zellen

w N = O
Il

= maximal intensive Farbung

Im Gegensatz zur Leber lieB sich im Darm kaum oxidativer Stress nachweisen,

so dass eine quantitative Auswertung der Darmpraparate nicht erfolgte.

3.5 Statistik

Von jedem Tier wurden Proben zum Nachweis von Apoptose, oxidativem

Stress und allgemeiner entziindlicher Veranderungen statistisch untersucht.

Zur statistischen Auswertung der Daten wurde Sigmastat 3.1 (Systat
Software GmbH, Erkrath, Deutschland) benutzt.

Die Daten der semiquantitativen Auswertung der Pankreashistologie und der
Nitrotyrosinfarbung der Leber wurden als Median (25%-Perzentile/75%-

Perzentile) dargestellt, da die Daten nicht linear waren.

Die statistische Testung zwischen Kontrollgruppe (Gruppe 1) und
unbehandelter Pankreatitis (Gruppe Il) sowie zwischen Pankreatitis mit
(Gruppe Ill) und ohne Epiduralanasthesie (Gruppe Il) erfolgte mittels Rank-
Sum-Test. Eine Typ-2-Fehlerwahrscheinlichkeit p < 0,05 wurde dabei als
signifikant gewertet.

FUr die quantitative Auswertung der Leberapoptose wurden zunachst der

n

arithmetische Mittelwert (x =3 xi) und die
n i
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Standardabweichung ( s= ) berechnet und die Anzahl der

apoptotischen Zellen/1000 auf Normalverteilung und gleiche Varianz gepruift.
Mittels t-Test wurde dann auf Unterschiede zwischen den Gruppen getestet.
Die Darstellung erfolgte als Mittelwert + SEM. Eine Typ-2-
Fehlerwahrscheinlichkeit p < 0,05 wurde dabei als signifikant gewertet.

Die graphische Darstellung der Ergebnisse erfolgte in Form von
Saulendiagrammen mit Microsoft Excel (Microsoft Works 8, Windows XP Home,
Microsoft, Redmond, USA) und in Form von Box-Whisker-Plots mit SPSS 14.0
(SPSS inc., Chicago, USA).
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4 Ergebnisse

Alle Tiere Uberlebten die erste operative Phase und erholten sich schnell nach

Beendigung des operativen Eingriffs.

Von den 24 operierten Versuchstieren musste eine Ratte wegen eines
postoperativen motorischen Defizits der hinteren Extremitaten von der Studie
ausgeschlosssen werden. Dieses Tier gehodrte zur Gruppe |, so dass fir die
histologischen Untersuchungen Kontroll-Proben von nur sieben Tieren

vorlagen.

Bei den verbliebenen 23 Tieren lagen vor Beginn der zweiten operativen Phase
keine oder nur geringe durch die TEA bedingte motorische Blockaden vor.

Die Autopsie zeigte eine korrekte Lage des Katheters im Epiduralraum bei allen
Tieren. Kein Katheter lag subdural. Bei allen Tieren lag die Katheterspitze
eindeutig in Héhe des 5. bis 7. Brustwirbelkdrpers.

Alle Tiere entwickelten nach der intraduktalen Applikation von Taurocholat eine
nekrotisierende Pankreatitis, was durch die histologische Untersuchung
bestatigt wurde.

4.1 Alilgemeine Entziindungszeichen

Die Beurteilung allgemeiner entziindlicher Verédnderungen erfolgte in den HE-
gefarbten Pankreaspraparaten. Fir diese Untersuchungen konnten Praparate
von insgesamt 20 Tieren verwertet werden. So wurden in der Gruppe | Proben
von sechs Tieren ausgewertet (n = 6), in den Gruppen Il und Ill standen
Praparate von jeweils sieben Tieren zur Verfigung (n = 7).
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Zum Untersuchungszeitpunkt waren die zu beurteilenden histologischen
Veranderungen des Pankreasgewebes (Nekrose, Hamorrhagie, inter- und
intralobare Entzindung) in HE-gefarbten Praparaten aller untersuchten
Gruppen zu finden. In den Praparaten der Gruppen | und Il waren einzelne
Merkmale jedoch qualitativ und quantitativ so wenig ausgepragt, dass sie im

Endergebnis der mathematischen Gesamtbetrachtung nicht mehr erscheinen.

Die Summenpunkte der Parameter waren in den einzelnen Gruppen
folgendermaBen verteilt:
) | Interlobare | Intralobare | Summe
Gruppe | Nekrose | Hamorrhagie ; .
Entziindung | Entziindung | Score
| 0 (0/0) 0 (0/0) 0 (0/0) 0 (0/0) 0 (0/0)
i 2 (0,25/3) 0 (0/2,75) 2 (1,25/3) 1(0/2) 4 (3/10)
]| 0 (0/0) 0 (0/0) 0 (0/0) 0 (0/1,5) 0 (0/1,75)
Tabelle 3: Medianwerte (25%/75%) der Summenpunkte histologischer
Pankreasschéden bei akuter nekrotisierender Pankreatitis
Die lichtmikroskopische Auswertung der HE-gefarbten Praparate zeigte

besonders bei den untherapierten Tieren der Gruppe Il eine schwere Form der

akuten Pankreatitis mit ausgedehnten Nekrosen und einer deutlichen
Leukozyteninfiltration im gesamten Pankreasgewebe. Der mediane Score fir
die Zeichen Nekrose, intraparenchymale Blutung und Entzindung wies flr
diese Gruppe eine wesentliche Organschadigung aus. Die statistische Analyse
ergab in der Summe einen signifikanten Unterschied zu der Kontrollgruppe

(p < 0,05), in der sich am Ende des Experiments ein nahezu normales

Pankreasgewebe ohne wesentliche entziindliche Veranderungen fand.
Lediglich bei einem Tier der Gruppe | lieBen sich Uberhaupt entzindliche

Veranderungen nachweisen. Nekrose und interlobdre Entziindung waren hier

mittelschwer ausgepragt, die intralobdre Entzindung nur leicht. Blutungen
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lieBen sich nicht nachweisen. Alle weiteren Praparate von Tieren der Gruppe |

waren frei von histologischen Veranderungen.

In der Gruppe Il hingegen lieBen sich bei sechs von sieben Versuchstieren
histologische Veréanderungen nachweisen. Hier war die interlobare Entziindung
am starksten ausgepragt, gefolgt von der Nekose. Hamorrhagie und interlobére

Entzindungszeichen waren etwas weniger stark nachweisbar.

Die Inzidenz fur histologische Veranderungen war bei den an nekrotisierender
Pankreatitis erkrankien Tieren ohne TEA deutlich héher als in der
Therapiegruppe. In der Gruppe lll waren die entziindlichen pankreatischen
Schadigungen im Vergleich zur Gruppe |l deutlich vermindert. Lediglich bei zwei
Tieren Gruppe Il waren Uberhaupt histologische Entziindungszeichen
nachzuweisen. Der Unterschied zwischen den Summenwerten der Gruppen |l

und Il war ebenfalls gréBer als der durch Zufall zu erwartende (p < 0,05).

Wurden die einzelnen Parameter der Gewebeschadigung getrennt voneinander
untersucht, waren lediglich die interlobdren entzindlichen Veranderungen in
den Gruppen | vs. Il und Il vs. lll statistisch signifikant. Die Auswertung der
dbrigen Einzelmerkmale zeigte hinsichtlich der Unterschiede zwischen den
Gruppen zwar einen starken Trend, war aber nicht signifikant. Die Nekrose war
in allen Gruppen relativ stark vertreten, die Hamorrhagie hingegen in der
Kontrollgruppe gar nicht und in den anderen Gruppen vergleichweise schwach
ausgepragt. Intralobare Entzindungszeichen fanden sich in
Pankreaspraparaten aller Gruppen. In der Therapiegruppe war die intralobare
Entziindung das am starksten ausgepragte Merkmal, in den anderen beiden
Gruppen das schwachste. Diese Diskrepanz spiegelt sich jedoch aufgrund der
geringen Fallzahl nicht in der Signifikanz wider. In diesem Fall |asst also erst die
Summe der untersuchten histologischen Paramter eine eindeutige statistische

Aussage zu.

57



:mﬂmﬁummmmhx ued :m:um_mﬂ_ﬂwm__._ 19p m:::mtm) 9 Bun _u__Don_d‘
¢ addnio Z 2ddnio | addnio

- - - - - - - - to

=

@

2

’ ‘ i N w

o

h ;

5 -V o

o

3

=

®

- 9 %

7

e a

swwng [7] W"

Bunpunzug aeqojenu i} - 8 _nmu.

Bunpunzjug aseqopa ] c

aibeyuoweH [ @
asoneN i - 01l

58



Zusammenfassend waren die Zeichen fir pankreatische Gewebeschadigungen
bei den Tieren ohne Therapie deutlich ausgepragter als bei denen mit TEA. Bei
den gesunden Tieren der Kontrollgruppe lagen nur vereinzelt pankreatische
Zellschaden vor.

A: Gruppe Il B: Gruppe I

Abbildung 7: HE-Farbung des Pankreas

15h nach Pankreatitis-Induktion. 200fache VergréBerung. Abbildung A zeigt extensive Nekrose
und Hamorrhagie im Falle der unbehandelten Pankreatitis. In Abbildung B sind lediglich
minimale Zeichen der pankreatischen Gewebsveranderung sichtbar.

4.2 Apoptose

Der Nachweis von Apoptose mit Hilfe einer Einzelstrang-DNS-Farbung erfolgte
im Leber- und Darmgewebe der Ratten. Hierfir konnten Gewebeproben von
insgesamt 20 Tieren ausgewertet werden. So gingen in der Gruppe | Proben
von nur vier Tieren in das Ergebnis ein (n = 4), in den Gruppen Il und Il
konnten wie geplant Praparate von jeweils acht Tieren ausgewertet werden

(n = 8). Die reduzierte GruppengrdéBe bei den Kontroll-Tieren kam durch
Probleme bei der Probenaufbereitung zustande.
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4.2.1 Leberapoptose

In allen untersuchten Praparaten konnten apoptotische Zellen dargestellt
werden. Im Rahmen  der  akuten Pankreatitis  zeigten  die
fluoreszenzmikroskopischen Darstellungen der periportalen und perizentralen
Regionen der Leberlappchen eine ausgepragte Apoptose.

Der Apoptose-Index der Hepatozyten und besonders der Nicht-
Parenchymzellen war bei den kranken Tieren ohne Therapie deutlich gréBer als
bei den gesunden und auch als bei den Tieren mit TEA. Die epidurale Therapie
mit Bupivacain fUhrte zu einer Verminderung der hepatozellularen Apoptose bei
Tieren mit akuter Pankreatitis. Bei den Tieren, die lediglich eine
Scheinoperation unterliefen, waren nur wenige apoptotische Zellen

nachweisbar.

A: Gruppe |
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B: Gruppe Il

C: Gruppe I

Abbildung 8: Fluoreszenzdarstellungen der Leberapoptose
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Apoptotische Apoptotische Summe
Gruppe Hepatozyten Nicht- apoptotischer
Parenchymzellen Zellen
I 3,35£0,6 23,0+£4,6 7,5%+1,1
Il 8,111~ 38,1 £ 5,1 145+18"*
[ 42+05+ 255+£3,5 9,0+1,0+
Tabelle 4: Leberapoptose (Mittelwert und SEM), Angabe als

apoptotische Zellen/1000 (* =p < 0,05 vs. I; + = p < 0,05 vs. Il)

4.2.1.1 Gesamtapoptose

Zwischen den  Untersuchungsgruppen  bestanden  hinsichtlich  der
Gesamtleberapoptose signifikante Unterschiede. So war die Apoptose-
Haufigkeit bei den kranken Tieren im Vergleich zu den gesunden Tieren
deutlich gréBer, wobei galt: p < 0,05. Unter der Therapie mit Bupivacain lief3
sich die apoptotische Schadigung der Leber signifkant vermindern (Il vs. lI:

p < 0,05).

Bei Tieren mit TEA war die Apoptose geringer ausgepragt als bei kranken
Tieren ohne Therapie.
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Leberapoptose gesamt (Mittelwert und SEM)
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o Pankreatitis mit Bupivacain-Therapie

Abbildung 9: Leberapoptose gesamt (" =p <0,05vs. |; +=p < 0,05vs. Il

4.2.1.2 Hepatozyten

Der Nachweis von Einzelstrang-DNS in den Hepatozyten war bei den Tieren mit
akuter nekrotisierender Pankreatitis im Vergleich zu gesunden Tieren um mehr
als das Doppelte erhdéht. Der Unterschied zwischen den Mittelwerten far
Apoptose in den Hepatozyten der Gruppen | und Il war gréBer als der durch
Zufall zu erwartende. Die im t-Test ermittelte Differenz zwischen der

Pankreatitis- und der Kontrollgruppe war statistisch signifikant (p < 0,05).
Der Anteil apoptotischer Hepatozyten war in der Pankreatitis-Gruppe gréBer als

der in der Therapiegruppe. Hier war die Differenz zwischen den Mittelwerten

etwas geringer als zwischen den Gruppen | und Il, aber immer noch signifikant
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mit p < 0,05. Die epidurale Therapie reduzierte also die hepatische Apoptose
bei der akuten Pankreatitis.

Leberapoptose Hepatozyten (Mittelwert und SEM)
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m Pankreatitis ohne Therapie
O Pankreatitis mit Bupivacain-Therapie

Abbildung 10: Leberapoptose Hepatozyten (*=p <0,05vs. |; + =p < 0,05 vs. Il)

4.2.1.3 Nicht-Parenchymzellen

Die Nicht-Parenchymzellen waren bei den Tieren mit Pankreatitis tendenziell
haufiger apoptotisch als bei den Kontroll- und Therapietieren. Allerdings waren
die Unterschiede in der Auspragung der Apoptose in den Nicht-
Parenchymzellen der Leber zwischen den einzelnen Gruppen nicht signifikant.
Durch zu groBe Standardabweichungen der Mittelwerte in den Gruppen | und I
wurde ein signifikanter Effekt knapp verfehlt. Auch der Vergleich zwischen
Gruppe Il und Gruppe Il konnte keinen eindeutigen Gesamteffekt erzielen.
Trotz der Unterschiede in den absoluten Zahlen fur das Vorkommen von

Apoptose galt fir alle Vergleiche p > 0,05. Der Unterschied in den Mittelwerten
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war nicht groB genug, um die Md&glichkeit zufalliger Schwankungen in den
einzelnen Proben auszuschlieBen.

Leberapoptose Nicht-Parenchymzellen
(Mittelwert und SEM)
50
45
40 A
g 35 -
5 30
S i [
5 25
2 20 -
g 15 |
10
5
0
O gesunde Tiere mit Scheinoperation
m Pankreatitis ohne Therapie
O Pankreatitis mit Bupivacain-Therapie

Abbildung 11: Leberapoptose Nicht-Parenchymzellen

4.2.2 Darmapoptose

In den Praparaten des Darms war nur sehr vereinzelt Einzelstrang-DNS

nachweisbar, so dass eine quantitative Auswertung nicht erfolgte.
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Abbildung 12: Fluoreszenzdarstellungen der Darmapoptose

4.3 Oxidativer Stress

Der Nachweis von oxidativem Stress mit Hilfe eines Anti-Nitrotyrosin-
Antikérpers erfolgte im Leber- und Darmgewebe. Fir die Nitrotyrosinfarbung
konnten Proben von insgesamt 23 Tieren ausgewertet werden. In der Gruppe |
flossen Paraffinschnitte von sieben Tieren (n = 7) in die Ergebnisse ein, in den
Gruppen Il und Ill standen wie geplant Auswertungen von jeweils acht Tieren
zur Verflgung (n = 8). In allen untersuchten Praparaten konnten Nitrotyrosin-
positive Zellen dargestellt werden.
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4.3.1 Nitrotyrosin in der Leber

Die Tiere mit unbehandelter Pakreatitis zeigten eine starke Nitrotyrosin-
Immunreaktion. In der Leber konnte bei den kranken Tieren besonders in den
Endothel- und perivendsen Zellen vermehrt durch freie Radikale verursachter
oxidativer Stress nachgewiesen werden. Die Bupivacain-Therapie zeigte keinen
Effekt bei Tieren der Gruppe Ill. Bei den Tieren, die lediglich eine
Scheinoperation erhielten, war wenig Nitrotyrosin nachweisbar.

Aus dem 4-stufigen Score ergaben sich fir die einzelnen Gruppen folgende
Werte fir Median (25%-Perzentile/75%-Perzentile):

Gruppe Median

I 1(0,3/1,4)

I 2 (1,5/3) *

0l 1,75 (1,5/2,5)

Tabelle 5: Vorkommen von oxidativem Stress im
Leberparenchym (* =p < 0,05 vs. |)
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B: Gruppe Il

Abbildung 13: Nitrotyrosinfarbung der Leber

15 h nach Pankreatitis-Induktion. Abbildung A zeigt normales Pankreasgewebe bei einem
gesunden Tier nach Scheinoperation. In Abbildung B zeigt besonders um die Zentralvene
herum die braunliche Farbung des Parenchyms das Vorhandensein von Nitrotyrosin an.
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4.3.2 Nitrotyrosin im Darm

Der oxidative Stress war im Darm deutlich schwécher ausgepragt als in der

Leber, so dass eine semiquantitative Auswertung nicht moglich war.

4.4 Zusammenfassung der Ergebnissse

In den Gewebeproben der gesunden Tiere der Kontrollgruppe waren die
verschiedenen Entziindungsmerkmale nicht oder nur sehr gering ausgepragt.

Im Pankreas selbst kam es im Rahmen der nekrotisierenden Pankreatitis zu
schweren entzindlichen Gewebeverdnderungen. Diese morphologischen
Veranderungen waren unter epiduraler Therapie mit Bupivacain signifikant

racklaufig.

In der Leber lieB sich bei den an nekrotisierender Pankreatitis erkrankten Tieren
vermehrt Apoptose nachweisen. Diese Form des Zelltodes trat im Lebergewebe
der Tiere der Therapiegruppe wesentlich seltener auf. Im Darm ging die

Pankreatitis nicht mit dem vermehrten Vorkommen apoptotischer Zellen einher.

Der Nachweis von Nitrotyrosin bei akuter Pankreatitis zeigte in der Leber
starker als im Darm das Vorliegen von oxidativem Stress an. Eine
therapeutische Wirkung der TEA auf den oxidativen Stress in Leber und Darm
lieB sich nicht nachweisen.

Das AusmalB der Pankreatitis-induzierten Apoptose korrelierte offenbar nicht mit

dem Auftreten von oxidativem Stress.
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5 Diskussion

Die Beteiligung extrapankreatischer Organe im Rahmen der akuten Pankreatitis
ist fir die Morbiditat und Mortalitat der Erkrankung von erheblicher Bedeutung.
Die TEA mit Bupivacain ist eine probate Form der Analgesie und beeinfluBt
wesentlich die viszerale Mikrozirkulation. Ziel dieser Arbeit war es, den Einfluf3
der TEA auf die strukturellen Veranderungen des Pankreas und
extrapankreatischer Organe bei akuter Pankreatitis zu beleuchten. Als
Parameter flr eine Affektion von Leber und Darm galt neben allgemeinen
morphologischen Zellverdnderungen das Vorhandensein von Apoptose und
oxidativem Stress. Apoptose wurde dabei mit Hilfe einer Einzelstrang-DNS-
Farbung nachgewiesen, zum Nachweis von oxidativem Stress diente eine

Nitrotyrosinfarbung der Organproben.

5.1 Experimentelles Modell

Die Analyse des zugrunde liegenden experimentellen Modells stellt die
Interpretationsgrundlage fir experimentelle Daten dar. Dies gilt sowohl im
Hinblick auf die Ubertragbarkeit des Modells auf die klinische Situation als auch
fir methodische EinflussgréBen. Bei den Uberlegungen zur methodischen
Qualitat des vorliegenden tierexperimentellen Modells der TEA Dbei

nekrotisierender Pankreatitis bedirfen folgende Punkte der Diskussion:

5.1.1 Pankreatitis-Induktion

Es existieren verschiedene Methoden zur experimentellen Induktion einer
akuten Pankreatitis. Welches Verfahren im Einzelfall geeignet ist, hdngt davon
ab, bei welchem Tier die Entzindung induziert und welcher Schweregrad der
Erkrankung damit erreicht werden soll.
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Eine milde Form der akuten Pankreatitis wird durch die hochdosierte
Applikation von die Pankreassekretion stimulierenden Agenzien [88] verursacht.
Bei Ratten fihrt die hochdosierte Applikation von Caerulein zu einer
ddematdsen Pankreatitis [88]. Ahnliches gilt fiir die durch Ligatur des Ductus
pancreaticus induzierte Pankreatitis. Bei Ratten resultiert dieses Verfahren in
einer milden (ref. in: [24]), beim Opossum jedoch in einer schweren Form der
Pankreatitis [24]. Bei Mausen kann die schwere akute Pankreatitis auch durch
eine spezielle Cholin-arme und Ethionin-angereicherte Diat initiiert werden [93].
Das Gleiche qilt fir die intraperitoneale Injektion von L-Arginin [36].

In der vorliegenden Studie sollten speziell die Bedingungen bei der schweren
Form der akuten Pankreatitis untersucht werden. Die oben genannten
Méglichkeiten der tierexperimentellen Pankreatitis-Induktion wurden bislang
entweder nicht primar an Ratten eingesetzt oder lassen initial nicht sicher
unterscheiden, ob sie zu einer milden Pankreatitis (6dematds/interstitiell) oder
zu einer schweren nekrotisierenden Form der Erkrankung fihren. Daher wurde
in der vorliegenden Arbeit ein bewédhrtes Modell zur Induktion der
nekrotisierenden akuten Pankreatitis eingesetzt, bei dem Taurocholat 5%
langsam retrograd in den Pankreasgang injiziert wird (ref. in: [48]).

Taurocholsauren sind konjugierte Gallensauren, die unter anderem zu einer
verstarkten Aktivierung der Verdauungsenzyme durch Verschiebung des pH-
Optimums fUhren. Die intrapankreatische Verabreichung flihrt also zu einer
Zersetzung des Pankreasgewebes. Die Injektion von Gallensalzen in den
Pankreasgang induziert bei Ratten sicher eine schwere Pankreatitis, weshalb
diese Induktionsmethode seit langem zu den Ublichen experimentellen
Verfahren z&hlt [1]. Dieses Verfahren wurde - teilweise mit leicht abgewandelter
Dosierung - von zahlreichen Forschern [27-30, 37, 38, 48, 67, 107, 112] in
experimentellen Modellen der schweren akuten Pankreatitis bei Ratten
erfolgreich eingesetzt. Die Zuverlassigkeit dieses Modells zeigte sich in unseren
Versuchen in der ausnahmslosen Entwicklung der nekrotisierenden Pankreatitis
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mit allgemeinen klinischen Krankheitszeichen, Fettgewebsnekrose und Aszites

bei allen so behandelten Tieren.

5.1.2 Anasthesie und perioperatives Management

Alle operativen Eingriffe erfolgten in Inhalationsanasthesie mit Isofluran. Die
Inhalationsnarkose besitzt generell den Vorteil der guten Steuerbarkeit und
zeichnet sich durch ihre Kkardioprotektive Eigenschaft aus. Isofluran als
Inhalationsanasthetikum ist durch die Halogenierung mit Fluor gut vertraglich,
hat eine hohe molekulare Stabilitdt, ein geringes Toxizitatspotential und eine
niedrige Léslichkeit, allerdings auch eine reduzierte narkotische Potenz. Die
Substanz  ist technisch leicht zu handhaben und bietet die vorteilhafte
Eigenschaft der Kombination von Hypnose und Muskelrelaxation. Die
analgetische Wirkung des Isoflurans ist nur schwach ausgepragt. Nur 0,17%
des aufgenommenen Isoflurans erscheinen als Metabolite im Urin. Diese sehr
niedrige Metabolisierungsrate erklart die minimale bis nicht vorhandene Hepato-
und Nephrotoxizitdt von Isofluran [42]. Im Vergleich zu anderen Anésthetika
beeinflusst Isofluran die viszerale Mikrozirkulation nur minimal (ref. in: [135])
und hat damit vermutlich auch keine Auswirkungen auf den Verlauf der akuten
Pankreatitis und die Auswirkungen der TEA auf diese Erkrankung. Die
zirkulatorischen Auswirkungen der TEA werden durch die Allgemeinanasthesie
nicht verandert [63]. Eine mégliche Beeinflussung der Apoptose durch Isofluran
[4] war in der vorliegenden Arbeit zu vernachlassigen, da die Tiere aller
Versuchsgruppen die gleiche Narkoseform erhielten und sich ein eventueller
durch die Narkose bedingter Fehler in der Apoptosemessung zwischen den
Gruppen relativiert hatte. Zu den Nebenwirkungen des Isoflurans zahlt die
Vasodilatation und dosisabhangig eine Hypotonie bei kompensatorischem
Anstieg der Herzfrequenz. AuBerdem verringert der Wirkstoff die
Atmungsaktivitat, wirkt also atemdepressiv. Isofluran ist schleimhautreizend,
was sich jedoch in aller Regel nur wahrend der Narkoseeinleitung als

problematisch erweist.
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Der Flissigkeitshaushalt ist ein weiterer wichtiger Aspekt des operativen
Managements. Bei an Pankreatitis erkrankten Menschen kommt es durch
Ubelkeit zu einer mangelhaften Flissigkeitsaufnahme. Erbrechen,
paralytischer lleus, Aszites, Pleuraergiisse, entziindliches Odem,
Exsudationen und ein Kapillarleck bei SIRS sind weitere Ursachen fir den
frihzeitig im Krankheitsverlauf eintretenden intravaskuldren Volumenmangel
bei nekrotisierender Pankreatitis. Entsprechend besteht in tierexperimentellen
Pankreatitis-Modellen bei den schwer erkrankten Tieren die Gefahr der
Hypovolamie (ref. in: [48]), welche wiederum die inflammatorische Reaktion
beeinflussen wirde. Um Verfalschungen der Ergebnisse zu vermeiden, die aus
einer Uberlagerung der Konsequenzen der durch die Pankreatitis verursachten
Gewebeschadigungen mit den Folgen eines hypovolamischen Schocks
resultieren kénnten, wurden zwischen den beiden operativen Phasen etwa

6 mli/h x kg Korpergewicht NaCl 0,9% infundiert. Diese Art des
Fllssigkeitsausgleichs ist nachweislich in der Lage, die Normovolamie bei an
Pankreatitis erkrankten Tieren zu erhalten (ref. in: [8, 48]). Studien von Freise
et al. wiesen stabile h&modynamische Verhéltnisse fir das in der
vorliegenden Arbeit angewandte Verfahren sowohl bei gesunden [47] als
auch bei kranken [48] Ratten nach.

5.1.3 Anlage der thorakalen Epiduralanasthesie

Das in dieser Studie angewandte Verfahren zur Anlage der TEA hat sich bereits
in anderen Untersuchungen bewahrt [47, 135]. Dieses Modell der epiduralen
Katheterisierung erlaubt eine experimentelle Untersuchung des Einflusses der
TEA auf die immunologischen Reaktionen unter physiologischen Bedingungen
und insbesondere auch in experimentellen Modellen fir lebensbedrohliche
Erkrankungen.

Freise et al. [47] kontrollierten in Versuchen mit identischer Methodik der

Katheteranlage die Katheterlage postoperativ mittels eines bewahrten Motorik-
Scores und stellten lediglich in der Therapiegruppe mit Bupivacain leichte
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motorische Defizite der hinteren Extremitaten fest. Die Autopsie verifizierte in
den Versuchen der oben genannten Arbeitsgruppe fir alle Versuchstiere eine
korrekte epidurale Katheterlage. Diese Ergebnisse sprechen daflr, dass bei
dieser Art der Anlage einer Epiduralanasthesie das Risiko fur Fehlerquellen wie
intraoperative Traumatisierung und Fehllage des epiduralen Katheters gering
ist.

Unter der Annahme, dass das operative Trauma zu einer inflammatorischen
Reaktion am Insertionsort fUhren wuirde, erfolgte die Positionierung der
epiduralen Katheterspitze in einiger Entfernung von der Insertionsstelle. Durch
die Entfernung zwischen der Zugangsstelle zum Epiduralraum und der
endgultigen Position der Katheterspitze erwarteten wir uns auBerdem eine
Risikominimierung fur die unkontrollierte Medikamentenverteilung aus dem
Epiduralraum heraus. Die Undichtigkeit ist generell ein bekanntes Problem der
experimentellen kontinuierlichen Epiduralanasthesie bei Ratten [114], da sie
durch Unterschiede in der Verteilung zu Anderungen des epiduralen
Medikamenteneffektes fihren kann. Nishiyama et al. beschrieben eine
veranderte Farbverteilung vier Tage nach der Implantation in einem Modell der
Lumbalkatheterisierung und warnten vor einem Gebrauch von mehr als 48
Stunden [104]. Die These der Vermeidung dieser unkontrollierten Verteilung
durch den verlagerten Zugangsweg zum Epiduralraum wird von den
Ergebnissen einer Studie von Freise et al. [47] unterstltzt, die zeigten, dass bei
der thorakalen Positionierung des Katheters auch bei diskontinuierlicher

Nutzung nach drei Tagen keine Anderung der Effekte der TEA auftrat.

5.1.4 Gewinnung der mikroskopischen Praparate

Bei der Gewinnung der mikroskopischen Praparate war es ein vorrangiges Ziel,
den Gewebeproben mdglichst wenig Schaden durch Druck und Manipulation
zuzufigen. Es kann jedoch nicht véllig ausgeschlossen werden, dass durch die
im Rahmen der Pankreatitis-Induktion und spateren Probenentnahmen
notwendigen Manipulationen an Pankreas, Darm und Leber Gewebeschaden
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verursacht wurden. Um derartige Einflisse auf die Studienergebnisse zu
minimieren, erfolgte die intraoperative Darstellung von Pankreas, Leber und
Darm sehr schonend mit weichen Wattetupfern. Fir die Probenentnahme
wurden die Organe nur auBerhalb der zu entnehmenden Gewebeanteile mit
kleinen Pinzetten fixiert, um zusatzliche Veradnderungen an den spateren
Praparaten zu vermeiden. Die eventuell dennoch aufgetretenen manipulativen
Veranderungen stellen einen systemischen und Uber alle Gruppen gleich
verteilten Fehler dar, so dass eine Beeintrachtigung der Validitat der
Studienresultate unwahrscheinlich ist.

5.2 Histopathologische Untersuchungsmethoden

5.2.1 Nachweis von Apoptose

Einen guten Uberblick Uber das AusmaB der Apoptose liefert die
elektronenmikroskopische Darstellung der zu untersuchenden Gewebeproben.
Allerdings kann mit dieser Methode nur die Gewebeoberflache beurteilt werden,
nicht aber die Apoptose in tiefer gelegenen Gewebeschichten wie
beispielsweise in  den intestinalen Krypten. Daher muss die
elektronenmikroskopische Beurteilung zumindest des Darmgewebes immer mit
anderen histologischen Techniken kombiniert werden [56].

Daneben existieren diverse immunhistochemische Methoden zum Nachweis
des apoptotischen Zelltodes. Diese Nachweismethoden setzen an
verschiedenen Stellen der Apoptose-Kaskade an. Einen guten Uberblick iber
die verschiedenen Nachweismethoden liefert eine Arbeit von Huppertz et al.
[68]:

Liganden-Rezeptor-Systeme (Fas- und TNF-a-Rezeptor mit entsprechenden

Liganden) sollen die frihen Stadien der Apoptose nachweisen. Die
Interpretation solcher Verfahren ist schwierig, da der immunhistochemische
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Nachweis der Rezeptorexpression nicht zwingend dessen Beteiligung an der
Apoptose-Induktion bedeutet.

Initiator-Kaspasen kdnnen mit Hilfe von Antikérpern aufgespirt werden.
Alternativ bieten Phosphatidylserin-Antikdrper oder Antikdrper gegen

Annexin V, welches spezifisch an dieses Phospholipid bindet, die Mébglichkeit
der Apoptosedetektion anhand von durch Initiator-Kaspasen verursachten
Plasmamembranverdnderungen. Dies ist allerdings nur in intakten Zellen

moglich.

Zahlreiche Antikérper sind in der Lage, Mitglieder der bcl-2-Familie zu erkennen
und deren Lokalisation anzuzeigen. Der immunhistochemische Nachweis dieser
Molekile ist insofern zurlckhaltend zu bewerten, als Fortschreiten oder
Stillstand der Apoptose vom Verhdltnis zwischen den agonistischen und
antagonistischen Mitgliedern der bcl-2-Familie abhangen. Der einfache

Nachweis nur einer dieser Komponenten ist schwierig zu interpretieren.

Reprasentativ flr die Effektor-Kaspasen kénnen Kaspase-3, -6 und -7 durch
spezielle Antikérper nachgewiesen werden. Antikdrper gegen das Enzym Poly-
ADP-Ribose-Polymerase und gegen das Strukturprotein Lamin B
(typischerweise auf der Innenseite der Kernmembran lokalisiert) dienen als
,Negativhachweis“ der Apoptose. Beide Antigene werden wahrend der
Apoptose von Effektor-Kaspasen gespalten, so dass ihr Vorhandensein gegen
und ihre Abwesenheit flir eine bereits abgelaufene Apoptose-Kaskade spricht.
Diese Farbungen eignen sich hauptsachlich zur Beurteilung der Aktivitat der
Effektor-Kaspasen. Die Daten sind aufgrund des im Verlauf der Apoptose

abnehmenden Signals schwierig auszuwerten.

Alle hier aufgefihrten Methoden zum Nachweis von Kaspasen erfordern den
Einsatz des ,enzyme-linked immuno sorbent assay” (ELISA)-Verfahrens. Ein
solches Protokoll ist technisch sehr aufwandig und kann nur an Zelllysaten,

nicht aber an Gewebeschnitten durchgefiihrt werden. AuBerdem ist eine
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Unterscheidung zwischen den inaktiven Pro-Formen der Kaspasen und ihren
heterodimeren aktiven Formen nicht mdglich, was die Interpretation solcher
Farbemethoden erschwert. Reproduzierbare Daten flr den Nachweis von
Liganden-Rezeptor-Systemen und Mitgliedern der bcl-2-Familie kénnen nur aus
kryostatischen Praparaten gewonnen werden, da Paraffinschnitte oft eine
verminderte Immunreaktivitdt zeigen oder in Abhangigkeit von der Dauer der
Formalin-Fixierung zu deutlich unterschiedlichen Ergebnissen fiihren. Generell
ist zu beachten, dass verschiedene Zellen das Ziel des apoptotischen Todes
auf unterschiedliche Art und Weise erreichen. Daher sind die einzelnen
Nachweisverfahren, die die frlhen Ereignisse der Apoptose-Kaskade
untersuchen, je nach Gewebeart unterschiedlich gut geeignet, um definitive
Aussagen Uber die Apoptose machen zu kdnnen. AuBerdem folgt auf die friihen
Ereignisse der apoptotischen Kaskade nicht zwangslaufig der komplette Ablauf
der Apoptose. Bevor irreversible Stadien erreicht werden, kann es immer noch

zu einem Abbruch oder einer Verzdgerung der Apoptose kommen.

Als Indikator daflir, dass eine Zelle die irreversiblen Stufen der Apoptose
erreicht hat, dient die Spaltung von Zytokeratin 18, ,T-cell restricted intracellular
antigen related protein® (TIAR) und Transglutaminase Il
(Gewebstransglutaminase). Der Antikdrper gegen das durch die Aktivierung von
Kaspasen entstehende Spaltprodukt von Zytokeratin 18 hat sich in einer Studie
von Groos et al. [56] fur die Detektion von apoptotischen Zellen sowohl im
menschlichen als auch im Didnndarmepithel von Ratten als nicht geeignet
erwiesen. Das Problem der Interpretation der TIAR-Immunreaktivitat besteht bei
gering ausgepragtem zytoplasmatischen Saum um den Zellkern herum in der
Differenzierung zwischen nicht-apoptotischen Zellen und solchen, die sich in
einem frihen Stadium des Zelltodes befinden. Bei der Transglutaminase Il ist
technisch bedingt im Mikroskop haufig keine Unterscheidung zwischen inaktiver
Pro-Form und aktiver Form mdglich.

Die flr die Apoptose typische DNS-Fragmentation entsteht durch von Effektor-

Kaspasen aktivierte Endonukleasen. Eine Visualisierung der
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Endonukleaseaktivitat in histologischen Schnitten wird durch den TUNEL-Test
erreicht. Bei der TUNEL-Farbung katalysiert das Enzym TdT die Bindung
markierter Nukleotide an exponierte 3"-OH Enden der DNS-Einzelstrangbriiche.
Die Nukleotide sind im TUNEL-Farbe-Set mit visualisierenden Agenzien wie
Biotin markiert. Dieses Verfahren hat allerdings einige Schwachpunkte, und es
existieren zahlreiche kritische Berichte hinsichtlich der Zuverlassigkeit und
Sensitivitat dieser end-labeling Techniken (ref. in: [56]). Grundsatzlich stehen
zwischen den TUNEL-Reagenzien und ihrem Ziel zwei wesentliche
Hindernisse: die DNS-Hyperkondensation (Pyknose) und die proteinhaltige
Umgebung der DNS. Selbst wenn die TUNEL-Farbung mit einem kommerziell
erhaltlichen “ready-to-use-kit” durchgefihrt wird, massen die
Anwendungsbedingungen auf der Basis der Ergebnisse anderer Techniken des
Apoptosenachweises und eines Vergleichs mit der Kernmorphologie flr jede
Probe neu angepasst werden. Es gibt kein vorgefertigtes Protokoll, welches
uneingeschrankt eingesetzt werden kann. Dies ist zumindest teilweise durch die
Tatsache bedingt, dass sich mit TUNEL nicht speziell nur Apoptose, sondern
vielmehr auch Nekrose und autolytischer Zelltod auffinden lassen [46].
Zusétzlich kommt es gelegentlich zu einer positiven TUNEL-Farbung wéahrend
Mitose und DNS-Reparaturprozessen, da es hierbei ebenfalls zum Auftreten
von DNS-Strangbriichen kommt [40]. Elektrokoagulation oder Schneiden eines
Gewebes, Behandlung von Gewebeproben im Sinne von Reinigung, Fixierung,
Paraffinierung, Vorbehandlung mit  HxOg, Proteinase K und
Mikrowellenbehandlung sind weitere Ursachen filr das Absterben von Zellen,
die die TUNEL-Farbung sehr empfindlich fir Unterschiede in der Vorbereitung
der Gewebeproben machen. Labat-Moleur et al. [86] postulierten speziell die
Empfindlichkeit der TUNEL-Farbung in Bezug auf die Fixierung der
Gewebeproben. Bei groBeren Gewebeproben sei eine homogene Fixierung
nicht méglich, was sich in den Ergebnissen der Farbung widerspiegele. Ohne
Vorbehandlung der Proben ist eine TUNEL-Farbung jedoch nicht méglich, da
die Reagenzien keinen Zugang zu den Strangbrichen erhalten. Die hohe
Empfindlichkeit ist eine mdgliche Erklarung daflir, dass es in einer groBen
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Vergleichsstudie [56] nach Standardfarbung menschlicher Gewebeproben
mittels TUNEL zu vielen falsch positiven Ergebnissen kam.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass das grundsatzliche Problem des
Apoptosenachweises mittels  Visualisierung von  strukturellen  DNS-
Veranderungen die Tatsache ist, dass DNS-Strangbriiche, also das Ziel der
TUNEL-Farbung, einerseits in allen Zellen existieren und andererseits durch
apoptotische DNS-Kondensation maskiert werden. Der Erfolg von TUNEL
basiert in der deutlich gréBeren Anzahl der Strangbriche wahrend der
Apoptose.

Im Vergleich zur TUNEL-Probe hat sich die Visualisierung von Einzelstrang-
DNS fir den Nachweis von Apoptose im intestinalen Epithel als sehr
zuverlassig erwiesen und ist zur Beurteilung von Gewebeschadigungen gut
geeignet. Urspriinglich wurden hierbei Medikamenten-induzierte DNS-
Strangbriiche mit Hilfe eines monoklonalen Antikdrpers aufgespurt, der speziell
diese Einzelstrang-DNS erkennt [46]. In der weiteren Entwicklung hat hat sich
der Anti-Einzelstrang-DNS-Antikérper als nultzliches und zuverlassiges
Hilfsmittel und als gute Alternative zur TUNEL-Farbung fir den in situ-Nachweis
der Apoptose im Dinndarm erwiesen und ist speziell fir den Gebrauch an
Formalin-fixierten Paraffinschnitten geeignet. Palmes et al. [109] zeigten, dass
diese Methode in der Lage ist, zellulare Entsprechungen mikrozirkulatorischer
Stérungen im Lebergewebe aufzudecken. In dieser Studie korrelierte der
Nachweis von hepatozellularer Apoptose mit dem Vorhandensein von
aktivierten Kupffer-Zellen und beschadigten sinusoidalen Endothelzellen.

Der positive biochemische und histochemische Nachweis von Apoptose in
Hepatozyten im Rahmen der schweren akuten Pankreatitis wurde bereits von
Takeyama et al. [147] erbracht. Hierbei basierte die Visualisierung
fragmentierter Hepatozyten-DNS sowohl auf einer in situ nick end-Markierung
der Hepatozytenkerne als auch auf einer Agarose-Gel-Elektrophorese-
Darstellung. Beide Methoden sind technisch sehr aufwandig.
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AuBerdem sind sie nicht nachweislich besser als das in der vorliegenden Studie
eingesetzte Verfahren zum Nachweis von Apoptose. Auch hier erfolgte die
Visualisierung von im Zuge der Apoptose freigelegter DNS, lediglich die Art der

Farbung war eine andere.

Aufgrund der physiologisch hohen Zellumsatzrate mit Erneuerung,
Differenzierung und Absterben der Zellen ist der Dinndarm per se ein sehr
attraktives Modell flr die Untersuchung apoptotischer Ereignisse und anderer
mit dem Effekt des epitehlialen Zellumsatzes im Zusammenhang stehenden
Prozesse. Wegen der hohen Zellumsatzrate in der gastrointestinalen Mukosa
sind Proliferationsrate und Apoptose normalerweise gut synchronisiert (ref. in:
[149]). Allerdings sind morphologische Beobachtungen dieser Form des
Zelltodes recht unregelmaBig (ref. in: [56]). Der generell hohe Zellumsatz im
Darm kann eine Erklarung daflr sein, dass in der vorliegenden Studie zum
gewahlten Untersuchungszeitpunkt im Rahmen der akuten Panrkeatitis kaum
intestinale Apoptose nachweisbar war. Weitere Untersuchungen zu anderen
Zeitpunkten sind zur endgultigen Beurteilung notwendig.

5.2.2 Nachweis von oxidativem Stress

Die genaue Bedeutung des oxidativen Stresses flr die Pathogenese der
nekrotisierenden Pankreatitis ist noch unklar. Sie wurde bisher in nur wenigen
klinischen Studien untersucht. Die Behandlung der experimentellen Pankreatitis
mit Radikalfangern wie SOD oder Katalase sowie die Administration von
Inhibitoren der XO (Allopurinol) vermindern jedoch wesentlich die pankreatische

Inflammation und verzdgern den Zelltod ([128], ref. in: [90]).

Marker flr den oxidativen Stress wie Myeloperoxidase, Thiobarbiturat-reaktive
Substanzen und Protein-Carbonyl steigen innerhalo von 24 Stunden nach
Beginn der akuten Pankreatitis an und korrelieren mit der Schwere der
Erkrankung (ref. in: [33]). Die Konzentration peripherer Antioxidanzien ist
ebenfalls reduziert.
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Mégliche Quellen fur die freien Radikale schlieBen aktivierte Leukozyten und
Ischamie/Reperfusionsprozesse ein, im Zusammenhang mit einem Mangel an

endogenen Radikalenfangern.

Verschiedene Arbeiten an Tiemodellen stiitzen die Uberlegungen zur
Bedeutung des oxidativen Stresses bei der akuten Pankreatitis. Freie Radikale
wie XO und Malonyldialdehyd sind sowohl im Gewebe als auch im Serum
erhdht, der Gehalt an Abwehrsubstanzen wie Gluthationmonoethylester ist im
Pankreasgewebe reduziert [33, 145].

Eine direkte Nachweismethode fiir die ROS existiert nicht. Im Lebergewebe
lasst sich oxidativer Stress durch eine auf dem Einfangen von Ce basierende
Histochemie freier Sauerstoffradikale in Kombination mit einer konfokalen
Reflex-Laserrastermikroskopie in Form einer in situ-Histochemie indirekt

nachweisen [151].

Die Bedeutung des oxidativen Stresses bei akuter Pankreatitis wurde indirekt
auch durch den nitzlichen Effekt von Antioxidanzien und direkt durch
pankreatische und hepatische Reduktion von Gluthation sowie eine erhdhte
Lipidperoxidation nachgewiesen [118, 129, 145]. Die Inhibition der XO war mit
einer Erholung der Level an reduziertem Gluthation verbunden, was dafir
spricht, dass dieses Enzym die Hauptursache flr oxidativen Schaden im
Plasma wéahrend der Friihphasen der akuten Pankreatitis ist [45]. Das Enzym
generiert Superoxydradikale, die letztendlich flir sinkende Konzentrationen von
Antioxidanzien wie dem reduzierten Gluthation im Plasma und in der Leber
mitverantwortlich sind [45]. Anders herum fOhrt die Administration von
exogenem Gluthation zu einem verminderten histologischen Schweregrad der
Erkrankung (ref. in: [33]). Diese Tatsache zeigt, dass Giluthation im frihen
Verlauf der Erkrankung durch die anhaltende Produktion von ROS rasch
verbraucht wird. Das Antioxidanz SOD vemindert die mikrovaskulare
Permeabilitat, Vasokonstriktion, Nekrose und Zymogengranulation [33].
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Der den antioxidativen Effekten zugrunde liegende Mechanismus ist nicht
geklart. Wahrscheinlich hangt er eher mit den Veranderungen der endothelialen
oder leukozytaren Aktivierung zusammen als mit den direkten Effekten auf die
Gewebeschadigung. Erhdhte Serumkonzentrationen freier Radikale kdnnten
SIRS, Multiorganversagen und Leukozytenaktivierung vorantreiben. Freie
Radikale sind nicht nur in Pfortaderblut und Chylus erhéht, sondern Gber die
transmurale Aufnahme von Amylase aus der Aszitesflissigkeit auch in den
Endothelzellen des Gastrointestinaltrakts (ref. in: [33]).

Palmes et al. [109] nutzten in ihrer Studie unter anderem Nitrotyrosin als Marker
fir oxidativen Stress. Nitrotyrosin diente dabei als Indikator fir die mit
Funktionseinschrankung und erhdhter Mortalitat einhergehende hepatozellulare
Gewebeschadigung. In  der Studie korrelierte die Intensitdt des

Nitrotyrosinnachweises mit dem Vorandensein von Apoptose.

Nitrotyrosin ist ein Reaktionsprodukt aus NO. Grundsatzlich kann jede Quelle
von NO zur Bildung von Nitrotyrosin beitragen, wenn sie NO im UbermaB
freisetzt. NO bildet mit O," das reaktive Peroxynitratanion ONOO™ [9], welches
die Oxidanzien OH- und NO, bilden kann. Reagiert das Peroxynitratanion mit
der Aminosaure Tyrosin, entsteht Nitrotyrosin [9]. Dies ist beispielsweise bei der
Oxidation von Proteinen durch Peroxynitrit der Fall.

R R
~3 ~3
ONOO™ + || e |
o =
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OH OH
Peroxynitrit Tyrosin 3-Nitrotyrosin

Abbildung 14: Bildung von Nitrotyrosin durch die Reaktion von Peroxynitrit mit der

Aminosaure Tyrosin

Peroxynitrit als Produkt der Reaktion von NO mit Superoxid ist ein

aggressiveres Radikal als Superoxid oder NO und ist an spezifischen
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zellschadigenden chemischen Reaktionen wie der irreversiblen Nitration des
Tyrosins beteiligt [73]. Peroxynitrit modifiziert als starkes Oxidanz Tyrosin-Reste
in Proteinen durch Bindung einer Nitrogruppe (NO.) an eine ortho-Position des
Tyrosins. Die so entstehenden nitrotyrosinylierten Proteine kdnnen als 3-
Nitrotyrosin mit Hilfe spezifischer monoklonaler oder polyklonaler Anti-
Nitrotyrosin-Antikdrper immunhistochemisch nachgewiesen werden.

Das verstarkte Vorkommen von Nitrotyrosin im Rahmen entzindlicher
Vorgange wird durch die induzierbare NO-Synthase (INOS) bedingt. Dieses
Enzym wird im Gegensatz zu den konstitutiven NO-Synthasen erst unter dem
Einfluss von Zytokinen und Endotoxinen exprimiert und hauptsachlich von
Zellen des Immunsystems gebildet. Der Nachweis von Nitrotyrosin stellt einen
wichtigen Marker fir in vivo entstandenes Peroxynitrit und somit einen
wichtigen Indikator flr oxidativen Stress dar. NO als instabiles
Ausgangsmolekil des Nitrotyrosins wird bei der akuten Pankreatitis vor allem
aufgrund der iINOS vermehrt gebildet, was klinisch indirekt durch einen
erhdhten Gehalt des Abbauprodukts Nitrit im Urin von an akuter Pankreatitis
erkrankten Patienten gemessen wurde [116]. Die Nitrit-Exkretion im Urin
korrelierte dabei mit der Schwere der Erkrankung und mit der intestinalen
Permeabiltidt. Grundséatzlich ist die Bedeutung von NO fir die akute
Pankreatitis stark abhangig von Zeitpunkt und Quantitat der Produktion; NO
kann sowohl zytotoxisch als auch zytoprotektiv wirken [119]. NO ist Uber die
Stimulation der Guanylatzyklase-vermittelten Cyclo-Guanosinmonophosphat
(cGMP)-Synthese an der zellularen Signaltransduktion beteiligt. Zusatzlich
spielt die endogene NO-Produktion eine vitale Rolle in der Regulierung von
GefaBtonus, mikrovaskularer Permeabilitdt, Antigen-Abwehr, Inflammation,
Immunitat und Apoptose [130]. Andererseits scheinen jedoch auch schwere
mikrozirkulatorische und makrohdmodynamische Stérungen Effekte einer NO-
vermittelten Toxizitdt zu sein [119]. Obwohl die Korrelation zwischen der
Schwere der pankreatischen Schadigung und den Uberlebensraten im
Vergleich zum AusmaB freier Radikale in extrapankreatischen Geweben nicht

geklart ist, scheint in tierexperimentellen Studien die Auspréagung des oxidativen
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Stresses in Lunge, Leber und Nieren von der Konzentration des zur
Pankreatitis-Induktion verwandten Taurocholats abhangig zu sein [133]. Hier
korreliert die Uberproduktion extrapankreatischer Radikale mit der Schwere der
Panreatitis.

Aufgrund der Erkenntnisse Uber die enzymatische Entstehung von Nitrotyrosin
durch Myeloperoxidase und andere Peroxidasen [150] muss die Bedeutung des
Nitrotyrosins kritisch gesehen werden. So katalysiert die Myeloperoxidase die
Reaktion von H»O; zu hypochloriger Sdure HOCI [72]. Speziell in Modellen mit
massiven Entzindungsreaktionen ist die enzymatische Entstehung von

Nitrotyrosin jedoch zu vernachlassigen.

Der Zusammenhang zwischen den freien Sauerstoffradikalen und der
Pankreatitis-assoziierten Leberdysfunktion ist nicht geklart (ref. in: [133]). Es
wurde vermutet, dass die aus XO gebildeteten Radikale aus der Leber [45] in
die Zirkulation freigesetzt werden und als Boten zwischen den Organen
fungieren und dadurch Beeintrachtigungen der extrapankreatischen Organe bei
der akuten Pankreatitis initiieren. Es ist jedoch fraglich, ob die von der Leber
generierten Radikale in entfernte Organe transportiert werden kénnen, da ihre
Reichweite durch die kurze Halbwertzeit begrenzt ist. Modglicherweise aktiviert
auch die Uberproduktion der Radikale im beeintrachtigten Pankreas
zirkulierende  Leukozyten zur Produktion weiterer Radikale oder
gewebsstandige Entziindungszellen innerhalb des Pankreas zur Freisetzung
sekundarer Mediatoren, welche wiederum fir die Kommunikation zwischen den
Organen verantwortlich sind. Dartber hinaus ist es durchaus vorstellbar, dass
gewebsstandige Entziindungszellen in den extrapankreatischen Organen zur
Produktion von Radikalen angeregt werden und so zur Dysfunktion dieser
Organe fuhren. Daflr spricht die Tatsache, dass infolge einer gesteigerten
Lipidperoxidation das Vorkommen von Malonyldialdehyd in Leber, Lunge und
Nieren eine Stunde nach Induktion der akuten Pankreatitis erhéht ist [51].
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Im Darm wurde die Bedeutung des oxidativen Stresses indirekt durch die
intravendse Administration des Hydroxylradikalenfangers Dimethylsulphoxid
untersucht, der die durch die akute Pankreatitis beeintrachtigte intestinale
Permeabilitat und die Absorptionskapazitat des Darms verminderte, nicht
jedoch die arterielle Hypotonie und die intestinale Mikrozirkulation verbesserte
[162]. Dimethylsulphoxid wirkte hier nicht als Plasmaexpander zum Schutz vor
mukosaler Schadigung durch Induktion einer Hypervolamie. Der reduzierte
intestinale BlutfluB selbst scheint kein primarer Faktor zu sein, der die
intestinale Permeabiltidt und Absorption beeinflusst [162]. Eine mdgliche
Erklarung flir das Versagen der intestinalen Barrierefunktion bei der
experimentellen akuten Pankreatitis ist der lokale und systemische
Ischamie/Reperfusionsschaden, der die mukosale Mikrozirkulation vermindert,
die  Sauerstoffversorgung  reduziet und zu einer insuffizienten
Energieproduktion fihrt. Diese reduziert wiederum die Adenosin-5-Triphosphat-
Regeneration durch die oxidative Phosphorylierung in den Enterozyten, was
eine Freisetzung zytotoxischer Radikale aus aktivierten Leukozyten,
Makrophagen und/oder intestinalen kapillaren Endothelzellen nach sich zieht
(ref. in: [133]). Die Aktivitdt von XDH/XO ist hauptsachlich in der intestinalen
Mukosa lokalisiert, mit einem ansteigenden Aktivitdtsgradienten von der Basis
zur Spitze des Villus [133].

5.3 Thorakale Epiduralanasthesie als Therapiemethode

Der therapeutisch nutzbare Effekt der TEA auf den intestinalen Blutfluss kann
durch den verminderten mesenterialen GefaBwiderstand erklart werden, der
sekundar durch den sympathischen Block entsteht und zu einer angemessenen
intramukosalen Oxygenierung fihrt. Daraus folgt, dass die regionale
Sympathikolyse - verstarkt durch eine systemische Reduktion der
Plasmakatecholaminkonzentration [65, 78, 100] - fur diesen Effekt von gréBter
Bedeutung ist. Letztendlich scheint das Konzept der segmentalen, begrenzten
Ausbreitung der Sympathikusblockade, gefolgt von einer Umverteilung des
Blutes (von den Segmenten mit aufrechterhaltener oder vermehrter
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Sympathikusaktivitdt hin zu  den  Dblockierten = Segmenten) ein
Schlisselmechanismus der protektiven kardiovaskuldaren und intestinalen
Effekte der perioperativen TEA zu sein [47]. Bei der Epiduralanasthesie wird die
arteriolare Dilatation in den blockierten Segmenten durch einen erhdhten
Widerstand in den unblockierten Gebieten ausgeglichen (ref. in: [63]).
Entsprechend bewirkt die lumbale Epiduralandsthesie aufgrund eines
Barorezeptorreflexes eine reaktive Aktivitatssteigerung des Sympathikus im
gastrointestinalen Bereich (ref. in: [100]). Bei Kaninchen wurde eine gesteigerte
intestinale Sympathikusaktivitdt und mesenteriale Venokonstriktion unter einer
lumbalen Epiduralandsthesie nachgewiesen, wahrend die thorakale Anasthesie
zu verminderter Sympathikusaktivitdt in  den MesenterialgefaBen mit
begleitender Hypotension flhrte. Kdrpertemperaturmessungen an Ratten
zeigten, dass die durch Epiduralandsthesie verursachte segmentale
Sympathikolyse mit einer kompensatorischen Steigerung der sympathischen
Aktivitat auBerhalb der andsthesierten Segmente einhergeht [47]. Hier lag die
Uberlegung zugrunde, dass die hauptsachlich durch den Sympathikotonus
regulierte Perfusion der Haut fir die Veranderungen der Hauttemperatur
verantwortlich ist. In der gleichen Studie wurde eine konstante Blockierung der
praganglionaren sympathischen Neurone im thorakalen Rickenmark zwischen
Thy und Thyz beobachtet. Daraus folgt, dass bei dieser Art der TEA die
praganglionaren Neurone des Nervus splanchnicus ausgeschaltet werden und
damit auch die sympathische Versorgung der meisten Bauchorgane inklusive
des Intestinaltraktes bis hinauf zum Kolon transversum (ref. in: [47]). Die
segmentare Zuordnung der sympathischen Nerven fur die in der vorliegenden
Arbeit untersuchten Organe sieht wie folgt aus: Dinndarm: Thg 19, Dickdarm:
Thy1-L4, Leber: Th7.g, Pankreas: Thg.1g.

Durch die ausgedehnte Blockade sympathischer und parasympathischer
Nerven kann die Epiduralanasthesie Auswirkungen auf die Kreislaufregulation
entwickeln. Die Blockade sympathischer Nervenfasern der Splanchnikusregion
durch Epiduralanasthesie flhrt zu einer mesenterialen Venodilatation, die zur

Hypotension beitragt [61]. Diese Veranderungen kénnen nicht durch direkte
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Effekte  des  Lokalanasthetikums auf die  GefaBe, verdnderte
Katecholaminkonzentrationen oder als passive Antwort auf den erhdhten
transmuralen Druck erklart werden [62]. Besonders eine ausgedehnte
thorakolumbale Anasthesie interferiert mit nahezu dem gesamten
sympathischen Outflow und flihrt so zur Hypotension (ref. in: [63]), da der
komplette sympathische Block eine starke arteriolare Dilatation verursacht und
wenig Raum fior Kompensationsmechanismen [aBt. Zusatzlich kann eine
Blockade thorakaler Neuralsegmente zu einer mesenterialen Venodilatation
fuhren (ref. in: [63]), die durch einen verminderten vendsen Rlckstrom zur
Hypotension beitragt. Die Bradykardie bei ausgedehnten epiduralen Blockaden
resultiert aus einem durch niedrigen Herzfallungsdruck verstarkten Vagotonus
[100]. Eine auf die unteren Segmente begrenzte Blockade hingegen hat keine
veranderte Herzfrequenz und nur einen geringen Abfall des Blutdruckes zur
Folge, da die Barorezeptor-Stimulation zu einem Anstieg der splanchnischen
Sympathikusaktivitat und zu mesenterialer Venokonstriktion flihrt [63]. Klinische
Studien haben eine gréBere hamodynamische Bedeutung der ausgedehnten
Epiduralanasthesie im Vergleich zu eingeschrankten neuro-axialen Blockaden
gezeigt (ref. in: [63]). Zur Minimierung der hdmodynamischen Konsequenzen
sollte daher die zur Schmerzkontrolle oder chirurgischen Intervention
eingesetzte Epiduralandsthesie idealerweise auf mdglichst wenige Segmente
beschrankt werden [63]. Die segmental begrenzte TEA hat nur geringe kardio-
respiratorischen Nebenwirkungen [47]. Die experimentelle kontinuierliche TEA
ohne initiale Bolusgabe ermdglicht durch den langsam fortschreitenden
Sympathikusblock eine hamodynamische Kompensation durch Vasokonstriktion
auBerhalb der blockierten Segmente und somit stabile hamodynamische

Gesamtverhaltnisse.

Der positive Effekt der TEA auf die pankreatische Schadigung und auf das
AusmafB der hepatischen Apoptose in unserem Modell kénnte teilweise den
systemischen  Auswirkungen des resorbierten Lokalanasthetikums
zuzuschreiben sein. Der durch den partiellen Abfluss des applizierten

Medikaments Uber die Foramina intervertebralia bedingte paravertebrale Block
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und die systemischen Wirkungen der applizierten Substanzen aufgrund der
Resorption durch die Venenplexus (ref. in: [135]) sind jedoch generell von
untergeordneter  Bedeutung. So  filhren  systemisch  verabreichte
Lokalanasthetika (beispielsweise Lidocain 0,4 mil/kg Korpergewicht bei
Kaninchen) nachweislich nur zu geringen hdmodynamischen Verdnderungen
[48]. FUr Veranderungen des mesenterialen GeféaBtonus werden sehr hohe
Konzentrationen zirkulierender Lokalanasthetika (100 ul Lidocain/ml) bendtigt
[62]. Andererseits konnten positive Effekte einer systemischen Gabe von
Lidocain 10% (~ 5 mg/kg) oder Bucpivacain 1% (~ 0,5 mg/kg) auf eine Sepsis
bei Mausen nachgewiesen werden [50]. In dieser Studie verbesserten die
kontinuierlich  subkutan  verabreichten  Lokalandsthetika sowohl die
Uberlebensrate als auch die inflammatorische Antwort, erkennbar
beispielsweise an einer Verminderung der Myeloperoxidaseaktivitdt und der
renalen Apoptose. In vitro-Experimente haben gezeigt, dass die
Leukozytendifferenzierung [64] und die durch Thromboxan-A2 vermittelte
Vasokonstriktion in der Aorta von Ratten [58] durch systemische
Bupivacainwirkung unterdrickt wird. Zusatzlich zur Umverteilung des
Blutflusses kénnte die epidurale Anasthesie also mit Schlisselmechanismen
der inflammatorischen Reaktion in septischen Krankheitsbildern interferieren.

Diese These wird gestitzt durch Beobachtungen einer verminderten
Immunkompetenz bei einem Ungleichgewicht zwischen edokrinem -,
vegetativem - und Immunsystem zugunsten des Sympathikus im Rahmen von
Stresssituationen. Hier kommt es ({ber das hypothalamisch-hypophysare
System zu einer erhdhten Sekretion von Kortisol und zu einer Zunahme des
Sympathikotonus mit vermehrter Ausschittung der Katecholamine Adrenalin
und Noradrenalin. Eine gestdrte Homéostase mit Uberwiegen des Sympathikus
kann zu einer verstarkten Neuroimmunotoxizitdt im  Sinne von
Infektionsexazerbationen, malignen Erkrankungen oder anderen immun-
assoziierten Problemen fluhren. So fihrt eine chronische Ausschittung von
Stresshormonen bei Pflegenden von Alzheimer-Patienten, Studenten in

Examenssituationen, Paaren im Ehestreit und Armeesoldaten wéahrend
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extremer  korperlicher Ubungen zu einem  chronisch  erhdhten
Glukokortikoidspiegel. Dieser wiederum verursacht eine Verschiebung von der
Typ1-T-Zell- zur Typ2-T-Zell-immunantwort und ist vergesellschaftet mit einer
erhdhten Anfalligkeit flr virale Infektionen, verzdgerte Wundheilung oder
verminderter Antikdrperproduktion im Rahmen der Impfantwort [43]. Glaser et
al. [53] Uberpriften die Auswirkungen belastender Prifungsvorbereitungen bei
Studenten. Kandidaten, die sich durch die Prifung stark gestresst sahen,
wiesen im Unterschied zu einer Kontrollgruppe nicht belasteter Kommilitonen
unmittelbar nach der Prifung im Vergleich zu einer prifungsfreien Zeit eine
signifikante Verringerung des prozentualen Anteils von CD3"-, CD4"- und CD8"-
T-Lymphozyten, der Aktivitat natdrlicher Killerzellen, der
Lymphozytenproliferation und der  Gamma-Interferon-Produktion  aus
Lymphozyten auf. Ferner zeigten sie eine erhdhte Reaktivierung latenter
Herpes-Viren (Epstein-Barr-Viren) und eine signifikant reduzierte Aktivitat
verschiedener Interleukine. Ahnliches wurde bei Untersuchungen der
Wundheilung von priifungsgestressten Studierenden festgestellt [81]. Auch hier
zeigte sich bei experimentell ausgel6sten Wunden im Handbereich eine
deutliche Verzdgerung der Wundheilung, was durch die stressbedingte
Minderung immunologischer Prozesse bedingt war. Die neuraltherapeutische
Méglichkeit der Downregulierung eines bei Stressreaktionen erhéhten
Sympathikotonus ist daher ein weiterer Aspekt der Einsatzmdglichkeiten der
Epiduralanasthesie, beispielsweise auch im Sinne einer unterstitzenden

Therapie bei der akuten Pankreatitis.

Den grundsétzlichen positiven Eigenschaften einer Epiduralanésthesie stehen
Punktions-, Katheter- oder Medikamenten-assoziierte Risiken gegeniber. Die
gefahrlichste Komplikation der Epiduralanasthesie ist die Querschnittslahmung,
ausgeldst durch eine mechanische Schadigung des Rickenmarks. Weitere
Risiken werden nach Frih- und Spatkomplikationen unterschieden. Eine der
haufigsten FrGhkomplikationen ist die versehentliche Punktion des Duralsacks,
in deren Folge es zu einem typischen Liquorverlustsyndrom mit spinalem

Kopfschmerz kommen kann. Daneben kann es durch Uberdosierung zu einer
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massiv ausgepragten Epiduralanasthesie oder bei versehentlicher Punktion
einer Periduralvene zu schweren systemischen toxischen Wirkungen des
Lokalanasthetikums kommen. Andererseits besteht im Fall einer Fehllage des
Katheters die Gefahr einer mangelhaften oder einseitigen Wirkung. Zu den
Frihkomplikationen z&hlen weiterhin die schwere Kreislaufdepression mit
Bradykardie und arterieller Hypotension, das Muskelzittern durch Abfall der
Korpertemperatur sowie Atemfunktionsstérungen durch unbeabsichtigte
Blockade des Nervus phrenicus und des vierten Zervikalsegments oder der
Interkostalmuskulatur. Zu den Spatkomplikationen werden
Blasenfunktionsstérungen, epidurale Hamatome (Inzidenz: ca. 1:150 000; ref.
in: [158]) mit Zeichen einer Rickenmarkskompression - insbesondere bei
Patienten unter Antikoagulanzientherapie, mit Blutungsanomalien oder
GefaBmissbildungen [41] - sowie epidurale Abszesse [18] oder andere
Infektionen wie Arachnoiditis oder Myelitis gezahlt. Als traumatische Folge des
Epiduralblocks kann es auch zu einer Neuropathie des Spinalnervs kommen.
Die Symptome verschwinden meist innerhalb weniger Tage oder Wochen,
kénnen jedoch auch als irreversible neurologische Stérungen persistieren (ref.
in: [100]).

Die Mehrheit der unerwlinschten Folgeerscheinungen der Epiduralanasthesie
ist vermeidbar (z.B. durch Beachtung der Kontraindikationen) oder/und leicht zu
behandeln. Generell ist die Inzidenz schwerwiegender und dauerhafter
Komplikationen nach Epiduralandsthesie sehr gering [5, 7]. Bei kritisch kranken
Patienten wie denen mit einer schweren akuten Pankreatitis Uberwiegen die
positiven Eigenschaften der TEA, so dass der Einsatz einer Epiduralanasthesie
zur Therapie diverser Pathologien bis auf wenige Ausnahmen indiziert ist.

5.4 Vergleich mit anderen Studien/Diskussion der Ergebnisse

Die fir diese Studie ausgewahlten histologischen Veradnderungen des
Pankreasgewebes, mit denen das entziindliche Geschehen im Rahmen der

schweren akuten Pankreatitis nachgewiesen werden sollte, waren in allen HE-
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gefarbten Praparaten vorhanden und somit als Marker fir den Schweregrad der
Erkrankung geeignet. ErwartungsgemaB zeigten die Praparate der kranken
Tiere ohne Therapie sowohl quantitativ als auch qualitativ die starksten
entzindlichen Veranderungen. Besonders die ausgepragte interlobare
Leukozyteninfiltration und Nekrose des Pankreasgewebes bewiesen eindeutig
das Vorliegen einer akuten Entziindungsreaktion. Das nahezu vollstandige
Fehlen der ausgewaéhlten Entzindungsparameter in den Praparaten der
Kontrolltiere spricht ebenfalls flr deren Eignung als Marker fir das entzindliche
Geschehen im Pankreas bei der nektrotisierenden Pankreatitis. SchlieBlich war
die Reduktion der untersuchten pankreatischen Entziindungszeichen in der
Therapiegruppe gegentber der Gruppe mit den kranken untherapierten Tieren
sowohl beweisend fir die Wirksamkeit der thorakalen Epiduralandsthesie im
Hinblick auf das Krankheitsgeschehen als auch fur die Relevanz der gewéhlten
Parameter bezlglich der zu untersuchenden Auswirkungen. Vermutlich bedingt
durch die relativ geringe Fallzahl waren die Signifikanzprifungen der einzelnen
Merkmale gegeneinander etwas weniger aussagekraftig als die
Gesamtgegenuberstellung. Entsprechend der Nomenklatur erwies sich die
Nekrose als starkster Indikator flr diese Form der akuten Pankreatitis und
bestatigte als einziger der gewahlten Parameter auch allein aussagekraftig die
Hypothesen dieser Studie.

In Ubereinstimmung mit den dieser Studie zugrunde liegenden Uberlegungen
zur Bedeutung der Mirkozirkulation beschrieben Demirag et al. [37] eine
teilweise Normalisierung des mikrovaskuldren Blutflusses im Pankreas, eine
Verminderung von Serumamylasekonzentration und metabolischer Azidose
sowie die Vermeidung von Pankreasnekrosen und systemischen
Komplikationen unter durch TEA verbesserter Durchblutung bei
nekrotisierender Pankreatitis. Unter diesen Voraussetzungen scheint die TEA
generell als unterstitzende Therapie bei der schweren akuten Pankreatitis des
Menschen geeignet zu sein. In der vorliegenden Arbeit waren die entziindlichen

Gewebeveranderungen im Pankreas der an einer nekrotisierenden Pankreatitis
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erkrankten Tiere stark ausgepragt und lieBen sich durch eine epidurale
Therapie mit Bupivacain gut behandeln.

Analog zu den allgemeinen Entziindungszeichen war das Vorhandensein von
Apoptose in Praparaten aller untersuchten Gruppen Voraussetzung flr die
Eignung dieses Merkmals als Indikator fir das Krankheitsgeschehen und die

Wirksamkeit der Therapiemethode.

Die Bedeutung der Apoptose fir die systemischen Manifestationen und
infektidsen Komplikationen der akuten Pankreatitis wurde bereits in mehreren
experimentellen und klinischen Arbeiten beschrieben (ref. in: [148]).
Tierexperimentell konnte in Ubereinstimmung mit dem Pankreatitis-assoziierten
Organversagen Apoptose in Parenchymzellen von Lunge, Niere und Leber
nachgewiesen werden [148]. Basierend auf diesen Erkenntnissen wurde in der
vorliegenden  Arbeit die  Leberapoptose als Marker far die
Entzindungsausbreitung der akuten Pankreatitis gewahlt.

Die signifikanten Unterschiede in der Ausprédgung der Gesamtleberapoptose
zwischen den verschiedenen Untersuchungsgruppen sprechen fir die zugrunde
liegende Hypothese des therapeutischen Einflusses der thorakalen
Epiduralanasthesie auf das hepatische Krankheitsgeschehen im Rahmen der
nekrotisierenden Pankreatitis bei Ratten. So lagen bei den kranken Tieren der
Gruppe Il die meisten apoptotischen Zellen vor. Das vermehrte Vorkommen von
Apoptose im Lebergewebe der kranken Tiere lieB sich durch die thorakale
Epiduralanasthesie effektiv senken. In der Kontroligruppe war die
Apoptosehaufigkeit insgesamt nur sehr gering ausgepragt.

Entsprechend den Ergebnissen friiherer Studien zeigte sich in der vorliegenden
Arbeit eine gute Korrelation zwischen dem Schweregrad der Erkrankung und
dem Vorkommen von Apoptose. Im Umkehrschluss erlaubt die Reduktion der
Apoptose unter TEA eine positive Aussage zur Wirksamkeit dieser

Therapiemethode.

92



Ebenso wie der Parameter Apoptose zur Beurteilung der geweblichen
Beteiligung am entziindlichen Pankreatitis-assoziierten Geschehen wurde auch
der Parameter oxidativer Stress auf der Basis der Ergebnisse
vorausgegangener Arbeiten ausgewahlt. So wurde beispielsweise die
gesteigerte Produktion freier Sauerstoffradikale als spezielle
pathophysiologische Bedingung bei der Entwicklung eines Multiorganversagens
betrachtet, welche direkten Einfluss auf die Apoptoserate in Gewebszellen

verschiedener Organe hat [111].

Entsprechend der Studienhypothese war bei den scheinoperierten Tieren kaum
oxidativer Stress in den Leberpraparaten nachweisbar. Bei den kranken Tieren
hingegen zeigte eine starke durch freie Radikale verursachte Nitrotyrosin-
Immunreaktion das Vorliegen von oxidativem Stress an. Eine eindeutige
therapeutische Wirkung der epiduralen Bupivacain-Applikation auf den
Pankreatitis-induzierten oxidativen Stress im Lebergewebe zeigte sich

allerdings nicht.

In den Leberproben der erkrankten Tiere lieBen sich zwar sowohl Apoptose als
auch oxidativer Stress nachweisen. Der Auspragungsgrad dieser beiden
Merkmale war in den extrapankreatischen Organen jedoch sehr unterschiedlich.
Wahrend die Apoptose in den Leberproben stark ausgepragt war und sich
durch die TEA deutlich verringern lieB, war der oxidative Stress in den gleichen
Proben zwar ebenfalls nachweisbar, allerdings wesentlich geringer ausgepragt
und durch die Therapie nicht zu beeinflussen. Grundsatzlich steht die
Erbringung des Beweises fur Vorkommen und Signifikanz des oxidativen
Stresses bei Patienten mit akuter Pankreatitis in klinischen Studien noch aus.
Bisher existiert lediglich eine klinische Studie, die den vermehrten oxidativen
Stress in frhen Stadien der akuten Pankreatitis demonstriert hat (ref. in:[25]).
In dieser Studie dauerte das Vorhandensein des oxidativen Stresses in
Abhangigkeit von der Schwere der Erkrankung sogar langer an als die klinische

Symptomatik. Freie Radikale scheinen also am Verlauf der akuten Pankreatitis
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beteiligt zu sein, auch wenn eine effiziente Behandlung mit Antioxidanzien bei

manifester Erkrankung nicht oder nicht mehr méglich ist [133].

Leindler et al. [90] stellten vor wenigen Jahren eine klare Ubereinstimmung
zwischen Apoptose und oxidativem Stress als Indikatoren des SIRS bei der
Taurocholat-induzierten Pankreatitis bei Ratten fest, wobei die von den
Pankreaszellen produzierten freien Radikale ihrerseits Apoptose anzeigten
beziehungsweise ausldsten. In der vorliegenden Studie korrelierte das Ausmafi
der durch die nekrotisierende Pankreatitis bedingten Apoptpse nicht mit dem
Vorkommen von oxidativem Stress. Die von anderen Autoren beschriebene
direkte Abhangigkeit der Apoptose vom Vorhandensein oxidativen Stresses in
Leber und Darm lieB sich hier nicht nachweisen.

Die TEA ist in der Lage, in Experimenten mit progressiver Hypoxie die
Oxygenierung der viszeralen Mukosa zu verbessern und darlber die portale
Endotoxinkonzentration als  Marker fir eine  Verminderung von
Barrieredysfunktion und bakterieller Translokation zu beeinflussen (ref. in: [48]).
Unter diesen Voraussetzungen sollte die TEA in der vorliegenden Arbeit zu
einer Reduktion der intestinalen Schleimhautschadigung bei schwerer akuter
Pankreatitis fGhren. In den hier untersuchten Darmpraparaten waren die
Entziindungsmarker Apoptose und oxidativer Stress nur sehr gering
ausgepragt. Eine quantitative Auswertung war daher bei diesen Praparaten
nicht maoglich. Der Effekt der TEA auf die Auspragung dieser
Entzindungsparameter war also geringer als erwartet. Eine mdgliche
Begrindung hierflr ist die Tatsache, dass die ausgewahlten Parameter zum
Nachweis der Pankreatitis-assoziierten Darmschadigung selbst bei den
erkrankten Tieren nur geringgradig bis gar nicht vorhanden waren, und daher
keine Verringerung der Merkmalsauspragung unter Therapie moglich war. Eine
weitere mdgliche Begrindung ist die adaquate Volumensubstitution wahrend
der Experimente, die zu einer verbesserten Perfusion des Darmepithels und
dadurch zu einer geringeren geweblichen Beteiligung an der

Entziindungsausbreitung fuhrte. Den grundsatzlichen Beweis zur positiven
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Beeinflussung der Mikrozirkulation in der Darmmukosa bei der akuten
nekrotisierenden Pankreatitis durch eine TEA erbrachten Freise et al. [48] in
einem bewahrten Pankreatitismodell. In der gleichen Studie reprasentierte die
Reduktion des IL-6- und Laktat-Levels eine Anderung der inflammatorischen
Antwort unter TEA bei nekrotisierender Pankreatitis. Der genaue
Zusammenhang zwischen verbesserter Mikrozirkulation und den beobachteten
positiven Effekten auf die systemischen Parameter konnte dabei nicht ermittelt

werden.

Die insgesamt positive Beeinflussung der akuten Pankreatitis durch eine TEA
lasst sich am ehesten durch deren glnstige Auswirkung auf die Blutzirkulation
erklaren. Im Hinblick auf die Pathogenese der akuten Pankreatitis hduft sich die
Evidenz flir die Bedeutung von pankreatischen und systemischen
mikrovaskularen Schadigungen. So kann bereits eine Ischdmie des
Pankreasgewebes eine Pankreatitis induzieren [128]. Die akute Pankreatitis
wiederum beeintrachtigt sowohl die pankreatische als auch die systemische
Mikrozirkulation [33]. Behandlungen, die sich positiv auf die Mikrozirkulation
auswirken, kénnten also das AusmafB der Nekrose und auch die Schwere der
Erkrankung vermindern [33]. Aus diesem Grund stellt die Verbesserung der
Durchblutung mittels TEA eine mdgliche Therapieoption fir die akute
Pankreatitis dar. Diese Vermutungen werden durch die Ergebnisse der
vorliegenden Arbeit gestitzt.

5.5 Klinische Relevanz der Ergebnisse

Da es sich bei der vorliegenden Studie um eine experimentelle Arbeit handelt,
muss die Frage nach der Ubertragbarkeit der Ergebnisse auf die klinische
Situation gestellt werden. Prinzipiell sind die Ergebnisse tierexperimenteller
Versuche an Ratten nur bedingt auf die klinische Situation des Menschen
Ubertragbar [24]. Anatomie, Physiologie und molekulare Zellbiologie des
Pankreas von Ratten unterscheiden sich wesentlich von den Gegebenheiten in
der menschlichen Bauchspeicheldriise. Bei Ratten ist diese Differenz noch
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gréBer als bei anderen Versuchstierarten. Auch die tierexperimentelle
Verwendung von Protokollen wie der Gallensalz-induzierten Pankreatitis muss
kritisch gesehen werden, da die Bedeutung des Refluxes von Galle fiir die
Atiologie der Gallenstein-assoziierten Pankreatitis beim Menschen strittig ist
(ref. in: [24]). Die erérterten Einwande sind fir die vorliegende Arbeit jedoch zu
vernachlassigen, da hier nicht spezifische Aspekte der pankreatischen
Funktion, sondern vielmehr systemische Auswirkungen der Erkrankung und
besonders deren Beeinflussbarkeit durch einen speziellen Therapieansatz
untersucht werden sollten. Cuthbertson [33] legte in einer aktuellen
Ubersichtsarbeit dar, dass Tiermodelle zur akuten Pankreatitis speziell fiir die
Untersuchung der hamodynamischen Beeintrachtigungen gut geeignet sind.
Hamokonzentration, Tachykardie, verminderter arterieller Blutdruck sowie der
zentrale Venendruck sind bei Mensch und Tier gleichermaBen betroffen. Auch
wenn die mikrovaskuldaren Veranderungen beim Menschen nur indirekt
untersucht werden kénnen, zeigt sich eine Ubereinstimmung der histologischen
Veranderungen beider Spezies. Ahnlich sind auch die Ergebnisse von Studien
zum oxidativen Stress bei akuter Pankreatitis zu bewerten. Antioxidanzien wie
N-Acetylcystein, Vitamin C und Melatonin hatten in tierexperimentellen Studien
positive Effekte auf die Inflammation und Schwere der akuten Pankreatitis, die
sich jedoch in klinischen Studien nicht uneingeschrankt reproduzieren lieBen
[110]. Die Ergebnisse aus Tierexperimenten lieBen keinen direkten
Rlckschluss auf die Effektivitat einer Therapie beim Menschen zu. Dies
schlieBt andere Strategien zur Behandlung der inflammatorischen Reaktion

jedoch nicht aus.

Das in der vorliegenden Studie angewandte Verfahren der experimentellen TEA
erméglicht eine relativ gute Ubertragbarkeit auf die klinische Situation, da die
Ratten wahrend der Perfusions-/Therapiezeit wach waren und sich ungehindert
bewegen konnten. Die hier eingesetzte Form der TEA &ahnelt der klinischen
Praxis auch hinsichtlich der Dosierungsart mehr als die sonst in
tierexperimentellen Versuchen ubliche Single-Shot-Methode. Solch eine der

klinischen Anwendung beim Menschen nahestehende Technik in
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tierexperimentellen Studien ist unerlasslich, um valide Daten in langfristigen
Modellen schwerer Erkrankungen zu gewinnen. Das bedeutet auch, dass die
experimentelle kontinuierliche TEA unabhéangig von einer Allgemeinanasthesie
eingesetzt werden kénnen muss. Dies war in der vorliegenden Arbeit der Fall.
DarUber hinaus dirfen weder die hdmodynamische Stabilitat, noch die Atmung
oder die Motorik beeintrachtigt werden. Auch diese Kriterien wurden in den
Versuchen der vorliegenden Arbeit erflllt. Das genutzte Verfahren kann
zuverlassig fir mindestens 72 Stunden genutzt werden [47], was ebenfalls flr
eine mégliche Nutzung im klinischen Alltag von groBer praktischer Bedeutung
ist.

Auch in weniger schweren Fallen der akuten Pankreatitis kdnnte eine Therapie
mittels TEA den Patienten zugutekommen. Da die Analgesie mit Opiaten den
bereits durch die Pankreatitis bestehenden paralytischen lleus verstarkt, ist die
Epiduralanasthesie = zusammen mit Ketamin und nicht-steroidalen
Antiphlogistika eine naheliegende Alternative. Neben der lokalanansthetischen
Wirkung kdnnte auch eine unter TEA verbesserte Mikrozirkulation Uber eine in
dieser Arbeit beschriebene Minimierung der entziindlichen Gewebeschaden zu
einer Reduktion der schmerzverusachenden Noxen fluhren. Insbesondere der
TEA-vermittelte Schutz der flir den Gesamtorganismus so bedeutenden Organe
Leber und Darm im Rahmen der nekrotisierenden Pankreatitis wirde
wahrscheinlich zu einer objektiven und subjektiven Verbesserung der
kérperlichen Verfassung bei dieser Erkrankung flhren konnen. Intestinale
Funktion und Motilitdt sind nachweislich verbessert, wenn TEA anstelle einer
systemischen Opioidgabe perioperativ und bei kritisch kranken Patienten
angewandt wird [21, 139]. Laut Szentkereszty et al. [146] hangt die subjektive
Lebensqualitat nach nekrotisierender Pankreatitis maBgeblich vom allgemeinen
Wohlbefinden wahrend und nach der Erkrankung ab. Patienten, die im
Zusammenhang mit der Pankreatitis unter intestinalen Beschwerden wie
Blahungen und Appetitlosigkeit mit nachfolgendem starken Gewichtsverlust
leiden, kdnnten daher von einer durch TEA verbesserten intestinalen Funktion
profitieren.
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6 SchluBfolgerung

Die akute Pankreatitis kann neben der selbst limitierenden milden édematdsen
Form bekanntermaBen auch einen lebensbedrohlichen Verlauf nehmen. Bei der
schweren Form kommt es zusatzlich zu den Ublichen Entzindungszeichen zum
Auftreten von Nekrosen, gelegentlich mit zuséatzlicher bakterieller Infizierung
des betroffenen  Pankreasgewebes, zum lokalen  Ubergriff  des
Entziindungsprozesses auf umliegende Organe, schlimmstenfalls zur
systemischen Inflammation mit Multiorganversagen bis hin zum Tod. Die
Auswirkungen der akuten Pankreatitis auf die Mikrozirkulation der umliegenden
Organe und auch die Bedeutung der bakteriellen Translokation fir den Verlauf

der Erkrankung wurden in zahlreichen Studien untersucht.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die durch die Erkrankung verursachten
Schéaden innerhalb des Pankreas und in den benachbarten Organen Leber und
Dinndarm auf zellularer Ebene nachzuweisen und den Einfluss einer TEA auf
diesen Prozess zu beurteilen. Es sollte untersucht werden, ob von der
Bauchspeicheldriise ausgehende systemische Auswirkungen der Pankreatitis
wie Mikrozirkulationsstérungen und bakterielle Translokation ihre Entsprechung
in histologischen Prozessen wie Apoptose und oxidativem Stress haben. Des
Weiteren sollte untersucht werden, ob sich diese histologischen
Beeintrachtigungen durch die Therapie mit einer TEA verringern lassen.

In dieser Studie konnte gezeigt werden, dass es bei Ratten mit nekrotisierender
Pankreatitis unter einer kontinuierlichen TEA mit 15 pl Bupivacain 0,5% pro
Stunde zu einer deutlichen Reduktion der Pankreatitis-assoziierten
Gewebeschadigungen sowohl im Pankreas selbst als auch in benachbarten
Organen kommt.

Die histopathologischen Untersuchungen zeigten, dass unter der Therapie mit
Bupivacain die Gewebeschaden im Pankreas im Vergleich zur Pankreatitis
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ohne Therapie deutlich reduziert waren. Dieser Effekt ist mdglicherweise auf
eine unter TEA verbesserte Mikrozirkulation im Pankreasgewebe
zurickzufihren [37].

Die entzindlichen Veradnderungen im Sinne von Apoptose und oxidativem
Stress waren bei den kranken Tieren in der Leber starker ausgepragt als im
Darm. Die offensichtlich geringe Beteiligung des Darms am
Krankheitsgeschehen kdnnte in der vorliegenden Studie durch die suffiziente
Rehydrierung der Versuchstiere bedingt sein.

Das Auftreten von Apoptose im Rahmen der nekrotisierenden Pankreatitis
scheint nicht vom oxidativen Stress abhangig zu sein. Eine direkte Korrelation

zwischen den beiden Parametern lie3 sich nicht nachweisen.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die kontinuierliche TEA eine effektive
therapeutische Strategie bei nekrotisierender Pankreatitis ist. Auch wenn die
direkten Effekte auf das Pankreas in diesem Modell der nekrotisierenden
Pankreatitis nicht durchweg signifikant waren, fihrte die TEA insgesamt zu
Verbesserungen hinsichtlich der Schadigung entfernter Organe. In der
klinischen Anwendung bei Patienten mit akuter Pankreatitis kdnnte also die
TEA eine Verminderung der systemischen Entziindungsausbreitung und somit
eine Verbesserung des Funktionserhalts anderer Organe und des Uberlebens

bewirken.

Wahrscheinlich flhrt die TEA Uber eine verbesserte Mikrozirkulation zu einer
Reduktion des krankheitsbedingten Stresses. Dieser protektive Effekt der
urspringlich  rein  analgetisch/anasthetischen  Therapie  kdnnte das

Einsatzspektrum der TEA um mindestens ein Krankheitsbild erweitern.
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7 Abkurzungsverzeichnis

ADP Adenosindiphosphat

ARDS adult respiratory distress syndrome

ATP Adenosintriphosphat

BSA-c bovines Serum-Antigen-c

BWK Brustwirbelkérper

cGMP Cyclo-Guanosinmonophosphat

CRP C-reaktives Protein

DAPI 4',6-Diamidino-2-Phenylindol

DNA/DNS deoxyribonucleic acid = Desoxyribonukleinsgure

ELISA enzyme-linked immuno sorbent assay

ERCP endoskopische retrograde Cholangiographie

FITC Fluoro-Iso-Thio-Cyanat

G-CSF Granulocyten-stimulierender Faktor

HRP Horseradish peroxidase = Meerrettichperoxidase

IL Interleukin

iNOS induzierbare NO-Synthase

LWK Lendenwirbelkérper

MAPK Mitogen-aktivierte Protein-Kinase

NF-kB Nukleusfaktor-kB

PAAF Pankreatitis-assoziierte Aszitesflissigkeit

PAF Plattchen-aktivierender Faktor

PBS phosphate buffered saline solution =
Phosphat-gepufferte Kochsalzlésung

PCA patient controlled analgesia = Patienten-kontrollierte Analgesie

RNS Ribonukleinsaure

ROS reactive oxygen species = reaktive Sauerstoffspezies

SEM Standard Error of the Mean

SIRS systemic inflammatory response syndrome

SOD Superoxiddismutase

TEA thorakale Epiduralanasthesie

TGF transforming growth factor =
transformierender Wachstumsfaktor

TIAR T-cell restricted intracellular antigen related protein

TNF-a Tumor-Nekrose-Faktor-a

TUNEL terminal deoxynucleotidyl transferase (TdT)-mediated dUTP in situ nick
end labeling

XDH Xanthindehydrogenase

XO Xanthinoxidase
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