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1. EINLEITUNG

1.1 Akute Pankreatitis und Ischamie-Reperfusion

Nach einem Bericht des International Pancreas Transplant Registry sind seit 1966 weltweit etwa

% 176 Die simultane Pankreas-

11000 Pankreastransplantationen durchgefiihrt worden™
Nierentransplantation ist ein anerkanntes Therapieverfahren bei dialysepflichtiger diabetischer
Nephropathie. Eine gefiirchtete Komplikation nach diesem chirurgischen Eingriff ist das
Auftreten einer akuten Pankreatitis, deren pathophysiologische Ursache ein Ischdmie-

33

Reperfusionsschaden ist Diese sogenannte Transplantatpankreatitis zeigt klinische,

21. 73 . . . ..
2, wie sie auch bei akuter Pankreatitis

laborchemische und morphologische Verdnderungen
nicht ischdmischer Genese zu finden sind.

Im Jahre 1886 beschrieb Panum erstmals die Entstehung einer hdmorrhagischen Pankreatitis
aufgrund einer kompletten Ischdmie des Pankreas nach Injektion von Wachstropfen in die
versorgenden Arterien'” . Seither haben eine Vielzahl klinischer Studien die hohe
Empfindlichkeit des Pankreas gegeniiber Hypoxie und Ischimie belegt. So weisen Patienten, die
an den Folgen eines Schocks unterschiedlicher Atiologie versterben, am Pankreas gehduft
Hamorrhagien, interstitielles und zellulires Odem sowie Azinus-und Fettzellnekrosen auf *® %17
. Diese Charakteristika finden sich auch bei akuter Pankreatitis anderer Genese. In einer
Autopsie-Studie berichtet Feiner iiber das Auftreten einer akuten Pankreatitis nach
herzchirurgischen Operationen, die vermutlich durch Hypoperfusion des Pankreas hervorgerufen
wird®’ . Neben diesen postmortal erhobenen histologischen Befunden wurden bei Patienten, die
sich einem koronarchirurgischen Eingriff unterzogen hatten, postoperativ in einem Viertel der
Fille klinische Zeichen einer akuten Pankreatitis nachgewiesen °° . Auch nach
Aortenaneurysmaoperation wurde die Entwicklung einer hémorrhagisch-nekrotisierenden
Pankreatitis beschrieben und auf eine Ischdmie des Pankreas nach Abklemmung der Aorta
zuriickgefiihrt ** .

Vergleichbare Ergebnisse wurden in experimentellen Studien erhoben. Dabei hat sich gezeigt,
dass Ischdmie sowohl fiir die Initiation als auch fiir die Progression einer akuten Pankreatitis
verantwortlich sein kann. So konnte eine bestehende 6dematdse Pankreatitis durch Ligatur des

Truncus coeliacus und der Arteria mesenterica superior in eine hamorrhagisch nekrotisierende



. 170, 171
Pankreatitis umgewandelt werden > ' 17

. Eine analoge Progression der Erkrankung wurde
auch nach Induktion eines hdmorrhagischen Schocks demonstriert” . Pfeffer gelang es, ohne
vorbestehende ©Odematdse Pankreatitis allein durch Induktion einer Ischdmie eine akute
Pankreatitis auszulosen, indem er Mikrosphiren in Arterien des Pankreas injizierte'' . Der
Schweregrad der inflammatorischen Reaktion war abhéngig von der GroBe der Partikel:
Mikrosphdren mit einer Gréfle von 200 bis 400 um erlaubten einen KollateralfluB und fiihrten
lediglich zu einem Pankreasddem, wéhrend Partikel zwischen 8 und 20 um durch Verlegung
funktioneller Endarterien eine hamorrhagische Pankreatitis zur Folge hatten. In einem
experimentellen Modell des ex vivo perfundierten Pankreas kam es nach 2-stiindiger Ischamie
und nachfolgender 4-stiindiger Reperfusion zu einem Pankreasédem mit Anstieg der
Amylaseaktivitit'” . Wihrend der ischdmische Insult des Pankreas schon sehr friih das Interesse
der Wissenschaft weckte, wurde dem Phédnomen der Reperfusion, insbesondere dem Ischédmie-
Reperfusionsschaden, erst in den letzten Jahren vermehrt Aufmerksamkeit geschenkt. Heute ist
bekannt, dass ein hinsichtlich der Ischdmiezeit tolerabler Organschaden durch Verdnderungen
wihrend der Reperfusion irreversibles Ausmall annehmen kann. Dabei manifestiert sich eine

parenchymatose Schadigung zunichst auf der Ebene der Mikrozirkulation ® .

1.2 Mikrozirkulation des Pankreas

Die Stérung der Mikrozirkulation ist ein wesentliches Kennzeichen der akuten experimentellen
wie auch der klinischen Pankreatitis. Illig und Heisig haben erstmalig die Mikrozirkulation des
Pankreas unter physiologischen Bedingungen mittels intravitaler Fluoreszenzmikroskopie
beschrieben®® ’®; die Methode gilt heute als Goldstandard in der Analyse der Mikrozirkulation.
Quantitative in vivo Analysen der Mikrozirkulation des Pankreas haben gezeigt, dass der Grad
der Mikrozirkulationsstorung mit dem Schweregrad der akuten Pankreatitis korreliert'’. In den
letzten Jahren konnte unter Einsatz der intravitalen Fluoreszenzmikroskopie die Auswirkung von
Ischdmie und Reperfusion auf die Mikrozirkulation des Pankreas gezeigt werden. Die
mikrovaskuldre Strombahn des Pankreas ist bereits wahrend Ischdmie das Ziel fiir pathologische
Verinderungen; nach Reperfusion kommt es zur Ausweitung des inflammatorischen Prozesses™
' | Die komplette normotherme Ischimie des Pankreas der Ratte durch temporires Clippen
seiner Gefdlversorgung fiir 2 Stunden fiihrte bei Reperfusion zu deutlichen

Entziindungsreaktionen mit Verschlechterung der Kapillarperfusion, Verstirkung der



Leukozyten-Endothelzellinteraktion, Leukozyteninfiltration, Odem und Azinuszellnekrosen®” ® .

Analoge Storungen der Mikrozirkulation treten nach Pankreastransplantation auf ' , dabei
kommt es auch zu einem Abfall des pO, im Pankreasgewebe als Ausdruck der beeintrichtigten

Kapillarperfusion bei Ischimie-Reperfusion'" .

1.3 Pathomechanismen nach Ischamie-Reperfusion

Trotz experimentell und klinisch nachgewiesener Organspezifititen in der Pathogenese gibt es
organiibergreifende Charakteristika des Ischdmie-Reperfusionsschadens. Inzwischen exisistieren

zahlreiche Modelle unter anderem an der Haut’ , am quergestreiften Skelettmuskel'**

, an der
Leber'?” und am Pankreas®™ zur Darstellung der pathophysiologischen Vorginge in der Folge
einer Ischdmie und der sich daran anschlieBenden Reperfusion. Ergebnisse dieser
Untersuchungen zugrundelegend konnen folgende Pathomechanismen diskutiert werden:

Der Verlust energiereicher Phosphate wihrend Hypoxie bewirkt eine Verschiebung von Ionen
und Wasser aufgrund des fehlenden aktiven Na-K-Transportes”. Es kommt zu einer (i)
Zellschwellung °** ' insbesondere der Endothelzellen'? sowie (ii) zu einer Himokonzentration
mit Beeintrichtigung der Flieseigenschaften des Blutes’ . Die Azidose wihrend Hypoxie
verschlechtert die viskoelastischen Eigenschaften der Leukozyten, welche Kapillaren regelrecht
obstruieren'® (iii). Zudem treten Mechanismen der vaskuliren Widerstandserhdhung und zwar
durch (iv) vasoaktive Substanzen wie Endothelin oder Serotonin aus Mastzellen als auch iiber die
Erhéhung des sogenannten (v) Ausflusswiderstandes ° auf. All dies beeintrichtigt die Perfusion

34, 121, 124

der nutritiven Kapillaren wéhrend postischdmischer Reperfusion und verstarkt die

postischdmische Gewebeschddigung aufgrund der trotz Reperfusion weiter bestehenden

Hypoxie'* .

Wihrend Reoxygenierung wird Hypoxanthin zu Harnsdure metabolisiert, wobei
Sauerstoffradikale freigesetzt werden™ . Diese wurden bei experimenteller Pankreatitis indirekt
durch Nachweis des protektiven Effekts von Sauerstoffradikalfangern und durch Bestimmung der

163 , 166

Sauerstoffproduktion von Monozyten nachgewiesen . Die duBerst reaktiven und

zytotoxischen Sauerstoffspezies fiihren zu Gewebeschidigung iiber Lipidperoxidation''” .
Zusitzlich aktivieren freie Sauerstoffradikale Leukozyten™ , welche nach Hochregulation
entsprechender Adhisionsmolekiile am mikrovaskuldren Endothel ,,rollen”, dann adhérieren und

22, 50, 123, 212

schlieflich ins Gewebe emigrieren . Sowohl Sauerstoffradikale als auch aktivierte



Leukozyten sind fiir die Freisetzung von Mediatoren verantwortlich, wie z.B. Leukotriene'® oder
Plittchen-aktivierender-Faktor'® , welche wiederum die Leukozyten aktivieren und diesen

. .. 14, 92
Circulus Vitiosus unterhalten ™ .

In der Folge kommt es zu einer Erhéhung der
mikrovaskuldren GefiBpermeabilitdt mit konsekutiver Ausbildung eines interstitiellen Odems.
Dieses Phidnomen ist neben dem Anstieg der Konzentration der Amylase das entscheidende
Kriterium fiir die klinische Diagnose der akuten Pankreatitis.

Die Stérung der Kapillarperfusion, die Bildung von Sauerstoffradikalen und die
Leukozytenadhdrenz werden als zentrale Mechanismen des mikrovaskuldren Schadens des

Pankreas diskutiert % '%3

. Intravitalmikroskopische Untersuchungen konnten zeigen, dass
mikrozirkulatorisch zwei verschiedene Mechanismen durch die Reperfusion induziert werden
und als solche auch gesondert voneinander zu betrachten sind **'* : Zum einen das sogenannte
,ho-reflow“-Phidnomen, welches das primire Versagen der Kapillarperfusion mit Beginn der
Reperfusionsphase beinhaltet; zum anderen das sogenannte ,,reflow*-Paradox, bei dem es zwar
zundchst zur priméren Kapillarperfusion kommt, im Verlauf jedoch durch Reoxygenierung mit
Freisetzung von Sauerstoffradikalen, Mediatoren und Hochregulierung von Adhédsionsmolekiilen

sowie der Aktivierung des Komplementsystems eine zusitzliche Beeintrachtigung der

mikrovaskuldren Perfusion entsteht.
1.4 Komplementsystem
1.4.1 Grundlagen

Als Teil der humoralen unspezifischen Immunantwort ist das Komplementsystem an vielen
inflammatorischen Prozessen beteiligt. Seine wichtigsten Aktivititen sind die Aktivierung von
Phagozyten, d.h. Makrophagen und neutrophilen Granulozyten, die Zytolyse von Zielzellen und
die Opsonierung'® . Dabei werden bestimmte Komplementfragmente an Partikel wie Bakterien
oder Immunkomplexe gebunden. Spezifische Komplementrezeptoren auf Phagozyten erkennen
die dergestalt opsonierten Partikel und vermitteln deren Phagozytose.

Die Reaktionswege des Komplementsystems laufen in Form von biochemischen Kaskaden ab,
die jeweils durch unterschiedliche Aktivatoren in Gang gesetzt werden und in eine gemeinsame
Endstrecke miinden. Man unterscheidet den klassischen Aktivierungsweg, den Mannose-binding

lectin-Weg, abgekiirzt MBL, und den alternativen Aktivierungsweg. Immunkomplexe binden an
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den Faktor C1 und aktivieren dadurch den klassischen Reaktionsweg. Der Mannose-binding
Lectin-Weg (MBL) wird initiiert durch den Komplex aus MBL und den Serinproteasen MASP-1
und MASP-2 (mannose-binding lectin-associated serin proteases). Diese reagieren mit
Mannosegruppen auf Zelloberflaichen. Die Aktivierung der alternativen Kaskade erfolgt durch
Bindung des Fragments C3b an Lipopolysacchariden auf mikrobiellen Oberflachen.

Im klassischen Komplementweg spaltet das durch Immunkomplexe aktivierte C1 die Faktoren
C4 und C2. Es entsteht die C3 Konvertase des klassischen Wegs. Im MBL-Aktivierungsweg wird
durch analoge Spaltung von C4 und C2 eine identische C3-Konvertase gebildet. Diese Analogie
ist darin begriindet, dafl die MBL-assoziierte Serinprotease MASP-2 die gleiche Wirkung ausiibt
wie der Faktor C1 im Klassischen Aktivierungsweg. Der wesentliche Unterschied besteht darin,
daBl der MBL-Weg zu seiner Aktivierung keine Immunkomplexe bendtigt. Im alternativen
Reaktionsweg wird Faktor B von bereits vorhandenem C3b gebunden, es entsteht die C3
Konvertase des alternativen Wegs. Aktivierende Lipopolysaccharide (LPS) auf Oberflichen
vermitteln den Vorgang und aktivieren dadurch den alternativen Reaktionsweg. Die C3
Konvertasen beider Reaktionswege binden nach Spaltung von C3 weiteres C3b. So entstehen die
C5-Konvertasen des klassischen und des alternativen Reaktionswegs. Die beiden soeben
entstandenen C5-Konvertasen spalten jeweils den Faktor C5, dadurch entstehen die Fragmente
C5a und C5b. In der gemeinsamen Endstrecke der Komplementkaskade lagern sich nun die
Faktoren C6, C7, C8, und C9-Polymere an C5b an und es entsteht der Membranangriffskomplex,
auch als MAC bezeichnet.

1.4.2 Komplementaktivierung nach Ischdmie und Reperfusion

Das wesentliche Kriterium der Immunitét ist die Unterscheidung zwischen ,,Eigen‘ und ,,Fremd*.
Das Komplementsystem besitzt die Féhigkeit, diese Unterscheidung zu treffen. Als ,,fremd*
gelten nicht nur Mikroorganismen, sondern auch Stérungen der Homostase innerhalb des
,eigenen® Organismus im Sinne eines Gewebeschadens'”> . Die Folge ist eine

selbstzerstorerische ~ Aktivierung der Kaskade durch  korpereigene Trigger” bei

47, 57 119

Verbrennungen'” | Sepsis , Multiorganversagen”' , ARDS” , hyperakuter

7,8,97, 164, 204 35,66, 72, 198

TransplantatabstoBung und Ischdmie mit nachfolgender Reperfusion
Komplement wird bei Ischimie-Reperfusion sowohl iiber den klassischen und alternativen Weg®

als auch iiber den MBL-Weg® aktiviert. Wihrend des Ablaufs der Reaktionskaskaden entstehen
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Anaphylatoxine und Membranangriffskomplexe (MACs), biologisch aktive Produkte, die im
Rahmen des postischdmischen Geschehens proinflammatorische Aktivitét entfalten.

Am Myokard"® und am Darm’ konnten in der Reperfusionsphase MAC-Ablagerungen vor allem
am Endothel der Gefdsse durch Immunhistochemie nachgewiesen werden. Der MAC fiihrt dort
zur Zelllyse mit konsekutivem Endotheldefekt, es kommt zur Extravasation von Makromolekiilen
mit Ausbildung eines interstitiellen Odems. Uber diesen Mechanismus triigt der MAC auch zur
Entstehung des Odems bei akuter Pankreatitis bei'™° . Experimentelle Studien an
Endothelzellkulturen haben gezeigt, dass sich die MAC-Wirkung nicht auf die Lyse von Zellen
beschrinkt. In sublytischen Konzentrationen bewirkt der MAC eine Translokation des Hypoxie-
und Oxidantiensensitiven Transkriptionsfaktors NF-k-B in den Zellkern® . Dieser Vorgang
induziert die Produktion von proinflammatorischen Zytokinen (IL-1, IL-6, TNF-a) in
Endothelzellen sowie eine vermehrte Expression der endothelialen Adhésionsmolekiile E-
Selectin, VCAM-1,2 und ICAM-1'" .

Die Fragmente C3a, C4a und C5a werden in der Komplementkaskade an unterschiedlichen
Stellen freigesetzt, ohne an ihrem weiteren Ablauf beteiligt zu sein. Sie induzieren die
Kontraktion glatter Muskelzellen und bewirken eine Zunahme der mikrovaskuldren

32, 77
> " und

Permeabilitdt. Sie verursachen auch die Ausschiittung von Histamin aus Mastzellen
werden deshalb als Anaphylatoxine bezeichnet. Das Anaphylatoxin C5a wirkt chemotaktisch auf
neutrophile Granulozyten”’ und initiiert die Hochregulierung der Adhisionsmolekiile
CD11b/CD18 auf Granulozyten und ICAM-1 auf Endothelzellen*” ' . Dadurch wird eine
Interaktion zwischen Leukozyten und Endothelzellen ermdglicht mit nachfolgender Emigration
der Leukozyten aus den BlutgefiBlen ins Gewebe. Bei akuter Pankreatitis ist die Leukozyten-
Endothelzellinteraktion ein wesentliches Merkmal®® ** ' des inflammatorischen Prozesses. Die

99,100, 197 y1nd konnte durch Inhibition der

Leukozytenadhdrenz wird durch Komplement vermittelt
Komplementkaskade bei Ischamie-Reperfusion von Skelettmuskel signifikant reduziert werden'*’
Lehmann et al. konnten in tierexpermentellen Studien zeigen, da die Hemmung von
Komplement bei hepatischer Ischdmie und Reperfusion als auch nach Lebertransplantation die

. 1
Organfunktion verbessert™ '%°

. Entsprechende Untersuchungen bei Ischimie-Reperfusion des
Pankreas fehlen bisher. Bei experimenteller Pankreatitis, die nicht durch Ischimie-Reperfusion
induziert worden war, zeigte die Komplementhemmung organprotektive Wirkung" *° . Neben
diesen beiden Arbeiten belegen eine Reihe klinischer Studien, da Komplement bei akuter

Pankreatitis aktiviert wird’* "> 1% 16293 "Der entscheidende Schritt ist die proteolytische
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Spaltung der Faktoren C3 und C5 durch aktiviertes Trypsin'®' , welches vom inflammatorisch
verdnderten Pankreas in das umliegende Gewebe und den systemischen Kreislauf sezerniert
wird'** . Mithofer et al. haben experimentell gezeigt, dass Trypsin auch bei Ischimie und
Reperfusion des Pankreas aktiviert wird”? . Somit wire die Komplementaktivierung durch
Trypsin auch bei postischdmischer Pankreatitis ein plausibler Pathomechanismus. Zusétzlich
kommt es bei Ischimie-Reperfusion'™* wie auch bei experimenteller Pankreatitis™® '** '°° zur
Freigabe von reaktiven Sauerstoffradikalen, die ebenfalls Komplement aktivieren kénnen'®*. Die
bei Ischdmie-Reperfusion des Pankreas entstehenden Sauerstoffradikale konnten somit zur

Aktivierung der Komplementkaskade beitragen.

1.4.3 Hemmung des Komplementsystems

Die Untersuchung von Aktivierung und Hemmung des Komplementsystems steht heute
angesichts seiner vielféltigen Aktivititen im Rahmen inflammatorischer Vorginge im
Mittelpunkt des Interesses der chirurgischen Forschung. In den letzten Jahren wurde eine Reihe
von experimentellen Studien durchgefiihrt, in denen Inhibitoren mit unterschiedlichem
Wirkungsspektrum im Hinblick auf ihr therapeutisches Potential getestet wurden.

Zu diesen Komplementinhibitoren gehort auch der soluble Complement Receptor 1, abgekiirzt
sCR1 (AvantImmunotherapeutics, Needham, MA, USA). Er leitet sich ab vom natiirlichen
Komplementrezeptor CR1 (CD35), einem Glykoprotein, das sich auf der Membran von
Erythrozyten, neutrophilen Granulozyten, Monozyten, Makrophagen, B-und T-Lymphozyten,
Mastzellen und glomeruliren Podozyten befindet®' . CR1 besteht aus einer extrazelluliren, einer
transmembranéren und einer intrazelluldiren Domine (Abbildung 1). Die extrazellulire Doméne
besteht aus 30 repetitiven Einheiten von Aminosduren, die als short consensus repeats bezeichnet
werden, abgekiirzt SCR. Jeweils 7 SCRs bilden ein long homologous repeat, abgekiirzt LHR. 3
dieser LHRs besitzen Bindungsstellen fiir Komplementfragmente: LHR-A bindet das Fragment
C4b, LHR-B und LHR-C jeweils das Fragment C3b® . Aus diesem Grund wird CR1 auch als
C3b/C4b Rezeptor bezeichnet. Diese FEigenschaft ermoglicht die Inaktivierung der

Konvertasen''> %

und dadurch die Hemmung der weiteren Komplementaktivierung. Dieser
Effekt wird aber dadurch begrenzt, dass CR1 nur auf den Membranen bestimmter Zellen

vorkommt.
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Dieses Problem konnte durch die Herstellung des rekombinanten, 16slichen sCR1 umgangen
werden (Abbildung 1). Dabei wird die cDNA-Sequenz von CR1 modifiziert; ihre Expression
durch Ovarialzellen des chinesischen Hamsters (CHO) fiihrt zur Sekretion eines Idslichen
Molekiils, des sCR1** . Das rekombinant hergestellte sSCR1-Molekiil unterscheidet sich vom
urspriinglichen Wildtyp-CR1 durch das Fehlen der intrazelluldren Doméne (Abbildung 1), aber
Molekulargewicht (200000) und Funktionen entsprechen denen desWildtyp-CR1°%.

extrazellular intrazellular
LHR-A LHR-B LHR-C LHR-D
0000009 000000008
E E (CD3 5)
C4b C3b C3b
0000000 000000000 sCR1
LHR-A LHR-B  LHR-C LHR-D

Abbildung 1: Der Komplementrezeptor CRI1 und sein rekombinant hergestellter Abkommling
SCRI1 (Avantlmmunotherapeutics, Needham, MA, USA). Die komplementhemmende Wirkung
beruht auf der Bindung der Fragmente C3b und C4b mit Unterbrechung des nachfolgenden
Ablaufs der Komplementkaskade.

Der erste Therapieversuch mit sCR1 wurde 1990 in einer experimentellen Studie mit
Myokardischdmie und -reperfusion unternommen. Das Ergebnis war eine Reduktion des
Infarktareals um 44 % und eine Hemmung der Leukozytenakkumulation in diesem Bereich,

vermutlich aufgrund einer verringerten Produktion des Anaphylatoxins C5a'” ** . Ausserdem
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verhinderte sCR1 in diesem Modell die Ablagerung von MAC im nekrotischen Gewebe. Dies
war der erste Nachweis, dass rekombinant hergestelltes sCR1 eine therapeutische Option bei
inflammatorischen Prozessen darstellen kann. Es folgten Studien mit experimenteller Ischdmie-
Reperfusion von Skelettmuskel' | Leber?® , Darm®® und Niere?!! | die einen protektiven Effekt
von sCR1 auf die Organfunktion zeigten. Gleiches konnte auch bei experimenteller akuter
Pankreatitis nachgewiesen werden, die durch Ligation des Pankreasgangs ™’ oder Cerulein-
Infusion' erzeugt wird. Diese Befunde legen die Annahme nahe, dass die Komplementinhibition
mit sCR1 auch bei experimenteller postischdmischer Pankreatitis eine Therapieoption sein

konnte.
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2. Ziel der Studie

Ziel dieser experimentellen Arbeit war es, die Auswirkung des Komplementinhibitors sCR1 auf
die Mikrozirkulationsstorung bei postischdmischer Pankreatitis in einem Modell an der Ratte zu
untersuchen. Hierbei sollte vor allem die Frage beantwortet werden, ob die Infusion von sCR1
der Abnahme der kapilldren Perfusion sowie der Zunahme von Leukozyten-Endothelzell-

Interaktion und der mikrovaskuldren Permeabilitit entgegenwirken kann.
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3. Material und Methoden

3.1 Vorbemerkung

Die im folgenden beschriebenen Versuche wurden mit Genehmigung der zustdndigen Behorde
der Regierung von Oberbayern in der Zeit von Oktober 1999 bis Juli 2000 im
Mikrozirkulationslabor des Instituts fiir Chirurgische Forschung der Ludwig-Maximilians-

Universitdt Miinchen durchgefiihrt.

3.2 Experimentelles Modell

3.2.1 Versuchstiere

Fiir die Versuche wurden ménnliche Sprague-Dawley Ratten (Charles River, Wiga, Sulzfeld,
Deutschland und Eigenzucht des Tierstalls des Instituts fiir Chirurgische Forschung, Miinchen,
Deutschland) mit einem Gewicht von 200-260 g verwendet. Die Tiere wurden artgerecht nach
den Vorschriften zum Schutz von Labortieren gemdll den ,,Principles of Laboratory Animal
Care* der National Society for Medical Research (USA) und dem ,,Guide for the Care and Use of
Laboratory Animals“ der National Academy of Sciences und des National Institute of Health
(USA, Publication No. [NIH] 86-23, revised 1985) in Gruppen von zwei bis drei Tieren im
Tierstall des Instituts fiir Chirurgische Forschung gehalten. Sie waren einem kontinuierlichen
Tag/Nachtzyklus von 12 Stunden, 24°C Raumtemperatur und 60 + 5% Luftfeuchtigkeit
ausgesetzt. Die Tiere hatten bis zum Versuchsbeginn freien Zugang zu Leitungswasser und bis 12
Stunden vor Narkosebeginn freien Zugang zu standardisiertem Trockenfutter (Ssnif rat diet, Ssnif
Spezialdidten, Soest) mit folgenden Inhaltsstoffen: 19 % Rohprotein, 0,3 % Methionin, 1 %
Lysin, 3,0 % Rohfett, 5,2 % Rohfaser, 6,7 % Rohasche, 1,1 % Calcium, 0,8 % Phosphor, 0,25 %
Natrium, 0,2 % Magnesium. Zusétzlich waren 18000 I.E. Vitamin A, 1280 L.LE. Vitamin D3 und
120 mg Vitamin E pro Kilogramm Futter enthalten. Die Niichternphase diente der Verbesserung
der Priparationsbedingungen und sollte standardisierte = Ausgangsbedingungen der
Pankreasstimulation durch die Nahrung gewihrleisten. Nur Tiere, welche keine Anzeichen fiir
Erkrankungen sowie normales Fre3-, Schlaf- und Putzverhalten aufwiesen, wurden in den

Versuch aufgenommen.
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3.2.2 Anasthesie und Beatmung

Die Versuchstiere aller Gruppen wurden in leichter Athernarkose (Ather zur Narkose, Hoechst
AG, Frankfurt am Main, Deutschland) durch intraperitoneale Injektion von Pentobarbital
(Apotheke Klinikum GroBhadern der Ludwig-Maximilians-Universitdt Miinchen; 60mg/kg KG)
pramediziert. AnschlieBend wurden die Ratten in Riickenlage auf einer Warmeplatte (Firma
Effenberger, Miinchen, Deutschland) gelagert. Uber eine rektal plazierte Sonde, welche eine
Riickkoppelung mit der Wiarmeplatte erlaubte, wurde die Kdorpertemperatur zwischen 36° und
37° C gehalten. Kontinuierliche intravendse Infusion von Pentobarbital (12 mg/kg KG/h) in
Kombination mit einer Lachgas/Sauerstoff Beatmung gewihrleistete die Aufrechterhaltung einer
addquaten Narkosetiefe wihrend des gesamten Experiments. Darauffolgend wurden die Tiere
tracheotomiert und nach Intubation mit einer gekiirzten Venenverweilkaniile (Vygoniile G 12,
VYGON, Aachen, Deutschland) Volumen-kontrolliert beatmet (Harvard Rodent Ventilator
Model 683, Harvard Apparatus, South Natick, Mass. U. S. A.); dabei wurden die Tiere mit einem
Atemhubvolumen von 2-2,5 ml, mit einem Lachgas/Sauerstoffgemisch mit einer inspiratorischen
Sauerstoffraktion (FiO2) von 0,25-0,40 und einer Atemfrequenz von 57- 65 Atemziige/min
beatmet. Die rechte Arteria carotis und die rechte Arteria jugularis wurden dargestellt und nach
einer queren Inzision des GefafSlumens mit einem Polyethylene-Katheter (PE-50, 0,58 mm ID,
Portex, Hythe, Kent, UK) kaniiliert. An den arteriellen Katheter wurde ein Statham
Druckabnehmer-Element (Becton Dickinson GmbH, Heidelberg, Deutschland) angeschlossen
und der mittlere arterielle Blutdruck (MAP) kontinuierlich gemessen (Monitor Typ 863, Siemens,
Miinchen, Deutschland). AuBerdem wurden iiber den arteriellen Katheter Proben zur
Blutgasanalyse (Ciba Corning 860, Chiron diagnostics GmbH, Fernwald, Deutschland) und zur
Bestimmung der Serumparameter entnommen. Uber den intravendsen Katheter erfolgte die
Infusion der Versuchslésungen sowie von Pentobarbital zur Aufrechterhaltung der Narkose tiber
den gesamten Versuchszeitraum (12mg/kgKG/h). Wahrend des ganzen Versuchs wurden der
arterielle pO2 zwischen 95 und 120 mmHg und der arterielle pCO2 zwischen 35 und 40 mmHg
durch Anpassung der BeatmungsgroBen konstant gehalten. Durch intravendse Injektion von Na-
Bikarbonat 8,4% (0,1 ml/mmol/neg BE/100gKG) wurde vor der ersten Messung der negative
Basentiberschuf3 (BE) auf Werte von 0 + 2 und der pH auf Werte von 7,39 + 0,02 korrigiert.
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3.2.3 Mikrochirurgische Technik

Das Legen der Katheter und die intraabdominelle Préparation erfolgten unter Einsatz eines
Operationsmikroskops (Wild M3Z, Heerbrugg, Schweiz); es kamen Vergréferungen von 6,5-
fach bis 40-fach zur Anwendung. Zur Messung der intravitalmikroskopischen Parameter sowie
zur Induktion der Ischdmie des Pankreas wurde das Abdomen iiber eine transverse
Oberbauchlaparotomie erdffnet und der kraniale Wundrand mit 2 justierbaren Haken, die rechts
und links auf der Heizplatte befestigt waren, offengehalten. Wiahrend der gesamten
Préaparationsphase wurden Leber, Magen und Intestinum mit einer Folie abgedeckt, um eine
Austrocknung der intraabdominellen Organe zu verhindern. Die weitere Priparation erfolgte
analog der Beschreibung bei der Etablierung des experimentellen Tiermodells zur Ischdmie und
Reperfusion des Pankreas®™ (Abbildung 2). Um eine Auslagerung des Pankreas mit der
anhdngenden Milz fiir die intravitale Fluoreszenzmikroskopie zu ermoglichen, ohne die Integritét
des Organs zu verletzen, wurden zundchst die Aa. gastricae breves zwischen Ligaturen
durchtrennt. AuBlerdem wurde das Omentum majus, ebenfalls nach Setzen von Ligaturen, von der
groflen Kurvatur des Magens bis in Hohe des Pylorus abgesetzt. Dabei wurde darauf geachtet,
das Pankreas selbst nicht zu beriihren und die peritonealen Strukturen, in die das Pankreas
eingebettet ist, nicht zu verletzen.

Um eine vollstindige Unterbrechung der arteriellen Blutzufuhr zum Pankreas im Sinne einer
kompletten Ischdmie zu erzielen, muBten 4 Gefid3e verschlossen werden: A. gastroduodenalis, A.
gastrica sinistra, A. lienalis und A. pancreaticoduodenalis caudalis. Die A. gastroduodenalis,
welche sich in die A. gastroepiploica dextra und die A. pancreaticoduodenalis cranialis aufteilt,
wurde im Ligamentum hepatoduodenale an der t-formigen Aufzweigung der A. hepatica
communis nach dem Abgang der A. hepatica propria dargestellt. Fiir die weitere Préparation der
GefdBle wurde die Heizplatte mit dem darauf fixierten Versuchstier um 45° gekippt, so dass die
linke Korperhélfte unten zu liegen kam. AnschlieBend wurden der ganze Diinn- und Dickdarm,
eingehiillt in eine Folie zum Schutz gegen Austrocknung, en bloc extrakorporal verlagert. Durch
die Positionierung des Tieres in Kippstellung und die Verlagerung des Intestinums wurde der
Zugang zum Truncus coeliacus erleichtert, so dass anschlieBend die A. gastrica sinistra und die
A lienalis kurz nach ihrem Abgang aus dem Truncus coeliacus, welcher der Aorta abdominalis
circa 3 cm kaudal des Zwerchfells entspringt, freigelegt werden konnten. Zuletzt wurde die A.

pancreaticoduodenalis caudalis prépariert. Diese entspringt als erster Abgang aus der A.
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mesenterica cranialis, welche distal des Truncus coeliacus aus der Aorta abdominalis hervorgeht.
Diese 4 Gefille wurden zur Induktion einer kompletten und reversiblen Ischdmie des Pankreas
mit mikrovaskuldren, temporiren Gefdliclips (Aesculap-Yasargil-Standard-Aneurysm-Clip
Temporary, Cat. No. FE 751 K, SchlieBkraft 70 gms, Aesculap, Tuttlingen) verschlossen. Nach
1-stiindiger Ischdmie wurden die Gefdfclips entfernt, der BlutfluB zum Pankreas wurde wieder
freigegeben und damit die vollstindige Reperfusion des Organs eingeleitet. Bei der Etablierung
des Modells konnte mittels Intravitalmikroskopie und Laserdopplerflowmetrie gezeigt werden,
dal es nach Abklemmen der obengenannten GefiBle zu keinem Anfluten von intravends
injiziertem  Fluoreszenzfarbstoff sowie zu einer vollstindigen Unterbrechung des
Pankreasblutflusses kommt. Auch fiihrt das Abklemmen der GefdBle mittels dieser Clips
histologisch zu keinem Intima-Schaden, der Ursache fiir eine unvollstindige Reperfusion des
Pankreas sein konnte. Bei den sham-operierten Tieren wurden die beschriebenen
Praparationsschritte in gleicher Weise, einschlieBlich der Freilegung der Gefélle, jedoch ohne

Verschluf3 dieser Gefd3e vorgenommen.

Diaphragm
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Abbildung 2: Anatomischer Situs der Laborratte mit Darstellung der blut-versorgenden Arterien

des Pankreas nach Hoffmann®
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Am Ende der Ischdmie des Pankreas wurden die Gefiliclips entfernt und das zu Beginn
mobilisierte Pankreas mit der anhdngenden Milz auf einem speziell konstruierten, {iber
Kugelgelenke in 3 Ebenen beweglichen Beobachtungstisch ausgelagert, welcher auf der
Heizplatte magnetisch befestigt worden war. Der 3x4 cm grofle Beobachtungstisch wurde mit
einem Parafilm (Laboratory Film, American National Can, Greenwich, CT, USA) abgedeckt, um
mit diesem inerten Material eine Interaktion zwischen Gewebe und Unterlage zu vermeiden. Das
Pankreas selbst war durch eine diinne (20um) durchsichtige Teflon Folie vor Austrocknung und

Gasaustausch mit der Umgebungsluft geschiitzt .

3.3 Untersuchungsmethoden

3.3.1 Makrohdmodynamik

Der mittlere arterielle Blutdruck (MAP) wurde iiber den intraarteriell liegenden Katheter iiber ein
Statham-Druckabnehmer-Element kontinuierlich auf einem 2-Kanalschreiber aufgezeichnet. Die
Herzfrequenz (HF) wurde anhand der MAP-Amplitude auf dem Schreiberprotokoll durch

Auszihlung ermittelt und in Herzaktionen pro Minute umgerechnet .

3.3.2 Mikrohéamodynamik

Die quantitative Analyse der Mikrozirkulation des Pankreas anhand definierter
mikrohdmodynamischer Parameter wurde mittels intravitaler Fluoreszenzmikroskopie
durchgefiihrt. Diese erlaubt als einzige Technik eine kontinuierliche und wiederholte
Visualisierung aller Segmente der Mikrozirkulation.

Fir die intravitale Fluoreszenzmikroskopie wurde das Pankreas auf einem beweglichen
Beobachtungstisch ausgelagert, welcher von distal in das gedffnete Abdomen bis zum Magen
hineingeschoben wurde (Abbildung 3). Dabei wurde das Gewebe unterhalb des Tisches mit einer
feuchten Kompresse abgedeckt. AnschlieBend wird das Pankreas mit der Milz und dem
Mesenterium auf dem Tisch positioniert, im Bereich des lateralen Milzrandes und der &dufleren
Mesenterialbegrenzung ausgespannt und mit Hilfe eines Gewebeklebers (Histoacryl, Braun
Melsungen AG, Melsungen, Deutschland) auf dem Parafilm befestigt, ohne das Pankreas selbst

mit dem Kleber in Verbindung zu bringen. Durch diese Lagerung wird eine Fokussierung des
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Organs iiber eine Fliche von zirka 3-4cm? mdglich. AnschlieBend werden das Pankreas mit
Mesenterium und Milz mit einer durchsichtigen Folie vollstdndig bedeckt, um eine Austrocknung
und Gasaustausch mit der Umgebungsluft zu verhindern. Nach Abschlufl dieser Maflnahmen
wurde das Tier mit dem Beobachtungstisch und der Heizplatte unter dem Mikroskop gelagert,
wobei die Heizplatte im Bereich des Kopfes zirka um 45° angehoben werden musste, um eine
horizontale Lage des Pankreas und damit eine Fokussierung des gesamten Beobachtungsfeldes zu
ermoglichen (Abbildung 3).

Fir die intravitale Fluoreszenzmikroskopie haben wir ein modifiziertes Leitz-Orthoplan
Mikroskop (Leitz GmbH, Wetzlar, Deutschland) verwendet. Dabei wurde fiir die Auflicht-
Technik eine 100 W Quecksilber (HBO) Lichtquelle (Leitz) an einen Pleomo-Pak-Illuminator mit
einem I3 (Exzitation 450-490 nm, Emission >515 nm) Filterblock zur Quantifizierung der
mikrovaskuldren permeabilitdit und der Leukozyten-Endothelinteraktion und einem N
Filterblock (Exzitation 530-560 nm, Emission >580 nm) zur Quantifizierung der funktionellen
Kapillardichte (Leitz) adaptiert.

Die Funktionelle Kapillardichte und die Leukozyten-Endothelinteraktion wurden wie folgt
gemessen: Fiir die Quantitative Analyse dieser beiden Parameter wurde ein Salzwasser-
Immersionsobjektiv 25x (Numerische Apertur (n.a.): 0,60; Leitz) verwendet. Die Bilder wurden
von einer charge-coupled device (CCD) Video-Kamera (FK 6990, Cohu, Prospective
Measurements, Inc., San Diego, CA, USA) mit einer Lichtempfindlichkeit von 107 lux und einer
Aufzeichnungsgeschwindigkeit von 50 Halbbildern pro Sekunde aufgenommen und von einem
Videobandgerit (Video Recorder AG-7330, Panasonic, Miinchen, Deutschland) zur spiteren off-
line-Analyse aufgezeichnet (Abbildung 4). Zur leichteren Indentifizierung der Videosequenzen
wurde ein Zeitgenerator (VTG-33, For-A- Company, Tokyo, Japan) mit Datum und Uhrzeit auf
dem Monitorbildschirm (PVM-2042QM, Sony GmbH, Miinchen, Deutschland) eingeblendet und
auf dem Videoband gespeichert. Unter Verwendung des oben genannten Salzwasser-
Immersionsobjektives bei Berlicksichtigung des VergroBerungseffektes von Mikroskop, Kamera
und Bildschirm (Diagonale des Bildschirms 48 cm) wurde eine 800-fache Gesamtvergroferung

erreicht.
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Abbildung 3: Intravitalmikroskopischer Versuchsaufbau mit Intravitalmikroskop (1),
Videokamera (CCD), Heizplatte (T), Videorecorder (V).

3.3.2.1 Mikrovaskulare Permeabilitat

Eine quantitative fluoreszenzmikroskopische Untersuchung der mikrovaskuldren Permeabilitdt in
parenchymatdsen Organen wurde erstmals durch die Entwicklung der Methode von Yuan et al.

ermoglicht®”’

Sie beriicksichtigt den dreidimensionalen Transport von Molekiilen im
Beobachtungsareal und die Charakteristika des optischen Systems, die den Zusammenhang
zwischen gemessener Fluoreszenzintensitit und der Extravasation fluoreszierender Molekiile
bestimmen®”’ . Yuan et al. haben diese Methode zur Bestimmung der Extravasation aus
Tumormikrogefdlen angewendet, von Dobschiitz et al. etablierten sie am Institut fiir
Chirurgische Forschung zur Bestimmung der Extravasation bei normothermer Ischdmie und
Reperfusion des Pankreas'* .

Die mikrovaskulidre Permeabilitit wure folgendermallen gemessen: Ein zufdllig ausgewihltes

Kapillarfeld (ROI) des exokrinen Pankreasgewebes wurde unter Verwendung eines

Lichtimmersionsobjektivs (L x32/0.4; Leitz, Wetzlar, Deutschland) und einer Silikon-



23

intensivierten Ziel-Videokamera (SIT) (C2400-88, Hamamatsu Photonics K.K., Hamamatsu,
Japan) aufgesucht, um eine Subtraktion der Gewebsautofluoreszenz zu ermdglichen. Das Bild
wurde auf Videorecorder (AG-Panasonic, Miinchen, Deutschland) fiir die spétere oft-line
Auswertung aufgenommen. Rhodamin-markiertes bovines Serumalbumin (40 mg/kg/KG,
Molecular Probes, Leiden, Niederlande) wurde intravends injeziert und das einmal aufgesuchte
Kapillarfeld wurde alle 20 Sekunden fiir die Dauer von 6 Minuten nach Injektion und danach alle
60 Sekunden bis 20 Minuten nach Injektion auf Videoband aufgenommen. Die
Fluoreszenzbeleuchtung wurde auf 2 Sekunden pro Aufnahmezeitpunkt beschrinkt, um
phototoxische Effekte auf das Gewebe und Ausbleichung des ausgewéhlten Beobachtungsareals
zu vermeiden. Die aufgenommenen Bilder wurden mithilfe des Kontron Bildanalysesystems
digitalisiert (IBAS 2000, Kontron, Eching, Deutschland). Die Fluoreszenzintensitit des
Kapillarfeldes wurde nach Subtraktion der Gewebsautofluoreszenz, welche vor Injektion des
Fluoreszenzmarkers Rhodamin-Albumin densitometrisch bestimmt worden war, off-line
gemessen.

Die effektive makromolekulare Permeabilitit von Albumin wurde wie von Yuan et al.

beschrieben unter Verwendung der folgenden Formel berechnet:

P=(]-HTM) VVES/S (1/1m0 d[m/dT“‘ ]/k)

P als wvaskulire Permeabilitit hingt von In ab, welches die durchschnittliche
Fluoreszenzintensitét I, des ausgewdéhlten Kapillarareals reprisentiert, aufgenommen unmittelbar
nachdem Markermolekiilen in den Gefd3en anfluten.

In separaten Experimenten'®* wurde die Zeitkonstante k der Plasmaclearance des Rhodamin-
markierten BSA durch Abnahme arterieller Blutproben zu den MeBzeitpunkten t=1, 2, 3, 4, 5, 10,
15, 30, 45 und 60 Minuten nach Injektion und FEintragen dieser MeBwerte in eine
Exponentialfunktion berechnet. Das Verhiltnis von GefaBvolumen Vygs pro Oberfliche S in
einem Kapillarfeld des Pankreas wurde durch Messung von Lénge und Durchmesser der
Kapillaren an 3 Tieren unter Verwendung des CAMAS Bildanalysesystems (Dr Zeintl,
Heidelberg, Deutschland) analysiert.

Der dynamische Mikrohdmatokrit Hry des Kapillarfeldes des Pankreas wurde in einem separaten
Experiment mit der Methode von Sarelius und Duling unter Anwendung der folgenden Formel

errechnet:
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Hiyy = (Frge/LF x MCV x 100) / [vgse x IT (D/2)°]

Dabei wurden Rattenerythrozyten mit Fluoreszeinisothyocyanat markiert (Sigma. St Louis,
Missouri, USA). Die Erythrozyten wurden in das Tier injiziert und der Fluss der markierten
Zellen Frpc, die durchschnittliche Zellgeschwindigkeit vgze und der GefdBdurchmesser wurden
im Kapillarfeld des Pankreas gemessen. Die markierte Zellfraktion LF' des Gesamtvolumens der
Erythrozyten wurde mittels FACS Analyse bestimmt (Beckton Dickinson, Heidelberg,
Deutschland). Der MCV wurde aus einer Vollblutprobe errechnet (Coulter Electronics, Hialeah,
Florida, USA).

3.3.2.2 Funktionelle Kapillardichte

Die quantitative Beurteilung der kapilldren Perfusion erfolgte mithilfe des Parameters
Funktionelle Kapillardichte (FKD). Hierbei wird die Lénge (cm) der mit Erythrozyten
perfundierten Kapillaren pro intravitalmikroskopischem Beobachtungsfeld (cm?) erfasst. Nicht
perfundierte oder nur mit Plasma perfundierte Kapillaren wurden nicht in die Auswertung mit
aufgenommen. Die Kontrastierung des Plasmas und dadurch die Visualisierung der perfundierten
Kapillaren erfolgte durch intravendse Injektion von 0,5ml FITC-Albumin (Humanes Albumin
markiert mit Fluoresceinisothiocyanat, Sigma, Deisenhofen, Deutschland). Nach Anregung der
Plasmafluoreszenz mittels der Lichtquelle werden vom Fluorochrom Fluorescein Lichtwellen mit
einer Wellenldnge von 500 bis 550 nm emittiert, die dann iiber den vorgeschalteten Filter ein
kontrastiertes Bild der Mikrozirkulation ergeben. Insgesamt wurden 10 Felder des exokrinen
Pankreas mit einer Fliche von 400x300 um pro Beobachtungsfeld ausgewertet. Jedes dieser
Felder wurde {tiber 30 Sekunden beobachtet und aufgezeichnet, um eine eindeutige
Beurteilbarkeit bei der Auswertung zu gewéhrleisten. Die funktioenelle Kapillardichte wurde
wurde mit dem computergestiitzten Auswertungsprogramm CAMAS nach dem pythagordischen
Prinzip bestimmt. Die perfundierten Kapillaren wurden mit der Maus am Bildschirm
nachgezeichnet, so dass bei jedem Feld ein ,Netz“ aus perfundierten Kapillaren auf die
Bildschirmoberfliche gelegt werden konnte. Dabei wird das Videoband abwechselnd in Gang
gesetzt, um die Kapillarperfusion zu erkennen und angehalten, um die perfundierten Kapillaren

nachzuzeichnen. Nach Ermittlung der Gesamtlinge der mit der Maus nachgefahrenen
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perfundierten Kapillaren konnte bei bekannter Fliche des jeweils ausgewéhlten Areals die
funktionelle Kapillardichte ermittelt werden. Das arithmetische Mittel aller 10

Beobachtungsfelder ergibt schlielich die gesamte funktionelle Kapillardichte (FKD).
3.3.2.3 Leukozyten-Endothelzell-Interaktion

Die Beurteilung der Leukozyten erfolgte nach deren in vivo Markierung mit dem Fluorochrom
Rhodamin 6G (Sigma, Deisenhofen, FRG) durch intravendse Injektion von 0,1 ml 0,02%
Losung. Durch diesen Fluoreszenzfarbstoft wird das Cytochrom C der Mitochondrien der Zellen
selektiv angefirbt. Die Leukozyten-Endothelzell-Interaktion wurden in postkapilldren Venolen
mit einem Durchmesser zwischen 15 und 35 pm in einem Gefdllsegment mit geradem Verlauf
von 100 bis 150 um Lénge untersucht. Insgesamt wurden mindestens 3 postkapillire Venolen
vergleichbaren Durchmessers beobachtet und von der Videokamera aufgenommen. In
Ausnahmefillen war es moglich, eine groflere Anzahl von postkapilliren Venolen {iiber die
Distanz von mindestens 100 um zu fokussieren. Fiir die Quantifizierung der Leukozyten-
Endothelzellinteraktion wurden adhirente Leukozyten (Sticker) in postkapilliren Venolen
ausgewertet. Die Beobachtungszeit betrug fiir jedes Areal 30 Sekunden. Die adhdrenten
Leukozyten wurden definiert als Zellen, die iiber einen Beobachtungszeitraum von 30 Sekunden
einen anhaltenden Kontakt mit dem Endothel haben® , die Dimension ist die Zellzahl pro
Endotheloberfliche (cm?). Die Endotheloberfliche selbst wurde unter der Annahme einer
zylindrischen  Gefilgeometrie aus GefaBdurchmesser und Lénge des untersuchten

Gefillsegmentes errechnet.

3.3.3 Laborparameter

Fiir regelmiBige Blutgasanalysen wurde eine heparinisierte Glaskapillare (Typ D941-8, 5-85,
Radiometer, Kopenhagen, Denmark) mit zirka 90 pl Blut aus dem arteriellen Katheter gefiillt und
mit Hilfe eines Blutgasanalysegerites (ABL 300, Radiometer, Copenhagen, Denmark) die
arteriellen Partialdrucke von Sauerstoff und Kohlendioxid, sowie pH, Standardbicarbonat,
Baseniiberschuss, die Sauerstoffséttigung sowie der Laktatwert im Blut bestimmt. Ein negativer
Baseniiberschuss wurde bis zum Beginn der Ischdmie durch intravendse Gabe von 8,4% Na-

Bikarbonat (0,1 ml/mmol/l neg BE/100g KG) ausgeglichen.
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Der systemische Hamatokrit wurde in 200 ul heparinisiertem Blut durch einen Coulter Counter
(Typ T, 540, Coulter Electronics, Hialeah, FL, USA) gemessen.

Die total-hdmolytische Komplementaktivitdt wurde im Serum nach Zentrifugation von 500pul
Blut bei einer Umdrehungszahl von 3000/min. bei 4° C tiber 10 Minuten mit der CH100-Methode
(The Binding Site, Birmingham, UK) nach dem Prinzip der radialen Diffusion gemessen. Bis zur
Aufarbeitung der Proben wurden diese bei -70° C tiefgefroren. Fiir einen Essay wurden 5 pul
Serum zu standardisierten Schafserythrozyten zugegeben, welche mit Hemolysin sensitiviert
waren (kit RC 001; The Binding Site, San Diego, USA) und sich in mit Agarosegel gefiillten
Vertiefungen befanden. Die Platten mit den Vertiefungen wurden fiir 18 Stunden bei 4° C und fiir
eine Stunde bei 37° C inkubiert. Um die Vertiefungen entstehen Himolysezonen, dieser Vorgang
wird als radiale Immundiffusion bezeichnet. Diese Hédmolysezonen wurden mit einer CCD
Kamera aufgenommen und vermessen und ihre relative optische Dichte unter Verwendung einer
Software-basierten Auswertungstechnik fiir die Analyse von Elektrophoresegelen errechnet.

Die dadurch ermittelten Werte wurden in CHjo, Einheiten umgewandelt. Dies geschah durch
Interpolation von Kalibrierungskurven, die unter Verwendung des Herstellerstandards
aufgezeichnet worden waren, in einer Verdiinnungsreihe von 1:1 bis 1:32 (minimale Sensitivitit,
32 CHigo Einheiten). Eine Einheit ist die Menge an Komplement, welche 100% der Erythrozyten

zu lysieren vermag.

3.3.4 Immunbhistologie

Bei jedem Tier wurden Gewebeproben des Pankreas am Ende des Experiments entnommen und
sofort in 10% Formalin fixiert. Die Proben wurden dehydriert, in Paraffin eingebettet (3um,
Schlitten-Mikrotom Jung/Leica, Miinchen) und mit H&matoxylin und Eosin gefirbt. Die
Weiterverarbeitung erfolgte nach 20-miniitiger Fixation mittels Aceton (99%) und PBS-Puffer
(Natrium-Chlorid-Phosphat-gepuffert, 0.81%) und 10-miniitiger Fixation mittels Methanol und
H,0; mittels Pronase E (0.1%, Merck GmbH, Darmstadt, Deutschland). Anschlieend wurde ein
Avidin-Biotin-Komplex anti-Rat (Beckton Dickinson) zugesetzt. Nach Waschen schloB sich die
Gabe des ersten Antikorpers (ICAM-1-AB 1:1000/1:2000, BD Biosciences Pharmingen San
Diego, CA, USA) und ,nach erneutem Waschen, die Gabe des zweiten Antikdrpers (Avidin
Biotin Komplex, Vectastain, Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA) an. Mittels AEC (3-
Amino-9-Ethyl-Carbazol, Sigma) wurde die Antikorperbindung sichtbar gemacht, d.h. unter



27

Einleitung von H,O, der Sekundir-Antikorper demaskiert. Die Gegenfarbung der Schnitte
erfolgte durch Hidmalaun (Meyers Hé@malaun, Merck, Deutschland), welche dann mittels

Lichtmikroskopie beurteilt wurden.
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| Ischéimie | | Reperfusion |
| » | | |
- 60 min 0 min 45 min 90 min 120 min
| \ .
I 1
Serumprobe Intravi‘Eale )
Clippdffnung Fluoreszenzmikroskopie
Injektion
Nztrkose. Serumprobe
Préparation Organentnahme
. 1) Sham + Vehikel (n=7)
sCr1/Vehikel

(15 mg/kgKG)

2) 60 min Ischamie + Vehikel (n=7)
3) 60 min Ischamie + sCR1 (n=7)

Abbildung 4: Experimentelles Protokoll unter Kontrollbedingungen und bei postischdmischer

Pankreatitis

3.4.1 Versuchsgruppen

Die Tiere wurden in Gruppen mit jeweils 7 Tieren eingeteilt. Unter Kontrollbedingungen wurde

den Tieren nach einer sham-Operation 1) Phosphatpuffer (15 mg/kg/KG) intravends injiziert.

Nach einer 1-stiindigen normothermen Ischimie des Pankreas wurde den Tieren unmittelbar zu

Beginn der Reperfusion entweder 2) Phospatpuffer (15 mg/kg/KG) oder 3) sCR1 (15 mg/kg/KG)

injiziert (Abbildung 4).
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3.4.2 Versuchsablauf

In der vorliegenden Studie wurden die Auswirkungen einer sCR1 Applikation auf die
Mikrozirkulation des Pankreas nach normothermer Ischdmie und Reperfusion untersucht. Nach
Narkoseeinleitung und Legen der Katheter wurden die Blutgaswerte bestimmt, und die Beatmung
und eine eventuell bestehende Azidose korrigiert. Nach einer Stabilisierungsphase von 15
Minuten erfolgte eine quere Oberbauchlaparotomie mit der Mobilisation des Pankreas und der
Priparation der das Pankreas versorgenden Gefdf3e. Hierauf wurden die basalen Blutgasparameter
bestimmt und {iber den arteriellen Katheter 1 ml Blut fiir die Bestimmung der
Komplementaktivitit im  Serum abgenommen. Nach Aufzeichung der basalen
makrozirkulatorischen Parameter wurden die Tiere entweder der Shamgruppe oder einer der
beiden Ischdmiegruppen randomisiert zugeteilt. In den Ischdmie-Tieren erfolgte die Induktion
einer vollstindigen normothermen Ischdmie des Pankreas fiir eine Stunde mittels
mikrovaskulirer GefdBclips. Unmittelbar nach Offnen der Geficlips wurde den Tieren Vehikel
als Kontrollosung oder sCR1 (15 mg/kg/KG) als Bolus intravends injiziertln den Sham-
operierten Tieren wurden nun der Vehikel als Kontrolllosung (15 mg/kg/KG) intravenos als
Bolus injiziert. Nach Infusion der Losungen wurde wihrend der ersten 15 Minuten der mittlere
arterielle Blutdruck gemessen. 15 Minuten nach Infusion wurde arterielles Blut fiir die
Blutgasanalyse abgenommen. Sodann wurde das Pankreas auf einen beweglichen
Beobachtungstisch fiir die in vivo Fluoreszenzmikroskopie ausgelagert und 90 Minuten nach
Infusion die mikrovaskuldre Permeabilitdt sowie danach die funktionelle Kapillardichte und die
Leukozyten-Endothelzell-Interaktion bestimmt. Danach wurde den Tieren Blut abgenommen und

nach Organentnahme die Experimente durch eine Uberdosis mit Pentobarbital beendet.

3.5 Medikamente

0 ™) wurde freundlicherweise von der

Lyophilisierter 16slicher Komplementrezeptor 1 (TP 1
Firma Avantlmmuntherpaeutics, Inc. (Needham, MA, USA) zur Verfiigung gestellt. Die Vials
enthielten Mannitol (80 mg), monobasisches Kaliumphosphat (5.76 mg) und Natrium- chlorid
(5.48 mg) als Puffersalz. Unter Beimengung von aqua ad injectabilia als fliissiges Medium wurde

eine Losung zubereitet, deren Konzentration Smg/ml sCR1 enthielt. Diese Losung wurde in
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sterile Spritzen aliquotiert, welche bis zur Anwendung bei -20° C tiefgefroren wurden. Das

Vehikel wurde unter Verwendung derselben Puffersalzkonzentration zubereitet.
3.6 Statistik

Die angegebenen Daten sind Mittelwerte mit Standardfehler des Mittelwertes (x = SEM). Die
Mittelwerte der makrohdmodynamischen Parameter wurden aus der Anzahl der Versuchstiere pro
Gruppe gebildet. Bei den mikrohdmodynamischen Parametern wurden zunéchst die Mittelwerte
eines Parameters bestehend aus z.B. 10 Einzelwerten (Funktionelle Kapillardichte) je
Versuchstier gebildet und dann die Mittelwerte der gesamten Gruppe errechnet.

Die statistische Analyse der Werte erfolgte mit dem Computerprogramm Sigma Stat for
Windows (Statistical Software, Jandel Scientific Software, Erkrath). Die Werte wurden zunichst
auf Normalverteilung gepriift. Bei Normalverteilung wurde eine Varianzanalyse (ANOVA)
zwischen den Gruppen vorgenommen und die Dunnett Methode angewendet. Lag keine
Normalverteilung der Werte vor, erfolgte eine Varianzanalyse nach Friedman mit anschliefender
Durchfiihrung der Dunnett Methode. Das Signifikanzniveau wurde mit p<0,05 festegelegt. Um
die Interpretation auch nicht normal verteilter Daten zu erleichtern, wurden samtliche Werte als

Mittelwerte + Standardfehler angegeben.
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4. Ergebnisse

4.1 Makrohdmodynamik

Der mittlere arterielle Blutdruck blieb in der Sham-operierten Kontrollgruppe iiber den gesamten
Versuchszeitraum konstant. In den beiden Ischimie-Gruppen kam es unmittelbar nach Offnung
der mikrovaskuldren Clips zu einem rapiden Abfall des mittleren arteriellen Blutdrucks. Die
Blutdruckwerte in diesen beiden Gruppen liegen unmittelbar nach Clip6ffnung etwa 30 %
signifikant niedriger als in der Sham-Gruppe (Abbildung 5). In der sCR1 Gruppe war die
Hypotonie wihrend des gesamten Zeitraums der Reperfusion ausgeprégter als in der Vehikel-
Gruppe. Im Gegensatz zur Vehikel-Gruppe blieb der mittlere arterielle Blutdruck in der sCR1

Gruppe bis zum Versuchsende erniedrigt.
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Abbildung 5: Mittlerer arterieller Blutdruck unter Kontrollbedingungen (-60 min) und bis 120
Minuten nach normothermer Ischdmie und Reperfusion des Pankreas. Mittelwert £ SEM, Dunn’s

Test.
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4.2 Mikrohamodynamik
4.2.1 Mikrovaskulare Permeabilitat

Nach Ischdmie und nachfolgender Reperfusion kam es in der Vehikel Gruppe zu einer Zunahme
der mikrovaskuldren Permeabilitit um den Faktor 2.2 gegeniiber den sham-operierten Tieren
(3.18 £ 0.7 cm/s*10°®). Dieser Unterschied ist statistisch signifikant (p<0,01). Die Infusion von
sCR1 vermochte diese dramatische Zunahme der Extravasation des BSA nach Ischédmie-
Reperfusion komplett zu antagonisieren (Abbildung 7). Die mikrovaskulidre Permeabilitit war in
der Therapiegruppe signifikant niedriger als in der Vehikel Gruppe und sogar geringfiligig
niedriger als in der sham-operierten Gruppe, ohne in diesem Fall statistische Signifikanz zu

erreichen.

4.2.2 Funktionelle Kapillardichte

Eine Stunde normotherme Ischdmie und zwei Stunden Reperfusion des Pankreasgewebes
bewirken eine signifikante Abnahme der funktionellen Kapillardichte im Vergleich zur sham-
operierten Kontrollgruppe von 393 + 3 cm™ auf 279 + 6 cm™ (Abbildung 9). Durch die Infusion
von sCRI1 in einer Dosierung von 15 mg/kg KG wurde dieser Perfusionsausfall signifikant
vermindert (331 + 2 cm™), die funktionelle Kapillardichte in der Therapiegruppe lag um 13 %
hoher als in der Vehikel Gruppe. Die Kapillarperfusion in der sham-operierten Kontrollgruppe
lag allerdings immer noch signifikant hoher als in der mit sCR1 behandelten Ischédmie-

Reperfusionsgruppe (p<0,05).

4.2.3 Leukozyten-Endothelzell-Interaktion

Die Anzahl adhidrenter Leukozyten in postkapilliren Venolen war nach Ischdmie und
Reperfusion im Vergleich zur sham-operierten Gruppe signifikant (p<0,01) um das
zweieinhalbfache erhoht (Abbildung 10). Durch die sCR1 Behandlung war dieser Effekt im
Vergleich zur Vehikel behandelten Gruppe signifikant geringer ausgepréigt (163 + 27 Zellen/mm?
gegeniiber 314 + 33 Zellen/mm?). Zwischen sham-operierter Gruppe und Therapiegruppe war

kein signifikanter Unterschied hinsichtlich der Zahl adhdrenter Leukozyten zu verzeichnen.
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Abbildung _6: Modellhafte Darstellung der Fluoreszenzintensitdtskinetik von Rhodamin-

Albumin. Zu definierten Mefzeitpunkten werden Bilder von einem ausgewdhlten identischen
Areal aufgenmommen. Die Zunahme der Extravasation und damit die Anderung der
Fluoreszenzintensitit von Punkt zu Punkt erlaubt die Erstellung einer Geraden, aus deren

Steigung die mikrovaskuldre Permeabilitdt berechnet werden kann.
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Abbildung 7: Mikrovaskulire Permeabilitit von Rhodamin-markiertem Albumin unter

Kontrollbedingungen und nach normothermer Ischdimie und Reperfusion des Pankreas.
Mittelwert £ SEM, # p< 0,01 ist signifikant gegeniiber Kontrolle und 1h Ischdmie + sCRI; keine

signifikanten Unterschiede zwischen sCRI und Kontrolle; Dunn’s Test.



36

Abbildung 8: Intravitalmikroskopisches Bild des exokrinen Pankreasgewebes unter
Kontrollbedingungen (links) und bei postischdmischer Pankreatitis (rechts). Nach der Injektion
des Plasmamarkers FITC-Albumin ist das bienenwabenformige Bild der Pankreaskapillaren
deutlich zu sehen. Nach Ischimie und Reperfusion kommt es zu Odembildung, Kontrastumkehr

und Abnahme der Zahl perfundierter Kapillaren.
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Abbildung 9: Funktionelle Kapillardichte unter Kontrollbedingungen und nach normothermer
Ischdmie und Reperfusion des Pankreas. Mittelwert + SEM, # p<0,01 signifikant gegeniiber
Kontrolle und Ischimie + sCR1, * p<0,01 signifikant gegeniiber Kontrolle; Dunn’s Test.
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Abbildung 10: Adhdrente Leukozyten unter Kontrollbedingungen und nach normothermer

Ischdmie und Reperfusion des Pankreas. Mittelwert £ SEM, # p<0,05 signifikant gegeniiber

Kontrolle und Ischdmie + sCRI, Dunn’s Test.

4.3 Laborparameter

In der sham-operierten Gruppe nahm die Komplementaktivitit im Serum kaum ab, sie betrug am

Ende des Experiments nur um etwa 10 % weniger als unter Ausgangsbedingungen nach
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Beendigung der Préaparation. Dagegen kam es nach normothermer Ischimie und Reperfusion des
Pankreas zu einer deutlichen Abnahme des CH 100 Wertes (Abbildung 11). Dieser betrug in der
Vehikel Gruppe noch 40 % und in der Therapiegruppe 75 % des vor Ischdmieinduktion
bestimmten Ausgangswertes. Die Infusion von sCR1 reduzierte bei normothermer Ischdmie und
Reperfusion des Pankreas den Verbrauch von Komplementfaktoren im Serum signifikant
gegeniiber der Vehikel Gruppe (p<0,05).

Nach 60 und 120 Minuten Reperfusion lag in beiden Ischdmiegruppen eine metabolische Azidose
mit einer signifikanten Zunahme des negativen Baseniiberschusses vor, der jedoch zwischen den
beiden Gruppen keinen signifikanten Unterschied aufwies (Tabelle 1).

Nach 15 Minuten Reperfusion war allerdings nur in der Vehikel Gruppe der pH-Wert signifikant
niedriger als in der Sham-Gruppe, nach 120 Minuten Reperfusion war dagegen nur der pH Wert
in der sCR1 Gruppe signifikant gegeniiber dem Wert der Sham Gruppe abgefallen.

Der Hématokrit war am Versuchsende nach 120-miniitiger Reperfusion in beiden

Ischdmiegruppen signifikant hoher als in der Sham-Gruppe.
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Abbildung 11: Total-Hdmolytische Komplementaktivitit im Serum und nach normothermer

Ischdmie und Reperfusion des Pankreas, angegeben in % des jeweiligen Wertes unter
Kontrollbedingungen. Mittelwert £ SEM, # p< 0,01 signifikant gegeniiber Kontrolle, Dunn’s
Test.



Parameter Ausgangsbedingungen Injektion 15 min nach Injektion 120 min nach Injektion
pH
Kontrolle 7.40 £0.02 7.38+0.04 737+0.03 * 7.33+0.05*
1 h Ischdmie + Vehikel 1 7.40 +0.03 7.35+0.05* 732+0.04 % # 7.28+0.03 *
h Ischémie + sCR1 7.41+0.03 7.38+0.03 7.35+0.04 * 7244004 * #
Baseniiberschuf® (mM)
Kontrolle -1.5+0.8 37+14% 38+14% 6.6+2.0*
1 h Ischdmie + Vehikel 1 16+12 49+£03% 6.0+£2.1% 93421 %#
h Ischamie + sCR1 24£10 41415% 6521 %4 AL1£13%#
Laktat (mM)
Kontrolle 0.8+0.2 0.8+0.2 0.7+0.2 1.0+£02
1 h Ischdmie + Vehikel 1 09+0.6 1.1+05 1.0+04 16+12%
h Ischamie + sCR1 1.1+0.4 1.0+0.4 1004 11£04
Hématokrit (%)
Kontrolle 48+3 42+3%* 40+3* 42+3%
1 h Ischdmie + Vehikel 1 48 +3 46 £4 45+3 52+£5#
h Ischidmie + sCR1 47+3 44+1 % 43473 % 47144

41

Tabelle 1: Sdure-Basen-Haushalt, Laktat und Hdmatokrit unter Kontrollbedingungen und nach
normothermer Ischdmie und Reperfusion des Pankreas. Mittelwert = SD; # p< 0,05 signifikant

gegeniiber Kontrolle, * p<0,05 signifikant gegeniiber Ausgangsbedingungen
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4.4 ICAM-1-Expression im Pankreasgewebe

Die Gewebeproben des Pankreas wurden einer spezifischer Antikorper-Farbung unterzogen, um
die Expression des Adhésionsmolekiils ICAM-1 in den histologischen Schnitten nachweisen zu
konnen.

Nach normothermer Ischdmie und Reperfusion war in den entsprechenden Schnitten eine
deutliche Expression von ICAM-1 nachweisbar, die ICAM-1-positiven Zellen werden dabei
durch die immunhistochemische Aufbereitung braun angefarbt (Abbildung 12a). Nach Infusion
von sCR1 war dagegen keine Expression von ICAM-1 zu beobachten (Abbildung 12b).
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Abbildung 12: Immunhistochemische Priparate des Pankreas nach normothermer Ischdmie und
Reperfusion mit spezifischer Antikérper-Fdarbung des Adhdsionsmolekiils ICAM-1. In der Vehikel
Gruppe stellen sich die ICAM-1-positiven Zellen braun dar (Bild a). Nach Infusion von sCRI ist
keine Expression von ICAM-1 zu beobachten (Bild a).
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5. Diskussion

5.1 Diskussion der Methodik

5.1.1 Diskussion des Modells der experimentellen Pankreatitis

1856 induzierte Bernard durch Einspritzen von Galle und Olivendl in den Pankreasgang eines
Hundes erstmalig eine experimentelle akute Pankreatitis'> . In der Folge wurden viele
verschiedene Tiermodelle entwickelt, die dieses Krankheitsbild zur Untersuchung von
TherapiemaBBnahmen simulieren und Erkenntnisse iiber die Pathophysiologie liefern sollten.
Trotz der groen Zahl an Veroffentlichungen mit diesen Modellen, gibt es bis heute kein
geeignetes spezifisches Therapeutikum fiir die Behandlung der akuten Pankreatitis. Auch die
initialen Mechanismen einer akuten Pankreatitis sind nicht vollstdndig geklért. Dieses Problem
wurde gerade in letzter Zeit durch den geringen Erfolg zweier klinischer Studien mit dem PAF-
Antagonisten Lexipafant® sowie dem Sekretin Analogon Oktreotid'® deutlich. In beiden Studien
hatten tierexperimentelle Untersuchungen eine gute Wirksamkeit der Arzneistoffe ergeben''® '*¢ .
Bei einem retrospektiven Vergleich von verschiedenen klinischen und experimentellen Studien
zur akuten Pankreatitis konnte gezeigt werden, da3 Therapeutika, die in 81% der Tierstudien zu
einer Verbesserung der Uberlebensrate fiihrten, nur in 10% der klinischen Studien von Nutzen
waren'” . Die hohe Diskrepanz zwischen den Experimenten und der klinischen Forschung bei
der akuten Pankreatitis ist somit ein ungelostes Phédnomen. Bezogen auf die jeweilige
Fragestellung ist deshalb eine sorgfiltige Auswahl des zur Anwendung kommenden Tiermodells
von besonderer Bedeutung. Generell werden hierbei Modelle unterschieden, welche die akute
Pankreatitis durch hormonelle Uberstimulation, Nahrungsmittelzusitze, Injektion von Agentien
in den Ductus pancreaticus, Ligatur des Ductus und vaskuldr ischdmische Mechanismen
auslosen.

Die Modelle basieren weitestgehend auf vier Theorien, die bisher zur Entstehung der

akuten Pankreatitis existieren:

1) Der amerikanische Pathologe Opie fand 1901 bei einem Patienten einen eingeklemmten
Gallenstein im Ductus choledochus, welcher die Offnung des Ductus pancreaticus verschlossen

3

hatte'”. Er postulierte, daB der Aufstau von Pankreassekret zur Auslosung einer akuten

Pankreatitis fiihrt (erste-Opie Theorie). Dieser Theorie kommen die Modelle mit Ligation des
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7 am néachsten, bei denen hierdurch

Ductus pancreaticus beim Kaninchen'®® und am Opossum'
eine 6dematdse Pankreatitis induziert werden kann.

2) Die retrograde Infusion von Gallensalzen in den Ductus pancreaticus der Ratte® ® und des
Hundes'™® basiert auf der zweiten Theorie von Opie. Nachdem er einen eingeklemmten
Gallenstein in der Papilla Vateri bei einem Patienten mit einem gemeinsamen Ausfilhrungsgang
von Pankreas und Gallengang (common channel) vorfand, postulierte er, dafl der Riickstau des
Gallesekrets in das Pankreas und die hierdurch ausgeldste Enzymaktivierung zu einer Andauung
des Organs und somit zu einer akuten Pankreatitis fithrt'** . Eine klinische Beobachtung mit sehr
groBBer Bedeutung relativiert die Relevanz dieser Theorie: Nachdem nach einer Gallenstein-
bedingten Cholezystektomie mittels eines T-Drains die gesamte Galle aus dem Gallengang
abgeleitet wurde, entwickelte der Patient dennoch aufgrund eines eingeklemmten Steines in der
Papilla Vateri eine akute Pankreatitis, die sich nach der Entfernung des Steines vollstindig
zuriickbildete'™ . Eine Beteiligung von Galle an der Entstehung der akuten Pankreatitis ist somit
unwahrscheinlich. AuBlerdem iibersteigt der im Pankreasgang vorherrschende Druck den im
Ductus choledochus, was zu einem Reflux von Pankreassekret in den Gallengang und nicht
umgekehrt fithren miiBte** . Der kausale Faktor fiir die Induktion einer bildren akuten Pankreatitis
wird somit dem Riickstau von Pankreassekret im Pankreasgang angelastet. Die klinische
Relevanz von Modellen mit Reflux von Galle in den Pankreasgang scheint somit in Bezug auf die
Untersuchung von Pathomechanismen der akuten Pankreatitis fraglich, und die zitierten
Veroftentlichungen weisen auf die erhebliche Relevanz der ersten Opie-Theorie hin. Lediglich
die Erforschung von Therapiemanahmen und systemischen Komplikationen einer akuten
Pankreatitis erscheinen mit diesen Modellen sinnvoll. Die beiden ersten Theorien und
experimentellen Ansédtze beziehen sich ausschlieBlich auf die Entstehung der bilidren
Pankreatitis. Ursachen der dhnlich haufigen alkoholtoxisch induzierten Pankreatitis sowie durch
andere Faktoren ausgeloste Pankreatitiden werden durch diese nicht beriicksichtigt.

3) Reflux aus dem Duodenum als Ursache fiir die Aktivierung von Pankreasenzymen und

150" Hierbei wird

Auslosung einer akuten Pankreatitis ist die Grundlage des Modells von Pfeffer
den Tieren oberhalb und unterhalb der Papilla Vateri das Duodenum ligiert, was zu einer
geschlossenen Duodenum-Schleife fiihrt. Dieser Theorie wird in der neueren Literatur wegen
fehlender klinischer Relevanz wenig Bedeutung beigemessen und das Modell in letzter Zeit nicht

mehr verwendet.
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4) Vaskuldre Ursachen der akuten Pankreatitis sind die Grundlage des in unserer Arbeit
verwendeten Modells. Die vaskuldre Theorie geht zuriick auf die experimentelle Auslosung einer
akuten Pankreatitis durch die intraarterielle Injektion von Wachskugeln in Pankreasarterien durch
Panum im Jahre 1862'% . Hierdurch wurde zum ersten Mal bewiesen, daB durch eine
Unterbrechung der Blutzufuhr zum Pankreas, experimentell eine akute Pankreatitis ausgeldst
werden kann. Diese Theorie wurde, wie in der Einleitung bereits beschrieben, durch verschiedene
klinische Beobachtungen des Auftretens der akuten Pankreatitis nach Schock'’
Pankreastransplantation®' , Bypassoperation®® und Aortenaneurysmaoperation®’ bestitigt. Durch
die Injektion von Mikrosphidren mit einem Durchmesser von 10-20 pm in die Arteria
pancreaticoduodenalis superior konnte Pfeffer bei anidsthesierten Hunden eine nekrotisierende
akute Pankreatitis auslosen, deren Ausprdgung proportional zur Groe der injizierten Sphéren
anstieg'”” . Daneben gibt es noch weitere Modelle der ischidmisch induzierten Pankreatitis mit
Ligatur der verschiedenen, das Pankreas versorgenden Arterien und Venen. Diese
Okklusionsmodelle erzeugten entweder keine vollstindige Ischimie des Pankreas'®® oder

? , wodurch

gleichzeitig eine Ischidmie der angrenzenden Organe wie Leber, Darm und Magen'’
eine genaue Untersuchung der fiir das Pankreas spezifischen Charakteristika des Ischdmie-
Reperfusionsschadens erschwert wird®’ . Das von Hoffmann et al. entwickelte Modell induziert
eine akute Pankreatitis durch eine temporire, vollstindige Ischimie des Pankreas®” . Auch bei der
experimentellen Pankreastransplantation kommt es zu einem fiir die akute Pankreatitis
charakteristischen Mikrozirkulationsschaden. In anderen experimentellen Modellen der akuten
Pankreatitis wurde ebenfalls gezeigt, dal es nach Pankreatitisinduktion zur Reduktion der
Pankreasmikrozirkulation und damit zu einer ischdmischen Schiddigung des Pankreasgewebes
kommt. Dies wird als wichtiger Faktor fiir die Progression der akuten Pankreatitis gewertet™ *’ .
Auch gibt es Hinweise dafiir, daB die alkoholtoxische Pankreatitis eine vaskulire Ursache hat* .
So konnte gezeigt werden, dall die Applikation von Alkohol zu einer Abnahme der kapillaren
Perfusion des Pankreas fiihrt, was vor allem durch einen Endothelin-abhéngigen
vasokonstriktiven Mechanismus erkldrt wird* . In anderen nichtinvasiven Modellen 148t sich die
Entstehung der Pankreatitis nicht direkt auf eine der unter 1) bis 4) genannten Theorien
zuriickfiihren. Als Modell der 6dematdsen Pankreatitis wird das Pankreasgewebes mit dem
Cholecystokinin-Analogon Cerulein hyperstimuliert’” . Dieses nichtinvasive Modell ist einfach

zu handhaben und standardisiert, zeigt aber wenig Parallelitit zur humanen Pankreatitis. Ein

weiteres nichtinvasives Modell ist die Induktion einer akuten nekrotisierenden Pankreatitis durch
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eine Cholin-defiziente, Ethionin-angereicherte Diit bei weiblichen Méusen'®® . Dieses Modell hat
sich besonders in einer experimentellen Studie mit Complement-Faktor 5 und Complement 5Sa-
Rezeptor knockout- Méusen bewihrt'” .

Die Fragestellung in der vorliegenden Studie zielte auf die Verdnderungen der Mikrozirkulation
des Pankreas und deren therapeutische Beeinflussung durch Hemmung der
Komplementaktivierung ab. Da die bekannten Effekte einer Komplementaktivierung und -

199, 100139 am besten durch die intravitalmikroskopische

hemmung auf die Mikrozirkulation
Untersuchung charakterisiert werden konnen, bendtigt man fiir diese Studie ein Modell, welches
eine standardisierte Evaluierung der Mikrozirkulation mittels dieser Methode zuliaft. Mit dem in
dieser Studie verwendeten Modell konnte eine vollstindige, reversible, normotherme Ischamie
des Pankreas induziert werden. Im Gegensatz zu Transplantationsmodellen wird das Pankreas in
situ belassen und durch die Préparation der GefaBle nur wenig beeintrachtigt. Das verwendete
Ischdmie-Reperfusionsmodell des Pankreas erfiillt alle Kriterien und Standards, die fiir eine akute
experimentelle Pankreatitis gelten® : Nach der Induktion der akuten Pankreatitis kommt es zum
Anstieg der Pankreasenzyme® , die Pankreatitisinduktion fiihrt zu einem licht- und
elektronenmikroskopisch nachweisbaren Bild einer akuten Pankreatitis® . Je nach Dauer der
Ischiamiezeit, die in diesem Versuchsaufbau ebenfalls frei wahlbar ist, kann der induzierte
Schaden entweder die Charakteristika einer Odematosen (lh) oder hémorrhagisch
nekrotisierenden Pankreatitis (2h) aufweisen®” . Durch die Wahl des Versuchstiers Ratte erlaubt
das Modell einen leichten Zugang zum Pankreas, und macht hierdurch intravitalmikroskopische
Untersuchungen mdglich. Eine Verbesserung der in diesem Modell im akuten Stadium
untersuchten Parameter der Mikrozirkulation durch die Behandlung der Tiere mit einem
Bradykinin-2-Rezeptorantagonisten’' entspricht einer Reduktion des histologischen Schadens
sowie der Mortalitdtsrate nach Pankreatitisinduktion bei einem chronischen Versuchsaufbau mit
Reperfusion iiber 5 Tage® . Dies weist auf die besondere Bedeutung der frithen
mikrozirkulatorischen Verdnderungen nach Pankreatitisinduktion hin. Die Wahl der
Pankreatitisinduktion {iber einen vaskuliren Mechanismus erscheint uns deshalb als

experimenteller Ansatz am niitzlichsten.
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5.1.2 Diskussion der gemessenen Parameter

5.1.2.1 Quantifizierung der Extravasation

Die Ausbildung eines Odems ist charakteristisch fiir die Mikrozirkulationsstorung wihrend einer
akuten Pankreatitis. Starlings Hypothese besagt, daB der Fliissigkeitstransport {iiber die
endotheliale Barriere durch die hydrostatischen und onkotischen Krifte auf Innen- und
AuBenseite der mikrovaskulidren GefaBwand bestimmt wird'’’ . Deren erhohte Durchlissigkeit
fiir Albumin hat eine Abnahme des onkotischen Drucks im Intravasalraum zur Folge. Aufgrund
dessen kann Fliissigkeit leichter extravasieren, mit konsekutiver Ausbildung eines Odems des
betreffenden Organs, Hdmokonzentration und Volumendefizit im systemischen Blutkreislauf.
Der zunehemende hydrostatische Druck im Gewebe kompromittiert zusdtzlich die
Kapillarperfusion und erschwert die Sauerstoffdiffusion durch die Zunahme der Distanz
zwischen einzelnen Mikrogefden. Wenn auch neuere Erkenntnisse aus ex vivo Untersuchungen
und mathematischen Berchnungen nahelegen, dall der konvektive FluB iiber die Kapillarbarriere
von mehreren Variablen wie etwa der lokalen Proteinkonzentration unter der Glykokalix
abhingt’® , ist das Modell von Starling wohl am besten fiir die Erkldrung und Bestimmung der
Odemformation im in vivo Experiment geeignet.

In der Vergangenheit wurden unterschiedliche Methoden zur Abschitzung der Odementstehung,
Extravasation und der makromolekularen Permeabilitdt angewendet wie die histologische
Untersuchung" *% |, Wet/Dry Ratio'*” und die Extravasation von Evans-Blau® . Die genannten
ex vivo Untersuchungen sind jedoch invasiv und konnen nicht mit einer in vivo Analyse der
Mikrozirkulation kombiniert werden. Sie geben keinen Aufschluf3 iiber die Bedeutung von
Albumin als vermutlich wichtigster Komponente des onkotischen Drucks im Plasma.

In unserer Studie ist erstmals eine quantitative in vivo Bestimmung der Extravasation von
Rhodamin-markiertem Albumin der mikrovaskuldren Permeabilitit im postischdmischen
Pankreas mittels Intravitalmikroskopie durchgefiihrt worden. Die Methode wurde urspriinglich

207, 208
t E

zur Bestimmung der Permeabilitdt von Tumormikrogefdlen entwickel und von von

Dobschiitz et al. fiir die Permeabilitditsmessung bei Ischdmie und Reperfusion des Pankreas

etabliert'*

. Mittels einer mathematischen Formel ist eine Abschdtzung der Permeabilitit p
moglich, die Quantifizierung ist genauer als bei der von Nolte et al. verwendeten inside-outside

ratio’”” . Ein weiterer Vorteil der von uns verwendeten Methode besteht darin, daf} die
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Auswertung mit dem Kontron Bildanalysesystem computerbasiert und unabhingig vom

Untersucher erfolgen kann.

5.1.2.2 Quantifizierung der Mikrohdmodynamik des Pankreas

Das Pankreas wird von zufiihrenden Arterien mit oxygeniertem Blut versorgt. Die Anatomie der
Mikrozirkulation des Pankreas unterscheidet sich jedoch von anderen Organen in entscheidenden
Punkten. Obwohl die endokrinen Inselzellen nur 1,5 % des Pankreasvolumens ausmachen,
schétzt man, daB3 ca. 11-23 % des gesamten arteriellen Blutes zu den Langerhanschen Inseln
transportiert wird. Es konnte gezeigt werden, daf3 die die Inseln drainierenden Gefdlle zu einem
nicht unerheblichen Teil das exokrine Pankreasgewebe durchstromen. Diese Gefille gleichen in
threr Morphologie nicht der groBerer Venolen. Deshalb handelt es sich hierbei nicht um einen
Portalkreislauf im klassischen Sinne mit zwei hintereinander geschalteten Kapillarsystemen,
sondern um einen "kontinuierlichen" portalen Kreislauf”’ . Eine experimentelle Untersuchung
zeigt eine deutliche Ischdmie-Resistenz des endokrinen Gewebes im Vergleich zum exokrinen
Gewebe auf''. Wahrscheinlich ist die hohe Blutversorgung der Inseln vor allem auf den Zu- und
Abtransport der Hormone und nicht auf einen Mehrbedarf der Inseln an Sauerstoff
zuriickzufiihren. Zielort und interessantes Untersuchungsgebiet fiir die akute Pankreatitis und die
mogliche ischdmische Schiddigung des Organs bleibt deshalb das exokrine Gewebe. Um die
Blutversorgung eines Organs zu charakterisieren gibt es unterschiedliche physiologische
Parameter und GroBen. Die Durchblutung oder der arterielle BlutfluB eines Organs ist als
Volumenflul pro Zeit in einem Organ definiert (ml/min oder ml/min/100g Gewebe). Die
prozentuale Pankreasdurchblutung der anésthesierten Laborratte liegt bei 1,04 £ 0,11 % des
gesamten Herzzeitvolumens'® . Als Verfahren der Wahl fiir die experimentelle Messung dieser
Groflen dient die BlutfluBmessung mit FluBmesskopfen an den zufiihrenden Arterien, sowie die
Mikrosphdren- und Cleareance-Technik. Erfahrungen aus anderen experimentellen
Untersuchungen zeigen den Unterschied zwischen Gesamtdurchblutung und nutritiver
Blutversorgung eines Organs auf. Eine Embolisation von Mikrogefaen durch Injektion von
Mikrosphiren in einem experimentellen Perfusionsmodell am Gastrocnemiusmuskel des Hundes
fiihrte zu einer deutlichen Abnahme des Gesamtblutflusses des Organs. Der Anstieg der
Sauerstoffsittigung des vendsen Effluats an diesem Modell trotz abnehmendem Gesamtblutflufl

weist auf eine prozentuale Zunahme des nicht nutritiven Blutflusses nach Embolisation der
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GefaBe hin* . Dieses Beispiel beweist die Schwierigkeit, von der Gesamtdurchblutung eines
Organs direkt Riickschliisse auf den am Sauerstoffaustausch beteiligten Blutflul zu treffen. Die
gleiche These wird auch durch die experimentellen Arbeiten an einem Pankreatitismodell am
Schwein unterstiitzt. Durch Aufrechterhaltung der Makrohdmodynamik nach Induktion einer
akuten Pankreatitis durch retrograde Infusion von Taurocholinséure in den Pankreasgang gelang
es, die Gesamtdurchblutung des Pankreas im Vergleich zu Kontrolltieren aufrechtzuerhalten. Bei
unverdnderter Gesamtdurchblutung kam es jedoch zu einem signifikanten Abfall der arterio-
vendsen Sauerstoffgehaltsdifferenz (AVDO;) nach Abnahme von Blutproben aus Pankreas zu-
und abfiihrenden Gefallen. Dies bedeutet, daB3 der Sauerstoffverbrauch des Pankreas bei diesen
Experimenten trotz aufrechterhaltener Gesamtdurchblutung des Organs abnahm. Der verminderte
Sauerstoffverbrauch bei diesen Experimenten wiirde vornehmlich durch die Ausfille der

funktionell-nutritiven ~ Perfusion im Kapillarbett erklért'”®

Intravitalmikroskopische
Untersuchungen dokumentieren die Existenz von arterio-vendsen Shunts in der Mikrostrombahn
des Pankreasgewebes128 . Blut, das durch diese AV-shunts fliefit, ist wohl Bestandteil der
Gesamtdurchblutung, nicht aber des Anteils, der an der funktionell-nutritiven Durchblutung des
Organs beteiligt ist. Aufgrund dieser Untersuchungen sind Verdnderungen der
Gesamtdurchblutung eines Organs disproportional zum funktionell-nutritiven Blutflu eines
Organs und lassen somit keine direkten Riickschliisse auf diesen zu.

Die ersten intravitalmikroskopischen Untersuchungen an Kapillaren des Pankreas stammen aus
dem Jahr 1955 von Illig®. Hierzu wurde die Technik der Transillumination verwendet. Es folgten
weitere Untersuchungen zur Abhingigkeit der Kapillardurchblutung des Pankreas von digestiven
Hormonen und anatomische Studien, die alle &hnliche Techniken verwendeten. Eine
Untersuchung der Pankreasperfusion mittels Epifluoreszenzmikroskopie mit spiterer off-line
Auswertung von Videoaufnahme wurde erstmals von der Arbeitsgruppe Klar und MeBmer
durchgefiihrt®” . Verschiedene experimentelle Studien zeigen deutlich, daB es nach Induktion der
akuten Pankreatitis zu einem Ausfall der kapilléren Perfusion kommt. Hierbei wurden indirekte
Techniken wie die Krypton-85 Cleareance Technik'’® oder die intraarterielle Injektion von
Methylenblau und India Ink angewandt’ . Die von uns verwendete Technik der intravitalen
Epifluoreszenzmikroskopie des Pankreas macht eine Darstellung der Pankreaskapillaren mit
hoher Auflosung moglich. Durch die Kontrastierung der Kapillaren mit der durch den
Fluoreszenzfarbstoff Fluoreszeinisothiozyanat markierten Hydroxyethylstirke kann deutlich

zwischen mit Erythrozyten perfundierten Kapillaren und nicht perfundierten Kapillaren
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unterschieden werden. Der Versuchsaufbau ermdoglicht auch eine Messung der funktionellen
Kapillardichte derselben Areale zu verschiedenen Beobachtungszeitpunkten. Durch die
Verwendung verschiedener Filterblocke ist mit diesem Versuchsaufbau auch die gleichzeitige
fluoreszenzmikroskopische Messung der Leukozyten-Endothel-Zellinteraktion moglich. Da die
Pankreasperfusion sehr inhomogen ist, bendtigt man zur direkten Analyse der Kapillaren eine
MeBtechnik, die die Kapillaren mit einer sehr hohen Auflsung darstellt. Um diese Heterogenitét
der Perfusion in ihrer ganzen Breite zu erfassen wurden pro Beobachtungszeitpunkt zehn
Kapillarfelder aufgenommen. Zur Auswertung der funktionellen Kapillardichte als Lange der mit
Erythrozyten perfundierten Kapillaren pro Beobachtungsfliche wird das computergestiitzte
System mittels CAMAS hernagezogen, welches ein pythagoreisches Prinzip zur Ermittlung der

FKD verwendet'*? .

5.1.2.3 Quantifizierung der Leukozyten-Endothelinteraktion

Die Bestimmung der Leukozyten-Endothelzell-Interaktion wurde nach Injektion von Rhodamin
6G in postkapillaren Venolen des Pankreas bestimmt. Die Leukozyten-Endothel-Interaktion ist
neben dem kapilliren Perfusionsausfall ein entscheidendes Charakteristikum der akuten
Pankreatitis sowie des Ischdmie- Reperfusionsschadens. 1867 beobachtete Cohnheim mittels
Intravitalmikroskopie am Mesenterium des Frosches, daf3 ein Teil der passierenden Leukozyten
am Endothel entlangrollt® . Das beschriebene Phinomen wurde von Atherton und Born erstmalig
1972 in der Hamsterbackentasche quantitativ analysiert' . In der Mikrozirkulationsforschung
werden nach dem Stufenmodell der Adhidsionskaskade drei Interaktionsformen der Leukozyten
mit dem Endothel unterschieden, denen letztlich die Extravasation der Leukozyten aus dem
Intravasalraum ins Gewebe folgen kann **:

1) FreiflieBende Leukozyten ohne Interaktion mit dem Gefdl3endothel,

2) "Rollende" Leukozyten, welche intermittierend mit dem GefaBendothel interagieren,

3) Adhirente Leukozyten, die fest am Endothel anhaften.

In unserem Modell wird die Quantifizierung der Leukozytenadhérenz in postkapilliren Venolen
als ein MaB fiir die friihe Leukozytenakkumulation des Pankreas verwendet. Bei den bisherigen

67, 68, 69, 71, 194

Untersuchungen hat sich dieser Parameter als besonders geeignet fiir die

Abschétzung eines inflammatorischen Schadens erwiesen.
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Durch die selektive Akkumulation des verwendeten Fluoreszenzfarbstoffs Rhodamin 6G in den
Mitochondrien markiert der Farbstoff alle Subpopulationen der Leukozyten ohne die
Erythrozyten anzufiarben. Diese spezifische Anreicherung von Rhodamin 6G beruht auf der
negativen Ladung der mitochondrialen Matrix”’. In durchfluBzytometrischen Untersuchungen
wurde nachgewiesen, dall in der von uns verwendeten Dosierung von Rhodamin 6G 60 Minuten
nach intravendser Applikation noch iiber 95% der Granulozyten und Monozyten mit
Fluoreszenzfarbstoff markiert sind® . Bereits extravasierte Leukozyten konnen durch das
eingeschrinkte Beobachtungsfeld mit der intravitalmikroskopischen Technik nicht so gut erfasst
werden wie mit anderen Methoden. Die Adhdrenz von Leukozyten in postkapilliren Venolen
erscheint daher als besonders geeigneter Parameter zur Erfassung des entziindlichen Stimulus in

der Frithphase der postischdmischen Pankreatitis.

5.1.2.4 Laborparameter

Wihrend akuter Pankreatitis wird auch das Komplementsystem aktiviert® . Es entstehen
Komplementspaltprodukte, die eine starke proinflammatorische Wirkung entfalten'® . In Plasma
und  Aszites-Fliissigkeit betroffener Patienten wurden hohe Konzentrationen der
Komplementaktivierungsprodukte C3a und C5a gemessen'® . In der Folge kommt es zu einem

vermehrten Verbrauch von Komplementfaktoren' ™

, das Ausmal} von Komplementaktivierung
und Verbrauch an Komplementfaktoren korreliert mit dem  Schweregrad der
Bauchspeicheldriisenentziindung. Dabei laufen sowohl der klassische als auch der alternative
Weg der Komplementaktivierungskaskade ab. Wir haben deshalb die total-hdmolytische
Komplementaktivitit CH 100 im Serum bestimmt, um eine Aktivierung des Komplementsystems
Ischdmie-Reperfusion des Pankreas zu detektieren und um zu priifen, ob die Gabe von sCR1 den

Verbrauch von Komplementkaktoren verringern kann.

5.1.2.5 ICAM-1-Expression im Pankreasgewebe

Der Verlauf der Pankreatitis ist mit einer drastischen Reduktion der Organperfusion und einer
Zunahme einer ICAM-1 mediierten Leukozyten-Endothelinteraktion vergesellschaftet® . Die
Hochregulierung von ICAM-1 und die konsekutive Leukozyteninfiltration scheinen wichtige

Faktoren bei der Schadigung von Pankreas und Lunge im Rahmen der Pankreatitis zu sein; der
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Auspriagunsgrad der ICAM-1 Hochregulierung korreliert dabei mit dem Schweregrad der
Erkrankung®® . In einer neueren Studie konnte bei gastrointestinalem Ischidmie-
Reperfusionsschaden im Mausmodell durch Blockade des Komplementsystems die ICAM-1
Expression signifikant verringert werden®”® . Wir haben eine immunhistochemische Firbung
durchgefiihrt um eine erohte Expression von ICAM-1 bei postischdmischer Pankreatitis
nachzuweisen und um zu iiberpriifen, ob eine Inhibition der Komplementaktivierung diesem

Phénomen engegenwirken kann.

5.2 Diskussion der Ergebnisse

5.2.1 Kontrollbedingungen

Bei einer wiahrend des gesamten Versuchsablaufs konstanten Makrohdmodynamik war die
Mikrozirkulation des Pankreas der Ratte unter physiologischen Bedingungen charakterisiert
durch eine homogene Perfusion des wabenartigen Kapillarnetzes ohne Ausfille der Perfusion.
Eine Interaktion zwischen neutrophilen Granulozyten und den Endothelzellen der postkapilldren
Venolen war auch unter Kontrollbedingungen zu beobachten. Dies ist vermutlich auf die
chirurgische Traumatisierung im Rahmen der Priparation sowie die Manipulation an
Mesenterium und Pankreas bei der Auslagerung zuriickzufiihren®” . Dieses Phanomen wird als
»spontanes Rolling und Sticking™ der Leukozyten bezeichnet und kann durch mehrfache
Auslagerung des Pankreas verstirkt werden®” .

Diese Beobachtungen unterstreichen die Wichtigkeit der ,,no touch“-Technik bei der Préparation
fiir die Interpretierbarkeit der Messwerte der Leukozyten-Endothelzell-Ineraktion.

Nach intravendser Injektion des Extravasationsmarkers Rhodamin-Albumin war nach wenigen
Sekunden die Anflutung des Fluoreszenzfarbstoffes und die Darstellung des kapilldren
Netzwerkes im vorher festgelegten Beobachtungsareal zu beobachten. Im Laufe der folgenden
20-miniitigen Beobachtungszeit kam es zu einer diskreten Kontrastminderung durch die auch
unter Kontrollbedingungen stets vorhandene, wenn auch geringfiigige Extravasation von
Rhodamin-Albumin.

Im arteriellen Blut zeigten sich zum Teil signifikante Verdnderungen der Parameter des Sdure-
Basen-Haushaltes; der negative Baseniiberschufl sowie der pH-Wert lagen am Versuchsende

signifikant niedriger als die jeweiligen Ausgangswerte, wédhrend die Schwankungen der
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Laktatwerte nicht signifikant waren. Der Hématokrit lag vor Totung der Tiere signifikant

niedriger als am Anfang.

5.2.2 Einflusse von Ischamie und Reperfusion des Pankreas

Wie in der Einleitung bereits erwéhnt, fiihrt die Ischdmie und Reperfusion des Pankreas klinisch
zu einer akuten Pankreatitis, zum Beispiel bei Posttransplantatpankreatitis” oder Pankreatitis
nach koronarer Bypassoperation®® : Desweiteren betrachtet man die Ischimie auch als einen
wichtigen Faktor fiir die Progression bei dem Ubergang von der 6dematdsen zur nekrotisierenden
Pankreatitis. Der Ischdmie-Reperfusionsschaden des Pankreas ist durch die vielféltigen
Vorarbeiten in dem von unserer Arbeitsgruppe validierten Modell besonders beziiglich der
Manifestation der Mikrozirkulationsstorung ~ charakterisiert” . Die Applikation des
Komplementinhibitors sCR1 hat dessen protektive Wirksamkeit auf den Ischémie-
Reperfusionsschaden von Skelettmuskel, Myokard, Niere und Leber bewiesen. Die
Sonderstellung des Reperfusionsschadens des Organs Pankreas, zum Beispiel durch die
Aktiverung digestiver Enzyme, erfordert jedoch eine spezielle Analyse der Mikrozirkulation des

Pankreas.

5.2.2.1 Einfluf® auf die Makrohdmodynamik

In unserer Studie kam es nach 1-stlindiger kompletter Ischimie des Pankreas unmittelbar nach
Offnung der GefiBclips zu einem deutlichen Abfall des mittleren arteriellen Blutdrucks um 25
mmHg auf etwa 85 mmHg. Dieser Wert war signifikant niedriger als der Ausgangswert in der
Ischdmiegruppe, aber auch signifikant niedriger als der zum gleichen MeBzeitpunkt erhobene
Wert in der Sham-Gruppe. Nach 120-miniitiger Reperfusion hatte sich der mittlere arterielle
Druck aber wieder erholt, ohne signifikante Unterschiede gegeniiber Ausgangswert oder Wert der
sham-Gruppe zum selben Zeitpunkt.

Die in unseren Experimenten aufgezeigte Hypotonie wihrend der Reperfusionsphase ist auch
klinisch ein relevantes Problem bei der akuten Pankreasentziindung. Neben der massiven
Volumentherapie bendtigen diese Patienten oft Katecholamine zur Unterstlitzung der
makrohdmodynamischen Kreislauffunktion. Verschiedene experimentelle Studien an dem von

uns angewendeten Tiermodell weisen auf die massive Freisetzung von Bradykinin bei der akuten
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70, 71

Pankreatitis hin Diese und andere vom Pankreas freigesetzten vasorelaxierenden

Mediatoren werden fiir die Hypotension und den Schockzustand bei Patienten mit akuter

Pankreatitis verantwortlich gemacht'" .

5.2.2.2 EinfluR auf die Extravasation

Der Verlust der endothelialen Integritdt im Zuge des inflammatorischen Prozesses fiihrt zu einer
Zunahme der kapilldren Permeabilitdt mit konsekutiver Extravasation von Makromolekiilen und
Flissigkeit.

90 Minuten nach Einsetzen der Reperfusion zeigte sich in der Vehikel-behandelten Ischdmie-
Reperfusionsgruppe ein signifikanter Anstieg der Extravasation des Permeabilitdtsmarkers
Rhodamin-Albumin auf das mehr als doppelte des Wertes unter Sham-Bedingungen.

Die Pathogenese der Odemformation bei klinischer und experimenteller Pankreatitis ist noch

nicht eindeutig geklart'*

. Dabei scheinen Interaktionen zwischen aktivierten Leukozyten und
der lokalen Freisetzung von Histamin, Kininen, Zytokinen, Prostaglandinen sowie
Aktivierungsprodukten der Komplementkaskade zu einem Anstieg der Kapillarpermeabilitit,
Vasodilatation und Fliissigkeitsansammlung im Interstitium zu fithren™ 7% 6% 70-80139"

Im Verlauf der Pankreatitis werden proteolytische Enzyme wie Trypsin freigesetzt, welche tiber
die Spaltung des Faktors C5 zu einer Aktivierung der Komplementkaskade fiihren. Wahrend der
akuten Pankreatitis wurden im Plasma und in der Peritonealfliissigkeit von Patienten erhdhte

Konzentrationen des Anaphylatoxins C5a gemessen’® 1> 160 161,203

. Anaphylatoxine induzieren
die Histaminausschiittung aus Basophilen und Mastzellen, zeigen Chemotaxis gegeniiber
neutrophilen Granulozyten und Monozyten und veranlassen proinflammatorische Zellen zur
Sekretion lysosomaler Enzyme, gewebeschddigender Sauerstoffradikale und Produkten des

) . 19, 158
Arachidonsiurestoffwechsels

. Merriam und Mitarbeiter haben gezeigt, dal Anaphylatoxin
und andere proinflammatorische Komplementaktivierungsprodukte iiber diese Mechanismen
einen Endothelschaden mit konsekutiver Extravasation von Makromolekiilen hervorrufen und auf
diese Weise an der Entstehung des Odems bei akuter Pankreatitis beteiligt sind"*’ . In dieser
Studie konnte durch Verwendung C5-defizienter Méuse gegeniiber Wildtyp-Tieren ein
signifikanter Riickgang der Odembildung bei experimenteller Pankreatitis erreicht werden.

Interessanterweise war bei den C5-Knockout-Mausen eine wesentlich geringere

Leukozyteninfiltration des Pankreas zu beobachten. Diese Beobachtungen deuten darauf hin, daf3
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42,141, 183, 185

das Komplementsystem vor allem im Zusammenspiel mit Leukozyten zur Entstehung

der endothelialen Permeabilitdtsstorung bei akuter Pankreatitis beitragt.
5.2.2.3 Einfluf? auf die Mikrohdmodynamik

Nach Ischdmie und nachfolgender Reperfusion verzeichneten wir eine Verschlechterung der
mikrovaskuldren Perfusion mit Abnahme der funktionellen Kapillardichte um 29%; dies bedeutet
eine gegeniiber der sham-Gruppe signifikant erniedrigte FKD. Dieses Phinomen wird bei diesem

67, 68, 69,71, 193

Modell der kompletten Ischimie-Reperfusion des Pankreas immer beobachtet und ist

ein libergreifendes Charakteristikum verschiedener Formen der experimentell induzierten akuten
Pankreatitis®*" .

Fiir die Sauerstoffversorgung und Funktion der Zellen ist die Perfusion der nutritiven Kapillaren
von zentraler Bedeutung. Fiir deren Versagen, das sogenannte ,,no-reflow*- Phdnomen, kénnen

die Verstopfung der Kapillaren durch ,Leukozyten-plugging® '

, die Thrombosierung von
Kapillaren'™ und eine Verschlechterung der FlieBeigenschaften des Blutes durch
Himokonzentration''® in Betracht kommen.

Als entscheidender pathogenetischer Faktor in der Genese des postischimischen
Perfusionsausfalls wird der Mechanismus der Zellschwellung diskutiert™ .

Die Endothelzelle unterliegt als Folge des ischdmischen Insults und Umstellung auf anaeroben
Stoffwechsel pathologischen Verinderungen ihrer Membranfunktion® : In der Zelle hiufen sich
die Endprodukte des Kohlenhydratstoffwechsels —Pyruvat, Laktat und Ketonsduren — an,
wodurch der intrazelluldre pH-Wert abfillt. Die Hemmung der Phosphofruktokinase schrankt die
Energiegewinnung durch Glykolyse weiter ein. Aus der ischdmiebedingten Abnahme des ATP-
Gehalts der Zelle resultiert eine verminderte Aktivitdt der Na/K-ATPase; das Membranpotential
fallt. Dadurch kommt es zu einem vermehrten Einstrom von Natrium und Wasser in die Zelle.
Die Ausbildung der Endothelzellschwellung kann zusétzlich durch die bei Ischdmie-

1% 152 sowie akuter Pankreatitis'® einsetzende Bildung freier Radikale induziert

Reperfusion
werden, wie in vitro Untersuchungen an Endothelzellen zeigen® . Die Endothelzellschwellung
kann eine Verlegung der mikrovaskuliren Strombahn verursachen'>* . Dieses Phinomen wurde
auch im Rattenmodell bei hdmorrhagischem Schock und konsekutiver Ischdmie des Pankreas
beobachtet'”” und kann zur Erklirung des kapillaren Perfusionsversagens in der vorliegenden

Studie beitragen.
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5.2.2.4 Einfluld auf die Leukozyten-Endothelinteraktion

Neben dem Abfall der funktionellen Kapillardichte war die signifikante Zunahme der
Leukozyten-Endothelzell-Interaktion im postischdmischen Pankreas ein wichtiger Befund. Die
Zahl der neutrophilen Granulozyten, die in den postkapilliren Venolen am Endothel adhérierten,
war gegeniiber den Werten der sham-Gruppe um das zweieinhalbfache erhoht. Diese Daten

17- 193 {iberein. Eine Zunahme

stimmen mit Ergebnissen aus fritheren Studien mit diesem Model
der Leukozytenadhirenz konnten auch Kusterer et al. nach Induktion einer akuten Pankreatitis
durch Taurocholat-Injektion in den Pankreasgang beobachten® .

Leukozyten spielen eine wichtige Rolle bei inflammatorischen Prozessen unterschiedlicher Art

"1 Sie werden auch bei Ischimie-Reperfusion aktiviert””' und tragen iiber die

und Genese
folgenden Mechanismen zur Gewebeschadigung bei: (i) Freisetzung von Superoxidradikalen und
Proteasen wie Elastase und Cathepsin G**' mit Verletzung der endothelialen Integritit und
Odembildung'** ; (ii) ,,Plugging” von Kapillaren mit konsekutivem ,,no-reflow*“-Phinomen®' ;
(iii) Stimulation von Endothelzellen zur Freigabe von Zytokinen und vasoaktiven Mediatoren'®" .
Bevor zirkulierende Leukozyten das inflammatorisch verdnderte Gewebe infiltrieren konnen,
miissen sie in einem mehrstufigen Prozel am Endothel entlangrollen, adhérieren und durch die
endotheliale Barriere emigrieren””. Chemotaxine wie das Komplementspaltprodukt C5a’’
,locken* die Leukozyten vom Zentralstrom an den Gefélrand, wo sie anschlieBend am Endothel
der postkapilldren Venole entlang ,rollen. Es kommt zu intermittierenden Interaktionen, die

durch leukozytire und endotheliale Adhédsionsmolekiile aus der Familie der Selektine vermittelt

werden® .
Proinflammatorische ~ Zytokine wie Interleukin-1 und-6 und TNF-o® . reaktive
Sauerstoffradikale’'? sowie die Komplementfaktoren C1, C5a und der MACW, 180 fihren zur

Expression leukozytirer B, —Integrine (CD11b/CD18) und des endothelialen ICAM-1, das

,intercellular adhesion molecule®

. Diese Adhisionsmolekiile vermitteln Leukozyten-
Endothelzell-Interaktionen hoher Affinitdt'’? . Als fest adhidrent galten in unserer Studie
diejenigen Leukozyten, die liber einen Beobachtungszeitraum von 30 Sekunden ohne weitere
Bewegung am Endothel verbleiben.

Dadurch ist die Voraussetzung zur Gewebeinfiltration und Parenchymschidigung erfiillt;
ausschlaggebend fiir die transendotheliale Migration des Leukozyten sind das Adhdsionsmolekiil

PECAM-1 sowie ein chemotaktischer Gradient entlang der GefiBwand*® . Mittels
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Pseudopodienbildung extravasiert der Leukozyt in den extravaskuldren Raum; dieser Prozel3 wird
auch als Diapedese bezeichnet.
Die Emigration neutrophiler Granulozyten ist ein wichtiger Schritt im Rahmen der

00

Gewebedestruktion bei inflammatorischen Prozessen wie Ischimie-Reperfusion®” und akuter

202

Pankreatitis Der Schaden an Endothel und Pankreasazinuszelle wird durch reaktive

Sauerstoffradikale vermittelt'>* %

, die von neutrophilen Granulozyten, Mitochondrien,
Xanthinoxidase und Prostaglandinsysnthetase gebildet werden™ . In dem Modell des ex vivo
perfundierten Pankreas wurde durch Ischidmie und nachfolgende Reperfusion die Konversion der
NAD-reduzierenden Xanthin Dehydrogenase in die Sauerstoffradikal-bildende Xanthinoxidase
induziert'®® . Letztere reagiert mit Hypoxanthin und Xanthin, wobei Superoxidanionen und
Wasserstoffperoxid entstehen’' , welche schlieBlich zur Bildung zytotoxischer Hydroxylradikale
fithren. Diese verursachen nicht nur einen direkten Zellschaden iiber Lipidperoxidation von
Zellmembranen®' | sondern auch eine Verstirkung der inflammatorischen Reaktion durch
Aktivierung der neutrophilen Granulozyten und des Komplementsystems'™* .

Zahlreiche in vivo und in vitro Studien demonstrieren einen engen Zusammenhang zwischen
Komplementaktivierung und Leukozyten-vermitteltem Gewebeschaden. Die intravasale
Aktivierung von Komplement bei Hamodialyse® , Leukopherese'* und kardiopulmonalem

141

Bypass ™ flihrt zur konsekutiven Leukozytensequestration in der Lunge. In-vitro-Beobachtungen

141 o . 141
und verstirkter Chemotaxis

von Komplement-induzierter Leukozytenaggregation®”
unterstreichen die Bedeutung von Komplement als wichtigem Aktivator neutrophiler
Granulozyten und legen die Vermutung nahe, dal die Komplementaktivierung eine zentrale
Rolle im Leukozyten-vermittelten Gewebeschaden spielt'®* . Diese These wird unterstiitzt durch
Beobachtungen von Tyagi und Mitarbeitern, daB3 isolierte neutrophile Granulozyten durch
Stimulation mit dem Komplementfragment C5a zur Produktion toxischer Sauerstoffradikale
angeregt werden'™.

Als Mediatoren der Leukozytenadhidrenz und damit vergesellschafteter Gewebeschadigung sind

1, 130 -
’ . Dies &duBert

aktivierte Komplementprodukte auch bei akuter Pankreatitis von Bedeutung
sich vor allem in der Entwicklung eines Odems'” ; ein charakteristischer Befund der

experimentellen wie auch der klinischen akuten Pankreatitis.
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5.2.2.5 Laborparameter

Die totale hdmolytische Komplementaktivitit Ch100 wurde als Prozentwert des vor
Ischdmieinduktion gemessenen Basalwertes angegeben. Sie war in der Gruppe, die den Vehikel
erhalten hatte, signifikant niedriger als bei den sham-operierten Ratten. Dieser Befund konnte auf
eine Aktivierung der Komplementkaskade im Zusammenhang mit den bei der postischdmischen
Pankreatitis pathophysiologischen Mechanismen hinweisen. Ahnlich wie in unserer Studie fiihrte
in einem Meerschweinchenmodell die intraperitoneale und intravendse Infusion von LPS zu einer
Reduktion der CH 100 Aktivitdt im Serum von 25 beziehungsweise 40%. Die Autoren deuteten
dies im Sinne einer Aktivierung des Komplements mit konsekutiver Zunahme des Verbrauchs
von Komplementfaktoren'® . In einer klinischen Studie bei Patienten nach Myokardinfarkt, die
mit Lysetherapie behandelt wurden, haben Roth et al. gezeigt, dal Komplementfaktoren vermehrt
nach Ischamie und nachfolgender Reperfusion konsumiert werden'’ . Dieser Mechanismus von
Ischdmie und konsekutiver Reperfusion konnte auch in unserer Studie in simultaner Weise den
Verbrauch von Komplementfaktoren erhoht haben.

Die Parameter zur Charakterisierung des Sdure-Basen-Haushalts zeigten fiir die Pathophysiologie
eines Ischdmie-Reperfusionsschadens typische Veranderungen: Der Laktatwert im Serum war am
Versuchsende signifikant erhoht gegeniiber dem zeitlich korrespondierenden Wert in der sham-
operierten Gruppe. Im Sinne einer metabolischen Azidose kam es auch zu einer Zunahme des
negativen Baseniiberschusses sowie zu einer Abnahme des pH-Wertes. Der Himatokrit stieg im

Sinne einer Hdmokontzentration von 48+3 % am Versuchsbeginn signifikant auf 52+5 % an.

5.2.2.6 ICAM-1-Expression im Pankreasgewebe

Damit neutrophile Granulozyten {iberhaupt die Blutbahn verlassen und im Gewebe ihre
zerstorerische Wirkung entfalten konnen, ist eine Wechselwirkung mit dem Gefélendothel
zwingend notwendig. Dazu bedarf es ubiquitidrer Adhdsionsmolekiile, welche iiber komplexe
Kontroll- und Regulationsmechanismen die Interaktionen zwischen Zellen und/oder Molekiilen
in allen Organen eines jeden Organismus steuern. Eine zentrale Rolle im Gesamtorganismus
spielen dabei die Zellen des Immunsystems, die sich dadurch von anderen Zellen unterscheiden,
daf} sie sowohl in Blut oder Lymphe zirkulieren als auch ins Gewebe emigrieren kénnen. Es sind

speziell Leukozyten, die diese Aufgabe erfiillen. Inwiefern dabei Adhésionsmolekiile eine Rolle
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spielen und in der Vermittlung des Gewebeschadens von Bedeutung sind, ist bis heute ein
wichtiger Aspekt der Mikrozirkulationsforschung unter Beriicksichtigung molekular-biologischer
Gesichtspunkte.

Die bei der Leukozyten-Endothelzell-Interaktion involvierten Adhésionsmolekiile gehdren
fogenden 3 Hauptgruppen an® : (1) Selektine (LECAM-1, ELAM-1, bzw. L-, P-, E-Selektin,...),
(i) Integrine (Leukozyten-Integrine LFA-1 bzw. CD11a/CD18, Mac-1 bzw. CD11b/CDI8,
Zytoadhisine,...), (iii) Immunglobulin-Gensuperfamilie (ICAM-1, ICAM-2, PECAM-1,...).
Grundsitzlich ist ihre sog. konstitutive, d.h. permanente Expression oder aber deren Neusynthese
nach Induktion wichtiges Kriterium fiir die Differenzierung zwischen diesen Gruppen. Zudem
existieren zwei Arten von Bindungstypen zwischen ihnen: Adhdsion zwischen Molekiilen der Ig-
Gensuperfamilie und den Integrinen entstehen iiber Protein-Bindungen, entsprechend werden
zwischen Selektinen und ihren Liganden Lektin-Kohlehydratverbindungen ausgebildet™.
Selektine vermitteln in der Mehrschrittsequenz der Leukozyten-Endothelzell-Interaktion jene
erste Stufe des leukozytiren ,,rolling* an Gefawinden'”* , welches die initiale Kontaktaufnahme
der Leukozyten mit dem Endothel darstellt. Werden die Selektine nicht mehr bendtigt, kommt es
zum Abstreifen, dem sogenannten ,,shedding®. Es schlieBt sich dann die verstirkte Expression
der leukozytiren B, —Integrine CD11a/CD18 und CDI11b/CD18 und der endothelialen
Adhisionsmolekiile ICAM-1 und ICAM-2 an® .

In unserer Studie konnten wir bei Ischimie mit nachfolgender Reperfusion des Pankreas eine
deutliche Steigerung der ICAM-1 Expression mittels Immunhistochemie nachweisen. Diese
Beobachtung stiitzt das Ergebnis einer Studie am Modell der experimentellen
Pankreastransplantation, wonach im postischdmischen Pankreas eine vermehrte endotheliale
ICAM-1-Expression vorliegt® ; diese geht unmittelbar der extensiven Leukozyteninfiltration und
Organschidigung im inflammatorisch verinderten Pankreas voraus®”> . Die erhdhte ICAM-1
Expression bei akuter Pankreatitis fiihrt aber nicht nur im Pankreas selbst zu
Leukozyteninfiltration und Gewebeschadigung. Mehrere Studien mit experimenteller Pankreatitis
haben eine erhohte Expression dieses Adhésionsmolekiils auf pulmonalen Endothelzellen
nachgewiesen mit folgender Leukozytensequestration und Ausbildung eines Pankreatitis-

44, 110

assoziierten Lungenschadens , der sich klinisch als ARDS prisentiert und zur hohen

Letalitit bei schwerer Pankreatits beitrigt'>” .
Die zitierten Studien haben allesamt nach Induktion einer akuten Pankreatitis

immunhistochemisch eine erhohte endotheliale ICAM-1-Expression nachweisen konnen. Neben
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Endothelzellen konnen aber auch die Azinuszellen des exokrinen Pankreas ICAM-1 exprimieren;
bei Cerulein-induzierter Pankreatits tritt diese Expression verstirkt auf mit konsekutiver
Adhirenz neutrophiler Granulozyten an Pankreasazinuszellen®” . Analog konnten auch in
unserer Studie Ischdmie und Reperfusion des Pankreas neben der endothelialen zur aziniren
ICAM-1-Expression gefiihrt haben; allein durch die Methode der Immunhistologie ldsst sich

keine eindeutige Unterscheidung treffen.

5.2.3 Effekte von sCR1 nach Ischdmie und Reperfusion des Pankreas

5.2.3.1 Einfluf} auf die Makrohdmodynamik

Analog zur Vehikel-Gruppe kam es bei den mit sCR1 behandelten Tieren zu einer sofortigen
Hypotonie unmittelbar nach Einsetzen der Reperfusion. Allerdings blieben diese Tiere wihrend
des gesamten verbleibenden Versuchszeitraumes hypoton, der arterielle Mitteldruck in dieser
Gruppe blieb bis zum Versuchsende gegeniiber den Ausgangswerten signifikant erniedrigt und
lag stets unterhalb des Wertes der Vehikel-Gruppe. Hypotension bis hin zum Schockzustand sind
typische klinische Zeichen des Patienten mit schwer verlaufender akuter Pankreatitis.
Verantwortlich scheinen vasorelaxierende Mediatoren zu sein, welche zum Teil vom Pankreas

- 70,71, 102, 113
freigesetzt werden'™ "

. Diese werden auch iiber Komplement-unabhingige Mechanismen
aktiviert, so daf} der Inhibitor sCR1 in unserer Studie trotz seiner Wirkung auf der Ebene der

Mikrozirkulation keine Verbesserung der Makrohdmodynamik zur Folge hatte.

5.2.3.2 EinfluR auf die Extravasation

In der vorliegenden Studie verringerte die intravendse Infusion von sCR1 die Extravasation im
postischdmischen Pankreasgewebe. Die mikrovaskuldre Permeabilitit war signifikant niedriger
als in der Vehikel-Gruppe. Sie war sogar geringer als in der Sham-Gruppe, ohne in diesem Fall
allerdings statistische Signifikanz zu erreichen. Diese Befunde deuten darauf hin, dass gerade
dem Komplementsystem eine wichtige Bedeutung in der Genese des Odems bei akuter
Pankreatitis zukommt. Durch eine Endothelschiadigung entsteht ein Kapillarleck, die
mikrovaskuldre Permeabilitdt nimmt zu, dadurch extravasieren Makromolekiilen und Fliissigkeit

ins Interstitium mit konsekutiver Ausbildung eines Odems. Diese pathophysiologischen Schritte
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werden heute als wesentlicher Faktor in der Genese lokaler und systemischer Komplikationen bei
akuter Pankreatitis angesehen®' . Die Anaphylatoxine C3a und C5a induzieren die Kontraktion
glatter Muskelzellen”’ und kénnen dadurch bei einer Pankreatitis die Zunahme der
mikrovaskulidren Permeabilitit bewirken' . Tatsichlich wurden in Plasma und Aszites-Fliissigkeit
betroffener Patienten hohe Konzentrationen der Komplementaktivierungsprodukte C3a und C5a
gemessen'®’ . Diese Zusammenhinge konnten die wirksame Reduktion des Pankreasddems in

200
und

unserer Studie erkldren, weil sCR1 die Spaltung der C3- und C5-Konvertasen beschleunigt
damit zur Inaktivierung der Anaphylatoxine fiihrt.

Diese Vermutung wird durch eine experimentellen Studie mit C5-defizienten Méusen gestiitzt,
die nach Cerulein-induzierter Pankreatitis im Gegensatz zu Wildtyp-Tieren kein Odem
entwickelten' . Auch der Membranangriffskomplex C5b-9 kann durch seine lytische Aktivitit
die endotheliale Integritit beeintrichtigen und zur Odementstehung beitragen’ . Dieser auch bei
unserem Modell der postischdmischen Pankreatitis vorstellbare Pathomechanismus wird durch

sCR1 wirksam blockiert>”

. Auftillig ist die Tatsache, dass die Behandlung mit sCR1 eine
Abnahme der Extravasation auf einen Wert geringer als selbst denjenigen der Sham-Gruppe
verursacht hat. Ein moglicher Grund konnte sein, dass selbst in der Sham-Gruppe allein durch
chirurgische Préparation und Auslagerung des Pankreas durch Zug am Mesenterium ein geringes
Trauma gesetzt wird, welches zu einer Aktivierung der zirkulierenden Leukozyten mit einem
spontanen ,,rolling und ,,sticking® beitragt. Wenn diese Leukozyten in Wechselwirkung mit dem
Endothel treten und extravasieren, konnen sie durch Freisetzung reaktiver Sauerstoftradikale und
Proteasen zu einer Gewebeschidigung und Odembildung fiihren'” | was sich auch unter Sham-
Bedingungen auf die mikrovaskulidre Permeabilitit auswirken konnte. Diesen Leukozyten-
vermittelten Pathomechanismen wirkt sSCR1 entgegen, indem es die Expression endothelialer und
leukozytiarer Adhédsionsmolekiile hemmt, welche durch Komplementaktivierungsprodukte mit

. . 61,107, 181
induziert werden®! 197 181

5.2.3.3 Einfluf3 auf die Mikrohdmodynamik

Wir haben nach Ischdmie-Reperfusion des Pankreas durch Gabe des Komplementinhibitors sCR1
eine signifikante Steigerung der Funktionellen Kapillardichte gegeniiber der Vehikel-behandelten
Ischdmiegruppe um 13% erzielt. Allerdings war die FKD immer noch signifikant niedriger als

bei den sham-operierten Ratten. Einen entsprechenden therapeutischen Effekt konnten Lehmann
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et al. experimentell sowohl bei normothermer Ischimie-Reperfusion'® der Leber als auch nach
Lebertransplanatation® nachweisen. Die Applikation von sCR1 resultierte in einer Steigerung der
azindren als auch der sinusoidalen Perfusion. Eine Steigerung der postischdmischen
Kapillarperfusion bewirkte sCR1 auch bei experimenteller Ischdmie und Reperfusion des
Skelettmuskels'* .

Dem protektiven Effekt der Komplementhemmung auf die Kapillarperfusion konnen mehrere
Mechanismen zugrunde liegen: (i) Aufthebung der arterioldren Vasokonstriktion, die durch das

1'% als auch am

Anaphylatoxin C5a'*" und den MAC'® induziert wird. Sowohl am Skelettmuske
Myokard'” kénnen diese Komplementkomponenten durch Hemmung des endothelial derived
relaxing factor (EDRF) zur Konstriktion der Arteriolen und damit zum Perfusionsversagen
beizutragen'™ . (ii) Verringerung des Odems'” , welches durch Zunahme der mikrovaskuliren

Permeabilitdt mit Extravasation von Fliissigkeit und Proteinen” 2%

entsteht. Die libermifBige
Odementstehung kann iiber die Ausbildung des ,no reflow“-Phinomens zu einem
Zusammenbruch der Kapillarperfusion fiihren” . Vor allem die Anaphylatoxine sind bei

148, 2 .
8,206 Merriam et al. haben

inflammatorischen Prozessen als Verursacher eines Odems bekannt
gezeigt, dall dieser Pathomechanismus auch bei experimenteller Pankreatitis zum Tragen kommt
und vor allem durch C5a und den MAC vermittelt wird"*" . (iii) Reduktion der Fibrinablagerung
sowie Hemmung der Plittchen- und Leukozytenaggregation, wodurch die Verstopfung der
Kapillaren verhindert und einem Ausfall der Perfusion vorgebeugt wird®’ . (iv) Schutz vor
direkter Schiadigung der Endothelzellen durch den MAC. In den betroffenen Zellen kommt es
durch die lytische Aktivitit des MAC zu einem Zusammenbruch der Homdostase, sie schwellen

an'® , was die Verlegung der Kapillaren und ein Perfusionsversagen zur Folge haben kann'*’ .

5.2.3.4 Einfluld auf die Leukozyten-Endothelinteraktion

Neben der Steigerung der funktionellen Kapillardichte konnte in unserer Studie durch intravendse
Infusion von sCR1 auch die Leukozyten-Endothelinteraktion gilinstig beeinflulit werden. Die
Hemmung des Komplementsystems fiihrte zu einer signifikanten Reduktion der Zunahme
adhdrenter Leukozyten von 314+87 adhdrenten Leukozyten/'mm” in der Vehikelgruppe auf
163+71 adhirente Leukozyten/mm’ in der sCR1 Gruppe. Der Unterschied zwischen dieser
Gruppe und der Sham-gruppe war statistisch nicht signifikant. Dieses Resultat unterstreicht den

bedeutenden EinfluB von Komplementaktivierungsprodukten auf die Leukozyten-
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Endothelzellinteraktion bei Ischdmie-Reperfusion des Pankreas. Unsere Beobachtungen decken
sich mit den Befunden von Pemberton und Lehmann, die durch Gabe von sCR1 die
postischiamische Leukozyten-Endothelzellinteraktion im Skelettmuskel” und in der Leber® '%°
deutlich hemmen konnten.

Es ist heute bekannt, da3 die Adhdrenz von Leukozyten und deren Emigration in das umgebende
Gewebe im Rahmen eines inflammatorischen Prozesses durch das Komplementsystem gesteuert
werden'” . Jeder einzelne Schritt in der Sequenz der Leukozyten-Endothelzellinteraktion —vom
,rolling* bis zur Diapedese- wird von Komplementfaktoren beeinflusst'®' .

In diesem Sinne gibt es mehrere Stufen innnerhalb dieser Mehrschrittsequenz, auf denen die
Wechselwirkung zwischen Leukozyt und Endothelzelle durch Blockade der Komplementkaskade
gehemmt werden kann. Das initiale intermittierende ,,rolling” sowie das nachfolgende fixe
»sticking der Leukozyten wird durch eine Untereinheit von C1 stimuliert, welche die
endotheliale Expression der Adhdsionsmolekiile E-Selektin, ICAM-1 und VCAM-1 induziert'"” ;
in analoger Weise fordern C5a sowie der MAC die Expression von P-Selektin®® .

C5a stimuliert aber neben der Expression endothelialer Adhédsionsmolekiile auch die Bildung des
leukozytiren Integrins Mac-1 (CD11b/CD18), welches im Verein mit ICAM-1 und VCAM-1 die

stabile Leukozytenadhirenz vermittelt'’?

. Auch bei experimenteller akuter Pankreatitis kommt es
zu einer Komplement-induzierten Hochregulierung der Expression von Mac-1 auf Leukozyten®" .
Die Gabe des Komplementinhibitors sCR1 konnte diesen Effekt antagonisieren und die
Leukozytenakkumulation in der Lunge reduzieren. Dieser Befund konnte auch in einer anderen
Studie mit experimenteller Pankreatitis bestitigt werden' . Unsere Studie zeigt wie die zitierten
Arbeiten, dall bei experimenteller akuter Pankreatitis die Leukozytenaktivierung und —infiltration
durch die Inhibition der Komplementkaskade gehemmt werden kénnen.

Allerdings konnten wir auch nach Gabe von sCR1 eine Leukozyten-Endothelzell-Interaktion
nicht vollig verhindern. Dies kann folgende Griinde haben: (i) Die inhibitorische Wirkung von
sCR1 setzt auf der Ebene der C3— und C5-Konvertasen ein®”, die Effekte vorhergehender
Komplementaktivierungsprodukte werden nicht mit erfasst. Allerdings kann, wie bereits
dargelegt, eine Untereinheit des Faktors C1 die Expression endothelialer Adhdsionsmolekiile

7

induzieren'”” und dadurch eine Leukozytenadhirenz ermdglichen, welche durch sCR1 nicht

hemmbar ist. (ii)) Neben Komplement gibt es andere proinflammatorische Agentien wie reaktive
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Sauerstoffradikale’'? und Zytokine® , welche Leukozyten-Endothelzell-Interaktionen fordern, die

ebenfalls nicht dem Wirkungsspektrum von sCR1 unterliegen.
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Das ,,sticking* der neutrophilen Granulozyten an der GefidBwand ist Voraussetzung fiir ihre
Diapedese in den extravasalen Raum, wo es zum ,,oxidative burst kommt, d.h. zur Freisetzung
reaktiver Sauerstoffradikale, die zu einer Zerstorung der endothelialen Integritit und

Gewebeschadigung fiihrt'"" .

5.2.3.5 Laborparameter

Nach Behandlung mit sCR1 war die total himolytische Komplementaktivitit, angegeben in
Prozentanteil am Basalwert der jeweiligen Gruppe, gegeniiber dem Wert der sham-Gruppe
wihrend des gleichen MeBzeitpunktes erniedrigt. Gleichzeitig lag die verbleibende
Serumkomplementaktivitit der sCR1 Gruppe aber hoher als in der Gruppe, die den Vehikel
erhalten hatte. Weder im einen noch im anderen Fall erreichte der Unterschied eine statistische
Signifikanz. Unsere Daten decken sich mit den Ergebnissen nach renaler Ischdmie-Reperfusion
und sCR1 Infusion im experimentellen Rattenmodell'™ . Ungliicklicherweise gibt die zitierte
Arbeit keine Auskunft {iber die Komplementaktivitit in der Transplantationsgruppe, die keine
Therapie mit sCR1 erhalten hatte. Dieser Umstand erschwert Interpretation und Vergleich der
signifikanten Reduktion der Komplementaktivitit in der Vehikel-Gruppe. Die vorliegenden
Ergebnisse lieBen sich also einerseits als Zunahme des Verbrauchs von Komplementfaktoren im
Zuge der postischdmischen Pankreatitis interpretieren, andererseits konnte eine anhaltende
Blockade der Komplementaktivierung durch sCR1 die zugrundeliegende Ursache sein. Die
letztgenannte Konstellation sollte eher innerhalb der ersten 30 Minuten nach Infusion von sCR1
zum Tragen kommen.

Uber den gesamten Versuchsablauf kam es bei den sCR1 behandelten Ratten nicht zu einer
signifikanten Zunahme des Serumlaktatwertes. Auch der Hamatokrit zeigte keine Verdanderungen
im Sinne einer Hamokonzentration, nachdem bei 2 MeBzeitpunkten sogar signifikant niedrigere
Werte gemessen wurden als unter Basalbedingungen. Die metabolische Azidose war in der sCR1
Therapiegruppe allerdings noch stirker ausgepridgt als in der Vehikelgruppe, wie aus dem

Vergleich von pH-Wert und negativem Base-Excess hervorgeht.
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5.2.3.6 ICAM-1-Expression im Pankreasgewebe

Wihrend wir in der Kontrollgruppe mittels Immunhistochemie eine deutlich gesteigerte [CAM-1-
Expression im postischdmischen Pankreas nachweisen konnten, war bei den mit sCRI
behandelten Tieren keine nennenswerte ICAM-1-Expression detektierbar. Dieser histologische
Befund ist eine mogliche Erkldrung fiir die signifikante Hemmung der Leukozytenadhérenz in
postkapilldren Venolen in unserer Studie. Adhédsionsmolekiile wie [CAM-1 spielen nach heutiger
Meinung eine wichtige pathogenetische Rolle in der Leukozyten-Endothelzell-Interaktion und
dem Leukozyten-vermittelten Gewebeschaden bei akuter Pankreatitis'®” . Die Gabe von ICAM-1
Antikorpern hemmte im Tierexperiment die Infiltration von neutrophilen Granulozyten in das
Pankreas, verbesserte die Mikrozirkulation und zeigte protektive Wirkung auf die
Organintegritat’™” . Eine gesteigerte endotheliale Expression des Adhisionsmolekiils ICAM-1
wird durch eine Vielzahl proniflammatorischer Agentien induziert; neben Zytokinen® und
reaktiven Sauerstoffradikalen sind dies die Komplementaktivierungsprodukte C1, C5a und der
MAC'7 81" Daher kénnte auch bei Ischimie-Reperfusion des Pankreas eine gesteigerte ICAM-
1-Expression nachweisbar und durch Komlementinhibition zu hemmen sein.

Der postischimische Reperfusionsschaden des Pankreas bedingt eine Stérung der
Mikrozirkulation mit Abnahme der Kapillarperfusion und einer Zunahme von Leukozyten-
Endothelzell-Interaktion und mikrovaskuldrer —Permeabilitit. Die  Ausprdgung des
Mikrozirkulationsschadens korreliert mit dem Verbrauch von Komplemetfaktoren und dem
immunhistochemischen Nachweis des endothelialen Adhdsionsmolekiils ICAM-1.

In unserer Studie fiihrte die Komplementinhibition mittels sCR1 zu einer Verbesserung der
Mikrozirkulation im Sinne einer Zunahme der Kapillarperfusion, einer Hemmung der
Leukozytennadhdrenz in postkapilliren Venolen und einer Abnahme der mikrovaskuldren
Permeabilitit. Zudem verringerte sSCR1 den Komplementverbrauch und die ICAM-1-Expression

im postischdmischen Pankreas.
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6. Zusammenfassung

Transplantation, Schock sowie Aorten- und koronarchirurgische Eingriffe bilden die Basis fiir
Forschungsprojekte, deren Ziel die Analyse pathogenetischer Mechanismen des Ischdmie-
Reperfusionsschadens des Pankreas ist. Studienergebnisse der letzten Jahre wiesen dabei immer
deutlicher auf die Bedeutung der Aktivierung des Komplementsystems fiir die postischdmische
Pankreasschiadigung hin.

Die vorliegende Studie befaf3t sich mit der quantitativen in vivo Analyse der Mikrozirkulation des
Pankreas der Ratte. Namentlich wurde dabei der Einflul des Komplementinhibitors sCR1 auf
Kapillarperfusion, Interaktionen von Leukozyten und Endothelzellen, Extravasation und deren
Auswirkung auf die Komplementaktivitit im Serum untersucht.

Wir verwendeten das Modell der normothermen Ischdmie und Reperfusion des Pankreas: Die 4
versorgenden Gefdle A. gastroduodenalis, A. gastrica sinistra, A lienalis und A.
pankreaticoduodenalis caudalis wurden mittels mikrovaskuldrer Gefdllclips fiir 1 Stunde
vollstindig abgeklemmt. Durch Applikation des Komplementinhibitors sCR1 wihrend Offnung
der Gefiliclips untersuchten wir die Bedeutung der Komplementaktivierung fiir die
Mikrozirkulationsstorung wihrend postischamischer Reperfusion des Pankreas.

Nach 2-stlindiger Reperfusion wurden mittels intravitaler Fluoreszenzmikroskopie dynamische
Prozesse, namentlich funktionelle Kapillardichte, Leukozytenadhérenz in postkapilldren Venolen
und die mikrovaskuldre Permeabilitit ermittelt.

Zur Beurteilung des Aktivierungsgrades des Komplementsystems diente die Bestimmung der
Komplementaktivitdt im Serum. Anhand immunhistochemischer Untersuchungen konnten wir
Aussagen iiber Auswirkungen der Komplementaktivierung auf die Expression des
Adhasionsmolekiils [ICAM-1 machen.

Die vorliegende Arbeit erbrachte folgende Ergebnisse:

Ischdmie und Reperfusion fiihrten zu der bekannten Stérung der Mikrozirkulation, charakterisiert
durch eine signifikante Verringerung der funktionellen Kapillardichte, einer ausgeprigten
Leukozytenadhdrenz in postkapilliren Venolen sowie einer dramatischen Zunahme der
mikrovaskuldren Permeabilitét mit Extravasation des Fluoreszenzmarkers. Erstmalig lie3 sich ein
signifikanter Abfall der Komplementaktivitit im Serum beobachten, vereinbar mit einem

vermehrten Verbrauch von Komplementfaktoren wihrend Ischdmie und nachfolgender
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Reperfusion des Pankreas. Im Zuge der inflammatorischen Vorgidnge bei postischdmischer
Pankreatitis kam es in der immunhistochemischen Untersuchung zu einer deutlichen Expression
des Adhésionsmolekiils ICAM-1, welches die intravitalmikroskopisch beobachtete Zunahme des
,Leukozyten-sticking* erst moglich macht.

Die Applikation des Komplementinhibitors sCR1 fiihrte nach 2-stiindiger Reperfusion zu einer
signifikanten Verbesserung der Mikrozirkulation. Die funktionelle Kapillardichte wurde erhoht;
gleichzeitig konnte die Leukozyten-Endothelzell-Interaktion zumindest teilweise verhindert
werden. Ein besonders beeindruckender Befund war die fast vollstindige Verhinderung der
Extravasation von Albumin aufgrund der Komplementhemmung.

Die postischdmisch gemessene Komplementaktivitit im Serum entsprach anndhernd dem
Basalwert, vereinbar mit einem verringerten Verbrauch von Komplementfaktoren aufgrund der
Blockade durch sCR1.

Mit der vorliegenden Arbeit konnten neue Einblicke in das komplexe Wechselspiel zwischen
mikrovaskuléren, zelluldren und molekularen Mechanismen nach postischidmischer Reperfusion
des Pankreas gewonnen werden.

Die Komplementinhibition zur Verhinderung der leukozytenvermittelten Gewebeschidigung,
Hemmung der Odemausbildung und Wiederherstellung der Kapillarperfusion stellt einen
wichtigen Aspekt fiir die Erarbeitung bisher ungenutzter Interventionsstrategien bei Ischdmie und
Reperfusion des Pankreas dar. Es bleibt abzuwarten, inwieweit entsprechende klinische Studien

die therapeutische Relevanz unserer experimentellen Resultate bestitigen konnen.
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