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Hierzu eignen sich die von mir beschricbenen Reizhaare,
kurze Stiicke von Haaren mit leicht schmelzendem Kitt in rech-
tem Winkel an das Ende eines Holzstibchens geklebt, welches
als Handhabe dient, Fig. 8. Ich gebrauche vierkantige Stibchen

aus [Erlenholz

von & mm Seite

st | und 80 mm

Linge. Die

Haare miussen

schlicht d. h.

nicht gekriuselt

Fig. 8. sein. Am besten

sind Kopfhaare

mit mittleren Durchmessern von §0—100 g (Kinder-, Frauen-, Ménner-

haare). Weniger geeignet sind Barthaare, weil sie meist stirkere

Kritmmungen und oft auch sehr unregelmissige (nierenftrmige, herz-

formige etc.) Querschnitte haben. Fur stirkere Reize sind Schwanz-

haare des Pferdes sehr brauchbar, welche sich durch geringe

Kriuselung und fast kreisrunden Querschnitt von 160—250 w Durch-

messer auszeichnen. Schweinsborsten sind fir die meisten Zwecke

zu steif und pur in Ausnahmsfillen zu verwenden. Die Haare sollen

ferver innerhalb der gebrauchten Lingen ihren Durchmesser moglichst

wenig tndern. Auch in dieser Richtung empfehlen sich menschliche
Kopfhaare und Pferdehaare am meisten.
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1 Einleitung

Die Pankreatitis zahlt zu den haufigsten Erkrankungen des Gastrointestinaltraktes

(Mayerle et al., 2004). Sie wird in eine akute und chronische Form unterteilt.

In der akuten Pankreatitis (AP) werden zwei verschiedene Formen unterschieden.
Wahrend nach einer akuten, milden Pankreatitis (interstitiell-6dematdse Form 80-
85%) eine meist vollstdndige Genesung beobachtet wird (restitio ad integrum),
kann es bei der schweren Form (hamorrhagisch-nekrotisierende Pankreatitis bei
15-20%), zu einem exokrinen und endokrinen Funktionsverlust kommen. Durch
haufig schwere lokale und systemische Komplikationen kann die Mortalitatsrate
bis zu 20-30% reichen (Schmid et al., 1999, de Beaux et al., 1995). Erhohter
Alkoholkonsum und eine hyperkalorische Erndhrung mit oft assoziierten
Gallenwegserkrankungen sind die hdufigsten Ursachen einer akuten Pankreatitis
(Schneider et al., 2009, Lankisch et al., 1996, Jacobs et al., 1977). Die Frihphase
der Krankheit ist durch eine ausgepragte Aktivierung des Immunsystems
gekennzeichnet. Dabei kommt es zur gezielten Infiltration des Pankreas mit
Entzindungszellen (u.a. Leukozyten, Makrophagen) und Freisetzung von diversen
Chemokinen und Zytokinen. Diese Uberstimulation des Immunsystems fihrt
nicht selten zur SIRS (systemic inflammatory response syndrom), die
weiterfihrend zu diversen Organschdden bis letztlich zum Multiorganversagen
fuhren kann (Tenner et al., 1997, Bhatia et al., 2000, Saluja and Steer, 1999,
Brady et al., 1999).

Im Gegensatz zu der akuten Pankreatitis ist die chronische Pankreatitis (CP) durch
einen langjéhrigen Verlauf gekennzeichnet, welcher meist durch repetitive akute
Schiibe verbunden ist. Durch die typsichen Azinuszellatrophien und den
charakteristischen fibrotischen Umbau des gesamten Organs kommt es im Verlauf
der Erkrankung meist zu einer ausgepragten endo- und exokrinen
Pankreasinsuffizienz (Etemad and Whitcomb, 2001, Tattersall et al., 2008).

Bei der akuten und chronischen Pankreatitis ist der abdominale Schmerz das
absolute Leitsymptom. Der Pankreatitis-Schmerz beginnt meist plétzlich und
behélt seine starke Intensitat uber Stunden und Tage (Sand and Nordback, 2011,
Buchler MW, 1996, Goebell H and MV, 1995). Die therapeutische Gabe von

nicht-steroidalen Antiphlogistika und sogar Opioide fiihrt bei diesen extremen
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Schmerzen ofters zu keiner befriedigenden Schmerzfreiheit.

Das Chemokin Fractalkin ist im Pankreasgewebe bei Patienten mit chronischer
Pankreatitis deutlich tberexprimiert (Ceyhan et al., 2009b). Fractalkin fihrt zu
einer gesteigerten Infiltration von Entzindungszellen mit deutlich verstarkter
pankreatischer Neuritis und ist mit einer Steigerung der typischen abdominalen
Schmerzen assoziiert (Ceyhan et al., 2009b). Lange ist man bei der chronischen
Pankreatitis von einem rein entziindlichen“ Schmerz ausgegangen. Neuere
Studien deuten jedoch auch auf eine neuropathische Komponente des chronischen
Schmerzes hin (Ceyhan et al., 2009a, Ceyhan et al., 2008). In einigen
tierexperimentellen Modellen fiir neuropathischen Schmerz konnte eine
Uberexpression von Fractalkin in Hinterhornganglienzellen und in spinalen
Mikrogliazellen nachgewiesen werden (Lindia et al., 2005, Verge et al., 2004,
Cardona et al., 2006). Durch neutralisierende Antikorper fur CX3CR1 konnte in
einigen Studien eine deutliche Schmerzreduktion gezeigt werden (Milligan et al.,
2004, Sun et al., 2007, Johnston et al., 2004), wohingegen in einer anderen Studie
intraneurale Injektionen von Fractalkin in den Nervus ischiadicus ebenfalls zu

einer Schmerzreduzierung fihrte (Holmes et al., 2008).

Die chronische Pankreatitis ist mit einer ausgepragten Fibrogenese verbunden.
Durch das Einwandern von Entziindungszellen werden sogenannte pankreatische
Sternzellen (PSC, pankreatische Stellatum Zellen) aktiviert. Diese produzieren
und sezernieren extrazellulare Proteine wie Kollagen aber auch pro-
inflammatorische Zytokine und Chemokine (Ceyhan et al., 2009b, Kloppel et al.,
2004, Omary et al., 2007). Hierbei gelten die Chemokine CCL2 und Fractalkin als
fibrogene Faktoren (Koziolek et al., 2007, Wasmuth et al., 2008). Es konnte
gezeigt werden, dass eine Uberexpression von Fractalkin bzw. CX3CR1 im
pankreatischen, renalen und hepatischen Gewebe zu einer Zunahme der
entziindlichen Reaktionen und des fibrotischen Gewebeumbaus fiihrte (Ceyhan et
al., 2009b, D'Haese et al., 2010, Furuichi et al., 2006, Koziolek et al., 2007,
Wasmuth et al., 2008).

Fractalkin bindet ausschlieBlich und selektiv an den Rezeptor CX3CRL.
Dementsprechend erscheint das Chemokin Fractalkin und sein Rezeptor
besonders geeignet um durch Blockade mit spezifischen Antikdrpern sowohl die
Entzundungsreaktion, die Fibrogenese als auch das Schmerzempfinden bei der

akuten und chronischen Pankreatitis positiv beeinflussen zu kdnnen.
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Ziel dieser Arbeit war es daher, durch den Einsatz von CX3CR1” knock-out
Mausen und durch Blockade des Fractalkin Rezeptors mit kommerziell
erwerblichen CX3CR1 Antikorpern, die Rolle des Chemokins Fractalkin und
dessen Rezeptor bei der experimentellen akuten und chronischen Pankreatitis zu
charakterisieren. Der Schwerpunkt der Untersuchung lag dabei bei den
Veranderungen der pankreatischen Entziindungsreaktion, des pankreatischen

Schmerzes und der Fibrose.
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2 Literaturtbersicht

2.1 Pankreatitis Verlaufsformen

2.1.1 Akute Pankreatitis

Die akute Pankreatitis wird definiert als eine akute Entziindung der
Bauchspeicheldriise mit variablem Befall benachbarter Gewebe oder anderer
Organsysteme (Lerch et al., 1995, Schmid et al., 1999, Tenner et al., 1997). In den
meisten Fallen (etwa 85%) nimmt die Krankheit einen leichten Verlauf
(interstitiell-0dematése Form) mit minimaler Organdysfunktion und kompletter
Rickbildung der klinischen Symptome, als auch der morphologischen
Veranderungen. In einer kleinen Gruppe von Patienten (etwa 15%) verlauft das
Krankheitsbild schwerer (h&morrhagisch-nekrotisierende Pankreatitis). Haufig
durch die Folgen zumindest einer organischen bzw. systemischen Komplikation
kommt es zum Multiorganversagen, dass nicht selten den Tode zur Folge hat
(Blichler MW, 1996).

Die interstitiell-0dematése Form (milde Form) wird oft von einem gering
ausgepragten  retropankreatischen  Fettgewebsnekrosensaum  und  einer
retroperitonealen Flussigkeitsexsudation begleitet. Durch diese
Flussigkeitsansammlung kann es, nach etwa 4 Wochen, zur Bildung von
Pseudozysten kommen (Buchler MW, 1996).

Die nekrotisierende Pankreatitis (schwere Form) ist durch intra- und
extrapankreatische  Fettgewebsnekrosen  und  Parenchymnekrosen — mit
Einblutungen gekennzeichnet. Diese nekrotisierten Gebiete kdnnen steril bleiben
oder sich sekundér infizieren, wodurch der klinische Verlauf malgeblich
beeinflusst wird. Die Form der Schéadigung kann lokal oder diffus das gesamte
Organ betreffen. Nach 4 bis 6 Wochen koénnen Pseudozysten und

Pankreasabszesse die Folge des akuten Ereignisses sein (Buchler MW, 1996).

Die interstitiell-0demattsen Pankreatitis ist meist selbstlimitierend. Innerhalb von
4 bis 12 Wochen kommt es zur kompletten Erholung der Drisenfunktion. Nach
einer hamorrhagisch- nekrotisierenden Pankreatitis bleibt bei etwa 50% der
Patienten eine ausgepragte Reduktion der exokrinen bzw. endokrinen Funktion
(Blichler MW, 1996).
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2.1.1.1 Atiologie

Allgemein konnen die moglichen &tiologischen Ursachen in toxische
metabolische, mechanische, vaskulare und infektiése Ursachen eingeteilt werden
(Buchler MW, 1996). Aus einer langen Liste moglicher auslésender Faktoren der
akuten Pankreatitis stechen (berhdhter Alkoholkonsum und das Vorliegen von
Gallensteinen heraus. Diese beiden &tiologischen Faktoren sind zu 80-90% die
Ursache der akuten Pankreatitis. Bei der alkoholischen Genese der akuten
Pankreatitis ist primédr das méannliche Geschlecht zwischen dem 30. und 45.
Lebensjahr betroffen. Die bilidre Genese der akuten Pankreatitis findet sich
hingegen eher in der Altersgruppe zwischen 50-70 Jahren mit einer Haufung beim

weiblichen Geschlecht.

Zu den toxischen metabolischen Ursachen z&hlen neben Alkohol die
Hyperlipoproteinndmie, die Hyperkalzdmie, der Hyperparathyreoidismus und
verschiedene Medikamente wie Sulfonamide, Tetrazykline, Furosemid und andere
(Buchler MW, 1996, Schmidt and Creutzfeldt, 1970).

Mechanische Ursachen sind neben den Gallensteinen postoperative anatomische
Verdanderungen im Bereich von Magen und Gallenwegen, Traumen oder
Pankreasgangobstruktionen durch Tumoren oder die post-ERCP-Pankreatitis
(Buchler MW, 1996).

2.1.1.2 Pathogenese

Die meist verbreitete Theorie sieht die Ursache der akuten Pankreatitis in der
Schédigung von Azinuszellen durch Autodigestion aufgrund unphysiologischer
intrapankreatischer Aktivierung der Verdauungsenzyme (Khokhar and Seidner,
2004, Lerch and Gorelick, 2000). In tierexperimentelle Studien konnte gezeigt
werden, dass die Aktivierung von Trypsinogen zu Trypsin der entscheidende
Ausldser fir die vorzeitige intrapankreatische Aktivierung der Enzymkaskade ist
(Grady et al., 1998, Hofbauer et al., 1998, Kruger et al., 1998). Gegen diese
Selbstverdauung der Bauchspeicheldriise ist die pankreatische Azinuszelle mit

einer Anzahl von Schutzmechanismen ausgestattet. Die Speicherung der
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Proenzyme in speziellen Zellorganellen, den Zymogengranula, um Kontakt mit
dem Zytosol zu vermeiden, ist der Haupt Schutzmechanismus. Aulerdem werden
Proteasen mit einem Peptid am C-Terminus synthetisiert, dass eine Aktivierung so
lange verhindert, bis es durch die Enterokinase im Dunndarm abgespalten wird.

Desweiteren umschlieen  Proteaseninhibitoren (z.B. o -Antitrypsin, —o.,-

Makroglobulin, PSTI) die Verdauungsenzyme und werden mit ihnen in den Darm
transportiert, so dass selbst eine friihzeitige Aktivierung von Proteasen keinen

Zellschaden anrichten kann.

Trotz dieser Schutzvorkehrungen kommt es in der Initialphase der akuten
Pankreatitis zur friihzeitigen intrazelluldren Aktivierung von digestiven Proteasen
im Pankreas. In der Anfangsphase der akuten Pankreatitis ist die
Verdauungsenzymproduktion unverdndert, allerdings ist die exokrine Sekretion
der digestiven Proteasen blockiert. Dadurch kommt es innerhalb des
Azinuszellverbandes zu einer Anreicherung von Lysosomen und Proteasen in den
Zymogengranula. Die direkte Zellschadigung lauft tber Auflésung der normalen
Zellkompartimentierung. Durch die Verschmelzung von Zymogengranula mit den
inaktiven Enzymvorstufen (Trypsinogen, Chymotrypsinogen, Pro-Elastase,
Lipase) und den lysosomalen Hydrolasen (Cathepsin-B), kommt es zu einer
Aktivierung der intrazellularen Pankreasproenzyme, die zu einer Schadigung der
Azinuszelle und letztendlich zur Auslosung einer akuten Pankreatitis fuhrt (Adler
et al., 1982, Klar and Werner, 2000, Lampel and Kern, 1977, Leach et al., 1991,
Steer, 1998).

2.1.2 Chronische Pankreatitis

Die chronische Pankreatitis wird definiert als eine fortschreitende
inflammatorische Krankheit, charakterisiert durch irreversible morphologische
Veranderungen mit typischen rezidivierenden oder persistierenden Schmerzen
und/oder permanentem Funktionsverlust des Organs (Etemad and Whitcomb,
2001).

Klinisch kann die Erstmanifestation einer chronischen Pankreatitis haufig nicht
von einer akuten Pankreatitis unterschieden werden. Die Organfunktion muss
nicht von Anfang an reduziert sein. Mit fortschreitendem Krankheitsverlauf wird

aber sowohl die exokrine als auch die endokrine Funktion stark kompromittiert.
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Nach einem langjahrigen Verlauf kommt es zu einer Globalinsuffizienz des
Pankreas (Ammann and Muellhaupt, 1994). Das Risiko fiir die Ausbildung eines
Pankreaskarzinoms ist in dieser Phase der Krankheit erhoht (Krejs, 2010). Durch
die groRe Reservekapazitat des Organs, missen bereits 80% des pankreatischen
Gewebes zerstort sein, um mit den Ublichen Kklinischen Tests die eingeschrankte
Funktion nachweisen zu kénnen (Ammann and Muellhaupt, 1994, Foitzik and
Buhr, 1997).

Die Klinik der chronischen Pankreatitis ist durch rezidivierende qudlende
Schmerzepisoden gekennzeichnet. Die Patienten mussen h&ufig hospitalisiert
werden, erlangen hdufig eine Medikamentenabhangigkeit und sind meist
kachektisch. Mit zunehmender fortschreitender Erkrankung im Spétstadium treten
fast nahezu immer Malabsobtionsstérungen mit Steatorrhé und Diabetes mellitus
auf (Buchler MW, 1996).

Morphologische Charakteristika sind  Azinuszellatrophien, eine massive
Leukozyteninfiltration in das pankreatische Parenchym sowie eine irreversible
Fibrosierung des Pankreasgewebes (Tattersall et al., 2008, Mayerle et al., 2004).
Durch zunehmende Destruktion des exokrinen Parenchyms kommt es im
fortgeschrittenen Stadium der chronischen Pankreatitis hdufig zu intra-, als auch
extrapankreatischen Verkalkungen, den sog. ,Kalkspritzern® (Ammann and
Muellhaupt, 1994, Foitzik and Buhr, 1997).

2.1.2.1 Atiologie

Ein wesentlicher Ausloser (70-80%) fir die Entstehung einer chronischen
Pankreatitis ist ein langjahriger Alkoholabusus, betroffen sind vorrangig Ménner
im Alter von 20-50 Jahren (Ammann, 2001). Zusétzliche Einflisse wie
genetische, umweltbedingte und immunologische Faktoren sind aber wohl zur
Manifestation einer CP notwendig (Uomo and Manes, 2007). In etwa 10% der
Félle sind allein hereditare, autoimmune und Gangobstruktion-induzierte Faktoren
die Ursache fur eine CP (Etemad and Whitcomb, 2001, Tattersall et al., 2008). Fir
die idiopathische Pankreatitis (20 %) gibt es keine Erklarung Uber den
pathophysiologischen Ablauf (Steer et al., 1995). Von Comfort und Steinberg
wurden 1952 erstmals genetische Prédispositionen flr die chronische Pankreatitis
erwadhnt (Comfort and Steinberg, 1952). Der h&ufigste Gendefekt in der
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hereditaren Pankreatitis betrifft das kationische Trypsinogen-Gen PRSS1
(Whitcomb et al., 1996), dessen Expressionsprodukt zu den am hé&ufigsten
synthetisierten Enzymen von Azinuszellen gehért. Mutationen im PRSS1-Gen
verstarken die Autoaktivierung von Trypsinogen oder verhindern die
Inaktivierung, so dass der fur eine Pankreatitis typische Selbstverdau begunstigt
wird (Whitcomb et al., 1996).

Die Autoimmunpankreatitis (AIP) ist eine seltene Erkrankung und liegt bei etwa
2% der chronischen Pankreatitiden vor. Bei einem Teil der Patienten findet sich
im Serum ein erhéhtes 1gG, Subtyp 4 und/oder Antikdrper gegen Carboanhydrase.
Hierbei finden sich haufig auch autoimmunologisch bedingte Verédnderungen an
den Gallenwegen und Speicheldriisen. Auch andere Autoimmunkrankheiten
(Leber, Schilddriisen, Nieren etc.) kdnnen assoziiert sein. Es besteht eine Neigung
zur Fibrosebildung, die sich auch an anderen mit betroffenen Organen
manifestiert (z. B. sklerosierende Cholangitis oder Sialadenitis, Sjogren Syndrom,
retoperitoneale Fibrose). Vielfach wird angenommen, dass die AIP eine
pankreatische Manifestation einer systemischen immunkomplexvermittelten
fibrosierenden Systemkrankheit ist, die durch 1gG4 vermittelt wird (Deshpande et
al., 2006, Kamisawa and Okamoto, 2006).

2.1.2.2 Pathogenese

Atiologisch, morphologisch und klinisch ist die chronische Pankreatitis relativ gut
untersucht. Durch ein komplexes Zusammenspiel von proteolytischen Enzymen,
Wachstumsfaktoren, inflammatorischen Mediatoren und dem Immunsystem ist
die Pathogenese allerdings in vieler Hinsicht nicht eindeutig. Durch wiederholte
akute Pankreatitisschiibe schreitet die Erkrankung der chronischen Pankreatitis
weiter fort und chronifiziert sich (Etemad and Whitcomb, 2001, Stevens et al.,
2004). Wie bei der akuten Pankreatitis kommt es zur Schadigung der
pankreatischen Azinuszellen aufgrund unphysiologischer Aktivierung der
Verdauungsenzyme (Khokhar and Seidner, 2004, Lerch and Gorelick, 2000). Die
Protease vermittelte Selbstverdauung fuhrt zur Zerstérung der zelluldren
Strukturen, es kommt zur Ausbildung eines Entziindungsgeschehens mit
Rekrutierung von Immunzellen und Ausschittung von Chemokinen und

Zytokinen. Durch einen fortdauernden entziindlichen Prozess entwickeln sich
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irreversible morphologische Veranderungen wie Fibrose und Atrophien des
Parenchyms (Btchler MW, 1996).

Es werden verschiedene Hypothesen diskutiert, die zu dieser pathologischen

Situation fiihren:

I. Bragazna et. al. beschreibt die Oxidative Stress Theorie. Hierbei werden
grolle Mengen an toxischen Metaboliten von den hepatischen Oxidasen nicht
mehr ausreichend neutralisiert. Beim Alkoholmetabolismus konnen reaktive
Sauerstoffspezies (ROS) entstehen. Diese Sauerstoffradikale gelangen lber den
Blutkreislauf oder den Gallensaft in das Pankreas, wo sie die Schadigung von
Zellmembranen durch Lipidoxidation sowie eine Destabilisierung von Lysosomen
und Zymogengranula bewirken (Braganza, 1983). Der oxidative Stress scheint
eine Rolle bei den Entziindungsreaktionen zu spielen, jedoch sind sich die meisten
Kritiker heutzutage einig, dass dieses Phdnomen alleine keine Pankreatitis
auslosen bzw. eine chronische Pankreatitis entwickeln kann (YYoshida et al.,
1995).

I1. Die toxisch- metabolische Theorie sieht die schadigende Wirkung direkt
durch die Alkohol-Metaboliten, Fettsdureethylester und Acetaldehyd, die durch
Lipidablagerungen und Membranveranderungen unmittelbar die Azini schadigen

und somit eine Entziindungskaskade im Pankreas auslésen (Bordalo et al., 1977).

I1l. Nach der Gangobstruktions Theorie von Sarles liegt die Ursache in
einer gestorten sekretorischen Funktion der Azinuszellen (Sarles, 1986).
Langjéhriger Alkoholmissbrauch fuhrt zu einer Abnahme der pankreatischen
Bikarbonat- und Wassersekretion und gleichzeitig zu einer Zunahme der Protein
und Kalziumkonzentration. Die Verdnderungen erhéhen die Viskositat des
Pankreassekrets, wodurch es zu Proteinablagerungen (Protein Plagques) in dem
Pankreasgdngen kommt, die mit der Zeit kalzifizieren und pankreatische
Gangsteine bilden. Durch Obstruktion der Gangsysteme kommt es zu Dilatation,
Gangepithelproliferation und anschlielender Azinusatrophie mit Ausbildung von
fibrotischem Ersatzgewebe (Sarles, 1986, Khokhar and Seidner, 2004, Buchler
MW, 1996).

IV. Kloppel et al. formuliert die Nekrose-Fibrose-Theorie als Ursache der
CP durch rezidivierende Schilbe akuter Pankreatiden. Durch intraparenchymale

Proteasenaktivierung und damit assoziierte Leukozyteninfiltrationen resultieren
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fokale Pankreasgewebsnekrosen. Das nekrotische Gewebe wird durch
Bindegewebe ersetzt und die anschlieBende Fibrosierung fuhrt zur Narbenbildung
mit Gangstrikturen (Kloppel and Maillet, 1992).

V. Die sogenannte SAPE-Theorie (,,Sentinel acute pancreatitis event®)
beschreibt als initiales Ereignis eine schwere akute Pankreatitis (Whitcomb et al.,
1996). Die Auswirkungen sind so schwerwiegend, dass Leukozyten rekrutiert
werden, pro- und anti-inflammatorische Zytokine sezernieren und pankreatische
Sternzellen (PSC, pancreatic stellate celles) zur Kollagensynthese aktiviert
werden. Das anhaltende Entziindungsgeschehen flhrt letztendlich zur Ausbildung

einer chronischen Pankreatitis (Whitcomb et al., 1996).

2.2 Therapeutische Ansatze
2.2.1 Therapie der akuten Pankreatitis

Die Behandlung der akuten Pankreatitis erfolgt rein symptomatisch. S&mtliche
Ansatze zur kausalen oder spezifischen Therapie der akuten Pankreatitis sind
bislang fehlgeschlagen. Grundlage jeder konservativen Therapie ist die initiale
Nahrungskarenz. In schwereren Féllen ist die Platzierung einer Magensonde zur
Ableitung der Sekrete des oberen Verdauungstraktes und Aufrechterhaltung der
enteralen Erndhrung notwendig. Bei der akuten Pankreatitis kommt es
peripankreatisch und retroperitoneal zu Odembildung, wodurch der Patient pro
Tag 2 bis 10 Liter Flussigkeit verlieren kann, welche denn entsprechend ersetzt
werden mussen. Infusionstherapie mit  kristalloiden  Losungen, evitl.
Plasmaersatzstoffe werden empfohlen (Solanki and Barreto, 2011). Wichtig ist die
Schmerztherapie, da eine akute Pankreatitis mit erheblichen Schmerzen
verbunden ist. Dies wird in der Regel durch i.v Gabe von Opiaten versucht. In der
Regel wird eine kontrollierte Periduralanasthesie notwendig um die extremen

Schmerzen zu lindern (Pezzilli et al., 2010).
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2.2.2 Therapie der chronische Pankreatitis

Die einzige Therapie, die auch eine Linderung der Schmerzen bewirkt, ist das
strikte Alkoholverbot mit Pankreasschonkost. Einzelne Studien konnten auch eine
Schmerzlinderung durch die Gabe von Pankreasenzymen nachweisen. Die
Wirkung wird auf einen sekretionshemmenden Feedback-Mechanismus
zuriickgefuhrt ~ (Dominguez-Munoz, 2011). Als  Schmerz-therapeutische
MaRnahmen werden zentral wirkende Analgetika eingesetzt (Braganza et al.,
2011).

Chirurgisch operative Eingriffe konnen bei einem Grof3teil der Patienten mit
schmerzhafter chronischer Pankreatitis zu nachhaltiger Schmerzfreiheit fuhren
und sind endoskopischen Verfahren Uberlegen. Bei der klassischen
Pankreaskopfresektion nach Kausch-Whipple wird der Pankreaskopf, das
Duodenum, der distale Gallengang inklusive der Gallenblase sowie ein Drittel des
Magens entfernt. Die Rekonstruktion des Gallenganges erfolgt tber eine sog.
Hepatikojejunostomie (biliodigestive Anastomose), das Restpankreas wird Uber
eine Pankreatikojejunostomie, der Magen (ber eine Gastrojejunostomie
rekonstruiert. Diese Operation wird bei Tumorerkrankungen des Pankreaskopfes
sowie bei der chronischen Pankreatitis angewendet (Traverso and Longmire,
1978, Friess et al., 2002).

Aufgrund von relativ hohen postoperativen Raten von gastrointestinalen
Beschwerden und Diabetes Mellitus wurde die klassische Kausch-Whipple
Operation heute weitgehend durch die pyloruserhaltende Pankreaskopfresektion
abgeldst, welche 1978 von Traverso und Longmire eingefiihrt wurde (Traverso
and Longmire, 1978). Der Unterschied zur klassischen Pankreaskopfresektion
besteht darin, dass auf die teilweise Entfernung des Magens verzichtet werden
kann. Hierbei ist die physiologische Magenentleerung durch den Erhalt der
Magenpfortnerfunktion erhalten. Dieses Operationsverfahren hat sich in den
letzten Jahren als gleichwertiges Resektionsverfahren neben der klassischen
Pankreaskopfresektion nach Kausch-Whipple etabliert. Die pyloruserhaltende
Pankreaskopfresektion wird bei Tumorerkrankungen des

Bauchspeicheldriisenkopfes und bei der chronischen Pankreatitis durchgefihrt.
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Die duodenumerhaltenden Pankreaskopfresektionen werden nur bei gutartigen
Raumforderungen und bei der chronischen Pankreatitis durchgefihrt. Hierbei
wird der Kopf der Bauchspeicheldrise unter Erhalt des Duodenums entfernt.
Durch den Verzicht auf die Entfernung des Duodenums kann von der Neuanlage
einer Verbindung der Bauchspeicheldriise mit dem Diinndarm abgesehen werden
und somit die physiologische Darmpassage beibehalten werden (Beger et al.,
1990, Muller et al., 1997).

Kommt es im Rahmen einer chronischen Pankreatitis zur Ausbildung von Zysten
(Pankreaspseudozysten), kann eine Drainage dieser Pseudozysten noétig werden,
wenn die Zysten durch ihre GroRe die Nahrungspassage behindern. Diese
Operation wird als Zystojejunostomie bezeichnet. Dabei wird die Zyste
chirurgisch erdffnet und eine Diinndarmschlinge auf die erdffnete Zystenwand
genaht. Nach der Durchflihrung dieser Operation wird die Zystenflissigkeit somit

kontinuierlich in den Diinndarm drainiert.

Die Hauptindikation fur die Einlage eines Stents in den Gallen- und/oder
Pankreasgang sind Gangstenosen. Stenosen sowohl des Pankreas als auch des
intrapankreatischen Gallenganges entstehen durch die zunehmende Fibrose des
Gewebes und sind bei kalzifizierenden Verlaufsformen besonders ausgepragt. Ihr
Auftreten ist eng mit der Schmerzsymptomatik der Patienten verbunden. Aus
groRen randomisiert kontrollierten Studien wissen wir heute jedoch, dass die
chirurgische Therapie der chronischen Pankreatitis effektiver und nachhaltiger als
die endoskopische Therapie ist. Aus diesem Grunde muss die chirurgische
Therapie bei der komplizierten chronischen Pankreatitis heute als Standarttherapie

angesehen werden.

2.3 Pankreatitis beim Kleintier

Erkrankungen des exokrinen Pankreas sind haufig. In einer retrospektiven Studie
von Hanichen & Minkus (1990) zur Pathologie der Erkrankung des exokrinen
Pankreas wurden beim Hund insgesamt 9.342 Pankreata untersucht. Bei 1,73%
wurden Verdnderungen festgestellt, die als nosologisch bedeutsam eingestuft
wurden. Pankreatitis war die haufigste Veranderung (1,03%), gefolgt vom

Pankreaskarzinom (0,43%). Das Vorliegen von Pankreasatrophien (0,21%) deutet
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auf eine Pankreatitis hin, erlaubt aber keine definitive Diagnose (Hanichen T,
1990). In der gleichen Studie wurden 6.504 feline Pankreata untersucht. Hierbei
zeigten 1,3% aller Katzenpankreata bedeutsame Veranderungen. Pankreatitis war
auch diesmal mit 0,6% die haufigste Veranderung, gefolgt vom Pankreaskarzinom
mit 0,4%. Die Daten sind allerdings teilweise widersprichlich zu klinischen
Beobachtungen, in denen Pankreaskarzinome weit weniger héufig diagnostiziert
werden als Pankreasatrophien (Suter P. F, 2006 Georg Theime Verlag, Nelson R.
W., 2006, Elsevier,Urban&Fischer Verlag).

2.3.1 Atiologie

Die Atiologie der Pankreatitis bleibt beim Kleintier meist ungeklart. Als
Risikofaktoren, die haufiger beim Hund als bei der Katze vorkommen, gelten
fettreiche Mahlzeiten, lokale Durchblutungsstérungen (wéhrend Anésthesie oder
Schock), Hyperkalzadmie, Traumata (Verkehrsunfélle) und die Einnahme einiger
Medikamente (Cholinesteraseinhibitoren, Kalzium, Ostrogene, Salizylate,
Thiaziddiuretika, Vinkaalkaloide). Weitere Faktoren sind Obstruktionen des
Driisenabflusses durch den Pankreasegel Opisthorchis felineus, durch
Adenokarzinome oder als Komplikation nach einer Resektion des proximalen
Duodenums. Bei der Katze kdnnen aulRerdem Cholangitis und Infektionen mit
Toxoplasmose oder FIP (Feline-Infektidse-Peritonitis) atiologisch in Betracht

gezogen werden (Nelson R. W., 2006, Elsevier,Urban&Fischer Verlag).

2.3.2 Symptome

Die Klinischen Symptome variieren je nach Schweregrad der Erkrankung. Hunde
und Katzen zeigen meist unspezifische Symptome, die eine Diagnose erschweren.
Bei leicht erkrankten Patienten sind Anorexie, Depression, Polyphagie,
Erbrechen, schmerzhaftes Abdomen die am meisten beschriebenen Symptome.
Bei hochgradig erkrankten Tieren werden schweres akutes Erbrechen,
h&morrhagische Diarrhd und Schock mit Todesfolge beobachtet (Nelson R. W.,
2006, Elsevier,Urban&Fischer Verlag, Suter P. F, 2006 Georg Theime Verlag,
Horzinek M.C. , 2005 Gerog Thieme Verlag, Steiner, 2006). In einer Studie von
70 Hunden mit schwerwiegender akuter Pankreatitis berichtet Hess et al. Uber
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Anorexie zu 91%, Vomitus 90% , Schwéche 79%, abdominale Schmerzen 58%,
Dehydratation 46% und Diarrhd bei 33% (Hess et al., 1998). Abdominale
Schmerzen gelten in der Humanmedizin als absolutes Leitsymptom, aufgrund
fehlender spezifischen Studien zum Schmerzverhalten beim Kleintier, mussten
nach Steiner weitaus mehr Tiere als beschrieben an Schmerzen leiden (Abb.1)
(Steiner, 2006). Durch die hdaufig unspezifischen Symptome, sollten seiner
Meinung nach Vomitus, Anorexie und abdominaler Schmerz beim Hund als

Hauptsymptome betrachtet werden (Steiner, 2006).

Abbildung 1: Hund mit Pankreatitis, (A) typische kyphotische Haltung durch Schmerzen im
kranialen Abdomen und Angstverhalten durch Schwanzklemmen, (B) Die flir eine Pankreatitis
typische Gebetshaltung ,,praying position* bei starkem abdominalen Schmerz.

(Foto: Tom D’Haese, Tierarztpraxis Dr. Stampa)

Die Symptomatik der akuten Pankreatitis, wie sie beim Hund beschrieben wird,
ist bei der Katze selten. Bei Katzen verlduft eine Pankreatitis meistens
subklinisch (Nelson R. W., 2006, Elsevier,Urban&Fischer Verlag). Nach einer
Studie von Hill et al , wurden bei etwa einem Drittel der Katzen, bei denen eine
nekrotisierende akute Pankreatitis nachgewiesen wurde, histopathologische
Hinweise auf eine chronische Pankreatitis festgestellt (Hill and Van Winkle,
1993). Aufgrund der anatomischen Beziehung zwischen Pankreas und Leber bei
der Katze und oft beschriebenen gemeinsamen Auftretens von Cholangitis, 1BD
(Inflammatory-Bowel-Disease) und Pankreatitis, wird die Pankreatitis nur selten
als Einzelerkrankung diagnostiziert. (Nelson R. W., 2006,
Elsevier,Urban&Fischer Verlag).
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2.3.3 Diagnose

Der erste diagnostische Schritt bei Hund und Katze sind Rontgenaufnahmen des
Abdomens, gefolgt von Einleitung der Laboruntersuchungen. Es gibt keine
pathognomonischen, radiologischen Anzeichen fur eine Pankreatitis, aber
Befunde die auf eine lokalisierte Peritonitis hinweisen erharten den VVerdacht einer
akuten Pankreatitis. Haufig beobachtete Laborveranderungen, die allerdings keine
definitive Diagnose erlauben sind Leukozytose, Leberenzymerhdhung,
Hyperglykamie, Hypokalzdmie und Hypercholesteroldamie. Erhohte Serum
Amylase und Lipase Aktivitdt galt lange Zeit als spezifisch, neuere Studien
zeigten aber, das 50% aller Hunde mit erhéhten Amylase und Lipase Werten
keine Pankreatitis hatten (Steiner, 2006). Neue Tests, mit spezifischen
Antikorpern nur gegen die Pankreaslipase, wie canine Pancreatic Lipase
Immunoreactivity (cPLI) bzw. feline Pancreatic Lipase Immunoreactivity (fPLI)
gelten als hoch spezifisch fir eine akute Pankreatitis bei Hund und Katze
(Simpson et al., 1991, Steiner, 2006, Forman et al., 2004). Die
Ultraschalluntersuchung ist beim Hund oft aussagekraftig. Hypoechogenitat in der
Pankreasregion und peripankreatischen Gegend, erweiterter Gallengang und
lokaler Abdominalerguss (Aszites) gilt als spezifischer Nachweis einer akuten
Pankreatitis. Die Sensitivitat der Ultraschalluntersuchung bei Katzen ist sehr
gering. Durch eine diagnostische Laparotomie mit Biopsieentnahme, ist bei der
Katze eine sichere Diagnose moglich (Suter P. F, 2006 Georg Theime Verlag,
Nelson R. W., 2006, Elsevier,Urban&Fischer Verlag, Horzinek M.C. , 2005
Gerog Thieme Verlag, Steiner, 2006).

2.3.4 Therapie & Prognose

Eine akute Pankreatitis ist eine potentiell lebensbedrohliche Krankheit. Die
klassische symptomatische Therapie umfasst eine aggressive intravendse
Flussigkeitstherapie, oralen Futter- und Wasserentzug und analgetische
Medikation (Fentanylpflaster). Die Dehydratation wird durch eine bilanzierte
Elektrolytlosung in ausreichender Menge ausgeglichen. Jegliche orale
Verabreichung sollte strikt vermieden werden. Wenn moglich wird auch der
Anblick und Geruch von Futter vermieden, denn bereits dadurch wird eine

pankreatische Sekretion hervorgerufen. Nach einigen Tagen des Fastens kénnen
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kleine Portionen mit dulRerst fettarmer Diat angeboten werden. Katzen sollten
nicht fasten, da die Gefahr der hepatischen Lipidose zu grof} ist. Anorektischen
Katzen muss eine Nasenschlund-, Osephagus- oder Magensonde gelegt werden
(Nelson R. W., 2006, Elsevier,Urban&Fischer Verlag).

In schwereren Féllen sollte ein Breitspektrumantibiotikum parenteral verabreicht
werden, um einer Infektion vorzubeugen (Nelson R. W., 2006,
Elsevier,Urban&Fischer Verlag). Bei persistierendem Erbrechen koénnen
zentralwirksame Antiemetika zum Einsatz kommen. Wenn nach sieben Tagen
keine Besserung eintritt, der Verdacht eines Pankreasabzess, einer Neoplasie oder
Obstruktion des Gallengangs besteht, muss chirurgisch eingegriffen werden. Eine
rezidivierende oder chronische Pankreatitis wird durch ein striktes
Futterungsmanagement  therapiert.  Hierbei ist eine fettarme  und
kohlenhydratreiche Di&t mit mittlerem Proteingehalt lebenslang notwendig. Bei
Hund und Katze mit gesicherter Diagnose einer chronischen Pankreatitis ist die
Substitution von Pankreasenzymen mdoglich. Wenn eine ausgepragte exokrine
oder endokrine Insuffizienz vorliegt, ist die Gabe von Insulin und
Pankreasenzymen indiziert (Nelson R. W., 2006, Elsevier,Urban&Fischer Verlag,
Suter P. F, 2006 Georg Theime Verlag).

Die Prognose hangt vor allem vom Schweregrad der extrapankreatischen
Komplikationen ab. Patienten, bei denen es zu systemischen Komplikationen wie
disseminierter intravasaler Gerinnung und/oder zum Multiorganversagen kommt,
haben eine infauste Prognose. Bei milden Verlaufsformen ist die Prognose giinstig
(Suter P. F, 2006 Georg Theime Verlag).

2.4 Fractalkin

Chemokine sind eine Gruppe von kleinen Signalproteinen, die bei
inflammatorischen Vorgangen eine Chemotaxis bei Immunzellen auslésen
(Zlotnik and Yoshie, 2000). Der Begriff Chemokine ist eine Kurzform fir
chemotaktische Zytokine, und bezieht sich auf ihre chemotaktische Wirkung auf
Immunzellen. Chemokine werden aufgrund der Anordnung ihrer Cysteinreste
allgemein in vier Gruppen (C,CC,CXC,CX3C) eingeteilt (Zlotnik and Yoshie,
2000). Bei der vierten Gruppe, der CX3C Gruppe, gibt es nur einen einzigen
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Vertreter, das Fractalkin. Dieses wurde von Bazan erstmals sequenziert und
Kloniert (Bazan et al., 1997). Das Chemokin Fractalkin ist in verschiedener
Hinsicht ungewohnlich. Es kann membranstdndig oder in Idslicher Form
vorkommen (Bazan et al.,, 1997). Die membrangebundene Form steigert bei
Endothelzellen die Adhésion an das Endothel und die transendotheliale Migration
von Lymphozyten, die den Rezeptor CX3CR1 exprimieren und wirkt dabei als
Adhasionsmolekuil. Das losliche Fractalkin agiert wie ein chemischer Lockstoff,
der die Migration und Extravasation von zytotoxischen Lymphozyten und
Makrophagen in entzindetes Gewebe induziert (Imai et al., 1997) (Abb.3).
Fractalkin bindet selektiv an seinen hochspezifischen G-protein-gekoppelten
Rezeptor CX3CR1 (Abb.2).
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Abbildung 2: Schematische Darstellung der Signaltransduktion in spinaler Microglia nach
Nervenstimulation modifiziert von (Ji and Suter, 2007). Nach Fractalkin-CX3CR1 Interaktion
wird p38-MAPK aktiviert (A). Durch diese Aktivierung resultieren gesteigerte Expressionen von
Transkriptionsfaktoren (NF-kB, ATF-2) (B) wodurch wiederum inflammatorische Mediatoren
und Wachstumsfaktoren ( IL-1p, IL-6, TNFa, COX, iNOS, BDNF) sezerniert werden (C) und die
Membran-Rezeptor Expression erhdhen (CD11b, TLR-4, P2x4, CB2, CX3CR1) (D). AuBerdem
induziert p38-MAPK die Freisetzung von PGE2 und IL-1B durch schnelle posttranslationale
Regulation (E). Die Freisetzung dieser Mediatoren sensibilisiert nociceptive Hinterhorn-Neuronen
und fiihren zu persistierender Schmerz Hypersensibilisierung (F).

Der Fractalkin-Rezeptor kommt auf zytotoxischen T-Killerzellen, T-Zellen,
Makrophagen, Microglia im Hinterhorn des Riickenmarks, glialen Sattelitenzellen
der Spinalganglien und auf glatter Gefalmuskulatur vor (Imai et al., 1997).
Fractalkin ist neben CCL2 das einzige Chemokin, das von spinalen Neuronen und

sensorischen Afferenzen exprimiert wird (Hughes et al., 2002, Verge et al., 2004).
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Abbildung 3: Schematische Darstellung der Fractalkin vermittelten Chemotaxis von Leukozyten,
modifiziert von (Jones et al., 2010). Das membrangebundene Fraktalkin steigert bei
Endothelzellen die Adhésion von Leukozyten, die den Rezeptor CX3CR1 exprimieren (1). Die
Interaktion zwischen Fractalkin und CX3CR1 verstarkt die Integrinaffinitat, wodurch eine festere
Adhésion entsteht (2) und die transendotheliale Migration in das entziindete Gewebe ermdglicht

@)

2.4.1 Fractalkin im Krankheitsprozess

Bei Verletzungen und Entziindungen Gbernehmen Chemokine eine zentrale Rolle
bei der Rekrutierung, Adhdsion und Migration von Entziindungszellen. Erst in
jungster Literatur wird Fractalkin mit der Pathogenese wvon chronischer
Pankreatitis (Ceyhan et al., 2009b, Yasuda et al., 2008), Arteriosklerose (Yang et
al., 2007), rheumatischer Arthritis (Blaschke et al., 2003, Blaschke and Muller,
2008), Glomerulonephritis (Segerer et al., 2002, Inoue et al., 2005), Asthma
allergica (Bisset and Schmid-Grendelmeier, 2005), Morbus Crohn (Brand et al.,
2006) und neuropathischen Schmerzen (Zhuang et al., 2007, Lindia et al., 2005,
Verge et al., 2004, Holmes et al., 2008) in Zusammenhang gebracht (Abb. 4).

In einigen Studien wurde gezeigt, dass Fractalkin ein wichtiger Mediator flr die
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Leukozyten-Akkumulation und die Wanderung von Zellen der glatten Muskulatur
bei der Arteriosklerose darstellt (Apostolakis et al., 2007, Lucas et al., 2003,
Saederup et al., 2008, Galkina and Ley, 2007). Combadiere und Kollegen zeigten
eine signifikant reduzierte arteriosklerotische Gefaliverdnderung bei doppel
knock-out-Mausen fur CX3CR1 und das Apolipoprotein-E (Combadiere et al.,
2003). Bei Patienten mit Angina pectoris wurden erhéhte Plasmawerte fir
Fractalkin und den Rezeptor festgestellt, die nach einer aggressiven Statin

Therapie signifikant reduziert werden konnten (Damas et al., 2005).

Eine Uberexpression von Fractalkin in Thil-Zellen in kultivierten synovialen
Fibroblasten lasst eine pro-inflammatorische Rolle in der Pathogenese von
rheumatischer Arthritis vermuten. In dieser Studie wurde eine Expression von
Fractalkin besonders in CD68" synovialen Makrophagen, CD1a" dendritische
Zellen und im geringeren MaRe in CD4" und CD8" T-Zellen nachgewiesen.
Aullerdem wurde der Fractalkin Rezeptor in synovialen Makrophagen,
dendritischen Zellen, CD3" T-Zellen und synovialen Fibroblasten festgestellt
(Blaschke and Muller, 2008).

Nephropathie: _ ‘ Ateriosklerose:
«Ischimisches Akute ¢ Leukocyten

Nierenversagen & Akkumulation
Glomerulonephritis || durch « Glattmuskel-Zell-
CX3CR1 Antikérper Blockade Wanderung in aterio-

sklerotisch Verdnderten
Regionen
Rheumatische Arthritis: Morbus Crohn:
, _ «IL-8-induzierte Fractalkinin
sFractalkin Expressionin Thi-Zellen R .
Asthma allergica : Crohn’s Mucosa
« CD4+ T Zellen in die
LungeT

« Serum Fractalkin T

Abbildung 4: Multiple Rolle des Fractalkin im Krankheitsprozess.

Oh und Kollegen berichteten kiirzlich tiber eine Fractalkin Uberexpression im
renalen Endothel und von protektiven Effekten durch den Abbau von
Markrophagen bei ischamischen akuten Nierenversagen in Mausen (Oh et al.,
2008). Durch CX3CR1 Antikorper Blockade konnte eine Reduzierung der
Makrophagen-Infiltration in die ischamischen Areale und eine verminderte renale
Fibrose erzielt werden (Furuichi et al., 2006). Die Untersuchung der infiltrierten

Leukozyten bei einer Glomerulonephritis oder anderen Nephropathien ergab, dass
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die Uberwiegende Anzahl an Entziindungszellen CX3CR1 exprimieren (Segerer et
al., 2002).

Chemokine beeinflussen entscheidend die Rekrutierung von CD4" T-Zellen in das
Lungengewebe bei Asthma allergica (Bisset and Schmid-Grendelmeier, 2005). In
Patienten mit Asthma allergica und Patienten mit Rhinitis wurden erhéhte 16sliche
Fractalkin-Konzentrationen im peripheren Blut nachgewiesen. Der Fractalkin

Rezeptor war in CD4" T-Zellen hochreguliert (Rimaniol et al., 2003).

In Patienten mit Morbus Crohn wurde ein signifikanter Anstieg der mRNA fur
Fractalkin im entziindeten Bereich der Mucosa festgestellt. Die Expression wurde
hoch reguliert durch pro-infammatorische Zytokine, vor allen 1L-8 (Brand et al.,
2006).

2.4.2 Fractalkin und Schmerzen

Erste Studien zeigten eine deutliche Fractalkin- und Rezeptor-Expression im
Nervensystem und vor allem in der Mikroglia. Aufgrund der nachgewiesenen
Rolle der Mikroglia in der Schmerzentstehung wurde tber eine mogliche Rolle
von Fractalkin bei der Neuro-Microglia Kommunikation spekuliert (Nishiyori et
al., 1998). Durch Stimulation von sensorischen Afferenzen und
Rickenmarksneuronen, wird das membranstandige Fractalkin abgespalten und
wird so als l6sliches Chemokin freigesetzt (Milligan et al., 2004). In einigen
Experimenten zu neuropathischem Schmerz konnte gezeigt werden, dass eine
Fractalkin Freisetzung von Hinterhornganglien (DRG) mit einer CX3CR1
Uberexpression in der spinalen Mikroglia und nachfolgendem neuropathischen
Schmerzverhalten korreliert (Abb.5) (Lindia et al., 2005, Verge et al., 2004,
Cardona et al., 2006). Bei Injektionen von Fractalkin in die periaqueductale Graue
Substanz vom Gehirn, konnte ein pro-nociceptiver Effekt beobachtet werden
(Chen et al., 2007). Die durch Fractalkin erhthte Schmerzwahrnehmung wird
wahrscheinlich durch in der Microglia freigesetzte p38-MAPK vermittelt, ein
Faktor der bekannterweise neuropathischen Schmerz induziert (Zhuang et al.,
2007). Diese Ergebnisse konnten die zentrale Rolle der Fractalkin/CX3CR1-
Achse fiir die neurogliale Kommunikation bei nociceptiven Prozessen bestétigen
(Lindia et al., 2005, Verge et al., 2004, Zhuang et al., 2007, Sun et al., 2007).

Durch neutralisierende Antikorper gegen CX3CR1 konnte eine deutliche
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Schmerzreduktion in experimentellen neuropathischen Tiermodellen gezeigt
werden (Milligan et al., 2004, Sun et al., 2007, Johnston et al., 2004).

Fractalkin und

Schmerz
Cerebrale pro-Algesie: M
== == SN,
Injektion von Fractalkin in die A /
periaqueductale Graue Substanz i~
ist pro-nociceptiv Schmerz T T 1 .\
NN~

Erhohte Neurogliale
Komunikation:
1711 CX3CR1 in Spinalen
Microglia via Fractalkin

Freisetzung durch DRG
Neuronen

Spinale pro-Algesie:

Intrathecal Fractalkin-Gabe induziert
mechanische Allodynie und thermale
Hyperalgesie

Periphere anti-Algesie: Spinale pro-Algesie:
« Intraneurale Injektion von «Spinale Neurone sezernieren
Fractalkine Fractalkine

neuropatische Schmerzen || « Fractalkine binden an CX3CR1

* CX3CR1/- Mduse zeigen Allodynie Rezeptor der Microglia
neuropathischer Schmerz T 1 1

Abbildung 5: Beteiligung von Fractalkin und CX3CR1 im zentralen und peripheren
neuropathischen Schmerzmechanismus, modifiziert von (Fischer and Waxman, 2010).

Im Gegensatz dazu, fuhrten intraneurale Injektionen von Fractalkin in den Nervus
ischiadicus zu einer Reduzierung der mit neuropathischen Schmerz verbundenen
Verhaltensweisen bei Mausen. Im gleichen Versuch zeigten CX3CR1”" knock-
out-Mause ausgepragte Allodynie (Holmes et al., 2008).

Diese widerspruchlichen Ergebnisse zwischen zentral pro-algetischer und peripher
anti-algetischer Wirkung sind bis heute nicht vollstandig verstanden, zeigen
jedoch die deutliche schmerzmodulierende Eigenschaft der Fractalkin/CX3CR1-
Achse (D'Haese et al., 2010).

2.4.3 Fractalkin und Pankreatitis

Pankreatitis ist histopathologisch durch Lymphozyten und Makrophagen
Immigration, Fibrose  und  perineuronale  Entziindungszellinfiltration

(pankreatische Neuritis) gekennzeichnet. Charakteristisch fur die chronische
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Pankreatitis sind vor allem neuroplastische Phanomene, die letztlich zu
Verénderungen in der Nervenmorphologie fiihren und eine spezifische
pankreatische Neuropathie erzeugen (Ceyhan et al., 2009a, Drewes et al., 2008,
Ceyhan et al., 2010, Demir et al., 2010). Diese besteht charakteristischerweise aus
einer schwerwiegenden pankreatischen Neuritis, begleitet mit einer neuronalen
Hypertrophie und einer deutlichen Steigerung der neuralen Dichte.(Ceyhan et al.,
2009a).

Pankreatischer
Neuropathischer
Schmerz

Neurale
Hypertrophy

CHRONISCHE
PANKREATITIS

Abbildung 6: Einfluss von Fraktalkin und CX3CR1 in der chronischen Pankreatitis, modifiziert
von D'Haese et al. Fraktalkin und CX3CR1 wird mit verschiedenen histopathologischen
Phanomenen der chronischen Pankreatitis in Zusammenhang gebracht. Erhohte Fraktalkin
expressionen in CP-Gewebe korreliert mit dem Schweregrad der pankreatischen Neuritis, Fibrose
und Schmerzempfinden.
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Neuste Forschungsergebnisse der Arbeitsgruppe von Guralp Ceyhan und
Kollegen zeigten, dass der Schweregrad aller histopathologischen Phanomene der
Pankreatitis mit der Fractalkin-Expression stark korreliert (Abb.6). Die
Basisexpression wurde fir Fractalkin und Rezeptor in Gewebeproben aus
gesundem Pankreata ermittelt. In Patienten mit chronischer Pankreatitis konnten
im Pankreasgewebe signifikant hdhere mRNA- und Proteinkonzentrationen durch
Analyse mit qRT-PCR und Western Blot festgestellt werden. Bemerkenswert war
zudem die signifikante Korrelation von Fractalkin und Rezeptor zu den
Schmerzen bei Patienten mit chronischer Pankreatitis (Ceyhan et al., 2009b). Je
schwerwiegender die pankreatische Neuritis, die neuronale Dichte und
Hypertrophie, desto unertréglicher beschrieben die Patienten ihre Schmerzen
(Ceyhan et al., 2009b, Ceyhan et al., 2009a, Ceyhan et al., 2010).

Das Verstandnis der pankreatischen Fibrose wurde maligeblich durch die
Isolierung und Charakterisierung der pankreatischen Stern-Zellen (PSCs)
beeinflusst. Sternzellen haben eine Schlisselfunktion in der Fibrogenese (Apte et
al., 1998, Bachem et al., 1998). Sie sind ortsgebundene Zellen des Pankreas und
auf der basolateralen Seite der Azinus-Zelle lokalisiert. Durch entziindliche
Prozesse werden PSCs durch einwandernde Entzundungszellen aktiviert und
transformieren zu Zellen mit einem Myofibroblasten-dhnlichen Phanotyp, die wie
glatte Muskulatur a-Aktin (a-SMA) exprimieren (Vonlaufen et al., 2008). Diese
aktivierten PSC produzieren und sezernieren extrazellulére Proteine wie Kollagen
1 und 2, Fibronectin, Laminin und pro-inflammatorische Chemokine (Omary et
al., 2007, Kloppel et al., 2004). Im Speziellen gelten die Chemokine CCL2
(formerly monocyte chemoattractant protein-1, MCP1) und Fractalkin als Fibrose-
bildende Faktoren (Koziolek et al., 2007, Wasmuth et al., 2008). Studien zeigten
eine signifikante Uberexpression von CX3CR1 in Nieren- und Leberfibrose
(Wasmuth et al., 2008, Koziolek et al., 2007). Auflerdem wurde von einer
gesteigerten Zellmotilitdt in human renalen Fibroblasten durch Fractalkin
berichtet (Koziolek et al., 2007).

Die Literaturrecherche verdeutlicht die multiple Funktion des Chemokins
Fractalkin und Rezeptor im Krankheitsprozess. Im Versuchsvorhaben soll nun die
Frage beantwortet werden, welchen genauen Einfluss das Fractalkin und sein
Rezeptor CX3CR1 auf die Entziindungsreaktionen, die Fibrogenese und die

Schmerzentstehung bei der akuten und chronischen Pankreatitis hat.
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3 Material und Methoden

3.1 Materialien

3.1.1 Apparaturen

Trockenschrank

Waage

Vortexer

Magnetrihrstab

Kamera

Mikroskop

Stereomikroskop

Microtom
Scanner
Open- Field- Box

Film Kamera

Zentrifuge

Thermomixer

Western Blotting Kammer

Netzgerat

UNB 400 Memmert GmbH + CoKG (Schwabach,
GER)

Analytic AC 210 S, Sartorius (UIm, GER)

IKA Works, INC., MS 1 Minishaker, (Wimington,
USA)

MSI-Minishaker, Num: 03014906, IKAWorks, Inc.
(Wilmington, USA)

Leica MPS 60, (Wetzlar, GER)

OlympusIX50Inverse-Microscope, (Hamburg, GER)
Zeiss Axioplan 2, (Oberkochen, GER)

Olympus SZX7, (Hamburg, GER)

Leica JUNG RM2055, (Solms, GER)
Nikon LS-5000 ED, (Zirich, CH)
Eigenbau

Logitech QuickCam Communicate MP, (Morges,
CH)

5415 R, Eppendorf, (Wesseling-Berzdorf, GER)

Comfort 1,5ml, Eppendorf, (Wesseling-Berzdorf,
GER)

Biometra, (Gottingen, GER)

Power Pack 25, Biometra, (Gottingen, GER)
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Roll-Mixer

ELISA-Reader

Gewebeaufschluss
Gewebeinfiltrationsautomat

Reinstwasser

Sputter Anlage

REM

TEM

Von-Frey-Filamente

3.1.2 Verbrauchsmaterial

Filterpapier

PVDF Transfer-Membran
Rontgenfilm
Reagenzrohrchen

Pipetten

Insulinspritzen

3.1.3 Chemikalien

Stuart Roller-SRT9, (Shaffordshire, UK)

VersaMax Elisa Microplate Reader, Molecular

Devices, (Sunnyvale, USA)
TissueLyser LT, Quiagen, (Hilden GER)
Leica ASP 200 S, (Solms, GER)

Milli-Q-Reference-Reinstwassersystem, Merck-
Millipore GmbH (Schwalbach,GER)

SL 9496, Balzers Union, (Lichtenstein, GER)

Raster-Elektronen-Mikroskop, Leo  1455VPSE,
(Oberkochen, GER)

Transmissions- Elektonen-Mikroskop, Zeiss EM
902A, (Oberkochen, GER)

EB-Instruments, (ST Petersburg, USA)

Whatman International Ltd., (Maidstone,
UK)

Millipore, Billerica, (Massachusetts, USA)
Fuji Medical X-Ray Film, (Dusseldorf, GER)
Falcon-Rohrchen, Ratiolab, (Dreieich, GER)

Eppendorf Pipetten Ratiolab, (Dreieich,
GER)

BD Micro fine, (Heidelberg, GER)

e DAKO Envision system, DAKO fir Kaninchen und Maus (Hamburg,
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GER)

Bouin’s solution, Sigma Life Science, (St. Louis, USA)
Eosin, Merck (Darmstadt, GER)

Hematoxylin, Merck (Darmstadt, GER)

Methanol, Carl Roth GmbH (Karlsruhe, GER)

Normal goat serum, KPL (Gaithersburg, Maryland, USA)
Roticlear, Carl Roth GmbH (Karlsruhe, GER)

Tris, Carl Roth GmbH, (Karlsruhe, GER)

NaCl, Carl Roth GmbH, (Karlsruhe, GER)

HCI, Carl Roth GmbH, (Karlsruhe, GER)

TEMED, Carl Roth GmbH, (Karlsruhe, GER)

Rotiphorese Gel 30, Carl Roth GmbH, (Karlsruhe, GER)
Paraformaldehyd 8%, Carl Roth GmbH, (Karlsruhe, GER)
Phosphorwolframsdure, Carl Roth GmbH, (Karlsruhe, GER)
Phosphormolybdansédure, Carl Roth GmbH, (Karlsruhe, GER)
Titrisplex 3 R ,Merck, (Darmstadt, GER)

Ethanol, Merck, (Darmstadt, GER)

Methanol, Merck, (Darmstadt, GER)

Milchpulver, Carl Roth GmbH, (Karlsruhe, GER)

Tween 20, Carl Roth GmbH, (Karlsruhe, GER)

ECL Western Blotting Detection Reagent, GE  Healthcare,
(Buckinghamshire, UK)

Caerulein, Sulfated, Synthetic, Sigma Life Science, (St. Louis, USA)
Roti®-Mount, Carl Roth GmbH, (Karlsruhe, GER)

Losungen: Zusammensetzung:

RIPA fiir 200 ml 50 mM Tris-HCI (pH 7,5)

150 mM NaCl, 1mM Na,EDTA
1% NP-40
1% sodium deoxycholate

6x LSB fiir 200 mi 35 ml Tris HCI (1M9 pH6,8

10,28 g SDS

36,2 ml Glycerol

12 mg Bromphenolblau
10 ml R-2-Mercapto
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4x Upper Tris

1,5 M (=60,8g) Tris
0,4 % (=4 g) SDS
ad 1 1H,0

Check pH 6,8

4x Lower Tris

1,5 M (=181,65 g) Tris
0,4 % (=4 g) SDS

ad 11H,0

Check pH 8,8

10 % Ammonium persulfate

100 mg Ammonium persulfate
1 ml H,0

SDS Laufpuffer (10x)

Tris 30,3 g fc: 250 mM
Gylcin 1449 fc: 1,99M
SDS 10g fc: 1%

ad 11 H,O

Anodenpuffer |

Tris 36,3 g fc: 0,3 M
Methanol 200 ml fc: 20%
ad 11 H,O

Anodenpuffer 11

Tris 3,03¢g fc: 0,025M
Methanol 200 ml fc: 20%
ad 11H,0

Kathodenpuffer

Tris 3,03g fc: 0,025 M
g-Amino-capronséure 5,24q fc:
0,04M

Methanol 200 ml fc: 20%

PBS (Phosphate buffered saline)

Natriumchlorid 137mM

Kaliumchlorid 2,7 mM
Dinatriumhydrogenphosphat 10,14 mM
Kaliumhydrogenphosphat 1,8 mM

I-Milch (in PBS) Milchpulver 5 %
Tween 20 0,1 %
11-Milch (in PBS) Milchpulver 7,5 %

Tween 20 0,1 %

PBS/Tween (in PBS)

Tween 20 0,1 %

4 % Sammelgel (10ml)

Bidest 6,2 ml
4xUT25ml
AA/BIS 1,35 ml
TEMED 20 pl
10 % APS 30 pl
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7,5 % SDS Polyacrylamidgel (40 ml) Bidest 19,6 ml

4xLT 10ml
AA/BIS 10 ml
TEMED 40 pl
10 % APS 450 pl

EDTA-L&sung Titrisplex 100g

Tris 33g
ad 1 | Bidest

Paraformaldehyd 4% Paraformaldehyd 8% 50ml

PBS 50ml

Richardson-L&sung (1%)Azur 11-Lésung 25%

(1%)Methylenblau 25%
Borax-Losung 50%

Cacodylat-Puffer Cacodylséure Natriumsalz Trihydrat 8,56 g

Aqua dest. ad 200 ml
HCI (0,1 M) damit aufph 7,2 - 7,4
einstellen

Bouin’s Losung Pikrinsaure 1500 ml

37 %iges Formalin 500 ml
Eisessig 100 ml

Phosphorwolframsaure/Phosphormolybdansaure- Phosphorwolframsaure 300ml

Ldsung

Phosphormolybdénsaure 300ml
Bides 600ml

3.1.4

3.15

Antikorper

a-SMA, monoklonale Antikdrper aus der Maus gegen Humanes
Glattmuskelactin, clonelA4, REF M0851, Lot 00041467 , Dako

HRP, Labelled Polymer, anti-Maus Antikorper, Dako

P-ERK, P-p44/42 MAPK (T202/Y204) (D13.14.4 E) xP™ Kaninchen
mAD, Lot 7, #4370 S, Cell Signaling Technology

HRP, Labelled Polymer, anti-Kaninchen Antikérper, Dako

GAPDH (6C5), monoklonaler Maus IgG, SC-32233, Lot #A1110, Santa
Cruz Biotechnologie

rCX3CR1 IgG Kaninchen Antikorper, Cat:TP501, Lot:030903, Acris
Antibodies Torrey Pines Biolabs Inc.

Versuchstiere

C57/B6/J Méuse von Charles River GmbH, (Sulzfeld, GER)
C57/B6/J CX3CR1-/- knock-out Mause (Strain B6.129P-Cx3cr1™-"J:
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Stock 005582) von JAX® Mice and Services, (Bar Harbor, Maine, USA)

3.1.6 Software

Office 2010 (Word, Excel) Microsoft

GraphPad Prism 5 GraphPad Software

ImagelJ National Institutes of Health

Imaging software Olympus analySIS software und Zeiss

KS300 Program

EM- Software Image SP, SYS-PROG

3.2 Methoden

3.2.1 Tierexperimenteller Teil

3.2.1.1 Versuchstiere

Der Tierversuch wurde von der Regierung von Oberbayern unter der
Tierversuchsnummer: 55.2-1-54-2531-04-10 genehmigt. Im Versuch wurden
mannliche 8-9 Wochen alte C57/B6/J Mause mit einem Gewicht von 20 bis 25
Gramm als Kontrollen verwendet. 8-9 Wochen alte C57/B6/J CX3CR1-/- knock-
out Mause mit einem Gewicht von 20 bis 25 Gramm stellten das
Untersuchungskollektiv dar. Die Versuchstiere wurden im Tierstall des
Universitatsklinikums Rechts der Isar (Zentrum fur Préklinische Forschung, ZPF)
bei einem 12 stiindigen Tag/Nachtrhythmus bei 24 °C gehalten. Alle Tiere hatten
stdndigen Zugang zu Futter (autoklaviertes Méausefutter Fa. Altromin) und
Wasser (autoklaviertes Trinkwasser bei zweimaligem Flaschenwechsel pro
Woche). Die Méuse wurden in Kleingruppen, drei oder vier Tiere pro Kafig
(Grundflache 16 x 37 cm), untergebracht. Die Haltung erfolgte in speziellen

einzelbelufteten Kafigen zur Haltung von Méusen (Tecniplast-1VC).
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3.2.1.2 Caerulein induziertes Pankreatitismodell

Die Zufuhr hoher Dosen des Cholezystokinin(CCK)-Analogs Caerulein, fihrt im
Tiermodell zu einer maximalen Uberstimulierung des exokrinen Pankreas und
damit zu einer akuten Pankreatitis (Lampel and Kern, 1977, Niederau et al., 1985,
Renner et al., 1983, Lerch MM, 1994). Durch exzessive neuronale Stimulation
kommt es zu Sekretionsschadigung des exokrinen Pankreas mit Anstieg der
Pankreasenzyme im Serum und Vakuolenbildung in den Azinuszellen. Eine
supramaximale Caeruleindosis fihrt innerhalb kirzester Zeit (Minuten bis
Stunden) zu einer vollstandigen Blockade der Exozytose der Zymogengranula an
der luminalen Azinuszellmembran (Krukemeyer M G 2005, Georg Thieme
Verlag, Saluja et al., 1989). Ausloser dieser Blockade ist die Aktivierung des
CCK-Rezeptors verbunden mit einer ausgepragte Fusion intrazelluldrer
Membranen und Ausbildung intrazellularer VVakuolen (Scheele et al., 1987, Adler
etal., 1979). Im weiteren Verlauf der Caerulein induzierten Pankreatitis kommt es
zu fokalen Pankreasnekrosen. Durch repetitive Applikationen von Caerulein tber
einen langeren Zeitraum wird eine chronische Pankreatitis induziert (Adler et al.,
1979, Lampel and Kern, 1977). Weder bei der Maus noch bei der Ratte werden in
diesem Untersuchungsmodell Hamorragien oder Letalitdten erzeugt. Die
repetitive intraperitoneale Applikation des Caeruleins hat sich gegeniiber der
intravendsen Gabe weitgehend durchgesetzt (Krukemeyer M G 2005, Georg
Thieme Verlag). Die intraperitoneale Injektion von Caerulein flihrt bei Méausen zu
einer schweren akuten Pankreatitis. Der Schweregrad der Erkrankung ist hoher als
bei der Ratte. Auch bei Hamstern und Hunden flhrt die supramaximale
Stimulation durch Caerulein zu einer akuten Pankreatitis (Niederau et al., 1985,
Renner et al., 1983, Lerch MM, 1994).

3.2.1.3 Induktion der akuten und chronischen Pankreatitis

AKUTE PANKREATITIS

Nach initialer Messung des nociceptiven Schmerzverhaltens (Von-Frey-
Filamenten) und Allgemeinverhalten (Open-Field-Test), wurde die akute
Pankreatitis durch intraperitoneale Injektionen von 50ug Caerulein/kg/Injektion in

100ul physiologischer Kochsalzlosung, durch 10 malige Injektionen in
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stindlichen Intervallen, ausgelost.

Die Versuchstiere des Versuchsansatzes zur akuten Pankreatitis waren in 5

Gruppen aufgeteilt:

1. WT (Wildtyp) C57/B6/J Méause: Diese Gruppe bestand aus 17 Mausen,
bei denen durch 10 repetitive Caerulein Injektionen eine akute Pankreatitis
ausgelost wurde.

2. ¢CWT (Kontrolle Wildtyp) C57/B6/J Méause: Bei diese Gruppe von 6
Tieren wurde durch 10 repetitive Injektionen von physiologischer
Kochsalzlésung keine Pankreatitis erzeugt. Diese Gruppe diente als
Kontrollgruppe (sham treatment).

3. KO (knock-out) C57/B6/J Mause CX3CR1”: Die dritte Gruppe
beinhaltete ebenfalls 17 M&use. Diese transgenen Tiere besitzen keinen
Fractalkin Rezeptor. Alle Tiere dieser Gruppe wurden vor Versuchsbeginn
durch Schwanzbioptate auf Abwesenheit des Rezeptors CX3CR1 getestet.
Auch bei dieser Gruppe wurden durch 10 repetitive Caerulein Injektionen
eine akute Pankreatitis induziert.

4. cKO (Kontrolle knock-out) C57/B6/J Mause CX3CR1”: Diese
Kontrollgruppe beinhaltete wiederum 6 Maduse. Hierbei wurde durch 10
repetitive  Injektionen von physiologischer Kochsalzlosung keine
Pankreatitis ausgelost. Durch diese Kontrollgruppe der transgenen Tiere
sollten eventuelle Unterschiede in der SchmerzduRerung und
Verhaltensbiologie sowie in der Histologie und den molekularbiologischen
Untersuchungen zu den nicht transgenen Kontrolltieren ausgeschlossen
werden.

5. AK (mit Antikérpern gegen CX3CR1 behandelt) C57/B6/J Mause: 12
Mause bekamen ebenfalls 10 Caerulein Injektionen, um eine akute
Pankreatitis hervorzurufen. Allerdings wurde eine Stunde nach der ersten
Caerulein Injektion 25ug CX3CR1 blockierender Antikdper in

therapeutischer Absicht intraperitoneal appliziert.

Im Versuch wurden 6 C57/B6/J Mause und 6 C57/B6/J CX3CR1” knock-out
Mause als Negativkontrollen mitgefuhrt. Diesen Tieren wurde 100ul
physiologische Kochsalzlésung ohne Caerulein injiziert (sham-treatment). Bei
allen Mausen wurde nach der siebten Injektion (nach 6 Stunden) die
Schmerzmessung und der Open-Field-Test wiederholt. Nach 12 Stunden und einer
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finalen Schmerzmessung und Open-Field-Testung, wurden die Tiere durch
Exsanguination in Narkose getotet (Abb.7). Alle M&use wurden direkt vor dem

Versuchsbeginn und nach den letzten VVerhaltensmessungen gewogen.

FIEFFFFFFFF
TTTTTT T T T T+

oh 1th 2h 3h 4h 5h 6h 7h 8h 9h 10h 11h 12h

f Caerulein /NaCl Injektion

Schmerzmessung (Von-Frey)
Open-Field-Test

Abbildung 7: Zeittafel; Schematische Darstellung des akuten Pankreatitis Versuchsablaufes.

CHRONISCHE PANKREATITIS

Die chronische Pankreatitis wurde durch intraperitoneale Injektionen von 50ug
Caerulein/kg/Injektion in 100ul physiologischer Kochsalzlésung, als 5 repetitive
Injektionen in stindlichen Intervallen, jeden zweiten Tag, Uber einen Zeitraum
von 8 Wochen, induziert. Die Versuchstiere des Versuchsansatzes zur
chronischen Pankreatitis kdnnen analog zum akuten Pankreatitis Versuch in 4
Gruppen (WT, cWT, KO, cKO) aufgeteilt werden. Als Kontrollen wurden
jeweils 6 (C57/B6/J und CX3CR1") Mause mit physiologischer Kochsalzldsung
mit untersucht. Allen Tieren wurde ein VVolumen von 100ul injiziert. Nach einer
initialen Schmerz- und Open-Field-Messung am Morgen des ersten Tages,
bekamen die Tiere am Nachmittag des ersten Versuchstages 5 Caerulein/NaCl
Injektionen in stundlichen Abstdnden. Der Schmerz- und Open-Field-Versuch
wurde alle 7 Tage wiederholt (Abb.8). Das Kérpergewicht der Tiere wurde alle 2
Tage (jeweils vor den Injektionen) bestimmt.
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Abbildung 8: Zeittafel; Schematische Darstellung des Versuchsablaufes fiir die chronische
Pankreatitis.

3.2.1.4 Open-Field-Test

Der Open-Field-Test ist eine weit verbreitete, standardisierte Versuchsmethode
zur quantitativen Darstellung der verhaltenshiologischen Beobachtungen bei
Mausen (Archer, 1973, Walsh and Cummins, 1976). Viele Parameter wie
Lokomotion, Freiaufrichten oder Putzzeiten lassen sich gut dokumentieren. In
dieser Versuchsreihe zur akuten Pankreatitis sollte mit Hilfe des Open-Field-Tests
die schmerzrelevanten Verhaltensweisen dokumentiert werden. Dadurch sollten
Ruckschlusse auf den nicht evozierten Ruheschmerz (Spontanschmerz) im
Gegensatz zum durch Stimulation erzeugten Belastungsschmerz moglich sein
(Houghton et al., 2001). Hierbei wurde eine aus weilem Plexiglas, 50 x 50cm
breite und 30cm hohe, Open-Field-Box angefertigt (Abb.9). Die Tiere im
Versuchsansatz zur akuten Pankreatitis wurden nach einer 5 mindtigen
EingewoOhnungszeit in dieser Box uber einen Zeitraum von 8 Minuten mit einer
CCD-Kamera gefilmt und die Laufstrecke mit Hilfe des Computerprogramm
Image J zentimetergenau ermittelt (Abb.10). Im Versuchsansatz zur chronischen
Pankreatitis wurden die Tiere 5 Minuten gefilmt. Die physiologische Erregung
eines Tieres zeigt sich in dem Absetzen von Kot und Urin (Flint et al., 1995) und
dem Reinigen des eigenen Fells (Choleris et al., 2001). Die Verhaltensweise
Aufrichten des Oberkorpers und auf den Hinterbeinen sitzen (Rearing), wird
allgemein als explorative Eigenschaft gewertet. Die Verhaltensweisen
(Freiaufrichten ,,Rearing“, Putzen, Spriinge, Kratzen, bauchwaérts Blicken,

Defékation, Urinieren) wurden anhand des Videos ausgezahlt.
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Abbildung 9: Open-Field-Box. Wéhrend des Versuchs wurde die Open-Field-Box von zwei Seiten
ausgeleuchtet und die Méuse mit einer CCD-Kamera gefilmt.

Auswertung der Laufstrecke
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Abbildung 10: Beispiel der computerunterstiitzten Auswertung der Laufstrecke. Bild (A) zeigt das
Originalvideo. (B) Bis auf das Farbprodukt wurde der Hintergrund herausgefiltert, so dass nur
noch die Maus sichtbar war. Anschlieend konnte die Laufstrecke bildlich dargestellt (C) und die
Lange berechnet werden.

3.2.1.5 Evoziertes Schmerzverhalten (Von-Frey-Filamente)

Der Belastungsschmerz wurde durch ein punktférmigen Stimulus mit Hilfe von
kalibrierten Von-Frey-Filamenten hervorgerufen und diente zur Testung
mechanischer Hyperalgesie (Frey, 1896, Verlag S. Hirzel). Es ist bekannt, dass
eine intensive Verletzung intestinaler Organe zu eine Sensibilisierung von Haut
und Muskulatur fuhrt (Laird et al., 2001). Bei den verwendeten Filamenten
handelt sich um dunne, synthetische Fasern, mit denen ein definierter Druck auf
das Abdomen ausgetibt werden kann. Dieser ist erreicht, wenn sich die Faser
durchbiegt und bleibt auch bei weiterem Durchbiegen konstant. Im Versuch
wurden Von-Frey-Filamente unterschiedlicher mechanischer Kraft (1,65; 2,36;
2,44; 283; 3,22; 3,61, 3,84 mN) auf das Abdomen aufgesetzt und
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Verhaltensweisen dokumentiert. Pro Filament wurde jeweils 10 mal im Abstand
von ca. 5 Sekunden die schmerzassoziierten Verhaltensweisen mit einem
Punktesystem bewertet (Abb.11).

Filamentkraft in mN

0,00 1,65 2,36 2,44 2,83 3,22 3,61 3,84

1[0 0 1 1 0 1 1

2[0 0 1 1 7 0 7

30 1 0 1 1 1 1

o 4|0 0 0 0 1 1 1
g 50 0 0 0 1 1 2
o 60 1 1 1 0 1 2
0 70 0 0 0 0 0 1
= 1 1 1 1 1 1 1
9|0 0 1 7 7 7 1

10/ 0 0 0 0 0 0 1

A B |C A |B |C A [B |C A BIC (A [B]|C A B |C A |B |C

Summe: 1 3 5 6 6 8 12

O=keine Reaktion,
1=schwache Reaktion: Aufstehen, Umschauen zum Abdomen, zusammenzucken
2=starke Reaktion: Spriinge, Ausschlagen mit den Hinterbeinen

Abbildung 11: Beispiel einer Auswertungstabelle durch den Von-Frey-Filament Test. Oben sind
die acht verschiedenen Filamentkrafte aufgelistet. Die roten Zahlen stehen fir die Reaktion der
Maus auf die Filamente. Die grunen Zahlen bilden die Summe aller 10 Reaktionen pro Maus. Die
durch Buchstaben gekennzeichneten Felder zeigen den Zeitpunkt der Messung an. Zum Beispiel
bei dem akuten Pankreatitis Versuch: A= vor Caeruleingabe B= nach 6 Stunden C= nach 12
Stunden.

3.2.1.6 Gewinnung der Gewebeproben des Pankreas

Sowohl bei der chronischen Pankreatitis als auch bei der akuten Pankreatitis
wurden die Mé&use am Ende des Versuchs mit Isofluran sediert und mit
intraperitonealer Gabe von Ketamin (100mg/kg) /Xylazin (10mg/kg) narkotisiert.
Nach einer Rasur des Abdomens, wurde durch eine halbe Zirkumzision der
Bauchraum erdffnet. Durch das intakte Zwerchfell wurde das Herz zur mdéglichst
vollstandigen Blutentnahme punktiert, wodurch die Tiere letztlich an einer
kontrollierten Hypovoldmie starben. Danach wurde das Pankreasgewebe mit der
Milz entnommen und in 6 etwa gleich groR3e Teile aufgeteilt (Abb.12).
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Abbildung 12: Darstellung der Verteilung der Proben. Durch Orientierung an der ebenfalls mit
entnommenen Milz wurden nahezu die gleichen Gewebestiicke verwendet. Das erste Stiick (A)
vom Pankreasschwanz wurde zur Odembestimmung genommen. Ebenfalls vom Pankreasschwanz
wurde ein Stecknadelkopf groRes Stick fir die EM genommen. Jeweils ein Stick aus
Pankreasschwanz (B) und Kérper (B) fur HE und IHC verwendet. Je ein Stiick aus Pankreaskdrper
(C) und Kopf (C) wurden in Flussigstickstoff schockgefroren und das letzte Stick (D) fir
Cryoschnitte des Pankreaskopfes in Tissue-Teck konserviert (modifiziert von MediVisuals, Inc.)

Aullerdem wurden bei den Mausen des Versuchsansatzes zur chronischen
Pankreatitis die Thorakalwirbel Th8 bis Thll unter einem Stereomikroskop
entnommen. Hierbei wurden die Wirbelkorper entfernt und das Riickenmarkstiick
fir Western Blot Analysen schockgefroren, und zur histologischen Untersuchung

aufgearbeitet.
3.2.3 Histologische und molekularbiologische Untersuchungen

3.2.3.1 Histologische Aufarbeitung der Gewebeproben

Fur die lichtmikroskopischen Untersuchungen wurden Gewebestlicke aus dem
Pankreaskopf und Pankreaskorper verwendet. Direkt nach der Organentnahme
wurden die Stlcke 24h in 4% Paraformaldehyd in PBS fixiert, Uber 24h in 70%
Ethanol ausgewaschen und im Gewebeinfiltrationsautomat durch eine
aufsteigende Alkohol-Reihe entwassert und paraffiniert. AnschlieRend wurden die
Proben in Paraffin eingebettet und am Rotationsmikrotom etwa 3um dick
geschnitten. Danach wurden die Proben ca. 24 Stunden im Warmeschrank
getrocknet. Die fertigen Paraffinschnitte wurden in Roticlear entparaffinisiert und
in absteigender Alkoholreihe rehydriert und mit Hamatoxilin/Eosin, Anilin

geférbt oder fur Immunhistochemische Farbung weiterverarbeitet.
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3.2.3.2 CX3CR1 knock-out

Vor Versuchsbeginn wurde bei allen knock-out Mausen an Schwanzbiopsien die
vollige Abwesenheit des Fractalkin-Rezeptors nachgewiesen. Der Nachweis
erfolgte nach Angaben des Lieferanten der knock-out-Méuse ,,The Jackson
Laboratory“ JAX® Mice and Services, (Bar Harbor, Maine, USA),

(www.jax.org).

Aus dem Gewebe wurde mit Standartmethoden (DNA-easy nach Angaben des
Herstellers) die DNA isoliert. Durch Real-Time PCR nach Standartprotokoll
(Sambrook J., 1989) mit den Primern wild type 0IMR3945 ( 5°-TTC ACG TTC
GGT CTG GTG GG 37), Common 0lMR3946 ( 5°-GGT TCC TAG TGG AGC
TAG GG-3%), Mutant 0lIMR3947 ( 5°-GAT CAC TCT CGG CAT GGA CG-3)
der Firma ,,The Jackson Laboratory“ JAX® Mice and Services, (Bar Harbor,
Maine, USA), (www.jax.org) wurde im Gegensatz zu den Wildtypméausen kein
PCR-Produkt erhalten.

Protocol Primers

Primer 5' Label Sequence 5" --> 3’ 3" Label Primer Type
oIMR3945 = TTC ACG TTC GGT CTG GTG GG = Wild type
oIMR3946 - GGT TCC TAG TGG AGC TAG GG - Commaon
oIMR3947 - GAT CAC TCT CGG CAT GGA CG - Mutant

3.2.3.3 Spormann-score

Scoring-Systeme sind in der experimentellen Pankreatologie etabliert. Der am
haufigsten angewandte Score zur morphologischen Klassifizierung des
Pankreatitis-Schweregrades wurde 1989 von Spormann et al. beschrieben.

Von jedem Versuchstier wurden 2 Objekttrager mit Schnitten von jeweils 2
unterschiedlichen Pankreasbereichen mit Hamatoxilin/Eosin gefarbt. Um den
Schweregrad der Pankreatitis zu ermitteln, wurde der Schweregrad des Odems,
sowie das Vorhandensein von inflamatorischen Infiltraten, Nekrosen und
Hamorrahgien einzelt bewertet (Tabelle 1). Die Gesamtsumme der einzelnen
Parameter ergibt den sogenannten Spormann-score und dient als Mal3 fur den
Schweregrad der Pankreatitis. Der Spormann-score wurde durch 2zwei
unabhéngige Untersucher am Pathologischen Institut der Universitétsklinik

Heidelberg unter der Leitung von Dr. Frank Bergmann ermittelt.


http://www.jax.org/
http://www.jax.org/
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Parameter: Kriterium:

1 fokal

2 intermediér

3 massiv
Inflammatorisches Infiltrat 0 fehlend

1 perivaskular

2 an den L&ppchengrenzen

3 plagueartig
Nekrose 0 fehlend

1 fokal

2 intermedidr (gesamtes Pankreas betroffen, einzelne

Herde nicht konfluierend)

3 massiv (konfluierende Herde im gesamten Pankreas)
Hamorrhagie 0 fehlend

1 fokal

2 Intermediar (gesamtes Pankreas betroffen, einzelne

Herde nicht konfluierend)

3 massiv (konfluierende Herde im gesamten Pankreas)

Tabelle 1: Spormann-Score zur Beurteilung des morphologischen Schweregrades der Pankreatitis

3.2.3.4 Bestimmung des Odems im Pankreasgewebe

Hierzu wurde ein Stick vom Pankreasschwanz direkt nach der Organentnahme
gewogen und anschlieRend fir 12h bei 99°C im Trockenschrank getrocknet. Der
Gewichtsverlust im Trockenschrank wurde prozentual umgerechnet und als
Gewebeddem gewertet (Klinzing et al., 2000, Gao et al., 2005).

3.2.3.5 Bestimmung der intrapankreatischen VVakuolisierung

Caerulein blockt die luminale Sekretion von Pankreasenzymen und fiihrt zur
Akkumulation von Zymogengranula mit Vakuolenbildung (Saluja et al., 1989).
Die Vakuolen konnen morphologisch intakt erscheinen oder zerstorte
Zymogengranula und andere geschéadigte Zellkompartimente enthalten. Es wird

vermutet, dass die Bildung dieser Vakuolen eine wichtige pathophysiologische
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Bedeutung auch bei der menschlichen Erkrankung hat (Krukemeyer M G 2005,
Georg Thieme Verlag).

Fur die Bestimmung des Vakuolisierungsgrads und somit den Schweregrad der
akuten Pankreatitis wurden vier Gesichtsfelder aus den HE-Schnitten pro Tier fur
die Bestimmung der Vakuolenzahl genutzt. Diese Untersuchung wurde nur bei
den Maé&usen mit einer akuten Pankreatitis durchgefuhrt. Hierfir wurden alle

sichtbaren Vakuolen ausgezéhlt und addiert.

3.2.3.6 Serum a-Amylase und Lipase Werte

Bei der Organentnahme wurde durch Herzpunktion das gesamte Blutvolumen
entnommen. Nach ca. einer halben Stunde wurde das Vollblut 10 Minuten bei
3600 U/min zentrifugiert, und das Serum gewonnen. Die Bestimmung der a-
Amylase und Lipase Aktivitdt wurde in dem universitatsinternen Institut fir

Hamatologie vorgenommen.

3.2.3.7 Anilin Farbung des Bindegewebes

Die in Kapitel 2.2.3.1 beschriebenen fertigen Gewebeschnitte wurden bei 56C°
eine Stunde lang in Bouin’s Losung fixiert und anschlieBend 15 Minuten unter
flieBendem  Wasser gewaschen. Danach  wurden die Schnitte in
Phosphorwolframsaure/Phosphormolybdénsdaure-Losung 5 Minuten inkubiert und
anschliefend mit Anilin-blau gefarbt. Nachdem die Schnitte ca. 2 Minuten in 1%
Essigsdure inkubiert und danach unter deioniesiertem Wasser abgespult worden
sind, wurden die fertig gefarbten Objektrager in einer aufsteigenden Alkoholreihe
dehydriert und in Roticlear fixiert. Als letzter Schritt erfolgte die Eindeckelung
durch eine Polyacrylat-L6sung (Roti®-Mount).

3.2.3.8 Immunhistochemischer Nachweis von a-SMA

Der Immunhistochemische Nachweis von Glattmuskel-a-Actin (a-SMA) wurde
durchgefiihrt, um den Schweregrad der pankreatischen Fibrogenese zu

quantifizieren. o-SMA ist ein Marker fir die aktivierten pankreatischen
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Sternzellen, die eine zentrale Rolle bei der pankreatischen Fibrogenese

einnehmen.

Die deparaffinierten Schnitte wurden nach einigen Waschschritten mit
destilliertem Wasser und TBST (Tris-buffered-saline mit Tween20) in Citrat-
Puffer 10 Minuten bei 600W in der Mikrowelle erhitzt. Danach folgten weitere
Waschschritte in TBST und 0,5% Triton X100 mit anschliefendem blocken der
Proben mit 3% Hydrogenperoxid zur Unterdriickung der endogenen Peroxidase.
Nach einem letzten Waschschritt in destilliertem Wasser wurden die Objekttréger
mit 10% Normal-goat-serum fur eine Stunde geblockt und danach lber Nacht mit
dem erst-Antikorper a-SMA (1:1000 verdunnt in Abdeckldsung), anschieRRend
eine Stunde mit dem zweit-Antikdrper Meerretichperoxidase (HRP-Anti-mouse)
inkubiert. Als letzter Schritt wurde mit Diaminobenzidin (DAB) die
immunchemische Reaktion visualisiert. Auf eine HE-Gegenfarbung wurde
bewusst verzichtet, um die computergestiitzte Auswertung zu erleichtern. Die
fertigen Prdparate wurden durch einen Nikon Slide Scanner eingescannt und
mittels der Computersoftware Image J quantitativ ausgewertet (Abb.13). Dazu
wurde ein reprasentativer Gewebebereich markiert und die Flache berechnet (als
100%). Danach wurde bei dem Bild bis auf das ,,Farbprodukt® der Hintergrund
herausgefiltert, so dass nur noch die immunoreaktiven Bereiche sichtbar waren.
Als letztes wurde diese immunoreaktive Flache vermessen und ebenfalls auf %
der Gesamtflache umgerechnet (Abb.13).
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o)
©

IHC Alpha Smooth-muscle-actin Auswertung

Abbildung 13: Beispiel der computerunterstiitzen Auswertung mittels Image J: A=kompletter Scan
von der a-SMA IHC von einer Maus mit manifestierter chronischer Pankreatitits; B=Das gleiche
Bild A durch Image J nur noch immunoreaktiver Bereich sichtbar. Die Gesamtflache des von
Hand markierten reprasentativen Gewebebereiches betragt hierbei 9,384mm® (100%) und die
immunoreaktive Flache ist 2,124mm’ (22,639%); C=Objekttrager Scan einer Kontrollmaus; D=
Das gleiche Bild C. Die Gesamtflache des von Hand markierten reprasentativen Gewebebereiches
ist 14,369mm? (100%). Der Immunreaktive Bereich ist 0,209mm? (1,455%)

3.2.3.9 Immunhistochemie p-ERK

Im Zusammenhang mit der zentralen Schmerzweiterleitung lasst sich die damit
einhergehende erhdhte neuronale Aktivitat der sensorischen Fasern im dorsalen
Hinterhorn durch ein vermehrtes Auftreten von Phosphor-ERK nachweisen (Ji et
al., 1999, Gao and Ji, 2009).

Die Proben des Riickenmarks zusammen mit den Wirbelkdrpern wurden 24
Stunden in 4% Paraformalien-Losung fixiert. Anschliefend wurden die Proben
zum Entkalzifizieren 48 Stunden in EDTA-L6sung eingelegt. Die IHC gegen p-
ERK erfolgte nach dem gleichen Standardprotokoll wie die bereits oben
beschriebene IHC gegen o-SMA. Der erst-Antikorper p-ERK wurde 1:200 in
Abdecklosung verdiinnt. Die Auswertung erfolgte in dhnlicher Weise wie die
bereits oben beschriebene Methode zur Auswertung der IHC mit a-SMA (Erkan
et al., 2008). Die Schmerzweiterleitung beginnt mit dem ersten synaptischen Reiz
und wird im Hinterhorn (Lamina I, Il und V) sortiert und tber ein zweites Neuron

zu hoher gelegenen Schmerzzentren im Gehirn weitergeleitet. Deshalb wurde nur
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der Bereich des Hinterhorns ausgewertet (Abb.14).

Abbildung 14: Exemplarische Darstellung der Auswertung mittels Image J des Hinterhorns im
Riickenmark: A= Querschnitt eines Ruckenmarks. Links und rechts vom Rickenmark sind die
pfeilmarkierten Spinalganglien zu erkennen. Der schwarzmarkierte Bereich zeigt in etwa den
vergrolerten Bereich des Ruckenmarks in B und C. Der gelb umrandete Bereich markiert das
ganze Hinterhorn; B= Bild eines Hinterhorns von einer Maus mit erhdhter neuronaler Aktivitat.
Die Pfeile zeigen den dorsalen Kranz mit verstarkter Immunoreaktivitdt. B= Fur den markierten
Bereich kann anschliefend, wie bereits fur o-SMA beschrieben, die Immunoreaktivitat
computergestutzt quantitativ ausgewertet werden.

3.2.3.10 Western Blot p-ERK

Zur Analyse wurde der Thorakalwirbel-Bereich des Rickenmarks (Th8-Th1l)
entnommen, von den Wirbelkorpern freiprapariert und im flussigen Stickstoff
schockgefroren. Die Rickenmarkproben wurden mit einem TissueLyser LT
homogenisiert und der Gesamtproteingehalt photometrisch durch einen Elisa
Microplate Reader bestimmt. Die Proben (jeweils 30 pg) wurden durch SDS-
PAGE aufgetrennt und auf eine PVDF-Membran transferiert (Laemmli, 1970).
Die Membran mit dem erst-Antikérper p-ERK (1:2000) in 5ml Milch-
Abdecklosung wurde Uber Nacht inkubiert. Nach mehreren Wasch- und
Blockschritten und 45 mindtiger Inkubation mit dem HRP markierten zweit-
Antikdrper, wurde die Membran mit ECL-L6sung nach Angaben des Herstellers
behandelt. Die durch enzymatische Umsetzung der HRP verursachte

Chemilumineszenz fuhrt zu einer Schwérzung eines Rontgenfilms. Um relative
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Mengen von p-ERK in den Proben besser vergleichen zu kénnen, wurde GAPDH

als Ladungskontrolle ebenfalls nachgewiesen.

3.2.3.11 Elektronen Mikroskopische Untersuchung

Bei der Organentnahme wurden ca. Stecknadelkopf-grof3e
Pankreaskopfgewebeproben in 2,5% Glutaraldehyd fixiert. Diese Proben wurden
in Kooperation mit dem Institut fur Zellbiologie der Heinrich Heine Universitat

Dusseldorf fur die Elektronen Mikroskopische (EM) Untersuchung aufbereitet.

Fur die Transmissions Elektronen Mikroskopische (TEM)-Untersuchung wurden
die Gewebeproben nach Reynolds in 0,1M Cacodylat-Puffer tberfuhrt und nach
einigen Tagen in 2% Osmium tetroxide (OsO4) flr 2 Stunden fixiert und
kontrastiert. Nachdem die Proben durch eine aufsteigende Ethanol-Reihe
entwéssert und in Propylenoxid Uberfiihrt wurden, konnte sie in Araldit gegossen
und anschlieBend mit dem Ultramikrotom geschnitten werden. Die fertigen Ultra-
Dinnschnitte wurden mit Uranylacetat und Bleicitrat kontrastiert (Reynolds,
1963). Die Semidinnschnitte wurden mit der Richardson-Losung (Azur
[1/Methylenblau) gefarbt.

Fur die Raster Elektronen Mikroskopische (REM)-Untersuchung wurden die
Proben in flussigem Stickstoff Gberfuhrt und mit einer Rasierklinge gebrochen.
Danach erfolgte die sogenannte Kritische-Punkt-Trocknung ,.critical-Point-
drying“ durch CO, in der Sputter Anlage. Anschliefend wurden die Proben mit
Gold besputtert und unter dem REM angeschaut.

3.3 Statistik

Die Ergebnisse werden als Mittelwert + SEM (Standard Error of the Mean)
berechnet und unter Gebrauch des sogenannten ,,t-test evaluiert. Zum Vergleich
nicht-parametrischer Werte zwischen zwei Gruppen wurde der Mann-Whitney-U
Test verwendet. Die Graphiken der Schmerzmessungen durch die Von-Frey-
Filamente wurde mit der sogenannten ,,area under the curve analye“ analysiert
und anschlieBend mittels T-test statistisch ausgewertet. Fir alle verwendeten

statistischen Auswertungen gilt p < 0,05 als Signifikanz-Niveau, wobei p < 0,05
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als signifikanter und p < 0,01 als hoch signifikanter Unterschied angesehen wird.
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4 Ergebnisse

Die Versuchstiere des Versuchsansatzes zur akuten Pankreatitis wurden in 5
Gruppen aufgeteilt. Zum einen in die Versuchsgruppen KO, WT, AK und zum
anderen in die Kontrollgruppen cKO, c¢cWT (s. Abb. 15). Die Tiere des
Versuchsansatzes zur chronischen Pankreatitis wurden in 4 Gruppen aufgeteilt,
zwei Versuchsgruppen (KO, WT) und zwei Kontrollgruppen (cKO, cWT). Bei
allen transgenen Tieren wurden vor Versuchsbeginn die tatsachliche Abwesenheit
des Rezeptors CX3CR1 durch Schwanzbioptate bestétigt.

AP

akute Pankreatitis

CP
chronische Pankreatiti

Versuchsgruppen Kontrollgruppen Versuchsgrupper‘ Kontro“gruppen\
c KO KO c KO
CX3CR17-Méuse CX3CR17/-Méuse mm CX3CR1/ Mause B CX3CR1/ Mause
(n=17) (n=6)
WT cWT WT L cWT
C57BL/6J M&use C57BL/6J Mause - C57BL/6) Mause
(n=17) (n=6) (n=17)

(n=17) (GET))
C57BL/6) Mause
(n=6)

C57BL/6)Méuse
(n=12) (

Abbildung 15: Ubersicht der Versuchs- und Kontrollgruppen fiir beide Versuchsarme

4.1 Strukturelle Analyse der pathologischen Veranderungen Dbei

experimentell induzierter akuter und chronischer Pankreatitis
4.1.1 Makroskopische Veranderungen

Bereits beim Eroffnen der Bauchhohle konnten makroskopisch sichtbare
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Veranderungen der Pankreata festgestellt werden. Bei den Tieren mit akuter
Pankreatitis war das Pankreas durch eine spezifische pankreatische Odembildung
deutlich vergroBert. Das chronisch verédnderte Organ hingegen war dagegen viel
kompakter und stark atrophiert (Abb.16).

Normales Pankreas Akute Pankreatitis Chronische Pankreatitis

Abbildung 16: Vergleichende morphologische Darstellung vom normalem Pankreas (A), akuter
Pankreatitis (B) und chronischer Pankreatitis (C). Bei der akuten Pankreatitis (B) war ein
pathologisches Odem zu beobachten die das Organ glasig und insgesamt vergroRert erscheinen
lasst. Des Weiteren zeigt sich eine lockere, gelappte Struktur mit bereits makroskopisch
sichtbarem interlobularem Odem. Bei der chronischen Pankreatitis (C) war das gesamte Organ
deutlich atrophiert und verhértet.

4.1.2 Histopathomorphologische Veradnderungen

Durch die mit HE-gefarbten histologischen Prdparate und die Methylenblau-
gefarbten Semidinnschnitte konnten die fiir eine akute Pankreatitis typischen
pathologischen Verénderungen beobachtet werden (Abb.17,18). Diese sind vor
allem durch das Auftreten eines interstitiellen Odems, Entziindungszellinfiltration
und zum Teil nekrotische Areale gekennzeichnet. Das histologische Bild der
chronischen Pankreatitis war durch ein deutlich fibrotischen Parenchymumbau,
eine massive Infiltration von Entzindungszellen, und die Bildung von
sogenannten tubuldren Komplexen charakterisiert (Abb.19,20). Bei der
morphologischen Betrachtung des gesamten Pankreas konnte weder bei der
akuten noch bei der chronischen Pankreatitis einen Unterschied zwischen WT-
und KO-Tieren beobachtet werden. Auch die HE-gefarbten histologischen
Schnitte zeigten keinen Unterschied zwischen diesen beiden Gruppen. Die
quantitative Auswertung erfolgte durch den Spormann-score, der in Kapitel 4.4
naher beschrieben wird.
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Akute Pankreatitis

HE-Farbung Pankreas

Abbildung 17: Versuchsansatz zur akuten Pankreatitis: Lichtmikroskopische Beispielbilder der
cWT- (A, D), WT- (B, E) und KO- (C, F) Gruppe. Das normale Pankreas der WT-Kontrollgruppe
(A, D) zeigte eine kompakte Gewebestruktur. Die histologischen Schnittbilder des Pankreas der
Versuchsgruppen (KO, WT) zeigten ddematds verbreiterte Interzelluldrrdume interazindr sowie
die makroskopisch bereits erkennbaren erweiterten Interlobul&rrdume mit
Entziindungszellinfiltration. In Bild (B) und (C) ist eine massive Entziindungszell-Invasion zu
erkennen. E=Entzlindungszellen, IL=Interlobuldrrdume, In= Interzellulérrdume

Akute Pankreatitis
cWT

Semidiinnschnitte Methylenblau-Farbung Pankreas

Abbildung 18: Versuchsansatz zur akuten Pankreatitis: Beispielbilder von Semidiinnschnitten
der cWT- (A, D), WT- (B, E) und KO- (C, F) Gruppe . Die Schnitte der WT- und KO- Gruppe (B,
E, C, F) zeigten die gleichen pathologischen Veranderungen, deutlich sichtbares interazinares
Odem mit Entziindungszellen und intraazinare Vakuolen. E=Entziindungszellen, In=
Interzellularraume, V=Vakuolen
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Chronische Pankreatitis

HE-Farbung Pankreas

Abbildung 19: Versuchsansatz zur chronischen Pankreatitis: Lichtmikroskopische Beispielbilder
der cWT- (A, D), WT- (B, E) und KO- (C, F) Gruppe. Das normale Pankreas (A, D) war durch
seine kompakte leicht eckige Azinusstruktur charakterisiert. Die chronisch verénderten Pankreata
(B, E, C, F) waren durch krankhaft vergroRerten Bindegewebsabteil mit Entzindungszellen und
fur eine chronische Pankreatitis typischen Tubuldren Komplexen gekennzeichnet.
Bi=Bindegewebe, Tu=Tubuldre Komplexe

Chronische Pankreatitis
cWT

Semidiinnschnitte Methylenblau-Férbung Pankreas

Abbildung  20: Versuchsansatz zur chronischen Pankreatitis:  Beispielbilder von
Semidlinnschnitten der cWT- (A, D), WT- (B, E) und KO- (C, F) Gruppe . Die Schnitte der WT-
und KO- Gruppe (B, E, C, F) zeigten die gleichen pathologischen Veranderungen, vergroRerter
Bindegewebsabteil mit Entziindungszellen und Tubulédren Komplexen. E=Entziindungszellen,
Bi=Bindegewebe, Tu=Tubuldre Komplexe
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4.1.2.1 Intrapankreatische Vakuolisierung

Bei der Caerulein induzierten Pankreatitis wird die luminale Sekretion von
Pankreasenzymen verhindert und dadurch kommt es zur Akkumulation von

Zymogengranula mit Vakuolenbildung.

Die Auszahlung der intrapankreatischen Vakuolen wurde bei allen Versuchstieren
des akuten-Pankreatitis-Arms durchgefiihrt. Um eventuelle Auswirkungen des
CX3CR1" knock-out auf die Aushildung azindrer Vakuolen zu dokumentieren
wurden die Vakuolen anhand von HE-Schnitten ausgezahlt. Bei den mit Caerulein
behandelten Tieren konnten eindeutig Vakuolen unterschiedlichster GroRe
identifiziert werden (Abb.22). Fir die quantitative Darstellung wurde die Summe
der Anzahl an azindren Vakuolen in vier Bildausschnitten pro Maus ausgezahlt.
Der Vergleich von den Tieren der WT-Gruppe (23.88+1.22), KO-Gruppe
(25.41+1.13) und der AK-Gruppe (22.75+3.05) zeigte hierbei keinen
signifikanten Unterschied in der Anzahl an Vakuolen (Abb.23). Bei den
Kontrolltieren ¢cWT(2.00 £0.44) und cKO(3.00+0.89) waren nahezu keine
Vakuolen zu beobachten (Abb.22,Abb.23).

Akute Pankreatitis

Abbildung 21: Beispielbilder der intrapankreatischen Vakuolen. Bei der cWT- Kontrollgruppe (A)
waren keine Vakuolen zu beobachten. Die Versuchgruppen (WT, KO) zeigten in gleicher Weise
intrapankreatischen Vakuolisierungen (Pfeile in B + C).



4 Ergebnisse 50

Intrapankreatische Vakuolenanzahl
(akute Pankreatitis)
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Abbildung 22: Graphische Darstellung der intrapankreatischen Vakuolenanzahl. Die WT-Gruppe
mit einer Anzahl von 23.88+1.22 unterschied sich nicht wesentlich von der KO- (25.41+1.13) und
der AK-Gruppe (22.75+3.05). Bei den Kontrollgruppen cWT(2.00 +0.44) und cKO (3.00+0.89)
waren nahezu keine Vakuolen zu beobachten.

4.1.2.2 Fibrotische Aktivitat in der chronischen Pankreatitis

Bei histologischen Schnitten der Pankreata von Tieren des Versuchsansatzes zur
chronischen Pankreatitis wurde der krankhaft vermehrte Bindegewebsanteil
mittels Anilinfarbung markiert und analysiert. Die Kontrolltiere (cWT, cKO)
zeigten nur wenig angefarbte Bereiche. Bei den Versuchstieren (WT, KO)
konnten Bereiche mit vermehrtem Bindegewebe beobachtet werden (Abb.21). Ein
Unterschied des Bindegewebsanteils konnte zwischen KO- und WT- Tieren nicht
festgestellt werden.
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Chronische Pankreatitis
cWT WT KO

Abbildung 23: Beispielbilder von anilingefarbten Schnitten der cWT- (A), WT- (B) und KO- (C)
Gruppe aus dem Versuchsansatz zur chronischen Pankreatitis. Die Schnitte der WT- und KO-
Gruppe (B, E, C, F) zeigten etwa gleich groRe Bindegewebsanteile. Bei den Kontrolltieren farbten
sich nur die pfeilmarkierten Gefalie an (A, D).

Anilin-Farbung Pankreas

4.1.2.3 a-SMA Fibroblasten Aktivierung

Der immunhistochemische Nachweis von Glattmuskel a-Actin (a-smooth-muscle-
actin, a-SMA) wird als Marker eines fibrotischen Umbaus des Pankreasgewebe
genutzt. In dem chronischen-Pankreatitis-Arm konnten hoch signifikante
Unterschiede zwischen den Versuchs- und Kontrollgruppen beobachtet werden.
Wahrend bei den Kontrollgruppen sich nur die glatte Muskulatur der Geféle
anfarbte, sind die Versuchsgruppen durch deutlich sichtbare periarzinére
Akkumulation von Fibrozyten, Fibroblasten und anderen a-SMA exprimierenden
Zellen gekennzeichnet (Abb.24). Die computerunterstitzte quantitative
Auswertung ergab weiterhin eine signifikant (p< 0.01) erhohte Zahl o-SMA
positiver Zellen der KO-Gruppe im Vergleich zur WT-Gruppe (Abb.25).
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Chronische Pankreatitis

IHC Alpha Smooth-muscle-actin Pankreas

Abbildung 24: Beispielbilder der IHC gegen a-smooth-muscle-actin. Die Versuchgruppen WT und
KO zeigten deutlich sichtbare periarzinar gefarbte Bereiche (B, E, C, F). Die Kontrollgruppe

zeigte lediglich geférbte glatte Muskulatur der GefaRRe (A, D).

IHC a-Smooth-Muscle-Actin
(chronische Pankreatitis)
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Abbildung 25: Quantitative Darstellung der immunhistochemischen Analyse von a-smooth-
muscle-actin.  Die Versuchsgruppen zeigten eine hoch signifikant erhthte immunoreaktivitat
gegeniiber den Kontrollgruppen. Interessanterweise zeigten die KO-Mé&use gegentiber den WT-
Tieren eine erhdhte Zahl a-SMA positiver Zellen. Die Auswertung der Schnitte erfolgte wie in
Kapitel 3.2.3.8 beschrieben.

4.1.3 Elektronenmikroskopische Analyse der Ultrastruktur

Die elektronenmikroskopische Analyse wurde durchgefuhrt, um eventuelle
Unterschiede in der Pathomorphologie zwischen KO- und WT-Madusen zu
untersuchen. Es wurden sowohl Proben von Pankreata aus dem akuter
Pankreatitis- als auch Proben von dem chronischer Pankreatitis-Arm untersucht.
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Die Ultradunnschnitte von Mausen mit akuter Pankreatitis zeigten deutliche
pathologische Veranderungen. Auffalligster Unterschied zum Normalpankreas
war bei der akuten Pankreatitis das stark dilatierte raue endoplasmatische
Retikulum in den Azinuszellen. Bei ndherer Betrachtung der einzelnen
Azinuszellkerne wurden haufige Formveranderungen beobachtet. Auch die
Anzahl der noch intraazindr gelegenen Zymogengranula war vermindert. Im
erweiterten Intrazellularraum konnten diverse Entziindungszellen identifiziert
werden (Abb.26 B,C ; Abb.27 B,D). Bei den semi-quantitativen Auswertungen
wurde der erweiterte Interzellularraum, die Entzlindungszellinfiltration, die
Strukturverédnderungen des Zellkerns und dilatiertes Endoplasmatische Retikulum
und Kollagen beurteilt. Unterschiede in der Pathomorphologie zwischen AP-KO-
und AP-WT-Mausen konnten hierbei nicht beobachtet werden (Tabelle 2).

Bei der Untersuchung der chronischen Pankreatitis konnten ebenfalls ausgeprégte
pathologische Verénderungen beobachtet werden. Der beim Normalpankreas
kompakte Zellverband hatte sich bei der chronischen Pankreatitis bereits
weitgehend aufgeldst. Die flr die chronische Pankreatitis typischen tubuléren
Komplexe und charakteristische autolytische Prozesse, wie die Bildung von
Vesikularkorpern, die Anwesenheit diverse Zellfragmente und Zellkerne ohne
Zellen, charakterisierten das Bild einer ausgeprégten chronischen Pankreatitis
(Abb.26 E,F ;Abb.28 B,D).

Durch die Rasterelektronen Mikroskopie, konnte der raumliche Strukturaspekt in
einem groleren Blickfang untersucht werden. Die Proben der akuten Pankreatitis
waren durch deutlich verbreiterte Interazindrrdume mit Entzindungszellinfiltraten
gekennzeichnet (Abb.26 H,I; Abb.29 E,F; Abb.30). Bei den Proben der
chronischen  Pankreatitis wurden  Azinuszellatrophien mit kompaktem
periazinarem Bindegewebe und Entziindungszellen beobachtet (Abb.26 K,L;
Abb.29 H,I; Abb.31)

Sowohl bei den Transmissions-Elektronen-Mikroskopischen als auch bei den
Raster-Elektronen-Mikroskopischen Untersuchungen konnten keine sichtbaren
pathomorphologischen Unterschiede zwischen den Tieren der KO-Gruppe und
den Tieren der WT-Gruppe festgestellt werden (Tabelle 2; Tabelle 3).
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TEM
Erweiterter Kollagen  Entziindungs-  Struktur- Dilatiertes
Interzellularraum zellinfiltration ~ veranderung  Endoplasmatisches

Zellkern Retikulum

NP-cWT - - - R -

AP-WT  +++ - +++ ++ +++

AP-KO  +++ - +++ ++ +++

CP-WT  ++ ++ +++ +++ -

CP-KO ++ ++ +/++ +++ -

Tabelle 2: Semi-quantitative Analyse der Transmissions Elektronen Mikroskop Bilder. NP,
normales Pankreas; AP, akuter Pankreatitis; CP, chronische Pankreatitis. Beurteilt wurde eine
Flache von 100x100 pm. — fehlend; + schwach; ++ méRig; +++ stark

REM
Interazinares Bindegewebe Entziindungszellinfiltration
Odem

NP (cWT) - - -

AP-WT +++ - +++

AP-KO +++ - +++

CP-WT ++ ++ +/++

CP-KO ++ ++ +/++

Tabelle 3: Semi-quantitative Analyse der Raster Elektronen Mikroskop Bilder. NP, normales
Pankreas; AP, akuter Pankreatitis; CP, chronische Pankreatitis. Beurteilt wurde eine Flache von
100x100 pm. — fehlend; + schwach; ++ maRig; +++ stark
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TEM CP

REM AP

REM CP

Abbildung 26: REM und TEM vergleichende Ubersicht CP und AP. Die linke Spalte zeigt
exemplarische Bilder eines normalen Pankreas (A, D, G, J). Die mittlere- und rechte Spalte zeigt
Bilder von WT- bzw. KO-Tieren mit manifestierter akuter bzw. chronischer Pankreatitis. Bei den
TEM AP Bildern (B, C) sind Entziindungszellen im verbreiterten Interzellularraum und intraazinér
dilatiertes endoplasmatisches Retikulum zu sehen. Die CP Bilder (E, F) zeigen vermehrtes
Bindegewebe mit stark abgerundeten Azinuskomplexe und vor allem peridzinarer Ansammlungen
von Entziindungszellen. Die REM AP Bilder (H, 1) zeigen zwischen den Azini deutlich
verbreiterte Raume. Bei den Bildern (K, L) wird das vermehrt kompakte Bindegewebe der
chronischen Pankreatiden deutlich sichtbar. E=Entziindungszelle, In=Interzellularraum, ER=
endoplasmatisches Retikulum, Bi=Bindegewebe
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Normales Pankreas Akute Pankreatitis

Abbildung 27: TEM Beispielbilder der akuten Pankreatitis. Bild (A) zeigt einen gesunden runden
Zellkern umgeben von endoplasmatischem Retikulum. Das rechte Bild (B) zeigt den pathologisch
verdnderten Zellkern umgeben von stark dilatiertem endoplasmatischem Retikulum. Bild (C)
Normales Pankreas ist durch Azinuszellen gefiillt mit Zymogengranula charakterisiert. In Bild (D)
fallt das stark dilatierte endoplasmatische Retikulum und die teils unférmigen Zellkerne auf. Die
Zellen enthalten viel weniger bis keine Zymogengranula mehr. Mi=Mitochondrien, L=Leukozyt,
Z=Zymogengranula, K=Zellkern, ER=endoplasmatisches Retikulum,
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Normales Pankreas

p Y

Abbildung 28: TEM Beispielbilder der chronischen Pankreatitis. (A,C) Normales Pankreas. (B)
chronische Pankreatitis. Das Bild ist gepragt durch Entziindungszellen, Zellfragmente und
Kollagen. Die urspringlichen azindren Strukturen sind nicht mehr erkennbar. (D) Azinuszelle in
Autolyse. L=Langerhans-Insel, M=Makrophage, Kol=Kollagen, L=Leukozyt, Z=Zymogengranula,
K=Zellkern, ER=endoplasmatisches Retikulum,
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Normal Pankreas

Akute Pankreatitis

Chronische Pankreatitis

Abbildung 29: REM Vergleichende Darstellung von NP, AP und CP. Die obere Reihe zeigt
Bilder von einem Normal Pankreas verschiedener VergroRerungen (A, B, C). Die mittlere Reihe
zeigt Bilder der akuten Pankreatitis (D, E, F). Durch das Odem entstandene, verbreiterte
Interazindrraume wird das diinne Bindegewebe spinnennetzartig aufgespannt (E, F). Die untere
Reihe (G, H, I) zeigt das chronisch verdnderte Pankreas, welches im Gegensatz zu der akuten
Pankreatitis vermehrtes, kompaktes, festes Bindegewebe aufweist. E=Entziindungszelle,
In=Interzellularraum, Bi=Bindegewebe
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Abbildung 30: REM pathologische Veranderungen der akuten Pankreatitis. (A) Entztindungszell-
Invasion. (B) Aufgebrochener Azinus, im Randbereich ist eine Vakuole zu erkennen. (C,D) Starke
Entziindungszellinfiltration. E=Entziindungszelle, Z= Zymogengranula, V=Vakuole

Abbildung 31: REM pathologische Veranderungen der chronischen Pankreatitis. (A)
Entzindungszelle in kompaktem Bindegewebe. (B,C,D) Abgerundete Azini umgeben von
kompaktem festen Bindegewebe mit zum Teil Entziindungszellinfiltraten. E=Entziindungszelle,
Z= Zymogengranula, Bi=Bindegewebe
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4.2  Odembestimmung im Pankreasgewebe

Im Rahmen der entziindlichen Prozesse in der akuten Pankreatitis kommt es zu
einer erh6hten Durchléssigkeit der Kapillaren. Die hierbei ins Gewebe austretende
Flussigkeit bildet das pankreatische Odem. Um dieses nach einer supramaximalen
Stimulation mit Caerulein zu bestimmen, wurde das Gewebetdem im Pankreas
durch die Ermittlung des Verhéltnisses vom Nass- zum Trockengewicht ermittelt.
Die quantitative Auswertung des akuten Pankreatitis-Versuchs zeigte keine
signifikanten Unterschiede. Es war lediglich ein Trend zu erkennen, dass der
Flussigkeitsverlust bei den Versuchsgruppen (WT 77.4442.56%, KO
78.22+1.36%, AK 77.094+0.79%) groRer als bei den Kontrollgruppen (cWT
75.9744.81%, cKO 74.90+1.58%) war (Abb.32). Im Versuchsansatz zur
chronischen Pankreatitis konnte signifikant mehr Flissigkeit im Pankreasgewebe
bei den Versuchsgruppen (WT 80.25+3.13%, KO 81.74+3.19%) als bei den
Kontrollgruppen (cWT 71.814+2.04%, cKO 70.284+3.16%) festgestellt werden
(Abb.32).
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Abbildung 32: Graphische Darstellung des Fliissigkeitsverlustes im Pankreasgewebe (Odem). Die
linke Graphik (A) zeigt einen Trend der Versuchsgruppen (WT, KO, AK) zum héheren
Flussigkeitsverlust (Odem). Die rechte Graphik (B) zeigt einen signifikant hoheren
Flussigkeitsverlust der Versuchsgruppen (WT 80.25+3.13%, KO 81.74+3.19%) als bei den
Kontrollgruppen (cWT 71.81+2.04%, cKO 70.28+3.16%) im Versuchsansatz zur chronischen
Pankreatitis.
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4.3 Amylase und Lipase Werte

Starke erhohte a-Amylase und Lipase Werte im Serum sind Indikatoren fir einen
akuten pankreatischen Schaden. Eine supramaximale Stimulation mit Caerulein
erhéhte hoch signifikant die o-Amylase- (WT (13171+2122U/1), KO
(18019+2787U/M), AK  (8677+1294U/1) und  Lipase-Aktivitdt  (WT
330.74+61.9U/1, KO 356.0+58.2, AK 204.0+61.5U/1) im Serum im Vergleich zu
den Kontrolltieren (a-Amylase: cWT 24.56+62.95U/l, cKO 25.30+53.63U/1,
Lipase: cWT 43.32+10.51U/1, cKO 31.83+1.82U/1) (Abb.33). Ein signifikanter
Unterschied zwischen den Versuchsgruppen WT und KO konnte nicht festgestellt
werden und zeigt somit einen dhnlich schweren pankreatischen Schaden bei den
Versuchsgruppen. Die AK-Gruppe zeigte signifikant erniedrigte Amylase und
Lipase Werte.
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Abbildung 33: Graphische Darstellung der a-Amylase und Lipase Werte im Versuchsansatz zur
akuten Pankreatitis. Alle Versuchsgruppen (WT, KO, AK) hatten fur eine Pankreatitis typisch
hoch signifikant erhohte Amylase und Lipase Werte. Die Amylase und Lipase Werte der AK-
Gruppe war signifikant erniedriegt.

In dem Versuchsansatz zur chronischen Pankreatitis befanden sich alle a-Amylase
und Lipase Werte erwartungsgemal im Referenzbereich. Bei dem generell als
sensitiver eingestuften Lipase-Wert, zeigte sich bei den Versuchsgruppen
WT(28.41+1.98U/1) und KO (31.82+2.99U/1) eine deutlich verminderte Aktivitat
als bei den Kontrollgruppen (cWT 44.33+4.59U/l, cKO 42.33+6.12U/1) , die
zwischen der WT- und cWT-Gruppe mit p<0,05 signifikant ist. Aufgrund des
progressiven pankreatischen Schadens kommt es im Endstadium zu einer
schweren Pankreasinsuffizienz (,,ausgebranntes Pankreas™) mit verminderter

Aktivitat von Lipase und Amylase im Serum der Patienten mit einer chronischen



4 Ergebnisse 62

Pankreatitis. Dieses Phanomen kdnnte sich hier andeuten (Abb. 34).
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Abbildung 34: Graphische Darstellung der Amylase und Lipase Werte im Versuchsansatz zur
chronischen Pankreatitis. Alle Werte befanden sich im Referenzbereich. Die Lipase Werte zeigen
eine verminderte Aktivitat der Versuchsgruppen (WT 28.41+1.98U/I, KO 31.8242.99U/1) als bei
den Kontrollgruppen (cWT 44.33+4.59U/l, cKO 42.33+6.12U/1).

4.4 Histopathomorphologische Analyse via Spormannscore

Die histopathomorphologische Analyse nach Spormann untersucht den
Schweregrad des Odems, sowie das Auftreten von inflammatorischen Infiltraten,
Nekrosen und Hamorrhagien. Durch dieses etablierte Scoring-system wird der
Schweregrad der Pankreatitis Klassifiziert. Die Analyse zeigte in dem
Versuchsansatz zur akuten Pankreatitis erwartungsgemal? einen hoch
signifikanten  Unterschied zwischen den  Kontrollgruppen und den
Versuchsgruppen. Zwischen den Versuchsgruppen (WT 2.58+0.25, KO
2.68+0.31) konnte jedoch kein signifikanter Unterschied in dem Schweregrad der
akuten Pankreatitis festgestellt werden (Abb.35). Die AK-Gruppe (3.66+0.30)
zeigt im Vergleich zu der WT- und KO-Gruppe eine signifikant schwerere
Pankreatitis (Abb.35).
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Abbildung 35: Graphische Darstellung der histopathomorphologischen Analyse nach Spormann.
(A) Unterschiede im Schweregrad der Pankreatitis zwischen der WT-und der KO-Gruppe konnten
nicht gezeigt werden. Der Spormann Score der AK-Gruppe unterschied sich signifikant von denen
der KO- und WT-Gruppe. (B) Im Versuchsansatz zur chronischen Pankreatitis konnte kein
signifikanter Unterschied zwischen den Versuchsgruppen (WT 3.4340.25, KO 3.0540.26)
festgestellt werden.

In dem Versuchsansatz zur chronischen Pankreatitis konnte kein signifikanter
Unterschied zwischen den Versuchsgruppen (WT 3.431+0.25, KO 3.0540.26)
festgestellt werden (Abb.35).

4.5 Verhaltensbiologische Studien bei induzierter akuter Pankreatitis
45.1 Open-Field-Test

Die Verhaltensweisen (Frei-Aufrichten ,,Rearing“, Putzen, Sprunge, Kratzen,
bauchwarts Blicken, Defékation, Urinieren) sowie die Laufstrecken der Tiere,
wurden in dem Versuchsansatz zur akuten Pankreatitis, in einem Zeitraum von 8
Minuten, mit einer CCD-Kamera gefilmt, und anschlieBend die Videos

hinsichtlich der oben genannten Verhaltensweisen ausgewertet.
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Abbildung 36: Graphische Darstellung des Aufrichtungsverhaltens im Versuchsverlauf der akuten
Pankreatitis. Die Anzahl des Aufrichtens ist nach 10 maliger Caerulein/NaCl Injektion (12h)
angegeben. Auffallig war die reduzierte Aufrichtungsanzahl der WT-Gruppe (24.29 +2.61) nach
12 Stunden, die im Vergleich zur KO-(41.60+4.17) und AK-Gruppe (34.8313.01) signifikant ist.

Die Tiere der WT-Gruppe zeigten eine deutliche Abnahme des Freiaufrichtens im
Gegensatz zu allen anderen Versuchsgruppen (Abb.36). Der Unterschied
zwischen den WT-(24.29 +£2.61) und KO-Mdusen (41.601+4.17) bei der 12
Stunden Messung war hoch signifikant. Auch die antikérperbehandelten Mé&use
(34.831+3.01) zeigten eine signifikanten niedrigeres Freiaufrichten gegentiber der
WT-Gruppe.
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Abbildung 37: Graphische Darstellung der Verhaltensweisen Putzen, Spriinge, bauchwarts
Blicken, Kratzen, Defékation und Urinieren beim Versuchsansatz zur akuten Pankreatitis. Die
Anzahl des Putzens als Aktivitatshinweis nimmt bei allen Versuchsgruppen, auBer der WT-Gruppe
im Versuchsverlauf zu.

Die Verhaltensweisen Putzen, Springe, bauchwarts Blicken, Kratzen, Defékation
und Urinieren zeigten keine signifikanten Unterschiede. Aufféllig ist die
abnehmende Putzaktivitat der WT-Méuse. Bei allen anderen Versuchsgruppen
konnte eine Steigerung des Putzverhaltens im Versuchsverlauf festgestellt werden
(Abb.37). Die sowieso sehr geringe Anzahl an Spriingen nahm bei allen Mausen
wahrend des Versuchsverlaufs ab. Hierbei ist wahrscheinlich die
Beobachtungszeit nicht lange genug gewesen, da die Anzahl dieser
Verhaltensweisen sehr gering war.

Bei den Verhaltensweisen bauchwarts Blicken und Kratzen wurde bei allen Tieren

der Versuchsgruppen ein nicht signifikanter Anstieg beobachtet. Die Kontrolltiere
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(cWT, cKO) hingegen zeigten im Vergleich keine wesentlichen Veranderungen.

Laufstrecke (akute Pankreatitis)
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Abbildung 38: Graphische Darstellung der Laufstrecke im Versuchsverlauf. Im Versuchsverlauf
zeigten alle Versuchsgruppen eine kontinuierliche Abnahme der Laufstrecke. Die WT-Tiere
(22.02+1.24m) haben bei der 12 Stundenmessung im Verhaltnis zu ihrer cWT-Kontrollgruppe
(17.27+1.35m) eine weitere Laufstrecke zuriickgelegt als die KO-Tiere (26.92+2.47m) im
Vergleich zu ihrer cKO-Kontrollgruppe (26.37+2.43m). Bei den AK-Tieren (22.29+1.97m)
zeigten sind nach 12h ebenfalls kein signifikanter Unterschied zur cWT-Kontrollgruppe.

Wéhrend des Versuchsverlaufs zeigten alle Versuchsgruppen eine kontinuierliche
Abnahme der Laufstrecke. Bei der finalen Messung nach 12 Stunden haben sich
die Tiere der WT-Gruppe (22.02+1.24m) im Vergleich zu ihrer Kontrollgruppe
CWT (17.2741.35m) signifikant mehr bewegt. Die Laufstecke der Tiere der KO-
Gruppe (26.924+2.47m) zu ihrer Kontrollgruppe cKO (26.37+2.43m), zeigten
hingegen keinen Unterschied. Bei den Tieren die eine CX3CR1 Antikorper
Behandlung bekamen (22.294+1.97m), wurde ebenfalls bei der 12h Messung kein
signifikanter Unterschied in der Laufstrecke beobachtet (Abb. 38).

45.2 Evoziertes Schmerzverhalten (Von-Frey-Filamente)

Der evozierte Schmerz wurde durch die Von-Frey-Filamente evaluiert. Mit
diesem Versuch sollte die mogliche Wirkung des CX3CR1"" knock-out auf das
Schmerzverhalten bei induzierter akuter Pankreatitis untersucht werden. Durch
eine initiale Messung wurde bei allen Tieren eine Grundsensibilitat ermittelt. Bei
einem exemplarisch gewéhltem Filament 2,36mN, reagierten die Kontrollgruppen
cWT 3.331£0.61 und cKO 3.00+£0.51 mal. Die Versuchsgruppen reagierten vor
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Caeruleingabe 2.64+0.28 (WT) 3.47+0.32 (KO) 3.08+0.22 (AK) mal. Bei den
Tieren der Kontrollgruppen blieb diese Grundempfindlichkeit wahrend des
gesamten Versuchs weitgehend gleich. (Abb.41). Die Versuchsgruppen zeigten
bereits bei der Messung nach 6 Stunden signifikante (p<0.01) Unterschiede in den
Schmerzreaktionen. Die WT-Gruppe zeigte bei der exemplarisch gewahlten
Filamentstarke 2.36mN eine Schmerzreaktion von (7.68+£0.58) im Gegensatz zu
der KO-Gruppe die mit (5.23+£0.34) erheblich reduziertes Schmerzempfinden
zeigten. Auch bei den mit Antikdrpern behandelten M&usen war die Nociception
nach 6 Stunden mit (5.25+0.37) deutlich reduziert. Diese Beobachtung zeigte
sich noch deutlicher bei der Messung nach 12 Stunden (p<0.01) (Abb.39). Hierbei
reagierten die WT-Gruppe bei dem Filament 2.36mN 8.58+0.65 mal. Die KO-
Gruppe zeigte nur eine Nociception von 5.64+0.32. Die AK-Gruppe zeigte
ebenfalls nur eine Schmerzreaktion von 5.66+0.33. Die mit AntikOrpern
behandelten Mause zeigten ebenfalls nach 6 und nach 12 Stunden ein signifikant

(p<0.01) reduziertes Schmerzverhalten verglichen mit der WT-Gruppe (Abb.40).
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Abbildung 39: WT und KO Vergleich im Von-Frey-Filament-Test im Versuchsansatz zur akuten
Pankreatitis. Diese Graphen zeigen die unterschiedliche Schmerzschwelle der WT- und KO-
Versuchsgruppe im zeitlichen Verlauf (Oh, 6h, 12h). Vor Caerulein Injektionen zeigen WT und
KO weitgehend die gleiche Sensibilitdt, 6 bzw. 12 Stunden nach den Caerulein Injektionen war
die Schmerzschwelle bei den KO-Tiere hoch signifikant (p<0.01) reduziert. Die angegebenen mN
Werte auf der X-Achse wurden zur einfacheren graphischen Darstellung entsprechend den
vorgegebenen Filamentstarken der Von-Frey-Filamente gewéhlt und nicht malstabsgetreu
abgebildet.
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Abbildung 40: WT und AK Vergleich im Von-Frey-Filament-Test im Versuchsansatz zur akuten
Pankreatitis. Diese Graphen zeigen die unterschiedliche Schmerzschwelle der WT- und AK-
Versuchsgruppe im zeitlichen Verlauf (Oh, 6h, 12h). Vor Caerulein Injektionen zeigen WT und
AK weitgehend die gleiche Sensibilitdat. Nach 6h zeigte sich ein hoch signifikanter (p<0.01)
Unterschied in den Schmerzassoziierten Reaktionen von den AK-Tieren im Vergleich zu den WT-
Tieren. Der sich nach 12h ebenfalls hoch signifikant (p<0.01) darstellte. Die angegebenen mN
Werte auf der X-Achse wurden zur einfacheren graphischen Darstellung entsprechend den
vorgegebenen Filamentstarken der Von-Frey-Filamente gewéhlt und nicht malistabsgetreu
abgebildet.
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Abbildung 41: ¢cWT und cKO Vergleich im Von-Frey-Filament-Test im Versuchsansatz zur
akuten Pankreatitis. Die Kontrolltiere blieben in ihrer Sensibilitat weitgehend gleich. Es konnten
hierbei zu keinem Zeitpunkt signifikante Unterschiede festgestellt werden. Die angegebenen mN
Werte auf der X-Achse wurden zur einfacheren graphischen Darstellung entsprechend den
vorgegebenen Filamentstdrken der Von-Frey-Filamente gewéhlt und nicht mafstabsgetreu
abgebildet.

45.3 Korpergewichtsverlust

Die Versuchstiere wurden vor Versuchsbeginn und direkt nach den letzten
Messungen gewogen. Die Tiere der KO-Gruppe (3.3040.40%) haben hoch
signifikant (p<0.0001) weniger an Korpergewicht verloren als die M&use der WT-
Gruppe (6.901+0.58%) (Abb.42). Bei den durch Antikdper behandelten Tieren war

der Gewichtsverlust ebenfalls hoch signifikant (p<0.001) reduziert.
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Abbildung 42: Graphische Darstellung des Kérpergewichtsverlustes im Versuchsansatz zur akuten
Pankreatitis. Die Tiere der KO-(3.30+0.40%) und AK-Gruppe (4.554+0.46%) haben hoch
signifikant weniger an Gewicht verloren als die WT-Tiere (6.90+0.58%). Die beiden
Kontrollgruppe (cWT 0.67+0.97%) und cKO (0.99+0.47%) haben in etwa gleich wenig
abgenommen.

4.6 Verhaltensbiologische Studien bei induzierter chronischen Pankreatitis
4.6.1 Open-Field-Test

Wie bei der akuten Pankreatitis wurden im chronischen Pankreatitis-Versuch im
Open-Field-Test die Verhaltensweisen (Frei-Aufrichten ,,Rearing“, Putzen,
Spriinge, Kratzen, bauchwarts Blicken, Defékation, Urinieren), sowie die
Laufstrecken der Tiere evaluiert. Allerdings wurde den Mé&usen jeweils eine 5

minultige Eingewodhnungszeit gegeben, bevor sie dann 5 Minuten gefilmt wurden.

Frei-Aufrichten (chronische Pankreatitis)
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Abbildung43: Graphische Darstellung des Aufrichtungsverhaltens im chronischenVersuchsverlauf.
Bei beiden Versuchsgruppen (WT, KO) nimmt die Anzahl des Aufrichtens am Tag 28 und 56 ab.
Aufféllig ist hierbei die signifikant reduzierte Aufrichtungsanzahl der WT-Gruppe (11.38+1.50)
am Tag 28 im Vergleich zur KO-Gruppe (17.1942.00). Auch am Tag 56 zeigten die KO-Tiere
mehr Aufrichtungsvermégen, die sich allerdings nicht signifikant darstellen lie}. Die beiden
Kontrollgruppen (cWT, cKO) zeigen nahezu konstant die gleiche Aufrichtungsanzahl.
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Bei der WT- und KO-Gruppe nahm wahrend des Versuchsverlaufs die Anzahl des
Freiaufrichtens ab. Die Tiere der WT-Gruppe zeigten nach Caerulein-Gabe ein

zum Teil signifikant reduziertes Aufrichtungsvermdgen im Gegensatz zu der KO-

Gruppe. Die Kontrolltiere blieben in der Anzahl weitgehend konstant (Abb.43).
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Abbildung 44: Graphische Darstellung der Verhaltensweisen Putzen, Spriinge, Kratzen,
bauchwarts Blicken, Defékation, Urinieren beim Versuchsansatz zur chronischen Pankreatitis.
Durch die geringe Anzahl aller dieser Verhaltensweisen wurden keine Signifikanzen beobachtet.

Die Dokumentation der Verhaltensweisen von Putzen, Spriinge, Kratzen,
bauchwarts Blicken, Defékation, Urinieren ergaben bei allen Versuchs-Gruppen
keinen signifikanten Unterschied (Abb.44). Wie im Versuchsansatz zur akuten

Pankreatitis kann vermutet werden, dass die Anzahl der Verhaltensweisen zu
gering war.
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Laufstrecke (chronische Pankreatitis)

E3 cWT
20 = Wi
E3 cKOo
T 0 KO
—_ T

- __ s B

NP S NP S AR E NP

BB S B S PSP PSS

Abbildung 45: Graphische Darstellung der Laufstrecke im chronischen Pankreatitis
Versuchsverlauf. Beide Versuchsgruppen (WT, KO) zeigten verminderte Lokomotion am Tag 28
(WT: 7.2840.68m /KO: 7.0440..75m) und Tag 56 (WT: 5.90+0.59m /KO: 5.86+1.05m). Die
Kontrollgruppen (cWT, cKO) blieben in ihrer Laufstrecke nahezu konstant.

Bei der Ermittlung der Laufstrecke zeigten beide Versuchsgruppen mit
chronischer Pankreatitis eine deutliche Abnahme der Laufaktivitat. Die sich am
Tag 28 (WT 7.2840.68m ,KO 7.04+0.75m) im Gegensatz zum Tag 1 (WT
13.60+0.82m ,KO 14.50+1.03m) am deutlichsten darstellte. Die Laufstrecke der
CWT-Gruppe blieb nahezu unveréndert hoch (Tag 1: 11.15+0.64m, Tag 28:
11.38+0.47m, Tag 56: 11.19+1.43m; Abb.45). Auch die cKO-Gruppe zeigte
nahezu gleichbleibende Lokomotion (Tag 1: 14.85+3.13m, Tag 28:13.92+0.78m,
Tag 56: 15.53+£0.94m)

4.6.2 Evoziertes Schmerzverhalten (Von-Frey-Filamente)

Das evozierte Schmerzverhalten bei den Madusen mit induzierter chronischer
Pankreatitis wurde analog zum Versuchsansatz der akuten Pankreatitis mit den
Von-Frey-Filamenten durchgefuhrt. Die Messung des ersten Tages zeigte bei
allen Versuchsgruppen eine weitgehend gleiche Grundsensibilitat die sich bei den
Kontrolltieren wahrend des 8 wdchigen Versuchs auch nicht nennenswert
verdnderte (Abb.47). Bei exemplarisch gewéhlten Filament von 2.36mN, zeigten
die Gruppen bei der ersten Messung eine Reaktion von 2.50+0.56(cWT)
3.33+0.80(cKo) 3.17+0.17(WT) 3.52+0.33(KO). Auch bei einem exemplarisch
starkeren Filament-3.22mN wird die weitgehende Grundsensibilitdt deutlich
7.00£0.51(cWT)  7.50+1.17(cKO)  8.35+0.41(WT) 9.17+0.56(KO). Die
Versuchsgruppen, die Caerulein Injektionen bekamen, zeigten schon nach der

ersten  Woche hoch signifikante (p<0.01) Unterschiede in ihrer
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Berthrungsempfindlichkeit. Die Tiere der KO-Gruppezeigten nach 28 Tagen bei
der Filamentstarke-2.36mN eine deutlich geringere Schmerzreaktion gegentiber
der WT-Gruppe (5.82+0.33 vs. 9.64+0.20). Bei dem Filament 3.22mN war nach
28 Tagen ebenfalls eine stark reduzierte Schmerzreaktion der KO-Gruppe
(9.70+0.40) gegenlber der WT_Gruppe (12.35+0.34) feststellbar, die sich
signifikant wéhrend des gesamten Versuchsverlaufs immer deutlicher darstellte
(Abb.46). Am Tag 56 zeigte die WT-Gruppe (10.38 £ 0.20) gegeniber der KO-
Gruppe (5.58+0.24) bei einer Filamentstarke von 2.36mN den deutlichsten
Unterschied. Beim 3.22mN-Filament wurde das reduzierte Schmerzempfinden der
KO-Gruppe (9.05+0.34) gegenuber der WT-Gruppe (1256 + 0.37) am
deutlichsten. Die unterschiedliche Schmerzreaktion der Versuchgruppen
(WT,KO) konnte bei allen Filamentstarken beobachtet werden. Die deutlich
reduzierte Berthrungsempfindlichkeit der KO-Gruppe gegentiber der WT-Gruppe
zeigte sich am deutlichsten bei den feineren Filamenten(1.65mN, 2.36mN,
2.44mN).
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Abbildung 46: Von-Frey-Filament-Test (CP) von WT und KO im Vergleich. Vor caerulein
Injektionen (Tagl) zeigen WT und KO nahezu die gleiche Sensibilitat. Am Tag 28 zeigte sich eine
hoch signifikant (p<0.01) unterschiedliche Schmerzschwelle der WT- und KO-Versuchsgruppe die
am Tag 56 (p<0.01) noch deutlicher wurde. Die angegebenen mN Werte auf der X-Achse wurden
zur einfacheren graphischen Darstellung entsprechend den vorgegebenen Filamentstérken der
Von-Frey-Filamente gewéahlt und nicht maRstabsgetreu abgebildet.
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Abbildung 47: Von-Frey-Filament-Test (CP) von c¢WT und cKO im Vergleich. Die
Kontrollgruppen (cWT, cKO) zeigen konstant tber den gesamten 8 wdchigen Versuchszeitraum
nahezu die gleiche Sensibilitdt. Die angegebenen mN Werte auf der X-Achse wurden zur
einfacheren graphischen Darstellung entsprechend den vorgegebenen Filamentstirken der Von-
Frey-Filamente gewdhlt und nicht mafRstabsgetreu abgebildet.

4.6.3 Gewichtszunahme

Alle Tiere im Versuchsansatz zur chronischen Pankreatitis wurden jeden zweiten
Tag gewogen und im Gegensatz zu den Tieren mit akuter Pankreatitis
hauptséchlich eine Korpergewichtszunahme beobachtet. Deutlich zeigte sich
jedoch ein Gewichtsverlust bei den Tieren der WT-Gruppe in den ersten Tagen
(Abb.48). Nach 7 Tagen konnte bei der WT-Gruppe praktisch keine
Kdpergewichtszunahme (0.02%+0.91%) beobachtet werden. Die cWT-Tiere
hingegen nahmen signifikant (p<0.05) 4.97%+1.32% an Gewicht zu. Nach der
ersten Woche nahmen die WT-Tiere nicht signifikant nahezu parallel zu ihrer
cWT-Kontrollgruppe an Gewicht zu. Der anfangliche Gewichtsverlust konnte bei
den KO-Tieren nicht beobachtet werden, sie nahmen kontinuierlich zu. Ein

signifikanter (p<0.05) Unterschied der cKO und KO-Gruppe zeigte sich nur am
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Tag 21 wo die cKO-Tiere eine Gewichtszunahme von 7.86+1.61% und die KO-
Tiere nur 3.06£0.70%. Nach wenigen Tagen konnte kein signifikanter
Unterschied dieser beiden Gruppen mehr festgestellt werden. Am Tag 56 war
nahezu kein Unterschied mehr feststellbar (KO 13.45+1.12%; cKO
14.66+3.52%). Der Verlauf bei den Tieren der KO-Gruppe zeigt eine relativ
gesehene niedrigere Gewichtszunahme im Vergleich mit der WT-Gruppe. Aber
einen weniger deutlichen Unterschied zur cKO-Kontrollgruppe.
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Abbildung 48: Graphische Darstellung der Korpergewichtzunahme im Versuchsansatz zur
chronischen Pankreatitis. Die WT-Tiere verloren in den ersten Tagen an Kdrpergewicht, die KO-
Tiere nahmen kontinuierlich an Gewicht zu.

4.7 Analyse der Schmerz assoziierten neuronalen Aktivitat

Das Protein p-ERK (extracellular signal regulated Kinase) wird durch
nozizeptive Reize in aktivierten Hinterhorn-Neuronen Uberexprimiert. p-ERK

zeigt somit eine gesteigerte neuronale Aktivitat an und wird als Schmerzmaker
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eingesetzt. Die immunhistochemische Analyse von Rickenmarksschnitten mit
spezifischen Antikorpern gegen p-ERK zeigte bei den Tieren der WT-Gruppe
(12.15+0.74%) eine starke Immunreaktion im Hinterhorn, die bei den KO-Tieren
deutlich reduziert war (p<0.05; 9.74+£0.54%; Abb. 49 wund 50). Bei
Rickenmarksschnitten von Tieren der Kontrollgruppen (cWT ,cKO) sowie den
transgenen Tieren (KO) , waren die Dorsalhérner deutlich schwécher angefarbt
(Abb. 49 und 50).
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Abbildung 49: Beispielbilder der IHC gegen p-ERK. Die WT-Tiere zeigten deutlich sichtbar
immunhistochemisch gefarbte Bereiche im Hinterhorn des Rickenmarks (B, E). Die
Kontrollgruppe und die KO-Gruppe zeigen deutlich weniger Immunoreaktivitat (A, D, C, F,).
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Abbildung 50: Quantitative Darstellung der immunhistochemischen Analyse von p-ERK. Die
beiden Kontrollgruppen (cWT, cKO) zeigten keinen Unterschied in der immunhistochemischen
Reaktion von p-ERK im Hinterhorn des Riickenmarks. Die KO-Mause zeigten eine signifikant
héhere immunhistochemische Reaktion im Vergleich zu den Kontrollgruppen aber signifikant
weniger Reaktion als die WT-Mause. Bei den KO-Mausen konnte signifikant weniger neuronale
Aktivitét festgestellt werden als bei den WT-Mausen. Die Auswertung der Schnitte erfolgte wie in
Kapitel 3.2.3.8 beschrieben.
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Als Erganzung der Ergebnisse der immunhistochemischen Untersuchungen
wurden Western Blots von Homogenaten aus dem Riickenmark im Bereich der
Thorakalwirbel Th8 bis Th1ll durchgefihrt. Die Detektion zeigte hohe p-ERK
Konzentrationen im Rickenmark der WT-Tiere, wéhrend bei den Tieren aus der
KO-Gruppe offensichtlich geringere p-ERK Konzentrationen vorhanden waren
(Abb.51). Die Tiere der Kontrollgruppen wiesen im Verhaltnis zur KO- und WT-
Gruppe aulerst wenig p-ERK im Rickenmarkshomogenat auf.

KO cWT WT

GAPDH-

Abbildung 51: Gewebe-Western-Blot p-ERK. Bei den Kontrolltieren zeigte die Detektion geringe
p-ERK Konzentrationen. Die KO-Mduse enthielten offensichtlich geringere p-ERK
Konzentrationen als die WT-Tiere. Als Ladungskontrolle wurde GAPDH detektiert.

p-ERK
(chronische Pankreatitis)
P <0,001
I 1
P <0.001 P<0,001
T " 1

e

relative OD zu GAPDH

Abbildung 52: Auswertung des Gewebe-Western-Blot p-ERK.
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5 Diskussion

Ziel dieser Arbeit war es, den Einfluss des Chemokins Fractalkin und seines
Rezeptors CX3CR1 auf die Entziindungsreaktionen, die Fibrogenese und die
Schmerzentstehung in der experimentellen akuten und chronischen Pankreatitis zu
untersuchen. Durch die vorgelegte Arbeit konnte zum ersten Mal ein deutlich
analgetischer Effekt durch die Unterbrechung der Fractalkine/CX3CR1-Achse in

der akuten und chronischen Pankreatitis nachgewiesen werden.

5.1 Einflul3 des Fractalkin-Rezeptors auf die Entztindungsreaktion

In Entzlindungsprozessen spielen Chemokine hdufig eine entscheidende Rolle. Es
lassen sich inflammatorische und homd@ostatische Chemokine unterscheiden
(Moser and Loetscher, 2001, Gerard and Rollins, 2001). Fractalkin ist ein
inflammatorisches Zytokin, dass in seiner l6slichen Form Monozyten, NK-Zellen
und T-Zellen in das entziindliche Gewebe rekrutiert (Bazan et al., 1997). Die an
Endothelzellen vorkommende membrangebundene Form kann, induziert durch
inflammatorische Zytokine wie TNF-a, Interferon-y (IFN-y) und Interleukin-1(IL-
1), zur Adhésion von Leukozyten beitragen und wirkt dabei als ein
Adhasionsmolekul (Garcia et al., 2000).

In mehreren Experimenten konnte eine Uberexpression von Fractalkin/CX3CR1
in verschiedenen entziindlichen Erkrankungen (chronische Pankreatitis,
Arteriosklerose, rheumatische Arthritis, Glomerulonephritis, Asthma allergika,
Morbus Crohn, neuropathischen Schmerzen) in Zusammenhang gebracht werden
(Yasuda et al., 2008, Yang et al., 2007, Blaschke et al., 2003, Blaschke and
Muller, 2008, Segerer et al., 2002, Bisset and Schmid-Grendelmeier, 2005, Brand
et al., 2006, Verge et al., 2004, Lindia et al., 2005, Zhuang et al., 2007, Holmes et
al., 2008).

Durch diese Vorarbeiten motiviert, erschien eine Beteiligung der Fractalkin/
CX3CR1-Achse an den pankreatischen Entziindungsgeschehen im Rahmen der

akuten und chronischen Pankreatitis als wahrscheinlich.

In der vorgelegten Arbeit zeigte sich beim Eroffnen der Bauchhdhle im
Versuchsansatz der akuten Pankreatitis erwartungsgemall ein makroskopisch

deutlich vergroRertes, 6dematds verandertes Pankreas. Bei Entziindungen kommt
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es zu einer vermehrten Durchblutung und einer erhéhten Gefélidurchlassigkeit.
Dabei konnen ortlich begrenzte (lokale) Odeme entstehen (Menger et al., 2001).
Um heraus zu finden, ob CX3CR1, einen direkten Einfluss auf das Gewebetdem
hat, wurde das Verhéltnis vom Nass- zum Trockengewicht ermittelt. Der
Flussigkeitsverlust bei den Versuchsgruppen (WT, KO, AK) war groRer als bei
den Kontrollgruppen (cWT, cKO) (Abb.32). Zwischen den Versuchsgruppen
zeigten sich keine Unterschiede im Bezug auf den Grad des Gewebeddems. Im
Versuchsansatz zur chronischen Pankreatitis konnten signifikante Unterschiede
zwischen Versuch- und Kontrollgruppen festgestellt werden. Das Ergebnis war
allerdings auch hier unerwartet. Bei der makroskopisch sichtbaren Atrophie und
der histologisch erkennbaren Zunahme des Bindegewebes wurde erwartet, dass
die durch Fibrosierung gekennzeichneten Pankreata weniger Flussigkeit enthalten
als die Kontrollen. Die quantitative Darstellung aber zeigt ein genau umgekehrtes
Bild. Eine mdgliche Erklarung wére, dass im Pankreatitis Modell mit repetitiven
akuten Pankreatitis Schiiben bis zuletzt noch Odeme induziert werden. Es konnte
allerdings auch sein, dass in dem lockeren Bindegewebe verstarkt \Wasser in der

extrazellularen Matrix gebunden ist.

Bei der histologischen Untersuchung der HE-gefarbten Schnitte und
Methylenblau-gefarbten Semidunnschnitte konnte im Versuchsansatz zur akuten
Pankreatitis durch deutlich verbreitertes Interstitium das Odem bestatigt werden.
Zusatzlich zeigte sich eine deutliche Infiltration von Entzindungszellen mit

Azinuszellnekrosen der Versuchsgruppen.

Durch die elektronenmikroskopische Untersuchung der Ultrastrukturen wurden in
Pankreata der WT-Gruppe und der KO-Gruppe im Wesentlichen die gleichen
pathologischen Beobachtungen gemacht. Im Rasterelektronenmikroskop konnten
Bereiche mit massiver Entziindungszellinfiltration, nekrotische Gebiete und
ausgepragte interazinare Odeme beobachtet werden. An Ultradiinnschnitten waren
bei beiden Gruppen (WT und KO) dilatiertes endoplasmatisches Retikulum,
eingewanderte Makrophagen und Leukozyten und diverse autolytische Prozesse

der Azinus-Zellen erkennbar.

Trotz der aktuellen Diskussionen, ob erhéhte Amylase- und Lipase-
Konzentrationen gleichbedeutend oder nicht gleichbedeutend sind mit dem
Schweregrad der Pankreatitis, bleiben diese Parameter doch eine der Haupt-
Diagnose-Pfeiler in der Klinik (Lankisch et al., 1999). In den présentierten
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Versuchen stieg nach einer Caerulein-Stimulation die Amylase- und Lipase-
Konzentrationen der Versuchsgruppen um ein mehrfaches an. Eventuelle
Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen héatten Hinweise auf den akuten
pankreatischen Schaden gegeben. Es wurde hierbei allerdings kein wesentlicher
Unterschied der Amylase- und Lipase-Konzentrationen zwischen WT-, AK- und
KO-Tieren festgestellt. Die Versuchsgruppen zeigten somit einen &hnlich

schweren pankreatischen Schaden.

Ein wichtiger pathopysiologischer Hinweis auf eine akute Pankreatitis ist die
Ausbildung von Vakuolen in den Azinuszellen. Hierdurch kann der Schweregrad
des pankreatischen Schadens beurteilt werden (Krukemeyer M G 2005, Georg
Thieme Verlag, Lech MM, 1995). Dieses Phanomen konnte in der vorgelegten
Arbeit reproduziert werden. In der quantitativen Auswertung der fiir eine akute
Pankreatitis typischen intraazinaren Vakuolen (Autophagosomen) hatte das
Fehlen des CX3CR1 Rezeptors keinen Einfluss auf die Anzahl der Vakuolen.
Auch die mit CX3CR1 Antikorpern behandelten Tiere zeigten keine verminderte

Vakuolenbildung.

Um den Schweregrad der pankreatischen Entziindung zu ermitteln wurde in der
vorgelegten Arbeit ein in der Pathologie etabliertes Scoring-System (Spormann-
Score) fur die Pankreatitis verwendet. Wie bereits in Kapitel 3.2.3.3. detaillierter
beschrieben werden anhand des Spormann-Scores die Parameter des
pankreatischen Odems, der inflammatorischen Infiltrate, sowie die Auspragung
der pankreatischen Nekrose und Hamorrhagie beurteilt. Im Versuchsansatz zur
akuten und zur chronischen Pankreatitis zeigte sich kein signifikanter Unterschied
zwischen der KO-Gruppe und der WT-Gruppe. Die defizitaren CX3CR1” Méuse
und die WT-Mduse entwickelten somit eine dhnlich schwere Pankreatitis sowohl
bei der akuten als auch bei der chronischen Pankreatitis. Eine zu erwartende
geringere Entzlindungszellinfiltration der defizitdiren CX3CR1-Mause konnte bei
der histologischen Auswertung nach Spormann nicht  beobachtet werden.
Untersuchungen der infiltrierten Leukozyten bei Glomerulonephritiden und
anderen  Nephropathien ergab, dass die (berwiegende Anzahl an
Entzindungszellen CX3CR1 exprimieren (Segerer et al., 2002). Diese Studien
legen die Vermutung nahe, dass der Rezeptor auf Entzindungszellen im
Entzundungsgeschehen eine wesentliche Aufgabe hat. Oh und Kollegen

berichteten 2008 (iber eine Fractalkin Uberexpression im renalen Endothel und
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eine durch CX3CR1 Antikdrperblockade reduzierte Infiltration von Makrophagen
beim ischamischen akuten Nierenversagen in Méusen (Oh et al., 2008). Diese
vorangegangenen Ergebnisse bei anderen Erkrankungen konnte fir die akute und
chronische Pankreatitis in unserem Versuchsansatz durch die histologische
Auswertung nach Spormann nicht bestatigt werden. Allerdings enthdlt der
Spormann  Score als einen Parameter lediglich die Schwere der
Entziindungszellinfiltration und keine genaue Entzindungszellklassifikation,
welche rein morphologisch nicht moglich ist. Es ist daher nach wie vor denkbar,
dass eine bestimmte Subpopulation von Entziindungszellen (z.B. Makrophagen
oder neutrophile Granulozyten) reduziert infiltriert. Es werden daher weitere
Untersuchungen bendtigt um die Entziindungszellinfiltration in Abwesenheit des
CX3CR1 Rezeptors bei der akuten und chronischen Pankreatitis im Detail zu

charakterisieren.

Die erhohten Amylase- und Lipase-Konzentrationen, die Auszahlung der
Vakuolen und der Spormann-Score zeigten keine wesentlichen Unterschiede
zwischen den Versuchsgruppen. Schlussfolgernd kann festgestellt werden, dass
mit den in der vorliegenden Arbeit angewandten Methoden kein Einfluss von
CX3CR1 auf den Schweregrad der Entzindung bei der akuten Pankreatitis
nachgewiesen werden konnte. Zur Sicherung dieser unerwarteten Beobachtung
sollten in Zukunft weitere Untersuchungen wie z.B. die Trypsin und Elastase
Messung und/oder die Messung der Myeloperoxidase in Pankreashomogenaten
durchgefiihrt werden, welche eine noch detailliertere Aussage Uber den
Schweregrad der Pankreatitis zulassen werden.

In der Studie von Chakravorty et al. 2002 zu akuter Nierenentziindung, konnte
durch ein ,,static-adhesion-assay-system* die Adhdsion von Monozyten (26%)
und peripheren NK (17%) an Fractalkin exprimierenden tubuldren epithelialen
Zellen demonstriert werden (Chakravorty et al., 2002). Von der gleichen
Arbeitsgruppe wurde die chemotaktische Funktion von loslichem, sezerniertem
Fractalkin untersucht. Hierbei zeigte sich in vitro bei Chemotaxis-Assays, dass der
Uberstand von Zytokin behandelten epitheliale Zellen des proximalen Tubulus
(PTEC) eine Migration von peripheren Blut-Lymphozyten (PBLS) induziert. In
dieser Studie wurde allerdings auch gezeigt, dass die aktivierten PBLs zu 84%
CCR5, 90% CXCR3 und 19% CX3CRL1 exprimierten und bei Blockade der
CCR5, CXCR3 und der CX3CRL1 Rezeptoren die Chemotaxis der PBLs zu 69%,
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71% und 29% gehemmt wurde (Cockwell et al., 2002).

Aus den genannten Studien wird deutlich, dass Fractalkin letztlich einer von
mehreren Faktoren im Entziindungsprozess darstellt. Den Einfluss von Fractalkin
und seinem Rezeptor CX3CR1 auf das Einwandern von Entzindungszellen und
die Entzundungsreaktion hat, konnte bereits durch viele Arbeiten belegt werden.
Einen direkten Einfluss scheint es bei dem akuten Entziindungsprozess der
experimentell induzierten akuten und chronischen Pankreatitis nach den bisher
vorliegenden Daten allerdings nicht zu haben. Es bleibt abzuwarten, ob ggf.
Unterschiede in der Entziindungszellpopulation fir den beobachteten
gravierenden Effekt einer CX3CR1 Blockade auf die Schmerzen bei der
experimentellen akuten und chronischen Pankreatitis verantwortlich sind oder ob

es ein von der Entziindungsreaktion unabhéngiger Mechanismus ist.

5.2 Einflul3 des Fractalkin-Rezeptors auf die Fibrogenese

Um das Ausmal der Fibrose in der chronischen Pankreatitis zu analysieren
wurden immunhistochemische Farbungen mit Antikorpern gegen das
Glattmuskel-a-Actin (a-SMA) durchgefiihrt. Glattmuskel-a-Actin (a-SMA) ist ein
Marker fir die aktivierten pankreatischen Sternzellen (PSZ). Die Sternzellen
bilden die zellulare Grundlage der Organfibrose des Pankreas (Apte et al., 1998,
Apte et al., 1999, Bachem et al, 1998). Charakteristisch fir eine
Sternzellaktivierung ist eine gesteigerte Matrixproteinsynthese und eine erhéhte
Expression von o-SMA. Die Funktion der aktivierten PSZ besteht darin, das
zerstorte Gewebe im Rahmen der natiirlichen Wundheilung durch Bindegewebe
zu ersetzen (Zimmermann et al., 2002). Bei dieser Regeneration kommt es unter
pathologischen Bedingungen der chronischen Pankreatitis zu einer Fehlregulation

der Sternzellaktivierung mit ausgepragter Fibrosierung des gesamten Organs.

In der vorgelegten Arbeit wurde der bei einer Fibrose krankhaft vermehrte
Bindegewebsanteil mittels Anilinfarbung analysiert. Hierbei zeigte sich, dass die
Tiere mit chronischer Pankreatitis erwartungsgemaR eine deutliche Fibrose
entwickelten. Des Weiteren zeigte sich eine sehr heterogene Verteilung der
Kollagen Ansammlungen. Einerseits konnten Bereiche mit weniger stark
sichtbaren Bindegewebsanteilen und Gebiete mit sehr hohem Bindegewebsanteil
mit nur noch vereinzelt Gbrig geblieben Azini beobachtet werden. Ein Unterschied

zwischen KO- und WT- Méusen wurde nicht festgestellt.
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Bei dem in der vorgelegten Arbeit verwendetem Mausmodell fiir die chronische
Pankreatitis sind die fibrotischen Verdnderungen nicht so ausgepragt (Otsuki et
al., 2010), wie bei humanmedizinischen Patienten mit manifestierter chronischer
Pankreatitis. Der krankhaft vergroRerte Bindegewebsanteil im Mausmodell
enthielt deutlich weniger Kollagenfasern als vergleichbare humanmedizinische
Préparate einer chronischen Pankreatitis. Offensichtlich gibt es einen Unterschied
zwischen repetitiver akuter Pankreatitis und chronischer Pankreatitis der bisher
nur unzureichend verstanden ist. Dies kann als methodische Schwéche des
Modells angesehen werden, allerdings sind repetitive Caerulein Injektionen das
beste bisher etablierte Maus-Modell der chronischen Pankreatitis, welches vor
allem andere Charakteristika der chronischen Pankreatitis, wie zum Beispiel den

abdominalen Schmerz sehr gut wiedergeben.

Die quantitative Auswertung der o-SMA-IHC zeigte keinen wesentlichen
Unterschied in der Immunoreaktion bei den CX3CR1” knock-out Mausen im
Vergleich zu den WT-Tieren. Im verwendeten Caerulein-Pankreatitis-Modell
werden die pankreatischen Sternzellen (PSZ) scheinbar in vergleichbarem
Ausmald aktiviert wie bei der humanen chronischen Pankreatitis. Die aktivierten
pankreatischen Sternzellen (PSZ) bei Patienten mit chronischer Pankreatitis
produzieren dann jedoch in grollen Mengen fibrillares Kollagen, was in unserem
Maus-Modell durch Anilin-Farbungen so nicht beobachtet werden konnte. Durch
repetitive akute Pankreatitis Schiibe ist offenbar keine kontinuierlich andauende
pankreatische Schadigung gegeben, wie zum Beispiel bei Caerulein-
Dauerinfusionen oder Ligation des Ductus choledochus die durch stérkere Fibrose
gekennzeichnet sind. Die beobachtete relativ geringe Bildung von fibrillarem
Kollagen macht somit die Detektion eines mdglichen Unterschiedes zwischen
knock-out und WT-Tieren besonders schwierig. Diese Ergebnisse sollten
entsprechend im Verlauf an 0.g. Modellen bestatigt werden, in denen die

Fibrosebildung wesentlich ausgepragter ist.

Die CX3CR1" knock-out -Mause entwickelten in unserem Modell eine gleich
starke beginnende Fibrose. Die makroskopischen Beobachtungen der chronisch
veranderten Pankreata zeigten bei beiden Gruppen (KO und WT) ein zum Teil um
mehr als die Halfte der NormalgroRe atrophiertes Organ. Auch im REM und TEM
zeigte sich das gleiche Bild einer typischen chronischen Pankreatitis bei den WT-

als auch den KO-Tieren.
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Diese Ergebnisse stehen teilweise im Widerspruch zu anderen experimentellen
Untersuchungen in denen eine reduzierte Fibrosierung in CX3CR1” knock-out
Mausen beobachtet wurde. Diese Untersuchungen zeigten eine verminderte renale
Fibrose der CX3CR1” knock-out Mause nach Ischamie-/Reperfusionsschaden
(Furuichi et al., 2006) und arteriosklerotisch anfallige ApoE™- und CX3CR1™"-
doppelt knock-out Mause entwickelten weniger progressive arteriosklerotische
Veranderungen (Tacke et al., 2007). Im Gegensatz dazu wurde jedoch bei
Untersuchungen der hepatischen Fibrose in zwei unabhéngigen Modellen (Carbon
tetrachloride induzierte- und Gallengangligation induzierte-Fibrose) eine
verstarkte Fibrose bei CX3CR1”" knock-out Mausen festgestellt (Karlmark et al.,
2010).

5.3 Einflul? des Fractalkin-Rezeptors auf die Schmerzen

Die Definition von neurophatischem Schmerz der Internationalen Gesellschaft
zum Studium des Schmerzes (IASP) lautet: ,,Pain caused by a lesion or disease of
the somatosensory nervous system®. Forschungsergebnisse der letzten Jahre
zeigen, dass die Entstehung und Aufrechterhaltung neuropathischer Schmerzen
nicht das Ereignis eines einzelnen pathophysiologischen Mechanismus darstellt,
sondern das Endprodukt einer ge&dnderten peripheren, spinalen und supraspinalen
Signalverarbeitung ist. Die Entstehung der extremen Schmerzen bei einer
Pankreatitis ist noch nicht ausreichend untersucht. Die Schmerzen der chronischen
Pankreatitis wurden traditionell als ,,entziindlicher Schmerz* klassifiziert, neuere
Studien zeigten aber strukturelle Verédnderungen in Axonen und Ganglien, so dass
eine neurophatische Schmerzkomponente immer wahrscheinlicher wird (Ceyhan
et al.,, 2008, Drewes et al., 2008, Ceyhan et al.,, 2009a). Die neuronal-
immunologische  Kommunikation  durch  pankreatische  Neuritis  und
Veranderungen der Nervenplastizitdt sind direkt mit dem Schweregrad der
Schmerzen verbunden (Ceyhan et al., 2009a, Di Sebastiano et al., 1997, Ceyhan et
al., 2009b).

Die Schmerzweiterleitung beginnt mit dem ersten synaptischen Reiz und l4uft
uber ein zweites Neuron das im Hinterhorn (Lamina I, 11 und V) lokalisiert ist.
Von dort aus projizieren die Neurone ihre Signale zu hdher gelegenen

Schmerzzentren im Gehirn (Abb.5). Interessanterweise kann das Schmerzsignal
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im Hinterhorn des Rickenmarks durch Gliazellen reguliert werden (Millan,
1999). Gliazellen regulieren die neuronale synaptische Kommunikation durch
Sekretion einer Vielfalt verschiedener Neurotransmitter, Neuromodulatoren und
Chemokine (TNF-[alpha], IL-1, und IL-6, Arachidonsdure, EXxcitatorische
Aminosauren (EAAs), Prostaglandine), Nerve-Wachstumsfaktor (NGF), und
Enkephalinasen. Fractalkin ist das einzig bekannte neuronale Chemokin das von

schmerzaktivierten Neuronen freigesetzt wird.

Unter Normalbedingungen ist Fractalkin in groBeren Mengen an der
extrazelluldren Oberflache von Neuronen exprimiert (Harrison et al., 1998) und
der Fractalkinrezeptor auf Zellen der Microglia (Harrison et al., 1998, Verge et al.,
2004, Lindia et al., 2005). Lindia und Kollegen konnten bereits 2005 durch zwei
unterschiedliche Versuchsmodelle (Freundsches Adjuvans (entziindlich) und
Spinalnerven Ligation (traumatisch)) fur chronischen neurophatischen Schmerz
zeigen, dass in schmerzrelevanten Laminae im Rlckenmark eine stark erhéhte
CX3CR1 Expressionen auftritt. In dieser Studie wurde erstmalig auch eine stark
erhohte Fractalkin Expression in Astrozyten beschrieben (Lindia et al., 2005).
Pathologische Schmerzzustdnde sind also mit erhohter Fractalkin Expression in
Neuronen, Astrozyten und erhohter CX3CR1 Expression in der Microglia
verbunden (Verge et al., 2004, Park et al., 2011). Der gliale-Zelltyp der Microglia
reagiert offenbar zuerst auf neuronale Stimulationen durch Entziindung oder

Verletzung (Raghavendra et al., 2003).

Astrozyt ‘

e

Neuron

0 =CX3CR1
§ =Fractalkin

Microglia

Abbildung 53: Wechselwirkung zwischen Neuron, Microglia und Astrozyt im ZNS modifiziert
von (Svensson and Brodin, 2010). Microglia und Astrozyt regulieren neuronale synaptische
Kommunikation durch Fractalkin und damit verbundene Sekretion verschiedener
Neurotransmitter. Dadurch kann das Schmerzsignal im Hinterhorn des Riickenmarks durch
Microglia und Astrozyt verstérkt werden.
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Microglia und Astrozyten nehmen eine zentrale Rolle bei der Bildung und
Aufrechterhaltung von Ubertriebenen Schmerzzustanden bei entziindlichen und
neurophatischen Prozessen ein (Svensson and Brodin, 2010, Milligan et al., 2008)
(Abb.49). Die zum groliten Teil unerkldrlichen extremen Schmerzen der
Pankreatitis machen eine Sensibilisierung der Neurone durch Microglia und

Astrozyten sehr wahrscheinlich.

Durch die verhaltensbiologischen Beobachtungen im Open-Field-Versuch kénnen
Ruckschlusse auf das Allgemeinbefinden der Tiere geschlossen werden. Durch
die Untersuchung der Defékationen sollten eventuelle Verdnderungen in der
Anzahl und Konsistenz des Kotes dokumentiert werden. Es ist leicht vorstellbar,
dass durch Schadigung des exokrinen Pankreas Veranderungen in der
Kotbeschaffenheit auftreten. Zum anderen ist das vermehrte Absetzten von Kot
und Urin bei Tieren ein Hinweis fur Stress. In diesem Fall konnte der Stress
verursacht durch vermehrtes Schmerzempfinden interpretiert werden. In der
Tiermedizin sind hdufiges Umschauen und Kratzen oder Treten nach dem Bauch
typische Koliksymptome. Insofern hatte es nicht verwundert, wenn die Mause mit
Pankreatitis diese Verhaltensweisen vermehrt gezeigt hatten. Auch die Anzahl an
Springen, die in der Tiermedizin als sogenanntes ,,Scherzen“ ein Ausdruck fiir
Wohlbefinden bedeuten, hétte Hinweise auf den Schmerzzustand geben koénnen.
Auch wenn hierbei die Art der Spriinge nicht immer als Ubermut gedeutet werden
kann, so ist es in jedem Falle ein Marker fir Aktivitat. Im Versuchsansatz zur
akuten Pankreatitis zeigten die CX3CR1-knock-out M&use nach 12 Stunden ein
signifikant starkeres Explorationsverhalten als die WT-Gruppe. Das signifikant
erhdhte Lokomotionsverhalten der WT-Tiere gegentiber der KO- und Kontroll-
Gruppen kann allgemein als schmerzbedingte Unruhe gewertet werden. Anorexie
ist eins der Hauptsymptome der Pankreatitis (Steiner, 2006, Mar 1), der hoch
signifikante  Korpergewichtsverlust der WT-Tiere kann somit als

schmerzassoziiertes Phanomen gedeutet werden.

Die Schmerzuntersuchung evozierter Schmerzen in der vorgelegten Arbeit
erfolgte mittels Von-Frey-Filamenten. Bei der Messung der mechanischen
Hyperalgesie durch die Von-Frey-Filamente konnte eine hoch signifikant
reduzierte Schmerzschwelle der KO-Mé&use beobachtet werden. Auch die durch
CX3CR1 Antikoper behandelten Tiere zeigten signifikant geringeres schmerz-

assoziiertes Verhalten. Diese erheblich reduzierten Schmerzreaktionen konnten
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durchgéngig bei dem Versuchsansatz zur akuten und chronischen Pankreatitis

dargestellt werden.

Durch die molekularbiologischen Untersuchungen mittels WB und IHC gegen p-
ERK im Versuchsansatz zur chronischen Pankreatitis konnte gesteigerte
neuronale Aktivitat im Hinterhorn des Rickenmarks der WT-Tiere im Vergleich
zu den KO-Tieren beobachtet werden. Durch die Auswertung der p-ERK IHC
konnte eine signifikant reduzierte neuronale Aktivitat der KO-Tiere gegenuber
den WT-Tieren quantifiziert, und die Ergebnisse der Von-Frey-Messungen
dadurch bestatigt werden.

Durch die durchgéngig reduzierte Empfindlichkeit gegenuber der Von-Frey-
Filamente, der stark reduzierten Korpergewichtsabnahme und der durch p-ERK
darstellbaren verminderten neuronalen Aktivitat bei den KO-M&usen, muss davon
ausgegangen werden, dass der Fractalkinrezeptor CX3CRL1 eine zentrale Stellung

im pankreatischen Schmerzprozess einnimmt.

Der Mechanismus der starken pankreatischen Schmerzzustande ist noch nicht
endgultig verstanden. Die pankreatische Neuritis und Verénderungen der
Neuroplastizitat korrelieren mit dem Schweregrad der Schmerzen (Bockman et
al., 1988, Di Sebastiano et al., 1997, Jung et al., 2000, Ceyhan et al., 2009a,
Ceyhan et al., 2009b). Da Fractalkin bei Nervenreizung von Neuronen sezerniert
wird und somit als Lockstoff fir Leukozyten und Makrophagen dient, ist es gut
vorstellbar, dass das Fractalkin eine Schllsselfunktion bei der pankreatischen
Neuritis einnimmt. Verletzungen des Perineuriums intrapankreatischer Nerven ist
ein hédufig beobachtetes Phdnomen. Bei den in der vorliegenden Arbeit
verwendeten CX3CR1-knock-out Ma&usen konnte die Invasion von
Entzindungszellen durch den fehlenden Rezeptor auf den Entziindungszellen
reduziert und damit auch die neurale Schadigung und der pankreatische Schmerz
vermindert sein. Dies quantitativ am Mausmodell darzustellen ist allerdings sehr
schwierig. Durch die histologische und die elektronenmikroskopische
Untersuchung der Ultrastukturen konnte kein Unterschied in der Quantitat der
Entziindungszellinfiltrationen beobachtet werden. Hier werden in Zukunft weitere
Differenzierungen klaren ob es ggf. qualitative Unterschiede in der
Entzundungszellinfiltration an unserem Mausmodell gibt. Es ist beispielsweise
gut vorstellbar, dass es zwischen den WT- und KO- Tieren Unterschiede in der
Anzahl der Makrophagen und/oder der T-Zellen gibt, ohne dass sich die
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Gesamtanzahl der Entzlindungszellen unterscheidet. Alternativ konnte das
reduzierte Schmerzempfinden der defizitiren CX3CR1” Mause auf einen
zentralen  Mechanismus  zurickzufiihren  sein.  Bei  der  zentralen
Schmerzweiterleitung haben Microglia und Astrozyten eine schmerzmodulierende
Wirkung. Fractalkin und Rezeptor scheinen in der neuro-glialen Kommunikation
eine wichtige Rolle einzunehmen. Durch den defizitiren CX3CR1 Rezeptor bei
Microglia und Astrozyten konnte ihre verstdrkende und aufrechterhaltende
Funktion von Schmerzzustanden abgeschwacht sein. Der Grund fiir die geringeren
Schmerzen der CX3CR1™ Tiere, und somit der Einfluss des Fractalkin Rezeptors
auf die Schmerzen bei der experimentellen Pankreatitis liegt somit sehr
wahrscheinlich an einem (oder kombiniert beiden) der folgenden zwei
Mechanismen: Zum einen ist eine peripher schwachere Neuritis vorstellbar,
welche mit dem vorliegenden Modell nicht untersucht werden konnte und zum
anderen eine zentral schwéchere schmerzaggravierende Wirkung von Astrozyten

und Microglia.

Neuropathische Schmerzen sprechen in der Regel nicht ausreichend auf die
klassischen Analgetika (Opioide, NSAIDs) an (Loscher, 2006). Es werden zum
Teil erhebliche Speziesunterschiede in der Wirkung von Morphin beobachtet.
Aufgrund der moglichen paradoxen Erregungserscheinungen bei der Katze wird

Morphin vor allem beim Hund eingesetzt.

Alle Klinisch etablierten therapeutischen Ansatze der akuten und chronischen
Pankreatitis sind rein symptomatisch. Bis zum heutigen Tage konnte keine
kausale Therapie etabliert werden. Der abdominale Schmerz ist das absolute
Leitsymptom bei der akuten und chronischen Pankreatitis. Durch die Gabe von
nicht-steroidalen-Antiphlogistika und Opioiden kann keine zufriedenstellende
Schmerzfreiheit erreicht werden. Die analgetische Wirkung einer CX3CR1
Blockade durch verminderte Neuritis und/oder zentrale Hemmung der
schmerzmodulierenden Wirkung von Microglia und Astrozyten in Kombination
mit der Uberwiegend zentral analgetischer Wirkung mit Opiaten, stellt einen
interessanten Ansatz zur besseren Schmerzbehandlung der akuten und
chronischen Pankreatitis dar. Eine eventuelle synergistische Wirkung von
CX3CR1-Blockern und Opioiden konnte durch Reduzierung der Opioid-
Konzentration die unerwiinschten Nebenwirkungen (Toleranzentwicklung,

Atemdepressivitat, Suchtpotential) verringern.
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Die Blockade des Fractalkin-Rezeptors konnte somit ein vielversprechender
therapeutischer Ansatz fir eine neuartige Schmerztherapie sein. Es ist hierbei eine
schmerztherapeutische Anwendung sowohl in der Humanmedizin als auch im

Kleintierbereich gut vorstellbar.

Einer der fuhrenden forschenden Pharmakonzerne Europas hat bereits einen
chemischen ,,small-molecule-inhibitor entwickelt der den Fractalkinrezeptor
auch nach oraler Gabe funktionell blockiert. Die pharmakodynamischen- und
pharmakokinetischen- Tests sind hierbei weitgehend abgeschlossen. Auf den
Grundlagen meiner Arbeit hat bereits eine Folgearbeit mit diesem oral
verfligbaren chemischen Inhibitor in meiner Arbeitsgruppe begonnen. Jungste
Ergebnisse zeigen ebenfalls ein vielversprechendes schmerztherapeutisches

Potenzial.
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6 Zusammenfassung

Die akute und chronische Pankreatitis ist eine der hdufigsten Erkrankungen des
Gastrointestinaltraktes. Das absolute Leitsymptom sind die abdominalen
Schmerzen. Histopathologisch ist die akute Pankreatitis durch Odembildung,
Entzindungszellinfiltrationen und durch den nekrotischen Azinuszelluntergang
charakterisiert. Die chronische Pankreatitis zeigt zusatzlich eine ausgeprégte
Fibrosierung des gesamten Organs. Eine rasche Diagnosestellung mit einer
schnellen Beurteilung des Schweregrads ist fur die Prognose entscheidend. Zur
Therapie gehort die Behandlung der Schmerzsymptomatik und Flissigkeits-
Substitution. Bis zum heutigen Tage gibt es keine kausale Therapie der akuten

und chronischen Pankreatitis.

Das Chemokin Fractalkin wurde von Bazan et. al 1997 erstmals sequenziert.
Neuere Forschungsergebnisse zeigten einen wesentlichen Einfluss des Chemokins
Fractalkin in diversen entzindlichen Prozessen. Es konnte unter anderem gezeigt
werden, dass eine Uberexpression von Fractalkin bzw. CX3CR1 im
pankreatischen, renalen und hepatischen Gewebe zu einer Zunahme der
entziindlichen Reaktionen und des fibrotischen Umbaus fiihrt. Das Chemokin
Fractalkin ist im pankreatischen Gewebe bei Patienten mit chronischer
Pankreatitis deutlich Uberexprimiert und ist signifikant mit einem hoheren

Schweregrad von Schmerzen assoziiert.

Das Ziel dieser Promotionsarbeit war es, anhand von CX3CR1” knock-out
Mausen und durch Blockade des Fractalkin Rezeptors CX3CR1 mit
blockierenden Antikdrpern, die Rolle des Chemokins Fractalkin und dessen
Rezeptors auf die Entzindungsreaktion, den pankreatischen Schmerz und die
Fibrose bei der experimentellen akuten und chronischen Pankreatitis genauer zu

untersuchen.

Beziiglich des Schweregrades des pankreatischen Odems, der Anzahl der
intraazindaren Vakuolen und den morphologischen Veranderungen konnten keine
wesentlichen Unterschiede der Entzindungsreaktion bei der experimentellen
akuten Pankreatitis der CX3CR1”™  knock-out Mausen gegeniiber den
Kontrollgruppen festgestellt werden. Auch bei den Untersuchungen zur

Klassifizierung des Schweregrades der Fibrose bei der chronischen Pankreatitis



6 Zusammenfassung 93

mittels immunhistochemischer Farbungen mit Antikérpern gegen das
Glattmuskel-a-Actin  (a-SMA),  Bindegewebsfarbung mit  Anilin  und
elektronenmikroskopische Charakterisierungen, wurden keine wesentlichen
Unterschiede zwischen den zwei Gruppen beobachtet. Der Fractalkin-Rezeptor
scheint somit zumindest nicht direkt einen Einfluss auf die Entziindungsreaktion

und die Fibrogenese zu haben.

Die Schmerzintensitait wurde anhand von Verhaltenstests mit Von-Frey-
Filamenten gemessen. Dies wurde weiter gestiitzt durch immunhistochemische
Féarbungen des Rickenmarks der Tiere gegen den Schmerzmaker p-ERK und dem
Proteinnachweis mittels Western Blot. Die Schmerzmessungen durch die Von-
Frey-Filamente  zeigten  durchgédngig  hoch  signifikant  reduziertes
Schmerzempfinden der CX3CR1”  knock-out Mause. Dieses reduzierte
Schmerzempfinden wurde durch geringere Proteinkonzentrationen von p-ERK im
Western-Blot und immunhistochemisch  gefarbten Rlckenmarksschnitten
bestatigt. Der Fractalkin Rezeptor scheint somit einen entscheidenden Einfluss auf

das Schmerzempfinden bei der experimentellen Pankreatitis zu haben.

Zusammengefasst scheint CX3CR1 damit ein vielversprechendes therapeutisches
Target fiir eine neuartige Schmerztherapie sowohl in der Human- als auch in der

Kleintiermedizin zu sein.
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7 Summary

Acute and chronic pancreatitis are major inflammatory diseases of the pancreas,
characterized by severe abdominal pain. Acute pancreatitis is characterized by
inflammatory cell infiltration, pancreatic edema and azinar cell necrosis while
chronic pancreatitis is accompanied by severe fibrosis. Ongoing and unbearable
pain is the most common and arresting symptom of chronic pancreatitis patients.
Therefore, pain relief is the primary goal in the treatment of this disease. First line
medical options for pancreatitis include fluid resuscitation, pain medication,
pancreatic enzymes and abstinence from alcohol and tobacco. A causal therapy

for acute and chronic pancreatitis is lacking until today.

Bazan and colleagues first described the chemokine fractalkine in 1997. More
recent studies reported that fractalkine with its receptor CX3CR1 play important
roles in pain processing in diverse neuropathic pain models. It was furthermore
shown that overexpression of fractalkine in pancreatic, renal and hepatic tissue
correlated with the inflammatory reaction and the severity of fibrosis. Our group
was able to show earlier that fractalkine is highly overexpressed in patients with
chronic pancreatitis and that this overexpression significantly correlates with the

severity of pain in these patients.

In this study we used experimental models of acute and chronic pancreatitis in
CX3CR1" knock-out mice to investigate the role of fractalkine and its receptor
CX3CR1 in inflammatory reaction, pain and fibrosis in these models.
Furthermore, we investigated the therapeutic potential of a CX3CR1 blockade by
treating mice with a CX3CR1 blocking antibody.

There was no significant difference between the CX3CR1” knock-out mice and
the control group in the severity of the pancreatic inflammatory reaction
concerning pancreatic edema, the quantification of intraazinar vacuoles, and the
electron microscopic analysis. In order to classify the severity of fibrosis
immunostaining for alpha-smooth-muscle-actin (a-SMA), staining of connective
tissue with aniline, and electron microscopic analysis were utilized. There was no
significant difference between the CX3CR1” knock-out mice and the control
group in the severity of fibrosis. Therefore, fractalkine seems not to be directly

involved in the fibrogenesis in chronic pancreatitis as it was observed in renal and
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liver fibrosis. We believe that fractalkine promotes tissue fibrosis indirectly by
increasing mononuclear cell infiltration, which secrete different cytokines leading
to further activation of pancreatic stellate cells with consequent initiation of

fibrogenesis.

The intensity of pain was quantified by nociceptive measurements with VVon-Frey-
filaments and on a molecular level by immunostaining and Western blot analysis
of the spinal cord with the well-established pain-maker p-ERK. Both knock-out
mice and antibody treated mice showed significantly reduced pain related
behavior in the VVon-Frey-filaments tests when compared to their control groups.
These findings were confirmed by immunostaining and Western blot analysis,
where control groups showed significantly less p-ERK immunoreactivity and
significantly less p-ERK protein levels in the spinal cord. Therefore the
fractalkine receptor CX3CR1 seems to play a fundamental role in pain generation

and processing in experimental acute and chronic pancreatitis.

In conclusion, blocking of the fractalkine/CX3CR1 axis seems to be a promising
therapeutic option for the future management of pain in acute and chronic

pancreatitis both in human- and veterinary medicine.
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9 Anhang

9.1 Abkilrzungsverzeichnis

AP Akute Pankreatitis

ATF-2 Aktivieren Transkriptionsfaktor 2

BDNF Brain-derived neurotrophic factor

CB2 Cannabinoid receptor 2

CCD-Kamera | Charge-coupled Device-Kamera

CCK Cholezystokinin

CCL2 Chemokine (C-C motif) ligand 2

CCR5 C-C chemokine receptor type 5

CD1a" Cluster of Differentiation
,Unterscheidungsgruppen‘
immunphanotypischer Oberflachenmerkmale

CH Schweiz

cKO Kontrolle knock-out CX3CR1”

COX Cyclooxygenase

CP chronische Pankreatitis

cPLI Canine-Pancreatic-Lipase-Immunoreactivity

cWT Kontrolle Wild-Typ

CX3CR1 Fractalkin-Rezeptor

DAB Diaminobenzidin

DNA Desoxyribonukleinséure

DRG dorsal-root-ganglion (Hinterhornganglien)

ECL enhanced Chemolumineszenz

EDTA Ethylendiamintetraacetat

FIP Feline-Infektiose-Peritonitis

fPLI feline Pancreatic Lipase Immunoreactivity

GAPDH Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase

GER Deutschland



http://de.wikipedia.org/wiki/Charge-coupled_Device
http://de.wikipedia.org/wiki/Immunph%C3%A4notypisierung
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h Stunden

HE Héamatoxylin-Eosin

HRP horseradish peroxidase

i.m intra muskulér

iv intra vengs

IASP International Association for the Study of Pain

IBD Inflammatory-Bowel-Disease

IFN-y Interferon-gamma

IHC Immunohistochemistry

IL- Interleukin-

INOS induzierbare Isoform Stickoxid-Synthase

KO Knock-out

MCP1 monocyte chemoattractant proteinl

mN Millinewton

mRNA messenger-Ribonukleinséure

NF-xB nuclear factor ‘kappa-light-chain-enhancer' of
activated B-cells

NK-Zellen natirliche Killerzellen (Lymphozyten)

ns. nicht signifikant

P2x4 P2X purinoceptor 4

p38-MAPK P38 mitogen-activated protein kinases

PBLs peripheren Blut-Lymphozyten

PBS Phosphate buffered saline

PCR Polymerase Chain Reaction

P-ERK phosphorylate-extracellular-signal-regulated
kinases

PGE2 Prostaglandin E2

PSC Pancreatic stellate cells

PSTI Pancreatic secretory trypsin inhibitor

PTEC epitheliale Zellen des proximal tubulédrere

PVDF Polyvinylidene Fluoride



http://en.wikipedia.org/wiki/P38_mitogen-activated_protein_kinases
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qRT-PCR quantitative real time polymerase chain reaction

REM Rasterelektronenmikroskop

ROS reaktive Sauerstoffspezies

SDS-PAGE sodium-dodecyl-sulfate-polyacrylamide-gel-
electrophoresis

SEM Standard Error of the Mean

TBST Tris-buffered-saline with Tween20

TEM Transmissionselektronenmikroskop

Th-Zellen T-Helferzellen

TLR-4 Toll-like receptor 4

TNF-a tumor necrosis factor-alpha

T-Zellen T(Tymus)-Lymphozyten

UK United Kingdom

USA United States of America

WT Wild-Typ

ZNS Zentralnervensystem

ZPF Zentrum fiir Praklinische Forschung

a-SMA alpha smooth muscle actin



http://en.wikipedia.org/wiki/Sodium_dodecyl_sulfate
http://en.wikipedia.org/wiki/Polyacrylamide_gel
http://en.wikipedia.org/wiki/Electrophoresis
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9.2 Abbildungsverzeichnis

Abbl:

Abb2:

Abb3:

Abb4:

Abb5:

Abb6:

Abb7:

Abb8:

Abb9:

Abb10:

Abb11:

Abb12:

Abb13:

Abb14:

Abb15:

Abb16:

Abbl7:

Abb18:

Abb19:

Abb20:

Abb21:

Abb22:

Abb23:

Hund mit Pankreatitis

Schematische Darstellung der Signaltransduktion in spinaler Microglia nach
Nervenstimulation

Schematische Darstellung der Fractalkin Chemotaxis
Multibelle Rolle des Fractalkin im Krankheitsprozess

Beteiligung von Fractalkin und CX3CR1 im zentralen und peripheren neurophatischen

Schmerzmechanismus

Einfluss von Fraktalkin und CX3CR1 in der chronischen Pankreatitis
Zeittafel; Schematische Darstellung des akuten Pankreatitis Versuchsablaufes
Zeittafel, Schematische Darstellung des chronischen Pankreatitis Versuchsablaufes
Open-Field-Box

Beispiel der computerunterstitzten Auswertung der Laufstrecke

Beispiel einer Auswertungstabelle durch den VVon-Frey-Filament Test
Darstellung der Verteilung der Proben

Beispiel der computerunterstiitzen Auswertung mittels Image J
Exemplarische Darstellung der Auswertung mittels Image J des Hinterhorns
Ubersicht der Versuchs- und Kontrollgruppen

Vergleichende morphologische Darstellung vom Normal Pankreas (A), akute Pankreatitis
(B) und chronische Pankreatitis (C).

Lichtmikroskopische Beispielbilder der cWT- (A, D), WT- (B, E) und KO- (C, F) Gruppe

aus dem Versuchsansatz zur akuten Pankreatitis.

Beispielbilder von Semidinnschnitten der cWT- (A, D), WT- (B, E) und KO- (C, F)

Gruppe aus dem Versuchsansatz zur akuten Pankreatitis.

Lichtmikroskopische Beispielbilder der cWT- (A, D), WT- (B, E) und KO- (C, F) Gruppe

aus dem Versuchsansatz zur chronischen Pankreatitis.

Beispielbilder von Semidinnschnitten der cWT- (A, D), WT- (B, E) und KO- (C, F)

Gruppe aus dem Versuchsansatz zur chronischen Pankreatitis.
Beispielbilder der intrapankreatischen Vakuolen.
Graphische Darstellung der intrapankreatischen Vakuolenanzahl.

Beispielbilder von anilingefarbten Schnitten der cWT- (A), WT- (B) und KO- (C) Gruppe
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Abb24:

Abb25:

Abb26:

Abb27:

Abb28:

Abb29:

Abb30:

Abb31:

Abb32:

Abb33:

Abb34:

Abb35:

Abb36:

Abb37:

Abb38

Abb39:

Abb40:

Abb41:

Abb42:

Abb43

Abb44

aus dem Versuchsansatz zur chronischen Pankreatitis.

Beispielbilder der IHC gegen a-smooth-muscle-actin.

Quantitative Darstellung der immunhistochemische Analyse von a-smooth-muscle-actin.
REM und TEM Vergleichende Ubersicht CP und AP.

TEM Beispielbilder der akuten Pankreatitis.

TEM Beispielbilder der chronischen Pankreatitis.

REM Vergleichende Darstellung von NP, AP und CP.

REM pathologische Verdnderungen der Akuten Pankreatitis.

REM pathologische Veranderungen der chronischen Pankreatitis.

Graphische Darstellung des Flussigkeitsverlustes im Pankreasgewebe (Odem).

Graphische Darstellung der a-Amylase und Lipase Werte im Versuchsansatz zur akuten

Pankreatitis.

Graphische Darstellung der Amylase und Lipase Werte im Versuchsansatz zur

chronischen Pankreatitis.

Graphische Darstellung der Histopathomorphologische Analyse nach Spormann

Graphische Darstellung des Aufrichtungsverhaltens im Versuchsverlauf der akuten

Pankreatitis.

Graphische Darstellung der Verhaltensweisen Putzen, Spriinge, bauchwarts blicken,

kratzen, Defékation und Urinieren beim Versuchsansatz zur akuten Pankreatitis.
: Graphische Darstellung der Laufstrecke im Versuchsverlauf.

WT und KO Vergleich im Von-Frey-Filament-Test im Versuchsansatz zur akuten

Pankreatitis.

WT und AK Vergleich im Von-Frey-Filament-Test im Versuchsansatz zur akuten

Pankreatitis.

CWT und cKO Vergleich im Von-Frey-Filament-Test im Versuchsansatz zur akuten

Pankreatitis.

Graphische Darstellung des Korpergewichtsverlust im Versuchsansatz zur akuten
Pankreatitis.

: Graphische Darstellung des Aufrichtungsverhaltens im chronischen-Versuchsverlauf.

. Graphische Darstellung der Verhaltensweisen Putzen, Spriinge, Kratzen, Bauchwarts

blicken, Defakation, Urinieren beim Versuchsansatz zur chronischen Pankreatitis.
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Abb45: Graphische Darstellung der Laufstrecke im chronischen Pankreatitis VVersuchsverlauf.
Abb46: Von-Frey-Filament-Test (CP) von WT und KO im Vergleich.
Abb47: Von-Frey-Filament-Test (CP) von cWT und cKO im Vergleich.

Abb48: Graphische Darstellung der Korpergewichtzunahme im Versuchsansatz zur chronischen
Pankreatitis.

Abb49: Beispielbilder der IHC gegen p-ERK.

Abb50: Quantitative Darstellung der immunhistochemische Analyse von p-ERK.
Abb51: Gewebe-Western-Blot p-ERK.

Abb52: Auswertung des Gewebe-Western-Blot p-ERK

ADbb53: Wechselwirkung zwischen Neuron, Microglia und Astrozyt im ZNS modifiziert von
(Svensson and Brodin, 2010).

9.3  Tabellenverzeichnis
Tabellel: Spormann-Score
Tabelle2: Semi-quantitative Analyse der Transmissions Elektronen Mikroskop Bilder

Tabelle3: Semi-quantitative Analyse der Raster Elektronen Mikroskop Bilder
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