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Zusammenfassung

I.  Zusammenfassung

Einleitung: Endothelinen wird eine entscheidende Bedeutung in der Vermittlung der
Pankreatitis-assoziierten Entziindungsreaktion zugeschrieben. Hierbei wird die
Entziindungsreaktion durch Aktivierung des mikrovaskularen Endothels und dessen
Interaktion mit polymorphkernigen Granulozyten bestimmt. Uber welchen der beiden
Endothelinrezeptoren (ETa, ETg) die Entziindungsreaktion vermittelt wird, ist bis heute nicht
eindeutig geklart. In der vorliegenden Studie untersuchten wir daher mittels intravitaler
Fluoreszenzmikroskopie, inwieweit die selektive Blockade des ETa-Rezeptors bzw. ETg-
Rezeptors die Pankreatitis-assoziierte Endothelzellaktivierung und Leukozytenadharenz
beeinflusst.

Material und Methoden: Unter Pentobarbitalnarkose wurde bei 24 mannlichen Sprague-
Dawley Ratten nach Laparotomie das Pankreas zur intravitalen Fluoreszenzmikroskopie
ausgelagert. Nach selektiver Blockade des ETa-Rezeptors (BQ 123, n=8) bzw. des ET;-
Rezeptors (BQ 788, n=8) mittels Superfusion des jeweiligen Rezeptorantagonisten (2ml — 3
*10° M) auf das Pankreas, wurde die hamorrhagisch-nekrotisierende Pankreatitis durch Na-
Taurocholat (4%) induziert. Kochsalz (0.9%)-behandelte Versuchstiere dienten zur Kontrolle
(n=8). Die Aktivierung des mikrovaskularen Endothels wurde Uber die Adhdrenz
fluoreszenzmarkierter Latex-Partikel (Durchmesser 1um) bestimmt; die Analyse der
venularen Leukozytenadharenz erfolgte nach in vivo Farbung mit Rhodamin 6G. Mittelwerte
+ SEM, ANOVA und Student-Newman-Keuls-Test.

Ergebnisse: Alleinige Induktion einer hamorrhagisch-nekrotisierenden Pankreatitis bewirkte
eine Zunahme der Leukozytenadhérenz von 93 + 19 Zellen/mm? (baseline) auf 621 + 84
Zellen/mm? (2h nach Pankreatitisinduktion) und eine Endothelzellaktivierung auf 18 + 0.4
Partikel/mm?. Die Blockade des ETx-Rezeptors (BQ123) inhibierte den Pankreatitis-
bedingten Anstieg der Leukozytenadharenz (225 + 39 Zellen/mm?; p<0.05, und filhrte zu
einer signifikanten (p<0.05) Reduktion der Endothelzellaktivierung auf 11 + 0.3 Partikel/mm?.
Im Gegensatz dazu konnte die selektive ETg-Rezeptor-Blockade (BQ788) weder die
Leukozytenadharenz (615 + 112 Zellen/mm?) noch die Endothelzellaktivierung (26 + 5.5
Partikel/mm?) 2h nach Pankreatitis-Induktion beeinflussen.

SchluR3folgerung: Die vorliegenden Ergebnisse zeigen, dass bei hamorrhagisch-
nekrotisierender Pankreatitis sowohl die Endothelzellaktivierung als auch die Leukozyten-
Endothelzell-Interaktion ausschlieRlich Gber den ETa-Rezeptor und nicht Gber den ETg-

Rezeptor vermittelt ist.
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Il. Summary

Introduction: Endothelin plays a key role in mediating pancreatitis-associated inflammation.
The inflammatory response is triggered by the activation of microvascualr endothelial cells
and their interaction with stimulated polymorphonuclear leukocytes. It is still unclear,
however, which endothelin receptor (ETa, ETg) mediates the pancreatitis-associated
inflammatory response. Using the rat model of sodium-taurocholate-induced pancreatitis and
intravital microscopy, we therefore studied whether selective inhibitation of ET, or ETg
receptor function affects pancreatitis-associated leukocyteadhesion and endothelial cell
activation.

Methods: For intravital microscopy 34 male Sprague Dawley rats were anesthetized with
sodium pentobarbital (50mg /kg i.p.) followed by laparotomy and exterioration of the
pancreas. After inhibition of either the ETa-receptor (BQ 123, n=8) or the ETg-receptor

(BQ 788, n=8) through topical application of the respective endothelin-antagonist (2ml — 3
*10° M) and creating of a sodium-taurocholat (4%)-induced pancreatitis, leukocytesadhesion
and endothelial cell activation were investigated using intravital microscopy, rodamin 6G-
stained leukocytes and fluorescent-stained latex particles (diameter: 1um). Animals which did
not receive pre-treatment by ET receptor-antagonists prior to pancreatitis induction served as
controls (n=8). Data are given as means = SEM); statistic included ANOVA and post-hoc
Student-Newman-Keuls test.

Results: Induction of an acute experimantal pancreatitis caused a significant increas in
leukocyte adherence from 93 + 19 sticker/mm? venular endothelial surface at baseline to

621 + 84 sticker/mm? at 2 h after induction of pancreatitis. This was associated with an
endothelial cell activation of 18 + 0,4 beads/mm?. Inibition of the ETx-receptor (BQ 123)
reduced leukocyte adhesion (225 + 39 sticker/mm?, p<0.05) and endothelial cell activation
(11 % 0,3 beads/mm?, p<0.05). In contrast, selective inhibition of the ETg-receptor (BQ 788)
did neither affect leukocyte adhesion (615 + 112 sticker/mm?, p<0.05) nor endothelial cell
activation (26 + 5,5 beads/mm?, p<0.05) when compared to controls.

Conclusion: These results indicate that the pancreatitis-associated cell activation and

leukocyte-endothelial adhesion is mediated by the ETa- but not the ETg-receptor.
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I11. Einleitung

ll.L1 Die Geschichte der Erforschung des Pankreas

Abb. 1
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Abbildung 1 zeigt die Abbildung des Pankreas nach Johann Georg Wirsling, Pradua 1642
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Der Name pan kreas bedeutet ,ganz aus Fleisch* und stammt noch aus der hippokratischen
Vorstellung heraus, dass alle Driisen des Koérpers ganz aus Fleisch seien. Von Galen wurde
es sogar als das schone Fleisch bezeichnet.

Ob Hippokrates (ca. 460 — 370 v. Chr.) es jedoch kannte ist nicht ganz klar.

Aristoteles (ca. 384 — 322 v. Chr.) erkannte das Pankreas erstmals als Organ, mit einer
Schutzfunktion fir umliegende Gefale.

Eindeutig beschrieben wurde es im dritten vorchristlichen Jahrhundert von den ersten
Anatomen, Herophilos und Erasistratos. Eine erste Vermutung, wie das Organ innerhalb der
Verdauung funktionieren kdnnte, lieferte jedoch Eudemus (ca. 300 v. Chr.):

,es fliee aus ihr (dem Pankreas) eine dem Speichel &hnliche und zur Beférderung der
Verdauung bestimmte Flissigkeit in den Darmcanal®.

Galen (ca. 129 — 199 v. Chr.) ging jedoch nicht weiter auf diese Hypothese ein, sondern
unterstitzte die Meinung Aristoteles und schrieb dem Pankreas, als eine Art Polster, Schutz-
und Stutzfunktion zu.

,Da also die Vene, Arterie, der Nerv und mit ihnen ein viertes Gefass, das die Galle enthalt,
dort zusammenkommen, so ist klar, dass dort auch notwendig der Beginn ihrer Teilung sein
muss. Freilich sind alle Gefésse, wo sie sich teilen, leicht verletzbar, so dass, wenn eines
von ihnen wegen einer heftigen Bewegung schaden litte, dies dort der Fall sei, wo sie sich
teilen. Deshalb bedurfte dieser Ort eines besonderen Schutzes, wodurch die einzelnen
Gefasse, die sich in ihm vorfinden und sich teilen, geschitzt werden. Die Natur hat darum
gar weise einen drusenartigen Korper, den wir Pankreas nennen, gebildet, unterlegt, im
Kreise um Alle geordnet und die leeren Raume ausgefllt, damit nicht leicht eines reisse
oder ohne Stiitze sei. Denn da sie nun auf einem weichen und leicht nachgiebigen Korper
ruhen, so bleiben sie, wenn sie durch eine heftige Bewegung erschittert werden, [...] selbst
unverletzt und unbeschéadigt.”

In der Folgezeit hielten sich die Galen schen Lehren in der Medizin als Dogma aufrecht, bis
1515 n. Chr. Paracelsus (Theophrast von Hohenheim, 1493 — 1541) diese in Frage stellte. Er
suchte die Ursache fur Krankheit nicht mehr in der Zusammensetzung der Kérpersafte,
sondern in einzelnen Organen, und forderte spezifisch wirkende Arzneien fir spezifische
Erkrankungen. Die Abkehr von der Galen'schen Tradition wurde eingeleitet.

Es folgte Andreas Vesal (1514 — 1564 ), der mit seinem Werk ,De humani corporis fabrica“
den Beginn der wissenschaftlichen Anatomie einlautete und ungewollte die Galen'schen
Lehren erschutterte. In Bezug auf das Pankreas schrieb er jedoch:

LAusser dem Fette, welches den Hauten des Netzes gemeinsam ist, erfordert dessen untere
Membran, die dem hinteren Teile des Magens unterschoben ist, fiir sich einen gar grossen

drisenartigen Korper. [...] Beim Menschen ist dieser Kérper mehr weiss als rot und reicht bis
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zur Pfortader und den sich dort befindenden Aestchen der Arterien und Nerven, so dass sie
in ihren weiten Ausdehnung, nur durch die untere Haut des Netzes unterstitzt, desto
sicherer seien, und auch dem Magen eine Stltze gewéhre, worauf er ruhe.”

und bekraftigte die damalige Polstertheorie Galens.

Gabriele Falloppia (Falloppius, ca. 1523 — 1562) stellte als erster 1561 diese zugeschriebene
Magenpolsterfunktion in Frage:

~Wenn dies wahr ware, dann ware dieses Organ vollig unniitz bei den Tieren, die geneigt
einhergehen, da das Pankreas bei ihnen Giber dem Magen und nicht unter demselben liegt.”
nur um eine neue Polsterkissentheorie aufzustellen:

....dass es einen eingegrabenen Kanal hat, durch welchen jene wichtige Vene, die von der
Leber zur Milz fuhrt, sicher getragen werde. Jener wird es namlich wie ein Kissen
untergeschoben und gegen alles, was sie zusammendricken kdnnte, geschatzt.”

81 Jahre spater beobachtete Gaspare Aselli (Asselius, 1581 — 1626) 1622 mit Chylus
geflllte Darm-Lymphgefalle bei Hunden und schloss aufgrund der anatomischen Nahe zum
Pankreas auf eine Art Schwammfunktion desgleichen, das den milchigen Nahrungsaft aus
dem Darm aufsauge und dann zur Milz und Leber, zur Blutbildung, weiterleite.
Irrtimlicherweise hielt er die austretenden Lymphgefalie der Leber fir Fortsetzungen der
Darm-Lymphgefalie.

1641 kam es in der anatomischen Pankreaserforschung zu einem wichtigen Fund. Moritz
Hofmann (1622 — 1698) entdeckte den Ausflihrungsgang des Pankreas in das Duodenum
bei Truthahnen, hielt diesen jedoch nach der eingangigen Schwammtheorie fur ein
besonders groles Chylusgefal3.

1642 bestatigte ein Freund Hofmanns, Johann Georg Wirsiing (1589 — 1643), dessen Fund
(s. Abb. 1.1) beim Menschen:

Mit dem genannten Gange, dessen Abbildung beiliegt, verhalt es sich also: Die Oeffnung
oder Anfang, wenn man den Anfang da setzen darf, wo sich der gréssere Stamm befindet,
liegt bemerkenswert im Duodenum neben dem Gallengange. Die Sonde kann man vom
Darme aus gegen das Pankreas nur schwer, von diesem aber zum Darme leicht einflihren
und geht durch die Mitte des ganzen Pankreas, der Lange nach gegen die Milz hin, hat
unzahlige Verastelungen und endlich ganz kleine Zweiglein bis an die Wand hin, oberhalb,
unten und unterhalb der Milzgefasse, schickt von sich durch das Pankreas selbst
geschlangelte aus, tritt aber nicht in die Milz ein. Zuweilen habe ich sowohl beim Menschen,
als bei Tieren einen doppelten gefunden, einen kurzen am gewdhnlichen Orte und einen
langen etwas tiefer. [...] Soll ich ihn Arterie oder Vene nennen? Blut fand ich nie in
demselben, sondern einen triiben Saft, der auf die silberne Sonde wie eine atzende

Flassigkeit wirkte.
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Einen Sinn dieses triben Saftes ergriindete Wirsling nicht, dies war 1659 Franois de le Boé
Sylvius (1614 — 1627), der behauptete, das Pankreas gebe eine saure Flissigkeit zu den
Speisen in den Darm ab. Zusammen mit der alkalischen Galle sollte dies die Effervescentia
intestinalis, die Darmgarung, hervorrufen. Des weiteren sah er viele Erkrankungungen in
einer Stockung des pankreatischen Saftes in der Driise begriindet, wie z.B der Hysterie, der
Hypochondrie, der Epilepsie und dem Wechselfieber (Malaria) u.a.:

~er erhalt dort eine krankhafte Scharfe, die dann nach der endlich doch erfolgten
Ausscheidung desselben die "Darmgahrung"” alienire und so lange Kalte hervorbringe, bis
der Einflul3 des pankreatischen Saftes von dem der Galle iberwogen werde und das
Stadium der Hitze eintrete.”

Aus einer Stérung der Produktion der beiden an der Aufwallung im Darm beteiligten Safte
lie® sich auf diese Weise so ziemlich jede Krankheit herleiten. Das Pankreas galt nun als
wichtiges Organ, wenn nicht sogar das wichtigste.

Sylvius Schiler bemihten sich nun die Ansichten durch Tierversuche zu untermauern, einer
von ihnen Regnier de Graaf (1641 — 1673) gewann 1662 erstmal Pankreassekret mittels
eines angelegten Federkiels im Ductus Wirsungianuns aus Hunden. Er hielt dieses Sekret
ebenfalls flr sauer, da es verunreinigt in die Flasche tropfte und stellte eine Analogie
zwischen Mundspeichel und dem Sekret her, weshalb Thomas Sémmerring (1755 — 1830)
spater den etwas milRverstandlichen Begriff ,Bauchspeicheldriise® schuf.

Der weitere Ablauf der Geschichte der Erforschung des Pankreas bis 1930 ist kurz in Tabelle
1 zusammengefasst.

In den 30er Jahren gelang es schliellich den Biochemikern die damals bekannten Enzyme
erstmals kristallin darzustellen, bis heute sind noch viele Pankreasenzyme dazugekommen.
Unabhangig davon blieb es noch bis Ende der 80er Jahre schwierig, die Pankreatitis zu
diagnostizieren. Seit Mitte der 90er wird der Elastase 1-Test angewandt, durch den eine

Pankreasinsuffizienz schon im Frihstadium erkannt werden kann. (KUHLMANN 1996).
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Tab. 1

1682/ 83

1825

1826

1834

1842

1849

1860/ 61

1861/ 62

1872
1875

1877

1879

1890

1883

1889

1896
1899

1900

1921

Zeittafel der Geschichte der Erforschung des Pankreas

Johann Conrad Brunner (1653-1727)

Francois Leuret (1747-1851)
Jean-Louis Lassaigne (1800-1859)

Friedrich Tiedemann (1781-1861)
Leopold Gmelin (1788-1853)

Johann Nepomuk Eberle (1798-1834)

Heinrich Joseph Claessen

Claude Bernard (1813-1878)

Joseph Alexander Fles (1819-1905)
Alexander Jakulowitsch Danilewsky
(1838-1923)

Wilhelm Olivier von Leube (1842-1922)
Nikolaus Friedrich (1828-1882)

Hermann Engesser (1846-1892)

Carl Anton Ewald (1845-1915)

Abelmann

Carl Gussenbauer

Joseph Freiherr von Mering (1849-1909)
Oscar Minkowski (1858-1931)

Maurice Hanriot (1854-1933)
Iwan Pawlow (1849-1936)

Dr. Franz Thomas
Dr. Wilhelm Weber

Frederick Grant Banting (1891-1941)
Herbert Best (1899-1978)

Experimentia nova circa pancreas

Ahnlichkeit zwischen Mund- und
Bauchspeichel

Unterschiede zwischen Speichel
und Pankreassekret

Physiologie der Verdauung

Die Krankheiten der
Bauchspeicheldriise

Das Sekret der Bauchspeichel-
drise; Wirkung auf Fett, Zucker,
Eiweiss

Therapie eines Pankreasleidens
mit Kalbspankreasextrakt

Existenz dreier Fermentkdrper

Therapie mit Pankreas-Nahrklistier
Krankheiten des Pankreas

Das Pankreas als Verdauungs-
organ

Die Lehre von der Verdauung

Bedeutung des Pankreas zur
Verdauung

Erste Pankreas-OP

Endokrine Funktion des Pankreas;
Diabetes Mellitus

Fettspaltendes Ferment — Lipase
Entdeckung der Enterokinas

Einfihrung des Pankreon

Isolierung des Insulins
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[11.2 Das Pankreas

Das Pankreas (Bauchspeicheldriise, die) ist beim Erwachsenen ein etwa 10-15 cm langer,
3-4 cm breiter und 1-2 cm dicker Drisenstrang von 70-100 g Gewicht. Es liegt sekundar
retroperitoneal der hinteren Bauchwand zwischen Duodenum und Milzhilus an. Die Vorder-
flache wird vom Bauchfell iberzogen und liegt dem Magen an. Das Pankreas besitzt sowohl
ein endokrines Inselorgan, das ca. 3 % des Organgewichts ausmacht, und ein exokrines
Driusengewebe. Der endokrine Anteil wird als Gesamtheit aller Langerhans-Inseln
angesehen, welche sich in 5 peptid-hormonproduzierenden Zellformen unterscheiden lassen
(A, B, C, D und PP-Zellen). Sie sezernieren verschiedene Hormone, u.a. Insulin (B-Zelle)
und Glukagon (A-Zelle), welche als Gegenspieler zur Regulation des Kohlehydrat-, Lipid-
und Proteinstoffwechsels dienen, sowie Somatostatin (D-Zelle), das einerseits die
Pankreashormonfreisetzung, andererseits die Magen-Darm-Motilitdt hemmt, und das
Pankreaspolypeptid (PP-Zelle), welches die exokrine Pankreassekretion und den Gallefluf3
hemmt. Die C-Zelle bildet keine Granula aus. Der exokrine Anteil ist eine rein serése Drise
des Verdauungskanals, welche pro Tag etwa 1-2 | diinnflissigen, isotonen, bikarbonat- und
enzymreichen ,Bauchspeichel” produziert und Uber den Ductus choledochus in das
Duodenum abgibt. Diese Enzyme (Tab. 2) sind essentieller Bestandteil der Verwertung von
Eiweilden, Nucleinsduren, Kohlenhydraten und Fetten. Um eine Selbstandauung des
Pankreas durch seine eigenen proteolytischen Enzyme zu verhindern, werden sie in Form
inaktiver Vorstufen, so genannter Proenzyme, in Zymogengranula gespeichert und erst im
Zwolffingerdarm durch dort gebildete Enteropeptidasen aktiviert. Amylasen, Lipasen und
DNA-sen werden in bereits aktiver Form gebildet. Die Regulation der Pankreassekretion wird
durch eine enge Interaktion hormoneller und neuronaler Systeme beeinflusst. Sie unterliegt
einem funktionellen gastro-entero-pankreatischen Kreislauf. Dabei stimuliert die Magensaure
durch Herabsetzung des pH-Wertes im Duodenum die Freisetzung von Sekretin, welches die
Duktuszellen zur Sekretion einer bicarbonatreichen Flussigkeit anregt. Cholecystokinin
(CCK) hingegen flihrt zu einem chlorid- und enzymreichen Pankreassaft. Es stammt aus
dem Epithel des Duodenum, Jejunum und lleum und wird unter Anwesenheit von
langkettigen freien Fettsauren, Peptiden oder aromatischen Aminosauren freigesetzt. Beim
Menschen wirkt CCK wahrscheinlich nicht direkt auf die Azinuszellen, sondern moduliert die
sekretionsférdernde Wirkung der cholinergen Nervenendigungen des Parasympathikus. Die
noradrenergen sympathischen Fasern innervieren die Ausflihrungsgange des Pankreas.

Zuletzt fordern die Gallensauren zuséatzlich die Pankreassekretion.
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Tab. 2

ENZYME DES PANKREASSAFTES

PROENZM  ENZYM SUBSTRATE FUNKTION SPALTPRODUKTE

Endopeptidasen:

Trypsinogen

Trypsin

Chymotrypsinogen Chymotrypsin

Proelastase

Elastase

Exopeptidasen:

Prokarboxy-
peptidase A

Prokarboxy-
peptidase B

Proamino-
peptidase

Carboxy-
peptidase A

Carboxy-
peptidase B

Aminopeptidase

Lipidspaltende Enzyme:

Prophospho-
lipase A

Lipase

Phospholipase A

Proteine, Poly-
peptide

Proteine, Poly-
peptide

Proteine, Elastin

Poly-, Oligopeptide

Poly-, Oligopeptide

Poly-, Oligopeptide

Triacylglycerole

Phospholipide

Kohlenhydratspaltende Enzyme:

a-Amylase

Maltase

Ribonukleasen:

Ribonuklease

Desoxyribo-
nuklease

Starke, Glykogen

Maltose

RNA

DANN

Spaltung von Arg- und
Lys-Bindungen

Spaltung von Phe-, Tyr-
und Trp-Bindungen

Spaltung von Gly-, Ala-,
Val- und lle-Bindungen

Spaltung C-term. Peptid-
bindungen

Spaltung C-term. Arg- und
Lys-Bindungen

Spaltung N-term. AS

Spaltung von FS-estern
in Position 1 und 3

Spaltung von FS-estern
in Position 2

Spaltung von o-1,4-
Glykosidbindung

(s. a-Amylase)

Hydrolyse

Hydrolyse

Poly-, Oligopeptide

Poly-, Oligopeptide

Poly-, Oligopeptide

AS

AS

AS

FS,
2-Monoacylglycerole

FS
Lysolezithin

Oligosaccharide
Maltase, Glukose

(s. a-Amylase)

Nukleotide

Nukleotide
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[11.3 Akute Pankreatitis

Entzindliche Pankreaserkrankungen werden aufgrund klinischer Kriterien als akute oder als
chronische Pankreatitis klassifiziert. Die akute Form variiert sowohl in ihrer Auspragung, als
auch in unterschiedlicher Beteiligung benachbarter Organe bzw. Organsysteme (BRADLEY
[ll, 1993). Der Schweregrad der akuten Pankreatitis reicht von interstitiell-6dematdsen
Organveranderungen mit zumeist leichtem und selbstlimitierendem Krankheitsverlauf bis zur
Pankreasnekrose mit schlechter Prognose, wobei die Schwere des Krankheitsbildes mit dem
Ausmald der Nekrosen und den systemischen Manifestationen korreliert. Die Inzidenz der
Pankreatitis variiert in den verschiedenen Landern und ist abhangig von den ursachlichen
Faktoren, wie Alkohol-konsum, Gallensteinen, metabolische Faktoren und
Arzneimittelkonsum. In Norddeutschland liegt sie bei 19,7 auf 100.000 Einwohner jahrlich
(1988-1995) (LANKISCH 2001). Die Atiologie der akuten Pankreatitis war in 40% biliar, in
31% ein Alkoholabusus, zu 21% idiopathischer Natur und in 8% seltenen Ursachen
zuzurechnen (s.auch Tab. 3). Der Altersgipfel liegt zwischen 35 und 44 Jahren (LANKISCH
2001). Die Prognose der Erkrankung ist nicht nur vom Schweregrad der morphologischen
Veranderungen des Pankreas abhangig, sondern auch von der Persistenz atiologischer
Faktoren, dem Zeitpunkt der Diagnose, dem Krankheitsverlauf bis hin zur Einleitung der
Therapie, sowie der Entwicklung lokaler und systemischer Komplikationen. RANSON und
IMIRIE haben dazu prognostische Kriterien vorgeschlagen, um das Risiko eines letalen
Verlaufes einschatzen zu kénnen. Der APPACHE-II-SCORE (Acute physiology and chronic
health evaluation scoring System) liefert aus zwolf FunktionsgroRen ebenfalls ein gutes
Bewertungskriterium fir die Schwere des Krankheitsbildes. Ein weiterer unglinstiger Faktor
ist die Adipositas (BMI > 29 kg/m?). Bei einem hdheren Anteil an peripankreatischem Fett
scheinen ausgedehnte Fettgewebsnekrosen vermehrt aufzutreten. Schwere Verlaufsformen
finden sich in circa 15 — 25% der Falle, die mit einer Mortalitatsrate von 20 — 30%
einhergehen, wenn zwei der prognostischen Parameter vorliegen. Die hohe Letalitatsrate
beruht zu einem Grolteil auf den systemischen Komplikationen und dem Risiko des

Mulitorganversagens (Tab. 4).
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Tab. 3

ATIOLOGIE DER AKUTEN PANKREATITIS
Atiologischer Faktor Haufigkeit (in %)
Biliare Erkrankungen
(Gallensteine, Parasiten, Tumore, anatomische Anomalien) 45 (20-80)
Alkoholabusus 40 (20-70)
Post-ERCP Pankreatitis 5(1-10)

Postoperative Pankreatitis
(nach abdomineller oder extraabdomineller Operation) 3 (0-10)

Viruserkrankungen
(AIDS, Mumps, Varizelleninfektion, Coxsackie-, Echo-, Zytomegalieviren) 1 (0-5)

Medikamente

(Cimetidin, Valproat, Pentamidin, Azathioprin, 6-Mercaptopurin, Thiazid-

diuretika, Furosemid, Ostrogene (orale Kontrazeptiva), Tetrazykline,
Dideoxyinosin, u.andere. mit wahrscheinlichem Zusammenhang) <1

Stoffwechselerkrankungen
(Hypertriglyzeridamie, Hyperparathyreodismus, Apolipoprotein-
Cll-Mangel, Niereninsuffizienz) <1

Andere Ursachen
(Pankreastraumata, Schwangerschaft, Vaskulitiden, Kollagenosen) <1

idiopathische Pankreatitis
(in 60-70 % eine Mikrolithiasis) 10 (5-10)
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Tab. 4

KOMPLIKATIONEN DER AKUTEN PANKREATITIS
LOKAL SYSTEMISCH
Nekrose (steril/ infiziert) pulmonal: Insuffizienz/ Schocklunge/ ARDS/
Flussigkeitsansammlung Pleuraerguf’/ Pneumonie/ Atelektasen
Abszel
Pseudozyste renal: Insuffizienz/ Oligurie/ Azotamie/
intraperitoneale Blutung Nierenarterien-, venenthrombose
Thrombose von Blutgefalen (Milzvene, Portalvene) akute tubulare Nekrose

VerschluRikterus
kardiovaskular: Hypotension/ plétzlicher Herztod/
Pleuraerguf}

hamatologisch: disseminiert intravasale Gerinnung
gastrointestinal: gastrointestinale Blutungen

metabolisch: Hyperglykamie/ -triglyzeridamie
Hypokalzamie
Enzephalopathie/ plotzliche Erblindung

Fettnekrose

lll.4 Pathogenese der akuten Pankreatitis

Die Ursachen der akuten Pankreatitis sind vielfaltig (s. Tab. 3), die ursachlichen patho-
physiologischen Mechanismen immer noch weitgehend unbekannt. Eine pathogenetische
Vorstellung basiert auf der Vorstellung, dass die proteolytischen Enzyme im Pankreas
aktiviert werden, noch bevor sie das Darmlumen erreichen (STEINBERG W. 1994) und so zu
einer Autodigestion des Organs fiihren. Eine Vielzahl von Faktoren (Endotoxine, Exotoxine,
virale Infektionen, Ischamie, Anoxie, direkte Traumen, (s. Tab. 3)) scheinen die Aktivierung
der Enzyme verursachen zu kdnnen, sodass nicht nur pankreatisches sondern auch
peripankreatisches Gewebe angedaut wird (insbesondere durch Trypsin). Weiterhin fihren
diese Faktoren auch zur Aktivierung der Elastase und Phospholipase, die Zellmembranen
schadigen und dadurch Odeme, interstitielle Blutungen, Schadigungen von Gefalken,
Koagulationsnekrosen, bis zu Fett- und Parenchymzellnekrosen verursachen. Zellschaden
und Zelltod bewirken die Freisetzung weiterer Enzyme. Aullerdem scheint die Aktivierung
und Ausschittung von Bradykinin und anderer vasoaktiver Substanzen (Histamin) fir eine
Vasodilatation, erhdhte Gefalpermeabilitdt und Odembildung verantwortlich zu sein.

Freigesetzte proinflammatorische Cytokine wirken chemotaktisch auf Leukocyten und flhren
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zur Aktivierung des vascularen Endothels und vermehrter Expression von
Adhasionsmolekulen. Die Folge ist eine gestorte Mikroperfusion des Pankreas, die eine
Abnahme der Oxygenierung und eine Extravasation von Leukocyten bewirkt und das
Entzindungsinfiltrat verstarkt (Klar 2000) (s. Abb. 2). Es kommt so zu einer
Reaktionskaskade, die bis zur Entwicklung einer akuten nekrotisierenden Pankreatitis fihren
kann. Bereits 1901 beschrieb OPIE in seiner Theorie der gemeinsamen Endstrecke
(common channel) die Autodigestion bedingt durch Gallereflux oder durch Gangverschluss.
Die zurlckflieRende Galle in den Pankreasgang steigert dessen Permeabilitat fir
Makromolekiile wie zum Beispiel Verdauungsenzyme, die in das Interstitium Gbertreten
kénnen und den Entziindungsprozeld sowie autodigestive Prozesse initiieren. Dies bildete
die Grundlage des auch von uns verwendeten Tiermodells der retrograden Gangperfusion
mit Gallensaurederivaten zur Induktion einer akuten Pankreatitis (AHO 1980a, LANKISCH
1987). Dieses Modell gibt jedoch immer nur bedingten Aufschluss Uber Teilbereiche des
multifaktoriellen Krankheitsbildes der akut biliaren Pankreatitis, da es die Komplexitat des
menschlichen Korpers nicht nachstellen kann. Der Gangverschluss durch einen Gallenstein
in der Papilla Vateri wurde zwar 1974 als Ursache der akuten Pankreatitis beschrieben
(ACOSTA, 1974), drei Jahre spater stellte sich 1977 jedoch heraus, dass bei 80 — 90 % der
Patienten mit einer biliaren Pankreatitis Gallensteine im Stuhl nachgewiesen werden konnten
(ACOSTA, 1977). Man vermutete ursachlich eine passagere Steineinklemmung mit
konsekutiver Abflussbehinderung, wahrend jedoch neuere Untersuchungen belegten, dass
die Irritation der Papille durch die stattgehabte Gallensteinpassage zu einer langer
anhaltenden funktionellen Sphinkterstenose fihrt (HERNANDEZ, 1993). Die zweithdufigste
Ursache der Pankreatitis stellt der AlkoholmiRbrauch dar. Er flhrt Gber viele Jahre zu einer
Pankreasschadigung und Uber diesen Weg zu einem akuten Pankreatitisschub. Seltener
sind gelegentliche Alkoholexzesse dafur verantwortlich. Der pathophysiologische
Schadigungsmechanismus ist unbekannt. Vermutet wird, dass einerseits eine direkte
Schadigung des Pankreas durch Alkohol und seiner Abbauprodukte (Azetaldehyd)
verantwortlich ist, andererseits der Tonus des Sphincter Oddi an der Papilla Vateri
beeinflusst wird und damit die Zusammensetzung des Pankreassaftes. Direkt kommt es zu
Stérungen der intrazellularen Signaltransduktion und Kompartimentierung, gefolgt von
vorzeitiger Aktivierung von Verdauungsenzymen mit konsekutiver Autodigestion. Fur die
Sekretionsveranderungen sind hauptsachlich systemische und cholinerg-vagale
Mechanismen verantwortlich. Es bildet sich ein kalzium- und proteinreiches viskdses Sekret
mit nachfolgender Pankreasgangobstruktion aus und anschlieflender intrapankreatischer
Trypsinogenaktivierung. Die Tonuserschlaffung des Sphincters fihrt zum

duodenopankreatischen Reflux. Eine genetische Pradisposition in der Ausbildung einer
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Alkoholpankreatitis wird ebenfalls diskutiert (SIEGMUND, GULLO 2005).

Unabhangig von den verschiedenen atiologischen Faktoren folgt die Induktion einer akuten
Pankreatitis zum Grolteil einem vergleichbaren Reaktionsablauf von verschiedenen intra-
und extrazellularen Mechanismen (KLAR 2000). Bis heute ist die wichtige Frage, wo die
Entziindung beginnt, nicht zweifelsfrei geklart, es fehlt daher auch an einer kausalen
Therapiemdglichkeit. Einige Autoren vermuten, dass sie ihren Ausgang in der Azinuszelle
nimmt (STEER 1988 u. 1992). Andere sind jedoch der Ansicht, dass die Azinuszelle erst
spat geschadigt wird, nach der Ausbildung von interstitiellem Odem, Fettnekrosen und
interlobulérer Entzindung (BLACKSTONE 1987). Die klassische Hypothese der
Autodigestion, die wahrscheinliche gemeinsame Endstrecke verschiedener Ursachen einer
Pankreatitis, geht davon aus, dass die vom Pankreas selbst produzierten
Verdauungsenzyme wie zum Beispiel Trypsinogen, Chymotrypsinogen, Proelastase und
Pospholipase A noch im Pankreas selbst aktiviert werden und zu einer konsekutiven
Selbstandauung der Drise fihren (RINDERKNECHT 1986, STEER 1988, 1992,
BLACKSTONE 1987, KLOPPEL 1993). Zun&chst 16st sich die normale Azinuszell-typische
Kompartimentierung auf, die die Verdauungsenzyme im Vesikel gegen vorzeitige Spaltung
schutzt. Sie verschmelzen mit Hydrolasen-enthaltenden Lysosomen (Kolokalisation),
wodurch die Pankreasproenzyme aktiviert werden und so den tryptischen Zelluntergang
einleiten (Krinophagie) (STEER 1992, KLOPPEL 1993). Zusétzlich wird eine Stérung der
Stimulussekretionskopplung mit konsekutivem Stopp der physiologischen zentroapicalen
Sekretion der Zymogene und intrazellularer Akkumulation derselben in der Azinuszelle
vermutet (KLAR 2000). Die Folge ist eine fehlgerichtete basolaterale Freisetzung dieser
Enzyme in das Pankreasinterstitium, welches ein entscheidender Schritt in der Progression
von der milden 6dematdsen in eine nekrotisierende Pankreatitis sein konnte (FERNANDEZ
DEL CASTILLO 1993). Des Weiteren fihren abnorme intrazellulare Calciumkonzentrationen
u.a. Uber die calciumabhangige Aktivierung der Pankreasproenzyme, die Zerstérung des
Cytoskeletts, sowie Uber eine mitochondriale Dysfunktion zum Zellschaden (KLAR 2000).
Nach Stimulation mit Caerulein verstarken auch Alkohol, Hypoxie, Hypercalcamie,
Hyperlipidamie und einzelne Pharmaka die Calciumoscillation (WARD 1995). Dies kdnnte
ebenfalls ein Trigger der verschiedenen atiologischen Faktoren der akuten Pankreatitis sein.
Ein weiterer ist die UberschieRende Sauerstoffradikalbildung, die zu eine Disbalance mit
intrazellularem oxidativem Stref und Azinuszellschadigung flhrt. Sauerstoffradikale
verursachen einen Sekretionsblock der Zymogene durch Veranderung des Cytoskeletts und
induzieren so die pathologische intrapankreatische Trypsinogenaktivierung (GRADY 1998).
Neben dieser direkten Zellschadigung wirken sie chemotaktisch, erhéhen die Cytokin-

konzentration und aktivieren Leukozyten, was zu einer Stérung der Mikrozirkulation fiihrt und
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eine Progression der akuten Pankreatitis bewirkt (SCHONENBERG 1994, KLAR 1990).
Zusammenfassend heil’t dies, dass die pathogenetische Endstrecke der akuten
nekrotisierenden Pankreatitis mit Initiierung der Selbstverdauung der Driise durch eine
Imbalance zwischen protektiven und schadigenden Einfliissen definiert ist, wobei die
Ursache fur diese Imbalance bzw. das Versagen der Schutzmechanismen nicht geklart ist.
Eine Reihe intrazellularer Mechanismen, wie zum Beispiel die Trypsinogenaktivierung,
erhdhte Sauerstoffradikal- und Calciumkonzentrationen (s.0.) wirken in der initialen Phase
der Pathogenese, wahrend andere lokale Mediatoren nach Ausbildung des Azinuszell-
schadens und der milden 6dematdsen Pankreatitis zu einer Progression des Schadigungs-
prozesses mit dem Ende der akuten nekrotisierenden Pankreatitis flihren. Als
Hauptdeterminante fiir diesen Progrel und den Schweregrad der Pankreatitis wird die
Mikrozirkulationsstérung angesehen (KLAR 1990, 1994, 2000, PLUSCZYK 2001,
KUSTERER 1993, WERNER 1996, 1998). Sie ist die Folge der Vasokonstriktion von
Arteriolen, der gesteigerten Leukocyten-Endothel-Interaktionen in den postcapillaren
Venolen mit konsekutiver Widerstandserhohung, lokaler Aktivierung der intravasalen
Gerinnung, sowie arterio-vendser Shunts. Daraus resultiert die Ischadmie mit Hypoxie des
Pankreasgewebes, die maligeblich mit dem Ausmal der nekrotisierenden Entziindung
korreliert (PLUSCZYK 2001). Es kommt zum zellularen Energiemangel und dadurch zu einer
Storung der energieabhangigen Synthese-, Sekretions-, Schutz- und
Reparaturmechanismen der Azinuszelle. Die Mikrozirkulationsstérung ist damit nicht das
Ergebnis der nekrotisierenden Pankreatitis, sondern vielmehr ihre kausale Ursache. Als
wesentlicher Mechanismus in der Entstehung der Mikrozirkulationsstérung bei der akuten
Pankreatitis scheint die Imbalance der beiden starksten kontraren Mediatoren Endothelin
und Stickstoffmonoxid zu sein (FOITZIK 1997, WERNER 1997). Im Tiermodel der
experimentell akut nekrotisierenden Pankreatitis wurde eine Uberexprimierung von
Endothelinrezeptoren nachgewiesen (FOITZIK 1997), durch die die vasokonstriktorische und
permeabilitatssteigernde Wirkung des Endothelins verstarkt wurde. In verschiedenen Studien
konnte der wichtige Einfluss des Endothelins auf die Mikrozirkulationsstorung indirekt
ebenfalls nachgewiesen werden, in dem durch Blockade des Endothelinrezeptors der
kapillare Blutfluss verbesssert, die Kapillarpermeabilitat stabilisiert und somit die
Mikrozirkulationsstérung deutlich reduziert werden konnte (FOITZIK 1998a, 1998b, 2000a,
2000b; EIBL 2002, PLUSCZYK 2003). Das Ausmal der Mikrozirkulationsstérung, welche
einen wichtigen Einfluss auf die Ausbildung der nekrotisierenden Pankreatitis ausibt, wird

daher durch den Mediator Endothelin maf3geblich bestimmt.
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Abb. 2

Pathogenese der akut nekrotisierenden Pankreatitis (nach Klar et. al.)

Insult durch Noxe — intaktes Pankreas
- biliar - Alkohol Intrazellulare Mechanismen
- Ischamie - Hypercalcamie U - Trypsinogenaktivierung
- hereditar - Hyperlipidamie - Calciumkonzentration
SR - Sauerstoffradikale

Azinuszellschaden

U

Restitutio ad Integrum — Milde 6demattse Pankreatitis

lokale Mediatoren:
- Sauerstoffradikale
- vasoaktive Mediatoren: NO, Endothelin
- Cytokine (IL-1,-6, TNF-a, PAF)
U - Adhasionsmolekiile
(Selektine, Integrine, ICAM-1)

Mikrozirkulationsstérung

- Perfusionsminderung
U - Leukozytenadhasionssteigerung

Nekrotisierende Pankreatitis

[11.5 Endotheline und deren Rezeptoren

1988 beschrieb Yanagisawa erstmals ein vasokonstriktorisches Peptid, Endothelin genannt,
welches als korpereigener Gegenspieler zum endothelium derived relaxing factor (EDRF),
bzw. Stickoxid (NO) fungiert (YAAGISAWA 1988). Die genaue strukturelle Analyse zeigte
eine Struktur, die der Aminosauresequenz von Sarafotoxin dhnelt, einem Neurotoxin,
welches ahnlich verschiedener Schlangengifte spannungsabhangige lonenkanale, meist
Na’-Kanale, beieinflusst. Es ist ein Polypeptid, bestehend aus 21 Aminosauren, das im
Organismus in drei aktiven Isoformen (ET-1, ET-2, ET-3) vorkommt und eine strukturelle

Verwandschaft zu Neuropeptiden besitzt (INOUE 1989). Endotheline werden zunéchst als
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Praproendothelin mit 200 Aminosauren gebildet, welches durch eine Endopeptidase in das
Big-Endothelin gespalten wird. Dieses wird erst durch das Endothelin-Converting-Enzym
(ECE) in die aktive Endothelin-form umgewandelt. Alle drei Isoformen besitzen zwei Disulfid-
briicken, eine Gruppe polar gerichteter Seitenkette und eine hydrophobe c-terminale
Seitenkette mit aromatischem Indolring. Aufgrund der Strukturunterschiede in einigen
wenigen Aminosauresequenzen entstehen unterschiedliche Bindungsaffinitadten zu den
Rezeptoren und somit unterschiedliche molare Potenzen. Die von ET-1 ist starker als die von
ET-2 und ET-3, wobei die Wirkung vermittelt durch ET-2 langer andauert als bei den beiden
anderen Isoformen (INOUE 1989). Bisher wurden drei Endothelinrezeptoren (ETa-, ETg- und
ETc-Rezeptor) beschrieben, an denen die ET-Isoformen teilweise divergent wirken (ARAI
1990, SUKURIA 1990, IHARA 1992). Der ETa-Rezeptor besitzt eine hohe Affinitat fir ET-1
und ET-2, ist aber hochspezifisch fir ET-1 und vermittelt hauptsachlich die ET-1-stimulierte
Vasokonstriktion, wie auch Zelladhasion, Thrombose, Atemwegskonstriktion und Mitogenese
(KNOFLER 1995). Fur ET-3 ist seine Affinitdt hingegen sehr gering (IHARA 1992, ARAI
1990, HILDEBRAND 1993, Mc MILLEN 1995, BATTISTINI 1996, LUSCHER 2000).
Lokalisiert ist der ETs-Rezeptor auf glatten Gefallmuskelzellen vor allem im
Hochdrucksystem (arteriellem System), haufig in Herz, Aorta, Lunge, seltener in Leber,
Pankreas, Niere, Nebenniere, Gehirn, Darm, Skelettmuskel oder Plazenta. Er ist glykosyliert,
besitzt sieben Transmembrandomanen und ist an unterschiedliche G-Proteine gekoppelt (G
G4 Gi), die Uber die Phospholipase C, Phospholipase A, oder Phospholipase D verschiedene
Signalkaskaden aktivieren und so verschiedene Effekte verursachen (Mc MILLEN 1995).
Eine Regulierung der Adenylatcyclase wird ebenso vermutet (GOLDIE 1999). Ferner kann
es auch zur Aktivierung von spannungsabhéangigen oder rezeptorgebundenen
Kalziumkanalen, von ATPaseabhangigen Na/K-Pumpen oder Na/H-Antiports kommen, was

unter anderem einen erhdhten intrazellularen Kalziumspiegel bewirkt.

Der ETg-Rezeptor mit geringer aber gleicher Affinitat fir alle drei Isoformen und kann neben
Vasokonstriktion bei Bindung von Endothelinen in niedriger Dosierung auch Vasodilatation
vermitteln (SAKURIA 1990, IHARA 1992, TAKAYANAGI 1991; CLOZEL 1992, MORELAND
1992, MC MURDO 1993). Er ist auf Endothelzellen vorhanden, in geringerer Zahl auch auf
glatten Muskelzellen und Makrophagen. Haufig ist der ETg Rezeptor in Leber, Niere,
Plazenta, cerebralem Cortex, Kleinhirn und Lunge, seltener in Pankreas, Darm, Herz und
Skelettmuskel vorhanden. Vor allen Dingen im Niederdrucksystem (venésem System) finden
sich die endothelialen ETg-Rezeptoren (OPGENORTH 1995), die Uber eine Freisetzung von
NO und Prostacyclin eine Relaxation/ Vasodilatation vermitteln. Der ETg,-Rezeptor hingegen
kommt auf glatten Muskelzellen vor, wo er dann eine Vasokonstriktion vermittelt (SAKURIA
1990, TAKAYANAGI 1991, CLOZEL 1992, IHARA 1992, MORELAND 1992, Mc MURDO
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1993, FIEDLER 1999, MASAKI 1999). Weitere Wirkungen des ETg-Rezeptors sind eine
Verhinderung der Apoptose, die Hemmung der Endothel-Converting-Enzym-1-Expression in
Endothelzellen, die Vermittlung der Endothelinclearance in der Lunge und die
Wiederaufnahme von ET-1 in die Zelle. Die Signaltransduktion ahnelt hierbei der des ETa-
Rezeptors. Der ETc-Rezeptor hat eine hohe Spezifitdt und Affinitat fir ET-3 und besitzt einen
dem ETg-Rezeptor vergleichbaren Wirkungsmechanismus (Mc MILLEN 1995). Er wurde
bisher nicht in Saugetierzellen nachgewiesen (McMILLEN 1995, KARNE 1993). Die
unterschiedlichen, teils gegensatzlichen Wirkungen der parakrin bzw. autokrin operierenden
Endotheline in verschiedenen Geweben beruhen wahrscheinlich auf einer ungleichen
Verteilung der Endothelinrezeptoren im Gewebe (s. Tab. 5). Desweiteren geht man davon
aus, dass sie eine polyfunktionale Cytokinwirkung besitzen und an der Regulation der
Funktion des renalen Mesangiums, des Hypophysenvorderlappens, des Herzens, der
Bronchien und des hepatozellularen Apparates teilhaben und ebenso endokrinologische und
immunologische Ablaufe beeinflussen (Mc MILLEN 1995). Eine angiogenetische und
mitogene Wirkung wird auch vermutet (BEK 2000, McMILLEN 1995). Da Endotheline aulRer
in Endothelzellen auch in vielen anderen Zellen, wie z.B. Nervenzellen, Zellen des
Respirationstraktes, des Urogenitaltraktes und im gastrointestinalen Gewebe nachgewiesen
werden konnten (WALLACE 1989, GIAID 1989 u. 1991, SAKURIA 1990, INAGAKI 1991,
RUBANYI 1991 u. 1994, UJIIE 1992) und aufgrund der Tatsache, dass in all diesen
Geweben ein Gefald- und Kapillarnetz vorhanden ist, erscheinen Endotheline von
besonderem Interesse als Mediatoren von Dysfunktionen unter pathologischen
Bedingungen. Nachgewiesen wurden erhdhte Endothelin-1-Spiegel in Gewebe und Plasma
bei Artherosklerose, Myokardinfarkt, pulmonaler Hypertension, Herz- und Nierenversagen,
chronischer Herzinsuffizienz, Asthma bronchiale, Diabetes, Sepsis, Schock, Praeklampsie,
bei Inflammation und Abstofl3reaktion von Nierentransplantaten, sowie bei der
Vasokonstriktion nach Subarachnoidalblutung (BATTISTINI 1993 u. 1996, LUSCHER 2000,
GEIGER 2006). Dies lasst eine wichtige Rolle der Endotheline in der Pathophysiologie dieser
Erkrankungen vermuten. Neuere Arbeiten berichten weiterhin Uber die systemischen
Wirkungen der Endotheline beim Multiorganversagen, im Schock, im akuten
Lungenversagen (ARDS) und im systemic inflammatory response syndrome (SIRS) (Wang J
2006, Xia CY 2004, Fang BW 2003, Weitzberg 1996). So scheint es, dal® Endotheline, die
lokal para- bzw. autokrin wirken, an vielen physiologischen und pathophysiologischen
Organregulationen einen Anteil haben, wahrend sie bei Anstieg der
Endothelinserumkonzentration mit konsekutiver systemischer Wirkung eine entscheidende

pathophysiologische Rolle bei systemischen Komplikationen spielen kénnen.
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Tab. 5

Verteilung des ETA- und ETg— Rezeptors mit entsprechender gewebespezifischer
Wirkung von Endothelin

Organ Rezeptor Vermittelte Wirkung
Herz KoronargefalRe ETa Vasokonstriktion, Mitogenese, Angiogenese
ETe Vasodilatation
Myozyten ETa, ETs pos. inotrope, chronotrope Wirkung,
Erhéhung des Ca? Einflusses
sonstige Wirkung? Erhéhung von ANP (atrial natriuretic peptid),
arrhythmogene Wirkung nach Myokardinfarkt
Progression von Arteriosklerose, Leukozytenakkumulation
cardiale Dysfunktion in Sepsis
Lunge Pulmonalgefale ETa pulm. Vasokonstriktion (vends > arteriell),
pulm. Hypertonie, Permeabilitatsstérung
Bronchien ETa Bronchokonstriktion
Parenchym ETe ?
HVL ETa Erhéhung der Exozytose und Sekretion von Gonado-,
(Hypophysen- Thyreo-, Somato- und Lactotropinen (LH, FSH, TSH) durch
vorderlappen) ET-1, Inhibition von Prolaktinfreisetzung durch ET-3
Nebennieren Mark und ETa, ETg Erhéhung der Katecholaminproduktion, indirekt Gber

Zona glomerulosa

Schilddrise Thyreozyten, ETa?
Epithelzellen
Nebenschild- ETa, ETs
drise
Endothelzellen ETa
Endokrines ?
Pankreas
Niere Glomerulum- ETa
gefale
Mesangium- ETa
zellen
Tubuluszellen ETg
Leber Hepatozyten ETs
Gefalisystem ETa
Kupffer- Zellen ?
Leukozyten Monozyten ?
Neutrophile ?
Gastrointestinal- ETa
trakt
Maligne Zellen ?

Regulation der Durchblutung auch Regulation der ACTH —
Freisetzung

Produktion von ET-1 (durch TSH als Stimulus)
ET-1 ist Wachstumspromotor fiir Thyreozyten und
hemmender Regulator der TSH Aktivitat und der
Thyreoglobulin-Produktion

ET-1 erhoht den intrazellularen Ca2+-SpiegeI und inhibiert
die Parathormonfreisetzung,

ANP verstarkt Produktion/Sekretion von ET-1

keine Produktion von ET-1

Insulin stimuliert die ET-1 Synthese, verstarkt die Rezeptor-
bindung, den mitogenen Effekt fur glatte GefaBmuskel-
zellen und tragt somit zur Ursache der diabetischen
Hypertension bei

Abnahme RBF (renaler Blutflul)/ GFR (glom.
Filtrationsrate)

Abnahme der Natriurese, Vasokonstriktion in Sepsis
Kontraktion durch Erhéhung des intrazellularen Calciums

Zunahme der Diurese

Glykogenolyse, Glukoneogenese, Erhéhung der Protein-
synthese

Vasokonstriktion (ET-3 > ET-1), da ET-3 eine verstarkte
Thromboxan Az Produktion bewirkt, portale Hypertension
Sekretion von Substanzen, die einen metabolischen/
mitogenen Effekt auf Hepatozyten haben

Erhéhung der Produktion von Interleukin-1, -6, -8, Prosta-
glandin E2, GCSF, Transforming growth factor, TNF,
Aktivierung von Neutrophile

Erhéhung von Superoxid-Radikale

Regulation des mesenterialen Blutflusses, Abnahme der
Mucosadurchblutung im Magen

Mitogenese, via Interleukin-8, Angiogenese
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Dementsprechend liegt die Vermutung nahe, dass Endotheline auch in der Pathophysiologie
der akuten nekrotisierenden Pankreatitis bzw. deren typischen Organkomplikationen eine
Bedeutung zukommen konnte. Hierbei zeigten sich jedoch sowohl in der Endothelinwirkung,
als auch in der Endothelin-Rezeptor-Blockade, unterschiedliche, teils auch gegensatzliche
Ergebnisse. Am Model der Caerulein-induzierten akuten Pankreatitis in Ratten verringerte
eine Endothelin-1-infusion das Ausmal des Pankreastdems, sowie histologische
Veranderungen des Pankreas und beeinflusste damit den Verlauf der Pankreatitis im
positiven Sinne (KOGIRE 1995). Im Gegensatz dazu beschrieb Liu XH am gleichen Modell
nach einer Endothelin-1-infusion Mikrozirkulationsstérungen, Hamorraghien und
bemerkenswerte morphologische Veranderungen am Pankreas, was zu einer
Verschlimmerung der Pankreatitis fihrte (LIU 1995). Andere Forschungsgruppen berichten
von einer Erhéhung der Kapillarpermeabilitat mit Sequestration in den dritten Raum und
Odem nach Endothelingabe bei einer milden, nicht jedoch bei einer schweren Pankreatitis
(EIBL 2000); Ferner uber eine Verminderung des Kapillarflusses im Pankreas, Uber
Azinuszellnekrosen und systemische Beeinflussung (Aszititis) (FOITZIK 2001), sowie nach
Endothelin-1-Superfusion auf das Pankreas Uber fokaler Azinuszellnekrosen und eine
Verschlechterung der pankreatischen Mikrozirkulation (PLUSCZYK 1999).

Alle drei Endothelin-isoformen verursachen nach Superfusion Mikrozirkulationsstérungen
und Gewebeschaden jedoch induzieren sie auch die Entziindungsreaktion, wobei ET-3
insgesamt die geringste Wirkung besitzt, ET-2 am starksten die Inflammation triggert und
ET-1 den hochsten Effekt auf die Mikrozirkulationsstérung durch Abnahme der
FlieRgeschwindigkeit in den Kapillaren erzielt (PLUSCZYK 2001).

Neben dem Einfluss auf die Mikrozirkulation scheinen die Endothelin auch eine wichtige
Rolle in der Ausbildung der zellularen Inflammation zu spielen. In der
Entzindungspathogenese ist die Interaktion der Leukozyten mit dem Endothel der initiale
Schritt, der zur festen Adhasion der Leukozyten an das Endothel flihrt und Voraussetzung fiir
die Imigration derselben in das Gewebe ist. Mehrere Studien berichten von einer
Adhasionssteigerung der Leukozyten an das Endothel unter Einflu der Endotheline, die
sowohl die Leukozyten, als auch die Endothelzellen tUber den ETx-, bzw. ETg-Rezeptor zur
Expression spezifischer Adhasionsmolekiile aktivieren (BOROS 1998, SANZ 1999, ZOUKI
1999). Uber welchen Rezeptor und Mechanismus die Endotheline die leukozytére
Entziindungsreaktion in Bezug auf das Pankreas induzieren ist bisher weitgehend unklar und

bedarf weiterer Abklarung.
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l11.6 Fragestellung

Aufgrund dieser widerspriichlichen Ergebnisse soll der Einfluz von ETa- und ETg- Rezeptor-
Blocker auf die akute experimentelle Pankreaitits weiter geklart werden. Insbesondere sind

folgenden Fragen von besonderem Interesse:

1. Uber welchen der beiden Endothelinrezeptoren (ETa, ETg) wird die

Entziindungsreaktion vermittelt?

2. Werden die Endothelzellen durch die Endotheline aktiviert und wird dadurch die
zellulare Enziindungsreaktion durch Leukozytenadharenz eingeleitet oder

verstarkt?

3. Inwieweit beeinflusst die selektive Blockade des ETa- bzw ETg-Rezeptors die
Pankreatitis-assoziierte Endothelzellaktivierung und damit die Leukozyten-

Endothel-Interaktion und -akkumulation im Gewebe?
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IVV. Material und Methode

V.1 Material
» Endothelin-Rezeptor-Antagonisten
ETA-RA: BQ 123 (B-150, Sigma-Aldrich)
ETs-RA: BQ 788 (B-157, Sigma-Aldrich)
Beads (fluoreszenzmarkierte Latexpartikel)
Pentobarbarbital-Natrium (Narcoren®, Rhone-Merieux GmBH)
Natriumtaurocholat, Sigma-Nr. T-4009

Rhodamin 6G, Sigma, Deisenhofen, Deutschland; Lésungsmittel: NaCl 0,9 %)

YV Vv V VY V

Physiologische NaCl-Losung 0,9%, Delta-Pharma®, Deutschland

V.2 Gerate
» Druckabnehmer: Hellige SMK 254-9, Freiburg, Deutschland
» Injectomat cp-IS, IP 54, Fresenius, Schweinfurt, Deutschland

» Mikroskop:

modifiziertes Leitz Orthoplan Epifluoreszenzmikroskop mit 100W Quecksilberlampe,

Anregungsfilter 450 — 490 nm, Sperrfilter >515 nm, VergroRerungen unter
Verwendung von Leitz x10, x20, x40 Objektive

» Aufnahmesystem:

Sow light* CCD Kamera, FK 6990, Pieper, Schwerte, Deutschland
Echtzeitgenerator VTG 33, FOR-A-Company, Tokio, Japan

S-VHS Videorecorder (JV 7350, Panasonic, Japan) mit Computersteuerung
Lichtmikroskop: Olympus BX 60 mit Kamera Olympus U-CMAD 2, Japan

Beckman Coulter® AcT diff™ Analyzer, Belgien, zur BB-Messung

YV V VvV VYV VY

Auswertungssystem

Cap-Image, Version 6.02, Dr. Zeitl Ingeniurbtiro, Heidelberg, als computergestitztes
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» Analyseautomat:
BM/ Hitachi 917, Japan mit zugehorigen Reagenzien (Boehringer Mannheim

Deutschland

V.3 Methode

IV.3.1 Versuchstiere

Als Versuchstiere dienten insgesamt 24 mannliche Sprague-Dawley Ratten mit einem
Kdrpergewicht von 200 — 250g. Alle Tierversuche sowie die Tierhaltung entsprachen den
Richtlinien des deutschen Tierschutzgesetzes und wurden nach Genehmigung durch die
zustandige Behdrde (Landsratsamt des Saarpfalzkreises, Homburg/ Saar) und nach den
Richtlinien des Tierschutzgesetzes ausgeflhrt. Die Tiere wurden bis zum Versuchsbeginn
unter klimatisierten Bedingungen in der Versuchstierhaltung der Abteilung fur Klinisch-
Experimentelle Chirurgie, Universitat des Saarlandes Homburg/ Saar gehalten. Pelletierte
Standardnahrung und Wasser standen ihnen bis ca. 2 Stunden vor Versuchsbeginn zur
Verflgung. In die Versuche wurden nur Tiere aufgenommen, die keine Anzeichen flr

Erkrankungen sowie ein normales Fress- und Putzverhalten hatten.

IV.3.2 Gruppeneinteilung
3 Gruppen mit jeweils 8 Tieren
Gruppe 1:  Kontrollgruppe: 8 Tiere mit Pankreatitis und 0,9%-NaCl per Superfusion (2ml)

ohne Gabe von Endothelin-Rezeptorantagonisten

Gruppe 2: 8 Tiere mit Pankreatitis und ET-Rezeptorblockade (BQ 123) in der

Konzentration von 10 nmol per Superfusion (2ml)

Gruppe 3: 8 Tiere mit Pankreatitis und ETg-Rezeptorblockade (BQ 788) in der

Konzentration von 10 nmol per Superfusion (2ml)
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IV.3.3 Chirurgische Praparation

Nach dem Wiegen der Tiere wurde die Narkose mit 50mg/ kg KG Pentobarbital
intraperitoneal eingeleitet, die OP-Gebiete am Hals und Bauch rasiert und die Tiere auf einer
temperierten Warmeplatte (38°C) gelagert. Die Praparation erfolgte simultan am Hals und
Abdomen.

Uber eine mediane Langsinzision am Hals wurde sowohl eine Tracheotomie, als auch die
Kanulierung der A. carotis sinistra und Vena jugularis dextra mittels eines
Polyethylenkatheters (PE 50, Lyten, Kent, GB) durchgefiihrt. Der arterielle Zugang diente
nach Anschluss an einen Druckwandler zur kontinuierlichen Messung der
makrohamodynamischen Parameter mittlerer arterieller Druck (MAP) und Herzfrequenz
(HF). AulRerdem erfolgten dartiber die Blutentnahmen zur BGA vor und nach der
Intravitalmikroskopie. Der zentralvendse Zugang diente zum Ausgleich der
Flussigkeitsverluste durch kontinuierliche Gabe von Ringerlésung (10ml/kg/h) Gber die
gesamte Versuchsdauer, sowie der Applikation von Rhodamin zur besseren Kontrastierung
der Leukozyten und des Pankreasgewebes. Uber die mediane Laparotomie mit beidseitigen
Rippenbogenrandschnitten erfolgte nach Durchtrennung der Haltebander,
Peritonealduplikaturen und Absetzen von Anteilen des Omentum majus die gemeinsame
Mobilisation von Pankreaskorpus, -schwanz und Milz. Diese en bloc Mobilisation von Milz
und Pankreas ermdglicht eine spatere spannungsfreie Auslagerung beider Organe zur
Mikroskopie, ohne dass Anteile der arteriellen und vendsen Gefaldversorgung durchtrennt
werden mussten bzw. durch die Auslagerung beeintrachtigt wurden. Es folgte die Darstellung
des Ductus hepatocholedochus im Bereich der Leberpforte und dessen Unterbindung mittels
einer MikrogefalRklemme, so dass ein Rickstrom von Natrium-Taurochololat in die
hepatischen Gallenwege vermieden wurde. Zur Vorbereitung der spateren retrograden
intraduktalen Infusion von Na*-Taurocholat wurde das Duodenum an der dem Mesenterium
gegenuberliegenden Seite punktiert und ein Polyethylenkatheter tGber die Papilla vateri in
den Pankreasgang vorgeschoben und fixiert. Daraufhin erfolgte die moglichst plane
Auslagerung von Pankreas und Milz auf einer speziellen an der Warmeplatte angebrachten
Buhne. Zum Schluss wurden die Bauchhoéhle sowie die ausgelagerten Organe mit einer
sauerstoffimpermeablen Klarsichtfolie abgedeckt und so vor der Einwirkung von

Luftsauerstoff und Austrocknen geschutzt.
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IV.3.4 Versuchsmodell

Alle hamodynamischen Untersuchungen wurden nach der Préaparation, sowie einer
Stabilisierungsphase von 10 min unter dem Mikroskop erfasst. Im Anschluss erfolgte die
Aufnahme der Mikrozirkulation und der postkapillaren Venolen in 6 verschiedenen Gebieten
(drei in der Nahe der Nekrosezone, drei in peripheren Gebieten) des Pankreas unter
Ruhebedingungen (Baseline — Zeitpunkt 0 Minuten). 0,02%iges Rhodamin wurde vor jeder
Aufnahme als Bolusgabe von 0,1ml intravends zur Aufrechterhaltung der Fluoreszenz
appliziert. Nach der Baseline wurde das Pankreas mit dem jeweiligen Rezeptorantagonisten
(2ml — 3*10° M), oder NaCl 0,9% (2ml) superfundiert und erneut die Kapillaren und Venolen
aufgenommen (RA — Zeitpunkt 5 Minuten). Nun folgte die Induktion einer akuten bilidren
Pankreatitis mittels retrograder, duktaler, druck- (< 30 cm H,0), zeit- (5 min) und
volumenbegrenzter (0,6 ml) Infusion von Natrium-Taurocholat (4%). Daraufhin wiederholte
Messungen der Makrohamodynamik und Aufnahmen der Mikrohdmodynamik zu den
Zeitpunkten 10, 30, 60 und 120 Minuten. Zum Schluss wurden fluoreszenzmarkierte Latex-
Partikel, sog. Beads, in der Konzentration 3 x 108/ kg KG in 1ml steriler 0,9%iger NaCl-
Lésung intraarteriell gegeben und in drei verschiedenen Kapillarfeldern des Pankreas zu den
Zeitpunkten 125, 130, 135 Minuten ausgewertet. Zusatzlich wurde zu Beginn und am Ende
der Versuche eine Blutentnahme zur Bestimmung von Astrup und Zellcount durchgefliht.
Nach Versuchsende wurden die Ratten gemaf dem Tierschutzgesetz mittels einer
Pentobarbitaliberdosis getdtet und die Pankreata fir spatere histologische Untersuchungen

entnommen.

IV.4 Untersuchungsmethoden

IV.4.1 Makrohdmodynamik

Der mittlere arterielle Blutdruck (MAP) und die Herzfrequenz wurden Uber den intraarteriell
liegenden Katheter Uber einen Druckabnehmer wahrend des gesamten Versuchszeitraumes
Uberwacht. Die Herzfrequenz (HF) wurden anhand der MAP-Amplitude auf dem Monitor
durch Auszahlung ermittelt und in Herzaktion pro Minute umgerechnet. Zur Auswertung
kamen die jeweiligen Messwerte, welche den Zeitpunkten der korrespondierenden

Mikrozirkulationsmessungen entsprachen.
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IV.4.2 Mikrohamodynamik

IV.4.2.1Intravitalmikroskopie

Die Quantitative Analyse der Mikrozirkulation des Pankreas anhand definierter
mikrohamodynamischer Parameter wurde mittels intravitaler Fluoreszenzmikroskopie
durchgefiihrt (s. Abb. 3). Diese erlaubt als einzige Technik eine kontinuierliche und
wiederholte Visualisierung aller Segmente der Mikrozirkulation. Der wesentliche Bestandteil
der Messaparatur ist ein Durchlichtmikroskop, ,Intravitalmikroskop“(Leitz Orthoplan
Epifluoreszenzmikroskop). Das von einer 100W Quecksilberlampe ausgestrahlte Licht wird
durch einen dichromatischen Spiegel in seine Wellenlange zerlegt und die zur Anregung des
Fluoreszenzfarbstoffs nétige Wellenlange herausgefiltert. Da das Fluoreszenzlicht
energiedrmer ist als das Anregungslicht und es deshalb so von diesem Uberstrahlt wirde,
verwendet man einen Sperrfilter, um das Fluoreszenzlicht sichtbar zu machen. Zur
Dokumentation ist das Mikroskop Uber eine charge-coupled device Video-kamera (,low light"
CCD Kamera, FK 6990, Pieper, Schwerte, Deutschland) und einem Monitor mit einem S-
VHS Videorecorder (JV 7350, Panasonic, Japan) verbunden. Uber einen Echtzeitgenerator
wurde zur leichteren Identifizierung der Videosequenzen die Zeit und die Codierung der
Versuchstiere als Zahl in das Videosignal eingeblendet und auf dem Videoband gespeichert.
Die Auswertung der die Mikrozirkulation und postkapillaren Venolen betreffenden Parameter
erfolgte wahrend der Widergabe der Videoparameter der Videobander (,off-line-Analyse®).
Verschiedene Ojektive halfen einen Uberblick tiber das Pankreas zu schaffen, die
Aufnahmen fanden jedoch nur unter Verwendung eines Leitz x20 long distance Objectives
statt. Die Beurteilung der Leukozyten erfolgte nach deren in vivo Markierung mit dem
Fluorochrom Rhodamin 6G durch intravenése Injektion von 0,1 ml 0,02% L&sung. Durch
diesen Fluoreszenzfarbstoff wird das Cytochrom C der Mitochondrien der Zellen selektiv
angefarbt. Dies ermdglicht die Quantifizierung der Leukozyten-endothel-interaktion durch
Zahlen der adahrenten- (Sticker) bzw. rollenden Leukozyten (Roller). Jede Aufnahme
dauerte in diesem Versuch maximal 30 Sekunden, um den phototoxischen Effekt auf das

Pankreas zu minimieren.
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Abb. 3

Abbildung 3 zeigt den Versuchsaufbau zur intravitalmikroskopischen Darstellung des
Pankreasgewebes. CCD: low light level CCD Kamera, MIC: Epiflueoreszenzmikroskop, F: Filterset
(Anregungsfilter: 450 — 490nm, Sperrfilter >515nm), AB: Auslagerungsbiihne fir das Pankreas, EZG:
Echtzeitgenerator, MON: Monitor, VR: Vidoerekorder, HP: Heizplatte

IV.4.2.2 Kapillarflussgeschwindigkeit

Die Bestimmung der ErythrozytenflieRgeschwindigkeit (Very) in perfundierten nutritiven
Kapillaren des Pankreas erfolgte mit der Line-Shift-Diagramm-Methode am Cap-Image.
Wahrend der BlutflieRgeschwindigkeitsmessung werden fir jedes Halbbild die
Grauwertdaten entlang einer Messlinie gelesen und in einem Bildspeicher als vertikale Linien
nebeneinander geschrieben. Nach Ablauf der definierten Messsequenz wird der Bildspeicher
mit den aneinandergereihten Messlinien angezeigt. Durch ,Anklicken dieser schrager Linien
im Line-Shift-Diagramm wird automatisch deren Steigung ermittelt und daraus die

Geschwindigkeit berechnet Vegry = ds/dt [mm/s].
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IV.4.2.3Endothelzellaktivierung

Am Ende des Versuches erfolgte zur Bestimmung der Endothelzellaktivierung die Gabe
fluoreszierender Latexpartikel (,Beads”) in das Pankreas. Die 1,1 ym im Durchmesser
grolRen Beads wurden im Bolus tber den Verweilkatheter in die A. carotis communis in einer
Konzentration von 3 x 10%/ kg KG in 1ml steriler 0,9%iger NaCl-Lésung injiziert. Das
entspricht bei einem Kdrpergewicht von 200 g einer Absolutzahl von etwa 60 Millionen
Partikel. Aufgrund ihrer Fluoreszenz konnten die applizierten Latexpartikel mittels der
intravitalen Fluoreszenzmikroskopie visualisiert und zu Auswertungszwecken verwendet
werden (s. Abb. 4).

Abb. 4

alleinige Pankreatitis Pankreatitis und Pankreatitis und
BQ 788 BQ 123

Abbildung 4 zeigt ein intravitalmikroskopisches Bild adharenter Latex-Partikel, sogenannte Beads im
Kapillarstrombett des Pankreas
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So ist es moglich die Aktivierung des Kapillarendothels bzw. die Expression von
Adhasionsmolektilen anhand adharenter Beads zu beurteilen (DAN 1985, PRAANING-VAN
DALEN 1982). Hierzu wurden die beads zu den Zeitpunkten 125, 130 und 135 Minuten
gegeben und in jeweils 3 verschiedenen Kapillarfeldern des Pankreas 30 Sekunden
beobachtet. Als adharent sind all diejenigen Beads definiert, die wahrend dieses Zeitraumes

am Endothel hafteten.

IV.4.2.4 Leukozyten-Endothel-Interaktion

Die Leukozyten-Endothel-Interaktion wurde in postkapillaren Venolen mit einem
Durchmesser zwischen 21 und 235 pm in einem GefalRsegment mit geradem Verlauf von
172 — 403 ym Lange untersucht. Es wurden pro Versuch 6 postkapillare Venolen, 3 davon
nah des Nekroseareals, drei im peripheren Pankreasgebiet beobachtet. Fir die
Quantifizierung der Leukozyten-Endothel-Interaktion wurden adahrente und rollende
Leukozyten (Sticker/ Roller) in postkapillaren Venolen ausgewertet (s. Abb. 5). Die
Beobachtungszeit betrug fir jedes Areal 30 Sekunden. Als adharent wurden die Leukozyten
definiert, die Uber diese Zeitraum einen anhaltenden Kontakt mit dem Endothel haben, die
Dimension ist die Zellzahl pro Endotheloberflache (mm?). Die Endotheloberfliche selbst
wurde unter der Annahme einer zylindrischen Gefaligeometrie aus Gefalldurchmesser und
Lange des untersuchten Gefalisegmentes errechnet. Als rollende Leukozyten wurden die
Leukozyten definiert, die innerhalb der 30 Sekunden temporar mit dem Endothel der Venole

interagierten. Die Dimension ist die Zellzahl pro Endothelumfang (mm).
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Abb. 5

alleinige Pankreatitis Pankreatitis und Pankreatitis und
BQ 788 BQ 123

Abbildung 5 zeigt intravitalmikroskopische Bilder postkapillarer Venolen mit rollenden und stickenden
Leukozyten der jeweiligen Gruppen.

IV.4.3 Nekrose und Odemareale des Pankreas

Die Messung der Ausdehnung der einzelnen Areale (Odem- und Nekroseareal) in Bezug zur
gesamten Pankreasoberflache wurden ebenfalls am Cap-Image durchgeflihrt. Mittels eines
Standbildes und der Kenntnis des Mal3stabes errechnete das Computerprogramm die
nachgezeichnete einsehbare Flache in [mm?]. Die Aufnahme der Pankreasiibersicht erfolgte
kurz vor dem MeRzeitpunkt 10 Minuten, nachdem sich die Pankreatitis voll ausgebildet hatte
(s. Abb. 6). Dies ermdglicht den Vergleich der einzelnen Areale innerhalb der drei Gruppen
und damit den Ausschluf® der Pankreatitisinduktion als Storfaktor bei nicht signifikanten

Arealunterschieden innerhalb der drei Gruppen.
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Abb. 6

Abbildung 6 zeigt das ausgelagerte Pankreas unter 10facher Vergroerung. NA: Nekrotisches Areal,
OA: Odematoses Areal, PA: Peripheres Areal

Der gesunde Anteil des Pankreas belief sich im Durchschnitt auf 194 mm? bei einer
einsehbaren Gesamtoberflache von 531 + 19 mm? was einen prozentualen Anteil von 37%
ausmacht. Das 6dematdse Gebiet erstreckte sich auf 267 + 29 mm? (50% der
Pankreasoberflache) und nahm damit den gréRRten Flachenanteil ein. Die einsehbare
hamorrhagisch-nekrotische Zone dehnte sich auf 69 + 6 mm? (13% der Pankreasoberflache)
aus (s. Abb. 7).
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Abb. 7
600
Hll gesamte Pankreasoberflache
1 6dematdses Oberflache
500 - I hamorrhagisch-nekrotisches Oberlache
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B
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1
Oberlachenausdehnung nach Induktion einer akuten nekr. Pankreatitis

Abbildung 7 zeigt die Oberflachenausdehnung des 6dematésen und des hamorrhagisch-nekrotischen
Gebiets im Vergleich zur Gesamtoberflache des Pankreas aller drei Gruppen.

IV.4.4 Histologie

Bei jedem Tier wurden Gewebeproben des Pankreas am Ende des Experiments enthommen
und sofort in 10% Formalin fixiert, spater in Parafin eingebetet und in 3 ym feine Schnitte
zertrennt. Diese wurden entweder mit Hamatoxylin-Eosin (HE) oder mit Chlorazetatesterase
(CAE) gefarbt. Die histologischen Untersuchungen dienten zum einen der histologischen
Verifizierung der Pankreatitis und zum anderen zur Uberpriifung, ob der Einsatz von
Endothelinrezeptorantagonisten die im Rahmen einer Pankreatitis auftretende
Gewebeschadigung und die intraprankreatische Inflammation beeinflussen und zur
Bestatigung der intravitalmikroskopisch gewonnen Daten beziglich zur Beeintrachtigung der

Mikrozirkulation.
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IV.4.4.1 Schweregrad der Gewebeschadigung

Um den Schweregrad einer Pankreatitis zu erfassen bedient man sich eines modifizierten
ursprunglich von SPOREMANN (1989) entwickelten Pankreatitis-spezifischen Scoring-

Systems, wobei maximal 24 Punkte zu erzielen sind.

modifizierter Sporemann-Score:

Odem mild =1
mittel =2
schwer =3

Fettnekrosen in < 2 Bereichen =3
in < 3 - 5 Bereichen =5
in > 5 Bereichen =7

Parenchymnekrosen fokal (< 5%) =3
und/ oder sublobular =5

und/ oder lobulare (< 20%) =7

Hamorrhagien: mild =3
mittel =5
schwer =7

Mittels dieser histologischen Auswertung wurde evaluiert, inwieweit die Endothelin-
rezeptorantagonisten die histomorphologisch erfalRbaren Parenchymveranderungen

verhindern konnten bzw. erst erméglichten.

IV.4.4.2 Intrapankreatische Inflammation

Zur Uberpriifung, ob eine Endothelin-Rezeptor Antagonisierung eine Verbesserung der
Pankreasmikrozirkulation mit veringertem Ischamieareal und lokaler Entziindungsreaktion
fuhrt, sowie zur Evaluierung beginnender entzindlicher Veranderungen durch Induktion einer
experimentellen Pankreatitis wurden von oben genannten paraffingebetteten
Gewebebldcken weitere Schnitte CAE gefarbt (s. Abb. 8 und 9).
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Abb. 8 Nekroseareal

alleinige Pankreatitis Pankreatitis und Pankreatitis und
BQ 788 BQ 123

alleinige Pankreatitis Pankreatitis und Pankreatitis und
BQ 788 BQ 123

Abbildung 8 und 9 zeigen jeweils CAE-gefarbte histologische Schnitte der jeweiligen Areale
(Nekroseareal und peripheres Areal) der einzelnen Gruppen mit adharenten und emigrierenden
Leukozyten in das Pankreasparenchym.



40 Material und Methode

Diese Farbung hebt unter anderem aktivierte, intravaskulare als auch in das Gewebe
eingewanderte Leukozyten hervor. Als Ausdruck einer beginnnenden Entziindungsreaktion
wurde die Anzahl der so visualisierten Leukozyten in 50 ,high power fields® (40x Objektiv)
quantitativ bestimmt (MENGER 1996) (s. Abb. 8 und 9).

IV.4.5 Astrup und Zellcount

Anhand des vor und nach den Versuchen gewonnen Blutes wurden die Blutgase und die
Zellzahl der relevanten Blutkérperchen ermittelt, um die Beeintrachtigung der Ratte durch die
induzierte Pankreatitis einerseits festzuhalten, andererseits Stérfaktoren, wie zum Beispiel

Blutverlust oder mangelnde Spontanatmung, auszuschlieen.

IV.4.6 Statistik

Die angegebenen Daten sind Mittelwerte mit Standartfehler des Mittelwertes (x SEM). Die
Mittelwerte der makrohamodynamischen Parameter wurden aus der Anzahl der
Versuchstiere pro Gruppe gebildet. Bei den mikrohamodynamischen Parametern wurden
zunachst die Mittelwerte eines Parameters und dann die Mittelwerte der gesamten Gruppe
errechnet. Die Ergebnisse wurden als Histogramme oder als Mittelwerte sowie als
Prozentwerte angegeben. Die statistische Auswertung der Daten erfolgte nach Prufung auf
Normalverteilung (Kolmogorov-Smirnov-Test) und gleiche Varianz (Levene-Median-Test)
unter Verwendung des Computerprogramms Sigma Stat for Windows (Statistical Software,
Jandel Scientific Software, Erkrath). Der Vergleich mehrerer Zeitpunkte innerhalb einer
Gruppe erfolgte mittels Varianzanalyse fiir verbundene Stichproben (one way repeated
measures analysis of variance = ANOVA) und falls significant mittels post-hoc Testung fur
multiple Vergleiche unter Verwendung des Student-Newman-Keuls Testes. Der Vergleich
von mehr als zwei Gruppen wurden nach einfaktorieller Varianzanalyse (one way ANOVA)
mit post-hoc Student-Newman-Keuls Test vorgenommen. Bei Verletzung der Kriterien flr
eine parametrische Testung wurden die entsprechenden verteilungsfreien Tests (ANOVA on
Ranks, Kruskal-Wallis Test, Friedman Test) verwendet. Ein p < 0,05 wurde als signifikant
angenommen. Auch wenn die entsprechenden Daten als Prozentwerte aufgeflhrt wurden,

erfolgte die statistische Analyse jeweils mit den jeweiligen Absolutwerten.
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V. Ergebnisse

V.1 Makrohamodynamik

Eine Beeinflussung des mittleren arteriellen Blutdrucks und der Herzfrequenz der
Versuchstiere durch die verwendeten Endothelinrezeptorantagonisten wurde in
entsprechenden Vorversuchen ausgeschlossen. Dementsprechend sollten die beobachteten
Anderungen der Mikrozirkulationsparameter im Sinne primarer Veranderungen der nutritiven
Perfusion interpretiert werden. Bei konstanten makrohdmodynamischen Parametern ist eine
Maskierung regionaler Perfusionsveranderungen im Bereich des Pankreas nahezu
auszuschlieen, ebenso, dal die Veranderungen nur Folge einer systemischen

Kreislaufdepression sind.

Tab. 6
Makrohdmodynamik
BL RA 10 30 60 120 135
Pankreatitis min min min min min
MAP  HF MAP  HF MAP  HF MAP  HF MAP  HF MAP  HF MAP  HF
Mean 109 318 (114 |315 (103 (319 [105 (315 105 |310 |107 |313 |105 |308
SEM 5 7 5 7 4 9 3 11 4 11 3 12 4 12
BL RA 10 30 60 120 135
BQ 788 min min min min min
MAP HF MAP HF MAP  HF MAP  HF MAP  HF MAP  HF MAP  HF
Mean 109 294 115 |288 (107 (286 [111 (290 |115 |305 |107 |295 |109 |298
SEM 5 12 4 10 4 9 4 7 5 5 3 6 6 9
BL RA 10 30 60 120 135
BQ 123 min min min min min
MAP HF MAP HF MAP  HF MAP  HF MAP  HF MAP  HF MAP  HF
Mean 101 310 (115 |306 (105 (299 [106 (295 |108 |299 |108 |308 |107 |304
SEM 4 9 5 8 5 8 5 9 5 10 4 10 4 10

(MAP = Mittlerer arterielle Blutdruck in [nmHg], HF = Herzfrequenz in [x/min])
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Abbildung 10 zeigt die HF (Herzfrequenz) und Abbildung 11 den MAP (mittleren arteriellen Blutdruck)
der jeweiligen Gruppen uUber den Versuchszeitraum. Die Verlaufe beider Graphen zeigen keine
Signifikanzen weder zu den Ausgangsdaten zu Beginn des Versuches, noch untereinander auf.
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Zu den jeweiligen Zeitpunkten BL (Baseline) und RA (Gabe des Rezeptorantagonisten)
wurden aus allen drei Gruppen die stabilen Ausgangsbedingungen fur den mittlerer
arterieller Blutdruck (MAP) und der Herzfrequenz (HF) ermittelt: HF: 305 + 7 Schlage pro
Minute; MAP: 110 £ 5 mmHg.

Die Induktion einer alleinigen experimentellen Pankreatitis fihrte im Vergleich zu den
jeweiligen Ausgangsbedingungen zu keinem signifikanten Unterschied der
Makrozirkulationsparameter MAP und HF Uber den Versuchszeitraum von mehr als zwei
Stunden (s. Tab. 6, Abb. 10 und 11). Der MAP liegt zum MeRzeitpunkt 10 Minuten mit

103 + 4 mmHg leicht unter dem anfanglichen Durchschnitt, steigt dann jedoch auf

105 £ 3 mmHg zum Melzeitpunkt 30 Minuten und bleibt bis zum Ende des Versuches auf
diesem Niveau stabil. Die Herzfrequenz liegt nach 10 Minuten mit 319 + 9 Schlagen pro
Minute Uber den Ausgangsbedingungen und fallt im Verlauf des Versuches kontinuierlich auf
308 £ 12 Schlagen pro Minute nicht signifikant ab.

Unter Superfusion des Endothelin-Rezeptor-Antagonisten BQ 788 und anschlielRender
Induktion der Pankreatitis blieb ebenfalls eine signifikante Ab- bzw. Zunahme des MAP und
der HF Uber den gesamten Versuchszeitraum aus (s. Tab. 6, Abb. 10 und 11). Der MAP zum
MeRzeitpunkt 10 Minuten liegt mit 107 £ 4 mmHg erst unter den Ausgangsbedingungen,
steigt dann auf 115 £ 5 mmHg zum Mef3zeitpunkt 60 Minuten und fallt zum Ende des
Versuches auf 109 = 6 mmHg nicht signifikant zuriick. Die HF liegt nach 10 Minuten
ebenfalls mit 286 + 9 Schlagen unter den Ausgangsbedingungen, steigt dann auf 305 + 5
Schlage pro Minute zum MeRzeitpunkt 60 Minuten und fallt zum Ende des Versuches nicht
signifikant auf 298 + 9 Schlage pro Minute ab.

Unter Superfusion mit dem Endothelin-Rezeptor-Antagonisten BQ 123 und anschlieltender
Induktion der Pankreatitis blieb ebenfalls eine signifikante Ab- bzw. Zunahme des MAP und
der HF Uber den gesamten Versuchszeitraum aus (s. Tab. 6, Abb. 10 und 11). Der MAP zum
MeRzeitpunkt 10 Minuten liegt mit 105 £+ 5 mmHg erst unter den Ausgangsbedingungen,
steigt dann aber kontinuierlich bis zum Ende des Versuches auf 107 + 4 mmHg nicht
signifikant an. Die HF liegt nach 10 Minuten mit 299 + 8 Schlagen pro Minute erst ebenfalls
unter den Ausgangsbedingungen, steigt dann wiederum nach 30 Minuten bis zum Ende des

Versuches nicht signifikant auf 304 + 10 Schlage pro Minute an.
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V.2 Mikrohdmodynamik

Zur Untersuchung der Mikrohamodynamik werden zwei Areal unterschieden. Das erste Areal
beschreibt das nekrosenahe Gebiet des Pankreasgewebes, im nachfolgenden
.Nekroseareal® genannt, das zweite Areal das nekroseferne, nicht 6dematés-nekrotische

Pankreasgebiet, im weiteren ,peripheres Areal“ genannt.

V.2.1 Mikroperfusion IVM
V.2.1.1 ErythrozytenflieBgeschwindigkeit

Zu Beginn der Versuche waren nach der Stabilisierungsphase alle Kapillaren in den
jeweiligen Gruppen und Regionen homogen perfundiert. Zum MeRzeitpunkt BL (Baseline)
und nach Gabe des Endothelinrezeptors oder NaCl 0,9% zum MeRzeitpunkt RA ( Gabe des
jeweiligen Rezeptorantagonisten) betrug die durchschnittliche
ErythrozytenflieRgeschwindigkeit in den Kapillaren in dem Nekroseareal 620 + 30 ym/s und
im peripheren Areal 600 + 20 ym/s. Zusammengenommen ergibt sich daraus eine
FlieRgeschwindigkeit von 610 £ 10 um/s aller drei Gruppen und Arealen (entspricht 100%) zu
den Zeitpunkten BL und RA (s. Abb. 12 und 13).

Die Induktion einer alleinigen Pankreatitis fiihrte zum MeRzeitpunkt 10 Minuten zu einem
gegenuber den Ausgangsbedingungen signifikanten 61%igem Abfall der
ErythrozytenflieRgeschwindigkeit auf 240 + 40 pym/s im Nekroseareal und zu einem 63%igem
Abfall auf 220 + 20 um/s im peripheren Areal. Im weiteren Verlauf stieg die
ErythrozytenflieRgeschwindigkeit in beiden Arealen nach 30 Minuten wieder an und erreichte
nach 120 Minuten einen geringgradigen Wiederanstieg auf 290 + 30 ym/s im Nekroseareal
und 320 £ 60 uym/s im peripheren Areal. Gegenulber den Ausgangbedingungen reduzierte
sich somit die FlieRgeschwindigkeit signifikant um fast die Halfte (Nekroseareal: um 52%,
peripheres Arela: um 47%) am Ende des Versuches.

Annliche signifikante Abnahmen stellten sich nach Superfusion mit dem selektiven ETg-
Rezeptor-Blocker BQ 788 ein. Im Nekroseareal veringerte sich die
ErythrozytenflieRgeschwindigkeit zum MeRzeitpunkt 10 Minuten signifikant zu den
Ausgangsbedingungen um 63% auf 220 + 40 ym/s und im peripheren Areal sogar um 80%
auf 118 £ 10 um/s.
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Die Abbildungen 12 und 13 zeigen die ErythrozytenflieRgeschwindigkeiten (angegeben in der Einheit

[mm/sek] zu den jeweiligen MeRzeitpunkten.) der Region 1 (nahe des Nekroseareals) und der

Region 2 (fern des Nekroseareal, ,peripher).

" vs. Ausgangswerte, “vs. Sham, #vs. BQ 788
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Im weiteren Verlauf stieg die ErythrozytenflieRgeschwindigkeit in beiden Arealen nach 30
Minuten wieder an und erreichte nach 120 Minuten einen geringgradigen Wiederanstieg der
ErythrozytenflulRgeschwindigkeit auf 310 + 40 um/s im Nekroseareal und 270 + 20 ym/s
peripheren Areal. Gegenlber den Ausgangbedingungen reduzierte sich somit die
FlieRgeschwindigkeit signifikant um die Halfte (Nekroseareal: um 49%, peripheres Arela: um
55%) am Ende des Versuches. Desweiteren weisen die Ergebnisse der alleinigen
Pankreatitis- und BQ 788-Gruppe zu keinem Zeitpunkt signifikante Unterschiede
untereinander auf.

Im Gegensatz dazu erbrachte die selektive Blockade des ETa-Rezeptors durch Superfusion
mit BQ 123 eine weitestgehende Stabilisierung der ErythrozytenflieRgeschwindigkeit zu den
MeRzeitpunkten 10 und 30 Minuten. Im Vergleich zu den Ausgangsbedingungen verhinderte
der Endothelin-Rezeptor-Antagonist BQ 123 zu diesen Zeitpunkten einen signifikanten Abfall
der ErythrozytenflieRgeschwindigkeit im Nekrose- und peripheren Areal. Im weiteren Verlauf
bis zum Ende des Versuches reduzierte sich die ErythrozytenflieRgeschwindigkeit signifikant
im Nekroseareal bis auf 390 £ 30 um/s (36%iger Abfall), im peripheren Areal jedoch nicht
signifikant auf 470 £ 20 ym/s (22%iger Abfall). Anders ausgedruckt heisst dies, dass eine
ETa-Rezeptor-Blockade durch BQ 123 einen pankreatitisbedingten Abfall der
ErythrozytenflieRgeschwindigkeit verhindert. Im Nekroseareal verbessert sich die
ErythrozytenflieRgeschwindigkeit gegentiber der alleinigen Pankreatitis-, bzw BQ 788-

Gruppe um 13 - 16%, im peripheren Areal sogar um 25 - 32% am Ende des Versuches.

V.2.2 Inflammation IVM

V.2.2.1 Endothelzellaktivierung

Die Aktivierung des Endothels beschreibt im Entziindungsprozef’ die Expression von
Zelladhasionsmolekilen, u.a. P-Selektin, welches flr das ,rolling“ und ,sticking® der
Leukozyten nétig ist. Da diese Endothelrezeptoren intravitalmikroskopische nicht dargestellt
werden kénnen gibt die Anzahl adahrenter Beads am Endothel im mikrovaskularen
Strombett des Pankreas Aufschluf Gber die Aktivierung bzw. Rezeptorexpression des
Endothels. Die alleinige Induktion einer hamorrhagisch-nekrotisierenden Pankreatitis
bewirkte 2 Stunden nach Induktion der Pankreatitis eine Zunahme der
Endothelzellaktivierung auf 18 + 0.4 Partikel/mm? (=100%).

Die selektive Blockade des ETg-Rezeptors durch BQ 788 aktivierte ebenfalls die

Endothelzellen (26 + 5.5 Partikel/mm?) 2 Stunden nach Induktion der Pankreatitis. Im
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Vergleich zu der alleinigen Pankreatitis-gruppe fiel die Anzahl der aktivierten Endothelien
jedoch signifikant um 45% hoher aus.

Im Gegensatz dazu senkte die selektive Blockade des ETa-Rezeptors durch BQ 123
signifikant die Anzahl der aktivierten Endothelzellen in Bezug zur Pankreatitisgruppe auf 11 +
0.3 Partikel/mm?, was eine Verminderung aktivierter Endothelzellen um 38% entspricht

(s. Abb. 14).

Abb. 14

I Pankreatitis
40 [ BQ 788 (ETB-Rezeptor-Blocker)
B BQ 123 (ETA-Rezeptor-Blocker)

*

|

20 +

Partikel/mm?

10 -

Beadsmessung nach 120 min

Abbildung 14 zeigt die gemittelte Messung der Beads 2 Stunden am Ende des Versuches in der
Einheit [Partikel/mmz]. Unter selektiver ETa-Rezeptor-Blockade durch BQ 123 reduziert sich die
Endothelzellaktivierung signifikant zur Pankreatitisgruppe, wahrend die Etz-Rezeptor-Blockade durch
BQ 788 zu einer signifikant hdheren Aktivierung der Endothelien fuhrt.

* vs. Pankreatitis

V.2.2.2 Leukozyten-Endothel-Interaktion

Die Leukozyten-Endothel-Interaktion beschreibt den erst ,losen” bis spater ,festen®,

adharenten Kontakt zwischen den Leukozyten und dem Endothel. Gemessen wurden jeweils
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nur die festen, bzw adharenten Leukozyten am Endothel, die daraufhin in das Gewebe
emigrieren und eine zellulare Inflammation auslésen kénnen. Die Ausgangsbedingung als
Bezugspunkt der weiteren Kurvenverlaufe aller drei Gruppen wurde aus dem Nekrose- und
peripheren Areals zu den MeRzeitpunkten BL und RA ermittelt (136 + 13 Leukozyten/mm?).
(s. Abb. 15 und 16).

Nach Induktion einer akut nekrotisierenden Pankreatitis stieg direkt zum MeRzeitpunkt 10
Minuten in der alleinigen Pankreatitis-Gruppe die Anzahl der adharenten Leukozyten in
den postkapillaren Venolen signifikant gegenliber den Ausgangsbedingungen sowohl im
Nekroseareal um das 3fache (409 + 66 Leukozyten/mm?), als auch im peripheren Areal um
das 2,7fach (368 + 75 Leukozyten/mm?). Im weiteren Verlauf erhéhte sich die Anzahl
adharenter Leukozyten kontinuierlich bis zum Ende des Versuches. Nach 120 Minuten
5fachte sich die Menge der Sticker im Nekroseareal (752 + 111 Leukozyten/mm?) und mehr
als 3fachte sich im peripheren Areal (489 + 56 Leukozyten/mm?) in Bezug zu den
Ausgangsbedingungen.

Unter Vorbehandlung mit dem selektiven ETg-Rezeptor-Blocker BQ 788 stieg nach Induktion
einer akut nekrotisierenden Pankreatitis direkt zum Mefzeitpunkt 10 Minuten ebenfalls die
Anzahl adharenter Leukozyten signifikant an. Im Nekroseareal 3fachte sich die Anzahl der
Sticker (435 + 83 Leukozyten/mm?), im peripheren Areal verdoppelte sie sich (296 + 34
Leukozyten/mm?). Im weiteren Verlauf erhéhte sich die Anzahl adhérenter Leukozyten
kontinuierlich bis zum Ende des Versuches. Nach 120 Minuten 5fachte sich die Menge der
Sticker im Nekroseareal (686 + 136 Leukozyten/mm?) und mehr als 4fachte sich im
peripheren Areal (545 + 89 Leukozyten/mm?) in Bezug zu den Ausgangsbedingungen.
Signifikante Unterschiede innerhalb der Pankreatitis- und der BQ 788-Gruppe existieren zu
keinem MeRzeitpunkt.

Ganz im Gegensatz zu den ersten beiden Gruppen kommt es unter der Vorbehandlung mit
dem selektiven ETa-Rezeptor -Blocker BQ 123 nach Induktion einer akut nekrotisierenden
Pankreatitis direkt zum MefRzeitpunkt 10 Minuten weder im Nekroseareal mit 161 £ 17
Leukozyten/mmz, noch im peripheren Areal mit 188 + 45 Leukozyten/mm2 Zu einem
signifikanten Anstieg der adharenten Leukozyten in den postkapillaren Venolen. Im weiteren
Verlauf des Versuches nimmt die Anzahl der stickenden Leukozyten im Vergleich zu den
Ausgangswerten nur geringgradig zu und unterscheidet sich signifikant zu der Pankreatitis-,
bzw. BQ 788-Gruppe. Zum Ende des Versuches hin erhdht sich die Anzahl sowohl im
Nekroseareal signifikant um das 1,7fache (241 + 29 Leukozyten/mm?), als auch im
peripheren Areal um das 1,5fache (209 + 48 Leukozyten/mm?) jedoch nicht signifikant

gegenlber den Ausgangswerten. (s. Abb. 15 und 16)
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Abbildungen 15 und 16 zeigen den Vergleich der adharenten (stickenden) Leukozyten pro Oberflache
[mmz] innerhalb der drei Versuchsgruppen in den jeweiligen Regionen eins oder zwei. Im Gegensatz
zur Vorbehandlung mit NaCl 0,9% und BQ 788, erhoht sich die Leukozytenadharenz unter
Superfusion BQ 123 nicht signifikant zu den Ausgangsbedingungen in Region 2 und nur geringgradig
in Region 1. .

s, Ausgangswerte, vs. Sham, # vs. BQ 788
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Im Vergleich zu der Pankreatitis-, bzw. BQ 788-Gruppe reduziert eine ETx —
Rezeptorblockade durch BQ 123 deutlich die Leukozyten-Endothel-Interaktion. Am Ende des
Versuches fanden sich unter Superfusion mit dem Endothelin-Rezeptor-Blocker BQ 123 im
Nekroseareal 65% und im peripheren Areal 57% weniger adharente Leukozyten in den

postkapillaren Venolen als in den beiden anderen Gruppen.

V.3 Histologie

V.3.1 Intrapankreatische Inflammation

Zur Verifizierung der intravitalmikroskopisch erhobenen Ergebnisse der
Endothelzellaktivierung und Leukozyten-Endothel-Interaktion wurden diesbezuglich
Chloracetat Esterase (CAE) gefarbte histologische Schnitte untersucht, in denen sich
aktivierte Leukozyten darstellen lassen, ob eine Vorbehandlung mit
Endothelinrezeptorantagonisten den beginnenden lokalen Entzindungsprozel} beeinflusst.
In allen drei Versuchsgruppen wurde wiederum das Nekroseareal, bzw. das periphere Areal
getrennt ausgewertet (s. Abb. 17 und 18).

Nach alleiniger Induktion einer experimentellen Pankreatitis wurden In postkapilldren
Venolen des Nekroseareals 107 £ 16 CAE-gefarbte Leukozyten pro 50 high power fields und
in denen des peripheren Areals 68 + 10 CAE-gefarbte Leukozyten pro 50 high power fields
ausgezahlt. Analog dazu die Leukozytenakkumulation im Gewebe. Dort fanden sich im
Nekroseareal 108 £ 16 CAE-gefarbte Leukozyten pro 50 high power fields und im peripheren
Areal 78 + 14.Es besteht kein signifikanter Unterschied innerhalb der jeweiligen Areale

bezlglich der Anzahl der adharenten Leukozyten in postkapillaren Venolen oder im Gewebe.

Ahnliche Ergebnisse lieferte die BQ 788-Gruppe. In den postkapilldren Venolen des
Nekroseareals wurden 117 + 10 CAE-gefarbte Leukozyten pro 50 high power fields
ausgezahlt, in denen des peripheren Areals 72 + 13. Analog dazu die
Leukozytenakkumulation im Gewebe. Dort fanden sich im Nekroseareal 106 + 8 CAE-
gefarbte Leukozyten pro 50 high power fields und im peripheren Areal 68 + 13. Es besteht
weder ein signifikanter Unterschied innerhalb der jeweiligen Areale bezuglich der Anzahl der
adharenten Leukozyten in postkapillaren Venolen oder im Gewebe, noch innerhalb der
Pankreatitis- und BQ 788- Gruppe. Eine selektive Blockade des ETg-Rezeptors durch BQ
788 fuhrt demnach zu einer leichten Verstarkung der Entziindungsreaktion im nekrotischen

Gewebes und erbringt keinen Vorteil in Bezug auf die zellulare Inflammation.
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Ganz im Gegensatz dazu die Ergebnisse der BQ 123-Gruppe. In den postkapilldren Venolen

des Nekroseareals wurden 108 + 12 CAE-gefarbte Leukozyten pro 50 high power fields
ausgezahlt, in denen des peripheren Areals 28 + 10. Analog dazu die
Leukozytenakkumulation im Gewebe. Dort fanden sich im Nekroseareal 60 + 17 CAE-

gefarbte Leukozyten pro 50 high power fields und im peripheren Areal 4 + 3.

Abb. 17 postkapillare Venolen
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Abb. 18 Exokrines Gewebe
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In den Abbildungen 17 und 18 ist die Summe der CAE gefarbten Leukozyten in dem jeweiligen Areal
der einzelnen Gruppen dargestellt. Abbildung 17 zeigt die Leukozytenakkumulation in den
postkapillaren Venolen, Abbildung 18 die Leukozytenakkumulation im exokrinen Gewebe.

* vs Pankreatitis, # vs. BQ 788

Unter Vorbehandlung mit dem selektiven ETa-Rezeptor-Blocker BQ 123 wurde im Gegensatz
zu den ersten beiden Versuchsgruppen eine signifikante Reduktion der
Leukozytenakkumulation im peripheren Areal sowohl in den postkapillaren Venolen (in
Bezug zur alleinigen Pankreatitis-Gruppe), als auch im Gewebes des Pankreas (in Bezug zur

Pankreatitis- und BQ 788-Gruppe) erreicht.
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V.3.2 Schweregrad der Gewebeschéadigung

Die retrograde Infusion von Na-Taurocholat in den Hauptpankreasgang der Ratte flhrt zur
Entstehung einer schweren, hamorrhagisch-nekrotisierenden Pankreatitis. Die
histomorphologischen Parenchymveranderungen wurden anhand des Sporemann-Scores
(SPOREMANN 1989) ausgewertet, welcher Odeme, Fett- und Parenchymnekrosen, als auch
Hamorrhagien im Gewebe des Pankreas berlcksichtigt (s. Abb. 19). In allen drei
Versuchsgruppen wurde das Nekroseareal, bzw. das periphere Areal des Pankreasgewebes
getrennt ausgewertet.

Nach Induktion einer alleinigen Pankreatitis ohne Vorbehandlung mit
Endothelinrezeptorantagonisten ergab der Sporemann-Score eine mittlere Punkizahl von

18 + 0,89 im Nekroseareal. Dort fanden sich bei allen Tieren schwere Odeme, in drei von
acht Tieren ausgepragte Fettgewebsnekrosen und in sechs von acht Tieren sublobare sowie
lobare Parenchymnekrosen. Mittlere bis schwere Hamorrhagien fanden sich in sieben von
acht Tieren. Im peripheren Areal lag der Sporemann-Score bei 10,58 + 1,14 und damit
niedriger als im Nekroseareal. Auch hier lieRen sich bei allen Tieren schwere Odeme, jedoch
nur milde Fettgewebsnekrosen, Parenchymnekrosen und Hamorrhagien entdecken.

Unter Superfusion mit dem Endothelinrezeptorantagonisten BQ 788 lag der Spormann-Score
im Nekroseareal bei 15 + 0,83 signifikant unter dem verglichbaren Wert der
Pankreatitisgruppe. In vier von acht Tieren fanden sich schwere Odeme, in drei von acht
milde Fettgewebsnekrosen und Parenchymnekrosen und in nur einem Tier schwere
Hamorrhagien. Der Sporemann-Score des peripheren Areals liegt mit 8,22 + 0,88 zwar
niedriger, aber nicht signifikant unter der der Pankreatitisgruppe.

Unter Verwendung des Endothelinrezeptorantagonisten BQ 123 reduzierte sich der
Sporemann-Score sowohl im Nekroseareal signifikant mit 12,38 £ 0,73 gegenuber der
Pankreatitis- und BQ 788-Gruppe, als auch peripheren Areal mit 4,88 + 1,06 gegenuber der
BQ 788-Gruppe. Diese Abnahme beruht im Nekroseareal einerseits auf eine Reduktion der
Fettgewebsnekrosen, da alle Tieren nur eine milde Auspragungen der Nekrose aufweisen
und andererseits auf einem Riickgang der Ausbildung von Fettnekrosen und Hamorrhagien.
Im peripheren Areal ist diese Abnahme besonders deutlich, sieben von acht Tieren zeigen
milde bis mittlere Odeme, nur ein Tier milde Fettgebwebsnekrosen, zwei fokale
Parenchymnekrosen und nur fiinf von acht Tiere weisen milde Hamorrhagien auf (s. Abb.
19). Zusammenfassend ergibt die histologischen Auswertung, dass die Blockade des ETx-
Rezeptors durch BQ 123 vor Induktion einer experimentellen Pankreatitis zu einer
signifikanten Verringerung der pankreatitis-typischen Schadigung des Gewebes flihrt. Dies

beruht insbesondere auf einer Reduktion der Fettgewebs- und Parenchymnekrosen.
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Abbildung 19 zeigt den histomorphologisch ermittelten Sporemann-Score der jeweiligen Region 1
oder 2 der jeweiligen Gruppe Sham, BQ 788, BQ 123 und ist ein Anhalt fir die Schadigung des
Pankreasgewebes nach Induktion einer experimentellen Pankreatitis.

# vs. Pankreatitis, T vs. BQ 788, ) vs. Pankreatitis
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V.4 Astrup und Zellcount

Zu Beginn und am Ende des zweistlindigen Versuches wurde bei jedem Tier arterielles Blut
aus der Arteria carotis interna entnommen, um die Blutgase und den Zellcount zu ermitteln.
In allen drei Versuchsreihen fanden wir bei den tracheotomierten und spontan atmenden
Tieren Uber den Beobachtungszeitraum einen zu den Ausgangsbedingungen nicht
signifikanten Anstieg des mittleren Sauerstoffpartialdruckes (Pankreatitis-Gruppe pO. vor
Versuch: 102,39 £ 5,42, nach Versuch: 106,51 £ 15,19; BQ 788-Gruppe pO, vor Versuch:
98,36 % 3,69, nach Versuch: 117,95 £ 6,54; BQ 123- Gruppe pO, vor Versuch: 87,54 1 5,02,
nach Versuch: 123,29 £ 5,50). Die Anzahl der Erythrozyten und der Hamatokrit &nderten sich
im Verlauf des Versuches nichts signifikant weder in Bezug zu den Ausgangswerten, noch
innerhalb der einzelnen Gruppen am Ende des Versuches. Die Leukozyten stiegen zwar in
allen drei Gruppen im Verlauf des Versuches nicht signifikant gegenliber dem Ausgangswert
(WBC *10%/pl: 8,52 + 0,44) an, jedoch in unterschiedlicher Auspragung. In der Pankreatitis-
Gruppe stiegen die Leukozyten nur unwesentlich héher auf WBC *10%ul: 10,00 + 1,28. Der
Anstieg der Leukozyten war in der BQ 788-Gruppe mit WBC *10°/ul: 11,83 + 1,53 klar am
héchsten, im Gegensatz dazu in der BQ 123-Gruppe mit WBC *10%/ul: 8,59 + 1,15 am
niedrigsten und gleicht damit fast dem Ausgangswert.. Zusammenfassend lasst sich sagen,
dass die Tiere zu jedem Zeitpunkt ausreichend oxygeniert waren, der Anstieg der
Leukozyten im Blutbild eine Reaktion der Ratte auf die Entziindung des Pankreas ist und
schliel3lich der gleichbleibenden Hamatokrit, bzw. die Anzahl der Erythrozyten, ein Indikator
fur die schonende Praparation der Ratten im Versuch ist und einen Gbermafigen Blutverlust

als Storfaktor ausschliefdt.
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V1. Diskussion

VI.1 Pathogenese der akuten Pankreaititis und Endothelin

Durch Tiermodelle ergeben sich vier hypothetische Vorstellungen zur Pathogenese der
akuten Pankreatitis (SULKOWSKI 1998).

1. Duktular: Die duktulare Genese zeichnet sich durch eine haufige Assoziation der Migration
von Gallensteinen und akuter Pankreatitis aus. Ursachlich hierfir scheinen eine intraduktale
Druckerhdhung und ein duktaler Permeabilitadtsanstieg zu sein.

2. Azinar: Der azinaren Genese liegt am ehesten eine vorzeitige Pankreasenzymaktivierung
durch fehlgerichtete (basolaterale) Sekretion in das Interstitium des Pankreas oder durch
Verschmelzung von Lysosmen und Proenzymgranula (Zymogengranula) in der Azinuszelle
zugrunde.

3. Gemischt duktular-azindre Genese: Hauptvertreter dieses pathophysiologischen
Erklarungsansatzes ist die akute Alkoholpankreatitis, woflir eine intraduktale Druckerhéhung,
eine Steigerung der Gangpermeabilitdt sowie eine bislang noch zu definierende direkte
zytotoxische Wirkung des Alkohols verantwortlich zu sein scheint.

4. Ischamie: Eine Stérung der Pankreasmikrozirkulation nimmt eine Schlisselposition bei der
Progression der 6dematdsen zur nekrotisierenden Pankreatitis ein und lasst sich bei allen
bisher untersuchten Formen der nekrotisierenden Pankreatitis nachweisen. Ursachlich
hierfur sind die schlechte Blutfluiditat durch Hamokonzentration, eine intravaskulare
Hyperkgaulabilitat, die Verschlechterung des arteriellen Einstroms durch Gefassspasmen,
der Kapillardurchblutung durch interstitielles und endotheliales Odem, des vendsen
Ausstroms durch Leukozytenadharenz sowie direktetoxische Wirkungen freigesetzter
Enzyme, Kinine und Mediatoren.

Obwohl es bereits 1896 Hans Chiari erstmalig den Begriff der ,Selbstverdauung*” als ein
SchlUsselereignis in der Entstehung einer Pankreatitis aufbrachte, dauerte es fast 100 Jahre,
bis molekularpathophysiologische Ergebnisse diese Hypothese weiter untermauerten. Die
Autodigestion des Pankreas durch intrazellular aktivierte proteolytische Enzyme mit
Azinuszellnekrose ist der entscheidende erste Schritt in der Pathogenese von der
6dematdsen zur akut nekrotisierenden Pankreatitis (RINDERKNECHT 1986, STEER 1988,
1992, STEINBERG 1994). Dem Trypsin kommt hierbei eine Schlisselrolle zu, welches alle
weiteren digestiven, exokrinen Proenzyme kaskadenartig aktiviert (MITCHELL 2003, TADAO

2004). Das Pankreas synthetisiert und sezerniert Trypsin als inaktives Trypsinogen
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(Zymogen), welches erst im Darm durch Abspaltung des Aktivierungspeptides durch das
Enzym Enteropeptidase zu Trypsin umgewandelt wird. Eine ganze Anzahl von Faktoren
(Endotoxine, Exotoxine, virale Infektionen Ischamie, Anoxie und Trauma) scheinen an der
vorzeitigen Aktivierung der Proenzyme beteiligt zu sein. Unter physiologischen Bedingungen
werden die Vorstufen der Verdauungsenzyme intrazellular in Vesikel, den sogenannten
Zymogengranula, kompartimentiert und so gegen eine vorzeitige Aktivierung geschutzt, bis
sie in das Pankreasgangsystem abgegeben werden. Im Rahmen der Pankreatitis ist diese
apikale Sekretion gestort, sodass es zu einer Anhaufung von digestiven Zymogenen und
lysosomalen Hydrolasen in der Azinuszelle kommt. Die Verschmelzung, Kolokalisation, der
beiden Enyzmkompartimente flhrt zu einer frihzeitigen intrazellularen Aktivierung der
Proenzyme (LEACH 1991). Die Folge ist die Bildung von grofen Vakuolen, Krinophagie
genannt (STEER 1992, KLOPPEL 1993). In den letzten Jahren zeigte sich jedoch, dass die
alleinige intrazellulare Aktivierung von Zymogenen nicht ausreicht, um einen
Azinuszellschaden auszulésen (SHABANQOV 2003). Entscheident hierfur ist ein gleichzeitig
bestehender Sekretionsblock fir die Pankreasenzyme und Zymogene in das
Pankreasgangsystem (NIEDERAU 1990, MEYER 1993, STEER 1993), wodurch es zu einer
fehlgerichteten basolateralen Freisetzung kommt. Neuere experimentelle und klinische
Untersuchungen der letzten Jahre zeigen jedoch, dass die Trypsinogenaktivierung nach
Initiierung der Erkrankung keine weitere Rolle in der Pathophysiologie der schweren

Verlaufsformen oder der systemischen Komplikationen spielt (VAN ACKER 2002).

Eine weitere wichtige Rolle in der Ausbildung einer akuten Pankreatitis wird der
intrazellularen Calciumkonzentration zugeschrieben, welche entscheidend flir die
physiologische sekretorische Funktion und Signaltransduktion des Pankreas ist (KLAR
2000). Es wurde nachgewiesen, dass eine erhohte intrazellulare Calciumkonzentration die
Azinuszellen durch eine calciumabhangige Aktivierung der Pankreasproenzyme schadigt
(KRUGER 2000). Zudem zerstért es das Cytoskelett, wodurch ein Sekretionsblock
verursacht wird. Desweiteren wird auch die mitochondriale Funktionen durch

Calciumskonzentrationsanderungen gestort, was ein Azinuszellschaden weiter begunstigt.

Neben der Calciumkonzentration kommt dem oxidativen Stress eine weitere wichtige Rolle
in der Pathogenese der Pankreatitis zu (SCHONENBERG 1994). Sowohl experimentelle als
auch klinische Daten zeigen, dass z.B. freie Sauerstoffradikale (H.O,, O,., OH’) im Rahmen
der akuten Pankreatitis vermehrt auftreten und Patienten mit akuter Pankreatitis einen
verminderten antioxidativen Status aufweisen (SCHONBERG 1995, RAU 2000). Indirekte

Hinweise wurden mittels experimenteller Studien gewonnen, in denen mittels
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prophylaktischer Sauerstoffradikalfanger vor Induktion einer Pankreatitis der
Pankreasschaden, sowie die Aktivierung von Leukozyten signifikant reduziert werden konnte
(SCHONENBERG 1994, RINDERKNECHT 1988). Freie Sauerstoffradikale bzw. eine
Imbalanz des Redox-Status flihren in der Azinuszelle u.a. zu einer Aktivierung des Nuklear
Faktor kB (NF-kB). Aktivierung von NF-kB ist sowohl in vitro als auch in vivo mit einer
vermehrten Expression von proinflammatorischen Genen verbunden (AW 1999) und fuhrt im
Tierexperiment zu dem Bild einer Pankreatitis (CHEN 2002). Ferner bewirken sie in der
Azinuszelle einen Sekretionsblock der Zymogene durch Veranderung des Cytoskeletts und
induzieren so die pathologische intrapankreatische Trypsinogenaktivierung (GRADY 1998).
Der oxidative Stress flihrt ferner zur Peroxidation von Lipiden, zum Beispiel in der
Zellmembran und verandert sie in ihrer Fluiditat und Permeabilitat, was die Zerstérung der
Zellintegritat zur Folge hat. Neben dieser direkten Zellschadigung wirken Sauerstoffradikale
chemotaktisch, erhéhen die Cytokinkonzentration und aktivieren Leukozyten, was zu einer
Stoérung der Mikrozirkulation flihrt und eine Progression der akuten Pankreatitis bewirkt
(SCHONENBERG 1994, KLAR 1990).

Aufgrund der Cytokinfreisetzung erfolgt die Expression von Adhasionsmolekilen auf den
Endothelzellen der Pankreasgefalie, tiber die es zu einer Rekrutierung von Leukozyten aus
der mikrovaskularen Strombahn ins Pankreasparenchym kommt und damit zu einer
Potenzierung der inflammatorischen Aktivitat. Der Untergang der Azinuszellen fihrt
wiederum zu einer Freisetzung von Cytokinen wie Interleukine (1, 6, 8, 10), Tumor-Nekrose-
Faktor — alpha (TNF-a) und Platelet activation factor (PAF), sowie zur Freisetzung von
vasoaktiven Mediatoren wie Stickstoffmonoxid (NO) und Endothelinen. Die Cytokine sind,
zusammen mit den Sauerstoffradikalen und vasoaktiven Mediatoren, verantwortlich fur die
Aktivierung von Endothelzellen mit nachfolgender Expression von Adhasionsmolekulen und
den daraus resultierenden Mikrozirkulationsstérungen (KLAR 2000, SCHOENBERG 1994).

Daruberhinaus gibt es weitere Autoren, die in der Pankreas-Mikrozirkulationsstérung den
entscheidenden Faktor fir den Schweregrad der akuten Pankreatitis, bzw. die Ursache des
Uberganges einer leichten édematdsen in einer schwere nekrotisierende Entziindung des
Pankreas sehen. Blackstone (1995) vertritt die These, dass die Mikrozirkulation nicht die
Folge der autodigestiven Vorgange, sondern vielmehr der Ausldser der Entstehung von
Azinuszellnekrosen mit nachfolgender Selbstverdauung ist. Als Grund der eingeschrankte
Mikrozirkulation des Pankreas im Rahmen der Entzindung mit daraus resultierender
Hypoxie des Pankreasgewebes werden Vasokonstriktion von Arteriolen (KLAR 1990b,
KUSTERER 1993), eine lokale intravasale Gerinnungsaktivierung (KLAR 1990b), arterio-
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vendse Shunts (KLAR 1990a, MENGER 1996), eine gesteigerte Endothelpermeabilitat bzw.
—schadigung, sowie Leukozyten-Endothel-Interaktionen in postkapillaren Venolen diskutiert
(WERNER 1998, 1999). Dabei bewirkt die Leukozytenadhasion an den postkapillaren
Venolen eine konsekutive Widerstandserhéhung und dadurch eine Perfusionseinschrankung
(HOUSE 1987), welches ein wichtiger Mechanismus in der Pathogenese der akuten
Pankreatitis ist. P-Selectin mediiert hierbei den ersten Schritt zur temporaren Adhasion von
Leukozyten an der Gefallwand (Rolling), als zweiter Schritt findet die durch ICAM-1 und
Integrine mediierte permanente Adhasion (Sticking) statt (WERNER 1998, KLAR 2000).
Wahrend die akute, 6dematdse Pankreatitis bzw. die Frilhphase der Pankreatitis durch eine
homogen gesteigerte Mikroperfusion (Hyperamie) gekennzeichnet ist (BERRY 1982,
KNOEFEL 1994), zeigt die akute, nekrotisierende Pankreatitis eine progrediente Abnahme
der Kapillarperfusion mit einem reduziertem Blutflu® aufgrund einer Widerstandserhéhung in
der Mikrozirkulation bei stabiler Makrohamodynamik (PLUSZCYK 2001, ROBERT 1988,
KUSTERER 1991, 1993, KLAR 1990a, 1993). Daraus resultiert eine Hypoxie des
Pankreasgewebes, die je ausgepragter sie vorhanden ist, einen umso schwereren Verlauf
der Pankreatitis zur Folge hat. Es scheint, dass der Abfall der Pankreasperfusion der
mafgebliche Mechanismus fiir den Ubergang der 6dematdsen in die nekrotisierende
Pankreatitis ist. Tierexperimentell zeigte sich, dass die Mikrozirkulation nicht gleichmafig im
gesamten Pankreas gestort ist, sondern in Nekrosearealen die Kapillarperfusion starker
eingeschrankt ist, als in nekrosefreien Parenchymarealen (KLAR 1990b). Der Grund ist eine

vermehrte Mediatorenfreisetzung aus stark geschadigten Arealen (KLAR 1990a).

Durch welche Mediatoren die Mikrozirkulationsstérung im Rahmen der akuten Pankreatitis
unmittelbar vermittelt ist, ist bis heute nicht vollstandig geklart. Als ein wesentlicher
Mechanismus in der Entstehung der Mikrozirkulationsstérung bei akuter Pankreatitis wird
eine Imbalance zwischen Endothelin und seinem Antagonisten Stickstoffmonoxid (NO)
angenommen (FOITZIK 1997, WERNER 1997, PLUSCZYK 1999). Endothelin, das aus
geschadigten Kapillarendothelien freigesetzt wird, bewirkt neben einer starken
Vasokonstriktion eine Steigerung der Gefal3permeabilitat (FILEP 1993, EIBL 2000), wodurch
es zur Flussigkeitsextravasation und zum Verlust der Schrankenfunktion der Gefalle kommit.
Durch die Verabreichung von Stickstoffmonoxid hingegen konnte ein protektiver Effekt auf
die Kapillarperfusion erreicht werden (WERNER 1997).

Endotheline nehmen nicht nur Einfluss auf die Gefalle, sondern besitzen ebenso eine
erhebliche proinflammatorische Potenz. Erhohte Endothelinspiegel im Serum und im
Gewebe finden sich im Rahmen verschiedenster Pathophysiologien, etwa bei akuter
Pankreatitis, Sepsis, Herzinsuffizienz und Ischamie (MC MILLEN 1995). Die
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proinflammatorische Potenz entfalten sie Uber verschiedene Mechanismen: Endotheline
steigern die Adhasion von Leukozyten an venoses Endothel (BOROS 1998). Eine
gesteigerte Leukozytenadhasion ist ein wichtiger initialer Schritt in der Genese jeder
Entziindung, da sie fir die Sequestration zirkulierender Leukozyten in das Gewebe und
somit fur die Entwicklung eines zellularen entzindlichen Infiltrates notwendig ist. Ferner
wirken Endotheline proinflammatorisch, indem sie die Freisetzung sekundarer
proinflammatorischer Mediatoren aus Leukozyten induzieren. Mit Endothelin stimulierte
Monozyten sezernieren die Zytokine IL-1, IL-6, IL-8, TNF-a, GM-CSF (CUNNINGHAM 1997)
sowie das Prostaglandin PGE2. Ferner steigern Endotheline Gber die Aktivierung von
Monozyten die Produktion reaktiver Sauerstoffmetaboliten in neutrophilen Granulozyten
(HURIBAL 1994).

Uber die Effizienz und die Nitzlichkeit einer Endothelin-Rezeptor-Blockade bei akuter
Pankreatitis existieren bereits mehrere Studien und ebensoviele unterschiedliche Ergebnisse
und Meinungen. Nach Induktion einer experimentellen Pankreatitis mittels retrograder
duktaler Injektion von Na*-Taurochlorat erbrachte die Anwendung eines nicht-selektiven ETa-
und ETg-Rezeptorantagonisten (Bosentan) keine Verbesserung in Bezug auf die Mortalitat,
noch auf die morphologischen Veranderungen des Pankreas zur Kontrollgruppe (FIEDLER
1999). Die Endotheline besaflen daher keine Bedeutung in der Pathogenese einer akuten
Pankreatitis (FIEDLER 1999). Am gleichen Modell lieferte die Anwendung eines selektiven
ETa-Rezeptorantagonisten (BSF 208075 und LU 135252) und eines nicht-selektiven ETa-
und ETs-Rezeptorantagonisten (BSF 420627) ahnliche Ergebnisse in Hinblick auf das
Uberleben und den Parenchymschaden des Pankreas (MARTIGNONI 2004). Ebenso wurde
nach Caerulein-induzierter-Pankreatitis und intraperitonealer Gabe eines nicht-selektiven
ETa- und ETg-Rezeptorantagonisten (LU 302872), sowie eines selektiven ETa-
Rezeptorantagonisten (LU 302146), weder eine Verminderung des Parenchymédems und -
nekrose, noch der Entziindungsreaktion oder Vakuolisation im Bezug zur Kontrolle gesehen
(ANDRZEJEWSKA 2005). Vielmehr versprachen die Endothelin-isoformen einen protektiven
Effekt auf den Verlauf der akuten 6dematdse Pankreatitis durch Verminderung der
Trypsinogenaktivierung und der Leukozyteninfiltration in das Pankreasgewebe (DLUGOSZ
2004). Ganz im Gegensatz dazu messen andere Forschungsgruppen den ET-
Rezeptorantagonisten einen therapeutischen Effekt auf die akute Pankreatitis bei. Dies
untermauerte Foitzik T. et al in verschiedenen Versuchen. Nach Induktion einer Pankreatitis
besserte die Gabe eines selektiven Endothelin-1-Antagonisten (LU 135252) nicht nur den
kapillare Blutflul® und die Kapillarpermeabilitat im Pankreas, sondern auch in anderen

Organen. In Folge dessen reduzierte sich die Aszitis- und Pleuraergussbildung, Nieren- und
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Herzfunktion wurden gestarkt und die Mortalitat sank von 50% bei unbehandelten Ratten auf
8%. Zuruckzufuhren sei dies auf eine Stabilisierung der Mikrozirkulation und verminderter
Sequestration im Pankreasgewebe, als auch peripher (FOITZIK 1998a, 1998b, 20003,
2000b). Daruber hinaus verglich Eibl. et al die therapeutische Wirksamkeit des selektiven
ETa-Rezeptorantagonisten (ET-RA, LU 135252) im gleichen Pankreatitismodell mit
verschiedenen Antagonisten vasoaktiver Mediatoren (platelet activation factor receptor
antagonist (PAF-RA), intercellular adhesion molecule-1 antibody (ICAM-1-AB), saline).
Bezogen auf den kapillaren Blutflu® und die Kapillarpermeabilitdt im Pankreas und Kolon
verzeichnete der isolierte Einsatz des ET-RA den héchsten Effekt, auch in Kombination mit
anderen Antagonisten (EIBL 2002). Der selektive ETg-Rezeptorantagonisten (A 192621)
besitzt die gleichen Eigenschaften des ET-RA, jedoch nur bei gesunden Tieren, nicht unter
experimenteller Pankreatitis. Kombiniert (ETa- und ETg-Rezeptorantagonist, LU 135252 + A
192621) ist die Wirksamkeit weniger stark ausgepragt, als unter alleiniger Gabe des
selektive ETa-Rezeptorantagonisten (EIBL 2002). Analog dazu lieferte die Vorbehandlung
von Ratten mit dem kombinierten ETa- und ETg-Rezeptorantagonisten Tenzostan (Ro-61-
0612) in niedriger Dosis oder einem selektiven ET,-Rezeptorantagonisten (BSF-3021466)
gleichartige Ergebnisse. Durch Blockierung der ET-Rezeptoren wurde im Vergleich zur
Kontrolle die pankreatische Mikrozirkulation verbessert, die Leukozytenakkumulation, sowie
der Gewebeschaden veringert und die Kapillarpermeabilitat stabilisiert (PLUSCZYK 2003).

Um nun zu klaren inwieweit durch Blockade des ETa-, bzw. ETg-Rezeptors die Pankreatitis-
assoziierte Mikrozirkulationsstérung sowie die Parenchymschadigung und lokale
Entziindungsreaktion glinstig beeinflusst werden kann, wurden am Modell der Na-
Taurocholat-induzierten akuten nekrotisierenden Pankreatitis mittels Superfusion des ETa-
Rezeptorblockers BQ 123, bzw. ETg-Rezeptorblockers BQ 788 folgende Parameter
untersucht: Kapillarflussgeschwindigkeit, Endothelzellaktivierung und Leukozyten-Endothel-
Interaktion zur Beurteilung der Mikrozirkulationsstorung und Entzindungsreaktion;
Schweregrad der Gewebeschadigung und Intrapankreatische Inflammation zur Beurteilung

der Pankreatitis-assoziierten Parenchymschadigung.
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V1.2 Modell der akuten experimentellen Pankreatitis

Zur Erforschung der bis heute noch strittigen Pathogenese der akuten Pankreatitis wurden
verschiedene tierexperimentelle Modelle geschaffen, um die akute Pankreatitis des
Menschen nachzustellen soweit dies méglich ist. Wie zum Beispiel die Induktion einer akuten
Pankreatitis durch hormonelle Uberstimulation, Nahrungsmittelzusatze, Injektion von
Agentien in den Ductus pancreaticus, Ligatur des Ductus und vaskular ischamische
Mechanismen. Ein haufig verwendetes Modell, welches von uns in der Studie ebenfalls
benutzt wurde, ist das der experimentell biliaren Pankreatitis. Hierbei entsteht durch
retrograde Gangperfusion mit Na-Taurocholat eine gut reproduzierbare akute hamorrhagisch
nekrotisierende Pankreatitis (AHO 1980a+b, LANKISCH 1987). Auf dieses Methode wurde
zuruckgegriffen, da fur diese Modell sowohl die Mikrozirkulationsstérung (KUSTERER 1991,
1993, PLUSCZYK 1997), als auch die Gewebeschadigung mit beginnender Inflammation in
der Literatur bereits sehr gut beschrieben worden ist (AHO 1980a+b, KUSTERER 1991,
1993, PLUSCZYK 1997) und ist somit das beste Modell zur Beurteilung der
intravitalmikroskopischen Phanomene in den Venolen und Kapillaren. Die Dosis von Na-
Taurocholat richtete sich dabei nach den in der Literatur beschriebenen Dosen, die Perfusion
erfolgt druck-, zeit- und volumenbegrenzt. Unter kontinuierlicher Flissigkeitssubstitution
blieben die makrozirkulatorischen Kreislaufparameter konstant, so dass eine aussagekraftige
Beurteilung der Mikrozirkulation méglich war. Die Vorbehandlung mit den beiden
Endothelinrezeptorantagonisten verursachte ebenfalls keine systemischen
Kreislaufveranderungen, da sie nur superfundiert, also nur topisch auf das Pankreas apliziert
wurden und dadurch nur ein geringer Teil systemisch absorbiert wurde. Auch unter
systemischer Gabe von Endothelin-Rezeptor-Blockern wurde keine signifikante Veranderung

im Bezug zu den makrozirkulatorischen Kreislaufparametern gefunden (PLUSCZYK 2003).

V1.3 Der Einfluss der Endothelinrezeptor - Blockade auf die

Pankreatitis-assoziierte Storung der Mikrozirkulation

Die Induktion einer bilidren Pankreatitis mit Na-Taurocholat fuhrt zu den bereits mehrfach
beschriebenen Veranderungen der Mikrozirkulation mit nach sich ziehender
Perfusionsstorung, Gefallpermeabilitatserhéhung, Flissigkeitssequestration und
Odembildung im dritten Raum (KLAR 1990a, 2000, KUSTERER 1993, PLUSCZYK 1997).

Diese Ergebnisse gehen im Einklang in den von uns gemessenen Daten der
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Erythrozytenflussgeschwindigkeit einher. Nach alleiniger Induktion einer Pankreatitis findet
sich in der Pankreatitis-Gruppe ein ein initialer Abfall der ErythrozytenfluRgeschwindigkeit
gegenuber den Ausgangsbedingungen sowohl im Nekroseareal von 61%, als auch
peripheren Areal von 63%. Uber den restlichen Versuchszeitraum steigen die Werte leicht
an, jedoch bleibt eine Reduktion der Erythrozytenfliessgeschwindigkeit von 53%
(Nekroseareal), bzw. 48% (peripheres Areal).

Die selektive Blockade des ETg-Rezeptors durch BQ 788 verhinderte ebenfalls nicht den
Abfall der ErythrozytenflieRgeschwindigkeit, weder initial im Nekroseareal (um 63%) oder im
peripheren Areal (um 80%), noch im Verlauf des Versuches nach zwei Stunden
(Nekroseareal: 49%, peripheres Areal: 55%). Die Begriindung hierfir liegt in der Funktion
des ETg-Rezeptors selbst. Stimulation des Rezeptors tber ET-2 bewirkt die Freisetzung von
Stickstoffmonoxid (NO) als potenten Vasodilatator (FIEDLER 1999, LUSCHER 2000), die
Clearence von ET-1 in der Lungenstrombahn sowie die Wiederaufnahme von ET-1 in die
Endothelzellen (WESTCOTT 1990, FUKURODA 1994, OBGENORTH 1995). Daher
unterstitzt eine ETg-Rezeptorblockade einerseits die gegenteilige Wirkung von ET-1 Uber
den ETa-Rezeptor mit nachfolgender Vasokonstriktion und Perfusionsminderung (KNOFLER
1995, PLUSCZYK 1999), andererseits verhindert sie eine Vasodilatation der Gefalle durch
NO (FILEP 1993). Dies kdnnte den sehr starken Abfall der Erythrozytenfliessgeschwindigkeit
in der BQ 788-Gruppe zu Beginn des Versuches erklaren, der im Bezug zur Pankreatitis-
Gruppe im peripheren Areal um 2% und im Nekroseareal sogar um 17% hoher ausfiel. Der
gleichzeitigige negative Einfluss von ET-1 auf den kapillaren Blutfluss und die Verhinderung
des eigentlich positiven Effektes von ET-2 auf die Erythrozytenfliessgeschwindigkeit durch
die Blockade des ETg-Rezeptors erklart den negativen Effekt des ETg-Rezeptorantagonisten
BQ 788 auf die Mikrozirkulation.

Unterstitzt werden diese Anahmen durch die Ergebnisse nach selektiver ETs-Rezeptor-
Blockade BQ 123. Initial kommt es zu einer Aufhebung des pankreatitisbedingten Abfalls der
Erythrozytenfliessgeschwindigkeit gegentber den Ausgangsbedingungen. Im Nekroseareal
verringerte sie sich nicht signifikant um 6% und im peripheren Areal ebenfalls nicht
signifikant um 8%. Auch im Verlauf des Versuches bleibt der Kapillarfluss konstant. Erst
nach 60 Minuten reduziert sich die Erythrozytenflussgeschwindigkeit und nimmt am Ende
des Versuches signifikant um 36% im Nekroseareal und nicht signifikant um 22% im
peripheren Areal ab. Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit Studien von Foitzik et. al., der
nach Induktion einer experimentellen Pankreatitis und Gabe eines selektiven ETs-Rezeptor
Antagonisten (LU 135252) ebenfalls einen positiven Effekt auf den kapillaren Blutfluss, als
auch auf die Kapillarpermeabilitat im Pankreas feststellte. Er fiihrte dies auf eine

Stabilisierung der Mikrozirkulation und verminderter Sequestration im Pankreasgewebe



Diskussion 65

zurtick (FOITZIK 1998a, 1998b, 2000a, 2000b). Eibl et. al. kam unter Verwendung des
gleichen ETa-Rezeptor Antagonisten zum &hnlichen Ergebnis und bemerkte im Vergleich mit
anderen vasoaktiven Mediatoren (PAF-RA, ICAM-1-AB) den héchsten Effekt des LU 135252
auf den kapillaren Blutfuss (EIBL 2002). Diese Erkenntnisse wurden von Plusczyk et. al.
nochmals bestatigt (PLUSCZY 2003). Zusammenfassend heisst dies, dass es nach
Induktion einer experimentellen Pankreatitis zu einer Mikrozirkulationsstérung mit nutritiven
Perfusionsversagen, nachfolgender Ischamie und Sauerstoffmangelversorgung kommt,
wobei dies letztendlich der wichtige Schritt in der Pathogenese der akuten nekrotisierenden
Pankreatitis ist. Die Untersuchungsergebnisse belegen, dass das Pankreatitis-assoziierte
Mikrozirkulationsversagen Folge einer Endothelin-vermittelten Stimulation des ETa-Rezeptor
mit konsekutiver Vasokonstriktion ist. Weiterhin, dass ET-1 hierbei eine Schllisselrolle
einnimmt. Dies wird unter anderem dadurch belegt, dass ausschlie3lich die selektive ETa-
Rezeptor Blockade durch BQ 123 eine signifikante Reduzierung der
Erythrozytenfliessgeschwindigkeit verhindert, hingegen die des ETg-Rezeptors eher eine

Aggravierung des Perfusionsversagens vermittelt.

V1.4 Der Einfluss der Endothelinrezeptor - Blockade auf die
Pankreatitis-assoziierte Endothelzellaktivierung und

Leukozyten - Endothel - Interaktion

Leukozyten spielen eine wichtige Rolle bei inflammatorischen Prozessen unterschiedlicher
Art und Genese und flhren tber mehrere Mechanismen zur Aggravierung der akuten
Pankreatitis. Sie setzen Superperoxidradikale sowie Proteasen wie Elastase und Cathepsin
G frei, die die endotheliale Integritat verletzen und zur Odembildung fihren (MENGER 1992);
fuhren ferner durch Adhasion an das Endothel zur einer voribergehende Verlegung von
Kapillaren (,Plugging“) mit nachfolgender inkomplette oder fehlender Wiederherstellung des
Blutflusses nach Wiedererdffnung eines Gefaldes (,no-reflow-Phanomen®) (HARTWIG 2001)
und stimulieren Endothelzellen zur Freigabe von Zytokinen und vasoaktiven Mediatoren
(LEHR 1991). Bevor jedoch zirkulierende Leukozyten das Gewebe infiltrieren kénnen,
mussen sie in einem mehrstufigen Prozel sich dem Endothel annahern (Margination), an
ihm entlangrollen, adharieren und durch die endotheliale Barriere emigrieren (Diapedese)
(BUTCHER 1991). Der Prozess der ersten Kontaktaufnahme der Leukozyten mit dem

Endothel und folgendem ,Rollen“ wird durch leukozytare und endotheliale
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Adhasionsmolekiile aus der Familie der Selektine vermittelt (PANES 1998). Eine
weitergehende notwendige Aktivierung der Leukozyten zur festen Adhasion ans Endothel
wird durch verschiedene proinflammatorische Zytokine (IL-1, -6, TNF-qa, reaktive
Sauerstoffradikale, Komplementfaktoren C1, C5a und MAC) vermittelt, die die Expression
leukozytarer Bo-Integrine (CD11b/ CD18) und des endothelialen ICAM-1 das ,intercellular
adhesion molecule“ aus der Immunglobulin-Supergen-Familie induzieren (KINGSNORTH
1997, TEDESCO 1997, KLAR 2000). Diese Adhasionsmolekiile ermdglichen eine
Leukozyten-Endothel-Interaktion hoher Affinitat (SPRINGER 1990) und die transendotheliale
Migration der Leukozyten in das Gewebe.

Zahlreiche Studien deuten darauf hin, dass Endotheline die Zelladh&sion von Leukozyten
verstarken kénne bzw. induzieren. Boros und Mitarbeiter stellten nach Infusion von ET-1 eine
Steigerung der adharenten Leukozyten innerhalb kurzer Zeit in submukosalen Venolen des
Ratten-lleums fest (BOROS 1998). Diese akute Adhasionssteigerung sei wahrscheinlich
durch den ETa-Rezeptor und in geringerem Male Uber den ETg-Rezeptor getriggert, da ein
Block dieser Rezeptoren mit Antagonisten die Adhasionssteigerung neutralisiert. Auch die
Superfusion des Mesenteriums der Ratte mit ET-1 fuhrt innerhalb weniger Minuten zu einer
Zunahme rollender und adhéarierender Leukozyten in den Venolen des Darmes (SANZ
1999). Ferner zeigen in vitro Versuche, dass neutrophile Granulozyten verstarkt auf
Endothelzellkulturen und auf Plastikoberflachen adharieren, wenn sie mit ET-1 aktivert
werden (ZOUKI 1999).

Der Mechanismus der Endothelin-induzierten Adhasionssteigerung ist noch nicht vollstandig
verstanden. Bisherige empirische Ergebnisse legen nahe, dass Endotheline die Adasion
Uber eine Kombination folgender Mechanismen verstarkt:

Erstens induzieren sie eine Anderung von Scherkraften und FIuB in den postkapillaren
Venolen, dem Ort der leukozytaren Zelladhasion. Bei einer Vasokonstriktion mindern sich mit
dem FluBd in einem Gefal} gleichzeitig die Scherkraft, die am Endothel wirken. Leukozyten
werden bei reduzierten Scherkraften weniger stark von der Gefaltwand fortgerissen und
kénnen somit besser adhéarieren. Jedoch belegen andere Versuche, dass eine alleinige
Scherminderung die Adhasion der Leukozyten nicht verstarkt, wenn keine Aktivierung von
Endothel und Leukozyten hinzukommt (SANZ 1999).

In einem zweiten Mechanismus steigert Endothelin direkt die Expression von
Zelladhasionsmolekulen. Schon 30 Minuten nach ET-Einwirkung wird das Integrin CD11b/
CD18 auf die Oberflache von neutrophilen Granulozyten vermehrt exprimiert, was zu einer
Adhasion der Neutrophilen auf Endothelzellkulturen flhrt. Dabei wird dieser Effekt durch den
auf Neutrophilen fast ausschlieRlich vorhanden ETa-Rezeptor vermittelt (ZOUKI 1999).

Auch auf dem Endothel kommt es Uber den ETg-Rezeptor schon nach wenigen Minuten im
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Mesenterium der Ratte nach Uberspilen mit ET zu einer massiven Zunahme von P-Selektin-
abhangigen Rollen der Leukozyten und zu fester Leukozytenadharenz (SANZ 1999). In
Endothelzellkulturen, die mit ET-1 inkubiert werden zeigte sich mit einer Verzégerung von 4
Stunden ein Anstieg in der Expression von Zelladhasionsmolekilen ICAM-1, VCAM-1 und E-
Selektin (HAYASAKI 1996, SANZ 1999). Die Stimulation mit ET-1 fuhrt auf einer Kultur von
fibroplastenahnlichen Synovialzellen ebenfalls zu einer verstarkten Expression der
Adhasionsmolekilen ICAM-1, VCAM-1 und CD-44, hier allerdings ETa-Rezeptor vermittelt
(SCHWARTING 1996).

In einem dritten Mechanismus steigert Endothelin die Adhasion von Leukozyten indirekt
indem es sekundare Mediatoren aus verschiedenen Zellen freisetzt. Mit ET-1 in vitro
stimulierte Monozyten produzieren deutliche Mengen von IL-1, -6, -8, TNF-a, GM-CSF sowie
PGE, (MC MILLEN 1993). Endothelin kann sowohl lokal im Gewebe als auch durch
systemische Zirkulation die genannten Zytokine und Mediatoren freisetzen. Viele dieser
Zytokine und Mediatoren steigern nachgewiesenermalen die Expression von
Zelladhasionsmolekiilen und die Adhasion von Leukozyten an das Endothel (PANES 1998).
Ferner wirken einige von ihnen chemotaktisch und fordern die Akkumulation von Leukozyten
im Gewebe. Somit ist auch eine indirekte Zelladhasionssteigerung durch Endotheline tber

die Freisetzung sekundarer Mediatoren maoglich.

Uber welche der genannten Mechanismen und welche Rezeptoren Endothelin nun innerhalb

der akuten nekrotisierenden Pankreatitis die Endothelzellen des Pankreas aktiviert und die

Leukozyten-Endothel-Interaktion férdert, kann aus heutiger Sicht nicht exakt abgeschatzt

werden. Dazu wurde in dieser Studie sowohl die Aktiverung der Endothelzellen mittels
Auszahlung adharenter Beads im Kapillarstrombett des Pankreas, als auch die Leukozyten-
Endothel-Interaktion, das sogenannte ,Sticking” beziehungsweise die feste Adhasion von
Leukozyten in postkapillaren Venolen, unter Superfusion mit einem selektivem ETa- bzw.
ETs-Rezeptor-Antagonisten (BQ 123 und BQ 788) ausgewertet.

ET-1 fhrt Gber den ETa-Rezeptor bei neutrophilen Granulozyten zur gesteigerten
Expression des Integrins CD18/ CD11b (ZOUKI 1999), dass zur festen Adharenz am

Endothel nétig ist. Ob nun die Endothelzellen des Pankreas Gber den ETa-Rezeptor zur

Expression von Zelladhasionsmolekilen wie ICAM-1, VCAM-1 und P-Selektin aktiviert
werden, oder dieser Mechanismus Uber den ETg-Rezeptor, wie zum Beispiel der der
Endothelzellen im Mesenterium der Ratte (SANZ 1999), induziert wird ist unklar.
Diesbezuglich wurden jeweils am Ende des Versuches Latex-Partikel, sogenannte Beads,

gegeben, die Aufschluf} tGber die Rezeptorexpression des Endothels geben sollten. In
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anderen Versuchen wurden ebenfalls Beads zur Zellaktivitatsbestimmung gegeben, zum
Beispiel zur Analyse der Phagozytose-Aktivitat von Kupfferschen Sternzellen der Leber.

Die Latexpartikel kénnen von diesen Zellen aufgenommen werden (BAATZ 1995), bzw. an
diese adharieren (DAN 1985, PRAANING-VAN DALEN 1982) und geben Aufschluf3 tGber
den Aktivitatszustand der Kupfferschen Sternzellen wieder. In unserem Versuch wiirde dies
bedeuten, dass die Anzahl adharenter Beads am Endothel der Anzahl aktivierter
Endothelzellen entspricht.

Die alleinige Induktion einer akut nekrotisierenden Pankreatitis bewirkte eine
Endothelzellaktivierung von 18 + 0,4 Partikel/ mm? (= 100%).

Unter Superfusion mit dem ETg-Rezeptor Antagonisten BQ 788 steigerte sich die Anzahl
aktivierter Endothelzellen um 45% im Vergleich zur alleinigen Pankreatitis-Gruppe. Die ETg-
Rezeptorblockade flihrte dementsprechend nicht zu einer Verringerung der Expression von
Zelladhasionsmolekilen auf den Endothelzellen, die fur die Leukozyten-Endothel-Interaktion
noétig sind, sondern flhrte vielmehr zu einer Zunahme der Endothelzellaktivierung. Dieses
Ergebnis unterstitzt die Annahme, dass die Vorbehandlung mit dem selektiven ETg-
Rezeptor-Blocker BQ 788 die leukozytare Inflammationsreaktion nicht verhindert, sondern
fordert (PLUSCZYK 2003, EIBL 2002, FOITZIK 2000).

Ganz im Gegensatz dazu reduzierte BQ 123 durch die Blockade des ETA-Rezeptors die
Pankreatitis-bedingte Endothelzellaktivierung um fast 40% im Vergleich zur alleinigen
Pankreatitis-Gruppe. Die ETa-Rezeptorblockade fiihrte dementsprechend zu einer
Verringerung der Expression von Zelladhasionsmolekilen auf den Endothelzellen. Uber den
ETa-Rezeptor werden folglich nicht nur neutrophile Granulozyten zur Expression der
Integrine angeregt, sondern auch die Endothelzellen des Pankreas zur Expression von
Zelladhasionsmolekilen stimuliert. Es scheint plausibel, dass im Rahmen einer akut
nekrotisierenden Pankreatitis endogene Endotheline (ET-1) tGber den ETa-Rezeptor an der
Hochregulation der leukozytaren Zelladhasion beteiligt sind und sowohl die Expression von
Zelladhasionsmolekilen der Leukozyten, als auch die der Endothelzellen induzieren. Damit
kénnte ein ETa-Rezeptorblocker in der Friihphase der akuten Pankreatitis von Nutzen sein,
da er das Ausmal der zellularen Inflammation und Emigration reduziert und so den

nachfolgenden Zellschaden vermindert.

Die Auswertung der intravitalmikroskopisch und histologisch erhobenen Ergebnisse zur

Leukozyten-Endothel-Interaktion erbrachte ebenfalls verschiedene Erkenntnisse in Bezug

auf die jeweiligen selektiven ETa- bzw. ETg-Rezeptor-Antagonisten (BQ 123 und BQ 788).
In der Pankreatitis-Gruppe steigerte sich intravitalmikroskopisch die Anzahl adharenter

Leukozyten signifikant gegeniber den Ausgangsbedingungen um das 3fache im
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Nekroseareal, bzw. 2,7fache im peripheren Areal. Bis zum Ende des Versuches nach 2
Stunden nahm diese Steigerung bis auf das 5fache im Nekroseareal und 3fache im
peripheren Areal signifikant zu.

Dieses intravitalmikroskopisch erhobene Ergebnis bestatigte sich in der Auszahlung der
Leukozyten in CAE-gefarbten histologischen Schnitten in den postkapillaren Venolen und im
Parenchym des Pankreas wiederum in beiden Arealen. Dabei zeigte sich sowohl eine
Akkumulation adharenter Leukozyten in den postkapillaren Venolen, als auch eine
Einwanderung von Leukozyten in das Gewebe. So auch bei Kusterer et. al 1993. Die Anzahl

adharenter Leukozyten fiel im Nekroseareal jeweils um 30% hdher aus.

Unter selektiver Blockade des ETg-Rezeptors durch BQ 788 kam es in Bezug zur
Pankreatitis-Gruppe weder im intravitalmikroskopisch noch im histologisch erhobenen
Ergebnis zu einem signifikanten Unterschied.

Die Blockade des ETg-Rezeptor flihrt demnach nicht zu einer Reduktion der Leukozyten-
Endothel-Interaktion, sondern gleicht ganz im Gegenteil dem Resultat der Pankreatitis-
Gruppe. Dieses Ergebnis entspricht nicht dem von Sanz et. al., der nach Superfusion mit
Endothelin eine massive, ETz-Rezeptor-vermittelte Zunahme von P-Selektin-abhangigen
Rollen der Leukozyten und gesteigerte Leukozytenadharenz auf das Endothel festgestellt hat
(SANZ 1999). Andere Forschungsgruppen hingegen stellten keinen protektiven Effekt auf die
akute Pankreatitis nach selektiver Blockade des ETg-Rezeptor mit dem Antagonisten A-
192621 fest und stehen im Einklang mit unseren Ergebnissen (EIBL 2002). Ferner
verhinderte ein nicht selektiver ET,- und ETg-Rezeptor Blocker (LU 302872) in hohen Dosen
genausowenig die leukozytare Akkumulation am Endothel, da dieser vornehmlich seine
Wirkung Uber den ETg-Rezeptor entfaltet (PLUSCZYK 2003, ANDREZEJEWSKA 2005).

In den CAE-gefarbten histologischen Schnitten erhdhte sich sogar die Anzahl der
adharenten Leukozyten In den postkapillaren Venolen in beiden Arealen, im exokrinen
Gewebe lag die Anzahl der emigrierten Leukozyten leicht unter der der Pankreatitis-Gruppe.
Damit ist durch Blockade des ETg-Rezeptors eine Verschlechterung der lokalen zellularen
Entziindungsreaktion nicht aufzuhalten. Dies ist wiederum auf den ETg-Rezeptor selbst
zurtckzufihren. Durch dessen Aktivierung kommt es zur Freisetzung des antiadhasiv
wirkenden Stickstoffmonoxid (ZOUKI 1999). Cui et. al. belegte diese Ergebnisse zu dem
ETs-Rezeptorantagonisten BQ 788. Die Uber den ETa-Rezeptor durch ET-1 vermittelte
chemotaktische Wirkung mit Induktion zur Leukozytenadhasion konnte durch BQ 788 nicht

verhindert werden.
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Signifikant wurde jedoch durch den ETs-Rezeptor-Blocker BQ 123 eine Erhéhung der
Calcium Konzentration in Neutrophilen und Monozyten intrazellular verhindert und die damit

verbundene Chemotaxis und Leukozytenadharenz gehemmt (CUI 2001).

Die Superfusion mit dem ETs-Rezeptor-Blocker BQ 123 hingegen verhinderte den
Pankteatitis-bedingten intravitalmikroskopisch erhobenen Anstieg der Sticker in den Venolen.
Nach 10 Minuten kam es weder im Nekrose- noch im peripherem Areal zu einer gegeniber
den Ausgangsbedingungen signifikanten Zunahme der adharenter Leukozyten in den
postkapillaren Venolen. Nach 2 Stunden Versuchsdauer erhohte sich die Anzahl adharenter
Leukozyten lediglich bis auf das 1,7fache im Nekroseareal und 1,5fache im peripheren Areal.
Damit reduziert eine selektive ETa-Rezeptorblockade eindeutig die Leukozyten-Endothel-
Interaktion in der akut nekrotisierenden Pankreatitis und vermindert dadurch eine weitere
Emigration und Infiltration von Leukozyten in das Gewebe des Pankreas mit konsekutiver
zellularer Inflammation. Dieses Ergebnis steht im Einklang mit mehreren Arbeitsgruppen,
unter anderem Plusczyk et. al., der nach Gabe eines selektiven ETa-Rezeptor-Blocker eine
signifikante Reduktion leukozytarer Inflammation, Parenchymschaden des Pankreas und
Mikrozirkulationsstérung beobachtete (PLUSCZYK 2003). Weiterhin stellte Eibl und
Mitarbeiter eine Reduktion von rollenden Leukozyten und Kapillarpermeabilitat im Pankreas
und Kolon unter Behandlung mit LU 135252, einem selektivem ETa-Rezeptor Blocker. Dieser
Effekt wurde jedoch nur in Ratten mit akuter nekrotisierender Pankreatitis gesehen, gesunde
Kontrolltiere zeigten keine Reaktion (EIBL 2002). Ahnliche Ergebnisse lieferte der ETa-
Rezeptor-Antagonist LU 135252 auch in der Arbeitsgruppe um Foitzik et. al.. 12 Stunden
nach Induktion der akuten Pankreatitis verringerte der Rezeptorantagonist LU 135252
Mikrozirkulationsstérungen und die Anzahl rollender Leukozyten (FOITZIK 2000).

In CAE-gefarbten histologischen Schnitten wurde ebenfalls eine deutliche Reduktion der
Pankreatitis-bedingten Leukozytenakkumulation in postkapillaren Venolen und im exokrinen
Pankreasgewebe der beiden Areale erreicht. Im peripheren Areal vermindert sich die
Leukozytenakkumulation in den postkapillaren Venolen signifikant um 44% gegenuber der
Pankreatitis-Gruppe, im Gewebe sogar um 95% gegentiber der Pankreatitis- und um 94%
gegenuber der BQ 788-Gruppe. Dies lasst vermuten, dass die Blockade des ETx-Rezeptors
und nicht die des ETg-Rezeptors eine Abschwachung der ET-1 vermittelten beginnenden
lokalen Inflammation nach Induktion einer akut nekrotisierenden Pankreatitis bewirkt. Diese
histologischen Ergebnisse unterstitzen weiterhin die bereits intravitalmikroskopisch
ermittelten Daten zur Leukozyten-Endothel-Interaktion, in denen ebenfalls ein protektiver
Effekt des ETa-Rezeptor-Blockers BQ 123 auf die beginnende akute experimentelle

Pankreatitis aufgezeigt wurde.
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VI.5 Der Einfluss der Endothelinrezeptor - Blockade auf den

Pankreatitis-assoziierten Schweregrad der Gewebeschadigung

Im Rahmen der experimentellen bilidren Pankreatitis wurde an histologisch HE (Hamatoxylin
und Eosin) — gefarbten Schnitten mit Hilfe des Spormann Scores untersucht inwieweit die
selektive ETa- und ETg- Rezeptorblockade die Endothelin-vermittelte
Parenchymschadigung durch Mikrozirkulationsstérung und Leukozytenadhasionssteigerung
reduziert. Nach Induktion einer alleinigen Pankreatitis wurde ein Sporemann-Score von 18
(=100%) im Nekroseareal mit ausgepragter Pankreasparenchymschadigung durch schwere
Odeme, Fettgewebsnekrosen, lobuldre Parenchymnekrosen und schwere Hamorrhagien
festgestellt. Im peripheren Areal lag der Spormann-Score niedriger bei 10,58 (=100%)
aufgrund milderer Auspragung von Fettgewebs-, Parenchymnekrosen und Hamorrhagien.
Unter Superfusion mit dem ETg- Rezeptor Antagonisten BQ 788 reduzierte sich der Score
nicht signifikant um 16% im Nekroseareal und signifikant um 27im peripheren Areal
gegenuber der Pankreatitis-Gruppe.

Die Vorbehandlung mit dem ETa- Rezeptor Antagonisten BQ 123 verringerte den
Parenchymschaden des Pankreas und damit den Score deutlich. Im Nekroseareal reduzierte
sich der Spormann-Score signifikant gegentiber der Pankreatitits-, als auch der BQ 788-
Gruppe um 33%, im peripheren Areal signifikant gegentber der Pankreatitis-Gruppe sogar
um 55%. Dies beruht insbesondere auf einer Reduktion der Fettgewebs- und
Parenchymnekrosen. Diese Ergebnisse sprechen dafiir, dass die Blockade des ETa-
Rezeptors und nicht die des ETg- Rezeptors zu einer Verringerung der pankreatitis-
assoziierten Gewebeschadigung flhrt und stehen damit im Einklang zu bereits mehreren
veroffentlichten Studien. Fiedler et. al. bewertete die Parenchymschadigung ebenfalls mit
Hilfe des Spormann-Scores. Sowohl die Gabe eines ETa- und ETg-Rezeptor-Blockers in
niedriger Konzentration, der in dieser Dosierung Uberwiegendend den ET- Rezeptor
blockiert, als auch die selektive Blockade des ETa- Rezeptors, flhrte zu einer signifkanten
Abnahme der Parenchymschadigung. Dies aulerte sich in einer deutlichen Reduktion des
Odems sowie der Fettgewebs- und Azinuszellnekrosen (FIEDLER 1999). Die Vorbehandlung
mit dem kombinierten ETa- und ETg-Rezeptorantagonisten in héherer Dosierung (10mg/ kg
Kdrpergewicht der Ratte) erbracht in Bezug auf die Gewebeschadigung keinen Vorteil.
Ebenso reduzierte Eibl et. al. durch die selektive ETa- Rezeptor-Blockade mit dem
Antagonisten LU 135252 die ET-1 induzierte Permeabilitatssteigerung sowohl bei milder, als
auch bei nekrotisierender Pankreatitis um bis zu 63% (EIBL 2000). Mit dem gleichen ETa-
Rezeptor Antagonisten am Modell der experimentellen biliaren Pankreatitis wies auch Foitzik

und Mitarbeiter eine verminderte Kapillarpermeabilitatssteigerung mit Odembildung nach.
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Die Gabe des Antagonisten 6 bzw. 12 Stunden nach Induktion der Pankreatitis verbesserte
die Perfusion des Pankreas und verringerte die Mortalitdt um 30% gegenlber der
Kontrollgruppe (FOITZIK 2000). Die Blockade des ETa- Rezeptors bedingt also eine
deutliche Besserung der Mikrozirkulationsstorung im Rahmen der akuten Pankreatitis und
fuhrt zu einer signifikanten Abnahme der Pankreatitis-bedingten Gewebeschadigung. Ganz
im Gegensatz zur selektiven Blockade des ETg- Rezeptors, was weder einen Vorteil in der

Perfusionstérung, noch in der Gewebeschadigung erbrachte.
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V1.6 Schlussfolgerung

Unabhangig von den verschiedenen atiologischen Faktoren folgt die Induktion einer akuten
Pankreatitis zum Grofteil einem vergleichbaren Reaktionsablauf von verschiedenen intra-
und extrazellularen Mechanismen (KLAR 2000). Bis heute ist die wichtige Frage, welcher der
entscheidende pathophysiologische Schritt in der Ausbildung der akuten Pankreatitis ist,
noch nicht zweifelsfrei geklart, es fehlt daher auch an einer kausalen Therapiemdoglichkeit.
Als eine der Hauptdeterminanten fir die akute Pankreatitis und deren Schweregrad wird
derzeit vermehrt die Mikrozirkulationsstérung im Pankreas angesehen (KLAR 1990, 1994,
2000, KUSTERER 1993, WERNER 1996, 1998). Sie ist Folge der Vasokonstriktion von
Arteriolen mit konsekutiver Widerstandserhéhung, lokaler Aktivierung der intravasalen
Gerinnung, sowie arterio-vendser Shunts. Daraus resultiert eine Ischamie mit Hypoxie des
Pankreasgewebes, die mal3geblich mit dem Ausmal} der nekrotisierenden Entziindung
korreliert (PLUSCZYK 2001). Endotheline scheinen nicht nur an der Vasokonstriktion der
Arteriolen in der Ausbildung der akut nekrotisierenden Pankreatitis beteiligt zu sein, sondern
auch die Leukozyten und das Endothel zu aktivieren und damit die Leukozyten-Endothel-
Interaktion, die nachfolgende feste Leukozytenadhasion und die letztendliche Emigration in
das Gewebe zu induzieren. Sie verursachen daher sowohl einerseits eine
Mikrozirkulationsstérung, die mafdgeblich den Schweregrad der Pankreatitis beeinflusst und
andererseits induzieren sie die zellulare Inflammation im Gewebe, die den weiteren

Entziindungsprozef unterhalt und aggraviert.

Uber welchen Endothelin-Rezeptor diese Aktivierung des Endothels vermittelt wird und
inwieweit durch selektive Blockade dieser Prozess reduziert werden kann, ist noch
umstritten. Die Vorbehandlung mit dem selektiven ETa-Rezeptor-Blocker BQ 123, bzw. dem

selektiven ETg-Rezeptor-Blocker BQ 788 erbrachte unterschiedliche Ergebnisse.

So konnte gezeigt werden, dass die selektive Blockade des ETg-Rezeptors durch BQ 788
weder einen protektiven Einfluss auf die Mikrozirkulationsstérung, noch auf die
Endothelzellaktivierung in der akuten experimentellen Pankreatitis ausubt. Vielmehr flihrte
sie zu einer Verschlechterung der ErythrozytenflieRgeschindigkeit, zu einer signifikanten
Erhéhung der Endothezellaktiverung, zur einer gesteigerten Leukozytenadhasion an das
Endothel postkapillarer Venolen und zur erhéhten Pankreasparenchymschadigung sowie
zellularer Entziindungsreaktion im Gewebe.

Die selektive Blockade des ETx-Rezeptors durch BQ 123 hingegen fihrte sowohl

intravitalmikroskopisch als auch histologisch zu einer Verbesserung der akuten
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nekrotisierenden Pankreatitis. So konnte die Mikrozirkulationsstérung, ebenso wie die
Endothelzellaktivierung und Leukozytenakkumulation in den postkapillaren Venolen deutlich
reduziert werden. Histologisch bestatigte sich diese Wirkung des selektiven ETx-Rezeptor-
Blockers BQ 123 einerseits in einer verminderten Schadigung des Pankreasparenchym,
hauptsachlich durch eine Reduzierung in der Ausbildung von Fettgewebsnekrosen und
Hamorrhagien, andererseits durch eine signifikante Abschwachung der
Endothelzellaktivierung und der Leukozyten-Endothel-Interaktion und damit der beginnenden
leukozytaren Inflammation des Pankreas.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die selektive Blockade des ETx-Rezeptors durch
BQ 123 und nicht die des ETg-Rezeptors durch BQ 788 aufgrund der Verbesserung der
nutritiven Versorgung, sowie der Verminderung des Pankreasparenchymschades und der
zellularen Inflammation, ein wichtiger kausaler Therapieansatz in der frihen Ausbildung der

akut nekrotisierenden Pankreatitis sein konnte.
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