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Einleitung und Literaturiibersicht

1. Einleitung

1.1. Die Akute Pankreatitis (AP)

Die AP wird als ein akuter entziindlicher Proze3 des Pankreasgewebes mit mehr oder
weniger stark ausgeprigter Einbeziehung des Nachbargewebes bis hin zu entfernter

gelegenen Organsystemen definiert [18].

1.1.1. Klinik und Verlauf

Die klinische Manifestation der AP reicht von leichten abdominellen Beschwerden mit
Unwohlsein bis hin zu einer lebensbedrohlichen Erkrankung. Die typischen Symptome im
Rahmen einer AP umfassen Ubelkeit, Vomitus, Fieber, Tachykardie und meist epigastrische
Oberbauchschmerzen mit hiufig giirtelformiger Ausstrahlung in den Riicken. Bei schweren
Verldufen konnen die Patienten das Bild eines akuten Abdomens mit lokalem oder diffusem
Peritonismus entwickeln [202].

In der Humanmedizin stiitzt sich die Diagnose der AP neben der typischen Symptomatik auf
den nachweisbaren Anstieg der pankreatischen Enzyme Amylase und Lipase im Serum. Bei
Normwerten von 70-110 U/l (Amylase) bzw. <51 U/l (Lipase)wird iiblicherweise eine
Erhohung der Enzyme auf das 3-4-fache erwartet. Daneben besteht eine Erhohung der
unspezifischen Entziindungsparameter, d.h. des C-reaktiven Proteins (CRP, Normbereich

<5mg/l) und der Leukozyten im Blutbild (Normwert < 10.000/ul).
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Zusitzlich lassen sich sonographisch i.d.R. ein aufgetriebenes Pankreasparenchym und freie
Fliissigkeit im Abdomen nachweisen. Gold Standard zur Diagnosesicherung stellt die
Computertomographie mit intravendser Kontrastmittelgabe dar. Hiermit 146t sich bereits in
der Frithphase der Erkrankung eine Differenzierung des Schweregrades der AP anhand
perfundierter bzw. schlecht oder nicht perfundierter Areale des Parenchyms vornehmen,
womit eine Einteilung in O6dematdse oder hamorrhagisch-nekrotisierende Pankreatitis
moglich ist [5]. Dariiber hinaus dient die Schnittbildgebung der weiteren Verlaufskontrolle.

Das Spektrum im Verlauf der Akuten Pankreatitis (AP) bewegt sich von einer milden,
ddematdsen Verlaufsform, die 85% aller AP ausmacht und normalerweise komplikationslos
zu einer Restitutio ad integrum fiihrt bis hin zu einer schweren, hidmorrhagisch-
nekrotisierenden Verlaufsform, die durch eine Letalitdtsrate von bis zu 40% auch bei jungen
Patienten gekennzeichnet ist [9,32,52,83,178]. Urséchlich werden bei 40% aller akuten
Pankreatitiden bilidre Ausloser benannt, bei weiteren 40% wird Alkoholkonsum fiir die
Entstehung einer AP verantwortlich gemacht; die restlichen 20% werden durch andere
Ursachen (Medikamente, Hyperlipiddmie, Hypercalcdmie, Autoimmunreaktionen, kryptogen

etc.) initiiert.

1.1.2. Therapieformen

Die Standardtherapie der AP beinhaltet humanmedizinisch
a) Nahrungskarenz — vermeidet eine weitere Aktivierung von Pankreasenzymen [202]
b) Fliissigkeitssubstitutionstherapie — durch die Symptomatik der Erkrankung kommt es

zum Verlust von Fliissigkeit und Plasmaproteinen aus den Gefdlen ins
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Retroperitoneum und in die Peritonealhdhle sowie zum systemischen
Fliissigkeitsverlust [202]

c) Analgesie — insbesondere bei der schweren Verlaufsform ist eine addquate Analgesie
unumgénglich [202]

d) Antiemetika — konnen bei entsprechender Indikation zur symptomatischen Therapie
einer gastrointestinalen Atonie notwendig sein

e) Antibiose — bei der nekrotisierenden Verlaufsform
Hierbei handelt es sich um eine rein symptomatische Therapie, deren Ziel es ist, eine
Progression von der odematdsen Pankreatitis in eine hdmorrhagisch-nekrotisierende zu

verhindern und rasch zur Regeneration des Pankreas zu gelangen[102,139].

Kausale Therapiemoglichkeiten existieren zur Zeit noch nicht [110].

1.1.3. Prinzipien der Pathogenese

1.1.3.1. Atiologie

Waurde die AP lange Zeit primér als eine Erkrankung betrachtet, die durch die unkontrollierte
Sekretion aktivierter Pankreasenzyme ausgelost wird und zu einer Autodigestion des Organs
und seiner Umgebung fiithrt [93,102,179], so werden diesem pathophysiologischen

Hintergrund heute vier detaillierte Prinzipien in der Pathogenese zugrunde gelegt [97]:
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1. Bilidr: Die Wanderung von Gallensteinen mit Folge einer temporéren intermittierenden
oder dauerhaft bestehenden Cholestase steht in direktem Zusammenhang mit der
Entstehung einer AP.

2. Intraacindr: Als AP-auslosendes Ereignis gilt die intrapankreatische Aktivierung von
Pankreasenzymen und deren Sekretion ins Interstitium.

3. Alkoholisch: Obstruktion und Reflux kombiniert mit dem zytotoxischen Effekt des
Alkohols und eine Dyschylie des Pankreassekretes sind die Hauptprinzipien bei der
Entstehung der alkoholischen AP.

4. Idiopathisch: Diese Art der AP ist das Resultat eines ischdmiebedingten
Gewebeschadens, zu dem es im Rahmen einer Mikrozirkulationsstorung multifaktorieller

Ursache kommt.

1.1.3.2. Mechanismen

Die Entwicklung der AP erfolgt nach einem von den verschiedenen dtiologischen Faktoren
unabhéngigen Mechanismus, der primér die Azinuszelle betrifft und auf einer vorzeitigen
intrazelluldren Aktivierung von Trypsinogen und anderen Enzymen (Proteasen, Amylase,
Nukleasen, Lipase, etc.) beruht [101,120,179]. Dies fiihrt zur Schidigung der Azinuszelle in
Form einer Autodigestion durch die aktivierten Enzyme. Daneben sind eine Vielzahl von
Mediatoren wie Interleukine, TNF-o (Tumornekrosefaktor o) und Adhésionsmolekiile (P-
Selectin, Intercellular adhesion molecule-1=ICAM-1) sowie bereits in der Friihphase
unspezifische Entziindungszellen (Leukozyten und Monozyten) beteiligt [90]. Eine
bedeutsame Rolle kommt auch freien Sauerstoffradikalen zu, die von aktivierten

Entziindungszellen freigesetzt werden. Sie dienen unter anderem als Promotor fiir die



Einleitung und Literaturiibersicht

Expression von ICAM-1-Rezeptoren auf der Zelloberflache, einem der Schliisselproteine fiir
die Leukozyten-Endothel-Interaktion. Daneben besteht eine starke oxidativ-zytotoxische
Wirkung dieser Radikale, die iiber verschiedene Enzymsysteme vermittelt wird [90].

In der Folge dieser Geschehnisse kommt es zur Storung der Gewebeintegritdt und durch den
Verlust der Schrankenfunktion zu einer Odembildung , sowie zu einer Margination und
Gewebeinfiltration der Entziindungszellen [56,103,139]. Im weiteren Verlauf kommt dann

der Ausprigung einer Mikrozirkulationsstorung eine zentrale pathophysiologische Rolle zu.

1.2. Die Rolle der Mikrozirkulationsstorung

1.2.1. Definition

Als Mikrozirkulationsstorung wird die kapillare Hypoperfusion und Stase definiert. Sie kann
das Resultat folgender pathologischer Vorkommnisse sein:

1. Leukozyten-Endothel-Interaktion (LEI) [99]

2. Hamokonzentration [14]

3. GefaBspasmen [55]

4. vendse Thromben [3]

5. toxische Schadigung infolge aktivierter Enzyme, Kinine oder anderer Mediatoren [139]

1.2.2. Pathophysiologie

Die milde AP ist durch eine homogene gesteigerte Kapillarperfusion vom Wesen einer

Hyperamie gekennzeichnet, wohingegen bei experimenteller nekrotisierender Pankreatitis
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eine zunehmende Abnahme der Kapillarperfusion zu verzeichnen ist [102]. Sie ist die Folge
einer Vasokonstriktion der Arteriolen [102], einer gesteigerten LEI in postkapilldren Venolen
mit konsekutiver Widerstandserhdhung in der Mikrozirkulation [196,197] sowie einer
lokalen Aktivierung der intravasalen Gerinnung [102]. Im Gegensatz zur milden AP ist die
verminderte Kapillarperfusion inhomogen und erstreckt sich insbesondere auf
Parenchymgebiete in direkter Nachbarschaft zu Nekrosearrealen [98,100,197], da aus dem
geschidigten Areal mehr toxische Mediatoren freigesetzt werden [102].

Den Sauerstoffradikalen kommt sowohl im Bereich der intrazelluldren Mechanismen alsauch
in ihrer Funktion als lokaler Mediator eine bedeutende Rolle zu. In der Azinuszelle ist eine
direkte Schadigung derselben durch sie ebenso moglich wie eine Verdnderung im Zytoskelett
der Azinuszelle, durch die es zu einem Sekretionsblock fiir Zymogengranula kommt. Dieser
Block ist fiir die pathologische intrapankreatische Trypsinogenaktivierung notwendig. Des
weiteren tragen die Sauerstoffradikale letztlich auch zum Verlust der Schrankenfunktion des
Endothels bei durch ihre chemotaktische Wirkung, die Upregulierung von Zytokinen sowie
der Aktivierung von Leukozyten, die wiederum selbst in der Lage sind, Sauerstoffradikale zu

bilden [101].

Die Mikrozirkulationsstorung per se wird durch eine Imbalance zwischen Endothelin und
seinem Antagonisten Stickstoffmonoxid (NO) induziert. Eine Erhéhung des sezernierten
Endothelin bewirkt eine Vasokonstriktion sowie eine Steigerung der GeféBpermeabilitit,
wodurch es zur Fliissigkeitsextravasation und zum Verlust der Schrankenfunktion der
Gefale kommt [46,101,198]. Im weiteren Verlauf der Mikrozirkulationsstérung kommt es
zur endothelialen Expression von Adhésionsmolekiilen. P-Selectin mediiert hierbei den
ersten Schritt zur tempordren Adhésion von Leukozyten an der GefiBwand (Rolling), als

zweiter Schritt findet die durch ICAM-1 und Integrine mediierte permanente Adhdsion
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(Sticking) statt [183,196,199]. Es kommt nun zur Margination mit anschlieBender
Migration der Leukozyten ins Interstitium, einem Vorgang, dem aufgrund des Verlusts der
Schrankenfunktion des GefaBBendothels keine Grenzen gesetzt sind.

SchlieBlich fiihren weitere Faktoren zu einer Verschlechterung der Mikrozirkulation. Zum
einen begiinstigen die Schiaden am GefdBendothel sowie ein Abfall des Antithrombin-III-
Spiegels (AT III) die Thrombenbildung [1,2,63,102,190]. Zum anderen findet ein
Fliissigkeitsiibertritt von intravasal nach interstitiell durch das permeabel gewordene
Gefdlendothel statt. Dies fithrt sekunddr zu einem Anstieg des Hédmatokrits und somit zur

Hamokonzentration [102].

Die Beeintrachtigung der mikrovaskuldren Perfusion, die letztlich zum ischdmischen
Gewebeschaden fiihrt, tritt nachweislich sehr frith im Laufe der AP auf [93,98,110,111,194]
und spielt eine zentrale Rolle sowohl bei der Entstehung alsauch bei der Progression von der

ddematdsen zur hamorrhagisch-nekrotisierenden Verlaufsform [8,37,93,102,160,176,186].

1.2.3. Stand der Forschung

Aufgrund der beschriebenen pathophysiologischen Vorgange muf3 sich die Therapie in der
Humanmedizin auf die einzelnen Faktoren der komplexen Kaskade im Laufe einer
Mikrozirkulationsstérung — ausrichten. In experimentellen Studien wurden diverse
Therapieansitze mit unterschiedlich groBem Erfolg getestet:

Klar et al. konnten so 1987 tierexperimentell bei kleinen Labornagern eine deutliche
Verbesserung der Kapillarperfusion durch isovolamische Hdmodilution mit Dextran 60 in
Verbindung mit einer konventionellen Fliissigkeitstherapie erzielen. Hierbei wurde durch

das hochmolekulare Kolloid Dextran eine signifikante Verbesserung der Rheologie mit
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Verbesserung der funktionellen Kapillardichte und Reduktion der irreversiblen
héamorrhagisch-nekrotischen Gewebeschddigung im Vergleich zu Kontrolltieren mit
kristalloider Volumensubstitution erzielt [99].

Mit Eingriffen in das Gerinnungssystem konnte experimentell eine Verbesserung des
Verlaufs der AP erreicht werden. Hierbei wurde z.B. durch Gabe von AT III 1992 von
Bleeker et al. [13] eine protektive Wirkung auf Verlauf und Outcome der AP gezeigt.
Hackert et al. [64] erreichten eine verbesserte Perfusion des Pankreasgewebes kombiniert mit
einer reduzierten LEI im Rahmen einer Studie, bei der eine prophylaktische Verabreichung
von Heparin unter dem Aspekt der Vermeidung einer AP nach endoskopischer retrograder
Cholangiopankreatographie (ERCP) sowie bei milder AP nach Caerulein-Infusion erfolgte.
In einer Studie von Werner et al. 1999 konnte eine Hemmung der Leukozyten-Endothel-
Interaktion mittels ICAM-1 Antikdrpern [199] die LEI verringern und auf diesem Wege die
Mikrozirkulation verbessern. In direktem Zusammenhang hierzu steht die Studie von Keck
et al. 2003 [90], in welcher der Nachweis erbracht wurde, dass die Expression von ICAM-1
durch Sauerstoffradikale verstiarkt induziert wird und sich die Gabe von Scavengern, in
diesem Fall DMSO, inhibierend auf die Entwicklung einer Mikrozirkulationsstorung
auswirkt [90].

Die prophylaktische und therapeutische Gabe des Proteaseinhibitors Gabexate Mesilate
zeigte tierexperimentell einen protektiven Effekt auf den Verlauf auch der schweren AP
[203]. Dies lieB sich jedoch in der klinischen Anwendung , wie es von Biichler et al. in einer
Studie 1993 dokumentiert wurde, nicht bestdtigen [21].

Weitere therapeutische Ansétze umfafiten die Gabe von Hydrocortison [57] sowie die Gabe
von Somatostatin [158]. Obwohl auch hier tierexperimentell positive Effekte auf den Verlauf

der schweren AP nachgewiesen wurden, konnte klinisch keines dieser Ergebnisse
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reproduziert werden. Aufgrund dessen erscheint ein multifaktorieller Therapieansatz die

erfolgsversprechendste therapeutische Option.

1.3. Ischimie und Reperfusion bei Pankreastransplantation

In der Humanmedizin kann neben der genuinen AP auch im Rahmen eines Ischdmie-
Reperfusionsschadens (IRS) das Bild einer AP auftreten. Relevanz hat dies bei der

Pankreastransplantation (PTx).

Als einzige kausale Therapieform beim Diabetes mellitus vom Typ 1 gewinnt die
Pankreastransplantation zunehmend an Bedeutung [187]. Durch die Transplantation erreicht
der Patient Insulinunabhéngigkeit mit Normoglykémie, auch konnen
Langzeitkomplikationen wie die Polyneuropathie und die Nephropathie durch die
Transplantation verbessert werden [12,16,92,189].

Dementsprechend ist die Zahl der kombinierten Nieren-Pankreastransplantationen sowie der
alleinigen Pankreastransplantationen in den letzten Jahren kontinuierlich gestiegen. Wurden
im Jahr 1997 in deutschen Kliniken lediglich 37 PTx durchgefiihrt, so waren es nach der
Deutschen Stiftung fiir Organtransplantation 2003 bereits 191, davon 170 kombinierte
Nieren-Pankreas-Transplantationen und 21 alleinige PTx . Die 1-Jahres-Funktionsrate der
transplantierten Organe liegt beim Pankreas bei ca. 75% , die 5-Jahres-Funktionsrate wird
mit ca. 62% angegeben.

Eine der Hauptkomplikationen in der friihen postoperativen Phase nach PTx ist das Auftreten
einer Posttransplantatpankreatitis [26,38], die bei bis zu 20% der transplantierten Patienten
beobachtet wird und in der schweren nekrotisierenden Verlaufsform bis zum Verlust des

transplantierten Organs fiihren kann [10,11,75,147,148,178,192].
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1.3.1. Pathophysiologie

In der Pathophysiologie der Posttransplantatpankreatitis wirken zellulire und humorale
Komponenten auf den Ischdmie-Reperfusions-Mechanismus (IRM), der fiir eine Schidigung
des Pankreas als auslosendes Moment als erwiesen gilt. Im Rahmen dieses IRM kommt es
in der Reperfusionsphase zu einer Verschlechterung der Mikrozirkulation bei gleichzeitig
stabiler Makrozirkulation; die Dauer der der Reperfusion vorangegangenen Ischdmiezeit
steht in direktem Zusammenhang mit der Auspriagung des Ischdmie-Reperfusionsschadens
(IRS) [75,76,147]. Eine bestehende 6dematdse Pankreatitis ldsst sich experimentell durch
tempordre Ischdmie in eine hdmorrhagisch-nekrotisierende Pankreatitis iiberfithren
[8,19,37,93,102,160,176,186] und belegt damit diesen Zusammenhang; auch zeigten
Studien am transplantierten Pankreas, dass durch ischdmische Zustéinde iiberhaupt erst eine
Pankreatitis induziert werden kann [22].

Die im Laufe der Reperfusion eingeschwemmten Blutbestandteile wie oxygenierte
Erythrozyten, Leukozyten, Plasmaeiweifl und zirkulierendes Komplement werden ebenso
wie durch den Reperfusionsvorgang eingeschwemmte freie Sauerstoffradikale in vielen
experimentellen Studien als Ursache fiir die Verschlechterung der Situation der
Mikrozirkulation angesehen [75].

Das sog. reflow-paradox-Phdnomen bezeichnet die durch die Einschwemmung von
Sauerstoffradikalen schiadigenden Einflisse auf das transplantierte Organ, die in Form einer
signifikant erhdhten LEI zum Ausdruck kommen [138]. Die Sauerstoffradikale aktivieren
Leukozyten, die die Freisetzung von zytotoxischen Mediatoren wie Proteasen, Leukotrienen,
PAF und Thromboxan A, initileren [144]; in der Konsequenz werden nun
Adhisionsmolekiile exprimiert und es kommt zum Verlust der endothelialen Integritdt mit

Erhéhung der GefiBpermeabilitit und anschlieBender Odematisierung des Gewebes [105].
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Die Expression der Adhdsionsmolekiile hat sukzessive das Rollen der Leukozyten mit
anschlieBender fester Adhirenz am GefaBendothel (Margination) sowie letztlich Ubertritt der

Leukozyten ins Gewebe (Migration) zur Folge [71,133].

Die Rolle der Thrombozyten am IRS besteht in einer Generierung von Sauerstoffradikalen
und in einer Freisetzung proinflammatorischer Mediatoren wie Thromboxan A,,
Leukotriene, Serotonin, Platelet Factor 4 und Platelet Derived Growth Factor (PDGF). Des
weiteren besitzen die Thrombozyten die Fihigkeit, leukozytendhnliche Funktionen zu
modulieren.  Daher konnen die Adhidsion und Aktivierung von Thrombozyten an
postischdmischen Endothelzellen den Endothelzellschaden bedeutend verschlechtern und auf
diese Weise zur Leukozytenaktivierung sowie zu deren Rekrutierung an den Ort des
Gewebeschadens beitragen [127].

Koo et al. wiesen nach, daB die bereits durch den Vorgang der Ischdmie erniedrigte
funktionelle Kapillardichte bei Reperfusion des Organs weiter reduziert wird (no-reflow-
Phénomen) [104]. Als Ursache hierfiir werden diverse Mechanismen der Schwellung des
GefédBendothels diskutiert. Durch einen Mangel an Energiereserven wiahrend der Ischdamie
kommt es zum Einstrom von Wasser und Na'-Ionen in die Endothelzellen; der Abfall des
intrazelluliren pH-Wertes hat einen Austausch von intrazelluliren H'-lonen mit
extrazelluliren Na'-Ionen und konsekutivem Wassereinstrom zur Folge [24], um den
intrazelluldren pH-Wert konstant zu halten. Die Fliissigkeitsumlagerung hat wiederum einen
Anstieg des Hamatokrits zur Folge, was sich zusétzlich negativ auf die weitere Entwicklung
der Mikrozirkulation auswirkt und das no-reflow-Phdnomen noch verstarkt [66,137]. Klar et
al. belegten diese Zusammenhinge in einer Studie, bei der eine Behandlung mit Dextran 60

eine deutliche Verbesserung in der Stérung der Mikrozirkulation herbeifiihren konnte [100].
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Abbildung 1 stellt die Zusammenhinge zwischen IRM und der Entstehung einer

Transplantatpankreatitis auf zellularer und humoraler Ebene dar:

Schema Transplantatpankreatitis

Adhisionsmolekiile Kallikrein-Kinin- Gerinnungs-
Interleukine TNFa System aktivierung
Leukozyten-Aktivierung Vasokonstriktion Stase
entz. Infiltration PMN-Enzyme, Mikrozirkulationsstorung

Sauerstoffradikale ~ Hypoperfusion

Endothelschaden, Hypoxie

Gewebeschaden

1.3.2. Prophylaxe der Posttransplantationspankreatitis

Um der Entstehung einer Posttransplantat-Pankreatitis vorzubeugen, wurden diverse
tierexperimentelle Ansédtze zur Reduzierung des Ischidmie-Reperfusionsschadens des
Pankreas evaluiert. Meyer et al. konnten so 1999 nach prophylaktischer Gabe von N-ACC
als Scavenger eine Erhohung der funktionellen Kapillardichte bei gleichzeitig signifikant
erhohter Erythrozytengeschwindigkeit und reduzierter LEI nachweisen [132].

Einen Eingriff in die Gerinnungskaskade durch die Verabreichung von AT III nahmen

Hackert et al. 2000 [63] vor und erreichten eine nachweislich deutlich reduzierte Auspragung
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von Odem, Inflammation und Nekrose. Vollmar et al. konnten durch Applikation des NO-
Donors L-Arginin, einem Endothelin-Antagonisten, eine Reduktion des Gewebeschadens im
exokrinen Pankreas nach Transplantation beobachten [192]. Die Ergebnisse einer Studie von
Kerner et al. 1996, bei der versucht wurde, im Rahmen des hdmorrhagischen Schocks eine
Verbesserung der Mikrozirkulation durch die experimentelle Gabe von Hydroxyethylstirke
(HAES) zu erreichen, zeigte nicht den gewiinschten Erfolg [93]. Keck et al. erzielten 2003
in einem weiteren vielversprechenden Ansatz durch die Verabreichung von ICAM-1-mAk
eine Reduktion des Ischdmie-Reperfusionsschadens [91].

Weiterhin wirkt sich eine Verkiirzung der kalten Ischdmiezeit positiv auf das Ergebnis der

PTx aus und macht das Ausbleiben postoperativer Komplikationen wahrscheinlicher.

1.3.3. Einflufl der Immunsuppression

Die Rolle der Immunsuppression ist im Zusammenhang mit der Entwicklung einer frithen
Posttransplantat-Pankreatitis noch weitgehend ungeklart.

Seit ca. 20 Jahren ist in der Humanmedizin die Medikation mit Cyclosporin in Kombination
mit Azathioprine und/oder Steroiden nach durchgefiihrter PTx Standard in der Prophylaxe
von AbstoBungsreaktionen. In den letzten 10 Jahren ist mit FK506 (Tacrolimus®) eine
weiteres Immunsuppressivum auf den Markt gekommen, mit dem eine Verbesserung der
Transplantatfunktion erreicht werden konnte [60].

Heute erfolgt die klinische Immunsuppression durch eine Kombinationstherapie bestehend
aus FK506, MMF (Mycophenolat Mofetil) und Glucocorticoiden; zusitzlich kann eine
Induktionstherapie =~ mit  Interleukin-2-Antikérpern  durchgefiihrt ~ werden,  die
Erhaltungstherapie strebt die Kombination der Wirkstoffe FK506 und MMF ohne zusitzliche

Cortisonmedikation an.
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Da die dauerhafte Immunsuppression mit Cortison aufgrund der unerwiinschten Wirkungen
(Hypertonie,  Diabetes, = Gewichtszunahme, = Cushing-Symptomatik,  Osteoporose,
Hautverdnderungen, Gerinnungsanomalien, etc.) mit gravierenden Folgen fiir den Patienten
verbunden ist, wurden wihrend der letzten 10 Jahre zunehmend cortisonfreie Schemata zur
chronischen AbstoBungsprophylaxe verwendet. Ihr Nutzen muf} jedoch gegen das erhohte
Risiko fiir das Auftreten einer akuten AbstoBungsreaktion abgewogen werden [85].
Cyclosporin und FK506 gehéren bei den Immunsuppressiva pharmakologisch zu den
Calcineurin-Inhibitoren. Calcineurin ist eine in T-Lymphozyten vorkommende
Ca**/Calmodulin-abhiingige Phosphatase und Ansatzpunkt fiir die Wirkung von Cyclosporin
und FK506. Durch die Komplexbildung von FK506 bzw Cyclosporin mit den im
Zytoplasma vorkommenden Bindungsproteinen FKBP.12 (FK-Bindungsprotein) bzw.
Cyclophilin und anschlieBender Bindung an Calcineurin kommt es zur Inhibition desselben,
wodurch die T-Zell-Aktivierung supprimiert wird [125,171,180].

Das Problem der Nephrotoxizitit als Nebenwirkung insbesondere bei Cyclosporintherapie ist
in der Klinik seit lingerem bekannt. Dem kann in der Praxis durch Absetzen des Préparates
und Ersatz durch FK506, das aufgrund der bis zu 50-fach geringeren Dosierung im Vergleich
zu Cyclosporin weniger nephrotoxisch wirkt [89] oder durch Substitution der Calcineurin-
Inhibitoren mit MMF begegnet werden. MMF inhibiert die T- und B-Zell-Proliferation.
Hier beruht der Mechanismus jedoch auf einer Blockade der Produktion von Guanosin-
Nukleotiden, die fiir die DNA-Synthese bendtigt werden [136].

Die Entwicklung eines Posttransplantat-Diabetes mellitus (PTDM) wurde frither auf die
Verabreichung von Steroiden zuriickgefiihrt. Die Beteiligung der Calcineurin-Inhibitoren an
dieser Entstehung konnte jedoch nachgewiesen werden [84,85]. Nichtsdestotrotz erfolgt bei
der Entwicklung eines PTDM heute in der Klinik der Versuch, die Steroide abzusetzen, um

das Problem in den Griff zu bekommen. Griissner et al. berichteten 1996 neben den
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Erscheinungsbildern der Nephrotoxizitdt und Neurotoxizitit ebenfalls vom diabetogenen
Effekt der Calcineurin-Inhibitoren. In ihrer Studie lieB sich in einem direkten Vergleich der
beiden o.g. Therapeutika ein besseres Outcome der mit FK506 behandelten Patientengruppe
nachweisen [61].

Eine effektive Immunsuppression sollte AbstoBungsreaktionen verhindern, ohne dabei zu
einer hohen Infektionsrate zu fithren [161]. Uber die erhohte Infektanfilligkeit fiir
Zytomegalievirus (CMV) sowie im Urinaltrakt nach Blasendrainage im Anschlufl an
Immunsuppression infolge kombinierter Nieren-Pankreastransplantation berichtete Keay
1999 [89]. Auch auf die Bedeutung einer Reaktivierung von Herpesviren als Reaktion auf

die Immunsuppression wurde hingewiesen [208].

1.4. Fragestellung

Ziel der Studie war es, die Rolle der Thrombozyten bei der Entstehung und im Verlauf der
akuten Pankreatitis, insbesondere bei der Progression von der Odematdsen zur
nekrotisierenden Verlaufsform, zu untersuchen. Diese sollte zum einen bei der genuinen AP
unterschiedlichen Schweregrades, zum anderen bei der AP nach Ischdmie-Reperfusion
evaluiert werden.

Zusitzlich sollte der Einflul zweier Immunsuppressiva auf die Entwicklung und den Verlauf
der postischdmischen AP und dies insbesondere unter Beriicksichtigung der

Thrombozytenfunktion untersucht werden.
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2. Material und Methoden

2.1. Tiere

Alle Versuche wurden nach Genehmigung durch das Regierungsprisidium Karlsruhe
durchgefiihrt. Als Versuchstiere dienten ménnliche Ratten der Gattung Wistar mit einem
Korpergewicht von 270-320g. Die Tiere hatten vor Versuchsbeginn freien Zugang zu Futter
und Wasser. Sie wurden in der Tierversuchsanlage der Universitit Heidelberg gemif den
Richtlinien des Instituts fiir Versuchstierkunde gehalten und unterlagen einem 12-stiindigen

Hell-/Dunkelrhythmus.

2.2. Narkose

Die initiale Narkoseinduktion erfolgte durch eine intraperitoneale Injektion von Pentobarbitat-
Natrium  (25mg/kg KGW) kombiniert mit einer subcutanen Injektion von
Ketaminhydrochlorid (40mg/kg KGW). Bei Bedarf wurde durch i.v. Nachinjektion von
Ketaminhydrochlorid (10mg/kg KGW) die Narkose aufrecht erhalten. Die Narkosetiefe
wurde durch Uberpriifen von Lidreflex, Zwischenzehenreflex und Atmung beurteilt.

In den Versuchsgruppen mit Pankreatitisinduktion erfolgte die zweite Narkoseinduktion
durch initiale intravendse Gabe von Pentobarbiturat-Natrium (10mg/kg KGW) kombiniert mit

Ketaminhydrochlorid (20mg/kg KGW).

16



Material und Methoden

2.3.  Priparation

2.3.1. Katheterisierung

Zu Beginn wurden Hals und Abdomen mithilfe einer Schermaschine rasiert und gesaubert.
Danach erfolgte das Katheterisieren der linken A.carotis communis und der rechten
V jugularis interna zur Durchfithrung der Blutentnahmen, der Applikation von Pharmaka,
Infusionslosungen, Thrombozyten, Erythrozyten, Leukozyten sowie dem Monitoring des
Blutdruckes.

Der Katheter wurde je nach Versuchsgruppe nuchal oder ventral ausgeleitet. Die nuchale
Ausleitung empfahl sich fiir die iiber einen Zeitraum von ca. 12h dauernden Versuche mit
Induktion einer ddematdsen bzw nekrotisierenden Pankreatitis, um iiber die gesamte
Versuchsdauer die Lage des Katheters zu sichern und den Tieren einen gewissen
Bewegungsspielraum nach Wiedererlangen des Bewusstseins zu ermdglichen. Die ventrale
Ausleitung empfahl sich bei jenen Versuchsgruppen, die nach Legen des Katheters das
Bewusstsein nicht wiedererlangten und bei denen die sichere Lage des Katheters nur fiir die
ca. 90-miniitige Versuchsdauer mit Ischdmie und Reperfusion des Pankreas mit

anschlieBender Intravitalmikroskopie gewahrleistet sein sollte.

1. Ventrale Ausleitung des Katheters

Hierzu wurden nach querer cervicaler Hautinzision beide Gefifle stumpf dargestellt und
jeweils nach proximal und distal mit Seidenfdden angeschlungen. Nach jeweiligem Knoten
der distalen Ligatur erfolgte die quere Arterio- bzw Venotomie mithilfe einer Mikroschere

und das Einfiihren des jeweiligen Katheters. Nach Vorschieben des Katheters um 20mm
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wurde die proximale Ligatur geknotet und der Katheter zusétzlich nochmals mit der distalen
Ligatur gesichert. Nach Probeaspiration von Blut wurden die Katheter mit Ringerldsung
(0,2ml) gespiilt. Die Katheterausleitung erfolgte bei den Tieren mit Pankreasischdmie tiber
die cervicale Hautinzision, die nach Durchziehen des Katheters mit Einzelknopfnihten

verschlossen wurde.

2. Nuchale Ausleitung des Katheters

In den Versuchsgruppen mit Pankreatitisinduktion erfolgte die Ausleitung des Katheters
nuchal. Hierzu wurde vor dem Legen des Katheters das Subcutangewebe von ventral nach
dorsal zwischen die Schulterblatter stumpf getunnelt. Mit einer groBlumigen
Venenverweilkaniile wurde die Haut zwischen den Schulterbléttern durchstochen und der
vorher durch eine Drahtspirale gelegte Katheter von nuchal iiber die Kaniile durchgezogen
und bis zur ventralen Seite des Halses vorgeschoben. Die Spiralfeder wurde zusitzlich nuchal
mit einer Hautnaht (Vicryl® 3.0) fixiert, um ein Herausreien und Abknicken des Katheters
zu verhindern. Die auf diese Art mit einem Katheter versehenen Tiere wurden iiber den
Versuchszeitraum einzeln in Kéfigen vom Typ Makrolon® II belassen und hatten freien

Zugang zu Wasser.

2.3.2. Induktion der Akuten Pankreatitis (AP)

1. Akute 6dematdse Pankreatitis

Die Induktion der 6dematosen Pankreatitis erfolgte liber die Dauer von 6h nach einem

standardisierten Infusionsschema. Hiernach wurden dem Versuchstier ein Gemisch

folgender Substanzen iiber einen Perfusor i.v. verabreicht:
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1. Caerulein S5pg/kgKGW/h

2. Ketaminhydrochlorid 0,2ml/Tier

3. Bicarbonat 0,2ml/100g KGW

Nachfolgend erhielten die Tiere fiir weitere 6h eine Volumensubstitution mit NaCl (8ml/kg

KGW).

2. Akute nekrotisierende Pankreatitis

Nach medianer Laparatomie auf einer Lénge von ca. 3cm wurde das Doudenum aufgesucht
und der Ductus pancreaticus identifiziert. Nach antimesenterialer Punktion des Doudenum
mit einer 24G-Teflon-Kaniile wurde die Kaniile iiber die Papilla vateri Smm in den Ductus
pancreaticus vorgeschoben und mit einer 5.0® Prolene-Naht an der Doudenalwand fixiert ,
um eine Dislokation der Kaniile zu vermeiden.

Danach wurde der Oberkdrper des Tieres fiir fiinf Minuten um 60° angehoben, um eine
Entleerung des Gangsystems zu ermdglichen; wihrend der letzten zwei Minuten wurde
hierbei der Ductus hepaticus proximal im Leberhilus abgeklemmt, um eine vollstdndige
Entleerung des Gangsystems distal zu ermoglichen. Wihrenddessen erfolgte die Mischung
von 0,012g Glycodesoxycholsdure (GDOC) in 10ml NaCl, sodal3 eine 2,5mmol GDOC-

Losung vorlag.

Danach erfolgte die intraduktale Infusion dieser Losung, wobei der Infusionsdruck iiber ein
Quecksilbermanometer konstant bei 30mmHg lag und das Infusionsvolumen mit 1,25 ml/kg
iiber einen zwischengeschalteten Glasmesskolben definiert wurde. Der Infusionszeitraum

betrug zehn Minuten. AnschlieBend wurde die Punktionsstelle an der Duodenalwand mit
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einer Z-Naht mit einem 5.0® Prolene-Faden verschlossen, das Organ in die Bauchhdhle
zuriickverlagert und die Bauchdecke schichtweise verschlossen.
Parallel dazu erfolgte die i.v. Applikation von Caerulein (5pg/kg/h) nach analogem Schema

wie bei der 6demat6sen Pankreatitis.

2.3.3. Pankreasischimie

Nach querer Oberbauchlaparatomie 1cm kaudal des Sternums erfolgte die Préparation des
Leberhilus unter dem Priparationsmikroskop bei 16-facher Vergroerung. Hierzu wurden
die Leberlappen mithilfe einer Kompresse nach kranial verlagert, um den Leberhilus zu
exprimieren. Unter Schonung des Hauptgallenganges wurde die A. gastroduodenalis
dargestellt, unterfahren und angeziigelt. Danach wurde das Tier auf eine Korkplatte in
Linksseitenlage umgelagert und mithilfe eines speziell angefertigten Metallbiigels die
intrahepatische V. cava und die abdominelle Aorta exprimiert. Danach wurden der Truncus
coeliacus und die A. mesenterica superior stumpf freiprapariert.

A. gastrica sinistra und A. lienalis wurden am Tr. coeliacus identifiziert, freiprapariert und
angeziigelt. Selbiges wurde bei der von der A. mesenterica superior abgehenden A.
pancraticoduodenalis inferior durchgefiihrt.

Nach AbschluB der Préparation erfolgte der tempordre Verschlu aller vier
pankreasversorgenden Arterien durch Yasarghil-Klemmen. Die warme Ischdmie wurde fiir
eine Stunde aufrechterhalten. Nachfolgend wurden die Gefdklemmen entfernt und die

Bauchhohle schichtweise verschlossen.
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2.3.4. Pankreasauslagerung

Vorbereitend wurde die Temperatur der Biithnenauflage auf 37,6° eingestellt und zur
Fillung des Wasserbeckens auf die gleiche Temperatur erwidrmte Ringer-Losung

bereitgehalten.

Das Abdomen wurde durch eine mediane Laparatomie auf einer Lange von 3cm erdffnet
und Colon transversum und Duodenum mithilfe eines Wattestdbchens mobilisiert. Im
Anschluf} daran erfolgte die Mobilisation des Pankreaskopfes, der unter Durchtrennung der
bindegewebigen Verbindungen zum Colon transversum bis zur Mesenterialwurzel
mobilisiert wurde, wobei alle Manipulationen ausschlieflich an der Duodenalschleife
durchgefiihrt wurden. Am Doudenum wurden dann sechs Fdden mit einer Linge von
jeweils 8cm vom Typ 6.0%-Prolene intramural pankreasnah fixiert. Hierdurch wurde eine
weitgehend bewegungsfreie Lagerung des Pankreaskopfes fiir die spitere
Intravitalmikroskopie ermdglicht.

Anschliefend wurde das Tier in rechter Seitenlage auf der vorgewidrmten Auflage der
Versuchsbiihne mit der erdffneten Bauchhdhle in Richtung zum Wasserbad ausgerichtet;
nach wasserdichtem Verschluf des eroffneten Abdomens am einseitig offenen Wasserbad
mit Siliconpaste wurde dies mit 37,6° warmer Ringer-Losung aufgefiillt und die eigentliche
Auslagerung des Pankreas konnte durch vorsichtigen gleichméafligen Zug an den sechs am
Duodenum befestigten Fiden durchgefithrt werden. Die Fiden sorgten durch Befestigen
ihrer Enden unter halbkreisformig am Rand des Wasserbades befindlichen Schrauben fiir ein
Positionieren des Pankreaskopfes auf einer durchsichtigen Plexiglasbiihne im Wasserbad,

die wiederum ein Durchleuchten des Gewebes wihrend der Inravitalmikroskopie erlaubte.
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Auch gewihrleistete die so hergestellte weitgehende Immobilitdt des Pankreasgewebes ein
Wiederfinden der mikroskopierten Areale mithilfe des Reference-Micrometer-Slide .

Eine rektal eingebrachte Temperatursonde sowie eine Sonde im Wasserbecken ermdglichten
in Kombination mit einer Heizplatte unter dem Tier {iber einen elektronischen Regelkreis die

konstante Aufrechterhaltung der Korpertemperatur iiber die gesamte Versuchszeit.

2.4. Herstellung der markierten Blutfraktionen

2.4.1. Herstellung der Rhodamine-6-G-Losung zur Leukozytenmarkierung

Der  Fluoreszenz-Farbstoff =~ Rhodamine-6G  reichert sich  selektiv  in  allen
mitochondrienhaltigen Zellen im Blutstrom an. Nach intravendser Injektion von 0,1ml/100g
KGW lassen sich so die fluoreszierenden Leukozyten unter dem Fluoreszenz-Auflicht-

Illuminator darstellen.

Arbeitsschritte zur Losungsherstellung:

1. 97mg Rhodamine-6G werden in 100ml Aqua dest. in Losung gebracht
2. Abfiltern mit Filterpapier, wenn notig mehrmals
3. Konservierung der hergestellten Losung nach Aufziehen in 1ml-Spritzen in Portionen zu

0,5ml bei -20° im Gefrierfach.
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2.4.2. Markierung der Thrombozyten mit Rhodamine-6G

Um Thrombozyten selektiv darstellen zu konnen, wird die unter 2.4.1. hergestellte Losung in
einem speziellen Farbeverfahren zum Einsatz gebracht.
Zu Beginn wurden einer Ratte der Gattung Wistar 1ml heparinisiertes Blut entnommen. Im

Labor wurden anschlieBend eine Anordnung von sechs Plastikrohrchen wie folgt vorbereitet:

Rohrchen 1:  15ul Prostaglandin E, 20pg in 2ml NaCl gelost, 200ul Alsever’s
Rohrchen 2: 100ul Rhodamine (1:10 verdiinnt), 500ul PBS

Rohrchen 3: 1000ul PBS, 200ul Alsever’s, 30ul PGE

Rohrchen 4: 1000ul PBS, 200ul Alsever’s, 30ul PGE

Rohrchen 5: 1000ul PBS, 200ul Alsever’s, 30ul PGE

Réhrchen 6: 400pl PBS

Die Firbung konnte nun nach folgendem standardisierten Féarbeverfahren vorgenommen

werden:

1. 1ml Blut wird in Réhrchen 1 gegeben

2. Der Inhalt von Rohrchen 2 wird in Rohrchen 1 gegeben, alles gut vermischt und bei
900U/min fiir zehn Minuten zentrifugiert

3. Der Uberstand von Réhrchen 2 wird in Réhrchen 3 abpipettiert und dieses bei 3000
U/min fiir zehn Minuten zentrifugiert

4. Der Uberstand von Rohrchen 3 wird verworfen; auf den im Reagenzglas verbliebenen
Bodensatz wird der Inhalt von Rohrchen 4 gegeben, aufgeschiittelt und wiederum bei

3000U/min fiir zehn Minuten zentrifugiert
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5. Der Uberstand wird verworfen; auf den im Reagenzglas verbliebenen Bodensatz wird der
Inhalt von Roéhrchen 5 gegeben, aufgeschiittelt und wiederum bei 3000 U/min fiir zehn
Minuten zentrifugiert.

6. Der Uberstand wird verworfen; auf den im Reagenzglas verbliebenen Bodensatz wird der
Inhalt von Rohrchen 6 gegeben, vorsichtig aufgeschiittelt und abschlieBend in eine 1ml-

Spritze aufgezogen

Da sich der zugefiihrte Farbstoff nicht sehr lange in der Thrombozytenzelle hilt, war ein

umgehendes Verwenden der derart markierten Thrombozyten erforderlich.

2.4.3. Herstellung FITC-markierter Erythrozyten

Zur Herstellung FITC-markierter Erythrozyten wurden einer narkotisierten Ratte durch
Ausbluten 10ml heparinisiertes Blut entnommen. Anschliefend erfolgte die eigentliche

Farbung im Labor nach folgendem Schema:

1. Waschen in Alsever's-Puffer
a) Zugabe von Alsever's-Puffer, Zentrifugieren bei 2000 U/min fiir 10min, Absaugen
des klaren Uberstandes
b) Resuspension des Sediments mit Alsever's-Puffer und erneutes Zentrifugieren wie
unter a), Wiederholung drei Mal
¢) Zugabe von Bicine-Saline-Puffer, Zentrifugieren und Absaugen wie unter a)

2. Das Zellsediment, das ca. der Erythrozytenmenge entspricht, wird 1:1 mit Bicine-

Saline-Puffer gemischt.
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3. 9mg FITC /ml Erythrozyten werden in 2-3 Tropfen Dimethylformamid in Ldsung
gebracht

4. Mischen der FITC-L6sung mit den Erythrozyten, 3-stiindige Inkubation im Wasserbad
bei 25° C mit 60 Oszillationen/min.

5. Auffiillen der Erythrozyten mit Bicine-Saline-Puffer, Zentrifugieren bei 2000 U/min fiir
10min und Abpipettieren des Uberstandes; Wiederholung dieses Waschvorganges, bis
der Uberstand keine rotliche Tribung mehr aufweist.

6. Nach letztmaligem Abpipettieren des klaren Uberstandes Verdiinnen der Erythrozyten
im Verhéltnis 1:1 mit physiologischer Kochsalzlosung

7. Konservierung bei lichtgeschiitzter Aufbewahrung unter 4° C nach Zugabe von 100 pl

Citrat-Phosphat-Dextrose/4ml Erythrozyten

2.5. Die Intravitalmikroskopie (IVM)

Nach der Pankreasauslagerung erfolgte unter Durchlichtmikroskopie die Adspektion und
Abspeicherung der wichtigen Areale, d.h. 3-6 Kapillarfelder mit gleichméBigem Flufl sowie

3-6 pankreatische Venolen mit einem Durchmesser von 20-40um.

Entsprechend der Definition der postkapilliren Venolen des Pankreas erfolgte deren
Zuordnung zum Parenchym nach folgenden Kriterien:

1. erkennbarer Zuflufl aus dem Pankreasparenchym

2. Lage der Venole im Parenchym

Der Begriff ,interlobare” Venolen umfasste diejenigen Venolen, die nicht mit absoluter
Sicherheit dem Pankreasparenchym zugeordnet werden konnten. Hierfiir waren nicht klar

erkennbarer kaplilldrer pankreatischer Zuflu bzw die Lage der Venolen zwischen den
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Parenchymlobuli ausschlaggebende Kriterien. Venolen mit intermittierendem Flufl bzw
solche, bei denen im Laufe der Messung ein solcher auftrat, wurden nicht in die Auswertung

einbezogen.

Die IVM wurde sofort nach Injektion von 0,4ml Rhodamine-markierten Thrombozyten
durchgefiihrt. Im Anschlufl an die IVM der Thrombozyten erfolgte zur Darstellung der
Leukozytenfraktion die intravendse Verabreichung von 0,1ml Rhodamine-6G/100g KGW.
Abschliefend erfolgte zur Darstellung der Erythrozytenfraktion die intravendse
Verabreichung von 0,1ml FITC-markierten Erythrozyten/100 g KGW.

Die Optik des verwendeten Mikroskops setzte sich aus einem Ploemopak-Illuminator-Tubus,
einem FSA-Tubus , verschiedenen Objektiven, einem Periplanokular und einem
Wasserimmersionsobjektiv zusammen. Durch diesen Aufbau wurde insgesamt eine 20-
fache VergroBerung erzielt. Es wurde ein Fluoreszenz-Auflicht-Illuminator verwendet, bei
dem als Lichtquelle eine Quecksilberhochstdrucklampe vom Typ HBO 103W/2 diente und
das  Illuminationslicht durch einen Bandpassfilter —auf eine Anregung im
Wellenldngenbereich von 515-560nm begrenzt wurde.  Das reflektierte Licht des
Rhodamine-6G (markierte Thrombozyten und Leukozyten) wurde hinter dem Farbteiler, der
im Wellenldngenbereich von 580nm arbeitete, und dem Langpassfilter, der im
Wellenldngenbereich von 590nm arbeitete, visualisiert. Die Beleuchtungszeit wurde dabei
auf 45sec je Messung limitiert, um eine Standardisierung der inflammatorischen Reize, die
durch die hochenergetische Strahlung gesetzt wurden, zu erzielen.

Die mikroskopierten Bilder wurden iiber eine Kamera vom Typ Kappa 8/1 auf einem
Videorecorder aufgezeichnet. Die zusdtzliche online-Darstellung auf einen Monitor
ermdglichte wihrend der gesamten Aufnahmedauer Aufnahme- und Sichtfeldkorrekturen.

Ein Videotimer blendete Uhrzeit und Datum in die Aufnahme ein, um spiter bei offline-
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Auswertung eine genaue Identifizierung des Versuchs und des Messzeitpunktes durchfiihren
zu konnen. Ein Versuchstisch mit Reference-Micrometer-Slide erméglichte das exakte
Wiederfinden mikroskopierter Areale. Bei Triibung der 37,6°C warmen Ringer-Losung im
Wasserbad erfolgte ein Austausch gegen klare Losung, um eine einwandfreie
Aufnahmequalitét zu erzielen.

Abbildung 2 zeigt die schematische Darstellung der Versuchsanordnung zur IVM:

_— Timer
Videorecorder

| | Kamera _l— \\
Rlogioy Digitali- o/ [I
sierung /
Hg-
I icht
Computer Warme-
regler
Monitor Drucker l Immersions=
\ bad

Bei jedem Tier wurden mindestens drei Kapillarfelder und drei postkapillire Venolen
mikroskopiert. Dies erfolgte fiir die Thrombozyten und Leukozyten fiir jeweils 45sec mit
Licht im Wellenldngenbereich von 515-560nm (Griinlicht), die Erythrozyten wurden fiir

jeweils 45sec mit Licht im Wellenlangenbereich von 250-234 nm (Blaulicht) mikroskopiert.
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Die Aufnahme auf Video ermdglichte die anschlieBende Auswertung mithilfe eines

Software-Programmes (Capimage).

2.6.  Offline-Auswertung der Mikrozirkulation

Sowohl in Venolen alsauch in Kapillaren wurde offline die Geschwindigkeit von zehn
Thrombozyten mit Capimage ermittelt. Dafiir dienten mehrere Einzelbilder mit einem
Frame-to-Frame-Abstand von 20ms. Die Zellen wurden auf den Einzelbildern durch
Anklicken auf dem Bildschirm markiert, sodaB auch auf nicht geradem Weg zuriickgelegte
Strecken, wie es z.B. in Kapillarfeldern der Fall ist, die zuriickgelegte Strecke genau verfolgt
werden konnte.  Das Programm rechnete aus der zuriickgelegten Strecke eines
Thrombozyten die entsprechende Geschwindigkeit in mm/sec aus.

Dariiber hinaus wurden in den aufgenommenen Pankreasvenolen zusitzlich noch die
Thrombozyten-Endothel-Interaktion (TEI) gewertet. Hierbei wurden die tempordr und
permanent am Endothel anhaftenden Thrombozyten pro 100um Venolenldnge iiber einen
Zeitraum von 30 sec ausgezéhlt. Als temporér adhdrente Thrombozyten, sog. Roller, wurden
solche definiert, deren Geschwindigkeit 66% unter der Durchschnittsgeschwindigkeit der die
Venole durchflieBenden Erythrozyten lag. Als permanent adhdrente Thrombozyten, sog.
Sticker, wurden diejenigen definiert, die iiber einen Zeitraum von >30 sec fest an der
GefdBwand verblieben. Zusitzlich wurden in den Kapillarfeldern die fest adhdrenten
Thrombozyten pro Gesichtsfeld ausgezahlt.

Nach gleichem Schema erfolgte die Auswertung der Leukozyten. Es kam hier zur
Leukozyten-Endothel-Interaktion (LEI) in Form von erst tempordrem und dann festem

Anheften der Leukozyten bis hin zum Auswandern liber das Gefdlendothel ins Interstitium
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(Diapedese). Die Erythrozyten wurden hinsichtlich ihrer Geschwindigkeit in Venolen und

Kapillarfeldern nach o.g. Kriterien ausgewertet.

2.7. Organgewinnung fiir die histologische Untersuchung

Die Organgewinnung erfolgte 24h nach Pankreatitisinduktion bzw. 24h nach
Ischdmiebeginn. Unter Schonung des Gewebes wurde ein 1xlcm grofer Quader aus dem
mikroskopierten Pankreasgewebe entnommen, in 10%iger Formalinldsung fixiert und fiir die

histologische Auswertung wie unter 2.8. beschrieben bearbeitet.

2.8. Durchfiihrung einer histologischen Untersuchung

2.8.1. Entwisserung und Paraffineinbettung

Entwisserung und Einbettung erfolgten von Hand. Der Pankreaskopf wurde iiber einen
Zeitraum von 12h in 10%iges Formalin eingelegt. Im Anschlufl daran wurde das Priparat
fiir jeweils vier Stunden in erst 50% und dann 70% Ethanol eingelegt, nachdem es zuvor mit
klarem Leitungswasser abgespiilt worden war. Nun erfolgte die Entwisserung fiir jeweils
vier Stunden in 96% Ethanol und zwei Mal in 100% Ethanol. Anschlieend erfolgte die
Einbettung ebenfalls fiir jeweils vier Stunden zweimalig in Chloroform, dann einmalig in
Paraffin. Zum Schluf erfolgte eine 24-stiindige Paraffineinbettung bei 60°C im Warmebad.

Die Paraffinblocke wurden abschlieBend mit einem Rotationsmikrotom in Sum-dicke

Scheiben geschnitten und auf einen Objekttrager aufgebracht.
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2.8.2. Firbung mit Haematoxilin und Eosin

Die Farbung mit Haematoxilin und Eosin diente der mikroskopischen Bestimmung des

Zellschadens anhand eines Histologie-Scores und erzielte bei den behandelten Préparaten

eine Fiarbung der organischen Bestandteile nach folgendem Farbmuster:

Zellkerne unterschiedliche Blautone

Bindegewebe und Zytoplasma unterschiedliche Rottone

Erythrozyten hellrot

1) Entparaffinierung: Das auf einen Objekttriger verbrachte Priparat wurde zum

2)

3)

4

Zwecke der Entparaffinierung zwei Mal fiir jeweils fiinf Minuten in Rotihistol
gewaschen und dann weiter fiir jeweils drei Minuten in einer absteigenden Alkoholreihe
(100%/97%/70% Ethanol) entparaffiniert. Dann wurde es fiir zwei Minuten in Aqua
dest. belassen.

Farbung mit Haematoxilin nach Mayer [131]: Zuerst wurde die Probe zur Anfarbung
der Zellkerne mit den typischen Blautonen fiir ca. sieben Minuten in Haematoxilin-
Losung gegeben. Dann wurde mehrfach mit Aqua dest. gespiilt, einmalig fiir zehn
Minuten mit klarem Leitungswasser gebldut und dann wieder mit Aqua dest. gespiilt.
Farbung mit Eosin: Unter stindiger Kontrolle der erzielten Férbeintensitét erfolgte nun
die Féarbung des Préiparates mit Eosin 1% (farbt das Zytoplasma blassrosarot und
bindegewebige Strukturen in leuchtenden Rotténen) fiir 20-120sec. Danach wurde
einmalig mit Aqua dest. gespiilt.

Spiilung: Bei diesem Schritt wurden die Priparate fiir 1-2min in 50%igem Ethanol

gespiilt und abschlieBend mit Hydromount eingedeckt.
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2.9. Evaluierte Parameter

2.9.1. Durchfiihrung der histologischen Untersuchung nach H&E

Die durch die Vorginge der Ischdmie bzw Pankreatitis am Pankreasgewebe hervorgerufenen

Schidden wurden mittels histologischer Untersuchung festgehalten und anschlieBend nach

einem standardisierten Score hinsichtlich Odem, Vakuolisierung, Inflammation und Nekrose

eingestuft (Tab. 1).

Tabelle 1: Histologie-Score zur Auswertung der HE-Priiparate

Odem Haemorrhagie und Fettgewebsnekrose

0  kein Odem 0 kein Auftreten

0,5 fokal begrenzt auf ein interlobdres Septum 0,5 1 Focus

1 diffus verbreitet iiber ein interlobéres Septum 1 2 Foci

1,5 wie 1, zusitzlich fokal begrenzt in einem weiteren 1,5 3 Foci
interlobéren Septum

2 wie 1, zusitzlich diffus verbreitet in einem weiteren 2 4 Foci
interlobéren Septum

2,5 wie 2, + fokale Ausbreitung iiber intraazinare Septen 2,5 5 Foci

3 wie 2 + diffuse Ausbreitung iiber intraazindre Septen 3 6 Foci

Azinire Nekrose Leukozytére Infiltration

0  keine Nekrose 0
0,5 focales Auftreten von 1-4 nekrotischen Zellen/HPF 0,5

1 diffuses Auftreten von 1-4 nekrotischen Zellen/HPF 1

1,5 wie 1 + focales Auftreten von 5-10 nekrotischen 1,5
Zellen/HPF

2 diffuses Auftreten von 5-10 nekrotischen Zellen/HPF 2

2,5 wie 2 + focales Auftreten von 11-16 nekrotischen 2,5
Zellen/HPF

3 diffuses Auftreten von 11-16 nekrotischen Zellen 3

(mit konfluierenden Nekrosen)/HPF

0-1 intralobulére oder perivaskuldre
Leukozyteninfiltrate/HPF

2-5 intralobulére oder perivaskuldre
Leukozyteninfiltrate/HPF

6-10 intralobulére oder perivaskuldre
Leukozyteninfiltrate/HPF

11-15 intralobuldre oder perivaskulire
Leukozyteninfiltrate/HPF

16-20 intralobuldre oder perivaskulire
Leukozyteninfiltrate/HPF

21-25 intralobulére oder perivaskuldre
Leukozyteninfiltrate/HPF

26-30 intralobuldre oder perivaskulire
Leukozyteninfiltrate/HPF

Tab.1: modifiziert nach Schmidt et al. [178]
HPF: High Power Field
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2.9.2. Bestimmung des Verhiltnisses von Feucht- und Trockengewicht

Ein Pankreasgewebestiick von ca. 0,2g wurde frisch nach Entnahme genau gewogen.
AnschlieBend wurde die Probe auf einen Objekttriger verbracht, fir 48h bei einer
Temperatur von 59°C im Heizschrank aufbewahrt und erneut gewogen. Aus dem Verhiltnis
von Feucht- und Trockengewicht wurde der Quotient errechnet, der als Mal} fiir den Grad

des Gewebeddems gilt.

2.9.3. Konzentrationsbestimmung der Pankreas-Amylase im Serum

Die Bestimmung der Amylase erfolgte im Labor der Chirurgischen Klinik der Universitét
Heidelberg und erfolgte nach dem Syncron® CX-System. Das Syncron® CX-System
beinhaltet eine Pankreas-Amylase-Reagenz zur Bestimmung der pankreasspezifischen
Amylase nach einer immunhistochemischen Methode.  Hierbei wird durch zwei
unterschiedliche Antikorper die Aktivitdt des Humanptyalins blockiert, die die Aktivitit der
Pankreas-o. -Amylase nicht beeinflussen.

Nach Inkubation mit einem Substrat des Test-Kits spaltet die o-Amylase dieses in
Fragmente auf, die von o-Glucosidase zu p-Nitrophenol und Glucose hydrolysiert werden.
Probe und Reagenz werden im Verhéltnis 1:22 gemischt, wobei die Dosierungen und
Mischungsverhiltnisse standardisiert durch das Syncron™ CX-System erfolgen. Bei 410nm
misst das System die Extinktionsdnderung, die direkt proportional der Amylaseaktivitit in

der Probe ist und der Berechnung der Pankreas-Amylase-Aktivitét in U/l zugrunde liegt.
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2.9.4. Konzentrationsbestimmung der Serum-Lipase

Die Konzentrationsbestimmung der Serum-Lipase erfolgte photometrisch im Zentrallabor der

Universitét Heidelberg.

2.9.5. Konzentrationsbestimmung des Serum-Thromboxan

Die Konzentrationsbestimmung der Thromboxan-Serumspiegel erfolgte im Labor des
Instituts fiir Psychiatrie des Universititklinikums Freiburg unter Verwendung gefrorenen

Serums mithilfe eines kommerziell erhiltlichen ELISA.

2.10.  Versuchsprotokoll

Die Ratten wurden in sechs Versuchs-Gruppen zu sechs Tieren randomisiert eingeteilt: eine
Kontrollgruppe, zwei Gruppen mit ddematdser bzw. nekrotisierender Pankreatitis und drei
Ischdamie-/ Reperfusionsgruppen, von denen zwei jeweils eine halbe Stunde vor Reperfusion
des Pankreas ein Immunsuppressivum appliziert bekamen. In fiinf weiteren Gruppen dienten

jeweils sechs Tiere als Histologietiere.

Gruppe 1 (Kontrollgruppe mit n=6)

. Préparation des Pankreas
. Auslagern des Organs
° IVM
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Zeitlicher Ablauf in h bei der Kontrollgruppe:
t-0,5 bis t0 Narkoseinduktion und Katheterisieren
t0  bis t0,5 Mobilisieren und Auslagern des Pankreas

t0,5 bis tI  IVM mit anschlieBender Blutentnahme

Gruppe 2 (6dematose Pankreatitis mit n=6)

. Pankreatitisinduktion (Pi) mit Caerulein iiber 6h
. Praparation des Pankreas 12h nach Pi

. Auslagern des Organs

. IVM

Histologiegruppe zu Gruppe 2 (6dematose Pankreatitis mit n=6)
. Pankreatitisinduktion (Pi) mit Caerulein iiber 6h

. Organentnahme fiir die histologische Untersuchung und Blutentnahme nach 24h

Gruppe 3 (nekrotisierende Pankreatitis mit n=6)

. Pi mit GDOC und Caerulein iiber 6h

. Préparation des Pankreas
. Auslagern des Organs
. IVM

Histologiegruppe zu Gruppe 3 (nekrotisierende Pankreatitis mit n=6)
. Pi mit GDOC und Caerulein iiber 6h

. Organentnahme fiir die histologische Untersuchung nach 24h
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Zeitlicher Ablauf in h bei Gruppen 2 und 3:

t-0,5 bis
t0  bis
t6  bis
t12

tl12  bis
t12,5 bis

t0  Narkoseinduktion und Katheterisieren

t6  Pimit Caerulein bzw Caerulein und GDOC

t12  Ringer-Infusion unter Beobachtung der Tiere
erneute Narkoseinduktion

t12,5 Mobilisieren und Auslagern des Pankreas

t13 VM mit anschlieBender Blutentnahme, Versuchsende

Zeitlicher Ablauf in h bei Histologiegruppen fiir Gruppen 2 und 3:

t-0,5 bis

t0  Narkoseinduktion und Katheterisieren

t0 bis t6  Pimit Caerulein bzw Caerulein und GDOC

t6 bis t12 systemische Infusion unter Beobachtung der Tiere

t24

Organentnahme fiir die histologische Untersuchung; Blutentnahme;

Versuchsende

Gruppe 4 (Ischdamie-Reperfusionsgruppe mit n=6)

lh Ischdmie des Pankreas nach Darstellen und Klemmen der vier versorgenden

Arterien

30 min Reperfusion, wihrenddessen Auslagern des Organs

IVM

35



Material und Methoden

Histologiegruppe zu Gruppe 4 (Ischdmie-Reperfusionsgruppe mit n=6)

. lh Ischdmie des Pankreas nach Darstellen und Klemmen der vier versorgenden
Arterien

. 30 min Reperfusion

. Organentnahme fiir die histologische Untersuchung nach 24h

Gruppe 5 (Ischdmie-Reperfusionsgruppe mit Therapie und n=6)
. 1h Ischdmie des Pankreas nach Darstellen und Klemmen der vier versorgenden
Arterien

. 30 min vor Reperfusion Applikation von Sandimmun® (Cyclosporin, 10mg/kg KGW

iv.)
. 30 min Reperfusion, wahrenddessen Auslagern des Organs
. IVM

Histologiegruppe zu Gruppe 5 (Ischdmie-Reperfusionsgruppe mit Therapie und n=6)
. lh Ischdmie des Pankreas nach Darstellen und Klemmen der vier versorgenden
Arterien

. 30 min vor Reperfusion Applikation von Sandimmun® (Cyclosporin, 10mg/kg KGW

iv.)
. 30 min Reperfusion
U Organentnahme fiir die histologische Untersuchung nach 24h
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Gruppe 6 (Ischamie-Reperfusionsgruppe mit Therapie und n=6)

. lh Ischdmie des Pankreas nach Darstellen und Klemmen der vier versorgenden
Arterien

. 30 min vor Reperfusion Applikation von Prograf® (Tacrolimus, Smg/kg KGW i.v.)

. 30 min Reperfusion, wihrenddessen Auslagern des Organs

. IVM

Histologiegruppe zu Gruppe 6 (Ischimie-Reperfusionsgruppe mit Therapie und n=6)

. lh Ischdmie des Pankreas nach Darstellen und Klemmen der vier versorgenden
Arterien

. 30 min vor Reperfusion Applikation von Prograf® (Tacrolimus, Smg/kg KGW i.v.)

. 30 min Reperfusion

. Organentnahme fiir die histologische Untersuchung nach 24h

Zeitlicher Ablauf in h bei Gruppen 4, 5 und 6:

t-0,5 bis t0  Narkoseinduktion und Katheterisieren

t0  bis t0,5 Préiparation der vier organversorgenden Arterien

t0,5 bis tl1,5 Ischdmie durch Klemmen der dargestellten Arterien

t1,5 Gruppe 5/6 Applikation des jeweiligen Immunsuppressivums

tl,5 bis t2  Reperfusion; hierbei Mobilisieren und Auslagern des Pankreas

AAEY) bis t2,5 IVM mit anschlieBender Blutentnahme, Versuchsende
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Zeitlicher Ablauf in h bei Histologiegruppen fiir Gruppen 4, 5 und 6:

t-0,5 bis t0  Narkoseinduktion und Katheterisieren

t0 bis t0,5 Préparation der vier organversorgenden Arterien

t0,5 bis t1,5 Ischdmie durch Klemmen der dargestellten Arterien

t1,5 Gruppe 5/6 Applikation des jeweiligen Immunsuppressivums

tl,5 bis t2 Reperfusion

y 24 Organentnahme fiir die histologische Untersuchung; Versuchsende

2.11.  Ausschlusskriterien

1. Préparationstraumata, wie z.B. Blutungen im Pankreas, Beriihrung wihrend OP
2. intermittierender FluB in postkapilldren Venolen zu Versuchsbeginn

3. intermittierender Flu} in Kapillarfeldern zu Versuchsbeginn

4. Herz-Kreislauf-insuffiziente Tiere

2.12. Statistische Analyse

Alle Messwerte sind als Mittelwerte + Standardfehler angegeben. In Abhéngigkeit von der
Normalverteilung der Messdaten wurden der T-Test fiir verbundene Stichproben innerhalb
einer Gruppe bzw. fiir unverbundene Stichproben bei Werten aus zwei Gruppen sowie der
Kruskal-Wallis-Test und der Mann-Whitney-Test herangezogen. Werte von p<0,05 wurden

als statistisch signifikant gewertet.
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3. Ergebnisse

3.1. Ergebnisse der Akuten Pankreatitis (AP)

3.1.1. Ergebnisse der Intravitalmikroskopie (IVM)

3.1.1.1. Geschwindigkeit der Thrombozyten kapilldr und venolir

Die Werte fiir die mittlere kapilldre Thrombozytengeschwindigkeit (MCTV) zeigen einen
Abfall, der fiir beide Versuchsgruppen gegen die Werte aus der Kontrollgruppe signifikant

(p<0,05) ist. Venolér ist dies nicht der Fall.

Geschwindigkeit Thrombozyten kapillar
0,7
o 0.6 =
$ 05
@ % @ Kontrolle
€ 04 - )
£ 03 * W Caerulein
£ OGDOC
3 0.2 1
> 01
0
Kontrolle Caerulein GDOC
Diagramm 3.1.1.1. a) Werte der MCTV im Pankreas 12h nach Pi. Werte dargestellt als Mittelwerte (MW) + Standardabweichung des

MW (SEM) und Signifikanz fiir p<0,05 (*).

Geschwindigkeit Thrombozyten venolar

0,8
0,7 T
0,6
0,5 + @ Kontrolle
0,4 W Caerulein
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vel in mm/sec
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0,1 +
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Diagramm 3.1.1.1. b) Werte der MVTV im Pankreas 12h nach Pi. Werte dargestellt als Mittelwerte (MW) + Standardabweichung des
Mittelwertes (SEM) und Signifikanz fiir p<0,05(*).
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Abb. 3.1.1.1. a) Bild aus der IVM: Das Kapillarfeld aus dem Pankreas der Kontrollgruppe stellt sich als wolkiges Gebilde dar. Die hellen
straffenkartenartigen Linien lassen den Verlauf der Kapillaren erahnen. Die Rhodamine-6G-markierten Thrombozyten stellen sich als helle

Punkte dar und flieBen, was sich jedoch nur im Video darstellen lisst, ziigig und ohne an der Gefiwand entlangzurollen durch die
Kapillaren. In der Kontrollgruppe gibt es keine stickenden Thrombozyten.

Abb. 3.1.1.1. b) Bild aus der IVM: Eine Venole aus dem Pankreas der Kontrollgruppe ist auf diesem Bild von rechts unten nach links
oben verlaufend zu erkennen. Die stark floureszeierenden Thrombozyten durchflieBen mit gleichméBiger Geschwindigkeit zahlreich die
Venole deutlich im GefaBlumen, ohne dabei Kontakt mit der Gefédwand zu haben und zu rollen.
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3.1.1.2. Temporir adhirente Thrombozyten (Roller) kapillidr und venolir

Die Anzahl temporir adhirenter Thrombozyten (Roller) war im Kruskal-Wallis-Test kapillar
bei den Versuchsgruppen gegen die Kontrollgruppe signifikant erhoht. Das Testergebnis

innerhalb der beiden Pankreatitisgruppen wies keine Signifikanz auf.

Temporar adhdrente Thrombozyten kapillar
25
£
20 A .
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< 10 4 T OGDOC
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Kontrolle Caerulein GDOC

Diagramm 3.1.1.2. a) Darstellung der Anzahl der temporir adhérenten Thrombozyten kapillar im Pankreas 12h nach Pi. Werte dargestellt
als Mittelwerte (MW) + Standardabweichung des MW (SEM) und Signifikanz fiir p<0,05 (*).

Venoldr war die Anzahl tempordr adhdrenter Thrombozyten bei den Versuchsgruppen

sowohl untereinander alsauch gegeniiber der Kontrollgruppe signifikant erhoht.

Temporar adhdrente Thrombozyten venolar
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Diagramm 3.1.1.2. b) Darstellung der Anzahl der temporir adhérenten Thrombozyten venolir im Pankreas 12h nach Pi. Werte dargestellt
als Mittelwerte (MW) + Standardabweichung des MW (SEM) und Signifikanz fiir p<0,05 (*).
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3.1.1.3. Permanent adhérente Thrombozyten (Sticker) kapillar und venolir

Die Anzahl der Sticker ergab im Mann-Whitney-Test eine durchweg signifikante Erhhung
bei den Versuchsgruppen gegeniiber der Kontrollgruppe fiir den kapilldren Testbereich.

Auch innerhalb der Versuchsgruppen war ein signifikanter Unterschied zu verzeichnen.
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Diagramm 3.1.1.3. a) Darstellung der Anzahl permanent adhérenter Thrombozyten kapillar durch Angabe ihres Mittelwertes (MW) +
Standardabweichung (SEM) und Signifikanz fiir p<0,05(*).

Venoldr konnte nur eine signifikante Erhohung der Anzahl permanent adhirenter

Thrombozyten in der GDOC-Gruppe nachgewiesen werden.
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Diagramm 3.1.1.3. b) Darstellung der Anzahl permanent adhdrenter Thrombozyten venoldr durch Angabe ihres Mittelwertes (MW) +
Standardabweichung des Mittelwertes (SEM) und Signifikanz fir p<0,05 (*).
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3.1.14. Geschwindigkeit der Erythrozyten kapilldr und venolir

Die MCEV ergab bei den Versuchsgruppen eine signifikante Reduzierung der
Erythrozytengeschwindigkeit gegeniiber der Kontrollgruppe.
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Diagramm 3.1.1.4. a) Darstellung der MCEV im Pankreas 12h nach Pi. Werte dargestellt als Mittelwerte (MW) * Standardabweichung
des MW (SEM) und Signifikanz fiir p<0,05 (*).

Die MVEV ergab nur im Vergleich der GDOC-Gruppe mit der Kontrollgruppe einen
signifikanten Unterschied, der Vergleich zwischen Kontrollgruppe und Caeruleingruppe

sowie zwischen den Versuchsgruppen war nicht signifikant.
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Diagramm 3.1.1.4. b) Werte der MVEV im Pankreas 12h nach Pi. Werte dargestellt als Mittelwerte (MW) * Standardabweichung des
MW (SEM) und Signifikanz fiir p<0,05 (*).
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3.1.1.5. Temporir adhirente Leukozyten (Roller) kapillir und venolir

Die Anzahl der temporér adhédrenten Leukozyten war bei den Versuchsgruppen im Vergleich

zur Kontrollgruppe kapilldr und venolér signifikant erhoht.
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Diagramm 3.1.1.5. a) Darstellung der Anzahl der temporir adhirenten Leukozyten kapilldr im Pankreas 12h nach Pi. Werte dargestellt als
Mittelwerte (MW) * Standardabweichung des MW (SEM), Signifikanz fiir p<0,05 (*).
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Diagramm 3.1.1.5. b) Darstellung der Anzahl der temporér adhdrenten Leukozyten venoldr im Pankreas 12h nach Pi. Werte dargestellt als
Mittelwerte (MW) + Standardabweichung des MW (SEM), Signifikanz fiir p<0,05 (*).
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3.1.1.6. Permanent adhiirente Leukozyten (Sticker) kapilliar und venoliir

Die Anzahl der permanent adhidrenten Leukozyten war bei den Versuchsgruppen im

Vergleich zur Kontrollgruppe kapilldr und venolér signifikant erhoht.
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Diagramm 3.1.1.6. a) Darstellung der Anzahl der permanent adhidrenten Leukozyten kapilldr im Pankreas 12h nach Pi. Werte dargestellt
als Mittelwerte (MW) + Standardabweichung des MW (SEM) und Signifikanz fiir p<0,05 (*).
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Diagramm 3.1.1.6. b) Darstellung der Anzahl der permanent adhdrenten Leukozyten venoldr im Pankreas 12h nach Pi. Werte dargestellt
als Mittelwerte (MW) * Standardabweichung des MW (SEM) und Signifikanz fiir p<0,05 (*).
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3.1.2. Serumwerte fiir verschiedene Parameter
3.1.2.1. Amylase
Die Serum-Amylase-Werte lagen bei den Tieren aus der Kontrollgruppe samtlich in dem fiir

Rattenserum definierten Normbereich; zu den Werten der Tiere aus den Pankreatitisgruppen

bestanden signifikante Unterschiede in Form einer deutlichen und signifikanten Erhéhung.

Amylasewerte

35000

30000 -

— %

25000

20000 @ Kontrolle
W Caerulein
OGDOC

ui

15000 H

10000 +

5000 +

0 ————

Kontrolle Caerulein GDOC

Diagramm 3.1.2.1. Darstellung der Amylasewerte im Serum 12h nach Pi. Werte als Mittelwerte (MW) + Standardabweichung des MW
(SEM), Signifikanz fiir p<0,05 (*).

3.1.2.2. Lipase
Die Serum-Lipase-Werte befanden sich bei allen Tieren der Kontrollgruppe im

Normbereich; die Werte der Tiere aus den beiden Versuchsgruppen waren gegeniiber den

Werten der Kontrollgruppe signifikant erhoht.
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Diagramm 3.1.2.2. Darstellung der Lipasewerte im Serum 12h nach Pi. Werte dargestellt als Mittelwerte (MW) £ Standardabweichung
des MW (SEM) und Signifikanz fiir p<0,05 (*).

3.1.2.3. Thromboxan
Die Serum-Thromboxan-Werte befanden sich bei allen Tieren der Kontrollgruppe im

Normbereich, die Werte der Versuchsgruppen wiesen  signifikant  hohere

Werte gegeniiber denen der Kontrollgruppe auf.

Thromboxan

3 50 - DKontrolle
(=] .

0 W Caerulein
o 0OGDOC

N
o
——

Kontrolle Caerulein GDOC

Diagramm 3.1.2.3. Darstellung der Thromboxan-Werte. Werte dargestellt als Mittelwerte (MW) + Standardabweichung des MW (SEM)
und Signifikanz fiir p<0,05(*).
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3.1.3. Feucht-Trocken-Gewicht

Das Feucht-Trocken Gewicht ergab nur fiir die Tiere aus der Caeruleingruppe im Vergleich

zu den Tieren der Kontrollgruppe durchweg signifikant erhdhte Werte.
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Diagramm 3.1.3. Darstellung des Feucht-Trocken-Gewichts. Werte dargestellt als Mittelwerte (MW) * Standardabweichung des MW
(SEM) und Signifikanz fiir p<0,05 (*).

3.1.4. Histologischer Gewebeschaden

Im Vergleich der Caeruleingruppe mit der Kontrollgruppe zeigte sich eine signifikante
Zunahme der Odematisierung, wohingegen keine signifikanten Unterschiede zwischen der
GDOC-Gruppe und der Kontrollgruppe sowie in Bezug auf die Parameter der Inflammation

und Nekrose zwischen Versuchs- und Kontrollgruppe bestanden.
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Diagramm 3.1.4. Darstellung des histologischen Gewebeschadens der Akuten Pankreatitis. Werte dargestellt als Mittelwerte (MW) +
Standardabweichung des MW (SEM) und Signifikanz fiir p< 0,05 (*). Aufgrund chirurgischer Manipulation Odemwert in Kontrollgruppe.
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3.2. Ergebnisse der Ischimie/Reperfusion (I/R)

3.2.1. Ergebnisse der IVM

3.2.1.1. Geschwindigkeit der Thrombozyten kapilliar und venoliir

Im 2-seitigen Dunett-T-Test ergab sich kapillar fiir die Geschwindigkeit der Thrombozyten,
dass diese in allen Ischdmie-Reperfusionsgruppen gegeniiber der Kontrollgruppe signifikant
verringert war. Innerhalb der Ischdmie-Reperfusionsgruppen war keine Signifikanz der
Werte zu verzeichnen. Venoldr ergab sich eine signifikante Verringerung der
Thrombozytengeschwindigkeit beim Vergleich der Werte zwischen der I/R-Gruppe und der

I/R-Cyc-Gruppe mit der Kontrolle.
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Diagramm 3.2.1.1. a) Darstellung der MCTV im Pankreas nach 1h Ischdmie und 0,5h Reperfusion mit/ohne Therapie. Werte dargestellt
als Mittelwerte (MW) + Standardabweichung des MW (SEM) und Signifikanz fiir p<0,05 (*).
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Diagramm 3.2.1.1. b) Darstellung der MVTV im Pankreas nach 1h Ischdmie und 0,5h Reperfusion mit/ohne Therapie. Werte dargestellt
als Mittelwerte (MW) * Standardabweichung des MW (SEM) und Signifikanz fiir p<0,05 (*).
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Abb. 3.2.1.1. a) Bild aus der IVM: Venole aus dem Pankreas nach 1h Ischdmie und 0,5h Reperfusion von rechts oben nach links unten
verlaufend. Viele der hell leuchtenden, fluc kierten Thrombozyten sticken oder rollen mit reduzierter FlieBgeschwindigkeit
entlang des Geféfiendothels.

Abb. 3.2.1.1. b) Bild aus der IVM: Kapillarfeld aus dem Pankreas nach 1h Ischimie und 0,5h Reperfusion. Das Parenchym stellt sich
wiederum als wolkiges Gebilde dar, in dem vermehrt hell leuchtende Thrombozyten fest am GefédBendothel anhaften (Sticker) oder mit
verminderter FlieBgeschwindigkeit an der Kapillarwand entlangrollen.
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3.2.1.2. Temporir adhirente Thrombozyten (Roller) kapilléir und venolir

Der Vergleich der Werte aller I/R-Gruppen im Kruskal-Wallis-Test erbrachte eine

signifikante Zunahme der Anzahl tempordr adhdrenter Thrombozyten gegeniiber der

Kontrollgruppe.
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Diagramm 3.2.1.2. a) Darstellung der Anzahl temporér adhdrenter Thrombozyten kapillir nach 1h Ischiamie und 0,5h Reperfusion
mit/ohne Therapie. Werte dargestellt als Mittelwerte (MW) + Standardabweichung des MW (SEM) und Signifikanz fiir p<0,05 (*).

Im venoldren Bereich hingegen ergab sich eine Signifikanz im Vergleich der Werte der

Versuchsgruppen untereinander sowie mit den Werten der Kontrollgruppe.
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Diagramm 3.2.1.2. b) Darstellung der Anzahl temporir adhérenter Thrombozyten venoldr nach 1h Ischiamie und 0,5h Reperfusion
mit/ohne Therapie. Werte dargestellt als Mittelwerte (MW) + Standardabweichung des MW (SEM) und Signifikanz fiir p<0,05 (*).
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3.2.1.3. Permanent adhérente Thrombozyten (Sticker) kapillar und venolir
Kapillar waren die Werte der I/R-Gruppen im Vergleich zu denen der Kontrollgruppe
signifikant erhoht. Innerhalb der I/R-Gruppen erwiesen sich die Werte der Gruppe I/R-

FK506 als signifikant niedriger als bei den Gruppen I/R und I/R-Cyc.
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Diagramm 3.2.1.3. a) Darstellung der Anzahl permanent adhérenter Thrombozyten kapillir nach 1h Ischdmie und 0,5h Reperfusion
mit/ohne Therapie. Werte dargestellt als Mittelwerte (MW) + Standardabweichung des MW (SEM) und Signifikanz fiir p<0,05 (*).

Venolir stellten sich die Werte aller drei I/R-Gruppen gegeniiber denen der Kontrollgruppe

als signifikant erhoht dar:
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Diagramm 3.2.1.3. b) Darstellung der Anzahl permanent adhdrenter Thrombozyten venoldr nach 1h Ischdmie und 0,5h Reperfusion
mit/ohne Therapie. Werte dargestellt als Mittelwerte (MW) + Standardabweichung des MW (SEM) und Signifikanz fiir p<0,05 (*).
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3.2.14. Geschwindigkeit der Erythrozyten kapilldr und venolir

Die MCEV ergab ebenso wie die MVEV fiir die mit Cyclosporin therapierte I/R-Gruppe
eine signifikante Reduzierung der Erythrozytengeschwindigkeit gegeniiber der
Kontrollgruppe. Die Werte der I/R-Gruppe und der I/R-FK506-Gruppe zeigten hingegen

keine signifikante Verringerung der Geschwindigkeit.
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Diagramm 3.2.1.4. a) Darstellung der MCEV im Pankreas nach 1h Ischamie und 0,5h Reperfusion. Werte dargestellt als Mittelwerte
(MW) £ Standardabweichung des MW (SEM) und Signifikanz fiir p<0,05 (*).
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Diagramm 3.2.1.4. b) Darstellung der MVEV im Pankreas nach 1h Ischimie und 0,5h Reperfusion. Werte dargestellt als Mittelwerte
(MW) = Standardabweichung des MW (SEM) und Signifikanz fiir p<0,05 (*).
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3.2.1.5. Temporiir adhirente Leukozyten (Roller) kapilléir und venolir

Die Anzahl der temporir adhdrenten Leukozyten war kapilldr bei den I/R-Gruppen im Test

gegen die Kontrollgruppe jeweils signifikant erh6ht. Innerhalb der I/R-Gruppen war keine

Signifikanz zu verzeichnen.

Temporar adhédrente Leukozyten kapillar

12 =

10 - i
- 8 * O Kontrolle
§ 6 * I mI/R
< 4 OUR-Cyc

9 O1/R-FK506

0

Kontrolle IIR I/IR-Cyc I/IR-FK506

Diagramm 3.2.1.5. a) Darstellung der Anzahl temporir adhdrenter Leukozyten kapilldr im Pankreas nach 1h Ischimie und 0,5h
Reperfusion. Werte dargestellt als Mittelwerte (MW) + Standardabweichung des MW (SEM) und Signifikanz fiir p<0,05 (*).

Venolér war nur die Anzahl der temporér adhidrenten Leukozyten der I/R-Cyc-Gruppe gegen

alle anderen Gruppen signifikant erhoht.
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Diagramm 3.2.1.5. b) Darstellung der Anzahl temporir adhdrenter Leukozyten venoldr im Pankreas nach lh Ischimie und 0,5h
Reperfusion. Werte dargestellt als Mittelwerte (MW) + Standardabweichung des MW (SEM) und Signifikanz fiir p<0,05 (*).
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3.2.1.6. Permanent adhiirente Leukozyten (Sticker) kapillidr und venoliir

Die Anzahl der permanent adhérenten Leukozyten war kapilldr und venolér fiir die I/R-Cyc-
Gruppe gegeniiber den Werten der anderen I/R-Gruppen und der Kontrolle signifikant
erhoht. Die Anzahl der permanent adhdrenten Leukozyten der I/R-Gruppe und der I/R-

FK506-Gruppe hingegen war nicht signifikant erhoht.
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Diagramm 3.1.1.6. a) Darstellung der Anzahl permanent adhérenter Leukozyten kapillir im Pankreas nach 1h Ischdmie und 0,5h
Reperfusion. Werte dargestellt als Mittelwerte (MW) £ Standardabweichung des MW (SEM) und Signifikanz fiir p<0,05 (*).
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Diagramm 3.1.1.6. b) Darstellung der Anzahl permanent adhirenter Leukozyten venoldr im Pankreas nach 1h Ischdmie und 0,5h
Reperfusion. Werte dargestellt als Mittelwerte (MW) + Standardabweichung des MW (SEM) und Signifikanz fiir p<0,05 (*).
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3.2.2. Serumwerte fiir verschiedene Parameter

3.2.2.1. Amylase

Die Serum-Amylase-Werte waren bei Vergleich der I/R-Gruppen gegen die Kontrollgruppe
durchweg signifikant erhoht; innerhalb der I/R-Gruppen waren nur die Werte der I/R-Cyc-

Gruppe gegen die beiden anderen I/R-Gruppen signifikant erhoht.
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Diagramm 3.2.2.1. Darstellung der Amylasewerte im Serum nach 1h Ischdmie und 0,5h Reperfusion. Werte als Mittelwerte (MW) *
Standardabweichung des MW (SEM) und Signifikanz fiir p<0,05 (*).

3.2.3. Feucht-Trocken-Gewicht

Das Feucht-Trocken Gewicht ergab fiir keine Gruppe signifikante Werte.
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Diagramm 3.2.3. Darstellung des Feucht-Trocken-Gewichts. Werte dargestellt als Mittelwerte (MW) + Standardabweichung des MW
(SEM) und Signifikanz fiir p<0,05 (*).
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3.2.4. Histologischer Gewebeschaden
3.2.4.1.-3. Odem, Inflammation und Nekrose

Bei den lichtmikroskopischen Untersuchungen zeigte sich im Vergleich der Gruppe I/R-Cyc
mit der Kontrollgruppe eine signifikante Zunahme von Inflammation und Nekrose,
wohingegen bei keiner der Versuchsgruppen hinsichtlich des Parameters der Odematisierung
sowie der anderen Parameter eine Signifikanz zu den Werten der Kontrollgruppe zu

verzeichnen war .
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Diagramm 3.2.4. Darstellung des histologischen Gewebeschadens nach 1h Ischdmie und 0,5h Reperfusion. Werte als Mittelwerte (MW) +
Standardabweichung des MW (SEM) und Signifikanz fiir p< 0,05 (*). Die chirurgische Manipulation erklirt den Odemwert der
Kontrollgruppe.
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4. Diskussion

4.1.  Methodik

4.1.1. Modell

Das in der vorliegenden Arbeit verwendete Modell der Akuten Pankreatitis wurde in dieser
Form 1992 durch Schmidt et al [178] etabliert und standardisiert . Es wurde seitdem in mehr
als 80 Studien [91,93,103,177] verwendet und basiert auf der Hyperstimulation des
exokrinen Pankreas durch die hochdosierte i.v. Gabe von Caerulein in definierter Dosierung
zur Induktion einer ddematdsen Verlaufsform der AP. Durch die Kombination dieser
Stimulation mit der druck- und volumenkontrollierten Applikation einer Gallensalzlgsung
(Glykodesoxycholséure) in den Ductus pancreaticus ist in diesem Modell dariiber hinaus die
Induktion einer schweren hédmorrhagisch-nekrotisierenden Verlaufsform moglich. Das
Modell ist hierbei hinsichtlich des Schweregrades in Abhingigkeit der verwendeten
Gallensalzkonzentration variabel, wobei Abstufungen von 2,5 bis 10 mM verwendet werden.
In der vorliegenden Studie wurde eine verhéltnismaBig niedrige Konzentration (2,5 mM)
gewihlt.

Die Verwendung einer niedrigeren Konzentration von Gallensalzen gewdhrleistet eine
mittelschwere ~ Schddigung des Organs im Vergleich zu der hochdosierten
Gallensalzkonzentration. Hierdurch konnen auch feine Verdnderungen im frithen Verlauf
intravitalmikroskopisch erfasst werden. Insbesondere bei Untersuchung der Thrombozyten

nach Induktion der schweren Verlaufsform der AP durch Verabreichung einer hohen
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Dosierung von Gallensalzen (10mM) kénnen die Veranderungen bereits so stark ausgeprigt
sein, daf3 eine intravitalmikroskopische Untersuchung aufgrund der massiven Verdnderungen
und Perfusionsausfille nicht mehr méglich ist, so dass sich das Modell in der milden und

mittelschweren Verlaufsform fiir die zu untersuchende Fragestellung sehr gut eignet.

Das im anderen Teil der Arbeit verwendete Ischdmie/Reperfusionsmodell wurde 1995 von
Hoffmann et al. [75] bei der Ratte etabliert. Es basiert auf der Induktion einer kompletten
und reversiblen warmen Ischdmie des Pankreas durch zeitdefinierte temporire Okklusion der
vier versorgenden Arterien. Durch die Induktion der Ischdmie in situ kann nach Reperfusion
die Untersuchung der pankreatischen Mikrozirkulation mittels Intravitalmikroskopie
erfolgen. Auch dieses Modell wurde bereits in zahlreichen Studien eingesetzt
[36,63,78,147] und war das Modell der Wahl fiir die dieser Arbeit zugrunde liegende
Fragestellung, welche Rolle die Thrombozyten im Rahmen einer Mikrozirkulationsstorung,
wie sie  bei  Ischdmie-Reperfusionsvorgingen = vor dem  Hintergrund  der
Pankreastransplantation vorkommen, einnehmen.

Die Verwendung eines Transplantatmodelles war fiir diese Arbeit nicht geeignet, da fiir die
Untersuchung der Thrombozytenfunktion mdglichst alle EinfluBgrofen aufBerhalb der
untersuchten Ischdmie-Reperfusionsvorgénge ausgeschaltet werden sollten. Hierbei konnen
insbesondere das grofle operative Trauma im Rahmen einer Pankreastransplantation sowie
alle mit der Konservierung des Organs und der kalten Ischidmiezeit zusammenhéngenden
Faktoren Einfluf} auf die untersuchte Fragestellung nehmen, was durch die warme Ischédmie

und Belassung des Pankreas in situ vermieden wird.
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4.1.2. Die Intravitalmikroskopie

4.1.2.1. Die Fluoreszensmikroskopie mit Fluoreszein-Isothiocyanat

Die durch Sarelius und Duling [174] 1982 entwickelte Methode der Erythrozytenfarbung
mittels Fluorescein-Isothiocyanat (FITC) wurde 1995 von Mithdfer et al. [141] im
Rattenmodell zur Darstellung sowohl der physiologischen als auch der pathologischen
FlieBeigenschaften des Blutes im Pankreas angewendet. Nach den Resultaten dieser Studie
liefern FITC-markierte Erythrozyten zuverldssige qualitative und quantitative Daten tiber
mikrozirkulatorische Verdnderungen des Pankreas.  Hierbei verhindert die strenge
Begrenzung einer Bindung des Fluoreszens-Markers an die Erythrozyten einen Ubertritt des
Markers aus den Zellen in GefdB3e und Gewebe und minimiert die Phototoxizitdt, wodurch
wiederum die intravitale Untersuchung der FlieBeigenschaften im pankreatischen
Kapillargebiet verbessert wird.

Die mogliche schidigende Wirkung des FITC [54,72,164] kann durch eine exakte minimale
Dosierung limitiert werden. Das Antioxidantiensystem der Erythrozyten wirkt einer
farbstoffbedingten Toxizitit ebenfalls entgegen, da durch die FITC-Markierung der
Erythrozyten induzierte Sauerstoffradikale abgefangen werden [152]. Dariiber hinaus sind
mogliche toxische Resteffekte als systematischer Fehler in allen Versuchsgruppen

vorhanden und beeintrachtigen somit die Vergleichbarkeit der Ergebnisse nicht.
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4.1.2.2. Die Fluoreszensmikroskopie mit Rhodamine-6G bei den Leukozyten

Steinbauer et al. [185] untersuchten hinsichtlich der Anwendung von Rhodamine-6G als
Fluoreszenzfarbstoff im Modell des Syrischen Goldhamsters unter Verwendung einer
Riickenhautkammer die Phototoxizitdt des verwendeten Farbstoffes in Abhéngigkeit von der
Lichtdosis unter normalen und pathologischen Bedingungen. Hierzu wurde nach
vierstiindiger Druckischdmie die GefdBarchitektur im Rahmen einer standardisierten IVM
auf etwaige Auswirkungen phototoxischer Effekte von FITC-Dextran und/oder Rhodamine-
6G untersucht. Hierbei konnten fiir Rhodamine-6G grundsitzlich phototoxische Effekte wie
GefaBkonstriktion, Thrombusformation und eine erhohte LEI beobachtet werden, relevant
war dies jedoch nur bei Verwendung wesentlich hoherer Dosen als sie normalerweise bei
Standarduntersuchungen im Rahmen der IVM benétigt werden. Trotz einer Vorschidigung
durch die Ischidmie/Reperfusionsvorginge erbrachte ein Vergleich der Epi- und
Transillumination zu keiner Zeit signifikante Unterschiede, was unterstreicht, dass die
Epiillumination und Fluoreszensfarbung per se die experimentellen Daten nicht beeinflussen.
Somit ist dies eine sichere Methode, um Ischdmie-Reperfusionsstudien durchzufiihren, ohne
dass durch die Fluoreszensmikroskopie mit der Induktion phototoxischer Effekte gerechnet
werden muB.

Auch Harris et al. [68] untersuchten in einer Studie die Fragestellung, ob die Lichtexposition
fluoreszensmarkierter Leukozyten zu einem verdnderten Adhédsionsverhalten derselben
beziiglich temporérer oder permanenter Adhésion am Gefdendothel fiithrt. Hierzu wurden
Maiusen FITC-Dextran und/oder Rhodamine-6G sowie mit Acridin-Orange markierte
Leukozyten intravends appliziert; eine zusétzliche Gruppe diente als Kontrollgruppe. In
allen Gruppen wurden intravitalmikroskopisch unter Verwendung der Epiillumination

Gefdf3diameter und LEI untersucht. Das Resultat ergab keine signifikanten Unterschiede
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zwischen allen untersuchten Gruppen. Somit konnten auch hier die Ergebnisse von

Steinbauer et al. [185] bestétigt werden.

4.1.2.3.Die Fluoreszensmikroskopie mit Rhodamine-6G bei den Thrombozyten

Die Methode der Fluoreszensmikroskopie mit Rhodamine-6G-markierten Thrombozyten
wurde erstmals von Massberg et al. 1998 am Ileum der Maus etabliert und standardisiert
[128]. In dieser Studie wurde untersucht, welche Bedeutung die Thrombozyten-Endothel-
Interaktion (TEI) unter physiologischen Bedingungen und nach Ischdmie-Reperfusion
einnimmt. Hierflir etablierte und standardisierte die Forschungsgruppe {iiber definierte
Zentrifugationsabldufe eine Separierung der Thrombozyten, die anschlieBend mit
Rhodamine-6G markiert und dann per Flow-Zytometrie und Zellzdhlung auf erfolgreiche
Markierung, Separierung von den anderen Zellfraktionen, Zellzahl und mogliche
Aktivierung im Rahmen des Trennungs- und Farbeprozesses getestet wurden.

In der vorliegenden Arbeit konnte erstmals die von Massberg et al. etablierte Methode auch
im Pankreas zur Untersuchung der Rolle der Thrombozyten bei AP sowie Ischidmie-
Reperfusionsvorgidngen angewendet werden.  Hierbei liel sie sich problemlos auf das
Pankreas iibertragen und war zur Klidrung der Fragestellung dieser Arbeit geeignet. Die
Etablierung und Standardisierung dieses Verfahrens stellt somit eine vollig neue
Untersuchungstechnik am Pankreas dar, welche im Rahmen dieser Dissertation

durchgefiihrt wurde.
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4.2. Ergebnisse der Akuten Pankreatitis

In beiden Gruppen mit AP bestand eine signifikante Hyperamylasdmie und Hyperlipasédmie,
auch hier in Abhéngigkeit vom Schweregrad der AP. Im klinischen Verlauf der AP dienen
die Enzyme, insbesondere die Amylase, neben der primdren Diagnose v.a. zur
Verlaufsbeurteilung unter Therapie. Neben dem Verlauf des C-reaktiven Proteins gilt die
Amylase als sensitiver Laborparameter fiir diesen Zweck [29], obwohl auch Verldufe der AP
mit Normoamylasdmie beschrieben sind [29]. Dennoch unterstreichen auch die Ergebnisse
unserer Studie, dass die Schwere der Gewebeschiddigung mit der Amylase-Freisetzung
korreliert.

Auch die Thromboxanwerte waren in Korrelation mit dem Schweregrad der AP erhoht; sie
gelten als Marker fiir eine Thrombozytenaktivierung [165]. Thromboxan z&hlt zu den
Entziindungsmediatoren und entsteht im Rahmen der Metabolisierung aus Arachidonséure;
als Schliisselenzyme fiir die Synthese von Thromboxan A, gelten die Cyclooxygenase
(COX-1) und die Thromboxan-A,-Sythetase, deren selektive Inhibition bei der Verwendung
von Thrombozytenaggregationshemmern einen therapeutischen Ansatzpunkt darstellt [33].
Auf diesem Wirkmechanismus basiert z.B. die Anwendung von Acetylsalicylsdure (ASS),
dem die irreversible Hemmung der Cyclooxygenase sowie die irreversible Blockade der
Thromboxan-A,-Synthetase in den Thrombozyten zugrunde liegt.

Histologisch ist auch in dieser Arbeit eine entziindliche Gewebeinfiltration sowie eine
Odematisierung des Gewebes zu sehen. Die Odematisierung ist bei der milden AP weitaus
deutlicher ausgeprégt als bei der schweren AP, hingegen nimmt die entziindliche Infiltration
des umliegenden Gewebes mit dem Schweregrad der AP zu. Mit Fortschreiten des
Schweregrades geht auch das Bild von Hédmorrhagien und Zellnekrosen im Azinusbereich

einher, was ebenso kennzeichnend fiir die schwere AP ist.
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4.2.1. Mikrozirkulationsstorung und Bedeutung der humoralen und zelluliren

Gerinnungskomponenten

Im Verlauf der akuten Pankreatitis zeigt sich eine signifikant verringerte
FlieBgeschwindigkeit der Thrombozyten im kapilldren Bereich sowohl bei milder als auch
bei schwerer AP. Auch im venoldren Bereich war dieses Phdnomen tendenziell zu
beobachten, wobei die Verringerung der FlieBgeschwindigkeit noch keine statistische
Signifikanz erreichte. Ursache hierfiir konnte sein, dass sich die Schadigung durch die
Induktion der Pankreatitis im kapilldren Bereich des Pankreas aufgrund des geringeren
Gefadurchmessers und der damit verbundenen bereits physiologisch verminderten
FlieBgeschwindigkeit und verringerten Scherkriafte schon bei geringerer Schidigung
manifestiert, wogegen im venoldren Bereich erst bei stirkerer Schddigung bzw. erst im
spéteren Stadium die Verdnderungen evident werden.

Parallel dazu war die Zahl der tempordr und permanent adhdrenten Thrombozyten im
Vergleich der Kontrollgruppe gegen die beiden Gruppen mit AP ebenfalls signifikant erhoht,
mit Ausnahme der permanent adhérenten Thrombozyten in der Caeruleingruppe, wo diese
Verdnderungen tendenziell vorhanden, aber nicht signifikant waren.

Auch dies spricht fiir eine Aktivierung der Thrombozyten, wobei das Ausmal} der
Thrombozytenaktivierung mit dem Schweregrad der Organschadigung korreliert. Bei milder
AP ist die Thrombozyten-Endothel-Interaktion noch reversibel, wohingegen ein zunehmend

schwerer Verlauf die Interaktion irreversibel werden lésst.

Aktivierung und Funktion der Thrombozyten im experimentellen Modell der milden und der
hamorrhagisch-nekrotisierenden Verlaufsform der AP werden sowohl auf humoraler Ebene

als auch auf zelluldrer Ebene moduliert. =~ Die Thrombozytenadhdsion und —aggregation
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kann, sofern sie nicht der Hédmostase zur Limitierung eines Blutverlustes nach
GefaBlendothelschiadigung dient, zu arteriellem Verschlufl und irreversiblem Gewebeschaden
infolge mangelhafter Durchblutung fithren. Zahlreiche in-vitro Studien zeigen, dass die
Interaktion zwischen GPIb-V-IX und vWF (von Willebrand Faktor) die im Blutstrom
vorhandenen Thombozyten an den Ort der geschadigten GefdaBwand rekrutieren [169]. Hier
findet die Interaktion zwischen Thrombozyten und GefdBendothel statt, was in fester
Adhédsion und konsekutivem Thrombuswachstum resultiert [30,209]. Obwohl viele der
subendothelial gelegenen Komponenten wie Laminin, Fibronectin und vWF ein geeignetes
Substrat fiir die feste Adhédsion der Thrombozyten darstellen, wird fibrilldres Kollagen,
freigesetzt im Rahmen der Endothelschddigung, als am meisten thrombogen wirkender
Bestandteil der subendothelialen Matrix erachtet, da es nicht nur die Thrombozytenadhésion
fordert, sondern auch noch als potenter Aktivator der Thrombozyten in vitro gilt [7,30].

Des weiteren wurde die vermutete Schliisselstellung des P-Selectin als Mediator bei Hypoxie
und Reoxygenierungsvorgingen in Form von Rolling und Extravasation wihrend
Ischdamie/Reperfusionsvorgdngen untersucht, wobei insbesondere die Herkunft des
freigesetzten P-Selectin differenziert wurde. P-Selectin ist ein Glykoprotein und wirkt als
Mediator fiir die tempordre Adhdrenz der Thrombozyten und Leukozyten entlang des
aktivierten Gefdllendothels. Nach entsprechendem Stimulus wird es aus der a-Granula der
Weibel-Palade-Korperchen an die Zelloberflache ausgeschiittet [79,134] und wird seiner
Funktion als Mediator fir die Interaktion zwischen aktivierten Thrombozyten und
Leukozyten/Monozyten gerecht [116]. Initialer Ausldser bei der Thrombozytenaggregation
ist die Bindung von Fibrinogen an aktiviertes GPIla/Illb, wodurch es zur Vernetzung der
einzelnen Thrombozyten kommt [69]; diese Verbindung nimmt an Stabilitdt zu [154,155]
und wird vom Ausmal} der Thrombozytensekretion beeinflusst [25,95,96]. Merten et al.

[140] untersuchten die Fragestellung, welche Funktion genau P-Selectin bei der
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Thrombozytenaggregation zukam und stellten fest, dass GroBe und Stabilitdt der
Thrombozytenaggregate vom Ausmal} der P-Selectin-Ausschiittung abhingig sind und die
Verabreichung von Anti-P-Selectin-Ak bereits 5 Minuten nach Thrombozytenaktivierung
eine Deaggregation initialer Thrombozytenaggregate mit einer an EDTA heranreichenden
Wirkungskraft bewirken konnte. Nach diesen Ergebnissen spielt somit P-Selectin eine
zentrale Rolle bei der Thrombozyteninteraktion nicht nur mit Endothelzellen/ Leukozyten,
sondern auch mit anderen Thrombozyten.

Unter Verwendung entsprechender P-Selectin-defizienter Méuse [140] konnte gezeigt
werden, dass das P-Selectin aus Weibel-Pallade-Bodies der Endothelzellen und weniger das
aus den alpha-Granula der Thrombozyten fiir die durch Ischdmie/Reperfusionsvorginge
induzierte TEI verantwortlich war.

Andre et al. [4] untersuchten in einer Studie 2000 die Fragestellung, ob freigesetzter vWF in
vivo die Rekrutierung von Thrombozyten vermittelt und zudem fiir die selectinunabhingige
Adhision der Thrombozyten ans Gefd3endothel verantwortlich sein kann, was in vorherigen
Studien beobachtet wurde [49]. Weibel-Palade-Korperchen enthalten nicht nur P-Selectin,
sondern auch vWF [193], einen wichtigen Liganden fiir die Thrombozyten-Rezeptoren
GPIba und olIbBIIL, der bei Gefdlverletzungen fiir Thrombozytenadhésion und —aggregation
eine Rolle spielt [170]. Zur Kldrung dieser Fragestellung verwendete Andre Wildtyp- und
vWF-defiziente Miduse in einem IVM-Modell, bei dem die TEI in aktivierten mesenterialen
Venolen beobachtet wurde. Er konnte einwandfrei nachweisen, dass luminal freigesetzter
VvWEF aus den Weibel-Palade-Korperchen des GefdBendothels fiir die zu beobachtende
Thrombozytenadhdsion verantwortlich war, ein aus der subendothelialen Matrix freigesetzter
vWF konnte definitiv ausgeschlossen werden. Demnach kam es zu einer deutlichen TEI in
den mesenterialen Venolen in vivo, die sowohl induzierbar alsauch reversibel ist. Jeder

Stimulus, der zur Exozytose der Weibel-Palade-Korperchen fiihrt, exponiert hoch reaktive
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Formen von vWF und P-Selectin und bringt eine schnelle und bedeutsame Anhédufung von
Thrombozyten und Leukozyten mit sich. Zu diesen Stimuli zahlen Hypoxie [157], virale
und bakterielle Infektionen [43,182], Thrombin [31,191], Entziindungsmediatoren [65,180],
Sauerstoffradikale [153] und Fibrindeposition [167]. Analog zu den Beobachtungen Andres
konnten wir in unserer Studie feststellen, dass nach Induktion der milden und
hamorrhagisch-nekrotisierenden ~ Pankreatitis  mit  anschlieBendem  Anstieg  der
Entziindungsmediatoren eine Abnahme der ThrombozytenflieBgeschwindigkeit sowie eine
Zunahme der Anzahl temporir und permanent adhdrenter Thrombozyten und Leukozyten zu
beobachten war; hierbei war der kapillare Bereich der Mikrozirkulation in Abhangigkeit vom

Schweregrad der induzierten Pankreatitis stiarker betroffen als der venolére.

Massberg et al. [129] konnten in einer in-vivo Studie nachweisen, daf} auf
molekularbiologischer Ebene sowohl GPVI alsauch GPIba fiir die Rekrutierung der
Thrombozyten an den Ort der Gefdlendothelschédigung notwendig sind. Zum ersten Mal
konnte nachgewiesen werden, dass direkte Thrombozyten-Kollagen-Interaktionen (TKI) zur
initialen Thrombozytenaktivierung und andauernder stabiler Thrombozytenadhésion und —
aggregation am Ort der GefdBwandschiddigung notwendig sind. GPVI wurde als
Schliisselregulativ bei diesem Prozess identifiziert, vorab in vitro [145], von Massberg et al.
dann in vivo, wohingegen andere Oberfldchenrezeptoren wie GPIb-V-IX und a,f; in vivo
nicht ausreichen, um die Thrombozytenadhdsion und —aggregation am verletzten
GefédBlendothel zu initiieren.  Dementsprechend gilt der Therapieansatz in Form einer
Blockade ausschlieBlich des GPVI-Kollagenrezeptors als vielversprechend; das Fehlen bzw.
die Blockade anderer Kollagenrezeptoren wie z.B. Integrin a3 oder GPV resultiert lediglich

in einem leichten Defekt der TKI [47,142,145].
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Hinsichtlich der erythrozytiren Flieeigenschaften ergab sich ebenfalls eine Reduktion der
FlieBgeschwindigkeit im kapilldren Bereich, wohingegen im venoldren Bereich nur die
GDOC-Gruppe, bei der eine umfassendere Schiadigung des Organs vorlag, eine signifikant
reduzierte FlieBgeschwindigkeit der Erythrozyten aufwies. Aufgrund des groBeren
Zelldurchmessers der Erythrozyten kommt es im Bereich der Kapillarfelder auch bei
geringer Organschiadigung schon zu einer deutlich ausgepréigten Flussreduktion, wohingegen
in den grofBlumigeren Venolen diese Verdnderungen erst bei weitergehender Schédigung

evident werden.

Die Untersuchung der Leukozytenfraktion, deren Verhalten hinsichtlich temporirer und
permanenter Adhdrenz untersucht wurde, ergab eine Zunahme in der Gesamtzahl beim
Vergleich der Kontrollgruppe mit den beiden Versuchsgruppen sowohl kapilldr alsauch
venoldr. Die Induktion der AP fiihrt zur Expression von ICAM-1-Rezeptoren auf der
Zelloberfliche, einem der Schliisselproteine fiir die Leukozyten-Endothel-Interaktion. In
der Folge kommt es zur Storung der Gewebeintegritit und durch den Verlust der
Schrankenfunktion zu Odembildung sowie zur Margination und Gewebeinfiltration der

Entziindungszellen [56,103,139].

In der vorliegenden Studie wird die Thrombozytenaktivierung gleichzeitig von einer
Leukozytenaktivierung begleitet. Die Interaktion zwischen diesen beiden Zelltypen in Form
einer Thrombozyten-Leukozyten-Interaktion (TLI) wurde zwar in unserer Studie nicht
explizit untersucht, gilt aber als wahrscheinlich, da Yeo et al. [207] und Kuijper et al. [106]
dieses Phidnomen bereits beschrieben. Evangelista et al. [44] kommen bereits 1996 in einer

Studie zu dem SchluB, dass bei der TLI ebenfalls P-Selectin eine Schliisselrolle spielt, wobei
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die exakten Mechanismen und in den Vorgang involvierten Rezeptoren noch nicht detailliert
bekannt sind.

Wie in zahlreichen Studien untersucht, nimmt die LEI mit steigender Scherkraft ab und
héngt zudem von einer initialen Phase des Rolling ab, das durch P-Selectin vermittelt wird
[107]; demgegeniiber nimmt die TEI mit fallenden Scherkréften stetig zu, wie Lagadec et al.
[112] 2003 in einer Studie zeigen konnten, bei der die Beteiligung des auf humanen und
murinen Thrombozyten exprimierten CD47-Rezeptors an der TEI infolge einer Stimulierung
des GefdBlendothels mittels TNF-o demonstriert wurde, woraus sich als moglicher
Therapieansatz  eine  Blockade @ des  CD47-Rezeptors  zur  Inhibition  der
Thrombozytenadhdsion an das entziindlich verdnderte Gefdlendothel ergibt, was bislang

allerdings noch nicht untersucht wurde.

Zhao et al. [211] evaluierten die Fragestellung, ob Platelet Activating Factor (PAF) eine
regulative Rolle auf die Expression von Adhédsionsmolekiilen und die Ansammlung von
Leukozyten bei der AP spielt. PAF wird unter anderem auch von Thrombozyten produziert
und ist im Rahmen der entziindlichen Geschehnisse ein friih einflussnehmender Mediator, so
dass ein Zusammenhang zwischen erhohten PAF-Serumspiegeln und einer vermehrten TLI
wahrscheinlich ist. Im Resultat der Studie von Zhao et al. [211] nahm zwar die Zahl der
Adhisionsmolekiile im Rahmen einer AP zu, die zusétzliche Gabe von PAF bewirkte jedoch
keine weitere Zunahme der absoluten Zahl der Adhésionsmolekiile. Der Einsatz eines PAF-
Inhibitors dagegen bewirkte eine Verringerung der Zahl von Adhésionsmolekiilen auf
mehrere Arten: zum einen wurde die Konzentration an Zytokinen wie TNF-a und IL-1B
gesenkt [113,124], zum anderen wurde der oxidative Stress im Pankreas reduziert [113,195].
Die aufgrund dieser Ergebnisse durchgefiihrten klinischen Studien zum Einsatz von PAF-

Inhibitoren (z.B. Lexipafant) bei AP waren jedoch enttduschend [82,85,94,113,135].
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Eine wichtige Aufgabe der intakten GefaBstruktur im mikrozirkulatorischen Bereich ist es,
die Adhidsion von Thrombozyten und eine Mikrothrombenformation zu verhindern, um
Durchblutungsengpésse zu vermeiden. Die Endothelzellen tragen auf mehrere Weise dazu
bei, eine innere Oberfliche des Gefdlendothels aufrechtzuerhalten, die der Bildung von
Gefaithromben entgegenwirkt, S0 z.B. durch die Herstellung von
Thrombozyteninaktivatoren wie Prostacyclin, durch eine Steigerung der Fibrinolyse und
durch das Fernhalten subendothelialer Matrixelemente wie Fibronectin und Kollagen von
den Thrombozyten und den zirkulierenden Gerinnungsfaktoren wie z.B. Faktor VIla [210].
Die Adhidsion der Thrombozyten an verletztes GefaBlendothel unter Freilegung der
subendothelialen Matrix ist hinreichend bekannt; neuere Studien haben jedoch ergeben, dass
die Thrombozyten in der Lage sind, zudem an aktiviertes GefdBBendothel wie auch an

aktivierte Leukozyten zu binden [49,50,127,130].

In unserer Studie konnten wir zweifelsfrei nachweisen, dass der Thrombozytenaktivierung
eine grofle Bedeutung im Rahmen der Entwicklung und des Verlaufs einer AP zukommt.
Am Adhésionsprozess im Rahmen der TEI sind diverse Rezeptoren beteiligt: P-Selectin, 3-
Integrine (GPlla/lllb), VWF und ICAM-1 [4,51,53,130], die ebenso wie zahlreiche
endothelstimmige Substanzen [70,123,162,163,173,181] in weiteren Studien auf ihren
genauen Mechanismus fiir eine Beteiligung der Thrombozyten an Entwicklung und Verlauf
der AP untersucht werden miissen und durchweg als Ansatzpunkt weiterer therapeutischer

Studien in Frage kommen.

70



Diskussion

4.3.  Ischimie/Reperfusionschaden (IRS)

Die Entwicklung des Ischdmie-Reperfusionsschadens (IRS) nach Wiederherstellung des
Blutflusses im Anschlufl an zuvor bestandene Ischimie initiiert eine Reihe von Ereignissen,
die zu Schiden der GefdBendothelzellen sowie der Parenchymzellen fithren konnen. Die
Adhision der Leukozyten an das Gefdflendothel und die anhaltende Migration der
Leukozyten ins Interstitium sind Hauptmerkmale des IRS [67,117,121,146]. In der Folge
kommt es zu einer Freisetzung von toxischen Stoffwechselprodukten, Proteasen und
Sauerstoffradikalen aus den Leukozyten, was zur Proteindenaturierung und
Enzymschddigung fiihrt und zur Ausbildung des ischidmie-reperfusions-induzierten Gefaf3-
und Gewebeschadens beitrdgt [42]. Viele der Mechanismen, die im Bereich der
Entziindungsreaktionen durch die I/R-Vorgidnge induziert werden, sind noch immer

unbekannt.

Chintala et al. [28] und Massberg et al. [127] wiesen nach, dass es nach Ischdmie des
Darmes zur Aktivierung der Thrombozyten in den Geféllen in der frilhen Reperfusionsphase
fihrt.  Eine &hnliche Beobachtung machten auch Kandogha et al. [87], die die
Thrombozytenaktivierung mit dem konsekutiven Rolling und Sticking derselben nach
warmer Leberischdmie beschrieben. Diese Beobachtungen korrelieren auch mit den von uns
beobachteten kapilliren und venoldren Vorgidngen im Pankreas. Daneben konnte in
mehreren Studien eine positive Auswirkung auf Leber und Pankreas durch Blockade von
Thrombozyten bei I/R-Vorgidngen [108,109] nachgewiesen werden. Auch infolge der
Aktivierung der Thrombozyten kommt es zu einer Generierung freier Sauerstoffradikale
[48,118,126] und Freisetzung proinflammatorischer Mediatoren wie Thromboxan Ao,

Leukotrienen, Serotonin, PF4 (platelet factor 4) sowie PDGF (platelet derived growth factor)
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[6,20,34,73,156,200]. Zudem besitzen Thrombozyten die Fahigkeit, die funktionelle
Reaktion der Leukozyten zu modulieren [45,168].

Aufgrund dieser pathophysiologischen Vorgiange kann die Adhésion und Aktivierung der
Thrombozytenfraktion durch postischdmische Endothelzellen den Endothelzellschaden
signifikant verschlechtern und zur Leukozytenaktivierung und deren Rekrutierung an den Ort
der Schadigung beitragen.

Eine zentrale Rolle fiir die Zell-Zell-Interaktionen zwischen Thrombo- und Leukozyten
spielen die Adhédsionsmolekiile der Thrombozyten, wie P-Selectin und PECAM-1; Integrine
wie LFA-1 und GPIIa/IlIb wiederum spielen eine Rolle bei der Thrombozytenadhision an
subendotheliale Matrixproteine [15,201]. Nach Aktivierung in Form von Hypoxie /
Reoxygenierung, wie dies im Rahmen einer I/R stattfindet, wird P-Selectin umgehend an der
Zelloberfliche exprimiert [15,157], was nicht nur zu einer Leukozyten- [121,122] sondern
auch Thrombozytenaktivierung [50] fiihrt, die iiber dieses Selectin mit den aktivierten
Endothelzellen interagieren. Da P-Selectin nach einem Stimulus extrem schnell an der
Zelloberfliche exprimiert wird, kommt seiner Beteiligung an einer TEI wahrend der frithen
postischamischen Reperfusion bei noch intakter Endothelfunktion eine zentrale Rolle zu.
Massberg et al. [127] konnten dies in einer Studie belegen, wobei diese Vorginge
pathophysiologisch vergleichbar mit denen im Rahmen der genuinen AP sind (s.4.2.1). Die
I/R-induzierte TEI wird nachweislich durch das P-Selectin der Endothelzellen vermittelt,
dessen Expression durch die Reperfusionsvorginge hochreguliert wird. Eine Beteiligung des
thrombozytiren P-Selectin aus den o-Granula der Thrombozyten an diesen Vorgéngen
konnten Massberg et al. eindeutig ausschlielen [127].

Diese Beobachtungen Massbergs stimmen mit den in dieser Studie erlangten Ergebnissen
iiberein; im Rahmen der I/R kam es zu einer Zunahme der Anzahl temporir und permanent

adhérenter Thrombozyten, wie intravitalmikroskopisch nachgewiesen werden konnte.
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Die Rolle des s-Selectin (soluble Selectin) wurde in dieser Studie nicht untersucht. Das s-
Selectin ist ein 16sliches Selectin, das im Serum nachgewiesen werden kann und als Marker
fiir Endothelzell- (sE-Selectin) und Thrombozytenaktivierung (sP-Selectin) vermutet wird
[27].  Cherian et al. [27] untersuchten in ihrer Studie 2003 die Serumspiegel von sE-
Selectin, sP-Selectin, vVWF-Antigen und platelet derived microvesicles (PDM) bei Patienten
mit ischdmischem Schlaganfall und konnten durchweg eine signifikante Erhohung
samtlicher Marker bei Schlaganfallpatienten gegeniiber gesunden Kontrollen nachweisen,
was den Zusammenhang zwischen erhohten Serumspiegeln der o.g. Marker und einer
Endothelzell- und Thrombozytenaktivierung unter ischdmischen Bedingungen in der

zerebralen Zirkulation unterstreicht.

Im Rahmen von I/R, Hypoxie und Reoxygenierung kommt es zur Aktivierung der
Endothelzellen in Form einer Oberfldchenexpression endothelialer Proteine. Besondere
Bedeutung hat hierbei die venoldre Fibrinogen-Akkumulation aus der subendothelialen
Matrix an die Oberfldche der Endothelzellen, zudem bewirkt die Endothelzellaktivierung
eine Unterdriickung der Thrombomodulinaktivitit, was ebenfall eine Thrombinaktivierung
und Fibrinogendeposition induziert [23,58,149,206]. In diesem Kontext wiesen Massberg et
al. [130] in einer Studie 1999 nach, dass die Fibrinogensequestration nach I/R an der
luminalen Oberfldche von Arteriolen und Venolen zur permanenten Thrombozytenadhésion
in diesen Bereichen fiihrte. Die Verwendung eines Antifibrinogen-Antikorpers zeigte keine
Auswirkungen auf die tempordre Adhésion der Thrombozyten, reduzierte jedoch die
permanente Thrombozytenadhédsion in erheblichem Umfang. Dies unterstreicht die

Bedeutung der Thrombozyten insbesondere bei schwerer Organschadigung.
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Massberg konnte zeigen, dass ICAM-1 einen neuartigen Rezeptor fiir Fibrinogen auf den
Endothelzellen darstellt. Eine verminderte endotheliale ICAM-1-Expression verringerte
nachweislich die Fibrinverlagerung an die postischdmische Gefalwand; in der Abwesenheit
von ICAM-1 war die Thrombozytenadhdsion signifikant reduziert, was Massberg
dahingehend deutete, dass ICAM-1 in vivo als Promotor fiir die Thrombozytenadhdsion an
das postischdmische Gefalendothel fungiert.

Bereits in vorangegangenen Studien wurde auf molekularer Ebene die Existenz einer
fibrinogen-recognition site auf ICAM-1 definiert, die sich wiederum von zuvor definierten
Bindungsregionen anderer Liganden unterscheidet [40]. So verstirkt Fibrinogen durch das
Erkennen von ICAM-1 die Adhésion der Leukozyten ans Gefdf3endothel in vivo und in vitro
[114,184] und unterstiitzt die transendotheliale Monozytenmigration [115]. Zudem konnte
nachgewiesen werden, dass das Bridging zwischen Fibrinogen und ICAM-1 die
Thrombozytenadhdsion an Human Umbilical Vein Endothelail Cells (HUVEC's) in vitro

mediiert [17].

Die Aktivierung der Thrombozyten fiihrt zu erhohter Fibrinogen-Bindungsaffinitit des
GPIIb/Il1a-Rezeptorkomplexes und initiiert eine feste und irreversible
Thrombozytenadhdsion [59,80,172,175]. Nachweislich ist auf molekularer Ebene in
Abwesenheit des allb/Bs-Integrins, einem Thrombozytenrezeptor, die
Thrombozytenadhdsion wahrend Ischdmie-Reperfusion attenuiert. Dies legt nahe, dass die
Thrombozyten in einem Vorgang an postischamische Endothelzellen binden, der das allb/fs-

Integrin, das wiederum an endothelgebundenes Fibrinogen bindet, involviert [130,188].
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Zahlreiche Studien beschéftigten sich mit der Fragestellung, welche therapeutischen
MaBnahmen zur Minimierung des IRS nach PTx klinisch von Vorteil sein konnten und somit
zu einer Verbesserung des Outcome beitragen konnten.

Leonhardt et al. [119] untersuchten in einer I/R-Studie 1995 die Auswirkungen von
Bepafant, einem PAF-Antagonisten, und beobachteten, dafl die Gabe von Bepafant den
inflammatorischen und vasokonstriktorischen Eigenschaften von PAF entgegenwirkten und
somit einen verringerten GefdBwiderstand und eine Erhéhung des Blutvolumens im
reperfundierten Pankreas bewirkte.

Thrombin ist einer der potentesten Thrombozytenaktivatoren und wird unter Mitwirkung der
Prothrombinase aus Prothrombin nach einem entsprechenden Stimulus synthetisiert.
Gemeinsam mit Fibrinogen reagiert es dann zu Fibrin, dessen Binden an das Integrin GP
Ialllb dann die Entstehung der Gefdfthromben ermdglicht. AT III verhindert das freie
Vorkommen von Thrombin im Blut. Zudem hat es antiinflammatorische Eigenschaften,
indem es als Promotor auf die endotheliale Ausschiittung von Prostacyclin wirkt, das die
Leukozytenaktivierung inhibiert und vermindert die inflammatorischen Auswirkungen auf
die Verletzung des GefdBendothels [35]. Eine Verringerung der AT III-Spiegel in
Verbindung mit einem Schaden am Spenderorgan unmittelbar nach Transplantation, wie sie
Nader et al. [83] in einer klinischen Studie demonstrieren konnten, zeigt die Notwendigkeit
fiir gleichbleibende oder sogar erhohte AT I1I-Spiegel nach PTx. In mehreren Studien wurde
daher ein moglicher therapeutischer Nutzen von AT III untersucht. Klinische Studien
ergaben eine positive Wirkung einer Applikation von AT III bei Sepsis [35,81], AP [13,205]
und Lebertransplantation [74,150] ohne ein Auftreten von Nebenwirkungen.

Hackert et al. [62] untersuchten in einer Studie den EinfluB einer prophylaktischen Gabe von
Antithrombin III (AT III) auf den IRS nach experimenteller PTx zur Vermeidung der

Entstehung einer Posttransplantatpankreatitis. Sie beobachteten eine Verringerung des
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Gewebeschadens durch ein Abschwidchen der Mikrozirkulationsstérung und der
Leukozytenadhésion in ihrem experimentellen Modell einer Posttransplantatpankreatitis.
Die prophylaktische Gabe von AT III verbesserte die Organperfusion aufgrund seiner
antikoagulatorischen Eigenschaften sowie durch die Blockade der ersten Schritte in der
Entziindungskaskade, wodurch die permanente Adhésion der Leukozyten in postkapilldren
Venolen reduziert wurde [13,205].

Ein moglicher neuer Ansatz hinsichtlich eines modulierenden Eingriffes in die
Gerinnungskomponenten konnte die Inhibition der Thrombozytenfunktion mittels P-

Selectin-Antikorpern sein, was Ziel weiterfithrender Studien sein wird.

4.3.1. Auswirkungen von Immunsuppressiva auf den Ischiimie-Reperfusionsschaden

Neben der rein pathophysiologischen Untersuchung der Thrombozyten nach I/R wurde in
der vorliegenden Arbeit die Auswirkung der Immunsuppressiva FK506 und Cyclosporin auf
den Ischdmie-Reperfusionsschaden des Pankreas untersucht. Klinischer Hintergrund ist die
Pankreastransplantation, in deren postoperativem Verlauf beide Immunsuppressiva im
Rahmen von Standard-Therapieprotokollen zum Einsatz kommen [61,84,85,86,159]. Dabei
ist bislang unklar, ob und wenn ja welchen Einfluf die Immunsuppression auf die
Entwicklung und den Verlauf einer Posttransplantationspankreatitis hat [38,39,41,47].

Wir stellten in diesem Kontext in unserer Studie fest, dass in Kontrolltieren und Tieren mit
FK506-Gabe die Amylasewerte sowie der Grad der histologischen Schiadigung vergleichbar
ausgeprdgt waren. In den Tieren mit Cyclosporin-Therapie hingegen waren der
Amylaseanstieg und die Gewebeschiddigung (Inflammation und Nekrose) signifikant stirker
ausgeprdgt. Bei Untersuchung der Mikrozirkulationsstdrung ergab sich ein besseres

Abschneiden des FK506 gegeniiber Cyclosporin A im venoldren Bereich hinsichtlich der
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Anzahl tempordr adhdrenter Thrombozyten sowie permanent adhdrenter Thrombozyten in
den Kapillaren. Auch fiir die Erythrozyten- und Leukozytenfraktion ergaben sich fiir die mit
FK506 behandelte Versuchsgruppe bessere Ergebnisse als bei der Cyclosporin-behandelten
Gruppe, so dass FK 506 im Gegensatz zu Cyclosporin in unserer Studie keinen zusétzlichen
negativen Effekt auf den IRS hatte.

Fiir die Thrombozytenfraktion lasst sich zusammenfassend sagen, daf3 sich die Verwendung
von FK506 auf den IRS des Pankreas nach 1h warmer Ischdmie und 0,5h Reperfusion
hinsichtlich seines schiddigenden Einflusses auf die Thrombozytenfraktion und die nach PTx
auftretenden Komplikationen wie Posttransplantatpankreatitis und Thrombenformation im
Spenderorgan positiv auswirkt. Der molekulare Mechanismus beruht hierbei auf der
Inhibition wichtiger Signalwege, die die T-Zell-Aktivierung regulieren [166].

Als wichtigste Nebenwirkung bei der Immunsuppression nach kombinierter Nieren-
Pankreas-Transplantation wird gerade die Nephrotoxizitét erachtet. Hierbei wird zwischen
akuter dosisabhidngiger und chronischer nicht dosisabhéngiger Nephrotoxizitit
unterschieden, deren pathogenetischer Hintergrund in renaler und systemischer
Vasokonstriktion, der erhohten Ausschiittung von Endothelin-1 und einer erhShten
Expression von TGF-B vermutet wird [151].

Die Studie von Karamperis et al. [88] ergab bei einem Vergleich der Pharmakokinetik der
beiden Immunsuppressiva, dass keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich
Bioverfligbarkeit, Absorption, Clearance und Eliminationsrate festgestellt werden konnten.
Daher ist die Tatsache, dass FK506 aufgrund seiner besseren Wirksamkeit mit einer bis zu
50-fach geringeren Dosierung als Cyclosporin verabreicht werden kann und deshalb auch
deutlich weniger nephrotoxisch als Cyclosporin wirkt, nicht anhand der pharma-

kokinetischen Parameter erklédrbar.
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In mehreren Studien wurden die beiden Immunsuppressiva auf Nephro- und Neurotoxizitét
sowie Outcome und Verlust des Spenderorgans bei Pankreastransplantation untersucht
[61,86]; das bessere Abschneiden von FK506 gegeniiber Cyclosporin wurde durchweg
bestdtigt. Yagmurdur et al. [204] sowie Morrissey et al. [143] untersuchten in einer
klinischen Studie retrospektiv die Auswirkungen eines Wechsels von Cyclosporin auf FK506
in Fallen von Abstoung des Transplantats oder Nephropathie nach Nierentransplantation
und befanden den Wechsel bei sorgfiltiger Uberwachung des Blutglukosespiegels durchweg
als Verbesserung.

Auch in unserer Studie ist die Induktion einer in diesem Fall pankreatischen
Vasokonstriktion durch Cyclosporin mit konsekutiver Aggravierung der durch die
vorangegangene Ischdmie ausgelosten  Mikrozirkulationsstorung ein  denkbarer
Pathomechanismus, der insbesondere die beobachtete Progression des milden
Reperfusionsschadens zur Ausprigung von Gewebenekrosen erkldren konnte.  Das
durchweg bessere Abschneiden hinsichtlich des Grades der Mikrozirkulationsstérung, der
Gewebeschddigung und des Amylaseanstieges der mit dem Immunsuppressivum FK506
therapierten Versuchsgruppe unterstreicht dessen Uberlegenheit gegeniiber Cyclosporin und
zeigt, dass nach Moglichkeit eine Immunsuppression ohne Verwendung von Cyclosporin

angestrebt werden sollte.
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5. Zusammenfassung

Die Akute Pankreatitis (AP) ist klinisch durch eine variable Verlaufsform gekennzeichnet,
die von 6dematds bis hdmorrhagisch-nekrotisierend reicht und im schweren Verlauf eine
Letalitét bis zu 40% erreichen kann. Eine ursdchliche Therapie existiert bis heute nicht, die
Behandlung ist symptomatisch ausgerichtet. Pathophysiologisch kommt es mit
zunehmender Schwere der Erkrankung zu einer ausgeprigten Mikrozirkulationsstorung mit
konsekutiver Gewebehypoxie und —nekrose. Ahnliche pathophysiologische Vorginge
tragen auch zur Entwicklung der postischdmischen akuten Pankreatitis bei, die in der
Humanmedizin vor dem klinischen Hintergrund der Pankreastransplantation und der
Entwicklung einer Posttransplantatpankreatitis relevant ist. Die Rolle der erythrozytiren und
leukozytiren FluBverdnderungen wurde sowohl bei genuiner AP alsauch bei der
Posttransplantatpankreatitis  (post-PTX-AP) detailliert untersucht. Die Rolle der
Thrombozyten und des Gerinnungssystems ist im Gegensatz dazu bislang nicht hinreichend
bekannt. Ziel der vorliegenden Arbeit war daher die Untersuchung der
Thrombozytenaktivierung und -funktion in Modellen der AP unterschiedlicher Schwere und
Pathophysiologie. Dariiber hinaus wurde der EinfluB zweier gebrauchlicher
Immunsuppressiva (FK 506 und Cyclosporin) auf Entwicklung und Verlauf der post-PTX-
AP untersucht. Hierzu wurden experimentelle Modelle der AP unterschiedlichen
Schweregrades und der warmen, reversiblen Pankreasischidmie gewdhlt.

In Wistar-Ratten wurden bei insgesamt 6 Versuchsgruppen folgende Protokolle untersucht:
Kontrollgruppe ohne AP oder medikamentése Therapie, milde AP (Caerulein),
hamorrhagisch-nekrotisierende AP (Caeruleint+Glycodesoxycholsdure), warme Ischdmie

(Dauer 1h) ohne Therapie und warme Ischdmie (1h) mit immunsuppressiver Therapie unter
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Verwendung von Cyclosporin A bzw. FK506. Neben Histologie und Serumenzymwerten
erfolgte die Intravitalmikroskopie des exokrinen Pankreas mit Darstellung der Erythro- und
Leukozyten sowie der Thrombozyten, deren Separation, Farbung und Fluoreszenslicht-
Untersuchung im Rahmen dieser Arbeit erstmalig im Pankreas etabliert und standardisiert
durchgefiihrt werden konnte.

Im Rahmen der AP zeigte sich abhidngig vom Schweregrad eine korrelierende
Mikrozirkulationsstorung. Dabei waren im kapilliren und im venoldren Bereich die
FluBgeschwindigkeiten von Erythrozyten und Thrombozyten verringert sowie eine
signifikante Zunahme der tempordr und permanent adhdrenten Thrombozyten und
Leukozyten gegeniiber der Kontrolle zu beobachten. Parallel dazu bestand eine signifikante
Erhohung der Thromboxan-Werte. In Korrelation zur histologischen Schidigung waren
diese Verdnderungen in der Gruppe der schweren AP am ausgeprégtesten.

Nach warmer Ischdmie zeigte sich gegeniiber der Kontrollgruppe eine milde, aber
signifikante AP, die neben anderen Charakteristika insbesondere durch eine gesteigerte
Thrombozyten-Endothel-Interaktion (TEI) mit Verringerung der thrombozytiren
FluBgeschwindigkeit gekennzeichnet war.

Der Vergleich zwischen den Ischdmiegruppen zeigte, dass FK 506 keinen Einflufl auf
Auspragung und Verlauf des Ischdmie-Reperfusionsschadens (IRS) hatte, wohingegen unter
Therapie mit Cyclosporin A eine signifikante Verschlechterung des ischdmie-induzierten AP
zu beobachten war.

Zusammenfassend stellt die Aktivierung der Thrombozyten sowohl beim IRS des Pankreas
als auch im Rahmen der genuinen AP unterschiedlichen Schweregrades einen
entscheidenden pathophysiologischen Schritt dar. Hierbei treten Interaktionen in Form von
TEI, Thrombozyten-Thrombozyten-Interaktion (TTI), Leukozyten-Endothel-Interaktion

(LEI) und Gerinnungsfaktoren bereits im frithen Stadium auf und tragen zur Entwicklung
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v.a. einer irreversiblen Mikrozirkulationsstorung mit Untergang des abhdngigen Gewebes
bei.

Inwieweit ein Therapieansatz im Bereich der Thrombozytenhemmung zur Prophylaxe der
post-PTX-AP oder der Progression einer ddematdsen zur nekrotisierenden AP bzw. zur

weiteren Therapie der Erkrankung besteht, sollte in weiteren Studien geklért werden.
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6. Summary

The AP exists in the form of various clinical courses from oedematous to haemorrhagic-
necrotising and can reach a lethality of up to 40% under a severe course. A causal therapy is
still not available today, thus treatment is aimed at symptoms. In terms of pathophysiology,
distinct microcirculation disturbances with a consecutive tissue hypoxia and necrosis occur
upon increasing severity of the disease. Similar pathophysiologic processes also contribute
to the development of the post-ischaemic pancreatitis, which is particularly relevant against
the clinical background of the pancreas transplantation and the development of a post-
transplant pancreatitis. The role of the erythrocytic and leucocytic flow changes has been
investigated in detail with both genuine AP and post-PTX-AP. However, the role of the
platelets and the coagulation system has not become sufficiently known so far. Therefore,
the aim of the present study was to investigate the platelet activation and function by means
of models of APs of different severity and pathophysiology. Furthermore, the influence of
two common immunosuppressives (FK 506 and Cyclosporin A) on the development and
course of the post-PTX-AP was studied. In order to do so, experimental models of APs of
different severity and of the warm, reversible pancreas ischaemia were chosen.

The following protocols were examined in Wistar rats divided into a total of 6 test groups:
control group without AP or drug therapy, mild AP (Caerulein), haemorrhagic-necrotising
(CaeruleintGDOC), warm ischaemia (duration lh) without therapy and warm ischaemia
(1h) with immunosuppressive therapy under administration of Cyclosporin A or FK506.
Apart from histology and serum enzyme values, the intravital microscopy of the exocrine
pancreas was performed by presentation of both the erythrocytes and leucocytes and the

platelets, the separation, colouring and fluorescence-light examination of which could for the
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first time be established in the pancreas and performed in a standardised way within the
framework of this study.

Depending on the severity, correlating microcirculation disturbances occurred in the course
of the AP. The flow rates of erythrocytes and platelets decreased in the capillary and venular
areas, and a significant increase in temporarily and permanently adherent platelets and
leucocytes could be observed when compared to the control group. This was accompanied by
a significant rise of the thromboxane values. In correlation to the histologic damage, these
changes were most distinct in the group of severe AP.

After a warm ischaemia, a mild but distinct AP could be observed in comparison to the
control group, which was, among others, particularly characterised by an increased platelet-
endothelium-interaction (PEI) with a reduction of the platelet flow rate.

The comparison between the ischaemia groups showed that FK 506 had no influence on the
intensity and course of the ischaemia-reperfusion-damage (IRD), whereas a significant
deterioration of the ischamia-induced AP could be observed under a therapy with
Cyclosporin A.

In summary, the activation of the platelets constitutes a decisive pathophysiologic step both
with the IRD of the pancreas and within the course of genuine APs of different severity.
Interactions in the form of a PEI, platelet-platelet-interaction (PPI), leukocyte-endothelium-
intertaction (LEI) as well as coagulation factors already appear at an early stage and
contribute to the development particularly of irreversible microcirculation disturbances
followed by a decline of the depending tissue.

Further studies should clarify whether a therapy approach based on a platelet inhibition
exists for the prophylaxis of the post-PTX-AP or the progression of an oedematous to a

necrotising AP or even for a further therapy of the disease.
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7.1.

7.2.

Anhang

Herstellung des Alsever’s-Puffers

Mischen von 20,5g Glucose (wasserfrei, Fa.Merck, Darmstadt), 8,0g Zitronensdure
(Citric Acid, Trisodium Salt Dihydrate, Nr.:C-7245, Fa.Sigma, St.Louis, USA), 0,55g
Zironensdure (Citric Acid, Free Acid Anhydrous, Nr.:C-0759, Fa.Sigma, St.Louis,
USA) in 1000ml Aqua destillata

Einstellen des pH-Wertes mithilfe von 1-molarer NaOH (Nr.22195, Fa. Griissing) und
1-molarer HCL (Nr.23204, Fa. Griissing) auf 6,2

Einstellen der Osmolaritdt auf 290 mosmol mit NaCl (0,3168 g NaCl/l = ca. 10
mosmol)

Aufbewahren bei +4°C im Kiihlschrank

Herstellung des PBS-Puffers

36 g NaCl (Typ 0728, J.T.Baker B.V., Deventer, Holland)

7,5 g Na,HPOj, , Natriumhydrogenphosphat, wasserfrei (Fa.Merck, Darmstadt)

2,15 g KH,PO,, Kalium-Dihydrogenphosphat, wasserfrei, (Fa.Gerbu,Gaiberg)

Mischen der Substanzen in 51 Aqua destillata, pH 7,0-7,6
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7.3.  Herstellung des Bicine-Saline-Puffers

1. Mischen von 3,264g Bicine mit 7,815g NaCl und 10ml 1 molarer NaOH in
1000ml Aqua Destillata

2. pH-Wert-Einstellung auf pH 8,3 mit 1-molarer NaOH bzw 1molarer HCI

3. Osmolaritét-Einstellung auf 290 mosml mit NaCl

4. Konservierung des Bicine-Saline-Puffers im Kiihlschrank bei 1 — 6 °C

7.4. Materialien fiir die Erythrozytenfirbung

a)  Chemikalien und Pharmaka

Aqua destillata

Bicine — Glycin Fa. Sigma , St. Louis, USA Nr. B 3876

CPD 450ml Citrat-Phosphat-Dextrose Fa. Sigma, St. Louis, USA Nr. C 7165
D(+)Glucose wasserfrei Fa.Merck, Darmstadt, Germany Nr. 1083371000
DMF Dimethylformamid Fa. Sigma, St. Louis, USA Nr. D 4254

FITC Isomer 1, Fa. Sigma, St. Louis, USA Nr. F 1628

HCI 1mol/l Fa. Griissing, Germany Nr. 23204

Heparin-Natrium 25000 IE/5ml, Fa. Braun, Melsungen, Germany Nr. 126/0994
NaCl Fa. Merck, Darmstadt, Germany Nr. 1064041000

NaCl phys. Kochsalzlgsung 0,9%, Fa. Fresenius, Bad Homburg, Germany Nr. D 6134
NaOH Imol/l Fa. Griissing, Germany Nr. 22195

NaHCOs 1kg, Fa. Baker Analyzed, Deventer, Netherlands, Nr. 0263
Zitronensdure Trisodium Salt Dihydrate Fa. Sigma, St. Louis, USA Nr. C 7254

Zitronensdure Free Acid, Ahydrous Fa. Sigma, St. Louis, USA Nr. C 0759
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b) Geriéte und Hilfsmittel

Inkubationsbad GFL® 1083 Fa. Melcher, Burgwedel, Germany
pH - MeBgerit WTW pH522, Weilheim, Germany
Reagenzgliser, sterile Spritzen 10ml, Waage

Zentrifuge ZK 364 Fa. Hermle, Wehingen, Germany

7.5.  Materialien fiir die Leukozytenfirbung

a) Chemikalien und Pharmaka

Aqua destillata Nr.CPMQO004D2, Fa.Miilipore, Molsheim, Frankreich

Rhodamine 6G, Fa.Sigma, St.Louis, USA, Nr.R 4127

b) Hilfsmittel und Gerate

Filterpapier

Sterile Spritzen 1ml, Plastipak®, Fa.Becton-Dickinson, Dublin, Irland

7.6. Materialien fiir die Thrombozytenfirbung

a) Chemikalien und Pharmaka

Alsever's Puffer Universitit Heidelberg, Deutschland
Aqua destillata Nr.CPMQO004D2, Fa.Miilipore, Molsheim, Frankreich

Heparin-Natrium®, Wirkstoff Heparin-Natrium,25000 IE/ml, Fa.Braun Melsungen AG,
Deutschland Nr.126/0994

NacCl, physiologische Kochsalzlosung 0,9%, Fa.Fresenius, Bad Homburg, Nr.D-61343
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PBS — Puffer Universitit Heidelberg, Deutschland
Prostavasin®, Wirkstoff Alprostadil 20pg, Schwarz Pharma GmbH, Monheim, Dtschld

Rhodamine 6G, Fa.Sigma, St.Louis, USA, Nr.R 4127

b) Hilfsmittel und Geréte

Eppendorf-Gefd3 Fa.Eppendorf-Netheler-Hinz GmbH, Hamburg, Deutschland
Kaniilen Sterican® 0,90x0,40mm, Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland
Pipettenspitzen 0-100ul und 100-1000ul, Fa.Eppendorf, s.o.

Pipettierhilfen diverse Grofen, Fa.Eppendorf, s.o.

Reagenzglaser 13ml,95x16,8mm D,Fa.Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland

Sterile Spritzen 1ml, Plastipak®, Fa.Becton-Dickinson, Dublin, Irland

Sterile Spritzen 2ml, DiscarditTM-ll, Fa.Becton-Dickinson, Dublin, Irland

Zentrifuge, Typ ZK 364, Fa.HermleWehingen, Deutschland

7.7. Materialien fiir die Tierpriparation und Narkose

a) Pharmaka

Ketanest ®50mg/ml, Wirkstoff Aketaminhydrochlorid, Fa.Parke-Davis GmbH, Berlin,
Reg.Nr. K 693

Narcoren® Wirkstoff Pentobarbiturat-Natrium, Fa.Merial GmbH, Hallbergmoos
Prograf® Wirkstoff Tacrolimus, Fujisawa GmbH, Co.Kerry, Irland

Ringer-Lésung DAB7 Braun 1000ml, Braun, Melsungen, Deutschland, Reg.Nr.45667
Sandimmun® Wirkstoff Ciclosporin, Fa. Novartis Pharma, Niirnberg, Deutschland

Takus® Wirkstoff Ceruletid, Fa. Pharmacia GmbH, Erlangen, Deutschland
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b) Tiere und Tierhaltung

Ratten der Gattung Wistar, 270 - 320g, Inzuchtstamm Chbb:Thom-Wistar, Bohringer
Ingelheim Pharma KG,Biberach a.d.Riss, Deutschland

Standardfutter Altromin® 1324, Fa. Altromin GmbH&Co.KG,Lage,Deutschland

Tierbehélter Makrolon® Typ II und III,Fa.Bayer,Leverkusen,Deutschland

c) Hilfsmittel und Geréte

Bauchhdhlenspreizer, Sonderanfertigung, Werkstatt der Experimentellen Chirurgie,
Universitdt Heidelberg

Baysilone® 35g hochviskos, Bayer-Silicone, Fa.Bayer, Leverkusen, Deutschland
Bindfaden, Maschinengarn, Baumwolle

Dreiwegehahn, Discofix® —3,Nr.04095111, Fa.Braun, Melsungen, Deutschland

Elektrokauther SSE2L, Fa.Valleylab, Hamburg, Deutschland

Faden Prolene®5/0 1metric,EH 7404 Vicryl ®3/0 2metric, Fa.Ethicon, Norderstedt
Deutschland

Introducer, Kunststoff-Instrument als Leithilfe bei Katheterschieben

Katheter, Abbocath®-T 24Gx%4",Abbott Laboratories,Dublin,Irland

Kompressen, Gazin ® 10x10cm Kompressen 12fach,Fa.Lohmann,Neuwied,Deutschland
Korkplatte, 30 x 30 cm als OP-Auflage fiir Ischdmietiere,Eigenanfertigung

Klemme, Typ BH 111,Fa.Aesculap,Tuttlingen,Deutschland

Mikrochirurgische Klemmen, Typ FD 241,Fa.Aesculap, Tuttlingen, Deutschland
Mikrochirurgische Schere, Typ FD 397,Fa.Aesculap, Tuttlingen, Deutschland
Mikroschere, Typ RCF OC498R,Fa.Aesculap,Tuttlingen, Deutschland

Nadelhalter Typ 8M13,Fa.Aesculap,Tuttlingen, Deutschland

OP-Maske NOBA® Noba Verbandmittel Danz GmbH & Co.KG,Wetter, Deutschland

OP-Mikroskop, Typ Leica M 615,Fa.Leica,Heerburg,Schweiz
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Perfusor, Secura® Typ 87170218,Fa.Braun,Melsungen,Deutschland
Perfusor, Secura FT® ,Fa.Braun,Melsungen,Deutschland

Pinzette anatomisch, Typ BD495S,Fa.Aesculap, Tuttlingen,Deutschland
Pinzette chirurgisch, Typ BD668R,Fa.Aesculap, Tuttlingen,Deutschland
Pinzette gebogen, Typ BD 311, Fa.Aesculap, Tuttlingen, Deutschland
Pinzette spitz, Typ BD 335, Fa.Aesculap, Tuttlingen, Deutschland
Plastikbrett, 15 x 22 cm als OP-Auflage fiir Tiere

Polyethylenkatheter, OD 0,8mm, ID 0,5mm, Fa.Braun, Melsungen, Deutschland,
Reg.Nr.04386116

Préparierschere, Typ BC 177, Fa.Aesculap, Tuttlingen, Deutschland

Schere chirurgisch, Typ BC771, Fa.Aesculap, Tuttlingen, Deutschland
Schermaschine, Fa.Aesculap Typ GT 104/GH 204, Tuttlingen, Deutschland
Spiraldraht, 30cm Lénge, OD 6mm, ID 5Smm, Heimwerkerbedarf
Ultraschallbad, Sonorex Super RK 102 H,Fa.Bandelin, Berlin, Deutschland

Unigloves® Art.1602 Latex-Untersuchungshandschuhe, Unigloves GmbH, Troisdorf,
Deutschland

Versuchsbiihne, Sonderanfertigung, ~Werkstatt der Experimentellen Chirurgie,
Universitit Heidelberg, Deutschland

Waage, Sartorius Universal, Typ 4100,Sartorius GmbH, Géttingen, Deutschland
Wiérmelampe, 50W HP1510,Philips Infraphil, Fa.Philips, Niederlande

Wasserbad Julabo 27

Wattestdbchen, Typ SORP®, Fa.Tawamed Einwegprodukte, Walkertshofen, Deutschland
Yasarghil-Applikator Typ FD562,Fa.Aesculap,Tuttlingen,Deutschland

Yasarghil-Klemmen gebogen und gerade, Fa.Aesculap, Tuttlingen, Deutschland
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7.8. Materialien fiir die IVM

a) Chemikalien und Pharmaka

Rhodamine-6G  s.o.

Ringer-Losung s.o.

b) Hilfsmittel und Geréte

Durchlichtlampe KL 1500 electronic , Fa.Scott

Druckumwandler Uniflow ,Fa.Baxter, Unterschleissheim, Deutschland
Dynamisches Mikrofon Typ DM 36, Fa.Vivanco, Deutschland

Exzitationsfilter BP fiir Wellenldnge 515-560 nm
Floureszenz-Auflicht-Illuminator Ploemopak, Fa.Leitz, Wetzlar, Deutschland
Heizplatte IKA-Combimag RCT , Fa.Janke & Kunkel, Staufen, Deutschland
Hitzefilter 2mm KG

Intravitalmikroskop Fa.Leitz, Wetzlar, Deutschland

Low-Light-Camera CF 8/1, Fa.Kappa, Deutschland

Mikroskop Fa.Leitz, Wetzlar, Deutschland

Monitor PVYM/444QM Sony, Fa.Sony, Japan

Reference-Micrometer-Slide® Fa.Spindler & Hoyer, Gottingen, Deutschland
Quecksilberhochstdrucklampe Typ HBO 103W/2, Fa.Osram, Berlin, Deutschland
Sperrfilter LP fiir Wellenléinge 590nm

Videokassetten Super VHS Pro180, Fujifilm, Kleve, Deutschland

Videorecorder AG 7350,S-VHS 625, Fa.Panasonic, Japan

Videotimer TC 30L Time-Date-Inserter, Fa.Alpermann, Wuppertal, Deutschland

Wasserimmersionsobjektiv Achroplan 20x/0,75 W,Fa.Zeiss, Oberkochen, Deutschland
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7.9. Materialien fiir die Auswertung von Experimenten

a) Offline-Auswertung der IVM

Capimage Auswertungsprogramm, Version JORI1, Capimage, Zeintl,
Deutschland

Computer Personalcomputer Pentium I, 166 Mhz

Software Dos 6.22 , Fa.Microsoft,USA

Statistik-Programm SPSS, Version

Videorecorder AG 7350,S-VHS 625, Fa.Panasonic, Japan

b) Histologische Auswertung

Aqua dest. s.o.

Chloroform CHCI;, Nr. 7386, Fa.J.T.Baker, Deventer, Holland

DPX Mounting Medium® Typ R1340, Fa.Agar Scietific Sansted, England
Einbettkasten Universal LT 41648,Fa.Vogel,Deutschland

Eosin 1%ig Nr.32617,Fa.Riedel-de-Haen, Seelze, Deutschland

Ethanol 50,70,96 und 100%ig, Universitat Heidelberg, Deutschland

Heidelberg,

Formaldehydlosung (mind. 37% séurefrei), Nr.Z 476599831, Fa.Merck, Darmstadt,

Deutschland

Haematoxilin, Losung nach Meyer, Nr.51275, Fluka Chemie AG, Buchs, Schweiz

Heizschrank Typ 400, Fa.Mammert, Schwabach, Deutschland

Kochsalzlosung 0,9%ig Nr.45342, Fa.Braun, Melsungen, Deutschland
Leitungswasser

Natriumhydrogenphosphat Nr.A 1047, Fa.Applichem, Darmstadt, Deutschland

Natriummonohydrogenphosphat z.A. Nr.0326, Fa.J.T.Baker, Deventer, Holland
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Paraffin Nr.K91056161, Fa.Merck, Darmstadt, Deutschland
Rothistol® Typ 6640.1, Fa.Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Rotationsmikrotom Jung RM2035, Fa.Leica, Bensheim, Deutschland

Xylol Universitdt Heidelberg, Deutschland

¢) Bestimmung der Pankreas — Amylase

Eppendorf-Behilter ~ Safe-Lock 1,5mLTyp 00301120086, Fa.Eppendorf-Netheler-Hinz
GmbH, Hamburg, Deutschland

Pancreatic Amylase Reagent Nr.465900, Fa.Beckman Coulter, Krefeld, Deutschland

Syncron®CX9 ALX Fa.Beckman Coulter, Krefeld, Deutschland

d) Bestimmung der Serum-Lipase

Eppendorf-Behdlter ~ Safe-Lock 1,5ml,Typ 00301120086, Fa.Eppendorf-Netheler-Hinz
GmbH, Hamburg, Deutschland

Advir 2400, Fa. Bayer, Leverkusen, Deutschland

e) Bestimmung des Serum-Thromboxan
Eppendorf-Behilter ~ Safe-Lock 1,5mLTyp 00301120086, Fa.Eppendorf-Netheler-Hinz
GmbH, Hamburg, Deutschland

EIA-Test, Fa. Beckman Coulter, Krefeld, Deutschland
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