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Abstrakt

Die akute Pankreatitis ist eine ernst zu nehmende Erkrankung mit hoher Morbiditat und
Mortalitét, die bisher rein symptomatisch behandelt wird. Eine entziindungshemmende Therapie
existiert bislang nicht. Fir die Zufuhr von Omega-3 Fettsduren (n-3 Fettsauren) konnten im
Rahmen unterschiedlicher Erkrankungen (z. B. Rheumatoide Arthritis, chronisch entzlindliche
Darmerkrankungen, Hepatitis) entziindungshemmende Wirkungen nachgewiesen werden.

Das Ziel dieser Arbeit war, den Einfluss eines zugunsten von n-3 Fettsauren veranderten
Lipidprofils im Gewebe auf die Entziindungsausbreitung einer akuten Pankreatitis unter
kontrollierten Bedingungen zu untersuchen. Dafur wurde erstmalig das Fat-1 Mausmodell
genutzt, das durch endogen erhthte n-3 Fettsduren im Gewebe der M&use gekennzeichnet ist.
Die akute Pankreatitis wurde durch das gut steuerbare Uberstimulationsmodell mit Cerulein
induziert.

Die Ausprégung der Erkrankung wurde anschlieflend auf histopathologischer und molekularer
Ebene verglichen.

Es konnte gezeigt werden, dass Fat-1 Méause geringere Gewebeschaden im Rahmen einer akuten
Pankreatitis ausbilden, verglichen mit Wildtyp Mé&usen. Zusétzlich war das pro-inflammatorisch
wirkende Zytokin IL-1p signifikant reduziert im Pankreasgewebe der transgenen Tiere. Als
Hinweis auf eine Reduktion der systemischen Entziindungsausbreitung waren das IL-6 im Serum
der Fat-1 Maduse sowie die Migration von neutrophilen Granulozyten in das Lungengewebe
dieser Tiere signifikant reduziert.

Die Arbeit belegt eine Reduktion der Gewebeschaddigung und der systemischen
Entziindungsausbreitung bei der akuten Pankreatitis durch ein verandertes n-3 Fettsaureprofil in
dem Gewebe der Fat-1 Méause. Insbesondere scheint die Zytokinproduktion dadurch beeinflusst
zu werden.

Diese Beobachtungen konnten Hinweise auf eine mogliche Behandlung oder Prévention der

akuten Pankreatitis liefern.



Abstract

Acute Pancreatitis is a severe debilitating disease with high morbidity and significant mortality.
Treatment is mostly supportive, and until now there are no clinically useful strategies for anti-
inflammatory therapy.

Although omega-3 polyunsaturated fatty acids (n-3 PUFA) are known to have anti-inflammatory
effects, the utility of these fatty acids in the alleviation of acute pancreatitis remained to be
investigated.

The aim of this study was to examine the effect of n-3 PUFA on acute pancreatitis in a well-
controlled experimental system. Therefore we used the fat-1 transgenic mouse model with
endogenously increased tissue levels of n-3 PUFA and their wild-type littermates to examine
their effect on cerulein-induced acute pancreatitis.

Disease activity and inflammatory status was assessed by histology and biochemical methods.
There was significantly lower pancreatic tissue necrosis, accompanied by a significantly reduced
IL-1B level in the pancreatic tissue of the fat-1 mice, both representing an alleviation of the local
damage. As evidence for a reduction of systemic inflammation there were reduced levels of
plasma IL-6 as well as reduced neutrophil infiltration in the lung of the fat-1 mice.

Our data provide evidence for a reduction of pancreatic tissue damage and systemic
inflammation by increasing the tissue content of omega-3 polyunsaturated fatty acids. These
results suggest a therapeutic potential for n-3 PUFA supplementation for the reduction of acute

pancreatitis.



1 Einleitung und Fragestellung

1.1 Atiologie und Pathogenese der akuten Pankreatitis

Die akute Entzindung der Bauchspeicheldrise (akute Pankreatitis) ist eine insgesamt eher
seltene Erkrankung, die jedoch in 9-20% zum Tode fihrt und dadurch ein ernst zu nehmendes
Problem darstellt [1]. Die Inzidenz der akuten Pankreatitis liegt in der westlichen Bevélkerung
bei 5-25 Féllen pro Jahr pro 100.000 Einwohner. Das Spektrum der Erkrankung reicht von der
héaufigeren 6dematdsen Form bis hin zu der akuten nekrotisierenden Pankreatitis. Wahrend die
6dematdse Form eine milde Entziindungsform darstellt, die lokal begrenzt ist und im Regelfall
folgenlos ausheilt, kann die schwere, nekrotisierende Form dieser Erkrankung mit systemischen
Komplikationen einhergehen, zu Multiorganversagen und bis zum Tode fiihren.

Die akute Pankreatitis in der schweren nekrotisierenden Form stellt aufgrund ihrer systemischen
Ausbreitung und der daraus resultierenden hohen Mortalitdt eine grofRe therapeutische
Herausforderung dar. Bisher ist die Behandlung der Erkrankung rein symptomatisch, da klinisch
anwendbare Strategien zur Bekadmpfung der Erkrankung und Einddmmung der
Entziindungsreaktionen noch nicht existieren. Es ist wichtig, die Mechanismen zu verstehen, die
zum Ubergang der lokal begrenzten Entziindungsform in die systemische Form fiinren, um hier
therapeutisch angreifen zu kénnen. Erst die systemische Ausbreitung der Entziindung fihrt zu

ernsten Komplikationen wie einer Sepsis, akutem Lungenversagen, Multiorganversagen.

Fihrend in der Liste der Ursachen fiir eine akute Pankreatitis sind ein bilarer Aufstau durch
Choledochussteine oder eine Stenose der Papilla Vateri (60%) und Alkoholabusus (30%) [1].
Andere Ursachen konnen Virusinfektionen (z. B. Mumps), Autoimmunerkrankungen
(Systemischer Lupus Erytematodes), Medikamente (z. B. Azathioprin, Aspariginase,
Glukokortikoide, ACE-Hemmer), Pankreasanomalien (Pancreas divisum),
Stoffwechselstorungen (z. B. Hyperlipiddmie, Hyperparathyreoidismus) und Traumen sein.
Selten tritt die akute Pankreatitis auch als Komplikation einer endoskopisch retrograden

Cholangiopankreatographie (ERCP) auf.

Unabhangig von der Atiologie minden die unterschiedlichen Formen  der
Bauchspeicheldrisenentziindung in denselben Reaktionsweg. Dieser l&uft in 3 Phasen ab:
1. eine lokale Entzindungsreaktion im Pankreasgewebe, 2. eine systemische

Entziindungsausbreitung, 3. eine generalisierte Sepsis inklusive aller damit verbundenen
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Komplikationen. Die Erkrankung kann in jedem dieser drei Stadien sistieren, am haufigsten heilt
sie, entsprechend dem ersten Stadium, als milde, lokal begrenzte Pankreatitis aus. Welche
Faktoren daftr verantwortlich sind, ob die Erkrankung in der ersten Phase ausheilt oder in eines
der Folgestadien Ubergeht, ist nicht abschlieBend geklart. Da die lebensbedrohlichen
Komplikationen erst in den Stadien 2 und 3 auftreten, ist das Bestreben grof3, die an dieser
Ausbreitung beteiligten Mechanismen zu verstehen. Mittels des neu erworbenen Wissens

konnten kausale Therapieansétze zur Einddmmung der Erkrankung entwickelt werden.

Am Anfang der Erkrankungsentstehung steht eine Zellschadigung im Pankreasgewebe durch
eine der oben genannten Noxen. AnschlieRend lauft dieselbe Reaktionskette ab, an deren Beginn
die frihzeitige Aktivierung inaktiver Vorstufen von Verdauungsenzymen in den Azinuszellen
der Bauchspeicheldrise steht. Zundchst wird Trypsinogen zu Trypsin aktiviert, dieses tUberfuhrt
weitere Verdauungsenzyme in ihre aktiven Formen (z. B. Elastase und Phospholipase A2). Die
aktiven Verdauungsenzyme flihren zu einer Azinuszellschadigung und zu einer Autodigestion
des Pankreasgewebes [2]. Aus den Azinuszellen werden pro-inflammatorisch wirkende
Botenstoffe (Zytokine) frei, die zu einer Rekrutierung (Einwanderung) von Entziindungszellen
wie Makrophagen und neutrophilen Granulozyten in das Pankreasgewebe flhren. Die
angelockten und aktivierten Entziindungszellen richten sich gegen das Pankreasgewebe, es
kommt zu einer lokalen Zerstorung des Gewebes. Zusétzlich sezernieren die aktivierten
Entziindungszellen weitere Zytokine. Es werden sowohl pro-inflammatorische (z. B. IL-1, IL-2,
IL-6, TNF-a) als auch anti-inflammatorische (z. B. IL-10, IL-1- Rezeptorantagonist) Botenstoffe
ausgeschittet, die die Entziindungsreaktion durch hemmende und férdernde Einflisse
einddmmen sollen [3].

Im Rahmen der akuten Pankreatitis kommt es dabei zu einem Ungleichgewicht zugunsten der
entziindungsférdernden Stoffe, so dass die Entziindung zundchst die Grenzen des Pankreas
uberschreiten und sich schlieBlich im gesamten Organismus ausbreiten kann. In der Klinik macht
sich die systemische Ausbreitung bemerkbar als generalisierte systemische Infektion (SIRS =
Systemic Inflammatory Response Sydrome), die in eine Sepsis mit Multiorganversagen miinden
kann. Eine weitere typische Komplikation, die sowohl am Patienten als auch im Tiermodell
beobachtet werden kann, ist die Affektion der Lunge im Sinne eines ARDS (acute respiratory
distress syndrome).

Im folgenden Abschnitt werden die einzelnen Mechanismen, die an der Entstehung der akuten

Pankreatitis beteiligt sind, naher erlautert.



1.1.1 Die Trypsinogenaktivierung

Die Trypsinogenaktivierung in den Azinuszellen des Pankreas stellt das Schliisselereignis in der
Entstehung der akuten Pankreatitis dar. Durch einen gestorten Sekretionsmechanismus werden
die in den Azinuszellen gebildeten Verdauungsenzyme intrazelluldr in ihre aktive Form
uberfuhrt. Diese Aktivierung fihrt zu der primadren Schadigung der Azinuszellen, die am Beginn
der entzliindungsausbreitenden Reaktionskette steht. Die Schlisselrolle der Enzymaktivierung
konnte durch in vitro Studien bestatigt werden [4], in denen nach Injektion des
Cholezystokininanalogons Cerulein eine Trypsinogenaktivierung schon deutlich friher
nachweisbar war als andere Pankreatitismarker wie Hyperamylasamie, Pankreasédem und
Azinuszellvakuolen. Zusétzlich fihrte eine Vorbehandlung mit Trypsinogen-Inhibitoren zu einer
Reduktion der Entziindungsreaktion und verhinderte die Azinuszellschadigung [4].

Fur die intrazelluldare Aktivierung des Trypsinogens missen mehrere Schutzmechanismen der
Zelle umgangen werden. In den Zellorganellen herrscht ein pH-Wert, der fir die
Enzymaktivierung nicht ideal ist. AuBerdem sorgen Trypsininhibitoren und Proteasen
normalerweise fir den Abbau frihzeitig aktivierter Verdauungsenzyme [3].

Es wird vermutet, dass die Trypsinogenaktivierung erst durch eine Kolokalisation von
Trypsinogen und lysosomalen Enzymen wie Cathepsin-B mdglich wird. In Studien konnte
gezeigt werden, dass durch den Cathepsin-B Inhibitor E-64d eine Cerulein-abhangige
Trypsinogenaktivierung in vitro vollstandig verhindert werden kann [5] und in Cathepsin-B
knockout Mausen wurde, im Vergleich mit Wildtyp-Mausen, eine 80% geringere

Trypsinogenaktivierung und 50% geringere Pankreasschadigung gemessen [6].

Ein zweiter entscheidender, zur Zellzerstérung fihrender Mechanismus scheint der Verlust der
Sekretionsfunktion der Azinuszelle zu sein. In einer in vitro Studie flhrte die Gabe
supramaximal stimulierender Ceruleinkonzentrationen zu einer Zerstérung des Zytoskeletts und
damit assoziierter Intermediérfilamente. Diese Komponenten sind an der Sekretion beteiligt, so
dass diese Funktion verloren geht [7]. Erst der Verlust der Sekretionsfunktion stellt die

Voraussetzung fir die intrazellulare Aktivierung der Verdauungsenzyme dar.

1.1.2 Die Rolle der Zytokine

In der Einfuhrung wurde erldutert, welche zentrale Rolle die aus den Azinus- und
Entziindungszellen sezernierten Botenstoffe in der Ausbreitung der Entzindung einnehmen.
Physiologischerweise fuhrt die Regulation durch pro- und anti-inflammatorische Zytokine zu

einer lokalen Einddmmung der Entziindung auf das ursprunglich betroffene Organ. Erst durch
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ein Ungleichgewicht zwischen den beiden Zytokingruppen werden die Uberschreitung der
Organgrenze und die anschlieBende systemische Ausbreitung der Entzindung mit ihren
lebensbedrohlichen Komplikationen mdglich.

Zytokine sind eine grofie Gruppe niedermolekularer Proteine, die von einer Vielzahl von Zellen
gebildet werden. Sie wirken mit an der Regulierung der komplexen Funktionen des
Abwehrsystems, wobei sie hauptsachlich als Botenstoffe zwischen den zahlreichen an der
Abwehr beteiligten Zellen agieren und deren Funktion durch Aktivierung und Hemmung
regulieren. Unter normalen Bedingungen sind Zytokine nicht im Gewebe nachweisbar, sie
werden als Reaktion auf einen Stimulus produziert. Die Produktion ist dabei streng durch
sogenannte Transkriptionsfaktoren (z. B. NFkappaB) reguliert. lThre Wirkung entfalten die
Zytokine durch Bindung an spezifische Rezeptoren, somit sind einzelnen Botenstoffen
spezifische Wirkungen zugeschrieben.

Im folgenden Abschnitt werden einige Zytokine und ihre Funktionen beschrieben, die einen
Einfluss auf die Ausbreitung der akuten Pankreatitis zu haben scheinen und in dem Versuchsteil

unserer Arbeit erneut von Relevanz sein werden.

Interleukin 1 (IL-1)

Zu der Familie des Interleukin 1 (IL-1) gehoren IL-1a, IL-1B und IL-1 Rezeptorantagonist (IL-
1Ra). IL-1 wird vorrangig in Monozyten und Makrophagen gebildet und gilt als ein
hochpotentes pro-inflammatorisches Zytokin, dessen Wirkung tber die Interleukin 1 Rezeptoren
I und Il vermittelt werden. Im Allgemeinen vermittelt IL-1 die Induktion einer akuten Phase
Entziindung, die Entstehung von Fieber und die Synthese anderer pro-inflammatorischer
Zytokine wie IL-6, TNF-a, IL-8 [8].

Im Rahmen der akuten Pankreatitis gilt IL-1 als eines der Schliisselzytokine und ist malRgeblich
an der Ausbreitungskaskade der Entziindung beteiligt. Es aktiviert das Endothel im
Pankreasgewebe und ermdglicht dadurch die Rekrutierung von neutrophilen Granulozyten und
ihre Degranulation in das Gewebe [1].

Es existieren in vitro und in vivo Studien, die nachweisen konnten, dass IL-1 in der friihen Phase
der akuten Pankreatitis erhéht ist und die Ausbreitung der Entziindung begunstigt [9].

In einer tierexperimentellen Studie von Fink et. al konnte gezeigt werden, dass die mRNA
Expression von IL-1B in dem Pankreasgewebe der Versuchstiere parallel zu dem Ausmal der

Pankreatitis anstieg [10].
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In IL-1 knockout Madusen mit induzierter akuter Pankreatitis wurde eine Reduktion der
Pankreaszerstorung, der Entziindungsmarker und der Mortalitdt beobachtet, verglichen mit
normalen Mausen [11]. Ebenso reduzierte die intraperitoneale Gabe von IL-1-
Rezeptorantagonisten bei Mausen mit durch Cholinmangeldiat ausgeldster akuter Pankreatitis
signifikant die Mortalitat, die histologisch sichtbare Gewebezerstérung sowie nachweisbare

Entziindungsmarker [1].

Tumornekrosefaktor- a (TNF-a)

Tumornekrosefaktor-o (TNF-a) wird von einer Vielzahl an Zellen des Abwehrsystems gebildet
und sezerniert. Durch seine Interaktion mit vielen anderen Zytokinen (u. a. IL-1, IL-6, PAF)
spielt er eine zentrale Rolle in der Entstehung von Entziindungsreaktionen [1]. Er gilt als einer
der Schlusselmediatoren in der Entstehung des programmierten Zelltodes (Apoptose). Da dieses
Zytokin eine sehr kurze Plasmahalbwertszeit hat (~15 Minuten), ist es schwer im peripheren Blut
nachzuweisen. Sehr geringe oder fehlende Plasmaspiegel sind somit nicht gleichbedeutend mit
einem geringen Vorkommen des Botenstoffs in entziindeten Geweben. Trotz des erschwerten
Nachweises existieren zahlreichen Studien, die erhdhte TNF-a-Werte bei Patienten mit akuter
Pankreatitis nachweisen konnten [12]. In experimentellen Studien mit Ratten konnte gezeigt
werden, dass eine TNF-a-Inhibition die gemessenen Entziindungsmarker, das pankreatische
Odem und die Mortalitét der Versuchstiere signifikant reduzieren konnte [13].

Interleukin-6 (IL-6)

Interleukin-6 (IL-6) ist ein pro-inflammatorisch wirkendes Zytokin, das in zahlreichen
Entziindungszellen gebildet wird und als friiher Marker einer Entziindungsreaktion gilt. Dieses
Zytokin wird nachweislich nach Induktion einer akuten Pankreatitis im Pankreasgewebe gebildet
[9]. In experimentellen Studien waren hohe IL-6 Spiegel mit schweren Verlaufen einer akuten
Pankreatitis und mit dem Auftreten einer Pankreatitis-assoziierter Lungenschadigung
vergesellschaftet. Im Serum ist IL-6 schon friher nachweisbar als der bislang im klinischen
Alltag etablierte Entzindungsmarker C-reaktives Protein (CRP), so dass die Messung der IL-6
Spiegel in Zukunft die Bestimmung des CRP ersetzten konnte. Weitere Studien waren
notwendig, um zu klaren, ob der IL-6-Serumspiegel ein in der Klinik verwendbarer Parameter
sein konnte, die Schwere einer akuten Pankreatitis einschatzen und friihzeitiger mit einer

adaquaten Therapie beginnen zu konnen [1].
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Transforming growth factor beta (TGF-p)

Der Transforming growth factor beta (TGF-B) ist ein anti-inflammatorisch wirkendes,
multifunktionales Zytokin mit Effekten auf fast alle Gewebe. TGF-f beecinflusst die
Zellproliferation und die Zelldifferenzierung. Versuche mit TGF-B knockout Méausen zeigen,
dass der Wegfall dieses Zytokins zu massiven Entziindungsreaktionen in verschiedenen
Organsystemen fuhrt. Unter anderem kommt es auch im Pankreas zu massiven entziindlichen
Infiltraten. TGF-p knockout Méuse sind nachweislich anfélliger fur eine Cerulein-induzierte
akute Pankreatitis. Diese tritt friiher und in groRerem AusmaR auf als bei normalen

Vergleichsmausen [14].

1.1.3 Die Rolle der Entziindungszellen

Einen weiteren wichtigen Bestandteil der zur akuten Pankreatitis fuhrenden Reaktionskette
bilden die Entzliindungszellen des Abwehrsystems. Die Azinuszellen sezernieren nach dem
Kontakt mit der auslésenden Noxe Botenstoffe, die insbesondere Makrophagen und neutrophile
Granulozyten in das Pankreasgewebe rekrutieren. Diese Entziindungszellen werden aktiviert und
richten sich entweder direkt gegen das Pankreasgewebe mit daraus resultierender
Gewebeschadigung oder sezernieren weitere pro-inflammatorische Zytokine und begiinstigen
dadurch eine systemische Manifestation der Erkrankung.

Im Rahmen einer Cerulein-induzierten akuten Pankreatitis wurde der Einfluss der
Entzindungszellen auf die Entziindungsausbreitung beginnend untersucht. In einer
Versuchsreine an Mausen fiihrte eine Hemmung der Einwanderung von neutrophilen
Granulozyen in das Pankreasgewebe wahrend der Entstehungsphase der Erkrankung zu einer
deutlichen Reduktion des Ausmalles der Pankreatitis und der Pankreatitis-assoziierten
Lungenschadigung [15]. In einer Versuchsreihe mit Ratten fiihrte die isolierte Hemmung der
Einwanderung von Makrophagen in das Pankreasgewebe wéhrend der Entstehungsphase zu

einem entsprechenden Ergebnis [16].

1.1.4 Die Mechanismen des Zelltodes

Die zwei im Rahmen einer akuten Pankreatitis vorkommenden Mechanismen des Zelltodes sind
Apoptose und Nekrose. Apoptose wird auch als programmierter Zelltod bezeichnet und ist
notwendig, um ein Gleichgewicht zwischen Zellaufbau und Zellabbau im lebenden Gewebe
herzustellen. Sie ist physiologisch, kann aber auch unter pathologischen Bedingungen
vorkommen. Typische morphologische Veranderungen im Rahmen der Apoptose sind das

Einschrumpfen der Zelle und eine Kondensation des Chromatins im Zellkern. Dabei kommt es
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nicht zum Austritt von intrazellulédr gelegenem Material in die Umgebung, wodurch nur eine
minimale Entziindungsreaktion in der Umgebung folgt.

Die Nekrose ist im Gegensatz zur Apoptose ein rein pathologisches Phanomen. Dabei kommt es
zu einer Dysfunktion der Mitochondrien, zum Anschwellen der gesamten Zelle und schliellich
zur Ruptur der Zellmembran mit Austreten der intrazellularen Komponenten in den
Extrazellularraum. Dieser Austritt fihrt zu einer ausgeprégten Entziindungsreaktion in der

Umgebung [3].

Die den unterschiedlichen Formen des Zelltodes (Apoptose und Nekrose) zugrunde liegenden
molekularen Mechanismen sind bisher nicht vollstdndig verstanden, aber gewinnen in der
Forschung Uber die akute Pankreatitis zunehmend an Bedeutung. Das liegt vor allem daran, dass
die Entstehung von Pankreasnekrosen im Rahmen dieser Erkrankung ein Schlisselereignis
darstellen und grofRen Einfluss auf die Prognose der Patienten hat (siehe dazu Einteilung der
akuten Pankreatits im Abschnitt 1.1) [3]. Es existiert die einheitliche Vermutung, dass Strategien
zur Hemmung oder Vermeidung der Nekroseentstehung im Pankreasgewebe die Prognose der
Patienten malgeblich verbessern konnte. Folglich gilt es, die Mechanismen der
Nekroseentstehung besser zu verstehen. Denkbare therapeutische Ansatze sind eine vollstandige
Hemmung der Nekroseentstehung, ein Wechsel von Nekroseentstehung zu Apoptoseentstehung,
um die Entziindungsreaktion in dem umliegenden Gewebe zu reduzieren oder sogar die bisher

besser verstandene Apoptose therapeutisch zu adressieren [17, 18].

1.2 Die Pankreatitis-assoziierte Lungenschadigung

In den vorangehenden Abschnitten wurde bereits auf mogliche systemische Komplikationen im
Rahmen einer akuten Pankreatitis eingegangen. Eine typische Komplikation, die sowohl in der
Klinik als auch im Tiermodell beobachtet werden kann, ist das ARDS (acute respiratory distress
syndrome) [19]. Die Beteiligung der Lunge am Entziindungsgeschehen ist Ausdruck einer
systemischen Ausbreitung der Entziindung und wird in tierexperimentellen Studien haufig mit
untersucht, um die Schwere einer akuten Pankreatitis einschatzen zu kénnen. Ausgeldst wird das
ARDS durch Botenstoffe, die auf der Ebene des Pankreas in die Blutbahn gelangen und dann in

der Lunge ihre Wirkung entfalten.

Die Inzidenz von pulmonalen Komplikationen bei Patienten mit akuter Pankreatitis variiert
zwischen 15 und 55%, wobei das Spektrum von einer leichten Hypoxie ohne radiologisch

sichtbares Korrelat in der Lungenrdntgenaufnahme bis zum Vollbild des ARDS reicht [20]. Zu
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den typischen Symptomen/radiologischen Veranderungen bei einer Lungenbeteiligung gehoren
Pleuraergiisse, pulmonale Infiltrate, alveolire Odeme und eine Hypoxie. Diese sind
wahrscheinlich durch eine erhohte Permeabilitat der Lungengeféalie bedingt. Die Bedeutung der
pulmonalen Beteiligung wird in einer Studie deutlich, die belegt, dass 50% der Todesfélle im
Rahmen einer akuten Pankreatitis mit schweren Schéden des Lungenparenchyms assoziiert sind
[21]. Daher werden die der Pankreatitis-assoziierten Lungenschéadigung zugrunde liegenden
Mechanismen verstarkt im Tiermodell untersucht, um auch hier Strategien einer gezielten

Therapie entwickeln zu kénnen.

Der genaue Pathomechanismus der Pankreatitis-assoziierten Lungeschéadigung ist bisher nicht
geklart. Mit Hilfe von tierexperimentellen Studien konnten aber eine Vielzahl von beteiligten
Mechanismen identifiziert werden, von denen die Wichtigsten im folgenden Abschnitt erldutert
werden:

1) Die Rolle der Zytokine: Eine entscheidende Rolle in der Entstehung der Pankreatitis-

assoziierten Lungenschadigung nehmen die nun schon mehrfach erwéhnten Zytokine ein. Zum
Beispiel entwickeln Mause, die durch Enzymhemmung die Fahigkeit verlieren, IL-1p zu
sezernieren, keine akute Pankreatitis mit begleitender Lungenschadigung [11]. In einer
kombinierten IL-1B- und TNF-o-knockout Maus fiihrte die i.v. Injektion von sterilem,
zytokinfreiem Aszites aus Ratten mit akuter Pankreatitis zu keiner Induktion einer
Lungenschadigung, wahrend Wildtyp Mause mit derselben Behandlung erkrankten [22]. Diese
Entdeckung belegt, dass IL-1p und TNF-a nétig sind fiir die Ausbreitung der Entziindung aus
dem Pankreas in die Lunge.

Einen schitzenden Einfluss hat das anti-inflammatorisch wirkende Zytokin IL-10. In IL-10-
knockout Mausen ist sowohl die akute Pankreatitis als auch die begleitende Lungenschadigung

signifikant starker ausgepragt als in Wildtyp Méausen [23].

2) Die Rolle der Chemokine: Chemokine sind eine weitere Gruppe von Botenstoffen, die an der

systemischen Entzlindungsausbreitung im Rahmen der akuten Pankreatits beteiligt sind. Es
handelt sich um kleine Signalproteine, die chemotaktisch auf Entziindungszellen wirken, also
eine Wanderbewegung von Entzlindungszellen in bestimmte Gewebe auslésen. Sie kdnnen
hemmenden oder aktivierenden Einfluss auf bestimmte Entziindungszellen austiben und sind
somit an der komplexen Regulation des Abwehrsystems beteiligt. Die Chemokine wirken tber
spezielle Chemokinrezeptoren. Untersuchungen einer dieser Rezeptoren, dem Chemokin-1-

Rezeptor, belegen die Beteiligung dieser Botenstoffe an der Entziindungsausbreitung in das
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Lungengewebe im Rahmen einer akuten Pankreatitis. So konnte in einer Gruppe von Méusen,
die keinen Chemokin-1-Rezeptoren besitzen, durch Injektion von Cerulein zwar eine
vergleichbar stark ausgepragte akute Pankreatitis ausgelost werden, die Pankreatitis-assoziierte
Lungenschadigung war jedoch signifikant geringer ausgepragt im Vergleich zu einer Wildtyp-
Referenzgruppe [24]. Dieses Ergebnis unterstiitzt die Hypothese, dass die im Rahmen der
Entziindungsreaktion auf Pankreasebene freigesetzten Chemokine zu einer Einwanderung
zirkulierender Entzundungszellen in das Lungengewebe fiihren. Die Tatsache, dass die
induzierte Pankreatitis in den Vergleichsgruppen gleich stark ausgepréagt ist, wéhrend die
begleitende Lungenschadigung isoliert gebessert ist, spricht dafir, dass hier ein Mechanismus
gehemmt wurde, der nicht die Entstehung der lokalen Entziindung beeinflusst, sondern allein die
gefiirchtete systemische Ausbreitung.

3) Die Rolle der Pankreasenzyme: Im Rahmen der Zellschadigung im Pankreas kommt es zu

einer systemischen Freisetzung der Pankreasenzyme Phospholipase A2, Elastase und Trypsin.
Von der Phospholipase A2 existieren 2 Formen: Typ 1 wird von der Bauchspeicheldriise
gebildet, Typ 2 dient als Mediator in der Akute-Phase-Reaktion. Im Pankreas induziert die
Phospholipase A2 durch die Umwandlung des Phospholipids Lecithin in das toxische
Lysolecithin eine Zellnekrose. Analog dazu scheint das Enzym nach Freisetzung aus dem
Pankreas zu einer Schadigung des Surfactants in der Lunge zu flhren, da auch hier
Phospholipide verbaut sind, die von der Phospholipase A2 umgesetzt werden kénnen [25]. In
tierexperimentellen Studien fuhrte die intrabronchiale Gabe von Phospholipase A2 zu einer
Schédigung der Lunge und in Klinischen Studien konnte gezeigt werden, dass bei Patienten mit
schwerer akuter Pankreatitis die Serumspiegel von Phospholipase A2 mit der Schwere der
Lungenschadigung korrelierten [26]. Die anderen Enzyme, die in der Pathophysiologie der
Pankreatitis-assoziierten Lungenschadigung eine Rolle zu spielen scheinen, sind Elastase und
Trypsin. Die systemische Gabe von pankreatischer Elastase bei Mausen induziert einen
pulmonalen Schaden. Diese Schadigung wird Uber eine Aktivierung von NFkB und TNF-a
vermittelt und ist durch ein Infiltrat aus neutrophilen Granulozyten und eine erhohte
Lungengeféalipermeabilitat charakterisiert [27]. Einen entsprechenden Effekt hat die intravendse
Gabe von Trypsin in Schafen [22]. Nach Injektion von Aszites, gewonnen aus Ratten mit akuter
Pankreatitis, in gesunde Tiere entwickelten diese ebenfalls einen Lungenschaden mit erhohter
Genexpression von TNF-a, IL-6 und IL-1p [22].
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4) Die Rolle der Entziindungszellen: In klinischen und tierexperimentellen Studien wurde ein

Infiltrat mit neutrophilen Granulozyten als Charakteristikum der Lungenbeteiligung im Rahmen
der akuten Pankreatitis nachgewiesen. Die Gabe von antineutrophilem Serum bei M&usen, die an
einer cholinmangeldiat-induzierten akuten Pankreatitis erkrankt waren, konnte die Entstehung
der Lungenschéadigung vollstandig vermeiden und milderte die Entziindung insgesamt ab [28]. In
einer weiteren Studie wurde gezeigt, dass die Einwanderung der Entziindungszellen durch eine
Hochregulation des Adh&sionsmolekiils ICAM-1 (intracellular adhesion molecul-1) begunstigt
wird. Dieses Molekil ist unter physiologischen Bedingungen nicht oder nur sehr schwach
exprimiert. Im Rahmen einer induzierten akuten Pankreatitis ist ICAM-1 im Pankreas, im
Lungengewebe und im Serum erhoht. In ICAM-1-knockout M&usen wurde eine weniger stark
ausgepréagte Pankreatitis und Pankreatitis-assoziierte Lungenschadigung beobachtet [29, 30].

Zusammenfassend ist zu sagen, dass an der Ausbreitung der akuten Pankreatitis auf die Lunge
und andere Organsysteme diverse Mechanismen beteiligt sind, die bisher nur unvollstandig
verstanden sind. Zu den wichtigsten Mechanismen gehdren, wie oben erldutert, ein komplexes
Zusammenspiel pro- und anti-inflammtorischer ~ Zytokine, die  Chemokine, die
Entziindungszellen, die aus der Bauchspeicheldriise freigesetzten Verdauungsenzyme. Es ist
wichtig, die einzelnen Mechanismen und ihr Zusammenspiel genauer zu verstehen, um
Therapieansétze finden zu konnen, die die systemische Ausbreitung der Entziindung mit ihren
ernsten Folgen verhindern konnten. Bisher ist es mehrfach gelungen, die Entstehung einer
Pankreatitis-assoziierten Lungenschadigung im Tiermodell durch Hemmung z. B. der
Verdauungsenzyme oder spezifischer Zytokine abzumildern bzw. zu verhindern. Jedoch konnte
dies in Klinischen Studien nicht wiederholt werden. Diese Beobachtung ist Ausdruck der
Komplexitat der beteiligten Mechanismen im menschlichen Organismus und verdeutlicht, wie

wichtig weitere Untersuchungen in diesem Bereich sind.

1.3 Omega-3- und Omega-6-Fettsauren

1.3.1 Aufbau und Vorkommen

Die Omega-3- (n-3-) und Omega-6- (n-6-) Fettsduren gehoren zu der Gruppe der essentiellen,
mehrfach ungeséttigten Fettséduren (polyunsaturated fatty acids = PUFA). Mehrfach ungesattigt
bedeutet in diesem Zusammenhang, dass mehr als eine Doppelbindung in der Fettsaure
vorhanden sind. Essentiell werden Fettsduren dann genannt, wenn mindestens eine dieser
Doppelbindungen distal des 9. C-Atoms liegt, da der menschliche Organismus nicht in der Lage

ist, Doppelbindungen hinter dem 9. C-Atom zu synthetisieren und diese Fettsduren allein tber
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die Nahrung aufgenommen werden mussen. Man benennt die PUFAs nach der Position ihrer
ersten Doppelbindung. Dabei beginnt man am Ende der Kohlenstoffkette, entfernt von der
Carboxylgruppe, zu zahlen. Auf diese Weise unterscheidet man z. B. n-3-, n-6-, n-9-PUFA:s.

Die PUFAs sind als Bestandteil von Phospholipiden am Aufbau von Zellmembranen beteiligt.
Dabei sind sie so ausgerichtet, dass ihr hydrophiler Kopf nach auf?en und der lipophile Schwanz
in das Zellinnere zeigen. Im Rahmen von Entzundungsreaktionen dienen die Fettsauren als
Ausgangsprodukte zur Herstellung von entziindungsregulierenden Botenstoffen, den

Eicosanoiden.

Zu den wichtigsten Vertretern der Omega-3-Fettsduren gehdren die a-Linolensaure (ALA 18:3
n-3), die Eicosapentaenséure (EPA 20:5 n-3) und die Docosahexaenséure (DHA 22:6 n-3). Die
héaufigste dieser drei Vertreter ist die o-Linolensdure, sie kommt in allen photosynthetisch
aktiven Geweben vor. Sie ist z. B. in Leinsamen, Hanfol, Walnussél, Rapsél, Algen, Moosen,
Farnen enthalten. Eicosapentaensdure und Docosahexaensdure kommen vor allem in

Kaltwasserfischen (z. B. Makrele, Lachs, Thunfisch, Sardellen, Sardinen) vor.

Zwei der wichtigsten Vertreter der Omega-6-Fettséduren sind die Linolséure (LA 18:2 n-6) und
Arachidonsdure (AA 20:4 n-6). Die Linolsdure kommt in Pflanzendlen vor. Arachidonséure ist
hauptséchlich in tierischen Produkten enthalten und wird vom Menschen Uber diesen Weg
aufgenommen. Durch Dehydrierung und Kettenverlangerung kann aus Linolséure

Arachidonséure gebildet werden, was diese zu einer bedingt essentiellen Fettsaure macht.

Die Omega-3- und Omega-6-Fettsduren werden vom Menschen allein ber die Nahrung
aufgenommen. Das Verhaltnis der beiden Fettsauregruppen in Geweben zueinander hangt davon
ab, in welchen Mengen sie aufgenommen werden. In préhistorischen Zeiten war das Verhaltnis
von Omega-3- zu Omega-6-Fettsauren in der Nahrung wahrscheinlich ausgeglichen (1:1). Durch
Veranderungen sowohl in der Landwirtschaft als auch den Essgewohnheiten hat sich dieses
Verhéltnis deutlich zugunsten der Omega-6-Fettsdauren verschoben und liegt heute in der
westlichen Welt bei 15-20:1 [31]. Diese Veranderung ist von Bedeutung, da aus den Fettsauren
die Eicosanoide gebildet werden, eine Gruppe von Signalstoffen, die eine wichtige Rolle in
Entziindungsprozessen spielen. Dazu gehoren die Prostaglandine, Prostazykline, Thromboxane,

Leukotriene, Resolvine. Generell werden den Abkdémmlingen (Derivaten) der Omega-6-
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Fettsduren ein pro-inflammatorischer Charakter zugeschrieben, denen der Omega-3-Fettsduren
ein anti-inflammatorischer Charakter.

Durch das verénderte VVerhaltnis der Fettsduren in der Nahrung zueinander stehen deutlich mehr
Omega-6-Fettsduren als Ausgangsstoffe fir die Bildung der Eicosanoide zur Verflgung, es
werden uUberwiegend Derivate der Omega-6-Fettsauren gebildet. Nachweislich wird dadurch die

Entstehung entzlindlicher Prozesse im Organismus begtinstigt [32].

1.3.2 Der Einfluss von Omega-6-Fettsauren und ihrer Derivate auf Entzindungsprozesse
Der wichtigste Vertreter der Omega-6-Fettsduren, in Bezug auf die Bildung wvon
Entziindungsmediatoren, ist die Arachidonsdure (AA). Sie kommt in veresterter Form als
Lipidbestandteil vor allem in Zellmembranen vor. Durch das Enzym Phospholipase A2 kann sie
durch spezifische Stimuli aus den Zellmembranen herausgeldst werden und dient dann als
Ausgangsstoff fir unterschiedliche aktive Mediatoren. Fir die weitere Metabolisierung stehen 2
Wege zur Verfligung:

Uber die Cyclooxygenasen entstehen aus AA die Prostaglandine (PGs) und Thromboxane der
2er Serie. Von der Cyclooxygenase existieren mindestens 2 Isoenzyme, die Cyclooxygenase-1
(COX-1) und die Cyclooxygenase-2 (COX-2). Wahrend die COX-1 kontinuierlich in allen
Geweben exprimiert wird, wird COX-2 bei Fieber, Schmerzen oder im Rahmen von
Entztindungsreaktionen durch Zellen des Immunsystems gebildet. In dem ersten Reaktionsschritt
entsteht aus AA das Prostaglandin G2 (PGG2). Aus PGG2 wird in einem weiteren Schritt PGH2
gebildet, das in Abhangigkeit von dem Zell- und Gewebetyp durch spezifische Synthasen zu
PGD2, PGF2, PGE2, PGI2 und Thromboxan A2 metabolisiert werden kann. Diese aktiven
Mediatoren entfalten ihre Wirkung tiber G-Protein-gekoppelte Rezeptoren. Je nach Gewebe fiihrt
die Bindung an die Rezeptoren zu einer Auslosung bzw. Verstirkung von
Entzindungsreaktionen, zu einer Vasokonstriktion, Thromboseentstehung oder einer

Verstarkung der Schmerzwahrnehmung.

Eine zweite Gruppe von Mediatoren, die aus der AA entstehen, sind die Leukotriene (LTs). Sie
werden durch die 5-Lipoxygenase (5-LOX) gebildet. Zun&chst entsteht aus AA das
Zwischenprodukt 5-Hydroperoxy-Eicosatetraensédure (5-HPETE), das hohe chemotaktische
Aktivitat besitzt und weiter zum Leukotrien A4 verstoffwechselt wird. Leukotrien A4 (LTAA4) ist
eine sehr instabile Verbindung und dient als Ausgangsprodukt fiir die Biosynthese diverser
Leukotriene. Die Rolle dieser Mediatoren steht im Zusammenhang mit allergischen und

entzundlichen Reaktionen des Korpers und ihre Wirkung wird, wie bei den Prostaglandinen,
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durch G-Protein-gekoppelte Rezeptoren vermittelt. Die einzelnen aktiven Mediatoren
verursachen sehr unterschiedliche Wirkungen. LTB4 wirkt chemotaktisch auf Leukozyten und
Makrophagen, wodurch in der Folge eine Ansammlung neutrophiler Granulozyten entsteht.
Desweiteren vermittelt es eine Vasokonstriktion und eine Erhéhung der GefaBpermeabilitét in
dem betroffenen Gewebe [33]. Die Leukotriene LTC4, LTD4, LTE4 wirken dagegen stark
bronchokonstriktorisch und provozieren die Entstehung eines submukdsen Odems [31]. Sie sind
von Bedeutung in der Entstehung des Asthma bronchiale. Die Leukotriene gelten als

hochpotente pro-inflammatorische Mediatoren.

Eine relativ neu entdeckte Gruppe von Lipidmediatoren, die aus der AA entstehen, sind die
Lipoxine. Diese Mediatoren entstehen durch Zell-Zell-Interaktionen und durch Transformation
unterschiedlicher Lipoxygenasen. Als Ausgangsstoff dient auch hier das Leukotrien A4, das
durch die 5-LOX aus AA entsteht. In Thrombozyten wird es zu dem Lipoxin LXA4
umgewandelt. Die Lipoxine zeigen deutliche anti-inflammatorische Wirkungen. Dazu gehéren
die Hemmung der Produktion pro-inflammatorischer Zytokine, der Entziindungszellproliferation

und —migration [31].

Zusammenfassend l&sst sich feststellen, dass die Prostaglandine und Leukotriene, als Derivate
der wichtigsten Omega-6-Fettsdaure AA, tiberwiegend entziindungsférdernd wirken, wahrend die
Lipoxine eine Gruppe von AA-Derivaten bilden, die entziindungshemmende Wirkungen

vermitteln.

1.3.3 Der Einfluss von Omega-3-Fettsauren und ihrer Derivate auf Entzindungsprozesse
Fur die Bildung von Entziindungsmediatoren sind aus der Gruppe der Omega-3 Fettséduren vor
allem die Eicosapentaensaure (EPA 20:5 n-3) und die Docosahexaensaure (DHA 22:6 n-3) von
Bedeutung.

Durch die Cyclooxygenasen werden aus EPA und DHA Prostaglandine der 3er Serie und
Thromboxan A3 synthetisiert. Fir Thromboxan A3 konnte gezeigt werden, dass es deutlich
weniger gerinnungshemmende Wirkung aufweist als das von der AA abstammende Thromboxan
A2 [34]. Fur Prostaglandin E3 konnte gezeigt werden, dass es die Proliferation von Tumorzellen
inhibieren kann [31]. Generell wird den Prostaglandinen der 3er Serie anti-inflammatorisches
Potential zugesprochen, was sich im Versuch durch eine verminderte Vasodilatation und eine

Reduktion der Odementstehung zeigte [35].
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Die Lipoxygenasen flhren zur Bildung von Leukotrienen der 5er Serie. Auch diese Stoffgruppe
wirkt, verglichen mit den Leukotrienen der 4er Serie aus AA, weniger chemotaktisch auf
Entzlindungszellen und weniger bronchokonstriktorisch [36].

Ebenfalls relativ neu entdeckt ist die Gruppe der Resolvine (Rv) und Protectine, eine Gruppe von
Lipidmediatoren aus Omega-3-Fettsduren, die analog zu den Lipoxinen durch Zell-Zell-
Interaktionen entstehen. Als Mediatoren der DPA konnten bisher die Resolvine RvD1 bis RvD6,
Neuroprotektin D1 (NPD1) und Protektin D1 (PD1) identifiziert werden. In verschiedenen
Studien konnten fur diese Mediatoren anti-inflammatorische Effekte sowohl in vivo als auch in
vitro bestétigt werden. Als Derivat der EPA wurde das Resolvin RvVE1 identifiziert. Fur RvEL
konnte ein spezifischer Rezeptor und die dartber vermittelte Wirkung identifiziert werden. Uber
den G-Protein-gekoppelten Rezeptor ChemR23 wird durch TNF-a die Aktivitit des
Transkriptionsfaktors NFkB und die Bildung des pro-inflammatorischen Zytokins IL-12
reduziert. In Studien zeigt sich RvE1 als potenter anti-inflammatorisch und anti-migratorisch
wirkender Mediator [37, 38].

Auf einen protektiven Effekt der Omega-3-Fettsdauren wurde 1944 erstmalig der britische
Forscher Hugh M. Sinclair indirekt aufmerksam, als er beobachtete, dass die Inzidenzen von
kardiovaskularen und degenerativen Erkrankungen in der Population von kanadischen Eskimos
signifikant niedriger war als in der westlichen Welt. Diese Beobachtung fiihrte er auf den hohen
Fischkonsum dieser Bevolkerungsgruppe zurtick. Heute ist bekannt, dass die im Fisch
enthaltenen Omega-3-Fettsduren EPA und DHA fir diesen protektiven Effekt verantwortlich
sind. Klinische und tierexperimentelle Untersuchungen konnten zeigen, dass durch eine Omega-
3-Supplementierung eine antithrombotische, kardioprotektive und anti-entziindliche Wirkung
vermittelt wird. Das Risiko flr den plétzlichen Herztod wird durch einen glinstigen Omega-3-
Index signifikant gesenkt, Herzrhythmusstérungen sind seltener, die Inzidenz von Schlaganfallen
wird gesenkt und auch die Ausprédgung von chronisch entzindlichen Darmerkrankungen und

Rheumatoider Arthritis konnte signifikant reduziert werden [39, 40, 41].

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass ein vermehrtes Vorkommen von Omega-3
Fettsduren in Geweben wahrscheinlich zu einer vermehrten Produktion der Omega-3-Derivate
fihrt. Diese Mediatoren wirken nachweislich entweder direkt entziindungshemmend oder fiihren

zu einer verminderten Bildung entziindungsférdernder Zytokine.
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1.3.4 Omega-3-, Omega-6-Fettsauren und ihre Mediatoren und die akute Pankreatitis

Es existieren zahlreiche in vitro, in vivo, klinische Studien, die die protektiven Effekte der
Omega-3 Fettsduren und ihrer Abkémmlinge im Zusammenhang mit den unterschiedlichsten
Krankheitsbildern untersuchen.

Dabei wurde auch die akute Pankreatitis in unterschiedlichen Studienmodellen adressiert. In dem

folgenden Abschnitt werden einige Arbeiten vorgestellt, die unserer Studie vorausgingen:

2009 adressierten Park et al in einer in vitro Studie den Einfluss der Omega-3 Fettsauren DHA
und ALA auf pankreatische Azinuszellen. Dabei wurde untersucht, ob diese Fettsduren einen
Einfluss auf die Zytokinproduktion der Zellen nach Stimulation mit Cerulein haben, sowie die
Frage, ob diese Fettsduren den apoptotischen Zelltod der Azinuszellen nach Exposition
gegenuiber Wasserstoffperoxid unterdriicken kénnen. Es konnte gezeigt werden, dass DHA und
ALA die Expression der als pro-inflammatorisch geltenden Zytokine IL-1p und IL-6 reduzieren
und die Expression von apoptotischen Genen wie p53, Bax, apoptosis-inducing factor hemmen
[42].

Unter den zahlreichen tierexperimentellen Studien ist vor allem die Cerulein-induzierte akute
Pankreatitis in Ratten gut untersucht.

Kilian et al zeigten, dass Ratten, die nach einer Cerulein-induzierten akuten Pankreatitis mit
einer Omega-3-fettsdurereichen Infusion behandelt wurden, einen deutlich reduzierten
histopathologischen Score aufwiesen, verglichen mit einer durch eine Kochsalzlésung
behandelten Versuchsgruppe. Auch die Synthese von Prostaglandin E2 und Prostaglandin F1-a,
die zu der Gruppe der entzundungsfordernden Derivate aus der AA gehoren, waren durch die
Omega-3 Verabreichung deutlich reduziert [43].

In einer weiteren Studie mit einem &dhnlichen Versuchsaufbau verglich dieselbe
Forschungsgruppe den Effekt von mit Omega-3, Omega-6 und Omega-9 Fettsduren
angereicherten Infusionen auf eine akute hdmorrhagische Pankreatitis in Ratten. Allein in der mit
einer Omega-3 Fettsaure-Infusion behandelten Versuchsgruppe konnte die Auspragung der
lokalen Pankreasentziindung reduziert werden, verglichen mit einer unbehandelten
Vergleichsgruppe [44].

Kilian et al untersuchten in ihrem Rattenmodel primér die lokale Pankreaszerstorung. In anderen
tierexperimentellen Studien wurde jedoch auch die systemische Entziindungsausbreitung im
Rahmen einer akuten Pankreatitis untersucht. So zeigten Sharif et al, dass die orale Gabe von

EPA vor der Induktion einer akuten Pankreatitis in Ratten zum einen zu signifikant weniger
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Makrophageninfiltrationen im Pankreasgewebe fuhrte, zum anderen auch signifikant weniger
Leukozyten in der bronchoalveoléaren Lavage der Versuchstiere nachzuweisen waren [45].
Foitzik et al behandelten Ratten mit zuvor induzierter, schweren, akuten Pankreatitis mit einer
parenteralen Ernadhrung, die unterschiedliche Fettsdurekompositionen enthielten (reich an
Omega-3 FA vs. reich an Omega-6 FA). Dabei konnte in der Gruppe, die die Losung mit einem
hohen Anteil an Omega-3 Fettsduren erhielt, signifikant hohere Werte des anti-inflammatorisch
wirkenden Zytokins IL-10 gemessen werden, die renale Funktion war besser als in der
Vergleichsgruppe und es kam deutlich seltener zu Episoden von kardiopulmonalen
Dysfunktionen [46].

Die parenterale oder intravendse Gabe von mit Omega-3 Fettsduren angereicherten Ldsungen
und anschliefende Untersuchung der Effekte dieser auf eine akute Pankreatitis setzte sich auch
in klinischen Studien fort.

Wang et al behandelten Patienten mit schwerer akuter Pankreatitis entweder mit einer durch
Omega-3 Fettsduren angereicherten, parenteral verabreichten Ldsung oder mit einer
konventionellen, parenteral verabreichten Losung. In der Gruppe der mit Omega-3 Fettsduren
behandelten Patienten waren signifikant héhere Werte fir EPA und signifikant geringere Werte
fur CRP im Serum nachweisbar. Als Ausdruck einer geringeren systemischen Affektion zeigten
die Patienten eine signifikant bessere pulmonale Funktion sowie eine signifikant kiirzere Dauer
einer Dialysebehandlung [47].

Xiong et al untersuchten den Effekt einer zusatzlich zu der konventionellen Therapie
verabreichten, intravendosen Gabe von Omega-3 Fettsduren auf die systemische
Entziindungsausbreitung im Rahmen einer schweren akuten Pankreatitis. Die zuséatzliche
Behandlung flihrte zu einem signifikant geringeren SIRS-Score sowie signifikant geringerer
Plasmakonzentration des pro-inflammatorisch wirkenden Zytokins TNF-a, waéhrend die
Plasmakonzentration des anti-inflammatorisch wirkenden Zytokins IL-10 deutlich erhéht war
[48].

In einem &hnlichen Versuchsaufbau konnten Lasztity et al einen klinischen Benefit einer
intravendsen Gabe von Omega-3 Fettsduren bei Patienten mit milder bis schwerer akuter
Pankreatitis nachweisen, verglichen mit Patienten ohne diese Zusatztherapie. Die mit Omega-3
Fettsduren behandelte Versuchsgruppe zeigte eine signifikante Reduktion der Dauer des
Krankenhausaufenthaltes sowie der jejunalen Ernéhrung, des Weiteren traten signifikant weniger

Komplikationen als in der unbehandelten Vergleichsgruppe auf [49].
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1.4 Das Fat-1 Mausmodell

Saugetieren ist es nicht moglich, Omega-6-Fettsduren und Omega-3-Fettsduren ineinander
umzuwandeln. Selbst Fische, die fur den Menschen das gréfite Reservoir an Omega-3-Fettsduren
darstellen, nehmen diese ausschlieBlich tber ihre Nahrung auf. Aus diesem Grund mussten
Versuchstiere fur in-vivo-Studien Uber den Einfluss von n-3-Fettsduren auf unterschiedliche
biologische Prozesse mit einer speziellen Didt gefiittert werden. Diese Fitterungsexperimente
sind schwer steuerbar, da nicht sichergestellt werden kann, dass von allen Versuchstieren
dieselbe Menge an Nahrung aufgenommen wird. Durch die Entwicklung des Fat-1 Maus-
Modells wird dieses Problem gel6st.

Die Fat-1 Maus ist eine transgene Maus, die das Fat-1-Gen des Rundwurms Caenorhabditis
elegans tragt. Dieses Gen kodiert fiir eine n-3 Desaturase, die es der Maus ermdoglicht, Omega-6-
Fettsduren in Omega-3-Fettsduren umzuwandeln. Die synthetisierten Omega-3-Fettsduren
reichern sich in den unterschiedlichen Geweben der Tiere an, das Verhaltnis von Omega-3- zu
Omega-6-Fettsduren verschiebt sich deutlich zugunsten der Omega-3-Fettsduren [50]. Durch
dieses Mausmodell werden Ungenauigkeiten, die aus der Gabe unterschiedlicher Diaten
resultieren, eliminiert. Es stellt eine einzigartige Mdoglichkeit dar, die biologischen Funktionen
der Omega-3-Fettsauren und den Einfluss von hohen Omega-3-/Omega-6-Fettsaure-

Verhaltnissen auf biologische Prozesse zu untersuchen.

1.5 Das Modell der Cerulein-induzierten akuten Pankreatitis und Grinde fir die Wahl
dieses Modells

Die Entstehungsphase der akuten Pankreatitis ist am Menschen nicht zu untersuchen, da die
Krankheit bei Diagnosestellung in der Regel schon ihre volle Auspragung erreicht hat. In diesem
Stadium sind zelluldre Mechanismen der Initialphase nicht mehr nachvollziehbar. Fiir die genaue
Untersuchung der Entstehungsmechanismen sind deshalb unterschiedliche Tiermodelle
entwickelt worden. Das am besten charakterisierte und standardisierte Modell ist dabei das
Uberstimulationsmodell mit Cerulein [19].

Cerulein ist ein Analogon des humanen Hormons Cholezystokinin (CCK). In physiologischen
Konzentrationen stimuliert CCK die Sekretion der im Pankreas gebildeten Verdauungsenzyme.
Fur die Induktion der akuten Pankreatitis werden supramaximale Dosen des Ceruleins
intraperitoneal oder intravends injiziert. Diese Behandlung fiihrt zu einer (bermaRigen
Enzymsekretion und Enzymaktivierung in den Pankreaszellen und tber die Selbstverdauung des

Pankreasgewebes zu der Entstehung der akuten Pankreatitis [2].
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Durch die Ceruleinbehandlung wird eine leichte, 6demattse Pankreatitis ausgeltst. Sie ist
reversibel und durch die einfache Reproduzierbarkeit zu dem am meisten verwendeten Modell
zur Untersuchung von zellularen Mechanismen geworden. Durch eine Variation in der Anzahl
der Ceruleininjektionen ist es moglich, die Schwere der akuten Pankreatitis zu beeinflussen.
Somit reicht das Spektrum der ausgeldsten Pankreatitiden von der leichten, 6dematdsen Form bis
zu einer schweren, nekrotisierenden Entziindung mit systemischen Komplikationen [2].

Die Wirkung des Ceruleins wird iber CCK-Rezeptoren erzielt: Cerulein bindet an die CCK-
Rezeptoren, diese Bindung fuhrt zu einer GbermaRigen Stimulation der Azinuszellen mit
frihzeitiger Aktivierung des Enzyms Trypsinogen in den Zellen. Durch Trypsinogen werden
weitere Verdauungsenzyme aktiviert, die zu einer Schédigung der Azinuszellen des Pankreas
fuhren. Hier miundet die Reaktionskette in die unter 1.1 beschriebene Endstrecke der akuten
Pankreatits. Unter Mitwirken unterschiedlicher pro- und anti-inflammatorischer Zytokine breitet
sich die Entzlindung in dem Organ, in den angrenzenden Strukturen und schlielRlich systemisch
in andere Organsysteme aus.

Mit diesem Tiermodell wird die beim Menschen ablaufende Entziindungsreaktion imitiert. Dabei
wird die extrapankreatische Ausbreitung der Entziindung ebenfalls nachgestellt, was sich z. B.

durch die Entstehung einer Pankreatitis-assoziierten Lungenschadigung zeigt.

Die Vorteile dieses Tiermodells liegen in der Einfachheit der Durchflhrbarkeit und der
realistischen Imitation der im menschlichen Organismus ablaufenden Entzlindungsreaktionen.
Die akute Pankreatitis wird durch mehrfache intraperitoneale oder intravendse
Ceruleininjektionen ausgeldst, fiir deren Durchfihrung weder das Erlernen einer komplizierten
Technik noch der Einsatz teurer oder komplexer Apparaturen notwendig sind. Zusétzlich werden
durch die Ceruleininjektion Mechanismen ausgel6st, die auch fiir die Entstehung der akuten
Pankreatitis beim Menschen verantwortlich gemacht werden. Dieses Tiermodell stellt somit eine
Maoglichkeit dar, die Entstehung und Ausbreitung der Entziindung weiter zu erforschen und
Ansétze fur eine kausale Therapie der Erkrankung zu finden, die auch auf den Menschen

Ubertragbar sein konnten.

1.6 Fragestellung
1)Wie wirkt sich ein verandertes Omega-6/0Omega-3-Fettsdureverhaltnis im Pankreasgewebe auf

die Cerulein-induzierte Gewebeschadigung aus?

Erst in den letzten 200 Jahren hat sich durch Verdnderungen unserer Erndhrungsgewohnheiten

das Omega-3/0Omega-6-Fettsdureverhéltnis deutlich zugunsten der Omega-6-Fettsduren
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verschoben. Aus der veranderten Verfligbarkeit von Fettsduren im Organismus resultiert eine
verdnderte Verfligbarkeit der aus den Fettsduren gebildeten Derivate, die eine wichtige Rolle in
der Entstehung und Ausbreitung von unterschiedlichen Entziindungsreaktionen darstellen. Wir
beschéftigten uns mit der Frage, wie die unterschiedlichen, an der Ausbreitung einer
Entziindungsreaktion im Organismus beteiligten Mechanismen durch ein verdndertes Omega-
3/0Omega-6-Verhéltnis im Gewebe beeinflusst werden.

Fur Omega-3-Fettsauren sind in unterschiedlichen Studien entziindungshemmende Effekte
nachgewiesen worden. Daraus ergibt sich die Vermutung, dass ein erhohter Anteil an Omega-3-
Fettsduren im Pankreasgewebe, dieses vor einer UberschieBenden Entziindungsreaktion im
Rahmen einer Cerulein-induzierten akuten Pankreatitis schiitzen kénnte.

In unseren Versuchen wird die transgene Fat-1 Maus eingesetzt, die in der Lage ist, Omega-3-
Fettsduren aus Omega-6-Fettsduren zu synthetisieren. Es wird untersucht, wie ein erhohter
Gehalt an Omega-3-Fettsduren im Pankreasgewebe die durch Cerulein verursachte
Parenchymschéadigung der Bauchspeicheldruse beeinflusst. Dabei werden die Fat-1 Mduse, die
durch ein Verhéaltnis von AA/EPA+DHA von 3:2 im Pankreas charakterisiert sind, mit Wildtyp
Méusen verglichen, die ein entsprechendes Verhéltnis von etwa 70:1 im Pankreasgewebe haben.
In der Untersuchung werden Unterschiede im Schweregrad der Gewebeschadigung zwischen

den beiden Gruppen beurteilt.

2)Wie wirkt sich ein veréndertes Omega-6/0mega-3-Fettsdureverhaltnis im Pankreasgewebe auf

die Zytokinproduktion im Rahmen der Cerulein-induzierten akuten Pankreatitis aus?

In den einleitenden Abschnitten wurde ausfiihrlich beschrieben, wie die im Organismus
vorkommenden Omega-3- und Omega-6-Fettsduren als Ausgangsprodukte fir die Bildung von
Entziindungsmediatoren dienen. Vor diesem Hintergrund stellt sich die Frage, wie die
Zytokinproduktion im Rahmen einer Cerulein-induzierten akuten Pankreatitis durch ein
veréndertes Omega-6/0Omega-3-Verhaltnis im Pankreasgewebe beeinflusst wird.

In bisherigen Studien ergaben sich Hinweise dafir, dass es durch eine Verschiebung des Omega-
6/0Omega-3-Verhéltnisses zugunsten der Omega-3-Fettsduren zu einer vermehrten Produktion
der Omega-3-Derivate und einer gleichzeitig verminderten Produktion der Omega-6-Derivate
kommt. Wenn wir davon ausgehen, dass die Derivate durch die 0. g. Eigenschaften
charakterisiert sind, koénnte ein entziindungshemmender Effekt dadurch erklart werden. In
unseren Versuchen wird durch die Messung unterschiedlicher pro- und anti-inflammatorisch
wirkender Mediatoren untersucht, ob die Bildung der Mediatoren in den Versuchstieren mit

unterschiedlichen Fettsaureprofilen differiert.
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3) Wie wirkt sich ein verdndertes Omega-6/Omega-3-Fettsdureverhéltnis im Pankreasgewebe auf

die Pankreatitis-assoziierte Lungenschadigung als Ausdruck der systemischen Ausbreitung im

Rahmen der Cerulein-induzierten akuten Pankreatitis aus?

In den einleitenden Abschnitten wurde bereits auf die systemische Ausbreitung der im Pankreas
beginnenden Entziindung eingegangen. Sowohl in der Klinik als auch im Tiermodell kommt es
als Anzeichen einer systemischen Entziindungsausbreitung zu einer Pankreatitis-assoziierten
Lungenschadigung. Mit dem Wissen, dass diese durch im Pankreasgewebe freigesetzte
Entziindungsmediatoren ausgeldst wird, stellt sich die Frage, wie ein verandertes Omega-
6/0Omega-3-Fettsdureverhaltnis im Pankreasgewebe die hier freigesetzten Mediatoren und deren
Wirkung auf das Lungengewebe beeinflusst. In unseren Versuchsgruppen untersuchen und
vergleichen wir die lichtmikroskopisch sichtbare Gewebeschadigung in der Lunge sowie die

Infiltration des Lungengewebes durch Entziindungszellen.

27



2 Materialien und Methoden

2.1 Versuchstiere

2.1.1 Die Fat-1 Maus

Die transgene Fat-1 C57BL/6 Maus wurde von Professor Jing X. Kang in den Laboren des
Massachusetts General Hospitals in Boston, MA, USA entwickelt. Sie tragt das Fat-1 Gen des
Rundwurms Caenorhabditis elegans, das fir eine n-3 Desaturase kodiert und es der Maus
ermdoglicht, Omega-3 Fettsauren zu synthetisieren. Dabei dient die korrespondierende Omega-6

Fettsdure als Substrat. Diese Umwandlung ist Sdugetieren von Natur aus nicht méglich [50].

2.1.2 Zucht und Haltung der Versuchstiere

Die transgenen Fat-1 Maduse wurden zundchst mehrfach mit C57BL/6-Méausen riickgekreuzt.
Heterozygote Fat-1 Mause wurden dann mit Wildtyp Mausen gekreuzt, um sowohl heterozygote
Fat-1 Mé&use als auch Wildtyp Mé&use zu erhalten. Fir unsere Studie wurden ausschlieBlich
weibliche, heterozygote Fat-1-Mduse und Wildtyp-Mause aus denselben Wirfen herangezogen.

Alle Méuse erhielten dieselbe Diat (5% Maisdl mit 10% Diesteldl substituiert, 20% Proteine,
58% Kohlenhydrate, 22% Fett) mit hohen n-6 und geringen n-3 Fettsdureanteilen bis das
gewinschte Gewicht (17-22g) und Alter (8-10 Wochen) erreicht wurde. Die Tiere wurden in
pathogenfreier Umgebung gehalten, mit jeweils 2-3 sich in Alter und Gewicht entsprechenden
weiblichen  Maéusen. Die Haltung entsprach den Richtlinien des Komitees fir

Versuchstierhaltung des Massachusetts General Hospitals.

2.1.3 Phanotypisierung der Versuchstiere durch Gaschromatographie

Die Phanotypisierung der Versuchstiere erfolgte in der vierten Lebenswoche mittels
Gaschromatographie. Diese Analyse dient der Unterscheidung zwischen Wildtyp und transgenen
Fat-1 Mé&usen. Fir die Untersuchung wird eine kleine Gewebeprobe des distalen Schwanzes
jeder Maus gewonnen, deren Lipidprofile dann mittels Gaschromatographie bestimmt werden.
Entscheidend fir die Unterscheidung zwischen Wildtyp und Fat-1-Maus ist das ermittelte
Verhéltnis von Arachidonséaure (20:4 n-6) zu Eicosapentaensdure (22:5 n-3). In den Wildtyp
Mausen ist die Eicosapentaensédure nicht nachweisbar, in den Fat-1 Mausen sind die

Konzentrationen deutlich erhoht.
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2.1.3.1 Aufbau und Funktion der Gaschromatographie

Schematische Darstellung des Aufbaus:

1 o ll..l F:1| e '
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Abb. 1: Schematische Darstellung eines Gaschromatographen.
1=Tragergas, 2=Injektor, 3=Trennsaule im Gaschromatographie-Ofen, 4=Detektor,

5=Signalaufzeichnung

Das Funktionsprinzip der Gaschromatographie besteht darin, dass Stoffgemische entweder durch
unterschiedliche  Siedepunkte der einzelnen Stoffe oder durch unterschiedliche
Wechselwirkungen dieser mit der stationaren Phase (Auskleidung der Trennsaule) aufgetrennt
werden.

Dazu werden die zu untersuchenden Proben im Injektor erhitzt bis sie vollstandig verdampft
sind. Die gasférmigen Stoffe werden von dem Trégergas (in unserem Versuch Helium) durch die
Trennséule des Gaschromatographen transportiert. Diese Séule ist durch die so genannte
stationdre Phase ausgekleidet, an der die unterschiedlichen Substanzen des Stoffgemisches, in
Abhéngigkeit von ihrer Polaritat, unterschiedlich lange verweilen.

Ein Detektor misst den Austrittszeitpunkt der unterschiedlichen Stoffe am Séaulenende und
vergleicht die Werte mit denen von Standardsubstanzen. Die unterschiedlichen Substanzen
haben charakteristische Verweildauern in der Trennséule und konnen so voneinander
unterschieden werden. Somit ist eine qualitative und quantitative Bestimmung komplexer

Stoffgemische einfach maoglich.

2.1.3.2 Probenmessung und Datenauswertung
Fur unsere Untersuchungen wurden die Gewebeproben der distalen Mausschwénze nach einem
modifizierten Protokoll aufgearbeitet und analysiert [51]. Dafiir wurde zundchst das frische

Gewebe unter Zugabe von flissigem Stickstoff zu einem feinen Puder zerkleinert. Die Proben
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wurden mit jeweils 1,5ml 14% Borontrifluorid(BF3)-Methanollésung und Hexan aufgefullt und
60 Minuten bei 100°C inkubiert. Dieser Schritt dient der Losung der Fettsduren aus dem Gewebe
und der Bildung von Fettsauremethylestern, die anschlieBend in Hexan gelost vorliegen und der
Analyse zugénglich sind.

Fur die Analyse wurde ein vollautomatischer Gaschromatograph vom Typ 6890N (Agilent
Technologies) mit Flammenionisationsdetektor verwendet. Die Peaks der geldsten Fettsauren
wurden durch Vergleiche mit Fettsdurestandards (Nu-chek-Prep) identifiziert. Flr die Analyse
der prozentualen Anteile aller Peaks wurde die GC ChemStation Software (Agilent

Technologies) genutzt.

2.2 Gruppeneinteilung

Versuchsgruppe Behandlung Gruppengrofie
1) Fat-1 Méause mit akuter Pankreatitis Cerulein n==6
2) Wildtyp Mduse mit akuter Pankreatitis Cerulein n=9
3) Wildtyp Mause ohne akute Pankreatitis | Kochsalzldsung n=5
4) Fat-1 Mé&use ohne akute Pankreatitis Kochsalzlgsung n=4

Tabelle 1: Die Aufteilung der Versuchstiere in die Versuchsgruppen, ihre Behandlung und

Anzahl der Tiere in einer Gruppe.

Tabelle 1 zeigt die Aufteilung der Versuchstiere in die vier Versuchsgruppen. Die Gruppe 1
dient uns als Pankreatitis Prifgruppe, an der der Einfluss erhéhter n-3 PUFA
Gewebekonzentrationen auf den Verlauf der akuten Pankreatitis untersucht wird, wéhrend die
Gruppe 2 die ebenfalls erkrankte Wildtyp Kontrollgruppe dazu bildet. Gruppe 3 und Gruppe 4
dienen als gesunde Fat-1- und Wildtyp-Gruppen, um physiologische Daten zu gewinnen, mit
denen dann die Daten der erkrankten Gruppen verglichen werden kénnen. Die Wildtyp- und Fat-
1-Mause wurden anschlieBend an die Phanotypisierung nach dem Zufallsprinzip in Kontroll- und

Pankreatitisgruppen aufgeteilt.

2.3 Induktion der akuten Pankreatitis mit Cerulein

Die Induktion der akuten Pankreatitis durch Cerulein ist eine einfach reproduzierbare, nicht
invasive und daher viel verwendete Methode. In unserer Versuchsreihe wurden den Mausen
insgesamt 12 Injektionen mit einem Volumen von jeweils 200ul intraperitoneal appliziert, wobei

zwischen den einzelnen Injektionen ein zeitlicher Abstand von 60 Minuten lag. Bei den Tieren
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aus den Gruppen 1 und 2 beinhalteten die Injektionen 50 ug/kg Korpergewicht Cerulein
(Research Plus Inc., New Jersey, USA), das in 0,9 prozentiger Kochsalzlésung gel6st war. Die
Tiere der Gruppen 3 und 4 erhielten 200ul reine Kochsalzldsung.

Wahrend der Versuchsdurchfiihrung hatten die Méuse freien Zugang zu Wasser und Nahrung.
Unter der Behandlung mit Cerulein zwecks Induktion einer akuten Pankreatitis ist keines der

Versuchstiere friihzeitig zu Tode gekommen.

Eine Stunde nach der letzten Injektion wurden die Versuchstiere mit Isofluran anésthetisiert, ihr
Thorax wurde durch einen etwa 1 cm langen Schnitt parasternal links eréffnet und das Herz
wurde mittels einer Kanile punktiert. Der Tod der Tiere ist durch das Abziehen des
Blutvolumens Uber die Kanule innerhalb kirzester Zeit eingetreten.

2.4 Praparation der Versuchstiere

Nach Eintritt des Todes erfolgte die Eroffnung der Bauchhohle der Versuchstiere durch einen
etwa 2cm langen medianen Schnitt. Zunéchst wurde das Pankreas resiziert, longitudinal geteilt,
ein Teil in 10 % Formalin fixiert und ein Teil in flissigem Stickstoff schockgefroren. Zuséatzlich
wurden noch Leber und Lunge entnommen; wahrend die Leber komplett in flissigem Stickstoff
schockgefroren wurde, wurde die Lunge wie das Pankreas zweigeteilt, eine Hélfte in 10%
Formalin fixiert, eine ebenfalls schockgefroren.

Die in Formalin fixierten Proben wurden anschlieBend fiir nachfolgende histologische
Untersuchungen in Paraffinblocke eingebettet, die gefrorenen Proben wurden bis zur Nutzung
fiir weitere Analysen bei -70°C verwahrt.

Die Blutproben wurden sofort nach Entnahme 10 Minuten bei 3000 Umdrehungen pro Minute

zentrifugiert, danach wurden Serum und Zellen getrennt und ebenfalls bei -70°C eingefroren.
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2.5 Schematische Darstellung des Versuchsablaufes

Todeszeitpunkt

l

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Stunden

Abb. 2: Schematische Darstellung des Versuchsablaufes

Die 12 kleinen grauen Balken représentieren die intraperitonealen Ceruleininjektionen, die
jeweils in einem Abstand von 60 Minuten erfolgten. 60 Minuten nach der letzen Gabe ist der

Todeszeitpunkt als langer grauer Balken markiert.

2.6 Evaluation der morphologischen Veradnderungen im Pankreasgewebe mittels
Hamatoxylin/Eosin-Farbung und Lichtmikroskopie

Zur Bestatigung der Effizienz der Behandlung mit Cerulein und zur Detektion unterschiedlich
starker Entzindungsreaktionen in den verschiedenen Versuchsgruppen, ist es sinnvoll,
morphologische Verénderungen im Pankreasgewebe lichtmikroskopisch zu evaluieren. Dafir
wurden von den entnommenen Gewebeproben aller Versuchstiere Préparate mit

Héamatoxylin/Eosin angeféarbt und von einem erfahrenen Pathologen verblindet beurteilt.

Zur Erstellung der Hamatoxylin/Eosin-Préparate wurden Anteile der entnommenen
Bauchspeicheldriisen zundchst fur mindestens 24 Stunden in 10% Formalin fixiert. Anschlie3end
wurden die Proben in Paraffinblocken eingebettet, von denen 5 pum diinne Gewebeschnitte
angefertigt wurden. Die Gewebeschnitte wurden zundchst mit Xylene und Ethanol in
absteigender Konzentration deparaffinisiert. AnschlieBend wurden die Schnitte zundchst mit
H&matoxylin, dann mit Eosin angefarbt. Nach ausfihrlicher Spiilung und Entwaésserung der

Schnitte wurden Deckplatten aufgesetzt und die Préparate lichtmikroskopisch beurteilt.

2.6.1 Beurteilung der Pankreasschadigung mittels Punkteschema
Fur die Beurteilung der morphologischen Verdnderungen der Pankreata wurde ein vorher
beschriebenes Punktesystem angewendet [52]. Beurteilt wurden folgende Kriterien: 1. Odem, 2.
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Azinuszellnekrosen, 3. das Ausmall der Entziindungszellinfiltration. Eine genaue Aufstellung

des Bewertungsschemas ist in der nachfolgenden Tabelle beschrieben:

Tabelle: Histopathologisches Punktesystem

(1) Gdem

0= kein Odem sichtbar

1= mild ausgebildetes Odem (diffuse Ausbreitung
uber die interlobdren Septen)

2= moderat ausgebildetes Odem (wiel +diffuse Ausbreitung
uber die interlobuldren Septen)

3= stark ausgebildetes Odem (wie2 +diffuse Ausbreitung
Uber die interacindren Septen)

(2) Azinuszellnekrose (in Prozent des Pankreasgewebes)
0= keine Nekrosen sichtbar
1=1-5%
2=6-12%
3=13-20%

(3) Entziindungszellinfiltration (Zellen/Sichtfeld bei 400facher Vergroerung)
0=0-1
1=2-10
2=11-30
3=>30

Tabelle 2: Histopathologisches Punktesystem

2.7 Untersuchung der Serumlipase und Serumamylase als Ausdruck einer
Gewebeschadigung im Pankreas

Fur die Bestatigung der Wirksamkeit des Cerulein-Modells wurden die Serumkonzentrationen
der Enzyme Amylase und Lipase gemessen, die als spezifische Parameter fiir eine Schadigung
des Pankreasgewebes bekannt sind. Fir die Messungen der Serumlipase- und
Serumamylasewerte wurde das im Rahmen der Praparation der Versuchstiere gewonnene Serum
verwendet. Die Serumproben wurden in ein Labor versandt und in einem Standardverfahren

bestimmt.

2.8 Bestimmung des IL-6-Gehaltes im Serum als Ausdruck einer beginnenden
systemischen Entziindung mittels ELISA

Als Ausdruck der beginnenden systemischen Ausbreitung der Cerulein-induzierten akuten
Pankreatitis wurden in unseren Versuchen die IL-6-Serumspiegel der Versuchstiere gemessen.

Daflr wurde ein ELISA (Enzyme-linked-immunosorbend-assay) genutzt.
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2.8.1 Aufbau und Funktion des ELISAs

Ein ELISA ist ein immunologisches Nachweisverfahren, das auf dem Boden einer
enzymatischen Farbreaktion funktioniert. Mithilfe eines ELISAs kdnnen Proteine, Viren oder
auch niedermolekulare Verbindungen (z. B. Hormone, Toxine) nachgewiesen werden. Das
Funktionsprinzip des ELISAs beruht auf einer Antikorper-Antigen-Reaktion, bei der spezifische
Antikorper gegen das nachzuweisende Antigen genutzt werden. Diese Antikdrper werden vor
der Reaktion durch ein Enzym markiert, welches im Anschluss an die Antikorper-Antigen-
Bindung ein Substrat umsetzt. Das Produkt aus der Reaktion mit dem Substrat wird durch einen
Farbumschlag oder Fluoreszenz sichtbar gemacht. Eine quantitative Bestimmung des Antigens
ist dann mdoglich, wenn sich die Signalstarke und die Antigenkonzentration proportional

zueinander verhalten.

Durchfuhrung:

Zum Nachweis des pro-inflammatorischen Zytokins IL-6 haben wir ein Sandwich-ELISA von
eBioscience verwendet. Der ELISA wurde entsprechend den Angaben des Herstellers
durchgefuhrt. Eine 96-Well-Platte war mit einem spezifischen monoklonalen anti-Maus IL-6
Antikorper beschichtet (Capture Antibody), welcher vorhandenes IL-6 aus zupipettierten
Serumproben und Standards bindet. Nach ausreichender Inkubationszeit und funfmaliger
Waschung zur Entfernung der nicht gebundenen Substanzen wurde ein mit Meerrettich
Peroxidase gekoppelter zweiter polyklonaler anti-Maus IL-6 Antikorper hinzugegeben, der an
eine andere Stelle des IL-6 Proteins bindet (Detecting Antibody). Nach erneutem Waschen wird
das Substrat TMB (3,3, 5,5’-Tetramethylbenzidine) dazu gegeben, das durch die Meerrettich
Peroxidase umgesetzt wird. Die Substratlosung entwickelt zunachst eine blaue Farbe, deren
Intensitat proportional zu der Konzentration des gebundenen IL-6 ist. Durch eine Stoppldsung
(1M Phosphorsédure) wandelt sich die blaue in eine gelbe Losung um. Bei einer Wellenléange von
450nm kann durch eine spektralphotometrische Messung Absorption gemessen und Uber eine
Standardeichreihe entsprechend den Herstellerangaben in Konzentrationen umgerechnet werden.
Die spektralphotometrische Messung wurde mit einem Victor 1420 Multilabel Counter (Perkin
Elmer Life And Analytical Sciences, Inc., Wellesley, MA, USA) bei einer Wellenlange von
450nm durchgefihrt. Fur die Berechnung der IL-6 Konzentrationen wurde die Software Wallace
1420 Manager (Perkin Elmer Life And Analytical Sciences, Inc., Wellesley, MA, USA) genutzt.
Fur die Erstellung einer Standardkurve wurde rekombinantes Maus Zytokin IL-6 aus dem

ELISA Kit verwendet. Die unterschiedlichen Konzentrationen wurden jeweils in zweifacher
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Ausfiihrung auf die Platte aufgetragen und ausgelesen. Der Mittelwert der beiden Proben ergab
die Konzentration des Proteins.

Die zu analysierenden Serumproben wurden zunéchst in unterschiedlichen Konzentrationen auf
die Platte aufgetragen, um die IL-6 Konzentration der Proben mit denen aus der Standardkurve
in eine vergleichbare Grélkenordnung zu bringen. Alle Proben wurden anschlieBend ebenfalls in
zweifacher Ausfiihrung auf die 96-Loch-Platte aufgetragen und analysiert, wobei wieder die
Mittelwerte der Messungen die 1L-6 Konzentrationen bildeten.

2.9 Quantifizierung der mRNA pro- und anti-inflammatorisch  wirkender
Entzindungsmediatoren im Pankreasgewebe mittels Echtzeit RT-PCR

Als weitere Bestétigung der lokalen Entziindungsreaktion im Pankreasgewebe der behandelten
Méuse wurden unterschiedliche Entziindungsmediatoren mittels RT-PCR bestimmt und
quantifiziert. Die Extraktion der gesamten RNA aus dem Pankreasgewebe wurde mit Hilfe des
RNeasy Mini Kits (Quiagen) durchgefihrt. Die Anwendung fuhrten wir dabei exakt nach den
Instruktionen des Herstellers durch. Die Extraktion wurde an Gewebeproben von 20-30mg
Gewicht durchgefiihrt. Anschlieend wurde die Konzentration und Reinheit der RNA
spektralphotometrisch analysiert. Dafiir verwendeten wir ein GeneQuant pro analyzer
(Amersham Biosciences) und mafRen die Absorption bei 260nm in Relation zu der Absorption
bei 280nm.

Im weiteren Verlauf wurde aus der gewonnenen RNA in einer Reversen Transkriptase Reaktion
cDNA gewonnen. Dazu wurden 1.4pug der isolierten RNA, RNAse freies Wasser und ein
Oligoprimer (Promega) zundchst fir 5 Minuten bei 70°C in einem PTC-100 Thermo Cycler (MJ
Research Inc., Waltham, MA, USA) inkubiert. Nach Zugabe einer Mastermixlésung aus
Reverser Transkriptase, Ribonuklease-Inhibitor, freien Nukleotiden, Reverse-Transkriptase-
Puffer und ribonukleasefreiem Wasser wurde bei erneuter Inkubation der Proben im PTC-100
Thermo Cycler (60 Minuten bei 37°C) die cDNA gebildet. Diese bildet das Ausgangsprodukt fir
die sich anschlieende Echtzeit PCR.

Fur die Durchfiihrung der Echtzeit PCR folgten wir dem Standardprotokoll des Herstellers. Je
Probe und Primerpaar wurde ein Mastermix aus 1.8ul Primer (sense), 1.8ul Primer (antisense),
10ul SYBR Green (Applied Biosystem, Foster City, CA, USA ), 5.2ul ribonukleasefreies Wasser

angemischt. Dazu wurden 2ul cDNA gegeben, so dass je Probe ein Volumen von 20ul entstand.
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Die Echtzeit PCR flhrten wir dann mit dem ABI Prism 7000 Light Cycler (Applied Biosystem,
Foster City, CA, USA) durch.

Alle Proben wurden in dreifacher Ausfuhrung bestimmt und gemittelt. Fir die Normalisierung
der mRNA-Werte wurde GHPDH als Referenzgen (Housekeeping Gen) bestimmt. Alle
verwendeten Primer wurden mit DNA Star konstruiert und bei Invitrogen, USA erworben. Es

wurden Primer mit folgenden Sequenzen verwendet:

Maus GHPDH:

5 -ATGGACTGTGGTCATGAGCC-3", 5 -ATTGTCAGCAATGCATCCTG-3;

Maus IL-6:

5-ACCTGGAGTACATGAAGAACA-3, 5 -TTGGAAATTGGGGTAGGAAG-3;
Maus IL-10:

5-AAAGGACCAGCTGGACAACATACT-3, 5-CCAAGTAACCCTTAAAGTCCTGCA-3';
Maus IL-1b:

5-TGACGGACCCCAAAAGAT-3, 5-GTGATACTGCCTGCCTGAAG-3;

Maus TNF-a:

5-TACCCCCAATGTGTCCGTCGTG-3", 5 -CCTTCAGTGGGCCCTCAGATGC-3';
Maus TGF-b:

5 -GTAACCGGCTGCTGACCCCCACTG-3", 5-AGCCCTGTATTCCGTCTCCTT-3".

Fur die Auswertung der Messergebnisse haben wir die delta-delta CP-Methode angewendet.
Dabei wird hier die Expression des Ziel-Gens der behandelten Proben als ein n-faches der
Genexpression in der unbehandelten Vergleichsgruppe ausgedriickt.

Im ersten Schritt wird dafir fir jede untersuchte Probe der CP Wert des Referenzgens (GAPDH)
vom CP Wert des zu untersuchenden Gens subtrahiert (3CP = CP Zielgen — CP Referenzgen).
Anschlieend wird vom dCP Wert der experimentell behandelten Proben der 6CP Wert einer
Kontrolle abgezogen (30CP= 6CP behandelte Probe— OCP Kontrolle). Somit erhalt man den
sogenannten delta-delta CP Wert (36CP Wert), der den relativen Expressionsunterschied
zwischen den beiden Gruppen angibt. Da der CP Wert in der exponentiellen Phase der PCR liegt,
ergibt sich flr die Berechnung der Ratio die Formel: Ratio: 2 hoch(-66CP).
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2.10 Quantifizierung einer Gewebeinfiltration der Lunge mit neutrophilen Granulozyten
mittels Messung der Myeloperoxidaseaktivitat

Zum Ausdruck der Rekrutierung neutrophiler Granulozyten in das Lungengewebe wurde in
unseren Versuchen als indirekter Marker die Aktivitat des Enzyms Myeloperoxidase (MPO) in
diesem Gewebe gemessen. Bis zur Messung der MPO-Aktivitdt in den gewonnenen
Lungenproben wurden diese bei -70°C aufbewahrt. Flr die Messung wurden Gewebebldcke mit
einem Gewicht von 28-32mg verwendet. Diese wurden mit einer sauberen Rasierklinge in kleine
Waurfel geschnitten und anschlieBend in einem 50mM Kaliumphosphatpuffer (pH 6.0) mit
0.5g/dl Centrimoniumbromit homogenisiert. Es folgten 3 Zyklen, in denen die Proben jeweils
eingefroren, aufgetaut und in einem Ultraschallbad behandelt wurden. Im n&chsten Schritt
wurden alle Proben fiir 2 Stunden bei 60°C in einem Wasserbad inkubiert, anschlieBend fiir 20
Minuten bei maximaler Geschwindigkeit zentrifugiert. Fir die Analyse wurden die
Probenuberstédnde genutzt.

Fur die Analyse wurde ein mit 0.167mg/ml O-dianisidine Hydrochlorid und 0.0005%
Wasserstoffperoxid versetzter 50mM Kaliumphosphatpuffer (pH6.0) verwendet. Je 5ul einer
Probe und 145ul dieses Puffers wurden in einen Well einer 96-Well-Mikrotiterplatte gegeben.
Die Analyse wurde bei 37°C und einer Wellenldnge von 450nm im Photometer durchgefihrt.
Alle 30 Sekunden wurde die Anderung der optischen Dichte gemessen.

Alle Proben wurden in dreifacher Ausfiihrung gemessen und die Ergebnisse gemittelt.

2.10.1 Myeloperoxidase-Antikérper-Farbung in der Lunge

Fur die Visualisierung der Rekrutierung von neutrophilen Granulozyten in das Lungengewebe
haben wir eine immunhistochemische Farbung des Enzyms Myeloperoxidase (MPO)
durchgefunhrt.

Die Farbung wurde an Schnitten des in Paraffinblocken fixierten Lungengewebes durchgefihrt.
Als primarer Antikorper wurde ein polyklonaler Anti-MPO-Antikérper vom Hasen (Abcam) in
einer Konzentration von 1:100 verwendet. Die Inkubation erfolgte Gber Nacht bei 4°C. Als
sekundarer Antikorper diente ein BGAR (Biotinylated Goat Anti Rabbit, Vector Labs,
Kalifornien, USA) in einer Konzentration von 1:250. Negativkontrollen wurden ohne
Verwendung des Primérantikdrpers  durchgefiihrt, als Co-Farbung diente eine
Héamatoxylin/Eosin-Farbung. Die Auswertung erfolgte mittels Lichtmikroskopie in 3-facher
Ausfiihrung und verblindet.
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2.11 Statistik

Innerhalb der Gruppen wurden Mittelwerte gebildet und als Streuungsmaf der Standard error of
the Means (SEM) berechnet. Alle statistischen Berechnungen erfolgten mit dem Programm
Prism, Graph Pad Software Inc, San Diego, USA. Es wurden die Gruppen 1) Fat-1 Mé&use mit
akuter Pankreatitis (fat-1 AP), 2) Wildtyp Mé&use mit akuter Pankreatitis (wt AP) miteinander
verglichen.

Signifikante Unterschiede zwischen den Gruppenmittelwerten dieser Gruppen wurden mit dem
ungepaarten Student’s t-test ermittelt. Ein p-Wert < 0.05 entsprach einem signifikanten

Unterschied.
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3 Ergebnisse
In diesem Kapitel werden die Ergebnisse der durchgefiihrten Untersuchungen dargestellt. Alle
Methoden wurden wie in dem Kapitel 2 beschrieben durchgefihrt.

3.1 Ergebnisse der lichtmikroskopisch untersuchten Gewebeschnitte der Pankreata

Bei der histologischen Untersuchung der Pankreata wurden morphologische Veranderungen
dieser Gewebe beurteilt, um Ruckschlisse auf die Schwere der Entzundungsreaktionen in
diesem Organ treffen und die unterschiedlichen Gruppen untereinander vergleichen zu kdénnen.
Die Proben wurden wie unter 2.6 beschrieben aufgearbeitet und anschlielend beurteilt.

Fur die Auswertung der morphologischen Veréanderungen wurde das unter 2.6.1 beschriebene
Punkteverfahren angewendet. Ein erfahrener Pathologe hat samtliche Pankreaspréparate

verblindet beurteilt.

Bei den Kontrolltieren wurden sowohl in der Gruppe der Wildtyp Mause als auch in der Gruppe
der Fat-1 Mé&use keine morphologischen Veranderungen festgestellt. Das Pankreasgewebe war in
beiden Gruppen vollkommen intakt und zeigte eine gesunde histologische Struktur (Abbildung
3).

Kontrolle Wt (200x)
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Kontrolle Fat-1 (200x)

Abb. 3: Lichtmikroskopische Ubersichtsaufnahme (200x) eines durch Hamatoxylin/Eosin
angefarbten Praparates einer reprasentativen Wildtyp Kontrollmaus sowie einer reprasentativen

Fat-1 Kontrollmaus.

In der Gruppe der mit Cerulein behandelten Wildtyp Mause (Wildtyp-Pankreatitis-Gruppe)
zeigten sich in den mit H&matoxylin/Eosin (H&E) angefarbten Prdparaten deutliche
morphologische Veranderungen. Die Pankreasarchitektur war zu grofRen Teilen aufgehoben.
Grol3e Areale des Gewebes waren nekrotisch veréndert, die interlobuldren Zwischenrdume waren
als Ausdruck eines Odems verbreitert und in dem Gewebe war eine deutliche Infiltration durch

gewebefremde Zellen nachweisbar (Abbildung 4).
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Abb. 4: Ubersichtsaufnahme (200x) und VergréBerung (400x) eines reprasentativen
histologischen Praparates aus der Wildtyp-Pankreatitis-Gruppe.

In der Gruppe der mit Cerulein behandelten Fat-1 Mause (Fat-1-Pankreatitis-Gruppe) zeigten
sich  im Vergleich zu der Wildtyp-Pankreatitis-Gruppe weniger morphologische
Gewebeveranderungen (Abbildung 5). Dabei waren insbesondere die Areale mit nekrotischem
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Gewebe deutlich kleiner als die in der Wildtyp Vergleichsgruppe. Die 0dematdsen
Veranderungen und die Gewebeinfiltration durch Entziindungszellen waren in dieser Gruppe

etwas starker ausgepragt als in der Wildtyp Vergleichsgruppe.

Fat-1 AP (200x)

Fat-1 AP (400x)

Abb. 5: Ubersichtsaufnahme (200x) und VergréBerung (400x) eines reprasentativen
histologischen Pré&parates aus der Fat-1-Pankreatitis-Gruppe.
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Die von uns beurteilten morphologischen Verdnderungen in den Pankreaspraparaten der
unterschiedlichen  Versuchsgruppen wurden mit Hilfe der in 2.6.1 beschriebenen
Punkteverteilung quantifiziert, um die unterschiedlichen Gruppen miteinander vergleichen zu

konnen. Die Tabelle 3 zeigt die Zusammenfassung dieser Beurteilung.

Tabelle 3:

Ausmal} der Pankreasschéadigung
Beurteilte Wt-Pankreatitis Fat-1-
Kriterien Gruppe (n=9) Pankreatitis-

Gruppe (n=6)

(A) Odem 1.06 £ 0.19 1.08 + 0.08
(B) Infiltrate 1.06 £0.19 1.00+0.13
(C) Nekrose 1.67+£0.14 1.33+0.17
(D) Gesamtpunktewert 3.78 £0.47 3.42+0.24

Tabelle 3: Fur die Quantifizierung der morphologischen Veranderungen im Pankreasgewebe
der unterschiedlichen Gruppen wurden entsprechend des AusmaRes der Kriterien (A) Odem, (B)
Entzundungszellinfiltrat, (C) Nekrose Punkte verteilt. Die Tabelle fasst die Punkteverteilung

innerhalb der unterschiedlichen Versuchsgruppen zusammen.

In der Tabelle 3 ist zu erkennen, dass von den 3 bewerteten Kriterien die nekrotischen
Veranderungen im Pankreasgewebe (C) am stérksten ausgepragt sind. Dabei ist die behandelte
Wildtyp Gruppe (1.66 = 0.14, n=9) im Vergleich zu der behandelten Fat-1 Gruppe (1.33 + 0.16,
n=6) starker betroffen. Ein signifikanter Unterschied zwischen diesen Vergleichsgruppen konnte
nicht nachgewiesen werden. In Bezug auf die beiden anderen untersuchten Kriterien
(Entziindungszellinfiltration und Odem) konnte histologisch kein wesentlicher Unterschied
zwischen den Vergleichsgruppen erkannt werden.

Der Gesamtpunktewert der behandelten Wildtyp Mause ist im Vergleich zu dem

Gesamtpunktewert der behandelten Fat-1 Mause héher. Dieser Wert kommt vor allem durch die
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stiarker ausgepragte Nekrose im Pankreasgewebe dieser Tiere zustande. Ein signifikanter
Unterschied im Vergleich der Gesamtpunktewerte der beiden Gruppen ist nicht erkennbar.
Insgesamt scheinen die Wildtyp Mause jedoch starker auf die Ceruleinbehandlung zu reagieren,

was sich vor allem in einer starker ausgepragten Gewebenekrose widerspiegelt.

3.2 Ergebnisse der Messungen von Serumlipase und Serumamylase
Als Indikator fur eine ablaufende Entzindungsreaktion in der Bauchspeicheldriise wurden in
dieser Arbeit die Serumlipase und die Serumamylase gemessen. Die Analyse wurde wie unter

2.7 beschrieben durchgefiihrt. Die Ergebnisse sind in der Abbildung 6 und 7 dargestellt.
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Abb. 6: Graphische Darstellung der Serumlipasespiegel der Versuchstiere nach Induktion einer

akuten Pankreatitis mittels 12-maliger Ceruleininjektion.
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Abb. 7: Graphische Darstellung der Serumamylasespiegel der Versuchstiere nach Induktion der

akuten Pankreatitis mittels 12-facher Ceruleininjektion.

Wie in den Abbildungen 6 und 7 zu erkennen ist, zeigen sowohl die Wildtyp-Pankreatitis-
Gruppe als auch die Fat-1-Pankreatitis-Gruppe deutlich erhéhte Werte fir die Serumlipase und
Serumamylase, verglichen mit den gesunden Kontrolltieren aus beiden Gruppen. Die erhohte
Serumaktivitat dieser Enzyme belegt, dass durch die Ceruleinbehandlung eine akute Pankreatitis
in den Versuchstieren ausgeldst wurde. Flr beide nachgewiesenen Enzyme waren die Werte in
der behandelten Fat-1-Gruppe (Amylase: 62967 + 5166, n=6/ Lipase: 211.7 + 21.82, n=6) hoher
als in der behandelten Wildtyp Vergleichsgruppe (Amylase: 54833 + 5715, n=9/ Lipase: 184.44
+ 22.61, n=9). Der Unterschied zwischen diesen beiden Gruppen war nicht signifikant.

Da die Werte der Serumlipase und der Serumamylase in der Regel nicht mit der Schwere einer
akuten Pankreatitis korrelieren, dient diese Messung in unserem Versuch nicht der Beurteilung,
ob eine der Versuchsgruppen starker als die andere erkrankt ist. Vielmehr dienen die Messungen

in unserem Versuch der Kontrolle des eingesetzten Pankreatitismodells.

3.3 Ergebnisse der Messungen intrapankreatischer mRNA von pro- und anti-
inflammatorischen Entziindungsmediatoren mittels Echtzeit RT-PCR

In der lichtmikroskopischen Auswertung der Pankreaspraparate ergaben sich erste Hinweise
dafur, dass die Gruppe der Fat-1 M&use im Vergleich zu der Gruppe der Wildtyp Mause weniger

stark auf die Ceruleinbehandlung reagierte. Um einen Unterschied zwischen den beiden Gruppen
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belegen zu kénnen, haben wir Entziindungsmediatoren, die bekanntermaRen an der Ausbreitung

der Entziindungsreaktion in dem Pankreas beteiligt sind, mittels Echtzeit RT-PCR quantifiziert.

Fur die Echtzeit RT-PCR Messungen standen uns, aufgrund der geringen GesamtgroRe der
Pankreata, nur kleine Gewebeproben zur Verfigung. Aus diesem Grund mussten wir uns auf die
Messung einiger weniger pro- und anti-inflammatorisch wirkenden Mediatoren, die einen
Einfluss auf die Entstehung und Ausbreitung der akuten Pankreatitis haben konnten,
beschréanken. Desweiteren war es aus 0. g. Grund nicht méglich, Proben aller Versuchstiere fir
die Messung eines jeden Zytokins zu verwenden. Die Probenaufbereitung, Messung und

Auswertung wurde wie unter 2.9.2 beschrieben durchgefunhrt.

Verglichen wurden die mit Cerulein behandelten Méause der Fat-1- und der Wildtyp-Gruppe auf
Unterschiede in der Expression der pro-inflammatorischen Zytokine Interleukin 1B (IL-1B) und
Interleukin 6 (IL-6) sowie des anti-iflammatorischen Zytokins Transforming Growth Factor 3
(TGF-B).

3.3.1 Ergebnisse der intrapankreatischen mRNA-Expression von IL-1§

IL-1pB ist ein hochpotenter entziindungsfordernder Signalstoff, der im Rahmen der Cerulein-
induzierten Azinuszellschadigung freigesetzt wird. In Studien konnte gezeigt werden, dass IL-1p
eine wichtige Rolle in der Entziindungsausbreitung bei einer akuten Pankreatitis spielt.
Insbesondere in der Friihphase der akuten Pankreatitis konnten erhohte Werte flir diesen
Botenstoff gemessen werden [1].

In unseren Messungen konnte flr dieses Zytokin eine erhdohte mRNA-Expression in beiden
behandelten Versuchsgruppen gezeigt werden, verglichen mit unbehandelten Tieren aus den
entsprechenden Kontrollgruppen. Die Werte der Wildtyp-Pankreatitis-Gruppe (39.85 = 10.76,
n=3) zeigten sich signifikant erhoht im Vergleich zu den Werten der Fat-1-Pankreatitis-Gruppe
(7.42 + 0.89, n=3) (Abbildung 8). Dieses Ergebnis unterstutzt die Vorstellung einer verstarkten
Entziindungsreaktion im Rahmen der akuten Pankreatitis in der Gruppe der behandelten Wildtyp

Mause, verglichen mit der Gruppe der behandelten Fat-1 Mause.
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IL-1B im Pankreas
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Abb. 8: Vergleich der mRNA-Expression von IL-1f im Pankreas von Fat-1 (fat-1 AP, n=3) und
Wildtyp Mausen (wt AP, n=3), die mit Cerulein behandelt wurden. Die Daten sind als n-fache
Expression von unbehandelten Kontrollmausen dargestellt.

* = p<0.05 vs. Wildtyp-Pankreatitis-Gruppe

3.3.2 Ergebnisse der intrapankreatischen mRNA-Expression von I1L-6 und TGF-$

Fur das ebenfalls pro-inflammatorisch wirkende Zytokin IL-6 sowie das anti-inflammatorisch
wirkende Zytokin TGF-B zeigten die behandelten Versuchsgruppen ebenfalls erhéhte mRNA-
Expressionen im Pankreasgewebe, verglichen mit den unbehandelten Kontrolltieren. Der
Unterschied zwischen der Wildtyp-Pankreatitis-Gruppe und der Fat-1-Pankreatitis-Gruppe war
fiir beide Zytokine nicht signifikant (Abbildung 9 und 10). Die mRNA Expression von IL-6
zeigte in den behandelten Vergleichsgruppen keinen wesentlichen Unterschied, wahrend die
MRNA-Expression von TGF-f in der Gruppe der behandelten Fat-1 M&use etwas héher war als

in der Gruppe der behandelten Wildtyp Méuse.
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IL-6 im Pankreas
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Abb. 9: Vergleich der mRNA-Expression von IL-6 im Pankreas von mit Cerulein behandelten
Fat-1 (fat-1 AP, 6.03 £ 2.04, n=4) und Wildtyp Mausen (wt AP, 5.99 £ 3.21, n=5). Die Daten

sind als n-fache Expression der Werte unbehandelter Kontrollméuse dargestellt.
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Abb. 10: Vergleich der mRNA-Expression von TGF-f im Pankreas von mit Cerulein
behandelten Fat-1 (fat-1 AP, 2.76 £+ 1.40, n=4) und Wildtyp Mausen (wt AP, 1.83 £ 0.46, n=4).

Die Daten sind als n-fache Expression der Werte unbehandelter Kontrollméuse dargestellt.

3.4 Ergebnisse der Messungen der Serumkonzentrationen von IL-6
In der Auswertung der histologischen Pankreaspraparate ergaben sich erste Hinweise dafur, dass

die Gruppe der Fat-1 Mé&use, im Vergleich zu der Gruppe der Wildtyp Mause, durch die

48



Ceruleinbehandlung eine weniger stark ausgeprégte, lokale Entziindungsreaktion im Pankreas
entwickelte. Fir die Evaluation einer systemischen Entzlindungsreaktion wurden im weiteren
Verlauf die Serumspiegel des pro-inflammatorisch wirkenden Zytokins IL-6 bestimmt. Dieses
Zytokin gilt als Marker fur eine systemische Ausbreitung in dem hier gewahlten Tiermodell. Die
Messungen der IL-6 Spiegel wurden in den gewonnenen Seren der Versuchstiere wie unter 2.8
beschrieben durchgefuhrt. Die gewonnene Serummenge je Versuchstier war sehr gering, was uns
dazu veranlasste, die Messung der IL-6 Konzentrationen fur einen reprasentativen Anteil der

unterschiedlichen Versuchsgruppen durchzufihren.

Die Ergebnisse der mittels ELISA gemessenen IL-6 Konzentrationen in den Seren der
ausgewahlten Versuchstiere sind in der Tabelle 4 zusammengefasst.

Gruppen IL-6 Konzentration in pg/ml
Wildtyp Kontrolle 6.21+0.03, n=4

Fat-1 Kontrolle 7.03 £0.36, n=3

Wildtyp Pankreatitis 9,98 £ 0.83, n=6

Fat-1 Pankreatitis 7.06 £0.30,n=5*

Tabelle 4: Vergleich der mittels ELISA gemessenen IL-6 Serumkonzentrationen der
Versuchstiere. Dargestellt sind hier die Konzentrationen sowohl der behandelten als auch der
unbehandelten Versuchsgruppen.

*= p<0.05 vs. behandelte Wildtyp Versuchsgruppe

Aus der Tabelle 4 ist zu entnehmen, dass die IL-6 Serumkonzentrationen der unbehandelten
Vergleichsgruppen sowie der Fat-1-Pankreatitis-Gruppe kaum voneinander abweichen. Die 1L-6
Serumkonzentrationen der Wildtyp-Pankreatitis-Gruppe (9.98 + 0.83, n=6) liegen im Vergleich
dazu deutlich héher, der Unterschied im Vergleich zu den behandelten Fat-1 Tieren (7.06 + 0.30,
n=5) ist signifikant (Abbildung 11).

Diese Ergebnisse belegen, dass die Wildtyp Mause auf die Ceruleinbehandlung mit einer
Erhéhung der IL-6 Serumkonzentration reagieren, wéhrend die behandelten Fat-1 Mé&use keinen
Anstieg der IL-6 Serumkonzentration zeigen. Da das pro-inflammatorisch wirkende Zytokin IL-
6 in dem hier gewdahlten Tiermodell als Marker fiir eine beginnende systemische Ausbreitung der
Bauchspeicheldrisenentziindung gilt, sprechen die Ergebnisse dafiir, dass die mit Cerulein
behandelten Wildtyp Mause bereits eine beginnende systemische Entziindung zeigen, wéhrend
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die identisch behandelten Fat-1 Tiere diese Anzeichen nicht bieten. Dieses Ergebnis steht im
Einklang mit den reduzierten morphologischen Verénderungen sowie der reduzierten mRNA-
Expression des pro-inflammatorischen Zytokins IL-1p im Pankreasgewebe der behandelten Fat-1
Méuse im Vergleich zu den behandelten Wildtyp Tieren.

ELISA IL-6 Serum
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Abb. 11: Graphische Darstellung der Serumspiegel von IL-6 der mit Cerulein behandelten Fat-1
(fat-1 AP, n=5) und Wildtyp Méause (wt AP, n=6).
*= p<0.05 vs. behandelte Wildtyp Gruppe

3.5 Ergebnisse der Messungen der Myeloperoxidaseaktivitat im Lungengewebe sowie der
Myeloperoxidase-Antikdrper-Farbung des Lungengewebes

Die Bestimmung des Interleukin-6 in den Seren der Versuchstiere hat einen ersten Hinweis auf
eine unterschiedlich starke Auspréagung der systemischen Begleitentziindung in den behandelten
Versuchsgruppen ergeben. Diesem Hinweis sind wir im Rahmen der Messung der
Myeloperoxidase (MPQ), einem in neutrophilen Granulozyten vorkommenden Enzym, in dem
Lungengewebe der Versuchstiere nachgegangen. In gesundem Lungengewebe sind nur wenige
neutrophile Granulozyten nachweisbar, eine verstarkte Infiltration durch diese Zellen gilt als

Ausdruck einer Mitbeteiligung der Lunge an der Entziindungsreaktion.

3.5.1 Ergebnisse der Myeloperoxidase-Aktivitatsmessungen im Lungengewebe
Die Messungen wurden wie unter 2.10 beschrieben durchgefiihrt. Aufgrund der Kkleinen

Probenmengen wurden auch hier die Messungen fir représentative Anteile der zu
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vergleichenden Gruppen durchgefiihrt. Die Ergebnisse der Messungen sind in der Tabelle 5

zusammengefasst.

Gruppe MPO-AKktivitat in der Lunge in
U/g Gewebe

Wildtyp-Kontroll-Gruppe 199.80 + 21.73, n=3

Fat-1-Kontroll-Gruppe 287.60 + 44.55, n=3

Wildtyp-Pankreatitis-Gruppe 905.40 + 137.60, n=4

Fat-1-Pankreatitis-Gruppe 431.73 £ 38.73, n=5*

Tabelle 5: Zusammenfassung der MPO-Aktivitat im Lungengewebe der behandelten und
unbehandelten Versuchsgruppen.
*= p<0.05 vs. Wildtyp-Pankreatitis-Gruppe

Aus der Tabelle 5 ist zu erkennen, dass die Aktivitdit der Myeloperoxidase (MPQO) im
Lungengewebe sowohl in der Wildtyp-Pankreatitis-Gruppe als auch in der Fat-1-Pankreatitis-
Gruppe nach Behandlung mit Cerulein deutlich erhoht ist, verglichen mit den Kontrollgruppen.
Dieses Ergebnis bestatigt eine beginnende systemische Ausbreitung der Entziindung mit
Infiltration des Lungengewebes der behandelten Versuchsgruppen durch neutrophile
Granulozyten. Vergleicht man die MPO-AKktivitat der Wildtyp-Pankreatitis-Gruppe (905.40 +
134.70, n=4) mit denen der Fat-1-Pankreatitis-Gruppe (431.73 + 38.73, n=5), ist zwischen diesen
zwei Gruppen ein signifikanter Unterschied zugunsten der Fat-1-Pankreatits-Gruppe zu erkennen
(Abbildung 12). Die Infiltration der Lunge durch neutrophile Granulozyten ist in der Wildtyp-
Pankreatitis-Gruppe deutlich starker ausgepragt als in der Fat-1-Pankreatitis-Gruppe. Dieses
Ergebnis steht im Einklang mit den in dieser Gruppe erhohten IL-6 Serumkonzentrationen. Eine
starker ausgepragte systemische Entziindung in der Gruppe der behandelten Wildtyp Mause zieht

nach diesen Ergebnissen auch eine ausgepragtere Lungeninfiltration nach sich.
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Abb. 12: Graphische Darstellung der MPO-Aktivitat im Lungengewebe der mit Cerulein
behandelten Wildtyp (wt AP, n=4) und Fat-1 Mause (fat-1 AP, n=5) sowie der unbehandelten
Wildtyp (wt C, n=3) und Fat-1 M&use (fat-1 C, n=3).

*= p<0.05 vs. Wildtyp-Pankreatitis-Gruppe

3.5.2 Ergebnisse der Anti-Myeloperoxidase-Farbungen des Lungengewebes

Fur eine visuelle Darstellung der MPO-Aktivitatsmessungen im Lungengewebe haben wir
additiv eine immunhistochemische Farbung der Lungenpréparate mit einem gegen die
Myeloperoxidase gerichteten Antikdrper durchgefiihrt. Die Proben des Lungengewebes wurden
wie unter 2.10.1 beschrieben angefarbt, reprasentative Praparate der behandelten

Versuchsgruppen sind in der Abbildung 13 dargestellt.
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Abb. 13: Immunhistochemische Darstellung von neutrophilen Granulozyten im Lungengewebe
von (A) einer Wildtyp-Pankreatitis-Maus, (B) einer Fat-1-Pankreatitis-Maus. Es wurden flr die
jeweilige Gruppe reprasentative Praparate ausgewahlt und eine Co-Farbung mit

Hamatoxylin/Eosin durchgefiihrt.

In der Abbildung 13 sind lichtmikroskopische Aufnahmen représentativer Praparate der
behandelten Versuchsgruppen dargestellt. Durch einen Myeloperoxidase-Antikorper sind
neutrophile Granulozyten im Lungengewebe angefarbt. Unter physiologischen Bedingungen
finden sich diese nicht in der Lunge. In den Ausschnitten sowohl der Wildtyp-Pankreatitis-

Méuse als auch der Fat-1-Pankreatitis-M&use sind neutrophile Granulozyten vermehrt zu sehen.
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4 Diskussion

4.1 Zusammenfassung der Ergebnisse der vorliegenden Arbeit

Die intraperitoneale Injektion des CCK-Analogons Cerulein flihrte nach 12-maliger Anwendung
zu der Manifestation einer akuten Pankreatitis bei allen behandelten Versuchstieren. Als
Ausdruck dessen zeigten sich in der lichtmikroskopischen Untersuchung der Pankreata die fur
eine akute Pankreatitis typischen morphologischen Gewebeveranderungen. Dazu gehdren eine
Gewebenekrose, ein interstitielles Odem und eine Infiltration des Gewebes mit
Entziindungszellen. Der optische Eindruck wurde durch einen Punktescore quantifiziert. Dabei
zeigte sich, dass die behandelten Wildtyp Maduse insgesamt einen groReren Gewebeschaden
entwickelten als die behandelten Fat-1 M&use. Der Gesamtpunktescore (dieser berticksichtigte
die drei Kriterien Gewebenekrose, Odem, Entziindungszellinfiltrat) fiir die Wildtyp Méause war
hoher als der fur die transgenen Fat-1 Mause. Am stdrksten manifestierte sich die akute
Pankreatitis in Form einer Gewebenekrose, der isolierte Punktescore flr dieses Kriterium war in
der Gruppe der Wildtyp Mduse ebenfalls hoher als in der Gruppe der Fat-1 Vergleichstiere.
Signifikante Unterschiede in den Punktescores fir die Einzelkriterien oder den Gesamtscore

lieRen sich nicht nachweisen.

Alle behandelten Versuchstiere entwickelten erhdhte Serumspiegel fur die Enzyme Lipase und
Amylase. Ein signifikanter Unterschied zwischen den behandelten Fat-1 Tieren und den
behandelten Wildtyp Tieren konnte nicht gezeigt werden. Die Bestimmung der Enzyme diente in
unseren Versuchen primér als Bestatigung dafir, dass alle behandelten Mduse eine akute
Pankreatitis entwickelten.

In den Untersuchungen einiger ausgewahlter pro- und anti-inflammatorisch wirkender Zytokine
im Pankreasgewebe konnten zum Teil signifikante Unterschiede zwischen den behandelten
Versuchsgruppen gezeigt werden.

Untersucht wurde die mRNA Expression der pro-inflammatorisch wirkenden Zytokine
Interleukin 1 B (IL-1B) und Interleukin-6 (IL-6) sowie des anti-inflammatorisch wirkenden
Zytokins Transforming Growth Factor beta (TGF-B). Die mRNA Expression aller untersuchten
Zytokine war im Pankreasgewebe der behandelten Mé&use erhéht, verglichen mit den Gruppen
der unbehandelten Mause.

Die mRNA Expression des pro-inflammatorisch wirkenden Mediators IL-1f war in dem Gewebe

der transgenen Fat-1 Mduse signifikant niedriger als in dem Gewebe der Wildtyp Mé&use.
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Die mRNA Expression des pro-inflammatorisch wirkenden IL-6 sowie des anti-inflammatorisch
wirkenden Zytokins TGF- im Pankreasgewebe der behandelten Versuchstiere zeigten keinen
signifikanten Unterschied zwischen den unterschiedlichen Versuchsgruppen. Die Analyse

weiterer Zytokine war aufgrund der geringen GroRe der Pankreata leider nicht moglich.

Als Ausdruck einer beginnenden systemischen Entziindungsausbreitung wurden die
Serumspiegel des proinflammatorisch wirkenden Interleukin-6 (IL-6) bestimmt. Diese waren in
der Gruppe der behandelten Wildtyp Tiere signifikant hoher als in der Gruppe der behandelten
Fat-1 Tiere. Die Werte in der Gruppe der behandelten Fat-1 Méuse waren im Vergleich zu den

unbehandelten Kontrollgruppen kaum angestiegen.

Als typische Komplikation einer akuten Pankreatitis beim Menschen, die Ausdruck einer
systemischen Ausbreitung der Entziindungsreaktion ist, gilt eine Affektion der Lunge im Sinne
eines ARDS. Diese existiert ebenfalls in dem von uns gewahlten Mausmodel. Fir die Detektion
der Lungenaffektion wurde in unserer Arbeit die Aktivitat des Enzyms Myeloperoxidase (MPO)
in dem gewonnenen Lungengewebe gemessen. Die MPO kommt insbesondere in
Entziindungszellen wie neutrophilen Granulozyten vor und ist somit indirekter Ausdruck einer
entzlindlichen Beteiligung des Lungengewebes.

In unserer Arbeit konnte eine deutlich erhéhte Enzymaktivitat in den Lungengeweben der
behandelten Versuchstiere beider Versuchsgruppen nachgewiesen werden im Vergleich zu den
unbehandelten Kontrolltieren. Im Vergleich der Fat-1- und der Wildtyp-Gruppe zeigte sich ein
signifikanter Unterschied der Enzymaktivitat zu Ungunsten der Wildtyp-Gruppe.

Diese Messung wurde durch eine spezielle Einfarbung von Lungengewebeschnitten mittels
MPO-Antikdrper optisch bestétigt.

4.2 Der Einfluss der Omega-3 Fettsauren auf die Pankreasschadigung

Fur die Untersuchung der Parenchymschadigung im Pankreasgewebe wurden Proben aus diesen
Geweben entnommen und fur eine lichtmikroskopische Untersuchung aufgearbeitet. Eine
Quantifizierung der Schadigung wurde mithilfe eines Punktescores durchgefuhrt. Als weiterer
Anhaltspunkt fur eine Parenchymschadigung im Pankreas wurden die Serumamylase und die
Serumlipase bestimmt. Diese Enzyme gelangen erst durch eine Schadigung der Azinuszellen in

den Blutkreislauf.
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Entsprechend den Ergebnissen aus 3.2 flihrte die Behandlung mit 12 Ceruleininjektionen bei
allen Mdusen zu deutlich erhdhten Werten fir die Serumlipase und die Serumamylase,
unabhéngig von Unterschieden in der n-3/n-6-Fettsdurezusammensetzung zwischen den
Versuchsgruppen. Dieses Ergebnis bestétigt zunéchst, dass die Behandlung mit Cerulein zu der
von uns gewinschten akuten Pankreatitis fihrte und dient in unserem Falle der Kontrolle des
hier eingesetzten Tiermodells. Eine Korrelation zwischen dem Anstieg der Enzymserumspiegel
und dem Ausmal der Pankreatitis besteht in der Regel nicht, so dass aus diesen Ergebnissen
keine Ruckschliisse dartber getroffen werden kénnen, ob eine der behandelten Versuchsgruppen

starker betroffen ist als die andere.

Die lichtmikroskopische Untersuchung der Pankreata bestatigte eine Parenchymschadigung in
allen behandelten Versuchsgruppen und zeigte zuséatzlich einen Zusammenhang zwischen dem
Grad der Gewebeschadigung und der n-3/n-6-Fettsdurezusammensetzung in dem Gewebe der
unterschiedlichen Gruppen. Dabei zeigten die Fat-1 Mduse mit einem zugunsten der n-3
Fettsduren veranderten n-3/n-6-Fettsaureverhaltnis weniger typische Anzeichen einer akuten
Pankreatitis im Gewebe als die Mause mit hohem n-6-Fettsduregehalt.

Diese Ergebnisse sind vereinbar mit anderen Studien, die den Einfluss von Omega-3-Fettsduren
auf die durch eine akute Pankreatitis ausgeloste Parenchymschédigung im Pankreas
untersuchten. Zundchst haben Kilian et al. die Ausprdgung einer Cerulein-induzierten
Pankreatitis bei Ratten nach parenteraler Gabe von n-3-, n-6- und n-9-Fettséduren verglichen.
Dabei zeigten sich in der Gruppe der Tiere, die n-3-Fettsduren erhielten, deutlich weniger
ausgepragte histopathologische Veranderungen als in den Vergleichsgruppen, die n-6- oder n-9-
Fettséuren erhielten [44]. In einer anschlieBenden Studie derselben Forschungsgruppe konnte
gezeigt werden, dass Ratten, die nach der Pankreatitisinduktion parenterale Gaben von n-3-
Fettsduren erhielten, weniger PGE2 und PGFalphal wahrend der Frihphase der ablaufenden
Entzindung synthetisierten als eine mit Kochsalzlésung behandelte Vergleichsgruppe [43].
Diese Prostaglandine gehdren zu den entziindungsférdernden Botenstoffen, die aus der

Arachidonsédure (AA) entstehen.

Es ist bekannt, dass ein vermehrtes Vorkommen von Omega-3 Fettsduren in einem Gewebe zu
einer vermehrten Bildung von Derivaten der Omega-3 Fettsduren flhrt. Diese Mediatoren
wirken nachgewiesenermafRen direkt entziindungshemmend oder fiihren zu einer verminderten

Produktion pro-inflammatorischer Zytokine [34 - 38]. Dieser Wirkmechanismus wére denkbar
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als Erklarungsversuch fiir die signifikant geringere Affektion der transgenen Fat-1 Mause
gegenuber der Ceruleinbehandlung, verglichen mit den Wildtyp Méusen.

Ein weiterer Erklarungsansatz ergibt sich aus der Beobachtung, dass die Gruppe der behandelten
Fat-1 Mause eine geringere Entziindungszellinfiltration im Pankreasgewebe entwickelt als die
Wildtyp Vergleichsgruppe. Es konnte in Studien belegt werden, dass die Hemmung einer
Einwanderung von neutrophilen Granulozyten in das Pankreas wéhrend der Entstehungsphase
einer akuten Entziindung zu einer deutlichen Reduktion der Gewebeschadigung im Pankreas
fihrt [15]. Auch die Hemmung der Einwanderung von Makrophagen in dieser Entstehungsphase
fihrt zu einem entsprechenden Ergebnis [16]. Sollte also ein verandertes n-3/n-6
Fettsdureverhaltnis die Rekrutierung von Entziindungszellen in das Pankreasgewebe reduzieren,
waére ein protektiver Effekt dadurch zu erklaren. Die zugrunde liegenden Mechanismen gilt es

jedoch weiter zu erforschen.

4.3 Diskussion der Ergebnisse zu den  Messungen intrapankreatischer
Entziindungsmediatoren

Die Cerulein-induzierte akute Pankreatitis ist ein etabliertes Tiermodell, das die beim Menschen
ablaufende Entzlindungsreaktion imitiert und dadurch gut geeignet ist, zellulare Mechanismen
der Entziindungsausbreitung zu untersuchen [2, 19]. Ein Charakteristikum der akuten
Pankreatitis ist die massive Ausschuttung pro- und anti-inflammatorisch wirkender Botenstoffen,
die die Entziindungsreaktion regulieren. Diese Regulierung erfolgt zunédchst lokal im
Pankreasgewebe, im weiteren Verlauf fiihren die Botenstoffe zu Nekrosen der Azinuszellen im
Pankreas und einer systemischen Entziindungsausbreitung.

In dem folgenden Abschnitt wird diskutiert, welchen Einfluss das zugunsten der n-3 Fettsduren
veranderte Lipidprofil im Pankreasgewebe der Fat-1 Mause auf die Zytokinproduktion in
diesem Gewebe wéhrend der Cerulein-induzierten akuten Pankreatitis hat. Limitiert waren die
Untersuchungen der intrapankreatischen Entziindungsmediatoren mafi3geblich durch die geringe
Grolie der Pankreata.

4.3.1 Der Einfluss der Omega-3-Fettsduren auf die mRNA-Expression von IL-1§, IL-6 und
TGF-p im Pankreasgewebe

Untersucht wurde die mRNA Expression der pro-inflammatorisch wirkenden Botenstoffe IL-1p
und IL-6 sowie des anti-inflammatorisch wirkenden Botenstoffs TGF-B. Die massive
Ausschittung von Zytokinen im Rahmen einer akuten Pankreatitis gilt als typisch fir dieses

Erkrankungsbild. Folglich ist die Messung der mRNA Expression von Zytokinen im
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Pankreasgewebe eine vielgenutzte Methode, um die Beteiligung des Organs an dem

Entziindungsgeschehen zu belegen.

4.3.1.1 Einfluss auf die mRNA Expression von IL-1§

IL-1p wird in Blutmonozyten und Makrophagen gebildet, ist ein hochpotenter,
entziindungsfoérdernder Signalstoff und gilt als Schliisselzytokin bei der Entstehung einer akuten
Pankreatitis. Es konnte gezeigt werden, dass IL-1p insbesondere in der Frithphase der akuten
Pankreatitis ansteigt [1] und dass die mRNA Expression von IL1-f im Pankreasgewebe im
Rahmen einer im Tiermodell induzierten akuten Pankreatitis proportional zu dem Ausmal} der
Gewebeschédigung im Pankreas ansteigt [10].

Im Vergleich der unterschiedlich behandelten Versuchstiere ist zu erkennen, dass das zugunsten
der Omega-3 Fettsduren veranderte Lipidprofil im Pankreasgewebe der Fat-1 Mause zu einer
signifikant geringeren Expression des pro-inflammatorischen Zytokins IL-1p fiihrt.

Da IL-1p als eines der Schliisselzytokine in der Entstehung der lokalen und spater auch der
systemischen Entzindung zu verstehen ist, unterstiitzt dieses Ergebnis die Hypothese des
protektiven Effektes von Omega-3 Fettsauren vor der Entziindungsreaktion im Pankreas.

Welche entscheidende Rolle IL-1pB fiir die Ausbildung einer akuten Pankreatitis spielt, ist zu
erkennen an einer Studie von Norman et al, in der beobachtet wurde, dass bei IL-1 knockout
Mé&usen mit induzierter, akuter Pankreatitis eine Reduktion der Pankreaszerstorung, der
Entziindungsmarker und der Mortalitat besteht, verglichen mit identisch behandelten Wildtyp
Méusen [11].

Der protektive Effekt des verénderten Lipidprofils im Pankreas der Fat-1 Mdause steht im
Einklang mit einer in vitro Studie von Park et al., in der der Einfluss der Omega-3 Fettsduren
DHA und ALA auf pankreatische Azinuszellen untersucht wurde. Park et al. konnten zeigen,
dass DHA und ALA die mRNA Expression von IL-1p in diesen Zellen nach Stimulation mit
Cerulein reduzieren [42].

Ein Erklarungsversuch fiir die reduzierte IL-1p Bildung durch das verdnderte Lipidprofil im
Pankreasgewebe ist eine direkte Hemmung der fur die Freisetzung dieses Zytokins
verantwortlichen Blutmonozyten. Diese Theorie wirde im Einklang stehen mit einer Studie von
Endres et al. und Meyer et al. an humanen Monozyten, die zeigten, dass die Einnahme von
Fischdl zu einer verminderten Sekretion von IL-1 in diesen Zellen fiihrte [53, 54].

Ein weiterer Erklarungsversuch ergibt sich aus der Beobachtung, dass die Gruppe der als
endogene Pyrogene geltenden Zytokine IL-1pB, IL-6 und TNF-a sich gegenseitig stimulieren.

Novak et al. konnte zeigen, dass Monozyten unter dem Einfluss von Omega-3 Fettsiuren
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weniger TNF-a produzieren [55]. Schmoécker et al. zeigten, dass transgene Fat-1 Mause im
Rahmen einer DGalN/LPS-induzierten Hepatitis eine geringere intrahepatische mMRNA
Expression von TNF-a aufweisen als gleichbehandelte Wildtyp Vergleichsmiuse [56]. Wenn
durch ein verandertes Lipidprofil weniger TNF-o gebildet wird, konnte dies konsekutiv auch zu
einer geringeren IL-1p Bildung fiihren.

An der Bildung von IL-1B aus seiner inaktiven Vorstufe im Zytosol ist die Caspase 1 beteiligt.
Ein Erklarungsversuch fur die geringere IL-18 Produktion kdnnte somit auch ein direkt
hemmender Effekt der Omega 3 Fettsauren auf die Caspase 1 sein. In diesem Kontext wird die
bereits mehrfach erwéhnte Studie von Norman et al. genannt. Hier wurde in einer in vivo Studie
gezeigt, dass sowohl durch die Inhibition von Caspase 1 als auch in Caspase 1-knockout M&usen
nach Pankreatitisinduktion deutlich weniger pro-inflammatorische Zytokine ausgeschittet
wurden, die Pankreasschadigung stark vermindert war und die Uberlebensrate der Tiere

dramatisch gesteigert wurde [11].

4.3.1.2 Einfluss auf die mRNA Expression von IL-6

IL-6 wird von einer Vielzahl an Entzliindungszellen wie Makrophagen, Monozyten,
Lymphozyten freigesetzt und gilt als friiher Marker einer Entziindungsreaktion. Es gilt als
wichtiges Zytokin im Zusammenhang mit einer akuten Pankreatitis und wird immer wieder zur
Beurteilung der Schwere der Erkrankung im Pankreasgewebe und im Serum bestimmt. Norman
et al. konnten nachweisen, dass IL-6, unabhéngig von dem gewahlten Tiermodell, im Rahmen
einer akuten Pankreatitis im Pankreasgewebe gebildet wird [9]. In unseren Versuchen zeigten
sich erhohte mMRNA Expressionen fur IL-6 im Pankreas aller behandelten Versuchstiere. Einen
signifikanten Unterschied zwischen den Interleukinmengen im Pankreas in Abh&ngigkeit des
Lipidprofils der behandelten Versuchsgruppen konnten wir jedoch nicht nachweisen. Dieses
steht zunédchst im Gegensatz zu der bereits mehrfach genannten Studie von Park et al., in der die
Applikation der Omega-3 Fettsduren DHA und ALA die IL-6 Produktion in pankreatischen
Azinuszellen nach Ceruleinstimulation deutlich reduzierte im Vergleich zu unbehandelten Zellen
[42]. Auch die Studie von Mayer et al., in der eine Omega-3 Infusion bei humanen Monozyten
nach Endotoxinkontakt die IL-6 Sekretion reduzieren konnte, ist mit unserem Ergebnis nicht in
Einklang zu bringen [53].

IL-6 gilt als Fruhmarker in Entziindungsreaktionen. In einer Studie von Paran et al., in der der
IL-6 Serumspiegel in unterschiedlichen Zeitabstdnden nach Pankreatitisinduktion bestimmt
wurde, konnte, auch abhdngig von der Schwere der induzierten Pankreatitis, ein maximaler

Anstieg des IL-6-Spiegels bereits nach 2 oder 4 Stunden nachgewiesen werden [57]. Geht man
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davon aus, dass dieses auch flr die intrapankreatische Interleukinbildung gilt, kdnnte es sein,
dass wir in unserer Arbeit einen zu spéten Zeitpunkt fir den Nachweis von unterschiedlichen
Mengen an IL-6 im Pankreasgewebe gewéhlt haben. Da die systemische Zytokinbildung zeitlich
hinter der lokalen liegt, ware dieser Erklarungsversuch vereinbar mit den signifikant

unterschiedlichen Serumspiegeln des IL-6 im Serum unserer Versuchsgruppen.

4.3.1.3 Einfluss auf die mRNA Expression von TGF-

TGF-p ist ein Zytokin mit Effekten auf fast alle Gewebe, er beeinflusst die Zellproliferation und
die Zelldifferenzierung. Er gilt als anti-inflammatorisch wirkendes Zytokin.

Versuche mit TGF-B knockout Maéusen fiihrten zu massiven Entzliindungsreaktionen in
unterschiedlichen Organsystemen, die insbesondere durch ausgepragteste Leukozyteninfiltrate in
den Organen charakterisiert waren. Das Pankreas zeigte sich dabei mit betroffen.

Hahm et al. zeigten in einer Studie, dass Mduse, in denen isoliert der TGF-f Signalweg im
Pankreasgewebe blockiert war, deutlich friher und stérker auf eine Ceruleinbehandlung
reagierten als Vergleichstiere vom Wildtyp. Sie hatten einen signifikant erhohten
histopathologischen Score, signifikant erhdhte Werte fiir Serumamylase und —lipase und eine
signifikant erhdhte MPO-Aktivitat als indirekten Ausdruck eines Infiltrates mit neutrophilen
Granulozyten [14]. In unseren Versuchen wurden erhohte mRNA Expressionen fur TGF-f bei
allen behandelten Versuchstieren gemessen. Ein signifikanter Unterschied in Abh&ngigkeit des
Lipidprofils der Pankreata konnte jedoch nicht nachgewiesen werden. Im Durchschnitt waren die
gemessenen MRNA-Mengen in der Gruppe der Fat-1 Tiere jedoch hoher als in der Gruppe der
Wildtyp Tiere.

Somit konnte man einen moglichen protektiven Effekt des verdnderten Lipidprofils,
insbesondere unter Berucksichtigung der Ergebnisse der o. g. Studie, auch im Zusammenhang
mit der groReren Menge an TGF-f im Pankreasgewebe der Fat-1 Tiere sehen. Eine Blockade des
TGF-B Signalweges flihrt zu einer deutlich stirkeren Reaktion im Pankreas nach
Ceruleinstimulation, bei vermehrtem Vorkommen dieses Botenstoffes ist ein gegenteiliger Effekt
zu erwarten. Das TGF-f konnte direkt hemmend auf die Rekrutierung von Entziindungszellen in
das Pankreasgewebe wirken. Man weil, dass TGF-f iiber spezielle Rezeptoren auf eine Vielzahl
von Zellen, insbesondere des Immunsystems, wirkt. Diese Vorstellung ware vereinbar mit
unseren lichtmikroskopischen Ergebnissen und den Messungen der Myeloperoxidase als
indirekter Nachweis von neutrophilen Granulozyten.

Auch hier wére eine Interaktion mit anderen an der Regulierung der Entziindungsreaktion

beteiligten Zytokinen denkbar. Ahnlich wie sich die pro-inflammatorisch wirkenden Zytokine
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IL-1, IL-6 und TNF-a gegenseitig stimulieren, konnte TGF-B zu einer vermehrten Expression

weiterer anti-inflammatorisch wirkender Zytokine fuhren.

4.4 Der Einfluss der Omega-3 Fettsauren auf die systemische Entziindungsausbreitung im
Rahmen einer akuten Pankreatitis

In den vorausgegangenen Abschnitten der Diskussion wurde auf die lokale Entziindungsreaktion
im Pankreas nach Ceruleingabe ausfihrlich eingegangen. Das hier verwendete Modell der
akuten Pankreatitis dient jedoch weiterfiihrend der Untersuchung der systemischen
Entziindungsausbreitung [19]. Als Ausdruck dieser wurde in unserer Arbeit zum einen der
Serumspiegel des Interleukin-6 (IL-6) bestimmt. Dieses Zytokin ist im Rahmen der akuten
Pankreatitis als Frihmarker einer systemischen Infektion zu verstehen [1].

Des Weiteren wurde, durch die Bestimmung des Enzyms Myeloperoxidase (MPQO) im
Lungengewebe der Versuchstiere, eine Beteiligung dieses Organs am Entziindungsgeschehen
untersucht. Die Lungenaffektion gilt als typische systemische Komplikation im Rahmen einer
akuten Pankreatitis [1] und wird wahrscheinlich durch entziindungsfordernde Botenstoffe, die

auf der Ebene des Pankreas freigesetzt werden, ausgelost.

4.4.1 Diskussion der Ergebnisse zu den Messungen der Serumspiegel des IL-6

Interleukin-6 ist ein pro-inflammatorisch wirkendes Zytokin, das von unterschiedlichen
Entziindungszellen freigesetzt wird und nachweislich in der Frihphase einer akuten Pankreatitis
gebildet wird [9]. Es gilt als wichtiges Zytokin im Zusammenhang mit einer akuten Pankreatitis.
Erhohte Serumspiegel des Zytokins gelten als Audruck einer beginnenden systemischen
Entzindung und werden standardmafig im Rahmen von Studien zur Untersuchung dieser
bestimmt [1]. In unserer Arbeit zeigten die mit Cerulein behandelten Wildtyp Méause signifikant
erhdhte Serumspiegel von IL-6, wahrend bei den behandelten Fat-1 Mausen kein relevanter
Anstieg des Botenstoffs im Serum nachweisbar war. Das zugunsten der n-3 Fettsauren
verénderte Lipidprofil der Fat-1 Maduse fihrte im Rahmen der akuten Pankreatitis zu einem
signifikant reduzierten IL-6 Serumspiegel. Das Ergebnis ist vereinbar mit einer Studie von Alhan
et al., in der eine intravendse Verabreichung von n-3 angereicherten Ldsungen nach der
Induktion einer akuten Pankreatitis bei Ratten zu einem reduzierten IL-6 Serumspiegel in dieser
Versuchsgruppe fihrte [52].

Im Rahmen einer anderen Studie konnte sogar eine eindeutige Korrelation zwischen einem
hohen IL-6 Serumspiegel und einem schweren Pankreatitisverlauf sowie dem Auftreten einer

Pankreatitis-assoziierten Lungenschadigung festgestellt werden [1]. Auch in unserer Arbeit
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gehen die geringeren IL-6 Serumspiegel der Fat-1 Mdause mit einer geringeren Zerstoérung des
Pankreasgewebes in dieser Gruppe einher, was oben genanntes Studienergebnis unterstutzt.

Da IL-6 aus Entzundungszellen wie neutrophilen Granulozyten, Makrophagen und Monozyten
freigesetzt wird, ist zu vermuten, dass der die Entzindungzellen stimulierende Signalweg im
Pankreas durch das verdnderte Lipidangebot in diesem Organ verdndert ist. Denkbar ist ein
direkt hemmender Effekt auf die sezernierenden Zellen. Diese Vorstellung wére vereinbar mit
der bereits genannten Studie von Mayer et al., in der eine Omega-3 Infusion bei humanen
Monozyten nach Endotoxinkontakt die IL-6 Sekretion aus den Zellen reduzieren konnte [53].
Ein anderer Ansatz ergibt sich aus der Beobachtung, dass Entziindungszellen durch die im
Rahmen einer Entziindungsreaktion ausgeschiitteten Zytokine und Chemokine zundchst in ein
Gewebe rekrutiert und dann dort stimuliert werden. Ein vermehrtes VVorkommen von n-3
Fettsduren konnte zu einer verminderten Rekrutierung von Entzindungszellen oder einer
reduzierten Stimulation der bereits eingewanderten Zellen fuhren.

Sharif et al. beobachteten den Effekt einer reduzierten Rekrutierung von Entziundungszellen
unter dem Einfluss von Omega-3 Fettsauren bereits in einer Fitterstudie an Ratten. Eine mit
Omega-3 Fettsduren angereicherte Diat vor der Induktion einer akuten Pankreatitis fuhrte hier zu
einer signifikanten Reduktion eines Makrophageninfiltrates in dem Pankreasgewebe der
entsprechenden Versuchsgruppe [45].

Eine verminderte Stimulation von bereits eingewanderten Entziindungszellen in dem Zielgewebe
waére z. B. denkbar, wenn aufgrund des vermehrten Vorkommens von n-3 Fettsduren weniger
entziindungsférdernde  Mediatoren  gebildet werden, die fir die Stimulation der
Entzlindungszellen verantwortlich sind. Daftr, dass unter dem Einfluss von Omega-3 Fettsduren
die Produktion von pro-inflammatorischen Zytokinen wie IL-6, IL-1B, TNF-a reduziert ist,
wurden in dem Kapitel 4.3 Beispielstudien genannt. Die dort erlduterten Mechanismen kénnten

auch im Hinblick auf die verminderte Entziindungszellstimulation verantwortlich sein.

4.4.2 Diskussion der Ergebnisse zu den Messungen der Myeloperoxidaseaktivitat im
Lungengewebe sowie der Myeloperoxidase-Antikdrper-Farbung des Lungengewebes

Die Myeloperoxidase (MPO) ist ein Enzym, das in neutrophilen Granulozyten, Makrophagen,
Monozyten vorkommt. Die Aktivitat dieses Enzyms in einem Gewebe steht in unmittelbarem
Zusammenhang mit der Anzahl der neutrophilen Granulozyten in diesem Gewebe [1]. In
Untersuchungen zu der akuten Pankreatitis gilt die MPO-Aktivitdt im Lungengewebe als

typischer Marker einer systemischen Beteiligung im Rahmen der Entziindung.
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Die Behandlung mit Cerulein fiihrte in unseren Versuchen zu einer erhéhten Aktivitat der MPO
im Lungengewebe der Versuchstiere, was im Einklang mit einer Vielzahl vorausgegangener
Studien steht, und bestatigt somit zunéchst, dass die Cerulein-induzierte Pankreatitis zu einer
systemischen Entziindungsausbreitung mit Beteiligung der Lunge in unseren Versuchen fiihrte.
Das verdnderte n-3/n-6 Fettsdureverhaltnis in dem Gewebe der transgenen Fat-1 Mé&use flihrte zu
einer signifikanten Reduktion der Aktivitat dieses Enzyms im Lungengewebe, verglichen mit
den identisch behandelten Wildtyp Tieren. Das Ergebnis steht im Einklang mit einer Studie von
Alhan et al., in der Ratten nach der Induktion einer akuten Pankreatitis eine mit n-3 Fettsauren
angereicherte Infusion verabreicht bekamen und diese Behandlung ebenfalls zu einer
signifikanten Reduktion des Infiltrates mit neutrophilen Granulozyten im Lungengewebe der
Tiere flhrte [52].

Das zugunsten von n-3 Fettsauren veranderte Lipidprofil der transgenen Fat-1 Mause scheint in
unseren Versuchen Einfluss auf die Signalwege auszuiben, die fur die Rekrutierung der
neutrophilen Granulozyten in das Lungengewebe verantwortlich sind.

Insgesamt sind die Mechanismen der Rekrutierung von Entziindungszellen in bestimmte Gewebe
sehr komplex, was einen Erklarungsversuch des hier beobachteten Phanomens erschwert. Die
Rekrutierungsmechanismen reichen von der Aktivierung der Zellen tber die Adhdsion der
aktivierten Zellen an das Endothel des Zielorgans bis zur Uberwindung der endothelialen
Barriere in das Gewebe [58].

Man weil3, dass an der Aktivierung von Entziindungzellen unterschiedliche Botenstoffe beteiligt
sind. In dem Abschnitt Gber die Diskussion der intrapankreatischen und systemischen
Zytokinproduktion wurde deutlich, dass in unseren Versuchen das veranderte Lipidprofil der
Fat-1 Mé&use Einfluss auf die Bildung unterschiedlicher Zytokine nimmt. In dem Abschnitt 4.5
wird noch ausfiihrlicher darauf eingegangen, dass ein vermehrtes Vorkommen von Omega-3
Fettsduren auch einen Einfluss auf die Bildung der Derivate aus der AA nimmt, die zum Teil
chemotaktische Wirkungen entfalten. Vor diesem Hintergrund wére der Erklarungsansatz
denkbar, dass ein verandertes Lipidprofil in den Fat-1 M&usen zu einer geringeren Produktion
von Zytokinen und Chemokinen fihrt, die fir die Stimulation der neutrophilen Granulozyten im

peripheren Blut verantwortlich sind.

4.5 Erklarungsversuch zu der protektiven Wirkung der Omega-3-Fettsauren auf die akute
Pankreatitis in den Fat-1 Mausen
Auf den protektiven Effekt der Omega-3 Fettsduren wurde erstmals der britische Forscher Hugh

M. Sinclair aufmerksam, als er beobachtete, dass die Inzidenzen von kardiovaskuléren und
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degenerativen Erkrankungen in der Population von kanadischen Eskimos signifikant niedriger
waren als in der westlichen Welt. Ein verbreiteter Erklarungsversuch ist, dass die anti-
inflammatorische Wirkung der Omega-3 Fettsduren vermittelt wird, indem sie die Produktion
der pro-inflammatorisch wirkenden Eicosanoide aus den Omega-6 Fettsduren, insbesondere aus
der Arachidonsdure (AA), an den Enzymen Cyclooxygenase und Lipoxygenase kompetitiv
hemmen [59].

Diese Vorstellung ware vereinbar mit einer tierexperimentellen Studie von Kilian et al. an
Ratten. Hier wurde zunachst ein protektiver Effekt von n-3 Fettsduren vor einer Cerulein-
induzierten Pankreatitis gezeigt, indem Tiere, die nach der Pankreatitisinduktion mit einer n-3-
fettsdurereichen Infusion behandelt wurden, einen deutlich reduzierten histopathologischen
Score aufwiesen, verglichen mit einer durch eine Kochsalzlésung behandelten Versuchsgruppe.
Desweiteren waren auch die Synthese von Prostaglandin E2 und Prostaglandin F1-a, die zu der
Gruppe der entzindungsférdernden Derivate aus der AA gehéren, nach der n-3
Fettsdureverabreichung deutlich reduziert [43], was mit der Theorie einer kompetitiven
Hemmung der n-6 Fettsduren durch die n-3 Fettsduren und konsekutiv geringerem VVorkommen

der n-6 Derivate vereinbar ware.

Dem widerspricht die Kolitisstudie von Hudert et al. an transgenen Fat-1 Mausen. Hier wurde
gezeigt, dass Fat-1 Mé&use durch ein zugunsten von n-3 Fettsauren veréndertes n-6/n-3-
Fettsdureverhaltnis vor einer Kolitis messbar geschitzt sind [60]. Fir die AA und deren stark
pro-inflammatorisch wirkende Derivate PGE2 und LTB4 konnte zwischen den unterschiedlichen
Versuchsgruppen allerdings kein signifikanter Unterschied nachgewiesen werden, was gegen die
Vorstellung einer kompetitiven Hemmung von n-3 und n-6 Fettsauren spricht.

Hingegen wurden die potenten, anti-inflammatorisch wirkenden n-3 Derivate Resolvin E1,
Resolvin D3, Neuroprotectin D1, Protectin D1 nur im Colongewebe der Fat-1 Mause
nachgewiesen. Die Mengen von Prostaglandin E3 (PGE3) und Leukrotrien B5 (LTB5), beides
anti-inflammatorisch wirkende Derivate der n-3 Fettsduren EPA und DHA, waren im
Colongewebe der Fat-1 Tiere signifikant hoher als im Gewebe der Wildtyp Tiere.

Dieses Ergebnis spricht weniger fur die Vermutung eines kompetitiven Effektes der Omega-3
Fettsduren an der Cyclooxygenase und der Lipoxygenase. Wahrscheinlicher ist ein

unabhéngiger, anti-inflammatorischer Effekt der Omega-3 Fettséduren und seiner Derivate.

Oben genannte Kolitisstudie von Hudert et al. und die Hepatitisstudie von Schmdcker et al. an

transgenen Fat-1 M&usen, in der ein messbarer Schutz vor einer Hepatitis durch ein zugunsten
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von n-3 Fettsduren verandertes Lipidprofil gezeigt werden konnte, fuhrten zu unserer hier
vorgestellte Arbeit. Insbesondere die Beobachtung aus Voruntersuchungen zu unserer Studie,
dass das Pankreasgewebe durch viel hohere Konzentrationen an n-3 Fettsduren gekennzeichnet
ist als z. B. das Colon- oder Lebergewebe und dass die AA in signifikant hoheren
Konzentrationen in dem Pankreasgewebe der Wildtyp Tiere nachgewiesen werden konnte als in
dem der Fat-1Tiere, lie die Vermutung wachsen, dass eine Entziindungsreaktion in diesen
Geweben sehr unterschiedlich ablaufen wiirde.

Die Fat-1 Mause waren durch ein vermehrtes Vorkommen von n-3 Fettsduren im
Pankreasgewebe messbar geschiitzt vor einer Cerulein-induzierten akuten Pankreatitis. Die
Entzliindungsreaktionen fielen jedoch nicht so unterschiedlich stark aus, wie von uns mit dem

Wissen aus o. g. Vorstudien erwartet.

Ein Charakteristikum der akuten Pankreatitis ist die massive Ausschittung von Zytokinen, die
sowohl die lokale als auch die systemische Entziindungsausbreitung regulieren. Dafir, dass unter
dem Einfluss von Omega-3 Fettsduren die Produktion von pro-inflammatorischen Zytokinen wie
IL-6, IL-1B, TNF-a reduziert ist, wurden in dem Kapitel 4.3 Beispielstudien genannt. Auch in
den beiden Arbeiten von Hudert et al. und Schmocker et al., die zu unserer Arbeit gefiihrt haben,
wurde dieser Einfluss der Omega-3 Fettsduren belegt. Schmécker maR in den transgenen Fat-1
Mausen mit Hepatitis geringere TNF-a Serumspiegel und geringere intrahepatische mRNA
Expressionen fir TNF-a, IL-6, IFN-y und IL-1B. Hudert konnte geringere mRNA Expressionen
von TNF-a und IL-1B im Colongewebe sowie einen geringeren Serumspiegel fiir NF-xB in den
Fat-1 Tieren belegen.

Einen Erklarungsversuch dieser Beobachtung kann man unter Berlicksichtigung von
Untersuchungen zu der Wirkung von Omega-3 Fettsduren von Serhan et al. und Arita et al.
machen. Serhan et al. konnten erstmalig Resolvine und Protectine isolieren und deren anti-
inflammatorische Wirkung belegen [61]. Arita et al. identifizierten anschlieRend den Rezeptor
ChemR23, Uber den Resolvin E1 seine Wirkung entfaltet und zu einer Inaktivierung des
Transkriptionsfaktors NF-xB fiihrt. Diese Inaktivierung fiithrt zu einer geringeren Produktion
wichtiger entziindungsfordernder Zytokine wie TNF-o und 1L-12 [37]. Man weil3, dass sich die
Gruppe der als endogene Pyrogene geltenden Zytokine IL-1B, IL-6 und TNF-a gegenseitig
stimulieren. Somit konnte auch in unserer Arbeit die geringere intrapankreatische mRNA
Expression von IL-1f sowie der reduzierte Serumspiegel von IL-6 in der Gruppe der Fat-1

Mause Uber den von Arita postulierten Signalweg ausgeldst sein: Resolvin E1 aus EPA fiihrt zu
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einer Inaktivierung von NF-kB, konsekutiv wird weniger TNF-a gebildet und dieses fiihrt zu

einer geringeren Produktion von IL-1p und IL-6.

Eine weitere wichtige Beobachtung in unserer Arbeit sind die signifikant geringeren
Entzindungszellinfiltrate im Lungengewebe der Fat-1 Mause verglichen mit den Wildtyp
Méusen. In dem Abschnitt 4.2 wurde anhand unterschiedlicher Studien belegt, dass Omega-3
Fettsduren zu einer Reduktion von Entzlindungszellinfiltraten fihren kénnen. Die Chemotaxis,
also die Rekrutierung von Entzindungszellen aus dem peripheren Blut in bestimmte Gewebe,
wird unter anderem durch Leukotriene aus der AA vermittelt [33]. Von den Leukotrienen aus der
EPA und DHA weil} man, dass sie viel weniger chemotaktisch wirken als die Leukotriene aus
der AA. Betrachtet man das unter Berticksichtigung der unterschiedlichen Lipidprofile der Fat-1
und der Wildtyp Tiere, kénnte ein vermehrter Umsatz von EPA und DHA in den Fat-1 Tieren zu
einer Zusammensetzung von Lipidmediatoren fuhren, die eine geringere chemotaktische
Wirkung entfalten als die Lipidmediatoren aus der AA in den Wildtyp Tieren.

Ein anderer Ansatz wird in einer Studie von Gonzélez-Périz et al. vermittelt. Hier wurde gezeigt,
dass die COX-Il und die 5-LOX unter dem Einfluss von DHA weniger aktiv sind und somit
weniger Eicosanoide gebildet werden [62]. Die daraus resultierende geringere Bildung von

Leukotrienen wirde ebenfalls zu der hier beobachteten reduzierten Chemotaxis flihren.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass der in unserer Arbeit beobachtete
entziindungshemmende Effekt vor allem auf den erhohten n-3 Fettsdureanteil der Fat-1 Mause
zuriickzufuhren ist. Es wurden mehrere mogliche Signalwege aufgezeigt, Gber die die Omega-3
Fettsduren und ihre Derivate ihre Wirkung entfalten konnen und diese wurden jeweils durch
unterschiedliche Evidenzen belegt. Die erhohte Konzentration von Omega-3 Fettsauren in dem
Pankreasgewebe unserer transgenen Mause flhrte zu einer Reduktion wichtiger
Entziindungsmediatoren im Pankreasgewebe und im Serum der Tiere. Eine Beteiligung der
entzuindungshemmenden Derivate aus der EPA und der DHA, die Resolvine und Protectine,

konnte in diesem Zusammenhang eine entscheidende Rolle spielen.

4.6 Klinische Bedeutung der Arbeit und Ausblick
Die entzindungshemmenden Eigenschaften von n-3 Fettsauren sind seit vielen Jahren bekannt
und wurden im Zusammenhang mit unterschiedlichen Krankheitsbildern untersucht, darunter

auch die akute Pankreatitis.
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Das Fat-1 Mausmodell ist bisher jedoch das einzige Tiermodell, an dem man den Effekt endogen
produzierter n-3 Fettsduren auf unterschiedliche Krankheitsbilder studieren kann. Hudert et al.
wiesen erstmals einen protektiven Effekt endogen produzierter n-3 Fettsduren bei der
experimentellen DSS Colitis nach, Schmacker et al. konnten einen entsprechenden Effekt auf die
DGalN/LPS-induzierte Hepatitis zeigen. In unserer Studie wird erstmals ein protektiver Effekt
endogen produzierter n-3 Fettséuren auf die lokale und die systemische Entztindungsausbreitung

bei Cerulein-induzierter akuter Pankreatitis im Mausmodell nachgewiesen.

Das Ziel dieser und nachfolgender Studien sollte es sein, die an der lokalen und systemischen
Entziindungsreaktion beteiligten Mechanismen zu verstehen, um kausale Therapieansétze zur
friihzeitigen Einddmmung der Erkrankung zu entwickeln. Bisher existieren rein symptomatische
Therapieansatze. Es existieren keine Marker, die frihzeitig einen schweren von einem milden
Verlauf kennzeichnen und es existieren keine eindeutigen Kenntnisse tber Faktoren, die den
Ubergang von der milden, lokal begrenzten Entziindungsform in die schwere nekrotisierende
Form mit systemischen Komplikationen beglinstigen.

Mdogliche Ansatze zur Verbesserung der Therapie konnten somit die Einddmmung der lokalen
Entziindung sein oder eine Einflussnahme auf die Mechanismen, die zu dem Ubergang der
lokalen in die systemische Entziindung fuhren, z. B. durch gezielte Hemmung bestimmter
Entzindungszellen oder der Expression bestimmter Zyto- oder Chemokine.

Eine groRe Herausforderung bleibt die Ubertragbarkeit von Effekten, die im Tiermodell
beobachtet wurden, auf den menschlichen Organismus. So ist es z. B. mehrfach gelungen, die
Entstehung einer Pankreatitis-assoziierten Lungenschéadigung im Tiermodell durch Hemmung
von Verdauungsenzymen oder spezifischen Zytokinen abzumildern bzw. zu verhindern, jedoch
konnte dieser Effekt in klinischen Studien nicht wiederholt werden.

Das in unserer Arbeit verwendete Tiermodell ist ein etabliertes und weit verbreitetes Modell.
Trotzdem gilt es, die Ubertragbarkeit der hier beobachteten Effekte auf den menschlichen

Organismus weiter zu untersuchen.

Eine entscheidende Rolle in der Pathogenese der akuten Pankreatitis spielen die pro- und anti-
inflammatorisch wirkenden Zytokine. Sowohl in unserer Arbeit als auch in einigen der im
Diskussionsteil erwéhnten Studien, beeinflussen die n-3 Fettsduren die Zytokinproduktion

positiv durch Reduktion wichtiger pro-inflammatorisch wirkender Botenstoffe oder vermehrter
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Expression wichtiger anti-inflammatorisch wirkender Botenstoffe. Dieser Effekt konnte auch im
Rahmen einer humanen akuten Pankreatitis zu einem positiven Verlauf der Erkrankung fuhren.

Desweiteren konnten wir nachweisen, dass der Einfluss von n-3 Fettsduren zu signifikant
geringeren Entzindungszellinfiltraten im Lungengewebe fihrte, was ein Hinweis auf eine
reduzierte systemische Entziindungsreaktion darstellt. Diese Beobachtung lasst einen positiven
Einfluss durch n-3 Supplementierung auch im Rahmen einer akuten Pankreatitis im Menschen

vermuten.

Die in unserer Arbeit beobachtete Abschwachung der Entziindungsreaktion bei akuter
Pankreatitis unter dem Einfluss von endogen erhohten n-3 Fettsauren fuhrte zu der Vermutung,
dass ein protektiver Effekt auch im Zusammenhang mit einer chronischen Entziindung desselben
Organs auftreten konnte. In einer Folgeuntersuchung wurde in demselben Mausmodell der
Verlauf einer durch Cerulein-induzierten chronischen Pankreatitis untersucht, mit besonderem
Augenmerk auf den Effekt der n-3 Fettsduren auf die Ausbildung einer Pankreasgewebefibrose.
Es konnte gezeigt werden, dass die erkrankten Fat-1 Mduse im Vergleich zu den erkrankten
Wildtyp Mausen signifikant weniger fibrotische Veranderungen im Pankreasgewebe
entwickelten. Desweiteren war in dem Pankreasgewebe der Fat-1 Tiere eine signifikant
geringere Aktivitdt von Pankreassternzellen nachweisbar [63]. Die Pankreassternzellen sind
Bindegewebszellen, die im aktiven Zustand bindegewebige Extrazellularmatrix produzieren und
somit maRgeblich beteiligt sind an einer fibrotischen Gewebeveranderung, die typischerweise im
Rahmen einer chronischen Pankreatitis und in der Entstehung eines Pankreascarcinoms auftritt
[64].

Diese Ergebnisse sprechen dafir, dass n-3 Fettsduren auch eine wichtige Rolle in der Prévention

und Behandlung der chronischen Pankreatitis und des Pankreascarcinoms zukommen konnte.
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5 Zusammenfassung

Die akute Pankreatitis ist, unabhdngig von der auslésenden Noxe, durch eine fruhzeitige
Aktivierung von Verdauungsenzymen in den Azinuszellen gekennzeichnet. Im weiteren Verlauf
fihren die massive Ausschittung pro- und anti-inflammatorischer Zytokine sowie die
Aktivierung einer Vielzahl von Entziindungszellen zunéchst zu einer lokalen Gewebezerstorung

im Pankreas, dann zu einer systemischen Entziindungsausbreitung.

In vorausgegangenen Studien konnte gezeigt werden, dass die Zufuhr von n-3 Fettséduren die
Entziindungszeichen im Rahmen unterschiedlicher Erkrankungen reduzieren konnte (Arthritis,
Colitis, Hepatitis). Es wurde belegt, dass z. B. die Produktion entziindungsfordernder

Botenstoffe oder die Aktivierung von Entziindungszellen durch n-3 Fettsauren reduziert war.

In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss von n-3 Fettséuren auf die Cerulein-induzierte
akute Pankreatitis in Mausen untersucht. Dieses Uberstimulationsmodell ist ein gut
charakterisiertes, etabliertes und weit verbreitetes Tiermodell, das die Mechanismen, die bei der

Entstehung einer akuten Pankreatitis im Menschen ablaufen, realistisch nachahmt.

Fdr unsere Versuche wurde das Fat-1 Mausmodell genutzt. Durch das Tragen des Fat-1 Gens
aus dem Rundwurm Caenorhabditis elegans ist es diesen Tieren mdglich, n-3 Fettsauren aus n-6
Fettsduren zu synthetisieren. Somit stellt dieses Tiermodell eine einzigartige Mdglichkeit dar,
den Einfluss endogen erhohter n-3 Fettsaurekonzentrationen auf unterschiedliche

Krankheitsbilder zu untersuchen.

In unserer Arbeit konnte gezeigt werden, dass Fat-1 Mause die durch ein zugunsten der n-3
Fettsduren verschobenes Lipidprofil im Pankreasgewebe charakterisiert sind, geringere
Gewebeschéden im Rahmen einer Pankreatitis ausbildeten als Tiere vom Wildtyp. Diese konnten
in einer histopathologischen Begutachtung nachgewiesen werden. Begleitet war diese
Beobachtung von einer signifikant geringeren mRNA Expression des pro-inflammatorisch
wirkenden Zytokins IL-1f in dem Pankreasgewebe der Fat-1 Mause.

Als Hinweis auf eine Reduktion der systemischen Entziindungsausbreitung in den Fat-1 Tieren
waren signifikant geringere Serumkonzentration des stark pro-inflammatorisch wirkenden
Zytokins Interleukin-6 (IL-6) nachweisbar im Vergleich mit den Wildtyp Tieren. Die Fat-1 Tiere

waren signifikant weniger betroffen von einem entziindlichen Lungenschaden, der als typische
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Komplikation im Rahmen einer systemischen Entziindungsausbreitung bei akuter Pankreatitis
auftritt. Die Lungenbeteiligung wurde durch die Messung der Aktivitat der Myeloperoxidase
(MPO) im Lungengewebe nachgewiesen sowie durch eine spezielle Einfarbung der

Lungenschnitte mit einem MPO-Antikdrper optisch dargestellt.

Die hier beschriebenen Effekte fiihren wir auf das vermehrte Vorkommen der n-3 Fettsduren in
den Geweben der Fat-1 Mé&use zurtick. Die Arbeit liefert einen Hinweis darauf, dass vor allem
die Zytokinproduktion durch die n-3 Fettséduren beeinflusst werden kann.

Die Beobachtung kénnte Hinweise auf eine mdgliche Behandlung oder Pravention der akuten

oder chronischen Pankreatitis beim Menschen liefern.
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