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ZUSAMMENFASSUNG

PATHOGENESE CHRONISCH ENTZUNDLICHER DARMERKRANKUNGEN-
MIKROZIRKULATORISCHE UNTERSUCHUNG ZUR BLOCKADE
DER INTESTINALEN ZELLADHASION

Laukotter, Mike

Einleitung: Die transendotheliale Migration von Leukozyten im Rahmen chronisch entziindlicher
Darmerkrankungen (CED) wird durch die Interaktion von Zelladhdsionsmolekiilen auf Leukozyten
und auf Endothelzellen gesteuert. Ziel der vorliegenden Studie war es, mittels intestinaler
Intravitalmikroskopie an einem CED-Rattenmodell (Bezirksregierung-Miinster / Az.: 23.0835.1.0 -
20.12.1996) zu untersuchen, ob sich die Darmentziindung durch Antikorperblockade einzelner
Zelladhdsionsmolekiile beeinflussen 14Bt. Zielmolekiile waren das von Leukozyten exprimierte
Zelladhdsionsmolekiill Mac-1 (CD11b) und sein endothelseitiger Ligand ICAM-1 (CD54).
Methoden: 35 méannliche Sprague-Dawley-Ratten wurden in 5 Gruppen mit 7 Tieren eingeteilt. In 4
Gruppen wurde durch Indomethacin (s.c. Injektion 48h und 24h vor Untersuchung) eine chronische
Darmentziindung induziert. Von diesen erhielten 3 Gruppen Antikérper: A) anti-Mac-1, B) anti-
ICAM-1 und C) Kombination von beiden Antikérpern (je 1 mg/kg KG) 24h+12h vor
Intravitalmikroskopie. In Narkose wurden pro Ratte 10 subserosale postkapillire Sammelvenolen des
entziindeten Darmabschnitts mikroskopiert und videodokumentiert. Validierte Scores wurden zur
makroskopischen und histologischen Beurteilung des Entziindungsschadens herangezogen. Die
restlichen Gruppen dienten als Kontrollen: D) entziindet und E) gesund. Ergebnisse: Die
Entziindung war durch einen signifikanten Anstieg (P<0,05) der temporéir adhédrenten Leukozyten
(Roller) (von 5,41 £ 2,79 auf 33,64 £ 14,56 /100 um/30 sec) und der permanent adhirenten
Leukozyten (Sticker) (von 0,16 + 0,18 auf 11,06 £ 3,63 /100 um/30 sec) charakterisiert. Nach anti-
Mac-1 Gabe kam es, im Gegensatz zur anti-ICAM-1-Gruppe, die eine Verminderung, jedoch keine
signifikante Reduzierung der Entziindungszellen erreichte, zu einer signifikanten (P<0,05)
Reduzierung der Roller (von 33,64 + 14,56 auf 6,60 + 2,71) und der Sticker (von 11,06 + 3,63 auf
0,07 £ 0,10). Die kombinierte Antikdrpergabe zeigte eine signifikante (P<0,05) Verminderung der
Roller (von 33,64 + 14,56 auf 7,73 £ 3,60). Indomethacin fiihrte zu einem Anstieg des Makroskopie-
Scores von 0 auf 4,43 + 0,79 Punkten (P<0,05), anti-CD11b zu einer Verminderung von 4,43 + 0,79
auf 1,29 £ 1,11 Punkten (P<0,05) und die Kombination zu einer Verminderung von 4,43 £ 0,79 auf
1,57 £ 0,98 (P<0,05). Histologisch fiihrte Indomethacin zu einem Anstieg des Scores von 0 auf 6,43
+ 1,27 Punkten (P<0,05), anti-CD11b zu einer Verminderung von 6,43 + 1,27 auf 1,14 £+ 2,04
(P<0,05) und die Kombination zu einer Verminderung von 6,43 = 1,27 auf 0,29 + 0,76 (P<0,05).
Schlufolgerung: Die Ergebnisse zeigen, dafl die anti-Mac-1-Gabe ein effektiver Weg zur
Reduzierung einer intestinalen Entziindung ist. In der Indomethacin induzierten chronischen Ileitis
der Ratte besteht ein CD 18 unabhingiger, CD 11b (Mac-1) abhingiger Zelladhdsionsmechanismus
im Komplex CD18/CD11b, der vielleicht auch ein vielversprechendes Ziel in der Behandlung von
CED-Patienten sein kann.

Tag der miindlichen Priifung: 31. 08. 2004
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Einleitung

1. Einleitung

Atiologie und friihe Pathogenese der ideopatischen chronisch-entziindlichen Darmer-
krankungen (CED), Morbus Crohn (MC) und Colitis ulcerosa (CU) sind ungeklart, doch
weisen zahlreiche Verdnderungen auf eine wichtige Rolle des intestinalen Immunsys-
tems in der Pathogenese beider Krankheiten hin. Hierfiir sprechen klinische Daten, wie
z.B. die Remission von CED unter immunsuppressiver Therapie (Cortison, Cyclosporin,
u.a.). Auch haufen sich experimentelle Daten, die eine Storung der intestinalen Immun-
regulation generell als zentralen Pathogenesefaktor bei CED vermuten lassen (Strober
W "93). Gewebeldsionen bei CED sind charakterisiert durch eine gesteigerte Akkumula-
tion von Entziindungszellen in der Darmwand mit Beteiligung von T-Lymphozyten,
neutrophilen Granulozyten und Monozyten. Szintigraphische Untersuchungen mit mar-
kierten Leukozyten haben gezeigt, dal das lokale Zellinfiltrat vornehmlich durch Re-
krutierung von zirkulierenden Zellen aus dem Blutstrom in die Darmwand entsteht
(Saverymuttu SH "85). Dieser Wechsel vom vaskuldren in das interstitielle Komparti-
ment wird liber eine sequentielle Expression und Aktivierung von spezifischen Zellad-
hésionsmolekiilen (CAMs) auf der Oberfldche von Leukozyten und Endothelzellen ge-
steuert (Bevilaqua MP '93, Schiirmann G "97, Panés J "98). Die Adhésion zirkulieren-
der Zellen an das Gefd3endothel findet in der friihen Phase der immunologischen Akti-
vierung statt (Zimmermann GA "92) und scheint eine Voraussetzung dafiir zu sein, daf3
zirkulierende Immunzellen transendothelial in das Gewebe migrieren, wo die Antigen-
Erkennung und die Immunantwort stattfinden (Ala A "03). Nur ein kleiner Prozentsatz
der immuno-inflammatorischen Zellen proliferiert in den CED-Lésionen lokal (Autsch-
bach F "92). Somit sind Retention und Extravasation zirkulierender Leukozyten in Ent-
ziindungsgewebe wichtige Aspekte in der Pathogenese entziindlicher Darmerkrankun-
gen (Schiirmann G '97). Die Zelladhdsion verlduft dabei in einer Kaskade, an deren
Schritte spezifische Adhdsionsmolekiile (sog. Selektine, Integrine und Mitglieder der
Immunglobulin — Supergen - Familie) beteiligt sind (Bevilacqua MP "93, Raud J '93,

Adams DH "94). Zelladhdsionsmolekiile der Selektin-Familie vermitteln die erste locke-
re Kontaktaufnahme der Leukozyten mit den Endothelzellen, das sogenannte Leukozy-
ten-Rolling (s. Abb. 1-B). Die Integrin-Familie (heterodimere Proteine auf der Leukozy-

tenoberfldche mit a- und - Untereinheiten) und die Immunglobulin-Familie der CAMs
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vermitteln durch ihre Interaktion die feste Adhdsion von Leukozyten an Endothelzellen

(s.Abb. 1 - C+D) (Ala A “03).

A. Zirkulierende Leukozyten C. Adhirente Leukozyten
Ruhendes Endothel Aktiviertes Endothel

B. Rollende Leukozyten D. Emigrierende Leukozyten
Pra-aktiviertes Endothel

Abb. 1: Vier Blutgefa3querschnitte als Schema der Leukozyten-Endothel-Interaktion (modifiziert nach
Panés J "99).

Viele Daten sprechen nun dafiir, da3 ein allgemeiner Mechanismus der Zelladhdsion
besteht, der im Humansystem ubiquitir gleich ablduft und im Vergleich zu Sdugern,
sowie innerhalb dieser, grole Gemeinsamkeiten aufweist. Zum Beispiel sind bei der
Rekrutierung zirkulierender Zellen in transplantierten Organen (Taylor PM 92, Stein-
hoff G "93) und bei Ischimie-Reperfusions-Studien (Zimmerman GA "91) gleiche Zell-
adhisionsmolekiile beteiligt, wie bei der Entstehung des Zellinfiltrates in entziindlichen
Darmlésionen. Diese Verdanderungen bei Colitis ulcerosa und Morbus Crohn sind wie-
derum durch die Entwicklung von ulzerativen Lasionen und prominenten Leukozytenin-
filtraten in der Darmwand charakterisiert. Studien, die die molekularen Determinanten
der Leukozyten-Rekrutierung in chronisch entziindetes humanes Darmgewebe charakte-
risierten, zeigten eine erhdhte Expression von [,-Integrinen, ICAM-1 und E-Selektin in
Mukosabiopsaten (Malizia G 91, Koizumi M '92). Immunhistochemische
Lokalisationsstudien zeigten eine vermehrte Expression von CDI11a/CD18 durch
mononukledre Zellen. CD11b/CD18 war auf Granulozyten vermehrt exprimiert und
ICAM-1 fand sich hauptsidchlich in postkapilliren Venolen. Die Intensitdt der
Adhisionsmolekiil-exprimierung verlief hier parallel zu dem Entziindungsgrad (Naka-

mura S "93).
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Daraus konnte folgen, dal die an diesen Modellen entwickelte Zelladhdsionskaskade
und die Ergebnisse therapeutischer Interaktionen mit Zelladhdsionsmolekiilen in ande-
ren Organsystemen auch fiir MC und CU sowie ihre tierexperimentellen Aquivalente
gelten. So wurden bereits verschiedene monoklonale Antikdrper (MAks) gegen Zellad-
hésionsmolekiile in unterschiedlichen experimentellen Modellen entziindlicher Darmer-
krankungen hinsichtlich ihrer Eigenschaft, die Leukozytenmigration zu blockieren und
somit die Abschwichung oder die Vermeidung einer Entziindungsantwort auf be-
stimmte Stimuli zu bewirken, getestet (Arndt H '95, Sans M "99).

Wichtige Vertreter dieser Zelladhdsionsmolekiile (weitere s. Kap. 2.4) sind das Integrin
der B,-Familie: CD11b/CD18 — Macl (macrophage antigen-1) und das Mitglied der
Immunglobulin-Supergen-Familie CD54 — ICAM-1 (intercellular cell adhesion molecu-
le-1), die primér fiir die stabile Zelladhdsion (Sticking) verantwortlich sind (Issekutz AC
'92). Auf der Leukozytenoberfliche werden drei Formen des CD11/CD18-Komplexes
exprimiert: CD11a/CD18 (LFA-1), CD11b/CD18 (Mac-1) und CD11c¢/CD18. Sie alle
teilen eine gemeinsame B-Kette (CD18), haben jedoch unterschiedliche o-Ketten
(CDl1la, CDI11b, CDl1c). Zusammen formen sie of-heterodimere Membranglyko-
proteine mit einigen spezifischen und einigen gemeinsamen unspezifischen Funktionen
(Arnaout MA "90). ICAM-1 ist der endothelseitige Ligand von CD11/CD18 (Mac-1 und
LFA-1) (Marlin SD *87, Diamond MS "90). Die stirkste [CAM-1-Expression wurde auf
GefaBendothelzellen gefunden (Panés J "95). Endotheliales ICAM-1 reguliert iiber die
Interaktion mit den Intgrinen die Adhésion von Leukoyten, Monozyten, Lymphozyten
und Neutrophilen an aktiviertem Endothel. Somit vermittelten ICAM-1 und das Integrin
CD11/CD18 (LFA-1/Mac-1) unter anderem die Immun- und Entziindungsantwort
(Arnaout MA'90, Simth CW "93, Carlos TM 94, Ala A "03).

Durch Applikation monoklonaler Antikorper gegen ICAM-1 und gegen CD11/CD18,
konnte tierexperimentell die Adhdsion zirkulierender Entziindungszellen an das Gefa-
Bendothel und die Gewebeschiddigung unter Ischdmie/Reperfusionsbedingungen am
Herzen (Yamazaki T "93, Chopp M "94, Clark RS "96), im Darm (Zimmerman GA "92)
und in anderen Organen (Vedder NB "88 und '90) signifikant vermindert werden. Im
Indomethacin — Entziindungsmodell gelang es Wallace et al. 1991 durch einen mo-
noklonalen Antikoprer gegen CDI18, Magenulzera im Kaninchen zu verhindern
(Wallace JL '91). Dieser Rezeptorantikorper konnte ebenfalls die Entziindungsauspri-

gung in einem TNBS (Trinitrobenzenesulfate)-Colitis-Modell des Kaninchens signifi-
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kant vermindern (Wallace JL "92). Dariiberhinaus ist gezeigt worden, dal} intravends
verabreichte anti-CD11b/CD18 (Mac-1)-Antikérper die Entziindung in einer akuten
TNBS-induzierten Rattenkolits abschwéchen konnen (Palmen MJ "95), dal} diese Anti-
korper ebenfalls eine verminderte Infiltration von Makrophagen in ein transplantiertes
Rattenherz bewirken konnen (Paul LC '96), jedoch bei der intraperitonealen Verabrei-
chung in einem Ratten-Haemophilus-Influenza-Typ-B Sepsis- und Meningitismodell
keine protektive Wirkung erzielen konnten (Tan TQ '97). Neuere Studien zeigen bei
Antikorperblockade von Mac-1 und ICAM-1 durch intravends verabreichte monoklona-
le Antikorper in einem Ratten-Modell fiir eine Escherichia Coli—-induzierte Pneumonie
eine Verschlechterung der Uberlebensrate am Versuchsende (Zeni F "99), wihrend
durch eine intravendse Antikorperblockade von Mac-1 in einem Ratten-Modell fiir aku-
tes ischdmisches Nierenversagen, einem leichten renalem Ischdmieschaden bei Gabe
vor Reperfusion, vorgebeugt werden konnte (Tajra LCF "00). Diese heterogenen Ergeb-
nisse finden sich weiterhin, wenn man nur die Blockade von ICAM-1 in verschiedenen
Entziindungsmodellen betrachtet. So schiitzt die intravendse Applikation eines Antikor-
pers gegen ICAM-1 oder aber die Gendefizienz fiir I[CAM-1 nicht vor einer pulmonalen
Neutrophilen-Einwanderung in einem Tiermodell der Ratte fiir eine polymikrobiale
Sepsis (Que LG '98), wohl aber schiitzt die Gendefizienz fir ICAM-1 vor einer
schweren Verlaufsform der DSS-induzierten Kolitis in der Maus (Bendjelloul F "00).
Wihrend die Blockade von ICAM-1 und CD11a durch intravendse Verabreichung von
monoklonalen Antikdrpern eine tierexperimentelle, allergische Konjunktivitis in der
Maus inhibiert und die gleichzeitige Gabe beider Antikorper die Wirkung noch verstérkt
(Whitcup SM '99), wird in der tierexperimentellen Studie fiir eine Melanin-induzierte
Uveitis in der Ratte kein Einflu8 der intravendsen anti-ICAM-1-Antikdrpergabe festge-
stellt (Smith JR *00). Weitere Beobachtungen aus neueren Studien zeigen, da3 durch die
rektale Verabreichung von Antikdpern gegen ELAM-1 (endothelial leucocyte adhesion
molecule-1) und gegen ICAM-1 eine DSS-induzierte Kolitis in der Maus inhibiert wer-
den kann (Hamamoto N '99), wihrend eine intravendse Gabe cines anti-ICAM-1-
Antikorpers in einer anderen DSS-induzierten Kolitis diese Entziindungsform nicht
signifikant abschwichen konnte (Soriano A '00). Letztendlich wurde die Rolle von
ICAM-1 in der experimentellen Kolitis durch ein murin-spezifisches Antisense Oligo-
nucleotid untersucht (Bennett CF "97). Das Oligonucleotid verhinderte in der DSS-

induzierten Kolitis der Maus die ICAM-1 — Expression, was methodisch durch eine
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ICAM-1-Immunfirbung nachgewiesen werden konnte. Darliberhinaus reduzierte dieses
Oligonucleotid die Auspriagung des klinischen Entziindungsverlaufes. Diese Beobach-
tungen einer potenziellen Entziindungshemmung durch anti-ICAM-1-Aks und die Beo-
bachtungen, daB3 sowohl anti-CD11a als auch anti-CD11b MAks die Adhésion von akti-
vierten Neutrophilen an Cytokin-stimulierten Endothelschichten inhibieren konnten und
der gleichzeitige Gebrauch beider Antikorper einen groferen inhibitorischen Effekt als
die alleinige Verwendung eines einzelnen Antikdrpers hatte (Smith CW °89), ver-
anlaBten uns zur Uberlegung, ob eine gleichzeitige mAk-Blockade von zwei korrespon-
dierenden Zelladhdsionsmolekiilen (Mac-1 — ICAM-1) ein wirksameres Behand-
lungskonzept fiir in vivo-Modelle entziindlicher Darmerkrankungen sein konnte, als die
alleinige Gabe eines Antikorpers. Diese Fragestellung wurde bislang nicht in einem
Tierexperiment fiir chronisch entziindliche Darmerkrankungen bearbeitet. Das Haupt-
ziel der Studie war es, die Bedeutung der Adhisionsmolekiile CD11b (Mac-1) und
CD54 (ICAM-1) hinsichtlich der Leukozyten-Endothel-Interaktion im Indomethacin-
Rattenmodell entziindlicher Darmerkrankung zu untersuchen, wenn sie einzeln oder in
Kombination durch Antikorper blockiert werden.

Als Untersuchungstechnik bedienten wir uns hierzu der Intravitalmikroskopie (in vivo
Mikroskopie oder IVM). Wihrend die Untersuchung der Mikrozirkulation (hier Leuko-
zyten-Endothel-Zell-Interaktion) mittels Intravitalmikroskopie inzwischen ein an Haut,
Leber und Pankreasgewebe etabliertes Verfahren ist (Intaglietta M "95), bestehen mit
dieser Methode am Darmgewebe noch mehrere Schwierigkeiten. Postentziindliche
morphologische Verdnderungen oder Préparationstraumen konnen die intravital-
mikroskopische FluBmessung an der Mukosa oder am Mesenterium im Tiermodell
chronisch entziindlicher Darmerkrankungen (Yamada T 93, Elson CO '95) erheblich
erschweren. Dagegen sind postkapilldre Venolen der Diinndarmserosa auch am entziin-
deten Darm der Intravitalmikroskopie zugédnglich. Sie stellen Sammelgefdlle der ent-
zlindeten Darmsegmente dar und erlauben Riickschliisse auf die Entziindungsprozesse
in der Darmwand. Da an der Diinndarmserosa bisher noch keine Erfahrungen mit der
IVM vorlagen, war es zudem Ziel dieser Studie, zu priifen, ob sich die Standardpara-
meter der Mikrozirkulation an dieser Lokalisation am normalen und entziindlich verin-

derten Darmgewebe der Ratte mittels Intravitalmikroskopie bestimmen lassen.
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2. Allgemeiner Teil

2.1  Anatomie und Physiologie des Rattendarmes

Sobald der Speisebrei im Vertebratenmagen aufbereitet ist, wird er durch den Pylo-
russphinkter in den Diinndarm entlassen. Dieser Sphinkter erschlafft, sobald die peris-
taltische Bewegung des Magens den sauren Inhalt in den Anfangsabschnitt des Diinn-
darms prefit. Im Diinndarm wird die Verdauung in einem alkalischen Milieu fortgesetzt.
Der Diinndarm der Vertebraten ist typischerweise in drei Abschnitte gegliedert. Der
erste, sehr kurze Teil, ist das Duodenum, das selbst Verdauungsenzyme sezerniert und
Enzyme aus Leber und Pankreas erhilt. Darauf folgt das Jejunum, das ebenfalls Ver-
dauungssekrete bildet. Der hintere Abschnitt, das Ileum , dient in erster Linie zur Ab-
sorption von verdauten Nahrstoffen. Manche Verdauungsprozesse, die im Duodenum
und Jejunum beginnen, enden erst im Ileum. Die sekretorische Funktion des Duodenal-
epithels wird durch die Sekrete aus Leber und Pankreas erginzt. Das Pankreas, ein
wichtiges exokrines Organ, produziert Pankreassekrete, die in den Ductus pancreaticus
ausgeschiittet werden. Das Pankreassekret enthélt Proteasen, Lipasen und Carbohydra-
sen, die fiir die Verdauung der Vertebraten wichtig sind. Das Pankreassekret ist auch fiir
die Neutralisation der Magensdure im Darm wichtig (Eckert R "02). Als Besonderheit
ist zu erwihnen, daf3 die Ratte keine Gallenblase besitzt, ein Merkmal von den Spezies,

deren Nahrungsaufnahme nahezu kontinuierlich verlduft (Olds RJ *79).

2.1.1 Darmepithel

Das Darmepithel ist von longitudinal und zirkuldr angeordneter glatter Muskulatur um-
geben. Die Serosa (Peritonealepithel) bedeckt alle abdominellen Eingeweideorgane.
Das Verdauungsepithel kleidet den Diinndarm aus und bedeckt die fingerdhnlichen Villi
oder Darmzotten. Deren einschichtiges Epithel besteht aus Becherzellen, die zwischen
sdulenformigen Absorptionszellen (Enterozyten) eingelagert sind. Die Darmzotten sind
etwa 1 mm hoch. Zwischen den Zotten befinden sich rohrenférmige Einstlilpungen, die
sogenannten Lieberkiihnschen Krypten. In jeder Darmzotte findet sich ein Netzwerk
aus BlutgefdBen, Kapillaren, Venolen und LymphgefaBen, einschlieBlich des zentra-

len
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Chylusgefa3es. In diese Blut- und Lymphgefia3e werden die Néhrstoffe aufgenommen
(Eckert R "02). Die Zotten sind Ausstlilpungen aus groBen zirkuldren Falten der Muko-
sa. Jede absorbierende Epithelzelle hat an ihrer apikalen Oberfliche eine gestreifte
Struktur. Sie stellt einen Biirstensaum aus engstehenden Mikrovilli dar, die pro Zelle
zahlreich (ca. 2-10°/mm?) vorhanden sind. Die Mikrovilli (0,1 pm dick / 0,5-1,5 pm
lang) sind Auffaltungen der Plasmamembran und enthalten Aktinfilamente, die mit den
Myosinfilamenten an der Basis eines jeden Mikrovillus interagieren. Diese Interaktion
ist fiir die rhythmische Bewegung der Mikrovilli verantwortlich, die hilft, den Chymus
nahe der resorbierenden Oberfliche zu durchmischen. Die Oberfliche der Mikrovilli
wird von der Glykokalix, einem 0,3 pm dicken Netzwerk aus sauren Mukopoly-
sacchariden und Glykoproteinen iiberzogen. In den Zwischenrdumen der Glykokalix
sind Wasser und Schleim in einer unbeweglichen Schicht eingelagert. Der Schleim wird
von Schleim- oder Becherzellen sezerniert, die zwischen den Enterozyten sitzen (Eckert

R 02).

Serosa Langsmuskelschicht

Ringmuskelschicht

Submukosa

Mukosa

Abb. 2: Makroskopische Anatomie des Rattendiinndarmes.
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2.2 Angioarchitektur

Extrinsische Gefd3versorgung und vendse Drainage des Intestinums

Die arterielle GefdlBversorgung des Rattendarmes erfolgt tiber die Arteria mesenterica
superior. Der proximale Anteil des Duodenums bleibt hiervon jedoch ausgeschlossen.
Es ist die obere Mesenterialarterie, aus der jejunale und ileale Arterien hervorgehen, die
auf dem Weg zum Darmrand im Mesenterium mehrmals Abzweigungen und Aus-
sprossungen zeigen. Benachbarte Gefdfle anastomosieren im Mesenterium und bilden
somit Arkaden. Die finale Arkade bildet ein marginales Vas anastomoticum, welches
zusammen mit intramural-anastomosierenden Gefdflen in der Lage ist, einem kurzen
Darmsegment, dessen mesenteriale Blutzufuhr unterbunden wurde, eine 55%-ige Kon-
trollperfusion zu gewdhrleisten (Bulkley GB '85). Dariiberhinaus wird ein weitgehend
planes Mikrogefdf3bett im Binde- und Fettgewebe des Mesenteriums mittels der Mesen-
terialarterien und ihrern Verzweigungen versorgt. Das Duodenum wird von einer
ventralen und einer dorsalen, miteinander anastomosierenden, arteriellen Gefal3-
schlinge versorgt. Diese verbinden die Arteriae pancreatecoduodenalis inferior (Aste
der Arteria mesenterica superior) und die Arteriae pancreatico duodenalis superior (Aste
der Arteria gastroduodenalis, die aus der Arteria hepatica communis hervorgeht). Die
zwei anastomosierenden Schlingen grenzen an die innere Kriimmung der Duo-
denalschlinge, die ventrale verlduft ventral und die dorsale dorsal zum Pankreaskopf.
Der extrinsische vendse Abflul des Intestinums obliegt einem mesenterialen Venen-
netzwerk, welches weitgehend parallel zur arteriellen Versorgung verlauft. Das vendse
Blut gelangt iiber die Vena mesenterica superior in die Vena portae hepatis, dessen

intrahepatischen Aste es in die Lebersinusoide leiten (Warwick R “73).

Intramurale Gefdf3e des Intestinums

Zahlreiche vasa recta entspringen aus der marginalen Arkadenarterie des Mesenteriums
und durchdringen die dufleren Muskelschichten der Darmwand, um den submukdsen
arteriellen Plexus zu erreichen. Die vendsen Gefalle zeigen eine dhnliche Anordnung.
Jeder dieser inneren GefaB3plexus dehnt sich ringférmig um die Darmwand aus, um anti-

mesenterial mit sich selber zu anastomisieren. Dariiber hinaus existieren ausgedehnte
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longitudinale Anastomosen (oral und aboral) dieser GefaBplexus mit dquivalenten Ge-

faflen in benachbarten oralen und aboralen Segmenten des Darmes (Nylander G "61).

Muscularis

Der mikrovaskuldre Plexus der dulleren longitudinalen und zirkuldren Muskelschichten
(muscularis propria) wird von arterioldren Asten des submukdsen arteriellen Plexus
gebildet und versorgt. Diese Arteriolen gehen in vier bis sechs Nebeniste iiber, (Bohlen
HG '76) um nicht fenestrierte Kapillaren zu bilden, die weitgehend parallel zu den glat-
ten Muskelzellen ihrer jeweiligen Muskelschicht verlaufen. Somit betrdgt die Diffu-
sionsdistanz zwischen Kapillare und Muskelzelle nur einen bis einige Mikrometer.

Die Basalmembranen dieser Kapillaren sind vermutlich mit denen der glatten Muskel-
zellen durch Kollagenfasern (Borg TK "80) verbunden, da das innere Kapillarnetzwerk
der Muscularis durch lokale Kontraktion der Muskelschicht distorquiert wiirde.

Obwohl in unmittelbarer Nachbarschaft zum Mesenteriumrand ein geringer vendser
Abflul} iiber die vasa recta erfolgt, wird das Mikrogefdf3bett der Muskelzellen weit-

gehend {iber den submukdsen Venenplexus drainiert (Gannon B "90).

submukosale Langsmuskelschicht
Arteriole Ringmuskelschicht
Submukosa
Hauptarteriole

mukosale Sammelvene

verteilende Arteriole

mukosale Kapillare

!

submukosale Villus
Venole

Abb. 3: GefdBanatomie im Diinndarm der Ratte (modifiziert nach Gannon B *90).
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Die den dueren Muskelschichten aufliegende Serosa und ihr MikrogefaB3plexus werden
ebenfalls durch das submukose Gefallgeflecht versorgt und drainiert.

Eine einzelne schuppige Mesothelzellschicht dient hierbei dem Geflecht zur Ab-
grenzung der Peritonealfliissigkeit und wahrscheinlich zum Austausch von Wasser und

geldsten Substanzen (Gotloib L "83).

Submukosa

In der Submukosa befinden sich neben dem submukdsen arteriellen und vendsen Ge-
faBgeflecht einige wenige Mikrogefdfle. Die vorhandenen kapillargroBen Gefdl3e haben
vermutlich eine nutritive Funktion fiir das spirliche zelluldire Bindegewebe der Sub-

mukosa (Gannon B "90).

Mukosa / Perikryptale Geflechte

Seperate Arteriolen ziehen vom submukosen arteriellen Plexus sowohl zu individuellen
Villi als auch zu Gruppen benachbarter intestinaler Driisen (Lieberkiihn-Krypten) (Baez
S *59, Gannon BJ "80, "81 und "89). Die einzelnen Kapillargeflechte umgeben jede in-

testinale Driise mit einem korbidhnlichen Netzwerk.

Villi / Zotten

Die Darmzotten der Ratten sind flach, von lamellenférmiger Struktur (Baker SJ "63)
und um die luminale Achse orientiert. Vorangegangene Studien haben gezeigt, dafl mit
dem Alter vermehrt Verschmelzungen der lateralen Zottenrdnder mit dem Ergebnis von
breiten Leisten, bzw. Wiilsten auftreten (Miller DS "69).

Die Zotten werden von einer einzelnen Arteriole versorgt. Diese verlduft gewohnlich
zentral im Villuskern zum apikalen Rand. Dort teilt sie sich in zwei randstindige Arte-
riolen, die mit der Markgrenze der Lamina propria verlaufen. Diese Arteriolen geben
Kapillardste an die beiden subepithelialen Kapillargeflechte, die der oralen, bezie-
hungsweise aboralen Flache des Villus zugrundeliegen, ab (Gannon BJ 80, Gore RW
77, Jacobson LF 52, Miller DS 69, Ohashi Y "76, Vogt C "81, Winne D '73). Die
Villusvenole beginnt im lateralen untersten Fiinftel der Zotte und sorgt fiir die vendse
Drainage der Zottenkapillaren. Die Kapillaren der unteren 20 % des Villus anastomosie-

ren mit den unter ihnen liegenden Kapillarringen der benachbarten 8-12 intestinalen
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Driisen, die jeweils die Basis einer Zotte umgeben. Der BlutfluB3 in den letzteren Kapil-
laren erfolgt von den perikryptalen Kapillargeflechten in die Villusvenole (Gannon B

*90).

v Spitze ', Subq)"itheliales,
Y \ kapilléres
\ el | \] { Villusnetzwerk
Schaft t\i':“ﬁo | J\U
,. . R 252 Mukosa
v o7 |\ '
Lieberkiihn- Muscularis mucosae
t
Krypten Submukosa
> i - Ringmuskelschicht
\l_ Léangsmuskelschicht
Submukosale Submukosale
Venole Arteriole

Abb. 4: Schematisches Diagramm der Blutversorgung / -drainage in der Diinndarmmukosa der Ratte
(modifiziert nach Gannon B '90).
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2.3 Morbus Crohn und Colitis ulcerosa

Nicht-infektiose entziindliche Erkrankungen des Diinn- und Dickdarmes sind seit ldnge-
rer Zeit bekannt. Der Begriff ,,ulzerative Kolitis* wurde 1859 erstmals von Wilks und
Moxon benutzt. Diese zunédchst deskriptive Bezeichnung hat sich allgemein durchge-
setzt. Bereits im letzten Jahrhundert (1806) gibt es Berichte iiber Krankheiten des
Diinndarmes, die man retrospektiv als ,Ileitis terminalis® einordnen kann und 1885
wurden Fallbeschreibungen der Colitis ulcerosa in GroBbritannien verdffentlicht (All-
chin P *85). 1909 waren bereits 317 Félle von Colitis ulcerosa beschrieben (Hawkins
HP "09). 1913 wurden neun Patienten mit einer ,,chronisch intestinalen Enteritis ohne
Tuberkulose* dargestellt (Dalziel TK “13). 1932 erfolgte die Beschreibung der ,,regio-
nalen Ileitis*, die spéter nach dem Erstautor dieser Arbeit als ,,Morbus Crohn* bezeich-
net wurde (Crohn BB "32). In den 60er Jahren wurde erkannt, da3 die regionére Enteri-
tis auch im Dickdarm auftritt. Die Bezeichnung ,,Morbus Crohn* wird heute fiir Mani-

festationen in allen Abschnitten des Magen-Darm-Traktes benutzt.

Definition

Die chronisch entziindlichen Darmerkrankungen (CED) lassen sich einteilen in Morbus
Crohn (MC) und Colitis ulcerosa (CU) sowie in eine nicht klassifizierbare Kolitis (Coli-
tis indeterminata). Beide Erkrankungen teilen eine Reihe von Gemeinsamkeiten, unter-
scheiden sich jedoch in charakteristischen Eigenschaften. Zur Unterscheidung werden
vor allem Befallsmuster, makroskopischer Befund und Histologie herangezogen. Der
Manifestationsgipfel dieser Erkrankungen liegt zwischen dem 20. und 30. Lebensjahr.
Beide Erkrankungen weisen lebenslangen Charakter auf (Malchow H "86). Der Morbus
Crohn ist durch einen diskontinuierlichen Charakter gekennzeichnet, da hiufig gleich-
zeitig weit voneinander entfernt liegende Abschnitte des Intestinaltraktes befallen sind
(Malchow H '86). Es handelt sich beim MC um eine ungleichméfig granulomatdse
Entziindung. Das Entziindungsinfiltrat besteht aus T- und B-Lymphozyten, Makropha-
gen und Plasmazellen (Panés J "01). Die CU ist eine auf die Mukosa des Dickdarms be-
schrinkte Erkrankung (s. Abb. 5, Malchow H "86). Im Gegensatz zum Morbus Crohn

ist die Colitis ulcerosa nicht mit Granulommanifestationen assoziiert. Kryptenabszesse,
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die aus Anhdufungen von polymorphnukledren neutrophilen Zellen bestehen, Epithel-
nekrosen, Odeme, Einblutungen sowie chronisch inflammatorische Entziindungszellen

sind typisch fiir Colitis ulcerosa (Panés J "01).
2.3.1 Befallsmuster

Das anatomische Korrelat der auf molekularer Ebene stattfindenden immunologischen
Prozesse ist beim Morbus Crohn die transmurale Entziindung des Verdauungstraktes,
d.h. eine Entziindung, die sich von der Mukosa bis zur Serosa ausdehnen und sogar bis
zur Mesenterialwurzel reichen kann (Riddell RH "00). Die Manifestationen des Morbus
Crohn kénnen bereits an den Lippen beginnen und Mund, Osophagus, Diinndarm und
Dickdarm befallen. Die hiufigsten Manifestationsorte sind der ileozokale Ubergang mit
Befall von Zokum und Ileum. Zwei Drittel der Patienten haben einen Diinndarmbefall
und ebenfalls zwei Drittel einen Dickdarmbefall (Podolsky DK "02). Der Befall des
oberen Verdauungstraktes, d.h. proximal des terminalen Ileums, ist insgesamt eher sel-
ten, scheint aber doch bei Patienten mit unklaren abdominellen Schmerzen in tiber 40 %
der Fille aufzutreten (Ochsenkiihn T "01). Bei der Colitis ulcerosa ist immer eine rekta-
le Beteiligung vorhanden, der Befall ist kontinuierlich vom Rektum aus nach proximal
(s. Abb. 6). Das Fehlen einer Rektumbeteiligung wird meist sogar als AusschluB3-
kriterium fiir eine Colitis ulcerosa, d.h. als hinweisend auf einen Morbus Crohn ange-
sehen (Podolsky DK "02). Der Befall des gesamten Kolons tritt je nach Autor in ca. 12-
37 % der Fille auf (Miner PB "00), d.h. meistens sind nur das Rektosigmoid oder das
linksseitige Kolon befallen. Der zusitzliche Befall des terminalen Ileums im Sinne einer
»Backwash-Ileitis* bei der Colitis ulcerosa ist interessanterweise mit einem gehauften

Auftreten von Kolonkarzinomen verbunden (Heuschen UA "01).

Y MMREMRE

— Y
— e —

Colitis ulcerosa - mukosale Entziindung Morbus Crohn - transmurale Entziindung

Abb. 5: Mukosale Entziindung bei Colitis ulcerosa und transmurale Entziindung bei Morbus Crohn
(modifiziert nach Scholmerich J "96).
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Colitis ulcerosa

Pankolitis linksseitige
(ges. Kolon) Kolitis
Ausdehnung
Proktitis \ im Kolon
haemorrhagica von distal
nach proximal
Morbus Crohn
Befall
des gesamten
Intestinaltrakts
moglich
Ileitis Ausdehnung
terminalis im Kolon

von proximal
nach distal

Abb. 6: Befallsmuster und —typen bei Colitis ulcerosa und Morbus Crohn (modifiziert nach Scholmerich
1796).

2.3.2 Epidemiologie

Die Inzidenz der Colitis ulcerosa schwankt sehr stark in Abhéngigkeit vom untersuchten
Patientenkollektiv zwischen 3 und 14 erstdiagnostizierten Erkrankungen pro 100 000
Einwohner und Jahr. Die Inzidenz des Morbus Crohn stieg bis in die 70er Jahre konti-
nuierlich an und liegt seither ebenfalls bei 4 bis 15 jahrlichen Neuerkrankungen pro
100 000 Einwohner. Die Zahlen zur Priavalenz sind bei beiden Erkrankungen dhnlich
und liegen in Deutschland bei etwa 40-50 pro 100 000 Einwohnern. Die Erkrankungs-
rate liegt bei Méinnern etwas hoher als bei Frauen (Goebell H "94). Fiir beide Erkran-
kungen besteht eine geographische und ethnische Hiufung mit Bevorzugung von Nord-
europdern und Nordamerikanern sowie bestimmten jiidischen Volksgruppen (Aschke-

nasim)(Shivananda S 96, von Tirpitz C "03).

14



Morbus Crohn und Colitis ulcerosa

2.3.3 Atiologie

Die Atiologie der Erkrankungen ist nach wie vor unbekannt. Ebensowenig ist klar, ob
beide Erkrankungen eine gemeinsame Atiologie haben und sich nur durch ihre klinische
Expression unterscheiden. Noch vor wenigen Jahren wurden Patienten durch die in den
70er Jahren weit verbreitete Meinung, dal es sich bei den chronisch entziindlichen
Darmerkrankungen um den Inbegriff einer psychosomatischen Erkrankung handle,
stigmatisiert (Sheffield BF *76). Die letzten Jahre haben jedoch deutlich gemacht, daf3
die Voraussetzungen fiir die Entwicklung eines Morbus Crohn oder einer Colitis ulcero-
sa in Verdanderungen der menschlichen Keimbahnen zu suchen sind (Podolsky DK "02).
Es ist unstrittig, dal den chronisch entziindlichen Darmerkrankungen eine genetische
Disposition zugrunde liegt. Wie bei anderen genetisch determinierten Erkrankungen,
z.B. der familidren Polyposis oder familidren Hypercholesterindmie, konnten Familien
mit iiberzufdllig hdufigem Auftreten von CED gefunden werden. Innerhalb dieser Fami-
lien scheint das Befallsmuster der CED, also Ort und Ausmal} der Erkrankung, dhnlich
zu sein (Orholm M '91). Das Risiko, an einer CED zu erkranken, ist iiberzufillig hoch
in Familien mit anderen seltenen genetischen Erkrankungen, wie z.B. dem Wiskott-
Aldrich-Syndrom (Podolsky DK "02). Verwandte ersten Grades eines CED-Patienten
erkranken ebenfalls hdufiger an einer CED. So haben etwa 20 bis 30 % der Patienten
eine positive Familienanamnese, monozygote Zwillinge erkranken héufiger als hetero-
zygote (Tysk C *88), die Erkrankungsrate ist bei jiidischen Kaukasiern drei- bis achtfach
hoher als bei nicht-jiidischen Kaukasiern. Im Rahmen von Erbgutanalysen an CED-
Familien sind zahlreiche Kandidatengene identifiziert worden, die in Beziehung zu Al-
lelen stehen, die wiederum mit der Entstehung und Steuerung von entziindlichen Pro-
zessen in Zusammenhang gebracht werden (Podolsky DK "02). Es wurden verschiedene
Assoziationen mit Antigenen des HLA (human leukocyte antigen) -Komplexes be-
schrieben, die entsprechenden Befunde sind jedoch nicht konsistent und moglicherweise
regional sehr unterschiedlich (Satsangi J '94, Yang H "93). Schon vor mehreren Jahren
wurde berichtet, dal Verdnderungen auf bestimmten Chromosomen mit dem Entstehen
von Morbus Crohn (Rutgeerts P "91), andere eher mit dem Entstehen von Colitis
ulcerosa (Orholm M "91, Hugot JP "96, Ogura Y "01, Cosnes J "01), verbunden sind.

Die intensivierte Untersuchung von Chromosom 16 bei CED-Familien hat dann zur
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Abgrenzung eines Genlokus, genannt IBD;, gefiihrt, der mit dem gehéduften Auftreten
von Morbus Crohn verkniipft war (Hugot JP "96). Eine detaillierte Analyse von Chro-
mosom 16 fiihrte schlieBlich zur Identifizierung eines der an der Krankheit mit-
beteiligten Gene (Hugot JP "01, Ogura Y "01). Dieses Gen ist verantwortlich fiir die
Kodierung eines zytoplasmatischen Proteins, das urspriinglich als NOD 2 und in-
zwischen als CARD 15 (caspase activation and recruitment domain) bezeichnet wurde.
CARD 15 wird hauptséchlich in Makrophagen exprimiert und agiert in der Erkennung
bakterieller Antigenstrukturen, die der Darmmukosa vom Darmlumen aus angeboten
werden. Bakterielle Antigenstrukturen scheinen aufgrund einer bei CED-Patienten be-
obachtbaren Barrierestorung der Mukosa leichter aus dem Lumen in die Mukosa zu ge-
langen (Schmitz H "99). Grundlage der genetischen Pridisposition kdnnten somit Per-
meabilititsstorungen des Darmes (Hollander D '93), Verdnderungen der intestinalen
Barriere durch Stérungen der komplexen Mucinmatrix (Podolsky DK '88), Storungen
des Stoffwechsels von Oxidanzien oder Fettsduren (Roediger W "91) und schlieBlich
immunologische Primdrdefekte sein. Die Tatsache, daB3 verschiedene experimentelle
Defekte des Immunsystems, wie eine Defizienz von Interleukin-10 oder Interleukin-2
und das Vorliegen von T-Zell-Rezeptormutationen mit dem Bild einer Enterokolitis
einhergehen, weist in diese Richtung. Eine Assoziation zwischen Colitis ulcerosa und
dem Auftreten eines bestimmten antineutrophilen zytoplasmatischen Antikorpers, der
bei Betroffenen famildr vermehrt vorkommen soll und gleichzeitig mit HLA-DR2 asso-
ziiert ist, wurde ebenfalls in diese Richtung gedeutet (Yang H "93). SchlieBlich wurde
eine gestorte Balance zwischen proinflammatorischen und antiinflammatorischen Zyto-
kinen als Primérdefekt diskutiert (Isaacs KL 92), ebenso wie eine gestdrte Downregula-
tion von Makrophagen beispielsweise durch IL-4 (Schreiber S "95). Diese zahlreichen
Verianderungen weisen auf eine wichtige Rolle des intestinalen Immunsystems in der
Pathogenese beider Krankheiten hin. Ein besseres Verstindnis der Entstehung des
Zellinfiltrates, der Adhésion zirkulierender Entziindungszellen und der lokalen immuno-
logischen Aktivierung war deshalb das Ziel zahlreicher Untersuchungen. Das Vorkom-
men einiger Zelladhdsionsmolekiile wurde im gesunden menschlichen Darm beschrie-
ben (Malizia G 91, Koizumi M 92, Ohtani H "93, Nakamura S "93), ihre Bedeutung
fir MC und CU ist aber noch nicht endgiiltig geklért. Insbesondere ist der Anteil
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ICAM-1 und LFA-1 positiver mononukledrer Zellen bei CU in Kolonbiopsaten erhoht
sowie der Anteil ICAM-1 positiver mononukleédrer Zellen in Biopsaten bei MC (Malizia
G '91). Einige Zelladhdsionsmolekiile kommen auch in sogenannten Friihldsionen von
CED im Vergleich zu Normalgeweben vermehrt vor und tragen somit zur Entstehung
des zelluldren Entziindungsinfiltrates bei (Schiirmann G '93). Im Gegensatz hierzu lie-
fern epidemiologische Daten klare Hinweise fiir eine Beteiligung von Umweltfaktoren.
Neben einer Hiaufung in Léndern der sogenannten industrialisierten westlichen Welt,
findet sich eine Haufung in stddtischen Gebieten gegeniiber landlichen Gegenden. Zu
den in Frage kommenden Umweltfaktoren zdhlen Mikroben, Erndhrungsfaktoren, Medi-
kamente und toxische Substanzen (Podolsky DK '02). Auch ein erhohter Hygiene-
standard in der Kindheit scheint mit einem Morbus Crohn assoziiert zu sein, ebenso wie
Geburten wihrend Masernepidemien (Ekbom A 94, Gent AE '94). Gesichert ist ein
erhohtes Risiko von Morbus Crohn bei Rauchern und ein ,protektiver Wirk-
mechanismus* des Rauchens bei Colitis ulcerosa (Bridger S "02). Dariiberhinaus scheint
eine frilhe Appendektomie das Risiko zu vermindern, an einer Colitis ulcerosa zu er-
kranken (Andersson RE '01). Auf der Grundlage der beschriebenen genetischen Ver-
anderungen, die wohl zu einer fehlgeleiteten Erkennung bakterieller Antigene flihren, ist
der EinfluB3 der Darmflora in der Entstehung der CED erforderlich und mitentscheidend.
Im Tiermodell entwickeln Méuse und Ratten nur dann spontane Kolitiden, wenn gleich-
zeitig eine luminale Flora vorhanden ist. Tiere, deren Anfélligkeit fiir intestinale Ent-
ziindungen durch genetische Manipulation verstirkt wird, entwickeln keine Kolitis, so-
lange sie in einer keimfreien Umgebung aufgezogen werden. Erst wenn diese Méause
mit einer normalen Darmflora inkubiert wurden, kam es zu einer Entziindung des Ko-
lons (Rath HC "01, Seibold F "00). Beim Menschen ist dieses Phanomen ebenfalls zu
beobachten. Die Ruhigstellung des Darmes, die z.B. durch Nulldidt mit parenteraler Er-
ndhrung oder durch die Anlage eines Ileostomas proximal der Lésion erreicht werden
kann, fiihrt bei CED-Patienten im Schub zu einer deutlichen Besserung der Sympto-
matik und z.T. auch zur Einleitung einer Remission (Ostro MJ '85). Umgekehrt fiihrt
die Riickverlagerung eines Ileostomas gehduft zum Wiederaufflammen der Schleim-

hautentziindung (Rutgeerts P "91).
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2.3.4 Pathophysiologie

Das pathogenetische Korrelat der CED, das als Resultat des Einflusses genetischer und
umweltbedingter Faktoren schlieBlich den Phéanotyp der chronisch entziindlichen Darm-
erkrankungen ausmacht, ist eine anhaltende Aktivierung der Immunantwort der Darm-
schleimhaut (Podolsky DK *02). Ob das Immunsystem durch die Unfdhigkeit, den Ent-
ziindungsprozess wieder zu begrenzen, oder durch eine kontinuierliche Uberaktivierung
iberreagiert, ist noch unklar (Mashimo H 96). Obwohl ein Progress bei der Aufkldrung
zur Pathogenese beider Erkrankungen beobachtet werden kann, bleiben die Ursachen
bislang unbekannt. Die zur Zeit vertretende und meist umfassende Hypothese besagt,
daf} es sich bei chronisch entziindlichen Darmerkrankungen um eine heterogene Gruppe
von Krankheiten handelt, die eine gemeinsame Manifestation als mukosale Entziindung
haben und bei denen mehrere genetische und verschiedene Umweltfaktoren physio-
pathologisch eine Rolle spielen (Sartor RB 97, Fiocchi C "98). Die mukosale Entziin-
dung ist das Ende einer Prozesskaskade, welche durch Antigene unterschiedlicher Art
initiiert wurde (Panés J "01). Hierzu weisen, wie oben beschrieben, verschiedene CED-
Tiermodelle auf die nicht-pathogene Darmflora als einen essentiellen Faktor im Entziin-
dungsprozess hin (Sadlack B 93, Taurog JD "94). Das Konzept, daB3 die Normalflora
gewissermalflen als Modulator fiir eine ,,physiologische Entziindung® fungiert, ist durch
Beobachtungen von Duchmann R et al. (1995) gestidrkt worden. Hier konnte gezeigt
werden, dal mukosale, nicht aber periphere mononukledre Blutzellen eines CED-
Patienten proliferierten, wenn sie autologen intestinalen Bakterien exponiert wurden.
Zellen des gleichen Patienten aus einem Mukosabezirk, der nicht in die Entziindung in-
volviert war sowie Zellen von Patienten in Remission, zeigten bei gleicher Exponierung
keine Proliferation (Duchmann R 95). Mononukledre Zellen aus Blut und Mukosa
normaler gesunder Individuen proliferierten nicht aufgrund autologer Bakterien. Jedoch
zeigte sich eine Proliferation in Antwort auf Kontakt mit Bakterien einer heterologen
Darmflora. Diese Ergebnisse zeigen, daf3 im Gesunden eine Toleranz gegeniiber autolo-
ger nicht aber allogener intestinaler Flora besteht und dal diese Toleranz wéhrend einer
Entziindung verloren geht (Duchmann R "95).

Beim zweiten Schritt in der Entziindungskaskade (Abb. 7) vermutet man mindestens

drei Mechanismen, durch die intestinales Epithel bei der Initiation der mukosalen
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Immunantwort beteiligt ist: 1) Gesteigerte Permeabilitit und intensivierte Antigenab-
sorption, was wiederum zu einer gesteigerten Immunstimulation fiihrt (Wyatt J "93),
2) Transduktion der Entziindung durch Freisetzung von Zytokinen, Chemokinen und
anderen proinflammatorischen Substanzen (Kagnoff MF "97), 3) Funktion als Antigen-
Prisentations-Zellen (APC’s). Im Normalfall wird das Antigen durch eine APC aufge-
nommen und transportiert, um dann 1m Zusammenhang mit dem Haupt-
Histokompatibiltits-Komplex (MHC) présentiert zu werden (Abb. 7). T-Zellen er-
kennen ein spezifisches antigenes Epitop durch Bindung des T-Zell-Rezeptors (TCR) an
ein passendes MHC-Molekiil. In CED wird eine T-Zell-Aktivierung begiinstigt, wenn
die Enterozyten die Antigen-Prédsentation {ibernehmen (s. APC’s) (Mayer L '91).

1. Antigen

[=]
OOO

2. Epithelveranderung

el 0o ® 'I [ ] | .| 4. Pro-inflammatorische

Activated .
CDa+T MACT hxge Zytoklne
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o + D4+ TR urz lF‘N -y
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3. T-Zell IL-
Aktivierung @
1L-10
APC T-cell ,y' L8 Sy IL-6
/ L ——— '
MHC TCR ll'h--r 1 YCAM:L
BT CD28

5. Leukozytenrekrutierung

Abb. 7: Pathophysiologische Mechanismen in CED (modifiziert nach Panés J “01).

(1) Die mukosale Entziindung wird durch Antigene, wie z.B. Bakterien der Darmflora getriggert.
Das intestinale Epithel (2) kann durch eine gesteigerte Permeabilitét, eine Intensivierung der An-
tigenabsorption, einer Transduktion der Entziindung und durch Funktion als Antigen-
Prasentierende-Zelle (APC) bei der Initiierung der mukosalen Entziindungsantwort beteiligt sein.
Makrophagen nehmen das Antigen auf (3) und présentieren es in Zusammenhang mit dem
Haupt-Histokompatibilitits-Komplex (MHC) den CD4+ Zellen. Nach Aktivierung der
Makrophagen setzen diese die proinflammatorischen Zytokine Tumornekrosefaktor - alpha
(TNF-a) und Interleukin (IL)-12 frei (4) und induzieren damit eine Ty1-vermittelte Immunant-
wort. Alternativ hierzu fiihrt eine IL-4 Produktion zu einer vermehrten Ty2-vermittelten Immun-
antwort und zu einer Expression von IL-10. Zirkulierende Entziindungszellen werden iiber eine
koordinierte Expression von Zelladhisionsmolekiilen (Selektine, Integrine und Mitglieder der
Immunglobulin Superfamilie) aus dem Blutstrom rekrutiert (5).
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Im weiteren Verlauf folgt die Lymphozytenaktivierung (s. Abb. 7). Hauptfunktion der
T- und B-Lymphzyten ist die Immunantwort auf die Antigenstimulation. Eine Antigen-
Rezeptor-Bindung fiihrt unmittelbar zur Aktivierung nukledrer Transkriptionsfaktoren,
die eine neue Genexpression antreiben und spezifische Gensequenzen in ruhenden,
nicht aktivierten Zellen ausschalten. Die Bindung zwischen MHC Klasse-II Antigen auf
der APC und dem T-Zell-Rezeptor (TCR)-CD4-Komplex verleiht der T-Zell-
Aktivierung Antigen-Spezifitit, ist jedoch nicht ausreichend, um eine addquate Immun-
antwort zu initiieren (Lenschow DJ "93). Ein zweites co-stimulatorisches Signal ist
nicht antigenspezifisch, jedoch essentiell fiir die T-Zell-Aktivierung. Bindet ein B7-
Molekiil der Oberfliche der APC an CD28 auf der T-Zell-Oberfliche, startet die Akti-
vierung (Abb. 7). Ohne dieses Signal wiirde eine T-Zell-Toleranz oder Apoptose eintre-
ten. Innerhalb einiger Tage nach Aktivierung exprimieren die T-Zellen einen zweiten
B7-Liganden, das zytotoxische T-Lymphozyten Antigen (CTLA)-4, welches die Inter-
leukin (IL)-2 Expression inhibiert und somit durch Verminderung einer weiteren T-Zell-
Proliferation, einer iiberschiefenden Immunantwort entgegenwirkt (Janeway CA "94).

CD4 T-Zellen konnen sich nach Aktivierung entweder in Tyl oder Ty2-Zellen differen-
zieren, die sich dann in der Zytokinproduktion und somit in ihrer Funktion unterschei-
den. Welche Differenzierungsrichtung eine CD4-Zelle einnimmt, entscheidet sich un-
mittelbar nach Antigenkontakt. Spezifische Charakteristika des Antigens und das zweite
co-stimulatorische Antigen (s.0.) entscheiden dariiber, ob eine Zell-vermittelte Immuni-
tit (Tyl) oder eine humorale Immunitét (Ty2) vorherrschen wird. Tyl-Zellen produzie-
ren IL-2 und Interferon (IFN)-gamma. Ty2-Zellen produzieren das fiir sie charakteristi-
sche IL-4, IL-5 und IL-10 (Sartor RB "97). Studien mit MC-Patienten legen nahe, daf3
bei diesen Patienten primér eine Tyl-vermittelte Immunantwort dominiert (Plevy SE
'97), wahrend bei CU eine vermehrte humorale Immunantwort beobachtet worden ist
(Desreumaux P "97). Dariiberhinaus spielen die Makrophagen eine wichtige Rolle in der
mukosalen Immunantwort. Interferon-y, welches durch aktivierte T-Zellen produziert
wird, fihrt zur Aktivierung der Makrophagen. Diese produzieren dann IL-12 und IL-18
(s.Abb. 7) und steuern somit zur Differenzierung der Tyl-Zellen bei (Pizarro TT "99).
Das Interferon-y, welches wiederum durch die Ty1-Zellen sezerniert wird, inhibiert die
Differenzierung der Ty2-Zellen. Auf der anderen Seite ist es die Produktion von IL-10

durch die Ty2-Zellen, welches eine Tyl-gestiitzte Antwort vermindert. Aktivierte
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Makrophagen produzieren dariiberhinaus eine grofle Menge proinflammatorischer Zyto-
kine, wie z.B. IL-1, Tumornekrosefaktor und das Chemokin IL-8. Der TNF istin
chronisch entziindlichen Darmerkrankungen von grofler Bedeutung fiir pro-
inflammatorische Effekte (Neurath MF '97). Die TNF-Produktion fiihrt iiber einen
Riickkopplungsmechanismus zur Makrophagenaktivierung und als co-stimulatorisches
Signal fiithrt TNF zu einer zunehmenden T-Zell-Antwort (Fiocchi C "98). Der Tumor-
nekrosefaktor induziert die Expression von Zelladhdsionsmolekiilen auf vaskuldrem
Endothel (s.Abb. 7) und steuert somit zur Rekrutierung von neuen inflammatorischen
Zellen aus dem Blutstrom in die Mukosa bei (Salas A '00). Diese Rekrutierung von
Entziindungszellen aus der systemischen Blutzirkulation ist ein bedeutender Schritt in
Bildung und Ausdehnung der Entziindung (Panés J "01).

Zusammenfassend findet sich bei beiden Erkrankungen eine iiberschieBende Aktivie-
rung des intestinalen Immunsystems, die in einer Kaskade iiber die Bildung von Zyto-
kinen und Immunglobulinen sowie weiterer chemotaktischer Faktoren zur Immigration
von polymorphkernigen Leukozyten und Makrophagen / Monozyten fiihrt, die wieder-
um eine Vielzahl von Mediatoren, wie Leukotriene, plédttchenaktiviernden Faktor und

Sauerstoffradikale freisetzen, die schlieBlich zur Destruktion der Zielzelle fithren.

Effekt Mediatoren

Akute Phase (Temperatur T, Gewicht |, IL-1, IL-6, TNF

Albumin V)

Permeabilitit des Epithels T IFN, LTB4, PAF, OH-
Endothelschaden (Ischdmie) IL-1, TNF a, IL-2, LTB4, PAF, OH-
Kollagen T (Fibrose) IL-1, IL-6, TNF o

Zellproliferation der Epithelzellen GMCSG, TGF B

(Villushohe 1)

Tab. 1: Konsequenzen der Immunaktivierung bei Morbus Crohn (Schélmerich J 96).

2.3.5 Klinik und Verlauf
Morbus Crohn ist eine chronische Erkrankung, die auf alle vitalen, psychischen und so-

zialen Funktionen und Kontakte Einflull nimmt. Die Krankheit verlduft schubweise, oh-

ne dall man Zeitpunkt und Haufigkeit der Schiibe vorhersagen kann. Es gibt jedoch auch
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sehr milde Verldufe mit nur geringen Beschwerden. Eine Prognose iiber den weiteren
Verlauf ist nicht moglich (von Tirpitz C "03). Fiithrende Symptome des Morbus Crohn
sind chronische Durchfélle mit und ohne Blutbeimengungen, gelegentlich Opstipation,
perianale Fisteln und besonders bei ileozokalem Befall rezidivierende Schmerzen im
rechten Unterbauch (Tab. 2, Rath H '98). Es werden intestinale und extraintestinale
Komplikationen sowie indirekte Folgeerkrankungen unterschieden. Die wichtigsten in-
testinalen Komplikationen sind Stenosen, Strikturen und Abszesse, wihrend Leber-
Galle-Manifestationen und Arthralgien zu den haufigsten extraintestinalen Manifestati-
onen zdhlen (von Tirpitz H "03). Der Morbus Crohn ist durch einen stark fluktuierenden
natiirlichen Krankheitsverlauf gekennzeichnet, die Rezidivrate ist nicht vorhersehbar
und schwankt in Abhéingigkeit von der Patientengruppe und den Risikofaktoren stark.
Chronisch aktive Verldufe kommen vor. Das Risiko von Diinndarmkarzinomen ist deut-
lich erhoht, diese sind aber dennoch selten. Das Uberleben ist gegeniiber der gesunden

Population geringfiigig vermindert (Munkholm P "93).

Morbus Crohn (n=279) Colitis ulcerosa (n=113)
Durchfille 89.5% 96.4 %
Blutbeimengungen 273 % 89.3 %
Schmerzen 86.9 % 81.3 %
Allgemeines Unwohlsein 81.7 % 40.2 %
Gewichtsverlust 59.6 % 38.4 %
Arthralgien 29.2 % 27.7 %
Fieber 24.7 % 20.5 %
Hautverdnderungen 14.2 % 15.2%
Appetitlosigkeit 18.7 % 11.6 %
Ophathalmopathien 3.8% 7.1%
Ubelkeit 28.1 % 6.3 %
Erbrechen 20.2 % 4.5 %
Abszesse 25.8% 3.6 %
Fisteln 39.3 % 3.6 %
Lymphknotenschwellungen 2.6 % 1.8 %

Tab. 2: Initialsymptome von CED (Rath H "98).

Das Hauptsymptom der Colitis ulcerosa sind blutig-schleimige Durchfille, die nicht

immer mit Schmerzen verbunden sind (s. Tab. 2) (Rath H '98). Bei einem aus-
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schlieBlich im Rektum lokalisiertem Befall findet sich das Blut iiberwiegend an der
Oberflache eines hiufig normal geformten Stuhls. Das Blut ist bei ausgedehntem Befall
des Kolons mit dem Stuhl durchmischt. Die Beteiligung des Rektums bewirkt bei der
CU einen stindigen Stuhldrang und eine schmerzhafte Stuhlentleerung. Bauch-
schmerzen treten je nach Ausbreitung der Entziindung meist im linken Unterbauch auf.
Eine aktive Sekretion von Fliissigkeit in das Darmlumen bewirkt nichtliche Stuhlent-
leerungen und eine Gewichtsabnahme, die zusammen mit der chronischen Ent-
ziindungsaktivitit zu Miidigkeit und einer vermindertern Leistungsfdhigkeit fiihren
kann. Insgesamt konnen die Symptome der Colitis ulcerosa sehr variabel sein, wobei die
Symptomatik hdufig nicht mit objektivierbaren Befunden (Endoskopie, Labor) korre-
liert (von Tirpitz H "03). 80 % der CU-Patienten weisen lediglich eine Proktitis oder
Proktosigmoiditis auf, nur bei 20 % sind ausgedehntere Dickdarmanteile oder der ge-
samte Dickdarm befallen. Neuere Daten zeigen, da3 etwa bei der Hélfte der Patienten
mit initialer Proktosigmoiditis im Verlauf eine Ausdehnung nach proximal erfolgt. Um-
gekehrt kommt es auch bei der Hélfte der Patienten mit ausgedehnter Kolitis unter
therapeutisch-medikamentdser Kontrolle zu einer Regression (Tab. 3) (Langholz E "95).
Verianderungen der Ausdehnung sind insbesondere dann zu erwarten, wenn bisher nicht

beobachtete Symptome neu auftreten.

Ausgangszustand Entwicklung Haufigkeit (%)
Proktosigmoiditis - Ausdehnung proximal 53
ausgedehnte Colitis - Regression 77
Pankolitis - Regression 76

Auftreten neuer Symptome pradiktiv fiir Ausdehnung

Tab. 3: Verlauf (Ausdehnung) der Colitis ulcerosa iiber 25 Jahre (Langholz E "95).

Eine spontane Besserung bei aktiver Colitis ulcerosa findet sich bei etwa der Halfte der
Patienten unter einer Plazebotherapie. Patienten, die sich in Remission befinden, ver-
bleiben unter einer solchen Therapie ebenfalls zu etwa 50 % in Remission (Meyers S

'89). 20 % der Patienten haben jedes Jahr ein Rezidiv (Langholz E "94). Die Zehn-
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Jahres-Uberlebensrate liegt bei 96 % der Normalpopulation, wobei diese bei Vorliegen
einer Proktitis bei 98% und bei Vorliegen einer Pankolitis bei 93% liegt (Ekbom A "92).
Die wichtigsten krankheitsassoziierten Komplikationen sind das toxische Megakolon,
das kolitisassoziierte Karzinom und die primir sklerosierende Cholangitis. Das toxische
Megakolon ist Folge einer schweren transmuralen Entziindung. Hieraus ergibt sich eine
Paralyse der glatten Muskelzellen und eine Einschwemmung nicht - intestinaler
Bakterien und Toxine in den Kreislauf. Die Malignominzidenz héngt von der Er-
krankungsdauer und dem Befallsmuster ab. Das Karzinomrisiko steigt nach einer
Krankheitsdauer von zehn Jahren an, wobei Karzinome auch schon nach kiirzerer
Krankheitsdauer auftreten konnen. Patienten mit einer totalen Kolitis haben ein hoheres
Risiko als solche mit einer Proktitis. Die primér sklerosierende Cholangitis (PSC) mani-
festiert sich mit Einengungen und Stenosen der extra- und intrahepatischen Gallenwege

und kann zu Ikterus und Pruritus beim Patienten fithren.

2.3.6 Therapieiibersicht

Eine kausale, medikamentose Therapie steht derzeit nicht zur Verfiigung. Das Behand-
lungsziel ist eine mukosale Entziindungshemmung. Dabei ist die Lokalisation der Ent-
zlindung, die Schwere des Krankheitsschubes sowie insbesondere der bisherige Krank-
heitsverlauf von groer Bedeutung fiir die Therapieentscheidungen. Zum Einsatz kom-
men je nach Befallsmuster topische und / oder systemische Wirkstoffe wie Mesalazin
(5-Aminosalicylsdure) oder Kortikosteroide. Beim intermittierenden Krankheitsverlauf
wird in der Regel eine Schubtherapie durchgefiihrt, wihrend der chronisch aktive
Krankheitsverlauf eine dauerhafte Immunsuppression mit Azathioprin, Methotrexat
oder bei Therapieversagen Infliximab erfordert.

Im akuten Schub beim MC kommen systemische Glukokortikosteroide und Antibiotika
zum Einsatz. Bei einer méBigen Entziindungsaktivitdt ist meist eine Therapie mit
5-ASA ausreichend. Einzelne Patienten mit schwerem Krankheitsverlauf und Fisteln
profitieren von dem TNF-a-Antikorper (Infliximab). Operative Interventionen, wie z.B.
Darmresektionen, sind bei narbigen Stenosen oder enteralen Abszessen, bzw. Fisteln

indiziert.
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Morbus Crohn | Aktive Erkrankung Remissionserhaltung
Medikament Fisteln  geringe Aktivitit hohe Aktivitét Medikamentése  Chirurgische
Remission Remission
5-ASA:
Klysmen - + = - -
Oral = + _ + 4
Antibiotika + + + ? +
Glukokortikosteroide
(system. / topisch)
Klysmen - + o 5 -
Oral = + + . R
Intravends - - + - o
Azathioprin /
6-Mercaptopurin h - + + +
Methotrexat ? - + ? ?
Cyclosporin + - + o -
Infliximab + - + - -

Tab. 4: Therapie des Morbus Crohn in Abhéngigkeit von der Krankheitsaktivitit und dem Befallsmuster
(von Tripitz C "03).

Grundsatzlich sollten bei der CU topisch wirksame Medikamente eingesezt werden,
wenn es die Entziindungskolalisation erlaubt. Im akuten Schub kommen meist syste-
mische Glukokortikoide zum Einsatz. Bei einer fulminanten Kolitis wird zusétzlich mit
Cyclosporin therapiert. Bei therapierefraktiren schweren Verldufen oder ggf. histo-

logisch nachgewiesenen Dysplasien sollte eine Proktokolektomie durchgefiihrt werden.

Colitis ulcerosa Aktive Erkrankung Remissionserhaltung
Medikament Distale Kolitis geringe Aktivitét hohe Aktivitat

5-ASA:

Klysmen + + > +

Oral + + - +

Antibiotika - - - -

Glukokortikosteroide

(system. / topisch)

Klysmen

Oral + + - -

Intravends + - + -
+ - + -

Azathioprin /

6-Mercaptopurin + - + +

Methotrexat - - - -

Cyclosporin + - + =

Tab. 5: Therapie der Colitis ulcerosa in Abhédngigkeit von der Krankheitsaktivitdt und dem Befalls-
muster (von Tripitz *03).
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2.4  Adhisionsmolekiile und Leukozyten-Endothelzell-Interaktion

Die Wanderung zirkulierender Zellen durch den Korper, ihre Anheftung an Gefal3-
endothelien und ihre Invasion in Gewebe sind physiologische und pathophysiologische
Prozesse, die bisher nur wenig verstanden werden. Zahlreiche biologische Funktionen
hingen von einer gerichteten Wanderung mobiler Zellen ab. Eine Schliisselrolle hat
dabei die Interaktion zwischen zirkulierenden Leukozyten und GefdBendothelzellen.
Die hieraus resultierende Rekrutierung von Entziindungszellen aus dem systemischen
BlutfluB ist ein kritischer Schritt bei der Ausbildung der Entziindungsantwort. Die
Erkenntnis, daB3 die Leukozyten fest an den GefdBendothelzellen gebunden werden
miissen, um eine Organdysfunktion und einen Gewebeschaden, wie man sie z.B. bei
chronisch entziindlichen Darmerkrankungen findet, vermitteln zu koénnen, hat zu viel-
faltigen Untersuchungen gefiihrt, um die Faktoren der Zell-Zell-Interaktionen zu
definieren (Panés J "01). Sowohl die Leukozyten selber als auch die Endothelzellen sind
beteiligt, den Leukozyt beim Ubertritt von der Kapillare in die postkapillire Venole zu
verlangsamen, damit er in das umliegende Gewebe migrieren kann.

Diese Leukozyten-Endothelzell-Interaktion im Rahmen von Zelladhésions- und Zell-
migrationsprozessen muf reversibel, schnell und moglichst spezifisch sein. Dazu dient
eine komplexe Zelladhdsionskaskade, die durch zahlreiche Zelladhdsionsrezeptoren,
allgemeiner als Zelladhdsionsmolekiile bezeichnet, reguliert wird. Adhdsionsmolekiil ist
hierbei ein allgemeiner Ausdruck fiir die verschiedenen Molekiile, die zum Rekrutie-
rungsprozess von Entziindungszellen beitragen. Dieses sind oberflichengebundene
Glykoproteine, welche sowohl auf Leukozyten als auch auf Endothelzellen zu finden
sind. Diese Molekiile funktionieren als molekulare Bindungsstelle zwischen ex- und
internem Zellmilieu. Bei allen Molekiilen handelt es sich um transmembrandse Proteine
mit verschiedenen Doménen. Hierbei befindet sich die groflere Domine extrazellular.
Diese ist mit einem intra-membrandsen Segment verbunden, welches als zytoplas-
matische Funktionsdoméne Zellfunktionen, wie z.B. die Modulation des Zytoskeletts
oder die Aktivierung sekundirer Botensysteme (Durum SK '93) beeinflussen, bzw.
steuern kann (Ala A '03). Das Rezirkulations- und Adhdsionschema wurde durch Re-
injektion von fluoreszenz- und radiomarkierten isolierten Zellen ,,in vivo* etabliert. Ge-

reinigte Proben von Adhésionsmolekiilen hingegen konnten lange Zeit aufgrund des
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Fehlens einer geeigneten in vitro-Methode nicht gewonnen werden. Stamper und
Woodruff gelang 1976 ein entscheidender Durchbruch auf diesem Feld. Ihre Technik
beinhaltete die in vitro-Bindung von verschiedenen Leukozyten an HEVs (high endo-
thelial venules) in Gefélschnitten von Zielorganen (Stamper HB "76). Gewonnene Anti-
korper von Tieren, die entweder gegen Leukozyten oder Endothelzellen immunisiert
waren, wurden nach ihrer Fahigkeit selektiert, die Bindung von Leukozyten an HEVs in
Gewebeschnitten zu inkubieren. Die erfolgreichen Antikérper wurden dann benutzt, um
Adhésionsmolekiile zu charakterisieren und zu reinigen und spiter dann das korrespon-
dierende Gen zu klonen. Obwohl es sich um eine rudimentidre Probe handelte, lieferte
sie einen groflen Ertrag von Adhédsionsmolekiilen. Diese wurden als Selektine, Integrine

und Mitglieder der Immunglobulinsupergenfamilie identifiziert.

Selektin Integrin Immunglobulin-

Liganden-bindungs- supergenfamilie
domiine

Lektin-
doméne

EGF-
doméne

Komplement-
bindungs-
domiine

......
‘‘‘‘‘‘‘

COOH

Abb.8: Schematische Molekularstruktur der Adhésionsmolekiilklassen - C2=konstante Ig-Doméne?2,
Al=IgA-Domine, S-S =Disulfidbriicken (modifiziert nach Imhof BA "97).

2.4.1 Selektine und ihre Liganden
L-Selektin war das erste Molekiil, welches durch diese Methode 1983 an der Stanford

University in Kalifornien entdeckt wurde (Gallatin WM "83). Die Selektine, unterteilt in
L-, P-, und E-Selektin, sind Adhisionsmolekiile, die auf Leukozyten (L), Thrombozyten
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(P = Platelets) und Endothelzellen (E) oder allein auf Endothelzellen (E) gefunden
werden. Diese Rezeptoren gehoren einer Familie an, weil sie eine gemeinsame Mosaik-
struktur teilen. Diese Struktur besteht aus einem N-terminalen Lektin, einer einzelnen
epidermalen growth factor (EGF)-dhnlichen Doméne, mehreren kurzen {iberein-
stimmenden Wiederholungen (SCR) - &dhnlich zu jenen, die in Komplement-
regulierenden Proteinen gefunden werden, einer transmembrandsen Doméne und einer
kurzen C-terminalen zytoplasmatischen Doméne. Die Lektin-Doméne ist die zentrale
Struktur des Molekiils, um Liganden zu binden. Diese Funktion beschridnkt sich fast
ausschlieBlich auf das Gefillsystem. Jedes Selektin erkennt spezifische Karbohydratase-
sequenzen, wie z.B. sialyl Lewis® (sLe) (Varki A '97) und vermittelt hierdurch einen

lockeren, reversiblen Kontakt zwischen den Zellen (Lasky LA "95).

P-Selektin
Lektin-Domiine
1 EGF-Domiine
E-Selektin .
2
3
L-Selekti 4
->elektin Komplement-
2 5 bindungs-
domiéine
3 6
4 7
1 5 8
2 6 9

ooodee  9oordee  eeodeess
AR LAy AL

COOH COOH CoO

Abb. 9: Molekularstruktur von L-, E-, und P-Selektin (modifiziert nach Panés J 98).
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L-Selektin (Synonyme: LECAM-1, LAM-1, leucocyte adhesion molecule 1, CD62L,
Leu-8/TQ-1-antigen, MEL-14-antigen und gp90™") ist das kleinste der vaskuldren Se-
lektine und wird von den meisten Leukozyten konstitutionell exprimiert. Es ist
beschrieben als ein Lymphozyten ,.,homing receptor”, der am initialen Kontakt der
Lymphozyten an den HEVs peripherer Lymphknoten beteiligt ist (Collett C "99). Die
ausgedehnte Verteilung auf allen Leukozytenklassen hat jedoch eine einzelne spe-
zifische Funktion dieses Rezeptors verworfen. Tatséchlich tragt L-Selektin sowohl zum
Lymphozyten- als auch zum Neutrophileneinzug in Entziindungsgewebe bei. Auch
wurde festgestellt, dal Lymphknoten von L-Selektin-defizienten Méusen eine vermin-
derte Anzahl von Leukozyten enthalten (Arbones ML "94). Nachdem die Leukozyten
am Endothel gebunden wurden und eine chemotaktische Aktivierung erfolgte, trennt
sich das L-Selektin von der Leukozytenoberfliche, was wiederum eine weitere Be-
wegung dieser Zellen auf dem Endothel limitiert. Das L-Selektin ist durch die Bindung
an mehreren, vornehmlich vaskuldren Liganden, am ersten lockeren Endothelkontakt
der Neutrophilen beteiligt (s. Tab. 6) (Sitrin RG "01). Bislang wurden vier L-Selektin-
Liganden auf den HEVs von Lymphknoten identifiziert: GlyCAM-1, MAdCAM-1,
CD34 und Sgp200. Das glykosilierungsabhingige Zell-Adhésions-Molekiil-1 (Gly-
CAM-1) wird als physiologisch relevanter L-Selektin-Ligand betrachtet, da durch die-
sen Liganden periphere Blutleukozyten in vitro mit dem GefdBendothel einen ersten
lockeren Kontakt aufnehmen (Tangemann K "99). Hauptaufgabe der Ligandenbindung
an L-Selektin ist die Freisetzung von Mediatoren zur weiteren Differenzierung der Ent-
ziindungsantwort (Giblin PA "97). MAdCAM-1 (Mucosal addressin cell adhesion mo-
lecule-1) ist ein Zelladhdsionsmolekiil, welches sowohl mit L-Selektin als auch dem
a4P7 Integrin (s.u.) interagiert, um einen ersten Kontakt mit dem Gefiflendothel zu er-
moglichen. In vivo konnte eine entscheidende Rolle fir MAdCAM-1 bei der Kontakt-
aufnahme von Lymphozyten mit dem L-Selektin auf den HEVs der Peyerschen Plaques
festgestellt werden (Bargatze RF '95). CD34 aus peripheren Mauslymphknoten bindet
L-Selektin (Baumheter S "93) und CD34 aus humanen Tonsillen unterstiitzt die L-
Selektin-abhingige Lymphozytenkontaktaufnahme mit dem GefdBBendothel (Puri KD
'95). Das mit allen Selektinen interagierende PSGL-1 (P-selectin glycoprotein ligand-1)
ist durch die Bindung an L-Selektin dafiir verantwortlich, da3 die Neutrophilen unter-

einander Kontakt aufnehmen, um so weitere Entziindungszellen zum Ort der Entziin-
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dung zu rekrutieren (Walcheck B '96). Von den Mediatoren ist Interferon a bislang das
einzige bekannte Zytokin, welches korrelierend mit erhchten m-RNA Spiegeln, eine

gesteigerte Expression von L-Selektin bewirkt (Martin-Henao GA "00).

P-Selektin

E-Selektin

L L-Selektin
PSGL-1

O-Glykolisierung | a EGF-Domine

&f' N-Glykolisierung  + B Lektin-Doméane
CRs

Ig - Doméne 6 o

Abb. 10: Generische Expression von Selektinen (li.-Endothel) und deren Liganden auf auf der Zielzelle
(re.). Anmerkung: Die Bindung von L-Selektin an PSGL-1 findet zumeist zwischen Leuko-
zyten statt (modifiziert nach Patel KD "02).

P-Selektin (CD62P) ist in den Weibel-Palade-Granula der Endothelzellen gespeichert
und wird in den alpha-Granula der Thrombozyten produziert (Diacovo TG '96). P-
Selektin wurde 1990 als wandlungsfiahiger Rezeptor auf Endothelzellen und Thrombo-
zyten prasentiert. Er ist spezifisch fiir Leukozyten, wie z.B. Neutrophile, Makrophagen
und T-Gedéchniszellen. Die Expression von P-Selektin auf aktivierten Thrombozyten
ist wichtig fiir die Induktion von Fibrin wéhrend der Hamostase. Die schnelle Présenta-
tion von P-Selektin auf der Zelloberfldche von Endothelzellen durch Stimuli wie Hista-
min und Thrombin weist darauf hin, dafl dieser Rezeptor in der frithen Phase der
Neutrophilen-Rekrutierung in Entziindungsgewebe eine Rolle spielt. In der Entziindung
rekrutiert das endotheliale P-Selektin die Leukozyten in die postkapilliren Venolen

wihrend das thrombozyten-assoziierte P-Selektin die Aggregation von Leukozyten mit
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Thrombozyten zu Thromben fordert. Endothelzellen kénnen dariiberhinaus P-Selektin
als Antwort auf einwirkende Endotoxine oder Zytokine synthetisieren und exprimieren.
Leukozyten interagieren mit P-Selektin {iber den P-Selektin-Glykoprotein-Liganden-
(PSGL) - 1. Die hohe Affinitdt ist von einem Sulfat - Tyrosin abhingig, welches am
Amino-Ende von PSGL-1 lokalisiert ist (Pouyani T "95, Sako D '95). Die Interaktion
beider Zellrezeptoren ist fiir den ersten lockeren Kontakt (Rolling) der Leukozyten mit
den GefiBendothelzellen verantwortlich (Patel KD "02). CD24 ist ein weiteres Molekiil,
das als Ligand von P-Selektin bekannt ist. Hierbei handelt es sich um ein kleines Glyko-
protein, das bei Abwesenheit von PSGL-1 auf der Zelloberflache, das P-Selektin-
abhingige Rolling der Leukozyten vermitteln kann (Aigner S "98).

E-Selektin (Synonyme: endothelium leukocyte adhesion molecule, ELAM-1 und
CD62E) ist ein induzierbares Endothelzelloberflichenmolekiil, das an der Adhédsion von
Neutrophilen und T-Zellen in akut entziindetem Gewebe beteiligt ist. E-Selektin ist bei
inaktiviertem Endothel gering exprimiert. Die Expression wird wéhrend eines Entziin-
dungsgeschehens jedoch hochreguliert, wenn das vaskuldre Endothel durch pro-
inflammatorische Zytokine oder Lipopolysaccharide aktiviert wird (Ala A "03).
E-Selektin-Ligand-1 (ESL-1) war urspriinglich als ein E-Selektin-bindendes Protein in
einer neutrophilen Maus-Zelllinie (32DC13) identifiziert worden (Levinovitz A "93).
Durch Antikorperblockade von ESL konnte die Adhédsion von 32Dc13-Zellen an gerei-
nigtes E-Selektin partiell unterbunden werden. Dieses weist auf die mdogliche bio-
logische Funktion des Liganden hin (Steegmaier M "95). Zwei weitere Liganden von E-
Selektin sind das PSGL-1 und das L-Selektin. Anitkorper gegen PSGL-1 und gegen L-
Selektin konnten das Neutrophilen-Rolling am E-Selektin-Rezeptor abschwéchen (Patel
KD "97). Eine weitere Ligandenfamilie fiir E-Selektin ist als CLA (cutaneous leukocyte
antigens) bekannt. Diese werden in einer Population von Gedachtnis-Lymphozyten in
entziindeten Hautldsionen gefunden (Picker LJ "90). Es wird vermutet, dal E-Selektin
eine Rolle bei der Rekrutierung von ,,skin homing“-Lymphozyten spielt, weil dieses
Selektin auf venésem Endothel in diesen Entziindungsbezirken exprimiert wird (Picker
LJ "91). Wahrend ein groBer Teil des E-Selektins auf der Endothelzelloberflache nach
Abklingen der Aktivierung wieder durch Internalisierung in die Zelle aufgenommen

wird, verbleibt ein l6slicher Anteil im Blutvolumen (Patel RT "95). Die Expression in
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Form dieser 16slichen zirkulierenden Adhésionsmolekiile wird durch TNF-q, IL-1 und

LPS in chronisch entziindlichen Darmerkrankungen hochreguliert (Ala A "03).

Tab. 6: Systematik der Selektine (modifiziert nach Ala A “03 und Schiirmann G "97).

Sialyl- Lewis®
L-Selektin (CD62L)
CD66, CD11/18
PSGL-1

Molekiil (CD-Nomenklatur) Vorkommen Ligand (CD-Nomenklatur)  Funktion

L-Selektin (CD 62L) Leukozyten Sialyl-Lewis™ (CD15s) Akute durch Neutrophile
Sialyl- Lewis® vermittelte Entziindung,
GlyCAM-1 peripheres Lymphknoten-
CD34 ,Homing*
MAdCAM-1
PSGL-1

P-Selektin (CD62P) Leukozyten Sialyl-Lewis™ (CD15s) Eosinophilen-, Neutrophi-

Plattchen Sialyl- Lewis® len, Monozyten-Adhésion

L-Selektin (CD62L) wihrend akuter Entziin-
PSGL-1 dung und Thrombose

E-Selektin (CD62E) Endothelzellen  Sialyl-Lewis* (CD15s) Eosinophilen-, Neutrophi-

len, Monozyten-Adhésion
wiahrend akuter Entziin-
dung und ,,skin-homig*

2.4.2 Integrine

Integrine sind Adhédsionsmolekiile auf Leukozyten, die in viele biologische Prozesse,

einschlieBlich Embryonalentwicklung, Erhaltung von Gewebeintegritdt und Leuko-

zytenadhésion, involviert sind. Es handelt sich um heterodimere Proteine, die aus nicht

kovalent verbundenen 150 bzw. 100 KD schweren a- und B-Untereinheiten bestehen

(Hynes R '92, Berman AE °00). Die Membranglykoproteine werden nach ihren -
Untereinheiten in z.B. Bi-Integrine (VLA-1, 2, 3 u.a.) und B,-Integrine (LFA-1, Mac-1

u.a.) unterteilt. Zur Zeit sind ca. 15 a- und 8 B-Ketten beschrieben und mindestens 21

verschiedene Heterodimere gefunden worden. Leukozyten kénnen 13 verschiedene In-

tegrine aus diesem Repertoire exprimieren. Fiinf dieser Glykoproteine gehdren zu den

B1, P2 und B7; —Subfamilien, die als bedeutende Modulatoren bei der Leukozyten-

Endothelzell-Interaktion beteiligt sind (Panés J "98). Die Spezifitit der P;-und B»-
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Integrine fiir einen Liganden héngt meistens von der assoziierten a-Kette ab. Zellen, die
Integrine exprimieren, sind jedoch nicht immer in der Lage, entsprechende Liganden zu
binden (Van de Wiel-van Kemenade E 92, Stewart MP "96). Die Entdeckung, daf3
einige Antikdrper Oberfldchenintegrine nur nach Aktivierung der Zellen erkannten und
andere Antikorper diese auch in nicht aktivem Zustand fanden, fithrte zu der Schluf3fol-
gerung, daf} Integrine ihre Konformation dndern kénnen. Als Konsequenz hieraus fand
man einen der wichtigsten Mechanismen der Integrinfunktion. Integrine konnen sehr
schnell von einem nicht-adhdsiven Zustand iiber ein geringes Affinitdtsstadium zu ei-
nem voriibergehenden hohen Affinititszustand wechseln. Unterschiedliche Arten von
Zell-Zell-Interaktionen konnen einen Wechsel zu hoherer Affinitit induzieren. So ver-
mitteln z.B. T-Lymphzyten durch die Interaktionen mit dem GefidBendothel iiber das
Adhésionsmolekiil PECAM-1 / CD31 Aktivierungssignale in T-Zellen, was wiederum
Integrine aktiviert (Piali L “93). Ahnliche Signale beobachtet man auch bei der Interak-
tion mit Chemokinen. Dariiberhinaus involvieren Integrine das aktivierte Zytoskelett in
die extrazelluldre Matrix, indem sie {iber klassische Signalketten Botenstoffe transduzie-
ren. Sie sind fiir zellulire Mechanismen, wie z.B. die Zellproliferation, die Apoptose
und Zelldifferenzierung von besonderer Bedeutung (Arao S "00). Die Integrine der [3,-
Subfamilie bestehen aus einer gemeinsamen B-Untereinheit (CD18), die wiederum mit
einer von drei immunologisch unterschiedlichen a-Untereinheiten verbunden ist. Hier-
aus entsteht CD11a, CD11b und CDll1c (s.Tab.7). Obwohl die Expression von [3,-
Integrinen auf Leukozyten beschriankt ist, unterscheidet sich die Verteilung der -
Integrin-Subklassen innerhalb verschiedener Leukozyten-populationen. CD11a/CD18
ist auf der Oberfldache der meisten Leukozyten basal ex-primiert, um durch die Interak-
tion mit [CAM-1 und ICAM-2 auf Endothelzellen die Leukozytenadhision am Endothel
zu fordern (Marlin SD 87). Die Expression von CD11a/CD18 kann nach Aktivierung
der Neutrophilen nicht {iber den basalen Level hinaus gesteigert werden. Grofle Anteile
von den CD11b/CD18- und den CD11¢/CD18-Glykoproteinen werden in Granula ge-
speichert, die bei Bedarf innerhalb von Minuten an die Oberfliche von aktivierten
Neutrophilen und Monozyten mobilisiert werden kénnen, um dort mit der Zellmembran
zu verschmelzen (Carlos TM "94). Die Aktivierung von Neutrophilen oder Monozyten
durch inflammatorische Mediatoren (z.B. Leukotrien B4, PAF oder Zytokine, wie z.B.

TNF-a und IL-1B) fithren zu einem 3-10-fachen Anstieg der Expression von
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CDI11b/CD18 und CD11¢/CD18 auf der Zelloberfliche. CD11b/CD18 interagiert mit
ICAM-1 auf den Endothelzellen. Der Ligand fiir CD11¢/CD18 ist bislang unbekannt.
Zusammentfassend wird die stabile, feste Zelladhdsion von nicht stimulierten Leukozy-
ten auf Endothelzellen durch die Interaktion zwischen CD11a/CD18 und ICAM-1 ver-
mittelt. Aktivierte Leukozyten interagieren sowohl iiber CD11a/CD18 als auch iiber
CD11b/CD18 mit ICAM-1 (Panés J "98).

Eine zweite Subfamilie der Integrine kombiniert die ; (CD29) — Kette mit variablen o-
Ketten. Diese Integrine werden als VL As (very late antigens) bezeichnet, da die ersten
identifizierten Glykoproteine (VLA-1 und VLA-2) erst in einem spédten Stadium nach
T-Zell-Aktivierung exprimiert wurden. Das a4ff; — Integrin (VLA-4) ist bei der
Adhésion von Lymphozyten, Monozyten, Eosinophilen und Natiirlichen Killerzellen an
Zytokin-aktivierte Endothelzellen beteiligt (Panés J "98). VLA-4 ist als f;-Integrin auf
T- und B-Lymphozyten exprimiert. Die Liganden fiir VLA-1 sind VCAM-1 (vascular
cell adhesion molecule-1) und Komponenten der extrazelluliren Matrix, wie z.B. Fibro-
nektin und Thrombospondin (Berlin C "95, Ala A "03). Die Interaktion zwischen VLA-
4 und VCAM bewirkt sowohl eine Lymphozytenadhision am Endothel in entziindetem

Gewebe als auch eine Differenzierung der Lymphozyten (Ala A "03).

Tab.7: Ubersicht der Integrin-Familie mit Hinblick auf die Beteiligung an der Leuko-
zyten-Endothelzell-Interaktion (modifiziert nach Panés J "98).

Adhésions- Synonym | Vorkommen Expression Ligand Funktion
molekiil konstitutionell  induzierbar
CD11a/CD18  LFA-1 alle Leukozyten ja nein ICAM-1 Adhésion /
oL P ICAM-2 Emigration
CD11b/CD18  Mac-1  Granulozyten ja ja ICAM-1 Adhésion /
oniPz Monozyten iC3b; Fb Emigration
CDI11¢/CD18  pl150,95 Granulozyten ja ja Fb; iC3b ?
Monozyten
CD49d/CD29 VLA-4 Lymphozyten ja nein VCAM-1 Adhision
oy Monozyten extrazell.
Eosinophile Matrix-
Basophile molekiile
CD49d/ B, oy, Lymphozyten ja nein MAdCAM-1, Adhésion
VCAM-1,
Fibronektin
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Der dritte Integrinsatz ist durch die $7-Kette charakterisiert. Dieser ist exprimiert auf der
Zelloberflache einer Lymphozytengruppe, die sich im Intestinum und im intestinum-
assoziierten Lymphgewebe ansiedelt. ayf7 und sein Endothelligand MAdCAM-1 ver-
mitteln die Lymphozytenadhésion in den Peyer Plaques (Tsuzuki Y 96, Ala A "03).
Dariiberhinaus bindet das ausf;-Integrin sehr effektiv an VCAM-1 und Fibronektin
(Strauch UG '94). Im Gegensatz zur Interaktion zwischen (7 und MAdCAM-1, die
unter physiologischen Bedingungen die Rezirkulation der Lymphozyten vermittelt,
scheint die 3; / VCAM-1 - Interaktion der Lymphozyten-Rekrutierung unter Ent-

ziindungsbedingungen vorbehalten zu sein (Panés J "98).

2.4.3 Immunglobulin-Supergen-Familie

Die Immunglobulinsupergenfamilie besteht aus einer grofen Anzahl von Glyko-
proteinen mit multiplen immunglobulindhnlichen Doménen. Fiinf Mitglieder dieser Fa-
milie sind an der Leukozyten-Endothelzell-Interaktion beteiligt. Hierbei handelt es sich
um ICAM-1 (CD54), ICAM-2 (CD102), VCAM-1 (CD106), PECAM-1 (platelet-
endothelial cell adhesion molecule-1) und MAdCAM-1 (Ala A "03).

Tab.8: Ubersicht der Immunglobulin-Supergen-Familie mit Hinblick auf die Beteili-
gung an der Leukozyten-Endothelzell-Interaktion (modifiziert nach Ala A "03).

Adhésions- Synonym | Vorkommen Expression Ligand Funktion
molekiil konstitutionell  induzierbar
ICAM-1 CD54 Endothel ja ja LFA-1, Mac-1  Adhésion /
CD43 Emigration
ICAM-2 CD102  Endothel ja nein LFA-1 Adhésion /
Emigration
VCAM-1 CD106  Endothel nein ja VLA-4 Adhésion
PECAM-1 CD31 Endothel ja nein PECAM-1 Adhésion /
Leukozyten Emigration
Thrombozyten
MAdCAM-1 Endothel ja ja L-Selektin Adhésion /
(intestinal) CD49d/B, Emigration
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ICAM-1 besteht aus fiinf immunglobulindhnlichen extrazelluliren Doménen (s. Abb.
11). Die erste hiervon (NH,-terminal) erkennt CD11a/CD18 (Diamond MS "93) und die
dritte Doméne erkennt CD11b/CD18 (van de Stolpe A "96). ICAM-1 wird von Leuko-
zyten, Fibroblasten, Epithelzellen und Endothelzellen basal exprimiert. Eine durch Zy-
tokine (TNFa, II-1, IFN-y) oder LPSs induzierte Aktivierung des Endothels resultiert in
einem Anstieg der ICAM-1-Expression (Cordell JL. 94, Ala A "03). Im Gastrointesti-
naltrakt findet sich fiinf Stunden nach Stimulation die grofte Expression von I[CAM-1.
Diese befindet sich auch 24 Stunden nach Aktivierung noch deutlich iiber den basalen
Expressionswerten (Henninger DD '97). Die vermehrte Expression von ICAM-1 auf
aktivierten T-Zellen, B-Zellen und Monozyten ist bei diesen Zellen fiir eine Adhésion
der interagierenden Lymphozyten und fiir die Adhédsion der Lymphozyten mit den anti-
genprésentierenden Zellen verantwortlich (Ala A "03). Generell ist eine vermehrte
ICAM-1 — Expression mit einer vermehrten Leukozytenadhdrenz assoziiert. Bei Im-
munreaktionen scheint ICAM-1 lokal hochreguliert zu werden und so im Bereich der
Entziindung die Einwanderung von Lymphozyten zu kontrollieren (Ala A "03). Auch in
Serumproben von Patienten, die unter Morbus Crohn leiden, konnten erhohte CD54-
Level festgestellt werden (Jones SC '95). ICAM-1 bindet an das B,-Integrin LFA-1
(Iymphocyte function-associated antigen-1) und hat zudem weitere Bindungsaffinitéten
zu verschiedenen Viren (z.B. Rinovirus) (Elices M 90, Gahmberg CG "97).

ICAM-2 besitzt nur zwei immunglobulindhnliche extrazelluldre Doménen (s. Abb. 11).
Es bindet CD11a/CD18 und ist somit ein zweiter endothelialer Ligand fiir dieses Inte-
grin. Im Gegensatz zu ICAM-1 ist ICAM-2 konstitutionell auf nicht aktiviertem Endo-
thel stark exprimiert. Die ICAM-2 Expression wird nicht durch Aktivierung geregelt,
und auch die Affinitdt von ICAM-2 fiir LFA-1 scheint kleiner als die von ICAM-1 zu
sein (de Fougerolles AR '94). Dieses betont, dal ICAM-2 fiir den konstitutionell nie-
drigen transendothelialen Leukozytenverkehr verantwortlich ist, wéhrend der Neu-
Expression von ICAM-1 die Hauptrolle in der Regulierung des Entziindungszellver-
kehrs zukommt (Imhof BA *97).

VCAM-1 (vascular cell adhesion molecule-1) ist ein wichtiger Modulator bei der Lym-
phozyten- und Monozyten-Migration (Ala A "03). VCAM-1 ist ein Ligand des oa4f;-
Integrins VLLA-4 und bindet zudem an a4f37 (Strauch UG "94). Es besitzt sieben immun-

globulindhnliche extrazellulire Doménen, (s. Abb. 11) von denen die erste und vierte
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Domine das Integrin VLA-4 binden (Panés J "98). VCAM-1 ist auf dendritischen
Zellen des Keimzentrums, auf Zellen des retikulo-endothelialen Systems, Kupffer-
Zellen und synovialen Zellen exprimiert. Es konnte gezeigt werden, dall auf nicht
stimulierten Endothelzellen humaner Umbilikalvenen (HUVECs) fast kein VCAM-1
exprimiert wird (Swerlick RA '92), dieses jedoch nach Stimulation mit Zytokinen und
LPS hochreguliert wird (Neish AS "95). Insgesamt besitzt VCAM-1 nach Induktion
eine dhnliche Biokinetik wie das ICAM-1, zeigt einen deutlichen Anstieg seiner endo-
thelialen Oberflichendichte innerhalb von 5-9 Stunden nach Zytokinstimulation, ist

jedoch weniger weit verbreitet als [CAM-1 (Ala A "03).
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Abb. 11: Molekularstruktur von Adhisionsglykoproteinen, die zur Immunglobulin-Supergen-Familie
gehoren. Die zytoplasmatische Doméne wird hier als COOH angezeigt. Die Bindungsketten
der Proteine werden hier als Kreise prasentiert. (C2=konstante Ig-Doméne2, A1=IgA-Doméne,
S-S =Disulfidbriicken) (modifiziert nach Panés J '98).

Ein weiteres Mitglied der Immunglobulin-Supergenfamilie ist das PECAM-1(Platelet
Endothelial Cell Adhesion Molecule-1 oder auch CD31). Dieses ist ein 6-Doménen-
Molekiil (s. Abb. 11), welches sowohl die Leukozyten, als auch die Thrombozyten-
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Endothelzell-Adhdsion und die transendotheliale Migration vermittelt (Wakelin MW
'96). PECAM-1 ist neben der Expression auf Leukozyten und Thrombozyten permanent
auf Endothelzellen exprimiert und interagiert mit sich selber und verschiedenen anderen
Liganden von Endothel- oder Leukozyten-Untereinheiten. Die PECAM-1-Expression
auf kultivierten Endothelzellen wird durch Zytokine, wie z.B. TNF-qa, IL-1 und IFN-y
(Bujan J "99) nicht gesteigert. Es zeigte sich jedoch als Antwort auf diese Stimuli eine
Umverteilung des Glykoproteins an die Zellgrenzen (Romer LH "95). Aktivierte Endo-
thelzellen exprimieren somit PECAM-1 hauptsichlich auf ihren lateralen Zellmem-
branen. Dieses Verteilungsmuster weist auf drei Hauptfunktionen hin: Mitgestaltung
und Modifizierung von Endothelzellverbindungsstellen, Vermittlung der Leukozyten-
bewegung durch die Verbindungsstellen und Thrombozytenadhésion an geschadigtem
Endothel (Ala A "03). Die Fahigkeit, B;- und B,-Leukozyten-Integrine zu aktivieren,
verleiht dem CD31 eine kritische Rolle in der Regulation der Leukozytenadhésion an
Endothelzellen (Piali L 95, Berman ME "96).

MAdCAM-1 ist ein transmembrandses Protein, welches eine komplexe Struktur auf-
weist (s. Abb. 11). Es kombiniert drei immunglobulinghnliche extrazelluldre Doménen
mit einer mukoiddhnlichen Region zwischen den Doménen 2 und 3 (Panés J '98). Die-
ses Molekiil ist hauptsdchlich auf den HEVs der Peyer-Plaques, auf Venolen der Lami-
na propria des Diinndarms, auf HEVs embryonaler Lymphknoten (Streeter PR "88) und
auf follikuldren dendritischen Zellen in neonatalen Nager-Peyer-Plaques (lizuka T "00)
exprimiert. Die Funktion von MAdCAM-1 als endotheliales Zelladhdsionsmolekiil be-
steht in der Bindung von Lymphozyten und deren Zelllinien. MAdCAM-1 {ibernimmt
eine wichtige Rolle bei der Lymphozytenmigration in normales und entziindetes muko-
sales Gewebe. So konnte beispielsweise gezeigt werden, daf} eine Antikdrperblockade
von MAdCAM-1 die Leukozytenrekrutierung verhindern und die Darmentziindung in
SCID-Méusen (severe combined immuno-deficiency-mice) reduzieren konnte (Picarella
D '97). MAdCAM-1 ist spezifisch an der Aufrechterhaltung der mukosalen Immunitét
und der Entziindungsregulation im Gastrointestinaltrakt beteiligt (Briskin M '97).
Neuere Studien weisen zudem darauf hin, dall die Migration von immunkompetenten
Zellen im Uterus und wéhrend der frithen Entstehung menschlichen Lebens entschei-

dend durch die zelluldre Interaktion mit MAdCAM-1 dominiert wird (Salmi M "01).
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PSGL-1 Leukozyt

ESL-1 Integrin
L-Selektin

P-Selektin GlyCAM-1 MAdCAM-1 ICAM-2

E-Selektin CD34 ICAM-1 VCAM-1
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. Lektin-Domine . Globulidre Doméne — O-Glykosilierung
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Abb. 12:  Endothel-Leukozyten-Adhisionsmolekiile im Uberblick (modifiziert nach Ebnet K *99).

2.5 Zelladhiisionskaskade

Die Leukozyten zirkulieren zwischen dem Kompartiment Blut und dem Kompartiment
Gewebe kontinuierlich. Einige von diesen Entziindungszellen sind programmiert, Anti-
gene zu erkennen und mit dem Endothel der GefdBe zur interagieren, um letztendlich an
den Ort der Antigenexposition zu gelangen. Die Leukozytenadhésion an Gefdllendo-
thelzellen ist weit komplexer als die alleinige Anlagerug von zwei stationdren Zellen.
Die durch den Blutstrom einwirkenden Scherkrifte und der schnelle Wechsel eines

Leukozyten von einer nicht-adhésiven Blutzelle zu einer immunkompetenten adhédsiven
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Zelle im extravaskuldrem Kompartiment, erfordern eine komplexe Kaskade, in der suk-
zessive, aber voneinander getrennte Phasen der Zell-Zell-Interaktion ablaufen (Salmi M
'99). Der Ubergang vom Blut in das umliegende Gewebe findet hauptsichlich in ein-
zelnen postkapilldren Venolen (HEVs — high endothelial venules) statt (Girard JP "95).
Zu Beginn der Zelladhdsionskaskade verlassen die zirkulierenden Leukozyten die zen-
trale Position in der Blutstrombahn und néhern sich der GefdBwand an (Margination)
(Warnock RA "98). Sie rollen an dieser langsam vorbei. Die Geschwindigkeit rollender
Leukozyten betrdgt etwa 10-50 um/s bei einer BlutfluBgeschwindigkeit von 1-5 mm/s
(Ley K 91, Salmi M '99). Diese erhebliche Geschwindigkeitsreduktion wéhrend des
Rollens kann nicht alleine durch die Position der Leukozyten im mikrovaskuldrem Blut-
strom erklart werden, sondern erfordert zusitzliche adhdsive Krifte zwischen Leukozyt
und Endothel (Ley K '91). Die Selektine (s.o.) initiieren diesen ersten Leukozyten-
kontakt mit dem Endothel. Dieses fithrt zum Leukozyten-,,Rolling™ (Alon R "95).
Dieser Endothelkontakt und die daraus entstehende Verlangsamung der Leukozyten
ermOglichen den Kontakt mit Signalstoffen (z.B. Chemokinen) auf der Endothelober-
fliche. Diese Mediatoren des beteiligten Gewebes stimulieren die Aktivierung von
Integrinen auf der Leukozytenoberfldche (s.o.), die dann die weitere effiziente Bindung
dieser Zellen an die Endotheloberfliche vermitteln. Diese induzierte Adhésion durch
aktivierte Integrine ist fest und stoppt das ,,Rolling™. Die nun stabil adhdrente Zelle
kann sich gezielt fortbewegen, um schlieBlich durch die interendothelialen Ver-
bindungsstellen und die darunterliegende Basalmembran in das Gewebe zu trans-
migrieren (Salmi M "99). Dort bekommt die Zelle weitere direktionale Signale, welche
den Leukozyt durch das Gewebestroma leiten. Diese Mechanismen lassen sich in einem

Stufenmodell zur Zelladhision beschreiben.

e Erste Kollision mit fliichtiger Adhédsion oder Ankopplung (,,rolling®)

e Signalinduktion zur Aktivierung der Leukozytenintegrine

e Feste, permanente Adhésion am Endothel (,,sticking™)

e Transmigration in umgebendes Gewebe
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Abb. 13: Die Schritte der Zelladhisionskaskade. Zirkulierende Leukozyten verlassen den zentralen Blut-
strom, lagern sich dem Gefif3endothel an und setzen ihre Migration transendothelial und ggf.
subendothelial fort (modifiziert nach Fabbri M "99).

2.5.1 Leukozyten-Rolling

Unter Normalbedingungen erscheinen die niedrigsten Flowraten des Gefédfbettes in den
postkapilldren Venolen. Aus diesem Grund erwartet man hier auch die Lokalisation fiir
die Leukozyteninteraktion mit den Endothelzellen. In Entziindungsbezirken ist der
BlutfluB aufgrund von Gefifldilatation vermindert. Dieses ermoglicht passierenden
Leukozyten mit dem Endothel zu kollidieren. Diese laterale Abwanderung der Leuko-
zyten aus dem Blutstrom zur Venenwand wird himodynamisch durch die Erythrozyten
begiinstigt. Die schnelleren roten Blutzellen displazieren die Leukozyten vom zentralen
Blutstrom in der GefaBmitte zum vendsen Endothel (Schmid-Schonbein GW "80). Das
Leukozyten-Rolling scheint dariiberhinaus das Ergebnis von gering adhésiven Inter-
aktionen zu sein, die wiederum stark genug sind, um den Scherkriften entlang des
Endothels, suffizient entgegenzutreten. Obwohl die Geschwindigkeit der rollenden
Leukozyten direkt proportional zur Scherkraft ist, ist die Aktivierung der Leukozyten

bei jeder gegebenen Scherkraft mit einer deutlichen Geschwindigkeitsreduktion ver-
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bunden (Smith CW *89). Durch die Scherkréfte des Blutstromes fiihrt dieses bei den
oben genannten gering adhdsiven Konakten nicht zur festen Adhésion, sondern zu einer
Rollbewegung der Leukozyten entlang des Endothels. ,,Rolling™ ist eine lockere und
tempordre Adhidsion zwischen Leukozyten und Endothel. Sowohl die Selektine (s.o0.)
und ihre Liganden als auch a4-Integrine sind fiir die transienten Endothelkontakte der
Leukozyten mitverantwortlich (Alon R '95). Die langen extrazelluldren Doménen der
Selektine erlauben diesen Molekiilen in idealer Weise, vorbeikommende Leukozyten,
die entsprechende Rezeptoren exprimieren, einzufangen (Lasky LA "95). Das Leuko-
zyten- ,,Rolling™ ist wichtig, weil es einen kurzzeitigen Zell-Zell-Kontakt ermoglicht,

der lang genug ist, um den folgenden Schritt der Adhésionskaskade einzuleiten.

2.5.2 Stabile Zelladhiision

Formal kann zwischen lockerer Bindung und fester Leukozytenadhésion ein Zwischen-
schritt beschrieben werden, bei dem Triggersubstanzen die Expression von Integrinen
induzieren (Adams DH '94). Diese Integrinaktivierung wird durch die Bindung von
Zytokinen und Chemokinen aus dem Endothel an transmembrandse Rezeptoren ver-
mittelt (Gunn MD "98). Hierdurch ist der Leukozyt aktiviert und die Voraussetzung fiir
eine permanente Endothelbindung mit der damit verbundenen ausreichenden Wieder-
standskraft gegen die groBBen Scherkrifte gegeben (Ala A "03). Beispiel fiir solche pro-
adhisiven Chemokine ist das Interleukin-8, welches von Endothelzellen oder den da-
runterliegenden Zellen in Antwort auf Endotoxin, Interleukin-1 und den Tumor-
Nekrose-Faktor-oo (TNF-a) produziert wird. Es induziert die Expression von Integrinen
(CD11b/CD18) auf Neutrophilen (Bevilacqua MP "93). Ein weiteres Beispiel pro-
adhidsiver Zytokine ist der pléttchenaktivierende Faktor (PAF), dessen Produktion in
Endothelzellen von Histamin, Thrombin oder Leukotrienen stimuliert wird (Rot A "92).
Die Lipidmediatoren Leukotrien B4 und PAF (Platelet-activation factor) sind als po-
tente Stimuli fiir die Leukozytenadhésion in postkapilldren Venolen bekannt (Galboury
JP "95). Beide Mediatoren induzieren eine Leukozytenadhdsion unter Stimulation des
Integrins CD11b/CD18. Nach Aktivierung der Integrine auf den Leukozyten spielen
diese Molekiile unter Mitwirkung der Mitglieder der Immunglobulin-Supergen-Familie

auf der Seite des GefdBendothels eine Schliisselrolle bei der eigentlichen, stabilen
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Zelladhdsion (Bevilacqua MP "94). Diese starke adhdsive Interaktion verursacht ein
schnelles und direktes Anhaften der noch beweglichen Leukozyten (Panés J "98). Die
vorherrschenden Wege zur stabilen Zelladhdsion werden durch die Integrin-
Adhésionsmolekiil-Paare (s.Tab. 8) LFA-1/ICAM-1, LFA-1/ICAM-2, Mac-1/ICAM-1
und VLA-4/VCAM-1 vermittelt (Granger DN "94). Integrine, die durch einen Liganden
besetzt sind, konnektieren zum zelluldren Zytoskelett, was dazu fiihrt, daB3 sich die ehe-
mals runde Zellform in eine ldngliche Form wandelt (Imhof BA '97). Somit wird die

interendotheliale Transmigration begiinstigt.

2.5.3 Leukozyten-Endotheliale-Transmigration

Die Transmigration beginnt sehr hdufig mit der Bewegung der adhirenten Leukozyten
zu den jeweiligen Réndern der Endothelzellen. Wéhrend dieser gerichteten Bewegung
werden kontinuierlich neue Adhésionskontakte auf der Endotheloberfliche geschlossen
und gleichzeitig am hinteren Ende der Bewegungskette die bereits bestehenden Ad-
hisionen reduziert. Diese Bewegung erfordert eine Zelladhision, die nicht zu stark sein
darf, da ansonsten die Bewegung in Immobilisation enden wiirde. Die adhésiven Leuko-
zyten besitzen einige Charakteristika, die es den Zellen erlauben, gerade so viel Kraft zu
generieren, daf3 eine Bewegung entlang des Endothels moglich ist. Ein Charakte-
ristikum ist die transiente gesteigerte Integrinaktivierung. Diese nimmt nach initialer
Stimulaltion durch Chemokine (s.0.) ebenso schnell wieder ab und erlaubt so eine ge-
richtete Bewegung (Panés J "98).

Eines der wenigen bekannten, flir die transendotheliale Passage relevanten Zell-
adhdsionsmolekiile ist (neben ICAM-1, LFA-1 und Mac-1 (Panés J "98)) PECAM-1
(platelet endothelial cell adhesion molecule-1), das, wie oben beschrieben, bevorzugt an
Kontaktstellen zwischen GefiaBBendothelien exprimiert wird (Schiirmann G "93) und die
transendotheliale Migration von Neutrophilen und Monozyten vermittelt.

Fiir die letzten Schritte der Zelladhdsionskaskade und die weitere Zellwanderung im
Gewebe werden chemotaktische Substanzen als Mediatoren postuliert (Roth SJ "95).
Die Wanderung der penetrierenden Zelle durch die GefaBinnenschicht kann auch durch
die Mitte der schmalen Endothelzellen erfolgen. An beiden Wegen sind wahrscheinlich
von der penetrierenden Zelle freigesetzte lysierende Enzyme beteiligt (Taub DD 94 ).
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3. Material und Methode

3.1 Versuchstiere

Alle Untersuchungen wurden in der Abteilung Chirurgische Forschung der Klinik und
Poliklinik fiir Allgemeine Chirurgie des Universitétsklinikums Miinster (UKM) durch-
gefiihrt (Versuchstiergenehmigung G 73/96 vom 20.12. 1996). Wir verwendeten ménn-
liche Sprague Dawley Ratten (Charles River, Deutschland) mit einem Gewicht von 160-
200 g. Nach dem Eintreffen in der tierexperimentellen Einrichtung wurden die Tiere
zundchst flir mindestens 7 Tage in Kéfigen (Edelstahl-Drahtkéfige; Fa. EBECO) unter
konventionellen Bedingungen gehalten. Hierzu zéhlten eine Haltungsdiét fiir Mause und
Ratten (1324-Pellets, Altromin GmbH, Lage / Deutschland), zu der die Tiere jederzeit
freien Zugang hatten, ein automatischer 12-stiindiger Hell-Dunkel-Rhythmus und eine
klimatisierte Raumtemperatur, die zwischen 22-24° Celsius lag. Zwolf Stunden vor Be-
ginn des Versuches, wurden die Ratten in Einzelkdfige (Maluonkéfig, Typ 3 DST) ge-
setzt. Sie erhielten weiterhin freien Nahrungs- und Wasserzugang. Alle Tiere wurden
vor Versuchsbeginn auf ihren Gesundheitszustand hin untersucht. Hierbei kam dem
Ausschlu3 von Bronchopneumonien grofle Bedeutung zu. Diese hiufigen Infektionen in
der Rattenzucht konnen die Widerstandsfahigkeit gegeniiber dem atemdepressorisch
wirkenden und atemwegsreizenden Ether soweit herabsetzen, da3 es schon bei niedrigen
Dosierungen zu unverhéltnisméBig tiefen Narkosen oder sogar zum Atemstillstand
kommen kann (Ben M "69, Green CJ "82). Symptome dieser Pneumonien, die zum Ver-
suchsausschluf3 fiihren, sind deutlich horbare Rasselgerdusche. Bei der Sektion er-
krankter Tiere fand man in fritheren Studien ausgedehnte Lungenabszesse und Atelek-
tasen (Van der Gulden WIJI '75). Generell wurden Tiere in schlechtem Allgemein-

zustand von den Versuchen ausgeschlossen.

3.2 Narkoseverfahren

Fiir die Anésthesie wurde eine Ether-Inhalationsnarkose (Ether zur Narkose, Hoechst)

bei Spontanatmung der Tiere gewdihlt. Wie fiir Narkosezwecke iiblich (Ben M "69),
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wurde Ether nur in gereinigter Form verwendet, der in dunklen Flaschen kiihl und licht-
geschiitzt gelagert wurde. Licht, Luft und Wiarme fithren durch Zersetzungsprodukte
(Sauren, Peroxide, Aldehyde) zu Verunreinigungen des inerten Ethers (Benand G "89).
Vorteile der Ether-Inhalationsnarkose sind die grofle therapeutische Breite sowie die
Anwendungsmoglichkeit als Mononarkose, da Diethylether analgetische, narkotische
und muskelrelaxierende Wirkung vereint. Die Herzfrequenz und die Mikrozirkulation
werden durch diese Narkoseart nur minimal beeinflulit (Franik A "95). Nachteilig sind
ein relativ stark ausgeprigtes Exzitationsstadium und eine verstidrkte Bronchialdriisen-
sekretion, die jedoch nur zu Beginn der Narkose auftritt und bei gesunden Tieren nicht
zu einer Beeintrdchtigung der Spontanatmung fiihrt, da Ether durch eine Erh6hung der
sympathischen Aktivitdt auch eine bronchodilatorische Wirkung zeigt (Benand G "89).
Auf eine Primedikationen konnte verzichtet werden, da diese bei der Ethernarkose der
Ratte tiberfliissig ist. Die Narkose wurde in einem Glasgefdl, welches mit einem
Verschluldeckel verriegelt wurde, eingeleitet. Auf den Boden des Gefidlles wurden mit
Ether getrankte Zellstoffeinlagen plaziert. Nach Verlust des Stellreflexes wurde noch
hochstens 3-5 Sekunden gewartet, um die Wirkung des Ethers zu vertiefen (Tober-
Meyer B "77). Die Narkose wurde anschlieBend in einem offenem System mit einer Na-
senmaske aufrechterhalten. Hierzu diente eine 50 ml - Perfusorspritze, aus der der Kol-
ben entfernt wurde. Die ersten zwei Drittel der Spritze wurden mit Mulltupfern gefiillt
und diese nach Bedarf mit Ether getréinkt. Durch Veridnderung des Abstandes der Spritze
von der Nase des Tieres konnte die Narkosetiefe reguliert werden. Die Betdubung wurde
iiber die ganze Beobachtungszeit hinweg konstant gehalten. Die Narkose-tiefe unterlag
durch Beobachtung des narkotisierten Tieres und regelmaBiger Auslosung der typischen

Reflexe einer stetigen Uberpriifung (Ben M 69, Green CJ "82).

3.3  Operationstechnik
Jugulariskatheter: (V. jugularis externa dextra)

Es mul} ein gesicherter zentralvendser Zugang existieren, um vor, bzw. wihrend der

Mikroskopie Antikorperlosung und Fluoreszenzfarbstoffe verabreichen zu konnen.
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Im vorliegenden Versuchsaufbau diente hierzu ein ca. 15 cm langer Polyethylenschlauch
mit einem Innendurchmesser von 0,58 mm und einem Auflendurchmesser von 0,96 mm,
der mit dem Fiithrungsstiick einer Flexiile (Insyte-W®, 20GA, Becton Dickinson GmbH,
Heidelberg) verbunden wurde. Bei ausreichender Narkosetiefe wurde nach Hautdesin-
fektion mit dem queren Hautschnitt im rechten lateralen Halsdreieck ca. 0,5 cm ober-
halb der Clavicula begonnen.

Unter optischer Hilfe (OP-Mikroskop: Mentor, Fa. Zeiss, Okulare: CM 15x ) wurde das
subkutane Fettgewebe mit einer kleinen OP-Schere durchtrennt und danach stumpf bis
auf die V. jugularis ext. pripariert. Die Vene wurde nun vom Zusammenflufl mit der
Vena jugularis interna fiir ca. 0,5 cm nach distal freigelegt und mobilisiert. Unregel-
miBig vorhandene Zufliisse in diesem Gebiet muliten ligiert, bzw. koaguliert werden.
Eine Mikroklemme (4 x 0,75mm, Fa. Fischer, Deutschland) diente kurz oberhalb der
Clavicula zum reversiblen VerschluB3 der Vene. Danach konnte die V. jugularis mit zwei
Haltefdden (Perma Handseide 4-0, resorbierbar ) angeschlungen werden. Der proximale
Faden verschloB das Gefd3 durch eine Ligatur. Dicht unterhalb dieser Ligatur wurde die
Vene mittels einer Mikroschere eingeschnitten. Eine Pinzette, die den Einschnitt auf-
hielt, erleichterte das Vorschieben des zentralen Venenkatheters (ZVK) bis zur Klemme.

Nach Entfernung der Gefia3klemme und Vorschub des Katheters in den rechten Vorhof

konnte der ZVK mit dem zweiten Haltefaden fixiert werden.

Polyethylenkatheter

Vena jugularis
externa dextra

kranial

Abb. 14: Narkotisierte Ratte mit querem Hautschnitt im lateralen Halsdreieck und fixiertem Polyethylen-
schlauch als Jugularvenenkatheter
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Préparation der Arteria femoralis dextra / arterielle Blutdruckmessung

Um die Kreislaufstabilitdt wihrend der Mikroskopie zu tiberwachen, wurde die Arteria
femoralis dextra kaniiliert. Der Katheter bestand aus einer Venenverweilkaniile (Insyte-
W®, 24GA, Becton Dickinson GmbH, Heidelberg), die auf ca. 1 cm Lénge ab-
geschnitten wurde. Nach Palpation der Femoralarterie und Hautdesinfektion der Leiste
wurde eine 1,5 cm lange, quer verlaufende Hautinzision ca. 0,5 cm distal des Leisten-
bandes durchgefiihrt. Danach erfolgte die Priparation bis auf die Arteria femoralis. Die
Arterie, die medial von Vena- und Nervus femoralis zu finden ist, wurde nun auf einer
Lange von ca. 0,5 cm unter dem Operationsmikroskop mobilisiert. Einzelne Seiteniste
wurden unterbunden und die Arterie schlieBlich in der Ndhe des Leistenbandes mit einer
MikrogefdBklemme (4 x 0,75 mm, Fa. Fischer, Deutschland) abgeklemmt. Es folgte die
Anschlingung der Arterie mit einem Haltefaden (Perma-Handseide 4-0, resorbierbar) in
direkter Nachbarschaft zur Klemme und die Ligatur des GefdBBes durch einen distalen
Faden (Perma-Handseide 4-0, resorbierbar). Nach Einschnitt des GefiaBBes mit einer Mik-
roschere wurde der Katheter ca. 5 mm weit in die Arteria femoralis bis vor die Gefa3-
klemme eingefiihrt und mit dem Haltefaden distal der Klemme fixiert. An-schlieBend
entfernte man die Gefialklemme. Der Katheter wurde iiber einen Druckwandler mit ei-
nem MeBgerdt (Servomed, Fa. Hellige, Freiburg, Deutschland) zur Blutdruckkontrolle
verbunden. Das Operationsfeld wurde fiir den Verlauf des Versuches mit einer feuchten

Kompresse abgedeckt.

1 kranial |

Leistenband

Arteria femora-
lis dextra

Insyte-W®-
24GA-Kath.

Abb. 15 Quer verlaufende Hautinzision unterhalb des rechten Leistenbandes mit Blick auf die kaniilier-
te Arteria femoralis dextra.
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34 Indomethacin / Entziindungsinduktion

Eigenschaften

Es handelte sich bei dem in dieser Studie verwandten Indomethacin um 1-p-
Chlorobenzoyl-5-Methoxy-2-Methylindole-3-Acetic Acid (I-7378, Sigma-Aldrich-
Chemie GmbH, Deisenhofen, Deutschland). Die Substanz liegt als weiles Pulver mit
einer leichten gelben Schattierung vor. Sie kommt hauptsédchlich in zwei kristallinen
Modifikationen vor, deren Schmelzpunkte 155°C, bzw. 162°C betragen. Indomethacin
ist in neutralem oder schwach saurem Medium (pK=4,5) stabil. Der optimale pH-Wert
liegt bei 4,93. Der p-Chlorbenzoyl-Rest wird in alkalischem Medium hydrolytisch ab-
gespalten. Ein Teil Substanz 16st sich in 50 Teilen Ethanol, 40-45 Teilen Ether oder 30
Teilen CHCIl;. Durch geeignete Zusdtze konnen die Loslichkeit in Wasser und die Sta-
bilitdt der Losung gegen alkalische Hydrolyse erhoht werden (Curry SH "82). Das
Molekulargewicht betrdgt 357,8 und die Summenformel lautet C;oH;sCINOy,.

Strukturformel:
0)
AN
C CL
/
N
/ CH2
H3C— O
CH—C—OH

Abb. 16: Strukturformel von Indomethacin.

Pharmakodynamik

Indomethacin gehort zur Gruppe der nichtsteroidalen Antiphlogistika. Es wirkt anal-
getisch, antipyretisch und antiphlogistisch. Es hemmt durch Inhibierung der Cyclo-
Oxygenase die Prostaglandin-Biosynthese. Seine Wirkstérke ist etwa 10-40 mal groBer
als die der Salicylate. Die gleichfalls erhohte Toxizitdt limitiert jedoch den thera-
peutischen Einsatz (Jang M "97).
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Pharmakokinetik

Die Applikation erfolgt meist oral oder rektal. Oral wird Indomethacin rasch und voll-
standig resorbiert, rektal ist die Bioverfiigbarkeit nur wenig geringer. Maximale Plasma-
spiegel treten nach 0,5-2 Stunden auf. Die therapeutische Plasmakonzentration liegt bei
etwa 0,5-1 ug/ml. Indomethacin wird zu 90 % an Plasmaeiwei3e und auch in gréferem
Ausmall an Gewebe gebunden. Die Elimination aus dem Plasma verlduft biphasisch, die
ty, der B-Phase kann von 2,6 bis 11,2 h schwanken. Die Metabolisierung erfolgt tiber-
wiegend in der Leber, wobei vorrangig die O-Methylgruppe oder die N-Acylgruppe ab-
gespalten und Glukuronsdurekonjugate gebildet werden. Indomethacin unterliegt dem
enterohepatischen Kreislauf. Die Ausscheidung erfolgt hauptsichlich renal. Es werden
jedoch 20-40 % auch tiber den Stuhl ausgeschieden. Indomethacin ist plazentagéngig
und erscheint auch in der Muttermilch (Riicker W "82).

Indomethacinzubereitung und subkutane Applikation zur Entziindungsinduktion

Indomethacin wurde in folgender Zubereitung verwendet: Einer 5 %-igen NaHCOs3-
Losung (5 g NaHCOs3 in 100 ml Aqua ad inj.) wurden 10 mg/ml pulverformiges Indo-
methacin (I-7378, Sigma-Aldrich-Chemie GmbH, Deutschland) zugesetzt. Durch Riih-
rung bei Raumtemperatur (ca. 30 min.) erreichte man eine vollstindige Auflosung des
Wirkstoffes. Die Ratte wurde nach Greifen in der Nackenfalte und Fixierung der hinte-
ren Gliedmafe in Riickenlage gebracht. Durch eine zweite Versuchsperson wurde nun
das Fell des Versuchstieres zwischen zwei Fingern fixiert und soweit angehoben, bis
eine deutlich sichtbare Hautfalte vorhanden war. Anschlieend folgte eine subkutane
Punktion des mittleren Unterbauches parallel zur Linea alba. Nach Ausschluf3 einer
BlutgefiBpunktion wurde die Indomethacinapplikation vorgenommen. Das Indo-
methacin mufte so injiziert werden, daB3 ein geringer Widerstand zu spiiren war und eine
Haut-Quaddel hervorgerufen wurde - andernfalls befand sich die Kaniilenspitze nicht
subkutan, sondern im freien intraperitonealen Raum. Bei der richtigen Injektionstechnik
und bei sachgemiBem und behutsamem Umgang mit dem Versuchstier lieen sich Fehl-

applikationen vermeiden.
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Die einmalige subkutane Gabe von Indomethacin (7,5 mg/kg KG) fiihrt bei Nagern zu
einer akuten Entziindung des Diinn- und Dickdarmes mit einer maximalen Auspriagung
nach 24 Stunden. Diese heilt nach ca. 7 Tagen vollstindig aus. Die zweimalige Gabe
derselben Dosis im Abstand von einem Tag fiihrt zu einer chronischen ulzerierenden
Entziindung des Darmes. Der pathologisch-anatomische Befund am Darm zeigt segmen-
tale Ulzerationen und aphtdse Lasionen der Darmmukosa im Bereich des distalen Jeju-
nums bis zum proximalen [leum mit einer transmuralen Entziindung, Fibrosierung, Ad-

hisionen und partiellen Obstruktionen (Yamada T "93).

3.5  Versuchsgruppen

Die Tiere wurden nach dem Zufallsprinzip in fiinf Versuchsgruppen mit je 7 Tieren ein-
geteilt.

Zunichst wurde das Modell etabliert. Hierzu mufiten Versuchsaufbau (s. Kap. 3.6) und
reproduzierbare Ergebnisse der Intravitalmikroskopie (IVM) standardisiert werden. Da-
riiberhinaus galt es, eine ebenfalls standardisiert induzierte Entziindung zu etablieren
und die damit einhergehenden pathophysiologischen intravitalmikroskopischen Para-
meter zu erheben. Dieses Bestreben wird in der gesunden Kontrollgruppe und der Ent-
ziindungsgruppe reflektiert.

Alle Experimente wurden als Akutversuche durchgefiihrt. Nach der in vivo Mikroskopie

wurden die Tiere durch eine Uberdosis Ether getotet.

Einteilung der verschiedenen Versuchstiergruppen

1. Gesunde Kontrollgruppe
Die Tiere dieser Gruppe erhielten nach gleichem Applikationsschema, wie die Tiere
der Entziindungsgruppe und der Antikdrpergruppen, ebenfalls zwei subkutane Injek-
tionen. Diese unterschieden sich im Volumen nicht zur Indomethacin-applikation.

Es handelte sich hierbei um 5% NaHCOs.
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2. Entziindungsgruppe / Indomethacin
Die intestinale Entziindung in dieser Gruppe wurde durch die zweimalige subkutane
Injektion von Indomethacin induziert (vgl. Kap. 3.4). Die Ergebnisse der Gruppe 2
zeigen die Schiadigung und die Verdnderung des Darmes, die durch Indo-

methacinapplikation entstehen.

3. Antikorpergruppe Mac-1 (CD11b)
Die Tiere dieser Gruppe erhielten 24 und 12 Stunden vor Versuchsbeginn den Anti-
korper Maus-anti-Ratte CD 11b (Klon: MRC 0OX-42; Isotyp 1gG2, Katalog-Nr.:
MCA275XZ; Serotec” / UK). Die Konzentration betrug 1mg/kg Korpergewicht. Die
Applikation erfolgte {iber einen zentralen Venenkatheter, der unmittelbar vor der
ersten Antikdrpergabe bei dem jeweiligen Versuchstier im Nacken fixiert wurde und

bis zur Untersuchung dort verblieb.

4. Antikorpergruppe ICAM-1 (CD54)
Den Tieren der Versuchsgruppe 4 wurde 24 und 12 Stunden vor Versuchsbeginn der
Antikorper Maus-anti-Ratte CD54 (ICAM-1) (Klon: 1A29; Isotyp IgG1, Katalog-
Nr.: MCA773CZ; Serotec” / UK) appliziert. Die Konzentration betrug 1mg/kg Kor-

pergewicht. Die Applikation erfolgte wie zuvor in Gruppe 3 beschrieben.

5. Antikorpergruppe Mac-1 / ICAM-1 (CD11b / CD54)
Diese Tiere erhielten 24 und12 Stunden vor Versuchsbeginn eine Antikérper-
kombination. Bei der Kombination handelte es sich um die gleichen Antikodrper wie
zuvor in Gruppe 3 und 4. Diese wurden nacheinander in gleicher Konzentration und

nach gleichem Applikationschema den Tieren verabreicht.
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Tab. 9: Experimentelles Protokoll

Versuchsgruppe Tiere Experimentelles Protokoll

e Trigersubstanz (5 % NaHCO;) s.c.
Kontrollgruppe 7 e Erhebung der [IVM-Parameter (s.u.)

e Makroskop.- und histologische Aufarbeitung des Darmes

e Indomethacin 7,5 mg/kg KG, s.c.: 48 h und 24 h vor IVM
Indomethacin 7 e [VM-Parameter (s.u.)

e Makroskop.- und histologische Aufarbeitung des Darmes

e Indomethacin 7,5 mg/kg KG, s.c.: 48 h und 24 h vor IVM
anti-Mac-1 7 + anti-Mac-1 (1 mg/kg KG, i.v.): 24 hund 12 h vor IVM
e Erhebung der [IVM-Parameter (s.u.)

e Makroskop.- und histologische Aufarbeitung des Darmes

e Indomethacin 7,5 mg/kg KG, s.c.: 48 h und 24 h vor IVM

anti-ICAM-1 7 + anti-ICAM-1 (Img/kg KG, i.v.): 24 h und 12 h vor
IVM

e Erhebung der [IVM-Parameter (s.u.)

e Makroskop.- und histologische Aufarbeitung des Darmes

e Indomethacin 7,5 mg/kg KG, s.c.: 48 h und 24 h vor IVM
anti-Macl / 7 +anti-Mac-1 (1 mg/kg KG, iv.) und anti-ICAM-I1
anti-CD54 (1mg/kg KG, i.v.): 24 hund 12 h vor IVM

e Erhebung der [IVM-Parameter (s.u.)

e Makroskop.- und histologische Aufarbeitung des Darmes

Summe 35
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3.6  Intravitalmikroskopie

Die Mikrozirkulation stellt die direkte Verbindung zwischen Blut und Gewebe, zwi-
schen Gesamtorganismus und Einzelzelle dar. Durch die Anwendung moderner Ana-
lysemethoden ist es moglich, diskrete Phdnomene in den einzelnen Segmenten des
mikrovaskuldren Netzwerks zu beschreiben und physiologische und pathogenetische
Mechanismen auf zelluldrer Ebene aufzuklaren.

Als Instrument zur Visualisierung der Leukozyten-Endothelzell-Interaktion nutzten wir
die Intravitalmikroskopie. Diese Methode erlaubt bei Anwendung von fluoreszierenden
Markern (s.u. Kap. 3.6.2) dynamische Vorginge, wie z.B. verschiedene Zellinter-
aktionen in entziindeten Gewebeabschnitten in hoher Auflosung bildlich dargestellt zu
registrieren und quantitativ zu analysieren (Harris AG 97). Als Mikroskopietechnik
wihlten wir flir diese Versuche die Epiillumimination. Hierbei wird der auf einem Ob-
jekttriager ausgelagerte Darm von oben betrachtet. Lichtquelle und Optik befinden sich

also oberhalb des zu untersuchenden Objektes.

3.6.1 Technischer Aufbau der Geriite

Mikroskop

e Zeiss Germany

e Okulare: PL 10x/20

e Objektiv: Zeiss Plan-NEOFLUAR 16x/0,5 mm Wasserimmersion
e Quecksilberlampe —Osram-HBO-12V — 100W

e Filter: 450-490, FT 510 (10) blau 515-565 fiir Fluoreszein-Natrium
e Filter: 510-560, FT 580 (14) griin LP 590 fiir Rhodamin 6 G

Bildaufnahme und Verarbeitung
e Videokamera (Pieper FK 6990-1Q)
e Videorekorder (Panasonic AG - 7350)
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e Timer (FOR-A VTG 33)
e Videobildschirm (Pieper IQM 538)

e Rechner mit Bildverarbeitungssoftware und Grafiktablett

B 7

L
—n
—=

Abb. 17: Schematische Anordnung der Gerite fiir die Intravitalmikroskopie.

3.6.2 Fluoreszenzfarbstoffe

Fluorescein (Syn.: Fluoreszein, Resorcinphthalein)

Strukturformel:

HO

ADbDb. 18: Strukturformel von Fluorescein.

Fluorescein (2-(6-Hydroxy-3-oxo-3H-xanthen-9-yl)-benzoesdure) ist ein Xanthen-

farbstoff in Form von gelben oder roten Kristallen, die in heiBem Alkohol, in Aceton
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oder Alkalilaugen 16slich sind und dann eine intensiv gelbgriine Fluoreszenz geben.
Trotz seiner ungeheuren Farbekraft wird Fluorescein wegen seiner geringen Bestindig-
keit in der Farberei nicht verwendet, wohl aber als Indikator, medizinisch zur Diagnose
von Hornhautschdden, Durchblutungsstorungen und bei Gallenblasen- und Darm-
operationen, zum Farben von Seifen, Badesalzen und technisch zur Beobachtung von
Verunreinigungen durch Abwisser. Fluorescein wird hauptsichlich als wasserlosliches

Kalium- oder Natriumsalz (s.u.) verwendet.

Natriumfluorescein

Natriumfluorescein (CyoH;oNa,Os; M=376,28; Absorptionsmaximum: 490-492 nm,
Sigma-Nr.: F-6377) verstarkt den Kontrast zwischen den zu mikroskopierenden Ge-
faBen und deren Umgebung. Zudem hat sich bei der Markierung von Leukozyten und
deren Beobachtung eine Doppelfirbung mit Natriumfluorescein und Rhodamin 6G (s.u.)
bewéhrt (Post S "92).

Es handelt sich um ein orangerotes Pulver, welches in Wasser leicht 16slich ist. Das
Rea-genz zeigt eine auBerordentlich starke Farbintensitit, seine Fluoreszenz 146t sich im
UV-Bereich noch bis 0,02 ppm nachweisen. Walrige Losungen zeigen eine intensive
gelb-griine Fluoreszenz. Die Aufbewahrung hat in gut schlieBenden GefidB3en zu erfol-
gen, da die Substanz hygroskopisch ist. Natriumfluorescein wird bevorzugt in den peri-
zentralen Gebieten aufgenommen und ist zur Beurteilung der mikrovaskulédren Perfusi-

on hervorragend geeignet (Post-S "92).

Strukturformel:

NaO

Abb. 19: Strukturformel von Natriumfluorescein.
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Rhodamin 6 G

Rhodamin 6 G (CysH31N,O3Cl; M=479,02; Sigma-Nr.: R-4127) ist ein Farbstoff
(Xanthen-Typ) zur intravitalen Anfarbung von Zellmitochondrien. Es findet in der Intra-
vitalmikroskopie Verwendung, um Leukozyten durch Kontrastverstirkung sichtbar zu
machen. Bei Konzentrationen bis zu 10 mol/I werden ausschlieBlich nur Mitochondrien
gefirbt, wihrend bei Verwendung hoherer Konzentrationen ebenso die Zytomembranen
des Endoplasmatischen Retikulums angefiarbt werden (Baatz H "95). Diese Spezifitit
geht auf die physikochemischen FEigenschaften und den lipophilen Charakter in
Verbindung mit der positiven Ladung der Substanz zuriick. Die Anhdufung von Rho-
damin in den Mitochondrien kann zum einen durch die negative Ladung der Mitochond-
rien-matrix bedingt sein oder aber Ergebnis eines unloslichen Salzes zwischen Farb-
stoff-kationen und dem negativ geladenden Cardiolipin (Phosphilipid), einer integralen
Komponente der inneren Mitochondrienmembran, sein (Baatz H "95).

Hohe Farbstoftkonzentrationen konnen die oxydative Phosphorylierung inhibieren und
eine langerdauernde Lichtexposition kann zu photodynamischen intrazelluldren Neben-
wirkungen von Rhodamin und auch Natriumfluoreszein fithren (Post S "92). In der In-
dustrie dienen Rhodamine als Farbstoffe fiir Laser, zur Herstellung von Mikroskopie-
Farbstoffen, Leuchtpigmenten, Pigmente fiir Druckfarben und Schreibtinten, zur Far-

bung von Papier, Seide, Wolle, Jute und Sisal (Baatz H "95).

Strukturformel:

l COOCH,CH

2773

H3C l I I CH3
HN N
L + HCL L

CH

3 CH

3
Abb. 20: Strukturformel von Rhodamin 6 G.
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Fluorescein-Isothiocyanat Isomer I ( FITC Isomer I ')

Fluorescein-Isothiocyanat Isomer I ( C,;H;1NOsS; M=389,39; Sigma Nr.: F-1628 ) ist
ein Fluoreszenzfarbstoff, der es ermdglicht, Erythrozyten ex vivo zu markieren.

Das Sichtbarmachen einzelner Erythrozyten bietet die Moglichkeit zur Geschwindig-
keitsbestimmung (Marzi I '94) und ermdglicht Aussagen zur GefaBBmorphologie. Aus
den Geschwindigkeitswerten und dem Gefda8durchmesser 148t sich der mittlere Blutfluf3
ermitteln (s.u.).

Strukturformel:

Abb. 21: Strukturformel von Fluorescein-Isothiocyanat Isomer I (FITC Isomer I).

FITC-Markierung autologer Erythrozyten

Die folgenden Arbeitsschritte wurden zur Markierung autologer Erythrozyten durchge-
fiihrt:

1. Benoétigte Blutmenge in heparinisierte Insulinspritze aufziehen (ca.1ml)

2. In Zentrifugenr6hrchen umfiillen und mit Alseyer Puffer (s.u.) tiberschichten
und zentrifugieren (10 min bei 2000 U/min)

3. Uberstand abpipettieren und Vorgang 3x wiederholen

4. Uberstand abpipettieren und mit Bicine-Saline-Puffer (s.u.) waschen
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10.
11.
12.
13.

14.

Uberstand abpipettieren und Probe 1:2 (s. Punkt 8) mit Bicine-Saline Puffer ver-
diinnen

FITC (Fluorescein-Isothiocyanat, Isomer I, Sigma Nr.:F-1628) abmessen, 9 mg / ml
Erythrozyten

FITC mit 100 pl (ca. 2-3 Tropfen) DMF (N,N.Dimethylformamid, Sigma Nr.:
D-4254) auf einem Uhrglas 16sen

Gelostes FITC mittels einiger ml Bicine-Saline Puffer vom Uhrglas spiilen und zu
den Erythrozyten geben

Probe fiir ca. 3 h bei konstanter Temperatur von 25°C inkubieren

Probe zentrifugieren und Uberstand abpipettieren

Probe 5x mit Bicine-Saline Puffer waschen (bzw. bis Uberstand frei von Farbstoff)
Erythrozyten 1:1 mit physiologischer NaCl-Lésung mischen

Erythrozyten mit CPD (Citrat-Phosphat-Dextrose-Lsg., Sigma Nr.: C-7165) zur
Konservierung 10:1,4 mischen

Bei 1-6°C unter Lichtabschluf3 aufbewahren

Herstellung von Alseyer Puffer

1 1 Aqua dest.
20,5 g Dextrose oder Glukose
8.0 g Zitronensdure (Citric acid, Trisodium Salt Dihydrate, Sigma Nr.: C-7254)

— 0,55 g Zitronensdure (Citric acid, Free acid , Anhydrous, Sigma Nr.: C-0759)

mischen und mit NaOH / HCL auf pH 6,2 und NaCl (0,31688 g NaCL /1=

10 mosmol) auf 290 mosmol einstellen

Herstellung von Bicine-Saline Puffer

1 1 Aqua dest.
3,264 g Bicine ((N,N-bis(2-Hydroxyethyl)glycin, SigmaNr.: B-3876)
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— 7,815 g NaCl
— 10,0 ml IN NaOH

mischen und mit NaOH auf pH 8,3 einstellen und NaCl auf 290 mosmol einstellen

Kontrastmittelkonzentrationen

Rhodamin wurde in einer Endkonzentration von 0,096 mg/ml (0,2 pmol/ml) und Fluo-
reszein-Natrium in einer Konzentration von 0,75 mg/ml (2 pmol/ml) eingesetzt (Post S
*92). Dabei wurde Rhodamin 15 min vor Mikroskopiebeginn in einer Dosierung von 0,1
umol/kg KG i.v. verabreicht. Fluorescein-Natrium (1 pmol’kg KG i.v.) wurde unter
mikroskopischer Beobachtung sowie zusitzlich bei Kontrastabschwichung i.v. injiziert.

FITC-1 wurde in einer Dosierung von 0,05 ml/100 g Ratte i.v. verabreicht.

3.6.3 Duchfiihrung der Mikroskopie

Die Tiere lagen nach Einleitung der Narkose auf einem kleinen mobilen Operations-
tisch. Dieser konnte auch als Mikroskopiertisch verwendet werden. In der Mitte des
Tisches befand sich ein Heizelement, welches tiber ein angeschlossenes Wasserbad re-
guliert werden konnte. Die Platte war mit einer saugfihigen Einmalunterlage abgedeckt.
Die vorgenommenen invasiven Eingriffe fanden alle unter semisterilen Bedingungen
statt. Das Operationsfeld wurde mit Neo-Kodan® (Fa. Schiilke & Mayr, Norderstedt,
Deutschland) desinfiziert. Alle Tiere erhielten vor Versuchsbeginn sowohl einen Vena
jugularis - Katheter als auch einen Arteria femoralis - Katheter (s. Kap. 3.3). Im
Anschlul daran wurde ebenfalls bei allen Tieren das Abdomen mit einer mittleren
Oberbauchinzision erdffnet. Zunédchst wurde hierbei die Haut durchtrennt und von der
Muskelfaszie mobilisiert. Die muskuldre Bauchdecke und das Peritoneum wurden mit
einer kleinen OP-Schere zusammen in der Linea alba er6ffnet. Den Diinndarm lagerte
man nach Mobilisation auf einer speziell konstruierten Haltevorrichtung (s. u.), um ihn
dann unter dem Objektiv des Intravitalmikroskops flach auszubreiten. Eine Folie deckte

die freie Oberfldche des Darmes ab. Fiir die in vivo mikroskopische Beurteilung ist eine
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plane Oberfldche notwendig, um bei Aufsetzen des Objektives ein gleichméBig scharfes
Bild zu erhalten, ohne dabei bestimmte Darmabschnitte durch erh6hten Druck zu schéi-
digen oder sogar die Perfusion zu unterbinden. Auswahlkriterium hierbei ist ein mog-
lichst faecesleerer, mit Entziindungszeichen (R6tung, Schwellung, Fibrinauflagerungen,
Ulzera) versehener Diinndarmabschnitt. Der exakten und vor allem schonenden Aus-
lagerung des Darmes kam hierbei sehr groB3e Bedeutung zu. Grobe Manipulationen so-
wohl bei der Préparation als auch bei der Auslagerung bedingen eine verstirkte Leuko-
zytenadhédrenz und Mikroblutungen, die keine objektive Aussage der Mikroskopie mehr
erlauben. Bei der eigentlichen Auslagerung balancierte man den ausgew#hlten Darmab-
schnitt auf zwei feuchte Stieltupfer, die diesen nur im Randbereich des zu untersuchen-
den Gebietes leicht beriihren durften. Danach wurde der Darm auf ein modelliertes Bett
aus Knetmasse gelegt. Diese Haltevorrichtung ist an einem Mikromanipulator befestigt.
Mit Hilfe des in alle Richtungen verstellbaren Manipulators kann das ausgewéhlte
Darmsegment etwas aus dem Abdomen heraus angehoben werden, um die Atembe-
wegungen des Zwerchfells zu minimieren und die Zugénglichkeit zu erleichtern. In der
gesunden Kontrollgruppe wurde ein Teil des mittleren Ileums zur Auslagerung ausge-
wihlt. Bei den Indomethacin-behandelten Tieren wurde immer das Diinndarmsegment
mikroskopiert, welches die stirksten Entziindungszeichen (s.o.) aufwies. Lag der Darm
gleichmiBig und gut eingebettet auf der Knetmasse, wurde dieser mit einer durchsichti-
gen Folie abgedeckt. Die Folie schiitzt vor Austrocknung und dient als Kontaktfldche
zum Objektiv. Bei der Positionierung des Darmes muf} darauf geachtet werden, dal der
Loftel des Mikromanipulators keine Mesenterialgefale komprimiert. Vor und wihrend
der Untersuchung wurde der ausgelagerte Darm kontinuierlich mit kdrperwarmer (37°C)
0,9 %-iger NaCl-Losung tiberspiilt , um eine gute Wasserimmersion und stabile Warme-
sowie Feuchtigkeitsbedingungen zu garantieren. Wéhrend des Versuches erfolgte ein
permanentes Temperatur- und Blutdruckmonitoring. Um stabile arterielle Blutdruckwer-
te und eine stabile Herzfrequenz zu gewihrleisten, startete die eigentliche Mikroskopie
mit der intravendsen Verabreichung der Fluoreszenzfarbstoffe (s.u.) nach einer Equi-
librierungszeit von 30 Minuten. Es wurden insgesamt 10 postkapilldre, subserosale
Sammelvenolen tiber jeweils 2 Minuten (1. Minute = FITC-geférbte Erythrozyten, 2.
Minute = Rhodamin 6G — gefdrbte Leukozyten in Interaktion mit dem Endothel)
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(s. auch Kap. 3.6.3 und 3.64) pro Tier mikroskopiert. Diese Sammelvenolen (& 80 -120

um) befanden sich am Ubergang vom Mesenterium zur Darmwand (s. Abb. 23 unten).

—

B, .
Arterielle
Blutdurckmessung

Abb. 22: Versuchsaufbau — Ratte mit ausgelagertem Darm auf dem Mikroskopiertisch.

Lokalisation der intravital-
mikroskopischen  Untersuchungen
am Beispiel von vier subserosalen
postkapilliren Sammelvenolen

Abb. 23: Makroskopisches Bild einer ausgelagerten, gesunden mittleren Ileumschlinge (s.auch Kap.
4.1.2) Die markierten Sammelvenolen befinden sich am Ubergang vom Mesenterium zur
Darmwand, im Hintergrund unten erkennt man die braune Knetmasse, die auf dem Loffel des
Mikromanipolators liegt.
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3.6.4 Mikrozirkulatorische Untersuchungsparameter

Mit Hilfe der Intravitalmikroskopie wurden in dieser Studie folgende Parameter der

Mikrozirkulation in den postkapilldren Venolen gemessen:

¢ Leukozyten-Endothelzell-Interaktionen

Tempordr adhédrente Leukozyten (Roller)

In den Untersuchungen wurden sie als Anteil gefrbter, zirkulierender Leukozyten tiber
100 um/30 s angegeben, die langsam am GefdBendothel entlangwandern (Arndt H "95,
Gonzales AP '94). Die Auswertung erfolgte am laufenden Videofilm in 10 Gefidllen pro

Tier.

Permanent adhérente Leukozyten (Sticker)

Leukozyten, die im Beobachtungszeitraum ldnger als 30 s am Endothel einer Venole
tiber eine Strecke von 100 pm hafteten, wurden als Sticker ausgewertet (Arndt H 95,
Gonzales AP "94).

Die Auswertung erfolgte am laufenden Videofilm in 10 GefédBen pro Tier.

e Erythrozytengeschwindigkeit

Quotient aus zuriickgelegtem Weg und der dafiir bendtigten Zeit (um/s). Die Geschwin-
digkeitsbestimmung wurde fiir jeweils fiinf Erythrozyten pro Gefal bei 10 Gefidl3en pro
Tier durchgefiihrt.

e Volumetrischer Blutfluf}

Aus Erythrozytengeschwindigkeit und Gefd8durchmesser wurde der Blutflul mit fol-
gender Formel berechnet: F(t) = - (D%4)-v-t / 10° (F: Blutflu in pl/min, D: Durch-
messer der Venole in um, v: Geschwindigkeit in pm/s, t: Zeit in Sekunden) (Zim-

merhackl B "83).
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o Gefillmorphologie

Lénge
Gut sichtbarer Bereich der Venole, dessen Strecke (100um) in die Berechnung der
Erythrozytengeschwindigkeit einging.

Durchmesser

Abstand der Gefdlwand (80-120 um) im MeBbereich.

(Anmerkung: Die computergestiitzte Analyse der aufgezeichneten Videobénder wurde
mit Soft Imaging Systems” — Software (Miinster / Deutschland) durchgefiihrt.)

3.7  Antikorper

3.7.1 Antikérper: Maus anti Ratte CD11b (anti-Mac-1)

Der in dieser Studie verwandte Maus anti Ratte CD11b-Antikorper (Klon: MRC 0X-42,
Isotyp IgG2, Katalog-Nr.: MCA 275 XZ, Serotec” / UK) blockiert Oberflichenproteine
auf Leukozyten. Hierbei handelt es sich um die a-Kette CD11b, die sich nicht-kovalent
mit einer gewohnlichen B-Kette (CD18) verbinden kann, um ein Integrin zu bilden (s.
Kap. 2.4). Die spezifischen Eigenschaften des Antikérpers (MRC OX-42) liegen in der
Erkennung der meisten Makrophagen (einschlieBlich der peritonealen und aktivierten
Makrophagen) sowie der Kupffer-Zellen. Es werden jedoch nur ca. 35 % der Alveolar-
makrophagen erkannt (Robinson AP '86). Dariiberhinaus bindet der Antikdrper um-
fassend an Dendritenzellen und findet Granulozyten sowie Zellen mit der Morphologie
von Mikroglia als Bindungspartner. Der MRC OX-42-Antikdrper immunprézipitiert
drei Polypeptide mit einem Molekulargewicht von 160000, 103000 und 95000. Das ge-
reinigte, flussig-klare IgG (0,2 ml = 0,2 mg) wurde 24 und 12 Stunden vor Versuchs-
beginn iiber einen zentralen Venenkatheter appliziert. Als Tragersubstanz diente PBS-

Puffer (Phosphate buffered saline, ph 7,2).
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3.7.2  Antikérper: Maus anti Ratte CD54 (anti-ICAM-1)

Der in dieser Studie verwandte Maus anti Ratte CD54-Antikorper (Clone: 1A29, Isotyp
IgG1, Katalog-Nr.: MCA 773 XZ, Serotec” / UK) interagiert mit dem Homolog der
Ratte von ICAM-1 (Tamatani T '90). Die SchluBfolgerung, dal der Antikdrper 1A29
spezifisch das ICAM-1 der Ratte erkennt, basiert auf seiner Fahigkeit zur Hemmung
homotypischer Aggregation von Phytohdmagglutininblasten, SDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese Analyse des erkannten Antigens, die zeigte, daB3 das 1A29 Antigen
vergleichbare Merkmale des humanen ICAM-1 besitzt, der Antigenverteilung in Im-
munperoxidase-Farbung von Gefrierschnitten und auf der Zytokin-induzierten Hoch-
regulation des Antigens (Tamatani T "90). Der anti-ICAM-1-Antikorper blockiert signi-
fikant die Bindung von aktivierten, nicht aber von ruhenden Lymphozyten an kultivierte

hohe Endothelzellen (Tamatani T *90).

3.8  Morphologische Graduierung

Die Versuchstiere wurden nach Beendigung der intravitalmikroskopischen Unter-
suchungen durch eine Uberdosis Ether getotet. Es folgte die Entnahme sowie die
makroskopische und histologische Untersuchung des Diinndarmes. Der Schweregrad
der Entztindung wurde durch die Vergabe von Punkten anhand spezieller Kriterien (s.u.)
ermittelt. Hierzu wurde der gesamte Diinndarm lédngs erdffnet und danach fiir die
spatere histologische Aufarbeitung in fliissigem Stickstoff konserviert. Die histo-
logischen Schnitte fertigte man aus dem Bereich des Darmes an, an dem zuvor die Intra-
vitalmikroskopie durchgefiihrt wurde. Die einzelnen Schnitte wurden einer Hamatoxy-

lin-Eosin-Farbung (Kap. 3.8.3) zugefiihrt.

3.8.1 Makroskopie-Score
(modifiziert nach Arndt H "96)

0 Punkte: keine Verdnderung der Serosa oder Mukosa

1 Punkt: hyperdamische Lasionen oder petechiale Blutungen oder beides
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2 Punkte:
3 Punkte:

4 Punkte:

5 Punkte:

vereinzelte mukosale Erosion oder Ulzeration

multiple Erosionen oder Ulzerationen mit hyperdmischen, hdmorrha-
gischen oder adhésiven Lisionen in der Serosa

multiple Erosionen oder Ulzerationen (< 10 cm in der Gesamtldnge
des Diinndarms beteiligt) mit hyperdmischen, hdmorrhagischen oder
adhédsiven Lisionen in der Serosa

multiple Erosionen oder Ulzerationen (> 10 cm in der Gesamtlénge
des Diinndarms) mit hyperdmischen, hdmorrhagischen oder adhésiven

Lisionen in der Serosa

3.8.2 Histologie-Score

(modifiziert nach Vilaseca J "90)

Ulzeration:

Entztindung:

Tiefe der Lision:

kein Ulkus, Epithelialisierung 0 Punkte
kleine Ulzera < 3mm 1Punkt

groB3e Ulzera > 3mm 2 Punkte
keine 0 Punkte
mild 1 Punkt

maBig 2 Punkte
schwer 3 Punkte
keine 0 Punkte
Submukosa 1 Punkt

Muscularis propria 2 Punkte
Serosa 3 Punkte
Maximal-Score 8 Punkte

(Anmerkung: Die Modifizierung bestand hier in der Nicht-Beriicksichtigung von Granu-
lomen (nicht existent in der Indomethacin-Enteritis) und keiner Beriicksichtigung von
Fibrosen (nicht mehr vorhanden nach zwei Tagen Entziindung)).
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Morphologische Graduierung

3.8.2 H:imatoxylin-Eosin-Firbung

Die Hamatoxylin-Eosin-Firbung (H.E.-Firbung) ist die Ubersichtsfirbung in der Histo-
logie. In dieser Studie wurde die Kernfirbung mit Himalaun nach Mayer durchgefiihrt.
Der Kernfarbstoff wird durch Extraktionsprozesse aus Blauholz gewonnen. Durch Rei-
fungsvorginge (Oxidationsprozesse) werden die negativen Ladungen des Extraktes ver-
starkt. Durch Bindungen an Alaune oder Metalle wird eine ,,Umladung® vorgenommen.
Die jetzt positiven Ladungen des Hdmalauns lagern sich an die negativ geladenen Phos-
phorgruppen der Nucleinsduren des Kerns an. Die elektropolaren Bindungen (physikal. /
chem. Farbevorgang) sind relativ fest. Zusétzlich zu diesem physikal. / chem. — Firbe-
vorgang lduft ein rein physikalischer Vorgang ab. Durch Diffusionsprozesse werden
auch die ubrigen Gewebsanteile mit angefirbt. Da hierbei nur eine Auffiillung der
Zwischenrdume erfolgt, ldsst sich diese ,,Anfarbung* problemlos durch Differenzierung
mit Salzsdure-Alkohol (1 %) wieder entfernen. Als Cytoplasmafarbstoff wurde Eosin
(0,3 %), das zu den Fluorescein-Farbstoffen (s. Kap. 3.6.2) gehort und schwach sauer

ist, verwendet.

Herstellung von Mayers Himalaun aus Himatoxylin

1. 1g Héamatoxylin in 1000 ml Aqua dest. l6sen

2. 200 mg Natriumjodat (NaJO3) und

3. 50 g Kalialaun in der Himtoxylinlosung unter Schiitteln 16sen

4. 50 g Chloralhydrat und

5. 1 g Zitronensdure wird zugegeben; nun schldgt der Farbton von blauviolett (3)

nach rotviolett um

Die Farbelosung ist sofort gebrauchsfertig, sie ist in verschlossener Flasche iiber lange
Zeit stabil. Vor Gebrauch filtrieren. Die Farbung erfolgte nach tiblicher Methode tiber
ca. 10 Minuten / Schnitt. Die Kerne werden hierbei blau, alle anderen Strukturen rétlich

mit unterschiedlicher Intensitét angefiirbt (Romeis B *89)
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Statistische Auswertung

3.9  Statistische Auswertung

Deskritive Statistik

In den einzelnen Gruppen und Untergruppen wurde der arithmetische Mittelwert . er-

rechnet, indem die Summe der Einzelwerte aj,a)....,a durch die Anzahl N der MeBwer-

te dividiert wurde:

Zur Beurteilung der Streubreite der Einzelwerte vom Mittelwert errechneten wir die
Standardabweichung c. Man erhilt sie, indem man die Summe der Abweichungsquad-
rate vom arithmetischen Mittelwert p bildet, diese durch die Anzahl der N MefBwerte

dividiert und anschliefend aus dem Quotienten die Quadratwurzel zieht:

a=\/§*§<ai-m2

Analytische Statistik

Zum Vergleich der einzelnen Gruppen untereinander wurde der Kruskal-Wallis-Test
angewendet.

Die makroskopischen und histologischen Ergebnisse wurden mit Hilfe des exakten
Tests nach Fischer auf Signifikanz gepriift.

Werte von P < 0,05 wurden als signifikant betrachtet.
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Ergebnisse: Modelletablierung - Kontrollgrupppen

4, Ergebnisse

4.1  Modelletablierung / Kontrollgruppen

Die Ergebnisse aus den Kontrollgruppen und somit zugleich die Etablierung des Mo-
dells zeigen die mikrozirkulatorischen Untersuchungsparameter am gesunden Ratten-
darm und deren Veranderung am entzindeten Rattendarm. Die den Diagrammen

zugrundeliegenden Daten sind im Anhang in Tabellenform aufgezeigt.

4.1.1 In Vivo Mikroskopie

GeféaBparameter — dynamische Untersuchungen:

Erythrozytengeschwindigkeit und Geféabreite

Kontrollgruppe (gesund) Indomethacingruppe (entziindet)
Tier Vv % v %]

1 1877,00 84,24 2280,67 93,61
2 2517,89 89,65 1864,18 100,38
3 2097,33 105,68 1829,38 99,86
4 2432,80 106,15 1650,99 110,15
5 1735,33 111,02 2157,48 105,42
6 2088,44 116,35 244577 97,02
7 1593,53 108,10 1959,40 105,53
= 2048,90 103,03 2026,84 101,71
5= 343,14 11,66 279,36 5,66

Tab. 10: Erythrozytengeschwindigkeit ( v = s/t) in um/s und Gefalbreite ( &) in um der gesunden Kon-
trollgruppe und der entziindeten Indomethacingruppe.
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Ergebnisse: Modelletablierung - Kontrollgrupppen

Die Erythrozytengeschwindigkeit und die Gefaldurchmesser der Kontrolltiere als auch
der Indomethacintiere lagen in gleichen GroRenbereichen und unterschieden sich nicht

signifikant voneinander.

Morphologische Darstellung eines gesunden und eines kranken Gefalies

Venole 5 & hohe
; ~ Stickerdichte
Sticker ———» 1
Arteriole
Arteriole

Abb. 24: In vivo mikroskopisches Bild eines gesunden DarmgeféRes mit Darstellung eines Stickers und
eines kranken DarmgeféaBes mit Darstellung vieler Sticker und Roller.

Rollende Leukozyten in den Darmgefalien

60,00

P <0,05

30,00 -

n/100um/30sec

20,00 -

10,00 1 541

0,00
Kontrolle Indomethacin

Abb. 25: Rollende Leukozyten (n/100 um/30 sec) in den subserosalen postkapillaren Darmvenolen in
der gesunden Kontrollgruppe und in der Entziindungsgruppe.

69



Ergebnisse: Modelletablierung - Kontrollgrupppen

Den Indomethacininjektionen folgte ein signifikanter Anstieg der rollenden Leukozyten
in den untersuchten GefaRen. Der Anteil rollender Leukozyten (n/100 um/30 sec) lag

mit 33,64 + 14,56 in der Indomethacingruppe signifikant ber dem Anteil der rollenden

Leukozyten in der Konrollgruppe (5,41 + 2,79).

Permanent adharente Leukozyten in den Darmgefa3en

16,00

14,00 1 P <0,05

12,00 H 11,06

10,00 H

n/100um/30sec
[e0}
o
o
|

6,00 -
4,00 -
2,00 -
0,16
0,00 s ——
Kontrolle Indomethacin

Abb. 26: Permanent adhérente Leukozyten (n/100 um/30 sec) in den Darmgefalen in Abhéngigkeit von
der Indomethacinapplikation in der Entziindungsgruppe.

Die permanent adhérenten Leukozyten lagen mit 11,06 + 3,63 bei den entziindeten Tie-
ren signifikant uber der Anzahl permanent adhéarenter Leukozyten der gesunden Tiere in

der Kontrollgruppe (0,16 + 0,18).
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Ergebnisse: Modelletablierung - Kontrollgrupppen

Blutfluf3

1,40

1,20 A

1,01

1,00 A

0,80 -

0,60 -

0,40 -

0,20 A

0,00

Kontrolle Indomethacin

Abb. 27: Volumetrischer Blutflu (pl/min) in Kontroll- und Indomethacin-Gruppe
F(t) = n-(D¥4)-v-t / 10° (F: BlutfluBin pl/min, D: Durchmesser der Venole in um, v: Ge-
schwindigkeit in um/s, t: Zeit in Sekunden) (Zimmerhackl B "83).

Der volumetrische BlutfluR war im untersuchten gesunden und entziindeten Darm nicht
signifikant verschieden. Wir fanden in beiden Gruppen identische FluBwerte. Der
durchschnittliche BlutfluB lag in beiden Gruppen bei 1,01ul/min (0,65-1,29 pl/min).
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Ergebnisse: Modelletablierung - Kontrollgrupppen

4.1.2 Morphologie

Makroskopie

Intestinum

Schlankes Mesenterium

Auslagerungsvorrichtung

Abb. 28: Makroskopisches Bild einer gesunden mittleren Ileumschlinge.

Odematdses Mesenterium

H&morrhagische Infarzierung

Fibrindse Auflagerung

Ulzeration

Auslagerungsvorrichtung

< kaudal

Abb. 29: Makroskopisches Bild einer durch Indomethacin entziindeten mittleren lleumschlinge.
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Ergebnisse: Modelletablierung - Kontrollgrupppen

Macroscore
(modifiziert nach Arndt H "96)

Der gesamte Dunndarm wurde entfernt und langs er6ffnet:

Die durch Indomethacin induzierte intestinale Entzindung war charakterisiert durch
mukosale Ulzerationen. Diese Lasionen hatten eine segmentale Ausdehnung von mehre-
ren Zentimetern in der Lange entlang der mesenterialen und antimesenterialen Grenze
des mittleren lleums. Auch fanden wir transmurale Entziindung, Adhdsionen, partielle
Obstruktionen und gelegentlich Perforationen. Der verdickte Dinndarm war zudem
durch Fibrosen und vereinzelte Abszesse gekennzeichnet. Das Mesenterium war 6dema-
tds, hadmorrhagische Infarzierungen prégten zum Teil ganze Darmabschnitte und
fibrindse Auflagerungen kamen gehéuft vor.

Der Darm der Kontrolltiere wies keine Besonderheiten auf. Er war durch ein schlankes
Mesenterium gekennzeichnet und besal eine gute Durchblutung.

Der durchschnittliche makroskopische Score in der Indomethacin-Gruppe war 4,43 +

0,79 wahrend alle Tiere der Kontrollgruppe einen Score von 0 hatten.
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Ergebnisse: Modelletablierung - Kontrollgrupppen

Histologie

Abb. 30: Histologie (H.E.-Féarbung) einer gesunden mittleren Ileumschlinge (VergroRerung von li. nach
re.: 2x, 10x, 20x).

Abb. 31: Histologie (H.E.-Férbbung) einer durch Indomethacin entziindeten mittleren lleumschlinge
(VergréRerung von li. nach re.: 2x, 10x, 20x).

Zur histologischen Beurteilung des zuvor mikroskopierten Dinndarmareals diente ein
modifizierter Score nach Vilaseca (Vilaseca J "90). Der maximal mogliche Score war 8
Punkte und berticksichtigte Ulzerationen, Entziindungsgrad und La&sionstiefe.

Die typischen Histologiebilder eines entziindeten Darmes zeigen deutlich die unter-
brochene Schleimhautkontinuitét, die sich makroskopisch dann als Ulzeration darstellt.
Auch kann man auf diesen Bildern eine transmurale Entziindung verifizieren.

Die histologischen Schnitte aus der Indomethacingruppe wurden mit 6,29 + 1,25 bewer-

tet. In der Kontrollgruppe waren keine histologischen Entziindungszeichen vorhanden.
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Ergebnisse: Modelletablierung - Kontrollgrupppen

Die Modifizierung (s. Kap. 3.8.2) bestand in der Nicht-Berlicksichtigung von Granulo-
men (nicht existent in der Indomethacin-Enteritis) und keiner Beriicksichtigung von

Fibrosen (nicht mehr vorhanden nach zwei Tagen Entziindung).

4.1.3 Ergebniszusammenfassung der Modelletablierung

Bei diesen Versuchen wurde zundchst am gesunden und am entziindeten Rattendarm an
Darmgeféalien Erfahrungen mit mikrozirkulatorischen Messungen im Auflicht mit FITC-
markierten Erythrozyten und Rhodamin-markierten Leukozyten gewonnen. Uns gelang
die Etablierung einer standardisierten und reproduzierbaren intestinalen Entziindung in
der Ratte durch die zweimalige subkutane Gabe von Indomethacin (7,5 mg/kg KG) im
Abstand von 24 Stunden. Darlberhinaus stellten wir fest, dal3 die postkapillaren VVeno-
len der Dinndarmserosa auch am entziindeten Darm der Intravitalmikroskopie zugang-
lich sind. Wir konnten zeigen, dal3 hier Rickschlisse auf die Entziindungsprozesse in
der Darmwand gezogen werden konnen und etablierten somit eine neue Lokalisation
zur Mikroskopie am entzindeten Rattendarm. Wir legten hier die Standardparameter fir
intravitalmikroskopische Messungen am Rattendarm fest.

Die festgestellte signifikante Zunahme der Leukozyten, sowohl der Roller als auch der
Sticker in der Indomethacingruppe, war wegweisend fur das weitere Versuchsvorhaben.
Die Ergebnisse der Versuche zeigen, daB es gelungen ist, mittels moderner intravital-
mikroskopischer in situ Analytik und begleitenden ex vivo Untersuchungen, Funktions-
parameter der zelluldaren Mikrozirkulation und zellularen Aktivierung bei gesunden und
chronisch entziindeten Rattendarmen zu untersuchen.

Wir konnten ein Tiermodell etablieren, dessen intravitalmikroskopischen Unter-
suchungsmethoden der Mikrozirkulation mit on- und offline Videodokumentation als
Methode zur Analyse der Zellwanderung in einem dynamischen experimentellen Sys-

tem angesehen werden kann.
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Ergebnisse Hauptversuche

4.2

Hauptversuche

Untersucht wurden Gruppe I: anti-Mac-1 (CD11b) , Gruppe II: anti-ICAM 1 (CD54),

Gruppe I11: anti-Mac-1 / anti-ICAM 1 (Kombination)

421

In vivo Mikroskopie

GeféaBRparameter — dynamische Untersuchungen:

Erythrozytengeschwindigkeit und Geféal3breite:

Anti-Mac-1 Anti-ICAM 1 Anti-Mac-1/-ICAM 1
Y %) % %) v %)

1 2688,42 105,20 1899,50 94,57 1989,08 | 101,35

2 2511,07 105,20 1813,14 98,78 2038,69 | 101,18

3 2488,00 111,73 2441,58 98,05 1306,67 | 102,57
4 2097,02 98,49 244712 93,18 1773,98 93,26
5 1396,42 112,68 2259,34 98,96 2219,18 89,30
6 1749,53 103,88 1662,80 78,37 1634,24 91,57

7 2214,36 123,29 3026,09 116,19 2210,18 | 104,41
X 2160,69 108,64 2221,37 96,87 1881,72 97,66
Sx 456,03 8,06 470,94 11,14 332,03 6,09
Tab. 11: Erythrozytengeschwindigkeit (v = s/t) in um/sec und GeféRbreite ( &) in um der Antikorper

(AK) —Therapiegruppen.

Die Erythrozytengeschwindkeiten und die GefaRdurchmesser der AK — Gruppen lagen

in gleichen GrélRenbereichen und unterschieden sich nicht signifikant voneinander.
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Ergebnisse Hauptversuche

Rollende Leukozyten in den Darmgefaien

60,00

P <0,05 P <0,05

50,00 -
P <0,05

40,00 -

28,19
30,00

n/100um/30sec

20,00 -

10,00 - 6,60 73

541
il N
0,00

Kontrolle Indomethacin anti-Mac-1  anti-ICAM-1 anti-Mac-1/anti-ICAM-1

Abb. 32 Wirkung der monoklonalen Antikorper (MAKks) gegen Mac-1 und ICAM-1 auf den durch Indo-
methacin induzierten Anstieg rollender Leukozyten (n/100 um/30 sec) in subserosalen, post-
kapillaren Darmvenolen.

Die Abbildung 32 zeigt die Effekte der verschiedenen monoklonalen Antikdrper auf den
durch Indomethacin induzierten Anstieg der temporar adharenten Leukozyten in den
subserosalen postkapillaren Darmvenolen verglichen mit den nicht behandelten Ratten.
Der anti-Mac-1-Antikdrper hatte die grote Wirkung. Er reduzierte signifikant (p<0,05)
im Vergleich zu der Indomethacingruppe die Anzahl rollender Leukozyten auf 6,60 +
2,71. Der anti-ICAM-1-Antikorper reduzierte zur Indomethacingruppe unwesentlich
und nicht signifikant die Anzahl der temporédr adhéarenten Leukozyten in den Darm-
gefalen (28,19 + 12,09 vs. 33,64 + 14,56).

Eine deutliche Verminderung der Anzahl rollender Leukozyten, verglichen mit der
Indomethacingruppe, erreichten wir durch die Kombination beider Antikorper (7,73 +

3,60). Diese Verminderung war zur Indomethacingruppe statistisch signifikant.
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Permanent adharente Leukozyten in den Darmgefafien

n/100um/30sec

25,00
P <0,05 P <0,05
20,00
15,00 ~
11,06
10,41
10,00 ~
5,00
1,80
0,16 0,07
0,00 =

Kontrolle Indomethacin anti-Mac-1 anti-ICAM-1  anti-Mac-1/anti-ICAM-1

Abb. 33: Wirkung der monoklonalen Antikdrper gegen Mac-1 und ICAM 1 auf den durch Indomethacin
induzierten Anstieg permanent adhérenter Leukozyten in subserosalen postkapillaren Darmve-
nolen.

Die Abbildung 33 zeigt die Wirkung der monoklonalen Antikérper auf den durch Indo-
methacin induzierten Anstieg permanent adh&renter Leukozyten verglichen mit den
nicht behandelten Ratten.

Die Anzahl der Sticker wurde im Vergleich zur Indomethacingruppe (11,06 + 3,63)
durch den anti-Mac-1-Antikdrper signifikant (p<0,05) auf 0,07 + 0,10 vermindert.

Nicht signifikant dagegen war die leichte Verminderung der permanent adhdrenten
Leukozyten durch den anti-ICAM 1-Antikorper (10,41 + 9,20).

Die Kombination beider Antikorper erzielte zwar eine deutlich kleinere Anzahl von Sti-
ckern (1,80 + 1,58), jedoch war die Verminderung im Vergleich zur Indomethacin-

gruppe nicht signifikant.
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Blutfluf3

1,60

1,40
1,22

1,20

1,01 1,01 1,03

1,00
0,84

0,80

pl/min

0,60 +

0,40

0,20 +

-

Kontrolle Indomethacin anti-Mac-1 anti-ICAM-1 anti-Mac-1/anti-ICAM-1

0,00

Abb. 34: BlutfluR in pl/min der drei Therapiegruppen einschlieflich der Kontrollgruppe als auch
der Indomethacingruppe.

Der Blutfluf (ul/min) war zwischen den funf Versuchsgruppen nicht signifikant unter-
schiedlich. Der durchschnittliche BlutfluR aller Gruppen war 1,02 ul/min (0,84 ul/min —
1,21 pl/min).
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4.2.2 Morphologie

Makroscore

6,00

| P <0,05 |

P < 0,05
5,00 - P<0.05 | 4,57

4,43
1,57
1,29

Kontrolle Indomethacin anti-Mac-1 anti-ICAM-1  anti-Mac-1/anti-ICAM-1

4,00

3,00 -

Score-Punkte

2,00 -

1,00 -

0,00

Abb. 35: Wirkung von anti-Mac-1, anti-ICAM-1 und deren Kombination auf die makroskopischen
Veréanderungen des entziindeten Darmes.

Abb. 36: Makroskopisches Erscheinungsbild einer durch Indomethacin hervorgerufenen intestinalen
Entziindung mit und ohne anti-Mac-1 Behandlung vs. Kontrolldarm.
Der Darm in der Kontrollgruppe zeigte keine Anzeichen einer Entziindung (A und B). Indo-
methacin alleine (C) verursachte extensive hdmorrhagische L&sionen mit multiplen mukosalen
Ulzerationen (Score: 4,43). Indomethacin und anti-Mac-1 Behandlung (D) zeigte eine deutliche
Reduzierung der makroskopischen Schadigung mit diskreten Erythemen und vereinzelten su-

perfiziellen Ulzerationen (Score: 1,29 + 1,11).
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Ergebnisse Hauptversuche

Die durch Indomethacin induzierte intestinale Entzindung wurde in ihrer makros-
kopischen Erscheinung durch den Mac-1-Antikorper (Score: 1,29 + 1,11) und durch die
Kombination beider Antikorper (anti-Mac-1 und anti-ICAM-1; Score:1,57 + 0,98) sig-
nifikant im Vergleich zur Indomethacin-Entziindungsgruppe (Sore: 4,43 + 0,79) abge-
schwécht. Der Score von 4,57 + 0,79 in der anti-ICAM-1-Gruppe ist im Vergleich zur
Indomethacingruppe (Score 4,43 + 0,79) nicht signifikant unterschiedlich.

Histoscore

1000

900 | | P < 0,05
P <0,05 P < 0,05
800 | [ | |

P
3

4
6:43 6,14

Score-Punkte
o1 k)
8 8

E
3

3,00

200
1,14

1,00 4

0,29

Kontrolle Indomethacin anti-Mac-1 anti-ICAM-1 anti-Mac-1/anti-ICAM-1

000

Abb. 37.: Wirkung von anti-Mac-1, anti-ICAM-1 und deren Kombination auf die mikroskopischen Ver-
anderungen des entzlindeten Darmes (modifizierter Score nach Vilaseca J "90).

Die Indomethacin-Gruppe als Referenz fir eine induzierte Entziindung erhielt 6,43 +
1,27 Punkte. Die anti-Mac-1-Gruppe erzielte einen Score von 1,41 + 2,04 und die Kom-
binationsgruppe aus beiden Antikdérpern erhielt einen Score von 0,29 + 0,76. Sowohl die
anti-Mac-1 Behandlung als auch die Kombinationsbehandlung mit anti-Mac-1 und anti-
ICAM-1 zeigten eine signifikante Abschwéachung des histologischen Scores im Ver-
gleich zur Indomethacin-Entziindungsgruppe. Die histologischen Bilder als morpho-
logisches Korrelat zu diesen Daten veranschaulichen die Unterschiede in den einzelnen

Gruppen sehr deutlich.
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Darmhistologie in Abhangigkeit der Antikdrpergaben

Abb. 38: Histologie (H.E.-Féarbung) einer durch Indomethacin entziindeten mittleren lleumschlinge. Das zu-
gehorige Versuchstier ist mit anti-Mac-1 behandelt.VVergréRerung von li. nach re.: 2x und 10x. Es
zeigt sich hier ein nahezu entztindungsfreier Darmquerschnitt.

Abb. 39: Histologie (H.E.-Féarbung) einer durch Indomethacin entziindeten mittleren lleumschlinge. Das zu-
gehorige Versuchstier ist mit anti-lICAM-1 behandelt. Hier findet sich in allen Wandschichten eine
dichtes Infiltrat von Entzlindungszellen. VergréRerung von li. nach re.: 2x und 10x.

Abb. 40: Histologie einer durch Indomethacin entziindeten mittleren lleumschlinge. Das Tier wurde mit der
Kombination aus anti-Mac-1 und anti-ICAM-1 behandelt. VVergréRerung von li. nach re.: 2x und
10x. Hier beobachtet man einen deutlichen Rickgang des zelluldren Entziindungsinfiltrates.
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Die Bildkorrelate zu den histologischen Scores zeigen die fir jede Gruppe typischen
Morphologien und ggf. Behandlungseffekte.

Die Tiere in der anti-Mac-1-Gruppe zeigten keine signifikanten histologischen Ver-
anderungen zu den Tieren in der Kontrollgruppe. Gelegentlich fanden sich milde Aus-
pragungen einer Entziindung oder Ulzera, die kleiner als 3 mm waren.

Im Gegensatz hierzu zeigen die Histologien der anti-ICAM-1-Gruppe schwere Ent-
ziindungsmerkmale. Dieses sind grofle Ulzera > 3 mm, malRige bis schwere Ent-
ziindungsauspragung und Lasionen, die teilweise bis in die Serosa reichen.

Die Histologie in der Kombinationsgruppe beider Antikérper war durch keine, bzw.

maRige Entziindungszeichen gekennzeichnet.

4.3  Zusammenfassung

Die in vivo-mikroskopischen Untersuchungsmethoden und die anschlieRende
makroskopische sowie histologische Aufarbeitung der Proben zeigten, dal? im Gegen-
satz zur alleinigen Gabe von anti-ICAM-1, die anti-Mac-1-Gabe die etablierte Entzin-
dung signifikant abschwéchen konnte. Durch die Kombinationstherapie mit beiden Aks
wurde ebenfalls die Entziindung signifikant vermindert. Ausgenommen hiervon war je-

doch die Anzahl der permanent adhérenten Leukozyten.

Versuchsgruppe Roller Sticker Makroscore Histoscore
Kontrolle n n n n
Indomethacin ™ M % N
Anti-Mac-1 T* n* T* T*
Anti-ICAM-1 ™ ™M ™ 7
Anti-Mac-1/ T 0 AN ot
Anti-ICAM-1

Tab. 12: Ubersicht iiber die ermittelten Parameter. Die Parameter Erythrozytengeschwindigkeit,

FluR, und GeféaRbreite waren in allen Versuchsgruppen anndhernd gleich und sind
nicht in die Tabelle aufgenommen.
Die Pfeile (11, {4: stark erhdht bzw. erniedrigt und T, I: méaRig erhéht bzw. er-
niedrigt) beziehen sich auf die Werte der Kontrollgruppe. Das Signifikanzniveau wird
hier zwischen den AK-Gruppen (AK = Antikorper) und der Indomethacin-Gruppe
dargestellt (*P < 0,05).
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5. Diskussion

5.1 In vivo Mikroskopie und Mikrozirkulation

Die Rolle der intestinalen Mikrozirkulation sowie die Interaktion verschiedenster Ent-
zlindungszellen bei chronisch entziindlichen Darmerkrankungen kann bislang nicht in
klinischen Studien am Patienten in vivo untersucht werden. Es gibt jedoch zahlreiche
indirekte Hinweise auf endotheliale Lisionen, kapilldre Perfusionstdrungen und die In-
teraktion von entziindungsspezifischen Zellen, die aus dem Blutstrom in das umliegende
Gewebe wandern, um dort eine akute oder chronische Entziindung hervorzurufen. So
zeigten elektronenmikroskopische Untersuchungen bei diesen Erkrankungen Geféaf3ver-
anderungen, die auch bei generellen GefdBentziindungen zu finden sind. Dariiberhinaus
fand man thrombotische Gefallverschliisse in der Subserosa und der Submukosa (Wake-
field AJ '89). Auch konnte durch lasergestiitzte Doppler Flowzytometrie eine signi-
fikante Reduktion der mukosalen Rektumperfusion bei Patienten mit Colitis ulcerosa
nachgewiesen werden (Guslandi M '95). Zudem zeigen spektroskopische Untersuchun-
gen eine reduzierte Perfusion in Arealen frischer Ulzera in experimentellen Colitis-
Modellen (Leung FW '93). Die Anzeichen vermehrter Leukozyten-Endothelzell-
Interaktionen, welche sowohl in histologischen als auch in intravitalmikroskopischen
Untersuchungen nachgewiesen werden konnten (Wakefield AJ "89 / Leung FW 93),
korrelieren mit der vermehrten Expression von Zelladhdsionsmolekiilen in CED-
Patienten (Panés J "98). Es sind diese Verdanderungen, denen bei der hier angewandten
Untersuchungsmethode eine grofle Bedeutung zugeschrieben wird.

Die in vivo Mikroskopie ist eine anerkannte und valide Methode zur Beurteilung der
Mikrozirkulation. Die Videomikroskopie erlaubt bei Anwendung von fluoreszierenden
Markern, dynamische Vorgédnge in hoher Auflosung bildlich dargestellt zu registrieren
und quantitativ zu analysieren (Harris AG "97, Messmer K '84). Die Mikrozirkulation
ist netzwerkartig in die Gewebe eingebettet und besitzt die Aufgabe, das chemische und
physikalische Gleichgewicht als Voraussetzung fiir das Uberleben von individuellen
Zellen und Zellverbidnden aufrecht zu erhalten. Im Sinne eines Kontrollsystems, wel-

ches den Gesetzen der Fliissigkeitsmechanik und der Diffusion unterliegt, garantiert die
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Mikrozirkulation die einzige direkte Verbindung zwischen jeder Einzelzelle und dem
Gesamtorganismus. Durch Anwendung moderner Analysemethoden ist es moglich,
diskrete Phdnomene in den einzelnen Segmenten des mikrovaskuldren Netzwerks zu
beschreiben und physiologische und pathogenetische Mechanismen auf zelluldrer und
molekularer Ebene aufzuklaren (Messmer K "98).

Die Mikrozirkulation der inneren Organe kann in der Regel in Akut- und in chronischen
Modellen untersucht werden. Dabei miissen die Effekte der Anésthesie sowie des
chirurgischen Traumas zur Exposition des Gewebes und Manipulationen zu dessen Po-
sitionierung unter dem Mikroskop in Kauf genommen werden. Um valide Ergebnisse
erhalten zu konnen, ist eine Standardisierung der Versuchstechnik erforderlich. Dies
beginnt mit der Haltung und Erndhrung der Tiere, um moglichst vergleichbare
Ausgangsbedingungen garantieren zu konnen. Auch Anisthesie und chirurgischer
Eingriff miissen standardisiert und kontrolliert werden. Wéahrend der Untersuchung muf3
die Homoostase des Versuchstieres durch Kontrolle der Kreislaufparameter, der
Blutgase und der Kdorper- bzw. der Organtemperatur iiberwachbar sein. Bei addquater
Technik und unter Einhaltung strikter Kriterien fiir die Qualitét der Priaparation kann die
Mikrozirkulation nahezu aller Gewebe quantitativ analysiert werden. Schwierigkeiten
treten vor allem dann auf, wenn z.B. wie beim Darm das untersuchte Organ groflen
Eigen- oder Passivbewegungen durch Atemexkursion und Zwerchfellaktion
unterworfen ist. Aus diesen Griinden ist die standardisierte Versuchsdurchfithrung die
wichtigste Voraussetzung fiir eine erfolgreiche Untersuchung. FEine richtige
Interpretation der Ergebnisse kann nur erfolgen, wenn die Mikrozirkulation des Darmes
nicht durch gréBere Manipulationen wihrend des Versuches, bzw. der Auslagerung
beeintrachtigt wird. Da mit der Epifluoreszenzmethode die oberfldchlichen Areale
beurteilt werden und diese mechanischen Schidden zuerst ausgesetzt sind, miissen
Einfliisse durch Manipulationen am Darm unbedingt vermieden werden, da jede
Beeintrachtigung auf dem Bild zu sehen ist und die Ergebnisse verfilscht. Mit der
Epifluoreszenzmethode, die hier angewendet wurde, wird -im Gegensatz zur
Transillumation- die oberflachliche intestinale Mikrozirkulation beurteilt. Mit der Epi-
fluoreszenz kann die gesamte jejunale Mikrozirkulation beobachtet werden,
wihrenddessen sich die Transillumination auf einen diinnen Bereich beschrinkt. Da es

aber nur geringe Unterschiede in der Morphologie der oberfldchlichen und tiefen
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Mikrozirkulation gibt, geht man davon aus, dal die beobachtete Mikrozirkulation repra-
sentativ fiir das gesamte Organ ist (Menger MD "91).

Nachdem die Bilder auf Videoband festgehalten wurden, erfolgte die offline Auswer-
tung der Filme. In der Literatur sind verschiedene Methoden zur Auswertung und Quan-
tifizierung der Bilder beschrieben, die durch unterschiedlichen Arbeitsaufwand, aber
auch durch unterschiedliche Objektivitdt gekennzeichnet sind. Die Darmauslagerung
sowie die Durchfithrung der Intravitalmikroskopie wurden von einer Person vorge-
nommen, so daf} intraindividuelle Storfaktoren minimiert werden konnten. Die Aus-
wertung der offline Ergebnisse wurde durch einen zweiten Untersucher wiederholt, um
einen grofleren Grad an Objektivitdt zu erzielen. Hierbei zeigte sich, dal es keine

Schwankungsbreiten bei den Ergebnissen gab.

5.1.2 Mikroskopie - Lokalisation

Wihrend die Untersuchung der Mikrozirkulation mittels Intravitalmikroskopie in-
zwischen ein an Haut, Leber und Pankreasgewebe etabliertes Verfahren ist (Intaglietta
M '95), bestehen mit dieser Methode am Darmgewebe noch mehrere Schwierigkeiten.
So koénnen z.B. postentziindliche morphologische Verdnderungen oder Préparations-
traumen die intravitalmikroskopische Messung an der Mukosa im Tiermodell chronisch
entziindlicher Darmerkrankungen (Yamada T 93, Elson Co '95) erheblich erschweren.
Aus diesem Grund wurden in vielen bislang durchgefiihrten Studien die relativ gut zu-
ginglichen Mesenterialgefdle fiir Untersuchungen gewéhlt. Man nimmt an, dal} sie mit
den Gefdflen des Darmes vergleichbar sind. Wir haben hingegen festgestellt, daf} die
postkapilldren Venolen der Submukosa auch am entziindeten Darm der Intravital-
mikroskopie gut zugénglich sind. Sie stellen Sammelgefdfe der entziindeten Darmseg-
mente dar und erlauben Riickschliisse auf die Entziindungsprozesse in der Darmwand.
Pro Tier wurden 10 postkapilldre Venolen ausgewertet. Der Durchmesser jeder einzel-
nen Venole wurde an fiinf Stellen gemessen und daraus der Mittelwert gebildet. Da die
GefiBdurchmesser antimesenterial kleiner sind als am Ubergang zum Mesenterium, ist
es wichtig, die Messungen immer an der gleichen Stelle durchzufiihren. Der definierte
MeBpunkt lag in dieser Studie an der mesenterialen Grenze des Darmes. Ursachen fiir

unterschiedliche Durchmesser ergeben sich aus verschiedenen MeBpunkten innerhalb
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der Gefdlle, aus moglicherweise abweichenden Kalibrierungen und subjektiven MeB-
fehlern. Signifikante Unterschiede der Durchmesser innerhalb der verschiedenen Ver-
suchsgruppen konnten nicht beobachtet werden.

Die Ergebnisse zeigen, daB an der Lokalisation des Uberganges zum Mesenterium eine
intravitalmikroskopische Analyse der Mikrozirkulation an normalem und entziindetem
Gewebe reproduzierbar moglich ist. Den entscheidenden Vorteil dieser Methode im
Vergleich zur Messung am Mesenterium (Schmidt H 96, Kurose 1 '96, Gonzales AP
'94) oder der Mukosa sehen wir darin, daf3 eine Mesenteriumpréiparation, bzw. Darm-
erdffnung mit nicht kalkulierbaren Auswirkungen auf die Mikrozirkulation unterbleiben
kann. Die untersuchten Gefiafle sind einfach aufzufinden und einfach zu identifizieren,
da sie direkt auf der peritonealen Oberfliche des Darmes liegen. Hier wird die Intra-
vitalmikroskopie nicht durch {iberliegende Gewebeschichten erschwert, da die Gefaf3e
bereits die zirkulére als auch die longitudinale Muskelschicht des Darmes durchbrochen
haben und eine kurze Strecke in der Subserosa verlaufen.

Die Suche nach einer vorteilhaften, gut zugénglichen Lokalisation fiir unsere intravital-
mikroskopischen Untersuchungen war die Kombination aus theoretischen und ana-
tomischen Uberlegungen und der Beriicksichtigung von empirischen Daten, die an ver-
schiedenen Stellen des Darmes erhoben wurden. Ziel war es, einen Kompromil}

zwischen minimaler Distanz zur Entziindung und bester Bildqualitit zu finden.

5.1.3 Intravitalmikroskopische Parameter

Erythrozytengeschwindigkeit

In diesen Untersuchungen stellten wir nur geringe Abweichungen der Erythrozyten-
geschwindigkeit in den Versuchsgruppen fest. Diese blieben jedoch ohne jede Konse-
quenz. Eine mogliche Erkliarung fiir Schwankungen bei der Erythrozytengeschwindig-
keitsmessung kann mit der Kontinuitatsgleichung (d;/d, = v/v;) gegeben werden. Hier-
bei erhoht sich die Geschwindigkeit bei kleineren Querschnitten. Dies trifft jedoch in
vivo nur auf geringe Durchmesserverkleinerungen zu. Bei einer stirkeren Konstriktion,

wo zusétzlich noch adhirente Leukozyten gefunden werden, kann die Perfusion voll-
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stindig sistieren, obwohl das Gefa3 nicht komplett verschlossen ist. In diesen nicht im-
mer vermeidbaren Fillen bedurfte es einiger Geduld bis die mdgliche Konstriktion vor-
riiber war. Die Ermittlung der Erythrozytengeschwindigkeit ist selbst mit Computer-
unterstiitzung und entsprechender Software noch sehr zeitaufwendig und 148t sich nur
dadurch rechtfertigen, da3 die Geschwindigkeit fiir die Berechnung des volumetrischen
Blutflusses genutzt wurde und hier Unterschiede vor allem in den entziindeten Tieren
erwartet wurden. Auch bleibt bei der computergestiitzten Auswertung der Erythorzyten-
geschwindigkeit zu bedenken, dall primir gerade GefdlBabschnitte zur Messung heran-
gezogen werden mufiten, da ein digitales Nachzeichnen einzelner geschldngelter Strom-

bahnen nicht moglich war.

Volumetrischer Blutflufd

Fiir die Berechnung des Blutflusses nach der Gleichung: F(t)=mn-(D%4)-v-t/10°
(F: BlutfluB in pl/min, D: Durchmesser der Venole in um, v: Geschwindigkeit in pm/s,
t: Zeit in Sekunden) (Zimmerhackl B "83) wurden als Geschwindigkeit die Werte der
freiflieBenden Erythrozyten in den postkapilliren Venolen verwendet. Da der Blutfluf3
in den Versuchsgruppen nicht signifikant unterschiedlich war, kann man davon ausge-
hen, dal die Entziindungsausprdagung in der Indomethacingruppe und auch die Behand-

lung in den Antikérpergruppen keinen Einflu3 auf den BlutfluB3 haben.

Rollende Leukozyten

Der Begriff ,,Roller hat sich etabliert und wird auch in der Literatur hdufig verwendet.
Richtiger wire es von temporir adhirenten Leukozyten zu sprechen (temporér adhéren-
te Leukozyten haften zwischen 0,2 und 20 s am Endothel) (Anthuber M "94, Bauer M
'93), worauf aber in der hier vorliegenden Studie wegen der weiten Verbreitung des
Begriffs ,,Roller hdufig verzichtet wurde. Wir haben die Anzahl der rollenden Leuko-
zyten pro 100 pm GefédBlinge iiber einen Zeitraum von jeweils 30 Sekunden pro Gefdl3
ausgezihlt. Hierbei ist zu beachten, dal mehrere Zellverbiande (Leukozyten, Thrombo-
zyten und Endothelzellen) in den schichtweisen angelegten mikrovasklurdren Gefal3-

netzen der Darmwand interagieren. Bei nicht optimaler Fokussierung kann es zu fehler-
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haften Einstellungen kommen, indem die eigentliche Gefiflebene verlassen wird. Wir
haben dieses durch den Einsatz eines einzigen Untersuchers, der die Mikroskopie durch-

fiihrte, weitesgehend vermeiden kdnnen.

Permanent adharente Leukozyten in den Venolen

Die Anzahl der permanent adhdrenten Leukozyten in den Venolen wurden pro 100 um
Gefillidnge liber einen Zeitraum von jeweils 30 Sekunden pro Gefdl3 ausgezihlt. Hier-
bei muflten definitionsgemal die Sticker ldnger als 20 Sekunden am GeféBendothel an-
haften. Prinzipiell fanden sich bei dieser Auswertung die gleichen Storfaktoren wie bei
der Roller-Zdhlung (s.0.). Komplikationen im Sinne thrombembolischer Verschliisse
der Strombahn und damit eine unphysiologisch hohere Akkumulation von fest haften-
den Leukozyten traten bei den Untersuchungen nicht auf. Lagerungsbedingte vereinzel-
te BlutfluBverminderungen lieBen sich, vor allem bedingt durch den oben beschriebenen
Versuchsaufbau, in den Randgebieten des untersuchten Darmabschnittes nicht immer
vermeiden. Diese Gefdlle sind von den intravitalmikroskopischen Untersuchungen aus-

geschlossen worden.

5.2  Rolle der Leukozyten in chronisch entztindlichen Darmerkrankungen

Hauptaugenmerk wurde bei dieser Studie auf die Leukozyten-Endothelzell-Interaktion
und die damit verbundenen Auswirkungen auf die Ausprigung der Entziindung gelegt.
Wir gehen davon aus, da3 dieser Mechanismus einen entscheidenden Pathogenesefaktor
in der Entstehung von chronisch entziindlichen Darmerkrankungen darstellt.

Die Adhésion und Emigration von Leukozyten stellt einen wichtigen Bestandteil von
Abwehrprozessen, der Phagozytose und von Entziindungsreaktionen im Kdorper dar. In
bestimmten Situationen konnen Leukozyten, bzw. deren Wirkungen auch gegen den
Organismus gerichtet sein und zu Gewebsschidigung und Organdysfunktion beitragen.
Es sind zahlreiche pathophysiologische Zustinde bekannt, bei denen Gewebe-
schdadigungen durch Leukozyten eine Rolle spielen, z.B. entziindliche Darmerkrankun-

gen, Endotoxindmie, lokale Ischdmie, Schock, akute und chronische AbstoBung, Glo-
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merulonephritis, Zystische Fibrose und Rheumatoide Arthritis. Der Mechanismus der
Gewebsschiadigung basiert auf einem komplexen Netzwerk zwischen Zellen, Media-
toren und toxischen Substanzen (Lehr HA "94).

Extravasatierte polymorphkernige Neutrophile (PMNs) und auch andere phago-
zytotische Leukozyten migrieren durch das Interstitium als Antwort auf bestimmte
chemotaktische Stimuli, wie z. B. Bakterienprodukte und proinflammatorische Media-
toren. Diese Stimuli werden sowohl von entziindetem und/oder geschddigtem Gewebe
als auch durch Bakterienprodukte, die vom Lumen in das Gewebe gelangt sind, freige-
setzt. Es ist wahrscheinlich diese gerichtete Migration durch das Interstitium, die den
PMNs letztendlich erlaubt, aus dem Gewebe in das Kryptenlumen zu migrieren, um
Kryptenabszesse zu formen. Bislang existiert relativ wenig Information, wie PMNs sich
durch das Interstitium bewegen. Die interstitielle Matrix besteht primér aus einem fibri-
ndsen Netzwerk aus Kollagen, Elastin und Glykosaminoglykanen. Abhéingig vom
Hydrationsgrad wird geschitzt, dal diese Matrix Poren in einer Grof3enordnung von
250 bis 1000 A enthilt. Diese Schitzungen lassen vermuten, da PMNs mit ihrer Fihig-
keit zur Deformation und Elongation den Widerstand gegen eine Bewegung durch die
interstitielle Matrix schwichen. Bienvenu K et al. (1994) haben mittels intravital-
mikroskopischen Untersuchungen am Mesenterium der Ratte gezeigt, da3 das chemo-
taktische bakterielle Peptid N-formyl-methionyl-leucyl-phenylalanine (FMLP), Leuko-
trien By (LTbs) oder der PAF (platelet activating factor) die Rate von interstitieller
Neutrophilenmigration von 3,0 um/min im nicht stimulierten Zustand auf 6-8 pm/min
erhohten. Die Mechanismen, durch die die PMNs ihren Weg durch das interstitielle
Maschenwerk iiberwinden, verbleiben jedoch noch zu kliren.

Die Bildung der Kryptenabszesse reprisentiert den terminalen Schritt der Leukozyten-
migration aus der Zirkulation. Die inflammatorischen Zellen miissen nicht nur aus der
Zirkulation extravasatieren und sich durch die interstitielle Matrix bewegen, sondern
auch mit der Basalmembran und der basolateralen Oberflache der Kryptenepithelien
interagieren, um im Lumen prisent zu sein. Die Kraft fiir die gerichtete Migration aus
dem Gewebe in das Lumen wird durch den Bakteriengradient im distalen Darm ge-
stiitzt. Die transendotheliale als auch die transepitheliale Migration der Leukozyten
konnte fiir Odeme und verstiirkte mukosale Permeabilitit, die in Tiermodellen (Indo-

methacin) und Patienten mit aktiver chronisch entziindlicher Darmerkrankung beobach-
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tet wird, verantwortlich sein. Auch in unserem Indomethacin-Modell konnte eine ver-
stirkte Odembildung im Mesenterium als auch im Darm selber beobachtet werden.
Interstitielle phagozytire Leukozyten interagieren mit verschiedenen proinflamma-
torischen Stoffen, wie z.B. TNF-a, IL-1-B, LTB4, PAF, Immunkomplexen, Komple-
mentfaktoren oder Bakterienprodukten (FMLP, Lipopolysaccharide, etc.), um ihre
membranstindige ,,nicotinamide adenine dinucleotide phosphate oxidase zu aktivieren
(Grisham MB '94). Die Aktivierung dieses Flavoproteins resultiert in der Produktion
und Freisetzung von groflen Mengen reaktiver Sauerstoff-Metaboliten, wie z.B. Super-
oxid (O;-) und Hydrogenoxid-Peroxidase (H,O,) als auch von den Myeloperoxidase
(MPO)-abstammenden Oxidantien Hypochlorazid (HOCL) und N-Chloraminen
(RNHCI). Reaktive Oxidantien konnten auch durch eine Interaktion von Phagozyten-
generiertem-O, und dem freien radikalen Nitritoxid zu Peroxynitrit (ONNO-) und
Peroxynitritazid (ONNOOH) in Entziindungsbezirken entstehen.

0, tNO ——— > ONOO + H" — > ONOOH (Beckmann JS "96)

Verschiedene Studien haben gezeigt, dall aktive Episoden einer Kolitis bei Menschen
als auch in CED-Tiermodellen mit einer verstirkten Nitritoxid-Produktion einhergehen
(Grisham MB '99). Tatsdchlich konnten Nitritoxid oder Nitritoxid-abstammende Meta-
bolite vieles der Pathophysiologie in einigen CED-Tiermodellen vermitteln (Grisham
MB 94, Grisham MB "99).

Viele dieser reakiven Sauerstoff- und Nitrogen- Spezies sind kompetent genug, um um-
gebendes Gewebe durch ihre potente Oxidations-Aktivitit zu schidigen. Jedoch bleibt
zu beriicksichtigen, dal die meisten Gewebe und extrazelluldren Fliissigkeiten viele
Antioxidantien, wie z.B. Askorbat, a-Tocopherol, reduziertes Gluthation, und protein-
gebundene Thiole enthalten. Diese konnten effektiv eine mogliche Gewebeschidigung,
verursacht durch eine normale Entziindungsantwort, reduzieren. Doch trotz dieser pro-
tektiven Mechanismen ist es denkbar, dafl die protektiven Agentien durch eine an-
haltende Entziindung mehr und mehr konsumiert werden. Dadurch wire es dem reakti-
vem Sauerstoff und den Nitrogenspezies moglich, das Epithel und das mukosale Inter-
stitium zu schidigen. Dieses konnte auf direktem Wege passieren oder aber durch eine

Veranderung des empfindlichen Gleichgewichts zwischen Proteinasen und Anti-
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Proteinasen, wie es normalerweise im intestinalen Interstitium zu finden ist. So in-
aktiviert z.B. HOCI Proteinase-Inhibitoren  (o-1-Proteinase-Inhibitor, o-2-
Makroglobulin) und erlaubt so indirekt eine unkontrollierte Proteolyse durch Elastase,
Kollagenase und/oder Gelatinase (Weiss SJ '89). Zusitzlich bekréftigen ,,in vitro®-
Studien, daf} das extrazellulire MPO-System (HOCL) latente Kollagenasen und Gelati-
nasen, die durch Neutrophile sezerniert werden, aktiviert (Weiss SJ "89). Diese Daten
lassen vermuten, dal3 die oxidative Inaktivierung von wichtigen Proteinase-Inhibitoren
und die gleichzeitige oxidativ vermittelte Aktivierung von latenten Proteasen zu einem
guten Umfeld fiir Elastase, Kollagenase und Gelatinase vermittelte Degradation der
mukosalen interstitillen Matrix sowie der Epithelzellen fiihrt. Die Ergebnisse von
Varani et al. bestdtigen, dal die zytotoxische Wirkung der polymorphkernigen
Neutrophilen auf die Verkniipfung der Wirkung von Sauerstoffradikalen und Proteasen
zuriickzufiihren ist (Varani J "89). Dabei konnte gezeigt werden, daB sich die H,O; -
vermittelte Zellzerstorung in den ersten 4 h manifestiert. Eine nachtragliche Zugabe von
Katalase (z.B. nach einer Stunde) schiitzte nicht mehr vor den zytotoxischen Wirkun-
gen. Zum Zelltod durch Proteasen kam es erst nach verldngerter Inkubation (frithestens
nach 8 h). Die Zugabe eines Proteaseninhibitors lieferte einen Schutz auch dann, wenn
der Inhibitor erst 4 h nach der Protease verabreicht wurde (Varani J '89). Neben den
schiadlichen Effekten der reaktiven Sauerstoff- und Nitrogenmetaboliten kénnen nicht-
toxische Konzentrationen dieser Oxidantien dariiberhinaus zu einer gesteigerten in-
testinalen Chloridkonzentration fiihren, die mukosale Permeabilitdt verbessern und die
Kontraktilitdt der glatten Muskelzellen dndern (Grisham MB "94).

In der Vergangenheit sind viele Untersuchungen zur Rolle der Neutrophilen gemacht
worden. Ein Grund dafiir sind sicher die zur Zeit besseren und einfacheren Dar-
stellungsmoglichkeiten der Endstrombahn mit den Leukozyten. Es mul3 darauf geachtet
werden, dafl bei in vivo mikroskopischen Befunden von Leukozyten und nicht von
Neutrophilen gesprochen wird, da die Markierung mit dem Fluoreszenzfarbstoff
(Rhodamin) keine Unterscheidung der kernhaltigen Zellen im Blutstrom zuldf3t
(Ferguson D '93). Die zirkulierenden Leukozyten umfassen so Neutrophile, Eosino-
phile, Basophile, Lymphozyten und Monozyten, die durch die Markierung mit Rhoda-
min 6G auch in dieser Studie nicht unterschieden werden konnten und moglicherweise

ganz unterschiedliche Einfliisse auf die Mikrozirkulation haben.
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5.3 Indomethacin induzierte intestinale Entziindung

Das in dieser Studie verwendete Entziindungsmodell basiert auf der zweimaligen sub-
kutanen Gabe von Indomethacin (7,5 mg/kg) im Abstand von 24 Stunden (Yamada T
'93). Es ist bislang nicht geklart, auf welchem Mechanismus die Entwicklung der in-
testinalen Entziindung letztendlich beruht. Auch stellt sich die Frage, ob es sich bei die-
sem Modell um ein valides Entziindungsmodell fiir unseren Versuchsansatz handelt.
Indomethacin ist ein kompetitiver Inhibitor der Cyclooxygenase (COX). Dieses Enzym
ist in die Degradation von Arachidonsiure zu Prostaglandinen iiber die Prostaglandin-
synthase und Leukotrienen iiber die Lipoxygenasen involviert (Stryer L "95).

Die chronische Verabreichung von bestimmten nicht-steroidalen antiinflammatorischen
Medikamenten (NSAIDs), wie z.B. Indomethacin (Indo), fiihrt bei Patienten zu einer
gastrointestinalen Entziindung. Im experimentellen Tiermodell reicht hingegen die aku-
te Gabe aus, um eine vergleichbare Entziindung zu erreichen. Schitzungsweise 70% der
Patienten, die therapeutische Dosen von NSAIDs einnehmen, zeigen eine vergroferte
intestinale mukosale Permeabilitit sowie Blutverlust iiber den Stuhl (Bjarnason I "87).
Die Indomethacin induzierte Enterokolitis in Ratten ist mittlerweile als Tiermodell fiir
chronisch entziindliche Darmerkrankungen akzeptiert (Fedorak R "95). Subletale Dosen
von Indo verursachen in Ratten (z.B. Sprague-Dawley — Wildstamm) eine chronische
Entziindung des distalen Jejunums und proximalen Ileums, die bis zu sechs Wochen
persistiert (Banarjee AK "90). In genetisch empfindlichen Ratten (Lewis) ist diese Ent-
zindung mehr als 11 Wochen ausgeprigt (Sartor RB '92). Diese Indomethacin-
induzierte Enteritis ist in empfindlichen Rattenstimmen charakterisiert durch lineare
Ulzerationen, 6dematdse Verdickung des Diinndarms und des Mesenteriums, Ad-
hisionen, partielle Obstruktionen, akute und chronische transmurale, granulomatdse
Entziindung, Kryptenabszesse und Fibrosen (Sartor RB "91). Die Léasionen teilen
klinische, histologische und pathophysiologische Charakteristika mit einer Crohn-
Enteritis (Banarjee A "90, Sartor RB "91, Beck WS "90, Brodie DA *70). Die Mecha-
nismen der Indomethacin induzierten gastrointestinalen Lisionen bleiben trotz extensi-
ver Untersuchungen kontrovers. Ein Faktor in der Pathogenese der durch Indomethacin
induzierten Darmentziindung konnte die Inhibierung der Cyclooxygenase (COX) sein.

Dieses fiihrt zu einer Abnahme der endogenen, protektiven Prostaglandine (PG) und
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man weil}, dal exogene PGs gastrointestinale Lésionen, die mit Indomethacin assoziiert
sind, vorbeugen (Robert A "77, Fang WF *77). Aus diesen Beobachtungen heraus hat
man festgestellt, dal} eine aktive oder passive Immunisierung gegen PGE, oder Prosta-
zyklin gastrointestinale Ulzerationen verursacht (Redfern JS "87). Obwohl Prosta-
glandine (PGE, und PGI,) durch ihre vasodilatorischen Eigenschaften (Forderung der
Odembildung) und durch ihre Effekte auf die sensorischen afferenten Nerven (Schmerz-
forderung) zu Entziindungsreaktionen beitragen konnen, ist deutlich, daf diese PGs und
andere Mitglieder aus der Familie der Lipidmediatoren viele antiinflammatorische Vor-
ginge stiarken konnen. So konnen z.B. Prostaglandine die Leukozytenadhdsion inhi-
bieren (Asako H '92) und die Freisetzung von reaktiven Sauerstoffmetaboliten durch
Neutrophile abschwéchen (Wong K *81). Dariiberhinaus wurde beobachtet, da3 sie so-
wohl einer Mastzelldegranulation vorbeugen (Hogaboam CM '93) als auch die Bildung
von anderen inflammatorischen Mediatoren und Zytokinen supprimieren (Hogaboam
CM '93). Eine weitere Studie iiber eine experimentelle Pleuritis hebt die antiinflamma-
torischen Eigenschaften von PGD; hervor (Gilroy D "99). Die Bildung von PGD, war
hier wihrend der Entziindungsriickbildung deutlich erhéht und exogenes PGD; sorgte in
der Studie fiir eine signifikante Abnahme der Neutrophilenanzahl im inflammatorischen
Exudat. Aulerdem wurde auch in einer durch TNBS-induzierten Kolitis in der Ratte
gezeigt, daB3 exogenes PGD, die Granulozyteninfiltration in das Kolon signifikant re-
duzieren konnte (Ajuebor M "00).

Es bleibt jedoch offen, dall die Entstehung von intestinalen Ulzerationen zeitweilig so-
wohl nicht mit den entsprechenden mukosalen PG-Leveln einhergehen (Whittle BJR
'81) als auch das Schidigungsausmall nicht mit dem Grad der Abnahme der PG-
Biosynthese korreliert (Ligumsky M "83, Langenbach R "95). Aus diesen Griinden ist es
unwahrscheinlich, dal eine PG-Defizienz alleine ausreichend ist, um den Prozess zu
erkldren, der letztendlich zu den intestinalen Léasionen fiihrt.

Whittle et al. (Whittle BJR "95) berichteten iiber die Beteiligung von Stickoxid (NO) an
mikrovaskldren Schdden im Jejunum der Ratte, hervorgerufen durch Indomethacin. Es
wird allgemein angenommen, dafl durch ¢cNOS (c-Stickoxid-Synthase) produziertes
Stickoxid (NO) fiir die Haushaltsfunktion in der gastrointestinalen Mukosa wichtig ist
(Lopez-Belmonte J "93, Pique JM '89). Laszlo et al. (Laszlo F "98) konnten zeigen, daf3
die gleichzeitige Verabreichung von L-NAME (N%nitro-L-arginine-methyl-ester, ein
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NO-Synthase-Hemmer) und Indomethacin, verglichen mit der alleinigen Gabe von
Indomethacin, den akuten intestinalen mikrozirkulatorischen Schaden steigerte, ob-
gleich eine spitere Behandlung mit L-NAME die Entziindungsausprigung reduzierte.
Dennoch wurde iiber eine schéddliche Rolle von iNOS (induzierte Stickoxid-Synthase)
produziertem Stickoxid (NO) in entziindlichen Funktionsstorungen, wie z.B. bei Colitis
ulcerosa oder Serotonin-induzierten gastralen Lésionen, berichtet. Dieses wiirde fiir eine
duale Rolle (protektiv und proulzerativ) von NO im Gastrointestinaltrakt sprechen.
Konaka et al. (Konaka A "99) stellten fest, da3 die iNOS-Aktivitdt sechs Stunden nach
Indomethacin-Applikation, in der intestinalen Mukosa anstieg und da3 durch eine spate-
re Gabe von L-NAME (6 h nach Indo-Gabe) das Auftreten von intestinalen Lisionen
durch eine Inhibierung der NO Produktion vermieden werden konnte. Dieses 148t ver-
muten, dal iNOS / NO in die intestinale ulzerogene Antwort auf Indomethacin invol-
viert ist.

Dartiberhinaus konnte gezeigt werden, daf3 die intestinale Bakterienkonzentration nach
Indomethacin-Gabe anstieg (Yamada T "93). Die dafiir verantwortlichen Mechanismen
sind bislang jedoch noch nicht geklirt. Die lokale Toxizitdt von Indo konnte einen
wichtigen Faktor in der enterobakteriellen Invasion darstellen, da dieses Agens in die
Galle sezerniert wird, die physiochemische Barriere schiadigt und zu einer Anfilligkeit
fiir Mukosaschiden beitrdgt (Lugea A "97). Tatséchlich ist es durch Antibiotika (z.B.
Metronidazol oder Ampicillin) moglich, einer durch Indo hervorgerufenen intestinalen
Entziindung vorzubeugen (Yamada T "93, Whittle BJR "95). Eine weiterfithrende Stu-
die (Konaka A '99) konnte zeigen, dall Ampicillin nicht nur durch Inhibierung der mu-
kosalen Invasion von Enterobakterien die Bildung von intestinalen Lésionen gédnzlich
unterbinden konnte, sondern auch die Induktion der iNOS in Antwort auf Indomethacin
unterband. Man beobachtete, dafl ein Anstieg der Enterobakterien, dem Anstieg der
INOS-Aktivitdt in Antwort auf das Indomethacin in der intestinalen Mukosa voranging.
Diese Ergebnisse von Konaka et al. lassen vermuten, da3 die enterobakterielle Invasion
in die Mukosa und die damit verbundene Freisetzung von bakteriellem Endotoxin sowie
die nachfolgende Uberproduktion von NO durch die Induktion von iNOS-Expression,
den ersten Pathomechanismus in der Entstehung von Indomethacin-induzierten intesti-

nalen Lisionen darstellt.
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Demgegeniiber stehen die Neutrophilen, von denen man annimmt, dal3 sie eine wichtige
pathogenetische Rolle in der NSAID - induzierten Gastroenteropathie iibernehmen

(Miura S '91, Santucci L "95, Bertrand V "98). Eine weitere Studie (Konaka A '99)
zeigte, dal ANS (anti-neutrophil-serum) sehr deutlich Indomethacin-induzierte intesti-
nale Lésionen, ohne Einflu} auf die Translokation der Enterobakterien gehabt zu haben,
vermeiden konnte. Dariiberhinaus (Konaka A "99) wird betont, daf3 intestinale Schéaden,
die durch Indomethacin hervorgerufen wurden, mit einem gleichzeitigen Anstieg der
Fett-Peroxidations-Aktivitit sowie der Myeloperoxidase (MPO)-Aktivitdt einhergehen.
Dieser Index fiir eine Neutrophilen-Aktivierung impliziert, da3 Neutrophile und Super-
oxid-Radikale an der Pathogenese dieses Entziindungsmodells beteiligt sind (Konaka A
'99). NO reagiert mit Superoxid-Radikalen zu zytotoxischem Peroxinitrit, welches

einen schédlichen EinfluB} auf die gastrointestinale mukosale Integritét ausiibt (Santucci
L '95, Yasuhiro T '97, Laszlo F "98, Bertrand V "98). Es ist vorstellbar, dafl die schédi-
gende Wirkung von NO in den Indomethacin induzierten intestinalen Lasionen durch
einen zytotoxischen Effekt von Peroxinitrit erkldrt werden konnte. Peroxinitrit wird in
der Anwesenheit von Superoxid-Radikalen, die eng mit der Aktivierung von Neutro-
philen korrelieren, von NO gebildet.

Das Ausbleiben einer intestinalen Entziindung und des nachfolgenden Todes nach Liga-
tur des Gallenganges weist zudem auf die Wichtigkeit der enterohepatischen Zir-
kulation von Galle und Indomethacin in diesem tierexperimentellen CED-Modell hin

(Yamada T '93, Arndt H '95). Bis zu 50 % des Indomethacins werden iiber die Galle
ausgeschieden (Hucker HB "66). Eine direkte Einwirkung von luminaler Galle und In-
domethacin ist ntig, um Mukosaschdden zu verursachen, da ein NSAID, welches meta-
bolisch aktiviert wird und nicht dem enterohepatischen Kreislauf unterliegt, diese
Lésionen nicht verursacht (Bjarnason I "91). Hierfiir sprache auch, dal eine Unter-
bindung des Gallenabflusses eine durch Indomethacin verursachte mukosale Permeabi-
litdtssteigerung signifikant abschwicht und vor intestinalen mukosalen Ulzerationen
schiitzt (Yamada T '93). Festzuhalten bleibt, dal das Indomethacin-Entziindungsmodell
auch von der bilifiren Sekretion und der enterohepatischen Zirkulation abhingig ist.
Storungen des Gallenflusses durch Nahrungskarenz in Indomethacin behandelten Ratten
oder die Ligatur des Gallenganges schiitzen vor makroskopischen und mikro-

zirkulatorischen Schiaden (Brodie DA *70, Arndt H "95, Arndt H "97).
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Eine andere umstrittene Theorie beinhaltet den Gedanken der mikrozirkulatorischen
Perfusionsstérung in der intestinalen Mukosa und die damit verbundene vaskulére
Komponente in der Pathogenese der Indo induzierten gastrointestinalen Entziindung.
Miura et al. (Miura S "91) berichten in ihrer Studie iiber charakteristische Verdnder-
ungen der Mikrozirkulation, die fiir eine mogliche Beteiligung an der Entwicklung mu-
kosaler Ulzerationen sprechen konnten. Dieses waren vor allem der Aufstau von fluo-
reszenz-markiertem Albumin, Geldrollenbildung und Stase in Gefdlarkaden der intesti-
nalen Villusmikrozirkulation von Indomethacin behandelten Tieren. Feigen (Feigen LP
*81) postulierte, dal Indomethacin moglicherweise fiir eine lokale Freisetzung eines a-
Agonisten (Norepinephrine) verantwortlich sei und so vasokonstriktorisch in die
Mikrozirkulation eingreifen konne. Auch wird vermutet, dal ein ansteigender Sym-
pathikotonus durch Vasokonstriktion eine Rolle bei der Verminderung von schiitzenden
Faktoren der intestinalen Mukosa in Indomethacin induzierter Entziindung tibernimmt
(Miura S "91). Eine andere Theorie, die den Bogen zwischen der Rolle der Neutrophilen
und der méglichen vaskuldren Schiadigung und somit der Stérung der Mikrozirkulation
spannt, beinhaltet den prinzipiellen Mechanismus, durch den Neutrophile moglicher-
weise Gewebeschidden verursachen (s. auch Kap. 5.2). Man vermutet, da} die extra-
zelluldre Sekretion von lysosomalen Enzymen entscheidend fiir die Gewebeschadigung
in Verbindung mit entzlindlichen Reaktionen verantwortlich ist. Somit wird mehr und
mehr Aufmerksamkeit auf die Sauerstoff vermittelten freien Radikale von Neutrophilen
gerichtet. Hierbei handelt es sich z.B. um das Peroxidanion, das Hydroxyl-Radikal oder
das Hypochlorige Anion (Del Soldato P "85, Fantone JC '85). Die signifikante Uber-
produktion von Sauerstoff-Radikalen durch Neutrophile aus mesenterialen Venen in
Indo behandelten Tieren ist vereinbar mit dem Konzept, dal Indomethacin neutrophil-
vermittelten oxidativen Stress auf die mikrovaskuldren Endothelzellen im Entziin-
dungsgebiet ausiibt und somit vasokonstriktorische Ereignisse begiinstigt (Miura S "91).
Zusammenfassend lassen diese Studien und Fakten vermuten, dal mehrere Einfliisse fiir
die Ausbildung einer Entziindung und der intestinalen Lésionen nach Indomethacin-
applikation verantwortlich sind. Wichtig sind vor allem iNOS / NO, Neutrophile,
Enterobakterien und die mikrozirkulatorische Perfusion. Man kann annehmen, daf} die
Translokation der Enterobakterien in die Mukosa den ersten Schritt fiir Aktivierung der

anderern Faktoren darstellt. Die Betonung der Neutrophilenrolle in dieser komplexen
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und multifaktoriellen Entziindung zeigt, wie wichtig es ist, die Mechanismen und betei-
ligten Strukturen sowie die Mediatoren im Hinblick auf die Zelladhédsion von Entziin-
dungszellen zu untersuchen, um Einblick in die Pathogenese von chronischen Entziin-
dungen zu bekommen.

Fazit ist, daB das Indomethacin-Entziindungsmodell vor dem Hintergrund dieser Be-
obachtungen und unter Beriicksichtigung der Komplexitdt der einwirkenden Faktoren
sehr wohl als valides Modell herangezogen werden kann, um die pathophysiologischen
Mechanismen sowie deren Bedeutung fiir die Entstehung des entziindlichen Zellinfiltra-
tes und dessen Beeinflussung, wie z.B. durch Antikorper gegen Zelladhdsionsmolekiile

fiir Neutrophile, zu untersuchen.

54  Antikdérperblockade von Mac-1 (CD11b/CD18) und ICAM-1 (CD54)

Durch anti-Mac-1 (CD11b/CD18) konnte in der Indomethacin induzierten chronischen
Ileitis der Ratte die Anzahl der rollenden sowie die Anzahl der adhidrenten Leukozyten
effektiv reduziert werden. Makromorphologische Verinderungen einer chronischen
Ileitis waren praktisch in der anti-CD11b-behandelten Gruppe nicht vorhanden. Diese
Beobachtung stiitzt die Hypothese, dall neben anderen mikrozirkulatorischen Stérungen
(Foitzik T "99), das Leukozytenrolling, das Leukozytensticking und die Transmigration
zentrale pathophysiologische Mechanismen fiir die Entstehung des entziindlichen
Zellinfiltrates sind und auch chronische makromorphologische Verdnderungen be-
wirken konnen. Monoklonale Antikorper (MAKks), die gegen den ganzen CD11/CD18 -
Komplex gerichtet waren, hatten bereits in vorangegangenen Studien die Fahigkeit, eine
Entziindung in einer akuten Colitis bei Ratten (Palmen MJ "95) und eine chronische
Indomethacin induzierte Ileitis in Mesenterialvenolen der Ratte (Arndt H "95) redu-
zieren zu konnen. Unsere Studie zeigt nun, dal} zusitzlich zu dem in vivo beschriebenen
CD18-abhédngigen Mechanismus (Wallace JL "91), ein CD18-unabhingiger, CD11b-
vermittelter Mechanismus fiir die Zelladhésion existiert. Somit bringt diese Studie eine
Erweiterung der Kenntnisse iiber die in vivo Rolle der CD18-Untereinheit CD11b be-

zliglich der Leukkozytenbewegung in die intestinale Entziindung der Ratte.
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Auf der anderen Seite steht die Gabe des anti-ICAM-1 (CD54) - Antikorpers. Dieser
zeigte keinen signifikanten Effekt auf die Leukozyten-Endothel-Interaktion und korres-
pondierend konnten wir in dieser Studie auch keine Besserung der chronischen Ileitis
durch diesen Anitkorper erreichen. Da ICAM-1 ein primdrer Ligand fiir das CD18-
Integrin auf Leukozyten ist, hdtten wir eigentlich erwartet, dafl die Blockade von endo-
thelialem ICAM-1 zu einer eindeutigen Inhibierung der Entziindungsantwort in der
Indomethacin induzierten Ileitis fiithrt. Tatsdchlich ist es so, daB in vivo-
Untersuchungen, in denen mit dem anti-ICAM-1-Antikdrper in Tiermodellen experi-
menteller Entzliindung gearbeitet wurde, unterschiedlichste Ergebnisse aufweisen. Anti-
inflammatorische Eigenschaften des anti-ICAM-1-Antikorpers wurden zum Beispiel in
experimentellen Modellen fiir theumatische Arthritis (Kavanaugh AF "94), chronische
Dextran-Sodium-Sulfate-induzierte Colitis in Méusen (Taniguchi T "98) und Trinitro-
benzenesulfate (TNBS) induzierte Colitis in Ratten (Sans M "99) beschrieben. Dariiber-
hinaus unterstiitzen Ergebnisse, die bei der Verwendung von ICAM-1 Antisense Oligo-
nucleotiden gewonnen wurden, die Hypothese, dal ICAM-1 eine zentrale Rolle in der
Entziindung spielt (Rijcken E "02). ICAM-1 Antisense Oligonucleotide reduzierten die
Entziindungsauspragung in Dextran-Sodium-Sulfate induzierter Colitis in Méusen
(Bennett CF "97) und flihrten zu einer Reduktion der Kortikosteroid-Gabe in einer kli-
nischen Studie mit Morbus Crohn - Patienten (Yacyshyn BR '98). Vielversprechende
klinische Ergebnisse einer reduzierten Transplantatabstofung bei renalen Allotrans-
plantaten (Haug CE '93) konnten in einer grolen Multicenter-Studie (Salmela K *99)
jedoch nicht reproduziert werden.

Die Tatsache, daB3 der anti-ICAM-1-Antikorper keinen anti-inflammatorischen Effekt in
der Indomethacin induzierten Ileitis zeigte, 148t vermuten, da der CD11b/CD18-
Komplex auf den Leukozyten, effektiv mit einem anderen endothelialen Ligand inter-
agieren kann. Dieses wiederum impliziert nicht, dal ICAM-1 iiberhaupt keine Rolle in
der Indomethacin induzierten Ileitis spielt. Es konnte jedoch wahrscheinlich sein, dal3
beziiglich der Zelladhdsion in verschiedenen Typen experimenteller Entziindungsmo-
delle Unterschiede bestehen. Dariiberhinaus scheint die Expression von endothelialem
ICAM-1 innerhalb verschiedener experimenteller Bedingungen, Tierspecies und norma-
len sowie entziindeten Stadien zu variieren. So haben z.B. inflammatorische Mediato-

ren, wie die Zytokine, Arachidonsiure-Derivate und reaktive Sauerstoff-Metabolite,
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welche in entziindlichen Darmerkrankungen erhoht sind, zeigen konnen, dal3 durch sie
die ICAM-1-Expression auf Endothelzellen hochreguliert wird und die Sensitivitit von
CD11/CD18 fiir CD54 ansteigt (Dustin ML "86). Aus diesem Grund konnten Strategien
zur Behandlung entziindlicher Darmerkrankungen durch monoklonale Antikoérper auch
Uberlegungen zur Blockade der Zytokinlevel, wie z.B. durch Anti-Tumor-
Nekrosefaktor (Baert FJ "99) beinhalten. Auf der anderen Seite ist die ICAM-1-
Expression in humanen Kolonbiopsien von Patienten mit Colitis ulcerosa als auch von
Patienten mit Morbus Crohn nicht hoéher als in gesunden Kontrollen (Schiirmann G
'93). Auch gibt es keinen, durch eine dual-radiomarkierte Antikdrpertechnik, gemesse-
nen Unterschied in der intestinalen CD-54-Expression zwischen gesunden Ratten und
Ratten mit Trinitrobenzenesuflate (TNBS) induzierter Colitis (Sans M "99). Neuere
Ergebnisse (Krieglstein CF "01) haben zeigen konnen, da3 eine Aktivierung der Endo-
thelzellen und die dadurch gesteigerte vaskulire ICAM-1-Expression in einem zu unse-
rem Entziindungsmodell gleichem Tiermodell durch Indomethacin hervorgerufen wird.
Man bediente sich zur Feststellung dieses Sachverhaltes ebenfalls der dual-
radiomarkierten Antikorpertechnik. Jedoch wurde in der Studie von Krieglstein et al.
festgestellt, dall die anfangs durch Indomethacin hervorgerufene verstirkte Expression
von ICAM-1 sowohl in der mukosalen Schicht als auch in der muskuldren Schicht des
betroffenen entziindeten Diinndarmes einer Ratte, 48 Stunden nach der ersten, bzw. 24
Stunden nach der zweiten Indomethacin-Gabe unter basale Level abfiel. Im Gegensatz
hierzu stand der signifikante Anstieg der CD11b/CD18-Expression auf den Leukozyten,
der 48 Stunden nach Indomethacin-Applikation in der oben genannten Studie festge-
stellt werden konnte. Da unser Zeitpunkt der Intravitalmikrospie 48 Stunden nach der
ersten, bzw. 24 Stunden nach der zweiten Indomethacinapplikation lag, kann man an-
hand dieser Daten vermuten, warum die Blockade des endothelialen ICAM-1 nicht den
gewlinschten Erfolg bringen konnte. ICAM-1 konnte z.B durch bislang noch nicht ge-
klarte Mechanismen von der endothelialen Oberfldche in den Blutstrom verlorengehen,
was zu einem Anstieg der ICAM-1 Konzentration im Serum fiihren wiirde. Jedoch gibt
es fiir diese Theorie noch keine geeignete MeBBmethode, die dieses im Plasma der Ratte
nachweisen konnte. Eine andere mogliche Erkldrung fiir das Versagen des mono-
klonalen Antikorpers gegen ICAM-1 in unserer Studie steht ebenfalls mit den Ergeb-

nissen von Krieglstein et al. in Verbindung. Eine reduzierte ICAM-1-Expression 48
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Stunden nach Indomethacin-Gabe, bzw. 24 Stunden nach der zweiten Indomethacin-
Gabe konnte durch das Phidnomen der Prdkonditionierung begriindet sein. Hierbei
schiitzt ein vorangegangener schidlicher Einflul (z.B. durch Indomethacin) das Gefal3-
system vor einem nachfolgenden Insult (2. Indomethacingabe). Studien mit ein-
schichtigen kultivierten Endothelzellen haben zeigen konnen, daBl eine kurze Periode
oxidativen Stresses eine Hypoxie / Reoxigenierung- oder TNF-a induzierte Expression
von ICAM-1 vermeiden kann (Beauchamp P 99, Zahler S "00). In einem &dhnlichen
Modell (Ginis 1 "99) konnte ebenfalls durch die Prikonditionierung mit TNF-a eine
Hochregulation der ICAM-1-Expression verhindert werden. Somit ist denkbar, daf3 auch
in unserer Studie die initiale Indomethacin-Injektion das Diinndarm-Gefaf3system gegen
die zweite Indomethacindosis pridkonditioniert hat und somit der gewiinschte Effekt des
anti-ICAM-1-Antikorpers ausblieb. Trotz dieser Ergebnisse und Beobachtungen, die
darauf hindeuten, dall die ICAM-1-Expression im Indomethacin-Entziindungsmodell
48 Stunden nach der ersten, bzw. 24 Stunden nach der zweiten Indomethacin-
Applikation abfillt, mufl betont werden, da3 eine niedrigere ICAM-1-Dichte die voran-
schreitende Akkumulation von Granulozyten im Indomethacin behandeltem Darm zum
Zeitpunkt der Mikroskopie nicht vermeiden konnte. Dieses bestdtigte sich sowohl in der
Histologie als auch in der makroskopischen Beurteilung des Darms. Somit impliziert
diese Beobachtung, daB3 ein anderer zusitzlicher molekularer Mechanismus zur Leuko-
zytenrekrutierung existiert, der zur Entziindungsauspragung, bzw. Entziindungsantwort
nach 48 Stunden beitragt.

Die gleichzeitige Gabe beider Anitkdrper in Kombination zeigte eine signifikante Redu-
zierung der rollenden Leukozyten in den Darmgefédf3en. Dieses Ergebnis lag nur wenig
oberhalb (7,73/100 pum/30 sec) des Ergebnisses nach alleiniger anti-Mac-1-Gabe
(6,60/100 um/30 sec). Die Morphologische Aufarbeitung des Darmes ergab ebenfalls
im Makro- und im Histoscore eine signifikante Abschwéchung der Entziindung. Die
Anzahl der permanent adhdrenten Leukozyten konnte durch die Kombination deutlich
abgeschwicht werden (1,80/100 um/30 sec). Jedoch war diese starke Reduktion der
Sticker letztendlich nicht signifikant vermindert zur Indomethacin-Gruppe
(11,06/100um/30 sec). Wir hitten erwartet, dafl in Anbetracht der anderen Ergebnisse
allein schon durch die Blockade von Mac-1 in dieser Kombination eine signifikante

Stickerreduktion hétte eintreten miissen. Dieses war nicht der Fall. Auch konnten wir,
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wie urspriinglich vermutet, einen moglichen synergistischen Effekt beider Antikdrper
nicht feststellen. Dieses kann an den oben aufgefiihrten Griinden liegen. Zudem muf} bei
dieser Ergebniskonstellation eventuell auch von einer negativen Beeinflussung im Sinne
einer moglichen chemischen Interaktion beider Antikdrper ausgegangen werden, da
durch die Prisenz des ICAM-1-Aks in der AK-Kombinationsgruppe die gemessenen
Parameter riicklaufig sind, jedoch nicht die starke Aussagekraft besitzen, wie wir sie in
der anti-Mac-1-Gruppe vorfinden.

Der in wunserer Studie verwandte Antikorper zur Blockierung der Mac-1
(CD11b/CD18)-Domine auf Leukozyten erzielte eine signifikante Abschwichung der
Entziindung beziiglich der intravitalmikroskopischen Daten, wie z.B. Leukozyten-
Rolling und -Sticking, als auch beziiglich der morphologischen Auswertung der ge-
wonnenen Préparate, wie histologischer und makroskopischer Score des entziindeten
Darmes. Diese Beobachtungen und auch die nachfolgenden neueren Ergebnisse von
Krieglstein et al. (s.0.) stirken die Vermutung, daBl das [,-Integrin CD11b/CDI18
wesentlich zur Indomethacin induzierten Leukozytenrekrutierung beitrdgt. Die Gruppe
um Krieglstein et al. stellte ebenfalls fest, daB3 zirkulierende Leukozyten, die im Indo-
methacin-Entziindungsmodell der Ratte mittels Flowzytometrie untersucht wurden, 48
Stunden nach der ersten Indomethacin-Gabe signifikant vermehrt CD11b/CD18 ex-
primierten (s.0.). Obwohl ICAM-1 ein bekannter Ligand fiir CD11b/CD18 ist, benotigt
dieses stark promiskuitive B,-Integrin das ICAM-1 nicht, um die Leukozyten-
Endothelzell-Adhédsion zu fordern. Wir vermuten anhand unserer Ergebnisse, dal3 so-
wohl die Bindung von CD11b/CD18 an subkonstitutionelle Formen von ICAM-1, als
auch die nicht-spezifische Bindung dieses B,-Integrins an andere Strukturen der endo-
thelialen Oberfliche, fiir den groBten Teil der Leukozytenrekrutierung in unserem Mo-

dell der Indomethacin induzierten Ileitis verantwortlich ist.

102



Zusammenfassung

6.  Zusammenfassung

Neue biologische Therapien bei der Behandlung der chronisch entziindlichen
Darmerkrankungen spiegeln den exponentiellen Wissenszuwachs iiber das menschliche
Immunsystem und insbesondere iiber die Mechanismen von intestinalen Entziindungen
in der letzten Dekade wieder (Delves PJ 00, Parkin J "01). Das bessere Verstidndnis der
(Entziindungs-) Mechanismen chronisch entziindlicher Darmerkrankungen ist das
Ergebnis klinischer Forschung und der Untersuchungen an geeigneten Tiermodellen. In
den letzten Jahren wurde eine Vielzahl neuer attraktiver Tiermodelle entwickelt.
Obwohl keines dieser Modelle ein vollstindiges Korrelat zum Morbus Crohn oder der
Colitis ulcerosa darstellt, imitieren diese Tiermodelle einige wichtige klinische,
histopathologische und immunologische Aspekte dieser Erkrankungen. Zudem haben es
diese Modelle auch ermdglicht, neue therapeutische Ansidtze zur Behandlung dieser
Erkrankungen zu erproben (Baumgart DC "03). Dariiberhinaus konnte gezeigt werden,
dafl die Migration zirkulierender Leukozyten in lokale Entziindungsbereiche einen
wesentlichen Aspekt in der Pathogenese chronisch entziindlicher Darmerkrankungen
darstellt (Schiirmann G '95). Diese transendotheliale Migration der Leukozyten wird
durch die Interaktion von Zelladhdsionsmolekiilen, die sowohl auf Leukozyten als auch
auf Endothelzellen lokalisiert sind, gesteuert. Schon frilh konnte eine vermehrte
Expression von solchen Zelladhdsionsmolekiilen im Rahmen chronisch entziindlicher
Darmerkrankungen gezeigt werden (Schiirmann G "93).

Ziel dieser Studie war es, mittels intestinaler Intravitalmikroskopie an einem
Rattenmodell chronisch entziindlicher Darmerkrankungen zu {iberpriifen, wie sich eine
einzelne und eine kombinierte Antikorperblockade gegen das von Leukozyten
exprimierte Zelladhdsionsmolekiil Mac-1 und seinen endothelseitigen Liganden ICAM-
1 auf die Leukozyten-Endothelzell-Interaktion und somit auf das Entziindungsmuster
auswirkt. Hierzu erfolgte die lokale Etablierung eines geeigneten tierexperimentellen,
intestinalen Entziindungsmodells. Eine Darmentziindung konnte durch die zweimalige
subkutane Indomethacingabe (7,5 mg/kg KG in 5 % NaHCOs3) 48 und 24 Stunden vor
Versuchsbeginn standardisiert in der Ratte ausgelost werden. Insgesamt wurden 35
méinnliche Sprague-Dawley-Ratten (160-200 g) in 5 Gruppen mit je 7 Tieren eingeteilt.

Bei 4 Gruppen wurde durch die zweimalige subkutane Indomethacin-Injektion (48 h
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und 24 h vor Mikroskopie) eine chronische Darmentziindung induziert. Uber einen
zentralen Venenkatheter erhielt jeweils eine der Entziindungsgruppen den anti-Mac-1,
eine den anti-ICAM-1 und eine weitere die Kombination beider Antikorper (je 1mg/kg
KG) 24 h und 12 h vor der Mikroskopie. Der letzten Entziindungsgruppe wurde nur die
Trégersubstanz der AK-Suspension verabreicht. Die fiinfte Versuchsgruppe diente als
entzlindungsfreie Kontrolle. Narkose und Schmerzausschaltung erfolgten durch
Etherinhalation. In Auflichttechnik wurden pro Ratte erstmalig 10 subserosale,
postkapillire Sammelvenolen am Ubergang vom Darm zum Mesenterium
mikroskopiert und online videodokumentiert. Die Makroskopie und die Histologie des
Darmes wurden anhand spezieller Scores ausgewertet.

Die Entziindung war durch einen signifikanten Anstieg (P<0,05) der temporér
adhdrenten Leukozyten (von 5,41 £ 2,79 auf 33,64 + 14,56 /100 pm/30 sec) und der
permanent adhirenten Leukozyten (von 0,16 £ 0,18 auf 11,06 £ 3,63 /100 um/30 sec)
charakterisiert. Nach Antikorpergabe zeigte die anti-CD11b-Gruppe, im Gegensatz zur
anti-CD 54-Gruppe, die eine Verminderung, jedoch keine signifikante Reduzierung der
Entziindungszellen erreichte, eine signifikante (P<0,05) Verminderung der Roller (von
33,64 £ 14,56 auf 6,60 = 2,71) und der Sticker (von 11,06 + 3,63 auf 0,07 + 0,10). Die
Kombination beider Aks zeigte hingegen nur eine signifikante Verminderung der Roller
(von 33,64 = 14,56 auf 7,73 = 3,60). Indomethacin fiihrte zu einem Anstieg des
Makroskopie-Scores von 0 auf 4,43 + 0,79 Punkten (P<0,05), anti-CD11b zu einer
Verminderung von 4,43 + 0,79 auf 1,29 + 1,11 Punkten (P<0,05) und die Kombination
zu einer Verminderung von 4,43 + 0,79 auf 1,57 + 0,98 (p<0,05). Histologisch fiihrte
Indomethacin zu einem Anstieg des Scores von 0 auf 6,43 + 1,27 Punkten (P<0,05),
anti-CD11b zu einer Verminderung von 6,43 + 1,27 auf 1,14 + 2,04 (P<0,05) und die
Kombination zu einer Verminderung von 6,43 + 1,27 auf 0,29 + 0,76 (P<0,05).

Wir haben durch diese Ergebnisse erstmalig zeigen konnen, daf sich die postkapilldren
Sammelvenolen der Diinndarmserosa eignen, um intravitalmikroskopische
Untersuchungen im Indomethacin-Entziindungsmodell der Ratte durchzufiihren
(Krieglstein CF "98). Sie stellen Sammelgefia3e der entziindeten Darmsegmente dar und
erlauben Riickschliisse auf die Entziindungsprozesse in der Darmwand. Die Blockade
des endothelseitigen Zelladhdsionsmolekiils ICAM-1 hatte in unserem Modell keinen

signifikanten Einflufl auf das Leukozytenverhalten. Die anti-Mac-1 - Gabe hemmte die
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Leukozyten-Endothelzellinteraktion erfolgreich und blockierte signifikant die
makroskopische Darmentziindung. Dieses Ergebnis spricht dafiir, dass dem
leukozytenstindigen Zelladhdsionsmolekiil Mac-1 eine Schliisselrolle in der
Entziindungskaskade des Indomethacin-Modells einer chronisch entziindlichen
Darmerkrankung zukommt (Krieglstein CF "99).

Die gewonnen Daten lassen erwarten, dass in Zukunft Biologika eine wichtige Rolle bei

der Behandlung chronisch entziindlicher Darmerkrankungen spielen werden.
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7. Abkurzungsverzeichnis

Ak
APC
CAM
CARD
CED
CLA
CTLA
CU
COX
DSS
EDRF
EGF
ELAM
FITC
FMLP
GlyCAM-1
HEVs
HLA
HUVECs
IBD
ICAM
IFN

Ig

IL
Indo
IVM
KD
LAD-I
LADS

Antikorper

Antigen presenting cell

Cell Adhesion Molecule

Caspase Activation And Recruitment Domain
Chronisch entziindliche Darmerkrankungen
Cutaneous leukocyte antigen

Cytotoxic T-lymphocyte antigen

Colitis ulcerosa

Cyclooxygenase

Dextran-Sodium-Sulfate
Endothelium-derived-relaxing factor
Epidermal growth factor

Endothelial leukocyte adhesion molecule
Fluoreszeinisothiozyanat

N-formyl-methionyl-leucyl-phenylalanine

Glycosylation-dependent cell adhesion molecule-1

High endothelial venules

Human leukocyte antigen

Human umbilical vein endothelial cells
Inflammatory bowel disease

Intercellular adhesion molecule

Interferon

Immunglobulin

Interleukin

Indomethacin

Intravitalmikroskopie

Kilodalton

Leukozytenadhésionsdefizienz

Leukocyte adhesion deficiency syndrome
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LAM-1
LFA-1
L-NAME
LPS
MAbs
MAKks
MAC-1
MAdCAM-1
MAKks
MHC
MC

NO

NOS
NSAIDs
PAF

Part
PECAM-1
PG
PMNs
PSC
PSGL-1
SCID
sLe”
SEM

ty,

TCR
TNBS
TNF
VCAM

Leukocyte adhesion molecule 1
Lymphocyte function associated antigen-1
NC-nitro-L-arginine methyl ester
Lipo-Poly-Saccharid

Monoclonal antibodies

Monoklonale Antikorper

Macrophage antigen-1

Mucosal addressin cell adhesion molecule-1
Monoklonale Antikorper

Major histocompatibility complex

Morbus Crohn

Stickoxid

Stickoxid-Synthase

nicht steroidale antiinflammatorische Medikamente
Platelet-activation factor

Arterieller Blutdruck

Platelet endothelial cell adhesion molecule-1
Prostaglandin

Polymorphkernige Neutrophile

Primir Sklerosierende Cholangitis
P-selectin glycoprotein ligand-1

Severe combined immuno deficiency

sialyl Lewis™

Standardabweichung des mittleren Fehlers
Halbwertszeit

T-cell-receptor

Trinitrobenzenesulfate

Tumornekrosefaktor

Vascular cell adhesion molecule

107



Anhang

8.  Anhang
8.1 Ergebnistabellen
Versuch Roller Sticker Ery-V FluR GefaR-@ | Makroscore | Histoscore
(n/100pm/30sec) | (n/100pm/30sec) | (umis) (ul/min) (um) (0-5 Punkte) (0-8 Punkte)
K1 6,40 0,40 1877,00 | 0,65 84,24 0,00 0,00
K2 4,10 0,40 2517,89 | 1,07 89,65 0,00 0,00
K3 6,60 0,00 2097,33 1,02 105,68 0,00 0,00
K4 2,70 0,10 243280 | 1,27 106,15 0,00 0,00
K5 4,50 0,20 1735,33 | 0,88 111,02 0,00 0,00
K6 2,90 0,00 2088.,44 | 1,29 116,35 0,00 0,00
K7 10,70 0,00 1593,53 | 0,93 108,10 0,00 0,00
= 5,41 0,16 2048,90 | 1,01 103,03 0,00 0,00
S+ 2,79 0,18 343,14 0,22 11,66 0,00 0,00
Tab. 1: Ergebnisse der Kontrollgruppe.
Versuch Roller Sticker Ery-V FluR GefaR-@ | Makroscore | Histoscore
(n/100pm/30sec) | (n/100pm/30sec) | (Lms) (ul/min) (um) (0-5 Punkte) (0-8 Punkte)
I1 32,50 10,70 2280,67 | 0,94 93,61 5,00 7,00
12 51,20 8,80 1864,18 | 1,00 100,38 5,00 6,00
13 26,10 9,70 1829,38 | 0,89 99,86 4,00 8,00
14 25,60 6,50 1650,99 | 1,00 110,15 3,00 4,00
I5 56,80 18,10 215748 | 1,15 105,42 5,00 7,00
16 18,70 12,40 244577 | 1,09 97,02 4,00 6,00
17 24,60 11,20 1959,40 | 1,02 105,53 5,00 7,00
= 33,64 11,06 2026,84 | 1,01 101,71 4,43 6,43
S+ 14,56 3,63 279,36 0,09 5,66 0,79 1,27
Tab. 2: Ergebnisse der Indomethacin-Entziindungsgruppe.
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Versuch Roller Sticker Ery-V FluR GefaR-@ | Makroscore | Histoscore
(n/100um/30sec) | (n/100pm/30sec) | (um/s) (ul/min) (um) (0-5 Punkte) (0-8 Punkte)
Mac-1 9,20 0,10 2668,42 | 1,41 105,20 2,00 0,00
Mac-2 5,50 0,00 2511,07 | 1,39 105,20 3,00 3,00
Mac-3 9,30 0,20 2488,00 | 1,42 111,73 1,00 0,00
Mac-4 3,30 0,20 2097,02 | 0,99 98,49 0,00 0,00
Mac-5 4,20 0,00 1396,42 | 0,85 112,68 2,00 5,00
Mac-6 5,00 0,00 1749,53 | 0,88 103,88 0,00 0,00
Mac-7 9,70 0,00 221436 | 1,59 123,29 1,00 0,00
e 6,60 0,07 2160,69 | 1,22 108,64 1,29 1,14
< 2,71 0,10 456,03 0,30 8,06 1,11 2,04
Tab. 3:  Ergebnisse der Anti-Mac-1 Versuchsgruppe.
Versuch Roller Sticker Ery-V FluR GefaR-@ | Makroscore | Histoscore
(n/100um/30sec) | (n/100pm/30sec) | (um/s) (ul/min) (um) (0-5 Punkte) (0-8 Punkte)
ICAM-1 29,00 8,00 1899,50 | 0,82 94,57 5,00 7,00
ICAM-2 21,70 2,60 1813,14 | 0,82 98,78 5,00 7,00
ICAM-3 43,10 12,70 2441,58 | 1,18 98,05 5,00 8,00
ICAM-4 33,00 9,00 2447,12 | 1,00 93,18 5,00 8,00
ICAM-5 22,80 6,60 225934 | 1,07 98,96 4,00 7,00
ICAM-6 40,01 29,90 1662,80 | 0,47 78,37 5,00 6,00
ICAM-7 7,70 4,10 3026,09 | 1,83 116,19 3,00 0,00
= 28,19 10,41 2221,37 | 1,03 96,87 4,57 6,14
S+ 12,09 9,20 470,94 0,42 11,14 0,79 2,79

Tab. 4: Ergebnisse der Anti-ICAM-1 Versuchsgruppe.
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Versuch Roller Sticker Ery-V FluR GefaR-@ | Makroscore | Histoscore
(n/100um/30sec) | (n/100pm/30sec) | (ums) (ul/min) (um) (0-5 Punkte) (0-8 Punkte)

M/I-1 7,10 1,30 1989,08 | 0,95 101,35 1,00 0,00
M/I-2 12,90 5,20 2038,69 | 0,98 101,18 2,00 0,00
M/I-3 2,40 0,20 1306,67 | 0,65 102,57 1,00 0,00
M/I-4 9,80 1,70 1773,98 | 0,68 93,26 0,00 0,00
M/I-5 6,30 1,20 2219,18 | 0,84 89,30 2,00 2,00
M/I-6 10,60 1,70 163424 | 0,65 91,57 2,00 0,00
M/1-7 5,00 1,30 2210,18 1,15 104,41 3,00 0,00
< 7,73 1,80 1881,72 | 0,84 97,66 1,57 0,29

% 3,6 1,58 332,03 0,19 6,09 0,98 0,76

Tab. 5: Ergebnisse der Anti-Mac-1/Anti-ICAM-1-Kombination — Versuchsgruppe.
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