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Der Einfluss von Ursodeoxycholsiure auf die Mikrozirkulation in der Leber der Ratte

nach bilio-pankreatischer Obstruktion

Ein posthepatischer VerschluBikterus fithrt im Rattenmodell zu einer Beeintriachtigung der
intrahepatischen Mikrozirkulation. Diese konnte fiir eine Schéadigung des hepatischen
retikuloendothelialen Systems durch bilidre Obstruktion verantwortlich sein und somit
letztendlich Komplikationen wie eine Sepsis oder eine bilidre Pankreatitis verursachen. Wir
beschiftigten uns daher in der vorliegenden Studie mit der Frage, ob eine medikamentdse
Beeinflussung der intrahepatischen Mikrozirkulation nach VerschluBikterus durch UDCA
moglich ist. Bei 48 minnlichen Wistar-Ratten mit 6 Tieren pro Gruppe wurde eine
Mittellinienlaparotomie durchgefiihrt. Bei den Tieren der Gruppen 3 bis 8 wurde der D.
pancreatico-choledochus ligiert, bei den Kontrollgruppen 1 und 2 lediglich mobilisiert. Zu
festgelegten Zeitpunkten nach der OP wurde eine Relaparotomie mit folgender
Epilumineszenz-Intravitalmikroskopie durchgefiihrt. Die Tiere der Gruppen 2, 4, 6, und 8
erhielten zusitzlich tdaglich 10mg/kg K.G. UDCA per os; beginnend 7 Tage vor der Ligatur
bis zum Zeitpunkt der Intravitalmikroskopie. Die Ergebnisse wurden mit dem Wilcoxon-Test
fiir ungepaarte Stichproben auf Signifikanz tiberpriift. Ergebnisse kleiner als 0,05 wurden als
signifikant betrachtet. Alle Tiere iiberlebten den Versuchszeitraum. Die Quantifizierung des
hepatischen Sinusendothelschaden erfolgte iiber die Auszidhlung der temporér und permanent
adhirenten Leukozyten.

Zusammenfassend ladsst sich sagen, dass die Gabe von UDCA im Rattenmodell ist geeignet,
den hepatischen Sinusendothelschaden nach bilio-pankreatischer Obstruktion zu verringern.
Inwieweit dies zur therapeutischen Beeinflussung des hepatischen RES und somit zur
Verbesserung der Prognose einer bilidiren Pankreatitis beitrdgt, muss in weiteren Studien
gezeigt werden.

Tierversuchsgenehmigung des Regierungspriasidenten Miinster Nr. G15/98.
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Einleitung

1. Einleitung

Der akuten Pankreatitis liegt eine virale, bakterielle oder chemisch-toxisch induzierte
Entziindung der Bauchspeicheldriise zugrunde, die mit Storungen der exokrinen und
endokrinen  Funktion einhergehen kann. Klinisch besteht eine ausgeprigte
Beschwerdesymptomatik mit akut einsetzender Abdominalsymptomatik und massiven
systemischen Komplikationen.

Man unterscheidet im wesentlichen zwei Erscheinungsformen voneinander, die milde
o0dematose Pankreatitis und die schwere himorrhagisch-nekrotisierende Pankreatitis. Hierbei
kann eine ddematose Pankreatitis in eine himorrhagische Form iibergehen. Die hiufig schwer
verlaufenden himorrhagisch-nekrotisierenden Pankreatitiden gehen beim Menschen mit einer
Letalitdt von bis iiber 50% einher und konnen zu systemischen Komplikationen wie z.B.
Schock, akutem Nierenversagen, pulmonaler Insuffizienz und Sepsis fiihren.
Gallenwegserkrankungen und Alkohol sind die bedeutendsten Ursachen der akuten
Pankreatitis, wobei die bilidr induzierte Pankreatitis mit 40-60% in Deutschland am
héufigsten ist.

Trotz zahlreicher Studien konnte bisher noch nicht endgiiltig geklart werden, welche
konkreten  pathophysiologischen = Mechanismen  letztlich zum  Ausbruch  der
Bauchspeicheldriisenentziindung fiihren. Insbesondere ist bis heute unklar geblieben, welche
Abliufe beim Ubergang einer 6dematdsen in eine himorrhagisch-nekrotisierende Pankreatitis
entscheidend sind.

Eine wichtige Rolle fiir den Verlauf und die Prognose einer akuten Pankreatitis wird dem
hepatischen RES zugeschrieben. In tierexperimentellen Studien konnte belegt werden, dass
bei der artifiziellen Blockade des hepatischen RES eine ddematdse Pankreatitis in eine
himorrhagisch-nekrotisierende Verlaufsform {iibergeht (13). Bei einer akuten Pankreatitis
fiihrt demnach ein funktionsgemindertes RES zu einem prognostisch ungiinstigeren Verlauf
der Erkrankung.

Woraus die Einschrinkung der RES-Funktion letztlich resultiert, ist nicht eindeutig geklirt, es
scheinen jedoch zwei Faktoren von {iibergeordneter Bedeutung zu sein: Die hepatische
Mikrozirkulation (80) und die Endotoxinamie (145, 146, 147, 79).

Insbesondere die oben bereits erwihnte bilidre Obstruktion fithrt im Rattenmodell zu einer
signifikanten ~Verschlechterung der hepatischen Mikrozirkulation im Sinne von
Perfusionsstorungen, einhergehend mit einer Steigerung der Leukozyten-Endothel-

Interaktion und einer Verminderung der Sinusoidaldurchmesser (80). Die Durchblutung
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wiederum ist ein wichtiger Einflussfaktor auf die Funktionskapazitit des RES der Leber.
Somit haben Patienten mit Storungen der hepatischen Mikrozirkulation z.B. im Schock oder
in der Sepsis auf Grund einer verminderten RES-Funktion ein deutlich erhdhtes Risiko einer
Endotoxindmie, die hdufig letal endet. Auch bei der bilidren Obstruktion kommt es aus
verschiedenen Griinden zu einem vermehrten Anfall von Endotoxinen im Blutkreislauf (145,
146, 152 79). Endotoxine schiddigen nachweislich das RES, was zu einer verminderten
Clearance von Endotoxinen aus dem Blutstrom fithrt und den Endotoxinspiegel noch weiter
ansteigen lassen. Im Sinne eines Circulus vitiosus wird das RES dadurch noch stirker
geschidigt.

Aus dem oben beschriebenen geht hervor, dass es sinnvoll erscheint, Therapieprinzipien zu
entwickeln, die eine Unterstiitzung des RES zum Ziel haben, um die Prognose der akuten
Pankreatitis zu verbessern. Ein Medikament, das diese Optionen moglicherweise bietet, ist die
Ursodeoxycholsdure (UDCA). Bei der Ursodeoxycholsdure handelt es sich um eine
hydrophile, atoxische Gallensidure, die im klinischen Alltag zum Auflosen von Cholesterin-
Gallensteinen eingesetzt wird. In den letzten Jahren konnte dariiber hinaus auch bei
verschiedenen cholestatischen Lebererkrankungen die Wirksamkeit der Substanz belegt
werden. Zu nennen sind hier vornehmlich die primér bilidre Zirrhose (PBC) und die primér
sklerosierende Cholangitis (PSC) (27, 121).

UDCA soll auf verschiedene Weisen wirken. Neben immunmodulatorischen Effekten steigert
UDCA die hepatische Mikrozirkulation (187) und hat einen protektiven Effekt bei der durch
bilidre Obstruktion bedingten Endotoxindmie (72). Diese beiden pharmakologischen Effekte
sind, wie oben bereits erwihnt, wichtige Einflussfaktoren auf die Phagozytosekapazitit des
hepatischen RES. Denkbar wire somit, dass die Gabe von UDCA bei Patienten mit akuter
Pankreatitis einen positiven Effekt auf die RES-Funktion der Leber besitzt und dadurch den
Krankheitsverlauf giinstig beeinflusst.

Zur Beurteilung der hepatischen Mikrozirkulation ist die in vivo Mikroskopie hervorragend
geeignet. Sie ermoglicht die direkte Darstellung der kleinsten Baueinheiten der Leber am
lebenden Organismus, wobei die Mboglichkeit besteht, Verdnderungen verschiedener
Parameter im Zeitverlauf zu betrachten. Mittlerweile ist die in vivo Mikroskopie im
experimentellen Bereich etabliert. Es wurden bereits Untersuchungen an Gehirn, Herz, Lunge,

Pankreas, Darm, Niere, Auge und Leber durchgefiihrt (14, 207).
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Ziel dieser Arbeit war es, mit Hilfe der in vivo Mikroskopie den Effekt von UDCA auf die
Mikrozirkulation der Leber bei bilidrer Obstruktion zu beurteilen. Hierzu wurden ménnliche
Wistar-Ratten verwendet, bei denen der Ductus pancreatico-choledochus darmnah ligiert
wurde. Diese Konstellation 16st eine hdmorrhagisch-nekrotisierende Pankreatitis aus, die
unbehandelt zum Tod des Versuchstieres fiihrt. Dabei war die Dauer der Obstruktion in den
einzelnen Gruppen unterschiedlich lang, um zu ergriinden, wie sich eine Therapie von
Ursodeoxycholsdure bei unterschiedlich lang andauernder bilidrer Obstruktion auswirkt. Falls
UDCA die Mikrozirkulation der Leber in allen Gruppen gleichférmig verbessern sollte, so
wire davon auszugehen, dass diese verbesserte Mikrozirkulation einen positiven Einfluss auf
das RES hat und somit die Prognose der bilidgren Pankreatitis verbessert. Die genaue
Quantifizierung der hepatischen RES-Funktion und die Beurteilung des histologischen

Schweregrades der Pankreatitis konnte dann Gegenstand weiterer Studien sein.
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2. Material und Methode

2.1 In vivo Mikroskopie

Bei der in vivo Mikroskopie wird zwischen einer Transillumination und einer
Epiillumination unterschieden. Die Epiillumination hat jedoch mehr Anwendung
gefunden (158), da bei der Transillumination nur ein Gebiet von 1 mm Durchmesser
begutachtet wird, welches sehr empfindlich auf die Einwirkung von mechanischem
Druck reagiert und somit leicht geschadigt wird. Ein organschonendes Verfahren der in
vivo Mikroskopie stellt die inverse Fluoreszenzmikroskopie dar. Bei dieser Form der
Epiillumination befinden sich die Lichtquelle und die Optik des in vivo Mikroskops
unterhalb des auf einem Objekttriger ausgelagerten linken Leberlappens. Durch dieses
Verfahren entféllt die Drehung des linken Leberlappens, sowie die Einebnung des

Lappens auf dem am Mikromanipulator befestigten Leberloffel (189).

Mittels Durchfiihrung der in vivo Mikroskopie ist es moglich eine Vielzahl an Faktoren

der Mikrozirkulation in der Leber zu messen und zu beurteilen, wie zum Beispiel:

- Aktivitit der Leukozyten-Endothel-Interaktion

- Durchmesser der Lebersinusoide

- Anzahl der perfundierten Lebersinusoide

- Aktivitdtszustand der von-Kupfferschen-Sternzellen

- Geschwindigkeit der Erythrozyten und Leukozyten im Blutfluss

- Durchlassigkeit der Kapillaren
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2.1.1 Technischer Aufbau der Geriite

Zur Durchfithrung der Versuche nutzten wir die folgend genannten technischen Gerite:

Mikroskop:

- Zeiss Germany

- Okulare: P1 10x/20

- Objektiv: Zeiss Plan-Neofluar 16x/0,5 mm Wasserimmersion

- Quecksilberlampe HBO 100 W/2

- Filter: 450-490, FT 510 (10) blau 515-565 fiir Fluorescein-Natrium und Latex

Beads

- Filter: 510-560, FT 580 (14) griin LP 590 fiir Rhodamin 6G

Bildaufnahme und Verarbeitung:

- Videocamera (Pieper FK 6990-1Q)

- Videorekorder (Panasonic AG-7350)
- Timer (FOR-A VTG 33)

- Bildschirm (Pieper IQM 538)

- PC mit Bildverarbeitungssoftware (analySIS Pro 2.11.007)
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000

Intravitalmikroskop

Video Recorder

Abb.1: Anordnung der Gerite fiir die in vivo Mikroskopie

Durch ein in den Strahlengang des Mikroskops installierten Zoom konnte eine
Bildvergroerung zwischen dem 380- und 1520-fachem des zu untersuchenden
Objektes erreicht werden. Zur Beurteilung der Sinusoidaldurchmesser und der
Leukozyten-Endothel-Interaktion zeigte sich eine Vergroflerung um das 670-fache als
am besten geeignet. Wurde eine stirkere Vergroflerung gewidhlt, so war eine
ausreichende Beleuchtung nicht mehr gewéhrleistet und der zu untersuchende Bezirk
mangels ungeniigender Grofe nicht mehr reprisentativ. Mittels Feinregulation am
Intravitalmikroskop erfolgte die Bildschirfeneinstellung des zu untersuchenden
Leberfeldes. Dies konnte an dem angeschlossenen Monitor beurteilt werden und wurde
mittels eines Videorekorders auf einem Videoband aufgezeichnet. Nach Abschluss der
Aufnahmen wurde das Videoband durch die Bildverarbeitungssoftware Analysis
(analySIS Pro 2.11.007) durch einen PC auf die zu untersuchenden Parameter beurteilt

und ausgewertet.
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2.1.2 Fluoreszenzfarbstoffe

Bei der in vivo Mikroskopie besteht die Moglichkeit der Nutzung einer Vielzahl an
Fluoreszenzfarbstoffen. Hiervon stellen Natriumfluoreszein, Rhodamin 6G,
Acridinorange sowie Fluoreszeinisothiozyanat (FITC)-markierte Hydroxyéthylstirke
(HAES) die am haufigsten genutzten Substanzen dar. Um die Phagozytosekapazitit der
von-Kupfferschen-Sternzellen zu beurteilen, nutzt man fluoreszierende Latex Beads
(116, 156, 157, 194). Geschadigte Zellen konnen mittels Propodium-Iodid geféarbt und
sichtbar dargestellt werden (189).

Fiir die Anfidrbung der Leukozyten im Blut hat sich Rhodamin 6G als der am besten
geeignete Fluoreszenzfarbstoff erwiesen (114, 207). Acridinorange ist zur
Leukozytenfarbung ebenfalls nutzbar, jedoch konnte in verschiedenen Studien gezeigt
werden, dass sich hierdurch weniger Leukozyten anfirben lassen als mit Rhodamin 6G
(158). Zur Erythrozytenfirbung nutzt man Fluoreszeinisothiocyanat. Als die geeignetste
Farbung zur Durchfiihrung der in vivo Mikroskopie hat sich jedoch die Doppelfdarbung

mit Natrium-Fluoreszein und Rhodamin 6G herausgestellt (157).

Rhodamin 6G

Bei Rhodamin 6G (C,sH3:N,O5Cl; M=479,02; SIGMA) handelt es sich um eine
Substanz mit einer positiven Ladung. Durch diese Ladung wird eine Bindung an
Membranen der Leukozytenmitochondrien ermoglicht, wodurch diese markiert werden
(14) und mittels der in vivo Mikroskopie sichtbar gemacht werden konnen. Die stirkste
Aufnahme des Rhodamin 6G wurde in den periportalen Gefdlen beobachtet (157).
Rhodamine finden industriell Anwendung zur Herstellung von Farbstoffen fiir
Leuchtpigmente, Pigmenten fiir Druckfarben- und Schreibtinten und zur Fiarbung von

Seide, Jute, Wolle und Papier.
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Natriumfluoreszein

Natriumfluoreszein (Cy0H;0Na,0Os; M=376,28; Absorptionsmaximum: 490-492nm;
SIGMA) wird besonders in den perizentralen Gebieten der Leber aufgenommen.
Hierdurch erfolgt eine starke Kontrastierung zwischen den Lebersinusoiden und den
Hepatozyten. Daher benutzt man Natriumfluoreszein zu der Beurteilung und der
Auswertung der mikrovaskulidren Perfusionsrate und der Ausmessung der Durchmesser
der Sinusoide (157). In der gesunden Leber kann die Natriumfluoreszein-Exkretion in
die interzelluldren Gallekanilchen direkt beobachtet werden, was aber nach einem
Ischiamie-Reperfusionsschaden aufgrund der verminderten hepatozelluldren Funktion
nicht mehr moglich ist (158).

In der Klinik wird Natriumfluoreszein vor allem in der Opthalmologie genutzt um
Hornhauterosionen darzustellen, Fluoreszenz-Angiographien der retinalen Geféille

durchzufiihren und die Durchgingigkeit der Tranenwege zu priifen.

2.1.3 Kontrastmittelkonzentrationen

In dieser Studie erfolgte die intravendse Gabe der Kontrastmittel iiber einen in der Vena
iugularis interna eingebrachten Katheters. 15 Minuten vor dem Beginn der in vivo
Mikroskopie erfolgte die intravendse Verabreichung von Rhodamin 6G in einer
Dosierung von 0,1 umol/kg Korpergewicht. Danach wurde Natriumfluoreszein unter
mikroskopischer Kontrolle in einer Dosierung von 1 pumol/kg Korpergewicht intravends

iiber den Katheter injiziert.

Die Endkonzentration betrug fiir Rhodamin 6G 0,096 mg/ml (0,2 pmol/ml) und fiir
Natriumfluoreszein 0,75 mg/ml (2umol/ml) (159, 195). Wurde im Versuchsverlauf eine
abschwichende Wirkung des Natriumfluoreszeins beobachtet, so konnte unter optischer

Kontrolle zusitzlich Kontrastmittel intravenos verabreicht werden.

10
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2.1.4 Durchfiihrung der in vivo Mikroskopie

Zur Durchfithrung und zur Beurteilung der in vivo Mikroskopie ist eine glatte Flache
obligat, da nur diese scharfe Bilder liefert, die zu einer objektiven Auswertung nutzbar
sind. Hierfiir eignet sich am besten der linke Leberlappen, da er eine sehr plane
Unterfldche bildet und durch die im Gegensatz zu den anderen Lappen erhebliche Grof3e
gut zu mobilisieren und aus dem Abdomen auszulagern ist. Bei diesem Vorgang ist
darauf zu achten, dafl die Unterseite nicht direkt beriihrt wird, da hierdurch Blutungen
entstehen konnen oder sich die Manipulation auf die Ergebnisse der Leukozyten-
Endothel-Interaktion auswirken. Vor Durchfithrung der Leberauslagerung miissen die
Bandstrukturen des linken Leberlappens mit dem Magen, dem Zwerchfell und den
iibrigen Leberlappen vorsichtig durchtrennt werden, bis dieser frei beweglich ist. Zur
Auslagerung des linken Leberlappens werden zwei feuchte Stieltupfer verwendet, mit
denen die Unterseite nicht beriihrt werden darf. Der Lappen wird an der Oberfldche
beginnend mit den Tupfern im Uhrzeigersinn gedreht und aus dem Abdomen
herausgelagert, sodass die Lappenunterseite nach oben zu liegen kommt. Nun wird die
Leber auf einen Loffel am Mikromanipulator des in vivo Mikroskops gelagert, der an
seiner Oberseite eine aus Knetmasse der Leberoberfliche anmoduliertes Bett aufweist.
Da die Leber den Atemexkursionen des Tieres folgt, muss mittels des zu allen Seiten
beweglichen Mikromanipulators versucht werden, den Leberlappen in eine Lage zu
bekommen, in der der Lappen kaum diesen Bewegungen folgt. Hierbei muss darauf
geachtet werden, dal zu keiner Zeit durch Kompression der Gefi3e der Blutzufluss zur
Leber beeinflusst wird. Ist die Leber ruhig in der Knetmasse zum Liegen gekommen,
wird anschlieBend ein Deckgldschen auf die Leberunterfliche aufgebracht. Vor und
wihrend der Mikroskopie muss die Leber standig mit 0,9%iger NaCl-Losung befeuchtet
werden, um sie vor Austrocknung und der durch das Licht des Mikroskops entstehende
Wirme zu schiitzen. Bei der in vivo Mikroskopie ist darauf zu achten, dass das Objektiv
niemals direkt mit den Deckglédschen in Berithrung kommt, da durch die Kompression
Einfluss auf die Ergebnisse genommen wird. Nun erfolgte die Vorbereitung zur in vivo

Mikroskopie.

11
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Abb.2 : Ratte unter dem Intravitalmikroskop

12
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2.2 Versuchstiere

Die gesamten Versuche wurden in der Abteilung der Chirurgischen Forschung der
Klinik und Poliklinik fiir Allgemeine Chirurgie der Westfilischen Wilhelms-Universitét
Miinster durchgefiihrt (Tierversuchsgenehmigung des Regierungsprisidenten Miinster
Nr. G15/98). Fiir die Versuche wurden ausschliefSlich mannliche Albino-Wistar-Ratten
mit einem Gewicht von 200-250 g (Firma Charles River, Sulzfeld) verwendet. Nach
dem Eintreffen der Versuchstiere in den tierexperimentellen Einrichtungen wurden sie
zundchst fir mindestens 7 Tage in Drahtkidfigen der Firma EBECO unter

konventionellen Bedingungen gehalten:

- 12-stiindiger Hell-Dunkel-Rhythmus (7-19 Uhr Beleuchtung)

- Temperatur 22-24°C
- Haltungsdidt Miuse-Ratten 1324 (Pellets der Firma Altromin)

- 12 Stunden vor dem Beginn der Operation wurden die Versuchstiere in
Einzelkifige (Maluonkifig Typ 3, DST) niichtern gesetzt, erhielten jedoch freien

Zugang zu Wasser.

Gesunde Tiere ohne Anzeichen von Atemwegserkrankungen und mit ausreichendem

Korpergewicht wurden fiir die Versuche verwendet.
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2.3 Versuchsgruppen

Es wurden 48 maénnliche Wistar-Ratten mit einen Gewicht zwischen 200-250g auf
insgesamt 8 Gruppen verteilt, wobei jede der Gruppen eine Anzahl von 6 Tieren
aufwies. Bei jeder Ratte erfolgte eine mediane Laparotomie, zusitzlich wurde bei den
Tieren der Versuchsgruppen 3-8 eine chirurgische Obstruktion des Ductus pancreatico-
choledochus vorgenommen.

Bei den Sham-Gruppen 1 und 2 wurde der Ductus lediglich mobilisiert. Sieben Tage
vor dem Beginn der Ligatur oder der Mobilisierung erhielten die Tiere der
Versuchsgruppen 2, 4, 6 und 8 zusitzlich eine tdgliche Primedikation von 10 mg
UDCA pro Kilogramm Korpergewicht per os bis zum Zeitpunkt der
Intravitalmikroskopie.

Die Tiere der Gruppen 3 und 4 wurden drei Tage, die Tiere der Gruppen 5 und 6 fiinf
Tage, und die Tiere der Gruppen 7 und 8 sieben Tage nach Ligatur des Ductus
pancreatico-choledochus in vivo mikroskopiert.

Bei den Sham-Gruppen 1 und 2, bei denen nur eine Mobilisierung des Ductus

durchgefiihrt wurde, wurden nach fiinf Tagen in vivo mikroskopiert.

Versuchs- | Medikation Behandlung des Ductus| Intravitalmikroskopie
gruppe mit UDCA pancreatico-choledochus | Tage nach Operation

1 Nein Mobilisierung 5

2 Ja Mobilisierung 5

3 Nein Obstruktion 3

4 Ja Obstruktion 3

5 Nein Obstruktion 5

6 Ja Obstruktion 5

7 Nein Obstruktion 7

8 Ja Obstruktion 7

Abb.3: Tabellarische Darstellung der Versuchsgruppen
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2.4 Anisthesie

Fiir die Narkose dieser in vivo Versuche wurde eine Ather-Inhalationsanisthesie
gewihlt. Untersuchungen belegen, dass die Mononarkose mit Didthylether eine
ausreichende Analgesie, Sedierung und Muskelrelaxation bei erhaltener Spontanatmung
der Tiere gewihrleistet. Die Herzfrequenz und die Funktion der Mikrozirkulation
werden durch diese Anisthesieform nicht beeinflusst. Ather wird zudem nicht hepatisch
metabolisiert. Nachteile dieser Inhalationsnarkose ist eine zu Beginn verstérkt
auftretende Sekretion der Bronchialschleimhaut, die jedoch die Sauerstoffaufnahme der
gesunden Tiere kaum beeintrichtigt, da Ather zugleich auch eine bronchodilatatorische
Wirkung aufweist.

Die Einleitung der Narkose erfolgte durch Einbringen der Tiere in eine Glasglocke
(Durchmesser 20 cm, Hohe 22cm), auf deren Boden ein mit ca. 12 ml Ather (Ather zur
Narkose, Hoechst) getrinktes Zellstofftuch eingelegt wurde.

Nach dem Verschwinden der Stellreflexe wurden die Tiere aus der Glocke enthommen
und das Abdomen und die rechte Halsseite rasiert.

Zur Aufrechterhaltung der Narkose wihrend der Operation diente eine mit einem
dthergetrankten Mullbausch gefiillte Perfusorspritze ohne Kolben. Die Narkosetiefe
konnte {iber Variierung des Abstandes der Spritze von der Schnauze des Tieres reguliert
werden. Um eine ausreichende Narkosetiefe zu gewdhrleisten, waren anfédnglich eine
Gaskonzentration von ca. 15-18 Vol% Ather und im weiteren Operationsverlauf zur

Konstanthaltung der Narkosetiefe eine Konzentration von ca. 6-8Vol% erforderlich.
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Abb.4: Ratte in der Narkoseglocke
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2.5 Operationstechniken

Es wurden zwei Operationen an den Versuchstieren durchgefiihrt. Bei der ersten
Operation wurde bei den Tieren mittels einer chirurgischen Ligatur der Ductus
pancreatico-choledochus obstruiert, um hierdurch eine extrahepatische Cholestase und
Pankreasobstruktion hervorzurufen.

In einer zweiten Operation, die nach einem festgelegten Zeitpunkt erfolgte, wurden die
Tiere fiir die in vivo Mikroskopie vorbereitet. Hierzu war es erforderlich, einen Katheter
zur Kontrastmittelinjektion in die Vena iugularis interna einzubringen. Nach
erfolgreicher Katheterimplantation wurde der linke Leberappen zur Auslagerung auf das

in vivo Mikroskop vorbereitet.

2.5.1 Ligatur des Ductus pancreatico-choledochus

Nach Einleitung der Narkose erfolgte die Rasur im Bereich des Abdomens bis zur Hohe
des Xiphoids. Zur Desinfektion des OP-Bereiches wurde Kodan®-Spray verwendet.
Die Lagerung der Tiere erfolgte in Riickenlage auf einer Heizplatte, die mittels eines
externen Wasserbades erhitzt wurde, um die Korpertemperatur des Tieres auf 36°C
konstant zu halten. Eine starke Abkiihlung der Tiere intra- und postoperativ erhoht die
Letalitdt und beeinflusst somit maBgeblich die Versuchsergebnisse. Die Extremitéiten
wurden distal mit Leukosilk® umklebt und durch Heftzwecken auf einer Korkplatte

fixiert.

Mittels medianer Laparotomie entlang der Linea alba wurde das Abdomen ca. 1 cm
oberhalb der Spinae iliacae superiores bis zum Xiphoid erdffnet. AnschlieBend wurde
das Darmkonvolut durch feuchte Stieltupfer vorsichtig in eine mit NaCl befeuchtete
Mullkompresse geschoben und linksseitig ausgelagert. Um den Operationssitus
ausreichend {iiberschauen zu konnen, wurde das Xiphoid mittels einer Klemme nach
kranial gezogen und auf beiden Abdominalseiten Bauchhaken eingebracht.

Mit Hilfe des Operationsmikroskops (Mentor, Firma Zeiss, Okulare: 15x) wurde der
Ductus pancreatico-choledochus im Pankreasgewebe aufgesucht. Das makroskopische

Erscheinungsbild des Gangs &dhnelt sehr einer Glasnudel. Mittels zweier Pinzetten
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wurde rings um den Gang herum Pankreasgewebe herausprépariert. Dies geschah unter
grofler Vorsicht, da bei einer Gewebeschidigung starke Blutungen auftreten konnen.
Nachfolgend wurde der Gang mittels Nahtmaterial (Seide ,,E*“ geflochten schwarz, 6-0
USP) ligiert. Folgend wurde der Darm behutsam riickverlagert und der Situs mittels
chirurgischen Nahtmaterial (Muskulatur mit Vicryl® 4-0; Haut mit Prolene® 4-0)

verschlossen.

2.5.2 Jugulariskatheter

Zur Durchfithrung der in vivo Mikroskopie musste bei allen Versuchstieren ein
Jugulariskatheter eingebracht werden. Dieser Katheter war notwendig, um iiber diesen
Volumen und die Fluoreszenzfarbstoffe Rhodamin 6G und Natriumfluoreszein den
Tieren infundieren zu kdnnen.

Wie oben beschrieben wurden die Tiere nach Narkoseeinleitung supraklavikuldr im
rechten zervikalen Bereich rasiert und fiir die Operation vorbereitet.

Ca. 3 mm oberhalb der Klavikula erfolgte mittels einer kleinen Priparierschere ein
Hautschnitt quer zur Langsachse des Tieres. Mikroskopisch wurde die Priparation der
Vena iugularis interna vorgenommen, die auf einer Strecke von ca. 5 mm nach kaudal
dargestellt wurde. Das Gefdll wurde nahe an der Klavikula mittels einer Mikroklemme
gestaut. Oberhalb der Klemme wurde der Blutfluss durch chirurgisches Nahtmaterial
unterbunden. Durch eine Querinzision wurde die Vena iugularis interna mit Hilfe einen
Mikroschere eroffnet und das Einbringen des Polyethylenschlauches (15 cm
Polyethylenschlauch mit einem Innendurchmesser von 0,58 mm und einem
AuBendurchmesser von 0,96 mm, der mit dem Fiihrungsstiick einer Flexiile von
INSYTE- W, 22G verbunden war) vorgenommen. Dieser wurde bis zum rechten
Vorhof des Herzen vorgeschoben. Ca. 3 cm vor dem Katheterende war eine Markierung
angebracht, die dafiir sorgte, dass das Katheter unmittelbar vor dem rechten Herzvorhof

zum liegen kam.
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Abb.5: Schnittfiihrung zur Prédparation der Vena iugularis interna
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2.5.3 Lebermobilisation zur Durchfiihrung der in vivo Mikroskopie

Zur in vivo Mikroskopie dient die Unterfliche des linken Leberlappens, da dieser
aufgrund seiner Lage, Grole und planen Unterfliche zur Durchfiihrung der
Beobachtung am besten geeignet ist.

Daher musste zunéchst der linke Leberlappen dargestellt und mobilisiert werden.

Zu Beginn erfolgte eine Relaparotomie und ein Schnitt unterhalb des linken
Rippenbogens, der zur Entlastung dienen sollte. Um einen guten Uberblick auf den
Operationssitus zu bekommen wurden beiderseits Bauchhaken eingelegt. Das
Darmkonvolut wurde zur linken Seite in einer Mullbinde ausgelagert und stets feucht
gehalten. Zur besseren Darstellung der Leber wurde das Xiphoid mittels einer Klemme
nach kranial gezogen. Zur Lebermobilisation war es notwendig, samtliche
Bandstrukturen der Leber und insbesondere des linken Leberlappens vorsichtig mit
Hilfe der Mikroschere zu durchtrennen, bis dieser frei beweglich war. Die Behandlung
der Leber geschah mit groBer Sorgfalt, da eine mechanische Beanspruchung der
Unterseite des linken Leberlappens zu einer vermehrten Leukozytenadhdrenz und zu
Mikroblutungen fithrt und somit verfdlschte FErgebnisse entstehen. Die
Lebermobilisation erfolgte mit befeuchteten Wattetrigern, mit denen die Unterfliche
nicht beriihrt werden durfte. Nach erfolgreicher Mobilisation war es notig, den linken
Leberlappen in die korrekte Position zu bringen. Mit Hilfe von zwei feuchten
Wattetrdgern wurde der Leberlappen um 180° im Uhrzeigersinn gedreht, sodass die
Unterfliche nach oben zum liegen kam. Nun erfolgte die Vorbereitung zur in vivo

Mikroskopie.

20



Material und Methode

2.6 Ursodeoxycholsiure

Bei der Ursodeoxycholsdaure (UDCA) handelt es sich um ein Medikament, welches im
Cholesterinkreislauf eingreift. UDCA wird vornehmlich zum Auflésen von Cholesterin-
Gallensteinen angewendet. Ursodeoxycholsdure bewirkt eine Hemmung der Synthese,
der bilidren Ausscheidung und der interstinalen Resorption von Cholesterin. Der
klinische Erfolg hiangt maf3geblich von der GroBe des Steins ab. Die Erfolgsquote liegt
heute bei ca. 40%.

Als Nebenwirkungen konnen Diarrhde und ein Anstieg der Serumtransaminasen
auftreten. In verschiedenen klinischen Studien wurde belegt, da UDCA den Verlauf
und die Prognose anderer Erkrankungen giinstig beeinflussen kann. Zu nennen ist hier
vornehmlich  der  Formenkreis  der  cholestatischen  Lebererkrankungen.
Pharmakotherapeutisch bedeutsam ist dabei die Senkung der cholangio- und
hepatozelluldren Toxizitdt der Galle. Hierbei werden hydrophobe Gallensduren von den
Hepatozytenmembanen entfernt und somit der Cholestase entgegengewirkt. Dadurch
werden die Hepatozyten geschiitzt und die Leberfunktion verbessert. Neben diesen
Effekten stabilisiert UDCA die hepatozellularen Zellmembranen, beeinflusst die
zelluldare Signaltransduktion, wirkt protektiv gegen Mitochondrienschidigungen und
weist immunmodulatorische Effekte auf. Verschiedene Studien belegen, dass UDCA
sowohl bei der priméren bilidren Zirrhose als auch bei der primér sklerosierenden
Cholangitis einen positiven Verlauf auf die Erkrankung ausiiben kann.
Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass bei allen Cholangiopathien im Frithstadium
UDCA pharmakotherapeutisch eingesetzt werden kann, da es in der Lage ist,

unspezifisch die hepato- und cholangiotoxische Wirkung der Galle zu senken.
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2.6.1 Verabreichung von UDCA mittels Knopfsonde

Um den Versuchstieren UDCA verabreichen zu konnen, wurden eine 10 ml
Injektionsspritze und eine gebogene Knopfsonde benutzt. Zu Beginn wurde UDCA in
die Spritze aufgezogen und anschlieBend die Knopfsonde der Spritze aufgesteckt. Im
Anschluss wurden die Ratten durch einen gezielten Griff in das Nackenfell aus dem
Kifig gehoben. Hierbei kam der Riicken der Tiere in der rechten Handinnenfldche zum
Liegen und das Genick wurde zwischen Daumen und Zeigefinger der rechten Hand
fixiert. Um problemlos die Knopfsonde mit der linken Hand in den Osophagus des
Tieres einfilhren zu koOnnen, musste der Abstand zwischen Mandibula und
Thoraxvorderwand der Ratte ca. 60 Grad betragen. Dies wurde durch Ileichte
Reklination des Kopfes mittels Zug im Nackenfell erreicht. Nun konnte die Knopfsonde
per os eingefiihrt werden. Dieses Procedere musste sehr behutsam geschehen, damit
keine Perforation der Speiserohre oder eine versehentliche Injektion in das
Tracheobronchialsystem erfolgte. Diese Methode der Verabreichung von UDCA per os
erwies sich nach einer kurzen Ubungszeit als eine einfach durchzufiihrende und

zeitsparende Methode.
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Abb.6: Verabreichung von UDCA per os
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2.7 Gemessene ZielgroBen der Mikrozirkulation

In dieser Studie wurden nacheinander durch das in vivo Mikroskop 10 Felder der
Versuchstierleber zufillig eingestellt und ausgewertet. Ein Feld beinhaltete hierbei die
Sinusoide eines halben Azinus. Beurteilt wurden hierbei in jedem Feld die Durchmesser
von 10 Sinusoiden sowie in einem Zeitraum von 30 Sekunden die Anzahl der temporéar
adhdrenten  Leukozyten/mm?  (Sticker) sowie die permanent adhidrenten

Leukozyten/mm? (Roller).

Im Folgenden sind die in dieser Studie untersuchten Parameter der Mikrozirkulation

definiert:

Sinusoidaldurchmesser:

Breite der Lebersinusoide in um (17, 75, 81, 178, 189)

In dieser Studie erfolgten die Messungen in zufillig ausgewdhlten Bereichen von 10
halben Azini der Leber. Hierbei wurden jeweils 10 Sinusoide midzonal in einem halben

Azinus pro Tier gemessen.

Temporir adhirente Leukozyten (roller) in den Sinusoiden:

Hierbei handelt es sich um Leukozyten, die an den Endothelzellen entlangrollen und mit
diesen zeitweise in Kontakt treten (4, 18). Roller bewegen sich mit einer
Geschwindigkeit < 30% gegeniiber freifliessenden Leukozyten in der Gefdmitte der
Sinusoide. In dieser Studie wurde die Anzahl an Rollern in einem
Beobachtungszeitraum von 30 Sekunden bestimmt (115, 116). Die Auswertung erfolgte

am laufenden Videoband in 10 Feldern pro Tier.

Permanent adhirente Leukozyten (sticker) in den Sinusoiden:
Hierbei handelt es sich um Leukozyten, die im Beobachtungszeitraum lidnger als 20
Sekunden an den Endothelzellen der Sinusoide fest haften(114, 115 ,116).

Die Auswertung erfolgte am laufenden Videoband in 10 Felder pro Tier.
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2.8 Statistische Methoden

Alle Ergebnisse der Versuchsreihen wurden als Mittelwert + Standardabweichung

dargestellt.

Um die Ergebnisse der Messungen der Durchmesser der Lebersinusoide und die Anzahl
an temporidr- und permanent adhidrenten Leukozyten in den verschiedenen Serien
miteinander zu vergleichen, wurde der Wilcoxon-Test fiir ungepaarte Stichproben
gewihlt. Die graphischen Darstellungen der Ergebnisse erfolgten in Sdulendiagrammen

mit Mittelwert + Standardabweichung.

Als signifikant angesehen wurde jeweils ein Unterschied bei einer Wahrscheinlichkeit

von p < 0,05 bei mit UDCA behandelten Tieren gegeniiber unbehandelten Tieren.
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3. Ergebnisse

3.1 Versuche

In dieser Studie wurden nur Tiere aufgenommen, die vor Versuchsbeginn und wihrend der
Versuchszeit keine gesundheitlichen Beeintrichtigungen wie z.B. Pneumonien oder
Infektionen der Operationswunden aufwiesen, die zu einer Verfialschung der Messergebnisse
hitten fiihren konnen. Durch die Verabreichung von UDCA mittels Knopfsonde per os traten
bei wenigen Tieren Aspirationspneumonien auf, die aus diesem Grund nicht in die Studie
aufgenommen wurden. Einige Tiere verstarben im Verlauf der Operationen oder der

intravitalmikroskopischen Messungen, sodass hier keine Ergebnisse erhoben werden konnten.

Die Ergebnisse der Versuche zeigten unterschiedliche Auswirkungen zwischen Tieren, die
eine Medikation von 10 mg/kg Korpergewicht UDCA und Tieren, die keine Medikation
erhielten. Zudem wurden Differenzen zwischen den Gruppen mit unterschiedlich langer
Dauer der Ligatur des Ductus pancreatico-choledochus gemessen. In den Kontrollgruppen,
bei denen lediglich eine Laparotomie und Mobilisation des Ductus pancreatico-choledochus
durchgefiihrt wurde, fanden sich kaum differente Werte. Im folgenden sind die
durchschnittlichen Messergebnisse der Sinusoidaldurchmesser, der temporidr adhidrenten
Leukozyten (Roller) und der permanent adhidrenten Leukozyten (Sticker) der Kontroll- und
der behandelten- und unbehandelten Versuchsgruppen in Form von Siulendiagrammen

dargestellt.
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3.2 Ergebnisse der in vivo Mikroskopie

3.2.1 Kontrollgruppe
Sinusoidaldurchmesser der Kontrollgruppen mit medianer Laparotomie und Mobilisierung

des Ductus pancreatico-choledochus (Kontrollgruppen 1 und 2)

Abb.7:
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nicht signifikant

Sinusoidaldurchmesser in um

Sham-OPohne UDCA  Sham-OPmit UDCA

Durchmesser der Sinusoide in um ohne und mit Medikation von 10mg/kg

Korpergewicht UDCA (Kontrollgruppe 1 n=6; Kontrollgruppe 2 n=6)

Der Unterschied der Sinusoidaldurchmesser zwischen den Kontrolltieren mit und ohne
Medikation von UDCA ist statistisch nicht signifikant. Der mittlere Durchmesser der
Sinusoide der Gruppe, die mit UDCA behandelt wurde, betrug 11,5 + 0,48 um. Betrachtet
man die Sinusoidaldurchmesser der Gruppe ohne UDCA, so lag der Sinusoidaldurchmesser

bei 11,33 £ 0,38 um.
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Anzahl der temporir adhédrenten Leukozyten/mm? (Roller) bei den Kontrollgruppen mit
medianer Laparotomie und Mobilisierung des Ductus pancreatico-choledochus

(Kontrollgruppen 1 und 2)

Abb.8:
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nicht signifikant

Roller/mm?

Sham-OPohne UDCA  Sham-OP mit UDCA
Anzahl der temporir adhédrenten Leukozyten (Roller) pro mm? ohne und mit
Medikation von 10mg/kg Korpergewicht UDCA (Kontrollgruppe 1 n=6;
Kontrollgruppe 2 n= 6)

In der Kontrollgruppe, die kein UDCA erhielt, lag die durchschnittliche Anzahl der temporér
adhirenten Leukozyten bei 11,83 + 2,79 pro mm?. In der Gruppe, die mit UDCA behandelt
wurde, betrug der Durchschnittswert an temporédr adhdrenten Leukozyten 11,17 £ 2.4 pro
mm?. Mathematisch konnte hier keine Signifikanz bewiesen werden. Die Ergebnisse

differieren minimal.
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Anzahl der permanent adhirenten Leukozyten/mm? (Sticker) bei den Kontrollgruppen mit
medianer Laparotomie und Mobilisierung des Ductus pancreatico-choledochus.

(Kontrollgruppen 1 und 2)

Abb.9:
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] nicht signifikant
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Sham-OPohne UDCA  Sham-OP mit UDCA

Anzahl der permanent adhédrenten Leukozyten (Sticker) pro mm? ohne und mit
Medikation von 10mg/kg Korpergewicht UDCA (Kontrollgruppel n=6;
Kontrollgruppe 2 n=6).

Auch in diesen Kontrollgruppen findet sich beziiglich der permanent adhédrenten
Leukozyten/mm? kein signifikanter Unterschied. Die Anzahl der in der mit UDCA
behandelten Gruppe betrug im Durchschnitt 13,5 + 3,4 Sticker/mm2. In der unbehandelten
Kontrollgruppe fanden sich durchschnittlich 13,83 + 3,66 Sticker/mm?.
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3.2.2 3 Tage Ligatur des Ductus pancreatico-choledochus

Sinusoidaldurchmesser der Versuchsgruppen mit einer Prdmedikation von 10 mg/kg
Korpergewicht, beginnend 7 Tage vor Ligatur des Ductus pancreatico-choledochus bis zum
Zeitpunkt der in vivo Mikroskopie. Die Intravitalmikroskopie wurde 3 Tage nach der Ligatur
durchgefiihrt. Somit erhielten die Versuchstiere UDCA per os in einem Zeitraum von

insgesamt 10 Tagen. (Versuchsgruppen 3 und 4)

Abb.10:
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3 Tage Ligatur ohne UDCA 3 Tage Ligatur mit UDCA

Durchmesser der Sinusoide in um ohne und mit Medikation von 10mg/kg

Korpergewicht UDCA (Versuchsgruppe 3 n=6; Versuchsgruppe 4 n=0).

In diesen Gruppen fanden sich keine signifikanten Unterschiede beziiglich der Durchmesser
der Sinusoide. Durchschnittlich waren die Sinusoide der unbehandelten Gruppe um ca. 0,6
um schmaler als in der behandelten Gruppe. Die Sinusoidaldurchmesser unter UDCA

Therapie betrugen im Mittel 6,33 + 0,29 um, die der unbehandelten Gruppe 5,68 + 0,23 um.
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Anzahl der temporir adhirenten Leukozyten/mm? (Roller) der Versuchsgruppen mit einer
Priamedikation von 10 mg/kg Korpergewicht, beginnend 7 Tage vor Ligatur des Ductus
pancreatico-choledochus bis zum Zeitpunkt der in vivo Mikroskopie. Die Mikroskopie wurde
3 Tage nach Ligatur durchgefiihrt. Somit erhielten die Versuchstiere UDCA per os in einem

Zeitraum von insgesamt 10 Tagen. (Versuchsgruppen 3 und 4)

Abb.11:
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3 Tage Ligatur ohne UDCA 3 Tage Ligatur mit UDCA
Nach dem Wilcoxon Test fiir ungepaarte Stichproben *p < 0,05

Anzahl der tempordr adhidrenten Leukozyten (Roller) pro mm? ohne und
mit Medikation von 10 mg/kg Korpergewicht UDCA (Versuchsgruppe 3
n=6; Versuchsgruppe 4 n=60).

Die mit UDCA behandelte Versuchsgruppe zeigt beziiglich der temporédr adhédrenten
Leukozyten pro mm? signifikante Unterschiede gegeniiber der unbehandelten Gruppe. So
wurden in der behandelten Gruppe 50,67 + 9,41 Roller pro mm? gezihlt. In der unbehandelten
Gruppe fanden sich hingegen mit 78 + 3,9 Roller pro mm? eine deutlich hohere Anzahl an

Rollern.
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Anzahl der permanent adhidrenten Leukozyten/mm? (Sticker) der Versuchsgruppen mit einer
Priamedikation von 10 mg/kg Korpergewicht, beginnend 7 Tage vor Ligatur des Ductus
pancreatico-choledochus bis zum Zeitpunkt der in vivo Mikroskopie. Die Mikroskopie wurde
3 Tage nach Ligatur durchgefiihrt. Somit erhielten die Versuchstiere UDCA per os in einem

Zeitraum von insgesamt 10 Tagen. (Versuchsgruppen 3 und 4)

Abb.12:
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Nach dem Wilcoxon Test fiir ungepaarte Stichproben *p < 0,05
Anzahl der permanent adhédrenten Leukozyten (Sticker) pro mm? ohne und
mit Medikation von 10 mg/kg Korpergewicht UDCA (Versuchsgruppe3
n=6; Versuchsgruppe 4 n=60).

Beziiglich der Anzahl der permanent adhidrenten Leukozyten zeigten sich in den
Versuchsgruppen signifikante Unterschiede. Die Gruppe, die eine Medikation mit
UDCA erhielt, wies mit 47,83 + 7,08 deutlich weniger Sticker/mm? auf, als die unbehandelte

Gruppe mit 62,5 + 7,23 Sticker/mm?
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3.2.3 5 Tage Ligatur des Ductus pancreatico-choledochus
Sinusoidaldurchmesser der Versuchsgruppen mit einer Primedikation von 10
mg/kg Korpergewicht, beginnend 7 Tage vor Ligatur des Ductus pancreatico-
choledochus bis zum Zeitpunkt der in vivo Mikroskopie. Die
Intravitalmikroskopie wurde 5 Tage nach Ligatur durchgefiihrt. Somit erhielten
die Versuchstiere UDCA per os in einem Zeitraum von insgesamt 12 Tagen.

(Versuchsgruppen 5 und 6)

Abb.13:
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Durchmesser der Sinusoide in um ohne und mit Medikation von 10mg/kg

Korpergewicht UDCA (Versuchsgruppe 5 n=6; Versuchsgruppe 6 n=6).

Die durchschnittliche Breite der Sinusoide wies in beiden Gruppen nur geringfiigige

Unterschiede auf. So betrugen in der mit UDCA behandelten Gruppe der

Sinusoidaldurchmesser 6,2 + 0,19 pm gegeniiber 5,95 + 0,21 pum der unbehandelten Gruppe.
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Anzahl der temporir adhirenten Leukozyten/mm? (Roller) der Versuchsgruppen mit einer
Priamedikation von 10 mg/kg Korpergewicht, beginnend 7 Tage vor Ligatur des Ductus
pancreatico-choledochus bis zum Zeitpunkt der in vivo Mikroskopie. Die Mikroskopie wurde
5 Tage nach Ligatur durchgefiihrt. Somit erhielten die Versuchstiere UDCA per os in einem

Zeitraum von insgesamt 12 Tagen. (Versuchsgruppen 5 und 6)

Abb.14:
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Anzahl der temporir adhidrenten Leukozyten (Roller) pro mm? ohne und
mit Medikation von 10 mg/kg Korpergewicht UDCA(Versuchsgruppe5
n=6; Versuchsgruppe 6 n=6).

In diesen beiden Gruppen zeigt sich ein dhnliches Ergebniss wie in den Versuchsgruppen 3
und 4. Auch hier finden sich in der mit UDCA behandelten Gruppe eine signifikant geringere
Anzahl an temporidr adhirenten Leukozyten/mm? von 43,33 + 2,33 gegeniiber der

unbehandelten Gruppe, bei der durchschnittlich 70,33 + 1,63 Roller/mm? gezéhlt wurden.
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Anzahl der permanent adhidrenten Leukozyten/mm? (Sticker) der Versuchsgruppen mit einer
Priamedikation von 10 mg/kg Korpergewicht, beginnend 7 Tage vor Ligatur des Ductus
pancreatico-choledochus bis zum Zeitpunkt der in vivo Mikroskopie. Die Mikroskopie wurde
5 Tage nach Ligatur durchgefiihrt. Somit erhielten die Versuchstiere UDCA per os in einem

Zeitraum von insgesamt 12 Tagen. (Versuchsgruppen 5 und 6)

Abb.15:
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Nach dem Wilcoxon Test fiir ungepaarte Stichproben *p < 0,05

Anzahl der permanent adhédrenten Leukozyten (Sticker) pro mm? ohne und
mit Medikation von 10 mg/kg Korpergewicht UDCA (Versuchsgruppe 5
n=6; Versuchsgruppe 6 n=0).

Die Gruppe, die eine UDCA Medikation erhielt, zeigt eine signifikant verminderte Anzahl an
permanent adhirenten Leukozyten/mm? als die unbehandelte Gruppe. Durchschnittlich
wurden in der Behandlungsgruppe 40,08 + 0,98 Sticker/mm? gezihlt. In der unbehandelten
Gruppe fanden sich hingegen mit 61 + 2,37 Stickern/mm? eine deutlich hohere Zahl.
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3.2.4 7 Tage Ligatur des Ductus pancreatico-choledochus

Sinusoidaldurchmesser der Versuchsgruppen mit einer Primedikation von 10 mg/kg
Korpergewicht, beginnend 7 Tage vor Ligatur des Ductus pancreatico-choledochus bis zum
Zeitpunkt der in vivo Mikroskopie. Die Intravitalmikroskopie wurde 7 Tage nach Ligatur
durchgefiihrt. Somit erhielten die Versuchstiere UDCA per os in einem Zeitraum von

insgesamt 14 Tagen. (Versuchsgruppen 7 und 8)

Abb.16:
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Durchmesser der Sinusoide in um ohne und mit Medikation von 10mg/kg

Korpergewicht UDCA (Versuchsgruppe 7 n=6; Versuchsgruppe 8 n=6).

Auch in diesen Versuchsgruppen fanden sich beziiglich der Sinusoidaldurchmesser keine
signifikanten Unterschiede. So zeigte sich in der mit UDCA behandelten Gruppe ein
durchschnittlicher Wert von 6,02 + 0,29 um. Hingegen wiesen die Durchmesser der Sinusoide

der unbehandelten Gruppe eine durchschnittliche Breite von 5,85 + 0,19 um auf.

36



Ergebnisse

Anzahl der temporir adhirenten Leukozyten/mm? (Roller) der Versuchsgruppen mit einer
Priamedikation von 10 mg/kg Korpergewicht, beginnend 7 Tage vor Ligatur des Ductus
pancreatico-choledochus bis zum Zeitpunkt der in vivo Mikroskopie. Die Mikroskopie wurde
7 Tage nach Ligatur durchgefiihrt. Somit erhielten die Versuchstiere UDCA per os in einem

Zeitraum von insgesamt 14 Tagen. (Versuchsgruppen 7 und 8)

Abb.17:
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Anzahl der temporir adhidrenten Leukozyten (Roller) pro mm? ohne und
mit Medikation von 10 mg/kg Korpergewicht UDCA (Versuchsgruppe 7
n=6; Versuchsgruppe 8§ n=6).

In diesen Versuchsgruppen wurde in der mit UDCA behandelten Gruppen eine signifikant
geringere Anzahl an temporidr adhidrenten Leukozyten pro mm? gefunden als in der
Vergleichsgruppe. So fanden sich in der UDCA Behandlungsgruppe 60,82 + 11,86 Roller pro
mm?. In der unbehandelten Gruppe im Gegensatz eine Anzahl von 86,5 + 9,24 Roller pro

mm?Z.

37



Ergebnisse

Anzahl der permanent adhidrenten Leukozyten/mm? (Sticker) der Versuchsgruppen mit einer
Priamedikation von 10 mg/kg Korpergewicht, beginnend 7 Tage vor Ligatur des Ductus
pancreatico-choledochus bis zum Zeitpunkt der in vivo Mikroskopie. Die Mikroskopie wurde
7 Tage nach Ligatur durchgefiihrt. Somit erhielten die Versuchstiere UDCA per os in einem

Zeitraum von insgesamt 14 Tagen. (Versuchsgruppen 7 und 8)

Abb.18:

100
signifikant

*

80

D
o
|

oS
o
|

Sticker/mm?

n
o
|

7 Tage Ligatur ohne UDCA 7 Tage Ligatur mit UDCA
Nach dem Wilcoxon Test fiir ungepaarte Stichproben *p < 0,05

Anzahl der permanent adhédrenten Leukozyten (Sticker) pro mm? ohne und
mit Medikation von 10 mg/kg Korpergewicht UDCA (Versuchsgruppe 7
n=6; Versuchsgruppe 8 n=6).

Beziiglich der Zahl der permanent adhdrenten Leukozyten pro mm? konnte eine Signifikanz
zwischen den Gruppen bewiesen werden. Es fanden sich in der behandelten Versuchsgruppe
eine Anzahl von 66 + 9,98 Stickern pro mm?2. Die unbehandelte Gruppe wies mit 92,17 +

14,02 Stickern pro mm? eine deutlich hohere Anzahl auf.
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3.3

Sham-OP ohne UDCA

Tabellarischer Anhang

Nr. der Ratte 1 2 3 4 5 6 Mittelwert | Standardabw.
Sinusoidaldurchmesser/um | 11,5 11,1 10,9 | 11 11,8 11,7 11,33 0,38
Roller/mm? 16 |9 12 (14 |11 9 11,83 2,79
Sticker/mm? 18 |19 12 |11 12 11 13,83 3,66

Sham-OP mit 5§ Tagen UDCA
Nr. der Ratte 1 2 3 4 5 6 Mittelwert | Standardabw.
Sinusoidaldurchmesser/um |11,3 [ 10,9 11,9(11,2]12,2 11,5 11,5 0,48
Roller/mm? 12 |15 8 10 |12 10 11,17 2.4
Sticker/mm? 20 (12 14 |11 11 13 13,5 3,4

3 Tage Ligatur ohne UDCA
Nr. der Ratte 1 2 3 4 5 6 Mittelwert | Standardabw.
Sinusoidaldurchmesser/um |5,3 |5,8 55 |59 |6,1 5,5 5,68 0,23
Roller/mm? 71 |79 77 |81 |82 78 78 3,9
Sticker/mm? 71 |53 56 |70 |62 63 62,5 7,23

3 Tage Ligatur mit UDCA
Nr. der Ratte 1 2 3 4 5 6 Mittelwert | Standardabw.
Sinusoidaldurchmesser/um |6,6 |6,8 6,2 (6,2 |6,1 6,1 6,33 0,29
Roller/mm? 61 |54 60 |38 |49 42 50,67 9,41
Sticker/mm? 58 47 53 |38 |48 43 47,83 7,08
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5 Tage Ligatur ohne UDCA

Nr. der Ratte 1 2 3 4 5 6 Mittelwert | Standardabw.
Sinusoidaldurchmesser/um |5,6 |6,1 5,8 16,0 |6,1 6,1 5,95 0,21
Roller/mm? 71 |68 72 |70 |69 72 70,33 1,63
Sticker/mm? 62 |58 63 |64 |59 60 61 2,37
5 Tage Ligatur mit UDCA

Nr. der Ratte 1 2 3 4 5 6 Mittelwert | Standardabw.
Sinusoidaldurchmesser/um |6,5 |6,5 6,2 |60 (62 6,3 6,2 0,19
Roller/mm? 40 |43 44 |47 |44 42 43,33 2,33
Sticker/mm? 42 140 40 (42 |41 40 40,08 0,98

7 Tage Ligatur ohne UDCA

Nr. der Ratte 1 2 3 4 5 6 Mittelwert | Standardabw.
Sinusoidaldurchmesser/um |5,5 |6,0 6,0 (59 |58 5,9 5,85 0,19
Roller/mm? 70 |87 97 |85 |87 93 86,5 9,24
Sticker/mm? 67 | 107 88 (92 |101 98 92,17 14,02
7 Tage Ligatur mit UDCA

Nr. der Ratte 1 2 3 4 5 6 Mittelwert | Standardabw.
Sinusoidaldurchmesser/um |6,5 |6,2 6 5,8 159 5,7 6,02 0,29
Roller/mm? 54 |56 43 |67 |74 71 60,82 11,86
Sticker/mm? 84 |60 59 |57 |68 68 66 9,98
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4. Diskussion

Teil A: Einfiihrung und allgemeiner Teil

4.1 Leukozyten-Endothel-Interaktion

Bei dem Vorgang der Adhésion zirkulierender Zellen am Endothel der BlutgefidB3e handelt es
sich um einen komplexen Prozess. Schon lange bestand grofes Interesse daran, die
mikrovaskuldre Situation und die Rolle der Leukozyten bei Entziindungsprozessen zu
erforschen und zu erkldren. Die Forschung an diesen molekularen Vorgingen entwickelte sich
rasch weiter, als die technischen Moglichkeiten bestanden, Endothelzellen und monoklonale
Antikorper kiinstlich herzustellen. Mit Hilfe der monoklonalen Antikérper war es moglich,
diese an spezifische Rezeptoren der Leukozyten und der Endothelzellen zu binden. Durch
diese Bindungen konnten an der Adhision beteiligte Molekiile in vitro inaktiviert werden.
Durch diese in vitro Studien konnten die ersten fundamentalen Prinzipien der Leukozyten-
Endothel-Interaktion gewonnen werden. Der Ablauf der Adhdsion von Leukozyten am
Endothel ist jedoch in vivo komplexer, als es mittels isolierter Leukozyten und
Endothelzellkulturen in vitro nachstellbar ist, da der physiologische Blutfluss und weitere

beteiligte Adhisionsmolekiile in diesen Studien keine Beriicksichtigung finden (65).

Durch die technische Anwendung der Intravitalmikroskopie besteht heute die Moglichkeit,
die Interaktion zwischen verschiedensten zirkulierenden Zellen und der Gefdwand in vivo
sichtbar darzustellen und zu quantifizieren. Durch diese technische Moglichkeit, gekoppelt
mit der Anwendung verfiigbarer spezifischer monoklonaler Antikorper gegeniiber an der
Adhision beteiligter Rezeptoren, kam es zu einem sprunghaften Anstieg an Studien iiber das

Thema der Leukozyten-Endothel-Interaktion und der Mikrozirkulation.

Es gilt als gesichert, dass die Adhésion zirkulierender Zellen am Endothel der Geféd3e unter
physiologischen und pathophysiologischen Bedingungen groBe Ahnlichkeiten aufweisen.
Zudem ist davon auszugehen, dass auch die Adhésion und Invasion der zirkulierenden Zellen
in verschiedensten Geweben und Organen einem dhnlichen Muster folgen, dass nur von
einigen organspezifischen Adhisionsmolekiilen erginzt und modifiziert wird. Klinische
Bedeutung konnte eine antiadhédsive Therapie der Leukozyten-Endothel-Interaktion in der
Transplantationsmedizin durch Blockierung der Entziindungs- und AbstoBungsreaktion

erlangen. Auch chronische Entziindungszustinde verschiedenster Organe und die
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Metastasierung verschiedener Tumoren konnten giinstig beeinflusst werden. Zurzeit liegen

jedoch nur wenige im Humansystem durchgefiihrte Studien vor.

Die Leukozyten-Endothel-Interaktion zeigt einen kaskadenartigen Ablauf, wobei an dem
ersten lockeren Kontakt zwischen dem Endothel der Gefil3e und den Leukozyten vornehmlich
Zelladhisionsmolekiile aus der Familie der Selektine (23, 91) beteiligt sind. Bei diesen
Adhisionsmolekiilen beteiligen sich vornehmlich die L-, E-, und P-Selektine. Durch diese
Rezeptoren wird das Entlangrollen (rolling) der Leukozyten an den Gefillendothelien

vermittelt.

Die entscheidende Rolle fiir die stabile Zelladhésion (sticking) wird den Integrinen und den
Mitgliedern der Immunglobulinsupergenfamilie zugeschrieben. Wichtigster Vertreter unter
den Integrinen ist LFA-1, das vornehmlich auf Leukozyten exprimiert wird. Von den
Endothelzellen nimmt im besonderen Malle das Zelladhisionsmolekiill ICAM-1 an der
Vermittlung der stabilen Bindung teil. Diese Molekiile werden nach vorhergehender

Ausschiittung von Triggersubstanzen wie z.B. Zytokinen synthetisiert und exprimiert.

Zu Beginn der Zelladhdsionskaskade verlassen die sich um die eigene Achse rotierenden
Leukozyten den zentralen Blutfluss und ndhern sich den Endothelzellen der GefdBwand.
Dieser Prozess wird als Margination bezeichnet. Folgend beginnt die Phase des
Leukozytenrollens (rolling) entlang der Gefilwand. Leukozytenrolling kann man als eine
niedrig affinitive adhidsive Interaktion zwischen dem vaskuldren Endothel und den
Leukozyten beschreiben und ist in allen Geweben zu beobachten, die physikalischen oder
chemischen Reizen ausgesetzt sind. In diesem Zustand betrigt die Geschwindigkeit der
Leukozyten im Blutfluss zwischen 5 und 300 pum/s, wohingegen Erythrozyten in der Regel
eine Geschwindigkeit von 1-3 mm/s aufweisen (196, 104).

Das rolling der Leukozyten wird durch spezifische Glykoproteine hervorgerufen, die zur
Familie der Selektine gehoren und sich im Aufbau sehr dhneln. L-Selektine, auch LAM-1
(leucocyte adhesion molecule-1) genannt, werden nur auf der Oberfliche von Leukozyten
exprimiert. E-Selektin wird auf durch Zytokinen aktivierten Endothelzellen exprimiert. E-
Selektin wird auch als ELAM-1 (endothelial leucocyte adhesion molecule-1) bezeichnet.

P-Selektine werden nach Aktivierung von Endothelien und Plittchen auf diesen exprimiert

(120).
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Als Liganden besitzen die Selektine lange Doménen aus Karboanhydratasen, die die
Bindungen zwischen den beteiligten Adhésionsmolekiilen hervorrufen. Zudem stellen noch
die Tetrasaccharide Sialyl-Lewisx (SLey) und Sialyl-Lewis, (SLe,) bedeutende Liganden fiir
die Bindung aller Selektine dar (179, 92).

Eine direkte Interaktion der Selektine findet zwischen den auf den Leukozyten exprimierten
L-Selektinen und den P- und E- Selektinen, die sich auf den Gefidflendothelien finden, statt
(153, 151). Dieser lockere Kontakt kann reversibel sein oder weitere Adhisionsmolekiile
induzieren, wodurch eine stabile Zelladhdsion zwischen Leukozyten und Endothelzellen
resultieren kann. Werden keine weiteren Integrin aktivierenden Substanzen freigesetzt, 16sen

die Leukozyten den lockeren Kontakt, um mit dem Blutfluss weiter zu zirkulieren (2, 91).

Das Leukozytenrollen wird auch durch chemische Metabolite induziert. Eine besondere
Bedeutung werden hier den Superoxiden (35, 49, 51), Lactoferrin (11), Histamin (10, 86),
Interleukin-1 (IL-1) (140), hydrogen Peroxyden (118) Indometacin (198), Tumornekrose-
Faktor-oo (TNF-a) (23, 202), Endotoxinen (170) und bakteriellen Lipopolysacchariden (LPS)
(48) zugeschrieben. Histamin ist in der Lage, schon nach wenigen Minuten eine Interaktion
zwischen Leukozyten und Endothel hervorzurufen, wobei Interleukin-1 mehrere Stunden
benotigt, um denselben Prozess zu aktivieren. Auch die Ischdmie-Reperfusion (50) induziert

ein verstirktes Leukozytenrollen.

In experimentellen Studien konnte die Beteiligung der verschiedenen Selektine an der
Leukozyten-Endothel-Interaktion bewiesen werden (105, 197). Hierzu wurden monoklonale
Antikorper (DREG 2000) benutzt, die die L-Selektine der Leukozyten besetzten, wodurch
eine starke Reduktion des spontanen Rollens der Leukozyten in Venolen des Mesenteriums
von Ratten und Kaninchen resultierte. Auch durch monoklonale Antikorper, die sich
spezifisch an die P-Selektine banden, konnte eine Reduktion von iiber 90% der spontanen
Rollerrate erreicht werden (39). Da die P-Selektine in den Weibel-Palad-Korperchen und den
a-Granula (119) der Endothelzellen gespeichert werden, hielt diese Reduktion jedoch nur ca.
20 Minuten an. Die monoklonalen Antikorper konnten nur an den zum Zeitpunkt der
Injektion bereits an der Zelloberfldche exprimierten Selektinen binden. Die von der Zelle neu
exprimierten Molekiile blieben unbesetzt, sodass diese wieder an der Interaktion teilnehmen

konnten.
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Histamin hingegen ist ein effektives Stimulans fiir die Expression von P-Selektinen auf dem
Endothel. Histamin ist ein wichtiges Substrat fiir die Rekrutierung von Leukozyten am Beginn
einer Entziindung. Schon 15 Minuten nach Histamineinwirkung wird der in den Weibel-
Palad-Korperchen gespeicherte Pool an P-Selektinen an die Endothelzelloberflache
transloziert. Am Mesenterium der Ratte konnte durch die Histamineinwirkung eine Zunahme
von Rollers, eine Geschwindigkeitsreduktion der Leukozyten und eine Zunahme an
adhédrierenden Leukozyten festgestellt werden (10). Wurden die P-Selektine und die Sialyl-
Lewis, unter Histamineinfluss blockiert, sank die Anzahl der Rollers drastisch. Histamin
scheint bei der Interaktion von P-Selektinen der Gefdendothelien und die Sialyl-Lewisy der
Leukozyten einen proadhisiven Effekt auszuiiben.

Die E-Selektine werden auf der Oberfliche unaktivierter Endothelzellen nicht beobachtet,
auch besteht kein vorhandener Pool innerhalb der Zelle. Durch Stoffe wie Interleukin-1,
Tumornekrose-Faktor-1 (23, 202) und bakterielle Lipopolysaccharide (48) werden die E-
Selektine transkriptional hochreguliert und auf der Oberfldache exprimiert. Ca. 3 Stunden nach
Aktivierung durch Zytokine erreicht die Anzahl der E-Selektine auf der Oberfliche der
Endothelzellen das Maximum, um nach 8 Stunden den Grundwert wieder zu erreichen.
P-Selektine werden noch 12 Stunden nach Aktivierung auf der Endothelzelloberflache

beobachtet, weshalb man diesen eine wichtigere Rolle bei dem Leukozytenrollen zuschreibt.

Durch das Leukozytenrollen entsteht ein enger Kontakt zwischen Leukozyten und dem
GefidBBendothel. Dieser Prozess ermoglicht, dass Leukozyten durch Substanzen von den
Endothelzellen wie zum Beispiel dem plittchenaktivierenden Faktor (PAF) oder von
Substanzen von auflerhalb der Gefédlle liegenden Zellen aktiviert werden. Es findet sich in der
Literatur eine Vielzahl an Hinweisen, dass das Leukozytenrollen notwendig fiir eine folgende
feste Adhiarenz am Endothel ist. In verschiedenen Studien konnte auch gezeigt werden, dass
eine positive Korrelation zwischen der Ausprigung des Leukozytenrollens und der
nachfolgend festen Adhision der Leukozyten in Venolen des Rattenmesenteriums besteht
(106). Durch die experimentelle Nutzung von monoklonalen Antikorpern, die verschiedene
verantwortliche Rezeptoren fiir das Rollen inhibierten, konnte in verschiedenen
Entziindungsmodellen ebenfalls die Adhirenz der Leukozyten am Endothel stark vermindert
werden (112, 127).

Durch monoklonale Antikorper, die spezifisch das L-Selektin der Leukozyten besetzten,
konnte auch nach chemotaktischer Stimulation nicht nur das Rollen am GefiBBendothel,

sonder auch die Leukozytenadhésion stark vermindert werden (105, 106). Wurden Venolen

44



Diskussion

okkludiert oder sistierte der Blutstrom mit nachfolgender Stase, so war es den Leukozyten

moglich, mit dem Endothel eine feste Adhérenz einzugehen.

Zumeist fiihrt das Entlangrollen der Leukozyten in den Venolen im entziindeten Gewebe zu
einer festen Bindung mit der Oberfldche des Endothels. Dies fiihrt zu einer hoch affinitiven
adhédsiven Interaktion zwischen den Leukozyten und dem Endothel. Dieser in der Literatur als
sticking, feste Adhédsion oder Adhirenz bezeichnete Prozess zeichnet sich durch das Fehlen
von weiterer Bewegung der Leukozyten am Endothel aus. Die in den meisten Studien
benutzte Definition der Adhdrenz am Endothel betrigt 30 Sekunden oder mehr (58), wobei

der Zeitraum in verschiedenen Studien unterschiedlich gewihlt wird.

Entziindungsreize sind mafgeblich an der festen Adhésion von Leukozyten am Endothel
verantwortlich. Auch Bakterienprodukte und Substanzen wie zum Beispiel der
pléttchenaktivierende Faktor (37, 87), C5a (5), akute systemische Hypoxie (122),
Monochloramine (111), Endotoxine (123), Indometazin (8), Ischdmie-Reperfusion (58, 95),
Aspirin (9), Zigarrettenrauch (96), hydrogen Peroxyde (111) und Leukotriene B4 (32, 84)
fiihren zu einer erhohten Anzahl der adhérierenden Leukozyten am Endothel. Die meisten
dieser Substanzen waren ebenfalls in der Lage, eine Adhirenz von isolierten Leukozyten an
GefiBendothelzellkulturen hervorzurufen (65). Es ist davon auszugehen, dass diese Produkte
einen direkten Effekt auf Leukozyten, Endothelzellen oder auf beide ausiiben, wodurch die

Adhirenz ausgelost wird.

Eine Studie beschreibt, dass nach der Infusion von den Entziindungsmediatoren, wie zum
Beispiel Leukotrien B4 (LTB4) oder dem plittchenaktivierenden Faktor (PAF) eine
bedeutende Zunahme von adhirenten Leukozyten innerhalb von 10 Minuten auftrat, in der die

maximale Anzahl an Stickern nach 30-60 Minuten zu beobachten war (32, 37).

Leukozyten tragen auf ihrer Oberfliche P2-Integrine. Hierbei handelt es sich um
Glykoproteinkomplexe, die sich maBgeblich an der festen Adhédsion am Gefédendothel
beteiligen. Es wurden mehrere Adhisionsmolekiile aus der Familie der P2-Integrine
gefunden, die als CD11/CD18 bezeichnet werden. Diese Adhisionsmolekiile bestehen aus
drei heterodimeren Glykolproteinen. Jedes dieser Glykoproteine setzt sich aus einer o-
Untereinheit CD11a, CD11b oder CD1l1c und einer nichtkonvalenten B-Untereinheit CD18

zusammen (77, 120).
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Das Adhiasionsmolekiil CD11a/CD18 wird von allen Leukozyten auf ihrer Oberfldache
exprimiert, wohingegen CD11b/CD18 vornehmlich von den Monozyten, den Makrophagen
und den Granulozyten exprimiert wird. Beide Adhésionsmolekiile konnen auf der Oberfldche
von nichtaktivierten Zellen nachgewiesen werden, die bei Auftreten von

Entziindungsmediatoren zu einer schnellen Adhidrenz am Endothel der Gefél3e fiihren.

Entziindungsmediatoren sind zudem in der Lage, intrazellulir gespeicherte
Adhisionsmolekiile vom Typ CD11b/CD18 aus dem bestehenden Pool an die Oberfliche
gelangen zu lassen. Diese zusitzliche Expression von CDI11b/CDI18 fiihrt in kiirzesten
Zeitrdumen zu einer festeren Adhédrenz der Leukozyten. Durch monoklonale Antikorper

gegen P2-Integrine konnte ihre Wichtigkeit als Adhdsionsmolekiile bewiesen werden.

Im Tierversuch wurden monoklonale Antikorper genutzt, die spezifisch an die CDI18
Untereinheit banden und diese inhibierten. Nach der Stimulation der Leukozyten mit C5a (5),
H202 (111), PAF (87, 208), LTB4 (32 ,208), Monochloraminen (111) und Ischimie —
Reperfusion (88,139) war es moglich, alle drei CD11/CD18 Adhésionsmolekiile in ihrer
Funktion zu hemmen. Dies fiihrt zu einer drastischen Reduktion der Adhirenz von
Leukozyten am Endothel der Venolen. Diese erhobenen Ergebnisse mit C5a, PAF und LTB4
stimmten mit Ergebnissen anderer Studien iiberein, die beweisen konnten, dass diese
Entziindungsmediatoren zu einer starken Zunahme der Expression von CD11/CD18 auf der
Oberfldche von isolierten Leukozyten fiihrten (77). Nach der Injektion der gegen CDI18
gerichteten Antikorper konnte der antiadhédrente Effekt der Antikorper iiber einige Stunden
beobachtet werden (85). Durch wiederholte Injektionen iiber einen Zeitraum von drei Tagen
konnte eine fast vollige Abwesenheit von Granulozyten im entziindeten Gewebe erreicht

werden (7).

Auch nach stattgefundener Adhirenz der Leukozyten am Endothel konnte durch CDI18
spezifische Antikorper eine drastische Reduktion festhaftender Leukozyten in vivo
hervorgerufen werden (84, 87). Hierzu wurde in das Mesenterium einer Katze PAF infundiert.
Spiter erfolgte dann eine Infusion von CDI18 spezifischen monoklonalen Antikorpern,

wodurch die Anzahl der adhirierenden Leukozyten in den Venolen stark sank.
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Da die drei Integrine die gleiche B-Untereinheit besitzen, aber aus verschiedenen o-
Untereinheiten (CD11a, CD11b und CDllc) aufgebaut sind, musste die Rolle der «-
Untereinheiten durch spezifisch gegen diese Molekiile gerichtete Antikorper gekléart werden.
Hier wurde in verschiedenen Studien herausgefunden, dass jedes dieser drei Heterodimere
eigene Aufgaben in verschiedenen Entziindungen und Entziindungsstadien wahrnimmt (77).
In einer Studie wurde die Adhédrenz der Leukozyten durch Infusion von C5a induziert.
Anschliefend erfolgte die Gabe von monoklonalen Antikorpern, die spezifisch an die CD11a
und CD11b Molekiile banden (5). Hierbei zeigten die gegen CD11a gerichteten Antikorper
eine dhnliche Wirksamkeit wie die gegen die CD18 Molekiile gerichteten Antikorper. Durch
die CD11b spezifischen Antikorper konnte lediglich eine Reduktion der Leukozytenadhirenz
am Endothel von ca. 50% hervorgerufen werden. Aus diesen Ergebnissen wurde
geschlussfolgert, dass die CD11a/CD18 Expression und Aktivierung fiir die durch C5a
induzierte Adhédrenz der Leukozyten am Endothel eine wichtigere Aufgabe als CD11b/CD18
einnimmt.

Wurde die Leukozytenadhdrenz durch Mediatoren wie zum Beispiel PAF, LTB4 (208) oder
nach Ischiamie-Reperfusion (88) induziert, dann iibernahm CD11b/CD18 die wichtigere Rolle.
Hier konnte durch Injektion von Antikorpern gegen CD11b eine dhnlich starke Reduktion der
Leukozytenadhésion nachgewiesen werden wie nach Nutzung von spezifischen Antikorpern
gegen CD18.

Aus diesen Ergebnissen ldsst sich schlussfolgern, dass die Beteiligung der verschiedenen o-
Untereinheit von CD11/CD18 an der festen Leukozytenadhision vom jeweiligen Stimulus
abhiingig ist. Uber den Einfluss des CD11c/CD18 Heterodimer auf die Abliufe in vivo sind
bisher keine aussagekriftigen Ergebnisse gewonnen worden. Auch konnte der zugehdrige

Ligand bis heute nicht eindeutig bestimmt werden.

Als Ligand fiir CD11a/CD18 und CD11b/CD18 konnte ICAM-1 nachgewiesen werden. Bei
ICAM-1(intercellular cell adhesion molecule-1) handelt es sich um ein Adhisionsmolekiil,
welches fiinf verschiedene extrazellulire Dominen aufweist, wobei die o-Untereinheit von
CD11a/CD18 spezifisch an die erste Doméne (36) und die o-Untereinheit von CD11b/CD18
spezifisch an der dritten Doméne des ICAM-1 bindet (113, 193).

ICAM-1 wird auf verschiedenen Zellen exprimiert, zu denen Fibroblasten, Epithelzellen und

vor allem die Endothelzellen gehdren. Werden die Endothelzellen durch verschiedene
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Zytokine und Endotoxine stimuliert, so kommt es auf der Endothelzelloberfliche durch
Synthese und Expression zu einer starken Zunahme von ICAM-1 (77). Diese Expression von
ICAM-1 tritt langsamer auf, hidlt aber lidnger vor als zum Beispiel die Expression der
Selektine auf den Leukozyten (22). Durch diese erhohte ICAM-1 Expression kommt es zu
einer starken Leukozytenadhidrenz, wobei das Maximum der ICAM-1 Expression nach fiinf
Stunden erreicht ist und sich eine Erhohung von ICAM-1 an der Endothelzelloberfliche noch
24 Stunden nach Stimulation durch Zytokine nachweisen lisst (68, 149).

Nach der Injektion von monoklonalen Antikorpern gegen die ICAM-1 Adhisionsmolekiile
konnte eine starke Reduktion der Leukozytenadhédrenz nach Stimulation durch PAF,
Leukotrien b4 (208), Ischimie-Reperfusion (88) und Indometazin (189) beobachtet werden.

In einigen Entziindungsmodellen konnte bewiesen werden, dass die gegen ICAM-1
Adhisionsmolekiile gerichtete monoklonale Antikorper eine gleich starke Wirkung beziiglich
der Reduktion der adhidrenten Leukozyten am Endothel bewirken wie die gegen CDI8
gerichteten spezifischen Antikorper. Ein wichtiger Unterschied zwischen diesen Antikdrpern
zeigt die Auswirkung auf bereits adhidrierende Antikorper. Die Antikorper, die sich gegen
ICAM-1 richteten, waren nicht wie die gegen CD18 gerichteten Antikorper in der Lage, die
bestehende Bindung zwischen CD11/CD18 und ICAM-1 zu I6sen (5).

Die Endothelzelloberfliche weist noch ein zweites, fiir die Leukozyten-Endothel-Interaktion
wichtiges Adhdsionsmolekiil auf, genannt ICAM-2. Dieses Adhisionsmolekiil weist einen
sehr dhnlichen Aufbau wie das ICAM-1 auf, besitzt jedoch nur zwei extrazellulire Doménen.
Diese beiden Dominen sind den endstindigen Dominen des ICAM-1 Molekiils zu 34%
homolog (180). Im Unterschied zu ICAM-1 besitzt ICAM-2 nur eine Ligandenbindungsstelle
fiir CD11a/CD18. ICAM-2 stellt somit den zweiten Endothelzellliganden fiir dieses Integrin.
ICAM-2 wird im unstimulierten Zustand der Endothelzelle ebenfalls auf deren Oberfldache
exprimiert. Die Expression kann aber durch Endothelzellaktivierung nicht gesteigert werden
(33). ICAM-2 zeigt zum CD11a/CD18 Adhésionsmolekiil eine wesentlich geringere Affinitét
als ICAM-1, weshalb ICAM-1 eine wichtigere Rolle bei der Adhision der Leukozyten

einnimmt (34).
Fiir die folgende Migration der Leukozyten ins Gewebe werden chemotaktische Substanzen
verantwortlich gemacht (2). Ein wichtiges der wenigen bekannten Adhisionsmolekiile hierfiir

stellt das PECAM-1 (platelet endothelial cell adhesion molecule-1) dar. Dieses Molekiil wird
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vorwiegend an Kontaktstellen zwischen zwei benachbarten Endothelzellen exprimiert (175).
Untersuchungen zeigten, dass Leukozyten einer enormen Verformung unterliegen, um
zwischen diesen interendothelialen Kontaktstellen ins Gewebe einwandern zu konnen (24). Es
wird auch die Moglichkeit diskutiert, dass aktivierte Leukozyten lysierende Enzyme
ausschiitten, die es den Leukozyten erlauben, die Endothelzelle zu durchwandern. Die weitere
Migration der Leukozyten nach transendothelialer Passage in das Gewebe wird

wahrscheinlich durch chemotaktische Substanzen reguliert (190).

4.2 Atiologie und Pathogenese der akuten bilifiren Pankreatitis

Beim Menschen unterscheidet man zwischen einer akuten- und chronischen Pankreatitis. Die
akute Pankreatitis wird untergliedert in eine Odematdse- und eine hidmorrhagisch-
nekrotisierende Pankreatitis. Die in den meisten der Fille gutartig verlaufende 6dematose
Form der akuten Pankreatitis wird bei ca. 90 % der Patienten beobachtet und weist eine
Letalititsrate von ca. 1% auf. Die akute himorrhagisch-nekrotisierende Pankreatitis tritt bei
ca. 10% der Patienten auf. Bei dieser Form wird eine Letalitdt von bis zu 50% beschrieben
(59, 78).

Histologisch lassen sich bei der akuten Pankreatitis Léasionen unterschiedlichen
Schweregrades finden. Die Odematdse Pankreatitis ist charakterisiert durch interstitielle
Odembildungen und limitiert auftretenden peripankreatischen Fettgewebsnekrosen. Zumeist
werden keine Parenchymnekrosen beobachtet. Es besteht jedoch zu jederzeit die Moglichkeit,
dass sich aus einer 6dematdsen- eine hamorrhagisch-nekrotisierende Pankreatitis entwickelt.
Diese zeichnet sich durch schwere Parenchymnekrosen, intra- und peripankreatischen
Fettgewebsnekrosen und Parenchymblutungen des Organs aus. Diese Schidigungen kénnen
diffus oder lokalisiert beobachtet werden. Infolge dieser Lidsionen konnen bei der akuten
Pankreatitis Storungen der endokrinen- und exokrinen Funktion des Organs resultieren, die
sich in der Dauer und Stédrke der Organstorung erheblich unterscheiden. Zeitlich kann die
akute Pankreatitis eine einmalige oder rezidivierende Erkrankung darstellen. Selten resultiert

aus der akuten Form die chronische Pankreatitis.

Als dtiologische Faktoren der Pankreatitis sind vornehmlich Erkrankungen der Gallenwege

mit Obstruktion und Reflux (akute bilidre Pankreatitis) und der dthyltoxische Missbrauch zu
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nennen. In ca. 20-40% der Fille wird der Alkoholabusus und in ca. 50-60% der Fille wird die
Gallenwegserkrankung als Entstehungsursache angeschuldigt (181). In der Literatur werden
ca. 10-30% der Pankreatitiden als idiopatisch beschrieben, wobei es sich nach neueren
Untersuchungen oftmals moglicherweise doch um eine bilidre Genese handelt (94, 166).
Weitere dtiologisch relevante Faktoren der Pankreatitisentstehung sind zum Beispiel
Tumoren, Operationen und Traumen, Medikamente und Toxine, endokrine- und metabolische
Storungen, immunologische Prozesse, Ischimien, Miindungsanomalien des Pankreasganges
und genetische Faktoren.

Bis heute konnte der Entstehungsmechanismus der Pankreatitis nicht ausreichend geklart
werden. Man geht davon aus, dass ein multifaktorieller Prozess die Pankreatitis auslost. Es
konnte auch durch eine Vielzahl an tierexperimentellen Studien keine -einheitliche
Pathogenese der Pankreatitisentstehung herausgearbeitet werden, sodass auch verschiedene
Therapieansitze, die auf der Basis von Uberlegungen iiber den Pathomechanismus der
Pankreatitisentstehung entstanden, zu keinem nennenswerten Erfolg fithrten (181). Auch
bleibt unklar, welche pathogenetischen Ursachen den Ubergang einer édematdsen in eine
himorrhagisch-nekrotisierende Pankreatitis auslost.

In der Genese der Pankreatitis unterscheidet man zwischen einer frithen und einer spiten
Phase. In der Pathogenese geht man von einem definierten Agens wie zum Beispiel Alkohol
oder einer Choledocholithiasis aus, durch den der Beginn und der Verlauf der Erkrankung in
Gang gesetzt wird.

In der frithen Phase spielt die azindre Zelle eine zentrale Rolle. Es kommt zu einer
Freisetzung und Aktivierung von Verdauungsenzymen (vornehmlich Trypsin) aus den
Zymogengranula, durch die eine Schidigung der azindren Zelle auftritt. Hierdurch werden
verschiedene Entziindungsmediatoren freigesetzt, durch die eine Erhohung der
GefiBpermeabilitit mit folgendem Pankreasodem resultiert. Durch dieses Odem werden
weitere Entziindungsfaktoren freigesetzt, die zu einer weiteren Verstirkung des Odems mit
Ischidmie und Zelluntergang im Pankreas fiihren.

Stunden nach der frithen Phase schlieft sich die spite Phase an. Diese zeichnet sich durch
weiteres Fortschreiten der Entziindungsvorgidnge und des Zelluntergangs im Pankreasgewebe
aus. Es kommt zu Allgemeinsymptomen wie heftigen giirtelformigen Abdominalschmerzen,
Ubelkeit und Erbrechen, Meteorismus, Hypotonie, Fieber und dem kapilldren
Durchlissigkeitssyndrom. Organstorungen an Darm, Lunge, Niere, und Leber bis zum

Multiorganversagen und Tod konnen die Folge sein.
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Die eindeutige Trennung zwischen der frithen und der spéten Phase ist bisher jedoch noch
nicht ausreichend verstanden und definiert worden.

Die azinire Zelle synthetisiert proteolytische Enzyme. Diese Enzyme werden zum Schutz des
Pankreasgewebes als inaktive Enzymvorstufen (sogenannte Proenzyme oder Zymogene)
synthetisiert, die erst im Duodenum durch die dort gebildeten Enterokinasen aktiviert werden.
Zu den Zymogenen werden Trypsinogen, Chymotrypsinogen, Proelastase und
Procarboxypeptidase gezihlt. Eine vorzeitige Aktivierung vor Erreichen des Duodenums stellt
eine Schliisselrolle in der Genese der akuten Pankreatitis dar (132). Wird das Trypsinogen
bereits intrapankreatisch in Trypsin umgewandelt, so ist dieses Trypsin in der Lage, weitere
Zymogene intrapankreatisch zu aktivieren. Dies kann letztendlich in der Autodigestion des
Pankreas enden. Zudem scheint es von Bedeutung, ob die Proenzyme intra- oder extrazellulér

der aziniren Zelle aktiviert werden.

Zur experimentellen Induktion einer Pankreatitis werden sekretorisch wirkende Substanzen
verwendet. Sekretagoge wie zum Beispiel CCK und Carbachol sind in der Lage, die
Zymogene bereits intrazelluldr zu aktivieren und verursachen hierdurch starke Zellschiddigung
der azindren Zellen.

Bombesin fiihrt zu einer extrazelluliren Zymogenaktivierung, aus der keine Pankreatitis
resultiert (57). Zur Sekretion der Zymogene scheint ein intaktes Zytoskelett der aziniren Zelle
essentiell zu sein. Hohe Konzentrationen von CCK und Carbachol scheinen dieses Zytoskelett
jedoch zu zerstoren, wodurch aktivierte Zymogene retiniert werden und diese zu der
beschriebenen Schiddigung der azindren Zelle fithren. Bombesin scheint im Gegensatz zu
keiner Zerstorung des Zytoskeletts zu fiihren, weshalb die Sekretion der Zymogene erhalten
bleibt (137, 138).

Verschiedenste Mechanismen sind in der Lage, die Zymogene zu aktivieren. Die
bedeutendsten Mechanismen sind die Autoaktivierung sowie die Aktivierung durch Cathepsin
B von Trypsinogen zu Trypsin. Calcium sowie ein im sauren Bereich liegenden pH-Wert
fiihren zu einer Forderung der Autoaktivierung des Trypsinogens (47), wihrend
Proteaseinhibitoren die Zymogenaktivierung inhibieren.

In experimentellen Studien diese Thematik betreffend, wurden unter anderem isolierte
Pankreasazini benutzt und in diesen eine Generierung von Trypsin mittels CCK ausgelost. In
diesen Modellen wurden verschiedene Enzyminhibitoren wie zum Beispiel Benzamidin und

FUT-175 auf ihre Wirkung beziiglich der Zymogenaktivierung hin untersucht (55, 167). Diese
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Untersuchungen lassen vermuten, dass lysosomale Hydrolysen eine bedeutende Rolle bei der

Generierung von Trypsin spielen (167).

Durch verschiedene Mechanismen hat die azindre Zelle die Moglichkeit, eine Zellschddigung
durch friihzeitig aktivierte Zymogene in Grenzen zu halten. Von Bedeutung ist hierbei primér
die Verhinderung der vorzeitigen Aktivierung der Verdauungsenzyme. Erfolgt jedoch
trotzdem eine frithzeitige Aktivierung, so kann die azinédre Zelle eine Wirkungsabschwiichung
induzieren, indem die aktivierten Enzyme zusammen mit Trypsininhibitoren in sekretorische
Granulas eingeschlossen (71, 168) und inaktiviert werden. Ubersteigt jedoch das Trypsin-
Level den Level des Trypsininhibitors, so ist der Schutzmechanismus iiberfordert und es

resultiert eine Entziindung des Pankreasgewebes.

Tritt eine vorzeitige Zymogenaktivierung auf, so betrifft die Entziindungsreaktion zunichst
die azindre Zelle (132). Diese schiittet im Beginn Botenstoffe aus, die zu einer Aktivierung
des Komplementsystems, einer Aggregation von Thrombozyten und neutrophilen
Granulozyten und Bildung freier Radikale fiihrt. Sobald die Schidigung der azinidren Zelle
einen bestimmten Grad iiberschritten hat, ist sie nicht mehr in der Lage, die aktivierten
Zymogene zuriickzuhalten. In diesem Fall erfolgt eine systemische Ausschwemmung der
aktivierten Zymogene in den Blutkreislauf. Im Blut befinden sich mit dem o1-Antitrypsin und
dem Antichymotrypsin potente Inhibitoren. Diese Inhibitoren besitzen die Féahigkeit, sich an
die aktivierten Zymogene zu binden, wodurch diese dann durch das Retikulo-Endotheliale-
System (RES) phagozytiert werden konnen. Bei einigen Pankreatitiden wurden Fille
beschrieben, bei denen diese Inhibitoren vermindert waren. Die Ursache hiefiir ist nicht
bekannt (93).

Zu Beginn der Pankreatitis kommt es frithzeitig zu einem starken Anstieg der Zytokine (56,
134). Da das generierte Trypsin die Faktoren C3a und C5a des Komplementsystems aktiviert,
resultiert eine Chemotaxis von Makrophagen und neutrophilen Granulozyten, die zuséatzlich
Zytokine wie Tumornekrose-Faktor o (TNF-a), Plittchen-aktivierenden Faktor (PAF),
Interleukin-1 (IL-1) und NO ausschiitten. Obwohl die aziniren Zellen selbst in der Lage sind
TNF-o, PAF und IL-1 zu sezernieren, wird der Zytokinspiegel durch die chemotaktisch
angelockten Entziindungszellen um ein vielfaches erhoht (62, 33). Hierdurch wird die lokale
und systemische Entziindungsreaktion zusétzlich verstirkt. Experimentell konnte an isolierten
Azinuszellen nachgewiesen werden, dass vornehmlich TNF-a an der Apoptose der Zellen

beteiligt ist (61).
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Innerhalb der ersten Stunde einer experimentell induzierten Pankreatitis wird ein starker
Anstieg von PAF, TNF-a und IL-1 beobachtet. Hierbei scheint das IL-6, dessen Produktion
durch IL-1 induziert wird, mit der Schwere der Pankreatitis gut zu korrelieren (101, 125). Die
alleinige experimentelle Verabreichung von Zytokinen verursacht keine Pankreatitis. Daher
scheint die Zymogenaktivierung die Grundvoraussetzung in der Pathogenese der Pankreatitis

darzustellen.

Es sind viele verschiedene itiologische Faktoren in der Genese der akuten Pankreatitis
bekannt, wobei die Folgen fiir das Organ bei den verschiedenen Faktoren gleichartig sind.
Aus bisher ungeklarter Ursache findet eine vorzeitige Aktivierung und Retention
proteolytischer Enzyme in den azindren Zellen statt, die zu einer Autodigestion mit starker
Zellschiadigung fithren konnen. Diese azindre Zellschiddigung fiihrt zur Ausschiittung von
Zytokinen mit Aktivierung des Komplementsystems. Durch eine chemotaktisch ausgeloste
Emigration von Entziindungszellen, die ebenfalls Zytokine ausschiitten, wird die Entziindung
noch verstirkt. Im Pankreas konnen in schweren Verldufen hierdurch bedingt
Parenchymnekrosen, Fettgewebsnekrosen, intra- und peripankreatische Odeme und
Héamorrhagien in dem Organ und in seiner Umgebung auftreten. Da die verschiedenen
Faktoren in der Genese der Pankreatitis an dem Organ ein sehr dhnliches Bild zeigen,
versucht die moderne Forschung einen positiven therapeutischen Effekt an einem Punkt in der
Entziindungskaskade zu nehmen, um hierdurch den Entziindungsprozess zum Stillstand zu
bringen. Eine spezielle Therapie auf einzelne Atiologien scheint nicht notwendig zu sein, da

diese im Pankreas zu einer gleichartigen Schiadigung fiihren.

4.3 Tiermodelle

Um mehr Erkenntnisse in der Pathogenese und Fortschritte in der Therapie der akuten bilidren
Pankreatitis zu gewinnen, wire es am sinnvollsten, Untersuchungen am erkranken Menschen

durchzufiihren. Dies ist aus verschiedenen Griinden nicht moglich.

Untersuchungen des Pankreas iiber die Physiologie, Pathophysiologie und Histologie sind

wegen der anatomisch ungiinstigen Lage des Organs extrem erschwert.
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Da die akute Pankreatitis meist erst in einem fortgeschrittenen Stadium diagnostiziert wird, ist
es oftmals sehr schwierig oder unmoglich, die Pathomechanismen auf zelluldrer Ebene zu
einem spiteren Zeitpunkt noch nachzuvollziehen.

Beim Menschen sind der Schweregrad und der Verlauf der akuten Pankreatitis sehr

verschiedenartig.

Ethische Faktoren

Aus den oben genannten Griinden wird ersichtlich, dass fiir Studien iiber die akute
Pankreatitis Tiermodelle unabdingbar sind. Es wurden verschiedenste Modelle
herausgearbeitet, um mehr Erkenntnisse iiber die Pathogenese und neue Therapieformen iiber
die akute Pankreatitis zu gewinnen. Trotz groer Bemiithungen zeigten sich nur teilweise
klinische Ubereinstimmungen der akuten Pankreatitis zwischen dem Versuchstier und dem

Menschen.

Im Tiermodell besteht die Moglichkeit, die akute Pankreatitis durch invasive und

nichtinvasive Methoden auszulGsen.

Ein grofler Vorteil der nichtinvasiven gegeniiber den invasiven Modellen liegt in der guten
Reproduzierbarkeit. Zudem sind die nichtinvasiven Tiermodelle zumeist kostengiinstiger.

Als sehr nachteilig stellt sich heraus, dass die Mechanismen der Induktion der akuten
Pankreatitiden im Tiermodell nicht mit den Mechanismen der Pankreatitiden beim Menschen

vergleichbar sind.

Mittels des nichtinvasiven CDE-Modells (choline deficiente ethionine model) ldsst sich an
jungen weiblichen Méiusen eine letal endende hidmorrhagisch-nekrotisierende Pankreatitis
erzeugen. Hierzu werden die Tiere mit einer ethioninhaltigen Didt, in der kein Cholin
enthalten ist, erndhrt (40). Die in diesem Tiermodell resultierende Pankreatitis gleicht sehr der
menschlichen Pankreatitis, obwohl der pathogenetische Bezug zum Menschen nicht

vorhanden ist.
Um eine 6dematdse Pankreatitis bei der Ratte auszulosen, konnen Pankreasenzyme benutzt

werden. Hierbei wird das Caerulein, ein Cholecystokininanalogon, den Tieren als intravendse

Infusion in supramaximaler Dosis verabreicht. Der Nachteil des Caerulein-Modells besteht
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darin, dass die haufigsten auslosenden Ursachen in der Genese der menschlichen Pankreatitis

keine Beriicksichtigung finden.

In der Klinik wird eine Pankreatitis oftmals durch eine Obstruktion eines Gallensteins im
Ductus choledochus oder durch eine Einklemmung des Steins an der Papilla vateri vor der
Miindung in das Duodenum hervorgerufen (1). Hierbei werden verschiedene
Entstehungsmechanismen der Pankreatitis durch die Gallensteinwanderung diskutiert. In den
meisten invasiven Versuchstiermodellen wird diese klinische Situation nachgeahmt um

hierdurch eine akute bilidre Pankreatitis zu induzieren.

Opie vertrat die Meinung, dass die durch einen Gallenstein verursachte Obstruktion im
Bereich der Papilla vateri sowohl zur Abflussbehinderung des Pankreassekrets als auch der
Galle fiihrt. Da der Mensch einen ,,common-channel* besitzt, besteht die Moglichkeit, dass
durch den retrograden Riickfluss die Galle in das Pankreasgangsystem flie3t und hieraus eine
Pankreatitis resultiert (141). Dies scheint jedoch sehr unwahrscheinlich zu sein, da der Druck
des Pankreasgangsystems signifikant iiber dem Druck des Gallengangsystems liegt. Aus
dieser Gegebenheit ldsst sich folglich schlieBen, dass durch die ,,common-channel*
Obstruktion ein Reflux des Pankreassekretes in das Gallengangsystem wahrscheinlicher wiire
als umgekehrt (141). Daher wird heute unter anderem aus diesen Griinden die Theorie von
Opie eher kritisch beurteilt (97, 100).

Die meisten Versuchstiermodelle basieren auf der pathophysiologischen Vorstellung, dass
bedingt durch eine Gallensteineinklemmung ein Abflusshindernis fiir das Pankreassekret
resultiert. Hierdurch entsteht ein Riickstau, der zu einer Schiddigung der azindren Zellen mit
Austritt von Sekret in das Pankreasgewebe fiihrt (99, 142, 165). Um diesen Zustand

herbeizufiihren wird bei den Versuchstieren der Pankreasgang ligiert.

Unter Nutzung der invasiven retrograden Pankreasganginjektion wurde bei verschiedenen
Versuchstierspezies der Versuch unternommen, eine Pankreatitis mittels unterschiedlicher
Testsubstanzen zu induzieren. Hierzu wurden hidufig Pankreasenzyme wie zum Beispiel
Trypsin, Elastase (54), Phospholipase A (172) und Lipase (3) angewandt. Hierbei stellte sich
heraus, dass die Lipase eine bedeutende Rolle bei (129) der Zerstorung der Zellmembranen zu

spielen scheint.
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Aber auch Galle (19, 38) oder die Kombination von Galle und Trypsin (42, 45, 74) wurden
verwandt. In Studien wurde herausgefunden, dass die Toxizitdt der nichtkonjugierten
Gallensduren die Toxizitit der konjugierten Gallensiduren bei weitem iibersteigt (64).

Durch Substanzkombinationen wie zum Beispiel Galle mit Trypsin ldsst sich der
Auspriagungsgrad der Pankreatitis noch verstiarken. Fiir den Schweregradgrad der Pankreatitis
ist daher die Zusammensetzung der injizierten Substanzen von entscheidender Bedeutung,
zudem scheint ebenfalls der Injektionsdruck bei der retrograden Injektion eine Rolle zu

spielen (30).

Die am besten standardisierte und am héufigsten verwendete Substanz zur Induktion der
Pankreatitis  stellt heute das Natriumtaurocholat dar. Durch die retrograde
Pankreasganginjektion mit dieser Substanz entwickeln auch Ratten ausgeprigte
himorrhagisch-nekrotisierende Pankreatitiden mit hohen Mortalitidtsraten (76, 173).
Histologisch finden sich im Pankreas Odembildungen, Hiimorrhagien und Nekrosen.

Als pathogenetische Ursache wird der Detergenzieneffekt der Gallensduren auf die
Zellmembranen angeschuldigt. Die Ursache der Pankreatitis konnte jedoch auch auf den

erhohten Injektionsdruck zuriickgefiihrt werden (204, 205).

Bei der invasiven prograden Pankreasganginjektion wird bei der Katze eine Kaniile in den
Pankreasschwanz operativ implantiert. Uber diese eingebrachte Kaniile perfundiert man unter
physiologischen Druck die Testsubstanz in das Pankreas. Die Substanz kann in diesem
Modell frei durch den nichtobstruierten Pankreasgang in das Duodenum abflieBen (165).

Um die Durchlissigkeit des Gangepithels zu erhdhen, wird den Tieren zu Beginn Athanol
oder Gallensalze injiziert. Durch die nachfolgende Perfusion von Pankreasenzymen wird die
akute 6dematose Pankreatitis induziert (46). Wird anstelle der Pankreasenzyme Prostaglandin
E2 verwandt, so ist es moglich, eine akute himorrhagisch-nekrotisierende Pankreatitis bei den
Tieren hervorzurufen. (201).

Die Vorteile dieses Modells bestehen in dem Wegfall der retrograden Pankreaganginjektion,
die moglicherweise selbst durch eine druckbedingte Pankreasgangldsion eine Pankreatitis
auszulosen vermag.

Der Nachteil der prograden Pankreasganginjektion liegen in den hohen Kosten fiir das
Versuchstier Katze und in der aufwendigen und zeitintensiven Préiparation der Kaniilierung

des Pankreasschwanz.
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Mittels einer chirurgischen Pankreasgangligatur im Tiermodell ldsst sich am besten die
Situation nachahmen, wie sie klinisch bei der Obstruktion des Pankreasganges durch
Gallensteine, Tumoren oder anderen obstruktiv wirkenden Ereignissen entsteht.

Durch eine zusitzliche Pankreasstimulation resultiert hieraus ein Odem der
Bauchspeicheldriise (41), das auf den erhohten Druck im Pankreasgangsystem
zuriickzufithren ist (42, 155). Lichtmikroskopisch zeichnet sich das Odem durch
Erweiterungen der Azinuslumina und Pankreasductuli aus, in dem sich zudem entziindliche
Infiltrate nachweisen lassen. Serologisch wird ein Anstieg der Pankreasenzyme beobachtet
(41, 150).

Elektronenmikroskopisch wird in den azindren Zellen die Bildung von autophagen und
crinophagen Vakuolen mit Aufstau von nicht sezernierten Zymogengranula beobachtet.
Intrazellulér finden sich zudem Storungen des Transportes und der Sekretion von lysosomalen
Enzymen und von Verdauungsenzymen (71, 169). Luminal resultiert eine Abnahme der
Mikrovilli. Intraluminal kommt es zu einer Vorwolbung apikaler Zellmembranen.

Diese pathologischen Verdnderungen werden sowohl in der Frithphase der klinischen sowie

auch in der Frithphase der experimentell induzierten Pankreatitis beobachtet.

Das oben beschriebene histopathologische Bild der akuten Pankreatitis ldsst sich jedoch nicht
gleichartig ausgeprigt bei allen Versuchstieren nachweisen. Bei einigen Versuchstieren, wie
zum Beispiel der Ratte, resultiert durch die alleinige Ligatur des Pankreasganges eine

chronische Atrophie der Bauchspeicheldriise (199, 200, 98).

Ein hiufig genutztes Versuchstier stellt die Ratte dar. Ratten und Menschen zeigen beziiglich
der biliopankreatischen Anatomie bedeutsame Unterschiede. Die Ratte besitzt einen
gemeinsamen biliopankreatischen Gang, der als Ductus pancreatico-choledochus bezeichnet
wird. Dieser besteht aus vier hepatischen Gallengingen, die sich zu einem gemeinsamen
extrahepatischen Gang vereinigen. Der Ductus pancreatico-choledochus verlduft inmitten des
Pankreasgewebes und nimmt hier multiple interlobuldre Pankreasginge auf, um schlie8lich
als gemeinsamer biliopankreatischer Gang in das Duodenum zu miinden. Eine zusitzliche
Besonderheit der Rattenanatomie ist das Fehlen der Gallenblase.

Es hat sich herausgestellt, dass verschiedene Modelle der Pankreatitisinduktion bei der Ratte

dem Modell der akuten bilidren Pankreatitis des Menschen nur ungeniigend entsprechen. Zu
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diesem Modellen werden die Caerulein induzierte akute ddemattse Pankreatitis (89, 128), das
CDE-Modell (choline deficiente ethionine model) mit resultierender hidmorrhagisch-
nekrotisierender Pankreatitis (98, 109) und die retrograde Pankreasganginjektion toxischer
Gallensalze oder anderer toxischer Substanzen(98, 130)gezéhlt.

Die aus diesen Studien gewonnenen Ergebnisse zur Pathogenese der akuten bilidren

Pankreatitis sind sehr umstritten.

Im Gegensatz zur Ratte hat das aus Nordamerika stammende Opossum eine dem Menschen
sehr dhnliche Anatomie mit einem ,,common-channel”. Durch die chirurgische Ligatur des
langen  gemeinsamen  Ausfithrungsganges des Ductus choledochus und des
Pankreashauptganges wird die Situation beim Menschen mit akuter bilidrer Pankreatitis am
besten nachgeahmt. Durch die Ligatur des ,,common- channel* resultiert beim Opossum eine
akute hdmorrhagisch-nekrotisierende Pankreatitis (164). Diese fulminant verlaufende Form
der experimentell induzierten Pankreatitis verlduft bei den Opossums innerhalb von 14 Tagen
zu 100% todlich (25, 177).

Aufgrund dieser anatomischen und pathophysiologischen Ahnlichkeit zum Menschen eignet
sich das Opossum hervorragend fiir Studien zur Atiologie und Pathogenese der akuten
bilidren Pankreatitis (98). Das Opossum-Modell scheint zur Zeit eines der besten Tiermodelle
zu sein, um diese Form der Pankreatitis pathogenetisch zu erfassen. Dies ist eines der
Hauptgriinde, weshalb das Rattenmodell in der letzten Zeit immer unpopulidrer geworden ist

und das Opossum in verschiedenen Studien benutzt wird.

Samuel et al. untersuchten in einer Studie den Verlauf und die Histologie der akuten bilidren
Pankreatitis im Vergleich zwischen der Ratte und dem Opossum. Zudem fiihrte er eine
Analyse der Tierhaltungskosten zwischen den Tierspezies durch.

In beiden Tierspezies wurde eine Ligatur des Gallen- und Pankreasganges vorgenommen. Im
Vergleich zur Kontrollgruppe entwickelte sowohl Opossum, als auch die Ratte eine akute
Pankreatitis mit einem signifikanten Anstieg des histologischen Scores und der
Amylasekonzentration im Serum. In der histologischen Untersuchung wiesen die Pankreata
beider Gruppen dhnliche Verdanderungen auf. Histologisch konnte in beiden Tierspezies
Azinuszellvakuolen, Nekrosen azindrer Zellen und Infiltrationen von Entziindungszellen in
dhnlichem Ausmall nachgewiesen werden. Ein Unterschied zeigte sich beziiglich der

fehlenden Fettgewebsnekrosen im Rattenpankreas. Auch Elektronenmikroskopisch zeigten
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beide Tierarten im gleichartigen Ausmal} autophagische Vakuolen und eine VergroBerung des
endoplasmatischen Retikulums.

Beziiglich der Kostenanalyse der Tierhaltung zwischen Ratte und Opossum stellten Samuel et
al. heraus, dass die Haltung eines Opossums um das Zehnfache kostenintensiver ist, als die
Haltung einer Ratte. Aufgrund dieses wichtigen Aspektes stellt sich die Frage, ob durch den
Unterschied der Schwere der Pankreatitis zwischen Ratte und Opossum die Verwendung des
teureren Opossums gerechtfertigt ist.

Sie kommen zu dem Schluss, dass im Fall von Pilotstudien und Zeitrdumen kurzer Ligaturen
das Rattenmodell vorzuziehen ist.

Wenn es sich allerdings um ausgereiftere Studien zur Untersuchung der Pathogenese der
akuten bilidren Pankreatitis handelt, so ist das Opossum das Tiermodell der Wahl. Dies ist

letztendlich durch die anatomische Verwandtschaft zum Menschen begriindet.

Seidel und Pfeffer entwickelten das Tiermodell der verschlossenen Duodenalschlinge (152,
176). Diese Methode soll im Tiermodell den duodenalen Reflux in den Pankreashauptgang als
Atiologie der akuten Pankreatitis nachstellen. An diesem Modell muss jedoch die Tatsache
kritisch beurteilt werden, dass der duodenale Reflux in der Pathogenese der menschlichen
Pankreatitis keinen Stellenwert besitzt (69, 97, 100). Zur Durchfiihrung dieses Modells wird
beim Hund der getrennt vom Pankreasgang in das Duodenum miindende Ductus choledochus
ligiert und die Galle iiber eine eingebrachte Kaniile in das Jejunum umgeleitet. Nachfolgend
wird das Duodenum am Pylorus und distal der Einmiindungsstelle des Pankreashauptganges
verschlossen. Durch diese Methode entwickelt sich im Hundemodell eine akute
hamorrhagisch-nekrotisierende Pankreatitis, bei der der Reflux des Duodenalsekretes in den
Pankreashauptgang das auslosende Agens der Pankreatitis darstellt, da durch eine
gleichzeitige Pankreasgangobstruktion die Pankreatitis bei Duodenalverschlufl verhindert

wird (108).

Im kombinierten Modell werden invasive und nicht invasive Methoden miteinander
kombiniert. Hierbei werden im Rattenmodell eine Ligatur des Pankreasganges und eine
intraperitoneale Alkoholinstillation vorgenommen. Die mit einer Stimulation des Pankreas
durch Cholezystokinin und Sekretin kombiniert wird. Als Folge entwickelt sich bei der Ratte

eine Pankreatitis mit disseminierten Nekrosen (69).
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4.4 Ursodeoxycholsiaure (UDCA)

Ursodeoxycholsdure ist eine atoxische Gallensdure, die in niedrigen Konzentrationen im
menschlichen Organismus vorkommt (103). In der Klinik wird Ursodeoxycholsdure (UDCA)
vornehmlich genutzt, um in den Cholesterinkreislauf einzugreifen. Ursodeoxycholsdure
(UDCA) wird in vielen Fillen mit Chenodeoxycholsdaure (CDCA) zum Auflésen von
Cholesterin-Gallensteinen angewandt. Zudem bewirkt es eine Hemmung der Synthese, der
bilidren Ausscheidung und der intestinalen Resorption von Cholesterin. Der klinische Erfolg
hingt maBgeblich von der Grofle des Steins ab, die Erfolgsquote liegt heute bei ca. 40%.

In verschiedenen klinischen Studien wurde belegt, dass UDCA den Verlauf und die Prognose
anderer Erkrankungen giinstig beeinflussen kann. Zu nennen sind hier vor allem der
Formenkreis der cholestatischen Lebererkrankungen, wie z.B. die primir bilidre Zirrhose

(PBC), die primir sklerosierende Cholangitis (PSC) und die Schwangerschaftscholestase.

Pharmakotherapeutisch bedeutsam ist dabei die Senkung der cholangio- und hepatozelluldren
Toxizitdt der Galle durch Anreicherung von UDCA im Gallensdurepool. In Studien konnte
belegt werden, dass mit steigendem Grad der Hydrophobitit der Gallensiduren die
Hepatotoxizitit ansteigt (6, 12, 175). Da Ursodeoxycholsidure zwei Hydroxyl-Gruppen besitzt,
steigert UDCA die Hydrophilie im Gallensdurepool. Auch werden durch UDCA hydrophobe
Gallensduren von den Hepatozytenmembranen entfernt und somit der Cholestase
entgegengewirkt. Dadurch werden die Hepatozyten geschiitzt und die Leberfunktion
verbessert. Neben diesen Effekten stabilisiert UDCA die hepatozelluliren Membranen (53,
70, 124), steigert die Cholerese und den kanalikuldren Gallefluss (43, 206) senkt die
intestinale ~ Absorption  toxischer Gallensduren (184), beeinflusst die zelluldre
Signaltransduktion, wirkt protektiv gegen Mitochondrienschddigungen und weist
immunmodulatorische Effekte auf. Goldutuna et al. (60) konnten dariiber hinaus zeigen, dass
Ursodeoxycholsdure die Gallensalztoxizitit reduziert, da UDCA die Loslosung von
Cholesterol und von Phospholipiden aus der Zellmembran verhindert. Dies konnte ein

weiterer Grund fiir die hepatoprotektive Wirkung von Ursodeoxycholsdure sein.

Cholestatische Lebererkrankungen fiihren zu einem vermehrten Anfall von toxischen
Gallenséduren in der Leber, durch die das Organ Schaden nimmt. Die Gallensduren fiihren zu
charakteristischen Verdnderungen der Leber: Popper beschrieb federige Degenerationen im

Leberldppchen und hydropische Schwellung und Granulierung periportaler Hepatozyten.
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Besonders evident sind diese Schidden bei extrahepatischen, weniger bei intrahepatischen
Cholestasen. Nach heutigem wissenschaftlichem Kenntnisstand konnen diese Verdnderungen,
die durch toxische Gallensduren hervorgerufen werden, durch die nichttoxische Gallensdure
Ursodeoxycholsdure (UDCA) vermindert werden. In verschiedenen Studien konnte
nachgewiesen werden, dass UDCA auch positiven Einfluss auf immunmodulatorische
Vorginge nimmt.

In der Klinik wird UDCA vornehmlich zur Therapie der beiden cholestatischen Krankheiten,
der primér bilidren Zirrhose (PBC) und der primir sklerosierenden Cholangitis (PSC),
eingesetzt.

Bei der PBC, auch nichteitrige destruierende Cholangitis genannt, handelt es sich um eine in
ca. 90% der Fille bei Frauen auftretende Autoimmunerkrankung. Diese dufert sich in einer
hiufig irreversiblen, progressiven Destruktion der intrahepatischen Gallengéinge. Hieraus
resultiert eine Cholestase, die oftmals in einer Leberzirrhose endet. Die genaue Ursache fiir
die Entstehung der Erkrankung konnte bis heute nicht gesichert werden.

Histologisch zeichnet sich die primér bilidre Zirrhose (PBC) durch Gallengangsldsionen mit
dichten Rundzellinfiltraten und Granulombildungen, spiterer auftretenden duktuldren
Proliferationen und einem letztendlichen Ubergang in eine Fibrose aus. Die besten
Behandlungsergebnisse zeigten sich im Beginn der primér bilidren Zirrhose (PBC), wobei
UDCA in fortgeschrittenen Stadien der Erkrankung keinen therapeutischen Effekt mehr
erbringen konnte (185, 110). Mehrere Studien untersuchten die Auswirkungen von UDCA auf
die primér bilidre Zirrhose (PBC) (16, 29, 67, 73, 107, 136, 160, 191).

Die Studie von Heathcote et. al. (67) konnte nachweisen, dass unter UDCA-Therapie die
periportale Ballonierung der Hepatozyten abnahm. Zudem wurde nur eine geringgradige
Verminderung der portalen Gallekanilchen beobachtet.

Poupon et. al. (160) wies in seiner Studie eine Besserung sdmtlicher histologischer Parameter,
mit Ausnahme der Fibrose, in der Leber nach.

Combes et. al. (29) fanden in ihrer Studie heraus, dass nur bei Patienten mit einem
Serumbilirubin von unter 2 mg/dl eine signifikante Besserung der Leberhistologie auftrat.

Die Studie von Lindor et. al. (107) hingegen konnte keinen Einfluss von UDCA auf die
Leberhistologie nachweisen.

Turner et. al. (191) beschrieben in ihrer Studie, dass unter zweijdhriger UDCA -Therapie ca.

15% der Patienten eine Leberzirrhose entwickelten, wihrend bei Patienten unter
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Plazebobehandlung in ca. 57% eine Zirrhose auftrat. Die Studie wies jedoch aufgrund einer zu
geringen Fallzahl keine Signifikanz auf.

Die aufgefiihrten und weitere Studien fanden zudem heraus, dass UDCA eine Besserung des
Serumbilirubins, der alkalischen Phosphatase (AP), der y-Glutamyltranspeptidase (y-GT), der
Serum-Glutamat-Oxalacetat-Transaminase (SGOT) wund der Serum-Glutamat-Pyruvat-
Transaminase (SGPT) fiihrt. Eine Metaanalyse der bisher publizierten Studien ergab eine

signifikante Besserung der Histologie der Leber unter Ursodeoxycholsdure-Therapie

Infolge der Behandlung von Patienten mit primir sklerosierender Cholangitis (PSC) konnte
eine signifikante Besserung der AP, der y-GT, der SGOT, der SGPT und teilweise auch des
Serumbilirubins beobachtet werden (20, 26, 66, 135, 183, 186). Bei der PSC handelt es sich
um eine chronisch fibrosierende Gallenwegsentziindung, die in ca. 70% der
Erkrankungshéufigkeit bei Méinnern auftritt. Die Patienten mit PSC leiden in ca. 75% der
Fille gleichzeitig an einer chronisch entziindlichen Darmerkrankung wie zum Beispiel der
Colitis ulcerosa. Die Atiologie ist ebenfalls unbekannt, man zdhlt die PSC aber zu den

Autoimmunerkrankungen.

Mikroskopisch zeigt die Erkrankung perlenschnurartige Verdnderungen mit multiplen
Stenosen mit teils prastenotischen Aufweitungen der intra- und oftmals auch extrahepatischen
Gallenginge. Histologisch zeigt sich zumeist in kleinen und mittelgrolen Gallengingen das
typische Bild mit periduktaler zwiebelschalenartiger Fibrose mit vorwiegend entziindlichen,
mononukledren Infiltrationen. Ein wesentliches Leitsymptom ist die Cholestase. Im
Endstadium miindet die PSC in eine dekompensierte Leberzirrhose. Langzeitstudien zufolge

entwickeln ca. fiinf bis zehn Prozent der Patienten mit PSC ein Gallengangskarzinom.

In der Studie von Stiehl et al. (186) zeigte sich nach Medikation mit Ursodeoxycholsdure eine
signifikante Abnahme der zelluldren Infiltration in den Periportalfeldern und eine Abnahme
der Leberenzyme im Serum. Eine weitere Studie von Stiehl et al. (182) konnte nachweisen,
dass UDCA die Stenosen groBBerer Gallenginge jedoch nicht zu verhindern vermag.

In Langzeitbehandlungen der primir sklerosierenden Cholangitis wurde nachgewiesen, dass
unter UDCA Medikation und Dilatation von groferen Stenosen der Gallenginge gute
Behandlungsergebnisse erzielt werden konnten.

Auch in der Studie von Beuers et al. (20) konnte eine Besserung der Histologie und eine

Senkung des Bilirubins im Vergleich zu der Placebogruppe beobachtet werden.
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In den Studien von Chazouilleres et al. (26) und O Brien et al. (135) verbesserten sich die

klinischen Symptome Pruritus und Abgeschlagenheit sowie die Serumwerte.

Durch Medikation von Ursodeoxycholsidure bei Patienten mit zystischer Fibrose konnte bei
den hepatobilidren Komplikationen Erfolge erzielt werden. Bei der zystischen Fibrose, auch
Mukoviszidose genannt, handelt es sich um eine genetische Erkrankung. Diese Erkrankung
zeichnet sich durch eine abnorm gesteigerte Sekretion von Schleim aus. Hierdurch resultieren
chronisch obstruktive Lungenerkrankungen, Pankreasinsuffizienzen, intestinale Obstruktionen
und bilidre Zirrhosen.

Durch fortschreitende Erfolge bei der Behandlung der pulmonalen Komplikationen, mit denen
die Uberlebenszeit bei den Erkrankten angestiegen ist, kommt es gehiuft zu extrapulmonalen
Komplikationen. Die fokale bilidre Zirrhose wird heute bei ca. 25-30% der an zystischer
Fibrose erkrankten Patienten beobachtet (163). Durch eine abnormale Gallensekretion
resultieren in den Gallekanalikuli Plugs, die zu einer Obstruktion und einer Cholestase in der
Leber fiihren. Hierdurch kommt es zur Entwicklung von Gallengangsstrikturen, die eine
fokale oder auch multilobuldre Leberzirrhose hervorrufen konnen(52, 143).

Cotting et al. konnten durch Medikation mit Ursodeoxycholsdure bei Patienten mit zystischer
Fibrose einen Riickgang der alkalischen Phosphatase und der Transaminasen im Serum, sowie
eine Verbesserung der Leberfunktion beobachten (31).

Colombo et al. (28) zeigten in ihrer Studie, dass mit steigender Dosis von
Ursodeoxycholsdure die Leberenzyme im Serum zunehmend riickldufig waren und sich

UDCA zunehmend im Gallensédurepool anreicherte.

Die Medikation von UDCA bei Patienten mit Hepatitis hat keinen bedeutenden Einfluss auf
den Erkrankungsverlauf gezeigt. Es konnte eine Besserung der Leberwerte bei chronischer

Hepatitis B und C erzielt werden, jedoch blieb die Leberhistologie davon unbeeinflusst.

Bei der Schwangerschaftscholestase fiihrte laut der Studie von Palma et al. (148) die UDCA-
Therapie nachweislich zu einer Besserung der Leberwerte und des Juckreizes bei den
Patientinnen. Wurde die UDCA-Therapie frithzeitig beendet, so trat ein erneuter Juckreiz mit

Verschlechterung der Cholestase auf.
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Der Einsatz von UDCA bei kindlichen cholestatischen Lebererkrankungen scheint ebenfalls
gerechtfertigt zu sein. Der Studie von Balisteri et al. (15) zufolge konnte bei Kindern mit dem
Bayler- und Alagille-Syndrom durch Ursodeoxycholsdure eine Besserung des Juckreizes und
der Leberwerte erreicht werden. Bei bilidrer Atresie konnte eine Riickldufigkeit der

Leberwerte beobacht werden (131, 152, 192).

Anhand der aufgefiihrten Studien wird ersichtlich, dass Ursodeoxycholsidure nicht zu einer
Heilung cholestatischer Erkrankungen fiihrt. Anhand einer Vielzahl von Studienergebnissen
wird jedoch ersichtlich, dass UDCA eine Besserung der Symptomatik, einer positiven
Beeinflussung der Histologie und zu einer Senkung der serologischen Leberwerte beitragen

kann.
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Teil B: Diskussion und Bewertung der Ergebnisse

4.5 In vivo Mikroskopie

Die in vivo Mikroskopie stellt eine hervorragende Methode dar, um am lebenden Organismus
Parameter der Mikrozirkulation zu beurteilen. Die Lebersinusoide sind die kleinsten Einheiten
in der Leberstrombahn. Durch die Nutzung der in vivo Mikroskopie besteht die Moglichkeit,
diese Einheiten am lebenden Tier optisch darzustellen und zu untersuchen. Im Gegensatz zu
fixierten Prdparaten konnen die Morphologie und das Verhalten von im Blut zirkulierenden

zelluldaren Bestandteilen direkt sowie auch in ihrem weiteren Verlauf beurteilt werden.

Die Grundvoraussetzung fiir eine aussagekriftige experimentelle Studie mittels der in vivo
Mikroskopie ist die standardisierte Versuchsdurchfithrung. Einen entscheidenden Einfluss auf
die korrekte Interpretation der Ergebnisse stellt hierbei die Behandlung der Leber wihrend der
Auslagerung und der Durchfiihrung der in vivo Mikroskopie dar. Durch unsachgemifle
Behandlung der Leber werden Mikroblutungen und Leukozyten-Endothel-Interaktionen

induziert, die zu starken Verfalschungen der Messergebnisse fiihren.

Bei der Durchfiihrung der in vivo Mikroskopie wird zwischen der Epifluorescenzmikroskopie
und der Transilluminationsmikroskopie unterschieden. In dieser Studie wurde die
Epifluorescenzmikroskopie verwandt, da durch diese Methode die Moglichkeit besteht, die
gesamte Unterfliche des linken Leberlappens zu untersuchen. Hingegen bietet die
Transilluminationsmikroskopie nur die Moglichkeit, die Untersuchung auf den
Leberlappenrand zu beschrinken.

Obgleich die Epifluorescenzmikroskopie nur die oberfldchliche hepatische Mikrozirkulation
zu beurteilen vermag, wird davon ausgegangen, dass diese repridsentativ fiir die gesamte
Mikrozirkulation der Leber ist. Dies liegt darin begriindet, dass kaum morphologische

Unterschiede zwischen oberfldchlich und tief liegender Lappchen bestehen.
Mittels eines Videorekorders wurden pro Versuchstier zehn zufillig ausgewéihlte Bezirke auf

einem Videoband aufgezeichnet. Diese Bezirke wurden zu einem spiteren Zeitpunkt

beziiglich der Sinusoiddurchmesser, der Anzahl der temporir adhédrenten Leukozyten und der
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Anzahl der permanent adhédrenten Leukozyten ausgewertet. Die Auswertung erfolgte mittels
eines Computers und der Bildverarbeitungssoftware analySIS Pro 2.11.007.

Sinusoide und Sinusoidaldurchmesser

Die Hepatozyten sind zu Leberzellbalken angeordnet und verlaufen radidr auf die Zentralvene
zu. Zwischen diesen Leberzellbalken verlaufen die Lebersinusoide, die in die Vena centralis
einmiinden. Die Sinusoide sind ca. 400-500 pm lang und besitzen keine Basalmembran. Die
Wiinde der Sinusoide werden von flachen, fenestrierten Endothelzellen gebildet. Zwischen
den Endothelien und den Hepatozyten liegt der Disse-Raum. Das Blutplasma aus den
Sinusoiden kann durch interzellulare Spalten und Poren der Endothelzellen in den Disse-
Raum gelangen. Hier findet dann eine Interaktion zwischen Plasmabestandteilen wie z.B.
Albumin, Lipoproteinen, Kohlenhydraten, Elektrolyten, Cholesterol und den Hepatozyten
statt. Der perisinusoidale Disse-Raum weist eine Breite von ca. 0,3 - 0,5 um auf. In ihm
befinden sich die von-Kupfferschen-Sternzellen, Ito-Zellen, Fibroblasten, Kollagenfasern und

Mikrovilli der Hepatozyten, die ihre Oberfldche erheblich vergroBern.

Die Endothelzellen nehmen zudem eine wichtige Aufgabe bei der Leukozyten-Endothel-
Interaktion wahr. Nach der Aktivierung durch Zytokine finden sich auf der
Endothelzelloberfliche Selektine. Diese Adhidsionsmolekiile fithren zu einem lockeren
Kontakt mit Adhédsionsmolekiilen der Leukozytenoberfliche. Durch diese Interaktion wird

das Rollen der Leukozyten entlang des Endothels hervorgerufen.

Weitere wichtige Adhédsionsmolekiile der Endothelzelle sind das ICAM-1 und ICAM-2. Diese
Molekiile finden sich ebenfalls nach Aktivierung verstirkt an der Oberfliche und fithren
durch Interaktion mit Leukozytenadhidsionsmolekiilen zu einen festen Bindung der

Leukozyten am Endothel.

Die Lebersinusoide werden in drei verschiedene Bereiche untergliedert. Dabei handelt es sich
um den periportalen-, midzonalen-, und perizentralen Bereich. Die verschiedenen Bereiche
weisen unterschiedliche Durchmesser auf. Fiir diese intravitalmikroskopische Studie wéhlten
wir den midzonalen Bereich aus. Um die Mittelwerte der Sinusoidaldurchmesser im
midzonalen Bereich korrekt bestimmen zu konnen, ist es von groler Bedeutung, die
Messungen stets an identischer Stelle durchzufiihren. Eine Moglichkeit hierfiir bietet die

Methode, die Messung stets im gleichen Abstand von der Zentralvene vorzunehmen (75, 81).
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Ursachen fiir falsche Messergebnisse konnen aus verschiedenen Messpunkten innerhalb der
Sinusoide, aus abweichenden Kalibrierungen und aus subjektiven Messfehlern entstehen.

Die Ergebnisse unserer Studie zeigten keine signifikanten Unterschiede beziiglich der
Sinusoidaldurchmesser in den Kontrollgruppen. Bei den Kontrollgruppen wurde eine mediane
Laparotomie mit Mobilisierung des Ductus pancreatico-choledochus durchgefiihrt. Am
fiinften Tag nach der Mobilisierung erfolgte die in vivo Mikroskopie.

Die Gruppe, die eine Primedikation von sieben Tagen Ursodeoxycholsdure erhielt, zeigte im
Durchschnitt einen Sinusoidaldurchmesser von 11,5 pum. Die unbehandelte Gruppe wies einen
Durchschnitt von 11,33 um auf. Es fand sich somit keine signifikanten Unterschiede zwischen
den Gruppen.

Die Ergebnisse unserer Studie entsprechen den FErgebnissen der durchschnittlichen
Sinusoidaldurchmesser, die Koeppel et al. (80) in ihrer Studie nachgewiesen haben. Koeppel
et al. fiihrten in ihrer Kontrollgruppe ebenfalls eine Mobilisierung des Ductus pancreatico-
choleduchus durch und wiesen drei Tage nach Mobilisation bei ihren
intravitalmikroskopischen Messungen einen durchschnittlichen Sinusoidaldurchmesser von

11,4 um nach.

Auch die Versuchsgruppen zeigten keine signifikanten Unterschiede beziiglich der
durchschnittlichen Sinusoidaldurchmesser zwischen den UDCA-Behandlungsgruppen und
den unbehandelten Gruppen.

In den Versuchsgruppen fiihrten wir sowohl bei den mit UDCA behandelten, als auch bei den
ohne UDCA behandelten Tieren eine mediane Laparotomie mit folgender chirurgischer
Ligatur des Ductus pancreatico-choledochus durch. Die Tiere wurden in verschiedenen
Gruppen randomisiert und zu verschiedenen Zeitpunkten in vivo mikroskopiert. Die
Intravitalmikroskopie erfolgte je nach Gruppe drei, fiinf oder sieben Tage nach der Ligatur
des Ductus pancreatico-choledochus. Die durchschnittlichen Sinusoidaldurchmesser in den
behandelten und unbehandelten Versuchsgruppen zeigten keine signifikanten Unterschiede,

sie betrugen zwischen 5,68 und 6,28 um.

Ein Vergleich zwischen den Kontrollgruppen und den Versuchsgruppen zeigt eine
Verminderung der durchschnittlichen Sinusoidaldurchmesser von ca. 50%. Dies wird durch
die Obstruktion des Ductus pancreatico-choledochus hervorgerufen. Es resultiert eine
extrahepatische Cholestase. Durch diesen Galleriickstau entsteht intrahepatisch eine

Drucksteigerung mit Dilatation der Kanalikuli und der gréferen Gallegingen. Schon drei
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Tage nach Ligatur werden sinusoidale Perfusionsminderungen, periportale Odeme und
Gallengangsproliferationen  beobachtet  (80).  Ursdchlich fir den  verminderten
Sinusoidaldurchmesser in den Versuchsgruppen sind die hydrostatischen Druckerh6hungen in
den kanalikuliren Gallenwegen und die parenchymatdsen Odeme. Aus diesem Sachverhalt
resultiert ein erhohter AuBBendruck auf die Lebersinusoide, der die Sinusoide zusammendriickt
und somit zu einer Verschmélerung des Durchmessers fiihrt. Erwartungsgemal konnte UDCA
keine positive Beeinflussung auf den Sinusoidaldurchmesser nach bilio-pankreatischer
Obstruktion nehmen, da UDCA die durch die Cholestase entstehende hydrostatische

Druckerhohung in der Leber nicht vermindern kann.

Temporidr adhdrente Leukozyten (Roller) in den Sinusoiden

Hierbei handelt es sich um Leukozyten, die an den Endothelzellen entlangrollen und mit
diesen zeitweise in Kontakt treten (4, 18). Roller bewegen sich mit einer Geschwindigkeit <
30% gegeniiber freiflieBenden Leukozyten in der GefdBmitte. In dieser Studie wurde die
Anzahl an tempordr adhirenten Leukozyten in einem Beobachtungszeitraum von 30
Sekunden angegeben (115, 116). Die Auswertung erfolgte am laufenden Videoband in 10

Feldern pro Tier.

Permanent adhidrente Leukozyten (Sticker) in den Sinusoiden
Hierbei handelt es sich um Leukozyten, die im Beobachtungszeitraum ldnger als 20 Sekunden
an den Endothelzellen der Sinusoide haften (114, 115, 116).

Die Auswertung erfolgte am laufenden Videoband in 10 Feldern pro Tier.

In dieser Studie erfolgte iiber die Auszidhlung der temporidr- und permanent adhirenten
Leukozyten die Quantifizierung des hepatischen Endothelschadens. Dies bedeutet, dass ein
geringer sinusoidaler Endothelschaden mit einer geringen Anzahl an temporédr- und
permanent adhédrenten Leukozyten einhergeht. Ein starker sinusoidaler Endothelschaden fiihrt
demzufolge zu einer hohen Anzahl an temporir- und permanent adhédrenten Leukozyten.

In dieser Studie konnten wir nachweisen, dass in den Kontrollgruppen, bei denen lediglich
eine Mobilisation des Ductus pancreatico-choledochus vorgenommen wurde, keine
signifikanten Unterschiede in der Anzahl der temporidr- und permanent adhirenten

Leukozyten in den behandelten und unbehandelten Gruppen gefunden werden konnte.
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In den Versuchsgruppen wurde im Gegensatz zu den Kontrollgruppen der Ductus
pancreatico-choledochus ligiert. Je nach Versuchsgruppe wurde drei, fiinf und sieben Tage
nach dieser Ligatur die in vivo Mikroskopie durchgefiihrt. Hierbei zeigte sich bei gleicher
Zeitdauer der Ligatur in den mit UDCA behandelten Gruppen eine signifikant niedrigere
Anzahl der tempordr- und permanent adhédrenten Leukozyten im Vergleich zu den
unbehandelten Gruppen.

Aus diesen Ergebnissen wird ersichtlich, dass UDCA im Rattenmodell geeignet ist, die
Leukozyten-Endothel-Interaktion und somit den Sinusendothelschaden nach bilo-
pankreatischer Obstruktion zu verringern.

In verschiedensten Studien konnte im Tierversuch bewiesen werden, dass durch die
regelmiBige Medikation mit UDCA die Gallengangsproliferationen und die
Entziindungsreaktionen in der Leber vermindert werden kann (83, 161, 162). Auch konnte
ebenfalls in klinischen Studien am Menschen gezeigt werden, dass UDCA einen positiven
Einfluss auf cholestatische Lebererkrankungen und deren weiteren Verlauf ausiibt (161,162).
Dieser positive Einfluss von UDCA konnte auf verschiedenen Wirkungen beruhen. Vor dem
Hintergrund der Frage nach einer Moglichkeit der therapeutischen Verbesserung der RES-
Funktion interessiert vor allem die ebenfalls in der Literatur beschriebene Steigerung der
hepatischen Mikrozirkulation (187) sowie ein protektiver Effekt von UDCA bei durch bilidre
Obstruktion bedingter Endotoxindmie (72). UDCA stabilisiert auch die hepatozelluldren
Membranen und bewirkt zudem eine Entfernung der toxischen hydrophoben Gallensiduren
von der Hepatozytenmembran. Hierdurch werden die Hepatozyten geschiitzt und die
Leberfunktion verbessert. Durch die geringere Entziindungsreaktion resultiert eine geringere
Leukozytenadhirenz, wodurch weniger Zytokine ausgeschiittet werden und keine weiteren
Leukozyten chemotaktisch angelockt werden, die die Entziindung verstdarken wiirden.

UDCA weist ebenfalls immunmodulatorische Effekte auf. Diese Effekte bestehen aus einer
Hemmung der Mastzelldegranulation, Suppression von Interleukin2 und Interleukin4,
Unterdriickung der Expression von Histokompatibilititskomplexen auf Hepatozyten und
Cholangiozyten und der Erhohung der natiirlichen Killerzellaktivitit. Dies fiihrt zu einer
Reduktion der Schadigung der Hepatozyten, wodurch die Entziindung verringert wird.

UDCA bewirkt dariiber hinaus eine Steigerung der Cholerese und vermindert die intestinale

Absorption von toxischen Gallensduren.
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Poo et al. (154) untersuchten in ihrer Studie die Auswirkung von UDCA auf eine
langdauernde bilio-pankreatische Obstruktion bei der Ratte. Diese Studie fand heraus, dass
Tiere unter UDCA-Therapie im Vergleich zur Plazebo-Gruppe ein geringeres Lebergewicht
und einen signifikant niedrigeren Portalvenendruck aufwiesen. Nur 37% der Ratten unter
UDCA-Therapie mit bilio-pankreatischer Obstruktion entwickelten eine sekundire bilidre

Zirrhose, wobei bei den Tieren unter Plazebogabe diese bei 80% der Versuchstiere auftrat.

Um in unserer Studie bei den Versuchtieren eine akute bilidre Pankreatitis zu erzeugen,
fiihrten wir eine mediane Laparotomie durch, suchten anschlieBend den Ductus pankreatico-
choledochus auf und ligierten diesen darmnah. Hieraus resultierte eine von uns induzierte
akute extrahepatische Cholestase mit Riickstau der Galle in die Leber und das Pankreas.

Beziiglich des bilio-pankreatischen Systems bestehen in der Anatomie bedeutende
Unterschiede zwischen Mensch und Ratte. Die Ratte besitzt ein gemeinsames bilio-
pankreatisches Gangsystem, das als Ductus pankreatico-choledochus bezeichnet wird. Dies
setzt sich aus vier hepatischen Gallengiingen zusammen, die sich zu einem extrahepatischen
Gang vereinen. In diesen inmitten des Pankreasgewebe verlaufende Ductus pancreatico-
choledochus drainieren multiple interlobulidre Ginge des Pankreasgewebe, sodass letztendlich
ein gemeinsamer biliopankreatischer Gang in das Duodenum miindet. Zudem besitzt die Ratte

keine Gallenblase.

Schon drei Tage nach der Obstruktion konnten wir eine Stauung des Ductus pankreatico-
choledochus bei den Versuchstieren beobachten. Bedingt durch den Riickstau der Galle und
der damit einhergehenden Retention toxischer Gallensduren kommt es zu histologischen und
zirkulatorischen Anderungen in der Leber. Die akute extrahepatische Cholestase fiihrt zu
einer Dilatation der grofen Gallenginge, die sich bis in die Leberkanalikuli fortsetzt. Nach
langerem Fortbestehen der Cholestase werden Gallengangsproliferationen beobachtet. Durch
die hydrostatische Druckerh6hung in der Leber resultieren periportale und hepatozellulidre
Odeme (80). Die retinierten endogenen Gallensiuren scheinen die hauptsichliche Rolle bei
der Leberschdadigung darzustellen (124, 171, 175) Die retinierten toxischen Gallensalze
konnen von einer Schiddigung des Sinusendothel bis zu Nekrosen der Hepatozyten und
Cholangiozyten fithren. In entstehenden Nekrosen kann sich retinierte Galle ablagern.
Bedingt durch die Sinusendothelschidigung und den Nekrosen kommt es zu

Entziindungsreaktionen mit Neutrophilenadhdrenz- und infiltration. An hepatischen
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Mikrozirkulationsverdanderungen werden Anstiege an nicht perfundierten Sinusoiden,
Minderungen azindrer Perfusionen, Reduktion der Blutflussgeschwindigkeit in den
Sinusoiden, Reduktion der Durchmesser der Sinusoide, Anstieg der temporér- und permanent
adhdrenten Leukozyten in den Sinusoiden und Proliferationen der von-Kupfferschen-
Sternzellen (80) beobachtet. Zudem wird durch die bilidre Obstruktion eine Verminderung
des RES mit starker Einschrinkung der Phagozytosekapazitit hervorgerufen. In unserer
Studie konnten wir unter bilio-pankreatischer Obstruktion die Reduktion der
Sinusoidaldurchmesser und die Zunahme der Leukozyten-Endothel-Interaktion bestitigen.
Wird die Obstruktion des Ductus pancreatico-choledochus {iiber einen Zeitraum von vier
Wochen oder lidnger durchgefiihrt, so resultiert hieraus eine ausgeprédgte Fibrose, auch
sekunddre bilidre Zirrhose genannt (82). Die entstehende portale Hypertension resultiert
hierbei durch die zerstorte Leberarchitektur und die Reduktion der Sinusoidaldurchmesser.

In unserer Studie konnten wir eine signifikante Abnahme der temporédr-und permanent
adhirenten Leukozyten in den Sinusoiden nach bilio-pankreatischer Obstruktion unter
UDCA-Medikation nachweisen.

Durch die Ligatur des Ductus pancreatico-choledochus findet zudem auch ein Riickstau der
Galle in das Pankreasgangsystem statt. Aufgrund des Detergentieneffektes fiithren die
Gallensduren zu einer toxischen Zellschiddigung an den azindren Zellen. Hieraus resultiert
eine Freisetzung kleiner Mengen aktivierten Trypsins. Durch diese Freisetzung beginnt eine
Kaskade, bei der weitere Proenzyme intrapankreatisch aktiviert werden und diese zu
Parenchymnekrosen fiihren. Trypsin fiihrt zur Aktivierung des Komplementsystems und die
Zellschiddigungen zur Freisetzung von Zytokinen. Es resultiert eine Chemotaxis von
Granulozyten und Makrophagen, die weitere Zytokine freisetzen. Es entsteht bedingt durch
die erhohte Gefdpermeabilitit ein Pankreasodem und eine fortschreitende
Entziindungsreaktion im Pankreasparenchym, die bis zur vollstindigen Zerstorung des Organs
fortschreiten kann. Wird eine bestimmte Schwelle iiberschritten, resultiert eine systemische
Entziindungsreaktion.

Auch im Darm werden durch die bilidre Obstruktion bedeutende Verdnderungen induziert.
Durch das Fehlen der Gallensdure im Darmlumen resultiert hier eine Verdnderung der
bakteriellen Darmflora. Es kann zu einer Uberwucherung der physiologischen Darmflora mit
endotoxinbildenden Bakterien und einer vermehrten Aufnahme der Endotoxine in die
systemische Blutzirkulation kommen. Hieraus konnte somit ein Anstieg des Endotoxin-

Spiegels im Blut resultieren (145). Da das RES in der Leber durch die bilidre Obstruktion
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stark in der Funktion reduziert ist, kann hieraus eine systemische Bakteridmie mit Affektionen
weiterer Organe und des gesamten Organismus resultieren.

UDCA steigert nachweislich die hepatische Mikrozirkulation (187) und vermindert den
hepatischen Sinusendothelschaden. Dies konnte durch die Verminderung der Leukozyten-
Endothel-Interaktion in dieser Arbeit bestitigt werden. Das RES ist zu 90% in der Leber
lokalisiert. Da die Funktion des RES stark von der hepatischen Mikrozirkulation abhéngig ist,
haben Patienten mit Storung der hepatischen Mikrozirkulation, zum Beispiel im Rahmen
eines Schocks oder einer Sepsis, ein erhohtes Risiko einer Endotoxindmie. Eine Verbesserung
der Leukozyten-Endothel-Interaktion durch UDCA ldsst daher vermuten, dass hierdurch auch
die Funktion des RES verbessert wird. Eine Verbesserte Prognose der Pankreatitis wire somit

moglich.
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5. Zusammenfassung

Die akute Pankreatitis stellt noch immer ein Krankheitsbild mit schwer vorhersehbarem
Verlauf und hoher Letalitit dar. Bis heute konnte noch kein einheitliches Konzept iiber die
exakte Pathogenese der Pankreatitis herausgearbeitet werden. Man unterteilt die akute
Pankreatitis in die 0dematdse- und die hdmorrhagisch-nekrotisierende Verlaufsform. Die
Odematose Pankreatitis weist zumeist einen giinstigen Verlauf auf, wohingegen die
hidmorrhagisch-nekrotisierende Form mit hoher Letalitdt und Multiorganversagen einhergehen
kann. Ungekldrt ist, welche Faktoren diese unterschiedlichen Ausprigungsgrade der
Erkrankung bestimmen. Die Therapie der akuten Pankreatitis beschrinkt sich daher
weitestgehend auf symptomatische Mallnahmen zur Verhinderung von Komplikationen. Um
eine bessere kausale Therapierbarkeit zu ermoglichen, ist es daher notwendig, das Verstdndnis
fiir die komplexen pathophysiologischen Vorginge bei der akuten Pankreatitis zu verbessern.
Die Ursachen fiir den unterschiedlichen Verlauf der Erkrankung sind dabei nicht nur am
Pankreas selbst, sondern vor allem in Wechselwirkungen mit anderen Organsystemen zu
suchen.

Eine bedeutende Rolle bei der Entstehung der akuten Pankreatitis nimmt die temporire oder
langerdauernde bilidre Obstruktion mit resultierender extrahepatischer Cholestase ein. Infolge
der Abflussbehinderung des bilio-pankreatischen Gangsystems kommt es in der Leber zu
einer Vielzahl an pathophysiologischen Folgen, die sich ungiinstig auf den Verlauf einer
Pankreatitis auswirken konnen. Von entscheidender Bedeutung sind hierbei die Schidigung
des Sinusendothels durch die retinierten Gallesalze, die Reduktion der hepatischen
Mikrozirkulation und die Einschrinkung der Funktion des hepatischen retikuloendothelialen
Systems (RES). Einen moglichen Ansatz, medikamentos den Sinusendothelschaden der Leber
und somit eine verbesserte hepatische Mikrozirkulation und Protektion des RES zu erreichen
bot die Ursodeoxycholsdure (UDCA). Bei UDCA handelt es sich um eine hydrophile
Gallenséure, die seit langer Zeit beim Menschen in erster Linie auf dem Gebiet chronisch-
entziindlicher Lebererkrankungen mit gutem Erfolg eingesetzt wird. Nachgewiesen ist eine
positive Beeinflussung von UDCA auf den Krankheitsverlaufs bei der primir bilidren

Zirrhose und der primér sklerosierenden Cholangitis.
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Ziel dieser in vivo Studie war es, den Einfluss von Ursodeoxycholsdure (UDCA) auf die
Mikrozirkulation in der Leber nach bilio-pankreatischer Obstruktion zu untersuchen. Dies
erfolgte durch die Messung der Sinusoidaldurchmesser und durch die Quantifizierung des
hepatischen Sinusendothelschadens mittels Auszdhlung der tempordr- und permanent
adhérenten Leukozyten am Sinusendothel.

Es wurden 48 minnliche Wistar-Ratten mit einen Gewicht zwischen 200-250g auf insgesamt
8 Gruppen verteilt, wobei jede der Gruppen eine Anzahl von 6 Tieren aufwies. Bel jeder Ratte
erfolgte eine mediane Laparotomie. Zusétzlich wurde bei den Tieren der Versuchsgruppen 3-
8 eine chirurgische Obstruktion des Ductus pancreatico-choledochus vorgenommen.

Bei den Kontrollgruppen 1 und 2 wurde der Ductus lediglich mobilisiert. Sieben Tage vor
dem Beginn der Ligatur oder der Mobilisierung erhielten die Tiere der Versuchsgruppen 2, 4,
6 und 8 zusitzlich eine tédgliche Priamedikation von 10 mg UDCA pro Kilogramm
Korpergewicht per os bis zum Zeitpunkt der Epilumineszenz-Intravitalmikroskopie.

Die Tiere der Gruppen 3 und 4 wurden drei Tage, die Tiere der Gruppen 5 und 6 fiinf Tage,
und die Tiere der Gruppen 7 und 8 sieben Tage nach Ligatur des Ductus pancreatico-
choledochus in vivo mikroskopiert.

Die Kontrollgruppen 1 und 2, bei denen lediglich eine Mobilisierung des Ductus durchgefiihrt
wurde, wurden nach sieben Tagen in vivo mikroskopiert

Die Ergebnisse beziiglich der Sinusoidaldurchmesser zeigten keine signifikanten
Unterschiede bei einem Vergleich innerhalb der Kontrollgruppen und innerhalb der
Versuchsgruppen. Ein Vergleich der Sinusoidaldurchmesser zwischen Kontroll- und
Versuchsgruppen wies eine Verminderung von ca. 50% des Durchmessers in den
Versuchsgruppen auf.

Beziiglich der Anzahl der temporir- und permanent adhirenten Leukozyten konnten in den
Kontrollgruppen keine signifikanten Unterschiede gefunden werden.

In den Versuchgruppen hingegen wurde bei gleicher Zeitdauer der Ligatur des Ductus
pancreatico-choledochus in den mit UDCA behandelten Gruppen eine signifikant niedrigere
Anzahl an temporédr- und permanent adhidrenten Leukozyten als in den unbehandelten
Gruppen nachgewiesen.

Aus diesen Ergebnissen wird ersichtlich, dass Ursodeoxycholsdure im Rattenmodell geeignet
ist, den hepatischen Sinusendothelschaden nach bilio-pankreatischer Obstruktion zu
verringern und somit einen protektiven Einfluss auf die Leber auszuiiben. Inwieweit dies zur
therapeutischen Beeinflussung des hepatischen RES und somit zur Verbesserung der

Prognose einer bilidren Pankreatitis beitrdgt, muss in weiteren Studien gezeigt werden.
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