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Zusammenfassung

Die akute Pankreatitis kann einen schweren, lebensbedrohlichen Verlauf nehmen. Dabei
bestimmen vor allem die Komplikationen der Pankreatitis wie Multiorganversagen und
Sepsis die Mortalitat. Eine wichtige Rolle in der akute Pankreatitis nimmt das Immun-
system ein. Neben dem Ausmaf$ der lokalen Schadigung im Pankreas bestimmt das Im-
munsystem die weitere Entwicklung der Pankreatitis und die damit einhergehende sys-
temische Reaktion. Sowohl eine iiberschiefdende pro- als auch anti- inflammatorische
Reaktion kénnen eine Schadigung anderer Organe und bakterielle Infektionen begiinsti-
gen. Das bactericidal/permeability-increasing protein (BPI) ist ein Protein, welches sich
hauptsachlich in den azurophilen Granula neutrophiler Granulozyten befindet. Durch
seine Struktur wirkt es anti-mikrobiell und kann zudem eine iiberschiefende Immunan-
twort verhindern. In der akuten Pankreatitis konnte das BPI aufgrund der beschriebe-
nen Funktionen neben der antimikrobiellen Wirkung auch Einfluss auf die Entwicklung
der Immunreaktion nehmen. Um die Rolle des Bactericidal/permeability-increasing Pro-
tein in der Entwicklung und dem Verlauf der experimentellen akuten Pankreatitis zu
untersuchen, wurden in der vorliegenden Arbeit C57BL/6-Mause mit einem Knock-out
des BPI-Genes mit C57BL/6 Wildtyp-Mausen verglichen. In beiden Gruppen wurde
durch Taurocholat-Injektion eine Pankreatitis induziert. Die Gruppen wurden beziiglich
des lokalen Schadens im Pankreas und beziiglich der systemischen Immunreaktion un-
tersucht. In der Taurocholat-induzierten Pankreatitis in BPI -/- Mausen konnte eine zu-
nachst mildere Pankreatitis als in der Vergleichsgruppe nachgewiesen werden. Durch
eine geringere Leukozyteninfiltration trat eine mildere Pankreatitis auf. Am ehesten
scheint die Ursache im verdanderten Verhalten bzw. Fehlen der neutrophilen Granulozy-
ten zu liegen. Im weiteren Verlauf der Erkrankung trat eine deutliche Zunahme der Aus-
pragung der Pankreatitis auf. Neben der verstarkten Schadigung der Pankreata der BPI -
/- Mduse ist eine verstarkte bakterielle Translokation aufgetreten. Auffillig war in die-
ser Phase der Erkrankung der vermehrte Nachweis von Makrophagen und des Chemo-
kins MCP-1, welches vor allem den Makrophagen und der Pro-Inflammation zuzuord-
nenden ist. Gemeinsam konnten sie ursachlich fiir die deutliche Zunahme der Pankreati-
tis in den BPI -/- Mausen sein. Insgesamt lag aber kein signifikanter Unterschied in den
systemischen Komplikationen oder der Mortalitdat vor, sodass die Rolle des BPI in der

akuten Pankreatitis vor allem in der lokalen Immunantwort anzunehmen ist.

Vi



1 Einleitung

Eine Entziindung der Bauchspeicheldriise wird als Pankreatitis bezeichnet. Die akute
Pankreatitis wird dabei von der chronischen Pankreatitis abgegrenzt. Die akute Pankre-
atitis ist eine plotzliche Entziindung der Bauchspeicheldriise. Durch die Entziindungsre-
aktion treten akute lokale und systemische Komplikationen auf, die unbehandelt lebens-
gefdhrlich sein konnen!-3. Dagegen stehen in der chronischen Pankreatitis durch rezidi-
vierend auftretende Entziindungen vor allem die fortschreitende Zerstérung des Pan-
kreas und der damit verbundene Funktionsverlust des Pankreas sowie chronische

Schmerzen im Vordergrund#>.

Eine akute Pankreatitis kann sich aufgrund verschiedener Ursachen entwickeln. Am
haufigsten wird sie durch eine Choledocholithiasis oder den libermafdigen Genuss von

Alkohol ausgelosté?7.

Pathogenetisch liegt der Pankreatitis eine frithzeitige intrapankreatische Freisetzung
und Aktivierung der Pankreasenzyme wie Trypsin, Elastase und Lipase zugrunde. Durch
die vorzeitige Freisetzung der Enzyme werden Azinuszellen und Parenchym zerstort
sowie eine inflammatorische Reaktion ausgeldst. Hierdurch konnen lokale und systemi-

sche Komplikationen verursacht werden8-11.

Zu Beginn einer akuten Pankreatitis treten meist starke giirtelférmige Oberbauch-
schmerzen auf, hiufig begleitet von Ubelkeit und Erbrechen. In der iiberwiegenden An-
zahl der Falle nimmt die akute Pankreatitis einen milden Verlauf, in welchem die Er-
krankung meist komplikationslos ausheilt. Schwere Verlaufe konnen hingegen mit le-

bensgefahrlichen und dauerhaften Komplikationen einhergehen213,

Die revidierte Atlanta-Klassifikation von 2013 definiert Kriterien zur Diagnose einer
akuten Pankreatitis und ermoglicht eine Einteilung der Pankreatitis in Schweregrade
zur Erkennung schwerer Verlaufe und Initiierung einer entsprechenden Therapiel. Der
wichtigste Faktor zur Unterscheidung der drei Schweregrade (milde akute Pankreatitis,
mittelschwere akute Pankreatitis und schwere akute Pankreatitis) ist das Vorhanden-

sein und die Dauer eines (Multi-) Organversagens2.

Als haufige lokale Komplikationen werden nach revidierter Atlanta Klassifikation pan-

kreatische und peripankreatische Fliissigkeitsansammlungen und Nekrosen unterschie-
1



den, die zu verschiedenen Zeitpunkten auftreten koénnenl2, Je nach Verlauf kann eine

minimal-invasive oder chirurgische Therapie notwendig sein1415,

Die wichtigste Therapiemafdnahmen in der akuten Pankreatitis stellen rein supportive
Maféinahmen dar. Bereits zu Beginn der Pankreatitis sind eine ausgiebige Fliissig-
keitssubstitution und eine ausreichende Analgesie notwendig. Dabei sollte eine stationa-
re Uberwachung erfolgen, um einen komplizierten Verlauf frithzeitig zu erkennen und

entsprechende Mafdnahmen einleiten zu kdnnen1e.

1.1 Epidemiologie

Die jahrliche Inzidenz der akuten Pankreatitis wird zwischen 15-80 pro 100.000 Ein-
wohner angegeben - mit weltweit steigender Tendenz ¢7.17-20, 2016 wurden 56.149 voll-
stationdre Patienten mit akuter Pankreatitis (AP) in deutschen Krankenhduser regis-
triert?l. Manner sind etwas haufiger betroffen als Frauen. Manner erkranken deutlich
haufiger an einer alkohol-induzierten Pankreatitis, Frauen hingegen eher an einer bilia-

ren Pankreatitis. Das mittlere Erkrankungsalter der AP betragt ca. 55-59 Jahre 62223,

Die Mortalitdt der akuten Pankreatitis wird unabhangig vom Schweregrad zwischen 2-
5% angegeben 1824-26, Bei der schweren Pankreatitis liegt die Mortalitat aufgrund der
schweren Komplikationen, wie persistierendem Organversagen oder infizierten Nekro-

sen sogar bei bis zu 30% 3.19.

1.2 Atiologie
Etwa 80 % der akuten Pankreatitiden konnen jeweils zu Hélfte auf eine bilidre und eine

alkohol-induzierte Genese zuriickgefiihrt werden®7.22.27,

Gallensteine, die den Ductus Choledochus oder den Ductus Pancreaticus verschlief3en;
fiihren einerseits zu einem Aufstau von Pankreassekret und bedingen andererseits einen

retrograden Fluss von Galle in den Pankreasgang?s.

Ein ausgepragter Alkoholkonsum gilt als Risikofaktor einer Pankreatitis. Allerdings ent-
wickelt nur ein kleiner Teil der Menschen mit riskantem Alkoholkonsum eine akute

Pankreatitis. In Tierversuchen konnte gezeigt werden, dass die alleinige Gabe von Etha-

2



nol keine Pankreatitis induzieren konnte. Vielmehr scheint Alkohol die Schwelle zur
Entwicklung einer Pankreatitis bei pankreatischem Stress beziehungsweise pankreati-

scher Schadigung herunter zu setzen?°.

Dartber hinaus gibt es noch weitere Ursachen fiir die Entwicklung einer akuten Pankre-
atitis. Eine iatrogene Pankreatitis kann beispielsweise nach einer ERCP (Post-ERCP Pan-
kreatitis) oder operativen Eingriffen in der Nahe des Pankreas auftreten. Dabei sind so-
wohl eine direkte Schadigung des Organs als auch ein Verschluss mit Abflussstérung des
Pankreassekrets mogliche Ursachen30. Fiir viele Medikamente wird die akute Pankreati-
tis als Nebenwirkung angegeben, fiir einige dieser Medikamente ist ein Zusammenhang
zwischen Erkrankung und Medikament nachgewiesen (bspw. ACE-Hemmer, Azathi-
oprin, NSAIDs, Psychopharmaka). Die Pathophysiologie der medikamentos-toxischen
Pankreatitis ist nicht vollstandig verstanden3l. Ferner konnen Fehlfunktionen von Prote-
inen eine Pankreatitis verursachen. SPINK1-Mutation kdnnen zu einer geringeren
Trypsin-Inhibierung fiihren. Bei Genmutationen des CFTR-Kanals wie bei der Mukovis-
zidose kann das Pankreassekret nicht abfliefien und zu einer Pankreatitis fithren32. Wei-
tere Ursachen einer akuten Pankreatitis sind unter anderem Virusinfektionen (z.B.
Mumps), autoimmune Erkrankungen (z.B. Sjogren-Syndrom), Pankreaskarzinoide oder

stumpfe Bauchtraumata?s.

Lasst sich kein Ausloser der Pankreatitis nachweisen, spricht man von einer idiopathi-

schen Pankreatitis. Diese betrifft ca. 13% Prozent der Patienten?.

1.3 Klinik

1.3.1 Definition und Klassifikation
Wie in der revidierten Atlanta-Klassifikation von 2013 beschrieben wird eine Pankreati-

tis durch das Vorliegen von zwei der drei nachfolgend aufgefiihrten Kriterien definiert:

- Klassischer glirtelformiger Oberbauchschmerz.
- Erh6hung von Serum-Amylase oder - Lipase um mindestens das Dreifache des oberen
Normwerts.

- Bildgebender Nachweis einer akuten Pankreatitis. 1.2



Die Atlanta-Klassifikation unterscheidet zwei Arten der akuten Pankreatitis: Die intersti-
tielle, 6dematose Pankreatitis (ca. 80% der Patienten) und die nekrotisierende Pankrea-
titis (ca. 20% der Patienten)33. Die interstitielle Pankreatitis fallt durch ein lokalisiertes
oder diffuses inflammatorisches Odem auf und verlauft meist als milde Pankreatitis mit
einer Mortalitat unter 1%?12. Wahrend der nekrotisierenden Pankreatitis konnen Nekro-
sen sowohl im Pankreas als auch im peripankreatischen Gewebe auftreten. Diese kon-
nen sich im weiteren Verlauf der Erkrankung sekundar infizieren und zu einer erhéhten

Morbiditat und Mortalitat fiihren3.

Die revidierter Atlanta-Klassifikation teilt die Schwere und den Verlauf der akuten Pan-
kreatitis in verschiedene Schweregrade ein. Tabelle 1 zeigt die Einteilung in drei Schwe-

regrade entsprechend der revidierten Atlanta-Klassifikation:

Milde Pankreatitis Kein Organversagen, keine lokalen oder sys-

temischen Komplikationen

Maiflig Schwere Pankreatitis Vorriibergehendes Organversagen (< 48h)
und/oder lokale oder systemische Komplika-
tionen ohne persistierendes Organversagen

Schwere Pankreatitis Persistierendes (Multi-)Organversagen

Tabelle 1 Einteilung der Schwere der Pankreatitis nach revidierter Atlanta-
Klassifikation?

Zentrales Kriterium zur Klassifikation der akuten Pankreatitis ist das Auftreten und die
Dauer eines (Multi-) Organversagens. So konnte eine signifikante Steigerung der Letali-
tit (42%) bei frihem Organversagen innerhalb der ersten drei Tage beobachtet
werden!3. Neben des Zeitpunkt spielt auch die Dauer des Organversagens eine Rolle. Ein
persistierendes Organversagen liber die erste Krankheitswoche hinaus fiihrt zu einem
Anstieg der Letalitat. War das Organversagen innerhalb der ersten Woche auf maximal
48 Stunden begrenzt, konnte kein relevanter Anstieg der Letalitdt beobachtet werden 34
Zur Feststellung ob ein Organversagen vorliegt, wird die respiratorische, kardiovaskula-
re und renale Funktion mittels des modifizierten Marshall-Score beurteilt (Kriterien:

Respiratorisch (PaO2/Fi02), Renal (Serumkreatinin), Kardiovaskuldr (Blutdruck/pH-
4



Wert))3>. Ein vorriibergehendes Organversagen ist definiert durch ein Bestehen unter
48 Stunden. Von einem persistierenden Organversagen spricht man, wenn das Organ-

versagen langer als 48 Stunden anhalt.

Zu den lokalen Komplikationen der akuten Pankreatitis gehoren Fliissigkeitsverhalte.
Aufgrund der zunehmend verbesserten Bildgebung und damit einer besseren Differen-
zierung werden diese nach revidierter Atlanta-Klassifikation nun nach verschiedenen
Kriterien eingeteilt, um eine stadiengerechte Therapie einzuleiten. Die Fliissigkeitsver-

halte treten meist im Verlauf der Erkrankung auf?.

Eine Acute peripancreatic fluid collection (APFC) tritt innerhalb der ersten vier Wochen
auf und schlief3t das Vorliegen von Nekrosen aus. Die APFC konnen entweder steril oder
infiziert sein. Meist sind sie steril und bilden sich im Verlauf zuriick. Persistieren sie
liber vier Wochen kodnnen sie sich zu Pancreatic Pseudocysts (Pankreatischen Pseudo-
zysten) entwickeln. Pancreatic Pseudocysts befinden sich meist peripankreatisch und
treten frithestens nach vier Wochen auf. Die abgekapselte Fliissigkeitskollektion ist ho-
mogen, Nekrosen kénnen auch hier nicht nachgewiesen werden. Im Rahmen einer
akuten Pankreatitis treten Pseudozysten selten auf. Zuvor genannte Komplikationen

treten meist im Rahmen einer interstitiell- 6ddematosen Pankreatitis auf3e.

Wahrend einer nekrotisierenden Pankreatitis finden sich in der Frithphase (innerhalb
von vier Wochen) haufig Acute necrotic collections (ANC). Sie befinden sich intra- und
peripankreatisch. Im Gegensatz zur APFC ist der Inhalt inhomogen und enthalt nekroti-
sche Anteile. Sie konnen steril sein, sich aber im Verlauf infizieren. Nach tiber vier Wo-
chen konnen sich Walled-off necrosis (WON) entwickeln. Dabei liegen abgekapselte
Nekrosen vor, morphologisch ldsst sich eine gut abgrenzbare Wand mit inhomogenem
Inhalt nachweisen. Auch sie befinden sich sowohl intra- als auch peripankreatisch und

konnen sowohl steril oder infiziert vorliegen228,

Hinweise auf eine Infektion der Nekrosen sind beispielsweise eine Verschlechterung des
klinischen Zustandes bzw. ein Anstieg der Entzliindungsparameter. In der Computerto-
mographie kdnnen extraluminale Gaseinschliisse auf diese hindeuten. Im Rahmen einer
perkutanen Drainage oder durch eine Feinnadelaspiration lassen sich die Infektionen

direkt nachweisen.!



Portal- und Milzvenenthrombosen sowie Kolonnekrosen zdhlen ebenso zu den lokalen
Komplikationen2. Unabhédngig vom Organversagen werden systemische Komplikationen
gewertet. Hierbei handelt sich jedoch um eine Exazerbation einer vorbestehenden Er-
krankung infolge der akuten Pankreatitis. Dies kann zum Beispiel eine kardiovaskulare

oder pulmonale Grunderkrankung sein.

1.3.2 Verlauf und Komplikationen
Die Pankreatitis nimmt bei den meisten Patienten einen milden Verlauf. Es kommt zu
einer geringen odematdsen und inflammatorischen Reaktion, der Verlauf ist meist

selbstlimitierend und bedarf selten einer intensivmedizinischen Betreuung.

Patienten mit mafdig schwerer Pankreatitis haben einen komplizierteren Verlauf mit
langerem Krankenhausaufenthalt, jedoch ist die Mortalitit gering. Die schwere Pankrea-
titis hat demgegentiber eine deutlich erhohte Mortalitdt. Die hochste Mortalitat tritt bei
gleichzeitigen Vorliegen von infizierten Pankreasnekrosen und Organversagen auf3. Ihr
Verlauf zeichnet sich durch zwei zeitliche Gipfel der Mortalitiat aus3’. Es wird eine friihe
(7 - 14 Tage) und eine spate Phase der Erkrankung unterschieden?. Der initiale Schaden
im Pankreas fiihrt zu einer starken lokalen Immunantwort (s. Pathophysiologie). Dem
folgt eine Uberschiefiende systemische Reaktion des Immunsystems. Dabei kann ein Sys-
temic Inflammatory Response Syndrome (SIRS) auftreten mit der Gefahr der Entwicklung

eines Organversagens. In Tabelle 2 sind die Kriterien fiir ein SIRS aufgefiihrt.

Koérpertemperatur > 38°C oder < 36°C

Herzfrequenz > 90 /min

Atemfrequenz > 20 /min

Auffalligkeiten im Blutbild Leukozyten >12000 /pl oder <4000 /ul oder

> 10% unreife Granulozyten im Differentialblutbild

Tabelle 2 SIRS-Kriterien 38 (Zwei der Kriterien miissen fiir ein SIRS erfiillt sein)

Wahrend ein anhaltendes (Multi-)Organversagen fiir die Mortalitdt in der frithen Phase
verantwortlich ist, sind in der spateren Phase der Erkrankung eher infektiose Komplika-
tionen verantwortlich. Hierfiir werden verschiedene Ursachen angenommen. Unter an-

derem wird eine liberschiefdende, kompensatorische anti-inflammatorische Reaktion,



das sogenannte Compensatory Antiinflammatory Response Syndrom (CARS) verantwort-
lich gemacht. Dafiir spricht, dass bei Patienten mit infizierten Pankreasnekrosen erhohte
IL-10 Konzentrationen (ein wichtiges anti-inflammatorisches Zytokin, siehe auch Kapitel
1.4.2) und verminderte HLA-DR Expression auf Makrophagen nachgewiesen wurden.
HLA-DR ist wichtig fiir die Prasentation von Peptid-Antigenen und 16st eine Immunreak-
tion aus. Eine Verminderte Expression von HLA-DR fiihrt zu einer Immunsuppression
und erhoht die Anfalligkeit fiir Infektionen. Patienten mit einer akuten Pankreatitis, die
im Verlauf der Erkrankung eine o.g. Inmunsuppression entwickelten, litten haufiger an
einer infizierte Pankreasnekrose3?. Als weitere Ursache wird eine erhohte intestinale
Permeabilitit diskutiert, in deren Folge es zu einer bakteriellen Translokation vor allem

gram-negativer Bakterien mit nachfolgender Sepsis kommt.40

1.3.3 Therapiegrundsitze

Die akute Pankreatitis ist eine Erkrankung, die einer stationiren Uberwachung bedarf.
Dabei sollte ein komplizierter Verlauf frithzeitig erkannt werden, um rasch die Notwen-
digkeit einer Therapieeskalation zu erkennen.

Die ausreichende Fliissigkeitssubstitution ist zunachst die wichtigste supportive Maf3-
nahme. Unter Beriicksichtigung kardiopulmonaler Vorerkrankungen sollte eine adaqua-
te Flissigkeitszufuhr zu Beginn der Erkrankung angestrebt werdenl®. Aufierdem sollte
eine bedarfsgerechte analgetische Therapie erfolgen. Hierbei kann auch der Einsatz von
Opiaten sinnvoll sein. Befiirchtungen, dass durch den Einsatz von Opiaten die Kontrakti-
on der Duodenalpapille eine zusatzliche Obstruktion verursacht, bestdtigten sich nicht*1.
Entgegen der fritheren Uberzeugung sollte zudem eine méglichst friihzeitige enterale
Ernahrung erfolgen2. Dadurch kénnen zusatzliche Komplikationen einer parenteralen
Ernahrung wie Infektionen tiber einen ZVK oder eine Darmzottenatrophie mit erleich-
terter bakterieller Translokation vermieden werden*3. Ebenso konnte kein Vorteil durch
prophylaktische Gabe von Antibiotika nachgewiesen werden. Bei Nachweis einer Ent-
zindung, wie z.B. einer Cholangitis, ist dagegen der Einsatz von Antibiotika
notwendig*+4>.

Bei Verdacht auf eine biliare Pankreatitis, sollte eine weitergehende Diagnostik und ge-
gebenenfalls kausale Therapie erfolgen.

Mittels der Endosonographie (EUS) konnen aufgrund einer hohen Ortsauflésung Steno-
sen und Obstruktionen der Gallen- und Pankreasgiange dargestellt werden. Bei unklarem
Befund in der transabdominellen Sonographie kénnen in der EUS auch kleine Gallen-
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steine (bilidre Mikrolithiasis) oder Pankreastumoren nachgewiesen werden. Durch den
Einsatz der EUS kann die Zahl nicht indizierte endoskopisch-retrograder Cholangiogra-
phien (ERC) reduziert werden?®.

Durch die ERC konnen die Gallengangsysteme dargestellt werden und gleichzeitig eine
Papillotomie, Steinextraktion und die Implantation eines Gallengangs-Stents erfolgen.
Jedoch profitieren nur Patienten mit einer begleitenden Cholangitis von einer friihzeiti-
gen ERC (innerhalb der ersten 72 Stunden)?’. Fiir eine ERC bei Patienten mit niedrigem
Bilirubin und Entziindungsparametern konnte kein Einfluss auf die Letalitat oder weite-
re Komplikationen nachgewiesen werden.

Um ein Rezidiv einer bilidren Pankreatitis zu verhindern, sollte eine Cholezystektomie
frithestens sechs Wochen nach Abklingen der akuten Symptomatik erfolgen, vorher ist
insbesondere bei der schweren akuten Pankreatitis mit Komplikationen durch die Ope-
ration zu rechnen#s.

Auflerdem muss auf lokale und systemische Komplikationen geachtet werden. Bei Hin-
weisen auf systemische Komplikationen wie SIRS, Sepsis, oder Organversagen sollte zur
weiteren Therapie und Uberwachung eine Aufnahme auf eine Intermediate Care Unit
oder Intensivstation in Erwagung gezogen werden.

Werden in der Frithphase der Pankreatitis lokale Komplikationen wie APFC oder ANC
festgestellt, ohne dass ein Hinweis auf eine Infektion vorliegt, besteht zundchst keine
Therapieindikation. Zum einen bildet sich ein Grofiteil der Fliissigkeitsverhalte inner-
halb der ersten Wochen zuriick, zum anderen lassen sie sich meist erst nach einigen
Wochen mittels bildgebender Verfahren sicher unterscheiden?.

Liegen sterile Nekrosen vor, sollten diese moglichst konservativ behandelt werden, da
eine Resorption im Verlauf zu erwarten ist#%. Gesicherte infizierte Nekrosen stellen da-
gegen eine Indikation zur Intervention dar. Im Allgemeinen hat sich ein Step-Up-
Verfahren bei infizierten Nekrosen etabliert. Sofern es maoglich ist, wird ein minimal-
invasives Procedere einem frithzeitigen chirurgischen Eingriff vorgezogen>?. Als Zeit-
punkt zur Intervention werden friithestens drei bis vier Wochen nach Krankheitsbeginn
angegeben, da sich hier die WON friihestens demarkieren. Bei einem frithen Nachweis
einer infizierten Nekrose, sollte eine Intervention durch konservative Mafnahmen mog-
lichst verzogert werden, da ein friither chirurgischer Eingriff mit einer erh6hten Mortali-

tat einhergeht1415,



Welches Verfahren zum Einsatz kommt muss individuell von der Klinik des Patienten
und den etablierten Techniken des behandelnden Klinikums entschieden werden.
Minimal-invasive Techniken sind das Verfahren der Wahl. Eine Moéglichkeit bietet die
sonographisch oder CT-gestiitzte perkutane Drainage zur Spiilung und Mobilisierung
des Verhalts>1. Die transmurale endoskopische Intervention stellt eine Methode mit ge-
ringem Zugangstrauma dar. Dabei bieten sich unter endosonographischer Kontrolle
transgastrale und transduodenale Zugangswege an>2, Mdgliche Therapieoptionen sind
die Katheterdrainage und ein transnasaler Sptilkatheter gefolgt von einem Débridement
durch ein dilatiertes transmurales Fenster. Eine weitere Moglichkeit stellt das primare
Débridement dar, dem bei Bedarf weitere Sitzungen folgen kdnnen.

Chirurgische Interventionen sind immer seltener notwendig. Sollten oben genannte Ver-
fahren jedoch zu keiner Besserung gefiihrt haben, ist eine Nekrosektomie indiziert. Eine
haufige chirurgische Therapie der Pankreasnekrosen stellt die minimal-invasive retro-
peritoneale Nekrosektomie dar. Nach CT-gesteuerter transkutaner Punktion der Nekro-
sen und ggf. Drainageanlage kann tber den Zugangsweg zusatzlich eine VARD (video-
assisted retroperitoneal debridement) zur Nekrosektomie durchgefiihrt werdens%>3, Die

Fokussarnierung kann auch mittels konventioneller offener Nekrosektomie erfolgen.

1.4 Pathophysiologie

Hans Chiari stellte 1896 erstmals fest, dass die Pankreatitis die Folge einer ,Selbstver-
dauung“ des Pankreas ist5*. Obwohl iiber die Pathogenese immer umfassendere Er-
kenntnisse vorliegen, ist die Pathogenese immer noch nicht vollstandig verstanden und

insbesondere der Verlauf der akuten Pankreatitis nicht vorhersagbar.

1.4.1 Schddigung der Azinuszellen
Heute besteht Einigkeit dariiber, dass die initiale Schadigung infolge einer vorzeitigen
Proteasenaktivierungl? entsteht. Die Schwere der Pankreatitis und der weitere Verlauf

werden dann mafdgeblich durch die nachfolgende Immunreaktion bestimmt.

Normalerweise werden pankreatische Enzyme als Vorstufen der aktiven Enzyme (Zy-
mogene) sezerniert und erst im Duodenum aktiviert, wo sie ihre digestive Funktion er-
filllen. Ist die Sekretion bzw. der Abfluss des Pankreas behindert, konnen die Zymogene
nicht durch die Azinuszellen in die kleinen Gdnge des Pankreas sezerniert werden und

iiber den Ductus pancreaticus in das Duodenum gelangen. Innerhalb der Azinuszellen
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besteht die Gefahr, dass zymogenenthaltende Granula, mit Lysosomen konfluieren®. Die
Lysosomen enthalten Enzyme wie Cathepsin B, das unter anderem Trypsinogen in die
aktive Form Trypsin spalten kann8. Eine vorzeitige Trypsinaktivierung durch Cathepsin

B fithrt zur Schadigung der Azini und nachfolgender Entziindungsreaktionll.

Die Entstehung der Pankreatitis stellt aber ein multifaktorielles Ereignis dar. Die Co-
Lokalisation von Trypsinogen und Cathepsin alleine reicht nicht aus, um eine Pankreati-
tis auszuldsen>s. Dawra et al.>¢ berichten von T7-defizienten Mause (T7 ist das Trypsi-
nogenkorrelat der Maus), die eine dhnliche Inflammationsreaktion entwickelt haben wie
die Kontrollmause. Die Versuche verdeutlichen, dass eine vorzeitige Trypsinogenakti-
vierung nicht allein fiir die folgende Entziindungsreaktion verantwortlich sein kann.
Ebenso bestimmen Storungen der Zellorganellen und des Kalziumhaushalts, wie auch

die Immunantwort, die Entziindungsreaktion den weiteren Verlauf der Pankreatitis.

In der physiologischen Regulation der Trypsinsekretion spielt Kalzium eine bedeutende
Rolle57. Die Sekretion der Zymogene wird durch oszillierende Kalzium-Konzentrationen
bestimmt. Wahrend der akuten Pankreatitis wird Kalzium dauerhaft aus dem Endop-
lasmatischen Retikulum freigesetzt. Der erh6hte Kalziumspiegel in der Zelle verhindert
die Sekretion der Zymogene und tragt zum Fortschreiten der Erkrankung bei>859, Expe-
rimentell konnte gezeigt werden, dass sich eine Reduktion des Kalziums praventiv auf

die Pankreatitis auswirkt®0,

Seit einiger Zeit wird der Einfluss von Autophagosomen in der akuten Pankreatitis dis-
kutiert. Ihre physiologische Rolle beinhaltet das ,Recycling” von Zellorganellen oder
Proteinen in Autolysosomen. Defekte in der Autophagie scheinen zur Entwicklung der
Pankreatitis beizutragen®l. Weitere Studien weisen darauf hin, dass bei verminderter
Autophagie eine Dysbalance zwischen Cathepsin L, das Trypsin abbaut®?, und Cathepsin

B besteht. Daraus resultiert eine vermehrte intra-azinare Trypsinaktivierung®3.

Ein Kennzeichen der mittel-schweren und schweren akuten Pankreatitis sind Nekrosen.
Tritt eine Schadigung der Zelle auf, kann die Zelle darauf mit einer Apoptose oder Nek-
rose reagieren. Bei Zellstress oder Schiadigung der Mitochondrien koénnen pro-
apoptotische Faktoren freigesetzt werden, die liber eine Reihe von Caspasen (= Cystein
Protease) zur Apoptose fiithren. Dieser programmierte Zelltod verlauft durch Fragmen-
tierung und Kondensation des Nukleus und der Zellbestandteile ohne deren Freisetzung

in die Umgebung. Dies bewirkt eine nur geringe Inflammationsreaktion. In den Prozess
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der Apoptose sind mafdgeblich auch die Mitochondrien eingebunden. Zum einen wird
das ATP aus den Mitochondrien bendétigt, da die Apoptose ein energieintensiver Prozess
ist. Zum anderen fiihrt die Permeabilisierung der dufieren mitochondrialen Membran
dazu, dass Cytochrom C freigesetzt und iiber eine Kaskade die Apoptose eingeleitet

wirdeé+.

Der Zelluntergang in Form von Nekrose ist ein Zeichen einer schweren Zellschadigung,
welche z.B. bei schwerer Hypoxie oder Ischamie auftritt. Dabei bricht die Versorgung
der Zelle mit ATP bei erh6htem Verbrauch und verminderter Produktion von ATP in den
Mitochondrien zusammen®>. Durch vermehrten Einstrom von Natrium und Wasser und
abnehmender Leistung der lonenpumpen kann die Homoostase der Zelle nicht mehr
aufrechterhalten werden. Es kommt zur Zellschwellung und letztlich zum Kollaps. Dabei
wird der Zellinhalt freigesetzt und wirkt stark immunogen. Ein weiterer Faktor sind ho-
he Kalziumkonzentrationen im Zytosol. In der Folge wird auch in den Mitochondrien
vermehrt Kalzium aufgenommen. Ist die Kalziumkonzentration zu hoch, fiihrt dies zu
Storungen der lonenkandle. Das Membranpotential bricht zusammen, die ATP-

Produktion kommt zum Erliegen und Nekrosen treten auf®®.

Neben intrazellularen Faktoren ist schlief3lich auch das Immunsystem am Auftreten von
Apoptosen und Nekrosen beteiligt. In Versuchen wurden durch Gabe von Anti-
Neutrophilen Serum neutrophile Granulozyten in Ratten depletiert, das heif3t im Serum
fanden sich durch die Reduktion weniger als 200 Neutrophile pro ml. Dadurch traten
deutlich weniger Nekrosen auf, wohingegen die Apoptose zunahm?®’. Die Bildung von
TNF- a und reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) fiihrt tiber Trypsinaktivierung und direk-

ter Schadigung der Zellen in der Folge zur Nekrose®8.

1.4.2 Rolle des Immunsystems in der akuten Pankreatitis

Die Pankreatitis ist eine immunreaktive Erkrankung. Die Schwere der Pankreatitis und
der systemische Schaden werden mafdgeblich durch die Reaktion der Immunzellen und
die Ausschiittung von Zytokinen bestimmt®8. Rezeptoren auf der Oberflache von Leuko-
zyten sind in der Lage Bestandteile von untergegangenen Zellen oder von Bakterien an
bestimmten konservierten Mustern zu erkennen und eine Immunantwort zu generieren.
In sterilen Entziindungen, wie zu Beginn der akuten Pankreatitis, konnen Pattern-
recognition receptors (PRR) wie Toll-like Rezeptoren (TLR)®® oder nucleotide-binding
oligomerization domain (NOD)-like receptor (NLR)7° durch Damage-associated molecu-
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lar pattern (DAMPs) aktiviert werden und in den Leukozyten proinflammatorische
Kaskaden iiber NF-kB aktivieren. DAMPS kénnen zum Beispiel Bestandteile der Zelle
(z.B. DNA, HMG1, ATP) sein, die beim Untergang von Azinuszellen freigesetzt werden.
NF-xB (nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer' of activated B-cells) steht dabei im
Mittelpunkt der Initiation der Immunantwort und der spateren Entwicklung eines
SIRS7172, Der Transkriptionsfaktor findet sich im Zytoplasma von Zellen des Immunsys-
tems, ebenso wie in Azinuszellen und liegt zunachst in inaktiver Form vor>6. In Rahmen
der Entziindungsreaktion fithren beispielsweise Zytokine oder Lipopolysaccharide tiber
eine folgende intrazelluldre Signalkaskade (iiber erhohte Kalzium-Konzentrationen und
Protein-Kinase C) zu einer Aktivierung von NF-kB 73. Danach kann NF-kB in den Nukleus
translozieren, dort an die DNA binden und die Transkription und Produktion pro-
inflammatorischer Zytokine wie IL-6, TNF- o oder MCP-1erheblich erh6hen’4 Durch die
Ausschiittung der Zytokine in den Azinuszellen werden Zellen des Immunsystems akti-
viert und Infiltrieren das entziindete Gewebe. Diese schiitten wiederum iliber oben ge-
nannten Signalweg erneut Zytokine aus und erhalten und verstirken so die Entziin-

dungsreaktion.

Neutrophile Granulozyten und Makrophagen sind die ersten Zellen des angeborenen
Immunsystems, die in das Pankreas einwandern und die Entwicklung der akuten Pan-
kreatitis bestimmen?>76, Die Azinuszellen produzieren Zytokine und Chemokine, welche
fir die Migration der neutrophilen Granulozyten und Monozyten notwendig sind’?. Die
beteiligten Leukozyten und Zytokine und deren Funktion in der akuten Pankreatitis

werden im Folgenden ndher beleuchtet.

Die neutrophilen Granulozyten besitzen eine Vielzahl an Mechanismen, um in Entziin-
dungen zu partizipieren. Durch Phagozytose sind diese in der Lage Mikroorganismen
aufzunehmen und zu verdauen. Sie besitzen Granula, deren Inhalt in die Umgebung ab-
gegeben werden kann und sie besitzen die Moglichkeit der sogenannten NETose. Bei der
NETose handelt es sich um die Freisetzung einer netzartigen Struktur - Neutrophile
Extracellular Traps (NETs). NETs bestehen aus DNA, Histonen und Teilen des Zytoplas-
mas’8. Sie wirken antimikrobiell, tragen aber auch zur Schadigung und Inflammation im

Pankreas bei?°.

Im Zytoplasma neutrophiler Granulozyten befinden sich verschiedene Arten von Granu-

la. Zwei davon sind im Rahmen der Pankreatitis besonders hervorzuheben: Die pri-
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maren (azurophilen) Granula enthalten u.a. Myeloperoxidase (MPO), saure Hydrolasen,
Defensine, Cathelicidine und antimikrobielle Peptide wie BPI. Die sekundaren (spezifi-
schen) Granula enthalten Enzyme wie Lysozym, Kollagenase, Elastase oder Cathepsin G.
IL-8, TNF-qa, IL-6 und MCP-1 aktivieren neutrophile Granulozyten und weitere Entziin-
dungszellen und leiten so die Migration aus dem Blut zum Ort der Entziindung. Neutro-
phile wandern zum Fokus der Entziindung, tragen mit ihrem breiten Arsenal an Ab-
wehrmechanismen zur Resolution bei, schiitten selbst proinflammatorische Zytokine

aus und unterhalten so die Inflammation.

Makrophagen haben eine wichtige Rolle bei der Kontrolle einer Entziindung und erfiil-
len mehrere Aufgaben in der Orchestration der Immunantwort8’. Neben der Phagozyto-
se von Detritus und Bakterien sind sie wichtige Zytokinproduzenten. Auf3erdem sind sie
als antigenprasentierende Zellen ein wichtiges Bindeglied zum adaptiven Immunsystem.
Uber MHC-II Rezeptoren kénnen sie CD4+-Zellen Antigene préisentieren.
Im Knochenmark entwickeln sich die Monozyten, die die Vorlauferzellen der Makropha-
gen sind. Monozyten werden vornehmlich von CC-Chemokinen wie MCP-1 (auch CCL-2
genannt), Macrophage Inflammatory Protein (MIP)-1a oder RANTES (CCL-5) aktiviert
und wandern dann aus dem Blut in das entziindete Gewebe, um dort zu Makrophagen zu
differenzieren. Man unterscheidet zwei Phanotypen von Makrophagen. Makrophagen
vom M1-Typ werden durch Interferon (INF)-gamma oder Lipopolysaccharide (LPS) ak-
tiviert und sind wichtige proinflammatorische Zellen in der frithen Immunantwort von
Entziindungsreaktionen wie der akuten Pankreatitis. M2-Makrophagen werden durch
IL-4 und IL-13 aktiviert und tragen zu einer Abschwachung der Immunantwort sowie
der Wundheilung bei. hnen wird zudem eine Rolle bei der Entwicklung der Fibrose in

der chronischen Pankreatitis zugesprochen.

Makrophagen besitzen verschiedene Rezeptoren auf der Oberfliche, um Pathogen-
assoziierte molekulare Muster (PAMPs) und damage-associated molecular patterns
(DAMPs) zu erkennen. Uber verschiedene Wege wird NF-kB aktiviert und grofle Mengen
proinflammatorischer Zytokine produziert. Aktivierte Makrophagen produzieren proin-
flammatorische Zytokine, darunter TNF-q, IL1, IL-6 und MCP-1. Nach der Endozytose
apoptotischer neutrophiler Granulozyten konnen sie iiber IL-10 eine anti-
inflammatorische Immunantwort auslésen. Neben der lokalen Entziindungsreaktion im

Pankreas scheinen die Makrophagen in der Entwicklung von systemischen Komplikatio-
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nen ebenfalls eine Rolle zu spielen. Durch die Depletion peritonealer Makrophagen in
der experimentellen akuten Pankreatitis in der Ratte konnte die lokale Entziindungsre-
aktion nicht beeinflusst werden, jedoch traten deutlich weniger systemische Komplika-
tionen wie eine Lungenschadigung auf®l. Residente Makrophagen in anderen Organen,
wie z.B. Alveolarmakrophagen in der Lunge, scheinen mafdgeblich an der Schadigung der

Organe im Rahmen des SIRS verantwortlich zu sein®2.

Lymphozyten - Von den Zellen des adaptiven Immunsystems scheinen insbesondere
CD4+ T-Helferzellen an der Entwicklung der akuten Pankreatitis beteiligt zu sein. Akti-
viert durch antigenprasentierende Zellen wie Makrophagen, sezernieren sie Zytokine
und koénnen zur Inflammation beitragen. Die Depletion von CD4+ T-Zellen in einem
Mausmodell konnte die Schwere der akuten Pankreatitis reduzieren®3. Andererseits ha-
ben regulatorische T-Zellen (Treg, Foxp3+) eine gegensatzliche Funktion und wirken an-
ti-inflammatorisch und konnen beispielsweise die Differenzierung von M2-
Makrophagen induzieren®4. Bei Patienten mit schwerer Pankreatitis konnten in der spa-
ten Phase des SIRS niedrige Lymphozytenzahlen nachgewiesen werden, sodass in dieser

Phase die Depletion des Immunsystems den Weg in die Sepsis ebnen konnte?8>.

Zytokine sind Peptide, die als Mediatoren eine Vielzahl von Funktionen im Immunsys-
tem erfiillen. Ein Zytokin kann auf mehrere Effektorzellen wirken und mehrere Zytokine
konnen synergistisch wirken. Thre Sekretion ist eng an die Aktivierung von NF-kB ge-
bunden. Produzenten von Zytokinen kénnen neben Zellen des Immunsystems auch pan-

kreatische Azinuszellen sein.

IL-1 und TNF-a werden als proinflammatorischen Zytokine angesehen, gemeinsam ha-
ben sie synergistische Effekte86. Zu Beginn der Pankreatitis von Azinuszellen”’” und vor
allem von aktivierten Makrophagen ausgeschiittet, sind sie mafdgeblich an der Entwick-
lung des lokalen Schadens und systemischen Komplikationen, vom SIRS bis zum Multi-
organversagen, beteiligt87.88, TNF-a aktiviert liber seine Rezeptoren NF-kB und ist im
Gegensatz zu IL-1 direkt in der Lage Apoptose zu induzieren. IL-1 ist wichtig fiir die Ak-
tivierung neutrophiler Granulozyten, die Expression von Adhdsionsmolekiilen und die

Aktivitat von Chemokinen.

IL-6 wirkt ebenfalls pro-inflammatorisch und spielt eine wichtige Rolle in der systemi-
schen Aktivierung des Immunsystems. Das Zytokin aktiviert T-Lymphozyten und Teile

des Komplementsystems, wirkt pyretisch und erh6ht die Produktion und Ausschiittung
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von Akute-Phase Proteinen8?. Die Hohe von IL-6 im Blut wird durch TNF-oa und IL-1 be-
einflusst. Die Hohe der IL-6 Konzentration korreliert mit der Schwere der Pankreatitis
sowie den systemischen Komplikationen®%91, [L-6 tragt dabei unter anderem zur Entste-

hung des Pankreatitis-induzierten Lungenversagens bei%.

IL-10 ist ein wichtiges anti-inflammatorisches Zytokin. Es wird u.a. von TH-2 Zellen,
Makrophagen und B-Zellen produziert. Das Zytokin verhindert die Ausschiittung proin-
flammatorischer Zytokine und reduziert den Schaden im Pankreas®394. Die protektiven
Effekte von IL-10 konnten unter anderem in einem Sepsis-Modell der Maus gezeigt wer-
den. So konnte durch die Gabe von IL-10 eine signifikante Reduktion der Mortalitat nach

vorheriger intraperitonealer Injektion von Endotoxinen beobachtet werden?>.

Chemotaktische Zytokine (Chemokine) sind Signalpeptide, deren Hauptaufgabe die
Steuerung der Migrationsbewegung von Leukozyten ist. Aufierdem sind einige an der
Aktivierung von Immunzellen beteiligt. Aus der Subfamilie der CXC Chemokine ist IL-8
zu nennen, ein Chemokin welches u.a. von Monozyten, neutrophilen Granulozyten und
Endothelzellen produziert wird. Es wirkt hauptsachlich auf neutrophile Granulozyten
und regelt deren Migration und Aktivierung?®t. Erhohte IL-8 Werte weisen auf eine Akti-
vierung von neutrophilen Granulozyten hin und wurden bei Patienten mit Sepsis und

infizierten Pankreasnekrosen beobachtet97.98,

MCP-1 ist ein Chemokin aus der CC-Subfamilie und wird von Makrophagen, Azinuszel-
len und neutrophilen Granulozyten ausgeschiittet. Es ist wichtig fiir die Aktivierung und
Migration von Monozyten®. Patienten mit lokalen und systemischen Komplikationen
zeigten deutlich erhohte MCP-1 Konzentrationen00. Ferner konnte durch Depletion von

MCP-1 im Tiermodell die Schwere der Pankreatitis reduziert werden101.102,

1.4.3 SIRS, CARS, MODS und Bakterielle Translokation

Die initiale Phase der akuten Pankreatitis ist eine lokale Entziindung. Die Reaktion der
einwandernden neutrophilen Granulozyten und Makrophagen ist zunachst physiolo-
gisch. In der milden akuten Pankreatitis kommt es zur Beseitigung der Entziindung ohne
Komplikationen. In der schweren akuten Pankreatitis hingegen tritt eine iberschiefden-
de Immunantwort auf. Die Folge ist ein Missverhaltnis zwischen schiadigenden und pro-
tektiven Faktoren. Die Leukozyten tragen zur weiteren Trypsin Aktivierung und zur zu-

nehmenden Gewebeschadigung beil03104, Fiir Makrophagen, die das Pankreas infiltrie-
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ren, konnte nachgewiesen werden, dass eine Trypsin Aktivierung auch in den Makro-
phagen selbst stattfindet und zu einer NF-kB-Aktivierung fiihrt7¢. In der Folge werden
weitere pro-inflammatorische Zytokine ausgeschiittet, gelangen in den systemischen
Kreislauf und aktivieren so weitere Leukozyten. Aus der lokalen Entziindungsreaktion
wird eine systemische Entziindungsreaktion, die im schlimmsten Fall in einem SIRS gip-

feln kann.

Zusatzlich zum lokalen Schaden kommt es dadurch auch zu systemischen Komplikatio-
nen: Mikrozirkulationstérungen05 mit Vasodilatation und Odemen, Hypoxidmie und ar-
terielle Hypotension106107, Organe, die von diesen Komplikationen besonders betroffen
sind, sind vor allem die Lunge, Nieren und der Darm. Die liberschiefende Inflammati-
onsreaktion kann schliefdlich zu einem (Multi-) Organversagen verfiihren und die Morta-

litat in dieser Phase der Pankreatitis deutlich erhohen.

In Folge des durch das CARS bedingten hypoinflammatorischen Zustandes werden in-
fektiose Komplikationen begilinstigt, wie die Infektion von Pankreasnekrosen. Mehrheit-
lich sind gram-negative Bakterien (beispielsweise Escherichia coli und Pseudomonas)
fir die Infektionen verantwortlich198, Fritz et al. wiesen nach, dass der Diinndarm die
Hauptquelle dieser Bakterien darstellt*0. Durch die im Rahmen des vorausgegangenen
SIRS hervorgerufene Schadigung des Darms und der hierdurch bedingten erhéhten in-
testinalen Permeabilitat 109110 wird im Rahmen des nachfolgenden CARS nunmehr die
bakterielle Translokation aus dem Intestinum iiber intestinale Lymphknoten
begiinstigt!11.112, Hierbei besteht dann die Gefahr von infizierten Pankreasnekrosen.
Ebenso konnen Infektionen anderer Organe auftreten, wie z.B. der Lungel1l. Das Auftre-
ten infizierter Pankreasnekrosen und einer Sepsis ist mit einer Mortalitit von bis zu

40% assoziiert113,

1.4.4 Bakterielle Endotoxine und die proinflammatorische Reaktion des
Immunsystems
Das menschliche Immunsystem hat sich mit mehreren Mechanismen an die Exposition

gegeniiber Pathogenen angepasst. So spielt das angeborene Immunsystem bei der initia-
len Abwehr von bakteriellen Infektionen eine bedeutende Rolle. Es muss in der Lage
sein, Pathogene rasch zu erkennen, diese zu entfernen und eine entsprechende Immun-
antwort zu generieren. Die Oberflichenstrukturen auf Bakterien ermdéglichen es dem

Immunsystem bakterielle von humanen Strukturen zu unterscheiden und eine entspre-
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chende Immunantwort zu generieren. Diese bakteriellen Proteine werden auch Patho-
gen-assoziierte molekulare Muster (engl. Pathogen-associated molecular patterns,
PAMPs) genannt. Das Endotoxin gram-negativer Bakterien wirkt als eines der starksten
Pyrogene und Aktivatoren des Immunsystems. Biochemisch ist das Endotoxin ein Lipo-
polysaccharid (LPS) und kommt als Bestandteil der Aufienmembran von gram-
negativen Bakterien (GNB) vor. LPS besteht aus drei Bestandteilen. Ein Polysaccharid
bildet den dufderen Bestandteil, der liber die Kernregion mit dem Lipid A verbunden ist,
welches die Verbindung zur dufderen Membran gram-negativer Bakterien darstellt. Das
LPS selbst schadigt nicht die Zellen des Korpers, sondern das Lipid A wird beim Zerfall
von Bakterien freigesetzt und dient als massiver Aktivator des Immunsystems. Es akti-
viert Makrophagen und neutrophile Granulozyten sowie die Produktion von proin-
flammatorischen Zytokinen (z.B. TNF-q, IL-1)114115 Somit steht das LPS im Mittelpunkt

der Entwicklung eines septischen Schocks116.

Mithilfe antimikrobieller Peptide (AMP) ist der Korper in der Lage diese Endotoxine zu
binden, zu neutralisieren und eine Immunantwort zu generieren. Zwei AMP, die in der
Abwehr gram-negativer Bakterien eine essenzielle Rolle spielen, sind das Lipopolysac-
charid-bindendes-Protein (LBP) und das Bactericidal/permeability-increasing Protein
(BPI). Wenngleich beide Proteine zur Beseitigung von GNB beitragen, so erfiillen sie in

der weiteren Immunantwort antagonistische Funktionen.

LBP ist ein 60kDa Akutphase-Protein, welches in der Leber synthetisiert wird. Es wirkt
nicht antimikrobiell, fiihrt aber iiber CD14, MD-2 und TLR-4 zur Aktivierung des Im-
munsystems und erh6éht somit die Sensibilitit des Immunsystems gegeniiber gram-
negativen Bakterien.117.118 Uber die Bindung an die Lipid A Region von LPS bildet es ei-
nen Komplex mit diesen und katalysiert daraufhin die Bindung von LPS an CD14119,
CD14 liegt in der l6slichen Form (sCD14) und tiber einen Glycosylphosphatidylinositol
(GPI)-Anker membrangebunden (mCD14) vor120.121, mCD14, MD-2 und Toll-like Rezep-
tor 4 (TLR-4) werden gemeinsam auf der Oberflaiche von Zellen der myeloischen
Stammzellreihe (wie Makrophagen oder dendritischen Zellen) exprimiert!22, Dieser
Komplex ist notwendig fiir die Erkennung von LPS123, TLR-4 ist ein Pattern Recognition
Receptor (PRR) aus der Familie der Toll-like Rezeptoren. Der Rezeptor besteht aus einer
extrazelluldren leucinreichen N-terminalen Domidne und der intrazellularen C-

terminalen Domadne, die auch TIR-Domane (Toll/IL1Rezeptor-Domédne) genannt wird.
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MD-2 ist ein Protein welches an die extrazellulire Domane von TLR-4 gebunden und
notwendig fiir die Dimerisierung von TLR4 ist.124 LBP transferiert also LPS zu mCD14.
Mithilfe des mCD14-LPS Komplex und MD-2 kann der TLR-4 Dimere bilden!?>, Die Kon-
formationsdnderung eroffnet eine Signalkaskade tiber das Myeloid differentiation pri-
mary response protein 88 (MyD88)126, Ziel ist die Transkription proinflammatorischer
Gene iiber die Aktivierung von NF-kB127, Eine weitere Signalkaskade verlauft MyD88-

unabhangig und fiihrt zur Synthese von IFN 128,

1.5 Das bactericidal/permeability-increasing Protein (BPI)

Wahrend der Kontakt von Endotoxinen mit LBP zu einer proinflammatorischen Antwort
filhrt, steht mit dem BPI ein antimikrobielles Peptid Verfiigung, das die Immunantwort
abschwachen kann. Das bactericidal/permeability-increasing protein (BPI) ist ein 55kDa
Protein, welches sich hauptsachlich in den primaren (azurophilen) Granula neutrophiler
Granulozyten befindet12°. BPI konnte erstmals in den 1970er Jahren von Weiss et al. iso-
liert werden!2°. Es bindet LPS und ist ein vielseitiges Protein mit antimikrobieller, En-

dotoxin-neutralisierender und opsonierender Funktion.

1.5.1 Proteinfamilie, Expression und Struktur
Das BPI gehort, wie auch LBP, zur Genfamilie der Lipid Transfer Proteinel30, [hre Mit-

glieder binden Lipide und haben eine dhnliche Struktur, dementsprechend haben LBP
und BPI eine Ahnlichkeit von ungefihr 50%?131. Weitere Mitglieder der Genfamilie sind
zum Beispiel das Phospholipid-transfer Protein oder die PLUNC (Palate, Lung, and Nasal
epithelium Clone)- Proteine der oberen Atemwege132.

BPI wird in geringerem Umfang auch in eosinophilen Granulozyten!33 und auf der Ober-
flaiche von Makrophagen!34 exprimiert. Weitere Gewebe, die eine BPI-Expression auf-
weisen, sind u.a. die Epithelzellen der Mukosa3>, dermale Fibroblasten3¢ und der Geni-
taltrakt!37. BPI wird beim Menschen in der frithen Phase der Granulopoese produziert
und in den primaren Granula der neutrophilen Granulozyten gespeichert. Dagegen wird
in neutrophilen Granulozyten der Maus weniger BPI gespeichert als beim Menschen.
Jedoch kann die de-novo Synthese durch Stimulation des TLR durch LPS aktiviert wer-
den!38, Nach der Aktivierung neutrophiler Granulozyten kann BPI sowohl intrazellular
in Phagolysosomen wirken, als auch ausgeschiittet werden und extrazelluldr seine Wir-
kung entfalten13?

18



Das BPI besteht aus 456 Aminosdurenl4? und besitzt eine Bumerang-ahnliche Terti-
arstruktur. Beide Halften sind symmetrisch aufgebaut, besitzen apolare Taschen, um LPS
zu binden und werden voneinander getrennt durch eine Prolin-reiche Region. Die N-
terminale Halfte ist kationisch und vermittelt die antibakteriellen und Endotoxin-
neutralisierenden Effektel41.142, Die C-Terminale Halfte ist anionisch und vermittelt die
opsonische Aktiviat143, BPI hat eine vielfach hohere Affinitat fiir die Lipid A Region des
LPS als LBP 144 Es ist aufderdem in der Lage LPS-Aggregate zu bilden und hindert damit
LBP an der Bindung an LPS-Monomere. Die hohe Affinitdt zur Lipid A Region wird durch

die vermehrte positive Landung in der N-Terminalen Region erklart14s.

1.5.2 Funktion
BPI kann als Antagonist von LBP angesehen werden, da es nach LPS-Bindung anti-

inflammatorisch wirkt. Es bindet mit hoher Affinitat an die Lipid A-Region des LPS146
und verhindert so die LPS-vermittelten Effektel47, die liber die LBP-CD14-TLR4-Kaskade
gewirkt hatten148. BPI ist so in der Lage die Stimulation von Neutrophilen und die Zyto-
kin-Produktion (wie IL-6 oder TNF-a) zu reduzieren!41,

Im Gegensatz zu LBP hat BPI auch eine direkte antibakterielle Wirkung. Da LPS ein in-
tegrativer Bestandteil der Membran gram-negativer Bakterien ist, kann BPI tiber die
Bindung der Lipid A Region die Zellwand der Bakterien beschadigen4°. Zusammen mit
anderen antimikrobiellen Peptiden wird das Wachstum der Bakterien durch eine Scha-
digung der daufReren Membran gehemmt50. Ebenso bewirkt das BPI gemeinsam mit dem
Komplementsystem eine Zerstdorung gramnegativer Bakterien ohne eine Ausschiittung
von TNF-alpha zu generieren!42. Aufderdem wirkt BPI als Opsonin43. Von BPI gebunde-
ne Bakterien werden von neutrophilen Granulozyten und Makrophagen phagozytiert.
Dabei wird in den Makrophagen im Gegensatz zu einer LBP vermittelten Aufnahme kei-

ne proinflammatorische Reaktion ausgeldst143.151,

1.5.3 Klinische Bedeutung des BPI
Bei verschiedenen Erkrankungen wurden erhéhte BPI-Werte nachgewiesen. Opal et

al.152 stellten fest, dass erhohte BPI-Konzentrationen vor allem lokal (z.B. in Abszessen)
erreicht werden, wahrend LBP hohere Werte in der Blutzirkulation aufwies. Auch in der
schweren Leberzirrhose!>3 und schweren Pankreatitis’>* wurden erhohte BPI-Werte
beschrieben. In den chronisch-entziindlichen Darmerkrankungen und in der Zystischen
Fibrose fand man Anti-Neutrophile zytoplasmatische Antikérper (ANCA) gegen BPI, so-
dass eine Rolle des BPI in diesen Erkrankungen vermutet wird55156, Mit rekombinan-
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tem BPI (rBPI) steht auch die Moglichkeit eines antimikrobiellen und Endotoxin-
neutralisierenden Peptids fiir die klinische Anwendung zur Verfiigung. Das Peptid be-
steht aus dem 21kDa N-Terminalen Teil des BPI (rBPI21). Vielversprechende Tierversu-
che konnten bisher nur bedingt in der Klinik bestatigt werden. In einer Phase III Studie
wurde rBPIz1 in der Behandlung der schweren Meningokokken-Sepsis in Kindern einge-
setzt. Da die Fallzahl in der Studie nicht ausreichend hoch war, konnte zwar keine signi-
fikante Mortalidtsreduktion nachgewiesen werden, jedoch hatten die Patienten ein bes-

seres funktionelles Outcome, u.a. kam es zu weniger Amputationen157,

1.6 Ziel der Arbeit

Diese Arbeit gewahrt Einblicke in die Rolle des BPI in der Entstehung und Entwicklung
der schweren akuten Pankreatitis. In der Einleitung wurde bereits die wichtige Rolle des
Immunsystems in der akute Pankreatitis beschrieben. Neben dem Ausmaf3 der lokalen
Schadigung im Pankreas bestimmt das Immunsystem die weitere Entwicklung der Pan-
kreatitis und die damit einhergehende systemische Reaktion. Eine iiberschiefende pro-
inflammatorischen Reaktion kann zur Schadigung anderer Organe fiihren. Dabei konnen
z.B. die Lungen oder der Darm geschadigt werden und im schlimmsten Fall ein Multior-
ganversagen auftreten. In Folge der Darmschadigung kann es zu einer erhéhten intesti-
nalen Permeabilitit kommen, die eine bakterielle Translokation begiinstigt. Eine iiber-
schiefdende anti-inflammatorische Reaktion im spateren Verlauf der Erkrankung kann
ebenfalls eine bakterielle Besiedlung beglinstigen und zu septische Komplikationen fiih-

ren.

Aufgrund der beschriebenen Funktionen in der Literatur waren folgende Aufgaben des
Bactericidal/permeability-increasing protein in der akuten Pankreatitis denkbar: Das
BPI konnte eine wichtige Rolle in der Abwehr von Bakterien wahrend der bakteriellen
Translokation in der Pankreatitis spielen und zu weniger infizierten Pankreasnekrosen
beitragen. Aufderdem waren in Bezug auf die generierte Immunantwort verschiedene
Auswirkungen auf die Pankreatitis in Betracht zu ziehen: Einerseits konnte das BPI auf-
grund seiner Endotoxin-neutralisierenden und anti-inflammatorischen Funktion zu ei-
ner geringeren Immunantwort fithren und so ein SIRS abschwachen. Andererseits konn-

te das BPI in der spateren Phasen der akuten Pankreatitis zum CARS und somit zu einer
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Verschlechterung der akuten Pankreatitis beitragen. Um die Rolle des Bacterici-
dal/permeability-increasing Protein in der Entwicklung und dem Verlauf der experi-
mentellen akuten Pankreatitis zu untersuchen, wurden C57BL/6-Mduse mit einem
Knock-out des BPI-Genes mit C57BL/6 Wildtyp-Mausen verglichen. In beiden Gruppen
wurde durch Taurocholat-Injektion eine Pankreatitis induziert. Die Gruppen wurden
beziglich des lokalen Schadens im Pankreas und beziiglich der systemischen Immunre-
aktion untersucht. Durch die Ergebnisse in Knock-out Mausen, denen das BPI fehlt, sollte
Aufschluss tliber die mogliche vor- oder nachteilige Bedeutung des BPI in der akuten

Pankreatitis gewonnen werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

Antikoper

Anti- Maus B220 (PerCP/ Cy5.5 - konjugiert)
Anti- Maus CD3 (eFluor 660 - konjugiert)
Anti- Maus CD4 (FITC - konjugiert)

Anti- Maus CD8 (PerCP/ Cy5.5 - konjugiert)
Anti- Maus CD25 (PE-Cy7 - konjugiert)
Anti- Maus CD62L (PerCP-Cy7- konjugiert)
Anti- Maus CD69 (PE - konjugiert)

Anti- Maus FoxP3 (APC - konjugiert)

Anti- Maus F4/80 (PE - konjugiert)

Anti- Maus Grl (FITC - konjugiert)

Enzyme + Substrate

Myeloperoxidase

Kits
Amyl-Kit
Lip-Kit

CBA Kit (Mouse Inflammation Kit)

Chemikalien

Aqua destillata
Ammoniumchlorid

Bovines Serumalbumin (BSA)
Bradfort Reagenz

DMSO

(eBioscience)
(eBioscience)
(BD Biosciences)
(eBioscience)
(BD Biosciences)
(BD Biosciences)
(Biolegend)
(Miltenyi Biotec)
(Biolegend)
(Biolegend)

(Sigma-Aldrich)

(Roche Hitachi)
(Roche-Hitachi)

(BD Biosciences)

(Sigma-Aldrich)

(Aurion) + (GE Healthcare)
(Sigma-Aldrich)

(ROTH)
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EDTA
Ethanol
Eosin
Formaldehyd
H202 (30%)
Hamatoxylin

HEPES

Hexadecyltrimethylammoniumbromid

[sopropanol

KCl

Ketamin

KHCO3

KH2PO4

K2HPO4

KOH

Methanol

MgCl2 6 H20

NaCl

NaH2P04H20
o-Dianisidin

PMSF

SBTI (Soyabean Trypsin Inhibitor)
Natriumtaurocholat
VectaMount

Xylol

Verbrauchsmaterialien
0,5 ml Mikroreaktionsgefaf3

1 ml Spritzen

(Sigma-Aldrich)
(J.T. Baker)
(Sigma-Aldrich)
(Polyscience)
(Sigma-Aldrich)
(Sigma-Aldrich)
(Sigma-Aldrich)
(ROTH)

(ROTH)
(Merck)
(Selectavect)
(Merck)
(Merck)

(H20 frei) (Merck)
(Merck)
(ROTH)
(Sigma-Aldrich)
(ROTH)
(Merck)
(Sigma-Aldrich)
(Sigma)
(Sigma-Aldrich)
(Sigma)

(Vector Laboratories Inc.)

(ROTH)

(Sarstedt)

(Braun)
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1,5 ml Mikroreaktionsgefaf3 (Sarstedt)

2 ml Mikroreaktionsgefaf3 (Sarstedt)

15 ml Reaktionsgefaf3 (Falcon)

50 ml Reaktionsgefaf3 (Falcon)

96 Well Rundbodenplatte (Grainer)
Deckglaser (ROTH)

FACS Rohrchen (Sarstedt)
Kaniilen (20-31G) (Braun)
Pipettenspitzen (Sarstedt)
Serum-Rohrchen (BD Biosciences)
Tissue-tec (Sakura)
Zellsieb (BD Biosciences)
Puffer

Erythrozyten Lyse Puffer:

Ammoniumchlorid 155mM
Kaliumhydrogencarbonat 10mM

EDTA 0,1mM

FACS Puffer:
FCS 2%
EDTA 1mM
Natriumazid 0,1%

PBS

FACS Zellpermeabilisierungspuffer: Miltenyi Biotech

Homogenisierungspuffer (MPO-Messung):

20mM KH2PO4

pH 7,4 mit KOH eingestellt
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Messpuffer (MPO-Messung):

50mM KH2PO4

pH 6,0 mit KOH eingestellt

Extraktionspuffer (MPO-Messung):

100ml Messpuffer + 186mg EDTA
7,5 ml Extraktionspuffer

+0,5 ml SBTI

+1 ml PMSF

+1 ml Hexadecyltrimethylammoniumbromid (5%)

Phosphate Buffer Saline (PBS):

NaCl 0,14 M
KCL 2,7mM
K2HPO4 (H20 frei) 0,15mM
Na2HPO4 *H20  7,1mM

Gerate

BD LSR II system (BD)
Kryostat-Mikrotom (Leica)
Feinwaage (Sartorius)
Heizblock (Eppendorf)
Kiihlzentrifuge (Eppendorf)
Mehrkanalpipette (Eppendorf)
Mikrotom (Leica)
Mikroskop (Zeiss)

pH Meter (Knick)
Photometer (Molecular Devices)
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Pipettierhilfe, elektrisch (Typ Pipetus)
Quiagen Tissue Lyser

Sterilbank

Ultraschall Homogenisator
Vortex-Schiittler

Waage

Wasserbad

Zellkulturschrank

Zentrifuge

Tierstaimme

BPI -/- Mause

C57/BL6 Méuse

Software
GraphPad Prism
FlowJo

Sigma Plot

Soft MaxPro

QtiPlot 0.9.8.9

(Hirschmann)
(Quiagen)
(AntAir)
(Bandelin)
(VWR)
(OHAUS)
(GFL)
(Heraus)

(Eppendorf)

(Herr Prof. Gessner / Universitat

Regensburg)

(Charles River)

(GraphPad Software)
(Flow]o.LLC)

(Systat Software Inc.)
(Molecular Devices)

(Ion Vasilief)
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2.2 Methoden

2.2.1 Versuchstiere

Die Tierversuche, auf die sich diese Arbeit bezieht, erfolgten entsprechend der FELASA-
Richtlinien. Ebenso die Haltung der Versuchstiere: Die Mduse wurden artgerecht gehal-
ten und hatten freien Zugang zu Wasser und Futter sowie einen regelmafdigen 12-
stiindigen Tag/Nacht-Rhythmus. Das durchschnittliche Alter der verwendeten Tiere
betrug 6-8 Wochen, das durchschnittliche Gewicht der Tiere betrug 25g. Es wurden
mannliche C57/Bl6 Mause von Charles River und Mduse mit einem knock-out des BPI-
Gens verwendet. Der genetische Hintergrund dieser Mause waren C57/Bl6 Mause. Die
BPI knock-out (BPI-/-) Mduse wurden freundlicherweise von Herrn Prof. Dr. Dr. André

Gessner von der Universitat Regensburg zur Verfiigung gestellt.

2.2.2 Induktion einer Pankreatitis durch retrograde Injektion von Tauro-
cholat

Zur Induktion der Pankreatitis wurde das Modell der Taurocholat induzierten Pankrea-
titis gewahlt. Bei diesem Modell entsteht durch retrograde Injektion der Gallensaure
Natrium-Taurocholat in den Ductus Pankreaticus eine schwere nekrotisierende Pankre-
atitis. Zusatzlich kommt es zu einer starken lokalen sowie systemischen Inflammation,
welche zu einem Systemic Inflammatory Response Syndrome (SIRS) fiihren kann und so-
mit die schwere akute Pankreatitis addquat abbildet.

Die Versuchstiere erhielten bis zum Morgen der Operation Zugang zu Futter und Wasser
ad libitum. Die Tiere wurden zunachst mittels intraperitonealer Injektion von Ketanest-
Rompun andasthesiert und es erfolgte der abdominelle Zugang liber eine mediane Lapa-
rotomie. Intra-abdominell wurde die Miindung des Ductus Pankreaticus in das Duo-
denum aufgesucht und iiber eine Injektionskaniile 150ul 2% Natrium-Taurocholat-
Losung in den Pankreasgang injiziert. Durch die Ligatur des Ductus Choledochus im Le-
ber-Hilus konnte ein Ablaufen des Detergens in die Leber verhindert werden. Das Peri-
toneum und die Bauchhaut wurden anschliefdend getrennt voneinander mit einer fort-
laufenden Naht verschlossen.

Beide Tierstamme (C57/Bl6 und BPI-/-) wurden jeweils in zwei Gruppen a 5 Tiere ein-
geteilt. Die Gruppen gliederten sich in eine Interventions- (Injektion von Taurocholat)
und eine scheinoperierte Kontroll-Gruppe. Die Interventionsgruppe erfuhr den oben
erlduterten operativen Eingriff. Die sogenannten Schein-Operationen dienten als Kon-
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trollen. Dadurch konnte nachgewiesen werden, dass die zusatzliche Intervention den
gewlinschten Schaden setzte und nicht der operative Eingriff selbst, dementsprechend
verzichtete man bei der Scheinoperation auf eine Gangligatur und Injektion von Tauro-
cholat.

Zur Untersuchung der Schwere und des Verlaufs der Pankreatitis wurden verschiedene
Zeitpunkte gewahlt: 0 Stunden als unbehandelte Kontrollen sowie 24, 48 und 72 Stun-
den nach Intervention. Unter Betdubung mit Ketanest-Rompun wurde den Tieren retro-
bulbar Blut entnommen, dieses zentrifugiert und bis zur Verarbeitung bei -20°C gela-
gert.

Die Totung der Tiere fand unter Anasthesie durch zervikale Dislokation statt. Teile des
Pankreas, der Lunge und Leber wurden in 4% Formaldehyd fixiert, in Paraffin eingebet-
tet und fiir die histologischen Untersuchungen verwendet.

Weiteres Gewebe wurde in fliissigem Stickstoff schockgefroren oder mithilfe von Tissue-
Tec eingebettet und bis zur Verarbeitung bei -80°C gelagert. Teile des Blutes und des
Pankreas dienten der bakteriologischen Untersuchung. Ferner wurden die Milzen gewo-
gen, in sterilen PBS in Eis aufbewahrt und zeitnah verarbeitet. Ein anderer Teil der Pan-
kreata wurde unter sterilen Bedingungen entnommen, gewogen und fiir die mikrobiolo-

gische Aufarbeitung verwendet.

2.2.3 Bestimmung der Amylase- und Lipase-Aktivitidt im Serum

Eine akute Pankreatitis wird unter anderem durch einen dreifachen Anstieg der Aktivi-
tat der Pankreasenzyme im Serum iiber die Norm definiert. Neben der histologischen
Untersuchung der Pankreata diente die Analyse der Serum- Amylase und -Lipase der
Uberpriifung der Entstehung und Schwere der akuten Pankreatitis in den Versuchs-
gruppen. Nach der Blutentnahme wurde das Blut zentrifugiert (5 Minuten bei 4°C und
3.000 rpm) und das gewonnene Serum anschlieféend 1:100 mit PBS verdinnt und auf
Eis gelagert.

Zur Bestimmung der Serum- Amylase und -Lipase erfolgte eine Messung der Enzymakti-
vitdt im Serum mithilfe eines Amylase- und Lipase-Kits der Firma Roche-Hitachi. Die
Aufarbeitung der Proben verlief gemafd den Angaben des Herstellers. Das Testprinzip
entspricht dem eines enzymatischen Farbtests: Durch die enzymatische Spaltung der
Substrate durch Amylase bzw. Lipase entstehen Endprodukte, deren Farbintensitét di-

rekt proportional zur entsprechenden Enzymaktivitat ist.

28



10ul der verdiinnten Serumproben wurden mit 90ul des jeweiligen Substrats gemischt
und auf eine 96-well-Platte aufgetragen. Die Messung erfolgte in dreifach-Bestimmung.
Die Aktivitdten wurden photometrisch als Kinetik iiber 30 Minuten bei 37°C gemessen,
bei einer Absorption von 405nm fiir die Bestimmung der Amylase und einer Absorption
von 570nm fiir die Lipase. Fiir die Auswertung waren die Abschnitte mit linearem An-

stieg relevant.

2.2.4 Histologische Aufbereitung und Auswertung des Pankreas

Aus den Paraffinblécken vom Pankreas wurden mithilfe eines Rotationsmikrotoms
mehrere Paraffinschnitte mit einer Schichtdicke von 2um hergestellt. Die Schnitte wur-
den im Wasserbad (37°C) gestreckt, auf Objekttrager gezogen und iiber Nacht im Brut-
schrank bei 37°C getrocknet. Zur Hamatoxylin-Eosin-Farbung (H.E.) der Gewebsschnitte
wurden diese zu Beginn zweimal jeweils abwechselnd in Xylol (10 Minuten) und Metha-
nol (5 Minuten) entparaffiniert, dann folgte die Rehydrierung in absteigender Alkohol-
reihe (je 5 Minuten in 100%, 96%, 80%, 70% Ethanol). Nach Spiilung mit aqua destillata
(Aqua dest.) erfolgte zunachst die Farbung mit Hamatoxylin (5 Minuten) und nach
mehrmaligen Spiilen mit Leitungswasser anschliefdend eine Minute lang die Gegenfar-
bung mit Eosin (1:10 in Aqua dest.). Nach aufsteigender Alkoholreihe (je 30 Sekunden in
70%, 80%, 96%, 100% Ethanol) und weiterem Xylol-Bad (10 Minuten) fand die Fixie-
rung mit VectaMount Eindeckmedium statt.

Die Auswertung der histologischen Schnitte erfolgte nach einem modifizierten Score
nach Schmidt?>8 (Histo-Score). Die Schwere der Pankreatitis wurde durch die Anzahl der
Azinuszellnekrosen und die Infiltration durch Leukozyten bestimmt. Die Analyse erfolg-
te durch zwei erfahrene Untersucher, die von jedem Pankreas zwei Schnitte evaluierten,
Punkte pro Kriterium vergaben und fiir beide Schnitte einen Mittelwert bildeten. Die
Analyse erfolgte verblindet, sodass die Gruppenzugehorigkeit der Schnitte den Untersu-

chern nicht bekannt war.

2.2.5 Immunfluoreszenz Farbung des Pankreas

Um Makrophagen im Pankreasgewebe nachweisen zu kénnen wurde eine Immunfluo-
reszenz Farbung durchgefiihrt. Hierzu wurden gefrorene Gewebeschnitte an einem Kry-
ostat Mikrotom in 1pm dicke Scheiben geschnitten und diese auf Objekttrager gelegt. Die
Fixierung der Schnitte erfolgte in kaltem Azeton fiir 10 Minuten. Bis zur Verwendung

wurden sie bei -20°C gelagert. Fiir die Firbung wurden die Schnitte mit PBS gewaschen
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und das Gewebe wurde zundchst mit einem Fettstift umrandet. Um unspezifische Bin-
dungen zu minimieren, erfolgte die Inkubation mit 100ul einer 20% FCS (in PBS) -
Losung. Nach einstiindiger Inkubation wurde die Losung entfernt und es folgte fiir eine
weitere Stunde eine Inkubation mit 50ul aufgetragener Antikérperlésung (Verdiinnung
1:100 in 20% FCS-Losung). Die Schnitte wurden dreifach mit PBS gewaschen, fiir 30 Se-
kunden mit DAPI inkubiert und nach drei weiteren Waschzyklen mit Fluoreszenz-
Eindeckmedium ein gedeckelt.

Zur Darstellung der Makrophagen wurden direkt an Fluoreszein gekoppelte f4/80 (PE)
Antikorper verwendet. Angefarbt wurden die Zellkerne mit DAPI.

Die Immunfluoreszenzbilder wurden mithilfe eines Olympus FLOUVIEW FV1000 Mikro-

skops erstellt und mit der CellSens Software ausgewertet.

2.2.6 Bestimmung der Myeloperoxidase (MPO) Aktivitit in Pankreas- und
Lungengewebe

Das Pankreas- und Lungengewebe, welches zuvor bei -80°C eingelagert war, wurde um-
gehend mit 500pul Homogenisationspuffer im Tissue Lyser zwei Mal fiir je 30 Sekunden
homogenisiert. 100ul des Homogenisats dienten der spateren Bestimmung der Protein-
menge. Die Proteine wurden mittels Ultraschalls aufgeschlossen und hinterher bei 4°C
und 10.000 rpm fiir 10 Minuten zentrifugiert und der gewonnene Uberstand bis zur Pro-
teinbestimmung nach Bradford bei -20°C gelagert.

Das restliche Homogenisat wurde zunachst bei 4°C und 10.000 rpm fiir 10 Minuten
zentrifugiert, der Uberstand verworfen und das Pellet in 500ul Extraktionspuffer resus-
pendiert. Es folgten vier Zyklen, in denen die Proben in fliissigen Stickstoff eingefroren
und im Anschluss bei 37°C aufgetaut wurden. Nach jedem Durchgang folgte die Resus-
pension der Proben. Um die Durchgangigkeit der Gewebepartikel durch die Pipetten zu
gewahrleisten, wurden anfangs die Pipettenspitzen grof3ziigig abgeschnitten. Bei den
darauffolgenden Wiederholungen wurde weniger von der Spitze abgeschnitten. Durch
mechanischen Stress sollte das Pankreasgewebe weiter homogenisiert werden. Danach
wurde das Gewebe mit Ultraschall behandelt und wieder nach dem oben beschriebenen
Schema zentrifugiert, der Uberstand abgenommen und bis zur MPO-Messung bei -80°C
eingefroren.

Die Messung im Pankreasgewebe erfolgte unverdiinnt, Lungengewebe wurde 1:5 in
Messpuffer verdiinnt. Das Substrat fiir die Bestimmung der Enzymaktivitat bestand aus

Messpuffer, 0,53mM o-Dianisidin und 0,15mM Wasserstoffperoxid. 10ul der Proben
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wurden mit 90ul Substrat vermischt, auf 96-well-Platten aufgetragen und in dreifach-
Bestimmung gegen eine Standardreihe der Myeloperoxidase gemessen. Photometrisch
wurde die Kinetik tiber 10 Minuten bei einer Wellenlange von 460nm und 30°C gemes-

sen und zur Auswertung der lineare Anstieg der Enzymaktivitat genutzt.

Proteinbestimmung nach Bradford

Die Proben zur Proteinbestimmung wurden 1:100 mit PBS verdiinnt. 10pul der Protein-
proben wurden darauffolgend mit 190ul des Bradford-Reagens versetzt und gegen eine
Standardreihe von bovinem Serumalbumin (BSA) in einer 96-well Platte photometrisch

bei einer Absorption von 590nm gemessen.

2.2.7 Mikrobiologische Aufarbeitung

Teile des Pankreas wurden wie zuvor beschrieben unter sterilen Bedingungen entnom-
men, gewogen und anschlief3end mittels steriler Beads homogenisiert. Das Homogenisat
wurde dann in den Verdiinnungen 1:10, 1:100 und 1:1000 auf Blutagarplatten aufgetra-
gen und fir 24-48 Stunden bei 37° C inkubiert. Die Kolonien auf den Platten wurden ge-
zahlt und unter Berticksichtigung der Verdiinnung und des jeweiligen Gewichts der Pro-
be die Koloniebildendende Einheiten pro mg (CFU/mg) berechnet. Aus den CFU/mg der

verschiedenen Verdiinnungen einer Probe wurde jeweils der Mittelwert gebildet.

2.2.8 Isolation von Leukozyten aus der Milz und Untersuchung mittels
Durchflusszytometrie

Um den Effekt der akuten Pankreatitis auf das Immunsystem zu untersuchen wurden
Milzen der Versuchstiere entnommen und fiir die Durchflusszytometrie aufbereitet.

Im FACS (Flourescence-Activated Cell Sorter) konnen die verschiedenen Subtypen der
Leukozyten charakterisiert werden. Die Differenzierung und Quantifizierung der Zellen
kann dabei zum einen tiber das durch einen Laser erzeugte Streulicht und zusatzlich
durch Fluoreszenzfarbstoffe detektiert werden, die an populationsspezifische Zellober-
flachenproteine (Clusters of Differentiation, CD-Marker) binden.

Die Zellen werden mit Unterdruck in das Gerat gesaugt und passieren dabei einzeln ei-
nen Laser und erzeugen ein Streulicht. Es wird zwischen Vorwartsstreulicht (FSC) und
Seitwirtsstreulicht (SSC) unterschieden. Uber das FSC kann die Grofe bestimmt wer-
den. Grofiere Zellen erzeugen dabei ein grofleres Signal. Das SSC wird durch den Inhalt
der Zellen bestimmt. Zellen mit viel Granula erzeugen eine stiarkere Streuung, wie zum

Beispiel neutrophile Granulozyten.
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Um die Zellen noch genauer differenzieren zu kdnnen, wie zum Beispiel die verschiede-
nen Lymphozytenpopulationen werden die Zellen mit an Fluoreszenzfarbstoffe gekop-
pelte Antikorper markiert. AufRerdem konnen mithilfe dieser Methoden Aussagen iiber
den Aktivierungszustand der Zellen getroffen werden. Zum Beispiel leuchten Antikérper
die an FITC (Fluoreszein-Isothiocyanat) gekoppelt sind griin, und an PE gekoppelte An-
tikoper gelbrot. Die durch den Laser angeregten Fluoreszenzfarben werden anschlie-
f8end durch den entsprechenden Farbdetektor ermittelt. Die Ergebnisse konnen ferner
in einer Dot-Plot Graphik aufgetragen werden. Die gewonnen Daten wurden im An-
schluss mit der Flow]o-Software analysiert. Um eine bessere Visualisierung der Ergeb-

nisse zu erzielen, wurden diese in Balkendiagrammen dargestellt.

Extrazellulire Fiarbung

Nach der Entnahme der Milzen erfolgte die Lagerung gekiihlt in 10ml sterilen PBS. Zur
I[solation der Leukozyten wurde jede Milz durch ein Zellsieb (70pum Porengréfien) ge-
presst und das Sieb mit 10ml sterilen PBS gespiilt. Die so gewonnene Zellsuspension
wurde bei 350 x g und 4°C fiir 5 Minuten zentrifugiert und der Uberstand verworfen.
Diese Einstellung der Zentrifuge galt auch fiir die folgenden Schritten.

Um die Erythrozyten zu lysieren, erfolgte die Resuspension des Pellets in Erythrozyten-
Lyse Puffer. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 10ml PBS gestoppt und die Losung
zentrifugiert, der Uberstand verworfen und das Pellet wiederum mit sterilen PBS gewa-
schen.

Die Bestimmung der Zellzahl fand in einer Neubauer-Zahlkammer statt. Um eine End-
konzentration von 10 x 106 Zellen/ml zu erreichen, versetzte man nun die Suspensionen
mit der entsprechenden Menge des FACS-Puffers.

Ein Antikoper-Mix mit Fluorochrom-konjugierten Antikérpern wurde in FACS-Puffer
(Verdiinnung 1:1.000) hergestellt. Die verwendeten Antikérper wurden fiir CD3, CD4,
CD8, CD25, CD69, CD62L, F4/80 und Gr-1 verwendet.

100pl der Zellsuspension wurden mit 10 pl des Antikoper-Mix gemischt und lichtge-
schiitzt 30 Minuten bei 4°C inkubiert. Zur Entfernung der iiberschiissigen Antikérper
folgten ein zweimaliges Waschen mit 1ml FACS-Puffer und das Zentrifugieren der Pro-
ben. Das erhaltene Pellet wurde wiederum in 200ul FACS-Puffer aufgenommen. 10000

Zellen der Suspension wurden in der Messung der Leukozytenpopulationen aufgenom-
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men durch die Durchflusszytometrie mit einem BD LSR II der Firma Becton Dickinson,

USA. Fiir die Analyse der Ergebnisse diente die Flow]Jo-Software.

Intrazelluldre Farbung

Um Aussagen iiber regulatorische T-Zellen (Treg) zu erhalten, muss neben der Oberfla-
chenfarbung von CD4 und CD25 zusatzlich der intrazellulire Transkriptionsfaktor
Foxp3 mittels Intrazellularfarbung dargestellt werden.

Die Oberflachenfarbung erfolgte wie zuvor beschrieben, anschlief3end wurde den Zellen
nach dem letzten Zentrifugieren Fixierungspuffer hinzugefiigt. Nachdem die Proben
durch kurzes Vortexen gemischt wurden, folgte eine Inkubation fiir 20 Minuten bei
Raumtemperatur. Nach drei-maligem Waschen mit PBS und anschlieféendem Zentrifu-
gieren der Proben erfolgte die Permeabilisierung durch Zugabe des Permeabilisierungs-
puffers und anschliefdender Inkubation von 5 Minuten. Nach wiederholtem Waschen
wurden die Zellen in FACS-Puffer resuspendiert und mit den Fluorochrom-konjugierten
Antikorpern 30 Minuten lichtgeschiitzt bei 4°C inkubiert. Zur Entfernung der tiberschis-
sigen Antikorper folgten ein zweimaliges Waschen mit FACS-Puffer und das Zentrifugie-
ren der Proben. Das erhaltene Pellet wurde wiederum in FACS-Puffer aufgenommen. Die

Messung erfolgte wie oben beschrieben.

2.2.9 Messung der Zytokine im Serum mithilfe des Cytometric Bead Array
(CBA)

Aus den Seren von Mdusen wurden die Konzentrationen der Zytokine IL-6 und MCP-1,
gemessen. Die Aufbereitung erfolgte nach Herstellerprotokoll von BD-Science fiir den
Cytometric Bead Array (CBA) Mouse Inflammation Kit. Die Messung erfolgte daraufhin
mit der Durchflusszytometrie, die Analyse der Ergebnisse wiederrum mit der Flow]o-

Software.

2.2.10 Uberlebenskurve

Zur Untersuchung der langfristigen Unterschiede in der Entwicklung der schweren
akuten Pankreatitis (SAP) wurden die Versuchsgruppen nach Induktion einer SAP bis zu
192 Stunden nach Intervention beobachtet.

Bei Tieren der BPI knock-out (BPI -/-), sowie der Wildtyp- (WT) Gruppe wurde eine
akute Pankreatitis im Taurocholat-Modell induziert. Die Induktion der Pankreatitis ist

oben beschrieben. Die Gruppen wurden alle drei Stunden kontrolliert und verstorbene
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Tiere dokumentiert. Die Analyse der Ergebnisse erfolgte als Uberlebenskurve nach Ka-

plan-Meier in GraphPad Prism.

2.2.11 Statistische Analyse

Die statistische Auswertung der Experimente erfolgte durch das Programm GraphPad
Prism 5. Die gewonnen Daten wurden mithilfe des t-Test fiir unabhdngige Gruppen ver-
glichen. Bei einem p-Wert von <0,05 wurde von einer statistischen Signifikanz ausge-
gangen.

Die Erstellung der Abbildungen erfolgte mit Hilfe der Programme GraphPad Prism 5 und
QtiPlot 0.9.8.9.
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3 Ergebnisse

Um die Bedeutung des Bactericidal/permeability-increasing Protein in der akuten Pan-
kreatitis zu untersuchen wurde in BPI -/- und C57/Bl6- Mausen durch Taurocholat-
Injektion eine schwere nekrotisierende Pankreatitis induziert. Nachfolgend erfolgte zu
definierten Zeitpunkten die Analyse unterschiedlicher Parameter, um die Entwicklung

und den Verlauf der akuten Pankreatitis in den verschiedenen Gruppen zu untersuchen.

3.1 Erfolgreiche Induktion der Pankreatitis im Taurocholat-

Modell

Die retrograde, intraduktale Injektion von Taurocholat fiihrte bei den behandelten Tie-
ren zu einer akuten nekrotisierenden Pankreatitis. Als Bestatigung dienten ein Anstieg
der Pankreasenzyme im Serum sowie der histologische Nachweis einer Schadigung des
Pankreas. Durch die Schadigung der Azinuszellen werden die Pankreasenzyme Amylase
und Lipase aus untergehenden Zellen freigesetzt und dienen daher als Marker fiir die
Schwere der Pankreatitis. Ein Anstieg der Amylase- bzw. Lipase-Werte im Serum tuber
ein Dreifaches der Norm kennzeichnet eine akute Pankreatitisl. Zudem ldsst sich die
akute Pankreatitis histologisch nachweisen. Hierzu wurden in der H.E.-Farbung die Nek-
roseareale und die Infiltration durch Leukozyten beurteilt. Mithilfe der scheinoperierten
Gruppen konnten die genannten Parameter verglichen und so die erfolgreiche Induktion

einer akuten nekrotisierenden Pankreatitis nachgewiesen werden.

Abbildung 1, 2 und 3 verdeutlichen eine erfolgreiche Induktion der Pankreatitis durch
retrograde Injektion von Taurocholat. Sowohl die Wildtyp-Kontrolle als auch die BPI -/-
Tiere hatten ab 24 Stunden nach Taurocholat-Injektion signifikant hohere Amylase-
Werte im Serum als die scheinoperierten Tiere. Bestatigt wurde dies durch die Analyse
der Lipase im Serum und der ausgepragten Schwere in der Histologie, 72 Stunden nach
Intervention fielen die Amylase- und Lipase-Werte wieder. Die Schwere der Pankreatitis
in der Histologie nahm dagegen im zeitlichen Verlauf bis 72 Stunden nach Induktion der
Pankreatitis zu. Damit verbunden war auch eine Zunahme der Nekrosen und Infiltration
durch Leukozyten. In den scheinoperierten Tieren konnte kein Anstieg der Pan-
kreasenzyme beobachtet werden. Histologisch lag zwar eine milde Infiltration durch

Leukozyten vor, Nekrosen oder ein Schaden im Pankreas blieben aber aus.
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Abbildung 1 Bestimmung der Amylase und Lipase im Serum zur Darstellung der Schwere
der Pankreatitis. Die scheinoperierten Tiere (Schein-OP) zeigten keine Verdnderungen der
Amylase und Lipase und entwickelten keine Pankreatitis. Die operierten WT (Wildtyp) und BPI -
/- (BPI Knockout) Tiere entwickelten nach 24 Stunden eine Pankreatitis, die WT-Mause zeigten
hierbei eine signifikant schwerere Pankreatitis. Die Konzentration der Pankreasenzyme nahm
nach 48 Stunden weiter zu, um nach 72h erwartungsgemafd stark abzufallen bei histologisch-
persistierender Pankreatitis. (* = p<0,05)
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3.2 Lokale Auswirkungen der Pankreatitis

Eine schwere akute Pankreatitis zeichnet sich durch Nekrosen und eine starke Entziin-
dungsreaktion aus. Zur Bewertung der lokalen Schwere der Pankreatitis spielten zwei
Aspekte eine wesentliche Rolle: Der strukturelle Schaden des Pankreas und die Inflam-

mationsreaktion.

3.2.1 Lokaler Schaden im Pankreas

Die Schwere des lokalen Schaden lasst sich durch die Messung der freigesetzten Pan-
kreasenzyme und durch histologische Untersuchungen darstellen. Histologisch lasst sich
der lokale Schaden im Pankreas in der H.E.-Farbung nachweisen und mithilfe eines his-
tologischen Scores beurteilen. Die Lobuli erscheinen aufgelockert, je nach Schwere und
Zeitpunkt finden sich grofde Nekroseareale und Hamorrhagien. Auf3erdem wandern ver-
starkt Makrophagen und neutrophile Granulozyten im Rahmen der unspezifischen Im-

munantwort ein.

Wahrend des Beobachtungszeitraums von 72 Stunden nahm die Schwere der Pankreati-
tis in beiden Versuchsgruppen zu. Innerhalb der ersten 24 Stunden entwickelten die
Wildtyp-Mause eine statistisch signifikant schwerere Pankreatitis als die BPI -/- Mause.
Sowohl die Enzymaktivitdt im Serum (Abb.1) als auch der histologische Score (Abb. 2
und Abb. 3) waren signifikant erhoht. Neben groferer Nekrose-Areale in den WT-
Mausen, fand auch eine starkere Infiltration durch Leukozyten statt (Abb. 2 und Abb. 3
A+B).

Ein dhnliches Ergebnis zeigte sich auch 48 Stunden nach Taurocholat-Injektion. Die WT-
Mause hatten beziiglich der Amylaseaktivitit im Serum weiterhin eine signifikant
schwerere Pankreatitis als die BPI -/- Mduse. Wobei zu diesem Zeitpunkt die Zunahme
der Schwere der Pankreatitis in den BPI -/- Mdusen im Verhaltnis starker zugenommen
hatte. Gleiches zeigte sich in der Bestimmung der Lipase und in der histologischen Auf-
arbeitung, jedoch ohne Signifikanz. Nach 72 Stunden konnte, wie oben beschrieben, ein
Riickgang der Amylase und Lipase beobachtet werden. Die Pankreatitis persistierte je-
doch und die Schwere der Pankreatitis nahm weiter zu. Wahrend in der Histologie nach
48 Stunden die Schwere stagnierte oder nur leicht zunahm, war nach 72 Stunden ein

deutlicher Schaden zu beobachten. Sowohl in der Gruppe der BPI -/- Mause als auch in
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der Gruppe der WT Mause wurden grofde Nekroseareale sichtbar, begleitet von einer

vermehrten Invasion von Leukozyten (Abb. 2 und Abb. 3).

BPI -/-

BPI -/-
Schein-OP

WT

WT
Schein-OP

Abbildung 2 Reprisentative Bilder des Pankreas in H.E. Fiarbung: In den scheinoperierten
(Schein-OP) Tieren zeigten sich passend zu den Amylase und Lipase-Werten keine Nekrosen.
Der Schaden der operierten WT (Wildtyp)-Tiere ist zundchst deutlich starker. Ab 48 Stunden
nach Operation ist eine zunehmende Schadigung der Pankreata der BPI -/- (BPI Knockout) Mau-
se zu beobachten. Nach 72 Stunden ist in beiden eine ausgeprigte Zerstorung des Pankreas zu
erkennen, begleitet von zahlreichen Leukozyteninfiltraten.

Der lokale Schaden im Pankreas fiel in den BPI -/- Mausen initial deutlich milder aus als
in den WT-Tieren. Verdeutlich wird dies durch die signifikanten Unterschiede in den
serologischen sowie histologischen Untersuchungen. 48 Stunden nach Taurocholat-
Injektion konnte dann eine deutliche Zunahme der Pankreatitis in den BPI -/- Mausen
mit einem massiven intrapankreatischen Schaden beobachtet werden, der dhnlich wie in

den WT-Tieren ausfiel.
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Abbildung 3 A -C Histologische
Beurteilung der Pankreatitis

Der Gesamt-Score (C) errechnet
sich aus der Summe der Leukozy-
teninfiltrate (A) und der Pan-
kreasnekrosen (B).

Nach 24 Stunden hatten die WT
(Wildtyp)-Mause einen Gesamt-
Score, der signifikant hoher war
als bei den BPI -/- (BPI Knockout)
Mausen.

Die Leukozyteninfiltrate (A) waren
nach 24 Stunden ebenfalls signifi-
kant erhoht. Im Verlauf der Pan-
kreatitis nahmen die Nekrosen (B)
und vor allem die Leukozytenin-
filtrate in den BPI -/- Mausen deut-
lich zu. Nach 72 Stunden konnten
keine Unterschiede in den beiden
Gruppen festgestellt werden. Die
scheinoperierten (Schein-OP) Tie-
re zeigten einen leichten Anstieg
des Gesamt-Scores, der hauptsach-
lich durch die Infiltration durch
Leukozyten bedingt war.

(* =p=<0,05)

39



3.2.2 Inflammatorische Reaktion im Pankreas

In der Pathogenese der akuten Pankreatitis spielt, neben der Stérung der exokrinen
Funktion und der daraus folgenden Schadigung der Azinuszellen, das Immunsystem eine
entscheidende Rolle. Sowohl bei der Entstehung als auch bei der Aufrechterhaltung der
Entziindung sind Zellen des Immunsystems beteiligt. Wie in der Einleitung beschrieben
wurde, beeinflusst das Immunsystem mafdgeblich die Schwere der Pankreatitis. Zu Be-
ginn kommt es zur Einwanderung von Zellen der unspezifischen Immunabwehr, wie
Makrophagen und neutrophilen Granulozyten. Dabei fiihren vor allem Enzyme der
neutrophilen Granulozyten, wie die Myeloperoxidase zu einer weiteren Schadigung der
Azinuszellen und Zerstorung der Gewebearchitektur. Makrophagen sind daneben auch
wichtige Produzenten von Zytokinen. So werden durch proinflammatorische Zytokine
und Chemokine weitere Leukozyten angelockt. Zusatzlich folgen Zellen des adaptiven
Immunsystems. Zytokine losen in physiologischen Konzentrationen typische Entziin-
dungsreaktionen, wie Fieber oder gesteigerte Gefafdpermeabilitdat aus, konnen aber in
hohen Konzentrationen zur Entstehung einer iiberschieffenden Immunantwort beitra-
gen und zu einem weiteren Schaden fiihren. Dies wird als sogenanntes Systemic In-
flammatory Response Syndrome (SIRS) bezeichnet.

Der Nachweis von Leukozyteninfiltraten im Pankreas gibt Hinweise liber die Schwere
der Pankreatitis und die Beteiligung des Immunsystems im Versuch. Die Infiltration des
Pankreas durch Leukozyten wurde durch den histologischen Score dargestellt. Um eine
differenzierte Betrachtung der Zellen zu ermdoglichen, wurden Makrophagen zudem mit-
tels Immunfluoreszenz (Antikérper gegen F4/80) im pankreatischen Gewebe angefarbt.
Aufierdem erfolgte die Bestimmung der Myeloperoxidase-Aktivitat im Pankreashomo-

genisat, um Hinweise tiber die Infiltration durch neutrophile Granulozyten zu erhalten.

In Abbildung 3A ist die Infiltration der Leukozyten in das Pankreas in der H.E. Farbung
dargestellt. Vor Beginn der Intervention (Zeitpunkt Oh) zeigten sich keine Unterschiede.
Nach 24 Stunden ist die Infiltration in den WT-Tieren signifikant h6her als in den BPI -/-
Tieren. Die BPI - /- Maduse haben zu diesem Zeitpunkt keine hohere Gesamtinfiltration als
die scheinoperierten Tiere. 48 Stunden nach Intervention gibt es aber keine signifikan-
ten Unterschiede mehr zwischen den operierten WT- und BPI -/- Mdusen beziiglich der
Infiltration der Pankreata durch die Leukozyten. Die Werte der WT-Mause bleiben zu

diesen Zeitpunkt auf einem konstanten Level, in den BPI -/- Mausen ist ein deutlicher
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Anstieg der Leukozyteninfiltration zu erkennen. Nach 72 Stunden findet sich bei den BPI

-/- Mausen eine dhnliche Infiltration des Pankreas wie bei den WT-Mausen.

Um die Gesamtzahl der infiltrierenden Leukozyten im Pankreas differenzieren zu kon-
nen, wurden weitere Messungen unternommen. Der Anteil der neutrophilen Granulozy-
ten wurde mithilfe der Bestimmung der Myeloperoxidase-Aktivitat im Pankreashomo-
genisat dargestellt, einem Enzym, welches nur in neutrophilen Granulozyten exprimiert

wird (Abb. 4)

1000 7

_ BPI-/-
=
2 800" B wr
°
1
m -
w 600
=
~
= 400"
g
(=) -
by 200
=
0 T T T
A A >
Q ,"N ,\"1

Zeitnach der Operation

Abbildung 4 Bestimmung der Myeloperoxidase-Aktivitiat im Pankreas als Marker fiir die
Infiltration durch neutrophile Granulozyten. Im Verlauf der Pankreatitis waren weniger
neutrophile Granulozyten im Pankreas der BPI -/- (BPI Knockout) Mause als in den WT (Wild-
typ)-Mausen nachzuweisen.

Die WT-Mause zeigen bereits 24 Stunden nach Taurocholat-Injektion eine deutliche In-
filtration durch neutrophile Granulozyten, die sich auch nach 72 Stunden auf einem dhn-
lichen Niveau befindet. Nach 24 Stunden finden sich deutlich weniger Neutrophile in den
BPI-/- Tieren als in den WT-Kontrollen. Ihre Anzahl nimmt zwar nach 72 Stunden zu,

bleibt aber weiter unter den Werten der WT-Kontrolle.

Eine weitere wichtige Subpopulation der Leukozyten, die in der frithen Phase der Pan-
kreatitis eine Rolle spielt, sind die Makrophagen. Um den Anteil der Makrophagen am
Gesamtinfiltrat der Leukozyten zu untersuchen, wurden mithilfe einer Immunfluores-

zenzfarbung von F4/80 Makrophagen im Pankreas dargestellt.
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Abbildung 5 Reprisentative Bilder zur Infiltration durch Makrophagen. Immunfluores-
zenzfirbung von F4/80 im Pankreas. Im Verlauf der Pankreatitis findet eine Verstiarkte Mig-
ration von Makrophagen statt. In den BPI -/- (BPI Knockout) Tieren sind im Verlauf der Entziin-
dung deutlich mehr Makrophagen zu finden als in den WT (Wildtyp)-Tieren.

In beiden Versuchsgruppen ist gleichermafien eine Zunahme der Makrophagen Infiltra-
tion innerhalb der ersten 24 Stunden zu sehen, passend zu einer Inflammationsreaktion
nach Induktion der Pankreatitis. Nach 72 Stunden ergibt sich ein leichter Riickgang der
Makrophagen in den WT-Tieren, wohingegen eine weitere Zunahme der Makrophagen

in den BPI -/- Tieren zu beobachten ist.

In beiden Gruppen war mit der Zunahme der Leukozyteninfiltration auch eine Zunahme
der Schwere der Pankreatitis zu beobachten. Wahrend in den WT-Tieren schon friih ei-
ne Leukozyteninfiltration auftrat, nahm in den BPI -/- Mausen die Infiltration erst nach
48 Stunden zu. Die Versuchsgruppen unterschieden sich zudem in der Zusammenset-
zung der einwandernden Leukozyten. In der Gruppe der WT waren es vor allem neutro-
phile Granulozyten. Die Infiltration durch Makrophagen war in den BPI -/- Mausen aus-

gepragter als in den WT-Mausen.
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Abbildung 6 Infiltration des Pankreas durch Makrophagen, Auswertung der Immunfluo-
reszenz. Die Infiltration durch Makrophagen nimmt im Verlauf deutlich zu; in den BPI -/- (BPI
Knockout) Mausen nach 72h deutlich mehr als in den WT (Wildtyp)-Mausen.

3.2.3 Bakterielle Translokation in das Pankreas

Eine geflirchtete Komplikation in der Klinik der schweren Pankreatitis ist die infizierte
Pankreasnekrose. Die vorherigen Abschnitte zeigten wie sich im Verlauf der Pankreatitis
in beiden Gruppen grofde Nekroseareale ausgebildet hatten. Als potenzielle Infektions-
quelle dieser Nekrosen kommt der Darm in Frage, der im Rahmen des SIRS geschadigt
wurde. Da das Pankreas normalerweise steril ist, kann der Nachweis von Bakterien im
Pankreas ein Hinweis auf infizierte Nekrosen sein. Um zu untersuchen, ob eine Infektion
des Pankreas stattgefunden hat, wurden Teile des Pankreas von Tieren mit schwerer
Pankreatitis unter sterilen Bedingungen homogenisiert, auf Agarplatten bebriitet und
nach 24 Stunden das Wachstum von Bakterienkolonien verglichen. Die Ergebnisse wur-
den in koloniebildenden Einheiten pro mg (CFU/mg) Pankreashomogenisat angegeben

und sind in Abbildung 7 dargestellt.

Im gesamten Beobachtungszeitraum konnte keine bakterielle Translokation in die Pan-
kreata der scheinoperierten Tiere beobachtet werden. Das gleiche Ergebnis zeigte sich
bei den WT- und BPI -/- Tieren 24 Stunden nach Taurocholat-Injektion. Nach 48 Stun-
den fand in beiden Gruppen ein Anstieg der CFUs/mg Pankreasgewebe statt. Im weite-
ren Verlauf zeigte sich folgende Entwicklung: Im Pankreas der WT-Mause nahm die bak-

terielle Belastung wieder ab und befand sich wieder auf dem Ausgangsniveau. In den
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BPI -/- Mdusen nahm hingegen die bakterielle Belastung deutlich zu und war nach 72
Stunden deutlich hoher als in den anderen Tieren. Aufgrund der deutlichen Schwan-

kungsbreite lag hier keine Signifikanz vor.
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Abbildung 7 Ergebnis der bakteriologischen Untersuchung des Pankreas. Angegeben sind
koloniebildende Einheiten (CFU) pro mg Pankreashomogenisat. Eine bakterielle Belastung war
erstmals nach 48 Stunden festzustellen. In der Gruppen der scheinoperierten (Schein-OP) Tiere
liefRen sich keine Bakterien nachweisen. Nach 48 Stunden ist sowohl in der Gruppe der BPI -/-
(BPI Knockout) als auch in der Gruppe der WT (Wildtyp) Mause eine bakterielle Besiedlung auf-
getreten, die in den BPI - /- Mdusen nach 72 Stunden weiter zunimmt.

3.3 Systemische Auswirkungen der Pankreatitis

Die hohe Mortalitat der schweren Pankreatitis ist vor allem mit den systemischen Kom-
plikationen assoziiert. Die hohe lokale Ausschiittung an Zytokinen fiihrt zu einer starken
pro-inflammatorischen Reaktion des Immunsystems (SIRS) und kann zu einem Multior-
ganversagen fithren. Um die systemischen Auswirkungen der Pankreatitis beurteilen zu
konnen, wurden stellvertretend die Zytokinkonzentrationen im Serum, die Leukozyten
in der Milz und die Myeloperoxidase in der Lunge bestimmt.
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3.3.1 Zytokinbestimmung im Serum

Um die Aktivierung des Immunsystems zu untersuchen, wurden Zytokine zu Beginn der
Erkrankung (nach 24 Stunden) und im spateren Verlauf (nach 72 Stunden) bestimmt.
Stellvertretend wurden die Serumkonzentrationen des Zytokins IL-6 und des Chemokins
MCP-1 bestimmt. Die Zytokine wurden an fluoreszierende Beads gekoppelt und in der

Durchflusszytometrie gemessen.
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Abbildung 8 A+B Bestimmung des Interleukins IL-6 und des Chemokins MCP-1 im Serum.
A Die IL-6 Konzentration nimmt zunichst nur in den WT (Wildtyp)-Tieren erheblich zu, der Un-
terschied zu den BPI -/- (BPI Knockout) Mausen ist statistisch signifikant. Im weiteren Verlauf
gleichen sich die IL-6 Konzentrationen in den Seren der Gruppen an, wobei in der Gruppe der
BPI -/- Mause eine Zunahme der IL-6 Konzentration zu beobachten war, wahrend sie in den WT-
Mausen abnahm. B Wahrend der Entziindung ist in beiden Gruppen zunéachst eine deutliche Zu-
nahme der Serumkonzentration von MCP-1 zu erkennen. Diese nimmt nach 72 Stunden in der
Gruppe der BPI -/- Mause weiter zu, wahrend sie in den WT Mausen wieder abnimmt. Trotz ein-
deutiger Tendenz liegt nach 72 Stunden keine statistische Signifikanz vor. (* = p<0,05)

IL-6 ist ein wichtiges pro-inflammatorisches Zytokin und wird unmittelbar durch TNF- «
und IL-1 beeinflusst. In der frithen Entwicklung von Entziindungsreaktionen spielt es
eine wichtige Rolle und aktiviert unter anderem T-Lymphozyten. Erh6hte IL-6 Konzent-
rationen weisen auf eine schwere Pankreatitis und systemische Komplikationen hin. In
Abbildung 8A sieht man nach 24 Stunden einen deutlichen Anstieg der IL-6 Konzentra-
tion im Serum der WT-Mause. Im Vergleich dazu stieg der IL-6 Wert der BPI -/- Mause
nur marginal an, hier war ein statistisch signifikanter Unterschied zwischen den Grup-
pen zu erkennen. Nach 72 Stunden nahm die IL-6 Konzentration im Serum der WT-
Maduse ab, wiahrend die IL-6 Konzentration im Serum der BPI -/- Mause zunahm. Die
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Entwicklung der Serumkonzentration des IL-6 verlduft entsprechend zum zuvor be-
schriebenen Verlauf der Entziindungsreaktion im Pankreas und der damit verbundenen

lokalen Schadigung in den Versuchsgruppen.

MCP-1 spielt ebenso eine wichtige Rolle in der schweren Pankreatitis. Das Chemokin ist
unter anderem wichtig fiir die Aktivierung und Migration von Monozyten. In Abbildung
8B ist die Entwicklung der MCP-1 Konzentration im Serum dargestellt. In beiden Grup-
pen konnte nach 24 Stunden eine Zunahme beobachtet werden. Jedoch nahm die MCP-1
Konzentration im Serum der BPI -/- Mause in der spateren Phase weiter zu und war er-
heblich hoher als die Konzentration in den WT-Mausen, deren MCP-1 Konzentration im
Serum zu diesem Zeitpunkt stark gesunken war. Der deutliche Unterschied nach 72
Stunden ist aufgrund der hohen Streuung nicht signifikant, konnte aber die verstarkte

Infiltration des Pankreas durch Makrophagen nach 72 Stunden erklaren.

3.3.2 Bestimmung der Leukozyten in der Milz

Im Rahmen der starken Immunantwort sind sowohl Zellen des unspezifischen als auch
adaptiven Immunsystems beteiligt. Nach der lokalen Reaktion der Makrophagen und
neutrophilen Granulozyten im Pankreas werden weitere Leukozyten tliber Zytokine und
Chemokine aktiviert und rekrutiert. Sie tragen dann zur systemischen Reaktion in der
akuten Pankreatitis bei. Die Milz erfiillt als grofdtes lymphatisches Organ wichtige Funk-
tionen im Immunsystem. Hier erfolgt die Aktivierung von Lymphozyten, aufderdem dient
sie als Speicherort von Monozyten. Anderungen in der Zusammensetzung und Aktivie-
rung der Leukozytenpopulationen in der Milz konnen Hinweise auf den Zustand des
Immunsystems wahrend der Pankreatitis geben. Um dies zu iliberpriifen, wurden die
Zellen der Milz mit entsprechenden Antikérpern angefarbt und mittels Durchflusszyto-

metrie untersucht.

In Abbildung 9 ist der Anteil der Monozyten (F4/80* markierte Zellen) und neutrophilen
Granulozyten (Gr-1* markierte Zellen) dargestellt. In den Milzen der BPI -/- Mause wa-
ren vor der Taurocholat-Injektion signifikant weniger Monozyten zu finden. Nach 48
Stunden nahm in den Milzen der BPI -/- und WT- Tiere die Anzahl der Monozyten zu-
nachst stark zu. Nach 72 Stunden ging die Anzahl der Monozyten in den Milzen beider
Gruppen wieder zuriick (Abbildung 9A). Dabei fanden sich wieder tendenziell weniger
Monozyten in den BPI -/- Tieren. Ein gegensatzliches Bild zeigte sich bei den neutrophi-
len Granulozyten. Innerhalb der ersten 48 Stunden ergaben sich keine ausgepriagten
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Verdanderungen in den Milzen beider Gruppen. Die Anzahl neutrophiler Granulozyten in
BPI -/- Mausen nahm zunichst ab. In WT-Mdusen befanden sich zu diesem Zeitpunkt
mehr neutrophile Granulozyten in den Milzen. Nach 72 Stunden fand dann eine deutli-
che Zunahme der Neutrophilen statt. Es fanden sich jedoch keine signifikanten Unter-

schiede zwischen den Gruppen.
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Abbildung 9 A+B Anteil der Monozyten (F4/80+ markierte Zellen) und neutrophilen Gra-
nulozyten (Gr-1* markierte Zellen) an den Gesamtleukozyten in der Milz.

A Im Verlauf der Pankreatitis nahm die Anzahl der Monozyten in den Milzen zunéchst zu und fiel
nach 72 Stunden wieder ab. Vor Taurocholat-Injektion waren in der BPI -/- (BPI Knockout)
Gruppe signifikant weniger Monozyten als in der WT (Wildtyp) Gruppe. B Der Anteil der
neutrophilen an den Leukozyten war in den BPI -/- Mdusen héher als in den WT-Méausen. Nach
72 Stunden waren in beiden Gruppen deutlich mehr neutrophile Granulozyten als zu Beginn. (*
= p=<0,05)

Im spaten Stadium der Pankreatitis nimmt die Bedeutung der Lymphozyten zu. T-
Helfer-Zellen sind beispielsweise mafdgeblich sowohl in pro- als auch in anti-
inflammatorische Prozesse involviert. B-Zellen sind die Hauptproduzenten von Antikor-
pern. Im Verlauf der Pankreatitis dndert sich die Zusammensetzung der Lymphozyten.
Im Folgenden werden die verschiedenen Lymphozytenpopulationen in der Milz be-
leuchtet. Durch Antikérper gegen die Oberflachenproteine CD3 und B220 wurden zu-

nachst die T- und B- Lymphozyten unterschieden.
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Abbildung 10 A+B Anteil der T-Lymphozyten (CD3+) und B-Lymphozyten (B220+) in der
Milz. A Der Anteil der T-Lymphozyten in der Milz nimmt nach 48 Stunden zu und fallt nach 72
Stunden in beiden Gruppen deutlich ab. B Die B-Lymphozyten in der Milz nehmen im Verlauf der
Pankreatitis ab. Nach 72 h finden sich signifikant weniger B-Lymphozyten in den BPI -/- Miusen
(BPI Knockout) als in den WT Mausen (Wildtyp). (* = p<0,05)

Der Anteil der T-Lymphozyten (CD3+) unterschied sich im Verlauf der Pankreatitis nur
gering in den Gruppen (Abbildung 10A). Nach 48 Stunden konnte eine Zunahme beo-
bachtet werden. Jedoch fand im spateren Verlauf der Erkrankung ein deutlicher Abfall
statt und der Anteil der T-Lymphozyten in der Milz halbierte sich. Abbildung 10B zeigt
den Anteil der B-Lymphozyten (B220+) in der Milz. Vor der Intervention und 48 Stunden
nach der Taurocholat-Injektion war der B-Lymphozyten Anteil in den BPI-/- héher als in
den WT-Tieren. Dies dnderte sich dagegen nach 72 Stunden. Wahrend sich der Anteil in
den WT-Tieren im Verlauf der Erkrankung nur marginal dnderte, zeigte sich eine signifi-

kante Reduktion in den BPI -/- Mausen.

Die T-Lymphozytenpopulation ldsst sich weiter differenzieren in T-Helfer-Zellen (CD4+)
und zytotoxische T-Zellen (CD8*). T-Helferzellen interagieren mit Makrophagen und
beeinflussen die weitere Immunantwort. So Kkoénnen sie beispielsweise pro-
inflammatorische Zytokine produzieren. Dagegen wirkt eine Untergruppe der T-
Helferzellen - die regulatorischen T-Zellen (Treg) (foxp3*/CD25*) - anti-

inflammatorisch.
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Abbildung 11 A+B Anteil der T-Helfer-Zellen (CD4+) und zytotoxischen T-Zellen (CD8*) an

den T-Lymphozyten (CD3+) in der Milz.

A Der Anteil der T-Helfer Zellen war zunéchst geringer in den BPI - /- (BPI Knockout) Mdusen als
in den WT (Wildtyp)-Mausen, nach 48 Stunden war der Anteil signifikant geringer. B Die Anzahl

der CD8*Zellen nahm in beiden Gruppen im Verlauf der Erkrankung ab. Nach 48 Stunden zeigten
sich in den BPI -/- Mausen signifikant weniger CD8+-Zellen als in den WT-Mausen. (* = p<0,05)

Der Anteil der T-Helfer-Zellen an den T-Lymphozyten nahm in beiden Gruppen nach
Induktion der Pankreatitis zunachst ab (Abbildung 11 A). In der BPI -/- Gruppe war der
Anteil der T-Helfer Zeller nach 48 Stunden statistisch signifikant niedriger als in der WT-
Gruppe. Nach 72 Stunden nahm der Anteil der T-Helfer-Zellen wieder zu, dabei war der
Anteil in den BPI -/- Tieren hoher als in den WT-Tieren. Bei den zytotoxischen T-Zellen
fiel 48 Stunden nach Taurocholat-Injektion ein deutlicher Abfall in der Gruppe der BPI -
/- Tiere auf, der sich auch nach 72 Stunden nicht dnderte (Abbildung 11 B). Nach 48
Stunden lagen in den BPI -/- Mdusen im Vergleich zu den WT-Mausen signifikant weni-

ger CD8*-Zellen vor, dies zeigte sich tendenziell auch nach 72 Stunden.

Wie bereits angemerkt wurde, konnen regulatorische T-Helfer Zellen eine iliberschie-
3ende Immunantwort hemmen. Um den Anteil der regulatorischen T-Zellen darzustel-
len, wurden daher die CD4+*-Lymphozyten weiter differenziert. Durch Antikérper gegen

foxP3 und CD25 konnten in der Durchflusszytometrie die Treg dargestellt werden.

Abbildung 12 zeigt die Ergebnisse der Durchflusszytometrie. Der Anteil der Tregnahm 48
Stunden nach Taurocholat-Injektion zu. Dabei liefd sich vor allem in den WT-Mausen

eine deutliche Zunahme erkennen. In den BPI -/- Mausen fanden sich zu diesem Zeit-
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punkt signifikant weniger regulatorische T-Helfer Zellen. Nach 72 Stunden glichen sich

die Werte wieder an.
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Abbildung 12 Anteil regulatorischer T-Zellen (T..;) (foxP3+/CD25*) an den gesamten T-
Helfer-Zellen in der Milz. Nach 48 Stunden nahm der Anteil der T, vor allem in den WT (Wild-
typ) -Tieren zu und war signifikant héher als in den BPI -/- (BPI Knockout) Tieren, nach 72
Stunden zeigte sich kein Unterschied mehr. (* = p<0,05)

Zusatzlich wurde untersucht, wie sich der Anteil der aktivierten und naiven T-Helfer-
Zellen im Verlauf der Erkrankung verandert. Dazu wurden T-Helfer Zellen anhand der
Expression der Oberflachenproteine CD69 und CD62L differenziert. CD62L (L-Selektin)
ist ein wichtiger ,homing receptor naiver T-Zellen und wird nach Aktivierung nicht
mehr exprimiert. Umgekehrt ist CD69 auf Oberflachen von aktivierten T-Zellen zu fin-
den.

Abbildung 13 A zeigt den Anteil naiver (inaktiver) T-Helfer-Zellen im Verlauf der Pan-
kreatitis. In beiden Versuchsgruppen war nach Induktion der Pankreatitis eine deutliche
Abnahme naiver T-Helfer Zellen zu beobachten, parallel zur Entwicklung der akuten
Pankreatitis. Dabei reduzierte sich ihr Anteil nahezu um die Halfte. Erstaunlicherweise
fanden sich in den BPI -/- Mdusen bereits vor der Taurocholat-Injektion signifikant we-
niger naive T-Helfer-Zellen. Passend zu diesen Ergebnissen zeigten die BPI -/- Mause
noch vor der Induktion der Pankreatitis eine signifikant hohere Aktivierung der T-Helfer
Zellen (Abbildung 13 B). Im Verlauf der Erkrankung nahm diese weiter zu. In den WT-

Mausen hingegen war nur eine geringe Aktivierung zu beobachten.

50



A CD62L"/CD69° B CD69"/CD62L"
1007 _ 207
: x g
; 80 ; %
N N 151
+ +
< <+
a 601 a
(&)
g ~ 107
+ +
o - o
a 40 8
(&)
S : 5 -
= 2° <
£ X
0 T T 0 T T
> > - N > Q)
Q 5 A
u A BPI-/- 3 A
Zeitnach der Operation | RUAN Zeitnach der Operation

Abbildung 13 A+B Anteil aktivierter T-Helfer-Zellen (CD69+*/CD62-) und naiver (inakti-
ver) T-Helfer-Zellen (CD62+/CD69-) an den gesamten T-Helfer-Zellen in der Milz.

A Der Anteil naiver T-Helfer Zellen nahm nach Induktion der Pankreatitis deutlich ab.

B Bereits vor Induktion einer Pankreatitis fanden sich signifikant mehr aktivierte T-Helfer Zellen
in den BPI -/- (BPI Knockout) Mausen. Thr Anteil nahm 72 Stunden nach Taurocholat-Injektion
leicht zu. Der Anteil aktivierter T-Zellen war in den WT (Wildtyp)-Tieren stets niedriger. (* =
p<0,05)

Zusammenfassend war der Anteil der gesamten T-Lymphozyten an den Gesamtleukozy-
ten im Zeitraum der Beobachtung in beiden Versuchsgruppen dhnlich, nach einer Zu-
nahme nach 48 Stunden trat ein deutlicher Riickgang nach 72 Stunden auf. Der Anteil
der CD8* T-Zellen nahm im Verlauf der Erkrankung ab, in den BPI -/- Mausen starker als
in der Kontrolle. Die CD4* T-Zellen zeigten einen dhnlichen Verlauf in den Gruppen. Be-
reits vor Induktion der Pankreatitis waren in den BPI -/- Mausen prozentual weniger
inaktive T-Zellen vorhanden. Die Anzahl der aktiven T-Helfer Zellen war in den BPI
Mausen signifikant hoher, nahm aber erst nach 72 Stunden zu, wohingegen die Zahl ak-

tiver T-Zellen in den WT-Mausen nach 72 Stunden wieder abnahm.

3.3.3 Infiltration der Lunge durch neutrophile Granulozyten

Die Lunge gehort zu den Organen, die im Rahmen des SIRS besonders schwer betroffen
sind. Dabei kann im schlimmsten Fall ein Acute Respiratory Distress Syndrome (ARDS)
auftreten.

In Abbildung 14 wird durch die Bestimmung der Myeloperoxidase im Lungenhomogeni-
sat die Infiltration der Lunge durch neutrophile Granulozyten im Verlauf der akuten

Pankreatitis dargestellt.
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Nach der Injektion von Taurocholat trat bereits nach 24 Stunden eine deutliche Zunah-
me der inflammatorischen Reaktion in der Lunge auf, die im weiteren Verlauf weiter
stieg. In der Frithphase der Entziindung wiesen die BPI -/- Mause gegeniiber den WT-
Mausen eine geringere Menge an MPO in der Lunge auf, die sich im weiteren Verlauf den

Werten der WT-Mause anglich.
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Zeitnach der Operation

Abbildung 14 Bestimmung der Myeloperoxidase-Aktivitit (MPO) in der Lunge als Marker
fiir die Infiltration durch neutrophile Granulozyten. In beiden Gruppen war nach Tauro-
cholat-Injektion eine zunehmende Infiltration von neutrophilen Granulozyten zu sehen. Nach 24
Stunden war eine stirkere Infiltration in den Lungen der WT (Wildtyp)- Mause zu erkennen,
nach 72 Stunden glichen sich die Werte der WT und der BPI -/- (BPI Knockout) Gruppe an.

3.4 Uberlebenskurve

Die Beobachtungen legen nahe, dass die BPI -/- Mause zunachst eine signifikant mildere
Pankreatitis entwickelten. Allerdings war nach 72 Stunden kein Unterschied mehr zwi-
schen den WT- und BPI -/- Mausen in der Schwere der Pankreatitis zu erkennen. Aufder-
dem fand in den BPI -/- Mausen eine enorme Zunahme der Nekrosen und der Inflamma-
tion zum Ende des Beobachtungszeitraums statt. Deshalb stellte sich die Frage, ob die
BPI -/- Miuse méglicherweise Uberlebensnachteile in der spiteren Phase der Pankreati-
tis hatten. Um das Langzeitiiberleben der BPI -/- Tiere zu untersuchen, wurde wie zuvor
beschrieben eine Pankreatitis in BPI -/- und WT-Tieren induziert. In einem Beobach-

tungszeitraum von 192 Stunden wurden die Tiere in drei-stiindigen Intervallen kontrol-
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liert. Verstorbene Tiere wurden dokumentiert und das Ergebnis als Uberlebenskurve

nach Kaplan-Meier festgehalten. Der Beobachtungszeitraum endete nach 192 Stunden.
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Abbildung 15 Uberlebenskurven nach Kaplan-Meier der BPI -/- und WT-Tiere iiber einen
Beobachtungszeitraum von 192 Stunden. Zu Beginn starben weniger BPI -/- (BPI Knockout)
Mause. Jedoch nahm die Mortalitdt nach 80 Stunden deutlich zu und unterschied sich letztlich
nicht signifikant von der Mortalitdt der WT (Wildtyp)-Mause.

Nach ca. 45 Stunden lagen die ersten letalen Ereignisse in der Gruppe der WT-Tiere vor.
Innerhalb der ersten 72 Stunden starben hingegen keine Tiere in der BPI -/- Gruppe.
Nach 80 Stunden konnte eine Zunahme der Mortalitat in beiden Versuchsgruppen beo-
bachtet werden. Im spateren Verlauf der Pankreatitis stieg vor allem in der BPI -/-
Gruppe die Mortalitdt nochmals an, sodass sich letztlich kein signifikanter Unterschied

feststellen lief2.
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4 Diskussion

Die akute Pankreatitis kann einen schweren, lebensbedrohlichen Verlauf nehmen. Dabei
bestimmen vor allem die Komplikationen der Pankreatitis wie Multiorganversagen und
Sepsis die Mortalitat. Eine besondere Gefahr geht von infektiosen Komplikationen wie
infizierten Pankreasnekrosen aus. Das Auftreten infizierter Pankreasnekrosen und einer

Sepsis sind mit einer Mortalitédt von bis zu 40% assoziiert113.

Das Immunsystem ist mafdgeblich an der Entstehung und Entwicklung der Pankreatitis
beteiligt. Vor allem die systemischen Auswirkungen der akuten Pankreatitis werden
durch das Immunsystem mitbestimmt. Dabei konnen Fehlregulationen des Immunsys-
tems schwerwiegende Konsequenzen haben. Eine friihe Uberreaktion des Immunsys-
tems (SIRS) kann zum Multiorganversagen fiihren. In der spaten Phase der Pankreatitis
hingegen kann eine kompensatorische Reaktion mit verminderter Immunantwort
(CARS) auftreten. In der Folge fehlt dem Korper die Inmunkompetenz, um eingedrun-

gene Erreger zu bekdmpfen, sodass septische Komplikationen drohen.

In diesem Zusammenhang ist die Gefahr der Entstehung infizierter Pankreasnekrosen
hervorzuheben, die mit einem deutlichen Anstieg der Mortalitat einhergehen. Wahrend
der Pankreatitis kann eine Schiadigung des Darms auftreten. Durch diese kann eine Sto-
rung der gastrointestinalen Permeabilitat hervorgerufen werden und es kann zu einer
bakteriellen Translokation kommen, die wiederum zu einer Infektion pankreatischer
Nekrosen fiihren kann. Poxleitner et al.15° haben in der Taurocholat-induzierten Pankre-
atitis der Maus durch Koinjektion von E.coli infizierte Pankreasnekrosen erzeugt und
diese mit Mausen mit sterilen Nekrosen verglichen. Dabei war eine deutliche Zunahme
der Schwere der Pankreatitis zu beobachten. Die Mause mit infizierten Pankreasnekro-
sen wiesen in der Histologie eine signifikant hohere Schadigung des Pankreas auf. Au-
f3erdem traten ausgepragtere systemische Komplikationen auf. So zeigten sich signifi-
kant erhohte IL-6 Konzentrationen im Serum der Miuse mit infizierten Nekrosen, be-
gleitet von einer verstarkten Schiadigung der Lungen. Wie bereits in der Einleitung be-
sprochen, tragt die Aktivierungskaskade tiber LBP und TLR-4 zu einer Verstiarkung der
Immunantwort bei Endotoxindmie bei. Verschiedene Studien legen nahe, dass Mause
mit TLR-4 Knock-out eine mildere Pankreatitis1®0 oder weniger systemische Komplika-
tionen als die Kontrollgruppe haben!¢l. Eine weitere Studie mit LBP - und CD14- defizi-

enten Mause zeigte eine verzogerte Einwanderung neutrophiler Granulozyten162,
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Die LBP -vermittelte Reaktion von Leukozyten nach LPS- bzw. Bakterienkontakt konnte
in in-vitro Versuchen durch Zugabe von Anti-CD14 Antiképern und des Bacterici-

dal/permeability-increasing Proteins verhindert werden14.

Mit dem BPI steht dem Immunsystem ein Protein mit sowohl anti-bakterieller als auch
anti-inflammatorischer Wirkung zur Verfiigung. Es kann als anti-mikrobielles und En-
dotoxin-neutralisierendes Protein effektiv gegen Bakterien wirken. Zudem kann es dank
seiner hohen Affinitdt zur Lipid-A-Region LPS binden, hierdurch eine iiberschiefdende
proinflammatorische Antwort verhindern und somit als Antagonist des LBP mit anti-
inflammatorischer Wirkung angesehen werden44163, Bisher wurde lediglich eine Arbeit
liber das Bactericidal/permeability-increasing Protein in der Pankreatitis veroffentlicht.
Hier haben Kemppainen et al.1>4 erh6hte BPI Konzentrationen in Seren von Patienten
mit schwerer Pankreatitis gemessen. Die vorliegende Arbeit ist die erste, die sich mit
dem Bactericidal/permeability-increasing Protein in der Entwicklung und dem Verlauf

der experimentellen akuten Pankreatitis im Mausmodell beschaftigt.

4.1 Auswirkungen des BPI-Knockouts in der Entstehung und

frithen Phase der akuten Pankreatitis

In beiden Versuchsgruppen entwickelte sich nach 24 Stunden eine akute Pankreatitis.
Entgegen den Erwartungen waren aber bereits vor dem Nachweis einer bakteriellen
Translokation Unterschiede in den Versuchsgruppen zu erkennen. Wie zuvor beschrie-
ben, fiel die Pankreatitis in den BPI-/- Mausen zunachst milder aus. Im Serum der WT-
Mause waren signifikant hohere Amylase- und Lipase-Werte zu finden, aufserdem zeig-
ten sich mehr Nekrosen in der histologischen Aufarbeitung und signifikante Unterschie-

de in der Leukozyteninfiltration.

4.1.1 Kein Nachweis von Bakterien in den Versuchsgruppen in der frithen
Phase der Pankreatitis

Die akute Pankreatitis ist zu Beginn eine sterile Entziindung. Erst im weiteren Verlauf
der Erkrankung kommt es mafdgeblich durch eine gestdrte gastrointestinale Permeabili-
tat zu einer bakteriellen Translokation von Bakterien in das Pankreas. Im aktuellen Ver-
such konnte nach 24 Stunden keine signifikante bakterielle Translokation in das Pan-
kreas nachgewiesen werden. 48 Stunden nach Induktion der Pankreatitis konnte sowohl

55



in den BPI -/- als auch den WT-Mausen ein Anstieg der CFU als Ausdruck einer bakteri-
ellen Translokation in das Pankreas beobachtet werden. Da die scheinoperierten Tiere
in den mikrobiologischen Untersuchungen des Pankreas zu keinem Zeitpunkt einen re-
levanten Anstieg der CFU zeigten, ist beispielsweise eine Kontamination der Proben als
Ursache fiir den Nachweis der Bakterien unwahrscheinlich und somit der Nachweis von
Bakterien im Rahmen der akuten Pankreatitis zu werten. Nach 72 Stunden konnte in
den BPI -/- Mausen ein weiterer Anstieg der CFU verzeichnet werden, wohingegen in
den Pankreata der WT-Mause deutlich weniger Bakterien nachweisbar waren. Mit Auf-
treten der bakteriellen Translokation konnte in den BPI -/- Mdusen im Verlauf eine Zu-
nahme der Schwere der Pankreatitis beobachtet werden. Aufgrund oben genannter Er-
gebnisse ist davon auszugehen, dass 24 Stunden nach Induktion der Pankreatitis keine
signifikante bakterielle Translokation in das Pankreas aufgetreten ist. Es wurden also zu
diesem Zeitpunkt der Pankreatitis keine Auswirkungen durch das Fehlen des BPI und
folglich keine Unterschiede in den Versuchsgruppen erwartet, da seine Funktionen
hauptsachlich im Zusammenhang mit bakteriellen Entziindungen beschrieben wurden.
Trotzdem fiel die Pankreatitis in den BPI -/- Mausen zu Beginn deutlich milder aus. Fir

diese Beobachtungen kénnen verschiedene Faktoren ursachlich sein.

4.1.2 Geringere Leukozyteninfiltration in den BPI Knockout Mdusen als Ur-
sache der zunichst milderen Pankreatitis

Nach Induktion der Pankreatitis war der Schaden in den Pankreata der WT-Mause zu-
nachst signifikant hoher, begleitet von einer signifikant hoheren Infiltration durch Leu-
kozyten und starkeren systemischen Reaktion. Im Serum der WT-Mausen fiel eine signi-
fikant erhohte IL-6 Konzentration auf. Dagegen fand in den BPI -/- Mdusen entspre-
chend des geringeren lokalen Schadens zunichst nur eine geringe Anderung der IL-6
Konzentration statt. IL-6 wird friih in der akuten Pankreatitis ausgeschiittet. Es ist wich-
tig fiir die systemische Immunantwort, Rekrutierung von Leukozyten und ist beispiels-
weise stark erhoht bei Patienten mit Sepsis und Multiorganversagenl66167, Die IL-6-
Konzentration im Serum der WT-Mause nimmt nach 72 Stunden deutlich ab. Schmidt et
al. 168 beobachteten im Taurocholat-Modell der Maus einen dhnlichen Verlauf der IL-6
Konzentration, jedoch nur in einem Beobachtungszeitraum von 48 Stunden. Da die Pan-
kreatitis in den BPI -/- Tieren anscheinend zundchst milder verlauft, ist entsprechend
der spater zunehmenden Schwere der Pankreatitis und Inflammation erst nach 72 Stun-

den eine stirkere Zunahme der IL-6 Konzentration zu erkennen.
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Die geringere Leukozyteninfiltration in den BPI -/- Mausen und der damit verbundene
geringere Schaden nach 24 Stunden schien vor allem durch einen deutlich geringeren
Anteil von einwandernden neutrophilen Granulozyten zustande zu kommen. Vor Induk-
tion der Pankreatitis (Zeitpunkt ,0 Stunden“) waren im Pankreas keine Unterschiede in
den Leukozytenpopulationen zu erkennen. Sowohl im Pankreas als auch in den Lungen
fanden sich in den Versuchstieren keine Unterschiede in der MPO-Bestimmung. Ver-
gleicht man die Subpopulationen der Zellen des angeborenen Immunsystems nach 24
Stunden, so war zwischen den Gruppen kein Unterschied im Anteil der Makrophagen,
die das Pankreas infiltrierten, zu erkennen. Jedoch waren deutlich weniger neutrophile
Granulozyten in den Pankreata der BPI -/- Tiere als in WT-Tieren nachzuweisen, wenn-
gleich ohne statistische Signifikanz (p= 0,0635). Im weiteren Verlauf des Versuchs konn-
te mit zunehmender Infiltration von Leukozyten auch eine Zunahme der Schwere der

Pankreatitis beobachtet werden.

Neutrophile Granulozyten sind die ersten Zellen am Entziindungsort. Sie tragen zur vor-
zeitigen Aktivierung der Pankreasenzyme und somit zur Entwicklung der Pankreatitis
bei80. Aufierdem schadigen sie mit Enzymen, wie der Elastase oder der NAPDH-Oxidase
direkt das pankreatische Gewebe104169 ynd kénnten an der Hemmung der Apoptose und
Entstehung der Nekrosen beteiligt sein®’.170, Aufderhalb des Pankreas sind die neutro-
philen Granulozyten mafdgeblich an der Schadigung der Lunge wéahrend der Pankreatitis
beteiligt!71.172, Damit spielen sie eine wichtige Rolle in der Frithphase der Pankreatitis.
Die verminderte Infiltration der neutrophilen Granulozyten kénnte in diesem Versuch
die geringer ausgepragte Pankreatitis in der Frithphase erklaren. Versuche in denen die
Migration der neutrophilen Granulozyten bzw. deren Aktivierung gehemmt wurde, fiihr-

ten zu einer wesentlich milderen Pankreatitis6¢7.171,173,

Die Schwere der Pankreatitis in den BPI -/- Mausen nimmt nach der bakteriellen
Translokation deutlich zu. Dabei nimmt auch die Anzahl der neutrophilen Granulozyten
zu. Im spateren Verlauf der akuten Pankreatitis ibernehmen weitere Zellen wie die
Makrophagen wichtige Funktionen in der inflammatorischen Reaktion. Der Anteil der
Makrophagen an den nachgewiesenen Leukozyten im Pankreas nahm im weiteren Ver-
lauf der Pankreatitis deutlich zu und kénnte schliefdlich auch die treibende Kraft der
weiteren inflammatorischen Reaktion sein. In der MPO-Bestimmung im Pankreas lief3en

sich vor Induktion der Pankreatitis keine Unterschiede feststellen, der Anteil der
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neutrophilen Granulozyten war in den Milzen der BPI -/- Mduse, wenn auch nicht signi-
fikant, erhoht. Dies zeigt auch, dass eine durch den Knock-Out des BPI bedingte vermin-

derte Gesamtanzahl der neutrophilen Granulozyten unwahrscheinlich ist.

Letztlich sind weitere Untersuchungen notwendig, um zu kldren, warum eine verzogerte
Infiltration der neutrophilen Granulozyten auftrat und damit verbunden eine geringere
Pankreatitis. Dabei gilt es zu klaren, ob aufgrund des Knock-Outs die Aktivierung der
neutrophilen Granulozyten oder die Ausschiittung der azurophilen Granula gestort ist.
Vor Induktion der Pankreatitis konnten in den Versuchsgruppen keine Unterschiede in
der Anzahl der neutrophilen Granulozyten nachgewiesen werden. Somit ist eine ver-
minderte Granulopoese als Ursache unwahrscheinlich. Moglich wire aufierdem ein ver-
andertes Migrationsverhalten der Granulozyten. Da im weiteren Verlauf der Pankreatitis
eine vermehrte Infiltration durch neutrophile Granulozyten und eine Zunahme des
Schadens zu beobachten ist, scheint eine Storung der Migration der neutrophilen Gra-

nulozyten zumindest unwahrscheinlich.

Sollte auch die Aktivierung und Reaktion der neutrophilen Granulozyten im Rahmen der
Entziindungsreaktion nicht beeintrachtigt sein, konnte auch das Fehlen des BPI in den
BPI -/- Mausen in dieser Phase der Pankreatitis im Vergleich zur Kontrollgruppe zu ei-
ner geringeren Pankreatitis gefiihrt haben. Zwar wurden bisher keine Effekte des BPI
beschrieben, die eine schwerere Pankreatitis oder eine verstarkte pro-inflammatorische
Reaktion begiinstigen wiirden, jedoch konnte eine bisher unbekannte Funktion des BPI
die Entstehung und Entwicklung der Pankreatitis in der Frithphase befordern. In den
letzten Jahren wurden neue Funktionen des BPI jenseits der zuvor beschriebenen Rollen
entdeckt. Beispielsweise konnte in Versuchen die menschliche BPI-Variante die Infektio-
sitat von Influzena-Viren vermindernl’4 Rekombinantes BPI war in der Lage auch im
gram-positiven Spektrum zu wirken. So wurde eine Wirksamkeit des rBPI21 gegen

Streptococcus pneumoniae beschrieben!7s.

4.1.3 Vermehrte Apoptose als weitere mogliche Ursache der zunichst mil-
deren Pankreatitis

Ein weiterer Erklarungsansatz fiir die niedrigeren Lipase- und Amylasewerte sowie die

geringeren Nekrosen in den BPI -/- konnte eine vermehrte Apoptose der Azinuszellen
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sein. Der Zelluntergang durch Apoptose kann, wie in der Einleitung erklart, zu einer ge-
ringeren Pankreatitis und Immunreaktion fiihren. Die meisten Studien beschreiben eine
schwerere Pankreatitis nach Auftreten einer bakteriellen Infektion und damit verbun-
denem vermehrten Auftreten von LPS. Studien mit Ratten, denen vor Induktion einer
Caerulein-Pankreatitis niedrige Dosen LPS gespritzt wurden, zeigten einen gegenteiligen
Effekt. Durch die LPS-Gabe trat in den Ratten eine vermehrte Apoptose in den Azinuszel-
len auf, in der Folge lagen niedrigere Amylase-Werte und eine weniger ausgepragte
odematose Pankreatitis vorl76177. Da die operative Induktion der Pankreatitis nicht vol-
lig aseptisch durchgefiihrt werden kann, ist eine geringe bakterielle Verunreinigung
durch die Operation nicht ausgeschlossen. In der Folge konnte die geringe Menge an LPS
in den BPI -/- Mausen einen dhnlichen Effekt verursachen wie in oben beschriebener
Studie mit geringerer Pankreatitis und Inflammation. Ob dieser Effekt in den BPI -/-
Madusen tatsachlich reproduzierbar ist, muss in weitergehenden Versuchen untersucht
werden. Dabei muss aufderdem untersucht werden, ob tatsidchlich eine vermehrte

Apoptose in den Azinuszellen aufgetreten ist.

Weitere Versuche mit neutrophilen Granulozyten aus BPI -/- Mdusen kénnten weitere
Hinweise auf die Ursache der initial milderen Pankreatitis geben. Denkbar waren bei-
spielsweise Azinuszellversuche in Anwesenheit von neutrophilen Granulozyten aus BPI

-/- und WT-Mausen.

4.2 Auswirkungen des BPI-Knockouts auf den weiteren Ver-

lauf der akuten Pankreatitis

Im Folgenden werden die Zunahme der Schwere der Pankreatitis in den BPI -/- Mausen

und die moéglichen Ursachen diskutiert.

4.2.1 Verstdrkte bakterielle Translokation und Zunahme der Schwere der
Pankreatitis in den BPI-knockout Mdusen

Nach 48 Stunden nahm die Schwere der Pankreatitis in den BPI -/- Mdusen verhaltnis-
mafdig starker zu als in den WT-Mausen und nach 72 Stunden war schlief3lich kein Un-
terschied mehr zwischen den Gruppen zu erkennen. Zeitgleich konnten 48 Stunden nach
Induktion der Pankreatitis Bakterien im Pankreas nachgewiesen werden. Da in den

scheinoperierten Tieren keine Infektion des Pankreas auftrat, muss davon ausgegangen
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werden, dass die Infektion Folge einer bakteriellen Translokation bei einer, durch die
akute Pankreatitis hervorgerufenen, erhohten gastrointestinalen Permeabilitdt ist.
Liang et al.178 beschrieben eine zunehmende gastrointestinale Permeabilitdt mit Hinwei-
sen auf eine bakterielle Translokation in das Serum bereits 24 Stunden nach retrograder
Injektion 5 prozentiger Taurocholat-Losung. Nach 48 Stunden nahm die Permeabilitit,

genauso wie der Schaden im Pankreas, weiter zu.

Die mikrobiologische Untersuchung zeigte deutliche Unterschiede in der bakteriellen
Besiedlung des Pankreas. Zwar waren diese nicht signifikant; die verstarkte bakterielle
Translokation in den BPI -/- Mausen kann aber durch das Fehlen des BPI beglinstigt
worden sein. Das antimikrobielle Peptid ist nicht nur in den Granula neutrophiler Gra-
nulozyten vorhanden, sondern wird auch in der intestinalen Mukosa exprimiert17°.
Trotz weiterer Proteine in der antibakteriellen Verteidigung, scheint BPI eine wichtige
Rolle als AMP zu spielen. Einen dhnlichen Effekt zeigten Liu et al.180 in SPLUNC Knock-
out Mausen. SPLUNC gehoren zur BPI-Familie und haben in der Lunge ahnliche Funktio-
nen wie das BPI. Die Knock-out Mause waren anfalliger fiir Bakterien und zeigten eine

verstarkte pro-inflammatorische Reaktion nach Kontakt mit Pseudomonas aeruginosa.

Neben der zuvor beschriebenen antimikrobiellen und anti-inflammatorischen Funktio-
nen, konnten Versuche mit rekombinantem BPI in Sepsis-Modellen der Ratte die Ex-
pression des high-mobility group box 1 protein (HMGB1) reduzieren. In der Folge stellte
sich ein besseres Uberleben der behandelten Tiere dar181.182, HMGB-1 kann den TLR-4
Rezeptor-Weg aktivieren und so zur Schwerere der Pankreatitis beitragen183. Aufierdem
wird dem Protein eine Rolle als Mediator in der spaten Phase der Sepsis zugeschrieben.
Ein weiterer Versuch zeigte eine mogliche Rolle von HMGB-1 bei der Entwicklung einer
gesteigerten intestinalen Permeabilitait wahrend der akuten Pankreatitis. Die Behand-
lung mit HMGB-1-neutralisierenden Antikdérpern reduzierte die TLR-4 Expression und
fiihrte zu einer geringeren intestinalen Permeabilitat!84. Durch die Reduktion der Ex-
pression von HMGB-1 durch rekombinantes BPI kann eine mdgliche protektive Eigen-
schaft des BPI in Bezug auf das Auftreten einer gesteigerten intestinalen Permeabilitat

und folglich einer bakteriellen Translokation vermutet werden.
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4.2.2 Verstdrkte Infiltration und Aktivierung von Makrophagen in BPI-
knockout Mdusen

Die Pankreatitis der BPI -/- Mause erreichte im weiteren Verlauf eine dhnliche Schwere,
wie die der WT-Mause. Die Zunehmende Auspragung der Pankreatitis und die starke
inflammatorische Reaktion werden durch zunehmende Nekrosen und eine vermehrte
Leukozyten-Infiltration des Pankreas sowie durch eine starke Zunahme der MCP-1 Kon-
zentration und einen Anstieg der IL-6 Konzentration im Serum der BPI -/- Mause belegt.
Die deutliche Zunahme der Nekrosen und einwandernden Leukozyten in den BPI -/-
Maiusen dhneln den Ergebnisse von Poxleitner et al.l®?, die in der Taurocholat-
induzierten Pankreatitis der Maus durch Koinjektion von E.coli Bakterien infizierte Pan-

kreasnekrosen erzeugten.

Geschadigten Azinuszellen produzieren neben TNF-a auch MCP-1 und locken Makro-
phagen zum Ort der Entziindung 185. Makrophagen sind die wichtigsten Produzenten
von MCP-1 und zugleich die wichtigsten Zielzellen. Daneben koénnen auch T-
Lymphozyten durch das Chemokin zur Entziindung geleitet werden86.187, Passend zu
den erh6hten Serumkonzentrationen von MCP-1 konnte auch eine Zunahme der Leuko-
zyten im Pankreas beobachtet werden. Vor allem die Anzahl der Makrophagen im Pan-
kreas nahm in den BPI -/- Mausen zu, wahrend sie in der Milz entsprechend abnahmen
und wahrscheinlich, dem Chemokin MCP-1 folgend, in das Pankreas migrierten. Neben
den neutrophilen Granulozyten tragen die Makrophagen maf3geblich zur Schwere der
Pankreatitis bei’6. Aufderdem rdaumen sie Zelldebris und untergegangene neutrophile
Granulozyten ab und sind vor allem wegen ihrer Zytokinproduktion von systemischer
Bedeutung. Wie in der Einleitung erwahnt sind TLR-4 positive Makrophagen wichtige
Zielzellen der LBP:LPS Komplexe. Die Zunahme des Schadens, sowie die verstiarkte pro-
inflammatorische Immunantwort in den BPI -/- Tieren deuten auf die Endotoxin-
neutralisierende und anti-inflammatorische Funktion des BPI in der schweren akuten
Pankreatitis mit infizierten Nekrosen hin. BPI kann als Opsonin und LPS-bindendes Pro-
tein zu einem ,silent-uptake“ in Makrophagen und neutrophilen Granulozyten
fiihren143188, Dabei kommt es im Gegensatz zur LBP -TLR-4 Kaskade nicht zu einer pro-
inflammatorischen Immunantwort, weil BPI die LBP:LPS-vermittelte Aktivierung von

Makrophagen verhindert18°.
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Im Fall der BPI -/- Mduse scheinen also nach der bakteriellen Translokation diese Effek-
te des BPI zu fehlen. Es konnen vermehrt LBP:LPS Komplexe entstehen und infolgedes-
sen eine verstarkte Aktvierung der Makrophagen auftreten. Diese tragen zu einer Zu-
nahme der Schwere der Pankreatitis bei und rekrutieren weitere Zellen zum Entziin-
dungsgeschehen. Das Fehlen des BPI konnte also auch zu einer erhéhten Produktion von
MCP-1 durch die Makrophagen beigetragen haben. Andererseits konnte durch den
Knock-out die Aufnahme der Bakterien in die Makrophagen und deren Beseitigung in
den BPI -/- Mduse gestort sein und damit das Fortschreiten der infektiosen Entziindung

begiinstigt werden.

4.2.3 Dysregulation der lokalen Inflammationsreaktion in den BPI-
knockout Mdusen

Wie zuvor erwahnt, zeigte sich in den BPI -/- Mdusen ein ausgepragter Anstieg der MCP-
1 Konzentration im Serum. 24 Stunden nach Induktion der Pankreatitis lag in den
BPI -/- Mausen bereits eine hohere Konzentration von MCP-1 als in der Kontrollgruppe
vor. Nach 72 Stunden konnte eine deutlich erh6hte MCP-1 Konzentration nachgewiesen
werden. Die Bedeutung von MCP-1 in der Pankreatitis konnten Bhatia et al.190 in Versu-
chen mit Bendarit, einem MCP-1 Blocker, zeigen. Die Azinuszellen der Mause produzier-
ten signifikant weniger MCP-1. Die Pankreatitis fiel folglich milder aus, begleitet von ei-
ner geringeren Infiltration durch Leukozyten im Pankreas. Weitere Versuche zeigten,
dass MCP-1 eine wichtige Rolle in der Entwicklung der lokalen und systemischen pro-
inflammatorischen Antwort spielt 1°1. Vor allem in bakteriellen Entziindungen ist MCP-1
wichtig fiir die Chemotaxis und Aktivierung von Makrophagen®9.192. Méglicherweise ist
somit der deutliche Anstieg des MCP-1 ein weiterer Ausdruck der starken pro-
inflammatorischen Immunantwort nach bakterieller Translokation in die Pankreata der
BPI -/- Mause. Die deutlich erhohte Konzentration an MCP-1, begleitet von einem An-
stieg des IL-6, deuten aufderdem auf eine liberschiefende Immunantwort, eventuell im
Sinne eines SIRS in den BPI -/- Mdusen hin. Diese Entwicklungen kénnen als Folge des
Fehlens des BPI und der damit verbundenen antimikrobiellen und anti-

inflammatorischen Effekte gewertet werden.

Allerdings wird neben der pro-inflammatorischen Funktion auch eine mogliche Rolle
des MCP-1 in der Entwicklung von infektiosen Komplikationen im Sinne eines CARS dis-

kutiert: Es konnte gezeigt werden, dass tiber MCP-1 anti-inflammatorische Zweige des
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Immunsystems aktiviert werden konnen. Dabei konnte die Aktivierung von Typ2-T-
Helferzellen in Anwesenheit von MCP-1 nachgewiesen werden1?3. Tsuba et al.1%¢ haben
gezeigt, dass Seren von SIRS-Mausen, die reich an MCP-1 waren, in gesunden Mausen zu
einer verstarkten Anfilligkeit gegentliber Infektionen fiihrten. Zudem scheint MCP-1 in
der Aktivierung von M2-Makrophagen beteiligt zu sein und kénnte somit eine Entwick-
lung eines CARS begiinstigen. Die BPI -/- Mause konnten folglich im weiteren Verlauf
nach einer zundchst iiberschiefdenden Proinflammation im Anschluss eine weitere An-
falligkeit fiir eine fortschreitende bakterielle Infektion entwickeln. Passend zur oben
genannten Annahme, dass erhohte MCP-1 Konzentrationen ein CARS begiinstigen, konn-
te nach 72 Stunden in den BPI -/- Mdusen ein weiterer Anstieg der CFU im Pankreas be-
obachtet werden. In der Kontrollgruppe hingegen konnten nach 72 Stunden kaum Bak-

terien im Pankreas nachgewiesen werden.

4.2.4 Systemische Auswirkungen der Pankreatitis fallen in beiden Ver-
suchsgruppen dhnlich schwer aus

Durch die starke, zundchst lokale Inflammationsreaktion sind weitere systemische Ef-
fekte moglich, die sich in einem SIRS bzw. spiter einem CARS manifestieren kénnen.
Entsprechend der zunehmenden Pankreatitis in den BPI -/- Mdusen, begleitet von einer
verstarkten Ausschiittung von Zytokinen, waren hier systemische Veranderungen der
Leukozytenpopulationen zu erwarten. Um nachzuvollziehen ob dies in den BPI -/- Mau-
sen der Fall war, erfolgte die MPO-Bestimmung in den Lungen der Mause sowie die Un-
tersuchung der Leukozyten der Milzen von BPI -/- und WT-Mausen 48 Stunden und 72

Stunden nach Taurocholat-Injektion.

In beiden Gruppen lagen Hinweise fiir systemische Komplikationen vor. Neben den be-
reits beschriebenen Zytokinen und der erhohten gastrointestinalen Permeabilitat traten
Anderungen in den Leukozytenpopulationen und eine Schiadigung der Lunge auf, die
wahrend eines SIRS im Rahmen der Pankreatitis besonders anfallig fiir eine Schadigung
ist. Jedoch waren in den Lungen der BPI -/- Mduse nicht mehr neutrophile Granulozyten
nachweisbar als in den WT-Mausen. Auch die Analysen der Leukozytenpopulationen der
Milz konnten in Bezug auf ein mégliches SIRS oder CARS keine entscheidenden Unter-
schiede zu den WT-Tieren aufzeigen. In beiden Versuchsgruppen zeichnete sich nach 48
Stunden, passend zur lokalen Immunreaktion, eine deutliche Zunahme der systemischen

Inflammation ab. In der Milz nahmen die Monozyten und T-Lymphozyten deutlich zu.
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Der Anteil der naiven CD62L* T-Zellen nahm hingegen stark ab, verglichen mit den Kon-
trollen vor Induktion der Pankreatitis. Im Gegensatz dazu nahmen die aktivierten, CD69+*
T-Zellen zu. Passend zur spater zunehmenden pro-inflammatorischen Reaktion in den
BPI -/- Tieren fanden sich nach 48 Stunden statistisch signifikant weniger regulatorische
T-Helfer Zellen in den Milzen der BPI -/- Mause als in den WT-Mausen. Dies unterstiitzt
die Annahme, dass die Pankreatitis in den BPI -/- Mdusen nach 48 Stunden deutlich an

Schwere zunimmt.

Die septischen Komplikationen eines CARS werden unter anderen mit einer Depletion
der Lymphozytenpopulationen erkldrt und damit einhergehenden verminderten Im-
munantwort. Im Verlauf der schweren akuten Pankreatitis im Menschen wurden im
Vergleich zu Kontrollengruppen geringere Anteile sowohl der CD4+ und CD8* T-Zellen
als auch der B-Zellen im Blut nachgewiesen!9. Insbesondere bei Pankreatitis-Patienten
mit Infektionen ist der Anteil der CD4+* und CD8* T-Zellen deutlich reduziert8>. Curley et
al.19% haben einen Zusammenhang zwischen Nekrosen mit erhohten IL-6 Konzentratio-
nen im Serum und einem reduzierten Anteil von CD4+ T-Zellen im Blut von Patienten mit
schwerer Pankreatitis aufgezeigt. Ahnliche Ergebnisse konnten in Tierexperimenten
beschrieben werden. Yasuda et al.197 haben in der schweren nekrotisierenden Pankrea-
titis in Ratten eine deutliche Atrophie der Milz beobachtet. Pinhu et al.198 haben in die-

sem Zusammenhang eine verstarkte Apoptose der Lymphozyten nachweisen kénnen.

Innerhalb der ersten 72 Stunden nahm der Anteil der CD8* T-Zellen und der B-Zellen in
beiden Versuchsgruppen ab. In den BPI -/- Tieren zeigte sich dabei eine deutlichere Ab-
nahme der beiden Zellpopulationen als in den WT-Tieren. Nach 48 Stunden fanden sich
dariiber hinaus statistisch signifikant weniger CD8* T-Zellen in den BPI -/- Mdusen. Die
Gesamtpopulation der T-Zellen hingegen hatte nach 48 Stunden in beiden Gruppen
gleichermafden zugenommen. Nach 72 Stunden fand eine deutliche Abnahme in beiden
Versuchsgruppen statt. In beiden Versuchsgruppen nahm auch der Anteil der CD4+* T-
Zellen zundchst ab, nach 72 Stunden waren diese wieder deutlich angestiegen. Nach 48
Stunden war jedoch der Anteil der CD4* T-Zellen in den BPI -/-Mausen signifikant gerin-

ger.

In Bezug auf die systemische Reaktion des Immunsystems konnte kein signifikanter Un-
terschied zwischen den Gruppen festgestellt werden. In beiden Versuchsgruppen trat

zunichst eine ausgepragte inflammatorische Reaktion auf. Passend zur zunehmenden
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lokalen Reaktion fand sich auch eine Zunahme der systemischen pro-inflammatorischen
Immunreaktion in den BPI -/- Mausen. Insgesamt lag in beiden Versuchsgruppen ein
dhnlicher Verlauf der Immunreaktion vor. Nach einer starken inflammatorischen Reak-
tion konnte sich aufgrund der oben genannten Verdnderungen in den T-
Zellpopulationen eine anschliefRende kompensatorische Hypoinflammation in den

Gruppen entwickelt haben.

4.2.5 Keine signifikanten Unterschiede bei der Sterblichkeit iiber 192 Stun-
den

Trotzdem ware aufgrund der zunehmenden Schwere der Pankreatitis und Reaktion des
Immunsystems in den BPI -/- Mdusen zu einem spateren Zeitpunkt als nach 72 Stunden
eine weitere Verschlechterung im Verlauf denkbar. Um zu tberpriifen, ob die oben ge-
nannten Verdnderungen moglicherweise einen langfristigen Effekt auf den weiteren
Verlauf der Pankreatitis haben, wurde daher das Langzeitiiberleben der BPI -/- Mause

mit den WT-Mausen verglichen.

Im Beobachtungszeitraum von 192 Stunden konnte kein signifikanter Unterschied zwi-
schen den Gruppen festgestellt werden. Innerhalb der ersten 80 Stunden zeigte sich ein
ahnlicher Verlauf wie in den vorherigen Versuchen. Zunachst verstarben in der BPI -/-
Gruppe weniger Mduse als in der Kontrollgruppe. Im weiteren Verlauf stieg die Mortali-
tat in beiden Gruppen deutlich an. In der Kontrollgruppe waren schon deutlich frither 50
Prozent der Mause verstorben. In den BPI -/- Mdusen war dieser Wert erst spater mit
einer erneuten Zunahme der Mortalitat erreicht. Eine signifikante Zunahme der Mortali-
tat in den BPI -/- Mausen im Vergleich zur Kontrollgruppe war insgesamt jedoch nicht

nachweisbar.
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4.3 Fazit und Ausblick

Betrachtet man die Entstehung und Entwicklung der akuten Pankreatitis in BPI-
Knockout-Mausen im Taurocholat Modell der Pankreatitis, so scheint sich in der
Frithphase dieses Versuches das Fehlen des BPI positiv auszuwirken. Im weiteren Ver-
lauf nahm die Schwere der Pankreatitis in den BPI -/- Mdusen bei bakterieller Translo-
kation und zunehmender Infiltration durch Leukozyten zu. Dabei nahm in den BPI -/-
Mausen vor allem der lokale Schaden deutlich zu. Bezogen auf die systemischen Effekte
konnten, trotz des Anstiegs der Zytokine im weiteren Verlauf, im Vergleich zur Kontroll-
gruppe keine signifikanten Unterschiede nachgewiesen werden. Auch im Langzeitiiber-
leben schien der BPI-Knockout nicht zu einem signifikanten Unterschied in der Mortali-

tat zu fithren.

Obwohl bei der systemischen Reaktion wahrend der Pankreatitis und auch bei der
Schwere der Pankreatitis in der spateren Phase keine relevanten Unterschiede in den
Gruppen aufgetreten sind, deuten die erhohte bakterielle Translokation und die damit
verbundene deutliche Zunahme des Schadens in den Pankreata der BPI -/- Mausen auf
eine mogliche Rolle des BPI in der lokalen Immunantwort hin. Auffillig war in dieser
Phase der Erkrankung der vermehrte Nachweis von Makrophagen und MCP-1, welches
vor allem den Makrophagen und der Pro-Inflammation zuzuordnenden ist. Gemeinsam
konnten sie ursachlich fiir die deutliche Zunahme der Pankreatitis sein. Hier scheint also
der antibakterielle und anti-inflammatorische Effekt des BPI zu fehlen und dadurch
kann eine inaddquate lokale Immunantwort begiinstigt werden. Diese zeigte sich im
Darm als erleichterte bakterielle Translokation und im Pankreas als iiberschiefdende
Immunantwort. Eine zunachst deutlich mildere Pankreatitis nahm im weiteren Verlauf

der Erkrankung starker zu als in der Vergleichsgruppe.

Im Rahmen von (bakteriellen) Entziindungen ist zum jeweils richtigen Zeitpunkt eine
adaquate Reaktion des Immunsystems notwendig. Eine zu frithe oder starke Immunan-
twort ist genauso schadlich wie eine verspatete oder zu schwache Reaktion. Dabei sind
vor allem die Zellen des angeborenen Immunsystems wichtig, die durch Zytokine akti-
viert und zur Entziindung gelockt werden. Dass bei diesem Vorgang LBP und CD14 eine
wichtige Rolle spielen, konnten Le Roy et al.ll7 in einem Versuch mit depletierten
LBP/CD14 Mausen zeigen. Nach intravendser Injektion von 250 CFU von Klebsiella

pneumoniae wurden signifikant weniger neutrophile Granulozyten rekrutiert und die
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Maduse verstarben innerhalb der ersten 24 Stunden. Hingegen ist eine iiberschiefdende

Reaktion des Immunsystems ebenfalls mit einer gesteigerten Mortalitat assoziiert.

Die Aufgabe des LBP liegt in der Erkennung und Eliminierung des LPS in der systemi-
schen Zirkulation, da LBP in der Endotoxindmie mehr als 250-fach hoher ist als das BPI
im Blut von Sepsis-Patienten oder gesunden Probanden nach LPS-Gabel°. Da sich BPI
vor allem in den azurophilen Granula der neutrophilen Granulozyten oder Epithelien
befindet, wird es vor allem lokal exprimiert bzw. ausgeschiittet und erreicht dort hohere
Konzentrationen als das LBP und kann lokal die Inflammation regulieren. Dabei konnte
zum Beispiel eine deutlich hohere lokale BPI-Konzentration in Abszessen nachgewiesen
werden!52, Aufderdem besitzt BPI eine 75-fach hohere Bindungsaffinitat fiir die Lipid-A
Region des Endotoxins als LBP und kann somit lokal die Wirkung von LBP antagonisie-
ren. Moglicherweise haben diese Effekte in den BPI -/- Mausen gefehlt und so zu einer

zur starken Zunahme der Pankreatitis nach der bakteriellen Translokation gefiihrt.

Wie sich deutlich hohere BPI-Konzentrationen in der systemischen Zirkulation auswir-
ken konnen, zeigen Versuche in denen im Tiermodell zusatzliches BPI verabreicht wur-
de. Dabei wurden verschiedene N-Terminale BPI-Derivate verwendet. Entweder wurde
das gesamte Protein oder verschiedene rekombinante Teile des BPI verwendet, wie das
23 kDa rBPIz3 oder das 21 kDa rBPI21. Ein Grofiteil der Versuche basierte dabei auf der
systemischen Gabe von BPI und konnte durch die Gabe von rekombinantem BPI vor al-
lem im Zusammenhang mit gram-negativen Bakterien einen Uberlebensvorteil nachwei-
sen. Fang et al.200 konnten in einem Verbrennungs-Modell in Ratten mithilfe des rBPI21
die Translokation von Endotoxinen aus dem Darm signifikant reduzieren. Im Rahmen
von Verbrennungen kann, wie in der akuten Pankreatitis, ein SIRS bzw. eine Sepsis auf-
treten. Die Gabe von rBPI reduzierte dabei die LBP -, CD14- und TNF- a Expression in
verschiedenen Organen. Sie kamen aufderdem zum Schluss, dass korpereigenes BPI al-
lein nicht ausreicht, um die systemischen Effekte von LBP und LPS zu beeinflussen. In
einem weiteren Verbrennungsmodell in der Ratte konnte eine myokardiale kontraktile
Dysfunktion durch systemische Gabe von rBPI21 verhindert werden201. In einem Modell
des hamorrhagischen Schocks in der Ratte traten weniger bakterielle Translokation und
Organschdden bei Gabe von rBPI21 auf, jedoch wurde in diesem Versuch die TNF-a Kon-

zentrationen im Serum nicht verandert. Weiss et al.142 haben allerdings in in-vitro Ver-
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suchen mit rBPI neben einer anti-bakteriellen Wirkung auch eine verminderte TNF-a

Freisetzung nachweisen konnen.

In weiteren Versuchen konnten, neben der zuvor erwahnten In-Vitro Versuche mit
neutrophilen Granulozyten und Azinuszellen, anschlief3ende Tierversuche weitere Hin-
weise auf die Rolle des BPI in der akuten Pankreatitis geben. Da im weiteren Verlauf der
Erkrankung den Makrophagen eine wichtige Rolle zukam, sollten diese naher untersucht
werden. Aufserdem kann eine Differenzierung der Makrophagen in M1 und M2 Makro-
phagen und eine weitere Differenzierung der Lymphozyten Hinweise geben, warum
trotz der erh6hten Chemokin und Interleukin Konzentration keine signifikanten Unter-
schiede in der systemischen Reaktion des Immunsystems bzw. in der Mortalitat aufge-
treten sind. Die Ergebnisse dieser Arbeit und die Eigenschaften des rBPI deuten darauf
hin, dass das BPI einen positiven Effekt auf den Verlauf der Pankreatitis haben kann. Da
die Effekte des korpereignen BPI allerdings nur lokale Auswirkungen zu haben scheinen,
konnte die zusatzliche systemische Gabe von rBPI im Taurocholat Modell der akuten
Pankreatitis weitere Einblicke liber mogliche Effekte des BPI in der akuten Pankreatitis
geben. Dabei kdnnten sowohl die Endotoxindmie als auch die tiberschiefende Reaktion

des Immunsystems reduziert werden.
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