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Einleitung 1

1. EINLEITUNG
1.1. Hintergrund

1.1.1. Die chronisch entzindlichen Darmerkrankungen: Colits ulcerosa und Morbus
Crohn

Die Colitis ulcerosa und der Morbus Crohn sind dezérend verlaufende chronisch
entzundliche Darmerkrankungen (CED), deren AtidghBgenese nicht eindeutig geklart ist.
Beide Krankheiten weisen mehrere Ubereinstimmunigeihrem Symptomkomplex auf. So
klagen Patienten mit chronisch entziindlichen Dakna@kungen haufig Uber heftige
abdominelle Schmerzen, Tenesmen, Diarrhoe und Géwierlust. Auch bestehen
Ahnlichkeiten in Bezug auf die extraintestinalennifastationen, das Erkrankungsalter und ein
Ansprechen auf dieselben Therapeutika. Gleichzaitigrscheiden sich die CED auch deutlich.
Zum Beispiel limitiert sich die Ausdehnung der @@seliulcerosa auf das Rektum und Kolon,
wobei hingegen ein Befall des gesamten Gastrointdsbakts bei Morbus Crohn mdéglich ist.
Au erdem breitet sich die Colitis ulcerosa kontinuddrlund proportional aus, der Morbus
Crohn hingegen diskontinuierlich und disproportiori2ie Inflammation bei Morbus Crohn ist
transmural, die bei Colitis ulcerosa weitestgehanél die Schleimhaut beschrankt. Die zum
ersten Mal im Jahre 1885 beschriebene Colitis akzf1] und der im Jahre 1932 veroffentlichte
Morbus Crohn [2] wurden durch die Arbeit von LockRslummery und Morson im Jahre 1960
[3] nunmehr in zwei nosologische Entitaten geteilt.

Besonders bei alleinigem Befall von Kolon und Rektkann im Einzelfall die sichere
Differenzierung trotzdem schwierig sein, worauf ddlesammenfassung unter dem Begriff
,chronisch entzindliche Darmerkrankungen* hinwddsher wird in ca. 10% der Falle (vorerst)
von einer ,Colitis indeterminata® gesprochen [4, 5]

Die Inzidenz betragt fur beide Erkrankungen 7-18/Q@00 Einwohner pro Jahr [6-8]. Dabei
kommt es zu einer ansteigenden Pravalenz, da (dgewd junge Menschen davon betroffen
sind. Heutzutage wird in Mitteleuropa mit 90-30ktankten/100.000 Einwohner gerechnet [9-
11].

Trotz intensiver Forschungsbemihungen ist die ARtithogenese bislang nicht geklart.
Angesichts der teilweise mit erheblichen Nebenwiden behafteten bisher etablierten
konservativen (Langzeit-)Therapie, wie z.B. dem HugSyndrom, Osteoporose und
Knochenmarkschadigung [12, 13], stellen die chni€ntzindlichen Darmerkrankungen
immer noch ein klinisch und wissenschattlich releea Problem dar.
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1.1.2. Die Pathogenese der chronisch entziindlichen Darmerdnkungen

Auch wenn die fur die Entstehung der chronisch @mdiichen Darmerkrankungen auslésenden
atiologischen Faktoren zum grofen Teil unklar sideuten vorliegende Daten auf die
Bedeutung immunologischer und genetischer Ursadiien Zudem durften dartber hinaus
Umwelteinfliisse eine Rolle spielen.

Durchgefiihrte Familien- und Zwillingsuntersuchungegisen auf eine gehaufte Pravalenz von
chronisch entzindlichen Darmerkrankungen innerldgtiser Kreise hin und deuten damit auf
eine vorliegende genetische Pradisposition [14]ifallend ist dabei die erhdhte Inzidenz der
Colitis ulcerosa inMorbus Crohn-Familien* und umgekehrt. Durch die dame der Inzidenz
der chronisch entzindlichen Darmerkrankungen mihehmender Industrialisierung und
Entwicklung der Umgebung wurden Hinweise auf died@dgung von Umweltfaktoren

gewonnen [15].

Neben einer Reihe von epidemiologischen Befundestehen ebenfalls Hinweise auf eine
wahrscheinlich genetisch bedingte, gestorte Imnguiation bei den von Colitis ulcerosa und
Morbus Crohn betroffenen Patienten. Wahrend derteakuEntzindung der intestinalen
Schleimhaute ist bei beiden chronisch entzindlicBanmerkrankungen eine Infiltration der
Mukosa mit Granulozyten und mononukledren Phagozyte beobachten, dem spater auch
Lymphozyten folgen. Dieses geschieht als Reakties idtestinalen Immunsystems auf einen
noch ungeklarten Faktor und ist gleichzeitig dighte fassbare morphologische Veranderung
des akuten Entzindungsstadiums. Weiterhin sind i@reiBh der T-Zell-vermittelten
Immunreaktion eine verstarkte Proliferationsratekasaler T-Zellen ebenso wie eine erhohte
Frequenz aktivierter T-Zellen bei Patienten mitoeiisch entztindlichen Darmerkrankungen als
Reaktion auf bakterielle Antigene dargestellt word&6]. So gibt es auch Hinweise auf einen
Zusammenhang zwischen einem genetisch determimi€dkeranzverlust gegeniuber der eigenen
Flora und einer damit verbundenen uberschielRenademunologischen Reaktion gegen
,nhormale* Bestandteile des Darminhaltes [17-21]. Jahre 2001 gelang es zwei voneinander
unabhangigen Forschergruppen, eine relevante NO®&#n@tation beim Morbus Crohn
nachzuweisen, welche mit dem fibrostenotischenyguint Zusammenhang steht. Dabei handelt
es sich bei NOD2 um einen vermeintlich intrazeleaRezeptor flr bakterielle Peptidoglycane.
Die einen Zusammenhang zwischen dem Protein undPdénogenese des Morbus Crohn
herstellenden molekularen Mechanismen sind wentetmklar [22-25]. NOD2 (CARD15)

gehort zu einer groReren Proteinfamilie, deren Abégdie Abwehr einer bakteriellen Invasion
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in den Organismus ist. Vermutlich 16st es dabeiRa¢hogenese des Morbus Crohn aus. Weil die
entsprechende Mutation bei weniger als 50% deroffetren Falle am Krankheitsgeschehen
beteiligt ist, muss infolgedessen nach weitererathen gesucht werden [26, 27]. Eine direkte
Verknupfung der Atio-Pathogenese (insbesonderévitebus Crohn) mit einer Infektion durch
spezifische Erreger, wie dem Mycobacterium paratubesis [28-30] oder einer persistierenden
Maserninfektion des Gefaliendothels [31-33], kobigkang nicht belegt werden.

1.1.3. Bedeutung der Mikrozirkulation im Rahmen der Pathogenese der chronisch
entzindlichen Darmerkrankungen

Die Mikrozirkulation im Rahmen der Pathogenese dehronisch entziindlichen
Darmerkrankungen ist seit langem Gegenstand desclamgsinteresses. Ein Jahr nach der
Publikation Uber die ,regionale lleitis* in 1932 ][2elang es den damaligen Co-Autoren
Ginzburg und Oppenheimer, die klinischen und pathh@mologischen Gemeinsamkeiten
zwischen dem untersuchten Morbus Crohn und deémsidthen Colitis zu beschreiben [34].
Die Beziehung zwischen der Ischamie und der Entzéigdintersuchte die Gruppe um Marston
et al. im Jahre 1969 mithilfe einer tierexperiméateStudie an Hunden. Die dabei gewonnenen
Resultate wiesen auf einen direkten Zusammenhaiggkz@n der mechanischen Verlegung der
Kolondurchblutung und den folgenden Schleimhautalienen unterschiedlichen
Schweregrades hin [35]. Zuvor hatte die in 194®%ffentlichte Arbeit Gber Colitis ulcerosa von
Warren und Sommers zudem das Vorkommen einer lokebesculitis dank 19 beobachteter

Falle angedeutet [36].

Ende der 60er Jahre erschienen mehrere angiogcaphigntersuchungen, deren Ziel die
Darstellung der Unterschiede der Colitis ulcerosan zMorbus Crohn und weniger deren
morphologische Charakterisierung war [37-40]. Dierdwus gewonnenen Ergebnisse waren in
Bezug auf die nosologische Differenzierung, diedgt@einteilung in Frih- und Spatstadium und
auch die Bedeutung (priméres oder sekundares PlaEmonmstritten. Daraufhin folgten

mikroangiographische Studien an Operationspraparatg dem Hauptanliegen, die bei der
Prozedur beobachteten Veranderungen der Vascuianisausfihrlich zu schildern [41-44].

Darauf folgend wurde im Jahre 1989 eine neue Thaturch Wakefield et al. aufgestellt. Diese
beschreibt eine bei Morbus Crohn im GefaRendotbedigtierende Maserninfektion als Ursache
einer chronisch granulomatdsen Vasculitis, der almech multifokale Infarkte ausgeloste

Ischamie folgt, welche dann wiederum die morphaolgen Veranderungen wie beispielsweise
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die Epithelnekrose nach sich zieht [33, 45, 46]s Badothel, nicht das Epithel, ist demzufolge

der primare Angriffspunkt der Entzindungskette.

Von der Angioarchitektur auf die pathologischen Iionen zu schlieRen schien in allen
Studienfallen schwierig zu sein, egal welche Heetegsweise gewahlt wurde. Aus diesem
Grund wurden seit 1966 diverse funktionelle Untehsungen durchgefiihrt, ohne eindeutige

Ergebnisse zu liefern [47-52].

Dartber hinaus gibt es viele Studien und kliniscBeobachtungen, die auf einen
pathogenetischen Zusammenhang zwischen der Dutahgluund dem Vorliegen einer
chronisch entzindlichen Darmerkrankung hindeuten.

14% aller Morbus Crohn-Erkrankungen treten ershrdem 60sten Lebensjahr auf [53]. Eine
Verschlechterung der gesamten Durchblutung mit zovemdem Alter ist eine bekannte
klinische Erscheinung. Infolgedessen wurde scharvigen Jahren der ,Alters-Crohn* mit der
Mikrozirkulation verknupft [53, 54].

Eine Durchblutungsminderung wird ebenfalls mit d&auchen assoziiert. Bei rauchenden
Morbus Crohn-Patienten wurde wiederholt ein progjeos ungiinstigerer Verlauf beschrieben
[55-59]. Diejenigen unter ihnen, denen es fur ldngks 1 Jahr gelang mit dem Rauchen
aufzuhdren, hatten eine gunstigere Prognose hitisicheines Erkrankungsrezidives im
Vergleich zu denjenigen, denen dies nicht gelanges& konnte im Rahmen einer
durchgefuhrten Interventionsstudie belegt werde@]. [@rstaunlicherweise verhalt sich die
Situation bei der Colitis ulcerosa genau andersirheDie Inhalation oder Zufuhr von Nikotin
Uber ein Pflaster bedingt eine Verlaufsmilderungklrankung [55, 61-65].

Die Tragweite der Mikrozirkulation bei chronischemtzindlichen Darmerkrankungen wird
zusatzlich durch Veréffentlichungen erkennbar, welcurch Heparin-Gaben einen positiven
Effekt auf die Colitis-Aktivitat bewirkten [66-68].Eine vorangehend durchgefihrte
tierexperimentelle Untersuchung demonstrierte pkmimaen eine gunstige Wirkung auf die
Colitis durch Heparin-Gabe [69]. Dieser folgte eimeitere Arbeit, welche die vorherig
gewonnenen Ergebnisse jedoch nicht bestatigen &qgrnaj.

Brahme und Lindstrom berichteten schon im Jahre018@er die anatomische Beziehung
zwischen Ulceration und mesenterialer Eintrittéstder Arterien in die Tunica muscularis bei
Morbus Crohn [41]. Diesem Ergebnis wurde nicht Wefmerksamkeit geschenkt bis Wakefield
et al. dieses Resultat weiter untersuchten undzdeor beschrieben Zusammenhang ebenfalls
bestatigten [71-73].
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Einen weiteren Hinweis auf die potentielle Bedegtwer Mikrozirkulation im Rahmen der
Pathogene der chronisch entziindlichen Darmerkraggtuizeigt der signifikant erhéhte Level
von Endothelin, der in homogenisierten GewebeprafeenMorbus Crohn- und Colitis ulcerosa-
Patienten nachgewiesen werden konnte [74-76]. Bei &ndothelin handelt es sich dabei um
den starksten bekannten vom Gefddothel gebildeten Vasokonstriktor. Nach Ansickt d
Verfasser der Arbeiten kdnnte dessen lokale Prasluktu einer intestinalen Isch&dmie durch

Vasokonstriktion fuhren.

1.2. Zielsetzung und Fragestellung

Trotz zahlreicher Untersuchungen mittels unterstiliker Methoden ist der Stellenwert der
Mikrozirkulation im Rahmen der Pathogenese der misalh entziindlichen Darmerkrankungen
nach wie vor unklar.

Um die Bedeutung der Mikrozirkulation fuir die AtRathogenese der chronisch entziindlichen
Darmerkrankungen néher zu charakterisieren, wundder Arbeitsgruppe ein Colitis-Modell
etabliert, an dem intravitalmikroskopische Untersutggen des mukosalen kapillaren Blutflusses
im Bereich des Kolons durchgefiihrt werden konnéfj.[7

Bei dem angewandten Modell der TNBS-Colitis kommtie den ersten 24 Stunden zu einer
schweren unspezifischen akuten Entzindung des Rektind des distalen Kolons, die mit
einem tendenziell gesteigerten kapillaren Blutflasghergeht. Obwohl die Inflammation nach 3
Tagen unverdndert fortbesteht, ist die Mikrozirkioka zu diesem Zeitpunkt signifikant
vermindert. Nach 15 Tagen ist es histologisch zzveeiner signifikanten Besserung der Colitis
gekommen, es besteht aber immer noch eine mitthtgraakute Inflammation. Daneben lassen
sich nunmehr auch Zeichen der chronischen Entzigydum Form von beispielsweise
Granulomen, nachweisen. Interessanterweise hadagdtare Blutfluss zu diesem Zeitpunkt den

Ausgangswert annahernd wieder erreicht [77].

Aus diesem Grund wurde die Hypothese aufgesteligsdder Colitisverlauf u.a. von der
(gestorten) Mikrozirkulation abhangig ist. Stimnibkese Hypothese, so musste auf der anderen

Seite eine Besserung der Mikrozirkulation zu eimeitlderen Krankheitsverlauf fihren.

Zur Uberprifung dieser Hypothese wurde daher didiegende Studie durchgefiihrt und es
wurden in der Frihphase der TNBS-Colitis zwei Samsen appliziert, die eine direkte Wirkung
auf die Mikrozirkulation haben. Dabei handelte @&shszum einen um Endothelin-1, dem

starksten bekannten Vasokonstriktor, und zum andene seinen selektiven Antagonisten. Als
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Folge dieser Substanzgaben sollte somit eine Vieduerung bzw. eine Verbesserung der
Mikrozirkulation bewirkt werden. Zusatzlich zum kidgren Blutfluss, zur funktionellen
Kapillardichte, zur Gef&permeabilitatt und zum Leukozytensticking als Patemeder
Mikrozirkulation wurde der Entzindungsgrad der @®lmittels eines histologischen Colitis-
Score’s und Kklinischer Parameter wie UrinausschgjduStuhlqualitat, Hamatokrit und

Gewichtsverlauf erfasst.

Folgende Fragen sollten im Einzelnen beantwortetare

1. Welchen Effekt auf die Mikrozirkulation und den Kidneitsverlauf hat die Gabe
a.)des hoch potenten Vasokonstriktors Endothelin-17?
b.)eines Endothelin-A-Rezeptor-Antagonisten?

2. Welche Parameter der Mikrozirkulation werden jewéikeinflusst?

3. Sind pathomorphologische Unterschiede nachweisbar?
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2. MATERIAL und METHODE

2.1. Versuchstiere

Als Versuchstiere dienten durchgangig méannliche a§pe-Dawley-Ratten mit einem
Korpergewicht von 295g = 29g. Die Tiere wurden dgsamten Versuch Uber einzeln in
Stoffwechselkéfigen gehalten und hatten wahrendtiesseien Zugang zu fester Nahrung
(Altromin 1324; Altromin GmbH; Lage) und Trinkwasse

2.2.  TNBS-Colitis-Induktion

Die Induktion der TNBS-Colitis erfolgte modifizienach dem in 1989 beschriebenen Protokoll
der Arbeitsgruppe um Morris [78]. Nach einer Idai@isthesie mittels Ather (24042;
Chinosolfabrik; Seelze) und einer Tiefenandsthegider Zuhilfenahme von Rompun
(Xylazinhydrochlorid; 0,5ml/kg KG; intramuskulér)nd Ketanest (Ketaminhydrochlorid;
0,5ml/kg KG; intramuskular) wird bei diesem Modeié Colitis durch die einmalige intrarektale
Instillation von 0,25ml TrinitrobenzensulfonsauréNBS; P-2297; Sigma Aldrich Chemie
GmbH; Steinheim) induziert, welche in 0,25ml reinéthanol gelost ist [78]. Im Anschluss an
die intrarektale Applikation wurden die Tiere fi Minuten nach Trendelenburg gelagert, um
eine Standardisierung der Kontaktzeit zwischen de&erabreichten Agens und der

Darmschleimhaut zu erreichen.

2.3. Praparation

Nach der Induktion wurden die Versuchstiere gewoged deren Halsbereich mit einer
Schermaschine rasiert. Im Anschluss an eine quemécale Hautinzision, Gefdarstellung,
Anschlingung des Gefalles nach proximal und distabeidenfaden und Verknoten der distalen
Ligatur erfolgte die quere Venotomie der V. jugidanterna dextra mithilfe einer Mikroschere.
In die Veneninzisionsstelle wurde nun vorsichtig &atheter (interne¥E 0,5mm; B. Braun
Melsungen AG; Melsungen) vorgeschoben und mit égalén Ligatur befestigt. Der Katheter
wurde dann von der Halsvorderseite subcutan zumkédaaurchgezogen, durch die Haut
ausgeleitet und zum Beichutz durch eine flexible Stahlscheide gezogeicheedie Tiere nur
geringfugig in ihrer Bewegungsfreiheit einschrankbas Katheterisieren diente der spéateren
intravenodsen Applikation der Versuchssubstanzerothatin-1 (E 7764; Sigma Aldrich Chemie
GmbH; Steinheim) und Endothelin-A-Rezeptor-Antagoni (LU-135252; Knoll AG;
Ludwigshafen) (s. Kap. 2.6., Seite 13). Um einewagden Katheterverschluss vorzubeugen und

um die allgemeinen Bedingungen konstant zu haltemde den Ratten von Beginn der
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Induktion an kontinuierlich Gber 48 Stunden Ringactat-Losung (2ml/kg KG/Std.; B. Braun

Melsungen AG; Melsungen) infundiert.

Die intravitalmikroskopischen Untersuchungen am td&dolon erfolgten nach einem
standardisierten Schema. 36 Stunden nach BeginAmaikation der Testsubstanzen bzw. 48
Stunden nach der Colitisinduktion wurden die Vehstiere abermals mittels Rompumind
Ketanest anasthesiert. Nach erneuter Gewichtskontrolle eniroer die nochmalige Erdffnung
des collaren Zugangs neben dem schon vorhandermenkatheter ein weiterer Katheter in die
A. carotis communis zur direkten Blutdruckmessund mur Blutgasanalyse implantiert (s. Kap.
2.8., Seite 15). Hieriber entnommenes Blut wurdeeiezur Bestimmung des Hamatokrits (Htk)
verwendet, der als Indikator fir die Krankheitsaikiit diente. Uber den Venenkatheter wurden

im Weiteren die Markersubstanzen zur Intravitalrogkopie appliziert (s. Kap. 2.4., Seite 8).

Innerhalb des vorweg rasierten Abdomens erfolghdiesdich eine Medianlaparotomie, bei der
das distale Kolon atraumatisch im Bereich der avasen Zone des Mesenteriums mobilisiert
und spannungsfrei vor die Bauchdecke auf eine sigkilr angefertigte Kunststoffschiene
ausgelagert wurde. Anschliend erfolgte die antimesenteriale Lumenerdffnung idelons in
der weitgehend avascularen Zone und die Armier@anddrmwand mittels 4 Prolene-Faden der
Stéarke 7/0 zur Fixierung zur Intravitalmikroskopler Mukosa (Abb. 1, Seite 9).

2.4. Intravitalmikroskopie

Neben der Bestimmung des kapillaren Blutflussesrudtihilfenahme der Intravitalmikroskopie
lassen sich damit auch die funktionelle Kapillantg; die Gefal3permeabilitdt und das so
genannte Leukozytensticking als Parameter der Mikkolation untersuchen.

Da die Tests sich zeitlich aufwendig gestaltetentden die Tiere zur Stabilisierung und zum
Ausschluss von systematischen Fehlern auf einemtbstatisch geregelte Heizmatte gelegt.
Diese hielt die durch rektale Messungen uUberprtigpertemperatur konstant bei einem Soll-
Wert von 37,5°C [79]. Im selben Rahmen wurde damum Schutz vor Austrocknung der
eroffnete Darmabschnitt mit 37°C warmer Ringer-bBadtdsung aquilibriert [79].

Alle intravitalmikroskopischen Untersuchungen wurdér die nachfolgende Offline-Analyse
auf Videokassetten (FUJI Super VHS PRO) aufgezeichAuf der folgenden Abbildung 2
(Seite 9) st der schematische Aufbau der verwemdetintravitalmikroskopischen

Untersuchungseinheit dargestellt.
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Abb. 1: Praparation zur Untersuchung der mukosalen
Mikrozirkulation. Das Colon descendens ist vor die
Bauchdecke mobilisiert, antimesenterial eréffneft m

feinen Faden armiert und locker aufgespannt
(entnommen aus [77]).

Video
onitor

Fluoreszierendes Licht

Abb. 2: Der schematische Aufbau eines
intravitalmikroskopischen Messplatzes.
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2.4.1. Bestimmung des kapillaren Blutflusses

Nach Blutentnahme flr die arterielle BlutgasanaB8A; ABL-System 625; Radiometer A/S
Copenhagen; Kopenhagen; Danemark) wurden FITC (&deeinisothiocyanat)-markierte
autologe Erythrozyten (0,05ml/100g KG; FITC; IsonieNo. F-7250, Sigma Aldrich Chemie
GmbH; Steinheim) Gber den in der V. jugularis intedextra gelagerten Katheter injiziert. Erst
die FITC-Markierung macht die Erythrozyten untemdeluoreszenzmikroskop erkenntlich. Um
die vorherig notwendige Farbung der an dieser &telerabreichten Erythrozyten zu
ermoglichen, mussten diese initial in einem gesdedeArbeitsgang von gesunden Tieren
gewonnen werden, die keiner Versuchsgruppe angaghddtaraufhin wurden sie nach der von
Mithofer et al. detailliert beschriebenen Methodarkiert [79]. 25 Minuten nach Applikation der
FITC-markierten Erythrozyten begannen die intrdmitkroskopischen Bestimmungen des
kapillaren Blutflusses (cbf), um eine gleichmaligyspersion derer im Blut des Versuchstieres
zu garantieren [79]. Dann wurden die Versuchstmeitedem vorher préaparierten Darm (s. Kap.
2.3., Seite 7) unter das Fluoreszenzmikroskop (@ibje Apo 25/0.65 Fluoreszenz; Leitz;
Wetzlar) gelegt und es erfolgte die Messung vomiidi@rschiedlichen Mukosafeldern des Colon
descendens. Die untersuchten Felder konnten dask ndé dem Monitor verbundenen
Mikroskops optisch dargestellt werden (Abb. 3, &dil). Jedes Feld wurde 1 Minute lang auf
einem Videoband zur spateren Auswertung aufgenomiden Bestimmung des Anteils der
FITC-markierten Erythrozyten bezogen auf das Volan(errc) wurde den Ratten zum
Versuchsende Blut abgenommen. Ein Teil dessen wisdainterlag einer erneuten BGA-
Analyse zwecks Stabilitatskontrolle des VersuclstieDie Messdatenauswertung gelang unter
Zuhilfenahme einer Neubauer-Kammer (Neubauer IMPED\Bright-line; Tiefe 0,200 mm;
Superior; Marienfeld). Nach Beendigung der Messangeurden die 10 aufgezeichneten
Mukosafelder einzeln betrachtet, innerhalb jeddddse10 Kapillaren nach dem Zufallsprinzip
ausgewahlt und an einem Fixpunkt innerhalb diesef&f&s Uber einen Zeitraum von 1 Minute
alle vorbeifliessenden, markierten Erythrozytendipiz Bei 10 untersuchten Feldern mit jeweils
10 ausgezahlten Kapillaren wurden somit 100 GefiaBeTier ausgezahlt, deren Mittelwert den
Wert frre (markierte Erythrozyten pro Minute und Kapillaregab. Aus demgfrc und dem
dazugehdrigen Neubauer-Kammer-Wert konnte sodanhkagdlare Blutfluss eines Tieres nach
der von Mithofer et al. angegeben Formelifzvcap= frirc/ (Nere X 0,76)) kalkuliert werden. Er
entspricht dem volumetrischen Blutfluss (V), andeggein Nanoliter (nl), pro Minute (min) pro
Kapillare (cap). Durch Mittelwertbildung des V all&ruppentiere erhalt man den jeweiligen

kapillaren Gruppenflow [79].
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Abb. 3: Intravitalmikroskopische Aufnahme der Kolonmukater Ratte zur Bestimmung
des kapillaren Blutflusses (x320) (entsprechen@reifreld): Die schwarzen, geschlangelten
Linien entsprechen den Kapillaren, in denen als ReeiPunkte die fluoreszierenden
FITC-markierten Erythrozyten zu erkennen sind.

2.4.2. Bestimmung der funktionellen Kapillardichte

Die funktionelle Kapillardichte (fKD) ist das Mafledmikrovaskularen Perfusion und gibt die
Lange aller durchbluteten Kapillaren innerhalb siBeobachtungsfeldes in cm/cm?2 an [80].
Unter Anwendung eines speziellen Computerprogramamens CAP-IMAGE (Version 6.01;
Dr. Zeintl; Heidelberg) zur Analyse der funktiorsll Kapillardichte erfolgte die
Messdatenauswertung anhand der bereits fur dierslieung des kapillaren Blutflusses
aufgezeichneten 10 Video-Felder pro Versuchstig}. [8

2.4.3. Bestimmung der Gefal3permeabilitat

Unter Gefal3permeabilitat wird die Durchlassigkaies GefalRes fir Substanzen verstanden. Sie
entspricht der relativen Anderung des perivaskol&@eauwertes (Helligkeit) vom Ausgangswert
(in %). Sie wird durch die Verabreichung eines mlaarkers namens FITC-Dextran
(Fluorescein-Isothiocyanate-Dextran; FD-150S, Molakgewicht 70.000 Da; Sigma Aldrich

Chemie GmbH; Steinheim) determiniert. Zuerst et®lgie einminltige Referenzmessung eines
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Sichtfeldes der Kolonmukosa durch Zufallsauswabhrddie Injektion von 0,2ml 5% FITC-
Dextran i.v.. Um eine gleichmie Verteilung des Plasmamarkers zu erlauben, oegadie
Videoaufnahmen von 5 wiederum zuféllig ausgesuchktddern fur jeweils 1 Minute (Objektiv:
ACHROPLAN 20x/0,50w Ph2; Zeiss, Deutschland) eetin30-minitiger Wartezeit [82, 83].
Die  nachgestellte  Auswertung geschah  wiederum  unt&ferwendung  des
Computervideoanalysesystem CAP-IMAGE (s. Kap. 24R2ie ermittelten Ergebnisse wurden
mit dem Ausgangswert in Relation gesetzt und detelvert der Gruppe gebildet.

2.4.4. Bestimmung des Leukozytenstickings

Als ,Sticker* wurden Leukozyten definiert, die miestens 30 Sekunden an einer Stelle der
GefalBwand haften und sich nicht fortbewegen [82,8%}. Die zur Beurteilung notwendige
Leukozytenfarbung geschah anhand der i.v.-GabeOy&ml Rhodamine 6G (C.l. 45160; Basic
Red 1; Sigma Chemical Co.; St. Louis; USA). Nun aeu0 Minuten abgewartet um abermals
eine gleichmaige Dispersion zu gewahrleisten. Am Messplatz (ABb.Seite 9) wurden
hiernach wieder 5 Gesichtsfelder zufallig unter Wemdung des 20x/0,50w Ph2-Objektivs
(ACHROPLAN; Zeiss, Deutschland) bestimmt und ernéut Minute lang auf Video
aufgenommen. Die Anzahl der Leukozytensticker eikfessuchstieres wird in Zellen/nfm

angegeben und berechnet sich aus dem Mittelweddgrezahlten 5 Felder.

2.5. Bestimmung der weiteren Zielparameter

Wahrend samtlicher Messungen am Intravitalmikrogdaen Messplatz wurden alle

Versuchstiere kontinuierlich auf ihre kardioresfwrasche Stabilitat hin Gberpruft, um zufallige

wie auch systematische Fehler auszuschhe(s. Ausschlusskriterien, Kap. 2.8., Seite 18). S
konnte der arterielle Blutdruck direkt Gber den einem Druckwandlermodul (Fa. Hellige

GmbH; Freiburg im Breisgau) angeschlossenen inAderarotis communis liegenden Katheter
(s. Kap. 2.3., Seite 7) gemessen werden. DarlUlmaukiwurde vor Versuchsbeginn wie auch

nach Versuchsende eine arterielle BGA gemacht.

Abgesehen davon wurden der Gewichtsverlauf, derdt@knt, die Urinausscheidung und die
Anderung der Stuhlqualitat als Indikatoren fur #ieankheitsaktivitat dokumentiert. Vor der
Colitisinduktion, wie auch vor dePraparation fir die Intravitalmikroskopie, erfolgteaher

Gewichtskontrollen der Ratten, um Aussagen ubentstauf zu erlauben. Des Weiteren wurde
vor dem Intravitalmikroskopiebeginn der Hamatokréstimmt. Damit eine Beobachtung der
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Stuhlqualitdtsanderung und die Messung der Diueesdgen konnten, wurden die Versuchstiere

das gesamte Experiment tUber einzeln in StoffwekkBgkn gehalten.

2.6. Versuchsaufbau (Gruppen I-1V)

Zur Beantwortung der Fragestellungen in Kapitel. Ja@f Seite 6 wurden die Folgen der
vasoaktiven Substanzapplikation auf die Parameter Wlikrozirkulation und auf die
Erkrankungsschwere der Ratten getestet. Dazu wut@eBtunden nach der Colitis-Induktion
einerseits Endothelin-1 (E 7764) und andererseitsEadothelin-A-Rezeptor-Antagonist (LU-
135252) i.v. appliziert.

Als Versuchstiere dienten 64 méannliche Sprague-BgRatten mit einem Koérpergewicht von
295g + 29g. Unmittelbar vor der TNBS-Colitis-Indigkt erfolgte die Randomisierung in 4
Versuchsgruppen (Gruppen I-1V) mit jeweils 16 Tre(@abelle 1, Seite 13).

Gruppen | Gruppenbezeichnung | Gruppenbeschreibung Anzd (n)
I Kontrollgruppe Gesunde Tiere + Ringer-Lésung i.v. 16
Il Colitisgruppe TNBS-Colitis + Ringer-Lésung i.v. 16
1 Endothelingruppe TNBS-Colitis + Endothelin-1 i.v. 16
\% ET-RA-Gruppe TNBS-Colitis + Endothelin-A-Rezeptontagonist i.v. 16

Tabelle 1: Subgruppenbildung (I-1V).

Die Kontrollgruppe (Gruppe ) setzte sich aus gdsunVersuchstieren zusammen, bei denen
mittels intrarektaler Kochsalzinjektion (0,5ml 0,98aCl-Losung; B. Braun Melsungen AG;
Melsungen) eine Scheininduktion durchgefiihrt wurdeer den Venenkatheter erhielten sie
kontinuierlich Uber 48 Stunden, welches der gesand&rsuchsdauer entspricht, Ringer-Lactat-
Losung (2ml/kg KG/Std.) infundiert, um einem etwerigkatheterverschluss vorzubeugen und
um die allgemeinen Bedingungen gegeniber den Grupipeund IV konstant zu halten.
Dasselbe galt auch fur die Colitisgruppe (Gruppendich erfolgter Induktion. 12 Stunden nach
der Colitis-Induktion wurden den Gruppen Il und iMach bisheriger ausschllieeher Ringer-
Lactat-Zufuhr die jeweiligen Testsubstanzen verighte Die Endothelingruppe (Gruppe Ill)
erhielt von da an kontinuierlich Gber 24 Stundem EBndothelin-1 (1,2%y/kg KG/Std.) i.v. [83],
wahrend der ET-RA-Gruppe (Gruppe 1IV) der EndothaliRezeptor-Antagonist LU-135252
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(50mg/kg KG) [83, 86-88] in Form eines intravent<Rolus appliziert wurde. Weitere 12
Stunden spater erfolgte bei der Gruppe IV einewen8olusgabe. Zwischen den Bolusgaben
und bis zum Ende der Versuchsdauer wurde der ETGRAspe (Gruppe 1V), wie auch der
Endothelingruppe (Gruppe Ill) nach Infusionsende 2aim Versuchsende, zur Standardisierung
Ringer-Lactat-L6sung i.v. dargereicht. Insgesamt &®&inden nach der Colitis-Induktion

begannen die Messungen am intravitalmikrospkoprséhessplatz (Abb. 4, Seite 14).

1. Bolus
Colitis bzw. Beginn Ende der  Intravital-
Induktior der Infusion 2. Bolus Infusior mikroskopie
t=0 12 Std. 24 Std. 36 Std. 48 Std.

Abb. 4: Schema des Versuchsablaufs der Studie (Gruppéhn (th Anlehnung an [89])

Wegen der damit verbundenen Belastung der Rattéraus methodischen Griinden konnten die
gesamten Untersuchungen nicht an einem einzelnesutfestier durchgefihrt werden. Aus
diesem Grund wurden die Tiere innerhalb aller vieruppen nach der zu testenden
Substanzapplikation nochmals randomisiert. Die @empl-IV mit jeweils 16 Versuchstieren
wurden somit in 2 Untergruppen (la-IVa und Ib-IVD)it je 8 Versuchstieren aufgeteilt
(Tabelle 2, Seite 14). Die Tiere der SubgruppetVi-unterzogen sich den Messungen des
kapillaren Blutflusses (cbf), der funktionellen Kidgrdichte (fKD) und der GefaRpermeabilitét
(GPM), die der Subgruppen Ib-IVb andererseits lechgdlem Leukozytensticking (LS).

Zielparameter Gruppen
I I 1] v
cbf + fKD + GPM la lla Ila IVa
LS Ib IIb b IVb

Tabelle 2: Randomisierung der Gruppen I-IV (mit jeweils 16 €@y in Subgruppen mit entsprechend 8
Tieren (cbf = kapillarer Blutfluss, fKD = funktiorlel Kapillardichte, GPM = GefalRpermeabilitat,
LS = Leukozytensticking).
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2.7. Histologie

Am Ende der intravitalmikroskopischen Untersuchumgeurden alle Versuchstiere durch
Injektion von 0,3ml T62 (Hoechst Roussel Vet. Vertrieb GmbH; Unterschleifit)
eingeschlafert. Im Anschluss wurde das fir die BErpente praparierte Darmsegment
entnommen und zur weiteren histologischen Untersuglin 4%-igem Formalin fixiert.

Bereits vor dem Anfang dieser Colitis-Studie wuride Kooperation mit dem Institut fur
Pathologie der Charité - Campus Benjamin Frankilinhéstologischer Colitis-Score entwickelt
[77]. Dieses geschah zum Zweck der BeurteilungQigitisexpression nach erfolgter Induktion
und zur Analyse des Entzindungsverlaufes. Der i€@itore unterscheidet dabei zuerst
allgemein zwischen akuten und chronischen Zeicleercdtziindung. Je nach Auspragung dieser
Zeichen vergibt er Punkte fur den jeweils vorliegem Entzindungsgrad. Ein leichtgradiger
Entztndungsgrad entspricht 1-4 Punkten, ein mreliger 5-8 Punkten und ein hochgradiger 9-
12 Punkten. Dieses gilt fir akute wie auch chrdres&ntziindungszeichen gleicherraa
(Abb. 5, Seite 16). Die histologische Aufarbeitudgr Darmpraparate, deren Schnitt, HE-
Farbung (Hamatoxylin-Eosin) und Auswertung untemeh zwei verblindete Pathologen des
Pathologischen Instituts der Charité - Campus Bemma Franklin. Beiden war das

Versuchsprotokoll unbekannt.

2.8. Ausschlusskriterien

Nur wahrend der intravitalmikroskopischen Untersurgen kardiorespiratorisch und
hamodynamisch stabile Ratten wurden analysiert.

Die im Vorfeld definierten Ausschlusskriterien warein systolischer Blutdruck von <80 mm
Hg sowie eine (schlechte) BGA mit (1) §© 10,6 kPa (80 mm Hg) und/oder (2) pCC> 6,6
kPa ( 50 mm Hg) und/oder (3) pH < 7,3 bzw. > 7,5 [83,.88]

Versuchstiere, welche keine entsprechende Colkm-dssion aufwiesen (Histologischer Colitis-
Score <5), wurden ebenfalls aus der Bewertung geram

2.9. Statistik

Samtliche Zielparameter unterlagen absclere der statistischen Auswertung mittels Student’s
T-Test fur unabhangige Stichproben. Unterschiede emer Irrtumswahrscheinlichkeit <5%
wurden als statistisch signifikant angesehen. Adlgenden Ergebnisse sind als Mittelwette

SEM (Standard Error of Mean) angegeben.
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Abb. 5: Histologischer Colitis-Score (entnommen aus [77])

16

Akute Entziindungszeichen Befund Punkte
Schleimhautintegritét Einzelzelluntergang 2
Erosionen =4
Floride Ulcerationen 6
Infiltration von neutrophilen Zellzahl (n) =
Granulozyten in der Lamina
propria mucosae n=15 =1
n =6-10 =2
n>10 =3
Kryptitis (Granulozyten in Entziindungszellen =1
Kryptenepithelien) KryptenabszelR =2
Odem der Mukosa / Submukosa vorhanden =
Summe
Chronische Entziindungszeicher Befund Punkte
Schleimhautumbau vereinzelt verzweigte Krypten 3=
deutlich veranderte Kryptenarchitektur =6
Rundzellinfiltrate in der Lamina Zellzahl (n) =
propria mucosae
n =0-20 =0
n =21-40 =1
n =41-60 =2
n > 60 =3
Becherzellen Untergang =1
Fibrose der Tela submucosa vorhanden =]
Granulome vorhanden =1
Summe
Schweregradeinteilung
akut: keine Entziindung (0) chronisch:  keine Entziindung (0)

leichtgradige Entziindung (1-4)
mittelgradige Entziindung (5-8)
hochgradige Entzindung (9-12)

leichtgradireziindung (1-4)
mittelgradigy@ziindung (5-8)
hochgradige Erdung (9-12)

Bei der Auswertung hat zunachst die Sichtung sahati Schnitte zu erfolgen, um wesentliche Befunde
nicht zu Gbersehen. Scheinen die Verdnderungerdmé@ey zu sein, so werden 5 Regionen zufallig
ausgewahlt und ausgezahlt. Dazu wird ein Netzmiktem(10x10/5, 10, d=19mm; Fa. Carl Zeiss Jena
GmbH, Best.-Nr. 434008) bei einer VergroRerung ¥0r12,5 verwendet. Es werden jeweils 10 Felder
entlang einer Diagonalen von links oben nach reahten ausgezahlt und addiert. Der Wert (n) wird in

die Tabelle eingetragen.
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3. ERGEBNISSE

Entsprechend der Versuchsvorlage wurden die Urdbtsigen an der Schleimhaut des Colon
descendens gemacht. Wahrend des Versuchszeitrauarstarb kein Tier. Zeichen der
kardiorespiratorischen oder hdmodynamischen Irseffe, die gemal den Anforderungen in
Kapitel 2.8. (Seite 15) einen Ausschluss erforaertegen nicht vor. Insgesamt 3 Versuchstiere
mussten allerdings aufgrund ungenigender Colitigr&ssion (Score <5) aus der Wertung

herausgenommen werden.

3.1. Kapillarer Blutfluss der Gruppen la-1Va

Die scheininduzierten, gesunden Tiere der Kontrofige la zeigen einen kapillaren Blutfluss
von 2.25 = 0.02 nl/min/cap. Im Kontrast dazu ist Blew aller Colitis-Tiere (Gruppen lla-IVa)

signifikant vermindert (p<0.01). Bei der Colitisgpe Ila (0.62 = 0.02 nl/min/cap) und bei der
Endothelingruppe llla (0.68 + 0.01 nl/min/cap) dwr kapillare Blutfluss sehr deutlich im
Hinblick auf die Kontrollgruppe la vermindert. Degegentibergestellt bewirkt die Applikation
des Endothelin-A-Rezeptor-Antagonisten bei der Grupp@a (1.85 + 0.02 nl/min/cap) eine
signifikante Verbesserung des Flows (p<0.01) (AhlSeite 18).

Die Tabelle 3 auf Seite 17 subsumiert die komphetEnzelwerte aller Versuchstiere, wobei

diese Ergebnisse auf den Untersuchungen von insg@8249 Kapillaren basieren.

Kontrollgruppe Colitisgruppe | Endothelingruppe| ET-RA-Gruppe
Versuchsgruppe la lla Illa IVa
n=800 Kapillaren | n=650 Kapillaren n=727 Kapillaren n=672 Kapillaren
Tier 1 1.79+0.02 0.73+0.02 0.57+£0.01 1.42620
Tier 2 2.00+0.01 0.98 £ 0.01 0.80 £ 0.02 2.16020
Tier 3 2.17 £ 0.02 Ausschluss 0.61+0.01 2.0004 0.
Tier 4 2.07+0.01 0.70 £ 0.03 0.81+0.01 1.75(0
Tier 5 2.53+0.02 0.60 = 0.02 0.64 = 0.02 Aussshlu
Tier 6 2.38+0.02 0.53+0.01 0.68 £ 0.01 1.840620
Tier 7 2.40+0.01 0.32+0.02 0.82+0.01 1.92G20
Tier 8 2.63+0.02 0.41+0.02 0.48 £ 0.02 1.85020
Gruppenmittelwert]  2.25 + 0.02 0.62 £ 0.02 0.68 £ 0.01 1.85+ 0.(]2
Tabelle 3: Einzelwerte und Mittelwerte des kapillaren BlutBes (cbf) mit

Standardabweichung (in nl/cap/min) im Bereich darkbbsaschleimhaut des Colon descendens
nach 48 Stunden (Gruppen la-IVa).
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Abb. 6: Der kapillare Blutfluss (cbf) der Gruppen la-IVa.
* = p<0.01 im Vergleich zur Kontrollgruppe (la).
° = p<0.01 im Vergleich zur Colitisgruppe (I1a).

3.2. Funktionelle Kapillardichte der Gruppen la-IVa

Die Resultate der funktionellen Kapillardichte ¢méchen in etwa denen des kapillaren
Blutflusses. Im Vergleich zu den gesunden Tierem @guppe la mit einer fKD von
390 + 3 cm/crhist die Dichte der funktionellen Kapillaren beieal anderen Versuchstieren nach
Colitis-Induktion (Gruppen lla-1Va) signifikant werindert (p<0.01). Nach Applikation des
Endothelin-A-Rezeptor-Antagonisten der Gruppe Vst ihr Wert im Vergleich zur
Colitisgruppe lla mit 240 + 8 cm/cnsignifikant erhoht (p<0.01, Abb. 7, Seite 19). Zehien der
Colitisgruppe lla und der Endothelingruppe lllagli&ein deutlicher Unterschied vor (lla: 106 +
8 cm/cnf im Vergleich zu llla: 90 + 4 cm/cth Die Tabelle 4 auf Seite 19 zeigt eine Aufstefjun

der Einzelwerte der 300 ausgewerteten Felder.
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Kontrollgruppe Colitisgruppe | Endothelingruppe| ET-RA-Gruppe
Versuchsgruppe la lla llla IVa
n=80 Felder n=70 Felder n=80 Felder n=70 Felder
Tier 1 399+2 849 71+4 208 + 8
Tier 2 382+3 977 86+4 3059
Tier 3 388+3 Ausschluss 74 +3 2737
Tier 4 397 +3 809 88+5 111 +£9
Tier 5 381+4 120+ 8 92+6 Ausschlus$
Tier 6 394 +3 132+ 8 102 £3 250+ 7
Tier 7 396 +2 706 123+ 4 308 +8
Tier 8 3823 162 +9 87+4 228+ 8
Gruppenmittelwert 390+3 106 + 8 90+ 4 240+ 8

Tabelle 4: Einzelwerte und Mittelwerte der funktionellen Kaaiichte (fKD) mit
Standardabweichung (in nl/cap/min) im Bereich darkbbsaschleimhaut des Colon descendens
nach 48 Stunden (Gruppen la-IVa).

450
400 - =
350
300 -
250 A T
200
150 *
100 - T

50

0 T T T
Gruppe la: Kontrolle Gruppe lla:  Colitis Gruppkall Gruppe IVa:  ET-
Endothelin RA

fKD [cm/cmZ]

Abb. 7: Die funktionelle Kapillardichte (fKD) der Gruppea-1Va.
* = p<0.01 im Vergleich zur Kontrollgruppe (la).
° =p<0.01 im Vergleich zur Colitisgruppe (l1a).
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3.3. GefalRpermeabilitat der Gruppen la-IVa

Der Ausgangswert der Gefal3permeabilitat liegt ©€1%. Bei der Kontrollgruppe la sinkt der
Wert auf 79 + 5% ab. Dieses ist ein Ausdruck déteieden Permeabilitat fur die innerhalb
dieser Studie verwendeten Dextrane mit einer Mdé&kuasse von 70.000 Da. Im Gegensatz
dazu weisen alle Colitisgruppen (lla-1Va) einem#iganten Anstieg der Gefal3permeabilitat auf
(p<0.01). Die Ergebnisse der Colitisgruppe lla wledt Endothelingruppe llla sind sich dabei
ahnlich (lla: 329 + 8% und llla: 315 + 6%). Die @GBpermeabilitat der Endothelin-A-Rezeptor-
Antagonistengruppe IVa ist mit 125 + 6% im Vergleieur Colitisgruppe lla signifikant
reduziert (p<0.01, Abb. 8, Seite 21). Den Ergelanissn Tabelle 5 auf Seite 20 liegt die

Auswertung von insgesamt 150 Feldern zu Grunde.

Kontrollgruppe Colitisgruppe | Endothelingruppe| ET-RA-Gruppe
Versuchsgruppe la lla llla IVa
n=40 Felder n=35 Felder n=40 Felder n=35 Felder
Tier 1 54 +5 2879 2907 9% +7
Tier 2 74+ 4 2809 325+ 6 121+ 6
Tier 3 985 Ausschluss 357+6 1135
Tier 4 78+4 2937 3176 138+5
Tier 5 66 £5 3107 397 +8 Ausschlus$
Tier 6 1015 422 +8 248 £ 6 142 £ 6
Tier 7 109 = 62 467 £ 8 3306 154 £ 7
Tier 8 55+6 256 £ 8 255+ 6 112+ 6
Gruppenmittelwert 79+5 329+8 315+ 6 125+ 6

Tabelle 5: Einzelwerte und Mittelwerte der GefalRpermeabilits{iGPM) mit
Standardabweichung (in nl/cap/min) im Bereich darkbbsaschleimhaut des Colon descendens
nach 48 Stunden (Gruppen la-1Va).
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Abb. 8: Die GefalRpermeabilitdt (GPM) der Gruppen la-IVa.
* = p<0.01 im Vergleich zur Kontrollgruppe (la).
° = p<0.01 im Vergleich zur Colitisgruppe (l1a).

3.4. Leukozytensticking der Gruppen Ib-1Vb

Die Ergebnisse des Leukozytenstickings sind mitededer Gefal3permeabilitat vergleichbar.
Sind die Tiere wie bei der Kontrollgruppe Ib gesunsb tritt die Erscheinung des
Leukozytenstickings fast nicht auf (0.4 + 0.2 Zeffanf). Das Gegenteil ist bei jedem Colitis-
Tier der Gruppen llIb-IVb zu beobachten. Bei allsh ein signifikanter Anstieg (p<0.01) des
Leukozytenstickings im Vergleich zur Kontrollgrupfiezu verzeichnen, wobei auch in diesem
Fall wieder nur eine geringe Differenz zwischen Qetitisgruppe Ilb und der Endothelingruppe
lllb zu erkennen ist (Ib: 52.2 + 4.9 Zellen/mmegeniber Illb: 48.7 + 5.0 Zellen/MmDas
Leukozytensticking nimmt bei Endothelin-A-Rezepfartagonisten-Gabe (Gruppe IVb) mit
17.2 + 1.4 Zellen/mfmim Unterschied zur Colitisgruppe IIb mit 52.2 +94Zellen/mnf
signifikant ab (p<0.01, Abb. 9, Seite 22). Es wurd®5 Felder ausgezahlt. Die Einzelwerte sind

in Tabelle 6 auf Seite 22 zusammengefasst.
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Kontrollgruppe Colitisgruppe | Endothelingruppe| ET-RA-Gruppe
Versuchsgruppe Ib IIb b IVb
n=40 Felder n=40 Felder n=40 Felder n=35 Felder
Tier 1 04+0.1 50.6 £ 5.3 69.8+£5.3 154+ 1.
Tier 2 06+0.2 80.6+4.5 51.8+4.7 128+ 1.8
Tier 3 0.7+£0.3 58.9+6.4 16.6+5.9 Ausschlugs
Tier 4 06+0.2 62.7+4.6 269145 179+ 1.0
Tier 5 0.2+£0.2 13.9+ 3.9 33.3+4.6 14.1+ 1.
Tier 6 05+£0.2 61.4+4.7 59.5+5.0 23.2+ 1.
Tier 7 0.2+£0.2 46.1+5.7 48.6 £ 5.4 19.8+ 1.
Tier 8 0.3+£0.2 435143 81.9+4.6 172+ 1.
Gruppenmittelwert 04+0.2 522+49 48.7+5.0 172+ 1.4
Tabelle 6: Einzelwerte und Mittelwerte mit Standardabweichungdes
Leukozytenstickings (LS) im Bereich der Mukosa esd distalen Kolons
nach 48 Stunden (Gruppen lb-IVb).
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Abb. 9: Das Leukozytensticking (LS) der Gruppen Ib-IVb.
* = p<0.01 im Vergleich zur Kontrollgruppe (Ib).
° = p<0.01 im Vergleich zur Colitisgruppe (l1b).
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3.5. Gewichtsverlauf der Gruppen I-IV

Bis zum Untersuchungszeitpunkt nehmen die Konieodit (Gruppe I) generell an Gewicht zu
(1.6 £ 0.4%). Dem gegenubergestellt verlieren tétiS-Tiere der Gruppen lI-1V ausnahmslos
und signifikant an Gewicht (p<0.01). Besonders tisels ist die Abnahme bei der Colitisgruppe
Il (-12.8 £ 1.1%) und der Endothelingruppe 11l (:8G: 1.2%). Weniger stark ist das bei der
Endothelin-A-Rezeptor-Antagonisten-Gruppe IV (-&2.8%) der Fall, wahrend die Differenz
zur Colitisgruppe Il signifikant ist (p<0.01, AbbO, Seite 24). In Tabelle 7 auf Seite 23 werden
die Einzelwerte zusammengefasst. Bei drei Versierasisschliissen wurden hierfir und far alle

weiteren Zielparameter 61 der urspringlich 64 Tearsgewertet.

Kontrollgruppe Colitisgruppe | Endothelingruppe| ET-RA-Gruppe
Versuchsgruppe [ Il [} v
n=16 Tiere n=15 Tiere n=16 Tiere n=14 Tiere
Tier 1 2.4 -14.3 9.3 9.1
Tier 2 1.1 -11.3 -11.3 -8.8
Tier 3 0.9 Ausschluss 9.8 7.9
Tier 4 1.8 -12.1 -10.1 -8.1
Tier 5 2.0 -11.7 -10.4 Ausschluss
Tier 6 15 -11.6 -11.2 -6.9
Tier 7 1.4 -13.4 -12.1 -8.7
Tier 8 1.9 -12.3 -13.4 9.2
Tier 9 1.1 -14.0 -10.2 -8.8
Tier 10 0.9 -13.8 -9.2 -7.3
Tier 11 1.7 -12.7 -11.9 Ausschlusg
Tier 12 15 -13.6 -10.3 -7.5
Tier 13 1.6 -11.5 -10.6 -6.9
Tier 14 1.7 -12.5 -11.4 -8.9
Tier 15 1.8 -11.9 -9.9 -9.2
Tier 16 1.7 -14.6 -12.4 -7.8
Gruppenmittelwert 1.6+0.4 -12.8+1.] -10.8+1.22 -8.2+0.8

Tabelle 7: Einzelwerte und Mittelwerte des Gewichtsverlaufes @tandardabweichung
innerhalb von 48 Stunden (Gruppen I-1V).
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Abb. 10: Der Gewichtsverlauf der Gruppen I-I1V.
* = p<0.01 im Vergleich zur Kontrollgruppe (I).
° = p<0.01 im Vergleich zur Colitisgruppe (I1).

3.6. Hamatokrit der Gruppen I-IV

Der Hamatokrit der gesunden Kontrolltiergruppe dgti bei 45.8 + 2.0%. Die Ratten der
Endothelingruppe 11l bieten einen leicht angestresge dennoch nicht signifikanten Hamatokrit
dar (46.6 £ 2.5%), gemessen an den Kontrollen. Znderen ist dieser bei den Versuchstieren
der Colitisgruppe (1) mit 48.8 £ 2.0% signifikargrhoht (p<0.01). Auffallig ist der
Hamatokritlevel der Tiere der Endothelin-A-RezepAmtagonisten-Gruppe (1V). Er liegt bei
39.0 + 2.8% und ist damit im Vergleich zur Kontgolippe | ebenso wie zur Colitisgruppe I
signifikant erniedrigt (p<0.01, Abb. 11, Seite 2Bje entsprechenden Einzelwerte sind in der
Tabelle 8 auf Seite 25 angeordnet.
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Kontrollgruppe Colitisgruppe | Endothelingruppe| ET-RA-Gruppe
Versuchsgruppe [ Il [} \
n=16 Tiere n=15 Tiere n=16 Tiere n=14 Tiere
Tier 1 44 49 45 35
Tier 2 47 53 44 38
Tier 3 42 Ausschluss 46 39
Tier 4 47 50 47 40
Tier 5 44 51 49 Ausschluss
Tier 6 42 48 46 38
Tier 7 45 48 47 40
Tier 8 48 50 50 45
Tier 9 47 46 45 42
Tier 10 47 47 50 37
Tier 11 45 47 44 Ausschluss
Tier 12 49 49 51 42
Tier 13 45 47 43 36
Tier 14 47 52 44 40
Tier 15 47 48 46 36
Tier 16 47 47 48 38
Gruppenmittelwert 458+ 2.0 48.8 £ 2.0 46.6 £2.5 39.0+28

Tabelle 8: Einzelwerte und Mittelwerte des Hamatokrits mit riétardabweichung nach 48
Stunden (Gruppen [-1V).
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Abb. 11: Der Hamatokrit der Gruppen I-IV.
* = p<0.01 im Vergleich zur Kontrollgruppe (1).
° =p<0.01 im Vergleich zur Colitisgruppe (I1).
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3.7. Urinausscheidung der Gruppen -1V

Die Kontrolltiere (Gruppe ) scheiden in dem Unteisungszeitraum von 48 Stunden
22.3 = 1.0 ml Urin aus. Die Diurese der Colitisgrap (Il) ist mit derjenigen der

Endothelingruppe vergleichbar (II: 12.4 + 1.3 ml U§ 14.5 = 1.0 ml), sie ist gegenuber der
Kontrollgruppe (1) signifikant vermindert (p<0.01Nach Gabe des Endothelin-A-Rezeptor-
Antagonisten (Gruppe 1V) kommt es sowohl gegenifer Kontrollgruppe (I) als auch

gegeniber der Colitisgruppe (lII) zu einer signifiten Steigerung der Urinmenge
(IV: 33.2 £ 1.8 ml, p<0.01) (Abb. 12, Seite 27). Trabelle 9 auf Seite 26 sind die
Einzelergebnisse aufgefihrt.

Kontrollgruppe Colitisgruppe | Endothelingruppe| ET-RA-Gruppe
Versuchsgruppe [ Il [} v
n=16 Tiere n=15 Tiere n=16 Tiere n=14 Tiere
Tier 1 22.4 12.4 14.3 35.0
Tier 2 21.9 13.1 16.2 32.2
Tier 3 23.2 Ausschluss 135 36.4
Tier 4 21.6 10.2 11.9 34.2
Tier 5 21.7 11.4 15.4 Ausschluss
Tier 6 23.1 13.5 14.6 32.6
Tier 7 21.4 14.0 13.9 32.9
Tier 8 23.6 14.2 14.1 31.9
Tier 9 21.7 12.7 15.1 325
Tier 10 22.4 11.4 15.5 31.7
Tier 11 22.6 10.8 14.4 Ausschlusg
Tier 12 24.3 11.2 14.7 35.2
Tier 13 21.4 13.2 15.1 31.2
Tier 14 21.0 14.3 14.3 30.9
Tier 15 23.3 12.7 14.1 35.9
Tier 16 21.1 11.3 14.9 31.8
Gruppenmittelwert 22.3+1.0 12.4 + 1.3 145+1.0] 332%18

Tabelle 9: Einzelwerte und Mittelwerte der Diurese mit Staniddoweichung innerhalb von 48
Stunden (Gruppen [-1V).
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Abb. 12: Die Diurese der Gruppen I-1V.
* = p<0.01 im Vergleich zur Kontrollgruppe (I).
° =p<0.01 im Vergleich zur Colitisgruppe (I1).

3.8.  Stuhlqualitat der Gruppen I-1V

Der Stuhl gesunder Ratten (Gruppe 1) ist fest usfdrgnt, der der Colitistiere der Gruppe Il und
der Endothelingruppe 1l demgegeniber wassrig ungeformt. Dieses entspricht dem Bild
einer floriden Diarrhoe. Im Gegensatz dazu ist Sl der Versuchstiere nach Endothelin-A-
Rezeptor-Antagonisten-Gabe (Gruppe 1V) teilweisefoiget und weicher als bei den

Kontrolltieren (I).

3.9. Histologie der Gruppen I-IV

48 Stunden nach der Colitis-Induktion zeigen saiméi kranken Versuchstiere mit Colitis-
Expression (Gruppen 1I-IV) zum Versuchsende damlugische Bild einer hochgradigen akuten
Entzindungsreaktion mit floriden Schleimhautulderagn, Kryptenabszessen, massenhafter
Infiltration von neutrophilen Granulozyten in derarhina propria mucosae und einem
ausgedehnten Submukosaddem (Abb. 14, Seite 29teBenach dem im Kapitel 2.7. auf Seite
15 beschriebenen histologischen Score ist diesallea Colitisgruppen (II-1V) im Hinblick auf
die Kontrollgruppe | signifikant erhdht (p<0.01)ieDScorewerte stellen sich wie gefolgt dar: I:
0.1 £ 0.3, Il: 9.8 £ 0.9, lll: 10.3 = 0.9, IV: 9.8 0.8. Werden die Colitisgruppen (lI-VI)
untereinander verglichen, so zeigen sich nur milemaicht signifikante Abweichungen der
Messwerte (Abb. 13, Seite 28). Die Tabelle 10 aiteS28 fasst die dazugehdrigen Einzelwerte

Zusammen.
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Kontrollgruppe Colitisgruppe | Endothelingruppe| ET-RA-Gruppe
Versuchsgruppe [ Il [} \
n=16 Tiere n=15 Tiere n=16 Tiere n=14 Tiere
Tier 1 0 10 10 10
Tier 2 0 10 9 9
Tier 3 0 Ausschluss 9 9
Tier 4 1 11 11 10
Tier 5 0 9 10 Ausschluss
Tier 6 0 9 10 11
Tier 7 0 11 11 8
Tier 8 0 11 11 9
Tier 9 0 9 9 10
Tier 10 0 10 11 9
Tier 11 0 9 11 Ausschluss
Tier 12 1 11 10 8
Tier 13 0 10 11 9
Tier 14 0 9 12 9
Tier 15 0 9 10 9
Tier 16 0 9 10 10
Gruppenmittelwert 0.1+£0.3 9.8+0.9 10.3+0.9 3808

Tabelle 10: Einzelwerte und Mittelwerte des histologischen BEndungsgrades mit
Standardabweichung (Score) nach 48 Stunden (Grupipdn
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Abb. 13: Der histologische Entziindungsgrad der Gruppenhdgh dem Colitis-Score.
* = p<0.01 im Vergleich zur Kontrollgruppe (I).
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Abb. 14: Histologisches Bild bei TNBS-Colitis des Colon desdens 48 Stunden nach Induktion. Im
Vergleich zu dem eines gesunden KontrolltieresAéipen die Bilder von Colitis-Tieren (B, C und D)
eine hochgradige akute Entziindung mit uniformend:Hlbride Schleimhautulceration bzw. -erosion,

Infiltration von Granulozyten, Zerstérung der Lamimuscularis mucosae, aktivierte Lymphfollikel (D)
und massives Submukosaddem.

(A) Kontrollgruppe | (HE-Farbung, x100)
(B) Colitisgruppe Il (HE-Farbung, x100)
(C) Endothelingruppe Il (HE-Farbung, x40)
(D) ET-RA-Gruppe IV (HE-Farbung, x40)

29
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4. DISKUSSION

4.1. Atio-Pathogenese der chronisch entziindlichenabmerkrankungen

Trotz intensiver Bemihungen zur Erforschung der oM&athogenese der chronisch
entzundlichen Darmerkrankungen Colitis ulcerosa Miadbus Crohn, konnte diese noch immer
nicht eindeutig entschlisselt werden. Unterdessbkaist der Einfluss von genetischen Faktoren,
immunologischen Mechanismen und Umwelteinflissare ddesonders starke Rolle in deren
Entstehung zu spielen. Vermutlich |6sen infektitad/oder exogene Faktoren den Ausbruch der
chronisch entzindlichen Darmerkrankungen aus odemflussen zumindest den Verlauf ihrer
Pathogenese. In dieser Hinsicht wird die Gewebelkghdg durch die dann auftretenden
immunologischen Ablaufe eingeleitet. Uber die Wigkeit einer genetischen Veranlagung im
Bezug auf die Entwicklung der Erkrankungen besadibemeiner Konsens [90].

Trotz mittlerweile wachsendem wissenschaftlichemnsténdnis der immunologischen Ablaufe in
der Darmschleimhaut und der damit verbundenen [Ekiung von neuen
Therapiemoglichkeiten wie beispielsweise Infliximganti-TNF ) haben auch diese ein
unubersehbares Nebenwirkungsprofil [91-94]. Aufgraer unzureichenden Kenntnis der Atio-
Pathogenese gibt es bis heute noch keine wirkpelziische Therapie. Alle bisher verfigbaren
Therapiemaoglichkeiten, ob bewahrt oder neu, habikwnter folgenreiche Nebenwirkungen [12,
13, 93]. Die weiterfuhrende Forschung zum Zweck Herstellung besserer, spezifischerer

Therapieformen mit weniger starken Nebenwirkungesomit unerlasslich.

Auf der Suche danach wird wiederholt die Mikrozigtion und deren Einfluss auf den Verlauf
der Pathogenese bei den chronisch entzindlichemékrankungen betrachtet. Im Falle der
Vermutungsbestatigung eines solchen Effektes konmtann darauf basierend neue und
maoglicherweise besser vertragliche Therapieopti@mwickelt werden.

4.1.1. Die Bedeutung der Mikrozirkulation im Rahmen der Pathogenese der
chronisch entzindlichen Darmerkrankungen

Trotz zahlreicher morphologischer und funktionelléntersuchungen ist der Stellenwert der
Mikrozirkulation im Rahmen der Pathogenese der misalh entziindlichen Darmerkrankungen
unklar und weiterhin in der Diskussion (Ubersicds,[96]).

Neben diesen Untersuchungen gibt es verschiedemeckle Beobachtungen, die als Hinweis
auf eine pathogenetische Bedeutung der Durchblutbeg den chronisch entziindlichen

Darmerkrankungen interpretiert werden.
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Seit langerer Zeit wird die Mikrozirkulation mit aleVorkommen eines ,Alters-Crohn“ nach
dem 60. Lebensjahrs in Verbindung gebracht [53, Bi¢ Arbeitsgruppe um First et al.
analysierte Morbus Crohn-Resektate. Diese wurdei®perationen von Patienten entnommen,
welche 65 Jahre oder &lter waren. Dabei konnten86& der Resektate Veranderungen der
Wandstruktur Kkleinerer GefalRe sowie eine Neigung Einblutung und/oder Thrombose
nachgewiesen werden. Aus diesen Ergebnissen wimdadglicher Zusammenhang zwischen

einer vorliegenden Ischamie und der Pathogenesgitiess-Crohn* abgeleitet [53].

Einig ist man sich beziglich rauchender Morbus @GfBlatienten und dem Auftreten eines
unginstigeren Krankheitsverlaufs. Die Zufuhr vonkdtiin scheint im Zuge dessen eine
Durchblutungsminderung des Darms nach sich zu amjetpefolgt von Exazerbationen [55-58,
60]. Bei der Colitis ulcerosa verhéalt es sich emligzherweise andersherum. Die Zufuhr des
Nikotins durch Inhalation oder Pflaster bedingtrhégne Milderung des Erkrankungsverlaufs
[55, 61, 63-65].

DarlUber hinaus scheint die Heparin-Gabe durch thrékirkung auf die Mikrozirkulation einen
positiven Einfluss auf den Erkrankungsverlauf ba&rbus Crohn und Colitis ulcerosa zu haben.
Dieses unterstitzt die Zusammenhangshypothese fmmscer Mikrozirkulation und den

chronischen entzindlichen Darmerkrankungen [66-69].

Au erdem erfahrt die Vascularisation durch Arbeitene cine Assoziation zwischen
mesenterialer Eintrittsstelle der Arterien in dienica muscularis und den Ulcera hergestellten,
einen bedeutsamen Stellenwert [41, 71-73]. Die mdesenteriale Schleimhaut versorgenden
Vasae rectae breves des terminalen lleums stedleim Annahme der Arbeitsgruppe um Anthony
et al. funktionelle Endarterien dar. Kommt es nuneiner Ischamie, so ist folglich dieser
Bereich hauptsachlich betroffen und erklart sorag ¥orkommen der Ulcerationen im Bereich

des Mesenterialansatzes [71].

Zu guter Letzt wurden in homogenisierten Biopsien an Morbus Crohn und Colitis ulcerosa
erkrankten Patienten signifikant angestiegene LdgslVasokonstriktors Endothelin festgestellt.
Dessen lokale Produktion kdnnte durch Vasokongtnkeine intestinale Ischdmie bewirken,
welche fur die Pathogenese und den Erkrankungsiertler chronisch entziindlichen

Darmerkrankungen von Bedeutung ware [74-76].
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4.1.2. Tierexperimentelle Untersuchungen der Mikrozkulation
Bis zum jetzigen Zeitpunkt stehen noch immer syatesohe Untersuchungen der
pathogenetischen Relevanz der Mikrozirkulation bden chronisch entzindlichen

Darmerkrankungen aus.

Aus diesem Grund wurde in der Arbeitsgruppe zurtichs gesunden Tieren die
Intravitalmikroskopie des Rattenkolons etabliertdudiese Kenntnisse auf Colitis-Modelle
Ubertragen. Dadurch konnte eine Charakterisieruagschiedener Modelle erfolgen [77].
Infolgedessen wurden die Voraussetzungen fur weéheende Untersuchungen zur

pathogenetischen Bedeutung sowie zur Evaluatienrativer Therapieoptionen geschaffen.

4.2. Material und Methode

4.2.1. Die Methodik der Intravitalmikroskopie - Parameter der Mikrozirkulation

Die Intravitalmikroskopie ist bislang die unibeffeme Methode zur Studie der
Mikrozirkulation [79, 97]. Sie ermdglicht eine Unseichung des kapillaren Blutflusses, des
Leukozytenstickings und unter Zuhilfenahme eineszillen Computerprogramms zur
Datenauswertung sogar die der Gefa3permeabilitdtden funktionellen Kapillardichte [81].
Bei allen handelt es sich um Parameter der Mikkottion. Die gesamten Messungen wurden
vorerst auf Videokassetten aufgenommen, um nachddgeng der Versuche analysiert werden
zu konnen. Dabei wurde die Methode nach Mithéferaketzur Bewertung des kapillaren
Blutflusses verwendet [79]. Bedingt durch die higoh gewonnene gre Menge an
ausgezahlten Kapillaren fallt der SEM (StandarcdEaf Mean) vergleichsweise klein aus. Zur
Auswertung der funktionellen Kapillardichte und de8efal3permeabilitdit wurde sodann das
Computerprogramm CAP-IMAGE (Version 6.01; Dr. Z&irideidelberg) hinzugezogen [81].
Des Weiteren wurden dann als Leukozytenstickeredigen Leukozyten definiert, welche
mindestens 30 Sekunden an demselben Ort haftesicimaicht fortbewegen [82, 84, 85].

4.2.2. Die Praparation der Tiere

Die Mikrozirkulation wird durch viele Umstande befiisst. Zur Entwicklung eines bestandigen
Modells und damit verbundener unvoreingenommenetefrdachungsergebnisse muss dieses
beachtet werden. Im Rahmen der Tierpraparation koesnzu einem Blutverlust, da diese von
invasiver Natur ist. Um die Mikrozirkulation nichtegativ durch eine damit verbundene
Abnahme des Blutvolumens zu beeinflussen, muse dieklein wie moglich gehalten werden.

Dieses lasst sich insgesamt durch die Anwendurgi@itatischer Operationstechniken erreichen.
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Zu diesem Zweck wurde das distale Kolon mobilisigrl so spannungsfrei wie nur moglich auf
eine eigens dafur angefertigte und eingebuchtetaststoffschiene vor die Bauchdecke
verlagert. Das Lumen wurde antimesenterial in dash &vasculéren Bereich er6ffnet. Mit Hilfe
feiner atraumatischer Faden (Prolene 7/0) wurdeedaf$nete Kolon sodann armiert und locker
aufgespannt (Abb. 1, Seite 9). Neben dem Ausbaer eiarmierten Methodik konnte so eine
Blutungsminderung wie auch eine Durchblutungsstyrudurch Gewebelberspannung

vermieden werden.

Zudem gibt es zusatzliche Faktoren, welche die daikkulation beeinflussen kdnnen. Um
systematische Fehler zu verhindern, mussten dmsstdént gehalten werden. Aus diesem Grund
erfolgte die Lagerung der Ratten die gesamte Vessiauer Uber auf einer thermostatisch
geregelten Heizmatte und eine Aquilibrierung mitGivarmer Ringer-Lactat-Losung, um die
Kdrpertemperatur konstant zu halten. &cdem wurden am Anfang und zum Ende der Versuche
Blutgasanalysen sowie kontinuierlich eine direktdut®uckmessung zum Zweck des

Ausschlusses kardiorespiratorisch insuffizientersdehstiere durchgefthrt.

4.2.3. Charakterisierung des TNBS-Colitis-Modells

Das 1989 beschriebene Modell nach Morris et at. gife Colitis durch einmalige intrarektale
Instillation von zuvor in 100%igem Alkohol gel6stérinitrobenzensulfonsaure (TNBS) hervor
[78]. Durch das Athanol wird die gesunde Kolonsthigaut geschadigt und somit dem TNBS
der Eintritt in die Darmwand ermdglicht. Binnen wgar Stunden entsteht eine akute
transmurale Entzindung. Diese wandelt sich dandugthin ein bei Ratten bis zu 8 Wochen
anhaltendes chronisches Stadium um. Dabei scheentcloronische Entzindung durch T-
Lymphozyten (T1) getriggert zu werden, welches anhand von Expmriemn an Mausen
dargestellt werden konnte. Das verwendete TNBSrtagiediesem Fall als Hapten. Es bindet
sich an die E-Aminogruppe der Aminosaure Lysinpfodabei die Oberflachenantigenstruktur
um und l8st so eine Immunreaktion vom verzogertgm dus (Hapten-Colitis) [78, 98-103]. Der
genaue Pathomechanismus bei der Ratte ist aberumbtdr. Der Einfluss von toxischen Noxen

in diesem Rahmen wird untersucht [18].

Besonders stark ist die Entziindungsreaktion anndieiktionsstelle im Rektum und im aboralen
Kolon. Von da aus dehnt sie sich ununterbrocherfokdlen Ulcerationen aus. Im Zuge dessen
zeigt sich makroskopisch das Bild eines paraly@schileus: der Darm ist dilatiert, die

Darmwand verdickt und die Mukosa nekrotisch-ulcevésandert. Auf histologischer Ebene
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prasentiert sich beim akuten Stadium eine bis i@ Submukosa reichende transmurale
O0demattse granulozytenreiche Entzindung mit Nekrasel Ulcerationen der Mukosa. Die
chronische Phase indessen imponiert durch das égeri von Langerhans-Riesenzellen,
Granulombildung [100], Mukosaumwandlung und Darmdfdmmose. Gleichzeitig ist die

Schleimhaut deutlich mit T-Lymphozyten infiltrierBei der Maus handelt es sich hierbei
weitestgehend um Lymphozyten vom Typ C)#01]. Als klinische Symptome sind Durchfall,

Appetitlosigkeit, Gewichtsabnahme und Apathie zuoldazhten, ebenso wie eine
Ansprechbarkeit auf die in der Praxis bei chronisehtziindlichen Darmerkrankungen
verwendeten Pharmaka [104, 105]. Ist das Verswhgiesundet so treten spontan keine

Ruckfalle auf.

4.2.4. Histologischer Colitis-Score

Die Ausldsungswahrscheinlichkeit einer Colitis elgtrektaler TNBS-Instillation liegt bei 90%.
Gleichzeitig ist die Auspragung dessen unbestarigiglang gelang es Forschungsgruppen eine
Abhéngigkeit zwischen dem Grad der Entzindung wrdléerart nachzuweisen. Ebenso scheint
die Rasse, die Mikroflora des jeweiligen Versudarsts wie auch die verwendete Konzentration
der TNBS eine direkte Wirkung darauf zu haben. Darwerden weiterhin Versuche zur
Dosisfindung bendtigt und durchgefuhrt [106, 100m einen Ergebnisvergleich bei
Colitisstudien durchfihren zu koénnen, ist daflir déwliegen eines histologischen Scores
unverzichtbar. Dieser ermoéglicht neben einer Awnftteng in Schweregrade auch eine
Beurteilung von Verlaufsarbeiten. Infolgedessendeuin Vorarbeiten in Zusammenarbeit mit
dem Institut fur Pathologie der Charité — Campusnj@ain Franklin der notwendige
histologische Colitis-Score erarbeitet (s. Kap.,2Seite 15 und Abb. 5, Seite 16). Dieser Score

unterscheidet zwischen einer akuten und einer ¢tban Entztindung.

4.2.5. Hypothese

Nach Induktion der TNBS-Colitis entwickelt sich grhalb von 24 Stunden ein schweres akutes
Inflammationsbild des Rektums wie auch des abordemons. Dabei ist anfanglich die
Mikrozirkulation eher erhoht. Drei Tage spater siah makroskopisch nichts an diesem Zustand
geandert, wahrend der kapillare Blutfluss deutlishgefallen ist. Schlidich zeigt sich
histologisch 15 Tage spater eine mittelgradige ekentzindung und damit eine signifikante
Rekonvaleszenz der Colitis. Zeitgleich kdnnen aciatonische Inflammationszeichen in Form
von Granulomen erkannt werden. Unterdessen hdtageitare Blutfluss den anfanglichen Wert

fast wiedererlangt [77]. Die funktionellen Veranaegen (die Mikrozirkulation) scheinen somit
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den pathomorphologischen (der Entziindung) vorgétetirai sein. In diesem Sinn bedingt die
gestorte Mikrozirkulation die funktionellen Stériergund diese pragen dann die Schwere der
Erkrankung. Bestatigt sich die Annahme des krankbedingten Einflusses der gestorten
Mikrozirkulation, so dirfte eine Verbesserung dekfdzirkulation im Frihstadium der Colitis

den Krankheitsverlauf mildern.

Um diese Vermutung zu hinterfragen, wurde das Hredioi-1 als Testsubstanz bestimmt, weil
dieses als starkster bekannter vom Gefdlothel gebildeter Vasokonstriktor eine direkte
Wirkung auf die Mikrozirkulation hat. Awerdem mutet es an, einen Effekt auf die
experimentelle Colitis wie auch auf die chronisaktzéndlichen Darmerkrankungen zu haben. In
homogenisierten Biopsien und im Serum von an Goalitcerosa und Morbus Crohn erkrankten
Patienten konnten signifikant gesteigerte Endathelel festgestellt werden [74, 75, 108]. Diese
hatten besonders wéahrend der aktiven Phase dearikikig zugenommen [76], ebenso wie die
Menge der Endothelin-Rezeptoren am Darmgefal3end¢ilod]. In bereits durchgefiihrten
tierexperimentellen Untersuchungen bedingte die likppon eines Endothelin-Rezeptor-
Antagonisten (ET-RA) eine Besserung des Colitisudd [109, 110].

Daraus lasst sich folgende Hypothese ableitendid )Endothelingabe in der Colitisfrihphase
verschlimmert durch eine zusatzliche Verminderueg Kapillaren Blutflusses die Erkrankung
und (2) die Endothelin-Rezeptor-Blockade hingegenbessert den kapillaren Blutfluss und

damit den Erkrankungsverlauf.

4.2.6. Versuchsaufbau

Die Vorversuche der Arbeitsgruppe konnten bereltS®inden nach Induktion eine hochgradige
akute Entziindung nachweisen. Dieser Zustand wdr mach 72 Stunden gleich. Das Ziel dieser
Arbeit war es, die Frihphase der Colitis zu untgmen. Aus diesem Grund wurde fur die
notwendige Intravitalmikroskopie der Untersuchumggminkt auf 48 Stunden nach erfolgter
Colitisinduktion angesetzt. Die Testsubstanzen emrdach 12 Stunden verabreicht und die
Bolusgabe 12 Stunde spater wiederholt. Damit war si@imtliche Testsubstanzen derselbe
Wirkungszeitraum von 36 Stunden gegeben (Abb. e 34).

Im Rahmen dieser Studie wurden Untersuchungen asundgen (Kontrollgruppe 1),
unbehandelten (Colitisgruppe II), mit Endothelitdhandelten (Endothelingruppe III) und mit
einem Endothelin-A-Rezeptor-Antagonisten  behandeltdieren (ET-RA-Gruppe V)
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vorgenommen. Aus methodischen Grinden ist die Mggsller Zielparameter an einer Ratte
unmaoglich. Deswegen mussten die Gruppen bestehentiaVersuchstieren ohne Ausnahme in
jeweils zwei Untergruppen mit 8 Versuchstieren mniiert werden (Gruppen la-IVa und

Ib-1Vb, Tabelle 2, Seite 14).

4.2.7. Zielparameter

Bewirkte die Endothelin-A-Rezeptor-Antagonistengabee Verbesserung der Mikrozirkulation,

so kommt es nach den Erkenntnissen der Vorversagh€harakterisierung des TNBS-Colitis-

Modells nicht innerhalb von 48 Stunden zu einetdhigischen Wandlung des Befundes. Wenn
auch die funktionellen Veranderungen vor den moaligiischen abliefen, so ist ein Zeitabschnitt
von 36 Stunden dafir nicht ausreichend. Um nurEdikeankungsschwere bewerten zu kénnen,
war die Festlegung funktioneller Zielparameter etéolich, weil bei fehlender Sterblichkeit

dieses Colitis-Modells diese hierfur nicht herargggen werden konnte.

Bei einer vorliegenden Inflammation erhoht sich 8astreben der zirkulierenden Leukozyten,
sich mit dem Gefal3endothel zu vereinigen. Diesdwt fchlie lich zum Durchtritt der
Leukozyten in das inflammatorische Gewebe. Anfaisgsleren Kontakt zur Gefivand eher
akzidentell. Dann fangen die Leukozyten an, ersgdam an diesem entlang zu ,rollen”
(Rolling), bis sie dann sprichwortlich am Gefal3etheb haften bleiben (Sticking) und zu guter
Letzt durch dieses hindurchtreten [84, 111-116]r Besamte Ablauf wird unter dem Namen
.,Homing"“ zusammengefasst und wird mittels sich @&h Leukozyten wie auch auf den
Endothelzellen befindlicher Adhasionsmolekille hegeoufen [117-120]. Die Menge der
Leukozytensticker stellt in der Literatur einen Ausck der Krankheitsaktivitat dar, weil diese in
direktem Zusammenhang mit der Leukozyten-Endothiglrhktion zu stehen scheint [114, 121-
124]. Nimmt die Interaktion zwischen den Leukozytemd dem Endothel zu, so ist meist auch
gleichzeitig die GefaRpermeabilitat gesteigert [1125, 126]. Klinisch imponieren Odeme,
welche durch den vermehrten Durchtritt von Plaswigmen und Wasser bei gesteigerter
Durchlassigkeit zustande kommen [127]. Deutlichntar wird die durch das ,Capillary
Leakage” bewirkte Verlagerung der intravasalen $iglit ins Interstitium bei Patienten mit
einem Systemic Inflammatory Response Syndrome (BliR&/oder Sepsispatienten [128]. Eine
zunehmende Gefal3permeabilitdt kann daher ebeafalida stab fiir die Inflammationsschwere
und -aktivitat angesehen werden. Vorliegende Aepeliei akuter Pankreatitis deuten ebenfalls
darauf hin [83, 86, 129].
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Der Vermehrung des interstitiellen Volumens folghsehlieRend eine Zunahme des
Perfusionsdrucks. Daraus resultiert eine Verringgrder Anzahl durchbluteter Kapillaren [83],
welches mit einer Minderung der funktionelle Kagitlichte im Rahmen der Entzindung
gleichgesetzt werden darf [130]. Bei der funktideel Kapillardichte handelt es sich somit
gleichermaen um ein Ma der Entziindungsaktivitat. Eine weitere Arbeitsgeipuntersuchte
die Mikrozirkulation bei Sepsis und berichtet augbn einer Reduzierung der Anzahl
durchbluteter Kapillaren [131].

Um die Erkrankungsschwere noch naher zu charaidesis wurden neben den bisher
beschriebenen intravitalmikroskopischen zusatzlisbch andere klinische Zielparameter
gemessen. So wurde vor Beginn der mikroskopischatersuchung der Hamatokrit (Htk)
bestimmt. Die durch die Inflammation bedingte Hglksitsverschiebung ins Interstitium
bewirkt im gleichen Zuge auch eine Zunahme des Aitis. diesem Grund wird dieser Parameter
in dieser Studie, wie auch in anderen, z.B. beiadteiten Pankreatitis, ebenso zur Beschreibung
der Erkrankungsstarke verwendet [132-135]. Da dexdwtatigkeit in direktem Zusammenhang
mit dem intravasalen Volumen steht, stellen die ddegebnisse der Urinausscheidung ein
weiteren wichtigen Evaluationsparameter dar [1¥8g gangigste Methode zur Einschatzung
der Krankheitsaktivitat gibt die Verwendung des l@rs disease activity index (CDAI) wieder
[137]. Bei diesem werden u.a. die Qualitit der Eaeand der Gewichtsverlauf
miteingeschlossen. Aus diesem Grund wurden dieg#eteParameter auch in dieser Arbeit
analysiert. Erstaunlicherweise laufen alle bestlemen Ablaufe bei der Ratte, im Vergleich zum
Menschen, vielfach schneller ab [129, 138].

4.2.8. Charakterisierung der Testsubstanzen

4.2.8.1. Endothelin-1

Das Endothelin ist ein sich aus 21 Aminosaurenrusansetzendes Peptid und ist seit 1988 der
starkste bekannte korpereigene Vasokonstriktor ,[13®]. Davon existieren drei Isoformen.
Endothelin-1 kommt in allen Endothel- und Gefalineldilen, das Endothelin-2 in
unterschiedlichen Geweben, ausgenommen der Gefilddas Endothelin-3 im Nervengewebe
vor. Der Korper speichert normalerweise kein Enklatel, sondern bildet dieses innerhalb
kirzester Zeit reaktiv bei Hypoxie und/oder Ischénidabei liegt seine Halbwertszeit bei 4-7
Minuten [141-143]. Dieses unterstltzt eine rascliapiation der Vasomotorik und des damit

verbundenen Blutflusses an die jeweils gegebenat®in [144, 145].
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Im Jahre 1992 deuteten die Arbeitsergebnisse dappgérum Murch zum ersten Mal auf einen
maoglichen Zusammenhang zwischen Endothelin-1 umdEderankungsschwere bei chronisch
entzindlichen Darmerkrankungen hin [74]. In Regektavon CED-Patienten fanden sie
gesteigerte Endothelin-1-Werte. lhrer Interpretatioach wurde die Ischamie durch eine
Vasokonstriktion bewirkt, die durch die zunehmertgiedothelinausschittung hervorgerufen
wurde. Weitere Verdffentlichungen konnten ebenfallsgestiegene Endothelin-1-Werte bei
Patienten mit chronisch entzindlichen Darmerkragkan nachweisen. In diesem Rahmen
verglich die Arbeitsgruppe um Letizia die Endothel-rWerte zwischen gesunden und an CED
erkrankten Menschen. Dabei zeigte sich eine sigmite Steigerung der Werte innerhalb des
Pools der Erkrankten gegeniuber denen der Gesuriiemrdlle: 6.2 + 1.5 pg/ml, Colitis
ulcerosa: 11.2 = 2.7 pg/ml und Morbus Crohn: 2282 pg/ml) [75]. Gleichzeitig scheint die
Endothelin-1- Erhéhung auch in Wechselbeziehundzankheitsstarke zu stehen [76].

Die in dieser Studie verwendete kontinuierlicherameéntse Verabreichungsart sowie die

Dosismenge von 1,2%y/kg KG/Std. wurden in Anlehnung an eine andereligtgewahlt [83].

4.2.8.2. Endothelin-A-Rezeptor-Antagonist LU-135252

Es gibt 3 unterschiedliche Endothelin-Rezeptor-Artdendothelin-A-, Endothelin-B- und
Endothelin-C-Rezeptoren. Die Bindungsaffinitat akei Isoformen des Endothelins an die
jeweiligen Endothelin-Rezeptoren ist verschiedegarBeispielsweise ist die Neigung des
Endothelin-1, sich an den Endothelin-A-Rezeptorbmden, im Vergleich zum Endothelin-3
zehnmal starker [146]. Dieses macht die Affinitds &ndothelin-1 zu dem besonders auf glatten
Gefalmuskelzellen verbreiteten Endothelin-A-Rezegtonit verhaltnismég spezifisch [147].
Die Aktivierung des Endothelin-A-Rezeptors resuttisodann in einem Anstieg des freien
intrazellularen Calciums und daraus folgend in eit@nstriktion der Gefée [148].

Der Endothelin-B-Rezeptor kommt vermehrt auf Endtaéllen vor [149] und hat eine
schwache Affinitdt gegeniber allen drei Endothebformen [150]. Dem gegenuber gestellt
bindet der Endothelin-C-Rezeptor mehrheitlich daddghelin-3 [151].

Menschen, die an chronisch entzindlichen Darmekknagen leiden, weisen gesteigerte Level
an Endothelin-1 auf [74-76]. Um der postuliertenpbthese nachzugehen, erhielt die dritte
Versuchsgruppe (Endothelingruppe) innerhalb died&ibeit Endothelin-1 intravends.
Demzufolge wurde der vierten Versuchsgruppe (ET®&Appe) der selektive Endothelin-A-
Rezeptor-Antagonist LU-135252 verabreicht. Bisldiegien der Fachliteratur nur Ergebnisse
von Arbeiten vor, die am Colitis-Modell exklusiv mEndothelin-Rezeptor-Antagonisten
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gewonnen wurden, welche nicht selektiv waren [108;1152, 153]. Diese wurden auch noch

nicht beim Menschen eingesetzt.

Die Wahl der Verabreichung des Endothelin-A-Rezepiatagonisten LU-135252 in Form von
i.v.-Boli ebenso wie die Dosismenge von 50 mg/kg l§€schah in Ubereinstimmung mit

vorliegenden Verdoffentlichungen [83, 86, 87, 129].

4.3. Ergebnisse

Alle Untersuchungen liefen wie geplant ab und asbskeine der Ratten innerhalb des gesamten
Versuchsablaufes. Zur Vermeidung systemischer wih aufalliger Fehler in Bezug auf die
Mikrozirkulation wurde die kardiorespiratorischeaBilitat der Versuchstiere tUberwacht und
dokumentiert. Dieses erfolgte mittels fortdauerntéessung des arteriellen Blutdrucks und
Durchfuhrung einer arteriellen Blutgasanalyse zgiBe und am Ende der Versuche. Keine der
Versuchsratten musste entsprechend der Anfordenurige Kap. 2.8., Seite 15) aufgrund
kardiorespiratorischer oder hdmodynamischer Ir&efiz ausgeschlossen werden. Aufgrund
einer jedoch mangelnden Colitisaktivitat (Histokaghier Colitis-Score <5) bei 3 Versuchstieren,

mussten diese aus der Wertung herausgenommen werden

4.3.1. Kontrollgruppe (Gruppe I)

Weil innerhalb dieser Arbeit der kapillare Blutffysdie funktionelle Kapillardichte, die

GefalRpermeabilitat und das Leukozytensticking zustea Mal an den Kapillaren des Kolons
der Ratte analysiert wurden, existieren hierzud®&aten zum Vergleich.

Interessanterweise belduft sich der perivaskuldeaniert der Kontrollgruppe auf 79 + 5% des
Ausgangswertes. Dazu kommt es, da das FITC-Dextnén einer Molekularmasse von

70.000 Da innerhalb des Gefal3es einen onkotisclmeokDaufbaut. Bei intaktem Endothel des
gesunden Versuchstieres bedingt dieser sodanrDéifusion des interstitiellen Wassers in das
Gefal3lumen und damit verbunden eine Zunahme deldidgle, welche wiederum den

perivaskularen Grauwert absinken lasst. Insgesastebt also keine wirkliche Durchlassigkeit
fur Dextrane dieser Gro3e. Das Phdnomen des Letémsticking ist bei den Kontrolltieren fast
nicht existent. Zusatzlich haben alle Tiere eindgk ¥bn 45.8%, scheiden geformten, soliden

Stuhl aus und nehmen den Versuchsablauf tber zu.
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4.3.2. Colitisgruppe (Gruppe II)

Zum Versuchsende weisen die kranken Ratten makpostto wie auch histologisch das Bild
einer hochgradigen akuten Colitis auf. Dieses emispinsgesamt den Ergebnissen der Literatur
[77]. Der kapillare Blutfluss und die funktionelikapillardichte sind im Vergleich zur Gruppe |
signifikant verringert. Derweil sind die GefaRpeabiitdt und das Leukozytensticking
signifikant erhéht. Wahrend die Versuchstiere Géwieerlieren und unter Durchfall leiden,
bewirkt der Volumenverlust Richtung Interstitiuneghzeitig einen Anstieg des Htk auf 48.8%
und eine Reduktion der Urinausscheidung.

4.3.3. Endothelingruppe (Gruppe III)

Die makroskopische und histologische Erkrankungssch der Endothelingruppe gleicht denen
der Colitisgruppe. Stimmte unsere in Kap. 4.2.5.3rite 34 beschriebene Annahme, so musste
die Gabe von Endothelin-1 die Krankheitsschweresaldimmern. Dieses konnte so in
Pankreatitisstudien nachgewiesen werden [154, 1B8Adler Erwarten |6st die Endothelin-1-
Gabe im Rahmen dieser Studie, verglichen mit dediti€gpuppe, keine signifikante
Verschlechterung aus. Beim Ablauf einer Colitisdunert der Korper eigenes Endothelin-1
[74-76], welches an seinem entsprechenden Rezbptdet. Die exogene Verabreichung von
Endothelin-1 bewirkt wahrscheinlich keinen Unteisdhmehr, weil die exprimierten Rezeptoren

schon damit komplett belegt sind [83].

4.3.4. Endothelin-A-Rezeptor-Antagonisten-Gruppe (Gruppe V)

Das histologische Erkrankungsstadium und die -sohwer ET-RA-Gruppe ist wiederum
vergleichbar mit denen der Gruppe Il. Die Endotiv®iezeptor-Blockade durch die Applikation
des Antagonisten LU-135252 hingegen steigert depillieen Blutfluss signifikant, erlangt
dennoch nicht den Wert der gesunden Kontrollgru@reppe 1). Aus diesem Ergebnis und aus
der signifikanten Besserung aller erganzend gemeasmikrozirkulatorischen und klinischen
Parameter lasst sich folglich eine Milderung deardheitsaktivitéat ableiten (s. Kap. 4.2.5., Seite
34). In Studien Uber die Pankreatitis konnte bemér Zusammenhang zwischen einer Zunahme
des kapillaren Blutflusses wie auch danktionellen Kapillardichte und der Verabreichues
Endothelinantagonisten LU-135252 gezeigt werden, [88, 129]. Im Hinblick auf den
Hamatokrit springt einem seine signifikante Reduktauf 39% gegentber der Gruppe | sofort
ins Auge. Die Urinausscheidung ist gleichzeitigtdth Wahrscheinlich liegt das u.a. an der
signifikanten Besserung der Gefal3permeabilitat ded damit verbundenen Reduktion des
Flussigkeitsshifts von intra- nach extravasal. Qenaue Einfluss des Endothelin-1 und des
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LU-135252 darauf ist bis jetzt noch nicht entschélts worden [83, 86, 127, 129]. Daruber
hinaus liegt dieses vermutlich auch am EndotheliEffgkt auf die Nierenfunktion. Endothelin-1
bewirkt bekanntermaf3en einen Rickgang der Diurdé86][ In diesem Sinne bedingt die
Applikation von LU-135252 eine Steigerung der Dsee Deswegen wird die Gabe von
Endothelin-Rezeptor-Antagonisten bei Niereninsigfiz im Rahmen anderer Arbeiten
untersucht [157].

Publikationen in Bezug auf die Wirkung von nichésgiven Endothelin-Rezeptor-Antagonisten
anhand der Gabe von Ro 47-0203 (Bosentan) wie RacHd8-5695 (Bosentanderivat) stellen
eine Besserung der TNBS-Colitis fest [108-110, 1833]. In einer speziellen Veroéffentlichung
wurde zusétzlich zum nichtselektiven Ro 47-0203hatias A-Rezeptor-selektive BQ-485 und
das B-Rezeptor-selektive BQ-788 untersucht. Eiej dnd finf Tage im Anschluss an die
TNBS-Einleitung war der gemessene Blutfluss der rAesenterica inferior signifikant
eingeschréankt. Die Gabe von Bosentan oder BQ-488r aicht die von BQ-788, zeigte
anschlieend einen signifikanten Anstieg des Blutflusses glaichzeitig auch eine Besserung
des Colitisverlaufs. Den Ergebnissen entsprechehdirsen exklusiv Endothelin-A-Rezeptoren
einen Einfluss auf den Verlauf der TNBS-Colitis lzaben, zu einer deutlichen Steigerung der

Mikrozirkulation zu fuhren [152] und damit die hirmulierte Hypothese zu unterstitzten.

4.3.5. Gruppenvergleich (Gruppen I-1V)

Werden alle Gruppen mit der Kontrollgruppe | vezhén, so liegt bei den weiteren Gruppen Il
bis IV ausnahmslos eine starke histologisch beg&€olitis vor (Abb. 14, Seite 29), auch wenn
sie bezuglich der sonst noch gemessenen Paranaetietlmleutlich voneinander abweichen. Das
ist nicht verwunderlich, da dieses bereits in Vosuehen nachgewiesen werden konnte. Dieses
bestarkt alles in allem unsere Annahme der zudtaugenden funktionellen Transformationen,
welchen dann die morphologischen folgen (s. Kap.54. Seite 34). Zur Beurteilung der Colitis-
Expression und des Entziindungsverlaufs wurde dolbgische Colitis-Score hinzugezogen.
Dieses wurde ferner zur Gewahrleistung einer catalitsicheren Gegeniberstellung zwischen
den Gruppen getan (s. Kap. 3.9., Seite 27 und K&p4., Seite 34).

Bei der Colitisgruppe Il zeigt sich 48 Stunden natthichgefuhrter TNBS-Colitis-Induktion,

gemessen an der Kontrollgruppe |, eine signifikeRéeluktion des kapillaren Blutflusses. Die
Applikation von Endothelin-1 innerhalb der Endothgftuppe Ill setzt diesen nicht weiter herab.
In anderen Arbeiten wies Endothelin-1 nicht nureelvesonders effektive Wirkung bei der

Minderung der Pankreasdurchblutung auf, sonderh &ec der des Kolons [158, 159]. Zudem
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prasentieren sich bei der TNBS induzierten Cafjésteigerte Endothelin-Werte [160]. Die nicht
vorhandene Wirkungszunahme deutet auf eine mogkoheplette Besetzung aller Endothelin-
Rezeptoren hin, weil das applizierte Endothelineinkn Unterschied mehr herbeifiihren kann.
Dieses wird noch durch den fehlenden Kontrast ber colitisgruppe 1l und der

Endothelingruppe Il unterstrichen.

Gegenuber der Colitisgruppe Il sind bei der ET-RAHxibe IV s&dmtliche mikrozirkulatorischen
(kapillarer Blutfluss, funktionelle KapillardichteGefal3permeabilitat und Leukozytensticking)
wie auch klinischen Zielparameter (Diurese, Faesai#tét, Hamatokrit und Gewichtsverlauf)

signifikant gebessert. Die Werte der Kontrollgruppeurden dabei aber nicht erlangt.

Allem Anschein nach spielt die Wechselbeziehung sziven den im Blut befindlichen
Leukozyten und dem Geféndothel eine wichtige Rolle beim pathogenetiscienlauf der
CED und hangt mit der Inflammationsstarke zusamfh68, 114, 117-123]. Ein Anstieg dieser
Interaktion konnte gleicherweise bei Colitis-Studie@nstatiert werden [161, 162] und bedingt
vermutlich eine Beeintrachtigung des kapillaren tBhgses [124]. Die Verabreichung von
Endothelin-1 innerhalb der Gruppe Il zog keinensfeg des Leukozytenstickings nach sich.
Dieses korreliert héchstwahrscheinlich auch in elied=all mit der angenommenen Besetzung
der Endothelin-Rezeptoren und lasst sich durchGide des in dieser Arbeit verwendeten
selektiven Endothelin-A-Rezeptor-Antagonisten LIB232 positiv beeinflussen (Reduktion des
Leukozytenstickings). Zu a&hnlichen Ergebnissen khenStudiengruppe um Anthoni im Jahre
2006 nach erfolgreicher DSS (Dextran-Natriumsu@a)itis-Induktion bei der Maus. Sie gab
ihren Versuchstieren Bosentan, welches zu einerzilBdungsabnahme und zu einer
Verminderung des Leukozytenstickings im betrachtétatersuchungsfeld flhrte [153].
Wahrend die GefaRpermeabilitédt der unbehandeltditigsgouppe Il vergleichsweise hoch ist,
sinkt diese durch die Endothelin-A-Rezeptor-Antagmm-Applikation bei der ET-RA-
Gruppe IV signifikant ab. Dieses befirwortet eineerkhipfung zwischen der
GefalRpermeabilitat und der Leukozyten-Endothelrtikigon (s. Kap. 4.2.7., Seite 36) indem die
Leukozyten, die der Gefavand anhaften, eine Veranderung dieser nach sitit, a2velche dann
wiederum das ,Capillary Leakage" verursacht [334,1125-127, 163]. Durch die Besserung der
GefalRpermeabilitat nach Verabreichung von LU-1352&8nmt es zur Zunahme des

Blutvolumens, welches mit einer Abnahme des Hamaso&inhergeht.
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Eine Zunahme des kapillaren Blutflusses in der tGfliihphase bedingt eine abgeschwachte
Entztndungsprogression und hebt damit den pathtigehen Stellenwert der Mikrozirkulation

bezuglich des Verlaufs bei chronisch entztindlicharmerkrankungen hervor.

4.3.6. Zusammenfassung und Schlussfolgerungen

Ziel dieser Arbeit war die Hinterfragung der patbogtischen Relevanz der (eingeschréankten)
Mikrozirkulation in Bezug auf die Entzindungsaki#itianhand des TNBS-Colitis-Modell der
Ratte. In diesem Rahmen wurde den Versuchstiereneinen Endothelin-1 und zum anderen
dessen selektiver Endothelin-A-Rezeptor-Antagohi$t135252 gegeben. Abgesehen von den
hiermit beschriebenen zwei Gruppen (Endothelingeugp und ET-RA-Gruppe 1V) wurden
au erdem sowohl eine gesunde Kontrollgruppe | als aeiok unbehandelte Colitisgruppe I
untersucht. Bei den mikrozirkulatorischen Zielpaeé®nn handelte es sich um den kapillaren
Blutfluss, gefolgt von der funktionellen Kapillaotite, der Gefal3permeabilitat und dem
Leukozytensticking. Des Weiteren wurden klinischeel@arameter (Diurese, Stuhlqualitat,
Gewichtsverlauf und Hamatokrit) zur Evaluierung @afitisaktivitat erfasst. Zum Ausschluss
systemischer Stérungen der Mikrozirkulation wurdegelmaig arterielle Blutgasanalysen und
allzeit Blutdruckmessungen betrieben. Die morphsidtge Colitisaktivitat wurde anhand der

histopathologischen Alterationen unter Zuhilfenaldee Colitis-Score’s beurteilt.

Nachstehende Ergebnisse lassen sich beobachtenAbdg@sehen von einer signifikanten
Abnahme des kapillaren Blutflusses und der funidilenKapillardichte in der Friihphase der
TNBS-Colitis kommt es auch zu einer signifikanteenZhme der Gefg{permeabilitdt und des
Leukozytenstickings innerhalb der untersuchten Kolokosa. Davon abgesehen ist sie durch
eine signifikante Steigerung des Hamatokrits wiehaeiner Reduktion des Gewichts und der
Urinausscheidung charakterisiert. (2) Die Veralireing von exogenem Endothelin-1 verandert
diesen Zustand nicht. (3) Die Gabe des selektivedothelin-A-Rezeptor-Antagonisten LU-
135252 verursacht eine signifikante Verbesserumgr &linischer Parameter wie auch der
Parameter der Mikrozirkulation gemessen an dentifigeen der Colitisgruppe.

Als Fazit dieser Arbeit ist hervorzuheben: (1) Begen der akuten TNBS-Colitis zeichnen sich
durch eine umfangreiche Beeintrachtigung der Mikkogation bis zum SIRS aus. (2) Die
Applikation von exogenem Endothelin-1 zieht hoclatvecheinlich wegen einer Endothelin-A-
Rezeptor-Blockade beruhend auf endogenem Endothekeine Verschlechterung dieser
Veréanderungen nach sich. (3) Die Endothelin-A-RezeBlockade mittels Applikation seines
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Antagonisten bessert diesen Zustand signifikarjt.0¢ Resultate untermauern demnach den

pathogenetischen Stellenwert der MikrozirkulatiGn€olitisverlauf.
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5. ZUSAMMENFASSUNG und AUSBLICK

5.1. Hintergrund

Die Atio-Pathogenese der chronisch entziindlichemmBekrankungen ist ungeachtet vieler
wissenschaftlicher Feststellungen nicht vollstandjgklart. Die aufgrund des besseren
Verstandnisses der Immunologie dieser Erkrankuigenerenden Therapieansatze besitzen ein
nicht zu vernachlassigendes teilweise schweres maldaingsprofil. Charakteristisch fur diese
Darmerkrankungen sind die hohe Rezidivrate, dieclluzunehmende Erkrankung junger
Individuen wachsende Pravalenz und eine fehlendisata Therapie. Daher wird weiter nach
Anséatzen geforscht, um daraus neue und bessered@ahgsformen entwickeln zu kénnen.
Bislang gibt es zum Teil widersprichliche Hinwesméf die Rolle der Mikrozirkulation beim
Krankheitsverlauf der chronisch entzindlichen Dakrankungen. Zur Beantwortung der
daraus resultieren Fragen und zur Beurteilung nemésprechender Therapieansatze wurde
deswegen innerhalb der Arbeitsgruppe ein Tiermoelabliert. An dem TNBS-Colitis-Ratten-
Modell konnte die Mikrozirkulation intravitalmikr@spisch analysiert und charakterisiert

werden.

5.2. Zielsetzung

Arbeitsziel war die Hinterfragung des Stellenwedesr (gestdrten) Mikrozirkulation bei der
Pathogenese und dem experimentellen ColitisverBeifBestatigung der Hypothese wirde eine
Mikrozirkulationsbesserung in der Colitisfrihphase einem milderen Erkrankungsverlauf

fuhren.

5.3. Material und Methode

Die Untersuchungen wurden anhand des TNBS-Modellsi Zrage nach Induktion an der
Mukosa des aboralen Kolons einer gesunden Kontugfze, einer unbehandelten Colitisgruppe
und zwei mit vasoaktiven Testsubstanzen behandeGenppen durchgefihrt. Bei den
Testsubstanzen handelt es sich einerseits um Eloeihund andererseits um seinen selektiven
Endothelin-A-Rezeptor-Antagnisten LU-135252. Nedem kapillaren Blutfluss waren auch die
funktionelle Kapillardichte, die Gefal3permeabilitdas Leukozytensticking, der Hamatokrit, die
Diurese, der Gewichtsverlauf und die Stuhlqualiétparameter. Der Inflammationsgrad wurde

unter Zuhilfenahme eines histologischen Colitisf8tbestimmit.
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5.4. Ergebnisse

(1) Das Akutstadium der TNBS-Colitis weist eine rsffxante Minderung des kapillaren
Blutflusses, der funktionellen Kapillardichte, delrinausscheidung und des Gewichts auf.
Gleichzeitig sind die Gefgpermeabilitat, das Leukozytensticking und der Hakat signifikant
erhoht. (2) Die Gabe des Endothelin-1 verdndedealiResultate nicht. (3) Die Applikation des
Endothelin-A-Rezeptor-Antagonisten LU-135252 fulai einer signifikanten Erholung der
Parameter der Mikrozirkulation als auch der klihesc Befunde. (4) Zwischen den jeweiligen
Colitisgruppen sind keine histopathologischen Ddfeen nachweisbar.

5.5. Schlussfolgerungen

(1) Bei der akuten TNBS-Colitis ist die Mikrozirlatlon mit Merkmalen des Systemic
Inflammatory Response Syndrome (SIRS) umfangreaditgt. (2) Die Gabe des Endothelin-1
bedingt nicht die postulierte Verschlechterung eseZustandes. Wahrscheinlich hangt dieses
Ergebnis mit einer schon vorhandenen Endotheline&dptorensattigung durch korpereigenes
Endothelin-1 zusammen. (3) Die Endothelin-A-Rezdptuzkade mittels Applikation seines
Antagonisten bewirkt eine signifikante Zustandsbassgy. (4) Eine Besserung des kapillaren
Blutflusses zu Beginn des akuten Erkrankungsstaglikonreliert mit einem insgesamt milderen
Colitisverlauf. Die Mikrozirkulation spielt somitiree bedeutende Rolle im Rahmen der

Pathogenese und des Krankheitsverlaufs bei expetéter Colitis.

5.6. Ausblick

Die tierexperimentellen Untersuchungen am TNBS4{3elModell der Ratte unterstreichen die
Relevanz der Mikrozirkulation beziglich Pathogenesel Verlauf bei Colitis ulcerosa und
Morbus Crohn. Der hier verwendete Endothelin-A-ReaeAntagonist bessert die
Mikrozirkulation und die Colitisaktivitat signifikat. Auf der Suche nach neuen besseren
Therapieformen ist der hieraus gewonnene Hinweisdan Einsatz von Endothelin-Rezeptor-
Antagonisten bei chronisch entzindlichen Darmetwagen von enormer Bedeutung. Im
Gegensatz zur Anwendung bei arteriellem Hypertddéegl], koronarer Herzkrankheit [165],
dekompensierter Herzinsuffizienz [166], primareminpanalen Hypertonus [167, 168] und
Vasculitis [169] ist diese Option bei den chronisatitziindlichen Darmerkrankungen bislang
unerforscht. Diese viel versprechenden Klinischandi®n sowie die eigenen experimentellen
Ergebnisse sprechen daher fir weiterfihrende Urntkumgen zum Einsatz von Endothelin-
Rezeptor-Antagonisten bei Patienten mit chronisatziendlicher Darmerkrankung, zumal die

oral verabreichte Form gut vertragen wird [170,]1Dr nachste Schritt ware nun die klinische



Zusammenfassung und Ausblick 47

Uberpriifung in Vertraglichkeits- und Dosisfindunigsen bei Patienten mit chronisch
entzindlichen Darmerkrankungen. Auch andere Autosehen im Endothelin-Rezeptor-
Antagonisten einen neuen Ansatzpunkt in der ,supmr” Therapie der chronisch

entzindlichen Darmerkrankungen [153, 172].
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