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Einleitung

1 Einleitung
1.1 Die akute Pankreatitis
1.1.1 Epidemiologie und Atiologie

Die akute Pankreatitis ist eine akute, primar zumeist abakterielle Entzindung der
Bauchspeicheldrise, welche in Deutschland in ca. 40% der Falle einer bilidren (distale
Gallengangsobstruktion durch Gallensteine mit anschlieendem biliaren Reflux in den
Pankreasgang oder pankreatischem Sekretionsstau) und in 35% einer ethyltoxischen
Genese  folgt.  Andere Ursachen (ca. 25%) stellen Medikamente,
Pankreasgangstenosen, Dysgenesien des Pankreas, iatrogene (z.B. endoskopische
retrograde Cholangio-Pankreatikographie (ERCP)), traumatische, infektiose, parasitéare,
endokrinologische, genetische, autoimmune und vaskulare Ausloser bzw. eine
idiopathische Genese dar [1, 2]. Die jahrliche Inzidenz der akuten Pankreatitis in
industrialisierten Nationen betragt 5-80 pro 100.000 Einwohner mit einer Mortalitat von
ca. 2-9%. Der Verlauf kann von einer milden, selbstlimitierenden, 6dematds-
interstitiellen (80%) bis hin zu einer schweren, hamorrhagisch-nekrotisierenden
Verlaufsform (10-20%) reichen [1, 2]. Die Mortalitdt der ddematds-interstitiellen Form
betragt lediglich 1-3%, die der hamorrhagisch-nekrotisierenden Verlaufsform dagegen
liegt je nach Ausmald der Parenchymschéadigung zwischen 14-25% [1, 2], wobel
systemische Komplikationen wie beispielsweise das systemische inflammatorische
Response-Syndrom (SIRS) oder das akute Lungenversagen (ARDS) diese hohe

Letalitatsrate verursachen.

1.1.2 Pathogenese

Pathophysiologisch liegt eine Autodigestion des Pankreas vor, die durch intrazellulare
Aktivierung und Freisetzung von pankreatischen (Pro-)Enzymen wie Trypsinogen,
Chymotrypsinogen, Elastase, Lipase und Cathepsin B ausgeltst wird. Es kommt
unabhangig von der Atiologie und Verlaufsform der Pankreatitis primar zu einer
gestorten Mikroperfusion des Organs und somit zur Ausbildung eines Odems, welches
potentiell vollstandig reversibel ist. Bei 14-25% der Patienten kommt es zu einer
Progression des Verlaufs mit Ausbildung von Hamorrhagien und Nekrosen, was mit

einer irreversiblen Destruktion des Parenchyms und Minderung oder Verlust von dessen
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Funktionen einhergeht. Der genaue Pathomechanismus ist aufgrund des komplexen
Zusammenwirkens vieler Faktoren noch nicht ganzlich geklart. Als sicher gilt jedoch,
dass die Bildung freier Radikale, die intrazellulare Aktivierung digestiver Enzyme, eine
UberschieRende Aktivation zellularer und humoraler Inflammationsmechanismen und
die im Verlauf entstehende Mikrozirkulationsstérung eine entscheidende Rolle im
Hinblick auf die Genese und den Verlauf der akuten Pankreatitis spielen [3].

1.1.3 Diagnostik und Therapie

Um eine akute Pankreatitis zu diagnostizieren bedarf es neben den mdoglichen
klinischen, allerdings unspezifischen Zeichen wie z. B. Ubelkeit, Erbrechen, gummiartig
geblahtem, druckdolentem Abdomen, teilweise schwersten abdominellen Schmerzen,
positivem Cullen- oder Grey-Turner-Zeichen oder einem rechts lateral auslésbarem
Schmerz (Mallet-Guy'sches Zeichen) weiterer Untersuchungen wie z.B. Laborparameter

und bildgebender Diagnostik, um den Verdacht einer akuten Pankreatitis zu erharten .

Eine Erh6hung der Lipase und Amylase im Serum Uber das Dreifache der Norm ist
hinweisend; jedoch ist eine nur geringe Erh6hung dieser Enzyme nicht spezifisch fur die
akute Pankreatitis [2, 4, 5]. Bei biliarer Genese findet sich oftmals ein Anstieg der

hepatischen Transaminasen [2].

Das C-reaktive Protein (CRP) und das Trypsinogen-Aktivierungspeptid stellen in diesem
Zusammenhang Parameter fir die Differenzierung zwischen einem milden und einem
schweren Verlauf der Pankreatitis dar [5, 6]. Allerdings ist das CRP als allgemeiner
Entzindungsparameter nicht spezifisch fir die Pankreatitis. In klinischen Studien hat
sich zur Verlaufsbeurteilung der akuten Pankreatitis u. a. der Ranson-Score etabliert,
mit dem sich Prognosen hinsichtlich Verlauf und Ausmald der akuten Pankreatitis

erstellen lassen [2, 7, 8].

Bei Verdacht auf eine gallensteininduzierte Pankreatitis ist die Abdomensonographie
das Mittel der ersten Wabhl, die jedoch oftmals aufgrund von tberblahten Darmschlingen
bzw. Meteorismus in ihrer Aussagekraft eingeschrankt und zudem von der Versiertheit

des Untersuchers abhangig ist [2, 4].

Das Mittel der Wahl bei schweren Verlaufen stellt die kontrastmittelverstarkte

Computertomographie dar, um Nekrosen, Zysten, Kalzifikationen, Hamorrhagien und
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somit das Ausmald der Schadigung bei der akuten ha&morrhagisch-nekrotisierenden
Pankreatitis nachzuweisen [2, 4].

Therapeutisch stehen bei der akuten Pankreatitis die Beseitigung des Auslésers und
das symptomorientierte Handeln im Vordergrund, welches sich wiederum an dem

Schweregrad des Verlaufes orientiert.

So wird u. a. von Buhler et al. neben der Regulation des Elektrolyt-, Flissigkeits- und
Kalorienhaushalts eine adaquate Schmerztherapie und eine orale Nahrungskarenz bis
zur Schmerzfreiheit des Patienten empfohlen. Bei Schmerzfreiheit sollte moglichst
frihzeitig eine orale bzw. enterale Ernahrung erfolgen, um eine Zottenatrophie im Darm
und damit assoziierte Translokation von Bakterien, welche wiederum die Infektion von
Nekrosen begunstigen kénnen, zu vermeiden. Weiterhin hat sich in Studien eine
frihzeitige enterale Ern&dhrung mittels einer Jejunalsonde empfohlen [2, 8, 9].

Bei schwerem Verlauf einer bilidren Pankreatitis sollte die Indikation zur frihzeitigen
ERCP grof3ziigig gestellt werden, da hierdurch eine Reduktion der Morbiditdt und
Mortalitat in verschiedenen Studien nachgewiesen werden konnte [2, 8, 9].

Die prophylaktische Gabe von Antibiotika bei der milden Verlaufsform der akuten
Pankreatitis ist nicht generell indiziert; bei der nekrotisierenden Verlaufsform wird die
Gabe empfohlen. Unbestritten ist die antibiotische Therapie bei nachgewiesener
Infektion von Nekrosen und Pseudozysten, bei Abszessen und Cholangitiden, da mit

deren Auftreten die Letalitat sprunghatft ansteigt [2, 8, 9].

Bei klinischem, laborchemischem oder radiologischem Hinweis auf eine Infektion von
Nekrosen wird die sonographische bzw. CT-gestitzte Feinnadelpunktion derselben
empfohlen. Bei positivem Keimnachweis ist eine chirurgische Sanierung mittels
Nekrosektomie mit anschlieRender Lavage in Erwédgung zu ziehen, bei Nachweis von

sterilen Nekrosen wird ein konservatives Vorgehen empfohlen [2, 8, 9].

Die akute nekrotisierende Pankreatitis (ANP) kann aus den genannten Grinden eine
intensivmedizinische Betreuung des Patienten notwendig machen [8]. Es gilt mdgliche
systemische Komplikationen, die neben den Nekrosen einen weiteren Hauptfaktor der
hohen Mortalitdt der ANP darstellen, zu eruieren und zu behandeln. So wird z.B. bei
assoziiertem Nierenversagen eine Nierenersatztherapie, bei ARDS eine kontrollierte
Beatmung des Patienten erforderlich.
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1.2  Sauerstoffradikalbildung und  Lipidperoxidation, sowie  deren
Bedeutung fur die Pathogenese der akuten Pankreatit  is

Viele Faktoren tragen zu dem komplexen Inflammationsprozess in der Genese der
akuten Pankreatitis bei. Die bisherigen Forschungsergebnisse zeigen, dass oxidativer
Stress dahingehend einen Hauptfaktor darstellt. Es zeigten sich erhdhte
Konzentrationen von Sauerstoffradikalen und im Verlauf erhohte
Lipidperoxidationsprodukte in den entsprechenden Gewebe- und Plasmaproben [10-
16]. Als Quellen der Radikale werden vor allem die Xanthinoxidase, das Cytochrom-
Oxygenasen-System und die Enzyme stimulierter Entzindungszellen vermutet [13]. Die
Aktivitatsbestimmung der Radikale erfolgt indirekt durch Messung der beiden
antioxidativen Enzyme Gluthation-Peroxidase (GSH-Px) und Superoxiddismutase
(SOD), welche physiologische Protektoren hinsichtlich der Toxizitdt der Radikale
darstellen [13, 14, 17], aber auch direkt durch die Messung der so genannten
Thiobarbitursdure-reaktiven Metaboliten (TBARS), einem Produkt der Lipidperoxidation
[16]. Da diese antioxidativen Enzymmechanismen limitiert sind, kann es durch
zunehmenden Anstieg der Radikale zur Ausschopfung dieses Systems kommen, d.h. es
kommt vermutlich zu einem Radikalanstieg ohne kompensatorischen Anstieg der

antioxidativen Enzyme [10, 11, 18].

Freie Radikale konnen mit den mehrfach ungesattigten Fettsauren (FS) von
Zellmembranen, intrazellularen Organellen und Endothelien interagieren und besitzen
die Potenz zur Oxidation von Proteinen [19]. Daraus kann eine schwere Stérung im
molekularen Zellgefige resultieren [11, 12, 15, 20]. So tragt die beschriebene
Destruktion bzw. Peroxidation der Zellmembranen und intrazellularen Organellen dazu
bei, den fur die intrazellulare Aktivierung der Proenzyme in den Azinuszellen des

Pankreas notwendigen Sekretionsblock der Zymogene zu férdern [13, 21].

Radikale stimulieren in polymorphkernigen Leukozyten (PMN-Leukozyten) u. a. die
Expression von Adhasionsfaktoren, was zum einen zur Anheftung und Verlegung von
Kapillaren, zum anderen zur Gewebsinfiltration durch dieselbigen fuhrt. Hierdurch wird
wiederum die Entstehung einer Mikrozirkulationsstérung mit folgender morphologischer

Veranderung des Gewebes beginstigt [12, 15, 22].

Freie Radikale jeglicher Herkunft konnen Enzyme der Inflammationskaskade

induzieren, die wiederum den Abbau der membranbildenden Phospholipide im Rahmen
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der Inflammatorenproduktion férdern. So wirken sie u. a. auf die Phospholipase A;
(PLA;), die Cyclooxygenase (COX) und 5-Lipooxygenase (5-LOX), welche
Schlusselenzyme der Eikosanoidsynthese darstellen; weiterhin kbnnen Radikale mit
Transkriptionsfaktoren (z. B. Nuklearer Faktor kappa B (nF-kB)) interagieren, die
wiederum die Synthese von Interleukinen (IL), Tumornekrosefaktoren (TNF) und
weiterer Zytokine in entsprechenden Zellen der humoralen Immunabwehr steigern [13,
14].

Die genannten Mechanismen und deren Aktivitatsgrad bestimmen den Verlauf der

Pankreatitis.

1.3 Funktion von Fettsauren und die spezielle Bedeu tung von n-3-
Fettsauren

FS besitzen vielfaltige und wichtige Funktionen im menschlichen Metabolismus. Sie
sind u. a. Energielieferanten, dienen als Kohlenstoffquelle fir Synthesen, sind
Bausteine von Membranen und stellen die Ausgangssubstanz fur die Synthese von
Prostaglandinen (PG) und Leukotrienen (LT) dar. Man Kklassifiziert FS anhand ihrer
molekularen Struktur, d.h. anhand der Anzahl ihrer Kohlenstoffatome, der Anzahl der
Doppelbindung und deren Stellung in Bezug zum Methylrest der Kohlenstoffkette.
Bedeutung erlangten sie durch eine Studie in den 1970er Jahren, in der eine Reduktion
der Herzinfarkt-Mortalitat durch erhéhte Fischolzufuhr bei Eskimos festgestellt wurde.
Auch nachfolgende Studien haben diesen Effekt bestatigt [23]. Fischél enthélt einen
hohen Anteil von mehrfach ungesattigten n-3-Fettsduren (n-3-FS), vor allem
Eicosapentaensaure (EPA(20:5)) und Docosahexaensaure (DHA(22:6)) [24].

Die de-novo-Synthese von n-3-FS ist durch die vorhandenen Enzymsysteme im
menschlichen Organismus beschrankt, d.h. es kdnnen keine bzw. nur sehr wenige FS
mit einer Doppelbindung zwischen dem neunten Kohlenstoffatom und dem Methylende
der FS synthetisiert werden. Chloroblasten von Algen, Pflanzen und einigen Pilzen sind
aufgrund spezieller Elongasen, welche die Verlangerung der bestehenden
Kohlenstoffkette bewerkstelligen, und Desaturasen dazu befahigt, diese mehrfach
ungesattigten n-3-FS, deren letzte Doppelbindung vom Methylrest aus gesehen

zwischen dem 3. und 4. C-Atom liegt, zu synthetisieren.



Einleitung

In den westlichen Industrienationen dominiert mit Blick auf die Ernahrung die Aufnahme
von n-6-FS (Linolsaure) gegenuber n-3-FS im Verhaltnis 20:1 (empfohlenes Verhaltnis
4:1) [25].

n-6 Fettsduren n-3 Fettsauren
H:‘C\/\/\_/\_/W\/\ Pflanzen und Algen HiC\ =\ =\ /= COOH
=\= COOH > VEVEVEVNWVNVY
C18:2 n-6 l Linolsaure C18:3 n-3 l Linolensaure
FEVMAAANANASN
3 e/ \ e/ \ =\ — COOH H3Cv=\/:\/=\/..—_\/=\/\/ COOH
€20:4 n-6 Arachidonsaure C20:5 n-3 lI Eicosapentaensiure
H,C v_1v=V=\/=VW COOH
C22:6 n-3 Docosahexaensaure

Abb.1: n-6- vs. n-3-FS-Synthese (modifiziert nach O"Keefe [23])

Zahlreiche Studien zeigen eine sehr vielfaltige Wirkung der n-3-FS, welche u. a. durch
deren Interaktion mit grundlegenden Mechanismen des Koérpermetabolismus verursacht
wird. Ein chronischer n-3-FS-Mangel aul3ert sich in Antriebslosigkeit, dermatologischen
Auffalligkeiten und neurologischen Ausfallerscheinungen. Zudem stellen n-3-FS einen
wichtigen Forschungsbereich innerhalb der Kardiologie (antiarrhythmisch durch
Verlangerung der Refraktarphase), in der Behandlung der Psoriasis, bei chronisch
entzuindlichen Darmerkrankungen, bei der rheumatoiden Arthritis und Asthma dar [23-
31]. Dabei bestatigen die meisten Studien einen Vorteil durch EPA und DHA und sehen
einen Grund dafir in der Veranderung der Inflammationsreaktion bzw. in der Produktion
von weniger inflammatorischen bzw. antiinflammatorischen Mediatoren [25]. Weiterhin
nehmen diese FS Einfluss auf die Synthese bzw. das Wirkprofil u. a. von vaskularem
Adhésions-Molekil-1  (VCAM1), E-Selectin, interzellularem Adhasions-Molekul-1
(ICAM1), IL-6 und IL-8 , TNF und nF-kB [27, 31-33].

In einer vorausgegangenen Studie, bei welcher n-3-FS als Therapeutikum bei einer
induzierten ANP im gleichen Tiermodell eingesetzt wurde, beobachteten Kilian et al.
nach 24 Stunden Versuchsdauer eine Verringerung des histopathologischen
Schweregrades und der Lipidperoxidation [34].
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1.4  Eikosanoide und deren Rolle im Inflammationspro zess

Das Wort ,Eikosanoide” (griech. Eikosa= zwanzig) steht fir Metaboliten, die aus C20-
FS Uber die PLA; letztendlich zu PG und LT synthetisiert werden kbnnen. Sie besitzen
als auto- und parakrine Hormone vielfaltige Funktionen [35, 36], die sich in der
Komplexitat ihrer Wirkungsweise in Abhangigkeit vom Ort und im Zusammenspiel mit

anderen Inflammatoren widerspiegeln.

Radikale jeglichen Ursprungs stellen einen G-Protein-gekoppelten Induktor der PLA;
dar. Diese Kkatalysiert die Synthese von Arachidonsaure (AA, C20:6-FS) aus
membranbildenden Phospholipiden. AA wird anschlie3end durch die COX Uber den
Metaboliten PGH, zu den Prostaglandinen PGE,, PGD,, PGF,;q oder PGI, und
Thromboxanen (TxA;) bzw. durch die 5-LOX Uber den Metaboliten LTA; zu den
Leukotrienen LTB4, LTC4, LTD4 und LTE; umgesetzt. PG unterliegen einer nach
Stimulation erfolgenden de-novo-Synthese, LT werden stattdessen praformiert in
Vesikeln von PMN-Leukozyten, Mastzellen und Makrophagen gespeichert und bei

Bedarf ausgeschiittet [35].
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Abb.2: Prostaglandin-Synthese [37]
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Abb.3: Leukotrien-Synthese [37]
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Von der COX sind zwei Isoenzyme bekannt: COX1, welche in nahezu allen Geweben
und Zellen physiologisch exprimiert wird und der basalen Sekretion von PG zum
Zwecke der Homobostase (u. a. renaler Elektrolyt- und Wasserhaushalt,
Plattchenaggregation und Magenprotektion) dient und weiterhin die COX2, deren
Induktion und Expression vor allem in entziindeten Geweben stattfindet und fur die

gesteigerte Produktion von proinflammatorischen PGs verantwortlich ist [35, 38, 39].

In der vorliegenden Studie wurde der Verlauf der Konzentrationen der PGE,-, PGFyq-

und Cysteinyl-Leukotrien-Konzentrationen erfasst.

PGE; wird in nahezu allen Zellen synthetisiert. Die vielfaltigen Wirkungen werden Uber
vier Rezeptoren (EP1-4) vermittelt. Es wirkt u. a. aktivierend auf Osteoklasten,
fiebermodulierend, vasodilatatorisch, dient der Magenschleimhautprotektion und

steigert die Sekretion von Schleim und Bikarbonat.

PGF14 wird aus PGI, (Prostacyclin) synthetisiert. Es ist ein starker, im GefaRendothel
gebildeter Vasodilatator, der zudem der Aggregation der Thrombozyten entgegen wirkt.

PGFy4 stellt somit einen Gegenspieler des Thromboxans dar [40].

LT sind vor allem an entziindlichen und allergischen Reaktionen beteiligt. LTB, stellt
einen potenten Aktivator der neutrophilen Chemotaxis und Leukozyten-Endothel-
Interaktion dar [35], weiterhin fordert es die Degranulation lysosomaler Enzyme. Die
Cysteinyl-Leukotriene (LTC, LTD, LTE) hingegen steigern u. a. die Kapillarpermeabilitat,
sind starke Bronchokonstriktoren und fordern das Sekretionsvolumen von Driusen.
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2 Fragestellung

Eine Vorstudie zeigte, dass die intraventse Verabreichung von n-3-FS im Vergleich zu
n-6-FS und n-9-FS bei der akuten hamorrhagisch-nekrotisierenden Pankreatitis der
Ratte die histopathologische  Schadigung des Pankreas nach einem

Beobachtungszeitraum von 24 Stunden nach Therapiebeginn mildert.

Weiterhin zeigte sich eine signifikant geringere TBARS-Konzentration nach Ablauf der
Versuchszeit beim Vergleich der Kontrollgruppe mit der n-3-FS-Gruppe. Sowohl die
GSH-Px- als auch SOD-Aktivitat der Verum- und Placebogruppen unterschieden sich

nicht signifikant.

Aufgrund der Ergebnisse konnte davon ausgegangen werden, dass die fur den Verlauf
der ANP ausschlaggebenden (n-3-FS-bedingten) biochemischen Veranderungen
bereits zu friheren Zeitpunkten stattgefunden hatten bzw. die Parameter sich bei

Versuchsende bereits wieder in einer Art Gleichgewicht befanden [34].

Unklar blieb dabei jedoch, zu welchem Zeitpunkt der ANP der Ratte Veranderungen in
der Lipidperoxidation und im Eikosanoidstoffwechsel auftreten und welcher Art diese
Veranderungen sind. Weiterhin war anhand der Vorstudie keine Aussage dariber
maoglich, ob eine n-3-FS-reiche Infusionstherapie bereits zu frihen Zeitpunkten in der

Genese der ANP einen Einfluss auf den Verlauf hat.

In der vorliegenden Studie (Aktenzeichen: G0104/03; genehmigt am 24.11.2003) wurde
nun sequentiell Uber einen Versuchszeitraum von bis zu 26 Stunden untersucht, wie
und in welcher Art und Weise sich die frihzeitige Gabe einer n-3-FS-reichen
Infusionstherapie, gemessen an dem Verlauf der Radikal-, Eikosanoidkonzentrationen

und histopathologischen Veranderungen, auf den Verlauf der ANP auswirkt.
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3 Material und Methoden
3.1  Tiermodell
3.1.1 Behdrdliches Aktenzeichen und Datum der Genehmigung

Aktenzeichen: G0104/3; Versuchsantrag genehmigt am 24.11.2003 durch das

Landesamt fur Arbeitsschutz, Gesundheitsschutz und technische Sicherheit Berlin.

3.1.2 Haltung der Versuchstiere

198 mannliche Spraque-Dawley-Ratten, jeweils mit einem Gewicht von 340-360g
(Harlan-Winkelmann, Deutschland), wurden unter standardisierten Bedingungen
(Raumtemperatur 21 + 5C, Luftfeuchtigkeit 70 £ 10% , 10 Luftwechsel pro Stunde, 12
Stunden Hell-/Dunkelrhythmus) in Gruppen von 5 Tieren pro Kéfig gehalten; mit freiem
Zugang zu Rattenstandardfutter (Altrumin GmbH, Deutschland). Praoperativ waren die
Tiere fur 12 Stunden nuchtern, der freie Zugang zu Wasser wurde jedoch gestattet. Vor
Versuchsbeginn akklimatisierten sich die Tiere 3-5 Tage lang.

3.1.3 Gruppeneinteilung

Jeder der 11 Versuchsgruppen gehdrten 18 Tiere an. Jedes Tier erhielt unmittelbar
postoperativ, nach Randomisierung der Gruppenzugehdrigkeit, eine sechsstindige
Infusion mit Caerulein (5ul/kg/KG) im Rahmen der Pankreatitisinduktion. Anschlie3end
wurden die Tiere der Gruppe 1 getoétet und dienten als Pankreatitis-Induktionskontrolle.
Die Tiere der Gruppen 2-11 erhielten entweder eine E153-Infusion mit 1 ml/h
(Serumwerk Bernburg, Deutschland), oder eine Omegaven™-Infusion mit ebenfalls
1 ml/h (Fresenius AG, Deutschland) Giber einen entsprechend der Gruppenzugehdrigkeit
definierten Zeitraum. Die maximale postoperative Versuchsdauer inklusive der
Pankreatitisinduktion entsprach 26 Stunden, d.h. die maximale Infusionsdauer von E153

oder Omegaven™ betrug 20 Stunden.
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Pankreatitis-Induktion Gruppe 1

E153-Infusion Gruppe 2 Gruppe 4 Gruppe 6 Gruppe 8 Gruppe 10
Omegaven™-Infusion Gruppe 3 Gruppe 5 Gruppe 7 Gruppe 9 Gruppe 11
Postop. Versuchsende 6 h 10 h 14 h 18 h 22 h 26 h

E153 / Omegaven™ i.v. 4 h 8h 12 h 16 h 20 h

Tab.1: Versuchsdauer und Infusionsschema entsprechend Gruppe

Gr. 1: Pankreatitis-Induktionskontrollgruppe:

Keine Therapie, Versuchsbeendigung 6 Stunden postoperativ

Gr. 2.4,6,8,10: Elektrolyt-Infusion-Vergleichsgruppen:

Pankreatitis, Elektrolytinfusion, sequentielle Versuchsbeendigung 10,14,18,22, 26

Stunden postoperativ

Gr. 3,5,7,9,11: n-3-Fettsdure-Infusion-Gruppen:

Pankreatitis, n-3-FS-Infusion, sequentielle Versuchsbeendigung 10,14,18,22, 26

Stunden postoperativ

Postoperative Infusionsregime:

» Sofortige postoperative Caerulein-Infusion tber 6 Stunden (5ul/kg/KG)

* E153- bzw. Omegaven™-Infusion in Abhangigkeit von der Gruppenzugehorigkeit

(Infusionsdauer Uber 4,8,12,16,20 Stunden nach Pankreatitis-Induktion; Naheres

siehe 3.3.1: Allgemeines Vorgehen)
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3.1.4 Ausschlusskriterien
Folgende Kriterien fihrten zum Ausschluss eines Tieres aus der Studie:

* intraoperativer Tod
* Unmaoglichkeit der Sondierung des Ductus pancreaticus
« Perforation des Ductus pancreaticus

e Intraductaler Druckanstieg wahrend der Glycodesoxycholsaure (GDOC)-
Infusion Gber 22 mmHg

e Unmdoglichkeit der Gesamtapplikation der GDOC-Dosis

* Tod wahrend der gesamten postoperativen Phase

3.2 Infusionslésungen

100mlI Omegaven™ enthalten:

Zusatzlich enthaltenes Antioxidants: dl-rac-a-Tocopherol 0,015-0,0296g

Eicosapentaensaure C20:5 w-3 1,25-2,82g
Docosahexaensaure C22:6 w-3 1,44-3,099g
Tetradecansaure C14:.0 0,1-0,69
Palmitinsaure C16:0 0,25-1g
Palmitolenséaure C16:1 w-7 0,3-0,99
Stearinsaure C18:0 0,05-0,2g
Olsaure C181w-9 0,6-1,3g
Linolsaure Cl82w-6 0,1-0,7g
Linolens&ure C18:3w-3 =0,2g

Octadecatetraensaure C18:4 w-3 0,05-0,65¢g

Eikosaensaure C20:1 w-9  0,05-0,3g
Arachidonséaure C20:4 w-6 0,1-0,4g
Docosaenséure C22:1 w-9  <0,15g

Docosapentaenséaure C22:5w-3  0,15-0,45¢g
Glycerol 2,59

Lecithin aus Eiern 1,29

Tab. 2: Zusammensetzung Omegaven™
laut Hersteller Fresenius AG, Deutschland
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1000ml E153-L6sung enthalten:

Natrium 140 mmol/l
Kalium 5 mmol/l
Calcium 2,5 mmol/l
Magnesium 1,5 mmol/l
Chlorid 104,5 mmol/l
Acetat 50 mmol/l

Tab. 3: Zusammensetzung E153
laut Hersteller Serumwerk Bernburg AG,
Deutschland

3.3  Operationsverfahren und Pankreatitisinduktion
3.3.1 Allgemeines Vorgehen

Die Tiere erhielten im Rahmen der Narkose eine intraperitoneale Pentobarbital-Injektion
von insgesamt 45 mg/kg/KG und eine intramuskulare Injektion mit 45 mg/kg/KG
Ketamin. Nach Erreichen der gewiinschten Narkosetiefe wurden die Tiere cervical und
abdominal, im Bereich des rechten Oberbauches, rasiert, gewogen und die

Operationsgebiete anschlielend desinfiziert.

Nach Lagerung auf einem beheizbaren OP-Tisch erfolgte ein linkscervicaler anteriorer,
paramedianer Hockeyschlagerschnitt mit distaler Verlangerung von ca. 2 cm
Gesamtlange. AnschlieBend erfolgte die Préparation der Vena jugularis interna. Der
nach dorso-lateral getunnelte nuchal ausgeleitete Katheter (B. Braun, Melsungen)
wurde nun in die praparierte Vene eingebracht und das OP-Gebiet anschliel3end
versorgt, verschlossen (Prolene 4-0) und desinfiziert. Von aul3en erfolgte der
Katheterschutz mit Hilfe einer Metallhllse, welche durch zwei Nahte (Vicryl 3-0) im

Nacken fixiert wurde.

Daraufhin erfolgte eine mediane, supraumbilikale Langslaparotomie mit nachfolgendem
Aufsuchen der Pars descendens duodeni. Nun wurde der Ductus pancreaticus
transduodenal mit einer 24G-Flexule (Abott GmbH, Wiesbaden) kantliert und der
Ganginhalt fur drei Minuten entleert. Anschlieend wurde der Ductus hepaticus
communis mit einer Bulldog-Klemme abgeklemmt und das Pankreassekret fur weitere

zwei Minuten abgelassen. Nach Ablauf dieser Zeit erfolgte eine zweimindtige Instillation
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von 10mmol/l GDOC (Sigma), welches in Gly-Gly-NaOH-Puffer entsprechend geldst
war, Uber eine 24G periphere vendse Kanule mit Hilfe eines volumengesteuerten
Perfusors (6 ml/h kg/KG) mit Druckalarm (20 mmHg) in den Ductus pancreaticus. Im
Anschluss wurde die Bulldog-Klemme entfernt, die periphere vendse Kanlle
zuruickgezogen, wobei die duodenale Perforationsstelle elektrokoaguliert und der Darm
ruckverlagert wurde. Daraufhin folgte schichtweise der Verschluss des Peritoneums, der
Muskulatur und der Haut mit je einer Naht (Vicryl 3-0, Prolene 4-0). Abschliel3end
erfolgten eine erneute Desinfektion des Operationsgebietes und die Rickverlagerung

des Tieres in einen Kafig.

3.3.2 Postoperatives Management

Jedes Tier wurde postoperativ in einen Einzelkéfig rickverlagert und erhielt im Rahmen
der Pankreatitis-Induktion eine unmittelbar beginnende Caerulein-Infusion (1 ml/h;
5ug/kg/h;  Gesamtdosis 10ug) Uber 6 Stunden, welches in physiologischer
Kochsalzlosung gelost war [41]. Nach der Caerulein-Infusion wurden die Tiere der
Gruppe 1 getotet, die Tiere der Gruppen 2 bis 11 erhielten jeweils, entsprechend ihrer
Gruppenzugehdorigkeit, entweder eine Infusion mit E153 (1ml/h) oder mit Omegaven™
(Iml/h) Uber die entsprechend der Gruppenzugehdrigkeit festgelegte Zeitdauer (siehe
3.1.3).

3.3.3 Versuchsbeendigung, Obduktion und Probengewinnung

Abschliel3end wurden die Tiere entsprechend ihrer jeweiligen randomisierten Gruppen-
Versuchsdauer getdtet (200 mg/kg/KG Pentobarbital i.v.). Es erfolgte eine Laparatomie
des Abdomens in Form eines umgedrehten Y und die Eroffnung des Thorax zur
makroskopischen Beurteilung des Situs, weiterhin die Kontrolle hinsichtlich einer
regelrechten Katheterlage. AnschlieBend wurde das Pankreas gezielt aufgesucht,
entnommen und die benétigten Proben (Pars duodenalis und lienalis) fur die
histologische Aufarbeitung in 10%-ige Formalinlosung gegeben bzw. fur die

biochemische Aufarbeitung bei -80C eingefroren.
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3.4  Histologische Aufarbeitung und Untersuchung des Pankreasgewebes

Die bei der Obduktion gewonnenen Proben (jeweils eine Pars duodenalis und lienalis)
wurden in beschriftete Gewebekapseln (Shandon, UK) gebettet und in Formaldehyd
aufbewahrt. Diese wurden, nachdem sie per Automat (Histokinette 2000, Reichert-Jung,
Deutschland) entwassert wurden, in eine Metallkassette (Shandon, UK) umgebettet und
anschlieBend an einer Giel3station (TBS 88, Medite, Deutschland) in einen Paraffinblock
(Merck, Deutschland) eingebettet. Nach Trocknung der Proben wurden aus diesen mit
einem Rotationsmikrotom (HM 350, Microm, Deutschland) 2-3um dinne, longitudinale
Schichten aus zwei verschiedenen Gewebeschichten geschnitten und auf einen
Objekttrager (Menzel Glaser, Deutschland) im Paraffinbad (TFB35, Medite,
Deutschland) aufgezogen. Daraufhin wurden die Objekttrager bei 75C fir ca. 1 Stunde

im Brutschrank (Modell 200, Memmert, Deutschland) getrocknet.

Zur Vorbereitung des Farbens wurden die beschichteten Objekttrager nach Trocknung
zweimalig fur jeweils 5min in einem Xylolbad (Baker, NL) unter Abzug (Hyperclean,
Shandon, UK) entparaffiniert. Anschlieend erfolgte die Dehydrierung in einer
absteigenden Alkoholreihe (abs. Alkohol, 96% Alkohol, 80% Alkohol, 50% Alkohol,
(Sigma Chem., UK)) und die Waschung in Aqua bidest. Die anschlielRende Farbung mit
Eosin und Hamatoxylin (Merck, Deutschland) wurde in typischer Technik durchgefihrt.
Daraufhin erfolgte eine erneute Waschung in Aqua bidest. und die abschlielRende
Entparaffinierung in aufsteigender Alkoholreihe mit abschlieRender Xylolbadung (s.0.).
Zum Schluss wurden die Deckglaser (Menzel, Deutschland) auf das Praparat/ den
Objekttrager aufgebracht und fixiert. Die histologische Beurteilung der Schnitte wurde
an einem Lichtmikroskop entsprechend dem Scoring-Schema von Schmidt et al. [41]
durch drei geblindete Untersucher durchgefiihrt. Differierten die Scores um mehr als

einen Punkt, so wurde ein vierter Untersucher hinzugezogen.
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Hamorrhagien

Entziindung +

Score Odem Azinus- + Fettgewebs- Perivaskulares
nekrosen nekrosen Infiltrat
0-1 intralobulére oder
Nicht vorhanden Nicht vorhanden Nicht vorhanden perivaskuléare
0 Leukozyten/HPF
Fokale Expansion der Fokales Vorkommen 2-5 intralobulare oder
interlobéren Septen von 1-4 nekrotischen perivaskuléare
0-5 Zellen/HPF 1 Fokus Leukozyten/HPF
Diffuse Expansion der Diffuses Vorkommen
interlob&ren Septen von 1-4 nekrotischen 6-10 intralobulére oder
1 Zellen/HPF 2 Foki perivaskulare
Leukozyten/HPF
Wie 1 + fokale Wie 1 + fokales 11-15 intralobulére oder
Expansion der Vorkommen von 5-10 perivaskulare
1,5 interlobularen Septen nekrotischen Zellen/HPF 3 Foki Leukozyten/HPF
Wie 1 + diffuse Wie 1 + diffuses 16-20 intralobulére oder
Expansion der Vorkommen von 5-10 perivaskuléare
2 interlobularen Septen nekrotischen Zellen/HPF 4 Foki Leukozyten/HPF
Wie 2 + fokale Wie 2 + fokales 21-25 intralobulére oder
Expansion der Vorkommen von 11-16 perivaskuléare
2,5 interazinaren Septen nekrotischen Zellen/HPF 5 Foki Leukozyten/HPF
Wie 2 + diffuse Wie 2 + diffuses 26-30 intralobulére oder
Expansion der Vorkommen von 11-16 perivaskuléare
3 interazinaren Septen nekrotischen Zellen/HPF 6 Foki Leukozyten/HPF
Wie 3 + fokale Wie 3 + fokales >30 Leukozyten/HPF
Expansion der Vorkommen von >16 oder fokale Mikro-
3.5 interzellularen Septen nekrotischen Zellen/HPF 7 Foki Abzesse
Wie 3 + diffuse >16 nekrotische >35 Leukozyten/HPF
Expansion der Zellen/HPF (groRflachig oder konfluierende
4 interzellularen Septen konfluierende Nekrosen) 28 Foki Mikro-Abzesse

Tab.4: Histopathologisches Scoring nach Schmidt et al. [41] (High Power Field = 313)
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3.5 Biochemische Aufarbeitung und Untersuchung des Pankreasgewebes
3.5.1 Homogenatherstellung

Die bei der Obduktion gewonnenen und unverziglich bei -80C eingefrorenen Proben,
bestehend aus Pars duodenalis und lienalis, wurden im Rahmen der biochemischen
Aufarbeitung mit Hilfe eines Ultraturrax Homogenisators (B.Braun GmbH, Deutschland)

homogenisiert.

Fur die Bestimmung der Aktivitdt von GSH-Px und SOD sowie der Konzentration der
Eikosanoide wurde das Probenmaterial mit eiskaltem 0,1mol/I-Phosphatpuffer
(Verhaltnis Homogenisat/Lésung: 1/10Vol%) unter Kihlung 4 Mal je 15 Sekunden

homogenisiert.

Fur die Bestimmung der Lipidperoxidationsprodukte (TBARS) wurde das
Probenmaterial mit 0,01% Butylhydroxyanisol enthaltender, eiskalter 140mmol/I-NaCl-
Losung (Verhaltnis Homogenisat/Loésung: 1/10Vol%) unter Kuhlung 4 Mal je 15min

homogenisiert.

Die hergestellten Homogenate wurden bei -80C gelagert und vor den Messungen

jeweils 15 Sekunden mit einem Ultraschall-Homogenisator rehomogenisiert.

3.5.2 Proteinbestimmung

3.5.2.1 Prinzip

Die Proteinbestimmung wurde mit der Methode nach Lowry durchgefiihrt. Diese
beinhaltet die Kombination der Biuret-Methode mit dem Folin-Reagenz. Die Grundlage
der Biuret-Methode bildet ein violetter Farbumschlag in alkalischer Lésung bei
Vorhandensein von mindestens zwei Peptidbindungen und Cu?*-lonen. Das Folin-
Reagenz bewirkt die Reduktion von Phosphorwolfram- und Phosphormolybdansaure zu
Wolfram- bzw. Molybdansaure unter Anwesenheit von Thyrosin und Tryptophan, welche

an aromatische Seitenketten eines Kupferkomplexes gebunden sind.

Der Vorteil dieser Kombination besteht in einer hdheren Sensitivitat des Verfahrens;
weiterhin wird nicht so umfangreiches Probenmaterial wie bei alleiniger Durchfihrung

der Biuret-Methode bendétigt.
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3.5.2.2 Messung und Auswertung

Vorab wurden 50ml Gebrauchslésung aus 49ml Na,COg3 -Losung, 0,5ml CuSO4-L6sung
und 0,5ml Na-K-Tartrat-LOsung hergestellt. AnschlieRend wurde das zu messende
Gewebehomogenat 1:100 verdinnt, davon eine 20ul umfassende Probe entnommen,
mit 180pul Aqua bidest. und 20ul 1N NaOH versetzt, 1,5ml Gebrauchslésung hinzugeflgt
und flr 10min inkubiert. Daraufhin wurden unter starkem Schuitteln 150ul des Folin-
Reagenz hinzugegeben und fir weitere 30min inkubiert. Die folgende Messung bei
750nm Wellenlange wurde unter standardisierten Bedingungen (25C Temperatur,
0,5cm Kuivettenschichtdicke, Leerwert als Vergleichsprobe) vorgenommen. Die

Auswertung erfolgte Uber eine Kalibrierfunktion.

3.5.3 Bestimmung der Gluthationperoxidase-Aktivitat

Die GSH-Px-Aktivitat wurde nach dem Prinzip von Paglia und Valentine bestimmt [42].
Hierfir wurde das Testkit RANSEL (Fa. Randox, UK) benutzt, in welchem das Reagenz
(Gluthation+Gluthationreduktase+NADPH), ein 50mM Phosphat-EDTA-Puffer, 0,18mM

Cumenhydroperoxid und Verdinnungsmittel enthalten waren.

3.5.3.1 Prinzip

Das Prinzip von Paglia und Valentine macht sich das Oxidationspotential der
Gluthation-Peroxidase (GSH-Px) zunutze. Das Enzym katalysiert die Oxidation von
Gluthation (GSH) in Anwesenheit von Wasserstoffperoxid, wobei oxidiertes Gluthation

(GSSG) durch Ausbildung einer Disulfidbricke und freies Wasser entstehen.
2 GSH + H,0, — GSSG + 2 H,0.

Durch Zugabe von Gluthation-Reduktase (GSSG-R) und NADPH wird das Gluthation-
Molekiil wieder reduziert und NADPH zu NADP™ oxidiert.

H,O + GSSG + NADPH — 2 GSH + NADP"

Die Abnahme der NADPH-Extinktion entspricht dabei der Aktivitat der GSH-Px.
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3.5.3.2 Messung und Auswertung

Die Leerwerte wurden wie folgt ermittelt: Pipettierung von 50ul Aqua bidest. + 500ul

Reagenz + 20ul Wasserstoffperoxid.

Die Proben wurden wie folgt ermittelt: Pipettierung von 40ul Aqua bidest. + 10ul Probe +
500ul Reagenz + 20ul Wasserstoffperoxid.

Das Pipettieren erfolgte direkt in eine leere Melkuvette. Nach guter Durchmischung
wurde unter standardisierten Bedingungen gemessen (340nm Wellenlange, 3-minutige
Inkubationszeit, 0,5cm  Kulvettenschichtdicke, = Temperatur 37T, Luft als
Vergleichsprobe).

Als Grundlage wird das Lambert-Beer-Gesetz verwendet: AE=c*d*e, wobei AE die
Extinktions&nderung, ¢ die Konzentration und d die Kiuvettenschichtdicke darstellt. Der
Wert des Extinktionskoeffizienten € betragt 6,22*10° I/mol*cm und ist konstant. Daraus
ergibt sich zur Berechnung der Konzentration: c=AE /(d*¢). Die Ergebnisse wurden auf

mg Proteingehalt korrigiert.

3.5.4 Bestimmung der SOD-Aktivitat

Die Bestimmung der SOD-Aktivitat erfolgte nach der Methode von Beauchamp und
Fridovich [43]. Hierfur wurde das Testkit RANSOD (Fa. Randox, UK) benutzt, welcher
als Mischsubstrat Xanthin und I.N.T. [2-(4-lodophenyl)-3-(4-nitro)-5-phenyltetrazolium-
chlorid] sowie einem 50mM CAPS-EDTA-Puffer und Xanthinoxidase (80U/l) enthielt.

3.5.4.1 Prinzip

Die SOD katalysiert die Dismutation von Sauerstoffradikalen zu molekularem Sauerstoff

und Wasserstoffperoxid:

O,y +0, + 2H" — H,O, + O5.

Der hier verwendete Testkit (RANSOD) basiert auf der Eigenschaft, dass Xanthin und
Xanthinoxidase zur Bildung von Sauerstoffradikalen fahig sind, welche unter Zugabe
von |.N.T. (2-(4-lodophenyl)-3-(4-nitro)-5-phenyltetrazoliumchlorid) zu einem roten
Formazan-Farbumschlag fuhren. Somit kann die Aktivitat der in den Proben enthaltenen
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SOD Uuber die Hemmung der beschriebenen Formazanreaktion bestimmt werden.

3.5.4.2 Messung und Auswertung

Die Leerwerte wurden wie folgt ermittelt: Pipettierung von 50ul Aqua bidest. + 340ul

Mischsubstrat + 50ul Xanthinoxidase

Die Aktivitat in den Proben wurde wie folgt ermittelt: Pipettierung von <49ul Probe + (50-

Vol.probe) Ml Aqua bidest + 340ul Mischsubstrat + 50ul Xanthinoxidase.

Die Proben wurden mit Aqua bidest. solange verdiinnt, bis die Messwerte zwischen 30
und 70%-iger Hemmung lagen. Das Pipettieren erfolgte direkt in eine leere MelR3kuvette.
Nach guter Durchmischung wurde unter standardisierten Bedingungen gemessen
(505nm Wellenlange, 3 minitige Inkubationszeit, 1cm Kivettenschichtdicke, Temperatur
37<C, Luft als Vergleichsprobe).

Die Messwerte wurden als Anderung der Extinktion*10°/min angegeben. Zur
Bestimmung der prozentualen Hemmung der o.g. Formazanreaktion wurde folgende

Gleichung verwendet:
%Hemmung=100-[(AE/minpope)/( AE/MIN eerwert) *100].

Zur Angabe der Aktivitat in der Einheit ,Units* wurde definiert, dass 1U SOD-Aktivitéat
einer 50%-igen Hemmung entsprechen soll. Die so erhaltenen Werte wurden auf mg
Proteingehalt korrigiert.

3.5.5 Bestimmung der Lipidperoxidation
Fur die Bestimmung der TBARS wurden folgende Chemikalien verwendet:

e Acetatpuffer (pH=3,5):
wurde aus 40%-iger analytisch reiner Essigsaure (Merck, Deutschland) mittels
Zugabe von 5 N Natronlauge (Merck, Deutschland) auf einen pH von 3,5 eingestellt
und auf das doppelte Volumen aufgefullt

* SDS (Natriumdodecylsulfat):
8,1%-ige LOsung in Aqua dest. (Fa. Serva, Deutschland)

* BHA (3-tert-butyl-4-hydroxyanisol):
0,05mg/ml; Lésungsmittel: Ethanol-Wasser-Gemisch 1:1
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* Malondialdehyd-Standard (modifiziert nach Esterbauer und Haberland):
10mMol Malondialdehydbisdiethylacetal wurden eine Stunde lang in 1%-iger
Schwefelsaure inkubiert, um den saurekatalysierten Prozess der Hydrolyse

weitgehend zu beenden.

3.5.5.1 Prinzip

Das Prinzip dieser Messung wurde von Ohkawa beschrieben [44].
Lipidperoxidationsprodukte bilden hierbei in Anwesenheit von Thiobarbitursdure (TBA)
einen roten Polymethinfarbstoff, dessen Konzentration nach Ausfallung mit n-Butanol
mittels  Fluoreszenz-Messung bestimmt werden kann. Die reagierenden
Lipidperoxidationsprodukte werden auch als so genannte TBARS bezeichnet. Die
teilweise kritischen Aspekte dieser Methode im Hinblick auf Probengewinnung,
-verwahrung und -aufarbeitung und zugleich die Spezifitdt dieses Testes sind bekannt
[45]. Jedoch wird nach vorangegangenen Studien davon ausgegangen, dass artifizielle
Veranderungen der TBARS-Konzentration durch strenge Standardisierung aller
Arbeitsablaufe (z.B. sehr schnelles Einfrieren der Proben, Probenaufbewahrung in
flissigem Stickstoff, Homogenisierung und Analyse in Gegenwart von Antioxidantien)

weitgehend vermieden werden kénnen.

3.5.5.2 Messung und Auswertung

10ul Homogenat der Probe wurden mit Aqua bidest. auf ein Gesamtvolumen von 150ul
erganzt, mit 300ul Acetatpuffer (pH=3,5), 40ul SDS und 300ul TBA versetzt und fur
60min in 90C warmen Wasser inkubiert. Nach 5-minttiger Abkihlung in Eiswasser
wurden 200ul Aqua bidest. und 1ml n-Butanol hinzugefligt. Die Mixtur wurde nun 20min
auf einen Ruttler gestellt und anschlieRend 10min bei 2000U/min zentrifugiert.
AnschlieRend erfolgte die Messung in der Uberstehenden n-Butanol-Phase mit
folgenden Parametern: 515nm Wellenlange fur Exzitation, 553nm Wellenlange fur
Emission, 25C Temperatur, 0,5cm Kivettenschichtdic ke, Leerwert als Vergleichsprobe.

Die Auswertung erfolgte tber eine Kalibrierfunktion.
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3.5.6 Bestimmung der Eikosanoid-Konzentration

3.5.6.1 Allgemein

Die Bestimmung der Eikosanoide erfolgte mit Hilfe von kommerziellen ACE™ EIA-
Testkits (Cayman Chemical, UK). Allen Kits gemeinsam sind mit polyklonalen 1gG
beschichtete Messplatten, freie monoklonale Antikdrper des zu messenden
Eikosanoids, ein entsprechend des zu messenden Eikosanoids vorgefertigter
Acetylcholinesterase (AChE)-Eikosanoid-Tracer und weitere, fiir die Messung bendtigte,
Chemikalien.

3.5.6.2 Prinzip

Das Kit nutzt als Grundlage die Konkurrenz von zu messendem Eikosanoid der Probe
und dem vorgefertigten, in der Konzentration bekanntem, Eikosanoid-AChE-Tracer um
freie, in ihrer Konzentration ebenfalls bekannte, monoklonale Eikosanoid-Antikérper.
Diese wiederum binden an polyklonale Anti-Maus IgGs, die sich auf der Messplatte
befinden. Nach Pipettierung der monoklonalen Eikosanoid-AK in die vorgesehenen
Kammern, anschlieBender Inkubation (18 Stunden, PG bei +4C, LT bei +25T)
derselbigen mit der Probe und dem Tracer und anschlieRender Waschung, wird die
Konzentration des gebundenen Tracers bestimmt. Dies erfolgt mit Hilfe des Ellman’s
Reagenz, welches Acetylthiocholin und 5,5-dithio-bis-(2-nitrobenzeosaure) enthélt. Die
an den Tracer gebundene AChE hydrolysiert die Spaltung von Acetylthiocholin zu
Thiocholin. Thiocholin wird in Anwesenheit von 5,5-dithio-bis-(2-nitrobenzeosaure)
nicht-enzymatisch zu 5-thio-2-nitrobenzeoséaure umgewandelt. Das entstandene
Produkt hat sein Absorptionsmaximum bei 412nm. Die Intensitat der Absorption

entspricht dabei der Konzentration des gebundenen Tracers.

3.5.6.3 Messung und Auswertung

Da sowohl die Gesamtkonzentration des monoklonalen Eikosanoid-AK als auch die
Konzentration des hinzugefigten Tracers bekannt sind, stellt sich die gesuchte

Eikosanoid-Konzentration der Probe nun wie folgt dar:

Absorption ~ gebundener Eikosanoid-Tracer ~ 1/(Eikosanoid-Konz.).
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D. h., die Eikosanoid-Konzentration der Probe ist umgekehrt proportional zu der
gemessenen Konzentration des Tracers, welche sich durch Messung der Intensitat der
Absorption bei 405nm mit Hilfe des Plattenreader MRX TC Revelation (Dynex
Technologies, USA) darstellt.

Die Auswertung erfolgte mit Hilfe von Standardkurven, die jeweils unter gleichen

Bedingungen erstellt wurden und dem Vergleich von Abweichungen dienten.

Um probenspezifische Interferenzen auszuschlieRen wurden jeweils von einer Probe
funf Testsubstrate in drei verschiedenen Verdinnungen zwischen 10 und 200 pg/ml
hergestellt und gemessen. Die Ergebnisse korrelierten hierbei gut und differierten um

weniger als 20%, so dass keine Probenreinigung nétig war.

3.5.7 Weitere verwendete Gerate

Die photometrische Bestimmung der GSH-Px- und SOD-Aktivitdten wurde mit Hilfe des
UV-VIS Scanning Spectrophotometer (UV-2101 PC, Shimadzu, Japan) durchgefihrt.
Die Bestimmung der TBARS-Konzentration erfolgte mittels Spectrophotometer RF-5001
PC (Shimadzu, Japan).

Weiterhin wurden folgende Gerate verwendet:

» Ruttler (Labortechnik limenau, Deutschland),

» Zentrifuge T23 (Janetzki, Polen),

* Homogenisator Omni International 2000 (Digitana, Schweiz),
* Ultrahomogenisator Labsonic 1510 (B. Braun, Deutschland),

« Laborwaage Sartorius excellence (Sartorius, Deutschland).
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3.6  Statistische Berechnungen

Samtliche Werte (wenn nicht anders angegeben) wurden als Median und Range
angegeben. Bei kontinuierlichen Daten erfolgte ein Test auf Normalverteilung nach

Shapiro und Francia.

Alle Parameter waren nicht normalverteilt, so dass die Mittelwertvergleiche zwischen

den Gruppen mittels Kruskal-Wallis-Test erfolgten.

Bei Ablehnung der globalen Nullhypothese fanden die folgenden Einzelvergleiche
zwischen den Gruppen als Mann-Whitney-U-Test mit Bonferroni-Korrektur zur

Vermeidung der a-Fehlerkumulierung statt.

Kategorielle Daten wurden angesichts der kleinen Umfange mit Fisher’s-Exakt-Test

verglichen.

Das Signifikanzniveau wurde grundsatzlich mit 95% (p<0,05) festgelegt. Alle
Berechnungen fanden mit Hilfe des Statistikprogramms SPSS 11.0® fir WindowsXP®
statt.

25



Ergebnisse

4 Ergebnisse
4.1 Letalitat

Es starben 2 Tiere der Gr. 1 (11%), weiterhin 3 Tiere in den Gr. 2-4 (17%), 1 Tier in Gr. 5
(6%), 2 Tiere in Gr. 6 (11%), 4 Tiere in Gr. 7 (22%), 7 Tiere in Gr. 8 (39%), 3 Tiere in Gr.
9 (17%) und 4 Tiere in Gr. 10 (22%). In Gruppe 11 verstarb keines der Tiere.

4.2 Inzidenz der Pankreatitis

Alle Tiere der Gruppen 1 bis 11 zeigten sowohl makroskopisch als auch mikroskopisch

Zeichen einer Pankreatitis unterschiedlichen Schweregrades.

4.3 Histologischer Schweregrad der Pankreatitis im zeitlichen Verlauf
4.3.1 Pankreatitis-Induktions-Kontrollgruppe (Gr. 1)

Der histopathologische Score der Tiere der Gruppe 1 stellte den Ausgangswert nach
Pankreatitisinduktion (GDOC + 6h Caerulein) ohne anschlieende E153- bzw. n-3-FS-
Infusion dar. Der Median der histologischen Schadigung betrug 9,5 [7-12] (Abb. 4).

4.3.2 E153-Infusion-Vergleichsgruppen (Gr. 2,4,6,8,10)

Die Tiere, welche nach Pankreatitisinduktion eine zeitbegrenzte Infusion einer E153-
Losung erhielten, zeigten im Vergleich zur Gruppe 1 einen signifikant erhohten
histopathologischen Schweregrad (p<0,05). Bei Vergleich der einzelnen Elektrolyt-
Gruppen untereinander waren jedoch keine zeitabhéngigen signifikanten Unterschiede
(Gr. 2: 11,5 [7-15]; Gr. 4: 11,0 [8-16]; Gr. 6: 10,75 [5-13]; Gr. 8: 11,0 [7,5-14]; Gr. 10: 11,5
[4-15]; Abb. 4) festzustellen.

4.3.3 n-3-FS-Infusionsgruppen (Gr. 3,5,7,9,11)

Die nach Pankreatitisinduktion begonnene Infusion einer n-3-Fettsaurereichen Infusion
(Omegaven™) reduzierte den histopathologischen Schweregrad signifikant von der 14.
Stunde (Gr. 5: 8,0 [4-12]) bis zur 26. Stunde im Vergleich mit entsprechenden E153-

26



Ergebnisse

therapierten Gruppen (Gr. 7: 8,0 [5-10]; Gr. 9: 7,0 [1,5-9]; Gr. 11: 6,0 [3-9]; p<0,05;
Abb. 4).

204
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Abb. 4: Mikroskopischer Summenscore, Boxplots, * p<0,05 vice versa
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4.4 Biochemische Parameter im zeitlichen Verlauf

4.4.1 GSH-Px Aktivitat
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Abb. 5: GSH-Px-Aktivitat, Boxplots

Es zeigten sich keinerlei signifikante Unterschiede im Verlauf der GSH-Px-Aktivitat bei

einem Vergleich aller Gruppen (Abb. 5).
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4.4.2 SOD-Aktivitat

500,00
0141

400,00 T

jry 32 T

5 0]

: T

D 300,00

g T S

=,

K':U O (X ]

= T

‘S 200,00

<

o —

D 031
100,00 1

0,00

Abb. 6: SOD-Aktivitat, Boxplots

Die Aktivitat der SOD unterschied sich nicht signifikant im Vergleich zwischen
korrespondierender Verum- und Placebogruppen und der Gruppe 1. Die héchste SOD-
Aktivitat zeigte sich bei n-3-therapierten Tieren nach 10h Versuchszeit (Gr. 3: 274,05
[171,23-410,43] U/mg Prot.), die niedrigste SOD-Aktivitat bei E153-therapierten Tieren
nach 22h Versuchszeit (Gr. 8: 141,35 [118,16-247] U/mg Prot.; Abb. 6).
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4.4.3 TBARS-Konzentration
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Abb. 7: TBARS-Konzentration, Boxplots, * p<0,05 vice versa

Die Konzentration der TBARS stieg kontinuierlich in beiden zu vergleichenden
Therapiegruppen ab der 14. Stunde an. Nach 10h Versuchsdauer zeigte sich in beiden
Versuchsgruppen kein Unterschied verglichen mit der Pankreatitis-Induktions-
Kontrollgruppe (Gr. 1). Beim Vergleich korrespondierender E153- und n-3-FS-

therapierter Gruppen zeigte sich in den n-3-FS-therapierten Gruppen eine signifikant
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geringere TBARS-Konzentration zur 14. (Gr. 5 vs Gr. 6) und zur 18. Stunde (Gr. 7 vs Gr.
8; Abb. 7).

4.4.4 PGE,-Konzentration
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Abb. 8: PGE,-Konzentration, Boxplots, * p<0,05 vice versa

Die PGE,-Konzentration verédnderte sich signifikant im Verlauf der Pankreatitis im
Gruppenvergleich zwischen der 10. und 18. Stunde. Der Medianwert der Pankreatitis-

Induktions-Kontrollgruppe (Gr. 1) war 1202,5 (492-1878) pg/ml. Die PGE»-Konzentration
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stieg in den E153-therapierten Gruppen (Gr. 2, 4, 6) von 1673 (684-2887) pg/ml (Gr. 2)
auf 3554 (2300-5463) pg/ml (Gr. 6) an. Dies stellte gleichzeitig die héchste im
Versuchsverlauf gemessene PGE,-Konzentration dar. Im Vergleich der n-3-FS-
therapierten Gruppen zeigten sich Werte beginnend bei 528 (168-880) pg/ml (Gr. 3) im
Verlauf ansteigend auf 1253,5 (646-2151) pg/ml (Gr. 7). Die PGE,- Konzentrationen in
den n-3-FS-Gruppen stiegen deutlich spater, langsamer und nicht so sprungartig wie in
den entsprechenden E153-Gruppen an (Abb. 8).

Nach der 22. Stunde sanken die anfangs bestehenden hohen PGE,-Level in beiden
Gruppen wieder, ohne sich jedoch signifikant in der Geschwindigkeit des Abfalls

voneinander zu unterscheiden (Abb. 8).
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4.45 PGFo-Konzentration
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Abb. 9: PGF,-Konzentration, Boxplots, * p<0,05 vice versa

Die PGF4-Konzentration in der Gruppe 1 betrug 4473,5 (2784-7716) pg/ml, welche in
der E153-therapierten Gruppe weiter anstieg und sich signifikant von der 10. (12764
[7209-18634] pg/ml (Gr. 2) vs. 3835 [2829-7262] pg/ml (Gr. 3)) bis zur 18.Stunde (19875
[14321-25634] pg/ml (Gr. 6) vs. 13206 [9479-19873] pg/ml (Gr. 7)) und nochmals zur
26.Stunde (24372 [16233-29874] pg/ml (Gr. 10) vs. 18744 [13542-22134] pg/ml (Gr.

11)) von der entsprechenden n-3-FS-Gruppe unterschied.
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In den n-3-therapierten Gruppen erfolgte der Anstieg der PGF14-Konzentration zeitlich
spater als in den entsprechenden E153-Gruppen. Weiterhin zeigte sich zur 10. Stunde
verglichen mit Gruppe 1 ein niedrigerer PGF,.Wert (Gr. 1 vs. Gr.3) (Abb. 9).

4.4.6 Leukotrien-Konzentration
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Abb. 10: Leukotrien-Konzentration, Boxplots

Der Verlauf der Leukotrien-Konzentration sowohl entsprechender Gruppen als auch im

Vergleich mit der Gruppe 1 zeigte keine signifikanten Unterschiede (Abb. 10).
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5 Diskussion

Die Erkenntnisse der letzten zwanzig Jahre haben dazu beigetragen, ein komplexes
Modell hinsichtlich der Genese der akuten Pankreatitis mit resultierenden

therapeutischen Optionen zu entwickeln.

Ziel dieser Studie war die Erlangung von Kenntnissen im Hinblick auf die Auswirkung
einer parenteralen, sequentiell beendeten n-3-FS-Applikation auf den Verlauf der ANP
der Ratte.

5.1 N-3-Fettsduren: Studienlage

N-3-FS nehmen einen wachsenden Stellenwert in aktuellen Forschungsansatzen ein.
Sie zeigen positive Effekte in vielen Forschungsbereichen, was ihren vielfaltigen
Wirkungen bzw. Wirkungsweisen zugeschrieben wird. Diese werden u. a. durch
Interaktion mit zellularen Membranen, durch Veranderungen der Synthese von
Eikosanoiden und Zytokinen, durch Einflussnahme auf die Synthese bzw. den
Aktivitatsgrad von Komponenten des Signaltransduktionssystems und durch Einfluss

auf die Genexpression verursacht [31, 32, 46-48].

In einer Vorstudie konnte gezeigt werden, dass im Tiermodell der akuten
hamorrhagisch-nekrotisierenden Pankreatitis die parenterale Applikation von n-3-FS
sowohl den histopathologischen Schaden, als auch das Ausmal} der Lipidperoxidation
signifikant reduzierte [34]. Aufgrund des verwendeten Studiendesigns konnte jedoch
keine Aussage hinsichtlich des Zeitpunktes und der Ursache der Veranderungen

gemacht werden.

In einer prospektiv randomisierten kontrollierten klinischen Studie von Lasztity et al.
erhielt ein Teil der Patienten mit einer akuten Pankreatitis eine mit n-3-FS angereicherte
enterale Erndhrung per Jejunalsonde, was zu einer kirzer notwendigen enteralen
Versorgung, weniger pankreatitisassoziierten Komplikationen und einer kirzeren

Hospitalisationsdauer fuhrte [49].

Foitzik et al. beschreiben unter einer parenteralen n-3-FS-Therapie bei der AP der Ratte
eine vermehrte Produktion von antiinflammatorischen Zytokinen und daraus
resultierend einen verminderten Schweregrad der mdglichen assoziierten
Komplikationen wie SIRS oder ARDS [50].
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5.2 N-3-Fettsauren und Radikalstoffwechsel

Schon in den 1980er Jahren beschrieben u. a. Sanfey et al. die Schlisselrolle der
Sauerstoffradikale in der Genese der akuten Pankreatitis, wobei sie eine Milderung des
Verlaufes der ANP durch Gabe von Antioxidantien nachweisen konnten [51]. Auch
spater folgende Studien beschrieben die vorrangige Bedeutung von Radikalen im
Verlauf der ANP [10, 11, 13-17].

Die Bildung von Radikalen wird im Verlauf u. a. durch den fir die Genese der
Pankreatitis vermutlich notwendigen Sekretionsblock der intrazellular in Zymogenen
gespeicherten Proenzyme, z. B. Trypsinogen, gefordert. Urunuela et al. beschrieben
diesbeziiglich die Mdglichkeit von Azinuszellen die Konzentration von Radikalen direkt
und/ oder indirekt durch Aktivierung intrazellularer Proteasen zu steigern [10]. Grady et
al. vermuteten aufgrund ihrer Ergebnisse, dass die intrazellulare Aktivation und zugleich
Retention von Zymogenen bzw. aktivierter Enzyme eine Vorraussetzung fur den
zellularen Schaden der pankreatischen Azinuszellen darstellt [21]. Jungermann et al.
wiesen diesbezlglich eine Zerstorung von intrazellularen Transportfilamenten (Actin
und b-Tubulin) als Folge nach [20]. Weiterhin fiihrt die Interaktion von
Sauerstoffradikalen mit den Lipiden der Zellmembranen zu einer Zunahme der
Lipidperoxidationsprodukte [11], was wiederum mit einer Destabilisierung und somit

einer Minderung der physiologischen Funktion von Zellmembranen einhergeht.

In der vorliegenden Studie bestétigt sich bei Betrachtung des Verlaufes der GSH-Px-,
SOD-Aktivitaten und der TBARS-Konzentrationen die These, dass Radikale in der

Genese und dem Verlauf der ANP eine entscheidende Rolle spielen.

Die GSH-PX- und SOD-Aktivitaten unterscheiden sich weder signifikant im zeitlichen
Verlauf innerhalb der n-3-FS-Gruppen noch im Vergleich mit entsprechenden E153-
Gruppen. Lediglich ein leichter Abfall der antioxidativen Enzyme SOD und GSH-Px ist
zu verzeichnen; dem koénnte eine Erschopfung der enzymatischen Systeme zugrunde
liegen. Auch in anderen Studien findet sich diese Erschopfung der Enzymsysteme im
zeitlichen Verlauf der akuten Pankreatitis [10, 11]. Der von Arab et al. in einer aktuellen
Studie gezeigte antioxidative Effekt von n-3-FS in humanen Fibroblasten durch
Induktion der Gamma-Glutamyl-Cysteinyl-Ligase und Gluthation-Reduktase [52] kann in

der vorliegenden Studie bei Betrachtung des Verlaufes der GSH-Px-Aktivitaten nicht
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bestatigt werden, was seinen Grund u. a. in den differenten Studienmodellen haben

kdnnte.

In der vorliegenden Studie findet sich wahrend des gesamten Beobachtungszeitraumes
in den n-3-FS-Gruppen eine geringere TBARS-Konzentration im Vergleich mit den
entsprechenden Kontrollgruppen. Zwischen der 14. und 18. postoperativen Stunde ist
dieser Unterschied signifikant, was auf eine geringere Peroxidation von Lipiden in den
n-3-FS-Gruppen hinweist.

Eine mogliche Erklarung ware, dass die genannten Schutzenzyme nicht die einzigen

Schutzmechanismen hinsichtlich Lipidperoxidation in diesem Tiermodell darstellen.

Eine n-3-FS-Therapie bedingt u. a. eine veranderte n-3:n-6-Ratio des plasmatischen als
auch zellmembranstandigen Phospholipidpools zugunsten der n-3-FS [26, 53, 54].
Somit kann postuliert werden, dass n-3-FS eine geringere Vulnerabilitat im Hinblick auf
Oxidation aufweisen, was den oben beschriebenen Verlauf der TBARS-Konzentrationen
der n-3-FS-Gruppen direkt erklaren wirde. Diese These wird durch die Arbeit von
Applegate et al. unterstutzt, welcher in einem Computermodell zeigte, dass FS mit
zunehmender Anzahl von Doppelbindungen nach Einbau in Membranen weniger
vulnerabel aufgrund einer Veranderung ihrer raumlichen Konformation sind und somit

die Mdglichkeit der Oxidation durch Radikale stark gemindert wird [55].

Eine weitere Moglichkeit die geminderten Peroxidationsprodukte zu erklaren ware
indirekt Uber eine Hemmung der Inflammationsreaktion, da eine n-3-FS-Therapie eine
gesteigerte Bildung von weniger inflammatorischen Eikosanoiden und Zytokinen
bedingt [50], was in der Folge wiederum mit einer Minderung des oxidativen Stresses
einhergeht. Mori et al. zeigten in einer Studie an hypertensiven Typ-2-Diabetikern, dass
mit der Gabe von n-3-FS eine Reduktion des oxidativen Stresses, gemessen an der
renalen F2-l1soprostan-Ausscheidung, einhergeht, welches ein Prostaglandin-ahnliches
Produkt der radikalbedingten Peroxidation von AA darstellt [56].

Eine signifikant geringere TBARS-Konzentration wurde auch in einer Studie von Yeh et
al. gesehen, in welcher u. a. die Auswirkung einer totalen parenteralen n-3-FS-Therapie
mit der einer NaCl-Therapie Uber eine Zeitdauer von sieben Tage verglichen wurde [57].
Die gleiche Aussage erbrachte die bereits beschriebene Vorstudie, in welcher sich eine
signifikant geringere TBARS-Konzentration bei der ANP der Ratte unter n-3-FS-

Therapie nach 24 Stunden zeigte [34].
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Ausgehend von der signifikant geringeren TBARS-Konzentrationen der n-3-FS-Gruppen
in der vorliegenden Studie kdnnte die Beobachtung von Arab et al. [52], welche nicht
durch den Verlauf der GSH-Px-Aktivitaten in der vorliegenden Studie bestatigt werden
konnte, dann doch dahingehend unterstitzt werden, dass eben diese Induktion der
Gamma-Glutamyl-Cysteinyl-Ligase und der Gluthation-Reduktase sich durch die
Minderung der TBARS in dem hier verwendeten Tiermodell ausdrtickt.

In der Literatur wird jedoch nicht nur die Mdglichkeit einer Minderung, sondern auch
keiner Veranderung [58] bzw. einer Steigerung [59] des oxidativen Stresses unter n-3-
FS-Therapie in Abhangigkeit verschiedener Parameter wie Applikationsform, Dosierung,

untersuchte Gewebe/ Enzymsysteme/ Zellen, etc. beschrieben.

Die vorliegende Studie zeigt hinsichtlich des Verhaltens von Enzymaktivitaten und
Radikalkonzentration unter einer n-3-FS-Therapie einen deutlich gemilderten Verlauf.
Eine direkte Interaktion mit der GSH-Px bzw. SOD konnte nicht nachgewiesen werden,
ein indirekter Effekt kann vermutet werden. Der Verlauf der TBARS-Konzentrationen im
Vergleich zeigt einen deutlichen Effekt unter n-3-FS-Therapie, so dass der antioxidative
Effekt der n-3-FS ausgehend von dieser Studie bestatigt werden kann.

5.3 N-3-Fettsauren und Eikosanoidstoffwechsel

Eine der Konsequenzen der Bildung von Radikalen ist die Aktivierung eines primar
lokalen Inflammationsprozesses, wobei es u. a. zur Aktivierung der PLA; kommt. Dieses
cytosolisch und auch plasmatisch vorliegende Schlisselenzym des Abbaus von
membranstandigen Phospholipiden zu AA katalysiert die Eingangsreaktion der
Eikosanoidproduktion. Im folgenden Prozess kommt es zur Aktivierung der COX und 5-

LOX, den Schlisselenzymen der Prostaglandin- bzw. Leukotrien-Synthese.

N-3-FS entfalten ihre Wirkung u. a. durch eine Veradnderung der entstehenden
Eikosanoide, welche biologisch weniger aktiv sind [23, 26]. N-3-FS konkurrieren mit n-6-
FS um die Aufnahme in den Phospholipidpool zellularer Membranen, was zu einer
Veranderung der n-3:n-6-Ratio fuhrt [26, 53, 54]. Von den in maritimen Organismen
vorkommenden n-3-FS EPA (20:5) und DHA (22:6) ist bekannt, dass sie die Synthese
von PG der 2er Serie und LT der 4er Serie vermindern und stattdessen die Synthese
von PG der 3er Serie und LT der 5er Serie begunstigen. Letztere sind im Vergleich zu
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ersteren biologisch weniger aktiv. und weisen partiell antiinflammatorische
Eigenschaften auf [25, 26].

5.3.1 Prostaglandine

Zu Beginn der Inflammationsreaktion kommt es zu einer gesteigerten Aktivitat der
COX1, welche physiologisch in nahezu allen Geweben bzw. Zellen exprimiert wird und
der Homoostase dient. Deren Produkte, aber auch anhaltender oxidativer Stress und im
Rahmen der Inflammation gebildete Zytokine, bedingen dann eine zeitverzégerte
Induktion der COX2 [35, 60]. Dies fuhrt zu einer massiven Steigerung der Synthese von
PG und tragt somit zum Ausmald der Inflammation bei. Erkennbar wird dies in der
vorliegenden Studie bei Betrachtung der PGE,- und PGF34- Konzentrationen der E153-

Kontrollgruppen zwischen der 10. und 18. Stunde.

5.3.1.1 PGE,

PGE, steigert via positiven Feedback-Mechanismus seine eigene Produktion (Auto-
Induktion), indem es zum einen die COX2, zum anderen aber auch die PLA, stimuliert
[61-63]. In einer Vorstudie konnte durch selektive COX2-Blockade die PGE;-
Konzentration nach 24h signifikant gesenkt werden (Kilian et al., in Veroffentlichung).
Diese massive Freisetzung von PG fordert wiederum die Bildung von weiteren lokalen
und humoralen Inflammatoren, was den Inflammationsprozess weiter aufrecht erhalt

und verstarkt.

Betrachtet man entsprechende n-3-FS-Gruppen, so sieht man eine signifikant geringere
PGE,-Konzentration zwischen der 10. und 18. Stunde. Der Anstieg erfolgt im Vergleich
zeitlich spater, weniger steil und erreicht nicht die Konzentrationen der entsprechenden

Vergleichsgruppen.

Der signifikant geringere PGE»-Spiegel in den n-3-FS-Gruppen konnte auf eine
inhibitorische Funktion der n-3-FS im Rahmen der Prostaglandin-Synthese
zurtckzufihren sein. Studien haben dies dahingehend bestatigt, als dass die Induktion
der PLA,; und COX durch PGE, um ein Vielfaches starker als durch PGE3 erfolgt [61-

63]. Bagga zeigte eine schwachere Induktion der COX2 und damit konsekutiv geringere
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Produktion von PG in Fibroblasten durch PGE3; im Vergleich zu PGE;. Als mdgliche
Grunde fuar die differente Wirkung werden zum einen eine unterschiedliche
Rezeptoraffinitat, zum anderen eine unterschiedliche Halbwertszeit der beiden PG
diskutiert [64].

Weiterhin kann der geringe PGE,-Spiegel auch durch eine verminderte de-novo-
Synthese von PGE, bedingt sein, da nicht ausreichend n-6-FS, sondern n-3-FS zur
Verfuigung stehen. N-3- und n-6-FS konkurrieren nachgewiesenermalRen um die
Integration in den Phospholipidpool der Zellmembran und folglich indirekt um die
Metabolisierung zu Eikosanoiden [54]. Somit wirde der PGEjz-Anteil Uberwiegen,
welcher aufgrund des verwendeten PG-Messkits (100% PGE,, jedoch nur zu 43%

PGE3) nicht eindeutig erfasst worden ware.

Trotz allem kann unter Bericksichtung des histopathologischen Scores und aufgrund
von Vorstudien davon ausgegangen werden, dass PGE3z bzw. eine n-3-FS-Therapie
einen geringeren inflammatorischen bzw. 6dematdsen Effekt als PGE; bzw. n-6-FS hat.
Dies stimmt mit den Ergebnissen von Portanova uberein, welcher u. a. einen geringeren
ddematodsen und inflammatorischen Effekt durch selektive Blockade von PGE, mittels
eines spezifischen Antikorpers im Tiermodell feststellte [65]. Hawkes et al. beschreiben
nach Injektion von PGE; in die Pfote von Mausen eine 33%-ige Reduktion des

resultierenden Odems im Vergleich zu einer PGE,-Injektion [66].

Die PGE,-Konzentration der Elektrolytgruppen erreicht ihre Spitze zur 18. Stunde,
gefolgt von einem steilen Abfall bis zur 22. Stunde, was auf eine Erschopfung der
membranstandigen Phospholipidressourcen hindeuten kénnte. Die daraus resultierende
parenchymatdse Destruktion wird durch einen stetigen Anstieg des histopathologischen

Scores in den Elektrolytgruppen ab der 18. postoperativen Stunde bestatigt.

5.3.1.2 PGFiq

PGFi1« (= aktiver Metabolit des Prostacyclin/ PGIl,) ist ein starker, vor allem im
vaskularen Endothel gebildeter Vasodilatator, welcher weiterhin der Aggregation von

Thrombozyten entgegenwirkt [67].

In den n-3-FS-therapierten Gruppen fand sich im Vergleich mit den Elektrolytgruppen
ein signifikant geringerer PGFy4-Spiegel zwischen der 10. und 18. Stunde, ebenso zur
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26. Stunde. Der Anstieg in den n-3-FS-Gruppen erfolgte verzdgert, gleiche
Konzentrationen finden sich lediglich zur 22. Stunde (Gr. 8, 9). Einer der Grunde fur die
verringerten PGFq-Konzentrationen in den n-3-FS-Gruppen koénnte die inhibierte
Autoinduktion der COX durch PGEj; sein.

Die in den n-3-FS-therapierten Gruppen gemessenen, niedrigeren PGFq-
Konzentrationen kodnnten zu dem geringeren histopathologischen Score dadurch
beigetragen haben, dass die vasodilatative und antiaggregatorische Aktivitat des PGFq
aufgrund einer geringeren Synthese supprimiert war. In der Literatur wird kein
Unterschied hinsichtlich der biologischen Wirksamkeit zwischen dem aus n-6-FS
synthetisierten PGIl, und dem aus n-3-FS synthetisierten PGl; beschrieben — jedoch
zeigen die synthetisierten Thromboxane, die Gegenspieler der Prostacycline, eine
unterschiedliche biologische Wirksamkeit [67], wodurch der vasodilatatorische und
antiaggregatorische Effekt des PGlI; indirekt durch Minderung des ,Gegenspielers”

starker in den Vordergrund tritt.

Der ausgepragt schwere histopathologische Score in den Kontrollgruppen kann zum
Teil durch das Wirken des PGFi, und PGE, bedingt sein, da beiden, wie bereits
genannt, eine vasodilatative Komponente zugrunde liegt. Wie einleitend beschrieben
spielt auch eine Stérung der Mikroperfusion eine entscheidende Rolle im Verlauf der
akuten Pankreatitis [12]. So kann nach Priméarschadigung, d.h. nach Destruktion intra-
und interzellularer Strukturen [20, 21], eine u. a. durch Eikosanoide bedingte vaskulare
Reperfusion das Gewebeddem unterhalten bzw. dessen Zunahme beglnstigen.
Weiterhin zeigte eine In-vitro-Studie von Colgan et al. die Mdglichkeit des endothelial
sezernierten PGFy,, auf parakrinem Weg uUber einen basolateralen epithelialen
Rezeptor der intestinalen Mucosa die Chloridsekretion und damit verbundene
Flissigkeitsverschiebungen zu fordern [68]. Somit konnte das Prostacyclin nicht nur
durch eine endokrin bedingte Reperfusion, sondern auch durch eine parakrin bedingte
Stimulation der Acinuszelle zur Progression des Odems, welches in den
histopathologischen Score eingeht, beitragen. Weiterhin konnte es Uber diesen
parakrinen Weg zur Autodigestion der Azinuszellen des Pankreas beitragen, da es die
Sekretion von Pankreasenzymen fordert, jedoch im apikalen Bereich der Acinuszelle ein

Sekretionsblock vorliegt. Dieser Punkt konnte somit einen weiteren Faktor in der
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Genese und eine interventionelle Option in der Behandlung der Pankreatitis darstellen,

welchen es in folgenden Studien zu eruieren gilt.

5.3.2 Leukotriene

Die Leukotrien-Konzentration zeigt beim Vergleich korrespondierender Gruppen bzw.
auch im zeitlichen Verlauf keine signifikanten Unterschiede. Demnach konnte postuliert
werden, dass unter der n-3-FS-Infusionstherapie zwar eine selektive COX-Hemmung

stattfindet, die Lipooxygenaseaktivitat jedoch unbeeinflusst bleibt.

Eine Mdoglichkeit zur Klarung dieses Effektes ware, dass die PG einer de-novo-
Synthese unterliegen, die LT dagegen praformiert gebildet werden [35]. Das wiederum
bedeutet, dass bei einer maximalen Versuchsdauer von 26 Stunden lediglich die
praformierten LT ausgeschuttet werden und der Synthese von LT aus n-3-FS noch
keine Bedeutung zukommt. Ein Weg dies zu untersuchen ware die Etablierung bzw.

Nutzung eines Tiermodelles, welches eine langere Versuchsdauer gestattet.

Ausgehend von den Ergebnissen dieser Studie konnte die Vermutung gedulRert werden,
dass LT nicht primér fur den lokalen Inflammationsprozess maf3gebend sind, sondern
eher systemische Komplikationen induzieren bzw. ihre Wirkung langerfristig ist. Dies
wird bei Betrachtung der histologischen und biochemischen Parameter der Verum- und
Placebogruppen im Vergleich dahingehend bestatigt, dass die lokale Inflammation und
der histologische Schaden bei nicht signifikant unterschiedlicher Leukotrien-
Konzentrationen entsprechend gleicher Zeit in den n-3-FS-Gruppen reduziert werden
und dieser lokale Wirkmechanismus in diesem Zusammenhang und ausgehend von

den Ergebnissen dieser Studie den PG zugerechnet werden kann.

Hall et al. zeigten in einer Studie an stimulierten Neutrophilen von Hunden eine unter
n-3-FS-Therapie um das 7,6-fache gesteigerte LTBs —Konzentration und ein um das
8,3-fach gesteigerte LTBs —LTB,4 Verhaltnis — allerdings Uber einen Versuchszeitraum
von 36 Wochen [69].

Lee et al. sahen in einer klinischen Studie bei sieben Patienten nach 6 Wochen unter n-
3-FS-Zufuhr (3,2g/d EPA und 2,2g/d DHA) neben einer Minderung der 5-LOX-Produkte
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in Neutrophilen und Monozyten auch eine Schwachung der durch LTB, vermittelten
Chemotaxis bzw. Zelladhasion von Neutrophilen [70].

Genannte Beispiele unterstitzen die Vermutung, dass Leukotriene bereits praformiert
gebildet werden bzw. die Folgen einer n-3-FS-Therapie auf die Leukotrienproduktion

und deren Auswirkungen erst nach einigen Wochen nachvollziehbar ist.

Die LOX bedingt nicht nur die Synthese von klassischen Leukotrienen sondern auch
die von Lipoxinen, Metaboliten im Leukotrienstoffwechsel, auf welche man in den
letzten Jahren aufmerksam wurde. Die Produktion von Lipoxinen kann unter COX-
Blockade z.B. durch Aspirin getriggert werden (Aspirin-getriggerte Lipoxine). Deren
Wirkung besteht in einer selektiven Modulation des Inflammationsgeschehens durch
Interaktion mit u. a. Prostaglandinen, Zytokinen, vaskularen Strukturen, Makrophagen
und T-Lymphozyten [71]. Unter einer n-3-FS-Therapie entstehen durch den
geschilderten Prozess Resolvine, welche ebenfalls eine wichtige Rolle in der selektiven
Modulation des Inflammationsgeschehen einnehmen. Es wird vermutet, dass diese
Metaboliten flr die Interaktionen der n-3-FS auf genexpressorischer Ebene
verantwortlich sind. Sie vermindern u. a. die Funktion von PMN-Leukozyten und wirken
proinflammatorischen Funktionen von Zytokinen entgegen [72, 73]. Diese
Beobachtungen kénnten einen weiteren Grund fir den milderen Verlauf der ANP der
Ratte unter n-3-FS-Therapie darstellen. Es bleibt jedoch fraglich ob bzw. in welchem
Ausmald  diese Resolvine  hinsichtlich ~ ausreichender = Modulation  des
Inflammationsgeschehens produziert wurden, da keine COX-Blockade in dem hier
verwendeten Studienmodell stattfand. Somit ist wiederum die Frage nach der
tatsadchlichen Wirkung der Resolvine in der vorliegenden Studie schwierig zu
beantworten. Dies gilt es in Folgestudien am gleichen Tiermodell ohne und mit COX-

Blockade im Vergleich zu untersuchen.

5.4 Fazit

Die Ergebnisse dieser Studie bestatigen die Ergebnisse von Yacoob und Calder, welche
ebenfalls eine Reduktion der COX-Produkte (PGE,, PGFi,, TXB,), aber
uberraschenderweise keinen Abfall der Leukotrienmetaboliten nach Fischélapplikation
Uber 8 Wochen an LPS-stimulierten Makrophagen von Mausen feststellten. Sie
vermuteten dahingehend eine Inhibition des AA-Metabolismus durch EPA und DHA,
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welche mit einer Synthese alternativer, antiinflammatorischer COX-Produkte einhergeht
[74].

Der mildere Verlauf der ANP darf aber nicht nur der Synthese von
antiinflammatorischen Eikosanoiden zugerechnet werden. Diese stellen lediglich eine
von vielen Folgen einer n-3-FS-Therapie im Rahmen eines komplex regulierten

Inflammationsgeschehens dar.

Caterina et al. beschrieben unter Einnahme von DHA eine reduzierte Expression von
VCAM1, ICAM1, E-Selectin, IL6, IL8 nach Stimulation mit IL1, IL4, TNF oder einem
bakteriellen Endotoxin. Weiterhin reduzierte DHA die Adh&sion von Monozyten an
zytokin-stimulierten Endothelzellen begleitet von einer Reduktion von VCAM-1-
Messenger RNA, was auf Interaktionsmdglichkeiten der n-3-FS im Rahmen der
Genexpression hinweist. [31, 32, 47].

Foitzik et al. beschreiben in einer Studie, in welcher der Effekt von n-3-FS im Verlauf der
ANP der Ratte beobachtet wurde, einen Anstieg von antiinflammatorischen Zytokinen,
begleitet von einem gemilderten systemischen Inflammationsgeschehen (im Vergleich
mit der Kontrollgruppe verbesserte renale und respiratorische Funktion) [50].

Insgesamt stimmen sowohl unsere als auch die Untersuchungsergebnisse anderer [31-
34, 49, 50, 56, 64, 70] darin Uberein, dass ein Ersatz der membranbildenden n-6- durch

n-3-FS eine Reduktion der zellularen Antwort auf die Noxe bedingt.
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6 Zusammenfassung

Zum aktuellen Zeitpunkt besteht die Therapie der akuten hamorrhagisch-
nekrotisierenden Pankreatitis lediglich aus supportiven Therapieschemata, wie
einleitend beschrieben. Hinsichtlich der Genese spielt das Auftreten von Radikalen und

folgenden molekularen Verdnderungen eine entscheidende Rolle.

In der vorliegenden Studie sollte der Einfluss einer n-3-FS-reichen Infusion auf den
Verlauf der ANP sequentiell eruiert werden.

Von Interesse waren hierbei Alterationen der gemessenen Radikalkonzentrationen bzw.
Schutzenzymen, der Eikosanoide (PGE;, PGFi,, cys-LT) und morphologische
Veranderungen des Pankreasgewebes. 198 méannliche Spraque-Dawley-Ratten wurden
randomisiert und 11 Gruppen zugeteilt, wobei Gruppe 1 als ANP-Kontrolle diente. Die
restlichen Tiere erhielten postoperativ entweder eine Elektrolyt-Infusion oder eine
Infusion reich an n-3-FS dber einen, entsprechend der Gruppenzugehorigkeit,

definierten Zeitraum.

Die Ergebnisse dieser Studie weisen darauf hin, dass durch die frihzeitige intravendse
Gabe von n-3-FS bei der ANP der Ratte zum einen der Verlauf gemildert und zum
anderen die Progression der ANP reduziert werden kann. Ab der 14. Stunde
Versuchsdauer, d.h. nach 8-stiindiger n-3-FS-Infusion, zeigte sich nicht nur eine
signifikante Reduktion des histopathologischen Gesamtscores bei Vergleich der n-3-
therapierten Gruppen mit entsprechenden Elektrolytersatzgruppen, sondern auch eine
signifikante Reduktion des histopathologischen Scores im Verlauf der n-3-FS-Gruppen
sequentiell ab der 14ten Stunde. Ein Grund fir die Minderung der morphologischen
Veranderungen in den n-3-therapierten Gruppen kann in den verminderten
Konzentrationen von PGE, und PGF;,q, gesehen werden, welche die
Inflammationsreaktion in Abhé&ngigkeit ihrer Konzentration erhalten. Aus diesen
Grunden erscheint es sinnvoll den klinischen Einfluss von Fischdlen im Verlauf der
akuten Pankreatitis zu evaluieren. Es wird schwierig sein, die in dieser Studie
geschaffene Konstellation ebenfalls klinisch herbeizufiihren, da Patienten nur selten
wéahrend der initialen Phase der ANP vorstellig werden, sondern meist erst bei
Symptomexazerbation stationar behandelt werden. Die Ergebnisse dieser Studie, als

auch wie einleitend und im Verlauf referierte aktuelle Forschungsergebnisse, geben
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Hinweise darauf, dass sich der Einsatz von n-3-FS positiv auf den Verlauf der ANP

auswirkt.
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