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Einleitung 1

1. EINLEITUNG
1.1. Hintergrund

1.1.1. Die chronisch entziindlichen Darmerkrankungen:
Morbus Crohn und Colitis ulcerosa

Der Morbus Crohn und die Colitis ulcerosa sind aisoh rezidivierend verlaufende
entziindliche Darmerkrankungen, deren Atiologie uRdthogenese trotz intensiver
Forschungsbemiihungen bislang nicht eindeutig aefinverden konnte. Daher gibt es
weiterhin keine kausale Therapie. Zur Verfugunghete sowohl konservative als auch
operative Behandlungsoptionen, die als symptontatieaw. palliativ anzusehen sind, da

eine eigentliche Heilung i. S. einer restitutioimggrum nicht maglich ist.

Der Morbus Crohn wurde 1932 von dem GastroenteeslioBurrill B. Crohn und den
Pathologen Leon Ginzburg und Gordon D. Oppenheiiier,am Mt. Sinai Hospital in
New York City tatig waren, als eigenstéandige nogische Entitat beschrieben. Einem
Vortrag vor der American Gastroenterological Asaton (AGA) im Mai 1932 folgte im
selben Jahr die bahnbrechende Arbeit unter denh "Resgional ileitis. A pathologic and
clinical entity." [1]. Die "terminale lleitis" waallerdings schon vorher bekannt, nur war sie
in ihrer klinischen Bedeutung nicht erfasst wordersbesondere die 1923 erschienene
Arbeit von Moschcowitz und Wilensky, vom Mt. Sinand Beth Israel Hospital, mit dem
Titel "Non-specific granulomata of the intestine®i sin diesem Zusammenhang
hervorgehoben [2]. Das Konzept eines im gesamtestr@atestinaltrakt auftretenden
Morbus Crohn sowie das Vorkommen einer isolierteanglomattsen Colitis (Colitis
Crohn) fanden allerdings erst nach 1960 durch daleeien von Lockhart-Mummery und

Morson allgemeine Anerkennung [3, 4].

Die Colitis ulcerosa wurde bereits 1875 von denlisdgen Pathologen Samuel Wilks und
Walter Moxon als "eigenstéandiges Syndrom" recht geschrieben [5]. Die erste
grundlegende Symptomatologie lieferte 1885 Williatenry Allchin, der neben den
klinischen auch die Obduktionsbefunde eines eidgpen Kasus detailliert darstellte [6].
Im Anschluss formulierte er die auch heute nocheauf@entlich aktuelle Sentenz: "The

etiology of the case is doubtless most obscure".
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Die Differenzierung in zwei nosologische Entitdishdas Verdienst von Lennard-Jones,

der zusammen mit Lockhart-Mummery und Morson 19@&8dmh fir die Diagnose nach

klinischen, radiologischen, endoskopischen und imaggischen Befunden aufstellte [7].

Neben einer Reihe von Gemeinsamkeiten gibt eseiahl Unterschiede zwischen beiden
Erkrankungen (Tabelle 1, Seite 2).

Dennoch kann diehere Differenzierung,

insbesondere bei alleinigem Befall von Kolon undiigm, im Einzelfall schwierig sein,

worauf die Subsumtion unter dem Begriff "chronisafitziindliche Darmerkrankungen™

hinweist. In ca. 10% der Féalle wird daher (zundcleshe sog. Colitis indeterminata

diagnostiziert [8, 9].

Morbus Crohn

Colitis ulcerosa

Unterschiede

Lokalisation gesamter Gastrointestinaltrakt Rektum (95%) undKol
(back wash ileitis)
Ausbreitung diskontinuierlich, disproportional kontinuierlickidn aboral nach oral),
proportional
Befall transmural im wesentlichen auf die Schleimhait

beschrankt

Histologische
Besonderheiten

Epitheloidzellige Granulome,
Fissuren

Kryptenabszesse, Becherzellverlust
Schleimhautumbau, Ulceration

Komplikationen

Fistel, Abszess, Striktur, Karzinom

Blutung, Toxiss Megacolon, Karzingm

Gemeinsamkeiten

Verlauf chronisch rezidivierend chronisch rezidivierend
Symptome Abdominelle Schmerzen, Diarrhoe, rektale Blutung,
Gewichtsverlust, Diarrhoe, Fieber Abdominelle Schmerzen, Fieber,
Gewichtsverlust
Altersgipfel Ill. Dekade lll. Dekade

Extraintestinale

Augen: Iridocyclitis, Uveitis

Augen: Iridocyclitis, Uveitis

Begleit- Gelenke: Sakroiliitis, Monarthritis, Gelenke: Sakroiliitis, Monarthritis,
erkrankungen Polyarthritis Polyarthritis
Haut: Erythema nodosum, Haut:  Erythema nodosum,
(Pyoderma gangraenosum) Pyoderma gangraenosum
Leber:  Primar sklerosierende Leber: Primar sklerosierende
Cholangitis Cholangitis
Konservative Kortikosteroide (lokal, systemisch) Kortikosteroide (lokal, systemisch)
Therapie 5-Aminosalicylsaure 5-Aminosalicylsaure

Salazosulfapyridin
(Azathioprin, Methotrexat, Cyclosporin

Salazosulfapyridin
) (Azathioprin, Methotrexat, Cyclosporir

~

Tabelle 1: Nosologischer Vergleich von Morbus Crohn und Csliticerosa (modifiziert nach [7]).
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Die sichere Diagnose ist insbesondere fir die {ekk chirurgische Therapie von
entscheidender Bedeutung, da hier ganz untersatediTherapiekonzepte bestehen.
Wahrend bei der Colitis ulcerosa bei Versagen dmms&rvativen Therapie oder bei
Karzinom (-verdacht) die (radikale) restaurativeldfwoktomukosektomie mit ileoanaler
Pouchrekonstruktion indiziert ist, wird beim MorbuSrohn, aul3er bei Karzinom,
"sparsam” operiert. Hier erfolgen Strikturoplastike limitierte Resektionen und
Ubernahungen von Einschussfisteln. Das Ziel beinbd® Crohn ist es, anders als bei der
Colitis ulcerosa, bei der das Erfolgsorgan kommatternt wird und so eine "Heilung" des
Patienten im Gastrointestinaltrakt erzielt wird, gi¢hst viel Dunndarm zu erhalten, um
ein sog. Kurz-Darm-Syndrom zu vermeiden. Der MorBushn ist somit chirurgisch nicht
"heilbar” [8, 10].

Es war Burrill B. Crohn, der 1925 zusammen mit Hhs&nberg den ersten Fall von
Darmkrebs bei Colitis ulcerosa veroffentlichte [1A]lerdings wurde dieser Beobachtung
zunachst nur geringe Aufmerksamkeit geschenkt.i@lith konnten Morson und Pang
1967 den Zusammenhang zwischen Dysplasie und Karzbei Colitis ulcerosa aufzeigen
[12]. Das Entartungsrisiko der chronisch entzirdiic Darmerkrankungen ist abhangig
von der Erkrankungsdauer und der Ausdehnung detisCdei einer Pancolitis betragt es
nach 10 Jahren bis zu 5%, nach 20 Jahren bis zw28%ach 30 Jahren sogar bis zu 40%
[13-18]. Weniger eindeutig ist die Datenlage beirarbus Crohn, doch auch hier scheint

ein erhohtes Risiko verglichen mit der Normalbeedling vorzuliegen [19-21].

Die Inzidenz betragt fur beide Erkrankungen 7 &.00.000 Einwohner pro Jahr [22-24].
Da es sich Uberwiegend um junge Menschen handelatelle 1, Seite 2), kommt es zu
einer ansteigenden Pravalenz. Man rechnet heutéMitteleuropa mit 90-300 Er-
krankten/100.000 Einwohner [25-27].

Zusammenfassend stellen die chronisch entzindlifdemerkrankungen weiterhin ein
drangendes klinisch und wissenschaftlich relevamesblem dar, zumal die etablierte
konservative (Langzeit-)Therapie mit z. T. schwexgenden Nebenwirkungen behaftet ist,
z.B. Cushing-Syndrom, Osteoporose, Knochenmarksghég [28, 29].
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1.1.2. Pathogenese der chronisch entziindlichen Darmerkrankngen

Obwohl die auslésenden é&tiologischen Faktoren fig Entstehung der chronisch
entziindlichen Darmerkrankungen weitgehend unklad, siveisen die vorliegenden Daten
auf die Bedeutung genetischer und immunologischeechdnismen hin, wobei
Umwelteinflisse ebenfalls eine Rolle spielen difte

Familienuntersuchungen beschreiben die gehauftealeriz von chronisch entzindlichen
Darmerkrankungen innerhalb  dieses Kreises und deuteusammen mit
Zwillingsuntersuchungen darauf hin, dass eine gerted Pradisposition bestehen muf
[30]. Dabei ist interessanterweise sowohl die lamm vom Morbus Crohn in
"Colitis ulcerosa-Familien" erhoht als auch umgekeHinweise fiur die Bedeutung von
Umweltfaktoren wurden durch die Zunahme der Inzzdeler chronisch entzindlichen
Darmerkrankungen mit zunehmender Industrialisienumg) Entwicklung gewonnen [31].
Neben den epidemiologischen Befunden bestehen Hkieweuf eine gestorte
Immunregulation bei Patienten mit chronisch entaghdn Darmerkrankungen, die
wahrscheinlich genetisch determiniert ist. Die #&sten morphologisch fassbaren
Veranderungen der akuten Entzindung intestinalateochaute bei Morbus Crohn und
Colitis ulcerosa bestehen in einer Infiltration dBtukosa mit Granulozyten und
mononukledren Phagozyten, spater auch mit Lympkazwls Reaktion des intestinalen
Immunsystems auf eine noch unklare Noxe. So sindareich der T-Zell-vermittelten
Immunreaktion eine erhdohte Frequenz aktivierter €lleh sowie eine erhohte
Proliferationsrate  mukosaler T-Zellen von Patientanit chronisch entzindlichen
Darmerkrankungen gegeniber bakteriellen Antigenesclirieben worden [32]. Weiter
gibt es Hinweise, dass ein genetisch determinidroégranzverlust gegeniber der eigenen
Flora zu einer UberschieRenden immunologischen tReagegen "normale” Bestandteile
des Darminhaltes fuhrt [33-37]. Im Jahre 2001 ggles zwei voneinander unabhangigen
Forschergruppen, eine relevante Mutation beim M&rBuwohn nachzuweisen. Die dabei
gefundene NOD2-Genmutation ist mit der fibrosteseiten Form des Morbus Crohn
assoziiert. NOD?2 ist ein putativer intrazellulaRezeptor fir bakterielle Peptidoglycane.
Die molekularen Mechanismen, die einen Zusammenhkamngchen dem Protein und der
Pathogenese des Morbus Crohn herstellen, sinddialtgr bislang unklar [38-41].
NOD2 (CARD15), welches zu einer grol3eren Proteiilfangehort, die fiur die Abwehr
einer bakteriellen Invasion in den Organismus vvartlich ist, triggert moglicherweise

die Pathogenese des Morbus Crohn. Allerdings mash mweiteren Ursachen gefahndet
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werden, da entsprechende Mutationen bei wenigerdals Halfte der Patienten am
Krankheitsgeschehen beteiligt sind [42, 43]. Einéktion durch spezifische Erreger,
wobei insbesondere beim Morbus Crohn Mycobactemparatuberculosis [44-46] oder
auch eine persistierende Maserninfektion des Gatiidibels [47-49] diskutiert werden,

konnte bisher nicht bewiesenen werden.

1.1.3. Die Bedeutung der Mikrozirkulation im Rahmen der Pahogenese
der chronisch entziindlichen Darmerkrankungen

Nach einer erstmals 1989 in Lancet publizierten dilgpse der Arbeitsgruppe um
Wakefield kommt es als Reaktion auf eine im Gefédlérel persistierende
Maserninfektion zu einer chronisch granulomatdsescdlitis, deren Folge eine Ischamie
auf dem Boden eines multifokalen Infarktgeschehshswelche die morphologischen
Alterationen, z.B. Nekrose des Epithels, bewirlQ-Bl]. Bei dieser Theorie bildet somit

das Endothel, und nicht das Epithel, den priméaregriffspunkt der Entziindungskaskade.

Allerdings sind die GefaRe und deren Bedeutung iahrRen der Pathogenese der
chronisch entzindlichen Darmerkrankungen schon kaiger Zeit Gegenstand des
Forschungsinteresses. Bereits 1933, ein Jahr nachHPdblikation Uber die "regionale
lleitis" [1], beschrieben die damaligen Co-Autor&inzburg und Oppenheimer die
klinischen und pathomorphologischen Parallelen awéa dem Morbus Crohn und der
ischdmischen Colitis [52]. Den Zusammenhang zwisckechdmie und Entziindung
untersuchten 1969 Marston et al. in einer tierarpamtellen Untersuchung. Sie konnten
an Hunden zeigen, dass die mechanische Verlegurrg Kadondurchblutung zu
unterschiedlich schwergradigen Schleimhautulcematio fihrt [53]. Aber auch das
Vorkommen einer lokalen Vasculitis wurde schon meilig mitgeteilt. In einer von
Warren und Sommers 1949 publizierten Studie Ubditi€alcerosa wurden 19 derartige
Falle beobachtet [54].

Ende der 60er Jahre erschienen mehrere angiogcaphif/ntersuchungen, deren
Hauptanliegen jedoch weniger die morphologischer&ittarisierung als vielmehr die
Differenzierung zwischen Morbus Crohn und Colitisemosa war [55-58]. Die Ergebnisse
waren hinsichtlich der nosologischen Differenzigruder Stadieneinteilung (Frih- bzw.

Spatstadium) und auch der Bedeutung (primaressakemdares Phdnomen) kontrovers.



Einleitung 6

Da histologische Untersuchungen fur die Anschauudeg Gefal3verlaufs und des
GefaBmusters nicht geeignet sind [59-61], folgteru zeren Darstellung
mikroangiographische Studien an Operationspraparaien die bei der Angiographie
beobachteten Alterationen der Vascularisation maggisch detaillierter zu beschreiben.
Dabei wurde das Konzept einer ischdmischen Urskichdie Entstehung der Ulcerationen
von Brahme und Lindstrom 1970 verworfen. Obwohl &ei ihren Studien eine
anatomische Beziehung von GefaRen und Ulcera ddtast hielten sie diese fir nicht
bedeutsam [62]. Johansson und Mitarbeiter besdmiel®72 bei beiden Erkrankungen
stadienabhéangige Befunde, fanden jedoch keine fisignien Unterschiede, die eine
Differenzierung zwischen Morbus Crohn und Colitisewosa erlaubten [63]. Zu einem
gegenteiligen Ergebnis kamen 1983 Thiede und Meitely sie waren allerdings die
einzigen, die anhand mikroangiographischer Unténsngen eine Unterscheidung fur
maoglich hielten [64]. Die bislang jungste mikroaogiaphische Untersuchung erfolgte
1986. Carr et al. beschrieben eine vom Entziinduadsgbhéngige Hypervascularisation
sowohl bei der Colitis ulcerosa als auch bei défusBefall des Morbus Crohn. Bei
segmentalem Befall des Morbus Crohn stellten sie Bieduktion v.a. submukdser Gefalde
fest [65].

Es ist erstaunlich, dass nach all diesen BemihymdjenBedeutung der GefalRe fur die
Pathogenese der chronisch entziindlichen Darmenkngigia einzuordnen, erst 1989 eine
Arbeit erschien, die die klassische Methode der pfiologie zur Beschreibung der
Angioarchitektur nutzte. Es war die Arbeitsgruppen uWakefield, die als erste
Aufhellungspréparate nach der von Spalteholz etabh Methode [66], die seit Anfang
des letzten Jahrhunderts bekannt ist, anfertigi@]. [farallel dazu erfolgten auch
elektronenmikroskopische und rasterelektronenmiapsche Untersuchungen. Aus
diesen Ergebnissen entwickelten Wakefield und Méder die Hypothese einer
multifokalen gastrointestinalen Infarzierung in dRathogenese des Morbus Crohn, da sie
auf dem Boden einer fokalen Arteriitis verschlogsémterien, vorwiegend im Bereich der
Tunica muscularis, beobachteten [50]. Bis dato emhur eine weitere Studie, die mittels
Rasterelektronenmikroskopie die GefalRe untersuch®eynolds fertigte 1971
Korrosionspraparate von Colitis ulcerosa-ResektaterEr beschrieb die Angioarchitektur
des gesunden Kolons und verschiedener "StadienCaldrs ulcerosa, liel3 ihre Bedeutung

aber offen: "This study has in no way clarified #t@logy or primary pathologic process
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in chronic ulcerative colitis" [67]. Schafer et publizierten 1992 eine weitere Arbeit, in
der sie mittels Aufhellungstechnik die Angioarckite beim Morbus Crohn untersuchten
[68]. Sie beschrieben eine mit fortschreitendenztmiungsprozess zerstérte Architektur.
Die Gefallveranderungen erachteten sie als sekind@&hmen der Entzindungsreaktion.
Leider diskutierten sie ihre Ergebnisse nicht mér dnteressanten Hypothese von
Wakefield et al. [50].

Unabhangig von der verwandten Methode ist allenpmalogischen Studien gemeinsam,
dass es problematisch ist, von der Angioarchitekturdie (pathologische) Funktion zu
schlieBen. Deshalb wurden schon frihzeitig funidilen Untersuchungen durchgefihrt,
zunachst 1966 von Bacaner [69]. Er flhrte bei R&atie mit Colitis ulcerosa mittels
Radioisotopen Messungen der lokalen Durchblutung @elon sigmoideum durch und
beschrieb zwei unterschiedliche Zirkulationsmuskartweder liel3 sich eine verminderte
Durchblutung, die als vasculare Insuffizienz intetjert wurde, oder aber eine gesteigerte
Durchblutung nachweisen, die durch arterioventagBhbedingt sein sollte. Abgesehen
davon, dass derartige Shunts bei den eigenen \@suwthungen [70, 71] nicht
nachgewiesen werden konnten, zeigt sich an diegerpretation des Befundes, wie
problematisch es auch umgekehrt ist, funktione#é&uBde ohne detaillierte Kenntnisse der
Pathomorphologie einzuordnen.

Weitere Untersuchungen der Durchblutung bei denréechen Darmerkrankungen fihrte
die Arbeitsgruppe um Hultén durch, die 1977 zwesbezlgliche Artikel publizierte [72,
73]. Sie untersuchte die Durchblutung in vitro gre€@tionsresektaten und verglich sie mit
den histopathologischen Verdnderungen. Bei schw@uslitis fand sich bei beiden
Erkrankungen ein deutlich gesteigerter Blutflusspesondere im Bereich der Mukosa und
Submukosa, wo hingegen dieser im Bereich der Masisuhormal war. Bei "ruhender”
Colitis war der Blutfluss in allen Schichten normbalv. eher reduziert. Zu einer deutlichen
Reduktion kam es im Fibrosestadium des Morbus CrbBim Autoren waren der Ansicht,
dass eine gute Ubereinstimmung zwischen dem Durtihigstyp und dem histologisch

bestimmten GefalRmuster bestande.

Durch die technische Entwicklung konnten schligi3lieitere in vivo Untersuchungen an

Patienten mit chronisch entzindlichen Darmerkragkon erfolgen. Mit Hilfe der
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endoskopischen Spektrophotometrie untersuchte dieeit&gruppe um Leung 1989
13 Patienten mit aktiver chronisch entzuindlicherrnderkrankung; sie sahen einen
gesteigerten Blutfluss. Bei 6 nachuntersuchtenamiBsion befindlichen Patienten war der
Blutfluss wieder normal [74]. Auf gleiche Weise geften Tsujii et al. 1995 zu einem
anderen Ergebnis; sie beschrieben bei aktiver i€olillcerosa eine gestorte
Mikrozirkulation der Mukosa mit Kongestion und Hwye [75]. Ebenfalls 1995

veroffentlichten Guslandi et al. eine Studie, im dee Colitis ulcerosa-Patienten mittels
endoskopischer Laser-Doppler-Flowmetrie untersuchBei der Messung des rektalen
Blutflusses von 20 Patienten mit aktiver bzw. imait Colitis fand sich in beiden Phasen
der Erkrankung eine signifikante Reduktion der atskt Perfusion. Die Autoren sahen in
der gestorten Mikrozirkulation einen wesentlicheaktier in der Pathogenese der Colitis
ulcerosa. Da die Ischamie auch bei inaktiver Golitachweisbar war, beglnstigt diese

maoglicherweise das Rezidiv [76].

Neben diesen morphologischen und physiologischdersinchungen der Mikrozirkulation
gibt es noch eine Reihe weiterer Studien und kdhms Beobachtungen, die auf eine
pathogenetische Bedeutung der Durchblutung bei dadmonisch entzindlichen
Darmerkrankungen hinweisen.

Einer Literaturtibersicht zufolge treten 14% alleorblus Crohn-Erkrankungen erst jenseits
des 60sten Lebensjahres auf [77]. Da sich die wmblng allgemein mit zunehmendem
Alter verschlechtert, wurde schon vor Jahren dafiréten eines "Alters-Crohn" mit der
Mikrozirkulation in Zusammenhang gebracht [77, 78].

Ebenso wird das Rauchen mit einem ungunstigerefaMedes Morbus Crohn als Folge
einer verminderten Durchblutung in Verbindung gehta [79-82]. In einer
Interventionsstudie konnte gezeigt werden, dassbi®oCrohn-Patienten, die fur mehr als
1 Jahr mit dem Rauchen aufhorten, eine gunstigeognBse bezlglich Erkrankungs-
rezidiv hatten als weiter rauchende Patienten [BRressanterweise verhalt es sich bei
der Colitis ulcerosa genau umgekehrt; hier bewitlé Nikotinzufuhr, sei es durch
Inhalation oder Uber ein Pflaster, einen milderemlauf der Erkrankung [79, 84-88].

Die Relevanz der Mikrozirkulation wird durch Arbait unterstrichen, die Uber einen
positiven Effekt der Heparin-Gabe auf den Verlawdr cchronischen entztindlichen

Darmerkrankungen berichten [89-91]. In einer zuglarchgeflihrten tierexperimentellen



Einleitung 9

Studie hatte Heparin ebenfalls eine gunstige Wigkuauf die Colitis [92]. Eine
nachfolgende Untersuchung konnte diese Ergebniiesdiags nicht nachvollziehen [93].
Eine weitere Bedeutung erfahrt die Vascularisatiarch eine interessante Beobachtung.
Bereits 1970 berichteten Brahme und Lindstrém berlds Crohn tber die anatomische
Beziehung zwischen Ulceration und mesenterialetriisstelle der Arterien in die Tunica
muscularis [62]. Dieses Ph&nomen wurde allerdingsge Zeit ignoriert, bis die
Arbeitsgruppe um Wakefield es eingehender untetsucimd diesen Zusammenhang
bestéatigen konnte [94-96].

Und schlief3lich noch ein bedeutender Befund, dedi@ Annahme einer Beteiligung der
Mikrozirkulation im Rahmen der Pathogenese bzw. désrlaufs der chronisch
entziindlichen Darmerkrankungen spricht. In homagerien Gewebeproben von
Patienten mit Morbus Crohn resp. Colitis ulcerosaden signifikant erhdhte Spiegel von
Endothelin, dem starksten bekannten Vasokonstriktachgewiesen [97-99]. Die lokale
Endothelin-Produktion durch Entziindungszellen kémreich Ansicht der Autoren zu einer

intestinalen Ischamie durch Vasokonstriktion fihren

1.1.4. Eigene Vorarbeiten

Wie bereits oben aufgefuhrt, war es die Arbeitsgaupm Wakefield, die 1989 als erste die
Angioarchitektur beim Morbus Crohn mit Hilfe von #ellungspraparaten sowie mittels
elektronenmikroskopischer und  rasterelektronenmsikwpischer  Untersuchungen
beschrieb [50]. Allerdings stand eine systematisekegleichende Untersuchung der
beiden chronisch entziundlichen Darmerkrankungentewen aus. Zur detaillierten
Beschreibung der Gefal3architektur sowie der terd@m&trombahn bei Morbus Crohn
und Colitis ulcerosa erfolgten daher eigene Untdrsogen an frischen
Dickdarmresektaten.

Korrosionspraparate ermoglichen mit Hilfe der Raséktronenmikroskopie bei grol3er
Tiefenschéarfe und hohem Auflosungsvermégen die lighe Darstellung der terminalen
Strombahn. Da das umliegende Gewebe aufgrund deersltton nicht mehr existiert,
kann die Zuordnung zu den einzelnen Schichtendatigs problematisch sein, so dass eine
parallele Analyse eines vergleichbaren mikroskdpscPraparates erforderlich ist. Daher
erfolgte die Untersuchung von in Wintergriindl alifgiden Praparaten, bei denen das
Gewebe im Zusammenhang erhalten bleibt und soe@iaieutige Schichtenzuordnung der

GefalRarchitektur ermdglicht.
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1.1.4.1. Krankengut und Methode

Es wurden 12 Morbus Crohn- und 8 Colitis ulcerossdktate préapariert und mit

tumorfreien Anteilen von 6 Kolon-Karzinom-Resektateerglichen. Die Patienten-

Charakteristika sind in der Tabelle 2 (Seite 1Xyefiihrt.

Die Praparation der in gekuhlter Ringer-Lésung aufhrten Resektate erfolgte innerhalb
von 6 Stunden nach der Entnahme. In eine mdglighsBlumige Arterie wurde eine

Knopfkantle eingebracht und mittels Naht fixierts Eerfolgte die Perfusion mit

korperwarmer, heparinisierter Ringer-Losung so éargs an den Schnittréndern nur noch
klare Losung austrat und das Gewebe blass erschuer/ermeidung grol3erer Leckagen
wurden an den Schnittrandern Klemmen gesetzt; geoefalle wurden ligiert. Die

anschlieBende Injektion der Lésungen erfolgte mihmoittels einer Rekordspritze. Nach

Erstarren der Injektionslésung wurden die Prépaiigier 48 Stunden in Formalin (4%)

fixiert; zur weiteren Praparation wurden sie komtesenterial eroffnet.

Zur Anfertigung von Aufhellungspraparaten wurde bé& Morbus Crohn-,

3 Colitis ulcerosa- und 3 Kolon-Karzinom-Resektatine ebenfalls kapillargangige,
erwarmte und gefilterte Gelatine-L6sung (besteresd 20g Gelatine, 10g Berliner Blau,
10g Glycerin, 0,5g Chloralhydrat und 200ml| Wassejikiert. Die Praparate wurden in
Anlehnung an die Methode von Spalteholz aufgel{élf]. Die Lagerung erfolgte in

Wintergrindl (Methysalicylat:Benzylbenzoat/2:1). Dhese LOsung denselben Licht-
brechungsindex wie die Préparate besitzt, erscheiiese durchsichtig. Mit einer
handelsiiblichen Schneidemaschine (Rdsen & Robeéatsd&d) wurden ca. 1mm dicke
Langs- und Querschnitte angefertigt. Die Beurtglernfolgte mit einem Stereomikroskop
(M7A, Wild, Heerbrugg, Schweiz, Okular 10 mal, Gdje stufenlos 6-31 mal). Zur
Bestimmung der Entziindungsaktivitat wurden von defhellungspraparaten Paraffin-
Histologien (Schnittdicke 3-5u, Farbung HE) anggér

Zur Anfertigung von Korrosionspraparaten wurde b&lorbus Crohn-, 5 Colitis ulcerosa-
und 3 Kolon-Karzinom-Resektaten der kapillargandigmststoff Mercox CL-2B (Japan
Vilene Hospital Co. Ltd., Tokyo, Japan) injizieilRie Préparate wurden in 25%iger
Kalilauge Uber 72 Stunden mazeriert. Da zur Analgese GefalRverlaufes Langs- und
Querschnitte erforderlich sind, wurden die Prapgarat Gelatine eingebettet, um ein

Auseinanderbrechen zu verhindern. So lieRen siclipraparate anfertigen, die
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anschlie3end tiefgefroren wurden. Mittels einesdstgten konnten dann saubere Schnitte
angefertigt werden. Die Gelatine wurde wiederum 2&%oiger Kalilauge herausgeldst.
Nach Goldbeschichtung (Sputter Coater S 150 FirmhaaEds, 6 Minuten) erfolgte die
Beurteilung mit einem Zeiss Novascan 30 Rastemgekhmikroskop bei einer

Beschleunigungsspannung von 10 bis 15 kV.

Erkrankung Geschlecht | Altersmedian | OP-Indikation OP-Verfahren

Morbus Crohn m=7 32 Stenose: 6 lleozbkalresektion: 6
(n=12) w=5 Therapierefraktéar: 6 Proktokolektomie: 6
Colitis ulcerosa m=3 High grade Dysplasien: 3 -

(n=8) w=5 28 Therapierefraktéar: 5 Proktokolektomie: 8
Kolorektales m=4

Karzinom _ 64 Gegeben Hemikolektomie links: ¢
(n=6) w=2

Tabelle 2: Charakterisierung der Patienten.

1.1.4.2. Befunde

1.1.4.2.1. Tela subserosa und Tunica muscularis des Kolons

Von der parallel zur Darmlangsachse verlaufendendBR&ade, auch Marginalarterie
genannt, zweigen Gefal3e ab, die im rechten WinkeDarmwand ziehen, die Vasa recta.
Nach Eintritt in die Darmwand geben die Vasa rettd8ereich des Stratum longitudinale
Aste ab, die parallel zu dessen Faserverlauf zieted durch Aufzweigung und
Anastomosierung einen Plexus bilden. Dieser vetsswgohl das Stratum longitudinale
als auch das Stratum circulare. Weiter ziehen Yon aus GeféaRe hinauf zur Tunica
mucosa (Abbildung 1a, Seite 15).

1.1.4.2.2. Tela subserosa und Tunica muscularis bei Morbus Chin und
Colitis ulcerosa

Sowohl in der Tela subserosa als auch in der Tiddanscosa finden sich neben Gefal3en
von normalem Durchmesser regelhaft dilatierte Gefé®#n der jeweiligen Grenze zur
Tunica muscularis oder in deren unteren bzw. ob&nstiel verjingen sich diese mit

einem Kalibersprung. Im Bereich der Tunica muscsilat eine deutliche Rarefizierung
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der Gefal3e zu beobachten. Diese Befunde erschbaietler Colitis ulcerosa insgesamt
ausgepragter (Abbildungen 1b und 1c, Seite 15).

1.1.4.2.3. Tela submucosa des Kolons

Die durch die Tela submucosa zur Tunica mucosaenidn Gefalde sind entweder direkte
Auslaufer eines Vas rectum oder entstammen dem utédusk Gefal3plexus
(Abbildung 1a, Seite 15). Sie geben nahe dem Stratrculare riicklaufige Aste zu dessen
Versorgung ab. Die Tela submucosa besitzt keinteichKapillarnetz wie die Tunica
muscularis bzw. die Tunica mucosa. Die Gefal3e tapgrallel und geschlangelt auf das
intestinale Lumen zu, wobei sie miteinander anaesdenen und so einen submukodsen
Plexus bilden. Kurz unterhalb der Tunica mucosaigsvesie sich baumkronenartig auf
(Abbildung 1a, Seite 15).

1.1.4.2.4. Tela submucosa bei Morbus Crohn

Bei allen Praparaten fallt eine mehr oder wenigerksausgepragte Dilatation submukdser
GefalRe auf (Abbildung 1b, Seite 15). Nach rastkbelaenmikroskopischer Zuordnung
handelt es sich um Venen, die an den rundlich-ov&eadothelzellkernabdricken zu
identifizieren sind (Abbildung 2b, Seite 16). Diglddation der submukdsen Venen findet
sich nicht nur bei Praparaten, die eine floridezbntlung aufweisen (Abbildung 3a,
Seite 17), sondern auch bei solchen, die Zeicherchi®nischen Entziindung erkennen
lassen (Abbildung 3b, Seite 17). Submukése artegitdise Anastomosen kdnnen nicht

nachgewiesen werden.

1.1.4.2.5. Tela submucosa bei Colitis ulcerosa

Regelhaft findet sich eine teilweise extreme Dtiatasubmukoéser Gefalie (Abbildung 1c,
Seite 15), bei denen es sich nach rasterelektrokesskopischer Zuordnung um Venen
handelt. Die Dilatation der subsertsen GefalRenmsitVergleich sehr viel geringer. Im
arteriellen Teil des Gefalisystems kommt es zu eileeitlichen Zunahme von feinen
GefalRen. Eine Regelmafiigkeit in ihrem Verlauf |&8sh nicht erkennen. Submukdse

arterio-vendse Anastomosen kdnnen nicht nachgewigseden.
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1.1.4.2.6. Tunica mucosa des Kolons

Die submukosen Arteriolen zweigen sich an der Kagpasis in Kapillaren auf, die
entlang der Krypten geschlangelt zu deren Offnurayeateigen. Dort anastomosieren sie
und bilden ein wabenformiges periorifizielles Geféfz, den sog. honeycomb-like plexus
(Abbildung 2a, Seite 16). Dieser ausgedehnte sthmdale Plexus wird vom Darmlumen
nur durch die Basalmembran und die Lamina epitlelraucosae getrennt. Die Drainage
erfolgt Uber Venulen (sog. Sammelvenulae), die siobnfalls auf dieser Ebene befinden.

Eine Sammelvenule drainiert etwa 6 Krypten (Abhild2a, Seite 16).

1.1.4.2.7. Tunica mucosa bei Morbus Crohn

Bei den Praparaten, deren Schleimhaut histologisstyehend unverandert ist, lassen sich
neben einer magkiggradigen Dilatation der submukd&smen auch Verdnderungen der
mukosen GefalRe feststellen. Diese imponieren imhdlluingspraparat deutlich weniger

als bei der rasterelektronenmikroskopischen Unténsng; es findet sich eine Dilatation

der mukésen Sammelvenulae sowie eine Rarefiziedasghoneycomb-like plexus. Die

aufsteigenden Kapillaren erscheinen unaufféallig idung 2b, Seite 16). Bei starker

Dilatation der submukdsen Venen ist der mukdselRlexmindest teilweise zerstort.

1.1.4.2.8. Tunica mucosa bei Colitis ulcerosa

Die Schleimhautvaskularisation ist bei fast allerap@raten deutlich verandert. Die
Abbildung 2c (Seite 16) zeigt beispielhaft einedreterte Schleimhautangioarchitektur: im
unteren Bereich der Tunica mucosa sind zahlreictigginander vernetzte Kapillaren, die
einen Plexus bilden. Die Kapillaren im oberen Bevesind dagegen stark dilatiert und
geschlangelt. Eine Rarefizierung von Kapillarersi@asch zwischen benachbarten Krypten
feststellen; teilweise fehlen diese Kapillaren. diesen Ringstrukturen kdnnen Defekte
vorkommen,; stellenweise finden sich isolierte AleteiDie Sammelvenulae und die
submukodsen Venen sind dilatiert. Dilatierte Gefdidglen sich sowohl im floriden
Stadium (Abbildung 3c, Seite 17) als auch im chsonen Stadium der Entziindung
(Abbildung 3d, Seite 17).

1.1.4.3. Zusammenfassung
Bei den chronisch entziindlichen Darmerkrankungedein sich im floriden Stadium der

Entzindung: 1. Eine Zerstérung des mukdsen Kapi#aus, 2. Eine massive Dilatation
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submukdser Venen, 3. Kaliberspriinge im Grenzbemgchlunica muscularis und 4. Eine
Rarefizierung der durch die Tunica muscularis zielem Geféal3e (Abbildungen 1b und 1c,
Seite 15). Im chronischen Stadium kommt es beimbdsrCrohn zu einer Rarefizierung
des periorifiziellen Kapillarnetzes (honeycomb-ljdexus) und bei der Colitis ulcerosa zu
einem deutlichen Umbau der SchleimhautangioardhitekKAbbildungen 2b und 2c,
Seite 16) [70, 71].

1.1.4.4. Diskussion

Im Bereich der Tunica muscularis ist bei beiden onfsch entzindlichen
Darmerkrankungen eine deutliche Rarefizierung desfase zu beobachten. Eine
Okklusion, wie von Wakefield et al. beschrieben][Sihdet sich indes nicht. Dieser
Befund sowie die eigenen Studien am gesunden Katle, zeigen, dass aufgrund
zahlreicher, in samtlichen Wandschichten gut autdgtbr Anastomosen eine geradezu
luxuriése arterielle Versorgung des Dickdarms Wdestgidersprechen der Hypothese eines
multifokalen Infarktgeschehens in der Pathogene=e Morbus Crohn. Aufgrund der
dilatierten submukdsen Venen wird vielmehr eineiBaédrung des Blutflusses im Bereich
der Tunica muscularis postuliert. Durch die resuttinde vendse Abflussstauung kommt es
zu einer Hypoxie im Schleimhautbereich, die fur pgghomorphologischen Alterationen
in diesem Areal mitverantwortlich ist [70, 71].
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Abb. 1: Aufgehellte Gelatine-Injektionspraparate:

(A)

(B)
©

Normales Kolon, Langsschnitt (x8).

Schichten der Darmwand:

Tm  Tunica mucosa.

Tsm Tela submucosa.

Sc Stratum circulare der Tunica muscularis.

Sl Stratum longitudinale der Tunica muscularis.
Tss Tela subserosa.

Florider Morbus Crohn, Langsschnitt (x7,5).
Floride Colitis ulcerosa, Langsschnitt (x13).

Deutliche gemeinsame Verdnderungen bei Morbus CuoldrColitis ulcerosa:
Zerstérung des mucdsen Kapillarplexus (Tm).

Massive Dilatation der submukésen Venen (Tsm).

Kaliberspriinge im Grenzbereich der Tunica muscsii@feil).
Rarefizierung der durch die Tunica muscularis zigles Gefalze (Tmu).

PonNPE
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Abb. 2: Rasterelektronenmikroskopie von Korrosionspréagarat
(A) Normales Kolon, Aufsicht (x40).
Regelmé&Rig angeordnetes Kapillarnetz um die Kngiffeungen
(honeycomb-like plexus).

(B) Morbus Crohn (chronisches Stadium), Querschnitd)x8
Rarefizierung des honeycomb-like plexus (Pfeil).

(C) Caolitis ulcerosa (chronisches Stadium), QuersclixdtD).
Veranderte Schleimhautangioarchitektur:
Neovascularisation im unteren Bereich (Pfeil), @unlm oberen Bereich
der Tunica mucosa. Der honeycomb-like plexus iextsticht mehr.

16
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Abb. 3: Histologische Schnitte von AufhellungspraparatdB-Farbung).
Die Gefal3e sind mit blaugefarbter Gelatine-Lésuafjilff (rosa Pfeile). Sie sind bei beiden Erkrandem
sowohl im floriden als auch im chronischen Stadilitatiert.

(A) Morbus Crohn (akutes Entziindungsstadium) (x40).
Im Zentrum Kryptenabszess (blauer Pfeil). Herdiges Ubergreifen der Entziindung auf tiefere
Wandschichten.

(B) Morbus Crohn (chronisches Entziindungsstadium) (x100
Ausgepragtes chronisches EntziindungsinfiltraeinLéimina propria mucosae (blauer Pfeil).

(C) Caolitis ulcerosa (akutes Entziindungsstadium) (x100)
Schwere Ulzeration mit zahlreichen Kryptenabsze¢skauer Pfeil).

(D) Caolitis ulcerosa (chronisches Entziindungsstadiwi)@).
Schleimhautumbau mit unregelmanig verzweigten tnygblauer Pfeil).
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1.2. Zielsetzung und Fragestellung

Die Ergebnisse der eigenen Vorarbeiten zeigen, @abgi beiden chronisch entztindlichen
Darmerkrankungen zu Veranderungen der Angioarchitekkommt. Im floriden
Entzindungsstadium wird der mukosale Kapillarplex(tsoneycomb-like plexus)
weitgehend zerstort und es kommt daher zu teilweetw heftigen Blutungen in das
Darmlumen. Das chronische Stadium der Entzindungngegen durch einen mehr oder
weniger ausgepragten Umbau der Gefal3architektuengeeichnet. Inwieweit hier eine
gestorte Mikrozirkulation vorliegt, lasst sich malsschatzen. Im chronischen Stadium der

Colitis ulcerosa konnte endoskopisch ein reduzi@tetfluss nachgewiesen werden [76].

Doch der alleinige Nachweis einer gestorten Mikiadation sagt noch nichts Gber deren
pathogenetische Bedeutung im Rahmen des Entzingeswsehens aus. Es lasst sich
daher zusammenfassend feststellen, dass der Steitetier Mikrozirkulation im Rahmen
der Pathogenese der chronisch entzindlichen Daramkngen trotz zahlreicher

Untersuchungen mittels verschiedener Methoden waelor unklar ist.

Dies hat vor allem zwei Grinde: Zum einen ist dmravitalmikroskopie, die den
Goldstandard fur Untersuchungen der Mikrozirkulataarstellt, am menschlichen Darm
aus methodischen Grinden nicht verfigbar und abhgasdavon wirde es zum anderen
kaum gelingen, die Erkrankung in einem so friheadisim zu untersuchen, wie es fir die
Erforschung der Zusammenhange zwingend notwendig.wa

Daher sind Tiermodelle zur Beantwortung diesbeztigii Fragen unverzichtbar. Auch
wenn keines der bekannten Modelle die Komplexigitrdimanen chronisch entzindlichen
Darmerkrankungen widerspiegelt, und es somit keledles" Tiermodell gibt, was bei
unbekannter Genese nicht verwundert, so sind sih didr die Erforschung vieler
wichtiger Teilaspekte der Erkrankung und neuerdpeutischer Ansétze sehr hilfreich und
unabdingbar [100]. Zur systematischen Charakteusge der Mikrozirkulation am Kolon
gab es zu Beginn der Untersuchungen kein etaldidriermodell. In der Literatur fand
sich zum damaligen Zeitpunkt lediglich eine 1991 v®ung und Koo publizierte Arbeit,
in der an einem Colitis-Modell intravitalmikroskgphe Untersuchungen durchgefiihrt
wurden [101]. Sie zeigten jedoch eine uniforme &tasd keinen Blutfluss, so dass

zunachst fraglich war, ob derartige Studien amt@ebarm tberhaupt moglich sind.
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Daher war das erste Ziel, eine Technik zur intedwtkroskopischen Untersuchung zu
entwickeln und in einer Pilotstudie die Mikrozirktion an verschiedenen
Darmabschnitten sowohl im Bereich der Mukosa athaler Serosa bei gesunden Tieren

zu charakterisieren.

Im n&achsten Schritt sollte dann gepruft werden,iemeit sich diese Technik auch bei
Colitis-Tieren anwenden lasst. Dazu wurden ausLiteratur zwei Modelle ausgewahlt,
die von ihrer Charakterisierung her zum einen netndMorbus Crohn (TNBS-Modell),
zum anderen mit der Colitis ulcerosa (Mitomycin @d¢ll) Gemeinsamkeiten haben.
Das Ziel dieser Colitis-Induktionsstudie war e niukosale Mikrozirkulation im Bereich
des proximalen und des distalen Kolons im Verlauf evaluieren und mit den
histopathologischen Veranderungen zu "korrelieredtlr exakten Beschreibung der
pathologischen Veranderungen war die Entwicklunge®ihistologischen Colitis-Score’s
erforderlich.

Nach den Ergebnissen der Colitis-Induktionsstudiede die Hypothese aufgestellt, dass
der Verlauf der Colitis abhéangig von der (gestortelkrozirkulation ist. Stimmte diese
Hypothese, so misste umgekehrt eine VerbesserungVideozirkulation zu einem
abgeschwéachten Krankheitsverlauf filhren. Zur deldderpriifung wurde daher eine
Interventionsstudie durchgefihrt mit dem Ziel, @edeutung der Mikrozirkulation far
Pathogenese und Verlauf der (experimentellen) iSaldher zu charakterisieren und somit
die potentielle Korrelation zwischen Funktion undrfghologie eingehender zu definieren.
Dazu wurden in der Frihphase der TNBS-Colitis eegschiedene Substanzen appliziert.
Zwei von diesen haben eine direkte Wirkung auf Merozirkulation, zum einen
Endothelin, der starkste bekannte Vasokonstriktomm anderen sein Antagonist.
Hierdurch sollte es zu einer Verschlechterung bzm. einer Verbesserung der
Mikrozirkulation kommen. Als dritte Substanz wur@en selektiver COX-2-Inhibitor
appliziert, der entzindungshemmend wirkt. Die Réidukder Inflammation hatte, so die
Hypothese, eine verminderte Leukozyten-Endothelrliktion zur Folge, so dass es zu
einer Verbesserung der Mikrozirkulation kame. Netden verschiedenen Parametern der
Mikrozirkulation wurden der Entziindungsgrad mitteises histologischen Colitis-Score’s
und (para-)klinischer Parameter wie Hamatokrit, @&bawverlauf, Diurese und

Stuhlqualitat erfasst.



Einleitung 20

Schlie3lich sollte am eigenen Krankengut evaluierden, wie haufig sich bei
entsprechendem Screening Alterationen der Gefalderfi Auf die lokale Vasculitis, die
schon vor knapp 60 Jahren von Warren und Sommeahbeben wurde [54] und die in
dem Modell eines multifokalen Infarktgeschehens Aldreitsgruppe um Wakefield eine

zentrale Rolle spielt [49-51], wurde dabei besoadekussiert.

Folgende Fragen sollten im einzelnen beantwortetleve

. Pilotstudie:

1. st eine standardisierte Messung der Mikrozakoh mittels Intravitalmikroskopie
moglich?
a) im Bereich der Mukosa?

b) im Bereich der Serosa?

2. Wie hoch st der Kkapillare Blutfluss in verschieden Darmabschnitten
(leum, proximales und distales Kolon)?
a) im Bereich der Mukosa?

b) im Bereich der Serosa?

Il. Colitis-Induktionsstudie:

1. Wie verhélt sich die Schleimhautmikrozirkulation Werlauf der TNBS-Colitis?
a) im proximalen Kolon?

b) im distalen Kolon?

2. Wie verhdlt sich die Schleimhautmikrozirkulation imVerlauf der
Mitomycin C-Colitis?
a) im proximalen Kolon?

b) im distalen Kolon?
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Zu welchen histopathologischen Veranderungen koesmn Verlauf?
a) bei der TNBS-Colitis?
b) bei der Mitomycin-Colitis?

Gibt es einen Zusammenhang zwischen Mikrozirkutatimd histopathologischen
Veréanderungen?

a) bei der TNBS-Colitis?

b) bei der Mitomycin C-Colitis?

Welches Modell ist fir welche Fragestellungen geei@

Interventionsstudie:

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

c) eines selektiven COX-2-Inhibitos?

Welche Parameter der Mikrozirkulation werden jewbibeinflusst?

Sind pathomorphologische Unterschiede nachweisbar?

. Krankengut:

Wie hoch ist der Anteil der in den Jahren 200R2operierten Patienten, bei denen
bei gezieltem Screening eine Vasculitis vorlag?

a) beim Morbus Crohn?

b) bei der Colitis ulcerosa?
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2. In welchen Schichten der Darmwand lasst sich/disculitis nachweisen?

3. Ist das Auftreten der Vasculitis abhangig voradsder Entziindung?

a) beim Morbus Crohn?
b) bei der Colitis ulcerosa?

22
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2. MATERIAL und METHODE

2.1. Tierexperimente

2.1.1. Versuchstiere

Die Studien wurden ausnahmslos an maéannlichen Ser&awley Ratten mit einem
Korpergewicht von 300g £ 27g durchgefiihrt. Die €iewurden in einem Raum mit
kontrollierter Temperatur (23°C) und automatisch€ag-Nacht-Rhythmus (12 Stunden)
gehalten. Pro Kéafig sallen maximal 4 Tiere zusamiasagenommen davon waren Tiere
der Interventionsstudie (s. Kap. 2.1.6.3., Seitg 88 wurden den gesamten Versuch tber
einzeln in Stoffwechselkafigen gehalten. Die Tikegten bis 36 Stunden vor der Colitis-
Induktion und anschlieend erneut freien Zugangfeater Nahrung (Altromin 1324,
Altromin GmbH; Lage). Die Versorgung mit Trinkwassgar nicht eingeschrankt. Die
Versuche wurden durch das Landesamt fir ArbeitdschGesundheitsschutz und
technische Sicherheit Berlin genehmigt (G 0021®6420/96, G 0171/98).

2.1.2. Colitis-Induktion

Nachdem im Rahmen der Pilotstudie (s. Kap. 2.1.&&ite 31 und Kap. 3.1., Seite 44)
gezeigt werden konnte, dass Untersuchungen der okiikulation am Rattendarm
prinzipiell mdglich sind, wurden aus der Literaf84, 102, 103] zwei Colitis-Modelle zur
Evaluation ausgewahlt, zum einen das TNBS-Colitedbll, zum anderen das
Mitomycin C-Colitis-Modell.

2.1.2.1. TNBS-Colitis-Modell

Bei diesem von Morris et al. 1989 beschriebenen éllagird in reinem Athanol geloste
Trinitrobenzensulfonséaure (TNBS) intrarektal ink¢ad [104]. Dabei dient der Alkohol als
"Barrier-Breaker", der die Schleimhaut zerstort,dsss die Trinitrobenzensulfonsdure als
Hapten wirken und eine transmurale Entzindungswakinduzieren kann (Hapten-
Colitis).

Die Induktion der Colitis erfolgte modifiziert naadtem Protokoll von Morris et al. in
Inhalationsanasthesie mittels Ather durch die eligaantrarektale Instillation von 0,25ml
Trinitrobenzensulfonsédure (TNBS; P-2297; Sigma ilirChemie GmbH; Steinheim),
gelost in 0,25ml 100%igem Athanol [104]. Nach derarektalen Applikation wurden die
Tiere fur 15 Minuten nach Trendelenburg gelagem eine ausreichende Kontaktzeit

zwischen dem verabreichten Agens und der Darmschbait zu erzielen.
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2.1.2.2. Mitomycin C-Colitis-Modell

Dieses Modell zeichnet sich dadurch aus, dass ddreheinmalige intraperitoneale
Injektion von Mitomycin C eine auf die Dickdarmselmhhaut beschrankte Entzindung
hervorgerufen wird.

Die Induktion erfolgte wiederum in Ather-Narkosechalem Protokoll der Erstbeschreiber
Keshavarzian et al. [105]. Hierbei werden 3,25mgK& Mitomycin C (medac

Gesellschaft; Wedel) intraperitoneal injiziert.

2.1.3. Pré&paration

Fur die intravitalmikroskopischen Untersuchungen Rattenkolon wurden die Tiere
standardisiert vorbereitet. Die Anasthesie fandtatsitRompufi (Xylazinhydrochlorid;
0,5ml/kg KG; intramuskular) und Ketan&st(Ketaminhydrochlorid; 0,5ml/kg KG;
intramuskular) statt. Nach Rasur des Halses sowie Abdomens wurden Katheter
(internerdJ 0,5mm; B. Braun Melsungen AG; Melsungen) in didsgafaRe implantiert,
der eine in die rechte V. jugularis interna fir digabe der Markersubstanzen
(s. Kap. 2.1.4., Seite 25), der andere in die likkecarotis communis zur direkten
Blutdruckmessung und zur Blutgasanalyse (s. Kdp52.Seite 31).

Bei den Tieren der Interventionsstudie (s. Kap.&3l, Seite 35) wurde zunachst nur ein
Venenkatheter in die rechte V. jugularis internéege Dieser wurde von der ventralen
Seite des Halses subcutan zum Nacken durchgezaogkduich die Haut ausgeleitet. Als
Beil3schutz fur den Katheter diente eine flexiblah&cheide. Die Tiere waren in ihrer
Bewegungsfreiheit nur unwesentlich eingeschrankt: Katheter diente als intravendser
(i.v.) Zugang zur Applikation der VersuchssubstamZger A. carotis-Katheter wurde bei
diesen Versuchstieren unmittelbar vor der Praparates Kolons implantiert.

Im Bereich des zuvor rasierten Abdomens erfolgtee eMedianlaparotomie. Der zu
untersuchende Darmabschnitt wurde atraumatisch eneiéh der jeweiligen avascularen
Zone des Mesenteriums mobilisiert und spannungsgénedie Bauchdecke auf eine eigens
angefertigte Kunststoffschiene ausgelagert. Fuetdnthungen des serosalen Blutflusses,
die im Rahmen der Pilotversuche erfolgten (s. K&l.6.1., Seite 31 und
Kap. 3.1., Seite 44), wurde der Darm so belassanIidravitalmikroskopie der Mukosa
erfolgte die antimesenteriale Lumener6ffnung defoK®in der nahezu avascularen Zone
und die Armierung der Darmwand mittels 4 Prolenddrader Starke 7/0 zur Fixierung
(Abbildung 4, Seite 25).
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Abb. 4: Praparation zur Untersuchung der mukosalen
Mikrozirkulation. Distales Colon vor die Bauchdecke
mobilisiert, antimesenterial eréffnet, mit feinedden armiert
und locker aufgespannt.

2.1.4. Intravitalmikroskopie

Mit Hilfe der Intravitalmikroskopie lassen sich b der Bestimmung des kapillaren
Blutflusses folgende Parameter der Mikrozirkulatidoestimmen: die funktionelle
Kapillardichte, die GefaRpermeabilitat und das s@gikozytensticking.

Wahrend dieser Untersuchungen, die zeitlich aufigesthd und wegen der Belastung
nicht samtlich an einem Tier durchgefiihrt werdemren (s. Kap. 2.1.6.3., Seite 35),
waren Vorkehrungen notwendig, um die Tiere stabihalten und so systematische Fehler
zu vermeiden. So wurde zum einen der ertffnete Bbschnitt zum Schutz vor
Austrocknung mit 37°C warmer Ringer-Lactat-Losurgpilibriert [106], zum anderen

wurden die Tiere auf eine thermostatisch geregéfteizmatte gelegt, um die
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Korpertemperatur konstant zu halten; der Soll-Westrug 37,5°C (rektale Messung)
[106].

Samtliche intravitalmikroskopischen Untersuchungenden zunachst auf Videobandern
aufgezeichnet und anschlieBend offline ausgewelliet. Abbildung 5 (Seite 26) zeigt
schematisch den Aufbau einer derartigen intravitaimskopischen Untersuchungseinheit.

Video
Monitor

Video
Recorder

Mikroskop

Fluoreszierendes Licht

Abb. 5: Schematischer Aufbau eines intra-
vitalmikroskopischen Messplatzes.

2.1.4.1. Kapillarer Blutfluss

Zur Bestimmung des kapillaren Blutflusses (cbf) @arr FITC (Fluoresceinisothiocyanat)-
markierte Erythrozyten (0,05ml/100g KG; FITC; Isamg No. F-7250, Sigma Aldrich
Chemie GmbH; Steinheim) Uber den V. jugularis-Keghenjiziert. Mit Hilfe der FITC-
Markierung werden die Erythrozyten unter dem Flepemzmikroskop sichtbar. Zur
Farbung wurden die Erythrozyten zuvor in einem sgpa Arbeitsgang von Ratten, die
nicht zu den Versuchsgruppen gehérten, gewonnessellrythrozyten wurden dreimal in
Alsever's-Puffer und einmal in Bicine-Saline-Puffgewaschen. Danach erfolgte die
Inkubation mit gelostem FITC dber 3 Stunden in mineWasserbad (25°C,

60 Oszillationen/min.). Zum Abschluss wurden sieeet mit Bicine-Saline-Puffer
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gewaschen bis der Uberstand frei von Farbstoff {&6]. Um eine gleichméaRige
Verteilung der markierten Erythrozyten im Blut-Paol gewahrleisten, begannen die
intravitalmikroskopischen Messungen des kapillarBhutflusses 25 Minuten nach
Injektion der Erythrozyten [106]. Dazu wurden dieerSuchstiere mit dem zuvor
praparierten Darm (s. Kap. 2.1.3., Seite 24) udts Fluoreszenzmikroskop (Objektiv:
Apo 25/0.65 Fluoreszenz; Leitz; Wetzlar) positiohi@bbildung 6, Seite 27). Es erfolgte
pro Darmsegment (lleum, proximales bzw. distalesoKos. Kap. 2.1.6., Seite 31) die
Messung von 10 Feldern der Kolonmukosa bzw. deos@ervisualisiert Gber einen mit
dem Mikroskop verbundenen Monitor (Abbildung 5, t8e26). Jedes Feld wurde Uber
1 Minute fiur die nachfolgende Offline-Analyse aufdgokassetten (FUJI Super VHS
PRO) aufgezeichnet.

Abb. 6: Intravitalmikroskopischer Messplatz mit préparierté€ersuchstier.

Am Ende des Versuchs wurde den Tieren Blut abgerammmm den Anteil der FITC-
markierten Erythrozyten bezogen auf das Volumenrdn(markierte Erythrozyten pro
Nanoliter)) zu bestimmen. Die Auswertung erfolgté Hilfe einer Neubauer-Kammer
(Neubauer IMPROVED Bright-line; Tiefe 0,100 mm; ®upr; Marienfeld). Zur
Bestimmung des kapillaren Blutflusses wurden offlipro Feld (s. Abbildung 7,
Seite 28) 10 zufallig ausgewahlte Kapillaren ausgést. An einem Fixpunkt des GefalRes

wurden die markierten Erythrozyten gezahlt, dieenmalb einer Minute die Kapillare
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passierten. Bei 10 ausgewerteten Feldern wurdenit smsgesamt 100 Kapillaren
ausgezahlt, deren Mittelwert den Wepgrd (markierte Erythrozyten pro Minute und
Kapillare) ergab. Aus diesen beiden Werten wurde kagillare Blutfluss eines Tieres
nach der von Mithofer et al. angegeben FormeldMicap= frirc/ (Neirc X 0,76)) berechnet.
Er entspricht dem volumetrischen Blutfluss (V), eggben in Nanoliter (nl), in einer
Minute (min) pro Kapillare (cap). Uber Mittelwertthung erhalt man den kapillaren Flow
der jeweiligen Gruppe [106].

Abb. 7: Intravitalmikroskopische Aufnahme der Kolonmukaka Ratte zur Bestimmung
des kapillaren Blutflusses (x320) (entsprechenériireld): Die schwarzen, geschlangelten
Linien entsprechen den Kapillaren, die ein wabeniges Muster bilden, den sog.
honeycomb-like plexus. In den Kapillaren sind algi@ Punkte die fluoreszierenden
FITC-markierten Erythrozyten zu erkennen.
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2.1.4.2. Funktionelle Kapillardichte

Die funktionelle Kapillardichte (fKD) dient als Mafler mikrovaskularen Durchblutung.
Sie gibt die Lange aller durchbluteten Kapillarenarhalb eines Beobachtungsfeldes in
cm/cmz2 an [107].

Zur Analyse der funktionellen Kapillardichte wurdesbenfalls die bereits fur die
Bestimmung des kapillaren Blutflusses aufgezeiaddmelO Felder pro Versuchstier
verwendet. Mit Hilfe eines speziellen Computerpemgms (CAP-IMAGE Version 6.01;
Dr. Zeintl; Heidelberg) zur Berechnung der funkatian Kapillardichte erfolgte die
Auswertung der Videoaufnahmen [108].

2.1.4.3. GefaRpermeabilitat

Die GefalBpermeabilitdit wurde durch die Gabe eintsnfamarkers bestimmt. Sie
entspricht der relativen Anderung des perivaskula@rauwertes (Helligkeit) vom
Ausgangswert (Angabe in Prozent). Dabei erfolgteéehst die Referenzmessung eines
zufallig ausgewéhlten Feldes der Darmmukosa fur tukd. AnschlieRend wurde
0,2ml 5% FITC-Dextran (Fluorescein-Isothiocyanaexan; FD-150S, Molekular-
gewicht 70.000 Da; Sigma Aldrich Chemie GmbH; Steim) i.v. injiziert. Nach
30 Minuten begann die Videoaufzeichnung von 5 wigatezufallig gewéhlten Feldern fur
jeweils 1 Minute (Objektiv: ACHROPLAN 20x/0,50w PhZZeiss, Deutschland)
(Abbildung 8, Seite 30) [109, 110]. Zur Offline-Auertung kam erneut das

Computervideoanalysesystem CAP-IMAGE zum Einsatz.

2.1.4.4. Leukozytensticking

Als Leukozyten-Sticker wurden Leukozyten definiaite mindestens 30 Sekunden an
einer Stelle der Gefal3wand haften und sich niatibéevegen [109, 111, 112].

Die Farbung der Leukozyten erfolgte mittels i.jekiion von 1ml/kg KG 0,02%
Rhodamine 6G (C.I. 45160; Basic Red 1; Sigma Chanto.; St. Louis; USA). Nach
einer Latenzzeit von 10 min. begann die Untersugham intravitalmikroskopischen
Messplatz (Abbildungen 5 und 6, Seite 26 und 2g)whkrden 5 Felder zufallig ausgewahlt
und jeweils einminitige Videoaufnahmen unter Vertherg des bereits bei der
Bestimmung der Gefal3permeabilitat benutzten ObjeKWCHROPLAN 20x/0,50w Ph2;
Zeiss, Deutschland) aufgezeichnet (Abbildung 91eS&0). Die Anzahl der Leukozyten-
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Sticker eines Tieres, angegeben als Zellerfimengab sich aus dem Mittelwert der
5 Gesichtsfelder, wobei die Gro3e eines Gesiclas$ad80um x 650um betrug.

Om- 14 1522

Abb. 8: Intravitalmikroskopische Aufnahme der Kolonmukodar Ratte
zur Bestimmung der Gefalipermeabilitit (x290) (eetdpend einem
Feld): Das die Kapillaren umgebene Gewebe hat siofgrund der
Diffusion des FITC-Dextrans hellgrau bis weil3 vebta

Abb. 9: Intravitalmikroskopische Aufnahme der Kolonmukadar Ratte
zur Bestimmung des Leukozytenstickings (x290) (mnatshend einem
Feld): Erkennbar sind die dunklen Kryptendffnunge das sie umgebene
periorifizielle Gewebe (hellgrau). Die Kapillarerrseheinen ein wenig
heller. Bei dem einzelnen hellen Punkt handelti@s sm einen rhodamin-
geféarbten Leukozyten (Leukozytensticker).
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2.1.5. Weitere Zielparameter

Zur Vermeidung sowohl systematischer als auch bkgésl Fehler wurde die
kardiorespiratorische Stabilitdt der Tiere wahremtr intravitalmikroskopischen
Messungen kontrolliert und tGberwacht (s. Ausscliiiiesien, Kap. 2.1.8., Seite 38).
Wahrend der Untersuchung erfolgte die kontinuibdialirekte Messung des arteriellen
Blutdrucks Uber den in die A. carotis eingebract{atheter (s. Kap. 2.1.3, Seite 24), an
dem ein Druckwandlermodul konnektiert war (Fa. lgellGmbH; Freiburg im Breisgau).
Zu Beginn und am Ende des Versuchs wurde zudem aitezielle Blutgasanalyse
durchgefuhrt (BGA; ABL-System 625; Radiometer A/Sp€nhagen; Kopenhagen;
Déanemark).

Zur Beurteilung der Krankheitsaktivitat wurden veeg Parameter protokolliert. Sowohl zu
Beginn des Versuchs (vor der Induktion der Coliaty auch an dessen Ende (vor der
Praparation fur die Intravitalmikroskopie) wurdeie diere gewogen, um Aussagen Uber
deren Gewichtsverlauf machen zu koénnen. Weiter Igifo vor Beginn der
mikroskopischen Untersuchung die Bestimmung des dt@knts (HTK). Tiere der
Interventionsstudie (s. Kap. 2.1.6.3., Seite 35)den den gesamten Versuch Uber einzeln
in Stoffwechselkafigen gehalten, um die Urinausstireg protokollieren zu kénnen.
Anderungen der Stuhlqualitat wurden ebenfalls stfas

2.1.6. Versuchsaufbau

Zunéchst wurde in einer Pilotstudie die Technik tdravitalmikroskopie sowohl der
Serosa als auch der Mukosa an verschiedenen Dachmatben etabliert. Nach
Standardisierung der Methode erfolgte im nachstehmits die Charakterisierung zweier
rezenter Colitis-Modelle. Schlie3lich wurde gemé&ér drragestellung (s. Kap. 1.2.,
Seite 18) Uberpruft, welche Auswirkung die Applikat von vasoaktiven bzw.
antiinflammatorischen Substanzen auf die ParamggerMikrozirkulation und auf die

Erkrankungsschwere der Tiere hat.

2.1.6.1. Pilotstudie (Gruppen la-f)
Nach Standardisierung der Praparationstechnik @p.K.1.3., Seite 24) erfolgte an
insgesamt 32 mannlichen Sprague Dawley Ratten nméenme Korpergewicht von

2979 + 24g die intravitalmikroskopische Untersudahwerschiedener Darmabschnitte, um
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die Technik der Intravitalmikroskopie am Kolon d&atte zu etablieren und um
Ausgangswerte zu erhalten. Dazu wurden insgesai@ulruppen (a-f) gebildet. Die
Bestimmung des kapillaren Blutflusses erfolgte zinsé im Bereich der Serosa und
anschlie3end im Bereich der Mukosa. Neben dem malem lleum wurden Messungen am
proximalen und distalen Kolon (s. Abbildung 39,t8&0) in randomisierter Reihenfolge
durchgefuhrt. Aufgrund unterschiedlicher kardiorestprischer Stabilitat konnten in der

Regel nur 2 Darmabschnitte an einem Tier unterswehtlen (Tabelle 3, Seite 32).

Gruppe Abschnitt n

la Serosa terminales lleum 10
Ib Serosa proximales Kolon 9

Ic Serosa distales Kolon 13
Id Mukosa terminales lleum 11
le Mukosa proximales Kolon 13
If Mukosa distales Kolon 14

Tabelle 3: Subgruppenbildung (la-f) innerhalb der Pilotstudie

2.1.6.2. Colitis-Induktionsstudien (Gruppen 11-V)

Die Evaluation der Colitis-Modelle (s. Kap. 2.1.3eite 23) erfolgte an insgesamt vier
Versuchsgruppen: zwei Colitisgruppen (Gruppe II: BENModell und Gruppe IV:
Mitomycin C-Modell) mit jeweils einer Kontrollgrugp (Gruppe Il TNBS-
Kontrollgruppe und Gruppe V: Mitomycin C-Kontrollgppe). Die Gruppengrél3e betrug
jeweils 24 Tiere, so dass insgesamt 96 mannlichgbe Dawley Ratten mit einem

Kdrpergewicht von 311g * 25g untersucht wurden.

2.1.6.2.1. TNBS-Modell (Gruppen lla-c)

Beim TNBS-Colitis-Modell (Gruppen lla-c) erfolgte ied intravitalmikroskopische

Untersuchung der Mukosa sowohl des proximalen aish ades distalen Kolons in
randomisierter Reihenfolge. Dazu wurden fur diei&d jeder Subgruppe (lla-c) jeweils
4 Lose mit der Aufschrift ,proximal® und jeweils Bose mit der Aufschrift ,distal”

angefertigt. Somit war es dem Zufall Uberlasserchee Darmabschnitt zuerst untersucht
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wurde. Anderseits wurde so sichergestellt, dasmden Darmabschnitten gleich haufig
begonnen wurde. Die Messungen fanden 24 Stund€ag8& sowie 15 Tage nach Colitis-
Induktion bei jeweils 8 Tieren pro Gruppe statti{élbe 4, Seite 33).

Gruppe | Zeitpunkt Abschnitt n

Mukosa proximales und

lla 24 Stunden distales Kolon

Mukosa proximales und
lIb 3 Tage ) 8
distales Kolon

Mukosa proximales und
lic 15 Tage ) 8
distales Kolon

Tabelle 4: Subgruppenbildung (lla-c) innerhalb der TNBS-Intioksstudie.

2.1.6.2.2. TNBS-Kontrollgruppe (Gruppen llla-c)

Die Kontrollgruppen zur TNBS-Induktionsstudie (Gpam lla-c) wurden entsprechend in
3 Subgruppen aufgeteilt (Gruppen llla-c). Bei deroniolltieren erfolgte eine
Scheininduktion der Colitis durch intrarektale Ajgption physiologischer Kochsalzlésung
(0,5ml 0,9% NaCl-Losung; B. Braun Melsungen AG; 8algen). Auch hier wurde nach
24 Stunden, 3 Tagen sowie 15 Tagen sowohl dasmedgials auch das distale Kolon in
randomisierter Reihenfolge untersucht. Die Gruppé&idg betrug abermals 8 Tiere
(Tabelle 5, Seite 34).

2.1.6.2.3. Mitomycin C-Modell (Gruppen IVa-c)

Entsprechend erfolgte auch bei der Mitomycin C-@oli(Gruppen IVa-c) die
Intravitalmikroskopie des proximalen und des detalKolons in randomisierter
Reihenfolge. Die Untersuchungszeitpunkte waren §eT& Tage sowie 6 Wochen nach
der Colitis-Induktion, wiederum bei jeweils 8 Tiar@ro Subgruppe (IVa-c) (Tabelle 6,
Seite 34).
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Gruppe | Zeitpunkt Abschnitt n

Ila 24 Stunden Mukosa proximales und
distales Kolon

Mukosa proximales und
b 3 Tage 8

distales Kolon

Mukosa proximales und
llic 15 Tage 8

distales Kolon

Tabelle 5: Subgruppenbildung (llla-c) innerhalb der TNBS-Kofigruppe.

Gruppe | Zeitpunkt Abschnitt n

Mukosa proximales und
Va 3 Tage distales Kolon

Mukosa proximales und
IVb 7 Tage 8

distales Kolon

Mukosa proximales und
IVc 42 Tage 8

distales Kolon

Tabelle 6: Subgruppenbildung (IVa-c) innerhalb der Mitomye&rinduktions-
studie.

2.1.6.2.4. Mitomycin C-Kontrollgruppe (Gruppen Va-c)

Bei den Kontrollgruppen zur Mitomycin C-Induktiomsgie (Gruppen IVa-c) wurden

entsprechend 3 Subgruppen gebildet (Gruppen Viascgrfolgte eine Scheininduktion der
Colitis durch intraperitoneale Applikation physiglscher Kochsalzlésung (3,25mg/kg KG
0,9% NaCl-Loésung; B. Braun Melsungen AG; Melsungeij)ich hier wurde an den

entsprechenden Tagen (3 Tage, 7 Tage sowie 6 Wpsbamhl das proximale als auch
das distale Kolon in randomisierter Reihenfolgeetsucht. Die Gruppengrol3e betrug
abermals 8 Tiere (Tabelle 7, Seite 35).
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Gruppe | Zeitpunkt Abschnitt n

Mukosa proximales und

Va 3 Tage distales Kolon

Mukosa proximales und
Vb 7 Tage ) 8
distales Kolon

Mukosa proximales und
\Y/e 42 Tage ) 8
distales Kolon

Tabelle 7: Subgruppenbildung (Va-c) innerhalb der MitomycinK@ntroll-
gruppe.

2.1.6.3. Interventionsstudie (Gruppen Via-e)

Gemald der Fragestellung (s. Kap. 1.2., Seite 18evudrei verschiedene Substanzen
12 Stunden nach der Colitis-Induktion intravendglizgert. Dies waren zum einen
Endothelin-1 (E 7764; Sigma Aldrich Chemie GmbHgihheim), zum anderen ein
Endothelin-A-Rezeptor-Antagonist  (LU-135252; KnolAG; Ludwigshafen) und
schlielich ein selektiver COX (Cyclooxygenase)rBibitor (NS-398; Alexis Deutschland
GmbH; Griinberg).

2.1.6.3.1. Versuchsaufbau

Die Versuche wurden an 80 mannlichen Sprague DaRiégien mit einem Korpergewicht
von 308g = 199 durchgefiihrt. Vor Beginn der Indoktieiner TNBS-Colitis erfolgte die

Randomisierung in 5 Versuchsgruppen (Gruppen Viare)jeweils 16 Tieren (Tabelle 8,

Seite 35). In dieser Studie wurden ausnahmsloaviiimikroskopische Untersuchungen

der distalen Kolonmukosa vorgenommen.

Gruppe | Bezeichnung Beschreibung n
Via Kontrollgruppe Gesunde Tiere + Ringer-Lésung i. 16
Vib Colitisgruppe TNBS-Colitis + Ringer-Ldsung i.v. 16
Vic Endothelingruppe | TNBS-Colitis + Endothelin-.i. 16
Vid ET-RA-Gruppe TNBS-Colitis + Endothelin-A-RezeptAntagonist i.v. 16
Vie COX-2-Gruppe TNBS-Colitis + COX-2-Inhibitor i.v 16

Tabelle 8:Subgruppenbildung (Vla-e) innerhalb der Intervemgigtudie.
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Als Kontrollen (Gruppe Vla) dienten gesunde Tiedes anstelle einer Colitis-Induktion
eine Scheininduktion mittels intrarektaler Kochggkktion (0,5ml 0,9% NaCl-Lésung;
Braun Melsungen AG; Melsungen) erhielten. Ihnendeurebenso wie der Colitisgruppe
(Gruppe VIb), die nicht behandelt wurde, Uber désagnte Versuchsdauer (48 Stunden)
Ringer-Lactat-Losung (2ml/kg KG/Std.; Braun MelsangAG; Melsungen) infundiert,
zum einen zum Offenhalten des Katheters, zum andare die Bedingungen gegentber
den Gruppen Vlc-Vie konstant zu halten.

Auch die Gruppen Vic-Vie erhielten die ersten zw8ifunden Uber dieselbe Menge
Ringer-Lactat-Losung infundiert, anschlieRend gtidldie Applikation der Testsubstanzen
Uber 24 Stunden. 48 Stunden nach der Induktionigéeio die Untersuchungen. Die
Endothelingruppe (Gruppe Vic) erhielt kontinuienli€ndothelin-1 (1,25g/kg KG/Std.)
intravends Uber den zentralen Venenkatheter [1D@®. Therapiegruppen (Gruppen Vid
und Vie) erhielten entweder den Endothelin-A-Reaepintagonisten LU-135252
(50mg/kg KG) [110, 113-115] oder den selektiven C&X¥hibitor NS-398
(10mg/kg KG) [116-119] in Form eines i.v. Bolus.eDGabe wurde nach 12 Stunden
wiederholt. In der Zwischenzeit erhielten auch diegiden Gruppen (Gruppen VIid und
Vle) zur Standardisierung Ringer-Lactat-Lésung (Abbildung 10, Seite 36).

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

Abb. 10: Schema des Versuchsablaufs der InterventionsstGdigpen Vla-e).

Die Messung samtlicher Zielparameter (s. Kap. 2.1Sgite 25) ist aus methodischen
Grinden wegen der damit verbundenen Belastung dere Tan einem einzelnen
Individuum nicht durchfiihrbar. Daher erfolgte n&&habe der Testsubstanzen eine weitere
Randomisierung der 5 Versuchsgruppen (Vla-e) inetese Subgruppen (Vlal-el und
Vla2-e2) mit jeweils 8 Tieren (Tabelle 9, Seite . Bgi den Untergruppen Vlal-el erfolgte
die Messung des kapillaren Blutflusses (cbf), dekfionellen Kapillardichte (fKD) und
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der GefalRpermeabilitat (GPM). Die Untergruppen Wa2dienten hingegen allein der

Messung des Leukozytenstickings (LS).

Zielparameter Gruppen
Via Vib Vic vid Vie
cbf + fKD + GPM Vial Vib1l Vicl Vidl Viel
LS Via2 Vib2 Vic2 Vid2 Vie2

Tabelle 9: Randomisierung der Gruppen Vla-e (16 Tiere) in Supgen mit jeweils 8 Tieren
(cbf = kapillarer Blutfluss, fKD = funktionelle Kafardichte, GPM = Gefal3permeabilitat,
LS = Leukozytensticking).

2.1.7. Histologie

Nach Beendigung der Versuche am intravitalmikrogdapen Messplatz wurden samtliche
Tiere durch i.v.-Injektion von T61 (Embrutamid und Mebenzoniumjodid) (0,3 ml;
Hoechst Roussel Vet. Vertrieb GmbH; Unterschleiffegetotet. AnschlieRend erfolgte
die Entnahme des untersuchten Darmsegments unerdidg in Formalin (4%) zur

weiteren histologischen Untersuchung.

Um einerseits die Expression der Colitis nach Inidukbeurteilen und um andererseits
auch Aussagen Uber den Verlauf der Entzindungetreftu koénnen, wurde in
Zusammenarbeit mit dem Institut fir Pathologie @barité — Campus Benjamin Franklin
(Direktor: Prof. Dr. med. H. Stein) ein histolodmes Colitis-Score entwickelt. Hierbei
wird zwischen akuten und chronischen Zeichen deziiEwung differenziert, je nach
Auspragung dieser Zeichen variiert der Entzinduragbgzwischen leichtgradiger
(1-4 Punkte), mittelgradiger (5-8 Punkte) und hoedgger (9-12 Punkte) akuter bzw.
chronischer Colitis (Abbildung 11, Seite 39). Dienf@rtigung von Paraffin-Schnitten
(4 bis 5um), deren HE-Farbung (Hamatoxylin-Eosiolvie die Beurteilung durch zwei
erfahrende Pathologen, denen das Versuchsprotekb#kannt war, erfolgte ebenfalls im

Pathologischen Institut der Charité — Campus Bemjdranklin.
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2.1.8. Ausschlusskriterien

In die Auswertung gelangten nur Tiere, die wahredet intravitalmikroskopischen
Untersuchungen kardiorespiratorisch und hamodyrdnstabil waren.
Ausschlusskriterien waren ein systolischer Blutéraen <80 mm Hg sowie eine schlechte
BGA mit 1. pH <7,3 bzw. >7,5 und/oder 2. Q10,6 kPa £80 mm Hg) und/oder
3. pCQ >6,6 kPa£50 mm Hg) [110, 115].

Weiter wurden Tiere aus der Wertung herausgenomrben, denen es zu keiner
entsprechenden Colitis-Expression kam (Histologisciolitis-Score <5), obwohl dies
dem Modell nach zu erwarten gewesen ware. Diessschlusskriterium bezog sich somit
auf sdmtliche Tiere der Interventionsstudie (s..Kaf.6.3., Seite 35) sowie auf Tiere mit
TNBS-Colitis, bei denen die Induktion 24 bzw. 72 ur@ten zuvor erfolgte
(s. Kap. 2.1.6.2.1., Seite 33).

2.1.9. Statistik

Die statistische Analyse erfolgte mit Hilfe des Qumterprogramms SPSS for windows.
Der Gruppenvergleich wurde mittels T-Test fur uréadige Stichproben durchgefiihrt.
Die Uberpriifung innerhalb einer Gruppe erfolgte tefst T-Test fiir verbundene
Stichproben. Unterschiede mit einer Irrtumswahrsdiohkeit <5% wurden als statistisch
signifikant angesehen. Samtliche Ergebnisse sisdvidtelwerter SEM (Standard Error

of Mean) angegeben.
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Abb. 11: Histologischer Colitis-Score.

Akute Entziindungszeichen Befund Punkte
Schleimhautintegritéat Einzelzelluntergang =2
Erosionen =4
Floride Ulcerationen =6
Infiltration von neutrophilen Zellzahl (n) =
Granulozyten in der Lamina
propria mucosae n=1-5 =1
n=6-10 =2
n>10 =3
Kryptitis (Granulozyten in Entziindungszellen =1
Kryptenepithelien) Kryptenabszel’ =2
Odem der Mukosa / Submukosa vorhanden =1
Summe
Chronische Entziindungszeichell Befund Punkte
Schleimhautumbau vereinzelt verzweigte Krypten 3=
deutlich verénderte 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) leichtgradigezindung (1-4)
mittelgradige Entziindung (5-8) mittelgradigeZmdung (5-8)
hochgradige Entziindung (9-12) hochgradige Hmtatig (9-12)

Bei der Auswertung hat zunachst die Sichtung séhafi Schnitte zu erfolgen, um wesentliche
Befunde nicht zu Ubersehen. Scheinen die Veranderuregelmafig zu sein, so werden 5 Regionen
zuféllig ausgewahlt und ausgezahlt. Dazu wird e@tziiikrometer (10x10/5, 10, d=19mm; Fa. Carl
Zeiss Jena GmbH, Best.-Nr. 434008) bei einer V&egning von 40x12,5 verwendet. Es werden
jeweils 10 Felder entlang einer Diagonalen vondioken nach rechts unten ausgezahlt und addiert.
Der Wert (n) wird in die Tabelle eingetragen.
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2.2.  Krankengut

Seit Anfang 1995 werden alle wegen einer chronisotziindlichen Darmerkrankung
behandelten Patienten in einer Datenbank onlineumektiert. Neben der Erfassung
samtlicher Patientencharakteristika werden alleraipeen Eingriffe und postoperativen
Verlaufe protokolliert. In der Chirurgischen Klinik des Campus Benjamin Franklin
wurden bis Ende 2005 insgesamt 804 Patienten meheiMorbus Crohn (mittleres Alter:
36 Jahre, range: 16-81, Geschlechtsverhaltnis: mMil,3) und 431 Patienten mit einer
Colitis ulcerosa (mittleres Alter: 42 Jahre, ran@@:73, Geschlechtsverhaltnis: m:w =
1,2:1) stationdr behandelt. Bei Patienten mit MerbGrohn wurden insgesamt
1034 operative Prozeduren durchgefihrt (Mehrfachnegen maoglich): 519 im Bereich
des Dunndarms, 180 im Bereich des Dickdarms so®%e@oktologische Eingriffe. Bei

Patienten mit Colitis ulcerosa erfolgten in diesedeitraum 462 Operationen
(Mehrfachnennungen madoglich). Die Operationen simd den Abbildungen 12a-c,

Seite 40/41 und 13, Seite 41 aufgeschlusselt.

Anastomosen-
nachresektionen leostoma-Analgen
2% 1%

leostoma-Rickverlagerungen
7%
Sonstige

leozbd kalresektionen
5%

‘ Strikturo plastiken

Dinndarmsegment- 26%
resektionen
14%

Abb. 12a: Verteilung der Eingriffe am Dinndarm bei Morbusm.

) Proktektomien  kolostoma-Anlagen
P roktokolektomien 7% 6%

2%
Sonstige
I 16%

Kolon-Resektionen
38%

Subtotale Kolektomie
21%

Abb. 12b: Verteilung der Eingriffe am Dickdarm bei Morbuso@n.
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Fisteln

56%
Sonstige
9%

Abszesse
35%

Abb. 12c: Verteilung der proktologischen Eingriffe bei MogGrohn.

leostoma- leostoma-Neuanlagen
Rickverlagerungen 4%
29% Pouch-Revisionen

4%

Sonstige Eingriffe
8%

Subtotale Kolektomien
9%

\

Koloproktektomien q

7% Restaurative Koloprokto -
mukosektomien mit
leoanaler Pouchanlage
39%

Abb. 13: Verteilung der Eingriffe bei Colitis ulcerosa.

Die Frage, wie haufig bei gezielter Suche eine WhBis® nachzuweisen ist, wurde an
Kolonresektaten untersucht. Dabei erfolgten die@i®tuan Préparaten von Morbus Crohn-
bzw. Colitis ulcerosa-Patienten, die sich in demrda 2002-2005 einer Operation
unterziehen mussten. Durch immunhistologische Figbn mit dem Endothelzellmarker
CD31 und dem Pan-T-Zellmarker CD3 wurde die Préazalder Vasculitis bestimmt.
Weiter wurde analysiert, in welchen Schichten darrbwand die Vasculitis in welcher
Haufigkeit vorkommt. Diese Ergebnisse wurden mindentziindungsgrad verglichen, der
mittels eines im Rahmen des SFB 633 Z1 (Sondetarsgsbereich: Induktion und
Modulation T-zellvermittelter Immunreaktionen im <$@intestinaltrakt, Sprecher:
Prof. Dr. med. Martin Zeitz) etablierten histolagthen Colitis-Score’s (s. Kap. 2.2.1.,
Seite 42) quantifiziert wurde. Zur Kontrolle dieritenorfreies Gewebe von Patienten mit

kolorektalem Karzinom. Es wurden 56 Morbus CrohradeResektate, 43 Colitis
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ulcerosa-Resektate und 5 Kolonkarzinom-Resektat@uinmistologisch untersucht und
ausgewertet. Nahere Angaben zu diesem Kollektid $m der Tabelle 10 (Seite 42)

zusammengefasst.
Alters- | Mittlere OP-Indikationen (n)
Erkrankung | Geschlecht median Erkrankungs- | (Mehrfachnennungen OP-Verfahren (n)
dauer (Jahre) | moglich)
lleoz6kalresektion: 2p
Stenose: 39
Morbus m=21 9,97 Kolonsegment-
Crohn 28 + Fistel: 25| resektion: 14
(n=56) w=35 10,14
Therapierefraktar:  8Subtotale
Kolektomie: 13
Therapierefraktar: 4)Koloproktomuko-
High arade sektomie+Pouch: 2b
Colitis m=18 12,63 |l DA 5
ulcerosa 43 + ysp ' Koloproktomuko-
(n=43) w=25 12,19 . . sektomie+Stoma: 1
Karzinom: 1
Stenose: 1 Restkolektomie: ]
Kolorektales m=3 . .
Karzinom 63 - Gegeben I_—|em.|kolektom|e
~ _ links: 5
(n=5) w=2

Tabelle 10: Charakterisierung der Patienten, die immunhisistdy auf das Vorliegen einer Vasculitis
untersucht worden sind.

2.2.1. Histologischer Colitis-Score

Der hier fir die humanen Praparate angewandteldggsache Colitis-Score ist im Rahmen
des hiesigen SFB 633 Z1 etabliert, so dass die Auewg durch zwei verblindete
Pathologen erfolgen konnte. Sowohl fir den Morbush@ als auch fir die Colitis
ulcerosa wurde ein modifizierter Score [120, 121f ener Gradeinteilung von 0 bis 4
verwendet (Tabelle 11, Seite 43).

2.2.2. Immunhistologie

Die Farbungen mit dem Endothelzellmarker CD31 umain dPan-T-Zellmarker CD3
erfolgten nach der APAAP-Methode. Dabei ist denmf@rantikdrper spezifisch gegen das
zu bestimmende Antigen (CD3, CD31) gerichtet. Derekundarantikorper
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Grad Morbus Crohn Colitis ulcerosa
0 Keine Entziindung Keine Entziindung
Milde chronisch inaktive
1 Mildes Odem und Inflammation in Entziindung
der Lamina propria (Chronische Entziindungsinfiltrate,
veranderte Architektur)
Kryptenabszesse und mafige Milde aktive Entzlndung
2 o . .| (Neutrophile Leukozyteninfiltratg
Entzindung der Lamina proprig . X .
in der Lamina propria)
Starke_re Entzindungsreaktion npit Mittelgradig aktive Entzandung
3 destruierenden Kryptenabszessgn .
. (Kryptendestruktion)
mit und ohne Granulomen
4 Schwere Entziindung mit Schwere aktive Entziindung
Ulcerationen oder Fissuren (Erosionen oder Ulcerationen)

Tabelle 11:Histologischer Colitis-Score zur Beurteilung humagolitis-Praparate.

(Bruckenantikérper) verbindet

Markerenzym (Alkalische Phosphatase) gerichtetetikBrper, so dass der Alkalische

den priméaren Antilgrp mit

43

einem gegen ein

Phosphatase / Anti-Alkalische Phosphatase-KompeRAAP-Komplex) entsteht. Die

histochemische Reaktion der alkalischen Phosphgtdsekerenzym) mit Neufuchsin-

haltiger Entwicklungslosung fiihrt zu einem roteraR@®nsprodukt, welches den Antigen-
Antikorper-Komplex und damit die lokale Immunreaktisichtbar macht. Die Auswertung
der Immunfarbungen mit den Antikérpern anti-CD3 @mdi-CD31 wurde semiquantitativ

vorgenommen.
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3. ERGEBNISSE

3.1. Pilotstudie (Gruppen la-f)

In der ersten Studie wurde an insgesamt 32 gesuhidezn mit einem Korpergewicht von
2979 + 249 die Mikrozirkulation intravitalmikroskiggh charakterisiert. Dazu erfolgte die
Untersuchung dreier Darmabschnitte: des terminkdems (Gruppe la und Id) sowie des
proximalen (Gruppe Ib und le) und distalen Kolo@uppe Ic und If). Bei allen drei
Abschnitten wurde sowohl der kapillare Blutfluss Bereich der Serosa als auch der im
Bereich der Mukosa gemessen. Dabei wurde zuerstati@sale und anschlielend die
mukosale Durchblutung bestimmt. Eine umgekehrteh&dolge ist aus préparatorischen
Grinden wegen der damit verbundenen DurchtrenniergGefale und konsekutiver
Blutung unmdglich. Angesichts der Belastung derdigar in der Regel nur die Messung
zweier Darmabschnitte an einem Tier moglich (s. sehkisskriterien Kap. 2.1.8.,
Seite 38). Um einen systematischen Fehler zu veeneierfolgten die Untersuchungen
der verschiedenen Darmabschnitte in randomisiB#érenfolge.

3.1.1. Kapillarer Blutfluss im Bereich der Serosa (Gruppenla-c)

Die Messung des kapillaren Blutflusses ist im Bsdreder Serosa technisch bedingt
erschwert, da es durch den Faeces zur storenddéex&efkommt, was die Auswertung
stark behindert. Der kapillare Blutfluss (cbf) weis Bereich der Serosa zwischen den
verschiedenen Darmabschnitten keine wesentlichelerthiede auf, er liegt zwischen
3.11 £ 0.04 und 3.54 = 0.06 nl/cap/min (Abbildurlg Seite 45). Die Tabelle 12 (Seite 46)
beinhaltet die Einzelergebnisse der untersuchtereTin den jeweiligen Gruppen. An den
32 untersuchten Darmabschnitten wurden insgesa®&it Kapillaren ausgezabhilt.

3.1.2. Kapillarer Blutfluss im Bereich der Mukosa (Gruppen Id-f)

Ein vergleichbares Bild zeigt der kapillare Blugtuim Bereich der Schleimhaut. Er ist
zwar mit Werten zwischen 2.37 £ 0.04 und 2.64 #0nl'cap/min insgesamt deutlich
geringer, doch auch hier bestehen zwischen denelegz Darmabschnitten keine
signifikanten Unterschiede (Abbildung 15, Seite .45) Tabelle 13 (Seite 47) sind
wiederum die Einzelwerte der untersuchten Tierejelseiligen Gruppen wiedergegeben.
Bei 38 untersuchten Darmabschnitten konnten hiesamunen 2091 Kapillaren

ausgewertet werden.
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Abb. 14: Kapillarer Blutfluss (cbf) der Serosa in versclaedn Darmabschnitten
(Gruppen la-c).
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Abb. 15: Kapillarer Blutfluss (cbf) der Mukosa in verscheedn Darm-
abschnitten (Gruppen Id-f).

3.2.  Colitis-Induktionsstudie (Gruppen 1I-V)

Nachdem die Technik der Intravitalmikroskopie anmsugelen Rattendarm erfolgreich
etabliert werden konnte, erfolgte die Evaluationemwn Colitis-Modelle, des TNBS-

Modells sowie des Mitomycin C-Modells. Unter Bergidhtigung der in der Literatur

beschriebenen Charakterisierung der Modelle wurdieh Colitis-Induktion Messungen
des kapillaren Blutflusses zu verschiedenen Zekfmm vorgenommen. Dabei wurde
jeweils das proximale und das distale Kolon in mnisierter Reihenfolge untersucht.
Aufgrund des paralytischen lleus war aus techniscBelinden die Untersuchung des

kapillaren Blutflusses im Bereich der Serosa nuiEinzelfallen moglich, so dass eine
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systematische Analyse allein im Bereich der Schieummikrozirkulation durchgefihrt
werden konnte. Zur Bestimmung des Entziindungsgradesgte im Anschluss an die
Intravitalmikroskopie die histologische Aufarbeitudes untersuchten Darmsegments und
die Bewertung nach dem eigens entwickelten histedbgn Colitis-Score (s. Kap. 2.1.7.,
Seite 37).

cbf (nl/cap/min) cbf (nl/cap/min) cbf (nl/cap/min)
Gruppe la: Gruppe Ib: Gruppe Ic:
Serosa terminales lleum Serosa proximales Kolon Serosa distales Kolon
n=422 Kapillaren / 10 Tiere n=277 Kapillaren / 9 Tiere n=432 Kapillaren / 13 Tiere
2.71+0.03 3.81+£0.07 3.98 £0.08
3.96 £ 0.06 3.05+0.05 4.04 +0.07
2.94+0.04 3.72+0.08 3.89 £0.04
3.17+0.03 3.75+£0.04 2.98 £0.08
3.15+0.05 3.38+£0.03 3.02+0.07
3.21+0.04 3.66 £0.05 3.41+£0.04
2.39+0.06 3.46 £ 0.06 3.42+0.04
2.64£0.05 3.74 £0.09 3.86 £ 0.07
3.76 £0.04 3.11 £ 0.06 3.68 £0.05
3.21+£0.04 3.34 £ 0.06
3.21+0.07
3.42+0.05
3.80 £ 0.06
3.11+0.04 3.52 £0.07 3.54 +£0.06

Tabelle 12: Einzelwerte und Mittelwerte mit Standardabweichudes kapillaren
Serosa verschiede Darmabschnitte

Blutflusses (cbf)
(Gruppen la-Ic).

im Bereich der
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cbf (nl/cap/min) cbf (nl/cap/min) cbf (nl/cap/min)
Gruppe Id: Gruppe le: Gruppe If:
Mukosa terminales lleum Mukosa proximales Kolon Mukosa distales Kolon
n=508 Kapillaren / 11 Tiere | n=725 Kapillaren/ 13 Tiere n=858 Kapillaren / 14 Tiere
2.88£0.05 3.00 £ 0.06 3.07£0.05
1.97 £0.06 2.85+0.05 3.74+£0.08
2.75%£0.07 2.21+0.06 2.23+0.03
2.10+£0.05 1.41 £0.07 1.69 £ 0.06
2.04+0.04 2.29 +0.06 1.79 +0.05
2.33+0.05 2.88 + 0.06 2.11+0.04
2.33+0.03 2.54 +0.03 1.67 +0.07
2.65+0.04 2.12+0.05 2.46 £0.04
1.98 £ 0.07 2.53+0.03 2.54+£0.05
2.69 £ 0.06 3.09 £ 0.06 2.73+0.06
2.34+£0.04 2.69 +0.04 3.68 £ 0.05
1.74 +0.07 3.07 £ 0.06
3.50+£0.08 2.23+£0.04
3.91+0.06
2.37+0.04 2.53+0.04 2.64+0.04

Tabelle 13: Einzelwerte und Mittelwerte mit Standardabweichudes kapillaren
Mukosa verschiezte Darmabschnitte

Blutflusses (cbf)
(Gruppen Id-If).

im Bereich der

3.2.1. TNBS-Modell (Gruppen lla-c und llla-c)
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Bei der TNBS-Colitis kommt es nach einmaliger irgfdaler Induktion rasch zu einer
hoch floriden transmuralen Entziindung des dist&lelons, die nach etwa zwei Wochen
in eine chronische Entziindung tbergeht. Makroskbpisdet sich regelhaft ein massiv
dilatiertes, stuhlgefilltes distales Kolon. Die & ist deutlich im Sinne einer Peritonitis
gerotet. Der aufgeschnittene Darm zeigt eine feoridicerose, partiell nekrotische
Schleimhaut. Das proximale Kolon sowie das tbrige@men erscheinen unauffallig. Um

die Mikrozirkulation im akuten EntzindungsstadiurasdDickdarms zu beschreiben,



Ergebnisse 48

erfolgten die Messungen 24 Stunden, 3 Tage und dde Thach Induktion bei jeweils
8 Tieren pro Gruppe. Ein Tier verstarb am 13. Taghninduktion, zwei weitere mussten
gemal den Ausschlusskriterien (s. Kap. 2.1.8.eS8) aufgrund kardiorespiratorischer

Instabilitéat ausgeschlossen werden.

3.2.1.1. Kapillarer Blutfluss bei TNBS-Colitis (Gruppen lla- c¢)

24 Stunden nach der Colitis-Induktion ist der Kéapd Blutfluss der distalen
Dickdarmschleimhaut im Vergleich zu gesunden Kdhieoen (2.60 = 0.06 nl/cap/min)
mit 2.91 + 0.05 nl/cap/min tendenziell erhdht. NaBhTagen kommt es zu einer
signifikanten Verminderung (1.79 + 0.05 vs. 2.68.85 nl/cap/min, p<0.01). Am 15. Tag
hat die Mikrozirkulation mit 2.45 = 0.06 nl/cap/minahezu wieder den Wert der
Kontrolltiere (2.59 £ 0.05 nl/cap/min) erreicht (Bildung 16, Seite 48). Im Bereich des
proximalen Kolons lassen sich keine wesentlichedeknngen nachweisen (Abbildung 17,
Seite 49). Die Tabelle 14 (Seite 50) fasst die &ergebnisse der untersuchten Tiere der

jeweiligen Gruppen zusammen. Insgesamt wurden E@@dlaren ausgezabhilt.

3,5

15

0’5 | .
0

cbf [nl/cap/min]

Gruppen llla-c: Gruppe lla: 24 Gruppe llb: 3 Gruppe lic: 15
Kontrollen Stunden Tage Tage

Abb. 16: Kapillarer Blutfluss (cbf) der Mukosa im Bereichsddistalen Kolons zu
verschiedenen Zeitpunkten nach TNBS-Colitis-Irtthuk(Gruppen lla-c).
* p<0.01 verglichen mit der Kontrollgruppe.

3.2.1.2. Kapillarer Blutfluss bei TNBS-Kontrolltieren (Grupp en llla-c)

Die Kontrolltiere, bei denen eine Scheininduktiorer dColitis durch intrarektale
Applikation physiologischer Kochsalzlosung erfolgteigen im Vergleich zu den Tieren
der Pilotstudie (Gruppen le-f) keine Anderung depilkiren Blutflusses. Er liegt im
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proximalen Abschnitt zwischen 2.49 + 0.06 und 2458.05 nl/cap/min und in distalen
Bereich zwischen 2.59 + 0.05 und 2.63 £ 0.05 nlfvap. Die einzelnen Ergebnisse sind
wiederum in Tabelle 15 (Seite 51) zusammengef&ast.intakter Schleimhaut war die
Untersuchung des gesamten erdffneten Darmabschmiiggich, so dass 3710 Kapillaren

ausgewertet werden konnten.

2,5 T T T

1,5

cbf [nl/cap/min]

0,5 -

0 T T T

Gruppen llla-c: Gruppe lla: 24 Gruppe llb: 3 Gruppe lic: 15
Kontrollen Stunden Tage Tage

Abb. 17: Kapillarer Blutfluss (cbf) der Mukosa im Bereichsdgroximalen Kolons zu
verschiedenen Zeitpunkten nach TNBS-Colitis-Irtthrk(Gruppen lla-c).
* p<0.01 verglichen mit der Kontrollgruppe.

3.2.1.3. Histologie bei TNBS-Colitis (Gruppen lla-c)

Bereits einen Tag nach der Induktion findet sich Bereich des distalen Kolons eine
schwere floride Entziindung (Score: 8.9 + 2.0). iStedurch schwere Erosionen bzw.
Ulcerationen der Schleimhaut und durch eine ausgggrnfiltration von Granulozyten in

der Lamina propria mucosae gekennzeichnet. Die 8lkbsa ist 6dematods aufgetrieben.
Ein vergleichbares Bild besteht auch noch am drifteg nach Induktion (Score: 8.5 + 1.4)
(Abbildung 18, Seite 50). 15 Tage nach Colitis-lkian findet sich eine signifikante

Besserung (p<0.05), neben akuten lassen sich nunmalch chronische

Entzindungszeichen nachweisen (Score: 5.4 + 1.2bglle 16, Seite 52 und

Abbildung 19, Seite 51). Das makroskopisch unaligilproximale Kolon zeigt auch

histologisch die gesamte Zeit Uber keine Zeichen Elgzindung (Score: 0.3 £ 0.5 /
04 = 05/ 0.3 £ 0.5). Die Tabelle 17 (Seite 53&inbaltet die Einzelwerte der
histologischen Untersuchungen.



Ergebnisse

50

cbf (nl/cap/min) cbf (nl/cap/min) cbf (nl/cap/min)
Gruppe lla (n=8 Tiere): | Gruppe llb (n=7 Tiere): | Gruppe llc (n=6 Tiere):
TNBS-Colitis: 24 Stunden TNBS-Colitis: 3 Tage TNBS-Colitis: 15 Tage
Proximales| Distales | Proximales| Distales | Proximales| Distales
Kolon Kolon Kolon Kolon Kolon Kolon
n=538 n=660 n=513 n=510 n=371 n=394
Kapillaren Kapillaren Kapillaren Kapillaren Kapillaren Kapillaren
2.38+0.14| 3.12+0.08 1.51+0.08 1.12+0|06 21kD.06| 3.27 £ 0.0¢
2.07+£0.12| 2.96 £0.04 Ausschluss Ausschluss 2089 | 2.41 +0.04
255+0.07| 3.65+0.12 3.09+0.07 2.59+0|08 33D.07| 1.57 +0.0%
2.85+0.15| 2.28+0.05 2.26+0.03 1.14 +0{07 duhduss| Ausschluss
2.68+0.12] 2.39+0.08 2.94+0.08 2.01+0{04 72D.05| 1.42 +0.04
2.07+0.16] 3.64+0.04 3.47+0.04 2.04+0{04 tli Exitus
3.10+0.08/ 1.28+0.10 1.79+0.06 1.88+0|05 02D.06( 3.91 + 0.0}
2.24+0.14] 3.93+0.05 1.77+0.08 1.72+0|04 223.08| 2.12 +0.0%
249+0.12| 291+0.05 240+0.06 1.79+0|05 520.08| 245+ 0.0(”

Tabelle 14: Einzelwerte und Mittelwerte mit Standardabweichutes kapillaren
Mukosa verschiegte Darmabschnitte
zu verschiedenen Zeitpunkten bei TNBS-Colitis (@ren lla-c).

Blutflusses (cbf)

im Bereich der

Abb. 18: (A) Regelrecht
HE-Farbung, x100).

(B) Darmwand des distalen Kolons 3 Tage nach TNBSt€dhduktion:
ulcerése Entzindung der Mukosa mit Granulozyfdtation und H&amorrhagie,

Zerstérung der Lamina muscularis mucosae, Odem Bemeich der Submukosa
(HE-Farbung, x60).

aufgebaute Dickdarmwand mit

intakter hi8mhaut

(Kontrolltier,

Schwere
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cbf (nl/cap/min)

Gruppe Il a (n=8 Tiere):
TNBS-Kontrolle: 24 Stunden

Gruppe lll b

cbf (nl/cap/min)

(n=8 Tiere).

TNBS-Kontrolle: 3 Tage

cbf (nl/cap/min)

Gruppe Il ¢c (n=8 Tiere):
TNBS-Kontrolle: 15 Tage

Proximales
Kolon

n=611
Kapillaren

Distales
Kolon

n=634
Kapillaren

Proximales
Kolon

n=589
Kapillaren

Distales
Kolon

n=677
Kapillaren

Proximales
Kolon

n=601
Kapillaren

Distales
Kolon

n=598
Kapillaren

2.45+0.04

3.02+0.0

B 2.65+0.(

6 199%0

06 529.07

3.09 + 0.04

1.90+0.06

2.86 + 0.0¢

b 2.43 + 0.(

4 259%0

04 82:9.06

241 +0.04

2.55+0.05

2.34 +0.0]

I 2.26 £ 0.(

6 293%0

07 72D.06

1.99 +0.0%

2.87+0.04

2.28+0.0

b 2.94+0.(

7 276%0

03 72D.04

2.56 + 0.04

2.68 +0.05

2.39 + 0.0¢

b 2.76 + 0.0

5 245%0

05 623.05

2.88 + 0.0]

2.32+0.07

2.72 +0.0;

1 2.13+0.(

6 2480

04 223.05

2.55 +0.0¢

2.89 +£0.06

2.32 £ 0.0¢

b 2.37 +0.(

4 2.86=%0

05 62:0.06

2.45 + 0.04

2.59 +0.05

2.87 £ 0.0¢

b 2.41 +0.(

6 3.01%0

06 52D.07

2.81+0.04

2.54£0.05

2.60 = 0.0¢

b 2.49+0.(

6 2.63%0

05 129.06

259+ 0.0!H

Tabelle 15: Einzelwerte und Mittelwerte mit Standardabweichwudes kapillaren

Blutflusses (cbf) Mukosa verschiggte Darmabschnitte

im Bereich der

zu verschiedenen Zeitpunkten bei TNBS-Kontroléiie(Gruppen Illa-c).

51

i

Abb. 19: Distales Kolon 15 Tage nach TNBS-Colitis-Induktiointerschiedliche Stadien der
Regeneration des Epithels.

(A) Noch deutlich veranderte Schleimhaut mit Erosioneand Rundzellinfiltraten
(HE-Farbung, x70).
(B) Regeneriertes Epithel mit intakter Lamina musdslarmucosae. Noch deutliche

Infiltration von Rundzellen in der Lamina proprisnucosae als Ausdruck weiterhin
bestehender Entziindung (HE-Farbung, x50).
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Zeir':zgﬁkt Kontrollgruppe (Gruppen llla-c) TNBS-Colitis (Grupp en lla-c)

Induktion Proximales Kolon Distales Kolon | Proximales Kolon Distales Kolon

24 Stunden 0.3+0.5 0.4+05 0.3+0.5 8.9+2.0
3 Tage 0405 0.3+0.5 0.4+05 85+14
15 Tage 04+05 04+05 0.3+£05 5.4 £1.2%

Tabelle 16:Aktivitat der akuten Entzindung nach histologische3oore im Bereich des
proximalen und distalen Kolons bei TNBS-Colitis ¢Bpen lla-c) und Kontrolltieren (Gruppen
Illa-c) zu verschiedenen Zeitpunkten.

* p<0.05 gegenuber 24 Stunden und 3 Tagen.

Histologie (Score) Histologie (Score) Histologie (Score)
Gruppe lla (n=8 Tiere): | Gruppe IIb (n=7 Tiere): | Gruppe lic (n=6 Tiere):
TNBS-Colitis: 24 Stunden TNBS-Colitis: 3 Tage TNBS-Colitis: 15 Tage
Proximales| Distales | Proximales| Distales | Proximales| Distales
Kolon Kolon Kolon Kolon Kolon Kolon

0 11 0 10 0 4

0 7 Ausschlusg  Ausschluss 1 5

1 11 1 9 1 6

0 9 1 9 Ausschluss  Ausschlugs

0 5 0 8 0 7

0 9 1 6 Exitus Exitus

1 9 0 10 0 4

0 10 0 8 0 6
0.3+0.5 8.9+2.0 0.4+0.5 85+1.4 0.3+0/5 4512

Tabelle 17:Einzelwerte und Mittelwerte mit Standardabweichudgs histo-
logischen Entziindungsgrades (Score) verschiedemarmabschnitte zu
verschiedenen Zeitpunkten bei TNBS-Colitis (Grappla-c).

3.2.1.4. Histologie bei TNBS-Kontrolltieren (Gruppen llla-c)

Die Kontrolltiere zeigen weder makroskopisch nocikroskopisch Zeichen der akuten
bzw. chronischen Entzindung, so dass die Werte mih Score sowohl fir das
proximale als auch das distale Kolon zwischen 0B5tund 0.4 £ 0.5 liegen (Tabelle 18,
Seite 53).



Ergebnisse 53

Histologie (Score) Histologie (Score) Histologie (Score)
Gruppe lll a (n=8 Tiere): | Gruppe lll b (n=8 Tiere). | Gruppe Il c (h=8 Tiere):
TNBS-Kontrolle: 24 Stunden TNBS-Kontrolle: 3 Tage TNBS-Kontrolle: 15 Tage
Proximales| Distales | Proximales| Distales | Proximales| Distales

Kolon Kolon Kolon Kolon Kolon Kolon
0 0 1 0 1 0
0 1 0 0 0 0
0 0 0 1 0 1
1 1 1 1 0 1
0 0 1 0 1 1
0 1 0 0 0 0
1 0 0 0 1 0
0 0 0 0 0 0
0.3+0.5 0.4+0.5 0.4+0.5 0.3+£0.% 0.4+0/5 4805

Tabelle 18:Einzelwerte und Mittelwerte mit Standardabweichudgs histo-
logischen  Entziindungsgrades (Score) verschiedemarmabschnitte zu
verschiedenen Zeitpunkten bei TNBS-Kontrolltie(@muppen llla-c).

3.2.2. Mitomycin C-Modell (Gruppen IVa-c und Va-c)

Bei diesem Modell kommt es nach einmaliger intrapeealer Injektion von Mitomycin C
zur allmahlichen Entwicklung einer auf die Schleauhbegrenzten chronischen Colitis.
Diese Uber Wochen persistierende Colitis findelh fietont im proximalen Kolon, wobei
die Schleimhaut des gesamten Kolons makroskopis@uftallig ist. Intraabdominell
imponiert eine diffuse Peritonitis mit entsprechemd Adhasionen und teilweise
ausgepragter Ascitesbildung, so dass die atrauchatBraparation erheblich erschwert ist.
Zur Charakterisierung der Mikrozirkulation im chiechen Entziindungsstadium erfolgten
intravitalmikroskopische Messungen der proximalemd wlistalen Kolonmukosa. Die
Untersuchungen wurden 3 Tage, 7 Tage sowie 6 Wooheh der Colitis-Induktion bei
jeweils 8 Tieren pro Gruppe vorgenommen. Samtlileee erkrankten, ohne dass eines an
den Folgen verstarb. Allerdings mussten zwei Tigenald den Ausschlusskriterien
(s. Kap. 2.1.8., Seite 38) aufgrund kardiorespiratber Instabilitat von der Auswertung

ausgeschlossen werden.
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3.2.2.1. Kapillarer Blutfluss bei Mitomycin C-Colitis (Grupp en IVa-c)

Im proximalen Kolon ist der kapillare Blutfluss dBickdarmschleimhaut 3 Tage nach
Induktion unverandert (2.51 £ 0.10 vs. 2.51 + O(Rbntrollen) nl/cap/min). Bereits nach
7 Tagen findet sich allerdings im Vergleich zu gesen Kontrolltieren eine signifikante
Reduktion (1.53 + 0.06 vs. 2.54 + 0.05 nl/cap/npix0.01), die im weiteren Verlauf nach
6 Wochen mit 1.19 £ 0.05 vs. 2.53 + 0.06 (Kontne)lal/cap/min noch starker ausgepragt
ist (Abbildung 20, Seite 54). Nicht ganz so marksind die Veranderungen im distalen
Kolon. Hier kommt es nach 3 Tagen zunachst zu eieehten Steigerung der
Mikrozirkulation (3.00 + 0.12 vs. 2.61 + 0.04 (Koolten) nl/cap/min), nach 7 Tagen ist
diese jedoch deutlich (2.27 = 0.06 vs. 2.62 = O(Réntrollen) nl/cap/min) und nach
6 Wochen mit 1.83 + 0.05 vs. 2.64 = 0.04 (Kontno)lel/cap/min signifikant (p<0.01)
reduziert (Abbildung 21, Seite 55). Die Einzelengisbe sind in Tabelle 19 (Seite 55)
zusammengefasst. Insgesamt wurden 1539 Kapillarggeaahlt.

25 = T
<
E ? .
‘\§ 1,5 1 .
=1
o)
o

0,5

0 T T T

Gruppen Va-c: Gruppe IVa: 3 Gruppe IVb: 7 Gruppe IVc: 6
Kontrollen Tage Tage Wochen

Abb. 20: Kapillarer Blutfluss (cbf) der Mukosa im Bereiclesd proximalen Kolons
zu verschiedenen Zeitpunkten nach Mitomycin Cit@@elnduktion (Gruppen IVa-c).
* p<0.01 verglichen mit der Kontrollgruppe.

3.2.2.2. Kapillarer Blutfluss bei Mitomycin C-Kontrolltieren (Gruppen Va-c)

Bei den Kontrollgruppen zur Mitomycin C-Induktiotsgie erfolgte eine Scheininduktion
durch intraperitoneale Applikation physiologischeKochsalzlésung. An den
entsprechenden Tagen (3 Tage, 7 Tage sowie 6 Wpushede sowohl das proximale als
auch das distale Kolon intravitalmikroskopisch wsiieht. Im Vergleich zu den Tieren der

Pilotstudie (Gruppen le-f) besteht kein wesentlidbeterschied des kapillaren Blutflusses.
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Gruppen Va-c: Gruppe IVa: 3 Gruppe IVb: 7 Gruppe IVc: 6
Kontrollen Tage Tage Wochen

Abb. 21: Kapillarer Blutfluss (cbf) der Mukosa im Bereichsddistalen Kolons zu

verschiedenen Zeitpunkten nach Mitomycin C-Calitiduktion (Gruppen IVa-c).
* p<0.01 verglichen mit der Kontrollgruppe.

cbf (nl/cap/min) cbf (nl/cap/min) cbf (nl/cap/min)
Gruppe IV a (n=8 Tiere): | Gruppe IV b (n=7 Tiere): | Gruppe IV c (n=7 Tiere):
Mitomycin C-Colitis: 3 Tage Mitomycin C-Colitis: 7 Tage | Mitomycin C-Colitis: 42 Tage
Proximales| Distales | Proximales| Distales | Proximales| Distales
Kolon Kolon Kolon Kolon Kolon Kolon
n=178 n=200 n=226 n=319 n=239 n=377
Kapillaren Kapillaren Kapillaren Kapillaren Kapillaren Kapillaren
3.67+0.12| 3.61+0.12 1.19+0.06 2.73+0|04 5%4.06| 1.88+0.0%
2.74+0.11] 3.71+£0.14 Ausschluss Ausschluyss 2085| 1.52 +0.04
1.62+0.13| 251+0.11 1.04+0.07 2.42+0[06 1G9.04| 1.48+0.0%
1.78+0.10[ 2.41+0.183 1.47+0.05 2.72+0[05 4%D.06| 1.25+0.0§
2.68+0.08/ 2.39+0.11 1.92+0.07 1.67+0|05 9%H.05| 2.12 + 0.0¢
2.23+0.09] 3.64+0.16 1.87+0.06 1.23+0|06 gehduss| Ausschluss
3.12+0.10| 2.62+0.09 1.34+0.04 2.71+0|04 3k®M.06| 2.27 +0.04
2.24+0.09] 3.12+0.11 1.88+0.05 2.40+0|06 61*®M.04| 2.32+0.0%
2,51+0.10{ 3.00+0.12 153+0.06 2.27+0/06 91%+D.05| 1.83+ 0.0!ﬂ
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Tabelle 19:Einzelwerte und Mittelwerte mit Standardabweichutes kapillaren
Blutflusses (cbf) im Bereich der Mukosa verschiee Darmabschnitte
zu verschiedenen Zeitpunkten bei Mitomycin C-@®liGruppen IVa-c).
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Er liegt im proximalen Abschnitt zwischen 2.51 £®und 2.54 £ 0.05 nl/cap/min und im
distalen Bereich zwischen 2.61 + 0.04 und 2.64 @40nl/cap/min. Die einzelnen
Ergebnisse sind noch einmal in Tabelle 20 (Seitg A&ammengefasst. Bei intakter
Schleimhaut war wiederum die Untersuchung des gesamroffneten Darmabschnitts

madglich, so dass 3271 Kapillaren ausgewertet wekdenten.

cbf (nl/cap/min) cbf (nl/cap/min) cbf (nl/cap/min)

Gruppe Va (n=8 Tiere):

Mitomycin C-Kontrolle: 3 Tage

Gruppe Vb (n=8 Tiere):

Mitomycin C-Kontrolle: 7 Tage

Gruppe Vc (n=8 Tiere):
Mitomycin C-Kontrolle: 42 Tage

Distales
Kolon

Proximales
Kolon

Distales
Kolon

Proximales
Kolon

Distales
Kolon

Proximales
Kolon

n=456
Kapillaren

n=613
Kapillaren

n=544
Kapillaren

n=510
Kapillaren

n=561
Kapillaren

n=587
Kapillaren

2.98 +0.05

2.87 + 0.01

1 2.11+0.(

4 2.73%0

04 424.06

2.33+0.09

2.74+0.04

2.57 £ 0.0;

1 2.31+0.0

5 291%0

05 923.07

2.77£0.04

2.35+0.05

2.31+0.0

b 2.51 +0.(

5 2720

05 92.05

2.87 + 0.04

2.44 +0.06

2.41 + 0.04

1 2.80 +0.(

6 221+0

04 229.05

2.98 + 0.04

2.68+0.04

2.39+0.0

b 2.33 +0.(

3 245+0

06 123.07

2.32 + 0.04

2.54£0.05

2.66 = 0.04

1 2.35+0.0

4 271x0

04 32D.04

2.27 +0.04

2.23+0.05

2.76 £ 0.0

B 2.78 £ 0.(

5 275%0

05 129.06

2.76 + 0.04

2.15+£0.07

2.88 +0.04

1 3.11+0.(

6 249%0

04 52®.06

2.81 +0.04

2.51+0.05

2.61 + 0.01

1 2.54 +0.(

5 2620

04 32%.06

2.64 + 0.04

Tabelle 20:Einzelwerte und Mittelwerte mit Standardabweichutes kapillaren
Blutflusses (cbf) im Bereich der Mukosa verschiegte Darmabschnitte
zu verschiedenen Zeitpunkten bei Mitomycin C-Kolttieren (Gruppen Va-c).

3.2.2.3. Histologie bei Mitomycin C-Colitis (Gruppen IVa-c)

Im Bereich der Mukosa kommt es zur Entwicklung einkronischen Entziindung mit
Umbau der Schleimhaut und deutlicher InfiltratimnwRundzellen im Bereich der Lamina
propria mucosae. Die Veranderungen nehmen im Bedss proximalen Kolons im Laufe
der Zeit zu (Score: 2.8 + 1.2 (3 Tage), 4.8 £+ I.TTége), 5.3 + 1.0 (6 Wochen)), so dass

6 Wochen nach Induktion eine ausgepragte chronisEh&ziindung vorliegt. Der



Ergebnisse 57

Unterschied zwischen den Veranderungen nach 3 Tagednden nach 6 Wochen ist
signifikant (p<0.05) (Tabelle 22, Seite 58 und ABbng 22, Seite 59). Deutlich geringer
sind die Alterationen im distalen Kolon (Score: 2.7 (3 Tage), 3.0 + 0.8 (7 Tage),
2.9 = 0.7 (6 Wochen)), wenngleich auch hier einesipgerende chronische Colitis
nachweisbar ist. In Tabelle 21 (Seite 57) sind Hiezelwerte der histologischen

Untersuchungen zusammengefasst.

Histologie (Score) Histologie (Score) Histologie (Score)
Gruppe IV a (n=8 Tiere): | Gruppe IV b (n=7 Tiere): | Gruppe IV ¢ (n=7 Tiere):
Mitomycin C-Colitis: 3 Tage Mitomycin C-Colitis: 7 Tage | Mitomycin C-Colitis: 42 Tage
Proximales| Distales | Proximales| Distales | Proximales| Distales
Kolon Kolon Kolon Kolon Kolon Kolon
2 3 6 2 5 3
3 3 Ausschlusg  Ausschluss 5 2
4 2 6 3 7 3
4 3 5 4 5 2
3 4 5 3 4 3
3 2 4 2 Ausschlus$  Ausschlugs
1 2 5 3 5 4
2 2 3 4 6 3
28+1.2 2.6+0.7 48+1.1 3.010.13 5.3+1J0 9207

Tabelle 21:Einzelwerte und Mittelwerte mit Standardabweichudgs histo-
logischen  Entziindungsgrades (Score) verschiedemarmabschnitte zu
verschiedenen Zeitpunkten bei Mitomycin C-Colf@&uppen 1Va-c).

3.2.2.4. Histologie bei Mitomycin C-Kontrolltieren (Gruppen Va-c)

Die Kontrolltiere zeigen weder makroskopisch nocikroskopisch Zeichen der akuten
bzw. chronischen Entziindung, so dass die Werte mirh Score sowohl fir das
proximale als auch das distale Kolon zwischen 0B5%und 0.4 £ 0.5 liegen (Tabelle 23,
Seite 58).



Ergebnisse

Zeirfggrr:kt Kontrollgruppe (Gruppen Va-c)  |Mitomycin C-Colitis ( Gruppen IVa-c)

Induktion | proximales Kolon| Distales Kolon | Proximales Koloh Distales Kolon
3 Tage 0.3+x0.5 0.4+05 28+1.2 26 +0.7
7 Tage 0.4+0.5 0.4+05 48+1.1 3.0+0.8

6 Wochen 0.4+05 0.3+0.5 53+1.0* 29+0.7
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Tabelle 22: Aktivitat der chronischen Entziindung nach histadobem Score im Bereich des

proximalen und distalen Kolons bei Mitomycin C-Qisli(Gruppen IVa-c) und Kontrolltieren

(Gruppen Va-c) zu verschiedenen Zeitpunkten.
* p<0.05 gegenuber 3 Tagen.

Histologie (Score) Histologie (Score) Histologie (Score)
Gruppe Va (n=8 Tiere): | Gruppe Vb (n=8 Tiere): | Gruppe Vc (n=8 Tiere):
Mitomycin C-Kontrolle: 3 Tage Mitomycin C-Kontrolle: 7 Tage | Mitomycin C-Kontrolle: 42 Tage
Proximales| Distales | Proximales| Distales | Proximales| Distales
Kolon Kolon Kolon Kolon Kolon Kolon
1 0 1 0 0 0
0 0 0 1 1 0
0 1 0 0 0 0
0 0 1 1 1 1
1 0 1 0 0 1
0 0 0 0 1 0
0 1 0 1 0 0
0 1 0 0 0 0
0.3+0.5 0.4+0.5 0.4+0.5 0.4+0.% 0.4+0/5 .3805

Tabelle 23:Einzelwerte und Mittelwerte mit Standardabweichudgs histo-

logischen

Entziindungsgrades

(Score)

verschiedemarmabschnitte

Zu

verschiedenen Zeitpunkten bei Mitomycin C-Korltiafen (Gruppen Va-c).
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Abb. 22: Mitomycin C-Colitis des proximalen Kolons mit clmiecher

Entzindungsreaktion der Schleimhaut.

(A) 3 Tage nach Induktion: Rundzellinfiltrate in dernhiaa propria mucosae bei
intaktem Epithel (HE-Féarbung, x60).

(B) 7 Tage nach Induktion: Deutliche Zunahme der Rulfetz¢HE-Féarbung, x80).

(C) 6 Wochen nach Induktion: Merklich verénderte Schleutarchitektur mit ver-
zweigten Krypten bei persistierender InfiltratioornvRundzellen (HE-Féarbung, x70).

59
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3.3. Interventionsstudie (Gruppen Vla-e)

Nach Evaluation des TNBS- und des Mitomycin C-CoModells fiel fur die weiteren
Untersuchungen die Wahl auf das TNBS-Modell. Diggleslell schien fur Studien mit
vasoaktiven bzw. antiinflammatorisch wirksamen $amzen besonders geeignet zu sein,
da es hier rasch zu einer hochakuten Entzindungmkondie mit signifikanten
Veradnderungen der Mikrozirkulation einhergeht. B#r Festlegung des zeitlichen
Versuchsablaufs (s. Kap. 2.1.6.3.1., Seite 35) amrdvei Faktoren bertcksichtigt, zum
einen die Kenntnisse Uber die gestorte Mikrozirkatabeim TNBS-Modell, zum anderen
die Ergebnisse aus friheren Untersuchungen mit deplanten Testsubstanzen
(Endothelin-1, Endothelin-A-Rezeptor-Antagonisten U-135252, COX-2-Inhibitor
NS-398) [110, 113, 115, 122]. Da Endothelin-A-Rdmef\ntagonisten die
GefalRpermeabilitat positiv beeinflussen [123] urt@X=2-Inhibitoren auf die Leukozyten-
Endothel-Interaktion wirken [122, 124], erfolgte mlieser Studie die Untersuchung
weiterer Parameter der Mikrozirkulation. Neben deapillaren Blutfluss waren dies die
funktionelle Kapillardichte, die Gefal3permeabilitéitd das Leukozytensticking. Samtliche
Messungen wurden an der Mukosa des distalen Kofgreall dem Versuchsplan
durchgefuhrt. Kein Tier verstarb im Rahmen der kioun bzw. wahrend der Applikation
der Testsubstanzen. Ein  Ausschluss aufgrund kasjaatorischer  oder
hamodynamischer Insuffizienz entsprechend den ikeite(s. Kap. 2.1.8., Seite 38) war
nicht erforderlich. Lediglich 3 Tiere konnten wegenangelnder Colitis-Expression

(Score <5) bei der Auswertung nicht berticksichiigtden.

3.3.1. Kapillarer Blutfluss der Gruppen Vial-el

Die gesunden Kontrolltiere (Gruppe Vlal), bei dem@me Scheininduktion der Colitis
durch intrarektale Applikation physiologischer Kgalzlésung erfolgte, haben einen
kapillaren Blutfluss von 2.25 £+ 0.02 nl/min/cap. gegenuber ist der Flow samtlicher
Colitis-Tiere (Gruppen VIbl-el) signifikant vermend (p<0.01). Besonders stark ist er bei
der Colitisgruppe (VIb1l: 0.62 %= 0.02 nl/min/cap) durbei der Endothelingruppe
(Vicl: 0.68 = 0.01 nl/min/cap) reduziert. Die Galmes Endothelin-A-Rezeptor-

Antagonisten (Gruppe VId1l) fuhrt im Vergleich zurolfisgruppe (VIb1l) zu einer

signifikanten Verbesserung des kapillaren BlutfassgVid1l: 1.85 + 0.02 nl/min/cap,

p<0.01). Ebenso fihrt die Applikation des COX-2ibitors (Gruppe Vlel) gegen-

Uber der Colitisgruppe (VIbl) zu einer signifikamteSteigerung des Flow’s
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(Vlel: 1.11 + 0.02 nl/min/cap, p<0.01). Trotz deutlichen Verbesserung des kapillaren
Blutflusses in den Gruppen VId1l und Viel ist dettédschied zur Kontrollgruppe (Vial)
bei beiden signifikant (p<0.01), wobei die Steigegruurch den Endothelin-A-Rezeptor-
Antagonisten (Gruppe VId1) signifikant gunstiger #s die durch den COX-2-Inhibitor
(Gruppe Vlel) (p<0.01) (Abbildung 23, Seite 61).nfli&che Einzelwerte sind in
Tabelle 24 (Seite 62) zusammengefasst. Den Ergadmidiegt die Auswertung von

insgesamt 2463 Kapillaren zu Grunde.

<0.01
25 b

1,5 A

* O
l -
* *
0,5 7 E i
0 ‘ ‘ ‘ ‘

Gruppe Vlal: Gruppe Vibl: Gruppe Vicl: Gruppe VIid1: Gruppe Viel:
Kontrolle Colitis Endothelin ET-RA COX-2-
Inhibitor

cbf [nl/min/cap]

Abb. 23: Kapillarer Blutfluss (cbf) der Gruppen Vlal-el.
* = p<0.01 verglichen mit der Kontrollgruppe (Vlal)
° = p<0.01 verglichen mit der Colitisgruppe (VIb1).

3.3.2. Funktionelle Kapillardichte der Gruppen Vlial-el

Die Ergebnisse der funktionellen Kapillardichtedswrergleichbar mit denen des kapillaren
Blutflusses. Gesunde Kontrolltiere (Gruppe Vlal)bém eine hohe funktionelle
Kapillardichte (390 + 3 cm/cfi Demgegeniiber ist die Dichte der funktionellen
Kapillaren bei samtlichen anderen Gruppen (VIbl-sinifikant (p<0.01) reduziert.
Dabei besteht zwischen der Colitisgruppe (VIbl) aed Endothelingruppe (Vicl) kein
wesentlicher Unterschied (VIb1: 106 + 8 cmfovs. Vicl: 90 + 4 cm/cf). Sowohl durch

die Gabe des Endothelin-A-Rezeptor-Antagonistenufi@e VId1l) als auch durch die
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cbf (nl/cap/min) | cbf (nl/cap/min) | cbf (nl/cap/min) | cbf (nl/cap/min) | cbf (nl/cap/min)
Gruppe Vial: Gruppe VIb1: Gruppe Vicl: Gruppe VId1: Gruppe Viel:
Kontrollgruppe Colitisgruppe Endothelingruppe ET-RA-Gruppe COX-2-Gruppe
n=679 Kapillaren / | n=470 Kapillaren/ | n=454 Kapillaren/ | n=422 Kapillaren/ | n=438 Kapillaren /
8 Tiere 7 Tiere 8 Tiere 7 Tiere 8 Tiere
1.79+0.02 0.73+£0.02 0.57+£0.01 1.42 + 0.0 3k40.02
2.00+£0.01 0.98 £0.01 0.80 £0.02 2.16 = 0.02 63:9.02
2.17+0.02 Ausschluss 0.61+0.01 2.00+0.01 $.802
2.07+0.01 0.75+£0.03 0.81+0.01 1.75+0.01 8&D.02
2.53+0.02 0.60 £ 0.02 0.64 £0.02 Ausschluss $.001
2.38£0.02 0.53+0.01 0.68 £0.01 1.84 £ 0.04 3%D.02
2.40+0.01 0.32+0.02 0.82+0.01 1.92 £ 0.03 9k®.02
2.63+0.02 0.41+£0.02 0.48 £0.02 1.85 £ 0.03 23:9.02
2.25+0.02 0.62+0.02 0.68 £0.01 1.85 + 0.07 1%D.02

Tabelle 24:Einzelwerte und Mittelwerte mit Standardabweichues kapillaren Blutflusses
(cbf) im Bereich der Mukosa des distalen Kolonsimé8 Stunden (Gruppen Vial-el).

Applikation des COX-2-Inhibitors (Gruppe Vlel) korhes gegentiber der Colitisgruppe
(Vicl) zu einer signifikanten Steigerung (p<0.01gr dfunktionellen Kapillardichte
(VId1: 240 + 8 cm/crfy Vlel: 144 + 8 cm/cfi). Der Unterschied zwischen diesen beiden
Gruppen (VId1 vs. Viel) ist wiederum signifikank(01) (Abbildung 24, Seite 63). Die
Einzelwerte sind in Tabelle 25 (Seite 64) aufgetfiids wurden 380 Felder ausgewertet.

3.3.3. GefalRpermeabilitéat der Gruppen Vial-el

Bei den gesunden Tieren (Gruppe Vlal) besteht kBieeneabilitdt fur Dextrane der
verwendeten GrélRenordnung (Molekularmasse 70.000daader perivaskulare Grauwert
vielmehr von 100% (Ausgangswert) auf 79 + 5 % dlsisamtliche Colitisgruppen

(VIb1-Vie2) zeigen indessen eine signifikante Enddp der Gefal3permeabilitat (p<0.01).
Bei der Colitisgruppe (VIb1l) kommt es zu einer §eeung auf 329 + 8 %, die mit der der
Endothelingruppe (Vicl: 315 = 6 %) vergleichbar. iflie Gabe des Endothelin-A-

Rezeptor-Antagonisten (Gruppe VId1) fuhrt gegenidwr Colitisgruppe (VIbl) zu einer

signifikanten Besserung (VId1: 125 + 6 %, p<0.(Hine vergleichbare Wirkung erzielt
der COX-2-Inhibitor (Gruppe Vlel: 189 * 6 %), didveichung zur Colitisgruppe (VIb1)
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ist wiederum signifikant (p<0.01). Abermals ist dédferenz zwischen der Endothelin-A-
Rezeptor-Antagonisten-Gruppe (VId1) und der COXa@Hbitor-Gruppe (Vlel)
signifikant (p<0.01) (Abbildung 25, Seite 63). Diderte basieren auf der Analyse von

190 Feldern, samtliche Einzelwerte fasst TabelléS#te 65) zusammen.

450 p<0.01
400
350 -
300 -
250
200

% O
150 % T
100 T

Gruppe Vlal: Gruppe VIbl: Gruppe Vicl: Gruppe VIidl: Gruppe Viel:

Kontrolle Colitis Endothelin ET-RA COX-2-
Inhibitor

fkd [cm/cm?]

Abb. 24: Funktionelle Kapillardichte (fKD) der Gruppen Vi&l-
* = p<0.01 verglichen mit der Kontrollgruppe (Vlal)
° = p<0.01 verglichen mit der Colitisgruppe (VIb1).

400 p<0.01
350

300 -
250
150
100 A
50 A

GPM [%]
N
o
o

O _
Gruppe Vlal: Gruppe VIb1: Gruppe Vicl: Gruppe Vild: Gruppe Viel:
Kontrolle Colitis Endothelin ET-RA COX-2-
Inhibitor

Abb. 25: GefaRpermeabilitat (GPM) der Gruppen Vlial-el.
* = p<0.01 verglichen mit der Kontrollgruppe (Vlal)
° = p<0.01 verglichen mit der Colitisgruppe (VIb1).
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fKD (cm/cm?) | fKD (cm/cm?) | fKD (cm/cm?) | fKD (cm/cm? | fKD (cm/cm?
Gruppe Vial: Gruppe VIb1: Gruppe Vicl: Gruppe VId1: Gruppe Viel:
Kontrollgruppe Colitisgruppe Endothelingruppe ET-RA-Gruppe COX-2-Gruppe
n=80 Felder / n=70 Felder / n=80 Felder / n=70 Felder/ n=80 Felder /
8 Tiere 7 Tiere 8 Tiere 7 Tiere 8 Tiere
3992 84+9 71+4 208 £8 179+8
382+3 97 +7 86+4 3059 94 +9
388 +3 Ausschluss 74+3 2737 134 +8
3973 80+9 885 1119 198 +9
381+4 120+ 8 92+6 Ausschluss 131 +8
394 +3 132+8 102+3 250 =7 102 8
396 +2 70+6 123+ 4 308 +8 152 +7
382+3 162+9 87+4 228 +8 164 +7
3903 106 + 8 90+4 2408 144 +8

Tabelle 25: Einzelwerte und Mittelwerte mit Standardabweichunigr funktionellen
Kapillardichte (fKD) im Bereich der Mukosa des tdien Kolons nach 48 Stunden
(Gruppen Vlal-el).

3.3.4. Leukozytensticking der Gruppen Via2-e2

Die Ergebnisse des Leukozytenstickings sind mit ederder Gefal3permeabilitat
vergleichbar. Bei gesunden Kontrolltieren (Gruppéa2) kommt dieses Phanomen
normalerweise kaum vor (0.4 * 0.2 Zellen/fyimAnders sieht es bei samtlichen
Colitis-Tieren aus (Gruppen VIb2-e2). Hier kommt &8 allen Gruppen zu einer
signifikanten Steigerung (p<0.01) des Leukozytehksigs gegenuber der Kontrollgruppe
(VIa2). Wiederum besteht zwischen der Colitisgrup@édb2) und der Endothelin-
gruppe (Vic2) kein wesentlicher Unterschied (VIb32.2 + 4.9 Zellen/mf vs.
Vic2: 48.7 + 5.0 Zellen/mA). Durch die Gabe des Endothelin-A-Rezeptor-Antésien
(Gruppe VId2) nimmt das Leukozytensticking im Veigh zur Colitisgruppe (VIb2)
signifikant ab (VId2: 17.2 + 1.4 Zellen/nfrus. VIb2: 52.2 + 4.9 Zellen/mmp<0.01). Der
COX-2-Inhibitor (Gruppe Vle2) hat einen &hnlichenffekt, auch er
das Colitisgpem  (VIb2)
(Vle2: 21.3 + 1.7 Zellen/mfnvs. VIb2: 52.2 + 4.9 Zellen/mmp<0.01). Der Unterschied
zwischen der Endothelin-A-Rezeptor-Antagonistengpeu (VId2) und der COX-2-

Inhibitor-Gruppe (Vle2) ist nicht signifikant (p£61) (Abbildung 26, Seite 66).

reduziert

Leukozytensticking im Vergleich zur signifikant
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Insgesamt wurden 195 Felder ausgezahlt, die jeyeailiEinzelwerte sind in Tabelle 27
(Seite 66) aufgefihrt.

GPM (%) GPM (%) GPM (%) GPM (%) GPM (%)
Gruppe Vial: Gruppe VIb1: Gruppe Vicl: Gruppe VId1: Gruppe Viel:
Kontrollgruppe Colitisgruppe Endothelingruppe ET-RA-Gruppe COX-2-Gruppe
n=40 Felder / n=35 Felder / n=40 Felder / n=35 Felder / n=40 Felder /
8 Tiere 7 Tiere 8 Tiere 7 Tiere 8 Tiere
54+5 2879 2907 96 +7 2235
74+4 280+9 325+6 121 +6 153+8
98+5 Ausschluss 357+6 113 +5 176 +6
78 x4 2037 317 +6 1385 241 7
66 +5 3107 397 +8 Ausschluss 121 +6
1015 422 +8 248 +6 142+ 6 134 +6
109 + 6 467 £ 8 3306 154 +7 213 +5
55+6 256 £ 8 255+6 112 +6 254 £5
795 329+8 315+6 125+ 6 189 +6

Tabelle 26:Einzelwerte und Mittelwerte mit Standardabweichdeg Gefal3permeabilitat (GPM)
im Bereich der Mukosa des distalen Kolons naclSd#den (Gruppen Vial-el).

3.3.5. Gewichtsverlauf der Gruppen Vla-e

Die gesunden Tiere (Kontrollgruppe Vla) nehmen staa Gewicht zu (1.6 + 0.4 %), im
Gegensatz dazu nehmen samtliche Colitis-Tiere (@mp/Ib-e) signifikant ab (p<0.01).
Bei den Tieren der Colitisgruppe (VIb) und der Eimddingruppe (VIc) ist diese

Gewichtsabnahme am starksten (VIb: -12.8 + 1.1 9%/ -10.8 = 1.2 %). Eine deutlich
geringere Gewichtsabnahme ist in der Endothelinexdptor-Antagonisten-Gruppe zu
verzeichnen (VId: -8.2 + 0.8 %). Der Unterschied @olitisgruppe (VIb) ist signifikant

(p<0.01). Auch die Gabe eines COX-2-Inhibitors (&re Vle) bewirkt gegeniber der
Colitisgruppe (VIb) eine signifikant geringere Gehisreduktion (Vle: -9.1 + 0.7 % vs.
Vib: -12.8 £ 1.1 %). Die Differenz zwischen dem [Biitelin-A-Rezeptor-Antagonisten
(Gruppe VId) und dem COX-2-Inhibitor (Gruppe VIlest inicht signifikant (p=0.1)

(Abbildung 27, Seite 67). In Tabelle 28 (Seite 68)erden die Einzelwerte

zusammengefasst.
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LS [zellen/mm ?
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Colitis

Endothelin

Gruppe Vla2: Gruppe VIb2: Gruppe Vic2: Gruppe VId2: Gruppe Vie2:
Kontrolle

ET-RA

COX-2-
Inhibitor

Abb. 26: Leukozytensticking (LS) der Gruppen Vla2-e2.
* = p<0.01 verglichen mit der Kontrollgruppe (Vla2)
° = p<0.01 verglichen mit der Colitisgruppe (VIb2).

LS (Zellen/mn)

LS (Zellen/mnv¥)

LS (Zellen/mnv¥)

LS (Zellen/mnv¥)

LS (Zellen/mnv¥)

Gruppe Viaz2: Gruppe VIb2: Gruppe Vic2: Gruppe VId2: Gruppe Vle2:
Kontrollgruppe Colitisgruppe Endothelingruppe ET-RA-Gruppe COX-2-Gruppe
n=40 Felder / n=40 Felder / n=40 Felder / n=35 Felder/ n=40 Felder /
8 Tiere 8 Tiere 8 Tiere 7 Tiere 8 Tiere

04+0.1 50.6 £5.3 69.8+5.3 154+19 27531
0.6+0.2 80.6 45 51.8+4.7 128+1.8 244% 1
0.7+0.3 58.9+6.4 16.6+5.9 Ausschluss 18.62+ 2
0.6+0.2 62.7+4.6 26945 179+10 16.7& 1
0.2+0.2 13.9+3.9 33.3+4.6 141+16 21551
0.5+0.2 61.4+4.7 59.5+5.0 23.2+1.3 19.2%1
0.2+0.2 46.1+5.7 48.6 +5.4 198+1.1 18.7&¢1
0.3+0.2 43.5+43 81.9+46 17211 23.8&1
0.4+0.2 522+49 48.7+5.0 17214 21.3%1

66

Tabelle 27: Einzelwerte und Mittelwerte mit Standardabweichutes Leukozytenstickings
(LS) im Bereich der Mukosa des distalen Kolons hnac48 Stunden
(Gruppen Vla2-e2).
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Abb. 27: Prozentualer Gewichtsverlauf der Gruppen Vla-e.
* = p<0.01 verglichen mit der Kontrollgruppe (Vla).
° = p<0.01 verglichen mit der Colitisgruppe (VIb).
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Kontrolle Colitis Endothelin ET-RA COX-2-
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Abb. 28: Hamatokrit der Gruppen Via-e.
* = p<0.01 verglichen mit der Kontrollgruppe (Vla).
° = p<0.01 verglichen mit der Colitisgruppe (VIb).

3.3.6. Hamatokrit der Gruppen Vla-e

Die gesunden Kontrolltiere (Gruppe Vla) haben eirEmatokrit von 45.8 £ 2.0 %. Im
Vergleich dazu ist dieser bei den Tieren der CGgiuppe (VIb) mit 48.8 £ 2.0 %
signifikant erhoht (p<0.01). Bei den Tieren der &im@dlingruppe (Vic) liegt der

Hamatokrit mit 46.6 £ 2.5 % zwischen diesen Wened weist zu beiden Gruppen (Via

bzw. VIb) keinen wesentlichen Unterschied auf. Degemuber ist der Hamatokrit der
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Endothelin-A-Rezeptor-Antagonisten-Gruppe (VId) 8@.0 = 2.8 % sowohl gegeniber
der Kontrollgruppe (Vla) als auch gegenuber deitiSgruppe (VIb) signifikant erniedrigt

(p<0.01). Dasselbe trifft fur die COX-2-Inhibitorr@pe (VIe) mit einem Hamatokrit von
425 + 3.0 % zu (p<0.01). Die Abweichung zwischear d&Endothelin-A-Rezeptor-

Antagonisten-Gruppe (VId) und der COX-2-Inhibitore@pe (Vie)
signifikant (p<0.01) (Abbildung 28, Seite 67).
Tabelle 29 (Seite 70) auf.

ist ebenfalls
Djeweiligen Einzelwerte fuhrt die

Gewichtsverlauf | Gewichtsverlauf | Gewichtsverlauf | Gewichtsverlauf | Gewichtsverlauf
(%) (%) (%) (%) (%)
Gruppe Vla: Gruppe Vib: Gruppe Vic: Gruppe VId: Gruppe Vle:
Kontrollgruppe Colitisgruppe Endothelingruppe ET-RA-Gruppe COX-2-Gruppe
n=16 Tiere n=15 Tiere n=16 Tiere n=14 Tiere n=16 Tiere
2.4 -14.3 -9.3 9.1 -9.9
11 -11.3 -11.3 -8.8 -10.3
0.9 Ausschluss -9.8 -7.9 -7.9
1.8 -12.1 -10.1 -8.1 -8.2
2.0 -11.7 -10.4 Ausschluss -9.3
15 -11.6 -11.2 -6.9 -8.9
14 -13.4 -12.1 -8.7 -9.7
1.9 -12.3 -13.4 -9.2 -10.2
11 -14.0 -10.2 -8.8 -8.6
0.9 -13.8 -9.2 -7.3 -9.4
1.7 -12.7 -11.9 Ausschluss -9.0
15 -13.6 -10.3 -7.5 -8.3
1.6 -11.5 -10.6 -6.9 -8.4
1.7 -12.5 -11.4 -8.9 -9.3
1.8 -11.9 -9.9 -9.2 -9.6
1.7 -14.6 -12.4 -7.8 -8.9

16+04 -128+1.1 -10.8+1.2 -8.2+0.8 -9.0.7

Tabelle 28: Einzelwerte und Mittelwerte mit Standardabweichuthgs Gewichtsverlaufs
innerhalb von 48 Stunden (Gruppen Vla-e).
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3.3.7. Urinausscheidung der Gruppen Vla-e

Die Kontrolltiere (Gruppe Vla) scheiden in dem Ustehungszeitraum von 48 Stunden
22.3 £ 1.0 ml Urin aus. Die Diurese der Colitisgpap(VIb) ist mit derjenigen der
Endothelingruppe vergleichbar (Vib: 12.4 £ 1.3 ml Vic: 14.5 + 1.0 ml). Gegenuber der
Kontrollgruppe (Vla) besteht ein signifikanter Urgtehied (p<0.01). Nach Gabe des
Endothelin-A-Rezeptor-Antagonisten (Gruppe VId) komes sowohl gegentber der
Kontrollgruppe (Vla) als auch gegenuber der Cdaitippe (VIb) zu einer signifikanten
Steigerung der Urinmenge (VId: 33.2 £ 1.8 ml, p4).®Ruch die Applikation des COX-2-
Inhibitors (Gruppe Vle) fuhrt gegeniber der Kontynlppe (VIa) und gegenuber der
Colitisgruppe (VIb) zu einer signifikant gesteigertDiurese (Vle: 26.8 £ 2.4 ml, p<0.01).
Zwischen der Endothelin-A-Rezeptor-Antagonistengpes (VIid) und der COX-2-
Inhibitor-Gruppe (Vle) besteht wiederum ein sigkainter Unterschied (p<0.01)
(Abbildung 29, Seite 69). Die Tabelle 30 (Seite f&bst die Einzelwerte zusammen.

p<0.01

40
35 1
30 1 s
25 1
20 -
15 1 ol T
10

Gruppe Vla: Gruppe VIb: Gruppe Vic: Gruppe VId: Gruppe Vle:
Kontrolle Colitis Endothelin ET-RA COX-2-
Inhibitor

Urinausscheidung [ml]

Abb. 29: Urinausscheidung der Gruppen Vla-e.
* = p<0.01 verglichen mit der Kontrollgruppe (Vla).
° = p<0.01 verglichen mit der Colitisgruppe (VIb).

3.3.8. Stuhlqualitat der Gruppen Via-e

Deutliche Unterschiede bestehen in der Qualitat 8éshls. Bei gesunden Tieren
(Gruppe Vla) ist dieser fest und geformt. Tiere deolitisgruppe (VIb) und der
Endothelingruppe (VIc) leiden hingegen unter DiaghBei den Tieren der Endothelin-A-
Rezeptor-Antagonisten-Gruppe (VId) sowie der COMHaibitor-Gruppe (Vle) ist der

Stuhl weicher als bei den Kontrolltieren (Via) lwaise ist er geformt.



Ergebnisse

70

Hamatokrit (%) | Hamatokrit (%) | Hamatokrit (%) | Hamatokrit (%) | Hamatokrit (%)
Gruppe Vla: Gruppe Vib: Gruppe ViIc: Gruppe VIid: Gruppe Vle:
Kontrollgruppe Colitisgruppe Endothelingruppe ET-RA-Gruppe COX-2-Gruppe

n=16 Tiere n=15 Tiere n=16 Tiere n=14 Tiere n=16 Tiere
44 49 45 35 44
47 53 44 38 46
42 Ausschluss 46 39 42
47 50 47 40 39
44 51 49 Ausschluss 42
42 48 46 38 39
45 48 47 40 45
48 50 50 45 38
47 46 45 42 46
47 47 50 37 38
45 47 44 Ausschluss 43
49 49 51 42 39
45 47 43 36 44
47 52 44 40 44
47 48 46 36 46
47 47 48 38 45

45.8+2.0 48.8+2.0 46.6 £2.5 39.0+2.38 423&

Tabelle 29: Einzelwerte und Mittelwerte mit
nach 48 Stunden (Gruppen Vla-e).

Standardabweichurttps Hamatokrits

3.3.9. Histologie der Gruppen Vla-e

Zum Untersuchungszeitpunkt, 48 Stunden nach deti€iduktion, zeigt sich das Bild

einer hochgradigen akuten Entziindungsreaktion lonider Ulceration der Schleimhaut,
massenhafter Infiltration von neutrophilen Granytem in der Lamina propria mucosae,
Kryptenabszessen und einem ausgepragten Odem damu8asa (Abbildung 30,

Seite 72). Eine derartig schwere Entzindungsreakimigen generell alle Colitis-Tiere
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(Gruppen Vlb-e), bei denen es zur Expression dditi€gekommen ist. Der Score weist
fur jede dieser Gruppen (VIb-e) einen signifikanténterschied zu den Kontrolltieren
(Gruppe Vla) aus (Score: Vla: 0.1 + 0.3 vs. VIb8 * 0.9 vs. Vic: 10.3 = 0.9 vs.
Vid: 9.3 £ 0.8 vs. Vle: 10.1 + 0.9, p<0.01). Zwischden Gruppen, bei denen eine Colitis
induziert wurde (Gruppen Vlb-e), finden sich kelheterschiede (Abbildung 31, Seite 72).
Samtliche Einzelergebnisse werden in Tabelle 3itg38) zusammengefasst.

Diurese (ml) Diurese (ml) Diurese (ml) Diurese (ml) Diurese (ml)
Gruppe Vla: Gruppe Vib: Gruppe Vic: Gruppe VId: Gruppe Vle:
Kontrollgruppe Colitisgruppe Endothelingruppe ET-RA-Gruppe COX-2-Gruppe
n=16 Tiere n=15 Tiere n=16 Tiere n=14 Tiere n=16 Tiere
22.4 12.4 14.3 35.0 25.2
21.9 13.1 16.2 32.2 23.5
23.2 Ausschluss 135 36.4 28.6
21.6 10.2 11.9 34.2 28.4
21.7 11.4 15.4 Ausschluss 23.9
23.1 13.5 14.6 32.6 24.6
214 14.0 13.9 32.9 25.4
23.6 14.2 14.1 31.9 22.9
21.7 12.7 15.1 325 26.1
22.4 11.4 15.5 317 254
22.6 10.8 14.4 Ausschluss 27.6
24.3 11.2 14.7 35.2 28.4
214 13.2 15.1 31.2 29.6
21.0 14.3 14.3 30.9 30.3
23.3 12.7 14.1 35.9 28.9
21.1 11.3 14.9 31.8 29.6
22.3+1.0 124+1.3 145+1.0 33.2+138 26384

Tabelle 30: Einzelwerte und Mittelwerte mit Standardabweichuter Urinausscheidung
innerhalb von 48 Stunden (Gruppen Vla-e).
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Abb. 30: TNBS-Colitis des distalen Kolons 48 Stunden naectiuktion. Hochgradige akute
Entziindung mit uniformem Bild: floride Ulceratidsew. Erosion der Schleimhaut, Granulo-
zyteninfiltration, Zerstérung der Lamina muscidamucosae, aktivierte Lymphfollikel (C),
Hamorrhagie (D) und massives Odem der Submukosa.

(A) Colitisgruppe (HE-Farbung, x100).
(B) Endothelingruppe (HE-Férbung, x40).
(C) ET-RA-Gruppe (HE-Farbung, x40).
(D) COX-2-Gruppe (HE-Farbung, x40).

* *
4
2
0 ‘ ‘
Gruppe Vla:  Gruppe Vlb:  Gruppe Vic:  Gruppe VId:  Gruppe Vle:

Kontrolle Colitis Endothelin ET-RA COX-2-
Inhibitor

[uy
N

[uny
o

[ee]

Histologischer Score [Punkte]
(o)}

Abb. 31: Histologischer Entzindungsgrad nach Colitis-ScaeGruppen Vla-e.
* = p<0.01 verglichen mit der Kontrollgruppe (Vla).
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Histologie Histologie Histologie Histologie Histologie
(Punkte nach (Punkte nach (Punkte nach (Punkte nach (Punkte nach
Score) Score) Score) Score) Score)
Gruppe Vla: Gruppe Vib: Gruppe Vic: Gruppe VId: Gruppe Vle:
Kontrollgruppe Colitisgruppe Endothelingruppe ET-RA-Gruppe COX-2-Gruppe
n=16 Tiere n=15 Tiere n=16 Tiere n=14 Tiere n=16 Tiere
0 10 10 10 11
0 10 9 9 10
0 Ausschluss 9 9 9
1 11 11 10 9
0 9 10 Ausschluss 12
0 9 10 11 9
0 11 11 8 10
0 11 11 9 11
0 9 9 10 11
0 10 11 9 10
0 9 11 Ausschluss 9
1 11 10 8 10
0 10 11 9 9
0 9 12 9 10
0 9 10 9 11
0 9 10 10 10
0.1+0.3 9.8+0.9 10.3+0.9 9.3+0.8 10.1+0.9

Tabelle 31: Einzelwerte und Mittelwerte mit Standardabweichudgs histologischen

Entziindungsgrades (Score) nach 48 Stunden (Grigipea).

73
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3.4. Krankengut

Die Frage, wie haufig am eigenen Krankengut eingculitis nachzuweisen ist, wurde an
56 Morbus Crohn- und 43 Colitis ulcerosa-Kolon-Resatn aus den Jahren 2002-2005
mit Hilfe immunhistologischer Farbungen mit dem Btiklzellmarker CD31 und dem
Pan-T-Zellmarker CD3 untersucht. Zur Kontrolle weirrdumorfreies Gewebe von
5 Patienten mit kolorektalem Karzinom aufgearbe{tedbelle 10, Seite 42). Daneben
wurde die Verteilung der Vasculitis in Bezug aué @inzelnen Schichten der Darmwand
analysiert. Schlie3lich erfolgte die Bestimmung de&stziindungsgrades mittels eines
Colitis-Score’s (Tabelle 11, Seite 43) und der V@Edh mit dem semiquantitativ
bestimmten Ausmal der Vasculitis.

3.4.1. Auftreten einer Vasculitis im gesunden Kolon

Im gesunden Dickdarm kommt eine Vasculitis in keirger Wandschichten vor
(Tabelle 32, Seite 76). Die Abbildung 32 (Seite Z4)gt zum Vergleich histologische
Schnitte von normalem Kolon.

Abb. 32: Histologische Schnitte von normalem Kolon (HE-Féudpu

(A) Ubersichtsaufnahme (x20):
Deutlich sind die einzelnen Darmwandschichten &emmen: Tunica mucosa (Tm), Tela submucosa
(Ts) und die kraftige Tunica muscularis (Tmu).

(B) Detailaufnahme der Tunica mucosa (x100):
Typische Kryptenarchitektur mit Becherzellen (obd?&il) und Lamina muscularis mucosae (unterer
Pfeil).
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3.4.2. Auftreten einer Vasculitis bei Morbus Crohn

Beim Morbus Crohn zeigen zahlreiche Praparate (n=3fur eine geringe
Entziindungsaktivitdt mit einem Entzindungsgrad ¥ba“ (Abbildung 33a+hb, Seite 77).
Eine Vasculitis tritt in diesen Praparaten nichff. aduegt ein Entzindungsgrad ,3“
(Abbildung 33c, Seite 77) vor, so lasst sich eirssadlitis in 82% (9 von 11 Fallen) und
bei einem Entzindungsgrad ,4“ (Abbildung 33d, Séi® in 100% (9 von 9 Fallen)
nachweisen. Die Vasculitis mit vermehrter Adhéasiom neutrophilen Granulozyten und
zum Teil auch CD3 positive T-Zellen am Endothelriffetdabei nicht nur die Kapillaren
der Mukosa, sondern kommt in allen entzindlich needten Wandschichten vor. Bei
fissuraler Entzindung sind auch groRere Gefal3deferén Wandschichten betroffen
(Abbildung 34, Seite 78). Eine unmittelbare Bezigdnder Vasculitis zu Granulomen fand
sich nur in 3 Fallen, so dass eine ,granulomatoascMlitis” in 5.4% auftrat, sdmtliche
dieser Praparate hatten einen Entzindungsgrad ABbildung 35, Seite 79). Bei den
56 untersuchten Resektaten betragt der mittlereliadungsgrad 2.3 £ 1.0 Punkte (Score),
in 32% gelingt der Nachweis einer Vasculitis (T#éb8R, Seite 76).

3.4.3. Auftreten einer Vasculitis bei Colitis ulcerosa

Der Entzindungsgrad samtlicher Colitis ulcerosaeRide liegt zwischen ,2“ und ,4*

(Abbildung 36, Seite 80). Eine Vasculitis tritt belen 16 Resektaten mit einem
Entzindungsgrad ,2" nicht auf, bei einem Entzindgngd ,3“ findet sich diese in 57%
(8 von 14 Féllen) und bei einem Entziindungsgradig4100% (13 von 13 Fallen). Die
Vasculitis, die durch gesteigerte Adhasion von rogltilen Granulozyten und zum Teill
auch CD3 positive T-Zellen am Endothel charakterisist, ist nur in der entzindlich
veranderten Tunica mucosa nachweisbar (Abbildung S&ite 81). Der mittlere

Entzindungsgrad der 43 untersuchten Resektategb&u@ + 0.8 Punkte (Score), wobei
der Nachweis einer Vasculitis in 49% gelingt (Té&8R, Seite 76).
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Nachweis einer | Nachweis einer| Nachweis einer
. Vasculitis Vasculitis Vasculitis
Entziindungsgrad
(Score) Kontrollen Morbus Crohn | Colitis ulcerosa
(n=5) (n=56) (n=43)
0 - n=0/1 -
1 - n=0/11 -
2 - n=0/24 n=0/16
3 ) n=9/11 n=8/14
(82%) (57%)
4 ) n=9/9 n=13/13
(100%) (100%)
Mittlerer
(Score) -
Nachweis einer 32% 49%
Vasculitis

Tabelle 32: Nachweis einer Vasculitis in Abhangigkeit vom Emdingsgrad
bei Kolonresektaten von Patienten mit Kolonkawmin (Kontrollen), Morbus
Crohn bzw. Colitis ulcerosa.
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Abb. 33: Morbus Crohn, verschiedene Grade der Entziindungpesthend Tabelle 11 (Seite 43)
klassifiziert, HE-Farbung.

(A) Grad 1 (x100):
Mildes Odem und Rundzellinfiltrate in der Laminapria mucosae (Pfeil).

(B) Grad 2 (x100):
Zunehmende Infiltration von Rundzellen in der Lamirpropria mucosae verbunden mit
Kryptenabszessen (linker Pfeil) und dilatierten &&eh (rechter Pfeil).

(C) Grad 3 (x20):

Transmurale Entziindung mit gestorter Kryptenarkhite (oberer Pfeil), eitrig abszedierender
Entziindung (Kreis) sowie aktiviertem lymphatisci@&swebe mit Ausbildung von Sekundarfollikeln
(unterer Pfeil).

(D) Grad 4 (x20):
Schwere transmurale Entziindung mit Ulceration @b&feil) und entzindlich verdickter Tunica
serosa i. S. einer Peritonitis (unterer Pfeil).
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Abb. 34: Morbus Crohn, Entziindungsgrad 4 entsprechend Babkl(Seite 43).

(A) Entzindliche Infiltration der Wand eines mittelkalgen Gefalles mit Verdickung der Intima (Pfeil)
(HE-Farbung, x200).

(B) Charakteristischer GefaRaufbau einer Vene mit ottesneerbreiterter Intima (Pfeil) (Elastika van
Gieson, x200).

(C) Darstellung der Endothelien (Pfeil) mittels des @helzellmarkers anti-CD31 (APAAP-Methode,
x200).

(D) Darstellung von T-Zellen mittels des Pan-T-Zellneagk anti-CD3. Transmurale Infiltration der
GefaBwand durch T-Zellen (Pfeil) entsprechend evfasculitis (APAAP-Methode, x200).
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Abb. 35: Morbus Crohn, granulomatdse Vasculitis, Entzindgraygs 4 entsprechend Tabelle 11
(Seite 43).

(A) HE-Farbung (x20):
Schwere chronisch floride, ulcerierende, granufideesowie fissurale (rechter Pfeil) Entziindung
mit aktiviertem lymphatischen Gewebe und Ausbilduog Sekundarfollikeln (linker Pfeil).

(B) HE-Farbung (x100):
Nachweis von epitheloidzelligen Granulomen (Kreise)

(C) HE-Farbung (x200):
Vergrollerung eines epitheloidzelligen Granuloms a&lb. 35 (B) (s. Pfeil), welches sich in
unmittelbarer Beziehung zu GeféalRen befindet (Kreis)

(D) Immunhistologie anti-CD31 (x200):
Darstellung der Endothelien mittels CD31 (Pfeil)adDGefal3 liegt unmittelbar an dem Granulom
(Kreis).
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Abb. 36: Colitis ulcerosa, verschiedene Grade der Entziindemgprechend Tabelle 11 (Seite 43)
klassifiziert, HE-Farbung.

(A) Grad 2 (x100):
Dickdarmschleimhaut mit geringer chronischer Entaiimg (Rundzellinfiltrate) in der Lamina propria
mucosae (oberer Pfeil) und partiellem Schleimhabtum(unterer Pfeil).

(B) Grad 3 (x100):
Deutlich Zunahme der Entziindung mit Kryptenabszessel Kryptendestruktion (Pfeil).

(C) Grad 4 (x100):
Schwere floride Entziindung mit Granulozyteninfigra (mittlerer Pfeil), dilatierten GefalZen (unterer
Pfeil) und Ulceration (oberer Pfeil).
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Abb. 37: Colitis ulcerosa, Entziindungsgrad 4 entsprechetkile 11 (Seite 43).

(A)
(B)
©

(D)

Eitrige Kryptitis und zahlreiche Kryptenabszesskei{lP(HE-Farbung, x100).

Entzundliche Beteiligung von kapillaren GefaRere{lej (HE-Farbung, x250).

Immunhistologische Darstellung der Kapillaren (Bfemit einem Antikdrper gegen das von
Endothelzellen exprimierte CD31 Antigen bei dichteBmtzindungsinfiltrat der Schleimhaut
(APAAP-Methode, x400).

Zahlreiche CD3 positive T-Zellen, die teilweise saobothelial liegen (Pfeil) entsprechend einer
Vasculitis (APAAP-Methode, x400).
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4. DISKUSSION

4.1. Atiologie und Pathogenese der chronisch entziindligim Darmerkrankungen
Atiologie und Pathogenese der chronisch entzinelflicarmerkrankungen, Morbus
Crohn und Colitis ulcerosa, sind trotz zahlreicheuer wissenschaftlicher Erkenntnisse
der letzten Jahre weiterhin ungeklart. Einigkeitstbht lediglich dariiber, dass eine
komplexe Interaktion von genetischen Faktoren unaaélteinflissen die Erkrankungen
charakterisieren. Moglicherweise triggern exogederanfektiosse Agenzien den Beginn
der Erkrankung bzw. beeinflussen den Verlauf déndtgenese, wobei die Schadigung des
Gewebes durch die ablaufenden immunologischen BReakt vermittelt wird. Weiter
bestehen kaum Zweifel, dass zur Manifestation dewakung genetische Faktoren
pradisponieren [125]. Die zunehmende immunologig€aentnis, welche Mediatoren die
Entzindungsprozesse triggern, welche Zytokine pnod welche antiinflammatorisch
wirken und wie die Immunantwort im Bereich der Dadomleimhaut induziert und
moduliert wird, hat zwar inzwischen zu neuen Theaptionen (z.B. anti-TNdé
(Infliximab)) gefihrt, doch haben auch diese einchhi zu vernachlassigendes
Nebenwirkungsrisiko [126-129]. Das mangelnde Vewitds von Atiologie und
Pathogenese der chronisch entziindlichen Darmenkngak flhrt zu einer unzureichend
spezifischen Therapie, wobei sowohl etablierte @€h neuere Therapieansatze mit
teilweise schwerwiegenden Nebenwirkungen behaifted §£28, 29, 128]. Vor diesem
Hintergrund wird intensiv nach verbesserten undenetiherapieoptionen als Alternative

gesucht.

In diesem Zusammenhang wird immer wieder die Mikka#ation und deren Einfluss auf
Pathogenese und Verlauf der chronisch entzindli€l@merkrankungen diskutiert. Liel3e
sich ein derartiger Einfluss nachweisen, so bestahd Moglichkeit flr einen anderen

therapeutischen Ansatz.

4.2. Die Bedeutung der Mikrozirkulation im Rahmen der Pahogenese der chronisch
entztindlichen Darmerkrankungen

Schon frihzeitig, im Jahre 1933, berichteten Gingbund Oppenheimer Uber die
klinischen und pathomorphologischen Parallelen awéa dem Morbus Crohn und der
ischamischen Colitis [52]. Marston et al. konnte®69 in einer tierexperimentellen

Untersuchung an Hunden zeigen, dass die mechanategung der Kolondurchblutung
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zu unterschiedlich schwergradigen Schleimhautulimeran fuhrt [53]. Es ist daher nicht
verwunderlich, dass es eine Vielzahl an Studient, gitie die Bedeutung der

Mikrozirkulation bei den chronisch entzindlichenrDarkrankungen untersuchen.

4.2.1. Morphologische Untersuchungen der Mikrozirkulation

Die Angioarchitektur wurde zunéchst Ende der 6@ére in mehreren angiographischen
Studien beschrieben, die allerdings insgesamt wléchlich waren [55-58]. Diverse
histologische Untersuchungen beschrieben zwar derangen der GefalRe, doch waren
diese zur Anschauung des Gefal3musters ungeeig®e61]5 So folgten zunachst
mikroangiographische Studien an Operationspraparabé unterschiedlichen Frage-
stellungen, letztlich lie sich auch durch diesedevedie Angioarchitektur, noch deren
Abhangigkeit von zu Grunde liegender Erkrankung .bzom Krankheitsstadium eindeutig
charakterisieren [62-65].

Unter Berlcksichtigung des Aufwands, die GefalBmaolgiie bei den chronisch
entziindlichen Darmerkrankungen zu charakterisieegstaunt es schon, dass erst 1989
eine Studie erschien, die mittels klassischer Md#ho der Morphologie dieser
Fragestellung nachging. Die Arbeitsgruppe um Waleffertigte erstmals Aufhellungs-
praparate nach der von Spalteholz Anfang des fetidbrhunderts etablierten Methode an
[50, 66]. Parallel dazu fihrten sie auch elektrondénoskopische und raster-
elektronenmikroskopische Untersuchungen durch. iBaasf dem Boden einer fokalen
Arteriitis verschlossene Arterien, vorwiegend im r@eh der Tunica muscularis,
beobachteten, entwickelten Wakefield und Mitarlvedte Hypothese einer multifokalen
gastrointestinalen Infarzierung in der Pathogendss Morbus Crohn [50]. Spéater
postulierten sie, dass diese chronische granul@maat@sculitis die Reaktion auf eine im
GefaRendothel persistierende Maserninfektion s@i5[. Uber das Vorkommen einer
lokalen Vasculitis wurde bereits 1949, allerdings Bolitis ulcerosa, von Warren und
Sommers berichtet [54]. Bis 1993 gab es ledigligleizweitere gefalRmorphologische
Studien, die die Angioarchitektur untersuchten. eEirasterelektronenmikroskopische
Studie bei Colitis ulcerosa aus dem Jahre 1971 (#id eine Studie an Aufhellungs-
praparaten bei Morbus Crohn aus dem Jahre 1992If68]eser Arbeit wurde aber in der
Diskussion nicht auf die interessante Hypothese Wakefield et al. aus dem Jahre 1989

eingegangen [50].
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4.2.1.1. Eigene Vorarbeiten

Die Hypothese von Wakefield et al., nach der edeinPathogenese des Morbus Crohn zu
einer multifokalen gastrointestinalen Infarzierukgmmt [50], sollte daher durch eigene
Untersuchungen Uberprift werden. Dazu erfolgte nmelst eine systematische
vergleichende Untersuchung der beiden chronischiaedtichen Darmerkrankungen. Zur
detaillierten Beschreibung der GefaRRarchitektur isoder terminalen Strombahn bei
Morbus Crohn und Colitis ulcerosa wurden insgesa&t frische Dickdarmresektate
sowohl fur die Rasterelektronenmikroskopie als afichdie Lichtmikroskopie prapariert
und analysiert. Im floriden Stadium der Erkrankdimglet sich bei beiden Erkrankungen:
1. Eine Zerstorung des mukdsen Kapillarplexus, iBe Enassive Dilatation submukoser
Venen, 3. Kaliberspringe im Grenzbereich der Tummascularis und 4. Eine Rare-
fizierung der durch die Tunica muscularis ziehen@afalle. Im chronischen Stadium
kommt es beim Morbus Crohn zu einer Rarefizieruag periorifiziellen Kapillarnetzes
(honeycomb-like plexus) und bei der Colitis ulceraaus einem deutlichen Umbau der
Schleimhautangioarchitektur [70, 71]. Eine artégigDkklusion im Bereich der Tunica
muscularis, wie von Wakefield et al. beschriebed],[sonnte nicht nachgewiesen werden,
so dass die Hypothese einer multifokalen gastrsiima&en Infarzierung aufgrund der
eigenen morphologischen Befunde nicht nachvollzageren kann.

4.2.2. Funktionelle Untersuchungen der Mikrozirkulation

Die Vorversuche machten aber auch deutlich, dasshashéngig von der Methodik ein
generelles Problem aller morphologischen Studien vien der Morphologie auf die
Funktion zu schlieBen. Daher sind fur die Fragehrder Bedeutung der Mikrozirkulation
im Rahmen der Pathogenese und des Verlaufs demisbho entziindlichen Darm-

erkrankungen derartige funktionelle Untersuchungeerlasslich.

Schon vor Uber 40 Jahren wurde daher versuchterdiemge mittels Radioisotopen bei
Patienten mit Colitis ulcerosa nachzugehen. Bacdmeschrieb zwei unterschiedliche
Zirkulationsmuster; entweder liel3 sich eine verramel Durchblutung, die als vasculare
Insuffizienz interpretiert wurde, oder aber einstggerte Durchblutung nachweisen, die
durch arteriovendse Shunts bedingt sein sollte.[@@jgesehen davon, dass derartige
Shunts bei den eigenen Untersuchungen nicht nacegenvwerden konnten, zeigt sich an

dieser Interpretation der Befunde, wie problematies auch umgekehrt ist, funktionelle
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Befunde ohne detaillierte Kenntnisse der Pathonuqggfie einzuordnen [70, 71]. Weitere
funktionelle Untersuchungen erfolgten in vitro anpetationsresektaten durch die
Arbeitsgruppe um Hultén. Sie beschrieben eine Abigkeit der Durchblutung vom
Entzindungsgrad. Bei schwerer Colitis fand sich bmtden Erkrankungen ein deutlich
gesteigerter Blutfluss, insbesondere im BereichMigkosa und Submukosa, wo hingegen
dieser im Bereich der Muskularis normal war. Beihgnder" Colitis war der Blutfluss in
allen Schichten normal bzw. eher reduziert. Zu repheutlichen Reduktion kam es im
Fibrosestadium des Morbus Crohn [72, 73].

Durch die technische Entwicklung konnten schlidfidliweitere Untersuchungen an
Patienten mit chronisch entziindlichen Darmerkraglkanin vivo erfolgen. Mit Hilfe der
endoskopischen Spektrophotometrie untersuchte dbeisgruppe um Leung 1989 13
Patienten mit aktiver chronisch entzindlicher Dakrenkung; sie sahen einen
gesteigerten Blutfluss. Bei 6 in Remission beficldin Patienten war der Blutfluss in der
Nachuntersuchung wieder normal [74]. Ebenfalls #spgkotometrisch gelangten
Tsujii et al. 1995 zu einem anderen Ergebnis; s&chrieben bei aktiver Colitis ulcerosa
eine gestorte Mikrozirkulation der Mukosa mit Kosglen und Hypoxie [75]. Ebenfalls
1995 verdffentlichten Guslandi et al. eine Studre,der sie Colitis ulcerosa-Patienten
mittels endoskopischer Laser-Doppler-Flowmetrieetsuchten. Bei der Messung des
rektalen Blutflusses von 20 Patienten mit aktivawbinaktiver Colitis fand sich in beiden
Phasen der Erkrankung eine signifikante Reduktemntukosalen Perfusion. Die Autoren
schlussfolgerten, dass die gestorte Mikrozirkutatimoglicherweise bei der Colitis
ulcerosa pathogenetisch bedeutsam sei und dagsaliestuell das Rezidiv begunstige, da
sie auch bei inaktiver Colitis nachweisbar war [76]

4.2.3. Weitere Hinweise auf die Bedeutung der Mikrozirkulaion

Neben diesen morphologischen und physiologischarrsichungen der Mikrozirkulation
gibt es noch eine Reihe weiterer Studien und ldhes Beobachtungen, die auf eine
pathogenetische Bedeutung der Durchblutung bei démonisch entzindlichen

Darmerkrankungen hinweisen.

Schon vor Jahren wurde das Auftreten eines "Alahn", d.h. der zweite
Erkrankungsgipfel jenseits des 60sten Lebensjamng, der Mikrozirkulation in

Zusammenhang gebracht [77, 78]. Furst et al. wntbten Resektate von Morbus Crohn-
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Patienten, die zum Zeitpunkt der Operation 65 Jabex alter waren. Sie fanden bei 80%
Veranderungen der Wandstruktur kleiner Gefal3e sewie Neigung zur Thrombose oder
Einblutung. Sie schlussfolgerten, dass die Ergslerigr die Hypothese sprechen, nach der

die Ischamie in der Pathogenese des ,Alters-Creime Rolle spielt [77].

Dass rauchende Morbus Crohn-Patienten einen ungérest Krankheitsverlauf haben,
konnte wiederholt gezeigt werden. Dabei fuhrt dikdinzufuhr méglicherweise zu einer
verminderten Durchblutung des Darms mit der FolgeekEkazerbation [79-83]. Vice versa
sind die Verhaltnisse interessanterweise bei deliti€aulcerosa; hier bewirkt die
Nikotinzufuhr, sei es durch Inhalation oder Uber Bflaster, einen milderen Verlauf der
Erkrankung [79, 84, 86-88].

Weitere Hinweise auf die Relevanz der Mikrozirkidatgeben Arbeiten, die Uber einen
positiven Effekt der Heparin-Gabe auf den Verlawdr cchronischen entziindlichen

Darmerkrankungen berichten [89-92].

Des Weiteren scheint eine anatomische Beziehungchen Ulceration und mesenterialer
Eintrittsstelle der Arterien in die Tunica muscigazu bestehen [62, 94-96]. Anthony et al.
vermuten, dass es sich bei den Vasa recta brevestaiminalen lleums, die das
mesenteriale Schleimhautareal versorgen, um fumédi® Endarterien handelt. Bei einer
Ischamie ware diese Region somit besonders beatroffié der Folge eines bevorzugten
Auftretens der Ulcera im Bereich des Mesenteriataes [94].

Und schlief3lich noch ein bedeutender Befund, dédeuRelevanz der Mikrozirkulation
hinweisen kdnnte. In homogenisierten Gewebeprolmn Ratienten mit Morbus Crohn
resp. Colitis ulcerosa konnten signifikant erhé8peegel des Vasokonstriktors Endothelin
nachgewiesen werden. Mdglicherweise fuhrt die dudds Endothelin verursachte
Vasokonstriktion zu einer Ischamie, die fiur die Hégenese und den Progress der

Erkrankung relevant ist [97-99].
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4.2.4. Schlussfolgerungen aus den Untersuchungen tber diéikrozirkulation

Obwohl es somit seit Uber 70 Jahren zahlreiche Hissv auf die pathogenetische
Bedeutung der Mikrozirkulation bei den chronischizéndlichen Darmerkrankungen in
der Literatur gibt, stehen systematische Untersugbn dieses Teilaspektes der
Pathogenese bislang aus. Dabei wird deutlich, dassdie detaillierte Kenntnis von
Pathomorphologie und Pathophysiologie und deren emgtige Abhangigkeit
voneinander die Voraussetzung schafft, um die Biedgu der Mikrozirkulation im
Rahmen der Pathogenese bei den chronisch entzigadliDarmerkrankungen beurteilen

zu kdénnen.

FUr systematische Untersuchungen der pathogenetisRielevanz der Mikrozirkulation
sind Untersuchungen an Patienten mit chronischiedtchen Darmerkrankungen sei es
in vivo oder in vitro als problematisch anzusehdges nicht gelingen kann, den Verlauf
und hier insbesondere das Frihstadium der Erkrankoethodisch zu analysieren. Ein
weiteres Hindernis ist, dass die Intravitalmikrgsiep die als Goldstandard fur Studien der
Mikrozirkulation gilt, am humanen Darm technisclehti moglich ist. Somit ist der Weg

zur Charakterisierung der Mikrozirkulation Uber geeignetes Tiermodell unumganglich.

Ein solches Tiermodell stand zu Beginn der Studieriht zur Verfigung, da frihere
Versuche der intravitalmikroskopischen Untersuchuaigm Kolon der Ratte nicht
erfolgreich waren [101]. Die erfolgreiche Etabliegueines derartigen Tiermodells wirde
allerdings nicht nur die systematische Charakeisig der Mikrozirkulation ermdglichen,
sondern ware auch die Voraussetzung fir die Evaiogealternativer Therapieoptionen,

nach denen intensiv gesucht wird.

Bei der Auswahl eines geeigneten Tiermodells spiedewohl allgemeine als auch
spezielle Uberlegungen eine Rolle. Man muss sichiubst sein, dass unter samtlichen
rezenten Tiermodellen keines existiert, welches Kmmnplexitat und den natirlichen
Verlauf der humanen Colitis reprasentieren konmtennoch haben tierexperimentelle
Studien unser Verstandnis von den komplexen Abrabk den chronisch entztindlichen
Darmerkrankungen erheblich beeinflusst [100]. Dieswahl der Modelle richtet sich

somit nach der Fragestellung und dem jeweiligeta$pekt der untersucht werden soll.
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Bei der Wahl eines Modells zu Studien der Mikroaldtion spielten folgende
Uberlegungen und Anforderungen eine Rolle. Das Mazi#lte einerseits etabliert, gut
charakterisiert, leicht verfigbar und reproduzierb&ein sowie wesentliche
pathomorphologische Merkmale des Morbus Crohn baer Colitis ulcerosa
widerspiegeln. Andererseits sollte die GefaRanatomes gesunden Tieres der des
Menschen weitgehend entsprechen, um eine gewissalelthbarkeit mit z.B.

endoskopisch erhobenen Befunden der Durchblutwngdgétzlich zu ermdéglichen.

Die Wahl fiel daher auf Colitis-Modelle der Rati#&im einen weil die Angioarchitektur
bei dieser Spezies bereits charakterisiert wordeérumd so der Vergleich mit eigenen
Voruntersuchungen am menschlichen Kolon mdglich. wam anderen weil es unter den
bekannten Colitis-Modellen der Ratte eine gro3ewsld gibt, die den oben aufgefiihrten
Anforderungen genugen.

4.3. Tierexperimente

4.3.1. Material und Methode

4.3.1.1. Angioarchitektur des Kolons beim Menschen und bei er Ratte

Sowohl fur intravitalmikroskopische Studien der Kkbkirkulation als auch fur die
Vergleichbarkeit mit der humanen Colitis sind détate Kenntnisse der Angioarchitektur
sowie der Endstrombahn der Ratte bzw. des Menseimenwichtige Voraussetzung. Wie
oben dargelegt sind funktionelle UntersuchungeredBertcksichtigung der Morphologie

letztlich nicht sinnvoll.

Von der parallel zur Darmlangsachse verlaufendendBR&ade — auch Marginalarterie
genannt — zweigen beim Menschen und bei der R&i&3@ ab, die im rechten Winkel zur
Darmwand ziehen und als Vasa recta bezeichnet weR&le werden in Vasa recta longa
und Vasa recta breves unterteilt (Abbildungen 38 88, Seite 89 und 90) [70, 71, 130-
133].

Die Vasa recta longa verlaufen subseros und unegreién Darm zangenférmig, wobei sie
antimesenterial nicht regelhaft miteinander anastienen. Die Vasa recta breves dringen

in grofRer Zahl beidseitig der Taenia mesocolicdienDarmwand ein. Unter Aufzweigung
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und Bildung eines muskuléren Plexus zur Versorgdeg Tunica muscularis ziehen sie

weiter zur Tela submucosa.

Rete capillarum mucosae Rete intermuscularis
} Rete submucosum | Rete subserosum

Abb. 38: Schematische Darstellung der Gefallversorgung desahiéchen Kolons (modifiziert nach
[130]): Die Vasa recta der Randarkade teilen gictier Tela subserosa (S) in Vasa recta brevear(d)
Vasa recta longa (2) auf. Sie durchdringen dast®h longitudinale (ML) und das Stratum
circulare (MC) der Tunica muscularis (3) und bildden muskularen Plexus (4) (s. Abb. 1a, Seite 15)
In der Tela submucosa (SM) bilden sich submukéigeaden (3a) (s. Abb. 41, Seite 91), die das
Kapillarnetz der Tunica mucosa (M) speisen. TBunica serosa.

Bei beiden Spezies, Mensch und Ratte, zweigen dilsubmukosen Arteriolen an
der Kryptenbasis in Kapillaren auf, die entlang #@ypten geschlangelt zu deren
Offnungen aufsteigen. Dort anastomosieren sie nateler und bilden ein
wabenférmiges periorifizielles Gefaldnetz (sog. lyonenb-like plexus), welches die
Kryptenoffnungen umgibt. Dieser ausgedehnte subelmie Plexus wird vom
Darmlumen nur noch durch die Basalmembran und dmiha epithelialis mucosae
getrennt. Die Drainage erfolgt Uber Venulen (scmBelvenulen), die sich ebenfalls
auf dieser Ebene befinden. Eine Sammelvenule @rainetwa 6 Krypten
(Abbildungen 40 und 41, Seite 91) [70, 71, 133].
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Abb. 39: Mikroradiographie (A) und schematische Darstell{BYy der GefaRversorgung
des Rattenkolons (enthnommen aus [131]):

(A) Zur Darstellung kommen Vasa recta (a) der Rand&ké), der muskulare

Plexus (b) sowie terminale Arteriolen (c).

Makroskopische Gefal3anatomie des Rattenkolons eimes drei Abschnitten:
Zoekum (C), proximales Kolon (PC) und distalkedon (DC). Aus der Aorta (A)
entspringen die A. mesenterica superior (Smd)die A. mesenterica inferior (Cma),
die die Randarkade (MA) speisen. Von hier aeben die Vasa recta (Ra) in die
Darmwand und bilden den muskularen Plexus (Cen dem terminale

Arteriolen (Ta) ausgehen. Das Uberlappendedrgungsgebiet der Sma und der Cma
ist mit ,Omf* bezeichnet.

Zum Vergleich sei noch einmal die intravitalmikropische Aufnahme (s. Abbildung 7,
Seite 28) gegenibergestellt. Die Erythrozyten, diger dem Fluoreszenzmikroskop

deutlich erkennbar sind, bewegen sich in dem harapelike plexus, der unmittelbar

unterhalb der Basalmembran und der Lamina epitigehi@ucosae verlauft (Abbildung 42,

Seite 92).
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Abb. 40: Schematische Darstellung der terminalen Strombahn
des Rattenkolons (entnommen aus [133]): Die augfstelen
mukosalen Kapillaren bilden ein periorifizielles f&@netz,
welches Uber Sammelvenulen (mucosal collecting leshu
drainiert wird.
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Abb. 41: Ultrastrukturelle Darstellung der terminalen Str@hb des menschlichen Kolons (nach

Kruschewski [70, 71]):

(A) Aufgehelltes Gelatine-Injektionspraparat, Langs#thr31): Submukose arterielle Arkadé& ) und
submukése Venen (Vv.). Oberhalb davon Kapillarnéez Tunica mucosa mit honeycomb-like
plexus.

(B) Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme eines Kanspraparates, Ansicht von luminal (x40):
Um die Kryptenéffnungen regelmafBig angeordnetesillaapetz (honeycomb-like plexus). Die
Drainage erfolgt iber Sammelvenuleh)(
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Abb. 42: Intravitalmikroskopische Aufnahme der Kolonmukosa
der Ratte (x320): Im honeycomb-like plexus fluoresande
Erythrozyten.

Zusammengefasst findet sich bei Mensch und Ratt®ldam makroskopischen als auch
insbesondere im ultrastrukturellen Bereich der beahen Strombahn eine vergleichbare
Angioarchitektur. Somit erflllt die Spezies Rattenee wichtige Voraussetzung fir

Untersuchungen der Mikrozirkulation, zumal auch mstologischen Vergleich viele

Gemeinsamkeiten bestehen [134].

4.3.1.2. Tiermodelle der chronisch entziindlichen Darmerkrankungen

Das ideale Tiermodell fur die chronisch entzindlithDarmerkrankungen ware ein
Modell, das in allen Aspekten der Erkrankung mit kdemanen Colitis identisch ist. Dies
beinhaltet neben einer gemeinsamen Atiologie urtidganese auch einen gemeinsamen
chronisch rezidivierenden Verlauf, der sich duragdsdlben Faktoren positiv oder negativ
beeinflussen liel3e. Dieses ideale Tiermodell kagwog¢h nicht existieren, wenn man sich
vergegenwartigt, dass es kein (ideales) Modell rek@ankheitsentitat geben kann, die
selber unzureichend definiert ist. Somit weisee akrfligbaren Modelle eine mehr oder
minder ausgepragte Ubereinstimmung hinsichtlich ol&tie, Erkrankungsschwere,
Verlauf der Erkrankung und Histologie auf [103].ik&s der Modelle hat allerdings einen

wirklich chronisch rezidivierenden Verlauf mit Ression und erneutem Schub oder zeigt
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extraintestinale Manifestationen, wie sie bei danonisch entztindlichen Erkrankungen
vorkommen [100].

Ein Argument, welches héaufig gegen Colitis-Modealigefihrt wird, ist die Tatsache, dass
das Kolon unabhangig von der eigentlichen Erkragkursache bzw. von verschiedenen
toxischen Agenzien nur eine limitierte stereotypsaRionsmoglichkeit besitzt und dass
daher eher Phénotypen als komplexe Stérungen tieffeiverden [135]. So wird z.B. die
durch unterschiedliche immunvermittelte Modelleunirte Colitis nicht als spezifische
Antwort auf eine Reaktion vom verzbgerten Typ odés Immunkomplex-vermittelte

Reaktion interpretiert, sondern als uniforme Reaktles Kolons [103].

Obwohl Tiermodelle somit nicht die Komplexitat urden natdrlichen Verlauf der

humanen Colitis reprasentieren kdnnen, sind sienatdn nicht zuletzt weil sich viele

Studien aus ethischen Grinden am Menschen verbogtensich Fragen z.B. bzgl. der
Pathogenese nur schwer beantworten lassen, in derdl@genforschung ein wichtiges
Element zur Klarung von Teilaspekten dieses Kraigbddes. Wenn man daher

bertcksichtigt, dass Tiermodelle haufig nur gewiGssichtspunkte der Pathophysiologie
reflektieren, so hangt die Qualitat der Antworterisehieden von der der experimentellen
Fragestellung ab. So wurden viele wichtige Erkeissttber die chronisch entziindlichen
Darmerkrankungen, insbesondere Uber die inflamnsateen Ablaufe auf molekular-

biologischer Ebene, durch eben diese Tiermodeleogaen. Die zunehmende Zahl an
Studien, die Tiermodelle zur Erforschung pathopdiggiischer Mechanismen und neuer
Therapien einsetzt, unterstreicht eindrucksvoledeBedeutung [100, 103].

Grundsatzlich gibt es zwei Arten von Tiermodellesr €olitis. Zum einen Modelle, bei
denen die Colitis ,natirlich® vorkommt und spontaimne exogene Faktoren ablauft, zum
anderen die grol3e Gruppe, bei der die Colitis emtwelurch Applikation eines Agens
oder durch Manipulation normaler physiologischenZesse experimentell induziert wird
[102]. Eine Ubersicht Uber die spontanen Modeller adironisch entziindlichen
Darmerkrankungen gibt die Tabelle 33 (Seite 94, diesen ist allerdings maf3geblich das
Affen-Modell (Saguinus oedipyisals Modell der Colitis ulcerosa in Erwagung zalen
[35]. Experimentelle Colitiden lassen sich leichireh verschiedene chemische oder

natirliche Substanzen induzieren. Am haufigstendererdie in Tabelle 34 (Seite 95)
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aufgefuihrten Modelle verwendet (Ubersicht bei [38, 100, 103]). Daneben gibt es noch
Modelle, bei denen es durch Ausschaltung (Knockdotlelle) oder durch Expression

(Transgene-Modelle) von bestimmten Genen zur Matafen der Colitis kommt [34, 35,

100].

SPEZIES AGENS CHARAKTERISIERUNG

Fl%rg]ster Bakterien (Stabchen) Hyperplasie, Mikroabszess&rdgen.

C3H/HeJBir Maus T-Zell_verm|ttelte . | Akute und chronische transmurale
Reaktion auf bakteriellg N : .

[137] : Entziindung im rechten Hemikolon.
Antigene

Hund (Boxer) Trichuris? . -

[138, 139] (chlamydienartig) Colitis, Enteritis.

Pferd unbekannt Granulomatdse Enterocolitis.

[140]

Schwein Campylobacter Adenomatdse Proliferation, Ulcerationen.

[141] sputorum

Affe: Saguinus oedipug T-Zell vermittelte Akute und chronische Entziindung der

(cotton top tamarin) Reaktion auf Mukosa im gesamten Kolon, Entwicklung

[142] Umweltfaktoren? von Kolonkarzinomen.

Tabelle 33:Spontane Colitis-Modelle (modifiziert nach [10021Q35]).

4.3.1.2.1. Auswahl der Tiermodelle

Unter der grofR3en Vielzahl an Colitis-Modellen fagge Wahl aus folgenden Grinden auf
die Spezies ,Ratte”. Wie oben aufgezeigt, ist diegidarchitektur des Rattenkolons
bekannt und entspricht im wesentlichen der des adicken Dickdarms. Dies erméglicht
den Vergleich mit Befunden, die mittels andererdgsiichungsmethoden beim Menschen
erhoben werden, da hier die Intravitalmikroskopetimdisch bedingt nicht zur Verfiigung
steht. Ein weiterer Grund fur die Verwendung vont&awar die Auswahl unterschied-
licher Modelle, die sich in ihrer Charakterisierulegweise deutlich unterscheiden und so
eher mit dem Morbus Crohn bzw. mit der Colitis nisa Gemeinsamkeiten haben. Nicht
zuletzt fiel die Wahl auf diese Spezies, weil ifvadb der Arbeitsgruppe umfangreiche
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Erfahrungen durch die Untersuchungen der Mikrozatton bei der akuten Pankreatitis
mit Sprague Dawley Ratten gesammelt wurden [143-1B@lichternd waren in diesem
Zusammenhang allerdings die erfolglosen BemuhugerArbeitsgruppe um Leung, die
Mikrozirkulation intravitalmikroskopisch am Essigsa-Modell der Ratte zu untersuchen
[101].

AGENS SPEZIES CHARAKTERISIERUNG

Essigsaure Ratte, Kaninchen, . . oo

[147] Meerschweinchen Akute Colitis durch intrarektale Applikation
Akute und chronische transmurale

TNBS / DNBS Maus. Ratte KaninchewEntzundung mit aboraler Betonung durch

[104] ' ' intrarektale Applikation. Aktivierung des

Immunsystems als Hapten.

Akute und chronische transmurale
Entziindung des mittleren und aboralen
Indomethacin Ratte. Kaninchen. Hun jDUnndarms sowie des Zoekums durch
[148, 149] ' ' subkutane oder orale Applikation. Inhibitiofp
der protektiven mukosalen Prostaglandine
PGE und PG}.

Akute Colitis durch orale Zufuhr des
Maus, Ratte, KaninchepPolysaccharides Uiber das Trinkwasser.
Meerschweinchen, Schadigung der mukosalen Barriere.
Rhesusaffe Bedeutung anaerober Keime bei der
Entwicklung der Ulcerationen.

Carrageenan
[150, 151]

Akute und chronische Colitis mit Betonung
der Mukosa des linken Hemikolons durch

DSS orale Zufuhr des Polysaccharides tber da
Maus, Hamster

, rinkwasser. Toxische Schadigung,

[152, 153] Trink Toxische Schadigung
Anderung der Mikroflora und Aktivierung
des mukosalen Immunsystems.

Akute und chronische transmurale

PG-PS Enterocolitis durch intramurale Injektion vgn

atte omponenten der Bakterienzellwan -

[154] R K der Bakteri llwand (PG

PS) in das distale Kolon. Aktivierte
Makrophagen und T-Lymphozyten.

Tabelle 34: Haufig verwendete induzierbare Colitis-Modelle (rifizéert nach [34, 100, 103]).
TNBS = Trinitrobenzensulfonséure

DNBS = Dinitrobenzensulfonsaure

DSS = Dextran sulfate sodium (Dextran-Natriumsiilfat

PG-PS = Peptidoglycan-Polysaccharide
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Die Anforderungen, die an die Modelle gestellt warrdlauteten: einfache Induktion mit
gut reproduzierbarer Colitis, charakteristische dusithiede mit deutlichen Parallelen zu
einer der beiden chronisch entziindlichen Darmekknagen und schlie3lich vertretbarer

Kostenaufwand zur Durchfihrung gréf3erer Serien.

Unter diesen Gesichtspunkten fiel die Wahl zum mrin@auf das TNBS-
(Trinitrobenzensulfonsaure)-Modell [104], das benté&fsuchungsbeginn bereits gut
charakterisiert und weit verbreitet war [103]. Zamderen wurde als Kontrast zu diesem
Modell, das sehr viele Gemeinsamkeiten mit dem Msi®Grohn besitzt, das Mitomycin C-
Modell ausgewéhlt. Dieses Colitis-Modell war zummddigen Zeitpunkt relativ neu und
sollte mit einer auf die Schleimhaut beschréanktatzindung der Colitis ulcerosa ahnlich
sein [105].

4.3.1.2.2. Charakterisierung des TNBS-Colitis-Modells

Bei diesem von Morris et al. 1989 beschriebenen éllaatfolgt die Induktion der Colitis
durch eine einmalige intrarektale Applikation vonnitrobenzensulfonsaure (TNBS), die
in reinem Athanol gelost wird [104]. Dieser Alkohwirkt als ,Barrier-Breaker, der die
intakte Schleimhaut des Dickdarms zerstort, so dasgrinitrobenzensulfonsaure in die
Darmwand eindringen kann. Es kommt innerhalb vomun&tn zu einer akuten
transmuralen Entzindung, die nach 3 Tagen rickjaigi und in eine chronische
Entzindung Ubergeht, die bei Ratten bis 8 Wochdralten kann. Bei Mausen konnte
nachgewiesen werden, dass die chronische Entzirfehigg einer T-Lymphozyten (L)
vermittelten Immunreaktion ist. Dabei wirkt TNBS dllapten, das durch Bindung an die
E-Aminogruppe der Aminosaure Lysin die Struktur @&rerflachenantigene verandert und
so eine Immunreaktion vom verzdgerten Typ hervoriidapten-Colitis) [103, 104, 155-
159]. Bei Ratten ist der exakte Pathomechanismsigrig unbekannt, diskutiert werden
auch toxische Effekte [34].

Die Entzindungsreaktion ist betont am Ort der Inidwmk also im Rektum bzw. im
aboralen Kolon, und breitet sich kontinuierlich mfbkalen Ulcerationen aus.
Makroskopisch imponiert neben einer teils nekrdigst teils ulcerdsen Schleimhaut eine
verdickte Darmwand sowie ein dilatierter Darm iefies paralytischen lleus. Histologisch

ist die akute Phase durch eine transmurale 6demagtdsulozytenreiche Entziindung mit
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Nekrosen und Ulcerationen der Mukosa, die bis énSlibmukosa reichen, gekennzeichnet
(s. Abbildung 18b, Seite 50). Im chronischen Stadkommt es zu einer insbesondere
mukosalen Lymphozyteninfiltration, wobei CD% Zellen bei der Maus iiberwiegen [157],
in bis zu 80% zur Bildung von Granulomen [156], z&uftreten von Riesenzellen vom
Langhans Typ, zum Umbau der Schleimhaut sowie #anoge der Darmwand. Klinisch
fallen die Tiere durch Diarrhoe, Appetitmangel, Gewsverlust und Antriebsarmut auf.
Sie sprechen gut auf Medikamente an, die auch &@rmen mit chronisch entzindlichen
Darmerkrankungen erfolgreich eingesetzt werden ,[1661]. Nach Ausheilung der

Erkrankung kommt es zu keinem spontanen Rezidiv.

Die Colitis-Induktion ist zwar zu etwa 90% erfolgie, doch in ihrer Auspragung sehr
schwankend. Aus Studien ist bekannt, dass der Rdtziggsgrad abhangig ist von der
Spezies, von der Rasse, von der individuellen Mira der Tiere sowie von der TNBS-
Konzentration. In der Literatur werden daher jewedilotversuche zur Dosisfindung
gefordert [100, 162]. Dartber hinaus ist allerdings histologischer Score zur
Schweregradeinteilung der Colitis fir den Verglemdr Befunde absolut erforderlich
(s. Kap. 4.3.1.4., Seite 101).

4.3.1.2.3. Charakterisierung des Mitomycin C-Colitis-Modells

1992 beschrieben Keshavarzian et al. ein Colitigillp bei dem es durch eine einmalige
intraperitoneale Injektion von Mitomycin C zur Iridion einer kontinuierlichen Pancolitis

kommt. Besonders an diesem Modell ist, dass dielBaiung im wesentlichen auf die
Dickdarmschleimhaut beschrankt ist [105]. Der Haheq der akuten Entztindung wird

nach 3 Tagen erreicht und dauert etwa bis zumesiebag an. 4 Wochen nach Induktion
ist die akute Entzindung ausgeheilt. Der genauboRachanismus ist unbekannt, zu

einem spontanen Rezidiv kommt es nicht.

Makroskopisch fallt neben vorkommenden Ascites reisehwere diffuse Peritonitis auf,
die die Mobilisation des verdickten Kolons erheblizeeintrachtigt. Die Schleimhaut ist
O0dematos geschwollen. Histologisch kommt es inadkerten Entziindungsphase zu einer
Granulozyten-Infiltration der Mukosa, zu Kryptenabssen, zur Dilatation von Gefal3en
sowie zum Odem [105]. Im chronischen Stadium fall@sbesondere mukosale

Lymphozyteninfiltrate, der Schleimhautumbau sowieeeFibrose der Darmwand auf.
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Klinisch ist der schwere Krankheitsverlauf der €iedurch Diarrhoe, Appetitmangel,
Gewichtsverlust und Antriebsarmut gekennzeichnet.

Dieses Modell ist in der Literatur nicht sehr veibet und von daher l&ngst nicht so

detailliert charakterisiert wie das TNBS-Modell.

4.3.1.2.4. Vergleich des TNBS- und des Mitomycin C-Colitis-Moells mit den
chronisch entziindlichen Darmerkrankungen

Die Wahl fiel unter anderem auf das TNBS-Colitisddtd und auf das Mitomycin C-
Colitis-Modell, weil jedes von ihnen hinsichtlicheiser Charakterisierung deutliche
Parallelen zu einer der beiden chronisch entziimeiidarmerkrankungen aufweist. Dabei
ist das TNBS-Colitis-Modell eher mit dem Morbus @nound das Mitomycin C-Colitis-
Modell eher mit der Colitis ulcerosa vergleichb&ine Ubersicht Giber die Charakteristika
der Modelle und der Erkrankungen gibt die TabelidSeite 99).

4.3.1.3. Methodik der Intravitalmikroskopie

Die Intravitalmikroskopie stellt zweifellos den @standard fur Studien der
Mikrozirkulation dar [106, 163]. Neben der Bestimmgudes kapillaren Blutflusses und
des Leukozytenstickings sind heutzutage mit Hilfeomputerunterstitzter
Auswertungsmoglichkeiten auch Messungen der Gefatgabilitat und der funktionellen
Kapillardichte mdoglich [108], so dass die Mikrozitition umfassend charakterisiert

werden kann.

4.3.1.3.1. Praparation der Tiere

Die Mikrozirkulation ist von einer Reihe von Falearabh&ngig, die es zu beachten gilt,
um ein moglichst konstantes Modell und so objekMassergebnisse zu erhalten. Bei der
Praparation der Tiere handelt es sich um einensimga Eingriff, der zwangslaufig mit
einem gewissen Blutverlust verbunden ist. Hier messlas Ziel sein, diesen Blutverlust
madglichst gering zu halten, um nicht durch Hypowukd die Mikrozirkulation negativ zu
beeinflussen. Hierzu wurde sowohl bei der Kathedage im Bereich des Halses als auch
bei der Laparotomie auf eine atraumatische Operstiechnik geachtet. Das Kolon wurde
im Bereich der avasculdren Zone des Mesenteriumisilisiert, um eine Stérung der
Durchblutung zu vermeiden. Daher war auch einelabspannungsfreie Verlagerung des
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Kolons vor die Bauchdecke erforderlich. In Kenntder Angioarchitektur erfolgte die
notwendige Eroffnung des Lumens streng antimedahtela hier eine nahezu avasculéare
Zone existiert, bedingt durch eine fehlende redshaAnastomosierung der hier
zusammentreffenden Vasa recta longa, die an bes@gen der Darmwand lang ziehen
(s. Abbildungen 38 und 39, Seite 89 und 90). Digees fur diese Untersuchungen
angefertigte Kunststoffschiene wurde mit Einbuchem versehen, damit die
Auflageflache und somit die Spannung des Darms ietigjl gering blieb. Das eréffnete
Kolon wurde mit sehr feinen atraumatischen Fademl¢Re 7/0) armiert und locker
aufgespannt (s. Abbildung 4, Seite 25). Somit wunter eine standardisierte Technik
entwickelt und etabliert, die zum einen den obbkgaBlutverlust minimiert und zum

anderen die Durchblutung nicht kompromittiert.

TNBS-Modell Mitomycin C-Modell | Morbus Crohn Colitis ulcerosa
. Betonung Rektum ur Gesamter
Lokalisation linkes Hemikolon Rektum und Kolon Gastrointestinaltrat Rektum und Kolon
Ausbreitung kontinuierlich kontinuierlich diskontinuierlich kdinuierlich
Befall transmural Schleimhaut transmural Schleimhaut
. . : Kryptenabszesse,
Histologische . Granulome, Kryptenabszesse, Epitheloidzellige Becherzellverlust,
Besonderheiten Riesenzellen vom Schleimhautumbau Granulome, Schleimhautumbau
Langhans Typ Fissuren, .
Ulceration
Verlauf Spontane AusheilungSpontane Ausheilun, chronisch chronisch
kein Rezidiv kein Rezidiv rezidivierend rezidivierend
Diarrhoe, Diarrhoe, Diarrhoe, Diarrhoe
Symotome Gewichtsverlust, Gewichtsverlust, Gewichtsverlust, Gewichtsverlust
ymp Appetitmangel, Appetitmangel, Schmerzen, Schmerzen,
Antriebsarmut Antriebsarmut Fieber Fieber
Iridocyclitis, Iridocyclitis,
Uveitis; Uveitis;
Extra- Sakroiliitis, Sakroiliitis,
intestinale Monarthritis, Monarthritis,
Bealeit- keine keine Polyarthritis, Polyarthritis,
erk?ankun en Erythema nodosun, Erythema nodosun
9 Primar Primar
sklerosierende sklerosierende
Cholangitis Cholangitis

Tabelle 35: Charakteristika der verwendeten Colitis-Modelle uier chronisch entziindlichen Darm-
erkrankungen.



Diskussion 100

Weitere die Mikrozirkulation beeinflussende Faktor&urden konstant gehalten bzw.
kontrolliert, um systematische Fehler zu vermeidere Lagerung der Tiere auf einer
thermostatisch geregelten Heizmatte sowie das Mgigiten mit 37°C warmer Ringer-
Lactat-Losung dienten zum Erhalt der Korpertemperatiber einen langen
Untersuchungszeitraum. Um kardiorespiratorisch fiisente Tiere von den Versuchen
auszuschlieBen, erfolgten neben der kontinuienichéirekten Blutdruckmessung

Blutgasanalysen vor Beginn und am Ende der Versuche

Die Messung des kapillaren Blutflusses der Serosées sich als problematisch, da es
durch den insbesondere im proximalen Kolon immerhaodenen Kot zu deutlichen
Artefakten kam. Bei den Colitis-Tieren war der gesa Dickdarm wegen des
paralytischen lleus massiv stuhlgefillt. Alle Beraiigen, den Darm mit verschiedenen
oralen AbfihrmalRnahmen zu saubern, schlugen feldass diese Messungen nur in der
Pilotstudie durchgefihrt wurden.

Bei den Untersuchungen im Bereich der Mukosa ersiigls die standige Schleimbildung
als hinderlich, so dass intermittierende schonefdeiberungen mit Wattestdbchen
erforderlich waren. Auch der von oral nachfolgekad# musste auf diese Weise entfernt
werden, wenngleich diese Darmmotilitat als erfreh#is Zeichen fur die Vitalitat des

Tieres im allgemeinen und des Darms im besondaterpretiert wurde.

4.3.1.3.2. Parameter der Mikrozirkulation

Mit Hilfe der Intravitalmikroskopie lassen sich rmgb der Bestimmung des kapillaren
Blutflusses folgende Parameter der Mikrozirkulatidrestimmen: die funktionelle

Kapillardichte, die Gefal3permeabilitat und das leaykensticking. Die Analyse erfolgte
offline, so dass samtliche Untersuchungen zunaels$tVideobandern aufgezeichnet
wurden. Die Auswertung des kapillaren Blutflussefslgte nach der von Mithofer et al.
angegebenen Methode [106]. Die Messung von jevi€ilseldern der Kolonmukosa pro
Tier erklart die hohe Zahl an ausgewerteten Kagilaund somit den relativ geringen
SEM (Standard Error of Mean). Zur Analyse der fimkellen Kapillardichte und der

GefalRpermeabilitat wurde ein spezielles Computgrnaram (CAP-IMAGE Version 6.01;

Dr. Zeintl; Heidelberg) verwendet [108]. In Ubergimmung mit der in der Literatur

Ublichen Definition wurde von Leukozytenstickingsgeochen, wenn die Leukozyten
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mindestens 30 sec. an einer Stelle der GefalR3wattetdra und sich nicht fortbewegten
[109, 111, 112].

4.3.1.4. Histologischer Colitis-Score

Die exakte histologische Bestimmung des Entzindynagkes der Colitis ist aus mehreren
Grunden von entscheidender Bedeutung. Wiederhaiinteo gezeigt werden, dass die
Auspragung der TNBS-Colitis sehr variabel sein kérKap. 4.3.1.2.2., Seite 96) [100,
156, 162]. Dieses Phanomen ist aber nicht nur suffIBS-Colitis beschrankt, sondern
kommt auch bei anderen experimentellen Colitiderr y964]. Unabhangig vom
verwendeten Modell ist die histologische Gradelatey aber auch eine Voraussetzung fir
Verlaufsstudien bzw. vergleichende Untersuchun@esnist daher Uberraschend, dass der
Literatur kein etablierter histologischer Colitisé8e zu entnehmen ist. Vielmehr
verwenden die Autoren meist einen eigenen oder fa@mien Score, um den
Schweregrad der Colitis zu quantifizieren [165-17Al]len gemeinsam ist eine subjektive
Bewertung der jeweiligen Veranderungen, so wird giB ,inflammatorische Infiltration”
als ,gering”, ,mafig“ oder ,schwer” beschrieben 716Dadurch sind samtliche Scores
untersucherabhangig und somit wenig objektiv. IntflAld der Colitis kann es zu einem
Wandel kommen, wobei die akute Entzindung in eiteordsche ubergeht. Die
verfigbaren Scores unterscheiden hier nicht koresgqwischen Zeichen der akuten und
der chronischen Inflammation, so dass die Erfassulggartiger Veranderungen
problematisch sein kann.

Daher wurde fur dieses Projekt in enger Kooperatmindem Institut fir Pathologie der
Charité — Campus Benjamin Franklin (Direktor: Pidf. med. H. Stein) ein histologischer
Colitis-Score entwickelt, der weitestgehend unabigivom jeweiligen Untersucher ist
und der strikt zwischen akuten und chronischen angszeichen differenziert
(s. Kap. 2.1.7., Seite 37 und Abbildung 11, Seép 3

4.3.2. Ergebnisse

4.3.2.1. Pilotstudie (Gruppen la-f)

Nach Standardisierung der Praparationstechnik @p. K.1.3., Seite 24, Kap. 2.1.4,,
Seite 25 und Kap. 4.3.1.3.1., Seite 98) erfolgtendzhst im Rahmen einer Pilotstudie
Untersuchungen an 32 gesunden Ratten. Entspreamateien intravitalmikroskopischen

Studien wurden Ausschlusskriterien definiert (spK2.1.8., Seite 38), so dass nur Tiere,
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die wahrend der intravitalmikroskopischen Messung&ardiorespiratorisch und

hamodynamisch stabil waren, ausgewertet wurden, [I11%).

Es wurden 3 verschiedene Darmabschnitte in randern@s Reihenfolge untersucht; dies
waren neben dem terminalen lleum das proximale dasddistale Kolon. Bedingt durch

die Dauer der Versuche und des damit verbundengwdslustes wurden in der Regel bei
einem Tier nur 2 Segmente untersucht. Grundsatahcinde zunachst der kapillare
Blutfluss der Serosa gemessen bevor die Lumenenigfrdes Darms zur Messung im
Bereich der Mukosa erfolgte.

Im Bereich der Serosa findet sich in allen 3 Darscahbitten ein vergleichbarer kapillarer
Blutfluss. Dieser ist gegenuber dem mukosalen Fdiesglich erhoht. Abgesehen von den
Schwierigkeiten, die durch stuhlbedingte ArtefafdeKap. 4.3.1.3.1., Seite 98) auftraten,
ist im Bereich der Serosa das Kapillarnetz langditrso dicht ausgebildet wie im Bereich
der Mukosa (honeycomb-like plexus) (s. Abbildung, 1%eite 15). Eine sichere

Abgrenzung der serosalen Kapillaren von darunggghelen Arteriolen ist nicht méglich.

Dies erklart moglicherweise den hoheren kapillaBlntfluss im Bereich der Serosa
gegenuber der Mukosa. Auch im Bereich der Schleirmisa die Mikrozirkulation in allen

3 Darmsegmenten &ahnlich. Im Vergleich zu anderedstEambahnen, wie z.B. der des
Pankreas, wo der Fluss 2,1 nl/cap/min betragt [17d] der kapillare Blutfluss der

Kolonmukosa mit Werten zwischen 2.37 und 2.64 pliwen relativ hoch.

Nach erfolglosen Bemihungen am Essigsaure-Colitgld¥ [101] gelang somit in dieser
Pilotstudie erstmals die intravitalmikroskopischatéisuchung der Mikrozirkulation im
Bereich der Serosa und der Mukosa verschiedenen&kechnitte [172].

4.3.2.2. Colitis-Induktionsstudie (Gruppen 1I-V)

Nachdem die Praparationstechnik der Ratten, diektmmhstechnik der beiden Colitis-
Modelle, der histologische Colitis-Score sowie @echnik der Intravitalmikroskopie am
Darm der Ratte erfolgreich etabliert waren, wurden Rahmen einer Colitis-
Induktionsstudie die beiden Colitis-Modelle (TNB®{ifis-Modell und Mitomycin C-
Colitis-Modell) charakterisiert.

Da es beim TNBS-Modell innerhalb von 24 Stunden eper schweren floriden

transmuralen Entziindung kommt, die nach 3 Tagedewigicklaufig ist und dann in eine



Diskussion 103

chronische Entziindung Ubergeht, die bei Ratterzdi8 Wochen anhalten kann, wurden
als Untersuchungszeitpunkte 24 Stunden, 3 TagelGntiage nach Induktion der Colitis
gewahlt (s. Kap. 4.3.1.2.2., Seite 96). Beim MitamyC-Modell bildet sich die Pancolitis
hingegen langsamer aus. Der Hohepunkt der akuteleiBtautentzindung wird erst nach
3 Tagen erreicht und soll bis etwa zum siebten dizdauern. Mit einer Ausheilung der
Entztndung ist nach gut 4 Wochen zu rechnen. Dabsfen als Untersuchungszeitpunkte
3 Tage, 7 Tage und 6 Wochen nach Colitis-Indukgjewahlt, damit mit ,Sicherheit” eine
restitutio ad integrum vorlag (s. Kap. 4.3.1.2S®ite 97).

Auch bei der Colitis-Induktionsstudie sollte analogler Pilotstudie die
Intravitalmikroskopie zunachst im Bereich der Sarakirchgefuhrt werden. Dies war
jedoch wegen starker Artefakte, die durch den issbéere im proximalen Kolon immer
vorhandenen Kot auftraten, unmaéglich. Durch diez@mtungsbedingte Paralyse war das
Kolon dilatiert und massiv stuhlgefullt. Trotz inwver Bemuhungen mittels
verschiedener oraler AbfiihrmaRnahmen gelang est,ndd@n Darm entsprechend zu
saubern, so dass auf diese Messungen bei dens€oitien verzichtet werden musste
(s. Kap. 4.3.1.3.1., Seite 98).

Die Untersuchungen erfolgten somit bei beiden Geltodellen ausschliel3lich im
Bereich der Schleimhaut des proximalen und desaldist Kolons in randomisierter
Reihenfolge. Zu jeder Colitisgruppe wurde jeweilseekontrollgruppe gebildet, bei denen
eine Scheininduktion mittels physiologischer Kodhgsung durchgefiihrt wurde
(s. Kap. 2.1.6.2., Seite 32). Insgesamt gab esop-duts, ein Tier verstarb am 13. Tag
nach TNBS-Colitis-Induktion (Gruppe lic), die weia 4 Tiere, jedes aus einer anderen
Subgruppe (Gruppen: llb, lic, IVb und IVc), warear#tiorespiratorisch insuffizient und
wurden gemald den Ausschlusskriterien aus der Wegergenommen (s. Kap. 2.1.8.,
Seite 38).

4.3.2.2.1. Evaluation des TNBS-Colitis-Modells (Gruppen lla-cund llla-c)

Bei der TNBS-Colitis kommt es in den ersten 24 8&m zu einer schweren
unspezifischen akuten Entzindung des Rektums usdlidealen Kolons, die mit einem
tendenziell gesteigerten kapillaren Blutfluss engeét. Ein erhodhter Blutfluss ist im

Rahmen der akuten Entztindungsreaktion tblich uhd iu der bekannten Hyperéamie
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(rubor et calor), die sich auch in der hochrotemnidhleimhaut manifestiert. Obwohl die
Inflammation nach 3 Tagen unverandert fortbestisitdie Mikrozirkulation zu diesem
Zeitpunkt signifikant vermindert. Nach 15 Tagen &t histologisch zwar zu einer
signifikanten Besserung der Colitis gekommen, estd¢ aber immer noch eine
mittelgradige akute Inflammation. Daneben lasseth shunmehr auch Zeichen der
chronischen Entziindung, z.B. Granulome, nachwels&ressanterweise hat der kapillare
Blutfluss zu diesem Zeitpunkt den Ausgangswert han@éd wieder erreicht. Im
proximalen Kolon kommt es im Verlauf weder histokmip noch mikrozirkulatorisch zu
signifikanten Anderungen.

Zusammengefasst kommt es bei diesem Modell zu &ihminanten akuten transmuralen
Colitis im Bereich des distalen Kolons, die am Tag nach Induktion bereits deutlich
racklaufig ist und Zeichen der chronischen Reaktierkennen lasst. Die anfangs

signifikant verminderte Mikrozirkulation ist zu diem Zeitpunkt bereits wieder normal.

Die von Leung und Koo am Essigsaure-Colitis-Modigt Ratte beschriebene Stase des
kapillaren Blutflusses [101] lief3 sich auch bei @&BS-Colitis gelegentlich nachweisen
und zwar im Ubergangsbereich Nekrose/Inflammatie Untersuchungen von Leung
und Koo erfolgten allerdings innerhalb der erstann8e nach Colitis-Induktion. Bei
spektrophotometrischen Studien am 2. Tag nach mmmukonnten die Autoren allerdings
sowohl am Essigséaure-Colitis-Modell als auch am BNBolitis-Modell der Ratte eine
Minderperfusion im Bereich der ulcerierten Schleamhnachweisen [173]. Diese Befunde
stehen im Einklang mit der hier festgestellten Minohg des kapillaren Blutflusses am
3. Tag nach Induktion.

Auch im Vergleich mit den in vivo Befunden von Ratien mit chronisch entziindlichen
Darmerkrankungen zeigt das TNBS-Colitis-Modell imeitkchen Verlauf die
Veranderungen der Mikrozirkulation, die mittels eskiopischer Spektrophotometrie oder
endoskopischer Laser-Doppler-Flowmetrie beschriebamen: Gesteigerter Blutfluss bei

aktiver Colitis, Normalisierung in der Remissiod{76].



Diskussion 105

4.3.2.2.2. Evaluation des Mitomycin C-Colitis-Modells (GruppenIVa-c und Va-c)

Bei der Mitomycin C-Colitis kommt es, anders al®i\weshavarzian et al. mitgeteilt [105],
nach 3 Tagen weder makroskopisch noch mikroskomschiner akuten Entziindung. Es
zeigen sich allerdings Rundzellinfiltrate bei arsten intakter Schleimhaut als Zeichen
einer leichten chronischen EntzindungsreaktioAlgbildung 22a, Seite 59). Der kapillare
Blutfluss der Mukosa ist zu diesem Zeitpunkt nochnmal. Auch 7 Tage nach Induktion
liegt keine akute Inflammation, wie von Keshavanzéh al. beschrieben, vor. Vielmehr hat
die Infiltration von Rundzellen im proximalen Kolordeutlich zugenommen
(s. Abbildung 22b, Seite 59), der kapillare Blusguin diesem Darmabschnitt ist
signifikant vermindert. Indessen ist die Inflammatides distalen Kolons unverandert und
auch die Mikrozirkulation ist anndhernd gleich geldén. Nach 6 Wochen hat die
chronische Entziindungsreaktion im Bereich des prabkan Kolons weiter zugenommen,
sie unterscheidet sich signifikant von der am 3g hach Induktion (s. Abbildung 22c,
Seite 59). Von Seiten des kapillaren Blutflusse¢sess nochmals zu einer Abnahme von
1.53 auf 1.19 nl/cap/min gegentiber dem 7. Tag gekem Ganz anders ist die Situation
im distalen Kolon. Hier bleibt es unverandert b&ee geringgradigen Entziindung.
Interessanterweise ist allerdings die Mikrozirkidat mittlerweile gegentber der
Kontrollgruppe signifikant vermindert.

Zusammengefasst kommt es bei diesem Modell zurdhlichen Entwicklung einer auf
die Schleimhaut begrenzten chronischen Pancolitis deutlicher Betonung des
proximalen Abschnitts. Dabei lasst sich eine sigaiite Minderung des kapillaren

Blutflusses feststellen.

Mittels endoskopischer Laser-Doppler-Flowmetriediam Guslandi et al. eine signifikante
Minderperfusion des rektalen Blutflusses bei Patienmit inaktiver Colitis [76].
Histologisch entspricht dieses Stadium der Coditreer chronischen Inflammation, so dass
die klinischen Befunde mit den experimentell erheye Befunden des Mitomycin C-

Colitis-Modells vergleichbar sind.

4.3.2.2.3. Zusammenfassung und Schlussfolgerungen der Colitlsduktionsstudie
In dieser Studie wurde an zwei Colitis-Modellenteygsatisch die Mikrozirkulation der
Kolonschleimhaut zu verschiedenen Zeitpunkten nauluktion der Colitis mittels

Intravitalmikroskopie untersucht. Die im Verlauf faatenden histopathologischen
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Veranderungen wurden unter Verwendung eines neogtiscScore’s quantifiziert. Somit
war es moglich, den potentiellen Zusammenhang heisdviikrozirkulation (Funktion)

und Histopathologie (Morphologie) zu evaluieren.

Es fanden sich folgende Befunde: (1) Bei beidenitG@dWlodellen kommt es zu
signifikanten Stérungen der mukosalen Mikrozirkidat (2) Diese Storungen treten
sowohl im akuten als auch im chronischen Stadium HEetzindung auf. (3) Die
Mikrozirkulation ist wieder normal wéahrend die lafhmation ricklaufig ist (TNBS-
Modell). (4) Die Mikrozirkulation verschlechtertcéi wahrend die Inflammation konstant
bleibt bzw. zunimmt (Mitomycin C-Modell).

Aus dieser Studie lassen sich folgende Schliissezig1) Die Intravitalmikroskopie ist
auch am entzundeten Kolon maoglich. (2) Das TNBS-#loentspricht eher dem aktiven
und (3) das Mitomycin C-Modell eher dem inaktivetadsum der Colitis. (4) Bei beiden
Modellen gibt es entsprechende Kklinische Befunde Batienten mit chronisch
entziindlichen Darmerkrankungen. (5) Der neu entliekhistologische Colitis-Score ist

fur die Qualifizierung und Quantifizierung experimeller Colitiden geeignet.

4.3.2.2.4. Hypothese aus der Colitis-Induktionsstudie

Diese Ergebnisse weisen somit auf die BedeutungMilerozirkulation fur den Verlauf
sowohl der akuten als auch der chronischen Cdiitis Es wird daher vermutet, dass die
funktionellen Veranderungen (Mikrozirkulation) dpathomorphologischen (Entziindung)
vorangehen. Durch die gestorte Mikrozirkulation kotres zu funktionellen Stérungen,
die fur die Erkrankungsschwere verantwortlich sind.

Stimmte die Hypothese, dass die gestorte Mikrokatiken von pathogenetischer
Bedeutung ist, so musste umgekehrt eine VerbesgelemMikrozirkulation in der friihen
Phase der Colitis zu einem milderen Krankheitswérliihren. Daher erfolgte die

Uberprifung dieser Hypothese in einem weiteren Mersansatz.

4.3.2.3. Interventionsstudie (Gruppen Via-e)
Zur Uberpriifung der Hypothese wurde eine Substam#glt, die einen direkten Einfluss
auf die Mikrozirkulation hat, das Endothelin. Englin ist nicht nur der starkste bekannte

Vasokonstriktor, sondern scheint zudem sowohl leei ekperimentellen Colitis als auch
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bei den chronisch entzindlichen Darmerkrankungee &olle zu spielen. So wurden
sowohl in homogenisierten Gewebeproben als aucBenam von Patienten mit Morbus
Crohn bzw. Colitis ulcerosa signifikant erhdhtee®@l von Endothelin nachgewiesen [97,
98, 174]. Kanazawa et al. konnten zeigen, dass Glsvebe- und Serumspiegel
insbesondere bei aktiver Erkrankung erhoht wared]. [@aneben kommt es zu einer
vermehrten Expression von Endothelin-RezeptorenGaféliendothel des Darms [174].
Die Gabe eines Endothelin-Rezeptor-AntagonistenR&) fuhrte in tierexperimentellen
Studien zu einem gunstigeren Verlauf der Colitig51176].

Nach der Hypothese misste somit die Gabe von Eeliloth der frihen Phase der Colitis
Uber eine weitere Reduzierung des kapillaren Rlssiés zu einer Verschlechterung der
Erkrankung fuhren. Umgekehrt wirde die Verbesserdeg Mikrozirkulation durch

Blockade des Endothelin-Rezeptors zu einer mild@witis fihren.

In einem weiteren Versuchsansatz sollte gepruftlemrauf welche Weise es durch Gabe
eines Endothelin-Rezeptor-Antagonisten (ET-RA) aarmuteten Verbesserung der
Mikrozirkulation kommit.

Bei Patienten mit chronisch entzindlichen Darmerkuagen wird eine gesteigerte
Leukozyten—Endothel-Interaktion beobachtet. Es wiwérmutet, dass sie ein
entscheidender Schritt im Entzindungsprozess istl whie Entzindungsschwere
widerspiegelt [177-180]. Interessanterweise fuhmddhelin tber Aktivierung der
Endothelzellen ebenfalls zu einer gesteigerten aeylen—Endothel-Interaktion und
beglnstigt die Migration der Leukozyten aus demaGkimen in das Gewebe [174, 181,
182]. Diese gesteigerte Leukozyten—Endothel-Interalstellt ihrerseits ein mechanisches
Hindernis dar, das zur Beeintrachtigung der Mikrazation fuhrt [183]. Bei potentiell
positiver Wirkung eines Endothelin-Rezeptor-Antagten auf den Verlauf der Colitis
stellt sich somit die Frage, ob dieser Effekt (Besag der Mikrozirkulation) durch direkte
Wirkung auf die GefalRe oder aber indirekt durcleeiarminderte Leukozyten—Endothel—
Interaktion vermittelt wird. Zur Beantwortung diesérage wurde ein selektiver
Cyclooxygenase-2-Inhibitor eingesetzt, da einessatfgrund der COX-abhé&ngigen
Expression der Adhasionsmolekiile ein Zusammenhangcken COX-Aktivierung und
Leukozyten—Endothel-Interaktion besteht [122, 1P84] und andererseits Studien tber
den erfolgreichen Einsatz bei experimenteller @olitnd bei Patienten mit chronisch
entziindlichen Darmerkrankungen berichten [122, 1B Abbildung 43 (Seite 108) fasst
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den Versuchsansatz zur Klarung der Frage, wie ehdbabe eines Endothelin-Rezeptor-
Antagonisten zur postulierten Verbesserung der ofikkulation kommt, nochmals
graphisch zusammen.

ET-RA | | COX-2-Inhibitor |

N\ /

‘ Leukozyten-Endothel -Interaktion {F ‘

? ?
v

5| Kapilléer Blutfluf ¢ |

h 4
| Colitis-Aktivitat 0 |

Abb. 43: Versuchsansatz zur Uberpriifung des Wirk-
mechanismus eines Endothelin-Rezeptor-Antagonisten
(ET-RA) auf die Mikrozirkulation.

4.3.2.3.1. Wahl des Colitis-Modells

Fur die geplante Interventionsstudie fiel die Waiil das TNBS-Colitis-Modell, da es hier
in der frihen Phase der Colitis zu einer hochakatziindung kommt, die mit einer

signifikanten Veranderung der Mikrozirkulation eémpeht. Zur Uberprifung der

pathogenetischen Bedeutung der Mikrozirkulation wwinit der Hypothese erschien
dieses Modell daher besonders geeignet zu sein.

Ein weiterer und mitentscheidender Vorteil ist, dakms TNBS-Modell weitaus besser
charakterisiert ist (s. Kap. 4.3.1.2.2., Seite 96as die Beurteilung der Ergebnisse
bedeutend erleichtert. Zudem werden zahlreichem@&terapieansatze an diesem Modell
uberpruft (Ubersicht bei [100]), da dieses Modell guf Medikamente anspricht, die auch
bei Patienten mit chronisch entzindlichen Darmeikmagen erfolgreich eingesetzt

werden [160, 161].
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4.3.2.3.2. Versuchsaufbau

Die Colitis-Induktionsstudie konnte zeigen, dassbeseits nach 24 Stunden zu einer
hochgradigen akuten Entzindung kommt, die auch maaih 72 Stunden unverandert
vorliegt. Da die Untersuchung der frihen Phase Giditis das zentrale Anliegen war,

wurde als Untersuchungszeitpunkt fur die Intrauii&loskopie 48 Stunden nach
Induktion gewahlt, so dass die Substanzen, die ri&hStunden appliziert wurden,

36 Stunden wirken konnten (s. Abbildung 10, Sei. 3n proximalen Kolon kam es

weder histologisch noch von Seiten der Mikrozirkioka zu Anderungen, so dass hier nur

das distale Kolon im Bereich der Schleimhaut intedmikroskopisch untersucht wurde.

Neben einer Kontrollgruppe (Vla) und einer unbelsdteth Colitisgruppe (VIb) gab es
3 Verum-Gruppen (Vic-e), die die Testsubstanzend@@melin-1 (VIc), Endothelin-A-

Rezeptor-Antagonist (VId) und COX-2-Inhibitor (V)egrhielten. Da die Untersuchung
samtlicher Zielparameter an einem Tier methodischtrmdglich ist, wurde jede dieser

Gruppen in zwei Subgruppen (Vlal-el und Via2-eB)raufgeteilt.

4.3.2.3.3. Zielparameter

Auch wenn es durch Gabe des Endothelin-A-Rezeptwagonisten oder des COX-2-

Inhibitors zur Besserung der Mikrozirkulation konmllte, so ist nach den Ergebnissen
der Colitis-Induktionsstudie nicht zu erwarten, slagch 48 Stunden nach Induktion
histologische Verénderungen zeigen. Selbst beieffetr der Hypothese, dass die
funktionellen Veranderungen den morphologischerangehen, wére ein Zeitraum von
36 Stunden hierfur nicht ausreichend.

Da es bei diesem Modell tblicherweise zu keinealitét kommt, mussten daher andere
(funktionelle) Parameter definiert werden, die geet sind, die Schwere der Erkrankung
zu beurteilen. Dabei ist die Unzuverlassigkeit wtziindungsparametern im peripheren
Blut aus dem klinischen Alltag hinreichend bekarsat,dass Alternativen zur Definition

der Erkrankungsschwere herangezogen wurden, dabpdktiver gelten dirfen.

Im Rahmen einer Entzindung ist die Affinitat derkalierenden Leukozyten zum
GefalRendothel gesteigert. Dies ist eine wichtiggaussetzung fur die Migration der
Leukozyten in das entziindete Gewebe. Dabei komnibes zuféllige Kontakte mit der

GefaBwand zum sog. Rolling und schlie3lich zum efesAnhaften (Sticking) der
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Leukozyten, welches die Voraussetzung fir derenpé&lase ins Gewebe ist
(Abbildung 44, Seite 110) [111, 178, 181, 186-189jeses Phanomen (homing) wird
durch Adhasionsmolekiile sowohl auf Leukozyten aishaauf Endothelzellen vermittelt
[190-193]. Dabei korreliert die Leukozyten—Endotheteraktion mit der Entziindungs-
schwere, so dass die Anzahl der Leukozyten-StialeeMal} fur die Erkrankungsschwere
angesehen werden kann [177-180, 194].

‘ Zutalliger Kontakt ‘ ‘ Sticking ‘

@ ‘ Rolling ‘ ‘ Diapedese ‘
——

Abb. 44: Schema des Ablaufs der Leukozytenmigration (homing)

Eng verbunden mit einer gesteigerten Leukozytenethred-Interaktion ist die Erh6hung

der Gefal3permeabilitat [178, 195, 196], so komminesntziindeten Geweben zu einer
gesteigerten Permeabilitat fur Wasser aber auch Hissmaproteine [197]. Dieses
~Capillary Leckage” fuhrt zur Fllssigkeitsverschiglyg von intravasal in das Interstitium

(dritter Raum) und so zur klinisch eindrucksvollEiissigkeitsfehlverteilung bei Patienten
mit SIRS bzw. Sepsis [198]. Somit ist auch die bBtadGefal3permeabilitat ein Ausdruck
der Entzindungsaktivitdt und damit der Erkrankuolgs®re. Dies belegen auch
tierexperimentelle Studien bei akuter Pankredtiti®, 113, 123].

Durch das ,Capillary Leckage” und der damit verbemeh Flissigkeitsansammlung im
dritten Raum kommt es zu einem Anstieg des Pernfgsilucks und so zu einer Reduktion
der perfundierten Kapillaren [110]. Somit ist dimktionelle Kapillardichte in entztindeten
Geweben reduziert [199]; auch sie ist daher eindAusk der Krankheitsaktivitat. Eine

Dezimierung perfundierter Kapillaren bei Sepsisdaeuvon Lush und Kvietys beschrieben
[200].
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Neben diesen Parametern der Mikrozirkulation wundech weitere Labor- und klinische
Parameter bestimmt, um die Krankheitsaktivitdt nahe definieren. Durch den im
entziindeten Gewebe bestehenden Flussigkeitsshi@énrdritten Raum kommt es zu einer
Erhéhung des Hamatokrits (HTK). Auch bei anderekrd&ikungen, z.B. der akuten
Pankreatitis, wird er daher zur Einschatzung dém&ce und des Verlaufs der Entziindung
herangezogen [143-146]. Eng verbunden mit demvasaen Volumen ist die Nieren-
funktion, die beim SIRS haufig schon frihzeitigggachrankt ist. Die quantitative Diurese
ist daher ein wichtiger klinischer Parameter [2Qr Beurteilung der Colitis-Aktivitat
gibt es verschiedene Indices, wobei der Crohn'sadis activity index (CDAI) am
gebrauchlichsten ist [202]. Neben dem HTK gehenthi@. auch der Gewichtsverlauf und
die Stuhlqualitat mitein, so dass diese ParameteBestimmung der Erkrankungsschwere
miterfasst wurden. Bei allen Parametern ist zudlesightigen, dass die Reaktionen bei der

Ratte mindestens viermal schneller als beim Mensebéufen [123, 203].

4.3.2.3.4. Charakterisierung der Testsubstanzen

4.3.2.3.4.1Endothelin-1

Endothelin ist ein relativ kleines aus 21 Aminosfubestehendes Peptid, das 1988
erstmals beschrieben wurde und als starkster endogéasokonstriktor gilt [204, 205].
Drei Isoformen des Endothelins, die in unterschibdéin Geweben vorkommen, sind
bekannt: ET-1 (in allen Endothel- und GefalBmusKielzg ET-2 (in verschiedenen
Geweben, aul3er in GefalRen) und ET-3 (Nervengewébéjldung 45, Seite 112).

Endotehlin-1 wird nicht in Sekretgranula der Endd#kllen gespeichert, sondern die
Produktion und Sekretion wird durch Stimuli wie e oder Ischamie innerhalb
weniger Minuten induziert, wobei die Halbwertsagin ET-1 4-7 Minuten betragt [206-
208], so dass die Regulation des vasomotorisch@ustand somit des Blutflusses rasch
erfolgen kann [209, 210].

Auf die potentielle Bedeutung von ET-1 im Rahmerr d@é@ronisch entzindlichen
Darmerkrankungen wiesen erstmals Murch et al. 1992 [97]. Sie konnten in
Operationspraparaten sowohl bei Morbus Crohn alghabei Colitis ulcerosa
immunhistologisch und mittels Radioimmunassay e®0hET-1-Konzentrationen

nachweisen. Die Autoren vermuteten, dass die lokd@ld€’>roduktion (durch Entzindungs-
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zellen) via Vasokonstriktion zur Ischamie fuhre wahit ein ,link* zwischen den beiden
Hypothesen der Pathogenese (immunologische Hymetisgéat und GefalRalterationen)
darstelle. Erhéhte ET-1-Spiegel bei den chronisdtzisdlichen Darmerkrankungen
wurden auch von anderen Arbeitsgruppen beschriébemuntersuchten Letizia et al. die
ET-1-Spiegel bei 29 Patienten mit Morbus Crohn sobei 13 mit Colitis ulcerosa und
verglichen diese mit denen von 26 Gesunden. Bedepeichronisch entzindlichen
Darmerkrankungen fanden sich im Vergleich zur Kaligruppe signifikant erhéhte ET-1-
Spiegel (Morbus Crohn: 22.3 + 8.2 pg/ml, Colitiserosa: 11.2 + 2.7 pg/ml, Kontrollen:
6.2 £ 1.5 pg/ml) [98], wobei die ET-1-Konzentratiomt der Aktivitat der Erkrankung

korreliert [99].

Sowohl die Dosierung (1,2%9/kg KG/Std.) als auch die Applikationsform (kontierlich
intraven®s) von Endothelin-1 erfolgten nach denakemn der Literatur [110].

PreProEndothelin-1 (ppET-1) [212

# Endopeptidase

[ Pro Endothelin-1 (pET-1) | 39
* Endothelin Converting Enzyme (ECE)

Endothelin-1

Abb. 45: Mitglieder der Endothelin-Familie.
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4.3.2.3.4.2Endothelin-A-Rezeptor-Antagonist LU-135252

Entsprechend den 3 Isoformen des Endothelins (EET:2 und ET-3) existieren auch
3 verschiedene Endothelin-Rezeptor-Subtypen, EwetiotA-, Endothelin-B- und
Endothelin-C-Rezeptoren, wobei die jeweilige Afféti hochst unterschiedlich ist. So ist
die Bindungsaffinitat von ET-1 an den EndothelirR&zeptor zehnmal héher als die von
ET-3 [211] und relativ spezifisch [212]. Der Rezaptvermittelt durch eine
Phosphokinase-C stimulierende Reaktion mit konsetutErhéhung des intrazellularen
Calciums die Vasokonstriktion (Abbildung 46, Sei#3) [213]. Im Gegensatz zu den
Endothelin-A-Rezeptoren, die in hoher Anzahl aattgin GefaRmuskelzellen vorkommen,
sind Endothelin-B-Rezeptoren auf Endothelzellen idamt [214]. Es besteht eine geringe
und vergleichbare Bindungsaffinitat zu ET-1, ETH2dUuET-3 [215]. Der Endothelin-C-
Rezeptor bindet Uberwiegend ET-3 [216].

ET-

G-Protein T
C

ET, I_> e
' l
Kontraktion der glatten _ s+
Muskelzellen

Abb. 46: Schema der ET-1 vermittelten Kontraktion der glattuskelzellen.

Aufgrund des Vorkommens von ET-1 (Endothelien uladtg Gefalimuskelzellen) und der
Erhéhung von ET-1 bei Patienten mit chronisch emiithen Darmerkrankungen [97-99]
wurde zur Uberprifung der Hypothese einer Subgry@eppe Vic) der Interventions-
studie ET-1 appliziert. Eine weitere Subgruppe (pri VId) erhielt entsprechend den
selektiven Endothelin-A-Rezeptor-Antagonisten LIB232 (s. Kap. 2.1.6.3., Seite 35).

Die bisherigen Studien an Colitis-Modellen wurdenglegen ausschlief3lich mit einem
nicht-selektiven ET-Rezeptor-Antagonisten (Ro 40®ZBosentan) bzw. Ro 48-5695)
durchgefuhrt [174-176, 217, 218]. Erfahrungen batighten mit chronisch entzindlichen

Darmerkrankungen liegen nicht vor.
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Gemal den Mitteilungen in der Literatur erfolgte @osierung (50 mg/kg KG) und die
Applikation (in Form eines i.v. Bolus) des EndotheA-Rezeptor-Antagonisten
LU-135252 [110, 113, 114, 123].

4.3.2.3.4.3Selektiver COX-2-Inhibitor NS-398

Die membranstandige Cyclooxygenase (COX) ist d&iiSselenzym in der Synthese von
Prostaglandinen, so dass die Inhibierung diesesyrihzder entscheidende Wirk-
mechanismus von Aspirin (Acetylsalicylsdure) unddexen nicht-steroidalen Anti-
rheumatika (NSAR) ist. Es gibt 2 Isoformen der ©gslygenase, COX-1 und COX-2, die
beide die Konvertierung der Arachidonsdure in BGéinem Vorlaufer der unter dem
Begriff Eicosanoide subsumierten proinflammatorésthProstaglandine (PGDPGE,
PGR,, PGbL (Prostacyclin) und Thromboxan,ATXA,)), katalysieren (Abbildung 47,
Seite 114) [219, 220]. Die Prostaglandine habeffalige Funktionen, so wirken sie am
Magen zytoprotektiv [221], sie sind an der Aufrechltung der renalen Integritat sowie
an der Hamostase beteiligt [222-224] und schliéilgind sie wesentlich in das

Entziindungsgeschehen involviert [225-227].

Cyclooxygenase

Lipoxygenase COX-1 und COX-2
12-HETE 15 Hete LTA, j‘i&
LTB, LTC, LTD, LTE, ‘ PGD, PGE, PDF2, PGI, TXA,

Abb. 47: Biosynthese der Eicosanoide.

Das Vorkommen beider Isoformen der Cyclooxygenasaehr verschieden, so wird die
COX-1 ist in fast allen Zellen exprimiert, wohingeges sich bei der COX-2 um ein
hochgradig reguliertes, d.h. unter physiologisciBadingungen (meist) fehlendes, bei
Stress und Entzindung jedoch innerhalb von Stumrdenmiertes Enzym handelt [228-
231].
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Sowohl Aspirin als auch NSAR wirken nicht selekdivf eine der Isoformen (COX-1 bzw.
COX-2), allerdings gibt es unter den verschieded8AR bezlglich Potenz und Spezifitat
der COX-2-Inhibition groRe Unterschiede [232]. Daheurden spezifische COX-2-
Inhibitoren entwickelt, um einerseits die unerwiimisa Nebenwirkungen der NSAR, z.B.
auf die Magenschleimhaut, zu verringern und um eerdeits deren antiinflammatorische
Wirkung zu nutzen. Needleman und Mitarbeiter sytidherten die Verbindung SC-58125,
den Prototyp des Celecoxib, die COX-2 im Verglemmh COX-1 1000-fach starker
inhibiert [231]. Eine ebenfalls 1000-fach héherdesgvitat fir COX-2 gegenuber COX-1
wurde fur die Verbindung L-745,337 nachgewiesen3[23Mdglicherweise ist eine
differierende COX-2/COX-1-Inhibierungs-Ratio demzatlnen NSAR und ,selektiven®
COX-2-Inhibitoren fur die unterschiedlichen Nebertwingen verantwortlich und erklart
teilweise die in der Literatur mitgeteilten widergphlichen Ergebnisse (s. u.) [230]. Der
hier verwendete COX-2-Inhibitor NS-398 wurde erdamaon Futaki et al. 1994
beschrieben [234].

Sowohl bei Colitis-Modellen als auch bei Patientemt chronisch entzindlichen
Darmerkrankungen konnte eine Erhéhung von Prostdgian (PGE und PGJ) und
anderen Eicosanoiden nachgewiesen werden, die igulemKrankheitsaktivitat korreliert
[103, 235-242], so dass die Manipulation des Amachsaure-Stoffwechsels eine
therapeutische Implikation darstellt [35]. Zudem rdes bei Patienten mit chronisch
entziindlichen Darmerkrankungen eine erhdhte Exjoresson COX-2 festgestellt [243,
244]. Allerdings ist die Rolle der NSAR und deregiven COX-2-Inhibitoren auf die
Modulation nach dem heutigen Stand der Forschudigt mindeutig und wird kontrovers
diskutiert [122]. So gibt es sowohl tierexperimdistérbeiten als auch klinische Studien,
die Uber einen positiven Effekt der COX-2-Inhibieguauf die Colitis-Aktivitat berichten
[122, 185, 245, 246] und andere, die diesen niabhweisen konnten [242, 247-250].

Auch hier (Gruppe Vle) (s. Kap. 2.1.6.3., Seite 88dlgte die Dosierung (10 mg/kg KG)
und die Applikationsform (i.v. Bolus) des selektiveaCOX-2-Inhibitors NS-398 in
Anlehnung an die Literatur [116-119].
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4.3.2.3.5. Ergebnisse

Samtliche Experimente der Interventionsstudie kemntvie im Versuchsplan vorgesehen,
durchgefuhrt werden. Kein Tier verstarb im Rahmemn bhduktion bzw. wahrend der

Applikation der Testsubstanzen. Wie bereits bei@elitis-Induktionsstudie wurden auch
hier die kardiorespiratorischen Parameter erfagst,systemische Ursachen fir etwaige
Veranderungen der Mikrozirkulation auszuschlieRddeben der kontinuierlichen

Erfassung des Blutdrucks erfolgte vor Beginn undnittielbar nach Abschluss der
Intravitalmikroskopie eine arterielle BlutgasanalysSamtliche Tiere der 5 Gruppen
(Vla-e) waren gemald den Ausschlusskriterien (s..KRap.8., Seite 38) im Verlauf des
Versuchs kardiorespiratorisch stabil. Allerdings ssten 3 Tiere von der Auswertung
ausgeschlossen werden, da es bei ihnen nicht miinechten Expression der Colitis

(Score <5) kam.

4.3.2.3.5.1Kontrollgruppe (Vla)

Der kapillare Blutfluss der (gesunden) Kontrollgast mit 2.25 nl/cap/min im Vergleich
zu dem der Tiere der Pilotstudie bzw. der Colitiduktionsstudie (2.64 nl/cap/min)
deutlich geringer. Hierbei ist zu berlcksichtigdass bei den vorangegangenen Versuchen
immer mehrere Darmabschnitte in randomisierter &gitige untersucht wurden, so dass
es hier zu einem gro3eren Blutverlust im Vergleaahden Tieren der Interventionsstudie
kam. Die damit verbundene Absenkung des HTK kannemem gesteigerten kapillaren
Blutfluss einhergehen [251]. Ebenso wurden die aveit Parameter der Mikrozirkulation
(funktionelle Kapillardichte, GefalRpermeabilitat dueukozytensticking) erstmals im
Bereich der Endstrombahn des Rattenkolons charsiki®y so dass hier keine
Vergleichswerte aus der Literatur vorliegen. E# flerdings auf, dass der perivaskulare
Grauwert nur noch 79% des Ausgangswertes betragg. |Bsst sich durch den onkotischen
Druck erkléaren, den das FITC-Dextran (Molekularneag8.000 Da) austbt und der dazu
fuhrt, dass Wasser aus dem Interstitium (drittear®ains Gefald diffundiert. Die sich
daraus ergebene Steigerung der Konzentration ittenlrRaum erklart die Abnahme des
Grauwertes (abnehmende Helligkeit). Das gesundeotBal besitzt somit keine
(wesentliche) Permeabilitat fur Dextrane dieser[$eriordnung, wohl aber kommt es zu
einem Flussigkeitsshift aus dem Interstitium ing&Beystem. Dies begrindet nebenbei
bemerkt den Einsatz kolloidaler Losungen in der @eltung des (hamorrhagischen)

Schocks. Ein Leukozytensticking ist bei gesundeereli quasi nicht nachweisbar. Die
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Tiere nehmen erwartungsgemald an Gewicht zu, dél Btufest und geformt, der HTK
betragt knapp 46%.

4.3.2.3.5.2Colitisgruppe (VIb)

Entsprechend den Ergebnissen der Colitis-Induksitiabe kommt es auch 48 Stunden
nach Colitis-Induktion makroskopisch und histolegiszu einer schweren akuten Colitis,
die mit einer gegenluber der Kontrollgruppe (Vlagndikanten Reduktion des kapillaren

Blutflusses einhergeht. Signifikante Anderungenddéin sich auch bei den (brigen
Parametern der Mikrozirkulation, wobei die funkitle Kapillardichte reduziert ist und

die Gefal3permeabilitat sowie das Leukozytenstickjegteigert sind. Insgesamt wird so
die Schwere der Erkrankung durch die Mikrozirkwlasparameter eindrucksvoll

reprasentiert (s. Kap. 4.3.2.3.3., Seite 109). ®msegelt sich auch in den signifikanten
Abweichungen der klinischen Parameter wider. Duteh Flissigkeitsshift in den dritten

Raum kommt es zu einer Steigerung des Hamatokmdszu einer Abnahme der Diurese.
Weiter nehmen die Tiere stark an Gewicht ab undrialurch das Auftreten von Diarrhoe

auf.

4.3.2.3.5.3Endothelingruppe (Gruppe VIc)

Auch in dieser Gruppe (VIc) kommt es zur Expressorer schweren akuten Colitis, die
sich histologisch nicht von der der Colitisgruppéb) unterscheidet. Die Gabe von
Endothelin-1 (ET-1) fuhrt nach der oben aufgesellt Hypothese zu einer
Verschlechterung der Erkrankung (s. Kap. 4.3.&8ite 106), wie dies bei experimenteller
Pankreatitis gezeigt werden konnte [252, 253]. ieser Studie bewirkte die Applikation
von ET-1 allerdings weder bei den Parametern dekrddirkulation noch bei den
klinischen Parametern eine signifikante ZunahmeHkikrankungsschwere. Zwischen der
Colitisgruppe (VIb) und der Endothelingruppe (Vlmstehen bei keinem Zielparameter
signifikante Unterschiede. Mdglicherweise sind kieralle Rezeptoren durch endogenes
ET-1, welches im Verlauf der schweren Colitis fesgtzt wird [97-99], besetzt, so dass
die zusatzliche Gabe von ET-1 keinen weiteren Effek die Erkrankungsschwere hat
[110].
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4.3.2.3.5.4Endothelin-A-Rezeptor-Antagonisten-Gruppe (VId)

Eine schwere akute Colitis findet sich auch in eigSruppe (VId), histologisch zeigt sich
kein Unterschied zur Colitisgruppe (VIb). Durch diabe des Endothelin-A-Rezeptor-
Antagonisten LU-135252 kommt es jedoch im Vergleiah Colitisgruppe (VIb) zu einer
signifikanten Verbesserung des kapillaren Blutfissswenn auch nicht das Ausgangs-
niveau der Kontrollgruppe (Vla) erreicht wird. Dlea lasst sich eine signifikante
Verbesserung der weiteren Mikrozirkulationsparamefiinktionelle Kapillardichte,
GefaRpermeabilitat und Leukozytensticking) nachereis was auf eine deutliche
Reduktion der Erkrankungsschwere hinweist (s. K48.2.3.3., Seite 109). Eine
Verbesserung des kapillaren Blutflusses sowie ebda6hung der funktionellen
Kapillardichte nach Gabe von LU-135252 wurde beraith Modell der akuten Pankreatitis
beschrieben [110, 113, 123]. Parallel dazu findelh ®ine signifikante Besserung der
klinischen Parameter. Insbesondere fallt hier ddbst gegeniber der Kontrollgruppe
(Vla) signifikant erniedrigte HTK auf, wobei zudemoch eine gesteigerte Diurese
nachweisbar ist. Dies durfte zum einen auf die lddwe Normalisierung der
GefalRpermeabilitaReduktion des ,Capillary Leckage*, zurickzufiihrems so dass der
Flissigkeitsverlust von intravasal in den drittemuB vermindert wird, wobei der
eigentliche Wirkmechanismus von ET-1 bzw. seines tagonisten auf die
GefalBpermeabilitdt unklar ist [110, 113, 123, 1Z0jm anderen aber auch auf die direkte
Wirkung von ET-1 auf die Nierenfunktion. So konrdezeigt werden, dass ET-1 die
Wasserausscheidung reduziert [254]. Somit fuhrt Gabe des Endothelin-A-Rezeptor-
Antagonisten LU-135252 zu einer gesteigerten Deurés der Literatur wird daher auch
ein therapeutischer Einsatz von ET-Rezeptor-Anteg@m bei Nierenversagen diskutiert
[255]. Alle Studien, die den Einsatz der nicht-kd@leen ET-Rezeptor-Antagonisten
Ro 47-0203 (Bosentan) bzw. Ro 48-5695 untersudheiingberichten Uber eine Besserung
der TNBS-Colitis [174-176, 217, 218]. In einer diedArbeiten wurde neben Bosentan
auch der ET-A-Rezeptor-Antagonist BQ-485 sowie d€F-B-Rezeptor-Antagonist
BQ-788 eingesetzt. In der Studie wurde der Blufflusm Bereich der A. mesenterica
inferior sonographisch bestimmt. Dieser war an @iagen 1, 3 und 5 nach der Induktion
signifikant reduziert (p<0.05 bzw. p<0.01). Eingrsfikante Verbesserung des Blutflusses
konnte bei den Gruppen erzielt werden, die Bosemder den ET-A-Rezeptor-
Antagonisten erhielten (p<0.05 bzw. p<0.01). Beisén Gruppen war auch das Ausmal}

der Entziindung, welches mittels eines makroskoprscand eines mikroskopischen
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Scores bestimmt wurde, signifikant geringer (p<@%. p<0.01) und somit der Verlauf

der TNBS-Colitis gunstiger. Die Autoren kommen zenmd Schluss, dass ET-A-

Rezeptoren, nicht jedoch ET-B-Rezeptoren, eineltedde Rolle im Entziindungsprozess
der TNBS-Colitis spielen und dass die gestorte Mikkulation fir die Auspragung des

Gewebeschadens bedeutsam ist [217]. Diese Ergebsteisen somit im Einklang mit den
hier beschriebenen.

4.3.2.3.5.5C0OX-2-Gruppe (Vle)

Histologisch findet sich auch hier (Gruppe Vle) @&dlsl einer schweren akuten Colitis, die
sich von der Colitisgruppe (VIb) nicht unterscheidBie Applikation des selektiven

COX-2-Inhibitors NS-398 fuhrt zu einer signifikanteSteigerung des kapillaren
Blutflusses im Vergleich zur Colitisgruppe (VIb).llérdings bestehen nicht nur zur
Kontrollgruppe (Vla), sondern auch zur ET-RA-Gruipéd), die einen deutlich besseren
Fluss aufweist, signifikante Unterschiede. Das ofiei gilt entsprechend fur die
funktionelle Kapillardichte und fir die GefaRperrbiigat. Interessanterweise findet sich
beim Leukozytensticking zwar eine signifikante Abme gegentber der Colitisgruppe
(VIb) bzw. eine signifikante Zunahme gegenuberKiantrollgruppe (Vla), allerdings gibt

es hier keinen Unterschied zur ET-RA-Gruppe (Vidss COX-Inhibitoren einen Effekt
auf die Leukozytenfunktion haben, konnte bei inrovitversuchen an Hirngewebe
nachgewiesen werden. So kommt es nach Gabe vomé&ttlacin zu einer signifikanten
Reduktion der Neutrophilen-Adhasion [124]. Wenngfedirekte intravitalmikroskopische
Untersuchungen der Mikrozirkulation nach Zufuhr esin COX-Inhibitors bislang

ausstehen, so werden die hier erhobenen Befundeoderdurch eine weitere Studie
unterstitzt, die an einem in vitro Modell der BHitn-Schranke zeigen konnte, dass
NS-398 die Permeabilitat signifikant reduziert [R9Baneben ist bei samtlichen klinischen
Zielparametern eine signifikante Besserung gegenidex Colitisgruppe (VIb) zu

verzeichnen. Verglichen mit der ET-RA-Gruppe (VisBstehen allerdings beim HTK und
bei der Diurese signifikante Unterschiede. Diesftdizumindest teilweise auf die
signifikant geringere Wirkung von NS-398 im Verglei zu LU-135252 auf die

GefalRpermeabilitat zurtckzufihren sein, so dass &ie ausgepragteres ,Capillary
Leckage” mit entsprechendem Flussigkeitsshift inn déritten Raum besteht.

Zusammengefasst kommt es jedoch auch nach Gabeetfiddiven COX-2-Inhibitors

NS-398 zu einer deutlichen Besserung der Colitieridlen Effekt von COX-2-Inhibitoren
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auf die Aktivitat der experimentellen Colitis giés$ in der Literatur sehr widersprichliche
Angaben. So wird neben positiven Wirkungen [1225,2246, 257] und fehlender
Bedeutung [248] auch Uber eine Progression deti€bkrichtet [247].

4.3.2.3.5.6Gruppenvergleich (Vla-e)

Im Vergleich zur Kontrollgruppe (VIa) kommt es beilen Gruppen (Vib-e) zur
Ausbildung einer schweren floriden Colitis. Obwokich die Gruppen in den
Zielparametern teilweise signifikant unterscheidegsteht hinsichtlich des histologischen
Bildes Uniformitat (s. Abbildung 30, Seite 72). Biéberrascht nach den Erkenntnissen
der Colitis-Induktionsstudie nicht, sondern unté@zt vielmehr die Hypothese, dass die
funktionellen den morphologischen Verdnderungenawsgehen (s. Kap. 4.3.2.2.4.,
Seite 106). Die Bestimmung der Colitis-Aktivitattiels Score’s diente somit vorwiegend
der ,Qualitatssicherung®, um einen Gruppenverglerth ermoglichen (s. Kap. 3.3.9.,
Seite 70 und Kap. 4.3.1.2.2., Seite 96).

In der Colitisgruppe (VIb) kommt es 48 Stunden ndoduktion im Vergleich zur
Kontrollgruppe (VIa) zu einer signifikanten Abnahrmes kapillaren Blutflusses, der sich
auch durch die Gabe von Endothelin-1 (Gruppe Vichinweiter reduzieren lasst. Da
Endothelin-1 sowohl die Pankreas- als auch die Kmbofusion potent herabsetzen kann
[258, 259] und da bei TNBS-Colitis erhdhte Endath@piegel nachweisbar sind [260],
ist anzunehmen, dass samtliche Endothelin-Rezeptbereits besetzt sind, so dass
exogenes Endothelin keinen verstarkenden Einflis rauszuliben vermag. Daflr spricht
ebenfalls, dass es bei den ubrigen ZielparameteinekUnterschiede zwischen den
Gruppen (VIb) und (VIc) gibt.

Im Vergleich zur Colitisgruppe (VIb) kommt es beierd Endothelin-A-Rezeptor-
Antagonisten-Gruppe (VId) und bei der COX-2-InhapiGruppe (Vle) zu einer
signifikanten Besserung des kapillaren Blutflussdsy weiteren Mikrozirkulations-
parameter (funktionelle Kapillardichte, Gefa3perigét und Leukozytensticking) sowie
der klinischen Parameter (HTK, Gewichtsverlauf, ndtisscheidung und Stuhlqualitat).
Das Ausgangsniveau der Kontrollgruppe (Vla) wirdeéralings nicht erreicht.
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Zwischen der Endothelin-A-Rezeptor-Antagonistengpes (VIid) und der COX-2-
Inhibitor-Gruppe (Vle) besteht bei nahezu allenafaatern der Mikrozirkulation sowie
beim HTK und bei der Diurese ein signifikanter Ustdied zugunsten der Gruppe VId.

Ausgenommen davon ist allerdings das Leukozytdqstic

Die Interaktion zwischen dem Endothel und den Ziegkenden Leukozyten wird als
bedeutender Schritt im pathogenetischen Ablauf d®onisch entzindlichen Darm-
erkrankungen angesehen, wobei diese mit der Entniggsdchwere korreliert [174, 177-
180, 190-193]. Eine gesteigerte Leukozyten—Endethtdraktion konnte ebenfalls an
Colitis-Modellen beobachtet werden [261, 262]. Bedvangenommen, dass es hierdurch

zu einer Behinderung des kapillaren Blutflusses kbiii83, 194].

Entsprechend dieser Hypothese erfolgte die Aus@ahhier verwendeten Substanzen. So
wird Endothelin eine Steigerung und den COX-2-litbilen eine Reduktion der
Leukozyten—Endothel-Interaktion zugeschrieben [1224, 174, 181, 182]. Eine
Steigerung des Leukozytenstickings konnte hier raahe von Endothelin (Gruppe VIc)
wegen der postulierten (endogenen) Rezeptorblocka@de nicht nachgewiesen werden,
die Applikation des selektiven Endothelin-A-Rezepdmtagonisten LU-135252
(Gruppe VId) fuhrte jedoch zu einer signifikantebhnahme. Einen entsprechenden Befund
fanden auch Anthoni et al. bei ihren Studien am {088tis-Modell der Maus
(s. Tabelle 34, Seite 95). Hier fuhrte die Applikatdes ET-RA Bosentan (Ro 47-0203) zu
einer reduzierten Adh&sion von Leukozyten an sul@setk Venen des Kolons und zu
einer Reduktion der Inflammation [218]. Im Einklangt der Literatur steht ebenso das
Ergebnis nach Gabe des selektiven COX-2-Inhibité8398 (Gruppe Vle), auch hier
kommt es zur signifikanten Reduktion des Leukozstiekings [122, 124]. Die
signifikante Verbesserung des kapillaren Blutflssse dieser Gruppe (Vle) bestatigt
zudem die oben genannte Hypothese der Kompromitiieides kapillaren Blutflusses
durch die gesteigerte Leukozyten—Endothel-Inteoaktl83, 194].

In beiden Gruppen (VId und Vle) kommt es zu einggnifikanten Besserung der
GefalRpermeabilitat im Vergleich zur Colitisgruppélh). Somit wird der Zusammen-
hang zwischen Leukozyten—Endothel-Interaktion un@&faGpermeabilitdt bestatigt

(s. Kap. 4.3.2.3.3., Seite 109), wonach die adhiéreheukozyten zu Alterationen des
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Endothels fuhren, die schlie3lich fir das ,Capylaeckage” mitverantwortlich sind [49,
178, 195-197, 263]. Die Verbesserung des ,Capillaegkage” durch LU-135252 bzw.
NS-398 fuhrt zur Erh6hung des intravasalen Volumend manifestiert sich in einem

erniedrigten HTK.

Da der Endothelin-A-Rezeptor-Antagonist LU-13525&ruppe VId) dem COX-2-
Inhibitor NS-398 (Gruppe Vle) in der Besserung @alitis in allen Mikrozirkulations-
parametern, mit Ausnahme des Leukozytenstickingsjfikant Uberlegen ist, kann somit
nicht nur eine Uber eine verbesserte Leukozytenethet-Interaktion vermittelte Reaktion
zu Grunde liegen — vielmehr muss es einen weiteethway geben. Es ist daher von einer
direkten Wirkung des vasoaktiven Endothelin-A-Reaeg\ntagonisten auf den kapillaren
Blutfluss auszugehen. Die nachgewiesene signifkavirbesserung der funktionellen
Kapillardichte und der Gefal3permeabilitdt sowohjegaiber der Colitisgruppe (VIb) als
auch gegenuber der COX-2-Gruppe (Vle) bedeutetliizeine geringere Entzindungs-
aktivitat, die sich auch in den klinischen Parameteiderspiegelt (s. Kap. 4.3.2.3.3.,
Seite 109).

Die Verbesserung des kapillaren Blutflusses infddren Phase der Colitis fuhrt somit zu
einem milderen Krankheitsverlauf und unterstreddmit die pathogenetische Bedeutung
der Mikrozirkulation fur die Progression der Cdliti

4.3.2.3.6. Zusammenfassung und Schlussfolgerungen aus der Im#entionsstudie

In dieser Studie wurde am TNBS-Colitis-Modell derati® die Hypothese der
pathogenetische®Bedeutung einer gestorten Mikrozirkulation fir dimlitis-Aktivitat
Uberprift. Dazu wurden die Substanzen Endothelirddr selektive Endothelin-A-
Rezeptor-Antagonist LU-135252 sowie der selekti@Xc2-Inhibitor NS-398 appliziert.
Neben diesen 3 Gruppen (Vic-e) gab es eine Kogtiglbe (Vla, gesunde Tiere) und eine
Colitisgruppe (VIb, unbehandelte Tiere). Zielparéenen dieser Studie waren neben dem
kapillaren Blutfluss auch die funktionelle Kapillichte, die GefaRpermeabilitdt und das
Leukozytensticking. Neben diesen Parametern derrddikkulation wurden Uberdies
klinische Parameter zur Beurteilung der Krankhétisaat erfasst. Dazu gehorten der
Hamatokrit, der Gewichtsverlauf, die Urinausschaglund die Qualitat des Faeces. Um
systemische Ursachen flr eine Stérung der Mikrotation auszuschliel3en, erfolgten eine

kontinuierliche Blutdruckmessung sowie arteriellitBasanalysen. Zur Dokumentation
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der Colitis-Expression wurden die histopathologesthVerdnderungen mittels eines
Colitis-Score’s quantifiziert.

Es finden sich folgende Befunde: (1) Neben eingniBkanten Reduktion des kapillaren
Blutflusses ist die Akutphase der TNBS-Colitis dureine verminderte funktionelle
Kapillardichte sowie durch eine signifikante Steigey der Kapillarpermeabilitdt und des
Leukozytenstickings in der Mukosa gekennzeichneandben kommt es zu einer
signifikanten Erhéhung des Hamatokrits und zur ifikggnten Abnahme der Diurese und
des Gewichts. (2) Die exogene Zufuhr von Endothelimewirkt keine Anderung dieser
Befunde. (3) Die Applikation des selektiven Endtithé-Rezeptor-Antagonisten
LU-135252 fuhrt zu einer signifikanten Besserunmtigher Mirkozirkulationsparameter
sowie auch der klinischen Befundggeniber der Colitisgruppe. (4) Die Gabe des
selektiven COX-2-Inhibitor NS-398 hat denselbenekff wenn auch nicht so ausgepragt.
(5) Beide Gruppen unterscheiden sich, abgesehen Menkozytensticking und vom

Gewichtsverlauf, signifikant voneinander.

Aus dieser Studie lassen sich folgende Schlisdeeizigl) Die akute TNBS-Colitis ist
durch eine umfassende Stérung der Mikrozirkulav@nbunden mit Zeichen des SIRS
gekennzeichnet. (2) Die exogene Zufuhr von EndotHelfuhrt nicht zur erwarteten
Aggravation dieser Stérungen, da in dieser floridarizindungsphase vermutlich eine
Blockierung der Endothelin-A-Rezeptoren durch em@®y Endothelin-1 vorliegt.
(3) Durch Blockade der Endothelin-A-Rezeptoren mitem Antagonisten lassen sich
diese Alterationen signifikant verbessern. (4) HEoerbewirkt die Inhibierung der
Cyclooxygenase-2 eine signifikante Besserung di€d@rungen. (5) Der hemmende
Einfluss beider Substanzen auf die Leukozyten—Hadeinteraktion scheint hierbei eine
Rolle zu spielen. (6) Da die Endothelin-A-RezepteBtockade allerdings signifikant
effektiver ist, muss ein weiterer Mechanismus imn®i einer direkten Wirkung auf den
kapillaren Blutfluss vorliegen. (7) Folglich unteeschen diese Ergebnisse die

pathogenetische Bedeutung der Mikrozirkulationdigr Progression der Colitis.
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4.3.2.3.7. Hypothese aus der Interventionsstudie

Die Ergebnisse weisen auf 2 unterschiedliche Wegre Bkeinflussung des kapillaren
Blutflusses hin. Dabei scheint dieser zum einend@enLeukozyten—Endothel-Interaktion,
zum anderen direkt vom Endothelinsystem abhéngigsein. Der gestorte kapillare
Blutfluss wiederum fiihrt zu einer gesteigerten @ol\ktivitat, die ihrerseits mit einer
erhohten Endothelin-1 und Cyclooxygenase-2-Produkginhergeht. Beide Substanzen
haben eine gesteigerte Leukozyten—Endothel-Interakur Folge, wobei Endothelin den
kapillaren Blutfluss noch zuséatzlich direkt kompitirart. Dies ist nach den Ergebnissen
der entscheidende Reaktionsweg. Alles in allem kbrasnzu einem Circulus vitiosus
(Abbildung 48, Seite 124).

ET {t COX-2 1t
A \ / A

Leukozyten-Endothel-Interaktion {t

h 4
=] Kapillérer Blutflu {

h 4
Colitis-Aktivitat

Abb. 48: Circulus vitiosus entsprechend der Hypothese aes d
Ergebnissen der Interventionsstudie.
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4.4. Krankengut

Die Ergebnisse der Interventionsstudie fuhrten euHiypothese, dass Endothelin tber die
Beeintrachtigung der Mikrozirkulation eine wesesiik Rolle bei der Progression der
Colitis spielt.

Von verschiedenen Autoren wurde ein Zusammenhangchen Endothelin und dem
Auftreten einer Vasculitis beschrieben. So sei EHmelm-1 bei verschiedenen (inflamma-
torischen) GefalRveranderungen, z.B. der pulmonatypertension, bei der Re-
Stenosierung nach Angioplastie, im Rahmen der lkaown Herzkrankheit, bei der
Glomerulonephritis und eben auch bei der Vasculiwelviert [264, 265]. Es wird ange-
nommen, dass verschiedene pro-inflammatorischekfyéqz.B. TNF, Interleukin B) die
Produktion von Endothelin-1 induzieren. Endothdlinviederum triggert schlie3lich die
Ausbildung einer Vasculitis [266-271].

Nach der oben genannten Hypothese fiihrt Endothelmu einer erhthten Colitis-
Aktivitat, die ihrerseits mit einer Erh6hung desdBthelins einhergeht [99]. Da Endothelin
zu einer Vasculitis fuhrt, misste diese somit baitidghten mit aktiver chronisch

entziindlicher Darmerkrankung nachweisbar sein.

Zur Uberpriifung dieser Hypothese erfolgten dahenimhistologische Untersuchungen
am eigenen Krankengut des Zeitraums 2002-2005. iPaCdlitis-Aktivitdt in diesem
Zusammenhang eine entscheidende Rolle spielt, wdedeEntziindungsgrad mit Hilfe
eines etablierten Score’s determiniert. Daher wurdben der Frage, wie haufig eine
Vasculitis bei gezieltem Screening bei den chrdnisatziindlichen Darmerkrankungen
nachweisbar ist, insbesondere die Frage untersolstttieses Auftreten im Zusammenhang
mit dem Entztindungsgrad steht und wo die Vasculdshweisbar ist.

Um die Vasculitis nachzuweisen, wurden immunhigjdlohe Farbungen mit dem
Endothelzellmarker CD31 und dem Pan-T-Zellmarker3GQivrchgefuhrt. Beim Morbus
Crohn (n=56) ist bei einem mittleren Entziindungdgran 2.3 £ 1.0 (Score) in 32% eine
Vasculitis nachweisbar. Bei der Colitis ulcerosa43) ist dies bei einem mittleren
Entziindungsgrad von 3.0 = 0.8 (Score) in 49% d#r Babei fallt auf, dass die Vasculitis
nur in den entzindlich alterierten Darmwandschichgiftritt. Sowohl beim Morbus
Crohn als auch bei der Colitis ulcerosa bestehte esndeutige Beziehung zum
Entzindungsgrad. Eine Vasculitis kommt in den mnml@mtzindungsstadien (Grad ,0-2)

bei beiden Erkrankungen nicht vor. Erst ab Grad ¢&8% verwendeten Score’s ist eine
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Vasculitis beim Morbus Crohn in 82% und bei derit®llcerosa in 57% nachweisbar.
Bei schwerer Entzindung, entsprechend Grad ,4“diss bei beiden Erkrankungen zu
100% der Fall.

Obwohl Warren und Sommers schon vor knapp 60 Jaheclokale Vasculitis bei Colitis
ulcerosa beschrieben haben [54], gibt es bislang wenige Studien, die auf das
Vorkommen einer Vasculitis fokussieren. Auffallenst, dass mit einer Ausnahme
samtliche Arbeiten ausschlief3lich den Morbus Crbatieffen. Die erste Arbeit in dieser
Reihe stammt von Knutson et al. aus dem Jahre 13@8beschrieben bei 5 von 11
Patienten mit Morbus Crohn eine granulomatdse Masc[61]. 1983 untersuchten Geller
und Cohen bei 70 Morbus Crohn-Patienten das Vorkemwon Entziindungszellen in der
Wand von Arterien und Arteriolen. Sie fanden behmals 20% der Falle entsprechende
Veranderungen, allerdings schlossen sie in ihrdseArGefalle in deutlich verdnderten
Regionen aus [272]. Die Arbeitsgruppe um Wakefigldblizierte 1991 eine Studie mit
dem Titel ,granulomatous vasculitis in Crohn’s @ise’. Die Arbeit untersuchte an
24 Morbus Crohn-Resektaten, ob die Granulome vassulHerkunft seien. Bei
15 Patienten (62.5%) fanden sich insgesamt 485 uBrare, von denen 85% direkt mit
GefalRverdnderungen assoziiert waren. Derartigenderangen wurden im Gegensatz zu
den eigenen Ergebnissen auch in Arealen gefundenkeine Ulceration der Mukosa
vorlag. Die Autoren schlossen aus der Beziehungdven Gefallen und der granulo-
matdsen Entzindung, dass die intestinale Mikrovaskation ein friher Schritt in der
Pathogenese des Morbus Crohn ist [51]. Matson. éibarpruften 1995 diese Hypothese
an 30 Gewebebldcken von 11 Patienten mit Morbuhi€r&ie analysierten 232 Granu-
lome, nur bei 3 Patienten fanden sie eine sigmtikaBeziehung, so dass sie der Ansicht
waren, dass die Granulome gewdhnlich nicht mit Berigefal3en assoziiert sind [273].
Auch bei den eigenen Untersuchungen trat die Vascutur vereinzelt (5.4%) in
Zusammenhang mit Granulomen beim Morbus Crohn Bid. einzige Studie, die in
diesem Zusammenhang neben dem Morbus Crohn au@uodies ulcerosa untersucht, ist
die von Yokoyama et al. aus dem Jahre 2001. Sersutthten an 23 Morbus Crohn- und
an 20 Colitis ulcerosa-Resektaten, ob der entzcimellGefal3schaden beim Morbus Crohn
eine pathogenetische Rolle spielt. Beim Morbus @r@imden sie im Vergleich zur Colitis
ulcerosa signifikant haufiger entziindlich veraneleirterien verbunden mit einer durch

Intimaverdickung bedingten Obliteration. Eine gramatose Vasculitis lag bei 43,5% der
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Morbus Crohn-Resektate vor. Wie auch in den eigddetersuchungen korrelierte der
Grad der Arteriitis mit der Crohn-Aktivitat [274].

4.4.1. Zusammenfassung und Schlussfolgerungen

Beide beiden chronisch entzindlichen Darmerkrankondindet sich eine Gefal3-
beteiligung in Form einer Vasculitis, deren Auspndg abhangig vom Entztindungsgrad
ist.

Da die Konzentration des fur die Vasculitis alsagtdich postulierten Endothelins ebenso
mit der Colitis-Aktivitat korreliert [99], sind dse Befunde konkludent. Unter
Berucksichtigung der tierexperimentellen Ergebnisée zeigen, dass Endothelin Uber die
Beeintrachtigung der Mikrozirkulation eine wesesiik Rolle bei der Progression der
Colitis spielt, wird somit die Hypothese von Waleddi et al., dass die Vasculitis zu einer
Storung der Mikrozirkulation bei Morbus Crohn fjhgestutzt, wenngleich in den eigenen

Vorarbeiten multifokale Infarkte nicht nachgewiesegrden konnten [50, 51].
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5.  ZUSAMMENFASSUNG und AUSBLICK

5.1. Hintergrund

Atiologie und Pathogenese der chronisch entzinelflicarmerkrankungen, Morbus
Crohn und Colitis ulcerosa, sind trotz zahlreicheuer wissenschaftlicher Erkenntnisse
ungeklart, so dass trotz intensiver Forschungsbengdn ein Durchbruch in der
Behandlung weiterhin aussteht. Die Immunologie elidsrkrankungen wird zwar besser
als noch vor Jahren verstanden, so ist bekanntcheeMediatoren die Entzindungs-
prozesse triggern und welche Zytokine pro- und elantiinflammatorisch wirken, zu
einer Heilung der chronisch entzindlichen Darmerkuagen hat dies jedoch nicht
gefuhrt. Therapieanséatze, die auf derartigen Erkessen beruhen, haben ein erhebliches
Nebenwirkungsprofil. Da haufig junge Menschen Wétrosind und da der Verlauf beider
Erkrankungen chronisch rezidivierend ist, kommtzaseiner steigenden Pravalenz, was

die gesamte Situation noch verscharft.

Vor diesem Hintergrund wird intensiv nach Alternati gesucht, um erweitere,
verbesserte oder neue Therapieoptionen bei dennishio entzindlichen Darm-
erkrankungen zu etablieren. Letztlich steht abee éausale Therapie bislang aus, da die
Atio-Pathogenese dieser Erkrankungen noch immét imcallen Einzelheiten geklart ist.

Einen interessanten Ansatzpunkt stellt in diesesamumenhang die Mikrozirkulation und
deren Einfluss auf den Verlauf der Erkrankungen. dams der Literatur gibt es

diesbezuglich zahlreiche Hinweise, die mittels gisdener Methoden an Patienten mit
chronisch entzindlicher Darmerkrankung erhoben wmurdSo fielen schon frihzeitig

histopathomorphologischen Parallelen zur ischamisc@olitis auf [52]. In den 60er

Jahren folgten mehrere angiographische Untersue@mngdie bei beiden Erkrankungen
GefalRalterationen beschrieben [55-58]. Zur detairen Charakterisierung folgten
mikroangiographische Studien an Operationspraparalie zu kontroversen Ergebnissen
fuhrten [62-65]. Daneben wurden lichtmikroskopisdbietersuchungen an Aufhellungs-
praparaten und rasterelektronenmikroskopische &tudn Korrosionspraparaten durch-
gefuhrt, aber auch hier wurden unterschiedliche d#ygsen zur Bedeutung der
Mikrozirkulation aufgestellt, so dass in eigenen rafbeiten eine systematische
Deskription der Angioarchitektur erfolgte [50, ®B, 70, 71].
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Die eigenen Vorarbeiten machten erneut deutlicks @s grundsatzlich schwierig ist, von
der Morphologie auf die Funktion zu schlieRen. Aufgl dieser bekannten Problematik
wurde schon friihzeitig mit funktionellen in vitrontérsuchungen begonnen [69, 72, 73].
Durch den technischen Fortschritt waren schlief@digbh in vivo Studien an Patienten mit
chronisch entzindlichen Darmerkrankungen madglich4-18]. Zusammengefasst
beschrieben diese Arbeiten verschiedene Mikrozatkehsmuster, ohne deren Bedeutung
im Rahmen der Pathogenese der chronisch entzuadli€armerkrankungen eindeutig
definieren zu kénnen.

Weitere klinische Beobachtungen wie das Auftreteres "Alters-Crohn" [77, 78], eine
Abhangigkeit des Verlaufs vom Rauchen [79-88], pesitive Effekt der Heparin-Gabe
[89-91] sowie der Nachweis signifikant erhdhter &imalin-Spiegel [97-99] wurden mit

einer pathogenetischen Bedeutung der Mikrozirkoiheiin Zusammenhang gebracht.

Diese Ubersicht zeigt, dass der Stellenwert der rodikkulation im Rahmen der

Pathogenese der chronisch entziindlichen Darmenknggh nach wie vor unklar ist. Dies
hat vor allem zwei Griinde. Zum einen ist die Inii&linikroskopie, die den Goldstandard
fur Untersuchungen der Mikrozirkulation darstellam menschlichen Darm aus
methodischen Grinden nicht verfugbar und abgesgleon wirde es zum anderen kaum
gelingen, die Erkrankung in einem so frGhen Stadzumuntersuchen, wie es fur die
Erforschung zwingend notwendig ware. Daher sindrmaglelle zur Beantwortung

diesbezliglicher Fragen und zur Evaluation neuerspeethender Therapieansatze

unverzichtbar.

Zur systematischen Charakterisierung der Mikrozattan am Kolon gab es zu
Studienbeginn kein etabliertes Tiermodell. Nach desbeziglichen Mitteilungen in der
Literatur war zunachst vielmehr fraglich, ob dagetStudien am Colitis-Darm Uberhaupt
maoglich sind [101], so dass zunéchst in einer Bilmlie die Technik der Intravital-

mikroskopie am Kolon der Ratte etabliert werden steis
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5.2. Zielsetzung der Pilotstudie (Gruppen la-f)

Ziel der Pilotstudie war die Entwicklung einer Tath zur intravitalmikroskopischen
Untersuchung am gesunden Darm der Ratte und digakibasierung der Mikro-
zirkulation verschiedener Darmabschnitte sowohlBereich der Mukosa als auch der

Serosa.

5.3. Ergebnisse und Schlussfolgerungen aus der Pilotstigd(Gruppen la-f)

Eine standardisierte Messung der Mikrozirkulatioittets Intravitalmikroskopie ist serosal
und mukosal sowohl am terminalen lleum als auchpesrimalen und distalen Kolon der
Ratte moglich.

Zwischen den einzelnen Darmabschnitten bestehere lggnifikanten Unterschiede. Der
kapillare Blutfluss der Mukosa liegt zwischen 218W 2.64 nl/cap/min. Deutlich héher ist
dieser dagegen im Bereich der Serosa, hier liegiweschen 3.11 und 3.54 nl/cap/min.
Aufgrund von Verunreinigungen durch Faeces ist Messung des serosalen kapillaren
Blutflusses allerdings technisch wesentlich schigear

Nach erfolglosen Bemihungen am Essigsaure-Colitgld¥ [101] gelang somit in dieser
Pilotstudie erstmals die Etablierung der intrawtddoskopischen Technik fur Unter-
suchungen der Mikrozirkulation im Bereich der Sarasmd der Mukosa verschiedener
Darmabschnitte der Ratte.

Im néchsten Schritt wurde in einer Colitis-Indukstudie Uberprift, ob diese Technik

auch auf Ratten mit experimenteller Colitis Gbeytar ist.

5.4. Zielsetzung der Colitis-Induktionsstudie (Gruppen I-V)

Ziel der Colitis-Induktionsstudie war die Charakdgrung der mukosalen Mikro-
zirkulation im Bereich des proximalen und des digstaKolons beim TNBS- und beim
Mitomycin C-Colitis-Modell der Ratte im zeitlicheWerlauf. Zur Korrelation mit den
histopathologischen Veranderungen war die Entwigileines histologischen Colitis-

Score’s erforderlich.
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5.5. Ergebnisse und Schlussfolgerungen aus der Colitisluktionsstudie
(Gruppen 11-V)

Bei beiden Colitis-Modellen kommt es zu signifikamt Stérungen der mukosalen
Mikrozirkulation, sowohl im akuten (TNBS-Colitis)lsaauch im chronischen Stadium
(Mitomycin C-Colitis) der Entziindung.

Der kapillare Blutfluss ist bei der TNBS-Colitis idistalen Kolon nach 24 Sunden mit
2.91 nl/cap/min tendenziell erhéht, nach 3 Tagen1mi9 nl/cap/min signifikant erniedrigt
und nach 15 Tagen mit 2.45 nl/cap/min nahezu wiademal. Im Bereich des proximalen
Kolons finden sich keine Verédnderungen. Histoldgi§adet sich nach 24 Stunden und
auch noch nach 3 Tagen im distalen Kolon eine sahfleride Entziindung. 15 Tage nach
Colitis-Induktion findet sich hier eine signifikenBesserung. Das proximale Kolon zeigt
nur eine sehr geringe Entzindungsaktivitat. Inggeésat die Mikrozirkulation wieder
normal wahrend die akute Inflammation ricklaufig is

Bei der Mitomycin C-Colitis ist der kapillare Blutss im proximalen Kolon nach 3 Tagen
mit 2.51 nl/cap/min unverandert, nach 7 Tagen korammit 1.53 nl/cap/min zu einer
signifikanten Reduktion, die mit 1.19 nl/cap/mincheéé Wochen noch starker ausgepragt
ist. Nicht ganz so markant sind die Verdnderungendistalen Abschnitt (3.0, 2.27,
1.83 nl/cap/min). Histologisch entwickelt sich iritlen Darmabschnitten eine chronische
Entziindung, wobei die Veranderungen im Bereichptegimalen Kolons im Laufe der
Zeit signifikant zunehmen. Somit verschlechterthstie Mikrozirkulation wahrend die

chronische Inflammation konstant bleibt bzw. zunimm

Aus dieser Studie lassen sich folgende Schliissezig1) Die Intravitalmikroskopie ist
auch am entziindeten Kolon madglich. (2) Das TNBS-#lloentspricht eher dem aktiven
und (3) das Mitomycin C-Modell eher dem inaktivetaddum der Colitis. (4) Der neu
entwickelte histologische Colitis-Score ist fur d@ualifizierung und Quantifizierung

experimenteller Colitiden geeignet.

Die Ergebnisse weisen somit auf die Bedeutung d&rddirkulation fiir den Verlauf der
Colitis hin. Die resultierende Hypothese, dass dimktionellen Veranderungen
(Mikrozirkulation) den pathomorphologischen (Entdiing) vorangehen, wurde als

nachstes in einer Interventionsstudie Uberpruft.
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5.6. Zielsetzung der Interventionsstudie (Gruppen Vla-e)

Ziel der Interventionsstudie war es, die Bedeutdag Mikrozirkulation fir Pathogenese

und Verlauf der experimentellen Colitis zu evalarerSollte die Hypothese zutreffen, dass
die gestorte Mikrozirkulation von pathogenetiscBedeutung ist, so miusste umgekehrt
eine Verbesserung der Mikrozirkulation in der frihehase der Colitis einen milderen
Krankheitsverlauf zur Folge haben.

5.7. Ergebnisse und  Schlussfolgerungen aus der Intervanhsstudie
(Gruppen Vla-e)

Die Studie erfolgte am TNBS-Modell 48 Stunden ndeh Induktion, also in der frihen
akuten Phase der Colitis. Untersucht wurde die éatifiaut des distalen Kolons. Neben
einer Kontrollgruppe (gesunde Tiere) und einer habeelten Colitisgruppe gab es
3 weitere Colitisgruppen, denen Priifsubstanzenizepl wurden. Zur Uberpriifung der
Hypothese wurde zum einen Endothelin-1 gewahltedasn direkten (negativen) Einfluss
auf die Mikrozirkulation besitzt, zum anderen (x@rbesserung der Mikrozirkulation) der
entsprechende Antagonist LU-135252, der den EntintAeRezeptor selektiv zu
blockieren vermag. Daneben wurde der selektive Gdhibitor NS-398 gewahlt, da er
potentiell auf die Leukozyten—Endothel-Interaktiemwirkt und somit ebenfalls die
Mikrozirkulation (positiv) beeinflusst.

Zielparameter der Mikrozirkulation waren neben dapillaren Blutfluss die funktionelle
Kapillardichte, die Gefal3permeabilitat und das laaykensticking. Daneben wurden noch
weitere Parameter (Hamatokrit, Gewichtsverlauf, nellisscheidung und Qualitat des
Faeces) in Anlehnung an den Crohn’s disease activdtex [202] zur Beurteilung der
Colitis-Aktivitat erfasst. Schlie3lich wurde der t2andungsgrad unter Verwendung des

histologischen Colitis-Score’s quantifiziert.

Es fanden sich folgende Befunde: (1) Neben eirgifdkanten Reduktion des kapillaren
Blutflusses ist die Akutphase der TNBS-Colitis dureine verminderte funktionelle
Kapillardichte sowie durch eine signifikante Steigey der Kapillarpermeabilitdt und des
Leukozytenstickings in der Mukosa gekennzeichneandben kommt es zu einer
signifikanten Erhéhung des Hamatokrits und zur ifkggnten Abnahme der Diurese und
des Gewichts. (2) Die exogene Zufuhr von Endothklimewirkt keine Anderung dieser

Befunde. (3) Die Applikation des selektiven Endtithé-Rezeptor-Antagonisten
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LU-135252 fuhrt zu einer signifikanten Besserunmtigher Mirkozirkulationsparameter
sowie auch der klinischen Befundgegentber der Colitisgruppe. (4) Die Gabe des
selektiven COX-2-Inhibitor NS-398 hat denselbenekff wenn auch nicht so ausgepragt.
(5) Beide Gruppen unterscheiden sich, abgesehen Memkozytensticking und vom
Gewichtsverlauf, signifikant voneinander. (6) Hsathologische Unterschiede zwischen
den einzelnen Colitisgruppen bestehen nicht.

Aus dieser Studie lassen sich folgende Schlisdeerzigl) Die akute TNBS-Colitis ist
durch eine umfassende Stérung der Mikrozirkulav@nbunden mit Zeichen des SIRS
gekennzeichnet. (2) Die exogene Zufuhr von EndotHelfuhrt nicht zur erwarteten
Aggravation dieser Storungen, da in dieser floridarizindungsphase vermutlich eine
Blockierung der Endothelin-A-Rezeptoren durch em@®y Endothelin-1 vorliegt.
(3) Durch Blockade der Endothelin-A-Rezeptoren mitem Antagonisten lassen sich
diese Alterationen signifikant verbessern. (4) HEoerbewirkt die Inhibierung der
Cyclooxygenase-2 eine signifikante Besserung di€d@rungen. (5) Der hemmende
Einfluss beider Substanzen auf die Leukozyten—Hadeinteraktion scheint hierbei eine
Rolle zu spielen. (6) Da die Endothelin-A-RezepteBdockade allerdings signifikant
effektiver ist, muss ein weiterer Mechanismus imn®i einer direkten Wirkung auf den
kapillaren Blutfluss vorliegen. (7) Die direkte \Wesserung des kapillaren Blutflusses in
der frihen Phase der Colitis fuhrt zu einer geniegeColitis-Aktivitdt und unterstreicht

damit die pathogenetische Bedeutung der Mikrozakaoh flr die Progression der Colitis.

5.8. Krankengut

Nach den Ergebnissen der Interventionsstudie istotelin durch Beeintrachtigung der
Mikrozirkulation fUr die Progression der Colitisdmitsam. Aus der Literatur ist bekannt,
dass Endothelin ebenso die Ausbildung einer Vasstliggert [266-271]. Daher erfolgten
am eigenen Krankengut immunhistologische Untersogén mit der Frage, wie héufig
eine Vasculitis bei den chronisch entzindlichenniakrankungen nachweisbar ist und ob
diese im Zusammenhang mit dem Entziindungsgrad Setohl beim Morbus Crohn als
auch bei der Colitis ulcerosa lasst sich eine M#scuin entzindlich alterierten
Darmwandschichten nachweisen, deren Auspragung Bwtnindungsgrad abhéngig ist.
Eine Beziehung zu Granulomen beim Morbus Crohn ebéstin 5.4%. Da die

Konzentration des fur die Vasculitis als ursachpdstulierten Endothelins ebenso mit der
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Colitis-Aktivitat  korreliert [99], sind diese Befde somit konkludent. Unter
Berucksichtigung der tierexperimentellen Ergebnisée zeigen, dass Endothelin Uber die
Beeintrachtigung der Mikrozirkulation eine wesesiik Rolle bei der Progression der
Colitis spielt, wird somit die Hypothese von Waleddi et al., dass die Vasculitis zu einer
Storung der Mikrozirkulation bei Morbus Crohn fjhgestutzt, wenngleich in den eigenen
Vorarbeiten multifokale Infarkte nicht nachgewiesegrden konnten [50, 51].

5.9. Ausblick

Die tierexperimentellen Untersuchungen an Colitiseldllen der Ratte sowie die Studien
an den Operationsresektaten von Patienten mit Mo@lsahn bzw. Colitis ulcerosa weisen
auf die Bedeutung der Mikrozirkulation fur Pathoge®@ und Verlauf der chronisch
entziindlichen Darmerkrankungen hin. Es konnte irarmiodell gezeigt werden, dass
durch den Einsatz eines Endothelin-A-Rezeptor-Amégien die Mikrozirkulation und der

Verlauf der akuten Colitis signifikant verbessedrden. Damit ertffnet sich die Option
fur einen innovativen therapeutischen Ansatz. Uben therapeutischen Einsatz von
Endothelin-Rezeptor-Antagonisten bei humaner Golgibt es in der Literatur bislang

keine Mitteilungen. Allerdings gibt es bereits Sarg die Uber den erfolgreichen Einsatz
bei arteriellem Hypertonus [275], bei koronarer keankheit [276], bei dekompensierter
Herzinsuffizienz [277], bei primarem pulmonalen lynus [278, 279] und bei

Vasculitis berichten [264]. Dabei wird die oral 8ame Substanz gut vertragen [280,
281]. Diese viel versprechenden klinischen Studik®,Bedeutung von Endothelin in der
Pathogenese der chronisch entzindlichen Darmerkngek sowie die eigenen

experimentellen Ergebnisse sprechen fur weiterfidedJntersuchungen zum Einsatz von
Endothelin-Rezeptor-Antagonisten bei Patienten ghtonisch entzindlicher Darm-

erkrankung. Der nachste Schritt ware somit dieidtime Uberpriifung in einer Phase I/11-
Studie (Vertraglichkeit und Dosisfindung) bei dehranisch entztundlichen Darm-

erkrankungen. Auch andere Autoren sehen mittleevain Endothelin-Rezeptor-

Antagonisten einen neuen Ansatz in der ,supportiv@iherapie der chronisch

entziindlichen Darmerkrankungen [218, 282].

Die Etablierung eines Colitis-Modells flr intravitakroskopische Untersuchungen

ermoglicht, neben der Entwicklung und Erprobung emeTherapieoptionen in der
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Behandlung der chronisch entzindlichen Darmerknag&n, auch weitergehende
Forschungen zur Pathogenese.

Da die Darmschleimhaut besonders sensibel auf Bewntrachtigung der Sauerstoff-
zufuhr reagiert, kbnnen somit Stérungen der Mikiladation eine Erklarung fur die
nachgewiesenen Veranderungen der Barrierefunkt®n, glie zu einer gesteigerten
intestinalen Permeabilitat fuhren. Elektrophysisdoge Untersuchungen an Operations-
praparaten von Patienten mit Colitis ulcerosa zeigi@e erhdéhte lonenpermeabilitat und
einen verminderten elektrischen Widerstand [283rgleichbare Ergebnisse fanden sich
bei entsprechenden Studien am TNBS-Colitis-Mod2#4]. Klinisch entspricht dies den
ausgepragten Diarrhoen der Patienten mit chromesthindlicher Darmerkrankung, die
teilweise mit erheblichen Elektrolytverlusten eirgehen und zur Exsikkose flhren
konnen. Daneben fuhrt die gesteigerte intestinaamBabilitat zur Translokation von
Bakterien aus dem Darmlumen in mesenteriale Lymptdmund zu dortigen immuno-

logischen Prozessen bzw. sie fiihrt zu systemisBleaktionen [285-287].
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7. ABKURZUNGSVERZEICHNIS

BGA

cbf

CDAI

COX

Da

DNBS

DSS

ET

ET-RA

FITC

FITC-Dextran

fKD
GPM
HE
HTK
Kg KG
LS
MRNA
nl/cap/min
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Crohn’s disease activity index
Cyclooxygenase
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Endothelin
Endothelin-Rezeptor-Antagonist
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Nicht-steroidale Antirheumatika
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Standard Error of Mean

Systemic inflammatory response syndrome
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TNBS Trinitrobenzensulfonsaure

TNF tumor necrosis factor



Danksagung 160

8. DANKSAGUNG

Mein ganz besonderer Dank gebihrt meinem Chef H&noh Dr. med. Heinz J. Buhr. Er
hat mich 1995 als ,Quereinsteiger” in seine Klinkifgenommen — zum damaligen
Zeitpunkt alles andere als selbstverstandlich. bDaAdugab er mir die Chance zur
wissenschatftlichen Tatigkeit und somit zu dieselbeMt Fur die kritische und akribische
Durchsicht des Manuskriptes danke ich ihm sehr.t&/diin ich Uberaus dankbar fir die
breite und umfassende klinische Weiterbildung,iclieunter seiner Agide erfahren durfte.
Sein unermidlicher Einsatz fur die Klinik und flredPatienten verdienen hochsten
Respekt.

Herrn Prof. Dr. med. Thomas Foitzik danke ich fig fleundliche Integration in seine AG.
Zusammen mit Frau Birgit Hotz, der ich an diesell8tebenfalls danken méchte, hat er
mich in die im Labor etablierte Methodik der Intitaimikroskopie eingearbeitet. So
wurde die methodische Voraussetzung fir die Evalnaind Etablierung eines neues
Modells fir Untersuchungen der Mikrozirkulation amarm geschaffen. Weiter

unterstitzte er mich bei der Versuchsplanung unalyse der Ergebnisse.

Frau Dr. med. Alexandra Perez-Canté und Herrn Bofmed. Christoph Loddenkemper
aus dem Institut fur Pathologie der Charité — Casnpenjamin Franklin (Direktor:
Prof. Dr. med. H. Stein) sei fur die stets gute @inathtbare Kooperation, die u.a. zur
Entwicklung eines histologischen Colitis-Score’ité und sich in der Befundung der
histologischen Préparate fortsetzte, besondersgeda

Danken mdchte ich weiter Frau Tanja Anderson, dieRiahmen ihrer Dissertation mit

Fleil3 und aul3erster Sorgfalt Versuche der Interoesstudie durchgefuhrt hat.

Darlber hinaus bin ich den Mitarbeiterinnen des r@hischen Forschungslabors,

insbesondere Frau Sonja Dullat, fur ihre Assistenbank verpflichtet.

Schlief3lich méchte ich von Herzen meiner Frau Jstaie meinen Kindern Marie, Anna
und Paul far ihre unermidliche Unterstitzung dankarch meinen Eltern, die mir seit

jeher uneingeschrénkt geholfen haben, sei dieseitfem Dank.



Erklarung 161

9. ERKLARUNG

Erklarung nach 84 Abs. 3 (k) der HabOMed der Charit

Hiermit erklare ich, dass

weder friher noch gleichzeitig ein Habilitationdatren durchgefiihrt oder angemeldet

wird bzw. wurde,
welchen Ausgang ein durchgefuhrtes Habilitationsleen hatte,

die vorgelegte Habilitationsschrift ohne fremde félilverfaldt, die beschriebenen
Ergebnisse selbst gewonnen sowie die verwendetedfsntiiel, die
Zusammenarbeit mit anderen Wissenschaftlern/Wisbaftierinnen und mit
technischen Hilfskraften sowie die verwendete kiter vollstindig in der

Habilitationsschrift angegeben wurden.

mir die geltende Habilitationsordnung bekannt ist.

31.08.2007 Martin Kruschewski



