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1 Einleitung 

1.1 Akute Pankreatitis 

Die akute Pankreatitis ist die häufigste Erkrankung der exokrinen 

Bauchspeicheldrüse und stellt unter allen nicht malignen gastrointestinalen 

Erkrankungen den häufigsten Grund für eine Hospitalisierung dar (Peery et al., 

2012). Es handelt sich um eine komplexe Erkrankung, bei der trotz zahlreicher 

experimenteller, sowie klinischer Studien immer noch viele Fragen hinsichtlich 

der Pathogenese und der sich daraus ableitenden Therapieoptionen offen sind. 

Nach wie vor gibt es keine spezifische Therapie für diese Erkrankung (Frossard 

et al., 2008). Aktuelle Zahlen gehen von einer steigenden Inzidenz aus. Sie 

reicht von 13-45/100.000 Einwohnern, wobei die Häufigkeit der Erkrankung im 

höheren Alter zunimmt (Yadav and Lowenfels, 2013). 

Beim Verlauf der akuten Pankreatitis wird zwischen zwei verschiedene Formen 

differenziert. Zum einen die häufigere milde ödematöse akute Pankreatitis (circa 

80% der Fälle), mit einem meist selbstlimitierend Verlauf. Dem gegenüber steht 

die schwere nekrotisierende Form (circa 10-20%), welche trotz 

intensivmedizinischer Behandlung auch heute noch eine Mortalität von 10-25% 

aufweist (Bittinger and Messmann, 2011). Zu dieser hohen Letalität kommt es 

meist durch eine im Verlauf auftretenden Sepsis oder eines Systemic 

Inflammatory Response Syndrom (SIRS), welche beide in einem 

Multiorganversagen enden können (de Beaux et al., 1995, Buter et al., 2002, 

Zeng et al., 2014). Um dies zu verhindern ist eine frühe Diagnostik und ein 

schneller Therapiebeginn entscheidend für den Verlauf der Erkrankung. 

1.1.1 Ätiologie & Pathogenese  

Für die akute Pankreatitis sind bisweilen zahlreiche Auslöser bekannt. Bei 

weitem am häufigsten sind jedoch die biliäre und die alkoholinduzierte 

Pankreatitis (Kemppainen and Puolakkainen, 2007). In den Industrienationen 

geht man davon aus, dass circa 40% der Pankreatitiden biliärer Genese und 

circa 35% alkoholinduziert sind (Herold, 2018). Auslöser für eine biliäre Genese 

sind zum Beispiel eine Choledocholithiasis teilweise mit stattgehabtem 

Steinabgang oder Stenosen der Papilla duodeni major (Heuberger et al., 2012, 

Huber and Schmid, 2011). Auffallend dabei ist, dass Frauen häufiger unter 

einer biliären Genese leiden, während bei Männern die alkoholinduzierte 
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Pankreatitis häufiger ist. In 10-15% lässt sich jedoch kein eindeutiger Auslöser 

für die Krankheit finden (Frossard et al., 2008). 

Weitere seltenere Ursachen sind eine Hypertriglyzeridämie, eine 

Hyperkalziämie, iatrogenes Eingreifen (z. B. Post-ERCP), Virusinfektionen      

(z. B. Mumps, CMV, HIV), medikamentös-toxisch (z. B. Azathioprin, Statine) 

und Autoimmunerkrankungen (z. B. das Sjögren-Syndrom) (Bittinger and 

Messmann, 2011, Frossard et al., 2008).  

Für die Pathophysiologie der akuten Pankreatitis liegen aufgrund intensiver 

Forschung in der jüngeren Vergangenheit zahlreiche Erklärungsansätze vor, 

jedoch ist der genaue Mechanismus noch nicht abschließend geklärt (Lerch et 

al., 2003, Wang et al., 2009). Das Erforschen der Pathogenese wird vor allem 

dadurch erschwert, dass die akute Pankreatitis spontan, ohne vorhergehende 

Anzeichen auftritt (Wang et al., 2009). Grundlegend geht man davon aus, dass 

es durch eine vorzeitige Aktivierung der im Pankreas als Zymogene 

produzierten Verdauungsenzyme zu einer sogenannten Autodigestion des 

Pankreasparenchyms kommt, welche primär zu einer sterilen 

Entzündungsreaktion führt. Daraufhin folgt eine Ödembildung im Pankreas. 

Dieser Verlauf wird als ödematöse Form beschrieben und heilt bei einem 

Großteil der Patienten folgenlos aus (Klar and Werner, 2000). Bei einigen 

Patienten kommt es allerdings zu einem schwereren Verlauf mit Ausbildung von 

Nekrosen  (Huber and Schmid, 2011, Khanna et al., 2013). Diese 

Nekroseareale dienen als Grundlage für schwerwiegende Infektionen mit in der 

Folge auftretendem SIRS beziehungsweise einem septischen Krankheitsbild. 

Gallensteine sind der häufigste Auslöser für eine akute Pankreatitis. Die von 

dem Stein ausgelöste Stenose induziert eine Verlegung des Ductus 

pancreaticus. Infolgedessen kommt es zum Rückstau des Sekrets und einem 

Druckanstieg in den pankreatischen Ductus. Die Auswirkungen dieses 

sogenannten Refluxes von Verdauungsenzymen, wie beispielsweise Trypsin, 

werden im Folgenden kurz geschildert. 

Wie bereits erwähnt, ist der genaue Pathomechanismus noch nicht 

abschließend geklärt, jedoch gehen die meisten Theorien von einer Schädigung 

der Azinuszellen im Pankreas mit konsekutiver Entzündungsreaktion aus 

(Wang et al., 2009). Grundlegend wird hier eine Aktivierung von Trypsinogen in 
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den Azinuszellen vermutet. Infolgedessen kommt es zu einer weiteren 

Aktivierung von Trypsin selbst, sowie von weiteren Verdauungsenzymen. Im 

Rahmen dieser Prozesse werden unter anderem freie Sauerstoffradikale 

gebildet. Der genaue Auslöser für die Aktivierung der Verdauungsenzyme ist 

noch unklar. Verschiedene Faktoren werden in diesem Zusammenhang 

diskutiert: Eine gestörte Sekretion aus den Azinuszellen, hohe Calcium-

Konzentrationen und die lysosomale Hydrolase Cathepsin B, welche 

Trypsinogen zu Trypsin aktivieren kann und in den Azinuszellen vorkommt 

(Lerch et al., 2003).  

Aufgrund der beschriebenen Störung der Zellfunktion und der abnormen 

Enzymsekretion kommt es zu einer lokalen Entzündungsreaktion. Diese wird 

durch folgende Schritte beschrieben: aus den Endothelien werden zunächst 

vasoaktive Subtanzen (z. B. NO und Endothelin) und Entzündungsmediatoren 

freigesetzt (z. B. IL-1, IL-6, IL-8, TNF-α). Diese bewirken eine Migration von 

Leukozyten, welche wiederum selbst Zytokine freisetzten – sowohl 

antiinflammatorisch (z. B. IL-10), als auch pro-inflammatorisch (z. B. IL-1, IL-6, 

TNF-α) (Klar and Werner, 2000). Charakteristisch bei einer akuten Pankreatitis 

ist ein im frühen Verlauf stark ansteigendes IL-6, welches vor allem von 

Makrophagen sezerniert wird (Rao and Kunte, 2017).  Neben den bereits 

genannten Entzündungsmediatoren, wird auch dem Transkriptionsfaktors     

NF-κB eine besondere Bedeutung beigemessen. Dieser hat nicht nur Einfluss 

auf die Entzündungsreaktion, sondern auch auf die Mikrozirkulation. Störungen 

der Perfusion begünstigen das Auftreten von Nekrosen. Mit dem Auftreten von 

Nekrosen wird das Risiko für einen schweren Verlauf der Erkrankung erhöht 

(Rakonczay et al., 2008, Zhang et al., 2009). Die Pankreasnekrosen sind zu 

Beginn der Erkrankung meist steril. Im weiteren Verlauf kann es jedoch zu einer 

bakteriellen Superinfektion der Nekrosen - vor allem durch Translokation von 

Bakterien aus dem Gastrointestinaltrakt - kommen. Superinfizierte Nekrosen 

begünstigen das Auftreten einer Sepsis (Zhang et al., 2009). Bei einer weiteren 

Eskalation im Sinne eines Multiorganversagens wirken die 

proinflammatorischen Zytokine nicht mehr ausschließlich im Pankreas, sondern 

im gesamten Organismus und betreffen somit auch lebenswichtige Organe wie 

Herz-Kreislaufsystem, Lunge, ZNS und Nieren. 
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1.1.2 Diagnostik & Therapie 

In Anlehnung an die aktuelle S3-Leitlinie Pankreatitis sind für die 

Diagnosestellung einer akuten Pankreatitis mindestens zwei der drei folgenden 

Kriterien zu erfüllen: 

• Klinisches Kriterium: typischer Oberbauchschmerz 

• Serologisches Kriterium: Serum-Lipase mindestens dreifach oberhalb 

der oberen Normgrenze 

• Bildgebende Kriterien: pathologisches Korrelat in Computertomographie 

(CT), Magnetresonanztomographie (MRT) oder Abdomensonographie 

(Working Group, 2013, Beyer et al., 2022) 

 

Die Schweregradeinschätzung einer akuten Pankreatitis kann anhand der 

revidierten Atlanta Klassifikation (RAC) erfolgen (Beyer et al., 2022). Diese 

unterscheidet drei Stadien: 

▪ Die milde akute Pankreatitis 

o Abwesenheit von Organfunktionsstörungen 

o keine lokalen Komplikationen 

▪ Die moderate akute Pankreatitis 

o lokale Komplikationen und/oder 

o vorübergehende Organfunktionsstörungen (<48h)  

▪ Die schwere akute Pankreatitis 

o Persistierende Organfunktionsstörungen (>48h), berechnet nach 

dem modifizierten Marshall-Score für Organfunktionsstörungen 

(Bradley, 1993, Whitcomb, 2006, Banks et al., 2012) 
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Tabelle 1.1: Modifizierter Marhsall-Score für Organfunktionsstörungen bei akuter 
Pankreatitis (ein Organversagen liegt beim jeweiligen Organsystem ab einem Score 
von 2 vor) - modifiziert nach (Banks et al., 2012) 

Organsystem Score 
0 
 

 
1 

 
2 

 
3 

 
 4 

Lunge  
(PaO2/FiO2 in mmHg) 
 

>400 301-400 201-300 101-
200 

≤100 

Niere 
(Serum Kreatinin in 
µmol/l) 
 

≤134 135-169 170-310 311-
439 

>439 

Herz-Kreislauf 
(systolischer Blutdruck in 
mmHg) 

>90 <90 (reagibel auf 
Flüssigkeitsgabe) 

<90 (nicht reagibel 
auf 

Flüssigkeitsgabe) 

<90 
+pH 
<7.3 

<90      
+pH 
<7.2 

 

 

Als relevantester Prädiktor für einen letalen Verlauf gilt ein persistierendes 

Organversagen >48h (Beyer et al., 2022). Neben dem Organversagen, welches 

vor allem das kardiovaskuläre und das respiratorische System, sowie die 

Nierenfunktion beeinträchtigen kann, sind lokale Komplikationen von 

entscheidender Bedeutung für die Prognose. Hierzu zählen vor allem akute 

peripankreatische Flüssigkeitsansammlungen, Pankreaspseudozysten und 

akute Nekrosen (Beyer et al., 2022). Besonders  wichtig  in  der  Behandlung 

von Patienten mit akuter Pankreatitis ist die regelmäßige Evaluation                

der Kriterien des Organversagens und Kontrolle bestimmter Laborparameter          

(z. B. Hämatokrit, C-reaktives Protein, Harnstoff) zur richtigen 

Schweregradeinschätzung des Verlaufs (Beyer et al., 2022). Neben einer 

schnellen Diagnosestellung ist ein frühzeitiger Therapiebeginn essenziell für die 

Prognose der akuten Pankreatitis (Tuennemann et al., 2014). Zentraler Aspekt 

der Therapie ist eine intravenöse Flüssigkeitssubstitution (Fisher and Gardner, 

2012). Wird diese verspätet begonnen, verschlechtert sich auch die Prognose 

(Gardner et al., 2009). Yamashita et al. konnten in einer retrospektiven Studie 

zeigen, dass eine initiale Volumenzufuhr von mindestens 6000ml in den ersten 

24h mit einer signifikant geringeren Letalität einhergeht (Yamashita et al., 

2019). Nach dieser initialen großzügigen Flüssigkeitssubstitution sollte diese im 

weiteren Verlauf zielgerichtet anhand von Parametern wie Hämatokrit, Serum-

Harnstoff und dem hämodynamischen Monitoring erfolgen (Beyer et al., 2022). 
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Für zusätzliche Therapieoptionen ist der Schweregrad des Krankheitsbildes 

entscheidend. Prinzipiell bedarf es einer angemessenen Analgesie, welche 

sämtliche Stufen des WHO-Schemas zur Schmerztherapie umfassen kann 

(Pezzilli et al., 2007). Die häufig sehr starken Schmerzen erfordern meist eine 

Opioid-Therapie. Diese sollte unter Beachtung der Nebenwirkungen vor allem 

mit Buprenorphin und Pethidin erfolgen, da diese ein geringeres Risiko für 

einen Sphinkter-Oddi-Spasmus mit sich bringen (Basurto Ona et al., 2013, 

Meng et al., 2013). Die früher propagierte absolute Nahrungskarenz gilt 

heutzutage als obsolet. Nach Abklingen der akuten Symptome sollte ein 

frühzeitiger oraler Kostaufbau angestrebt werden (Li et al., 2013). In einer 

Metaanalyse konnte gezeigt werden, dass ein statistisch signifikanter 

Zusammenhang zwischen frühem Kostaufbau und Reduktion der Mortalität, der 

systemischen und Pankreasinfektionen, sowie der Länge des 

Krankenhausaufenthalts besteht (Yi et al., 2012). Bakker et al. konnten zeigen, 

dass ein enteraler Kostaufbau in den ersten 24h nach Aufnahme mit einem 

geringeren Komplikationsrisiko einhergeht (Bakker et al., 2014). Auch eine 

Antibiotikaprophylaxe wird mittlerweile zurückhaltend eingesetzt und sollte laut 

aktueller Leitlinie bei mildem - beziehungsweise mild prognostiziertem - Verlauf 

nicht erfolgen und ist auch bei prognostiziertem schwerem Verkauf nicht 

generell empfohlen  (Bassi et al., 2003, Sharma and Howden, 2001, Villatoro et 

al., 2010, Working Group, 2013, Beyer et al., 2022). 

Im Rahmen einer biliären Genese gilt es die Indikation für eine ERCP zu 

evaluieren. Diese ist indiziert bei begleitender Cholangitis, sowie bei 

nachweisbarer Choledocholithiasis und/oder Gallengangsobstruktion. 

Betroffene Patienten sollen laut aktueller Leitlinie einer ERCP mit 

Sphinkterotomie unterzogen werden (Beyer et al., 2022). 

1.2 Immunreaktionen in der akuten Pankreatitis 

Der Fokus dieser Arbeit liegt auf der Analyse der zellulären Immunantwort im 

Rahmen der akuten Pankreatitis. Um diese besser zu verstehen, werden im 

Folgenden einzelne Schritte der Immunreaktionen im Verlaufe einer akuten 

Pankreatitis skizziert. Pathophysiologisch kommt es zu einer 

Kalziumüberladung in den Azinuszellen des Pankreas, welche zu einer 

Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-κB führt. NF-κB wiederum sorgt für 
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eine Freisetzung verschiedener Entzündungsmediatoren - Zytokine und 

Chemokine (Gukovsky et al., 1998, Chen et al., 2002). Diese können sowohl 

pro- als auch antiinflammatorisch sein, sodass das Gleichgewicht zwischen 

diesen Mediatoren einen entscheidenden Einfluss auf die Schwere der 

Erkrankung hat (Habtezion, 2015). Typischerweise lässt sich auch beobachten, 

dass verschiedene Immunzellen in bestimmter Abfolge am 

Inflammationsgeschehen beteiligt sind.  Zunächst folgt auf die Aktivierung von 

NF-κB die Migration von Leukozyten in das inflammatorische Gewebe. Zentral 

ist hierbei unter anderem die Freisetzung des Transkriptionsfaktors TNF-α 

durch Makrophagen, welcher direkten Einfluss auf die intrazelluläre 

Proteaseaktivierung und Zellnekrose hat (Gukovskaya et al., 1997, Perides et 

al., 2011, Sendler et al., 2013). Neben Makrophagen sind es vor allem 

neutrophile Granulozyten, die am Anfang der Entzündungsreaktion in das 

Pankreas migrieren (Sendler et al., 2013, Gukovskaya et al., 2002, Zhao et al., 

2018, Sendler et al., 2018, Sendler et al., 2020). Von den Neutrophilen werden 

verschiedene reaktive Sauerstoffspezies (ROS) freigesetzt, welche ebenfalls zu 

lokaler Gewebeschädigung und Aktivierung der intrazellulären Protease führen 

können (Gukovskaya et al., 2002). Makrophagen und Neutrophile sind beides 

Zelltypen des angeborenen Immunsystems und lösen als Reaktion auf den 

lokalen Gewebeschaden eine systemische Immunreaktion aus (Mayerle et al., 

2005, Leppkes et al., 2016). Auf diese überschießende Reaktion des 

angeborenen Immunsystems, folgt dann eine Reaktion regulatorischer              

T-Lymphozyten des adaptiven Immunsystems, welche die Immunreaktion 

supprimieren (Zhang et al., 2019, Sendler et al., 2020). Proinflammatorische 

und antiinflammatorische Prozesse verlaufen dann parallel und nicht getrennt 

nacheinander. Dies zeigten auch Serum-Analysen von Patienten mit akuter 

Pankreatitis, welche sowohl erhöhte Level an proinflammatorischen Zytokinen 

wie IL-6, TNF-α und IL-1ß, als auch an antiinflammatorischen Zytokinen wie IL-

10 und IL-4 aufwiesen (Zhang et al., 2019, Sendler et al., 2020). Die Tatsache, 

dass Proinflammation und Antiinflammation hier parallel ablaufen, ist 

therapeutisch eine besondere Herausforderung, da man beide Prozesse 

zusammen betrachten muss und das Eingreifen lediglich in den 

proinflammatorischen Arm des Immunsystems sich in klinischen Studien nicht 

als erfolgsversprechend gezeigt hat (Opal et al., 1997, Fisher et al., 1994, 
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Fisher et al., 1996, Abraham et al., 1995). Auch für unsere Studie ist von 

besonderem Interesse, inwiefern und in welche Richtung der untersuchte 

Transkriptionsfaktor ICER das Inflammationsgeschehen beeinflusst. 

1.3 Einfluss des Nervensystems auf Immunreaktionen 

In letzter Zeit wurden immer häufiger Wechselwirkungen zwischen dem Immun- 

und dem Nervensystem beobachtet. So gibt es zahlreiche Beobachtungen, die 

die These unterstützen, dass eine Immunreaktion durch das Nervensystem 

moduliert werden kann (Brogden et al., 2005, Harzenetter et al., 2007, 

Steinman, 2004, Ulloa, 2005). 

Eine solche Wirkung hat man im peripheren Nervensystem unter anderem für 

das Neuropeptid Calcitonin gene related peptide (CGRP) nachweisen können 

(Carucci et al., 2000, Gomes et al., 2005). Bei dem Neuropeptid CGRP handelt 

es sich um einen aus 37 Aminosäuren bestehenden Neurotransmitter, welcher 

sowohl im zentralen als auch im peripheren Nervensystem wichtige Funktionen 

übernimmt (Malon and Cao, 2016, Poyner et al., 2002). Er kann über die 

Aktivierung des CGRP-Rezeptors, ein G-Protein-gekoppelter Rezeptor, der 

seine Wirkung über Gs-Proteine und nachfolgende Adenylylcyclasen vermittelt, 

zahlreiche Signalkaskaden induzieren, welche teils zellspezifisch sind (Bailey 

and Hay, 2006, Hay et al., 2005, Walker et al., 2010, Walker and Hay, 2013). 

In Immunzellen führt die Aktivierung des CGRP-Rezeptors beispielsweise zu 

einer Stimulation von Gαs-Proteinen, die zu einem Anstieg des cAMP-Levels 

und der Aktivierung von Proteinkinase A (PKA) führen (Walker et al., 2010). 

Somit hat CGRP direkten Einfluss auf die Immunzellen und deren Kapazität zur 

Produktion von Zytokinen. In vorherigen Studien konnte eine Reduktion von 

inflammatorischen Zytokinen, wie beispielsweise TNF-α, IL-12, IL-1ß und CCL4, 

sowie eine gesteigerte Produktion des anti-inflammatorischen IL-10 

nachgewiesen werden, nachdem man Makrophagen und dendritische Zellen 

mit CGRP behandelt hatte (Carucci et al., 2000, Gomes et al., 2005, 

Harzenetter et al., 2007, Holzmann, 2013).  Ein Faktor, der zu der geringeren 

Expression proinflammatorischer Gene führen könnte, ist die Hochregulierung 

des inducible-cAMP-early-repressor (ICER) (Harzenetter et al., 2007, Kroeger 

et al., 2009).  
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Abbildung 1.1: CGRP-Signalkaskade Eine Wirkung der CGRP-Rezeptoraktivierung 
ist die durch Adenylylcyclase vermittelte Erhöhung des zyklischen 
Adenosinmonophosphats (cAMP), die zur Aktivierung der Proteinkinase A (PKA) und je 
nach Zelltyp zur Aktivierung mehrerer nachgeschalteter Ziele führt. Die 
Stickoxidsynthese kann das Ergebnis der Phosphorylisierung der Stickoxidsynthase 
(NOS) sein, was jedoch nicht direkt nachgewiesen werden konnte. Änderungen der 
Gentranskription können über Extracellular-signal Regulated Kinasen (ERK) und durch 
Aktivierung des cAMP-Response-Element-Bindungsproteins (CREB/CREM) erfolgen. 
Die Relaxation glatter Gefäßmuskelzellen ist teilweise das Ergebnis von ATP-
sensitiven Kalium Kanäle (K+ Kanäle). (Aus Gründen der Übersichtlichkeit wird nur 
eine Auswahl an bekannten Effektoren dargestellt.) - modifiziert nach (Russell et al., 
2014) 
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1.4 inducible-cAMP-early-repressor (ICER) 

ICER ist die Bezeichnung für eine Gruppe von Proteinen, welche ausgehend 

vom CREM-Gen (cAMP responsive element modulator) mittels eines Promotors 

innerhalb eines Introns produziert werden (Molina et al., 1993, Stehle et al., 

1993). ICER wurde erstmals als Transkript von CREM in der Zirbeldrüse 

beschrieben. Es wurde herausgefunden, dass die Expression von ICER dort 

einer gewissen zirkadianen Rhythmik unterliegt (Stehle et al., 1993). ICER 

besitzt lediglich eine DNA-bindende Domäne und unterdrückt die Transkription 

verschiedener CRE-enthaltener Gene (Lamas et al., 1997, Molina et al., 1993, 

Stehle et al., 1993, Tinti et al., 1996). Studien an der Zirbeldrüse haben gezeigt, 

dass die durch phospho-CREB-vermittelte Expression von Genen des 

zirkadianen Rhythmus, welche durch cAMP beeinflusst werden kann, durch 

ICER herunterreguliert wird (Maronde et al., 1999, Pfeffer et al., 2000). Die 

induzierte Expression von ICER wurde auch in verschiedenen anderen 

physiologischen Zuständen beobachtet (Stehle et al., 2001). All diese 

Beobachtungen legen nahe, dass ICER in einen Mechanismus involviert ist, der 

stimulierte Zellen zurück in ihren Ausgangszustand versetzt (Stehle et al., 

2001). 

Der Großteil der bisherigen Forschung zu ICER fokussierte sich vor allem auf 

das Gehirn und das Nervensystem, jedoch konnte ICER auch an anderen 

Stellen im Organismus wie z. B. in der Leber, den Nebennieren und Hoden 

nachgewiesen werden (Mioduszewska et al., 2003, Borlikova and Endo, 2009, 

Režen et al., 2020, Don and Stelzer, 2002). Auch gibt es bisher einzelne 

Studien, die den Einfluss von ICER auf das Immunsystem - insbesondere auf   

T-Lymphozyten - untersucht haben (Barabitskaja et al., 2006, Bodor et al., 

2001, Bodor and Habener, 1998, Bodor et al., 1996, Kono et al., 2018, Vaeth et 

al., 2011, Yoshida et al., 2016). Es wurde unter anderem beobachtet, dass 

ICER die Entwicklung von Th17-Zellen beeinflusst (Kono et al., 2018, Yoshida 

et al., 2016). Darüber hinaus konnte gezeigt werden, dass ICER die Expression 

von inflammatorischen Zytokinen aus T-Zellen (z. B. IL-2 und Interferon-γ) 

supprimiert und diese daran gehindert werden das inflammatorische Protein 

MIP-1 zu produzieren (Bodor et al., 2007b, Bodor et al., 2007a, Bodor et al., 

2001, Bodor and Habener, 1998).  
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Wie bereits erwähnt wurde, konnte im Kontext der Wechselwirkungen zwischen 

Nerven- und Immunsystem bereits die zentrale Rolle von CGRP belegt werden. 

Weitere Studien haben zudem gezeigt, dass es in dieser Signalkaskade durch 

ICER zu einer Immunsuppression kommt (Altmayr et al., 2010). ICER 

verhindert die Expression inflammatorischer Gene, indem es konkurrierend zu 

dem aktivierenden Transkriptionsfaktor ATF-2 an die Promoter der Zytokine 

bindet und deren Funktion somit unterdrückt (Altmayr et al., 2010, Harzenetter 

et al., 2007). 

 

 

 

Abbildung 1.2: Schematische Darstellung des CREM-Gens mit möglichen ICER-
Isoformen Die Exons - durch Boxen dargestellt - repräsentieren verschiedene 
funktionelle Module. Die DNA-bindende Domäne (bZIP) wird von den Exons H und I 
gebildet. Die Transaktivierungsdomäne besteht aus den Exons E und F,  welche 
Phosphorylierungs-Sequenzen enthalten (P-Box) und den glutaminreichen (Q-rich) 
Exons C und G, welche basale Aktivitäten für die Transaktivierung codieren. Die 
Transaktiverungsdomäne ist nicht Teil des ICER-Gens. P1 und P2 stellen Promotoren 
dar. P2 wird von cAMP aktiviert und führt somit zu einer Expression von ICER-mRNA. 
P1 ist nicht cAMP-sensibel. - modifiziert nach (Bodor et al., 2000) 

 

 

 

 

 



Einleitung 

12 
 

1.5 Modulation von ICER im Mausmodell: Das Cre-loxP-
Rekombinationssystem 

Um in dieser Studie die Auswirkungen von ICER auf die angeborene 

Immunreaktion gezielt untersuchen zu können, haben wir für die Experimente 

ein Cre-lox-P-Mausmodell mit selektivem ICER-Knock-Out in den myeloischen 

Zellen verwendet. Das Cre-loxP-System ist ein genetisches 

Rekombinationssystem, welches das gezielte Inaktivieren von DNA-Sequenzen 

in lebenden Organismen ermöglicht. Ziel des Cre-loxP-Rekombinationssystems 

ist der gewebe- bzw. organspezifische Knock-Out von Genen. Grundlage 

dieses Modells ist die genetische Flankierung („floxen“) des gewünschten 

Genabschnitts. Diese Flankierungssequenzen (loxP-Sequenzen) werden 

wiederum von einem Rekombinationsenzym erkannt und die DNA an der 

entsprechenden Stelle aufgetrennt und das dazwischenliegende Gen entfernt. 

Für die Züchtung gewebespezifischer Knock-Out-Mäuse benötigt man zwei 

genetisch veränderte Mauslinien. Einerseits die „gefloxte Maus“ mit den beiden 

den betreffenden DNA-Abschnitt umschließenden loxP-Sequenzen und 

andererseits die „gewebespezifische Cre-Maus“, welche die Cre-Rekombinase 

selektiv exprimiert. Die Cre-Rekombinase ist ein Enzym aus dem 

Bakteriophagen P1 und ist in der Lage DNA zu spalten und neu zu verknüpfen 

(Sauer and Henderson, 1988). Als Erkennungssequenzen dienen ihr bestimmte 

34bp lange loxP-Sequenzen. DNA-Abschnitte die nun zwischen zweier solcher 

gleichgerichteten loxP-Sequenzen liegen werden von der Cre-Rekombinase 

mitsamt einer loxP-Sequenz herausgeschnitten und anschließend intrazellulär 

abgebaut. Die zweite loxP-Sequenz bleibt im Genom enthalten. Entscheidend 

ist dabei, dass das Gen für die Cre-Rekombinase nach einem Promoter 

platziert wird, der in den Zellen des gewünschten Organs aktiv ist. Durch 

Kreuzung dieser beiden Mäuse erhält man eine Maus, welche das zu 

untersuchende Gen selektiv in den gewünschten Zellreihen exprimiert (Hoess 

and Abremski, 1985). 
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Abbildung 1.3: Cre-loxP-Rekombinationssystem Durch Kreuzung einer Cre-
exprimierenden Maus mit einer Maus, bei der das auszuschaltende Zielgen mittels 
loxP-Sequenzen flankiert wurde, entsteht das gewünschte Versuchstier - die Cre-loxP-
Maus. Das Zielgen wird selektiv nur in den Geweben entfernt, in denen die Cre-
Rekombinase exprimiert wird. In Zellen mit inaktiver Cre-Rekomibinase bleibt die 
korrekte Genfunktion intakt.  - modifiziert nach (Cazemier et al., 2016) 
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1.6 Ziele der Arbeit 

Vorarbeiten der Arbeitsgruppe Figura haben den Einfluss von receptor activity-

modifying protein 1 (RAMP1) – ein Rezeptoraktivität-modifizierendes Protein 

des CGRP-Rezeptors – auf die akute Pankreatitis untersucht. Es wurde dabei 

festgestellt, dass ein Knock-Out von RAMP1 zu einem erhöhten Ausmaß einer 

Entzündung mit mehr Ödem, einer gesteigerten Immunantwort und mehr 

Schäden von pankreatischem Gewebe führt. Ein Ziel ist es, weitere Effektoren 

in der Signalkaskade von CGRP zu identifizieren, die Einfluss auf die 

Immunreaktion bei akuter Pankreatitis haben. Hierbei soll in dieser Arbeit die 

Rolle des spezifischen Transkriptionsfaktors ICER genauer untersucht werden. 

Die Experimente sollen untersuchen, ob - und falls ja in welchem Maße - ein 

selektiver Knock-Out von ICER in den myeloischen Zellen die Immunantwort 

bei der akuten Pankreatitis beeinflusst. Der selektive Knock-Out wurde gewählt, 

um die Effekte besser lokalisieren und spezifizieren zu können.  

Im Einzelnen sollen folgende Fragen beantwortet werden: 

• Wie unterscheidet sich das Ausmaß des entzündeten Gewebes in Bezug 

auf Nekrosen- oder Ödembildung sowie in Bezug auf die Höhe der 

serumchemischen Parameter Lipase und LDH als Marker für einen 

erhöhten Pankreasparenchymschaden?  

• Wie setzt sich das Immunzellinfiltrat zusammen? Gibt es Unterschiede 

zwischen den myeloischen und lymphoiden Zellreihen?  

• Gibt es Unterschiede in der Expression von pro-, sowie anti-

inflammatorischen Zytokinen und Chemokinen? 

• Beeinflusst ICER die Regeneration nach Abklingen der akuten 

Pankreatitis? 

Diese Untersuchungen sollen zu einem besseren Verständnis der 

Pathophysiologie der akuten Pankreatitis beitragen und einen Ansatzpunkt für 

mögliche Therapieoptionen liefern. Die Ergebnisse sollen dabei auch kritisch im 

Kontext zu der vorausgegangenen Studie zu RAMP1 evaluiert werden. 
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2 Material & Methoden 

2.1 Material 

2.1.1 Verbrauchsmaterialien und Grundausstattung 

Deckgläser: Deckgläser; MENZEL-GLÄSER – 24 x 24, 24 x 32, 24 x 50 mm   

Einbettkassetten: Biopsie-Einbettkassetten, gelb; ROTH® 

Kosmetiktücher: Kosmetiktücher; LUCART Professional 

Nadel: BD Eclipse™ Needle 20G x 1 ½ TW; BD 

Objektträger: MENZEL-GLÄSER SUPERFROST® PLUS Objektträger; Thermo 

SCIENTIFIC 

Petrischalen: Petri Dish; FALCON - 100 x 15 mm 

Pipetten: Research plus; eppendorf – 2,5, 10, 200, 1000 µl 

Pipettenspitzen: SafeSeal-Tips® professional; Biozym® - 10, 100, 200, 1000 µl 

Pipettenspitzen: SEROLOGICAL PIPETTE, sterile; CELLSTAR® 25ml; greiner 

bio-one 

Reagiergefäß: SafeSeal Gefäß; SARSTEDT – 1,5, 2 ml 

Röhrchen: CryoPure Gefäß 1,6ml weiß; SARSTEDT 

Röhrchen: 50ml CELLSTAR® Polypropylen Röhrchen; greiner bio-one 

Schwämme: Schwämme für Einbettkassetten 35 x 26 x 2.5 mm; ROTH® 

Serumröhrchen: Microvette® 500Z-Gel; Sarstedt 

Skalpel: FEATHER Disposable Scalpel; FEATHER 

Spritze: Injekt® 5ml/Luer Solo; BRAUN 

Spüllösung: Aqua – Endotoxin-free; BRAUN 

Stoppuhr: TRACEABLE® NANO™ TIMER; Fisher Scientific 

Wattestäbchen: Wattestäbchen; Meditrade 
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2.1.2 Tierexperimenteller Teil 

Sämtliche für dieses Projekt durchgeführten Versuche fanden unter Einhaltung 

der tierschutzrechtlichen Bedingungen und unter vorliegender Genehmigung 

eines Tierversuchsvorhabens nach § 8 Abs. 1 des Tierschutzgesetzes der 

Regierung von Oberbayern statt (Tierversuchstantrag Aktenzeichen 55.2-1-54-

2532-130-2016). 

2.1.2.1 Allgemeine Haltungsbedingungen 

Die Haltung der Mäuse erfolgte während der Versuchsdurchführung in 

belüfteten Käfigen (Space Saver™ 1145; TECNIPLAST) gemeinsam in einem 

Tierinkubator. In diesem, sowie in den gesamten Tierhaltungsräumlichkeiten 

herrschten standardisierte Bedingungen in Bezug auf Temperatur, 

Luftfeuchtigkeit und 12-stündigem Tag-Nacht-Rhythmus. Den Mäusen stand zu 

jedem Zeitpunkt Trockenfutter und Trinkwasser zur Verfügung. Das Einstreu 

wurde alle sieben Tage erneuert. 

2.1.2.2 Genetisches Mausmodell 

Alle für das Projekt verwendeten Mäuse wurden auf Basis der C57BL/6 

Inzuchtlinie genetisch verändert und rückgekreuzt. Die Mäuse hatten zum 

Zeitpunkt der Intervention ein Alter von 7-11 Wochen. 

Um den Einfluss einer ICER-Mutation auf das Immunsystem im speziellen 

besser untersuchen zu können, wurde von der AG Prof. Dr. med. Bernhard 

Holzmann am Zentrum für präklinische Forschung der TU München für das 

Projekt eine spezielle Zuchtlinie entworfen. Diese basiert auf dem Cre-loxP-

Rekombinationssystem, dessen funktionelle Hintergründe bereits eingangs 

beschrieben wurden. Bei den hier verwendeten Mäusen führte der Einsatz 

dieser genetischen Modifikation dazu, dass ICER selektiv in den myeloischen 

Zellen inaktiviert wurde, die restlichen Organe beziehungsweise Organsysteme 

waren von diesem Knock-Out jedoch nicht betroffen. Als Kontrollgruppe wurden 

loxP-Mäuse benutzt („gefloxte Mäuse“), welche nicht mit Cre-Mäusen gekreuzt 

wurden. Das heißt, dass diese Tiere, durch den Einbau der loxP-Sequenzen 

genetisch zwar verändert wurden, diese Modifikation jedoch keinerlei 

bekannten Einfluss auf deren Phänotyp und die korrekte Genfunktion hat. 
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2.1.2.3 Caerulein-induzierte Pankreatitis 

Die durchgeführten Experimente fanden zur Überprüfung einer 

wissenschaftlichen Hypothese statt und entsprachen im Grundsatz keiner 

klinischen Studie. Da für die Untersuchung der Hypothese mehrere 

Organsysteme in Betracht gezogen wurden, fanden die Experimente am 

Tiermodell statt. Das hier gewählte Tiermodell ist eine seit Jahren 

wissenschaftlich etablierte Methode zur Induktion einer akuten Pankreatitis 

mittels Caerulein. Hierfür wurde Caerulein (Bachem) in phosphatgepufferter 

Salzsäure (PBS Dulbecco w/o Ca2+ w/o Mg2+ Instamed 9.55 g/L ; Biochrom 

GmbH) verdünnt und stündlich injiziert (0,2µg Caerulein/Injektion). Die 

Injektionen fanden an einem Tag über einen Zeitraum von acht Stunden 

stündlich statt und wurden intraperitoneal verabreicht (modifiziert nach Jensen 

et al (Jensen et al., 2005)). Caerulein, welches dem Cholecystokinin strukturell 

sehr ähnlich ist, löst in solch supramaximalen Dosen eine interstitielle 

Inflammation des Pankreas aus (Lampel and Kern, 1977). Im Einzelfall kann 

dies sogar zu nekrotisierenden Formen der Pankreatitis führen (Willemer et al., 

1992). Die Organentnahme und Exsanguination fand 8h, 24h, 2d und 7d nach 

der ersten Injektion statt. Die Untersuchung der Zeitpunkte 8h und 24h gibt 

Aufschluss über das Ausmaß der akuten Schädigung des Pankreasgewebes. 

Nach 2d beginnt die Regenerationsphase mit azinärer und duktaler Metaplasie. 

Um das Regenerationsgeschehen abschließend beurteilen zu können wurde 

noch der Zeitpunkt nach 7d untersucht. Zu diesem Zeitpunkt zeigten Wildtyp-

Mäuse in vorherigen Studien eine vollständige Regenration der Pankreata 

(Kopp et al., 2012, von Figura et al., 2014). Als interne Kontrolle bekamen beide 

Gruppen intraperitoneale Injektionen mit PBS verabreicht und wurden 7d nach 

der ersten Injektion geöffnet. 

2.1.2.4 Organentnahme 

Die Mäuse wurden mittels eine Überdosis Isofluran (Isofluran CP 1ml/ml; CP-

Pharma Burgdorf) getötet und anschließend wurde Blut aus der Vena cava 

inferior entnommen (Exsanguination). Das Blut wurde in für die Zentrifugation 

entsprechende Gefäße (CryoPure Gefäß 1,6ml; SARSTEDT) appliziert und 

darauffolgend abzentrifugiert (Centrifuge 5425; eppendorf – 10.000rpm für 5:00 

Minuten). Die Serumproben wurden danach bei -80°C gelagert. In einem 

nächsten Schritt wurde das komplette Pankreas sorgfältig und ohne 
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anliegendes Gewebe entfernt. Das Wiegen der Pankreata erfolgte unmittelbar 

im Anschluss auf einer Präzisionswaage (ABS 220-4N; KERN). Nachdem die 

Organe gewogen wurden, wurden von den Pankreaten jeweils Proben für RNA-

Isolierung und Protein-Analysen abgetrennt, letztere wurden unmittelbar in 

Flüssigstickstoff gekühlt. Das restliche Organgewebe wurde in Paraformaldehyd 

(PFA) 4% (Paraformaldehyd (PFA) 4%, in PBS pH 7,2; MORPHISTO) inkubiert 

und dann in weiteren Schritten für die histologischen Untersuchungen 

aufbereitet. 

2.2 Methoden 

2.2.1 Hämatoxylin-Eosin-Färbung 

Die Hämatoxylin-Eosin-Färbung (H.E.) ist ein histologisches Standardverfahren 

und dient der mikroskopischen Darstellung unterschiedlicher feingeweblicher 

Zellstrukturen. Im genannten Verfahren wurden die Gewebeschnitte zuerst in 

Histol (Roti®-Histol, ROTH) für 2 x 5 Minuten entparaffiniert und anschließend 

für 3 x 1 Minute in 100% Ethanol rehydriert. Nach zwei kurzen Waschschritten 

in dH2O wurden die Proben für 3 Minuten in Hämalaun (Mayers 

Hämalaunlösung, Merck) inkubiert. Durch diesen Schritt werden alle sauren 

bzw. basophilen Strukturen – z. B. Zellkern, Ribosmen und DNA – blau gefärbt. 

Es folgte abermals ein Spülen in dH2O und ein anschließendes Tränken der 

Gewebeschnitte in Ammoniak Wasser (250ml dH2O und 20 Tropfen Ammoniak-

Lösung 25%, Merck) für wenige Sekunden. Die Proben wurden danach wieder 

in dH2O gewaschen und anschließend für 3-5 Sekunden in eine Salzsäure-

Lösung (250ml dH2O und 1,5ml Hydrochloric acid ACS reagent 37%, Sigma-

Aldrich) gegeben. Die Salzsäure bewirkt, dass das azidophile Hämalaun wieder 

teils aus dem Gewebe, vor allem dem Zytoplasma, entfernt wird. Es ist zu 

beachten, dass dieser Schritt bewusst nur für wenige Sekunden erfolgte, da der 

Farbstoff sonst auch aus dem Kern entzogen werden würde. Darauffolgend 

wurden die Proben in Leitungswasser gespült und wieder für wenige Sekunden 

in Ammoniak-Wasser gegeben. Danach wurden die Schnitte noch einmal in 

dH2O gewaschen und anschließend in 70%-igem Ethanol dehydriert. Es folgte 

die Gegenfärbung in Eosin (200ml 96% Ethanol und 50ml Eosin, Eosin 1% 

alkoholisch, MORPHISTO) für eine Minute. Eosin färbt alle basischen bzw. 

azidophilen Zellstrukturen – z. B. Proteine des Zytoplasmas, Mitochondrien und 
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Kollagen – rot. Abschließend wurden die Schnitte für 3 x 1 Minute in 100% 

Ethanol und 2 x 2 Minuten in Histol dehydriert und mittels Schnelleindeckmittel 

(pertex, MEDITE) und Deckglas abgedeckt. 

2.2.2 Immunhistochemische Färbungen 

Die Gewebeschnitte wurden in einem ersten Schritt für 2 x 5 Minuten in Histol 

(Roti®-Histol, ROTH) entparaffiniert und anschließend in einer absteigenden 

Alkoholreihe rehydriert. Zur Demaskierung der antigenen Bindungsstellen 

wurden die Schnitte in einer Antigen Unmasking Solution (10ml/l dH2O Citrate 

based, Vector) zuerst für fünf Minuten bei 700 Watt in der Mikrowolle zum 

Kochen gebracht und anschließend für weitere 15 Minuten bei 120 Watt erhitzt. 

Darauffolgend wurden die Proben in einer 3%-igen H2O2-Lösung für 10 Minuten 

inkubiert, um falsch positive Färbungen durch Reaktion der endogenen 

Peroxidase mit der Substratlösung zu reduzieren. Es folgte eine dreiminütige 

Inkubation in 0,3%-iger Triton-X Lösung (in PBS, Sigma-Aldrich), welche die 

Durchlässigkeit der Zellmembranen erhöht. In einem nächsten Schritt des 

sogenannten Blockings wurden die Schnitte für 30 Minuten einer 5%-igen BSA-

Lösung (5g Bovine Serum Albumin, Sigma in 100ml PBS) bei Raumtemperatur 

ausgesetzt. Dieser Schritt verhindert, dass die im folgenden Schritt 

aufgetragenen primären Antikörper an unspezifische Antikörper-

Bindungsstellen des Gewebes binden. Nachdem der jeweils spezifische 

Antikörper verdünnt und unter Zugabe von Biotin auf die Gewebeschnitte 

aufgetragen wurde, wurden diese über Nacht bei 4°C inkubiert (die 

verwendeten Antikörper und die zugehörige Verdünnung sind der Tabelle zu 

entnehmen). Am nächsten Tag wurde nach einem Spülschritt mittels PBS der 

jeweils zum primären Antikörper passende biotinylierte sekundäre Antikörper in 

spezifischer Verdünnung (in 5%-igem BSA) auf die Schnitte appliziert. Der 

Sekundärantikörper bindet an den Fc-Teil des primären Antikörpers und fungiert 

als Brückenantikörper. Es folgte eine Inkubationszeit von einer Stunde bei 

Raumtemperatur. Nach einem Spülschritt mittels PBS wurde aus dem 

Vectastain ABC Kit eine ABC avidin/biotin complex solution in einer 

Konzentration von jeweils 20µl Avidin und biotinylierter Meeretichperoxidase 

(HRP) pro 1ml PBS aufgetragen. Bei der hier verwendeten Avidin-Biotin-

Complex-Methode (ABC-Methode) macht man es sich zu Nutze, dass Avidin 

eine sehr hohe Bindungsaffinität zum Vitamin Biotin besitzt. Jedes Avidin-
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Molekül besitzt vier Bindungsstellen für Biotin und somit können über Avidin 

sowohl der biotinylierte sekundäre Antikörper, als auch das biotinylierte Enzym 

der Meeretichperoxidase aus der ABC complex solution gebunden werden. Es 

folgte eine weitere Inkubationszeit von 45-60 Minuten. Anschließend wurde den 

Schnitten eine DAB-Lösung (hergestellt aus 1ml dH20 sowie 20µl DAB, 16µl 

H2O2 und 16µl Pufferlösung pH7.5, Vector) appliziert. DAB ist ein Substrat der 

Meeretichperoxidase, welche bei dieser Methode als Detektionssystem fungiert. 

Es wird durch diese oxidiert und bildet in wässrigen und organischen Lösungen 

ein unlösliches Präzipitat brauner Farbe, das im normalen Licht beobachtet 

werden kann und nicht ausbleicht. Die Schnitte wurde danach unter 

Zeitmessung unter dem Mikroskop beobachtet, bis die erwünschte braune 

Färbung eintrat. Danach wurde die Färbungsreaktion mit H20 beendet. 

Abschließend folgte eine Kerngegenfärbung in Hämatoxylin (Hämatoxylin 

Lösung modifiziert nach Gill II, Merck) für 5-10 Sekunden und die Schnitte 

wurden nach Dehydratation in einer aufsteigenden Alkoholreihe und 2 x 5 

Minuten in Histol mittels Schnelleindeckmittel (pertex, MEDITE) und Deckglas 

abgedeckt. 
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Abbildung 2.1: Immunhistochemie mittels ABC-Methode In einem ersten Schritt 
bindet der primäre Antikörper an das gesuchte Antigen (1). Daraufhin bindet der 
biotinylierte sekundäre Antikörper an den passenden Primärantikörper (2). Die im 
nächsten Schritt hinzugefügte ABC complex solution aus Avidin und HRP bindet an 
Biotin (3). Im letzten Schritt wird DAB als Subrat der HRP addiert und es kommt zu 
einer Oxidation, welche durch Ausbildung eines bräunliches Präzipitat sichtbar wird (4).  
Quelle: eigene Darstellung 
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Tabelle 2.1: Übersicht der verwendeten Antikörper 

 

 

 

 

Tabelle 2.2: Übersicht der verwendeten Detektionssysteme und Antikörper 

 

Detektionssystem Hersteller Antikörper 

Vectastain ABC-Kit  Vector  

Biotinylated Anti-Mouse IgG  Vector Ki-67, MPO 

Biotinylated Anti-Rabbit IgG Vector Cleaved Caspase-3, 

CD3, F4/80, CK-19 

Biotinylated Anti-Goat IgG Vector CPA-1 

DAB SK-4100 Vector  

Antikörper Wirt Verdünnung Hersteller 

Ki-67 Maus 1:400 BD Pharmigen 

Cleaved 

Caspase-3 

 

Kaninchen 1:200 Cell Signalling 

MPO Maus 1:350 Santa Cruz Biotechnolgy 

CD3 Kaninchen 1:100 DCS Innovative Diagnostik-Systeme 

F4/80 Kaninchen 1:300 Abcam 

CK-19 Kaninchen 1:1000 Abcam 

CPA-1 Ziege 1:300 RD Systems 
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2.2.3 Genexpressionsanalyse 

Für die genaue Analyse der Gen-Expression in den Pankreaten der 

untersuchten Mäuse musste in einem ersten Schritt die RNA aus dem Gewebe 

isoliert werden. Diese wurde anschließend in eine komplementäre cDNA 

umgeschrieben, welche dann für den letzten Schritt der quantitativen Echtzeit-

PCR (qPCR) genutzt werden kann. Zuletzt genanntes Verfahren erlaubt anhand 

von Schmelzkurven Aussagen darüber, wie häufig ein bestimmtes Gen 

exprimiert wurde. 

2.2.3.1 RNA-Isolierung 

Die Pankreasgewebeproben wurden in RNAlater®  RNA Stabilization Reagent, 

QIAGEN bei -80°C gelagert, um möglichst viel der sensiblen RNA zu erhalten. 

Für den Versuch wurde jeweils ein kleiner Anteil des Gewebes in 600µl 

Lysisbuffer (RA1 Guanidinium thiocyanate 30-60%, Macherey-Nagel) und 6µl 

Mercaptoethanol (2-Mercaptoethanol 99%, Sigma) gegeben und anschließend 

mittels Heidolph SilentCrusher M homogenisiert. 

Für die anschließende RNA-Extraktion wurde das Maxwell-Kit der Firma 

Promega verwendet. (Maxwell® 16 LEV simplyRNA Tissue Kit, Promega) 

Nach der RNA-Extraktion wurde mittels eines Spektralphotometers (NanoDrop 

2000, Thermo Fisher SCIENTIFIC) die Konzentration der extrahierten RNA in 

ng/µl gemessen. 

2.2.3.2 cDNA-Synthese 

Aus der gewonnen RNA konnte nun über eine Reverse-Trankriptase PCR eine 

cDNA synthetisiert werden. Diese ist wesentlich stabiler und kann für die 

folgende quantitative Echtzeit-PCR verwendet werden.  

Zu jeweils 10µl der extrahierten RNA wurden jeweils 1µl Oligo(dT)12-18 und 1µl 

dNTP Mix (10mM, PROMEGA) hinzugefügt. Die Proben wurden anschließend 

in den T100 Thermal Cycler, BIO-RAD platziert, in dem auch die folgenden 

temperaturabhängigen Schritte stattfanden. 

Zunächst wurden die Proben für 5 Minuten auf 65°C erwärmt und anschließend 

für wenige Sekunden auf Eis abgekühlt. Die Proben wurden zentrifugiert und 

anschließend wurde ihnen jeweils 4µl 5X First-Strand Buffer und 2µl 0.1M DTT 

hinzugefügt. Im nächsten Schritt erfolgte eine 2-minütige Inkubation bei 42°C. 
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Danach wurde jeder Probe 1µl reverse Transkriptase (SuperScriptTM II RT, 

ThermoFisher) hinzu pipettiert und die Proben wurden bei 42°C für 50 Minuten 

inkubiert. Die Reaktion wurde durch ein Erhitzen der Proben auf 70°C für 15 

Minuten inaktiviert. Die nun entstandene cDNA wurde anschließend in 180µl 

DNAse freies Wasser gegeben und bei -20°C konserviert.  

2.2.3.3 quantitative Echtzeit-PCR 

Die qPCR beruht auf dem Prinzip der Polymerasenkettenreaktion, welche es 

ermöglicht ein DNA-Template in vitro exponentiell zu vervielfältigen. Zusätzlich 

erlaubt die qPCR eine quantitative Aussage der amplifizierten DNA in Echtzeit. 

Die Polymerasekettenreaktion dient dazu, DNA-Templates in vitro exponentiell 

zu vervielfältigen. Üblicherweise besteht sie aus einer Denaturierungsphase, 

einer Annealingphase und einer Elongationsphase. 

Während der Denaturierungsphase werden durch hohe Temperaturen (>90°C) 

die Wasserstoffbrücken zwischen den komplementären DNA-Strängen gelöst, 

sodass einzelsträngige DNA-Templates entstehen. 

Es folgt die Annealingphase beziehungsweise Hybridisierungsphase, welche 

der Bindung der im Reaktionsansatz enthaltenen Oligonukleotidprimer an die 

einzelsträngigen DNA-Templates dient. Dieser Schritt erfolgte bei unseren 

Versuchen bei einer Temperatur von 60°C. Bei der Auswahl der verwendeten 

Primer (siehe Tabelle 2.3) wurde darauf geachtet, dass sie den zu 

analysierenden DNA-Abschnitt einschlossen, jeweils ähnliche 

Hybridisierungstemperaturen besaßen und ein möglichst kurzes, spezifisches 

Amplikon generierten. 

Die sich anschließende Elongationsphase erfolgte bei 72°C. Dies entspricht 

dem optimalen Temperaturbereich für die thermostabile Polymerase, um an die 

Primer zu binden und die gewünschte Sequenz unter Anbau von dNTPs zu 

verlängern. Der so entstandene DNA-Doppelstrang entspricht somit dem zu 

analysierenden Template. 

Die quantitative Messung erfolgt über ein fluoreszierendes Signal, welches von 

markierten Oligonukleotiden ausgeht. Die Intensität des Signals korreliert 

proportional mit der Menge der amplifizierten DNA im LightCycler® Multiwell I 

Plate 96, Roche. Die Messung findet jeweils am Ende der Annealing Phase 
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statt. Im durchgeführten Experiment wurde für das Verfahren der LightCycler® 

480 der Firma Roche verwendet.  

 

Ansätze für die qPCR: 

o 5µl cDNA 

o 3µl H2O 

o 2µl Primer (10mM – die verwendeten Primer sind in der       

Tabelle 2.3 aufgeführt) 

o 10µl SYBR® Green I Master, Roche 

 

 

Tabelle 2.3: Übersicht der verwendeten Primer für quantitivate Echtzeit-PCR 

 

Vorwärts-

Primer 

Sequenz (5‘-3‘) Rückwärts

-Primer 

Sequenz (5‘-3‘) 

Ccl2_Fw CATCCACGTGTTGGCTCA Ccl2_Rw GATCATCTTGCTGGTGAATGAGT 

Ccl3_Fw CAAGTCTTCTCAGCGCCATA Ccl3_Rw GGAATCTTCCGGCTGTAGG 

Ccl4_Fw CCTCTCTCTCCTCTTGCTCGT Ccl4_Rw GGAGGGTCAGAGCCCATT 

Cxcl1_Fw AGACTCCAGCCACACTCCAA Cxcl1_Rw TGACAGCGCAGCTCATTG 

Il1b_Fw TGTAATGAAAGACGGCACACC Il1b_Rw TCTTCTTTGGGTATTGCTTGG 

Il6_Fw GCTACCAAACTGGATATAATCAGGA Il6_Rw CCAGGTAGCTATGGTACTCCAGAA 

Il10_Fw CAGAGCCACATGCTCCTAGA Il10_Rw TGTCCAGCTGGTCCTTTGTT 

Tnfa_Fw TGCCTATGTCTCAGCCTCTTC Tnfa_Rw GAGGCCATTTGGGAACTTCT 

Xs13_Fw TGGGCAAGAACACCATGATG Xs13_Rw AGTTTCTCCAGAGCTGGGTTGT 

 

 

Die Ansätze wurden in eine LightCycler® Multiwell I Plate 96, Roche pipettiert. 

Für die qPCR wurden jeweils 45 Zyklen durchgeführt. Die einzelnen Stadien der 

Zyklen werden unten aufgeführt: 

In einem ersten Schritt fand eine Prä-Inkubation der Proben bei 95°C für 5 

Minuten statt. 

Danach folgte die Amplifikation. Hierbei wurden die Proben jeweils für 20 

Sekunden zyklisch Temperaturen von 95°C, 60°C und 72°C ausgesetzt. Diese 

Abfolge wurde 45x wiederholt. 
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Zur Darstellung der Schmelzkurven wurden die Proben auf 95°C für 5 

Sekunden erhitzt und anschließend für eine Minute bei 65°C inkubiert. Darauf 

folgte eine konstante Steigerung der Temperatur bis der jeweilige 

Schmelzpunkt erreicht wurde – maximal bis 97°C. 

In einem letzten Schritt wurden die Proben auf 37°C herabgekühlt. 

 

 

Abbildung 2.2: Schematischer zeitlicher Ablauf der qPCR mittels LightCycler® 

Quelle: eigene Darstellung 

 

Die Expressionslevel der jeweiligen Gene wurden mittels ΔΔCt-Methode in 

Relation zum Housekeeping-Gen XS-13 gesetzt. Alle qPCR-Experimente 

wurden mittels Duplikate durchgeführt. Pro Gruppe wurden 5 bis 6 Proben 

analysiert (n5). 
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2.2.4 Lipase- & LDH-Serumlevel 

Um den pankreatischen Schaden besser analysieren zu können, wurden 

Serum-Aktivität für LDH und Lipase mittels Photometrie bestimmt (Roche, 

Cobas). Die Messung erfolgte am Institut für Klinische Chemie und 

Pathobiochemie der Technischen Universität München. Es wurden pro Gruppe 

und Zeitpunkt 5 bis 6 Serumproben analysiert (n5). 

2.2.5 Statistische Auswertung 

Zur Darstellung und Quantifizierung der histologischen Färbungen wurde Aperio 

ImageScope (Version 12.3.2.8013; Leica Biosystems) verwendet. Aus jedem 

Organschnitt wurden willkürlich zehn Hauptgesichtsfelder (Größe: 1750 x 1750 

Pixel) gewählt. Pro Gruppe und Zeitpunkt wurden n5  Mäuse analysiert. Aus 

den H.E.-gefärbten Schnitten wurden separat Ödembildung, 

Immunzellinfilatration und Anzahl an nekrotischen Zellen zur Ermittlung eines 

Pankreatitis-Scores von 0 (nicht vorhanden) bis 4 (Maximum) eingeteilt 

(modifiziert nach Folias et al. und Rongione et al. (Folias et al., 2014, Rongione 

et al., 1997). Die Quantifizierung erfolgte verblindet und die Bilder wurden nach 

Färbungsreihe in einem Durchgang quantifiziert, um personen- und 

tagesabhängige Schwankungen zu minimieren. Die statistischen Analysen 

erfolgten mithilfe von GraphPad Prism 8.3.0 (GraphPad Software Inc.). Für die 

Signifikanztestung wurde der Wilcoxon-Mann-Whitney-U-Test herangezogen 

und p-Werte kleiner als 0,05 wurden als statistisch signifikant gewertet. Die 

Ergebnisse werden als Mittelwert mit Standardfehler (engl. mean with SEM) 

präsentiert. 
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3 Ergebnisse 
 

Diese Studie an ICERmye-Mäusen und der Kontrollgruppe mit phänotypisch 

nicht relevanter loxP-Sequenz soll die Effekte von ICER auf die angeboren 

Immunreaktion im Rahmen einer caeruleininduzierten Pankreatitis aufzeigen. 

Die supramaximale Verabreichung von Caerulein mittels intraperitonealer 

Injektionen ist ein etabliertes Modell zur Auslösung einer akuten Pankreatitis mit 

Inflammation, Atrophie und Ödembildung des Pankreas (Jensen et al., 2005). In 

Anlehnung an vergleichbare Studien erfolgten die Experimente zu den 

Zeitpunkten 8 Stunden, 24 Stunden und 2 Tage nach Injektion für die 

Beurteilung der akuten Entzündungsreaktion. Eine abschließende 

Untersuchung nach 7 Tagen diente der Feststellung der vollständigen 

Regeneration des Pankreas (Jochheim et al., 2019, von Figura et al., 2014, 

Kopp et al., 2012). 

3.1 Einfluss auf die Pankreasorganogenese 

Um sicherzustellen, dass durch den selektiven ICER-Knock-Out in den 

myeloischen Zellen die Organogenese des Pankreas nicht beeinflusst wurde, 

wurden zunächst verschiedene allgemeine Analysen durchgeführt.  

Ein Vergleich der Pankreas-zu-Körpergewicht-Verhältnisse in mittels PBS 

behandelten Mäusen beider Gruppen nach 7d ergab keinen signifikanten 

Unterschied (Abbildung 3.1) (p=0,24). 

 

Abbildung 3.1: Pankreas-zu-Körpergewicht-Verhältnisse - Kontrolle 7d nach 
PBS-Injektion Pankreas und Körper der Mäuse wurden gewogen und zueinander ins 
Verhältnis gesetzt. Das Verhältnis dient als Marker für eine normale Organogenese; 
p=0,24; Daten repräsentieren Mittelwert ± SEM; n ≥ 5 Tiere pro Gruppe. 
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Die Serum-Lipase-Aktivität ist ein etablierter Marker zur Beurteilung der 

Pankreasaktivität (Beyer et al., 2022). Die Lipase-Werte bei den Mäusen, die 

keine Injektion mit Caerulein bekommen hatten, waren vergleichbar und 

lieferten damit ebenfalls keinen Hinweis auf eine abnorme 

Pankreasorganogenese durch den Knock-Out (Abbildung 3.3)(p=0,85). 

 

Abbildung 3.2: Lipase-Serumkonzentration – Kontrolle 7d nach PBS-Injektion 
Serum-Lipasespiegel der Kontrolltiere wurden laborchemisch mittels Photometrie 
bestimmt; unauffällige Werte dienen als weiterer Parameter für eine normale 
Organfunktion; p=0,85; Daten repräsentieren Mittelwert ± SEM; n ≥ 5 Tiere pro Gruppe. 

 

Die Pankreaten wurden auch histologisch auf Auffälligkeiten untersucht. Es 

erfolgten sowohl Färbungen in H.E., als auch immunhistochemische Färbungen 

mit den Markern: Zytokeratin-19 (CK-19) und Carboxypeptidase A1 (CPA1). 

CK-19 ist ein Typ-I-Keratin, welches im Pankreas nur in den duktalen 

Epithelzellen vorkommt. CPA1 ist eine pankreatische Exopeptidase, welche an 

der Zymogen-Inhibition beteiligt ist. Dementsprechend lieferte die 

immunhistochemische Färbung mittels anti-CPA1-Antiköprer Aufschluss über 

die Enzymproduktion und damit die exokrine Funktion der Pankreaten. Die 

Auswertung sowohl der H.E.-Schnitte, als auch der CK-19 und CPA1 gefärbten 

Schnitte, zeigte keine morphologischen Unterschiede zwischen den beiden 

Mauslinien (Abbildung 3.3). 

Somit ergab sich aus den genannten Analysen der Organgewichte, 

Serumanalysen und histologischen Untersuchungen insgesamt kein Hinweis 

darauf, dass das von uns verwendete genetisch veränderte Mausmodell 

Veränderungen in der Pankreasorganogenese aufweist. 
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Kontrollgruppe ICERmye 

 
 

 

 
 

 

  
 

Abbildung 3.3: Histologische Analyse der Kontrollgruppen 7d nach PBS-
Injektion Repräsentative Ausschnitte der Gewebeanalysen mittels H.E.-Färbung und 
den immunhistochemischen Markern CK19, sowie CPA1, welche Aufschluss über die 
Pankreasfunktion geben, beide Gruppen zeigen sich unauffällig; Maßstabskala 500µm. 
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3.2 Ausmaß des pankreatischen Schadens 

Um das Ausmaß der durch die Pankreatitis induzierten Schäden an den 

Organen zu ermitteln, wurde das Verhältnis von Pankreasgewicht-zu-

Körpergewicht - jeweils zu den verschiedenen Interventionspunkten - analysiert. 

Dieses Verhältnis gibt vor allem Aufschluss über eine eventuelle Ödembildung. 

Hierbei zeigte sich, dass die Mäuse der Versuchsgruppe 24h nach der ersten 

Injektion mit Caerulein ein signifikant höheres Pankreasgewicht aufwiesen, als 

Mäuse der Kontrollgruppe (p<0,01)(Abbildung 3.4). Dies spricht für ein 

stärkeres Ausmaß der Inflammation der Knock-Out-Mäuse. 

 

Abbildung 3.4: Pankreas-zu-Körpergewicht-Verhältnisse – Intervention Analyse 
der Organgewichte zu sämtlichen Versuchszeitpunkten und Vergleich mit PBS-
Kontrollgruppe. Sichtbar erhöhtes Organgewicht der Knock-Out-Tiere bereits nach 8h, 
jedoch nicht signifikant (p=0,13). Nach 24h deutlich erhöhtes Organgewicht der Knock-
Out-Tiere (**p<0,01), danach Angleichung beider Gruppen; Daten repräsentieren 
Mittelwert ± SEM; n ≥ 5 Tiere pro Gruppe. 

 

Zur Beurteilung des Grades der Pankreatitis wurde eine Quantifizierung auf 

Grundlage eines Pankreatitis-Scores durchgeführt (modifiziert nach Folias et al. 

(Folias et al., 2014)). Für dieses Scoring wurden die H.E.-gefärbten Schnitte 

hinsichtlich ihrer Ausbildung von Nekrose, Ödem und ihrer Immunzellinfiltration 

beurteilt. Dieser Score wurde für die Zeitpunkte nach 8h und 24h ermittelt, da 

dies jene Zeitpunkte sind, an denen das Entzündungsgeschehen am stärksten 

ausgeprägt ist (Abbildungen 3.5 und 3.6). 
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 Kontrollgruppe ICERmye 

8h 

 
 

 

24h 

  
 

Abbildung 3.5: Pankreatits- H.E. Gewebeanalyse von repräsentativ ausgewählten in 
formalinfixierten Paraffinschnitten zu den Zeitpunkten 8h und 24h nach erster 
Caerulein-Injektion zur Beurteilung der Inflammation und Bestimmung des Pankreatitis-
Scores (siehe unten); Maßstabskala 500µm. 

 

 

 

Abbildung 3.6: Pankreatitis-Score nach 8h und nach 24h Bestimmung von 
Nekrose-, Ödem- und Immunzellscore in Kontroll- und Versuchsgruppen. 
Immunzellscore nach 24h; *p=0,01; Daten repräsentieren Mittelwert ± SEM; n ≥ 5 Tiere 
pro Gruppe. 
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Auffallend bei der Auswertung war eine Tendenz, dass die Tiere der 

Versuchsgruppe scheinbar zu einer verstärkten Ödembildung neigen. Dies 

erwies sich jedoch nicht als statistisch signifikant, bestätigt aber die Ergebnisse 

der Pankreas-zu-Körpergewicht-Analysen (8h: p=0,24; 24h: p=0,10). Eindeutig 

und statistisch signifikant fiel hingegen die Analyse der Immunzellinfiltration aus 

(24h: p=0,01). Hier ist deutlich sichtbar, dass die Knock-Out-Mäuse mit einer 

quantitativ verstärkten Antwort der Immunzellen reagieren (Abbildung 3.6). 

Bei der Analyse der Blutseren wurden die Werte für LDH und Lipase zu den 

Zeitpunkten 8h, 24h und als Kontrolle auch nach 7d mit PBS-Injektion bestimmt 

(Abbildung 3.7). Die LDH-Konzentration kann unter bestimmten pathologischen 

Bedingungen erhöht sein und dient zudem als Marker für den Zellzerfall, die 

Lipase ist typischerweise bei akuter Pankreatitis als Marker für den 

Pankreasgewebeschaden erhöht. 

 

 

Abbildung 3.7: LDH-Konzentration Laborchemische Messung von LDH-Aktivität 
(allgemeiner Marker für Zellzerfall) im Serum nach 8h, 24h, sowie 7d nach PBS 
Injektion; Daten repräsentieren Mittelwert ± SEM; n ≥ 5 Tiere pro Gruppe. 
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Abbildung 3.8: Lipase-Konzentration Laborchemische Messung von Lipaseaktivität 
im Serum (Marker für Pankreasgewebeschäden) nach 8h, 24h, sowie 7d nach PBS 
Injektion. Nach 8h erhöhte Werte bei der Versuchsgruppe ohne statistische Signifikanz; 
p=0,06); Daten repräsentieren Mittelwert ± SEM; n ≥ 5 Tiere pro Gruppe. 

 

Die Graphen zeigen deutlich, dass vor allem nach 8h die beiden Parameter 

stark ansteigen und bereits nach 24h wieder deutlich regredient sind. Wie zu 

erwarten war, zeigten die Kontrollmäuse mit der PBS-Injektion keine LDH- oder 

Lipase-Erhöhung. Anhand der Serumanalysen konnte kein statistisch 

signifikanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen nachgewiesen werden, 

jedoch ist nach 8h bei der Lipase-Analyse die Tendenz hervorzuheben, dass 

die Versuchstiere zu höheren Werten neigen (p=0,06)(Abbildung 3.8). 

3.3 Proliferation und Apoptose azinärer Zellen 

Mittels immunhistochemischer Färbungen wurde dargestellt, welchen Einfluss 

der Verlust des ICER-Gens in den myeloischen Zellen auf die Proliferation und 

Apoptose azinärer Zellen des Pankreas hat.  

Zur Darstellung mitotischer Zellen wurde der etablierte Antikörper Anti-Ki-67 

gewählt. Ki-67 ist ein Protein, welches sich im Zellnukleus befindet und auch als 

Tumorproliferationsmarker Verwendung findet (Menon et al., 2019). Es wurde 

beobachtet, dass sowohl nach 24h, als auch nach 2d, die Versuchstiere eine 

signifikant höhere Anzahl an sich teilenden Zellen aufwiesen (24h: p=0,04; 2d 

p=0,04)(Abbildungen 3.9 und 3.10). 
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Abbildung 3.9: Immunhistochemische Darstellung Ki-67 positiver Zellen Auswahl 
repräsentativer Gewebeschnitte zur Darstellung der Proliferation zu den Zeitpunkten 
8h, 24h und 2d; Maßstabskala 100µm. 
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Abbildung 3.10: Quantifizierung Ki-67 positiver Zellen Die Auswertung der 
Immunhistochemie zeigte eine erhöhte Anzahl proliferativer Zellen in der 
Versuchsgruppe nach 24h (*p=0,04) und 2d (*p=0,04); Daten repräsentieren Mittelwert 
± SEM; n ≥ 5 Tiere pro Gruppe. 

 

Zur Analyse des Anteils apoptotischer Zellen führten wir immunhistochemische 

Färbungen mit dem Antikörper Anti-Cleaved-Caspase-3 (cCasp3) durch. Die 

Capase-3 ist für die Mehrzahl an proteolytischen Vorgängen während der 

Apoptose verantwortlich und gilt als ein verlässlicher Marker für absterbende 

oder bereits abgestorbene, apoptotische Zellen (Crowley and Waterhouse, 

2016). 

Die Analyse Cleaved-Caspase-3 positiver Zellen erfolgte zu den Zeitpunkten 

8h, 24h, 2d und 7d nach Injektion. Beide Gruppen zeigten einen ähnlichen 

Verlauf bei der Quantifizierung. Während nach 8h noch kaum apoptotische 

Zellen nachgewiesen werden konnten, erreichte die Anzahl an Cleaved-

Caspase-3 positiver Zellen nach 24h ein Maximum und fiel bereits nach 2d 

wieder deutlich ab. Zu keinem dieser Zeitpunkte konnte ein signifikanter 

Unterschied an apoptotischer Zellen zwischen beiden Gruppen festgestellt 

werden (Abbildungen 3.11 und 3.12). 
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Abbildung 3.11: Immunhistochemische Darstellung Cleaved-Caspase-3 positiver 
Zellen Auswahl repräsentativer Gewebeschnitte zur Darstellung apoptotischer Zellen zu 
den Zeitpunkten 8h, 24h und 2d; Maßstabskala 100µm. 
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Abbildung 3.12: Quantifizierung von Cleaved-Caspase-3 positiver Zellen Die 
Analyse der gefärbten Schnitte zeigte keine signifikanten Unterschiede in der Anzahl 
an apoptotischen Zellen zu den verschiedenen Zeitpunkten; Daten repräsentieren 
Mittelwert ± SEM; n ≥ 5 Tiere pro Gruppe. 

 

3.4 Analyse des zellulären Immuninfiltrats 

Um die in diesem Projekt zentral zu untersuchende Immunreaktion genauer 

analysieren zu können, wurden mittels Immunhistochemie die verschiedenen 

Zellreihen dargestellt. 

Für die Quantifizierung von neutrophilen Granulozyten, welche vor allem zu 

Beginn der Entzündungsreaktion in das betroffene Gewebe migrieren, wählten 

wir den Antikörper Anti-Myeloperoxidase (MPO). Die Myeloperoxidase ist eine 

hämhaltige Peroxidase, welche vor allem in Neutrophilen und in geringerem 

Ausmaß auch in Monozyten exprimiert wird. Sie spielt eine wichtige Rolle in der 

mikrobiellen Abtötung durch Neutrophile und wirkt als lokaler Mediator bei 

Gewebeschäden und der daraus resultierenden Entzündungsreaktion (Aratani, 

2018). Die Myeloperoxidase dient als ein Marker für quantitative Analysen von 

Neutrophilen (Bradley et al., 1982). Die Quantifizierung fand in unserer Studie 

zu den Zeitpunkten nach 8h, 24h und nach 2d statt. Nach 24h konnte eine 

signifikant niedrigere Anzahl an Neutrophilen in der Versuchsgruppe festgestellt 
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werden (p<0.01)(Abbildungen 3.13 und 3.14). An den beiden anderen 

Zeitpunkten konnte man keine signifikanten Unterschiede feststellen.  

Die Darstellung von T-Zellen, welche als lymphoide Zellen Teil des adaptiven 

Immunsystems sind, wählten wir als Antikörper Anti-CD3. CD3 ist ein 

multimerer Proteinkomplex, der aus vier unterschiedlichen Polypeptidketten 

besteht. Der CD3-Komplex dient als T-Zell-Korezeptor, der nicht-kovalent mit 

dem T-Zell-Rezeptor (TCR) bindet (Malissen, 2008, Smith-Garvin et al., 2009, 

Guy and Vignali, 2009). CD3 ist ein definierendes Merkmal von Zellen, die zur 

T-Zell-Linie gehören, und kann daher als T-Zell-Marker verwendet werden. 

T-Zellen migrieren erst nach Neutrophilen und Makrophagen in das entzündete 

Gewebe. So konnten wir auch bei unserer Analyse nach 8h kaum CD3 positive 

Zellen zählen. Nach 24h kam es in beiden Gruppen zu einem Anstieg, aber mit 

signifikant weniger CD3 positiver Zellen in der Versuchsgruppe (p=0,02). Nach 

2d nahm in beide Populationen die Anzahl an T-Zellen wieder ab. Zwar waren 

in unserer Analyse noch immer weniger CD3 positive Zellen in der 

Versuchsgruppe nachweisbar als in der Kontrollgruppe, jedoch war dieser 

Unterschied nach 2d nicht mehr signifikant (p=0,29) (Abbildung 3.14). 

Im Rahmen der Charakterisierung des Immunzellinfiltrats erfolgte auch eine 

Quantifizierung von Makrophagen, welche ebenso wie Neutrophile Teil des 

angeborenen Immunsystems sind. Wir wählten hierfür einen Antikörper gegen 

F4/80. Das F4/80-Antigen ist ein Oberflächen-Glykoprotein von reifen 

Mauszellen, das in hohen Konzentrationen auf verschiedenen Makrophagen 

exprimiert wird und stellt somit einen etablierten Marker für murine 

Makrophagen dar (McKnight et al., 1996, Austyn and Gordon, 1981).  

Wie auch bei den MPO- und CD3-Quantifizierungen erfolgte auch bei F4/80 

eine Analyse jeweils nach 8h, 24h und 2d. Nach 8h konnte in beiden Gruppen 

nur eine sehr geringe Anzahl an Makrophagen nachgewiesen werden. Sehr 

deutlich fiel nach 24h eine starke Erhöhung der Makrophagen Anzahl in der 

Versuchsgruppe auf (p<0,01). In der Versuchsgruppe war nach 24h auch das 

Maximum an nachweisbaren F4/80 positiven Zellen erreicht. Bei der 

Kontrollgruppe war der stärkste quantitative Anstieg erst nach 2d nachweisbar. 

Statistisch ergab sich jedoch zu letzterem Zeitpunkt keinerlei signifikante 

Differenz zwischen beiden Gruppen (p=0,23)(Abbildungen 3.13 und 3.14).  
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Abbildung 3.13: Immunzellinfiltration nach 24h Darstellung repräsentativer 
Ausschnitte der immunhistochemischen Färbungen zum Zeitpunkt der maximalen 
Entzündungsreaktion nach 24h. MPO (Neutrophile), CD3 (T-Zellen) und F4/80 
(Makrophagen). Statistische Auswertung siehe unten; Maßstabskala 100µm. 
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Abbildung 3.14: Immunzellinfiltration zu den Zeitpunkten 8h, 24h und 2d Es 
wurde zu den verschiedenen Zeitpunkten das Immunzellinfiltrat nach Zellart 
quantifiziert. Der Zeitpunkt nach 24h ist deutlich als Zeitpunkt des maximalen 
Immuninfiltrats erkennbar. Nach 24h nachweisbar weniger MPO positive (Neutrophile) 
und CD3 positive (T-Zellen) Zellen bei den Versuchstieren (MPO: **p<0,01; CD3: 
*p=0,02). Ebenfalls nach 24h signifikant mehr F4/80 positive Zellen (Makrophagen) 
(**p<0,01). Keine Signifikanz zu den Zeitpunkten 8h und 2d; Daten repräsentieren 
Mittelwert ± SEM; n ≥ 5 Tiere pro Gruppe. 
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Zusammenfassend lässt sich aus den Abbildungen 3.13 und 3.14  entnehmen, 

dass vor allem der Zeitpunkt nach 24h eine genauere Betrachtung verdient. 

Während nach 8h und auch nach 2d keine signifikanten Differenzen in der 

Quantifikation der Immunzellen festgestellt werden konnte, zeigte sich zwischen 

diesen beiden Zeitpunkten nach 24h ein anderes Bild. So waren neutrophile 

Granulozyten, welche mittels MPO-Antikörper angefärbt wurden und T-

Lymphozyten, dargestellt mittels CD3-Antikörper, in signifikant geringerer 

Anzahl in der Versuchsgruppe nachweisbar (MPO: p<0,01; CD3: p=0,02). Die 

Quantifizierung der Makrophagen, detektiert durch F4/80-Antikörper, brachte 

ein genau umgekehrtes Bild. Bei diesem Zelltyp hatten die Versuchstiere eine 

signifikant höhere Zellzahl (p<0,01). Dies deckt sich auch mit den unter 3.2 

dargestellten Ergebnissen des Pankreatitis-Scores. Zum einen sind zu diesem 

Zeitpunkt absolut am meisten Immunzellen vorzufinden, andererseits gibt es je 

nach Subgruppe der Zellen auch Unterschieden in den beiden Gruppen.  

3.5 Expressionsanalyse inflammatorischer Zytokine 

Das Zusammenspiel von Hyper- und Hypoinflammation ist wie eingangs 

erwähnt entscheidend für den Verlauf einer akuten Pankreatitis. Um ein 

genaueres Bild über die Expression von pro- und anti-inflammatorischen 

Zytokinen und Chemokinen zu erhalten und um daraus Hinweise auf den 

vorliegenden Phänotyp und das Immunzellinfiltrat zu bekommen, wurden 

Genexpressionsanalysen mittels qPCR durchgeführt. Die Analysen fanden zu 

den Zeitpunkten nach 8h (Abbildung 3.15) und 24h (Abbildung 3.16) statt. 

Für die Auswahl der zu untersuchenden Gene fokussierten wir uns auf Zytokine 

mit bekannter Wirkung auf Immunzellen. CCL2 gehört zu den CC-Chemokinen, 

die sich auf Chromosom 17q11.2 befinden. Chemokine sind eine Familie von 

strukturell verwandten Zytokinen, die eine zentrale Rolle bei 

immunregulatorischen und Entzündungsprozessen spielen. CCL2 interagiert mit 

dem Chemokin-C-C-Motivrezeptor 2 (CCR2), um Monozyten, Makrophagen, 

CD4+-T-Zellen und unreife dendritische Zellen zu aktivieren und an den 

Infektionsort zu rekrutieren (Vásquez-Loarte et al., 2015). Wir konnten bei den 

mRNA-Spiegeln von CCL2 zu beiden Zeitpunkten keine signifikanten 

Unterschiede feststellen (8h: p=0,43; 24h: 0,94). Genauso wie CCL2 gehören 

auch CCL3 und CCL4 zur Familie der CC-Chemokine. CCL3 ist im akuten 
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Entzündungszustand an der Rekrutierung und Aktivierung sowohl der Zellen 

des angeborenen, als auch des erworbenen Immunsystems beteiligt (Schaller 

et al., 2017). CCL4 ist ein chemischer Lockstoff für immunregulatorische Zellen 

wie Makrophagen, T-Zellen, natürliche Killerzellen und dendritische Zellen. 

CCL4 wird unter anderem von Monozyten, T- und B-Lymphozyten, sowie 

Neutrophilen sezerniert (Sindhu et al., 2019). Während wir nach 8h sowohl bei 

der CCL3-Expression, als auch bei der CCL4-Expression keine siginifikanten 

Unterschiede zwischen beiden Gruppen feststellen konnten, zeigte sich nach 

24h eine Auffälligkeit. Signifikant stellte sich hierbei die erniedrigte CCL4-

Expression nach 24h bei den Versuchstieren dar (p=0,04) (Abbildung 3.16). 

CXCL1 ist ein weiteres Chemokin, welches wir untersucht haben. Es gehört zur 

Familie der CXC-Chemokine und wirkt als potenter Lockstoff für Neutrophile 

(Ritzman et al., 2010). Wir konnten hierzu keinerlei signifikanten Auffälligkeiten 

feststellen.  

Neben den genannten Chemokinen erfolgte auch die Bestimmung der mRNA-

Spiegel zu den Interleukinen IL-1ß, IL-6 und IL-10. Interleukin-1ß ist einer der 

wichtigsten Entzündungsmediatoren, das durch Bindung an den IL-1-Rezeptor 

zur Immunaktivierung führen. Aufgrund seiner hohen Wirksamkeit ist die 

Sekretion streng reguliert (Yazdi and Ghoreschi, 2016). Auch konnte IL-1ß 

bereits eine bedeutsame Rolle bei entzündlichen Prozessen speziell des 

Pankreas nachgewiesen werden (Marrache et al., 2008). Die qPCR brachte in 

unseren Experimenten zu beiden untersuchten Zeitpunkten höhere IL-1ß 

mRNA-Spiegel in der Versuchsgruppe, jedoch war dies nicht statistisch 

signifikant (8h: p=0,44; 24h: p=0,37) (Abbildungen 3.15 und 3.16).  Interleukin-6 

(IL-6) ist ein multifunktionales Zytokin, welches das Zellwachstum und die 

Differenzierung verschiedener Gewebe reguliert und insbesondere für seine 

Rolle bei der Immunantwort und Akute-Phase-Reaktionen bekannt ist. IL-6 wird 

von einer Vielzahl von Zelltypen, einschließlich T-Zellen und Makrophagen, als 

phosphoryliertes und variabel glykosyliertes Molekül sezerniert.  IL-6 wird eine 

wesentliche Rolle bei der Lenkung des Übergangs von der angeborenen zur 

erworbenen Immunität zugeschrieben (Heinrich et al., 2003, Rose-John et al., 

2007). Die Analyse der IL-6 Spiegel wies bei unseren Experimenten keine 

statistisch signifikanten Unterschiede auf. Als drittes Interleukin haben wir im 

Rahmen der qPCR-Analysen noch Interleukin-10 untersucht. IL-10 kommt eine 
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Schlüsselrolle bei der Bekämpfung einer überschießenden Immunreaktion zu. 

Es hat also eine starke entzündungshemmende Wirkung (Saraiva et al., 2020). 

IL-10 wird vor allem von Makrophagen, T-Zellen und Mastzellen sezerniert. Die 

Ergebnisse der Genexpressionsanalyse zeigten zu beiden Zeitpunkten sehr 

ähnliche Spiegel und damit keinerlei signifikanten Unterschiede (Abbildungen 

3.15 und 3.16). 

Neben den genannten Chemokinen und Interleukinen haben wir die mRNA-

Spiegel von TNF-α analysiert. Tumornekrosefaktor-α (TNF-α) ist das 

prototypische Zytokin der TNF-Superfamilie und ein multifunktionales Molekül, 

welches an der Regulierung eines breiten Spektrums biologischer Prozesse 

beteiligt ist. Dazu zählen unter anderem Zellproliferation, Differenzierung, 

Apoptose, Fettstoffwechsel und Blutgerinnung. (Berthold-Losleben and 

Himmerich, 2008). TNF-α wird hauptsächlich von Makrophagen und 

Neutrophilen produziert (Joyce et al., 2001, Kasama et al., 2005). Darüber 

hinaus konnte am Tiermodell bereits gezeigt werden, dass TNF-α den 

Schweregrad einer akuten Pankreatitis beeinflusst (Tietz et al., 2006). Unsere 

Daten zeigen nach 8h niedrigere Spiegel an TNF-α mRNA in der 

Versuchsgruppe. Dies erwies sich allerdings - genauso wie die Daten zum 

Zeitpunkt nach 24h - nicht als statistisch signifikant (8h: p=0,08; 24h: p=0,18) 

(Abbildungen 3.15 und 3.16).  

In der Gesamtzusammenschau zeigen sich also vereinzelt Unterschiede 

zwischen den beiden Gruppen. Signifikant stellte sich einzig die erniedrigte 

CCL4-Expression nach 24h bei den Versuchstieren da (p=0,041). Tendenziell 

zeigten nach 8h die Versuchstiere eine niedrigere Expression der Zytokine 

CCL2, CCL3, CXCL1, IL-6 und TNF-α. Dies war jedoch nicht statistisch 

signifikant. Nach 24h zeigte sich ein insgesamt recht ausgeglichenes Bild, wenn 

auch tendenziell nun eher die Versuchstiere höhere Expressionslevel aufwiesen 

(CXCL1, IL-1ß, IL-6 und TNF-α).  
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Abbildung 3.12: Genexpressionsanalyse nach 8h Darstellung der untersuchten 
mRNA-Spiegel in der frühen Phase der Pankreatitis. Die Normierung aller untersuchten 
Gene erfolgte mittels Housekeeping-Gen XS13; Daten repräsentieren Mittelwert ± 
SEM; n ≥ 5 Tiere pro Gruppe. 
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Abbildung 3.13: Genexpressionsanalyse nach 24h Darstellung der untersuchten 
mRNA-Spiegel in der Phase der maximalen Entzündungsreaktion. Die Normierung 
aller untersuchten Gene erfolgte mittels Housekeeping-Gen XS13; Daten 
repräsentieren Mittelwert ± SEM; n ≥ 5 Tiere pro Gruppe. 
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4 Diskussion 
 

Ein zentrales Ziel dieser Arbeit war die Identifikation der Rolle des 

Transkriptionsfaktors ICER in den myeloischen Zellen im Rahmen der akuten 

Pankreatitis. In unserer Studie zeigten die ICERmye-defizienten Mäuse eine 

verstärkte Infiltration von Immunzellen in das Pankreas im Vergleich zu den 

Mäusen der Kontrollgruppe. Des Weiteren imponierten deutliche Unterschiede 

in der Zusammensetzung des Immunzellinfiltrats. Somit konnten wir beweisen, 

dass ICER die Immunantwort bei einer akuten Pankreatitis beeinflusst und 

zeigen damit neue Ansatzpunkte für künftige Studien auf.     

4.1 Verstärkte Makrophagen-Infiltration bei ICERmye-
Knock-Out  

Die genauere Analyse des Immunzellinfiltrats zeigte, dass dieses sich bei den 

ICERmye-defizienten Mäusen hauptsächlich aus Makrophagen zusammensetzt 

(Abbildung 3.15). Die Anzahl an CD3-positiven Lymphozyten und MPO-

positiven neutrophilen Granulozyten war interessanterweise im Vergleich zur 

Kontrollgruppe verringert. In der Kontrollgruppe wurde das Immunzellinfiltrat 

analog zu den Ergebnissen von Jochheim et al. hauptsächlich von neutrophilen 

Granulozyten dominiert (Jochheim et al., 2019). Die Quantifikation der T-Zellen 

zeigte – ähnlich wie bei den Neutrophilen – eine verringerte Anzahl in der 

Versuchsgruppe, jedoch auf einem geringeren Signifikanzniveau. An dieser 

Stelle soll noch einmal darauf hingewiesen werden, dass Makrophagen und 

Neutrophile als Teil der myeloischen Reihe vom konditionellen Knock-Out 

betroffen waren, T-Zellen als Abkömmlinge der lymphoiden Reihe jedoch 

genetisch nicht beeinflusst wurden. 

Die Unterschiede in der Anzahl an Makrophagen und Neutrophilen 

Granulozyten könnten durch verschiedene Mechanismen bedingt sein. 

Grundlegend bekannt ist, dass bei Immunreaktionen im Rahmen der akuten 

Pankreatitis neben Monozyten, vor allem neutrophile Granulozyten in die 

Primärantwort involviert sind (Zheng et al., 2010). Erst im späteren Verlauf des 

Entzündungsprozesses – nach der akuten Phase – kommt es zum gehäuften 

Auftreten von mononukleären Zellen wie Lymphozyten und Makrophagen, 

welche sich gegenseitig in ihrer Aktivität beeinflussen (Fonteh et al., 2018). Das 



Diskussion 

48 
 

verstärkte Auftreten von Makrophagen bei den Versuchstieren legt die 

Vermutung nahe, dass dort eine veränderte Zusammensetzung von Zytokinen 

die Rekrutierung von mononukleären Zellen fördert. Die Immunantwort von 

Makrophagen wird unter anderem wesentlich durch aus Th1-Zellen 

sezernierten Interleukinen und Interferonen, gesteuert (z. B. INF-γ, IL-2 und 

TNF-α) (Shapouri-Moghaddam et al., 2018, Mosser and Edwards, 2008). In den 

hier durchgeführten Genexpressionsanalysen mittels qPCR wurde bei den 

ICERmye- defizienten Mäusen eine leicht erhöhte TNF-α Expression gemessen. 

Diese könnte zu einer verstärkten Aktivierung von Makrophagen geführt haben. 

In unseren Experimenten konnten wir aber auch eine erniedrigte Konzentration 

von CCL4 in der qPCR bei den Versuchstieren nachweisen (Abbildung 3.17). 

CCL4 dient als Chemoattraktant für verschiedene immunmodulatorische Zellen, 

unter anderem auch für Makrophagen und T-Zellen. Daher könnte die 

erniedrigte CCL4-Expression auch Einfluss auf die Migration dieser Zellen 

haben.  Es ist jedoch zu erwähnen, dass in unserer Studie eine rein quantitative 

Analyse der Makrophagen erfolgte, sodass allein hierdurch keine konkreten 

Rückschlüsse auf die Aktivität der einzelnen Zellgruppen gezogen werden 

kann.  

Aus vorhergehenden Studien ist bekannt, dass im Rahmen der akuten 

Pankreatitis verschiedene Arten von Makrophagen eine Rolle spielen 

(Shrivastava and Bhatia, 2010). Bisher wurden sowohl Peritonealmakrophagen, 

als auch Kupffer-Zellen (gewebsspezifische Makrophagen der Leber) und 

Alveolarmakrophagen (gewebsspezifische Makrophagen der Lunge) im 

Zusammenhang mit einer akuten Pankreatitis untersucht (Bonjoch et al., 2015, 

Yang et al., 2017). In unserer Studie wurde zur Färbung der Makrophagen der 

immunhistochemische Marker F4/80 verwendet. F4/80 ist ein unspezifischer 

Makrophagenmarker, sodass eine Differenzierung zwischen den einzelnen 

Makrophagen-Subtypen nicht möglich ist. In zukünftigen Experimenten könnte 

die Untersuchung der genauen Herkunft der Makrophagen weitere Aufschlüsse 

über das Inflammationsgeschehen geben.  

In den letzten Jahren geriet die Rolle der Makrophagen im Rahmen der akuten 

Pankreatitis vermehrt in den Fokus der Pankreas-Forschung (Folias et al., 

2014, Criscimanna et al., 2014, Liou et al., 2013). Dabei wurde auch die 

zentrale Rolle von Makrophagen bei der azinären-duktalen Metaplasie 
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beschrieben. So konnte in mehrere Studien gezeigt werden, dass von 

Makrophagen exprimierte Chemokine die Entwicklung einer azinär-duktalen 

Metaplasie fördern können (Deschênes-Simard et al., 2013, Liou et al., 2013). 

Die azinär-duktale Metaplasie gilt als Grundstein für eine spätere Tumorgenese. 

Somit wäre auch ein protektiver Einfluss von ICER auf die Tumorgenese im 

Pankreas denkbar. Dies müsste jedoch in einer gesonderten Tumormausmodell 

untersucht werden, bei dem die Mäuse gezielt in Bezug auf die 

Tumorentwicklung gescreent werden.  

Neben dem vermehrten Vorkommen von Makrophagen konnten wir in unseren 

Experimenten auch eine verringerte Anzahl an neutrophilen Granulozyten 

feststellen. Auch hierfür sind verschiedene pathogenetische Vorgänge denkbar. 

Yoshida et al. konnten in ihrer Studie zeigen, dass ICER die Generierung von 

Th17-Zellen fördert, welche ihrerseits neutrophile Granulozyten aktivieren 

können (Yoshida et al., 2016). Somit könnte eine ICER-Defizienz in                 

T-Lymphozyten das geringere Vorkommen von Neutrophilen erklären. In der 

vorliegenden Arbeit waren die Lymphozyten jedoch nicht von dem Knock-Out 

betroffen.  

Zusammenfassend lässt sich aus der Analyse der Immunzellen konstatieren, 

dass der selektive Knock-Out von ICER in den myeloischen Zellen einen 

deutlich messbaren Einfluss auf die angeborene Immunantwort hat und zu einer 

verstärkten Infiltration von Makrophagen führt, bei gleichzeitig geringerem 

Auftreten von Neutrophilen. Dies ist ein wichtiger Ansatzpunkt für zukünftige 

Forschungsprojekte und könnte in folgenden Studien an isolierten Immunzellen 

noch einmal genauer analysiert werden.  

4.2 Verstärktes Inflammationsgeschehen bei ICERmye-
defizienten Mäusen 

Neben der spezifischen Analyse der einzelnen Zellreihen des Immunsystems 

mit den oben genannten signifikanten Ergebnissen, konnten wir auch allgemein 

betrachtend ein erhöhtes Inflammationsgeschehen bei den Knock-Out-Tieren 

beobachten. Als Zeichen der erhöhten Pankreasschädigung wiesen die 

Versuchstiere ein höheres Pankreas-zu-Körpergewicht-Verhältnis, sowie 

erhöhte Serum-Lipase Werte auf (Abbildungen 3.4 und 3.8). Dies gilt als Indiz 

für ein erhöhtes Inflammationsgeschehen – vor allem durch Ödembildung, was 
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sich auch mit den Ergebnissen der Auswertung des Pankreatitis-Scores deckt 

(Abbildung 3.6). Auch die relativ erhöhten Serum-Lipase-Werte unterstützen die 

These, dass der selektive ICER-Knock-Out das Ausmaß einer akuten 

Pankreatitis verstärkt, wenngleich die Ergebnisse nicht signifikant waren.       

4.3 ICERmye-Knock-Out führt zu erhöhten 
Proliferationsraten der azinären Zellen 

In den histologischen Analysen konnte zudem bei den ICERmye-defizienten 

Mäusen eine erhöhte Proliferationsrate der Pankreasazinuszellen im Vergleich 

zur Kontrollgruppe nach 24h und 2d nachgewiesen werden (Abbildung 3.10). 

Nach 7d war dieser Unterschied jedoch nicht mehr zu beobachten. In Bezug auf 

Nekrosen oder Apoptosen zeigten sich sowohl in den immunhistochemischen 

Analysen, als auch im Pankreatitisscore, keine signifikanten Unterschiede 

zwischen den beiden Gruppen. Für ein gehäuft auftretendes abgestorbenes 

Zellmaterial bei den Versuchstieren, würde jedoch die Vielzahl an Makrophagen 

sprechen, die via Phagozytose totes Zellmaterial abbauen. Der Zusammenhang 

zwischen dem gehäuften Auftreten von Makrophagen und einer gesteigerten 

Proliferation von Azinuszellen lässt sich auch in anderen Studien finden (Wen et 

al., 2019). Wen et al. konnten zeigen, dass der aus myeloischen Zellen 

stammende Heparin-bindende epidermale Wachstumsfaktor HB-EGF essenziell 

für die Erholung des pankreatischen Gewebes nach einer akuten Pankreatitis 

ist. Hiervon war auch maßgeblich das Proliferationsverhalten betroffen. Die 

Abwesenheit von Makrophagen und dem von diesen sezernierten HB-EGF 

verzögerte die Genesung von einer experimentellen Pankreatitis, was zu einer 

Abnahme der Zellproliferation und einer Zunahme der Apoptose führte (Wen et 

al., 2019). Auch Criscimanna et al. konnten zeigen, dass von Makrophagen 

ausgehende zellspezifische Signale die Proliferation von Azinuszellen fördern 

(Criscimanna et al., 2014). Sie zeigten unter anderem, dass von Makrophagen 

während einer akuten Pankreatitis die Signalstoffe TNF-α, IL-6 und CCL5 (auch 

bekannt unter der Bezeichnung RANTES) sezerniert werden. Es ist davon 

auszugehen, dass durch die Sezernierung von Zytokinen und Chemokinen aus 

den Makrophagen eine Mikroumgebung geschaffen wird, welche pro-proliferativ 

auf die Azinuszellen wirkt. So wurde für CCL5 auch eine stimulierende Wirkung 

auf Pankreas-Tumorzellen festgestellt (Criscimanna et al., 2014). Auch Liou et 
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al. konnten zeigen, dass TNF-α und CCL5 von Makrophagen bei Entzündungen 

des Pankreas sezerniert werden (Liou et al., 2013).  Liou et al. schließen 

daraus, dass TNF-α und CCL5 NF-κB und dessen Effektoren aktivieren. Dies 

kann wiederum zu einer gesteigerten Proliferation führen. Der Einfluss des   

NF-κB-Signalwegs auf die Proliferation von Pankreasazinuszellen wurde auch 

in diversen weiteren Studien untersucht. So haben beispielsweise Tyagi et al. 

gezeigt, dass NF-κB unter anderem über ERK-abhängige Kinasen aktiviert 

werden kann (Tyagi et al., 2014). Dies ist insofern für diese Arbeit von 

Interesse, da ERK in den Signalweg von CGRP involviert ist (Russell et al., 

2014). Genau wie ICER wird auch ERK über die die Proteinkinase A aktiviert. 

Eine mögliche Hypothese wäre, dass es aufgrund des ICER Knock-Outs 

kompensatorisch zu einer übermäßigen Aktivierung von ERK kommt, was 

wiederum zu einer Aktivierung von NF-κB führt und somit in den Zellzyklus 

eingegriffen wird. Diesen Ansatz kann man so jedoch nur für die vom       

Knock-Out betroffenen myeloischen Zellen heranziehen. Für zukünftige Studien 

könnte der Zusammenhang von ICER und NF-κB - auch im Zusammenspiel 

von CGRP und ERK - also ein weiterer Ansatzpunkt sein. Zusammenfassend 

lässt sich anhand unserer Untersuchungen der für die erhöhte Proliferationsrate 

ursächliche Mechanismus nicht eindeutig identifizieren. Ergänzende 

Untersuchungen des Mikroenvironments könnten hier mehr Aufschluss 

erbringen. Mittelfristig normalisieren sich die Proliferationsraten nach 7d mit 

Abschluss der Regeneration auf beiden Gruppen wieder, weshalb sich aus 

diesen Daten nicht schließen lässt, dass aus dem Proliferationsverhalten der 

Versuchstiere direkt onkogenes Potenzial hervorgeht.  

4.4 Diskussion der verwendeten Methoden und                                                                      
Ausblick 

Im Folgenden soll noch einmal ein genauerer Blick auf den Versuchsaufbau 

und die verwendeten Methoden geworfen werden, um daraus Empfehlungen für 

folgende Studien zu ziehen. Bei den in dieser Arbeit durchgeführten 

Experimenten wurde immer das komplette Pankreasgewebe mit einer Vielzahl 

an Zelltypen analysiert, sodass zum einen die Effekte der Immunzellen von der 

breiten Zellmasse maskiert worden sein könnten, zum anderen lässt sich aus 

den gewonnenen Daten nicht endgültig beweisen, dass die beobachteten 
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Unterschiede absolut auf die Immunzellen zurückzuführen sind. Insgesamt 

wurde die Expression einer Vielzahl von Zytokinen und Chemokinen untersucht, 

welchen eine große Bedeutung am Inflammationsgeschehen beigemessen 

wird. So ist bekannt, dass das antiinflammatorische Zytokin IL-10 durch CGRP 

hochreguliert werden kann (Holzmann, 2013). Auch IL-1ß und IL-6, sowie   

TNF-α zeigten sich in vorhergehenden Studien beeinflussbar durch CGRP. 

Dabei wurde auch gezeigt, dass je nach pathophysiologischem Zustand (z. B. 

Migräne versus Enzephalomyelitis) die Zytokinlevel durch CGRP entweder 

erhöht oder erniedrigt wurden (Han, 2019, Lee et al., 2013, Rossetti et al., 

2018).  Dies lässt auch vermuten, dass es neben ICER weitere Effektoren in 

der CGRP-Signalkaskade gibt, die Einfluss auf die Immunantwort haben oder 

die Immunreaktion maßgeblich durch andere Mechanismen gesteuert wird. Als 

weiterer Effektor innerhalb der CGRP-Kaskade käme NF-κB in Frage. So gibt 

es bereits aus vorhergehenden Studien Evidenz dafür, dass CGRP die 

Expression von NF-κB herunterreguliert (Zhao et al., 2012). NF-κB ist ähnlich 

wie ICER ein spezifischer Transkriptionsfaktor, der über Bindung an die DNA 

die Transkription von Zytokinen und verschiedenen Adhäsionsproteinen 

reguliert und damit Einfluss auf die Immunantwort, Zellproliferation und 

Apoptose einer Zelle haben kann. Die Aktivierung von NF-κB wird mittlerweile 

neben der Aktivierung von Trypsinogen in den Azinuszellen als einer der 

Hauptauslöser der akuten Pankreatitis auf molekularer Ebene gesehen 

(Rakonczay et al., 2008, Singh and Garg, 2016). Untersucht wurde hier auch, 

dass NF-κB vor allem über den Anstieg des intrazellulären Calciums und über 

die Proteinkinase C reguliert wird (Hietaranta et al., 2001, Satoh et al., 2004). 

Für die Zellen des angeboren Immunsystems gibt es bisher verschiedene 

Erklärungsmodelle wie es zu einer Aktivierung von NF-κB kommen kann. 

Cottrell et al. konnten zeigen,  dass CGRP über eine Aktivierung der 

Phospholipase Cβ einen Anstieg des intrazellulären Calciums und eine 

Aktivierung der Proteinkinase C auslösen kann (Cottrell, 2019). An dieser Stelle 

sollte auch darauf hingewiesen werden, dass es bereits erste Studien zum 

Zusammenhang von NF-κB und einer akuter Pankreatitis beim Menschen gibt 

(O'Reilly et al., 2006, Satoh et al., 2003). Satoh et al. konnten zeigen, dass 

Patienten mit akuter Pankreatitis erhöhte NF-κB-Werte aufweisen (Satoh et al., 

2003). Bisher konnten noch keine Studien zeigen in welchem Ausmaß NF-κB 
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speziell in den Zellen des angeborenen Immunsystems den Verlauf einer 

akuten Pankreatitis beeinflusst. Erst kürzlich wurde jedoch von Afroz et al. 

gezeigt, dass CGRP direkten Einfluss auf den NF-κB-Signalweg hat (Afroz et 

al., 2020). ICER als nachgeschalteter Effektor von CGRP könnte somit auch 

mindestens indirekt Einfluss auf die NF-κB-Signalkaskade haben. 

Die Genexpressionsanalysen mittels qPCR an mRNA aus homogenisiertem 

Pankreasgewebe hat in unseren Experimenten noch keine endgültigen Beweise 

liefern können, in welche Richtung ICER die Expression pro- und 

antiinflammatorischer Zytokine und Chemokine beeinflusst. Um auch hier einen 

genaueren Einblick zu bekommen, wären weitere Experimente an isolierten 

Immunzellen  aufschlussreich. Es sollten dann auch genauere Verfahren,  wie 

z. B. Microarray-Verfahren angewendet werden. In unseren Versuchen wurde 

mit mRNA gearbeitet. Diese erlaubt Aussagen darüber, wie oft ein Gen 

transkribiert wurde. Dies bedeutet jedoch nicht automatisch, dass daraus dann 

auch zu der entsprechende Proteinproduktion kommt. Mittels moderner 

molekularbiologischer Untersuchungssystem wie den genannten Microarrays 

kann man bereits aus sehr geringen Probenmengen den Einzelnachweis 

mehrerer gesuchter Zielstrukturen parallel nachweisen. Es lässt sich damit 

sowohl genetisches Material detektieren als auch Eiweißstrukturen. 

Nicht zuletzt sollte erwähnt werden, dass das gewählte Versuchsmodell 

gewissen Limitationen unterworfen ist. Es unterscheidet sich grundlegend von 

der zuvor durchgeführten Studie zum Einfluss von RAMP1 auf die 

Immunantwort bei der akuten Pankreatitis (Jochheim et al., 2019). Besonders 

beachten sollte man, dass bei der Studie zu RAMP1 ein Ganzkörper-Knockout 

gewählt wurde und nun ein selektiver Knock-Out von ICER in den Zellen der 

myeloischen Reihe durchgeführt wurde. Das heißt, dass alle restlichen 

Körperzellen, also vor allem auch Zellen des Pankreas und Zellen der 

lymphoiden Reihe genetisch nicht verändert wurden. Somit können letztlich nur 

Aussagen über den Effekt von ICER in Zellen wie Neutrophilen, Makrophagen, 

Monozyten, etc. defintiv getroffen werden und diese dann in ins Gesamtbild der 

Pathologie der akuten Pankreatitis eingeordnet werden. Dies unterstreicht in 

jedem Falle noch einmal die Ergebnisse unserer Studie hinsichtlich des 

vermehrten Auftretens von Makrophagen bei den Knock-Out-Tieren. Unsere 

Ergebnisse liefern neue wichtige Anhaltspunkte zur Untersuchung der CGRP-
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Signalkaskade. Zwar zeigte ein ICERmye-Knock-Out nicht das gleiche Bild einer 

Immunantwort bei der Studie zu RAMP1, jedoch konnten wir definitiv ein 

pathologisch verändertes Immunzellinfiltrat nachweisen. Darüber hinaus liegt 

die Vermutung nahe, dass CGRP und dessen abwärtsliegende Effektoren 

(inklusive ICER) auch in anderen Zellen einen Einfluss auf die Immunantwort im 

Rahmen der akuten Pankreatitis haben. Betrachtet man die Literatur, die sich 

bisher mit ICER im Zusammenhang mit Immunzellen befasst hat, so wurden vor 

allem Ergebnisse an Lymphozyten (Barabitskaja et al., 2006, Bodor et al., 2002, 

Bodor et al., 2007b, Bodor et al., 2007a, Bodor et al., 2001, Bodor and 

Habener, 1998, Bodor et al., 1996, Kono et al., 2018, Vaeth et al., 2011, 

Yoshida et al., 2016) publiziert und bis dato seltener an myeloischen Zellen 

(Mead et al., 2003, Lv et al., 2017). Lv et al. konnten einen negativen 

Rückkopplungsmechanismus von ICER im Rahmen der angeboren 

Immunantwort zeigen, welcher eine überschießende Immunreaktion eindämmt 

(Lv et al., 2017). Dies konnten wir in unserem Projekt mit dem konkreten 

Beispiel der akuten Pankreatitis nicht eindeutig bestätigen. Hier ist auch 

denkbar, dass CGRP über Zellen des Pankreas Einfluss auf das 

Inflammationsgeschehen nimmt. Es ist seit geraumer Zeit bekannt, dass CGRP 

im Pankreas vorkommt und beispielsweise die Enzymsekretion beeinflusst 

(Beglinger et al., 1988, Bunnett et al., 1991, Sternini and Brecha, 1986, 

Pendharkar et al., 2017). Wie bereits weiter oben beschrieben wurde, kann 

CGRP zu einer Erhöhung des intrazellulären Calcium-Spiegels führen und 

dieser wiederum in den Azinuszellen zu einer Aktivierung von NF-κB führen 

(Hietaranta et al., 2001). Die bisher vorhandene Literatur gibt noch wenig 

Aufschluss über die genauen Mechanismen von CGRP bei der akuten 

Pankreatitis speziell in den azinären Zellen. Unsere Ergebnisse zusammen mit 

den Ergebnissen zu RAMP1 von Jochheim et al. legen nahe, dass der Einfluss 

von CGRP auf die Immunantwort neben den myeloischen Zellen auch noch 

andere Zelltypen betrifft. Denkbar ist, dass CGRP auch die Zytokin- und 

Chemokin-Freisetzung aus beschädigten Pankreaszellen beeinflussen kann. 

Dies könnte wiederum Einfluss auf die Rekrutierung von Immunzellen haben.  
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Es lässt sich abschließend mit den Daten aus unserer Studie sagen, dass ICER 

einen direkten Effekt auf die angeborene Immunantwort im Rahmen der akuten 

Pankreatitis hat. Wir konnten eine veränderte Zusammensetzung des 

Immunzellinfiltrats, ein verstärktes Inflammationsgeschehen und eine erhöhte 

Proliferationsrate bei unseren Versuchstieren feststellen. Die Regeneration der 

Pankreaten nach Abklingen der Inflammation wurde nicht beeinflusst. Mit den 

bisher durchgeführten Methoden konnten wir erste Evidenz dafür liefern, dass 

mehr Immunzellen das entzündete Gewebe infiltrieren und dass dieses 

Zellinfiltrat zu einem erhöhten Anteil aus Makrophagen besteht. Diese 

Ergebnisse sind nun Grundlage für weitere Forschungsansätze.  
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5 Zusammenfassung 
 

Die akute Pankreatitis ist ein bedrohliches Krankheitsbild, für das es immer 

noch keine spezifische Therapie gibt. Um neue Therapieansätze zu entwickeln 

ist ein detailliertes Verständnis der dahinterliegenden Pathophysiologie 

elementar. Wir haben in unserem Projekt den Blick speziell auf die Reaktionen 

des angeborenen Immunsystem geworfen. Der Transkriptionsfaktor inducible 

cAMP early repressor (ICER) ist unter anderem ein Effektor der CGRP-

Signalkaskade, für die ein immunmodulatorischer Effekt bei der akuten 

Pankreatitis nachgewiesen werden konnte. Wir haben untersucht inwiefern 

ICER die Immunantwort bei einer Caerulein-induzierten Pankreatitis beeinflusst.  

Die Experimente fanden an einem Mausmodell mit selektivem ICER Knock-Out 

in den myeloischen Zellen mittels Cre-LoxP-Rekombinationssystem statt. Es 

wurden stündliche Caerulein-Injektionen über einen Zeitraum von 8h 

durchgeführt und die anschließenden Analysen erfolgten 8h, 24h, 2d und 7d 

post Caerulein-Injektion.  

Das Gewebe wurde histologisch, immunhistochemisch und mittels qPCR 

molekulargenetisch untersucht. Wir konnten in einem ersten Schritt anhand von 

Färbungen ausschließen, dass durch den gewählten Knock-Out die 

Pankreasorganogenese beeinflusst wurde. Die sich anschließenden 

Experimente zeigten immunhistochemisch unter anderem eine deutlich erhöhte 

Makrophageninfiltration bei gleichzeitig verminderter Neutrophilenzahl im 

entzündeten Gewebe. Darüber hinaus konnten wir ebenfalls mittels 

Immunhistochemie eine erhöhte Proliferationsrate bei den Versuchstieren in der 

frühen Phase der Pankreatitis zeigen. Organgewichtsanalysen deuteten auf 

eine verstärkte Ödembildung bei den Knock-Out-Tieren hin.  

Wir konnten nachweisen, dass ICER die Zusammensetzung des 

Immunzellinfiltrats beeinflusst und konnten in der frühen Phase eine verstärkte 

Entzündungsreaktion bei den ICERmye-defizienten Tieren feststellen. Diese 

Ergebnisse liefern wichtige Ansatzpunkte für zukünftige Studien zur 

Pathophysiologie der akuten Pankreatitis. 
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