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Zusammenfassung
Charakterisierung einer Cerulein-induzierten Pankreatitis in der rezessiven
gelben (e/e) Maus mit einer funktionellen Defizienz fir den Melanocortin-1-
Rezeptor
Dirk Oliver Wennmann
Ziel der Experimente ist der Vergleich der Cerulein-induzierten Pankreatitis zwischen

gelben rezessiven (e/e) Mausen und Wildtypmausen. Gelbe rezessive (e/e) Mause
haben eine funktionelle Defizienz des Melanocortin 1 Rezeptors.

Bei gelben rezessiven (e/e) Mausen ergeben sich Hinweise flr eine milder verlaufende
Pankreatitis, obwohl der Ausfall eines in der Literatur als antiinflammatorisch
beschriebenen Rezeptors einen schwereren Verlauf hatte erwarten lassen. Bei gelben
rezessiven (e/e) Mausen liel3 sich kein signifikanter Anstieg der Serum-Amylase
wahrend der Pankreatitis beobachten; histologisch fanden sich Zeichen einer
Pankreatitis. In der Lunge der gelben rezessiven (e/e) Mause liel} sich eine
systemische Komponente der Pankreatitis in Form von histologischen Veranderungen
und einer Zunahme der MPO-Aktivitat nachweisen. Die Frage nach demjenigen
Zelltyp, uber den der MC1-Rezeptor seinen Einfluss auf die Pankreatitis ausubt, I&sst
sich abschlieRend nicht beantworten. Im Western-Blot gelang der Nachweis des MC1-
Rezeptors im Pankreas nicht. Eine epitheliale Expression des MC1-Rezeptors im
Pankreas ist in der Literatur nicht beschrieben. Auf Leukozyten liel3 sich der MC1-
Rezeptor in der Immunfluoreszenz im Pankreasgewebe wahrend der Entziindung in
den Experimenten nachweisen. Die Expression des MC1-Rezeptors auf Leukozyten ist
in der Literatur ausfihrlich dargestellt. In verschiedenen experimentellen Ansatzen zu
Entziindungsreaktionen in der gelben rezessiven (e/e) Maus und zur Rolle des MC1-
Rezeptors ergeben sich Hinweise, dass der MC1-Rezeptor keine Schlisselrolle im
Entziindungsgeschehen spielt, und moglicherweise andere Rezeptoren wie der MC3-
Rezeptor von groRerer Bedeutung sind.
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1 Einleitung

1.1 Pathophysiologie der Pankreatitis

Die Entzindung der Bauchspeicheldrise (Pankreas) ist eine der haufigsten
gastrointestinalen Erkrankungen. An der akuten Verlaufsform erkranken in
Deutschland jahrlich etwa 15-40 Menschen pro 100 000 Einwohner [39; 47].
Klinisch Iasst sich neben der akuten 6dematdsen Verlaufsform eine chronische
unterscheiden, deren Inzidenz mit zwei bis zehn Fallen pro 100 000 Einwohner
pro Jahr beziffert werden kann [5; 67; 93]. Die haufigste Ursache einer akuten
Bauchspeicheldrisenentzindung  (Pankreatitis) ist bei Mannern auf
Alkoholkonsum zurtick zu fluhren, bei Frauen dominieren Gallensteine [53].
Neben diesen Ursachen spielen Schock [136], stumpfes Trauma, operative
Eingriffe, Medikamente (z.B. Azathioprin, Furosemid, Valproinsaure), Toxine
[42], Bakterien (z.B. Salmonellen), Viren (z.B. Mumps),
Fettstoffwechselstorungen und Hyperkalzamie [35] eine &atiologische Rolle. In
den letzten Jahren hat der Anteil der ,idiopathischen“ Pankreatitiden zugunsten
der hereditaren Formen abgenommen. Insbesondere spielen hier Mutationen
im kationischen Trypsinogen-Gen sowie im Gen des Serinproteasen-Inhibitors
vom Kasal-Typ (SPINK) eine Rolle [124].

Die genaue Pathogenese der akuten, 6dematosen, nichtinfektiosen Pankreatitis
ist bis heute nicht hinreichend geklart. Die bisherigen Erkenntnisse beruhen auf
Beobachtungen in Tiermodellen und bei isolierten Zellen. Schon sehr friih hat
sich die Vorstellung eines Selbstverdaus (Autodigestion) des Organs
durchgesetzt. Bereits 1896 stellte Chiari den Selbstverdau durch die eigenen
Verdauungsenzyme in den Mittelpunkt der Betrachtung [27].

Zurzeit wird die vorzeitige Aktivierung von Verdauungsenzymvorstufen
(Zymogene) in den Zymogengranula der Azinuszellen, in denen die Zymogene
gespeichert werden, als einer der ersten Schritte im Verlauf der Erkrankung

angesehen [12].



1.2 Biochemische Aspekte der akuten Pankreatitis

Die Azinuszellen der Bauchspeicheldruse synthetisieren Verdauungsenzyme in
einer inaktiven Form als sogenannte Zymogene und speichern diese in
intrazellularen Transportvesikeln, die als Zymogengranula bezeichnet werden.
Die Azinuszellen werden durch Botenstoffe wie Acetylcholin oder
Cholecystokinin (CCK) angeregt, die Zymogene mittels Exozytose aus den
Zellen herauszuschleusen [113; 137]. Dazu bindet Acetylcholin und
Cholecystokinin an Transmembranrezeptoren, die an G-Proteine gekoppelt sind
[13]. Cholecystokinin (CCK), ein gastrointestinales Hormon, bindet an einen G-
Protein gekoppelten Rezeptor. Es sind zwei verschiedene Cholecystokinin-
Rezeptoren, Typ A und Typ B, bekannt. Der Typ A Rezeptor vermittelt eine
kalziumabhangige Signaltransduktionskaskade, die Wirkung des Typ B
Rezeptors ist noch nicht geklart.

Die Azinuszelle gibt die Verdauungsenzyme durch Exozytose in das
Gangsystem ab. Von dort gelangen die Enzyme passiv in das Duodenum.
Kalzium spielt auf der Ebene der Zelle eine entscheidende Rolle als Second
Messenger, indem die Konzentration an freiem Kalzium in der Zelle den

Mechanismus der Exozytose steuert [135].

1.3 Tiermodelle der akuten Pankreatitis

Zur Erforschung der Pathogenese der Pankreatitis sind verschiedene
Tiermodelle entwickelt worden, da Azinuszellen in der Zellkultur sehr schnell
ihre physiologische Funktion verlieren und nicht mehr hormonell zur Sekretion
von Verdauungsenzymen angeregt werden konnen [30]. Verschiedene Modelle
wurden entwickelt, die allerdings die komplexen Ablaufe im Menschen nur
unzureichend imitieren konnen. Alle haben zur Aufklarung verschiedener
Aspekte der Pankreatitis beigetragen. Zu diesen Modellen gehort das
Hyperstimulationsmodell nach Adler und Lampel [2; 74], die Cholin-defiziente
und mit Ethionin supplementierte Diat [127], die Taurocholat-induzierte
Pankreatitis [76] und das Gallengangs-Obstruktionsmodell [80].

Die Ergebnisse dieser Arbeit wurden mit dem Hyperstimulationsmodell nach

Adler und Lampel erziehlt. Die Pankreatitis ist bei gelben rezessiven (e/e)



Mausen und C57BL6 Mausen im Alter zwischen 12 und 20 Monaten, bei einem
Gewicht von 25-30 g, nach 18 stlindigem Fasten bei unbegrenztem Zugriff auf
Wasser induziert worden. Die Induktion der Pankreatitis erfolgt durch sieben
intraperitoneale Injektionen von Cerulein in einer Dosis von 50 pg/kg
Korpergewicht pro Stunde. Einer Kontrollgruppe wird parallel 0.9 % NaCl
Ldsung intraperitoneal appliziert. Dieses Tiermodell ist ideal geeignet, um eine
akute 6dematdose Pankreatitis zu induzieren, weil es minimal-invasiv ist, zu
einer signifikanten Aktivierung von Trypsinogen im Pankreas fuhrt, und es
Pankreatitis-typische  lokale und systemische Veranderungen, wie
Amylaseaktivitdtserhdhung im Serum und systemische Entzindungszeichen,
hervorruft. Diese Symptome sind auch beim Menschen von Bedeutung. Im
Rahmen dieses Tiermodelles kommt es zu einer Dissoziation der Azinuszellen
durch Auflésung der Zell-Zell-Kontakte [77] und zu einer Bildung von
intrazelluldaren Vakuolen [79]. Diese Veranderungen koénnen auch in der

Pankreatitis beim Menschen beobachtet werden.

Abbildung 1.1: Enzymsynthese und —sekretion im exokrinen Pankreas
Z: Zellkern

RER: Raues endoplasmatisches Retikulum

Golgi: Golgi-Komplex



PL: Primares Lysosom

S: Sekundares Lysosom
KoV: Kondensierende Vakuole
ZG: Zymogengranula

Die Synthese der Proteine erfolgt im rauen endoplasmatischen Retikulum (RER). Die
sekretorischen Proteine werden in kondensierenden Vakuolen verpackt und reifen zu

Zymogengranula, die am apikalen Pol in das Gangsystem des Pankreas exozytiert werden.

Im Tiermodell der Cerulein-induzierten Pankreatitis kommt es zu einer
supramaximalen  Stimulation  des  Pankreas. Die  Storung des
Kalziumsignalweges durch supramaximale Mengen an Cerulein, stellt eine
mogliche Erklarung fir den Mechanismus der Entstehung der akuten
Pankreatitis im Tiermodell dar [16; 135].

Abbildung 1.2: Pathologische Prozesse in der Azinuszelle
Z Zellkern

RER: Raues endoplasmatisches Retikulum

Golgi: Golgi-Komplex
PL: Primares Lysosom
S: Sekundares Lysosom

KoV: Kondensierende Vakuole



ZG: Zymogengranula

Die Enzymsekretion wird in der Initialphase der Pankreatitis blockiert. Als Folge kommt es zu
einer Anreicherung der Azinuszelle mit Zymogengranula. Die lysosomalen Hydrolasen (weif3e
Punkte) werden zu den sekretorischen Proteinen (schwarze Punkte) in den zytoplasmatischen
Vakuolen umverteilt. In  diesen Vakuolen kommt es zur Aktivierung der

Verdauungsenzymvorstufen.

1.4 Proteasenaktivierung in der akuten Pankreatitis

Trypsin gehort zur Gruppe der Serinproteasen, die in Azinuszellen des
Pankreas synthetisiert und als inaktive Vorstufe in Form von Trypsinogen in das
Ausflhrungsgangsystem des Pankreas und letztendlich in das Darmlumen
sezerniert wird. Die ldee, dass Verdauungsenzyme eine bedeutende Rolle in
der akuten Pankreatitis spielen, ist bereits vor 100 Jahren postuliert worden
[27]. Trypsinogen wird im Darmlumen durch Enterokinase in aktives Trypsin
uberfuhrt. Enterokinase spaltet vom Trypsinogen ein 10 Aminosauren grol3es
Peptid am N-terminalen Ende des Proteins ab, das als , Trypsinogen Activation
Peptide” (TAP) bezeichnet wird [61]. Das aktivierte Trypsin kann anschlielend

Enzymvorstufen aus dem Pankreas in ihre aktiven Formen Uberfuhren.

TAP I kat. Domaine Trypsinogen
Enterokinase
im Dinndarm
TAP i
I | | kat. Domaine | | Trypsin
Trypsinogen * P Trypsin
Proelastase P Elastase

Abbildung 1.3: Trypsinogenaktivierung



Vom Trypsinogen wird im Didnndarm von der Enterokinase ein Peptid (TAP, trypsinogen
activation peptide) abgespalten. Aktiviertes Trypsin kann weitere Enzymvorstufen in aktive

Peptide Uberfihren.

Der erste Schritt der intrazellularen Zymogenaktivierung wahrend der
Pankreatitis ist nicht bekannt. Es wird angenommen, dass die
Trypsinaktivierung in Vakuolen, die in der akuten Pankreatitis in den
Azinuszellen vorkommen (s.0.), stattfindet [72; 140]. Ein weiterer Hinweis fur die
Aktivierung des Trypsinogens in diesen Vakuolen ist der Nachweis von
Trypsinogen Activation Peptide in den beschriebenen Vakuolen [108].
Experimente mit Protease-Inhibitoren, die gezielt die Trypsinaktivitat hemmen,
zeigten eine Verringerung des Schweregrades der Pankreatitis [75].

Die hereditare Pankreatitis hat ihren Ursprung in Mutationen des kationischen
Trypsinogen-Gens. Bei der Mutation R122H wird Trypsin fir die Autolyse durch
Trypsin resistent; dies tragt vermutlich zur Entstehung der hereditaren
Pankreatitis bei [122].

Fluoreszenzmikroskopisch kann die Trypsinogenaktivierung in isolierten
Azinuszellen dargestellt und Minuten nach dem Kontakt der Zellen mit
supramaximalen Dosen von Cerulein beobachtet werden. In den Azinuszellen
kann der Ort der Aktivierung weiter auf das Kompartiment der Sekretgranula
eingegrenzt werden [72]. Diese Ergebnisse verdeutlichen die zentrale Rolle des
Trypsinogens/Trypsins und der Azinuszellen in der akuten Pankreatitis.

Neue Ergebnisse zeigen, dass Trypsin in der Kaskade der intrazellularen
Aktivierung von Trypsinogen moglicherweise nicht so entscheidend ist wie
zuvor angenommen, da eine vollstandige Inhibition von intrazellularem Trypsin
mit hochspezifischen Enzyminhibitoren die Aktivierung von Trypsinogen zu
Trypsin nicht beeinflusst. AuRerdem wird beobachtet, dass nach dem Entfernen
der Trypsin-Inhibitoren, 80% des Trypsins direkt durch Trypsin abgebaut wird
[55]. Trypsin kdnnte also einen protektiven Einfluss ausiben, indem es aktive

Verdauungsenzyme, einschlie3lich aktiven Trypsins, abbaut.

Nach alteren Hypothesen ist eine Fehlsortierung von Enzymen in Azinuszellen

fur die Trypsinogenaktivierung verantwortlich. Die Theorie, dass in den



Azinuszellen eine genaue Sortierung der synthetisierten Enzyme stattfindet
kann neueren Untersuchungen nach nicht aufrecht erhalten werden. Man nahm
an, dass die Verdauungsenzymvorstufen in den apikalen Pol der Zelle befordert
werden, um in den Zymogengranula bis zu ihrer Sekretion in das
Ausflhrungsgangsystem zwischengespeichert zu werden, wahrend lysosomale
Enzyme gezielt zu den Lysosomen transportiert werden [36].

Zu den lysosomalen Proteinen gehort die Cystein Proteinase Cathepsin B. Von
diesem Enzym ist bekannt, dass es Trypsinogen in Trypsin Uberfuhren kann.
[36] Durch Zentrifugieren kénnen aus Gewebshomogenaten subzellulare
Fraktionen aufgetrennt werden. Auf diese Weise kdnnen die Zymogengranula in
einer Fraktion angereichert werden. Trennt man die Zymogengranula aus dem
Pankreas von Cerulein behandelten Mausen oder Ratten auf, findet man hier
Cathepsin B [107]. Daher wurde postuliert, dass in der Cerulein induzierten
Pankreatitis eine Umverteilung von Cathepsin B von den Lysosomen in die
Zymogengranula stattfindet und es dort zu einer Trypsinogenaktivierung kommt.
Das aktive Trypsin kann anschlielend andere Verdauungsenzymvorstufen
aktivieren, die im aktiven Zustand fur den zellularen Schaden verantwortlich
sind.

Bei Cathepsin B-defizienten Mausen ist wahrend der akuten Pankreatitis eine
signifikant niedrigere intrazellulare Trypsinogenaktivierung festgestellt worden.
Ergebnisse aus diesem Tiermodell deuteten darauf hin, dass die intrazellulare
Trypsinogenaktivierung moglicherweise durch eine Kolokalisation von
Trypsinogen und Cathepsin B in den Zymogengranula hervorgerufen wird. Das
Ausmal} der Nekrose im Pankreas ist durch die Defizienz von Cathepsin B und
die damit einhergehende Verringerung der Trypsinogen-Aktivierung nur gering
verandert. Die systemische Entzindung, die an der Entzindungsreaktion der
Lunge ermittelt worden ist, ist bei den Cathepsin B defizienten Mausen nicht
geringer ausgepragt [56].

Um die Rolle von Cathepsin B im menschlichen Pankreas zu erforschen, ist
menschliches Pankreasgewebe durch Zentrifugation in Fraktionen aufgetrennt
worden. In gesundem Gewebe wurde eine Kolokalisation von Trypsin und

Cathepsin B gefunden. Auch beim Menschen ist Cathepsin B in der Lage,



Trypsinogen in Trypsin zu Uberfihren. Die Kolokalisation zeigt, dass die
Umverteilung von Cathepsin B in die Zymogengranula fir den Start der
Pankreatitis nicht erforderlich ist, weil auch unter physiologischen Bedingungen
die Enzyme im gleichen subzellularen Bereich vorkommen [125].

Die genaue Rolle von Cathepsin B ist weiter unklar, méglicherweise spielen
weitere lysosomale Cathepsine (H, B, L oder andere) eine Rolle in der

intrazellularen Verdauungsenzymaktivierung.

1.5 Leukozyten in der akuten Pankreatitis

Neue Untersuchungen zeigen die Bedeutung der Infiltration des Pankreas
durch Leukozyten fur die Enstehung einer akuten Pankreatitis. Wahrend altere
Untersuchungen die Infiltration des Pankreas als ein spates Ereignis in der
Pankreatitis ansehen, kann die Untersuchung von Mayerle et al. [89] zeigen,
dass schon in der ersten Stunde der Cerulein-induzierten Pankreatitis in der
Ratte Leukozyten das Organ infiltrieren. In diesen Experimenten konnte gezeigt
werden, dass Elastase aus Granulozyten eine Rolle in der Auflésung der Zell-
Zell-Kontakte und damit in der Infiltration des Organs mit Leukozyten spielt.

Im Verlauf einer Pankreatitis sind nach kurzer Zeit neben den Azinuszellen
auch eine ganze Reihe weiterer Zelltypen involviert. Granulozyten,
Lymphozyten und Makrophagen/Monozyten kdénnen mit den Azinuszellen
interagieren. Von geschadigten Azinuszellen produzierte Zytokine aktivieren
Leukozyten, die ihrerseits Zytokine sezernieren und zu einer systemischen
Entzindungsreaktion (SIRS) fuhren. Die im Pankreas gebildeten Zytokine
gelangen in hoher Konzentration in das Pfortadersystem. Kupffer-Zellen werden
aktiviert und produzieren proinflammatorische Zytokine wie TNF-o. und IL-1.
Dieser ,Zytokin-Boost® fihrt zum Einen zu einer hohen Syntheserate von Akute-
Phase-Proteine in der Leber, zum Anderen triggern die Zytokine eine
Entzindung der Lunge [48]. Diese Entzindung der Lunge ist durch eine
Infiltration mit Neutrophilen Granulozyten charakterisiert.

Der Kontakt der Leukozyten zu Endothelzellen wird Uber Proteine wie das

.intercellular adhesion molecule-1“ (ICAM-1) vermittelt. Unter physiologischen



Bedingungen wird ICAM-1 in den Endothelzellen nicht oder nur in geringen
Mengen exprimiert. Kommt es zur Entzindung, wird ICAM-1 in den
Endothelzellen vermehrt synthetisiert. ICAM-1 knockout Mause zeigen eine
schwacher ausgepragte Entzindung des Pankreas und der Lunge [41].

Die Bedeutung des Verhaltnisses von proinflammatorischen und
antiinflammatorischen Zytokinen fir den Schweregrad der Pankreatitis wird in
IL-10 knockout Mausen deutlich. Diese Mause zeigen in der Cerulein
induzierten Pankreatitis eine geringere Entzindung der Lunge. Die Entzindung
des Pankreas verlauft in knockout- und Wildtypmausen gleich stark [49]. Diese
Ergebnisse erlauben die Hypothese, dass das entzindete Pankreas Zytokine in
die Zirkulation entlasst, die fur die systemische Entzindungsreaktion und damit
auch fur die Entzindung der Lunge verantwortlich sind.

Die Azinuszellen selbst sind in der Lage, proinflammatorische Zytokine zu
bilden und damit die Entziindungsreaktion zu triggern. So ist bekannt, dass
Azinuszellen TNF-a. und IL-8 bilden kénnen [102]. Diese Zytokine fuhren zur
Infiltration durch Leukozyten in das Pankreas [41].

Die Cerulein-induzierte Pankreatitis ist bei Ratten induziert worden, die zuvor
mit Neutrophilen-Serum behandelt worden sind. Die Trypsinaktivitat im
Pankreas und die Amylaseaktivitat im Serum ist bei diesen Neutrophilen
depletierten Ratten signifikant erniedrigt [52].

Die gleiche Arbeitsgruppe hat bei NADPH-Oxidase-defizienten und bei
Myeloperoxidase-defizienten Mausen mittels Cerulein eine Pankreatitis
induziert. Das Fehlen der NADPH-Oxidase bei den Mausen fuhrt zu signifikant
niedrigeren  Trypsinaktivititen im  Pankreas. Aulerdem steigt die
Serumamylaseaktivitat bei den NADPH-Oxidase-defizienten Mausen signifikant
geringer an. Die Myeloperoxidase-defizienten Mause zeigen einen mit
Wildtypmausen vergleichbaren Anstieg der Trypsinaktivitat im Pankreas [52].
Diese Ergebnisse zeigen, dass die Infiltration des Pankreas mit neutrophilen
Granulozyten die Trypsinaktivitat beeinflusst. Mittels Antikorpern gegen TAP
kann gezeigt werden, dass die Trypsinogenaktivierung in den Azinuszellen des
Pankreas stattfindet. Die Versuche mit NADPH-Oxidase defizienten Mausen

lassen Ruckschlisse  darauf zu, dass maglicherweise reaktive
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Sauerstoffspezies (ROS) die Trypsinaktivitat in Azinuszellen des Pankreas
steuern. Diese Beobachtungen decken sich mit Beobachtungen in
verschiedenen Pankreatitis Tiermodellen zu ROS [100; 123].

Um festzustellen, ob die Depletion der Neutrophilen durch Anti-Neutrophilen-
Serum oder das Ausschalten der Kupfferzellen in der Leber den Schweregrad
der akuten Cerulein-induzierten Pankreatitis verandern, und ob sich diese
Effekte gegenseitig verstarken oder summieren, sind Mause mit Anti-
Neutrophilen-Serum und Gadolinium-Chlorid behandelt worden. Gadolinium-
Chlorid dient zur Inaktivierung der Kupffer-Zellen. Diese Gruppe ist mit Mausen
verglichen worden, die jeweils nur mit Anti-Neutrophilen-Serum oder
Gadolinium-Chlorid behandelt worden sind. Die Depletion der Neutrophilen
verringert den Schweregrad der Pankreatitis und den Lungenschaden. Die
Inaktivierung der Kupffer-Zellen zeigt einen geringeren Effekt als die Depletion
der Neutrophilen. Mause mit inaktivierten Kupffer-Zellen zeigen geringere
Konzentrationen an IL-6 und IL-10. Der protektive Effekt der Neutrophilen-
Depletion wird durch Inaktivierung der Kupffer-Zellen nicht verstarkt, auch
kombinieren sich die Effekte nicht in ihrem Einfluss auf die Pankreatitis. Diese
Experimente unterstreichen die Bedeutung der Entzindungszellen in der
akuten Pankreatitis [98].

Die Analyse der Pankreatitisparameter von MRP14-Knockout-Mausen im
Tiermodell der Cerulein-induzierten Pankreatitis, zeigt einen verringerten
Gewebsschaden, Ausbleiben eines Odems und verringerte Trypsinaktivitat im
Pankreasgewebe. MRP 14 wird von neutrophilen Granulozyten gebildet und an
die Umgebung abgegeben. MRP14 wirkt im Komplex mit dem Protein MRPS8.
Aufgereinigte MRP8/14 Komplexe sind in der Lage, Zell-Zell-Kontakte zu I6sen.
Dieser Vorgang ist calciumabhangig. Die Zugabe von extrazellularem Calcium
macht den Vorgang reversibel. MRP8/14 spielt eine entscheidende Rolle in der
Infiltration des Pankreas mit Granulozyten durch die Aufldsung der Zell-Zell-
Kontakte der Azinuszellen. Das Fehlen des Proteins MRP14 flhrt neben einer
geringeren Infiltration des Pankreas mit Granulozyten auch zu geringeren

Trypsinaktivitaten im Pankreas [109].
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Die neuen Erkenntnisse zur Bedeutung der Leukozyten in der Entstehung einer
akuten Pankreatitis rucken diese Zellen vermehrt in den Mittelpunkt der

Betrachtung.

1.6 Melanocortin-Rezeptoren

Ziel der Arbeit ist die Charakterisierung der Cerulein-induzierten Pankreatitis bei
rezessiven gelben (e/e) Mausen. Diese Mause besitzen eine funktionelle
Defizienz fur den MC1-Rezeptor.

Es sind zur Zeit funf Melanocortin-Rezeptoren bekannt (MC1R, MC2R, MC3R,
MC4R und MC5R). Sie gehoéren alle zu einer Gruppe von G-Protein
gekoppelten, sieben Transmembrandomanen umfassenden Rezeptoren [28].
Die Aktivierung des Rezeptors durch einen Liganden, fuhrt zu einer Aktivierung
der Adenylatzyklase und damit zu einem Anstieg des intrazellularen zyklischen
Adenosinmonophosphats (cCAMP) [103].

Ein Anstieg des cAMP fuhrt zur Aktivierung der Proteinkinase A, die
verschiedene Proteine der Zelle phosphoryliert, unter anderem das ,cAMP
Response Element Binding Protein®, das in seinem aktivierten Zustand als
Promotor an die DNA binden kann und somit Einfluss auf die Translation der
DNA nimmt.

Melanocortinrezeptoren sind an inrem N-terminalen Ende glykosyliert [1; 139].

1.6.1 Melanocortin 1 Rezeptor (MC1-Rezeptor)

Der  Rezeptor besteht aus 317  Aminosauren, die sieben
Transmembrandomanen bilden und mit einem heterotrimeren G-Protein
intrazellular gekoppelt sind [103]. Die grote Affinitat des Rezeptors besteht
zum Liganden a-MSH, gefolgt von ACTH, B-MSH und y-MSH.

Die Interaktion von a-MSH und dem MC1-Rezeptor spielt fur die Pigmentation
der Haut und der Haare eine entscheidende Rolle [105].

Melanocyten sind in der Lage, cAMP-abhangig rotes oder gelbes Phaeomelanin
sowie schwarzes bzw. braunes Eumelanin zu bilden. Bei hoher Konzentration
an cAMP wird in der Zelle das Enzym Tyrosinase durch die Proteinkinase A

aktiviert. Tyrosinase ist das geschwindigkeitsbestimmende Enzym in der
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Synthese von Eumelanin [119]. Bindet a-MSH an MC1R auf Melanocyten steigt
die intrazellulare cAMP-Konzentration wund folglich die Aktivitat der
Proteinkinase A, die dann die Tyrosinase aktiviert. Eumelanin wird in
sogenannten Melanosomen gespeichert und an die umgebenden Keratinozyten
weitergegeben. Fur die Pigmentation ist das Eumelanin von groRerer
Bedeutung als das Phaeomelanin. Die Pigmentation der Keratinozyten schutzt
die DNA gegen den schadlichen Einfluss der ultravioletten Strahlung und damit
den Organismus vor Karzinogenese. [126]. Das Verhaltnis von Eumelanin und
Phaeomelanin bestimmt die Hautfarbe und die Haarfarbe. Blasse Menschen mit
einem geringen Gehalt an Eumelanin sind sonnenempfindlicher und haben ein
erhohtes Risiko an Hautkrebs zu erkranken. [97].

Neben der Adenohypophyse stellt die Haut selber einen grof3en Teil des a-MSH
her. Es wird berichtet, dass Keratinozyten, Melanozyten und Langerhans-Zellen
o-MSH produzieren [23]. Die genannten Zellen produzieren o-MSH in
Abhangigkeit von ultravioletter Strahlung. a-MSH kann seine Wirkung daher
nicht nur zentral von der Hypophyse kommend ausuben, sondern auch para-
bzw. autokrin wirken [133].

Neben der Wirkung auf die Melanogenese hat der MC1-Rezeptor Einfluss auf
das Immunsystem und die Entziindungsreaktion. Die Lokalisation auf vielen
Zellen des spezifischen und unspezifischen Immunsystems wie
Makrophagen/Monozyten [120], Lymphozyten [6] mit antigenprasentierender
und zytotoxischer Funktion, neutrophilen Granulozyten [19], Astrozyten und
Endothelzellen [57] zeigt die Bedeutung dieses Rezeptors.

Beim Menschen konnten in der nordeuropaischen und australischen
Bevolkerung mehr als 30 verschieden Allele des MC1-Rezptorgens
nachgewiesen werden [104]. Einige Mutationen sind mit heller Hautfarbe und
roten Haaren verbunden und werden Uberdurchschnittlich haufig bei Melanom-
Patienten gefunden. Diese Mutationen erhéhen das Risiko an Hautkrebs zu

erkranken um das Doppelte [97].
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1.6.2 Melanocortin 2 Rezeptor
Der Melanocortin 2 Rezeptor besitzt ACTH als Liganden. ACTH bewirkt in der

Nebennierenrinde eine Produktion von Steroidhormonen.

1.6.3 Melanocortin 3 Rezeptor

Der Melanocortin 3 Rezeptor wird im Gehirn exprimiert, wo er eine besondere
Rolle in der Regulation der Nahrungsaufnahme spielen soll. Melanocortin-3-
defiziente Mause zeigen eine Storung ihrer Energiehomoostase und einen
Anstieg der Korperfettmasse [24]. Dieser Rezeptor hat wie der MC1-Rezeptor
Einfluss auf den Ablauf des Entziindungsgeschehens [45]. In der Literatur gibt
es einen Verweis auf die Expression des MC3-Rezeptors im Pankreas [132].
Neuere Experimente zeigen auch einen Einfluss auf das Immunsystem (siehe

Diskussion).

1.6.4 Melanocortin 4 Rezeptor

Der Melanocortin 4 Rezeptor wurde im Gehirn nachgewiesen. Hier spielt er
ahnlich dem Melanocortin 3 Rezeptor eine wichtige Rolle in der
Energiehomoostase [62].

Der Rezeptor hat Einfluss auf das sexuelle Verhalten und auf die Erektion [130].

Einflusse auf das Entzindungsgeschehen sind nicht bekannt.

1.6.5 Melanocortin 5 Rezeptor

Der Melanocortin 5 Rezeptor lasst sich vor allem auf exokrinen Drusen, z.B. im
Pankreas, nachweisen [129]. Er findet sich auch auf B- und T-Lymphozyten [17;
121].

Die Affinitat ist zum o-MSH am hoéchsten, dann folgt ACTH, und mit der
niedrigsten Affinitat bindet das y-MSH.

Die direkte Zerstorung des Genlocus bei Mausen erzeugt Tiere, die eine
gestorte Thermoregulation aufweisen und vermindert Lipide aus ihren
Talgdrisen ausscheiden [26]. Hinweise auf eine Einflussnahme auf

Entzindungsreaktionen sind nicht bekannt.
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1.7 Die Liganden der Melanocortin-Rezeptoren

1977 ist erstmals ein Vorlaufermolekil von ACTH/a-MSH und B-lipotropin/p-
MSH in AtT-20 Tumorzellen aus der Hypophyse isoliert worden [85]. Das
Proopiomelanocortin-Gen wurde 1979 zum ersten Mal geklont [90].

Das Protein Proopiomelanocortin (POMC) wird in Zellen der Adenohypophyse
(Hypophysenvorderlappen) gebildet.

Die Adenohypophyse steht unter der Kontrolle hypothalamischer Kerngebiete.
Diese Kerngruppen produzieren Releasing- oder Inhibiting-Hormone, die Uber
axialen Transport zur Eminentia mediana gelangen und dort in ein
Kapillarsystem entlassen werden. Diese Hormone gelangen dann Uber
PortalgefalRe zur Adenohypophyse, in der sie ein zweites Kapillarnetz
durchstromen und ihre Zielzellen erreichen.

Neben der Hypophyse produzieren auch Zellen des Nucleus arcuatus, Nucleus
tractus solitarii und des Hirnstammes POMC. In der Peripherie ist POMC-
mRNA in Lymphozyten, Monozyten, Keratinozyten und Melanozyten
nachgewiesen worden [14; 21; 22; 114; 115; 117]. Die Zellen, die im
Hypothalamus und in der Hypophyse POMC produzieren, werden auch POMC-

Zellen genannt.

POMC durchlauft nach der Translation eine Reihe von enzymatischen
Veranderungen, die unter dem Namen Posttranslationales-Processing
zusammengefasst werden [54]. Das System beruht auf dem Prinzip, dass das
Vorlaufermolekil (Precursor), in diesem Fall das POMC, durch Proteasen in
kleinere aktive Proteine/Peptide gespalten wird [112]. Die aktiven Peptide
werden von der Zelle freigesetzt. Die Enzyme, die fur die intrazellulare Spaltung
des POMC  verantwortlich sind, gehoren zur Familie der
Serin-Proteinasen. Sie werden als Precursor-Convertasen bezeichnet (PCs). In
den POMC Zellen der Hypophyse sind in hoher Konzentration PC1 und PC2
nachgewiesen worden. Sie befinden sich in den Granula, die auch die
Spaltprodukte des POMC enthalten. PC1 ist flr die Spaltung des POMC in
ACTH und B-LPH verantwortlich, PC2 spaltet POMC in a-MSH und B-Endophin.
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PC1 und PC2 werden in verschiedenen Regionen der Adenohyphophyse in
unterschiedlichen Mengen produziert [8]. Dadurch konnen unterschiedliche
Regionen der Adenohyphophyse unterschieden werden, z.B. die Pars
intermedia der Hypophyse, in der vor allem a-MSH und B-Endorphin produziert
werden, und in der entsprechend PC2 von den Zellen synthetisiert wird [87].

ACTH, a-MSH, B-Endophin, B-LPH, B-MSH und y-MSH sind Spaltprodukte des
POMC. Alle Melanocortin Peptide besitzen eine gemeinsame Sequenz von vier

Aminosauren His-Phe-Arg-Trp, die in allen Spaltprodukten enthalten ist.

1.8 Antagonisten der MC-Rezeptoren (AGOUTI)

Es sind zwei Proteine bekannt, die als Antagonisten an Melanocortin-
Rezeptoren wirken. Agouti (,agouti signaling protein®) wirkt als kompetetiver
Antagonist mit hoher Affinitdt am MC1-Rezeptor [95; 96]. Mause, die das
dominante Agouti-Allel lethal yellow* tragen, zeigen eine starkere

EntzGndungsantwort als Kontrolltiere [83].

POMC

+-MSH ACTH 5—lipotropin

o-MSH cLiP vlipotropin| | f-endorphin

f-MSH

Abbildung 1.4: Melanocortin-Peptide
Entstehung durch Posttranslationales-Processing des POMC; CLIP: corticotropin-like

intermediate lobe peptide (nach Catania et al., 2004)
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1.9 Antiinflammatorische Eigenschaften des Melanocortinsystems

Es gibt Hinweise fur die Expression des Melanocortin-1-Rezeptors auf vielen
verschieden Zellen des Immunsystems [6; 9; 19; 57; 117; 120; 142]. Deshalb ist
schon lange angenommen worden, dass a-MSH uber diesen Rezeptor Einfluss
auf das Immunsystem nimmt, zumal a-MSH die hochste Affinitat zum MCA1-
Rezeptor aufweist.

Verschiedene Experimente haben diese Annahme bestatigt und gezeigt, dass
o-MSH Uber den Melanocortin-1-Rezeptor antiinflammatorische Eigenschaften
besitzt [64].

Bis zur Entdeckung, dass a-MSH uber den MC1 Rezeptor die Aktivierung des
Nuclear Factor-kB (NF-xB) inhibiert und Uber diesen Weg die
antiinflammatorische Wirkung austbt, war der Wirkungsmechanismus des
Peptids auf das Immunsystem unklar [86].

NF-«kB ist ein ubiquitar vorkommender Transkripitonsfaktor, der zur Rel-Familie
gehort. Das Protein liegt im Zytoplasma im inaktiven Zustand an Proteine der
Familie 1xB (Inhibitor kappa B) gebunden vor [88]. Durch verschiedene auliere
Einflusse wird das Dimer aus NF-kB und I«B phosphoryliert und anschlielend
ubiquitiert. Das ubiquitierte kB wird in Proteasomen abgebaut, und das
freigesetzte NF-xB hat die Mdglichkeit in den Zellkern zu gelangen und dort als
Transkriptionsfaktor an Promotoren der DNA zu binden.

NF-xB wirkt als Transkriptionsfaktor auf eine Vielzahl von Genen. Es werden
Chemokine, Zytokine, Wachstumsfaktoren des hamatopoetischen Systems und
die Inducible-Nitric-Oxide-Synthase (iNOS) beeinflusst [116].

a-MSH moduliert die NF-«xB -Aktivitat (iber 1kxB. Uber die Erhéhung des cAMP-
Spiegels in der Zelle durch o-MSH wird der Abbau des IkB vermindert und
damit die Wirkung des NF-kB begrenzt [86]. Der begrenzende Effekt des o-
MSH auf die Produktion von Zytokinen und anderen Entzindungsmediatoren ist
in Monozyten/Makrophagen- und Mikrogliazelllinien untersucht worden. a-MSH

inhibiert die Produktion von TNF-a in Monozyten/Makrophgen-Zelllinien, die mit
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Lipopolysacchariden behandelt worden sind [120]. Mikrogliazellen, die mit
Lipopolysacchariden behandelt und zusatzlich mit a-MSH inkubiert werden,
produzieren weniger TNF-a, NO und IL-6 als Kontrollgruppen [31].

Im Gegenzug wird IL-10 vermehrt gebildet [10] und Endothel-
Adhasionsmoleklle, die fur die Einwanderung von Entzindungszellen in
Gewebe von Bedeutung sind, auf den Endothelzellen vermindert exprimiert.
[111].

1.10 Mause mit einer funktionellen Defizienz des Melanocortin 1 Rezeptors
Der MC1-Rezeptor spielt eine Schlusselrolle in der Regulation der Pigmentation
der Haut und der Farbe von Haaren bei Mausen. Bei Mausen mit einer
homozygoten Mutation im Genom lasst sich die Funktion dieses Rezeptors
eindrucksvoll zeigen. Diese Mause tragen eine homozygote Punktmutation im
Gen fur den MC1-Rezeptor, die zum vollstandigen Verlust der Funktion dieses
Proteins fuhrt.

Diese Mutation ereignet sich spontan im C57BL/6Ha Stamm. Lebensfahigkeit,
Lebensalter, Fertilitat, Korpergewicht und Tumorinzidenz sind bei den Tieren
normal [58].

Das Gen des MC1-Rezeptors in zur Familie der Muridae gehdrigen Nagetieren
hat keine Introns und ist 948 Basenpaare grof3. Eine Deletion des Basenpaares
an der Stelle 549 fuhrt zu einer Rasterschubmutation, die zu einem friihzeitigen
Stopp-Codon fuhrt, so dass die Translation des Proteins 12 Codons nach der
Deletion frihzeitig abbricht und ein funktionsloses Protein von den Zellen
exprimiert wird [105]. Das verklrzte Protein bricht nach der vierten
Transmembrandomane ab. Im funktionsfahigen Zustand besitzt das Protein
sieben Transmembrandomanen und gehort zu der Gruppe der so genannten
Serpentine-Rezeptoren. Das Protein kann nicht mehr an G-Proteine binden und

damit auch keinen Einfluss auf den cAMP Gehalt der Zelle nehmen.
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Abbildung 1.5: Aminosaurensequenz des Melanocortin-1-Rezeptors
Eingezeichnet ist die Stelle in der Sequenz, an der die Frameshiftmutation ansetzt; das Protein

lauft noch 12 Aminosauren weiter bis es auf Grund eines Stoppcodons (UAG), das aus der

Frameshiftmutation resultiert, abbricht (nach Robbins et al. [105])

Abbildung 1.6: trunkierter Melanocortin-1-Rezeptor (nach Robbins et al. [105])
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Diese Mause werden im Englischen als yellow recessive (e/e) mice, gelbe
rezessive (e/le) Mause, bezeichnet. Sie zeigen eine gelbe Fellfarbe als
Ausdruck der ausbleibenden Eumelaninproduktion und der damit
uberwiegenden Phaeomelaninproduktion in den Haarfollikeln. Die Tiere zeigen

eine schwarze Hautfarbe, zusatzlich sind ihre Augen schwarz [105].

Neben den Auswirkungen auf die Fellfarbe sollten die Tiere auch die anderen
Funktionen des Rezeptors, zum Beispiel auf den Ablauf von Entzindungen,
verloren haben. Diese Tiere sind ideal geeignet, um die Funktionen des

Rezeptors im Immunsystem der Tiere zu erforschen.
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2 Zielsetzung der Arbeit

Die moglichen Ursachen fur die akute 6dematdse Pankreatitis sind nicht genau
bekannt. In der Literatur finden sich Hinweise dafur, dass a-MSH einen
gunstigen Effekt auf die Cerulein-induzierte Pankreatitis bei Ratten hat [65]. Da
die Ablaufe der Pankreatitis nicht genau bekannt sind, ist der Einfluss des o-

MSH von Interesse. Dieses Peptid ist ein Ligand des Melanocortin-1-Rezeptors.

Ziel der Arbeit ist die Charakterisierung der Cerulein-induzierten Pankreatitis im
Tiermodell der akuten Pankreatitis bei rezessiven gelben (e/e) Mausen. Diese
Mause besitzen eine funktionelle Defizienz fir den MC1-Rezeptor. Bei diesem
Rezeptor handelt es sich um den Rezeptor, der wu.a. fur die
antiinflammatorischen Eigenschaften von a-MSH verantwortlich gemacht wird.
Zur Charakterisierung der Pankreatitis werden Aktivitaten von Amylase,
Cathepsin B, Trypsin und Trypsinogen im Serum und im Pankreashomogenat,
gemessen. Die Auspragung der Pankreatitis wird immunhistochemisch und
histologisch untersucht.

Es sollen die Zelltypen bestimmt werden, uber die der Melanocortin 1 Rezeptor
Einfluss auf die Pankreatitis nimmt. Eine epitheliale Expression des MC1-
Rezeptors im Pankreasgewebe ist in der Literatur nicht beschrieben. Um den
Einfluss des MC1-Rezeptors im Pankreasgewebe zu untersuchen, muss die
epitheliale Expression dieses Proteins geklart werden. Von Bedeutung ist, ob
die Wirkung des Rezeptors auf die Pankreatitis uber Zellen ablauft, die in das
Organ wahrend der Entzindung einwandern, oder ob der Rezeptor direkt im
Organ exprimiert wird, und in der FrUhphase der Pankreatitis Einfluss nehmen

kann.
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3 Material

3.1 Gerite

Cykler Mastercycler personal, Eppendorf,
Hamburg

Drehinkubator Heidolph, Berlin

Elisa reader Dynatech MR 5000, Dynatech
Laboratories, Stutgart

Fluorometer Spectra Gemini Max, S/N G02052,
Molecular Devices, Sunnyvale, USA

Glasgerate Schott, Mainz

Heizblock Grant Instruments, Cambridge, GB

Homogenisator: Fa. B.Braun Melsungen AG, Typ
853202, D-3508 Melsungen

Klhlschranke -80°C Forma Scientific, Bosch, Gerlingen

Kuvettenphotometer Bio Photometer Eppendorf, Hamburg

Magnetrihrer RFT Ikamag, Staufen
Mikroskop Diaphot 200, Nikon, Dusseldorf
pH-Meter pH Meter 761 Calimatic, Knick, Berlin

Plastikartikel und chirugisches Material Greiner, Cornig,

Nalgene, Braun, Ethicon

Pipetten 10-1000 pl Eppendorf, Hamburg

Protein Elektrophorese Kammer Keutz Laborgerate GbR, Kreuzkirchen
Stromversorgung Power Pac 300 Bio Rad, Munchen

Schuttelwasserbad 1092 GFL, Burgwedel

Trans-Blot SD Semi-Dry Bio Rad, Munchen

Ultramikrotom Ultratome LKB, S

Ultraschallstab Sonicator W-375 Heat-Systems-Ultrasonics, Inc
Vortexer VF2, Janke & Kunkel IKA Labortechnik
Waagen Analytic AC 210S, BL 600

Sartorius, Gottingen
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Wasserbad GFL mbH, Typ 1004, D-3006
Burgwedel
Zentrifugen 3E-1, Sigma,Dusseldorf, 5417C,

5417R Eppendorf, Hamburg

3.2 Enzyme, Substrate, Antikorper und Primer

Antikorper:

Myeloperoxidase MPO Rabbit Polyclonal Antibody; Dianova,;
Hamburg DT

iINOS/NOS Type Il Rabbit Polyclonal Antibody;
Transduction Laboratories; Lexington
KY, USA

Melanocortin 1 Receptor Rabbit Polyclonal Antibody; Chemicon
USA

SA 188/189 (Antigen: MC1-Rezeptor)  Antikorper aus Huhnereigelb

3.2.1 Substrate fiir die Enzymaktivitatsmessungen im Fluorometer
R110-lle-Pro-Arg Molecular Probes,USA
(Rhodamin 110, bis-(CBZ-L-isolecyl-L-prolyl-L-arginin amid dihydrochlorid)

R110-Ala4 Molecular Probes,USA
(Rhodamin 110, Bis-(CBZ-L-alanin4 amid))

3.2.2 Enzyme

Trypsin, aus dem Rinderpankreas Calbiochem, USA
Elastase, aus dem Schweinepankreas Calbiochem, USA
Collagenase, aus CI. Histolyticum Serva, Heidelberg
Cathepsin B, aus der Rinderleber Calbiochem, USA

3.3 Puffer, Medien und Losungen
Cathepsinpuffer: 100 mM Natriumacetat pH 5.5 (mit Essigsaure
eingestellt), 5 mM Calciumchlorid, 10 mM DTT



DAPI-Puffer:

Laemmli-Probenpuffer (2x)

NET

Ponceauldsung

TAE-Puffer

Transferpuffer

Tris-Puffer

Tris-Glycin-SDS

PBS (phosphate buffered saline)

PBS-Natriumborhydrid

23

0.0001 % (w/v) DAPI in PBS

125 mM Tris pH 6.8, 20 % (v/v) Glycerin, 0.2
(w/v) Bromphenolblau, 4 % (w/v) SDS, 2 %

(v/v) B-Mercaptoethanol

150 mM Natriumchlorid, 5 mM Na-EDTA, 50
mM Tris pH 7.5, 0.5 % (v/v) Triton-X-100

02 % (w/v) Ponceau S, 2 % (w/v)

Trichloressigsaure

Tris 1199 mM, EDTA 30 mM, Eisessig 601,5
mM, pH 8,0

48 mM Tris, 39 mM Glycin, 0.0375 % (w/v)
SDS, 20 % (v/v) Methanol

100 mM Tris pH 8.0, 5 mM Calciumchlorid

248 mM Tris pH 8.0, 1.918 M Glycin, 1 % (w/v)
SDS

137 mM Natriumchlorid, 27 mM Kaliumchlorid,
81 mM Natriumhydrogenphosphat, 15 mM
Kaliumdihydrogenphosphat, pH 7.4

1% (w/v) Natriumborhydrid in PBS, Haltbarkeit
1 Stunde
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DMEM DMEM F12, C-71317, PromoCell

3.4 Versuchstiere

gelbe rezessive (e/e) Mause Dr. T. Brzoska, Klinik fir
Dermatologie, Universitat
Manster

C57BL6 Mause (Wildtyp WT Mause) BRL, Basel, Schweiz

3.5 Chemikalien

Die verwendeten Chemikalien wurden, falls nicht anders angegeben, von den
Firmen Amersham (Amersham Life Science, Braunschweig), Merck, Roth
(Karlsruhe), Roche (Mannheim), Polysiences, Becton Dikinson oder Sigma mit

dem Reinheitsgrad p.A. eingesetzt.

Caerulein Pankreatitis Takus 40ug, Farmitalia Carlo Erba GmbH,
79100 Freiburg,

Narkose Pentobarbital

Formaldehyd: Formaldehyde 16% Ultrapure Cat#18814,

Polysciences Inc
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4 Methoden

4.1 Tierhaltung

C57BL6 und gelbe rezessive (e/e) Mause wurden im universitatseigenen
Tierstall in speziellen Schalen bei einem 12-stindigen Hell-Dunkel-Rhythmus
gehalten. Die Tiere wurden zur Induktion der Pankreatitis in den laboreigenen
Tierraum Uberflhrt. Zur Adaption an die dortigen Verhaltnisse wurden die Tiere
drei Tage an den Raum gewohnt. Die Tiere mussten 18 Stunden vor der
Induktion bei unbegrenztem Zugang zu Wasser fasten bevor ihnen die

Pankreatitis induziert wurde.

4.2 Induktion einer Pankreatitis durch supramaximale Cerulein-Injektion
bei der Maus

Gelben rezessiven (e/e) Mausen bzw. C57BL6 (Wildtyp) Mausen im Alter
zwischen 12 und 20 Monaten, bei einem Korpergewicht von 25 bis 30 g, wurde
nach 18 stindigem Fasten, bei unbegrenzten Zugriff auf Wasser, durch
intraperitoneale Injektion von Cerulein eine akute 6dematdse Pankreatitis
induziert. Die Cerulein-Dosis betrug 50 ug/kg/Korpergewicht pro Stunde. Die

Tiere erhielten 7 Injektionen in Intervallen von 60 min.

4.3 Probengewinnung

Die Tiere wurden nach 10, 24 und 56 Stunden durch intraperitoneale Injektion
von Pentobarbital in einer Dosis von 6 mg/kg Korpergwicht narkotisiert. Das
Abdomen der Tiere wurde langs entlang der Linea alba erdffnet und das
Pankreas entnommen. Zur Gewinnung von Blut wurde der linke Ventrikel des
Herzens punkiert und die Tiere starben durch Ausbluten. Das Blut wurde zur
Gewinnung von Serum bei 4°C zentrifugiert. Das Serum wurde bei -80°C
gelagert.

Das entnommene Pankreas wurde von Fettgewebe befreit und zum gréfiten
Teil in flussigem Stickstoff schockgefroren und bei -80°C gelagert. Kleinere
Teile wurden in 4%igem Formaldehyd zur mikroskopischen Weiterverarbeitung

gegeben.
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4.4 Hamatoxylin-Eosin-Farbung
Zur lichtmikroskopischen Untersuchung der Proben wurden die Gewebe in
Paraffin eingebettet. 5 um dicke Gewebsschnitte wurden mit Hamatoxylin und

Eosin nach der Methode von Meyer gefarbt.

4.5 Isolierung von Mauspankreasazini

Vor der Organentnahme fasteten die Tiere mindestens 7 Stunden. Die Tiere
wurden durch zervikale Dislokation getotet. Modifiziert nach Grosfils et al.
wurde das Organ unverziglich entnommen und dann in einen 25 ml
Erlenmeyerkolben mit 6 ml auf 37°C vorgewarmtes Inkubationsmedium
(DMEM) uberfuhrt [51]. Das Medium wurde zuvor mit Sauerstoff begast und mit
1 mg Collagenase versetzt. Die Zerkleinerung des Organs erfolgte mit einer
Schere in ungefahr 3 mm grolRe Sticke, die siebeneinhalb Minuten im
Schuttelwasserbad bei 37 Grad und 100 rpm inkubiert wurden. AnschlielRend
wurde das Organ weiter mit einer Schere zerschnitten und das Organ
siebeneinhalb Minuten im Schuttelwasserbad inkubiert.

Das Medium wurde dekantiert und mit 6 ml kollagenasehaltigen Medium
versetzt. Es folgte eine Inkubationszeit von 15 min im Schuttelwasserbad (100
rom) bei 37°C. Nach Ablauf dieser Zeit wurden die Pankreasazini durch
Pipettieren mit einer 1 ml Pipette vereinzelt. Dabei nutzte man Pipettenspitzen,
die auf 2 mm, 1 mm und 0,5 mm aufgeschnitten wurden. Nach der Filtration des
Mediums mit den suspendierten Azini durch doppelt gelegte Gaze, wurden die
Zellen mit Medium resuspendiert und 20 Sekunden bei 200 rpm zentrifugiert.
Dieser Vorgang wiederholte sich. Die Azini wurden dann mit Medium im
Schuttelwasserbad bei 37°C fur 30 Minuten aquilibriert und konnten zur RNA-
Gewinnung oder als Homogenat im Western-Blot eingesetzt werden.
Mikroskopisch konnten die Zellen anhand ihrer Granula als Azinuszellen
identifiziert werden. Mit der Trypan-Blau-Farbung konnte die Vitalitat der
gewonnenen Zellen Uberpruft werden. Lebende intakte Zellen lassen sich nicht
anfarben. Fur dieses Farbung werden 1 ml Medium mit Azini und 1 ml Trypan-

Blau gemischt und 60 ul unter eine Neubauer-Zahlkammer gegeben.
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4.6 Gewinnung von Pankreashomogenaten

Die Gewebeproben wurden Uber mehrere Stunden aufgetaut und in 1 ml
eisgekuhltes PBS mit Hilfe eines Homogenisators nach Potter der Weite S mit
zehn Schiben homogenisiert. Das Homogenat wurde mit einem Ultraschallstab
bei einem Tastverhaltnis von 35% zweimal 30 Sekunden behandelt, hierbei
wurde das Homogenat auf Eis gekuhlt. Dieses Homogenat wurde fur 5 Minuten
bei 16000 g und 4°C zentrifugiert, der Uberstand abgenommen, auf einen
Proteingehalt von 27 mg/ml eingestellt und mit flissigem Stickstoff

schockgefroren. Das Homogenat lagerte bei -80°C.

4.7 Bestimmung der Proteinkonzentration

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration wure die Methode nach Bradford [15]
der Firma Biorad (Munchen) (Bradford-Assay) verwendet. Hierbei macht man
sich die Verschiebung des Absorptionsmaximums von Coomassie-Brillant Blue
G-250 bei der Bindung an Proteine zu Nutze. Bindet der Farbstoff an Proteine,
liegt das Absorptionsmaximum bei 595 nm. Ohne Proteine liegt es bei 465 nm.
Die Zunahme der Absorption bei 595 nm ist proportional zur
Proteinkonzentration. Als Standart wuden BSA-Ldsungen mit

Proteinkonzentrationen zwischen 1 mg/ml und 1000 mg/ml genutzt.

4.8 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Das anionische Detergenz SDS (Sodium Dodecyl Sulfat) bindet an die
hydrophoben Regionen von Proteinen und 16st damit eine Veranderung der
Tertiarstruktur der Proteine aus. Die negativ geladenen Sulfat-Gruppen des
SDS ragen aus dem Protein heraus. Die negative Ladung Uberdeckt die
Eigenladung der mit SDS behandelten Proteine vollstandig. Im
Polyarcylamidgel kdnnen die so veranderten Proteine nach ihrem molekularen
Gewicht aufgetrennt werden, da sie sich durch ihre negative Ladung in einem

Spannungsfeld zur Anode bewegen [73].
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Das Trenngel enthalt zwischen 7 und 15 % (w/v) Acrylamid, 0,2-0,4 % (w/v)
Bisacrylamid, 0,1 % (w/v) SDS, 370 mM Tris pH 8,8. Der Acrylamidgehalt kann
zur Veranderung der Auflosung des Trenngels variiert werden.

Das Sammelgel setzt sich aus 3 % (w/v) Acrylamid, 0,15 % (w/v) Bisacrylamid,
125 mM Tris pH 6,8 und 0,1 % (w/v) SDS zusammen.

0.5 % (w/v) Ammoniumperoxodisulfat und 0.05 % (w/v) N,N,N’,N'-
Tetramethylethylendiamin (TEMED) I6sen die Polymerisation des Gels aus.

Die Gelbildung beruht auf einer durch Radikale ausgel6sten Polymerisation von
monomeren Acrylamid mit dem quervernetzenden Bisacrylamid. Die fur den
Start bendtigten Radikale werden vom Ammoniumperoxodisulfat und dem
TEMED bereitgestellt.

Die Gewebshomogenate wurden zu gleichen Teilen mit Laemmli-Probenpuffer
versetzt und 5 Minuten bei 100°C inkubiert. Die Elektrophorese fand in den
Mini- Protean 3 Elektrophoresis System von Bio Rad in Tris-Glycin-SDS-Puffer
statt.

Die Proteine wurden aus dem SDS-Gel auf Nitrocellulosemembranen
(Amersham Life Science, Braunschweig) transferiert, um diese mit Antikérpern
nachweisen zu kénnen. Die Ubertragung fand in einer Semidry-Blotkammer
zwischen jeweils drei Whatmanpapieren statt, die mit Transferpuffer getrankt
worden waren. Auf die Gelflache von 1 cm? wirken 1 mA, der Transfer dauerte

eine Stunde. Die Membran wurden in NET-Puffer bei 4°C gelagert.

4.9 Immunoblot

Die Membran (siehe 4.8) wurde auf Raumtemperatur gebracht und eine Stunde
in NET-0.2% (w/v) Gelatine auf einem Schuttler inkubiert, um die unspezifische
Bindung des Antikorpers an Proteine zu verhindern. Die Membran mit dem
Antikdrper wurde fur eine Stunde auf dem Schuttler bei Raumtemperatur
inkubiert. Der Antikorper wurde in NET-0.2 (w/v) Gelatine 1:1000 verdunnt. Um
nicht gebundenen Antikdrper zu entfernen behandelte man die Membran
anschliefend mit NET 3 x 5 Minuten. Der spezifische sekundare Antikorper war
mit Peroxidase gekoppelt und wurde 1:10000 in NET-0.2 (w/v) verdunnt. Die

Inkubationszeit betrug 1 Stunde auf dem Schuttler. Anschliellend wurde die
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Membran 2 x 5 min in NET und 1 x 5 min in PBS gewaschen. Die Membran
verblieb bis zum anschlielenden Nachweis der markierten Proteine in PBS.

Zur Detektion der antikdorpermarkierten Proteine wurde die Membran mit dem
ECL-Kit von Amersham behandelt. Die Peroxidase, die am sekundaren
Antikdrper gebunden ist, spaltet Wasserstoffperoxid. Der dabei freiwerdende
Sauerstoff oxidiert Luminol unter Chemilumineszenz. Die Membran wurde auf
polyethylenbeschichtetes Papier gelegt und mit Folie luftblasenfrei abgedeckt.
Mit der Membran wurde ein RoOntgenfiim exponiert, wobei sich die

Expositionszeit nach der Starke der Chemilumineszenz richtete.

4.10 Immunhistochemie

Die fur die Immunhistochemie vorgesehenen Paraffinschnitte wurden zuerst
entparaffiniert. Nacheinander wurden die Schnitte 2 x 10 Minuten in Xylol 100
%, 2 x 10 Minuten in Ethanol 100 %, 2 x 5 min in Ethanol 70 % dann 2 x 5
Minuten in PBS vom Paraffin befreit. Zur Demaskierung wurden die Schnitte in
Stuffmark II (AC1D1C) 10 Minuten im Schnellkochtopf bei Enddruck gekocht.
Die Schnitte kuhlten dann in PBS auf Raumtemperatur ab. Zur weiteren
Demaskierung wurden die Schnitte in 1 % Natriumborhydrid PBS 10 Minuten
inkubiert. Um unspezifische Bindungen des Antikdrpers zu verhindern,
behandelten wir die Schnitte entweder 1 Stunde mit Blockingsolution von Sano
Chemia, oder 30 Minuten mit 2,5 % BSA (Aurion).

Der erste Antikorper wurde uUber Nacht bei 4°C auf den Gewebsschnitten
belassen. Die Gewebsschnitte wurden 1 Stunde bei Raumtemperatur inkubiert,
anschliefend wird der Antikérper 3 x 5 Minuten mit PBS ausgewaschen. Der
sekundare mit Cy 3 gekoppelte spezifische Antikorper wurde 1:200 verdunnt 1
Stunde bei Raumtemperatur auf den Gewebsschnitten belassen. Durch eine 3 x
5 Minuten dauernde Behandlung mit PBS wurde nicht gebundener Antikorper
entfernt.

Zur besseren Orientierung im Gewebe wurde die DNA mit DAPI markiert, indem
man die Gewebsschnitte 10 Sekunden mit DAPI behandelte. Uberschiissiges

DAPI wurde durch 3 x 5 Minuten waschen mit PBS entfernt. Die Einbettung der
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Gewebsschnitte erfolgte in PBS 0,05 % Natriumazid, anschlielliend konnte die

Auswertung unter dem Fluoreszenzmikroskop beginnen.

4.11 Enzymaktivitatsmessungen

Amylase, Trypsin, Elastase und Cathepsin B wurden fluorometrisch gemessen.
Die Pankreashomogenate wurden auf gleichen Proteingehalt angeglichen und
50 ul in die Wells einer 96 Well-Platte pipettiert. Dazu wurden 50 pl des
entsprechenden Substrats gegeben. Die Substrate werden enzymspezifisch
gespalten. Durch diesen Eingriff in die Struktur des Substrats wird dieses fur
Anregungswellen empfindlich.

Im  Fluorometer werden fir das entsprechende  Substrat die
Anregungswellenlange und die Emmissionswellenlange eingestellt. Fur R110-
Substrate galten folgende Einstellungen: Ex 485 nm, Cutoff 420 nm, Em 460
nm. Alle zwei Minuten wurden die Proben im Fluorometer uber
enzymabhangige Zeitraume gemessen. Die Steigung der Kinetik ist proportional
zur Konzentration der gemessenen Enzyme.

Von den gemessenen Werten wurden die Hintergrundfluoreszenzen

abgezogen.

4.11.1 Messung der Amylaseaktivitat im Serum

50 ul verdinntes Serum wurden mit 50 ul Substrat in Wells einer 96 Well-Platte
gegeben. Die Messung beruht auf dem EnzChek Amylase Assay Kit von
Molecular Probes (MoBiTec). Die Proben wurden bei 37°C in Fluorometer uber

eine Stunde inkubiert, alle zwei Minuten erfolgte eine Messung.

4.11.2 Messung der Amylaseaktivitat im Pankreashomogenat
Zur Messung der Amylase wurden jeweils 50 yl Homogenat und 50 pl Substrat
in die Wells einer 96 Well-Platte gegeben. Zur Messung der Amylase wurde das

EnzChek Amylase Assay Kit von Molecular Probes (MoBiTec) verwendet.

4.11.3 Messung der Trypsinaktivitat im Pankreashomogenat
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Trypsin wurde Uber die Spaltung des Substrats R110 IPA gemessen. Die
Extinktion betragt fir R110-IPA 485 nm, der Cutoff 515 nm und die Emission
530 nm. Als Puffer wurde ein spezieller Messpuffer (Tris-Puffer) verwendet. Zu
den 50 yl Homogenat wurden 50 ul Substrat mit einer Konzentration von 20 yM
gegeben, so dass im Well eine Substratkonzentration von 10 uM vorlag. Die
Kinetik wurde Uber eine Stunde im auf 37°C aufgewarmten Fluorometer

gemessen, wobei alle zwei Minuten eine Messung erfolgte.

4.11.4 Messung des Trypsinogens im Pankreashomogenat

Um das Trypsinogen zu messen, wurde das Trypsinogen zuerst mit
Enterokinase in Trypsin uberfuhrt. Von diesem Wert wurde der zuvor ermittelte
Wert an Trypsin abgezogen, um auf den endgultigen Trypsinogenwert
schlie®en zu kdnnen.

Zu 50 pl Enterokinase mit einer Konzentration von 200 U/ml wurden 50 ul
Homogenat gegeben. Die 96-Well-Platte wurde dann mit den Proben 30
Minuten bei 37°C inkubiert. Anschlielend wurde das Substrat R110-IPA in einer
Konzentration von 30 uM zugesetzt, um eine Endkonzentration des Substrats in
den Wells von 10 uyM zu erreichen. Die Proben wurden 1h bei 37°C im
Fluorometer inkubiert, wobei alle 2 Minuten eine Messung der Kinetik erfolgte.
Nach Messung des Trypsin- und Trypsinogenwertes konnte die

Trypsinaktivierung in Prozent errechnet werden.

4.11.5 Messung der Elastaseaktivitat im Pankreashomogenat

Elastase wird mit dem Substrat R110-Ala4 gemessen. Zur Messung der
Elastase wird Tris-Puffer als Messpuffer verwendet. Zu 50 pl
Pankreashomogenat wurden 50 pl Substrat gegeben, so dass die
Endkonzentration des Substrates im Well 10 uM betrug.

Die Messung der Kinetik erfolgte im auf 37°C aufgewarmten Fluorometer Uber

eine Stunde, alle 2 Minuten fand eine Messung der Proben statt.

4.11.6 Messung der Cathepsin B-Aktivitat im Pankreashomogenat
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Zur Messung der Cathepsin B Aktivitat wird ein spezieller Messpuffer
verwendet.Cathepsin B ist in der Lage, Substrat R110 Phen-Arg zu spalten. 50
ul Pankreashomogenat wurden mit 50 ul Substrat in den Wells der 96-Well-
Platten gemischt. Das Substrat hatte in den Wells eine Endkonzentration von
10 puM.

Die Kinetik wurde im Fluorometer bei 37°C mit Messungen der Fluoreszenz alle

2 Minuten Uber eine Stunde bestimmit.

4.11.7 Messung der Cathepsin B Aktivitat im Serum

Hierzu wurden 50 pl Serum mit 50 ul Substrat R110 Phen-Arg in den Wells der
Fluorometerplatten gemischt. Als Messpuffer diente der Cathepsin Messpuffer.
Die Endkonzentration des Substrat betrug 10 uM in den Wells.

Im 37°C warmen Fluorometer wurde die Kinetik der Reaktion durch Messungen

in zweiminutigen Abstanden Uber 60 Minuten bestimmt.

4.12 Aufreinigung von Antikérpern aus Hiuhnereigelb

Das Huhnereigelb wurde auf Raumtemperatur gebracht und mit 2 Teilen
100mM PBS versetzt. Die erhaltene Losung wurde eins zu eins mit Chloroform
versetzt, gut durchmischt und 30 Minuten bei 4°C und 1000xg zentrifugiert. Die
wassrige Phase wurde abgenommen und mit 12 % (w/v) Polyethylen-Glycol im
Verhaltinis 1:1 versetzt. Unter der wassrigen Phase findet sich eine
proteinhaltige Phasen, in der untersten Phase fand sich Lecithin. Die wassrige
Phase wurde wie oben beschrieben 30 min zentrifugiert, und das Pellet in 1/6
der Huhnereigelb-Ausgangsmenge in 100 mM PBS resuspendiert.

Die Losung wurde im Verhaltnis 1:1 mit 100 % Glycerol versetzt und bei -20°C

gelagert.

4.13 Statistische Analyse
Die Induktion der Pankreatitis ist an Mausegruppen mit einer Gruppenstarke
von jeweils 5 Tieren durchgefuhrt worden. 5 (e/e) Mause sind mit Cerulein

behandelt worden, 5 (e/e) Mause dienen als Kontrolle. Die gleiche Gruppierung
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ist auch bei den C57BL6-Mausen durchgeflihrt worden. Die Tiere dieser ersten
Serie sind 10 Stunden nach der letzten Cerulein-Injektion getdtet worden.
Frahere und spatere Zeitpunkte der Totung der Tiere wurden mit 2 Tieren pro
Gruppe durchgefuhrt. Diese Gruppen lassen sich nicht statistisch auswerten.

Signifikante Unterschiede in den Diagrammen mit p < 0.05 sind mit einem Stern

gekennzeichnet.

4.14 Messung der Myeloperoxidaseaktivitat (MPO) im Lungenhomogenat

Das Lungengewebe wurde aufgetaut und auf Eis mit Hilfe eines
Homogenisators nach Potter der Weite S mit zehn Schiben in Potassium
Phosphat Puffer (pH 7,4; Sigma Aldrich) homogenisiert. Das Homogenat wurde
fur 10 min bei 20.000 g und 4°C zentrifugiert. Das Pellet wurde in 50 mM
Potassium Phosphat Puffer  (pH 6,0) mit 0,5 % (W/iv)
Cethyltrimethylammoniumbromid resuspendiert. Die Suspension wurde 4 mal
gefroren und aufgetaut. Mit dem Sonicater wurde die Supension zwei Mal fur 10
Sekunden bei einem Tastverhaltnis von 30% behandelt. Die Losung wurde
dann fir 10 min bei 4°C mit 20.000 g zentrifugiert. 50 pl des Uberstandes
wurden mit 200 yl 50 mM Potassium Phosphat Puffer (pH 6,0), der mit 0,53 mM
O-dianisidin und 0,15 mM H,O, versetzt ist, gemischt. Der initale Anstieg der
Absorption bei 450 nm wurde bei Raumtemperatur mit dem Dynatech MR 5000
Elisa reader gemessen. Das Ergebnis wurde in Units ausgedruckt, dies basiert

auf der Oxidation von 1 ymol H,O; pro Unit MPO pro Minute und mg Protein.
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5 Ergebnisse der Experimente

5.1 Charakterisierung der Cerulein-induzierten Pankreatitis bei Wildtyp-
und gelben rezessiven (e/e) Mausen

Bei Wildtyp- und gelben rezessiven (e/e)-Mausen erfolgte durch siebenmalige
intraperitoneale Injektion von Cerulein (50 ug/Kg KG) die Induktion einer akuten
Pankreatitis. Als Kontrollen fungierten Mause mit intraperitonealer Injektion
physiologischer Kochsalzlésung. Vier Stunden nach der letzten i.p.-Injektion
wurden die Tiere narkotisiert (siehe unter Methoden 4.3), und anschlieRend
erfolgte die Entnahme von Organen und Blutserum fur weitere Experimente.

Im Verlauf der Induktion verstarb kein Versuchtier. Die unten angegebenen
Werte fur die Enzymaktivitaten sind gemittelte Werte, wenn nicht anders
angegeben.

Die durch Cerulein-Injektionen ausgeloste Pankreatitis verlauft bei der hier
verwendeten Konzentration fur die Mause nicht tédlich und fuhrt zu einer

restitutio ad integrum.

5.2 Aktivitat der Serum-Amylase in der Cerulein-induzierten Pankreatitis
Die Messung der Amylaseaktivitdt im Serum ist ein wichtiger
Standardparameter der Pankreatitis. Die Serumamylaseaktivitat ist bei einer
akuten Pankreatitis signifikant erhoht. Bei der Pankreatitis tritt dieses Enzym im
Pankreas in das Blut Uber [56].

Das Blutserum fur die Amylasemessung wurde 10 Stunden nach der ersten
Injektion von Cerulein gewonnen. Cerulein-behandelte Wildtyptiere zeigten als
Ausdruck der Entzindung des Pankreas einen Anstieg der Serumamylase von
im Mittel 12.4 U/ml auf 33.4 U/ml. Bei den gelben rezessiven (e/e) Mausen, die
mit Cerulein behandelt wurden, fand sich kein Anstieg der Serumamylase. Die
mit NaCl behandelten (e/e) Mause der Kontroligruppe zeigten hier eine
Amylaseaktivitat von 11.7 U/ml, die mit Cerulein behandelten (e/e) Mause
zeigten keinen Anstieg (8.1 U/ml). Der Unterschied in den beiden mit Cerulein

behandelten Gruppen war signifikant (p < 0.05).
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Vor dem Hintergrund dieses Ergebnisses wurden weitere pankreasspezifische
Enzyme im Homogenat und im Serum gemessen, um die akute Pankreatitis

weiter zu charakterisieren.
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Abbildung 5.1: Amylaseaktivitat im Serum.

Die Serumamylaseaktivitat steig bei Wildtypmausen, die mit Cerulein behandelt wurden, an. Bei
den gelben rezessiven (e/e) Mausen kam es nach der Behandlung mit Cerulein zu keinem
Anstieg der Aktivitat der Amylase im Serum. Der
Serumamylaseaktivitatsunterschied zwischen Wildtypmausen und gelben rezessiven (e/e)

Mausen ist mit p< 0.05 signifikant.

5.3 Amylaseaktivitat im Pankreashomogenat in der Cerulein-induzierten
Pankreatitis

Eine der ersten morphologisch sichtbaren Veranderungen wahrend der
Pankreatitis ist die Sekretionsblockade der Zymogengranula am apikalen
Zellpol der Azinuszellen. Es kommt zu einer Anhaufung der Verdauungsenzyme
in den Azinuszellen. In Pankreashomogenaten lassen sich als Ausdruck der
Sekretionsblockade erhdhte Aktivitaten der Verdauungsenzyme messen. Aus
den entnommenen Organen der Versuchstiergruppen wurden Homogenate

erstellt.
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Die Amylaseaktivitat stieg in der Gruppe der Wildtyptiere als Ausdruck einer
Sekretionsblockade von 1 mU/mg Protein auf 3.7 mU/mg Protein. In der
Kontrollgruppe der gelben rezessiven (e/e) Mause fand sich eine erhdhte
Grundaktivitat an Amylase (2.3 mU/mg Protein). Der Anstieg der Amylase nach
der Induktion der Pankreatitis blieb bei den Tieren aus. Hier wurde ein Wert von
2.5 mU/mg Protein gemessen. Die Kontrollgruppe und die Pankreatitisgruppe
unterschieden sich bei den gelben rezessiven (e/e) Mausen im Bezug auf die

Amylaseaktivitat im Pankreashomogenat nicht.
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Abbildung 5.2: Amylaseaktivitdt im Pankreashomogenat.
Die Amylaseaktivitdt stieg bei Wildtypmausen im Pankreashomogenat nach der
Ceruleinbehandlung an. Bei gelben rezessiven (e/e) Mausen blieb der Aktivitatsanstieg aus.

Der Anstieg der Amylaseaktivitat bei den Wildtypmausen war mit p< 0.05 signifikant.
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5.4 Morphologische Veranderungen des Pankreas in der Cerulein-
induzierten Pankreatitis

5.4.1 Makroskopische Veranderungen des Pankreas in der Cerulein-
induzierten Pankreatitis

Pankreasgewebe von Cerulein-behandelten Mausen erschien vergrolert,
aufgequollen und oOdematds verandert. Organeinblutungen zeigten sich

makroskopisch nicht.

5.4.2 Histologische Veranderungen des Pankreas in der Cerulein-

induzierten Pankreatitis

5.4.2.1 Haematoxylin-Eosin Farbung des Pankreas
Haematoxylin-Eosin-Farbungen dienen der weiteren Charakterisierung der
Pankreatitis. Dazu wurden Gewebsschnitte von Kontrollmausen und rezessiven
gelben (e/e) Mausen, jeweils mit NaCl oder Cerulein behandelt, gefarbt. Die
Gewebsschnitte wurden auf die charakteristischen morphologischen
Veranderungen der ddematosen Pankreatitis untersucht.

Histologisch fanden sich charakteristische Zeichen fur eine 0Odematose
Entzindung des Pankreas bei WT-Tieren, die mit Cerulein behandelt wurden.
Die Azinuszellen zeigten grof3e prominente Vakuolen. Die Gefalle im Organ
waren weitgestellt. Die Interzellularspalten waren im Vergleich zum gesunden
Pankreas erweitert. Monozyten und neutrophile Granulozyten infiltrierten das
Organ. Diese lieRen sich sowohl in den Venolen als auch zwischen den

Azinuszellen nachweisen.

Histologisch lie3 sich bei den gelben rezessiven (e/e) Mausen in der
Kontrollgruppe ein morphologisch unauffalliger Pankreas mit regularem Aufbau
der Azini beobachten.

In der Pankreatitisgruppe der gelben rezessiven (e/e) Mause und der
Wildtypmause fiel das interstitielle Odem auf, das sich in den erweiterten

Interzellularspalten ausdrickte. Die GefalRe zeigten eine deutliche
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Vasodilatation. Im Gewebe der mit Cerulein behandelten Tiere lieBen sich
eingewanderte Granulozyten, Lymphozyten und Monozyten/Makrophagen
nachweisen. Die Azinuszellen waren mit Zymogengranula angefillt und wiesen
am apikalen Zellpol Vakuolen auf. Diese aufgezahlten Veranderungen waren
sowohl bei den gelben rezessiven (e/le) Mausen als auch bei den
Wildtypmé&usen nachweisbar. Die Auspragung des Odems, der Infiltration mit
Entzindungszellen, und die Vakuolisierung der Zellen, war bei den
Wildtyptieren ausgepragter. Das ausgepragtere Odem zeigte sich an den
weiteren Interzellularspalten. Die Azinuszellen der gelben rezessiven (e/e)

Mause zeigten eine geringere Anzahl an Vakuolen am apikalen Zellpol.

Abbildung 5.3: HE Farbung des Pankreas (40x) vor und nach der Behandlung mit Cerulein
Gewebsschnitte von Mausen, die mit Cerulein behandelt wurden, zeigen Zeichen einer
Pankreatitis. Das Gewebe zeigte ein deutliches interzelluldres Odem. In den Azinuszellen

fanden sich Vakuolen. WT: Wildtyp; e/e: gelbe rezessive (e/e) Mause; Cer: Cerulein
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Abbildung 5.4: HE Farbung des Pankreas (100 x) vor und nach der Behandlung mit Cerulein

Gewebsschnitte von Mausen, die mit Cerulein behandelt wurden, zeigen Zeichen einer
Pankreatitis. Das Gewebe zeigte ein deutliches interzelluldares Odem. In den Azinuszellen
fanden sich Vakuolen. Die Azinuszellen waren mit Zymogengranula angefullt. WT: Wildtyp; e/e:

gelbe rezessive (e/e) Maus; Cer: Cerulein

5.5 Systemischer Schaden in der Cerulein-induzierten Pankreatitis
5.5.1 Haematoxylin-Eosin Farbung der Lunge
Eine Pankreatitis kann systemische Auswirkungen haben. Im Rahmen dieser

systemischen Reaktion (SIRS) kommt es zu einer Entzindungsreaktion der
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Lunge, die im Extremfall in einem ARDS (engl. acute respiratory distress
syndrome) minden kann. Um diese Reaktion bei den Versuchstieren zu
untersuchen, sind Gewebsschnitte der Lungen mit Hamatoxylin-Eosin angefarbt
worden.

Die Lungen der Wildtyptiere und der gelben rezessiven (e/e) Tiere der
Kontrollgruppe zeigten im gesunden Zustand einen regelrechten Aufbau.

Die Lungen der Tiere, die mit Cerulein behandelt worden waren, zeigten
histologisch Zeichen einer Entzindung. Das Gewebe war hyperamisch. Die
Kapillaren der Alveolen waren dilatiert. Die Wande der Alveolen waren durch
Entziindungszellen und ein Odem verbreitert. Vereinzelt fanden sich
Infiltrationen von Entzindungszellen in den Alveolen. Die Lungen der

Wildtypmause und der gelben rezessiven (e/e) Mause waren im Rahmen der

generalisierten Reaktion verandert.

Abbildung 5.5: Lungengewebe, Farbung mit Haematoxylin-Eosin (40x); das Lungengewebe

von Tieren, die mit Cerulein behandelt wurden, zeigten Zeichen einer Entziindung, wie
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Hyperémie, Verbreiterung der Alveolarsepten und Einwanderung von Entzindungszellen, WT:

Wildtyp; e/e: gelbe rezessive (e/e) Maus; Cer: Cerulein

5.5.2 Messung der Myeloperoxidase im Lungenhomogenat

Um die systemischen Auswirkungen der Fehlfunktion des Rezeptors in den
gelben rezessiven (e/e) Mausen beim Ablauf der Pankreatitis zu messen,
wurden die Lunge entnommen, homogenisiert und die Aktivitat der
Myeloperoxidase aus neutrophilen Granulozyten gemessen.

Die Messungen wiesen erhohte Myeloperoxidaseaktivitaten in den Tieren mit
Cerulein-induzierter Pankreatitis auf. Bei Wildtyp- und den gelben rezessiven
(e/le) Mausen war der Anstieg der Myeloperoxidaseaktivitat in den
Lungenhomogenaten nach der Induktion der Pankreatitis im Vergleich zu den
Kontrollgruppen nicht signifikant. Tendenziell zeigten Tiere mit einer
Pankreatitis erhohte Werte an Myeloperoxidase. Dies galt sowohl fur die
Wildtyptiere als auch flr die gelben rezessiven (e/e) Mause.

Bei den gesunden Wildtyptieren fand sich eine durchnittliche Aktivitat von 2458
mU/mg Protein in den Lungenhomogenaten. Nach der Behandlung stieg die
Aktivitat auf 4242 mU/mg Protein. Bei den gelben rezessiven (e/e) Mausen
erfolgte analog zu den Wildtyptieren ein Anstieg von durchschnittlich 1915
mU/mg Protein auf 2498 mU/mg Protein.
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Abbildung 5.6: Myeloperoxidaseaktivitat im Lungenhomogenat
Die Aktivitat der Myeloperoxidase in den Lungen von Mausen, die mit Cerulein behandelt

wurden, steigt an;

5.6 Trypsin- und Trypsinogenaktivitait im Pankreas in der Cerulein-
induzierten Pankreatitis

Die gemessene Aktivitat des Trypsins nahm bei den mit Cerulein behandelten
Tieren signifikant zu. Diese Beobachtung liel3 sich sowohl bei den Wildtyptieren
als auch bei den rezessiven gelben (e/e) Tieren machen. Es gab keinen
Unterschied bei der Grundaktivitat des Trypsins in den Kontroligruppen. Der
Anstieg der Trypsinaktivitat verhielt sich bei den gelben rezessiven (e/e)
Mausen und Wildtyptieren gleich. Die Trypsin-Aktivitdt stieg bei den
Wildtyptieren von 1182 RFU/mg auf 4838 RFU/mg. Bei den gelben rezessiven
(ele) Tieren stieg die Aktivitat in der Trypsinmessung von 1435 RFU/mg auf
6587 RFU/mg.

Fir die Messung des Trypsinogens wurde das Pankreashomogenat mit
Enterokinase inkubiert. Dieses Enzym Uberfuhrt durch Abspaltung von TAP
Trypsinogen in Trypsin und erlaubt Aussagen Uber den gesamten
Trypsinogengehalt des Pankreas.

Die gesunden Wildtyptiere zeigten eine Aktivitat von 6874 RFU/mg. Mit Cerulein
behandelte Wildtyptiere zeigten Aktivitdten von 15040 RFU/mg. Bei den gelben
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rezessiven (e/e) Mause lielden sich Aktivitaten in der Kontrollgruppe von 14077
RFU/mg messen. Gelbe rezessive (e/e) Mause mit Pankreatitis zeigten im
Pankreas eine Aktivitat von 16310 RFU/mg.

Das Verhaltnis zwischen Trypsin und Trypsinogen wurde bestimmt. Daraus
konnte auf das Mall der Trypsinaktivierung geschlossen werden. Die
Trypsinaktivierung bezeichnet den Teil an Trypsinogen, der aktiv als Trypsin im
Organ vorliegt. Ein erhdhter Anteil an aktivem Trypsin lasst Ruckschlusse auf
die Verdauungsenzymaktivierung im Organ zu.

Bei den gesunden Tieren liel sich fast keine vorzeitige Aktivierung des
Trypsinogens feststellen. Diese Beobachtung galt sowohl fur Wildtyptiere als
auch fur die gelben rezessiven (e/e) Mause. Bei diesen Tieren lag 0.5 % des
Trypsinogens im Organ als Trypsin vor. Wurde bei den Tieren eine Pankreatitis
induziert, fanden sich in Ubereinstimmung mit der Literatur Werte Uber 1 %
(siehe Diskussion). Es gab keinen Unterschied zwischen den Wildtyptieren und
den gelben rezessiven (e/e) Tieren. In beiden Gruppen wurde beim Ablauf der

Pankreatitis vermehrt Trypsinogen in Trypsin Uberfuhrt.
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Abbildung 5.7: Trypsinogen im Pankreashomogenat
Die gesunden Wildtyptiere zeigten eine Aktivitdt von durchnittlich 6874 RFU/mg. Mit Cerulein
behandelte Wildtyptiere zeigten Aktivitdten von durchschnittlich 15040 RFU/mg. Bei den gelben
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rezessiven (ele) Mause lielen sich Aktivitdten in der Kontrollgruppe von 14077 RFU/mg
messen. Gelbe rezessive (e/e) Mause mit Pankreatitis zeigten im Pankreas eine Aktivitat von
16310 RFU/mg Protein;
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Abbildung 5.8: Trypsin im Pankreashomogenat

Die gemessene Aktivitat des Trypsins nahm bei den mit Cerulein behandelten Tieren signifikant
zu. Diese Beobachtung liel® sich sowohl bei den Wildtyptieren als auch bei den rezessiven
gelben (e/e) Tieren machen. Es gab keinen Unterschied bei der Grundaktivitdt des Trypsins in
den Kontrollgruppen. Der Anstieg der Trypsinaktivitat verhielt sich bei den gelben rezessiven
(e/le) Mausen und Wildtyptieren gleich. Die Trypsin-Aktivitat stieg bei den Wildtyptieren von
1182 RFU/mg auf 4838 RFU/mg. Bei den gelben rezessiven (e/e) Tieren stieg die Aktivitat in
der Trypsinmessung von 1435 RFU/mg auf 6587 RFU/mg.(#. * Signifikanz, p< 0,05);
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Abbildung 5.9: Trypsinaktivierung

Das Verhaltnis zwischen Trypsin und Trypsinogen wurde bestimmt (Trypsinaktivierung). Damit
wird der Teil an Trypsinogen bezeichnet, der aktiv als Trypsin im Organ vorlag. Ein erhohter
Anteil an aktiven Trypsin lasst Rickschlisse auf die Verdauungsenzymaktivierung im Organ zu.
Bei den gesunden Tieren lie3 sich fast keine vorzeitige Aktivierung des Trypsinogens
feststellen. Diese Beobachtung galt sowohl fiir Wildtyptiere als auch fiir die gelben rezessiven
(e/e) Mause. Bei diesen Tieren lag 0.5 % des Trypsinogens im Organ als Trypsin vor. Wurde
bei den Tieren eine Pankreatitis induziert, fanden sich Werte tUber 1 %. Es gab keinen
Unterschied zwischen den Wildtyptieren und den gelben rezessiven (e/e) Tieren; Ergebnis nicht

signifikant;

5.7 Cathepsin-B-Aktivitait im Pankreas in der Cerulein-induzierten
Pankreatits

Verschiedene Experimente zeigen eine mogliche Rolle der lysosomalen
Cysteinprotease Cathepsin B in der vorzeitigen Verdauungsenzymaktivierung.
Cathepsin B kann Trypsinogen in Trypsin Uberfuhren. Dies wurde von mehreren
Arbeitsgruppen gezeigt (siehe unter Einleitung 1.3).

Wahrend sich der Gehalt des Cathepsin B bei den Wildtyptieren in der
Kontrollgruppe nicht vom Gehalt der Pankreatitis-Gruppe unterschied, fand man
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bei den gelben rezessiven (e/e) Mausen ein ganz anderes Bild. Hier war das
Cathepsin B bei den Tieren mit der Pankreatitis doppelt so hoch (p < 0.05).
Zwischen den Kontrollgruppen der Wildtyptiere und den gelben rezessiven (e/e)
Tieren fand sich kein Unterschied.

In den Pankreashomogenaten der gesunden Wildtyptiere lieR sich eine
durchschnittliche Cathepsin-B-Aktivitat von 580 RFU/mg messen. Die Aktivitat
stieg nach der Behandlung mit Cerulein auf 616 RFU/mg. Bei den gesunden
gelben rezessiven (e/e) Mausen liel3 sich eine Aktivitat von 805 RFU/mg
messen. Wurden die gelben rezessiven (e/e) Mause mit Cerulein behandelt,
konnte im Homogenat des Pankreas eine mittlere Aktivitat von 2069 RFU/mg
gemessen werden.

Zusatzlich zum Cathepsin B im Homogenat wurde das Cathepsin B im Serum
gemessen. Hierbei zeigte, dass sich die Aktivitat des Cathepsin B im Serum der
gesunden Mause in beiden Gruppen nicht unterschied. Die Cathepsin B-
Aktivitat stieg wahrend der Pankreatitis nicht an. Diese Beobachtung konnte fur
die Wildtypmause als auch fur die gelben rezessiven (e/e) Mause gemacht

werden.

£ 5000 -
]
o
o 4000 -
(o]
£ T .
2 3000 - T T
o
£
m 2000 -
c
2
S 1000 |
K
8

0

WT WT ele ele

Kontrolle Cerulein Kontrolle Cerulein

Abbildung 5.10: Cathepsin B Aktivitat im Serum

Die Serumaktivitat des Cathepsin B lag bei allen Gruppen auf konstanten Niveau;
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Abbildung 5.11: Cathepsin B Aktivitat im Pankreashomogenat

Wildtypmause (WT Kontrolle) zeigten eine durchschnittliche Aktivitdt von 580 RFU/mg Protein.
Der Wert stieg bei Wildtypmausen nach der Induktion der Pankreatitis (WT Cerulein) auf
durchschnittlich 616 RFU/mg Protein. Gelbe rezessive (e/e) Mause (e/e Kontrolle) zeigten in der
Kontrollgruppe eine Grundaktivitat von 805 RFU/mg Protein. Gelbe rezessive (e/e) Mause mit
Cerulein - induzierter Pankreatitis (e/e Cerulein) wiesen eine Aktivitat von durchschnittlich 2069
RFU/mg Protein auf. Der Unterschied zwischen den Pankreatitisgruppen der zwei Mausstdmme
war mit p<0.05 signifikant.

5.8 Elastaseaktivitat im Pankreas in der Cerulein-induzierten Pankreatitis
Elastase wird mit der Entstehung von Nekrosen in der Pankreatitis in
Verbindung gebracht. Studien mit elastasespezifischen Peptidinhibitoren zeigen
eine Verringerung der Pankreatitis im Tiermodel. Trypsin kann Proelastase in
Elastase Uberfuhren. Aktive Elastase stellt ein Enzym dar, das fur die
Schadigung des Pankreas durch vorzeitige Verdauungsenzymaktivierung eine
Rolle spielt. Die Bedeutung der Pankreaselastase bei der Entstehung der
akuten Pankreatitis ist nicht eindeutig geklart.

In allen Gruppen fand sich ein konstanter Gehalt an Elastase in den
Homogenaten. Die Menge dieses Enzyms stieg wahrend der Pankreatitis
sowohl bei den Wildtypmausen als auch bei den gelben rezessiven (ele)

Mausen nicht signifikant an.



48

50000 -
= 40000 -

I

o 30000 - ]

£ [
S 20000 - [ T

L.

14

S 10000 -

[}]

(2]

s

7 0

u—“j WT WT ele ele

Kontrolle Cerulein Kontrolle Cerulein

Abbildung 5.12: Elastase Aktivitat im Pankreashomogenat
In allen Gruppen fand sich ein konstanter Gehalt an Elastase in den Homogenaten. Die Aktivitat
dieses Enzyms stieg wahrend der Pankreatitis sowohl bei den Wildtypmausen als auch bei den

gelben rezessiven (e/e) Mausen kaum an;

5.9 Lokalisation von iNOS in der Cerulein-induzierten Pankreatitis mittels
indirekter Inmunfluoreszenz

Der MC1-Rezeptor beeinflusst den Ablauf von Entziindungen. Er nimmt dabei
uber den intrazellularen Signalweg des NFxB Einfluss auf Apoptose und
Expression von Proteinen, die zellularen Stress anzeigen und damit wichtige
Aufgaben im Verlauf des Entzindungsgeschehens haben. Zu diesen Proteinen
gehort auch die induzierbare Form der Stickstoffoxidsynthase (iNOS). Dieses

Protein wird direkt von den Azinuszellen synthetisiert.

Das Enzym iNOS wurde von den Azinuszellen des Pankreas nach der Induktion
der Pankreatitis mittels Cerulein exprimiert. Dies liel3 sich sowohl bei den

Wildtypmausen als auch bei den gelben rezessiven (e/e) Mausen zeigen. Das
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Ausmald der Expression erschien auch nach wiederholten Experimenten in der
Gruppe der (e/e) Mause nach Cerulein-Applikation geringer ausgepragt zu sein.
Gesunde Tiere zeigten in beiden Gruppen erwartungsgemal keine Expression
der iNOS. Azinuszellen waren der Zelltyp, in dem die iNOS in der Pankreatitis

hochreguliert wurde. Das Signal war im Zytoplasma der Zellen lokalisiert.

WT ele

Abbildung 5.13: Indirekte Immunfluoreszenz iINOS im Pankreashomogenat

Pankreasgewebe, das von Tieren gewonnen wurde, die mit Cerulein behandelt wurden, zeigten
eine Expression der iNOS. Pankreasgewebe von mit NaCl behandelten Mausen der
Kontrollgruppe zeigte keine Expression der iNOS.

WT: Wildtypmauspankreas; WT Cer: Wildtypmauspankreas nach Induktion der Pankreatitis
mittels Cerulein; e/e: Pankreasgewebe einer gelben rezessiven (e/e) Maus; e/e Cer: gelbe
rezessive (e/e) Maus mit Cerulein induzierter Pankreatitis
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5.10 Lokalisation von neutrophilen Granulozyten im Pankreasgewebe
mittels indirekter Immunfluoreszenz der Myeloperoxidase

Neutrophile Granulozyten exprimieren das Enzym Myeloperoxidase. Uber die
Markierung dieses Enzyms mittels Antikorpern konnen diese Zellen im
Pankreasgewebsschnitten sichtbar gemacht werden.

Im nicht entzindeten Pankreas der Wildtypmause und der gelben rezessiven
(e/e) Mause liel} sich keine Myeloperoxidase anfarben. In den Gewebsschnitten
aus entzundlich veranderten Pankreas liel3 sich Myeloperoxidase anfarben. Das
Signal fiel mit eingewanderten Zellen zusammen. Die Zellkerne zeigten in der
Dapi-Farbung die typische Form segmentkerniger Granulozyten. Die
Granulozyten befanden sich vor allem in Gefalen und hatten zum Teil das
Pankreasgewebe infiltriert. Pankreasgewebsschnitte von gesunden Mausen

zeigten keine Signale der Myeloperoxidase (Bilder nicht gezeigt).

MPO " 7o MPO ele
WT o Cerulein
Cerulein;

MPO WT MPO ele
Cerulein Cerulein
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Abbildung 5.14: Indirekte Immunfluoreszenz Myeloperoxidase (MPO) im Pankreashomogenat.
Granulozyten wurden Uber ihre Expression der Myeloperoxidase angefarbt. Sowohl im Gewebe
der Wildtypmause (WT) als auch im Gewebe der gelben rezessiven (e/e) Mause konnten, nach
der Behandlung mit Cerulein, neutrophile Granulozyten nachgewiesen werden. Der Antikdrper
gegen die Myeloperoxidase ist an einen roten Fluoreszenzmarker gekoppelt und erscheint rot.

Alle Gewebsschnitte zeigen Pankreasgewebe aus Mausen, die zuvor mit Cerulein behandelt
wurden. Es wurden auch Pankreasgewebsschnitte aus gesunden Mausen beider Gruppen

behandelt. Hier zeigten sich keine Signale der Myeloperoxidase (nicht gezeigt).

5.11 Lokalisation des MC1-Rezeptors in der Cerulein-induzierten
Pankreatitis mittels indirekter Imnmunfluoreszenz

Zum Nachweis des MC1-Rezeptors im Pankreas wurden Gewebsschnitte von
Wildtyptieren und rezessiven gelben (e/e) Mausen mit einem Antikorper
inkubiert, der gegen den MC1-Rezeptor gerichtet war. Es wurden sowohl
Gewebe von gesunden, als auch von mit Cerulein behandelten Tieren mit dem
Antikorper inkubiert.

In den Geweben von gesunden Tieren konnte kein spezifisches Signal
nachgewiesen werden (nicht gezeigt). In Gewebsschnitten von Tieren, die mit
Cerulein behandelt worden sind, konnte ein spezifisches Signal in
eingewanderten neutrophilen Granulozyten gezeigt werden. Dieses Signal
konnte in Wildtypmausen als auch in gelben rezessiven (e/e) Mausen

nachgewiesen werden.
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Abbildung 5.15: Indirekte Immunfluoreszenz MC1-Rezeptor im Pankreas

Auf Granulozyten, die das Pankreas in der Entzindung infiltrieren, konnte der MC1-Rezeptor
mittels indirekter Immunfluoreszenz nachgewiesen werden. Dies galt sowohl fur den
Wildtypstamm (WT Cerulein), als auch fir die gelben rezessiven (e/e) Mause (e/e Cerulein), die

mit Cerulein behandelt wurden.
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5.12 Immunisierung und Aufreinigung eines Antikorpers gegen den MC1-
Rezeptor

Uber die Expression des MC1-Rezeptors im Pankreas finden sich keine
Angaben in der Literatur. Der Nachweis des Rezeptors auf Melanozyten und
auf immunkompetenten Zellen, deutet darauf hin, dass dieses Protein nicht nur
Aufgaben im Bereich der Pigmentierung von Haut und Haaren hat, sondern
auch den Ablauf des Entzindungsgeschehens beeinflusst. Mit dem Antikorper
sollte der Frage nachgegangen werden, ob der MC1-Rezeptor im Pankreas,
speziell in welchem Zelltyp, exprimiert wird. Geklart werden sollte, ob
ortstandige Zellen, wie zum Beispiel die Azinuszellen oder Fibroblasten das
Protein exprimieren, oder ob Entzindungszellen, die in der Pankreatitis in das
Organ einwandern, das Protein exprimieren.

Huhner wurden mit einem Peptid, das einem Teil der Aminosaurensequenz des
MC1 Rezeptors entspricht, immunisiert. Aus dem Huhnereigelb konnte ein
polyklonaler Antikorper der Klasse IgY aufgereinigt werden. Die Qualitat der
Aufreinigung ist mit Hilfe von Coomassiegelen Uberpriuft worden, bevor der
Antikoérper in der Immunhistochemie und im Westernblot getestet wurde. Die
aus dem Huhnereigelb aufgereinigten Antikérper gehdren zur Klasse IgY. Dies
entspricht der IgG Antikorperklasse der Saugetiere. Die Antikorper haben ein
Molekulargewicht von ungefahr 150 kD. Bei der Aufreinigung erhalt man

grofitenteils getrennte Fragmente des Antkorpers.

83 kD

— 62 kD
47.5 kD

- 32.5 kD
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Abbildung 5.16: Auftrennung der Huhner-AK gegen den MC1-Rezeptor nach dem
Molekulargewicht im Coomassie gefarbten Polyacrylamid-Gel
Farbung mit Coomassie-Brillant-Blau

Zwischen 32.5 kD und 83 kD finden sich die aus dem Huihnereigelb aufgereinigten Proteine.

5.12.1 Testung des IgY-Antikorpers im Westernblot

Um MC1-Rezeptoren in gesunden und entzindeten Organen nachzuweisen,
wurden Pankreashomogenate mit der SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
nach ihrem molekularen Gewicht aufgetrennt. Die aufgetrennten Proteine der
Homogenate wurden auf eine Nitrozellulosemembran transferiert und mit dem
Antikorper gegen den MC1-Rezeptor inkubiert.

Aus den Sequenzierungsdaten ist fir den MC1-Rezeptor ein molekulares
Gewicht von 35 kD zu entnehmen. Der kommerzielle Antikbrper gegen den
humanen MC1-Rezeptor von Abcam® lieferte im Westernblot eine Bande bei
43kD. Dieser Unterschied wird mit der Glykosylierung des Rezeptors
begrindet. Zusatzlich wurden hoch aufgereinigte Azinuszellen aus

Pankreasgewebe homogenisiert und fir Westernblotanalysen weiter verwendet.

5.12.2 Nachweis eines Proteins durch den Hiihner-(IgY)-Antikorper im
Pankreashomogenat

Bei 45 kD wurde in den Homogenaten aus allen Gruppen ein Protein spezifisch
vom Huhner-(IgY)-Antikorper erkannt. Sowohl die gelben rezessiven (ele)
Mause als auch die Wildtypmause zeigten in den Homogenaten aus gesunden
Organen ein deutliches Signal. In den mit Cerulien behandelten Gruppen zeigte
sich ein schwacheres Signal bei 45 kD im Verhaltnis zu den Kontrollgruppen.
Die Proben waren vor der Verarbeitung fur den Western Blot auf einen gleichen
Proteingehalt von 2,67 mg Protein pro ml angeglichen worden.

Das vom Antikorper erkannte Protein hat ein Molekulargewicht von 45 kD; in
den mit Cerulein behandelten Tieren wurde das Protein im Pankreas

herunterreguliert.
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Abbildung 5.17: Western Blot; Pankreashomogenate; Hiihner-(IgY)-Antikorper

A-E: WT Mause

F-J: gelbe rezessive (e/e) Mause

Mit dem Huhner-(IgY)-Antikérper konnte in Homogenaten aus Pankreasgewebe, sowohl bei WT
Mausen als auch bei gelben rezessiven (e/e) Mausen, ein Protein bei 45 kDa nachgewiesen

werden. Die Signalintensitat war bei den Tieren, die mit Cerulein behandelt wurden schwacher.

5.12.3 Nachweis eines Proteins durch den Huhner-(IgY)-Antikorper im
Azinuszellen

Abbildung 5.17 zeigt das Ergebnis eines Westernblot mit Beladung des SDS-
Gels mit Azinuszell-Homogenaten. Hierbei konnte gezeigt werden, dass der von
hier aufgereinigte Antikorper sowohl im Pankreashomogenat als auch im
Azinuszell-Homogenat an einem Protein mit einem Molekulargewicht von 45
kDa bindet.
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45 kKD | T = WT Azinuszellen

Abbildung 5.18: Western Blot; Azinuszellhomogenate
A, B unterschiedliche Azinuszellhomogenate; Mit dem Hihner-(IgY)-Antikdrper konnte ein

Protein bei 45 kDa nachgewiesen werden.
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6 Diskussion

Die Pathogenese der akuten odematdsen Pankreatitis ist unklar. Wahrend
altere Experimente und Untersuchungen zur hereditaren Pankreatitis eine
vorzeitige Proteasenaktivierung in den Vordergrund stellen [12; 50; 75; 124;
131; 141], zeigen neuere Experimente die Bedeutung infiltrierender Leukozyten
[7; 89; 109]. Zentraler Gegenstand der Forschung zur vorzeitigen
Proteasenaktivierung ist das Enzym Trypsinogen/Trypsin. Die intrazellulare
Sortierung des lysosomalen Enzyms Cathepsin B wird ebenfalls fur das initiale
Ereignis der 6dematdsen Pankreatitis verantwortlich gemacht. Allerdings zeigen
alle bisher aufgestellten Modelle zur akuten 6dematésen Pankreatitis
Schwachen. So kann Cathepsin B Trypsinogen in Trypsin Uberfuhren, welches
wiederum am Beginn einer intrazellularen Enzymaktivierung stehen konnte,
allerdings findet man nicht nur wahrend der Pankreatitis eine Co-Lokalisation
der Enzyme in den Zymogen-Granula, sondern auch unter physiologischen
Bedingungen [125; 140].

Untersuchungen von Halangk et al. zeigen, dass Trypsin moglicherweise einen
protektiven Einfluss auf den Verlauf der Pankreatitis nehmen kann, indem

aktives Trypsin direkt durch Trypsin abgebaut wird [55].

Das Peptid a-MSH hat in verschiedenen Tiermodellen gezeigt, dass es
modulierenden Einfluss auf den Ablauf des Entzindungsgeschehens hat.
Peptide die Einfluss auf das Entzindungsgeschehen nehmen sind von
besonderem Interesse, da sie einen tieferen Einblick in die Ablaufe ermdglichen
und mogliche Interventionsmoglichkeiten aufdecken. a-MSH wirkt dber
Melanocortin-Rezeptoren auf Entziindungszellen [6; 9; 19; 57; 117; 120; 142].
Der Einfluss des a-MSH auf die Pankreatitis ist in einem Pankreatitismodel der
Ratte untersucht worden.

Intraperitoneal appliziertes a-MSH fuhrt im Tiermodell der Cerulein-induzierten

Pankreatitis der Ratte zu einer milder verlaufenden Form der akuten
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o0dematdsen Pankreatitis [65]. In diesen Experimenten flhrt die intraperitoneale
Gabe von a-MSH vor der Induktion der Pankreatitis mittels Cerulein zu
verringerten Amylaseaktivititen im Serum, zu einem geringeren Odem des
Pankreas, zu geringeren Myeloperoxidaseaktivitaten im Pankreas und zu
abgeschwachten mikroskopischen Veranderungen. a-MSH bewies auch in
anderen  Tiermodellen  antiinflammatorische  Aktivitat [63]. Im
Entzindungsmodel des Mausgehirns durch Lipopolysaccharide zeigte sich
nach Applikation von a-MSH eine verringerte Aktivierung von NF-kappaB. Das
Peptid a-MSH ist von pharmakologischem Interesse, und eine Anwendung bei
entzindlichen Erkrankungen beim Menschen wird erforscht. Ceriani et al.
zeigen zum Beispiel im Modell der Maus zur rheumatoiden Arthritis, dass der
Einsatz von a-MSH gleichwertig zum Einsatz von Corticosteroiden ist [20]. a-
MSH fahrt zu einer geringeren klinischen und histologischen Auspragung der
experimentellen Arthritis in der Maus im Vergleich zu nicht behandelten Tieren.
Zusatzlich zeigen die Tiere einen geringeren Gewichtsverlust.

a-MSH zeigte im globalen Ischamie-Modell der Ratte einen neuroprotektiven
Einfluss [38]. Ratten die nach einer Ischamie des Gehirns mit a-MSH behandelt
wurden, zeigten eine signifikant erhdhte Zahl an vitalen Neuronen als Tiere, die
mit Kochsalzlosung behandelt wurden. Zusatzlich war die astrozytare
Proliferation als Ausdruck der postischamischen Entzindungsreaktion
verringert.

Die gelbe rezessive (e/e) Maus stellt eine Mdglichkeit dar, den Einfluss des
Liganden-Rezeptorsystems a-MSH-MC1-Rezeptor auf die akute Odematose
Cerulein-induzierte Pankreatitis in der Maus zu erforschen. a-MSH bindet mit
hdchster Affinitat an den Melanocortin 1-Rezeptor. Uber den MC1-Rezeptor soll
die antiinflammatorische Eigenschaft des a-MSH vermittelt werden. Weitere
Hinweise fur die Wirkung des a-MSH und des MC1-Rezeptor auf das
Entzindungsgeschehen geben die Lokalisation des MC1-Rezeptors auf
Leukozyten und die Wirkung des MC1-Rezeptors auf das NF-kB.

Durch eine Basendeletion mit anschlielender Rasterschubmutation im MC1-
Rezeptor Gen, exprimieren die gelben rezessiven (e/e) Mause einen

funktionslosen MC1-Rezeptor, der nicht mehr an G-Proteine binden und damit
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keinen Einfluss auf Stoffwechselvorgange innerhalb der Zelle nehmen kann.
Das verkurzte Protein bricht nach der vierten Transmembrandomane ab. Im
funktionsfahigen Zustand besitzt das Protein sieben Transmembrandomanen
und gehort zu der Gruppe der sogenannten Serpentine-Rezeptoren. Das
Protein kann nicht mehr an G-Proteine binden und damit auch keinen Einfluss
auf den cAMP Gehalt der Zelle nehmen [105].

Eindrucksvoll zeigt sich der Funktionsverlust des Proteins an der Fellfarbe der
Mause, da der MC1-Rezeptor der Maus auch Einfluss auf die Fellfarbe nimmt
[105]. a-MSH wirkt Gber den MC1-Rezeptor auf die cAMP-Konzentration der
Zellen. Bei hohen cAMP-Konzentrationen wird vermehrt das dunkle Eumelanin
gebildet. Sinkt die cAMP-Konzentration wird das rotliche Phaeomelanin gebildet
[119].

a-MSH kann in den gelben rezessiven (e/e) Mausen uber den MC1-Rezeptor
keine Wirkung mehr entfalten. Somit kann die Pankreatitis bei Mausen
untersucht werden, bei denen die Wirkung von endogenen a-MSH Uber den
MC1-Rezeptor nicht mehr stattfindet. Gelbe rezessive (e/e) Mause in der
Cerulein-induzierten Pankreatitis sind damit ein Modell fir die Funktion von o-

MSH und des MC1-Rezeptors in der akuten Pankreatitis.

6.1 Charakterisierung der Cerulein-induzierten Pankreatitis in der gelben
rezessiven (e/e) Maus

Zentraler Punkt der Arbeit ist die Fragestellung, welchen Einfluss der
Funktionsverlust des MC1-Rezeptors auf die Induktion einer Pankreatitis mittels
Cerulein in der gelben rezessiven (e/e) Maus hat.

Die gelben rezessiven (e/e) Mause zeigten bei der Induktion der Pankreatitis
durch Cerulein keinen Anstieg der Serum-Amylaseaktivitat. Bei Wildtypmausen
konnte bei der Induktion der Pankreatitis mit Cerulein ein signifikanter Anstieg
der Serumamylaseaktivitat festgestellt werden. Dieser Anstieg ist mit dem
Zelluntergang und der gestorten Sekretion wahrend der Pankreatitis zu
erklaren. Der Anstieg von Amylase und Lipase im Serum ist charakteristisch bei
einer akuten Pankreatitis. Mause, die an einer 6dematosen Pankreatitis durch

Ceruleininduktion erkranken, zeigen als Ausdruck der Entzindung einen



60

Anstieg der Serum-Amylaseaktivitat [7; 56; 91]. Beim Menschen nutzt man,
neben der Lipaseaktivitat, die Amylaseaktivitat im Serum, um die Diagnose
Pankreatitis zu stellen. Die in den Experimenten gemessenen Werte der
Serum-Amylaseaktivitat liegen bei den gelben rezessiven (e/e) Mausen im
Bereich der Kontrollgruppen und wuirden keine akute Pankreatitis bei den
gelben rezessiven (e/e) Mausen vermuten lassen. Halangk et al. 2000 fanden in
der Cerulein-induzierten Pankreatitis der Maus, acht Stunden nach der
Induktion, im Serum eine Amylaseaktivitat von 45 U/ml Serum [56]. Die
Kontrollgruppe der Experimente, die mit NaCl behandelt wurde, zeigte Werte
um 10 U/ml Serum. Norkina et al. 2006 konnten einen Anstieg der
Serumamylaseaktivitat in der Kontrollgruppe von 10 U/ml auf 60 U/ml Serum 12
Stunden nach der Pankreatitisinduktion mittels Cerulein bei der Maus
demonstrieren [91]. Anna et al. 2002 zeigten bei Wildtypmausen in der
Cerulein-induzierten Pankreatitis eine Vervierfachung der Amylaseaktivitat im
Serum im Vergleich zur Kontrollgruppe, die mit NaCl-Losung behandelt wurde
[7]. Die Serumamylaseaktivitdt in den im Ergebnisteil beschriebenen
Experimenten erreichte bei den mit Cerulein behandelten Wildtypmausen
durchschnittlich einen Wert von 33.4 U/ml Serum. Die mit NaCl-Losung
behandelten Mause zeigten eine Aktivitat von 12.4 U/ml Serum. Diese Werte
sprechen im Vergleich mit der Literatur fur eine akute Pankreatitis bei den
Wildtypmausen. Anders ist das Bild bei den gelben rezessiven (e/e) Mausen.
Die mit Cerulein behandelten gelben rezessiven (e/e) Mause zeigten einen
durchschnittlichen Wert von 8.1 U/ml Serum. Diese Serum-Amylaseaktivitat
spricht gegen eine Pankreatitis bei der gelben rezessiven (e/e) Maus nach der
Behandlung mit Cerulein. Die gelben rezessiven (e/e) Mause, die als Kontrolle
mit NaCl behandelt wurden, zeigten mit durchschnittlich 11.7 U/ml Serum,
vergleichbare Amylaseaktivitat wie die Kontrollgruppe der Wildtypmause.

Zur weiteren Untersuchung wurden von den gelben rezessiven (e/e) Mausen
und den Wildtypmausen HE-gefarbte Gewebsschnitte angefertigt. Die gelben
rezessiven (e/e) Mause zeigten histologisch nach Cerulein-Induktion in der HE-
Farbung Zeichen einer akuten 0dematdsen Pankreatitis. Die Veranderungen

waren bei den gelben rezessiven (e/e) Mausen milder ausgepragt als bei den
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Wildtypmausen, sie zeigten weniger Odem im Gewebe, geringere Anzahl an
Vakuolen in den Azinuszellen und eine verringerte Anzahl an Leukozyten.
Typisch fur eine akute Pankreatitis sind die Veranderungen der Azinuszellen mit
Sekretionsblockade und intrazellularen Vakuolen [107], das interzellulare Odem
und die Infiltration von Monozyten/Makrophagen und Granulozyten. Es findet
sich bei den gelben rezessiven (e/e) Mausen eine Diskrepanz zwischen den
histologischen Bildern, die Zeichen einer Pankreatitis zeigen und der
gemessenen Serum-Amylaseaktivitaten.

Die Pankreatitis geht mit systemischen Veranderungen einher. Zytokine aus
dem Pankreas aktivieren Hepatozyten und Kupffer-Zellen in der Leber, die
ihrerseits Zytokine ausschutten. [48; 49] Die erhohten proinflammatorischen
Zytokinspiegel triggern systemische Entzundungsreaktionen. Eine systemische
Komplikation der Cerulein-induzierten Pankreatitis der Maus stellt die
Entziindungsreaktion der Lunge im Rahmen eines Systemic Inflammatory
Response Syndrome (SIRS) dar. In die Lunge wandern Granulozyten ein, und
es kommt zu einer GefalRdilatation. Zur Quantifizierung der
Entzindungsreaktion der Lunge wird die Myeloperoxidaseaktivitat, die von den
eingewanderten Granulozyten exprimiert wird, in der Lunge gemessen [40].
Sowohl Wildtypmause als auch gelbe rezessive (e/e) Mause zeigten erhohte
Myeloperoxidaseaktivitaten in den Lungenhomogenaten als Ausdruck einer
Entzindung. Zusatzlich sind HE-Farbungen von Lungengewebsschnitten
angefertigt worden. Die Gewebsschnitte bestatigten die Entziindungsreaktion
der Lungen. Die Lungen der Mause, die mit Cerulein behandelt wurden, zeigten
ein interalveoldres Odem, Hyperamie und eine Infiltration von Leukozyten. Die
Histologie des Lungengewebes bestatigt die Beteiligung der Lunge im Rahmen
des SIRS [11]. Fir die Entzindungsreaktion der Lunge werden
proinflammatorische  Zytokine verantwortlich gemacht [81], die von

Azinuszellen und vor allem durch eingewanderte Leukozyten sezerniert werden.

Die gelben rezessiven (e/e) Mause entwickeln nach der Applikation von
supramaximalem Cerulein eine milde akute 6dematdse Pankreatitis. Dies zeigt

die Histologie der Organe. Die Pankreatitis unterscheidet sich allerdings bei den
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gelben rezessiven (e/e) Mausen von den Wildtypmausen. Die Serum-
Amylaseaktivitat steigt bei den gelben rezessiven (e/e) Mausen nicht an.
Histologisch zeigten die gelben rezessiven (e/e) Mause milde Zeichen einer
akuten Pankreatitis. Die Entzindungsreaktion der Lunge als Ausdruck der
systemischen Auswirkungen der Pankreatitis ist bei Wildtypmausen und gelben
rezessiven (e/e) Mausen histologisch und durch die Messung der

Myeloperoxidase-Aktivitat nachweisbar.

Zur Charakterisierung der akuten Pankreatitis wurden im Homogenat des
Pankreas der Versuchstiere Enzymmessungen durchgefiihrt. Es wurden
Amylase, Cathepsin B, Trypsinogen, Trypsin und Elastase gemessen.

Zusatzlich wurde die Cathepsin B Aktivitat im Serum der Mause gemessen.

Die Wildtypmause zeigten nach der Induktion der Pankreatitis durch Cerulein
einen Anstieg der Amylaseaktivitat im  Pankreashomogenat. Der
Aktivitatsanstieg kann auf die Sekretionsblockade zurtckgefuhrt werden. In
anderen Arbeiten konnte eine Reduktion der exokrinen Sekretion des Pankreas
festgestellt werden, die zu einer Akkumulation von Verdauungsenzymen, bei
fortlaufender Proteinbiosynthese, im Pankreas fuhrte [118]. Die neu
synthetisierte Amylase wird nicht mehr in das Ausfuhrungsgangsystem des
Pankreas abgegeben, sondern in den Azinuszellen gespeichert. Diese
Blockade der Sekretion der Verdauungsenzyme ist typisch flr eine akute
Pankreatitis [68; 92].

Die gelben rezessiven (e/le) Mause zeigten in der Pankreatitis in den
Pankreashomogenaten eine signifikant erhdhte Cathepsin B-Aktivitat. Die Rolle
des Cathepsin B in der akuten Pankreatitis ist umstritten. Sicher ist, dass
Cathepsin B in vitro Trypsinogen in Trypsin uberfuhren kann. [36]. In einer
Versuchsanordnung wurde eine akute Pankreatitis in Cathepsin B defizienten
Mausen induziert. Die Nekrosen in den Organen und die systemische
Entzindungsreaktion waren bei diesen Mausen nicht verringert [56]. Ein
Erklarungsansatz fur die Auslosung der Pankreatitis durch Cathepsin B sieht

eine Umverteilung des Cathepsin B vom lysosomalen in das sekretorische
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Kompartiment vor; heute weil® man das Cathepsin B und Trypsin auch unter
physiologischen Bedingungen zusammen in gleichen Zellkompartimenten
vorliegen konnen. Eine erhohte Aktivitat des Cathepsin B in den entzindlich
veranderten Organen lasst keine Aussage Uber die Rolle des Cathepsin B in
der Startphase der Pankreatitis zu. Zur Uberpriifung der Rolle des Cathepsin B
in der akuten ddematdsen Cerulein-induzierten Pankreatitis muss die genaue
Lokalisation des Cathepsin B in den Azinuszellen der gelben rezessiven (e/e)
Mause in weiterfuhrenden Experimenten dargestellt werden.

Die mit NaCl behandelten gelben rezessiven (e/e) Mause zeigten im Vergleich
zu Wildtyptieren, die mit NaCl behandelt wurden, erhdhte Konzentrationen an
Trypsinogen in den Homogenaten. Wildtyptiere zeigten wahrend des Verlaufes
der experimentellen akuten Pankreatitis einen Anstieg der
Trypsinogenkonzentrationen im Pankreas, die auf eine Blockade der
Enzymsekretion [66] zurickzuflhren ist. Die Trypsinaktivitaten der gelben
rezessiven (e/e) Tiere unterscheiden sich sowohl vor als auch nach der
Ceruleinbehandlung nicht von den Wildtyptieren, die mit Cerulein behandelt
wurden.

Im Rahmen der Pankreatitis kommt es zur Aktivierung von Trypsinogen in
Trypsin. Dieser Vorgang kann sowohl bei den Wildtypmausen als auch bei den
gelben rezessiven (e/e) Mausen demonstriert werden. Die Aktivierung des
Trypsins in der Pankreatitis in Prozent des Trypsinogens unterscheidet sich bei
gelben rezessiven (e/e) Tieren nicht von den Wildtyptieren. In beiden Gruppen
ist ungefahr 1% des Trypsinogens von einer Aktivierung, und damit
Umwandlung in Trypsin, im Pankreas betroffen. Dies deckt sich mit der
Beobachtung von Halangk et al. 2000. Dort beobachtete man ebenfalls, dass
weniger als 1 % des gesamten Trypsinogengehalts im Pankreas an der
vorzeitigen intrapankreatischen Umwandlung in aktives Trypsin beteiligt ist [56].
Sicher ist, dass es bei gelben rezessiven (e/e) Mausen und Wildtypmausen
keinen Unterschied in der Trypsinaktivitdt und in der Trypsinogenaktivierung
wahrend der Pankreatitis gibt. Damit scheidet als Ursache fur die beobachteten
Unterschiede in der Pankreatitis eine Veranderung der Trypsinaktivitat und -

aktivierung aus. Trypsin wird nach der derzeit meist vertretenen Hypothese eine
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zentrale Rolle in der Enzymkaskade der akuten Pankreatitis zugeschrieben

(siehe Einleitung).

Die Elastaseaktivitaten unterscheiden sich bei gelben rezessiven (e/e) Mausen
ebenfalls nicht von den Wildtypmausen. Dies gilt sowohl fir die Kontrollgruppen

als auch fur die Pankreatitisgruppen.

Die Messung der Cathepsin B-Aktivitat im Serum zeigte konstante Aktivitaten
sowohl in den mit NaCl behandelten, als auch in den mit Cerulein behandelten
Tieren. Dies galt sowohl fur gelbe rezessive (e/e) Mausen wie auch flr
Wildtypmause. Die Cathepsin B Aktivitat im Serum ist allerdings kein geeigneter
Parameter zur Charakterisierung einer akuten 6odematdsen Pankreatitis.
Cathepsin B verhalt sich nach den Beobachtungen in den Experimenten nicht
wie Amylase, die wahrend der Entziindung im Prozess der Sekretionsblockade
in das Blut Ubergeht und deren Aktivitatsanstieg auf eine Pankreatitis hinweist.
Die Messung von Cathepsin B im Serum von Menschen, die an akuter und
chronischer Pankreatitis sowie an duktalem Pankreaskarzinom erkrankt waren,
zeigten erhohte Serumkonzentrationen des Enzyms [82]. Ratten wiesen,
wahrend einer Taurocholat-induzierten Pankreatitis, eine Erhdhung der
Konzentrationen von Cathepsin B in der Milz auf. Die Erhéhung korrelierte nicht
mit dem Amylase-abhangigen Schweregrad der Pankreatitis [84].
Zusammenfassend kann aus den Enzymmessungen bei gelben rezessiven
(e/e) Mausen im Vergleich zu den Wildtypmausen auf eine mildere Form einer
Pankreatitis geschlossen werden. In der Amylaseaktivitat und der Cathepsin B
Aktivitat finden sich signifikante Unterschiede zwischen gelben rezessiven (e/e)
Mausen und Wildtypmausen wahrend der Pankreatitis.

Die Mausestamme unterscheiden sich nicht in den gemessenen basalen
Enzymaktivitaten von Amylase, Cathepsin B, Trypsin und Elastase im
gesunden Zustand.

Dartber hinaus zeigt sich, dass die Serum-Amylaseaktivitait und das
histologische Bild des Pankreas Hinweise auf einen schwacheren Verlauf der

Cerulein-induzierten Pankreatitis bei der gelben rezessiven (e/e) Maus geben.
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Um die Entzindungsaktivitdt in den Geweben von gelben rezessiven (e/e)
Mausen und Wildtypmausen darzustellen und zu vergleichen wurde ein Protein
im Gewebe markiert, das bekanntlich bei Entzindungsvorgangen in Geweben
vermehrt exprimiert wird. Ein solches Protein ist INOS (inducible nitric oxide
synthase).

INOS gehort zu der Enzymfamilie, zu der die eNOS (endothelial nitric oxide
synthase) und die nNOS (neuronal nitric oxide synthase) gehoren [4]. NO ist ein
bedeutendes Signalmolekll, von dem gezeigt werden konnte, dass es in
wichtige physiologische und pathophysiologische Vorgange im Pankreas
involviert ist; so beeinflusst es den Blutfluss [71; 99] und die Sekretion [70; 71]
[25]. INOS wird nicht konstitutiv exprimiert. Immunhistochemisch konnte kein
Signal der iNOS im Pankreas gesunder Tiere nachgewiesen werden. Im
Pankreas der mit Cerulein behandelten Mause konnte dagegen ein Signal im
Pankreas nachgewiesen werden. Das Signal war in den Azinuszellen lokalisiert.
Das Enzym wird durch extrazellulare Reize wie Zytokine und
Lipopolysaccharide in den Zellen induziert. Die Expression dieses Enzyms im
Parenchym des Pankreas, lasst auf eine ablaufende Entziindungsreaktion im
Organ schlieen. Dies gilt auch fur die gelben rezessiven (e/e) Mause. Die
INOS Expression im Pankreas der gelben rezessiven (e/e) Mause, die mit
Cerulein behandelt wurden, ist ein weiterer Hinweis auf die dort ablaufende
Entzindung. Al-Mufti et al. zeigten, dass iNOS in der Cerulein-Induzierten
Pankreatitis der Ratte im Pankreas exprimiert wird [3]. Allerdings war iNOS in
diesen Experimenten, mittels Immunhistochemie, in glatten Muskelzellen der
Gefalle und in Endothelzellen des Pankreas nachgewiesen worden. Zusatzlich
gelang der Nachweis der iNOS im Westernblot. In den im Ergebnisteil dieser
Arbeit dargestellten Experimenten wurde INOS mittels indirekter
Immunfluoreszenz nachgewiesen. Das Signal konnte in Azinuszellen detektiert
werden. DiMagno et al. weisen auf die kontroversen Meinungen zur
Lokalisation der unterschiedlichen NOS im Pankreas hin und zeigten, dass
Enzyme der NOS-Familie Einfluss auf die Sekretion im Pankreas haben [32;

33]. Hierbei wurde besonders auf die Bedeutung der eNOS auf die
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Stimulierbarkeit des Pankreas hingewiesen. Es konnte gezeigt werden, dass
der Einfluss von NOS auf die Sekretion nicht Gber Azinuszellen wirkt, da eine
Blockade der NOS in isolierten Azinuszellen keinen Einfluss auf die
Stimulierbarkeit der Azinuszellen hatte. In einer Studie wurde allerdings auch
von einer Reduktion der Carbachol-stimulierten Amylasesekretion von
Azinuszellen nach NOS Inhibition berichtet [143]. Die Wirkung der eNOS soll
moglicherweise uUber die Gefalle und damit Uber die Durchblutung des Organs
vermittelt werden; die Wirkung der nNOS wird moglicherweise Uber die Nerven
des autonomen Nervensystems vermittelt [32].

Hinweise fur eine Abhangigkeit der INOS Expression von a-MSH finden sich in
Experimenten zur Cholestase bei der Ratte. Hier wurde, mittels o-MSH-
Gentransfer in die Leber, die Aktivitat der iINOS in der Leber wahrend einer
Cholestase, die durch Ligation des Ductus hepaticus hervorgerufen wurde,
herabgesetzt [134].

In einer Zellkultur konnte nachgewiesen werden, dass a-MSH Astrozyten vor
LPS/Interferon y induzierter Apoptose schutzt [18]. In den Versuchen konnte
demonstriert werden, dass a-MSH zu einer geringeren NO Produktion der
Astrozyten fuhrt. Zusatzlich reduziert o-MSH die Expression von iNOS in
Astrozyten. Auch diese Arbeit zeigt die Abhangigkeit der INOS-Expression von
der Wirkung des a-MSH. In diesen Experimenten wird der MC4-Rezeptor als
moglicher Rezeptor, Uber den a-MSH seine Wirkung vermittelt beschrieben.
Diese Arbeiten verdeutlichen zusatzlich die Abhangigkeit der INOS-Expression

von entzundlichen Vorgangen.

6.2 MC1-Rezeptor-Expression in der Pankreatitis

Der MC1-Rezeptor wird von Zellen des Entzundungssystems exprimiert [6; 9;
19; 57; 117; 120; 142]. Uber diese Zellen, die das Pankreas in der Entziindung
infiltrieren, kann o-MSH Einfluss auf die Pankreatitis nehmen. In der Literatur
findet sich kein Hinweis auf eine Expression des MC1-Rezeptors auf
Azinuszellen. Die Azinuszellen stellen den Zelltyp im Pankreas dar, von dem

die Cerulein-induzierte Pankreatitis ihren Ursprung nimmt [138]. Eine
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Expression des MC1-Rezeptors auf den Azinuszellen wirde einen direkten
Einfluss des «o-MSH auf den Ursprung der Pankreatitis bedeuten. Zur
Lokalisation des MC1-Rezeptors im Pankreas wurden im Rahmen dieser Arbeit
Hdhner mit einem Peptid aus der Aminosauresequenz des MC1-Rezeptors
immunisiert. Aus dem Huhnereigelb wurde ein Antikorper aufgereinigt und
Gewebsschnitte und Homogenate des Pankreas im Westernblot mit dem
Antikorper inkubiert. Ziel der Versuche war es, den MC1-Rezeptor im Pankreas
zu lokalisieren. Es wurden Gewebsschnitte gesunder Organe und
Gewebsschnitte an Pankreatitis erkrankter Mause mit dem Antikorper
behandelt. Mit diesem Antikérper gelang weder im gesunden Organ noch im
entzindlich veranderten Organ der Nachweis des Proteins in der
Immunfluoreszenz.

Im Westernblot konnte ein Protein in Azinuszell- und Pankreashomogenaten
sowohl bei den Wildtypmausen als auch bei den gelben rezessiven (ele)
Mausen nachgewiesen werden. Im Westernblot zeigte sich allerdings bei den
Wildtypmausen als auch bei den gelben rezessiven (e/e) Mausen beim gleichen
Molekulargewicht eine Proteinbande. Das Molekulargewicht stimmt mit dem in
der Literatur angegebenen Molekulargewicht fur den MC1-Rezeptor Uberein.
Der Nachweis des Proteins bei den gelben rezessiven (e/e) Mausen schliel3t
den Nachweis des MC1-Rezeptors aus, weil bei den gelben rezessiven (e/e)
Mausen der Rezeptor durch die Mutation stark verkurzt ist (siehe Einleitung),
und damit im Westernblot ein anderes, geringeres Molekulargewicht aufweisen
muss. Zur genauen Erklarung muss das markierte Protein in weiterflihrenden
Experimenten isoliert und sequenziert werden. Moglich ist die Detektion eines
noch nicht beschriebenen Mitgliedes der MC1-Rezeptor Familie.

Mit einem Antikorper der Firma Chemicon gegen den MC1-Rezeptor wurden
Gewebsschnitte des Pankreas von gesunden Mausen und von an Pankreatitis
erkrankten Mausen behandelt. In diesen Versuchen gelang der Nachweis eines
Proteins in Gewebsschnitten des Pankreas in der Pankreatitis. Das Signal kann
in neutrophilen Granulozyten lokalisiert werden. Diese Beobachtung stimmt mit
den Angaben in der Literatur Uberein, die eine Exprimierung des MC1-

Rezeptors auf diesen Zellen beschreibt. Die Beobachtungen legen nahe, dass
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das a-MSH Einfluss auf die Pankreatitis Uber die einwandernden Leukozyten
nimmt.

Mittels PCR wurde die Lokalisation des MC1-Rezeptors im Pankreas weiter
untersucht. RNA  wurde aus Pankreashomogenaten und aus
Azinuszellfraktionen gewonnen und in cDNA umgeschrieben.

Der Nachweis der mRNA des MC1-Rezeptors im Pankreas und in
Azinuszellpraparationen gelang nicht. Auch in mRNA-Aufreinigungen aus
entzindeten Organen liel3 sich keine mRNA des MC1-Rezeptors nachweisen.
Mit diesen Ergebnissen lasst sich nicht endgultig klaren, ob der MC1-Rezeptor
im Organ exprimiert wird. Der Nachweis des MC1-Rezeptors gelang auch in
Organen, die als Positivkontrollen eingesetzt wurden, nicht. In der Literatur
werden RNA-Aufreinigungen aus der Milz als Positivkontrolle fur den MC1-
Rezeptor genutzt [6]. Es ist daher wahrscheinlich, dass die eingesetzten Primer

fur die Nachweisreaktion nicht geeignet waren.

6.3 Antiinflammatorische Aktivitiat des MC1-Rezeptors

Der Grund fur die Induktion einer Pankreatitis bei gelben rezessiven (e/e)
Mausen ist die Mutation im MC1-Rezeptor Gen dieser Tiere. Die Mause
exprimieren einen funktionslosen MC1-Rezeptor. Dieser Rezeptor wird in der
Literatur fur antiinflammatorische Effekte verantwortlich gemacht. Fir diese
antiinflammatorischen Effekte gibt es folgende Hinweise:

Der MC1 Rezeptor wird auf Zellen des Immunsystems exprimiert. Es gibt
Hinweise fur eine Expression auf Monocyten, Makrophagen, neutrophilen
Granulozyten, Mastzellen, Fibroblasten, dendritischen Zellen, Astrozyten und
Mikroglia. [6; 9; 19; 57; 117; 120; 142].

MC1 Rezeptor selektive synthetische Agonisten fuhren zu einer Downregulation
und verminderten Sekretion von ICAM, VCAM und E-selectin bei menschlichen

Hautendothelzellen, die mit TNF-a behandelt worden sind [110].

o-MSH zeigte in verschiedenen Studien antiinflammatorische Eigenschaften.

Dies qilt auch fur die akute 6dematodse Cerulein-induzierte Pankreatitis [65]. Der
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Mechanismus flr die Wirkung auf die Pankreatitis ist nicht bekannt. Manna und
Aggarwal zeigten, dass o-MSH einen Transkriptionsfaktor, NF-xB,
herunterreguliert [86]. Die Aktivitdt von NF-xB wird von verschiedenen Stimuli,
wie z.B. TNF-a und Endotoxinen beeinflusst. NF-xB wird in vielen Zelltypen
exprimiert und reguliert Gene, die das Entzindungsgeschehen regulieren. o-
MSH bindet mit hochster Affinitat an den MC1-Rezeptor. Dieser Rezeptor wird
wie oben beschrieben, mit verschiedenen Zellen des Immunsystems assoziiert.
Der MC1-Rezeptor ist an G-Proteine gebunden. Eine Aktivierung des MC1-
Rezeptors Uber a-MSH fuhrt zu einem Anstieg von cAMP und daruber zu einer
Aktivitatssteigerung der Proteinkinase A. NF-kB kann in Zellen, die mit a-MSH
behandelt wurden, nicht mehr im Zellkern nachgewiesen werden und damit dort
auch nicht als Promotor fur inflammatorische Proteine dienen.

Manna und Aggarwal [86] konnten zeigen, dass der intrazellulare
Transduktionsweg des o-MSH zur Aktivitdtsminderung von NF-xB Uber
intrazellulares cAMP 1auft. Inhibitoren der Proteinkinase A fuhrten in diesem
Zusammenhang zu einer verringerten Hemmung des NF-xB Uber das a-MSH.
Die Erhdhung des cAMP und die Aktivierung der Proteinkinase A flhrt zu einer
Stabilisierung des IkBa, welches im Zytoplasma an das NF-kB gebunden ist
und die Translokation des NF-«xB in den Zellkern verhindert. Uber diesen Weg
kann a-MSH antiinflammatorische Eigenschaften entwickeln. Der Link zwischen
dem o-MSH und dem antiinflammatorischen Effekt stellt moglicherweise der
MC1-Rezeptor dar, der als Liganden mit der hochsten Affinitat das a-MSH

besitzt und auf Zellen des Immunsystems exprimiert wird.

Monozyten/Makrophagen wurden mit Lipopolysacchariden (LPS) bei An- und
Abwesenheit von a-MSH stimuliert. Die Sekretion des proinflammatorischen
TNF-o. sinkt in Abhangigkeit von o-MSH. Mittels RT-PCR konnte in den
Monozyten/Makrophagen mRNA des MC1-Rezeptors nachgewiesen werden.
Die Inkubation von Zelllinien mit deaktivierenden Antikorpern gegen den MC1-

Rezeptor fuhrt zu einem Anstieg der TNF-a Sekretion [120]. Die Experimente
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zeigten den mdglichen antiinflammatorischen Effekt des o-MSH und die

madgliche Wirkung Uber den MC1-Rezeptor.

Im Dextransulfat-Colitismodell der Maus wurde Mausen o-MSH verabreicht. Die
Gabe von a-MSH fihrte zu einer verringerten Colitis. Die Menge Blut im Kot der
Mause war signifikant verringert. Die mit a-MSH behandelten Mause verloren
im Colitismodell weniger Gewicht und produzieren weniger TNF-o [101].
Ubereinstimmende Ergebnisse zeigte das Mausmodell der
Trinitrobenzosulfatsdure induzierten Colitits [94]. Diesen Ergebnissen zu Folge

wirkt a-MSH antiinflammatorisch.

Fir den MC1-Rezeptor ist eine grolde Variabilitat im Gen beschrieben. Es gibt
grol’e Evidenz dafur, dass diese Variabilitat im MC1-Rezeptor Gen fir die
unterschiedliche Pigmentierung von Haut und Haaren mit verantwortlich ist [37;
59; 60; 106; 128]. Diese genetische Variabilitat bestimmt den Effekt des a-MSH
auf die Pigmentierung. Nimmt man einen immunsuppressiven Effekt des MC1-
Rezeptors an, wurde man bei Individuen mit heller Hautfarbe oder roten Haaren
einen geringeren immunsuppressiven Effekt von a-MSH erwarten. Es gibt aber
keinen Hinweis fur einen Zusammenhang zwischen Pigment-Phanotyp und
Grad der Immunsuppression. Eine Arbeitsgruppe hat den
immusuppressiven/antiproliferativen Effekt von o-MSH auf menschliche
Lymphozyten in vitro Untersucht [29]. Dabei wurden Lymphozyten von
Probanden mit unterschiedlichen MC1-Rezeptor Varianten auf ihr Ansprechen
auf a-MSH untersucht. Uberraschenderweise fanden sich keine Unterschiede
bezlglich der unterschiedlichen MC1-Rezeptor Varianten. Zwar fand sich ein
immunsuppressiver Effekt des o-MSH auf Antigen-induzierte
Lymphozytenproliferation, allerdings war dieser Effekt unabhangig vom MC1-
Rezeptor Status. In die Experimente wurden insbesondere MC1-Rezeptor
Varianten aufgenommen, von denen man weil}, dass sie beim Menschen
niedrige MC1-Rezeptor Aktivitaten aufweisen.

Die Experimente der gleichen Arbeitsgruppe weisen zusatzlich darauf hin, dass

der immunsuppressive Effekt  des o-MSH maoglicherweise in
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Makrophagen/Monozyten und B-Lymphozyten (ber den MC1-Rezeptor
vermittelt wird. Zusatzlich besteht moglicherweise ein Effekt des a-MSH bei B-
Lymphozyten Uber den MC3-Rezeptor. Der Nachweis von MC1- und MC3-
Rezeptor gelang mittels RT-PCR. MC1-Rezeptor mRNA konnte in
Makrophagen/Monozyten und B-Lymphozyten nachgewiesen werden.
Zusatzlich zeigten B-Lymphozyten ein positives Signal in der RT-PCR fur MC3-
Rezepotoren. Der Nachweis von Melanocortin Rezeptoren gelang nicht auf T-
Lymphozyten.

Die Autoren weisen auf einen alternativen Signaltransduktionsweg des MC1-
Rezeptors hin [34]. Es gibt Hinweise, dass a-MSH Uber den MC1-Rezeptor
nicht nur auf das cAMP wirken kann, sondern auch Einfluss auf einen Calcium-
Einstrom in die Zelle hat. Dieser Calcium-abhangige Signaltransduktionsweg
konnte in Keratinozyten unter Hemmung des cAMP-abhangigen
Signaltransduktionsweges nachgewiesen werden. Dieser alternative Weg hat
ebenfalls immunsuppressive Wirkung, da auch uber diesen Weg in den

Experimenten eine Verringerung der TNF- a-Sekretion erzielt werden konnte.

Die Mutation der gelben rezessiven (e/e) Mause fluhrt dazu, dass der
beschriebene antiinflammatorische Effekt des a-MSH Uber den MC1-Rezeptor
nicht wirken kann, da der Rezeptor, Uber den o-MSH wirken soll, nicht
funktionsfahig exprimiert wird. Damit ist zu erwarten, dass die Cerulein
induzierte Pankreatitis bei gelben rezessiven (e/e) Mausen starker ausgepragt
verlauft.

Nach den dargestellten Ergebnissen kann aber von einer starker verlaufenden
Pankreatitis nicht gesprochen werden. Die gelben rezessiven (e/e) Mause
zeigen eine milder verlaufende Pankreatitis. Dies zeigt sich durch eine
verringerte Serumamylaseaktivitdt und schwacher ausgepragte histologische

Veranderungen des Gewebes.

6.4 Einfluss von Entziindungszellen auf die Pankreatitis
Der Einfluss von Entzundungszellen ist immer als ein spater Effekt in der

akuten Pankreatitis angesehen worden [78; 80]. Neuere Untersuchungen
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konnten zeigen, dass Granulozyten schon in der ersten Stunde nach der
Ceruleininjektion in der Ratte das Pankreas infiltrieren [89].

In den Gewebschnitten der gelben rezessiven (e/e) Mause und der
Wildtypmause konnen in der HE-Farbung Granulozyten nachgewiesen werden.
In der Immunfluoreszenz mit dem MC1 Rezeptor Antikdrper der Firma
Chemicon kann ein Signal auf Granulozyten gezeigt werden. In der Literatur
finden sich ebenfalls Hinweise fur eine Expression des MC1-Rezeptors auf
Granulozyten [19]. In den Versuchen zeigt sich eine Anhaufung von mRNA
des MC1-Rezeptors in der RT-PCR in Granulozyten, die zuvor mit Interferon
und LPS aktiviert worden waren.

Der fehlende Nachweis des MC1-Rezeptor Proteins im Pankreas in den in
dieser Arbeit dargestellten Experimenten und der fehlende Hinweis auf die
epitheliale Expression des MC1-Rezeptors im Pankreas in der Literatur, deuten
darauf hin, dass die Veranderungen der gelben rezessiven (e/e) Mause in der
Pankreatitis, auf die einwandernden Entziundungszellen zurtckzufuhren sind.
Auf eingewanderten neutrophilen Granulozyten kann in den Experimenten der
MC1-Rezeptor in der Immunfluoreszenz nachgewiesen werden.

In das Gewebe einwandernde Entziindungszellen spielen im Verlauf der akuten
Pankreatitis moglicherweise eine wichtigere Rolle als fruher angenommen. So
konnte gezeigt werden, dass Leukozyten-Elastase eine wichtige Rolle in der
Entzindung spielt, da Leukozyten-Elastase in der Lage ist die extrazellularen
Zell-Zell-Kontakte zwischen den Azinuszellen durch das Spalten von E-
Cadherin aufzulésen. Die Leukozyten Elastase stammt aus neutrophilen
Granulozyten [89]. Die physiologische Funktion der Entzindungszellen wird
durch den MC1-Rezeptorverlust beeinflusst, und die Entziindungszellen kénnen
ihre Wirkung auf den Ablauf der Pankreatitis nicht mehr so wie in den
Wildtyptieren entfalten. Zwei Tatsachen sprechen aber gegen die Wirkung der
Entzindungszellen auf die unterschiedlich verlaufende Pankreatitis in den
beiden Versuchstiergruppen.

Zum einen wirde eine Fehlfunktion in der zellularen Immunantwort der gelben
rezessiven (e/e) Mause, die Tiere fur alle Arten von Infektionen und

Tumorerkrankungen anfallig machen. Fur eine Immunsuppression gibt es keine
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Hinweise. Die Tiere sind immunkompetent und zeigen keine erhohte Rate an
Tumorerkrankungen [58]. Mdéglicherweise spielt der MC1-Rezeptor und damit
auch der Ausfall der Funktion in den gelben rezessiven (e/e) Mausen keine
bedeutende Rolle im Ablauf von Entzindungen. Hierfur gibt es aus anderen
Tierversuchen mit der gelben rezessiven (e/e) Maus weitere Beispiele (siehe
unten). Da a-MSH aber in Tierversuchen eine antiinflammatorischen Wirkung
entfaltet, muss die Hypothese geklart werden, ob die antiinflammatorische
Wirkung des o-MSH Uber andere Rezeptoren als den MC1-Rezeptor vermittelt
wird.

Desweiteren sollte, auf die hier dargestellten Experimente zur Pankreatitis
bezogen, die Fehlfunktion eines antiinflammatorisch wirkenden Proteins die
EntzGndungsreaktion verstarken. Fur eine starker verlaufende Pankreatitis gibt
es bei den gelben rezessiven (e/e) Mausen in der Cerulein-induzierten

Pankreatitis aber keine Hinweise.

6.5 Die Rolle anderer Melanocortinrezeptoren in der Entziindung / Gelbe
rezessive (e/le) Mause im Tiermodell

In der Literatur finden sich unterschiedliche Beobachtungen der Wirkung des a-
MSH auf das Entzindungsgeschehen. Neben den Beobachtungen, dass a-
MSH antiinflammatorische Wirkungen besitzt, ist neueren Untersuchungen zu
Folge nicht sicher bekannt, Gber welchen Rezeptor das a-MSH seine Wirkung
auf die Zelle vermittelt.

Getting et al. haben den natirlich vorkommenden MC1-Rezeptor-defizienten
Mausstamm, die gelben rezessiven (e/e) Mause, fir die Induktion einer
Peritonitis genutzt. Peritonealmakrophagen aus gelben rezessiven (e/e)
Mausen und Wildtypmausen wurden auf die Expression des MC1-Rezeptors
und des MC3-Rezeptors hin untersucht. Die Exprimente deuten darauf hin,
dass ein funktionsfahiger MC1-Rezeptor fur die antiinflammatorischen Effekte
des a-MSH nicht notwendig ist, und dass der antiinflammatorische Effekt Gber
den MC3-Rezeptor vermittelt werden kénnte. Beide Rezeptoren konnten auf
Peritonealmakrophagen nachgewiesen werden. Die Entzindungsreaktion einer

experimentellen Peritonitis ist bei Wildtypmausen und gelben rezessiven (e/e)
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Mausen gleich stark ausgepragt. Die Gabe eines nichtselektiven Melanocortin-
Agonisten reduzierte in beiden Mausstammen die induzierte Peritonitis. Die
Gabe eines selektiven MC1-Rezeptor-Agonisten beeinflusste die Peritonitis

weder in der Wildtyp- noch in der gelben rezessiven (e/e) Maus [43].

Gelbe rezessive (e/e) Mause wurden in einem Entziindungsmodell des Gehirns
eingesetzt, in dem die Entzindungsreaktion des Gehirns durch systemische
Lipopolysaccharide (LPS) untersucht wurde [63]. Dabei wurde den Tieren
neben LPS o-MSH verabreicht. a-MSH reduzierte die Entzindungsreaktion
uber seine Wirkung auf das NF-kB, das nicht mehr in den Zellkern gelangen
konnte, um seine Wirkung als Transkriptionsfaktor auf Gene der
Entzindungsreaktion auszuuben. Die Wirkung des a-MSH konnte sowohl bei
Wildtyp- als auch bei den gelben rezessiven (e/e) Mausen nachgewiesen
werden, so dass die Einbeziehung eines weiteren Rezeptors nahe liegt. a-MSH
wirkte auch bei den gelben rezessiven (e/e) Mausen. Diese Wirkung muss Uber
einen anderen Rezeptor als den MC1-Rezeptor vermittelt werden, da der MC1-

Rezeptor bei diesem Mausstamm funktionslos ist.

Im Myokardischamie-Reperfusions-Modell der Maus wurde die
antiiflammatorische Wirkung des o-MSH untersucht. Die Mause wurden mit
einem o-MSH Agonisten behandelt. Die Entzindungszeichen im
Myokardischamie-Reperfusions-Modell waren bei Mausen, die mit dem
Agonisten behandelt wurden, signifikant niedriger. Dies gilt auch fur die gelben
rezessiven (e/e) Mause, die in diesem Tiermodell zum Einsatz kamen. Damit
kann in diesem Tiermodell die Wirkung des a-MSH Agonisten Uber den MC1-
Rezeptor ausgeschlossen werden. Die MC3-Rezeptor Expression konnte auf
Makrophagen im Herzen von Wildtypmausen und gelben rezessiven (e/e)
Mausen nachgewiesen werden. Auch dieses Experiment legt die
antiinflammatorische Wirkung des a-MSH Uber einen anderen Rezeptor nahe.
Mdglicherweise kann o-MSH Uber den MC3-Rezeptor antiinflammatorisch
wirken [44].
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In einer Zellkulturarbeit konnte gezeigt werden, dass Astrozyten MC4-
Rezeptoren exprimieren [18]. Der Nachweis des MC4-Rezeptors gelang sowohl
auf Ebene der mRNA mittels RT-PCR, als auch mittels Immunhistochemie. a-
MSH wirkte Uber diesen Rezeptor antiapoptotisch auf Astrozyten, wenn diese
mit Interferon und LPS behandelt wurden. Der Nachweis von MC3-Rezeptoren
gelang auf Astrozyten nicht. Wie zuvor beschrieben scheint der MC1-Rezeptor
im Entzindungsgeschehen des Gehirns keine Rolle zu spielen [63]. Somit
zeigen diese Experimente einen weiteren moglichen Rezeptor auf, der die

antiinflammatorischen Aktivitat des a-MSH vermitteln kann.

In Mausmodellen zur allergischen und nicht-allergischen Entzindungsreaktion
der Lunge, konnten im Western Blot auf isolierten Alveolarmakrophagen MC1 —
und MC3-Rezeptoren nachgewiesen werden [46]. Die Inkubation mit selektiven
MC1- und MC3-Rezeptoragonisten fuhrte nur bei der Anwendung der MC3-
Rezeptoragonisten zu einem Anstieg des cAMP-Gehaltes in den Zellen. Auch
die Anwendung eines unspezifischen Melanocortinrezeptoragonisten fuhrte zur
Erhéhung des cAMP-Gehaltes in den Zellen. Alveolarmakrophagen aus gelben
rezessiven (e/e) Mausen zeigten ebenfalls einen Anstieg des cAMP. Dies
verdeutlich die Moglichkeit der Aktivierung der Zellen Uber den MC3-Rezeptor,
da der MC1-Rezeptor inaktiviert ist.

Im allergischen Entzindungsmodell der Lunge =zeigten a-MSH und ein
selektiver MC3-Rezeptoragonist antiinflammatorische Wirkung. Diese Wirkung
konnte auch in der gelben rezessiven (e/e) Maus nachgewiesen werden. In
Mausen, die keinen MC3-Rezeptor  exprimieren, konnte kein
antiinflammatorischer Effekt von a-MSH und dem MC3-Rezeptoragonisten
nachgewiesen werden. Ahnliche Ergebnisse fanden sich auch in einem nicht-
allergischen Entzindungsmodell der Lunge der Maus.

Hier wird die antiinflammatorische Wirkung des a-MSH deutlich, die

moglicherweise mit einer Aktivierung von MC3-Rezeptoren gekoppelt ist.

Im Mausmodell der Dextran-Sodium-Sulfate (DSS) Colitis konnte der

antiinflammatorische Effekt von a-MSH und dem a-MSH-Abkémmling o-
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MSH(11-13) (KPV) gezeigt werden [69; 101]. KPV verhindert in der DSS
induzierten Colitis auch bei den gelben rezessiven (e/e) Mausen den Tod durch
dieses Krankheitsbild. Damit kann die Wirkung des KPV nicht uber den MC1-
Rezeptor vermittelt werden, da dieser in der gelben rezessiven (e/e) Maus

inakiv ist.

7 Zusammenfassung

Die genauen Ursachen fir eine 6dematése Pankreatitis sind nicht geklart. Um
den Einfluss des MC1-Rezeptors auf die Pankreatitis zu untersuchen, ist bei
gelben rezessiven (e/e) Mausen eine experimentelle Pankreatitis mit Cerulein
induziert worden. Die Induktion der Pankreatitis mittels Cerulein ist ein in der
Literatur weit verbreitetes Verfahren, das in der Maus ein Krankheitsbild mit
vielen Parallelen zum Entzindungsgeschehen des menschlichen Pankreas
hervorruft.

Gelbe rezessive (e/e) Mause unterscheiden sich in der Cerulein-induzierten
Pankreatitis von Wildtypmausen. Beide Gruppen entwickeln eine Pankreatitis,
die in der Gruppe der gelben rezessiven (e/e) Mause sowohl histologisch, als
auch laborchemisch milder verlauft.

Der Nachweis des MC1-Rezeptors im Pankreas gelingt weder im Westernblot
noch mittels PCR. In der Literaur gibt es keinen Hinweis fur eine epitheliale
Expression des MC1-Rezeptors im Pankreas.

o-MSH hat in der Literatur eine positive Wirkung auf die Cerulein-induzierte
Pankreatitis der Ratte [65]. Weitere Experimente mussen klaren, uber welchen
Rezeptor das a-MSH wirkt und Uber welchen Zelltyp die Wirkung vermittelt wird.
In der Literatur finden sich verschiedene Entzindungsmodelle, die in der gelben
rezessiven (e/e) Maus angewand wurden, um die Auswirkung des Verlustes der

MC1-Rezeptorsfunktion auf das Entzindungsgeschehen zu untersuchen.
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Grundlage dieser Experimente ist die Annahme, dass o-MSH
antiinflammatorische Wirkung Uber den MC1-Rezeptor vermittelt. Auch hierzu
gibt es verschiedene experimentelle Daten. Durch die neueren Ergebnisse der
Experimente in der gelben rezessiven (e/e) Maus, bestehen Zweifel an der
zentralen Rolle des MC1-Rezeptors. Gelbe rezessive (e/e) Mause weisen
keinen Immundefekt aufweisen, obwohl dieser zu erwarten ware, wenn ein
antiinflammatorisch wirkendes Protein funktionslos ist. Vielmehr zeigen o-MSH
und a-MSH-agonistisch wirkende Substanzen auch in der gelben rezessiven
(e/e) Maus antiinflammatorisch Wirkung. MC3-Rezeptoren lassen sich ebenfalls
auf Zellen, die in das Entziindungsgeschehen eingreifen, nachweisen. Damit
ruckt ein anderer Melanocortinrezeptor als moglicher Zielrezeptor des a-MSH in
den Mittelpunkt. Dies wurde auch erklaren, warum die Pankreatitis in der gelben
rezessiven (e/e) Maus nicht schwerer verlauft als in der Gruppe der
Wildtypmause.

Mutationen im MC1-Rezeptor Gen bestimmen ganz erheblich die Fellfarbe bei
Tieren und Haut-/Haarfarbe beim Menschen. Menschen mit heller Hautfarbe
oder roten Haaren, die auf niedrige MC1-Rezeptor Aktivitaten beruhen,
mussten durch niedrige Aktivitaten eines antiinflammatorisch wirkenden
Proteins einen hoéheren Grad der Immunsuppression aufweisen. Phanotyp-
Genotyp Untersuchungen zeigen keine Hinweise flr eine vermehrte
Immunsuppression. Untersuchungen an menschlichen Lymphozyten zeigen
zwar den antiinflammatorischen Effekt des a-MSH, dieser ist aber unabhangig

vom der MC1-Rezeptor-Variante.

Trotzdem konnen weitere Experimente zur akuten Pankreatitis im Tiermodell
der gelben rezessiven (e/e) Maus grundlegende Erkenntnisse zur Pathogenese
liefern, da die Experimente darauf hin deuten, dass die Pankreatitis in den
gelben rezessiven (e/e) Mausen in unterschiedlicher Auspragung verlauft als in
Wildtypmausen. Allerdings verlauft die Entziindung nicht verstarkt, sondern in

einer milderen Form.
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