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Einleitung 1

1. Einleitung

11 Funktion des exokrinen Pankreas

Die in der Nachbarschaft des Zwodlffingerdarms lokalisierte Bauchspeicheldrise,
auch als Pankreas bezeichnet, ist eine serdse Drise von etwa 70 bis 90g Gewicht.
Sie besteht aus vielen Tausend schon makroskopisch sichtbaren Lappchen. Die
morphologischen und funktionellen Grundeinheiten in diesen Lobuli bilden die als
Azini bezeichneten Drisenendsticke. Diese im Bindegewebe eingeschlossen Azini
sind Uber Gange miteinander verbunden und minden Uber den Pankreashauptgang
in den Dunndarm. Die Azinuszellen synthetisieren mehr Protein als jede andere
exokrine Zelle. Durch die Freisetzung verschiedenster Enzyme unterstitzt das
Pankreas die Verdauung der Nahrung im Darm wesentlich und ermdglicht den Abbau
von Proteinen durch Enzyme, wie Trypsin und Elastase, von Kohlenhydraten durch
Amylase und die Spaltung von Fetten durch Lipase.

Hierbei werden unter physiologischen Bedingungen durch Nahrungsaufnahme
Acetylcholin und verschiedene Peptidhormone, wie das Cholecystokinin (CCK)
freigesetzt (Adler et al., 1995). Diese binden an Rezeptoren (Adler et al., 1991) auf
der Zelloberflache der Azinuszelle und setzen Uber Signaltransduktionswege die
Proteinsekretion in Gang (Soudah et al., 1992; Owyang, 1993; Li und Owyang,
1994).

Die Synthese (Schema 1.1) der proteolytischen und lysosomalen Hydrolasen erfolgt
in Ribosomen, die am rauhen endoplasmatischen Retikulum gebundenen sind. Zum
Schutz der Zelle vor einer vorzeitigen Aktivierung, gefolgt von einer Autodigestion
werden die Enzyme als inaktive Vorstufen, den Zymogenen, synthetisiert.
Lysosomale Hydrolasen werden in der Regel zusatzlich mit einem Mannose-6-
Phosphatrest versehen. In membranumschlossenen Kompartimenten werden die
Zymogene zum Golgi-Komplex transportiert. Diese werden Uber einen Mannose-6-
Phospatrezeptor als lysosomale Proteine erkannt und schniren sich in Vesikel
verpackt vom Golgi ab. Uber einen ReifungsprozeR vom primaren zum sekundaren
Lysosomen werden die Zymogene aktiviert. Die sekretorischen Proteine werden

ebenfalls in membranumschlossenen Vesikeln, den kondensierenden Vakuolen
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. Sekretorische Zymogene PL Primares Lysosom
° Lysosomale Enzyme SL Sekundares Lysosom
RER Rauhes endoplasmatisches KoV Kondensierende Vakuole
Retikulum G Zymogengranulum
Golgi Golgi-Komplex

Schema 1.1: Enzymsynthese im Pankreas

Die Synthese der proteolytischen (schwarze Punkte) und lysosomalen Hydrolasen (weif3e Punkte)
erfolgt am rauhen endoplasmatischen Retikulum (RER) als Zymogene. Lysosomale Hydrolasen
werden zusatzlich mit einem Mannose-6-Phosphatrest versehen. Nach dem Transport zum Golgi-
Komplex (Golgi) werden Uber den Mannose-6-Phosphatrezeptor lysosomale Proteine erkannt. Diese
schniren sich membranumhillt ab und reifen Uber primare (PL) zu sekundaren (SL) Lysosomen.
Sekretorische Proteine werden in kondensierenden Vakuolen (KoV) verpackt, reifen zu
Zymogengranula (ZG) heran, und werden an der apikalen Zellmembran exozytiert.

verpackt, die zu den Zymogengranula reifen. Nach dem Transport und der
Verschmelzung mit der apikalen Zellmembran werden die noch inaktiven Zymogene
in das Lumen freisetzt (Palade, 1975).

Unter physiologischen Bedingungen sind in den Zymogengranula neben den
sekretorischen Proteinen auch kleinere Anteile von lysosomalen Proteinen
nachweisbar. Die sekretierten Proteine werden Uber Gange als Pankreassaft in den
Dunndarm geleitet. Durch die von der Darmmukosa freigesetzte Enterokinase
(Maroux et al, 1971) wird inaktives Trypsinogen durch Abspaltung des
Trypsinogenaktivierungspeptids (TAP) aktiviert (Hurley et al., 1988). Nachfolgend
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aktiviert Trypsin in einem Kaskadenprozel3 die anderen Serinproteinasen, wie
Chymotrypsinogen, Proelastase und Procarboxydase durch Abspaltung ihres
jeweiligen Propeptides (Schema 1.2) (Rinderknecht, 1986). Andere Enzyme, wie
Lipase und Amylase, werden in aktiver Form von den Azinuszellen sekretiert. Zum
Schutz der Zelle vor einer vorzeitigen Aktivierung sind die Zymogene nicht nur durch
Verpackung in den Zymogengranula von anderen zellularen Kompartimenten
separiert, sondern konnen andererseits durch vorhandene Proteinaseinhibitoren
inaktiviert werden (Witt et al., 2000; Pfutzer et al., 2000; Threadgold et al., 2002).
Weiterhin liegt der pH-Wert in Zymogengranula weit unterhalb des katalytischen

Optimums fur den Uberwiegenden Teil digestiver Proteinasen (Orci et al., 1987).

TAP IWEADMNENEE | Trypsinogen

l Enterokinase im Dinndarm
[Tap] [ WEEENEN | Trypsin

Trypsinogen » Trypsin
Pro-Elastase » Elastase
Chymotrypsinogen Chymotrypsin

v

Pro-Phospholipase A2 Phospholipase A2

— |—|—|«—
v

v

Pro-Carboxypeptidase Carboxypeptidase

Schema 1.2: Aktivierungskaskade der Pankreaszymogene

Die im Dinndarm freigesetzte Enterokinase spaltet das Trypsinogenaktivierungspeptid (TAP) vom
Trypsinogen ab. Das freigesetzte Trypsin aktiviert nachfolgend kaskadenartig andere Zymogene
durch Propeptidabspaltung.

1.2  Zellulare Mechanismen der Entwicklung einer Pankreatitis

Die Pankreatitis tritt mit einer Inzidenz von 10 bis 46 pro 100000 Einwohnern auf und
unterscheidet sich von anderen Entzundungskrankheiten dadurch, dass sie selten
durch Infektionen oder Autoimmunprozesse ausgelost wird (Mayerle und Lerch,

2000). Ein Grolteil der Krankheitsverlaufe fuhrt nach kurzer Zeit zur vollstandigen
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Ausheilung. Bisher konnte kein kausales Konzept zur Behandlung dieser Erkrankung
gefunden werden. 80% der Pankreatitiden beruhen auf einer akuten ddematdsen
Pankreatitis. Hierbei entwickelt sich aufgrund von Entzindungsreaktion ein
interstitelles Odem mit Aufldsung der Organstruktur. Bereits 1896 stellte Chiari die
Hypothese auf, dass das entscheidende Ereignis bei der Entstehung der Pankreatitis
eine Selbstverdauung des Pankreas durch die eigenen Verdauungsenzyme ist und
es zu einer Zellschadigung durch Nekrose kommt (Lerch et al., 1992; Kloppel et al.,
1986; Foulis, 1980). Ein Groldteil der heutigen Kenntnisse in Bezug auf die
Entwicklung der Pankreatitis beruht nicht auf Studien beim Menschen, sondern auf
Tiermodellen und isolierten Zellen. Biopsien sind aus medizinischen und ethischen
Grunden schwer zu vertreten und andererseits sind die initialen Prozesse der
Aktivierung bei den zur Behandlung kommenden Patienten bereits abgeschossen
und entziehen sich somit einer Untersuchung.

Studien an Ratten haben gezeigt, dass die intravendse oder die intraperitoneale
Gabe von supraphysiologischen Konzentrationen von Caerulein, einem
synthetischen Cholecystokininanalogon, ein vergleichbares Krankheitsbild, wie bei
der menschlichen 6dematésen Pankreatitis auslost (Adler et al., 1979; Lemmon und
Schlessinger, 1995). Der grof3e Vorteil dieses klinisch relevanten Krankheitsmodells
liegt in der einfachen Handhabung, verbunden mit Reproduzierbarkeit und guter
Charakterisierung. Die In-vivo-Stimulation kleiner Nagetiere mit physiologischen
Konzentrationen von Caerulein fuhrt zu einer 80% igen Entleerung der
Enzymspeicher nach Bindung an dem hochaffinen CCK-A-Rezeptor. Im Modell der
Caerulein induzierten Pankreatitis liegt eine Hyperstimulation des niedrigaffinen
CCK-A-Rezeptors mit nachfolgender Blockade der Exozytose an der luminalen
Azinuszellmembran vor (Saluja et al., 1989). Diese kann durch Gabe der 100-1000
Fachen einer physiologischen Konzentration entsprechenden Caeruleinmenge
erreicht werden. Modelle auf der Basis von Zelllinien sind aufgrund des Verlustes der
Enzymsekretion, der intrazellularen Proteinasenaktivierung und der Zellpolaritat zur
Beantwortung der initialen Ereignisse nur eingeschrankt einsetzbar. Jedoch kdnnen
Primarzellen aus dem Pankreas des Tieres mittels Abbau des Bindegewebes durch
Collagenase isoliert werden. Die dabei erhalten Azini, die aus drei bis einhundert
zusammenhangenden Azinuszellen bestehen, zeigen nach supramaximaler
Caerulein- oder Cholecystokininstimulation die gleichen zellularen Ablaufe wie im

Tiermodell. Die Azini eignen sich zur Untersuchung der intrazellularen Prozesse in
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der initialen Phase einer Pankreatitis, sind aber aufgrund des hohen
Differenzierungsgrades der Azinuszellen nur in kurzen Zeitraumen nutzbar.

In der Fruhphase der experimentellen Pankreatitis konnte eine Aktivierung der
sekretorischen Zymogene Trypsinogen und Proelastase nachgewiesen werden
(Bialek et al.,, 1991; Luthen et al, 1995). Parallel konnten die nach
Zymogenaktivierung abgespaltenen Propeptide des Trypsinogens (TAP) (Schmidt et
al., 1992; Gudegeon et al, 1990; Mithofer et al., 1998 ) oder der
Procarboxypeptidase (Appelros et al., 1998) im Pankreas, Serum und Urin gefunden
werden. Im Urin und Serum von Pankreatitispatienten konnte ebenfalls TAP
gefunden werden. Dessen Menge stellt eine prognostische Marke flir den
Schweregrad der Pankreatitis dar (Neoptolemos et al., 2000). Durch prophylaktische
Gabe von Serinproteinaseinhibitoren konnte sowohl die experimentelle (Lasson und
Ohlsson, 1984; Niederau und Grendell, 1998), als auch die durch endoskopische
Untersuchungen beim Menschen verursachte Pankreatitis (Cavallini et al., 1996;
Tympner und Rosch, 1982) signifikant reduziert werden. Die therapeutische Gabe
solcher Inhibitoren an Patienten mit klinisch manifester Pankreatitis zeigte keine
Erfolge, da die Proteinasenaktivierung am ehesten fir die Krankheitsentwicklung in
der initialen Phase relevant ist (Blchler et al., 1993). Klinische, sowie
tierexperimentelle Studien zeigten, dass im zeitlichen Verlauf der Pankreatitis die
Zymogenaktivierung innerhalb der ersten Stunde der Krankheitsphase beginnt und
biphasisch mit einer zweiten Spitze nach mehreren Stunden beobachtet werden kann
(Gukovskaya et al.,, 2002). Diese Beobachtung deutet darauf hin, dass mehrere
Mechanismen an der Pankreaszymogenaktivierung beteiligt sind.
Entzindungsprozesse konnten einen Einflul auf die Zymogenaktivierung haben.

Der Stand der Literatur legt nahe, dass die intrazellulare Zymogenaktivierung

maldgeblich in der Initiierung der Pankreatitis beteiligt ist.

1.3 Die Rolle der Trypsinogenaktivierung wahrend der Pankreatitis

Seit einem halben Jahrhundert ist aus In-vitro-Studien bekannt, dass Trypsin nicht
nur andere Zymogene, wie Chymotrypsinogen, durch Abspaltung dessen

Propeptides aktivieren, sondern auch sich selbst autoaktivieren kann (Kunitz und
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Northrop, 1935; Kassel und Kay, 1973). Man stellte daher neben anderen Theorien
die Hypothese auf, dass der initiale Schritt der Pankreatitis auf einer Autoaktivierung
von Trypsinogen beruht (Whitcomb, 1999). Das Trypsin kdonnte dann in einen
kaskadenartigen Zymogenaktivierungsprozess, ahnlich wie im Dinndarm vorhanden,
andere Zymogene aktivieren, die zur Autodigestion des Organs fuhren.

Subzellulare Untersuchungen an Azini haben unter Verwendung von zellgangigen
fluorogenen Trypsinsubstraten gezeigt, dass es nach supramaximaler CCK-
Stimulation im sekretorischen Kompartiment nach wenigen Minuten zu einer
Trypsinogenaktivierung kommt (Krager et al., 1998). Durch Aktivitdtsmessungen in
uber Dichtegradientenzentrifugation  erhaltene subzellularen Fraktionen CCK-
stimulierter Azini konnte auRerdem die Trypsinaktivitat nicht in Zymogengranula,
sondern  in Vesikel niedriger Dichte, die den zytoplasmatischen Vakuolen
entsprechen, nachgewiesen werden. Mit Hilfe der Elektronenmikroskopie konnte in
membranumschlossenen Vesikeln niedriger Dichte die Trypsinogenaktivierung nach
wenigen Minuten der Pankreatitisinduktion ebenfalls nachgewiesen werden
(Hofbauer et al., 1998). Diese Resultate stutzten die Annahme, dass Trypsinogen in
der Frihphase der Pankreatitis aktiviert wurde.

Wir konnten an Pankreasazini und Lobuli unter Verwendung eines reversiblen
Trypsininhibitors zeigen, dass die Inhibierung der Trypsinaktivitat unter
supramaximaler CCK-Stimulation die Bildung des bei der Trypsinogenaktivierung
freiwerdenden Aktivierungspeptides (TAP) in den Azinuszellen nicht beeinfluldte
(Halangk et al., 2002). Daraus konnte geschlossen werden, dass zur
Trypsinogenaktivierung Trypsinaktivitat nicht bendtigt wird und offensichtlich keine
Trypsinogenautoaktivierung stattfindet. Entfernte man den Inhibitor nach der CCK-
Stimulation der Zellen durch Auswaschen, war eine vierfach hohere Trypsinaktivitat
als bei alleiniger Stimulation ohne Inhibitor nachweisbar. Somit konnte der 80 % ige
Verlust des aktivierten Trypsins nur durch Inaktivierung durch sich selbst oder
anderer Proteinasen erklart werden. Auf Stand dieser Ergebnisse konnte davon
ausgegangen werden, dass die Trypsinogenautoaktivierungstheorie in isolierten
Azinuszellen nicht zutrifft.

Ein Sonderfall stellt die hereditare Pankreatitis dar, die mit Punktmutationen im
Trypsinogen-Gen assoziiert ist (Whitcomb et al., 1996; Gorry et al., 1997; Teich et
al.,, 1998; Simon et al., 2002). Man nahm daher an, dass die Pathogenese der

Pankreatitis hierbei auf einer Funktionsverstarkung des Trypsins beruhen kénnte. Da
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sich die Einflusse dieser Mutationen auf Struktur und funktionelle Eigenschaften des
Enzyms bisher hauptsachlich auf In-vitro-Ergebnisse beziehen, unterliegt die Theorie
einer heftigen Diskussion (Varallyay et al., 1998; Teich et al., 2000; Sahin-Toth und
Toth, 2000; Sahin-Toth, 2000; Le Marechal et al., 2001; Pfutzer et al., 2002).

14 EinfluBR von Iysosomalen Cathepsin B auf die vorzeitige

Zymogenaktivierung

Untersuchungen an subzellularen Kompartimenten der Azinuszelle zeigten, dass in
den Zymogengranula unter physiologischen (Tooze et al., 1991; Kukor et al., 2002)
als auch unter pathologischen Bedingungen (Willemer et al., 1990; Lerch et al., 1993)
neben sekretorischen Zymogenen auch Anteile lysosomaler Proteine vorhanden
waren (Schema 1.3).

Besondere Aufmerksamkeit wurde dabei dem Cathepsin B gewidmet, da dieses /n
vitro Trypsinogen aktivieren konnte (Figarella et al., 1998; Greenbaum und
Hirshkowitz, 1961). Auf Basis dieser Beobachtungen stellte man neben der
Trypsinogenautoaktivierungshypothese die Annahme auf, dass die
Trypsinogenaktivierung in der Pankreatitis durch Cathepsin B erfolgen kdnnte.
Theorieunterstitzend konnte aul’erdem gezeigt werden, dass es in der
experimentellen Pankreatitis, wie in subzellularen Fraktionierungsexperimenten, zu
einer Umverteilung von lysosomalem Cathepsin B zu einer mit Zymogengranula
angereicherte Fraktion stattfindet (Saluja et al., 1987).

Jedoch mufte die Hypothese kritisch betrachtet werden, da Cathepsin B, wie
erwahnt, auch unter physiologischen Bedingungen mit Trypsinogen kolokalisiert ist.
Einen EinfluR konnte der pH-Wert haben, der im sekretorischen Kompartiment
wahrend der Pankreatitis sinkt (Niederau und Grendell, 1988). Somit konnte das
unter Normalbedingungen in den Zymogengranula durch den dort vorliegenden pH-
Wert inaktive Cathepsin B durch den sinkenden pH-Wert in der Pankreatitis aktiviert
werden. Eine Pufferung dieser pH-Wertverschiebung mit schwachen Basen fluhrte in
Azinuszellen zu einer Blockade der Proteinasenaktivierung (Kriger et al., 2000;
Leach et al.,, 1991), hatte aber im Tiermodell wiederum keinen Einflul auf die

Krankheitsentwicklung (Lerch et al., 1993). Die Umverteilung von Cathepsin B in eine
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. Sekretorische Zymogene PL Primares Lysosom
° Lysosomale Enzyme SL Sekundares Lysosom
RER Rauhes endoplasmatisches KoV Kondensierende Vakuole
Retikulum G Zymogengranulum
Golgi Golgi-Komplex ZN Zytoplasmatische Vakuole

Schema 1.3: Pathologische Prozesse in der Azinuszelle

In der Initialphase der Pankreatitis wird die Enzymsekretion blockiert. Hierdurch kommt es zu einer
Anreicherung von Zymogengranula (ZG) und zu einer Umverteilung von lysosomalen Hydrolasen
(weile Punkte) zu den sekretorischen Proteinen (schwarze Punkte) in den zytoplasmatischen
Vakuolen (ZV). AuRerdem findet eine Zmogenaktivierung in diesen Kompartimenten statt.

mit Zymogengranula angereicherte Fraktion konnte in diesem Tiermodell durch
experimentelle Beeinflussung der lysosomalen Sortierung erreicht werden und war
nicht mit der Entwicklung einer Pankreatitis assoziiert.

In  verschiedenen  In-vitro-Experimenten  fuhrte  die  Verwendung von
Cathepsininhibitoren entweder zu einer Steigerung (Leach et al., 1991), oder aber
zur Senkung der intrazellularen Trypsinogenaktivierung (Saluja et al., 1997). Auch
die praventive Gabe von lysosomalen Enzyminhibitoren schutzte nicht vor der
Entwicklung einer experimentellen Pankreatitis (Steer und Saluja, 1993) Andere
Ergebnisse deuteten auf keine Beeinflussung der Trypsinogenaktivierung durch

Cathepsininhibitoren hin (Klonowski-Stumpe et al., 1998) oder sprachen Cathepsin B
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eine protektive Funktion in der Zymogenaktivierung zu (Gorelik et al., 1992). Die
limitierte Zahl an zellgangigen und meist zu enzymunspezifischen Inhibitoren
lysosomaler Hydrolasen konnte die Cathepsinhypothese somit nicht eindeutig
beantworten.

Wir konnten in einer experimentellen Pankreatitisstudie an Cathepsin B-defizienten
Mausen zeigen, dass im Vergleich zu den Wildtyptieren die Trypsinogenaktivierung
in der Pankreatitis um 90% reduziert war (Halangk et al., 2000). Die Abnahme der
Trypsinogenaktivierung senkte jedoch den Schweregrad der Pankreatitis nur zu 50%.
Begleitete Entziindungsprozesse wurden hiervon jedoch nicht beeinfluf3t.

Diese Beobachtung stellte den ersten experimentellen Beweis einer zentralen
Funktion von Cathepsin B fur die intrazellulare Trypsinogenaktivierung wahrend der
Entwicklung der akuten Pankreatitis dar. Es mul® jedoch noch andere Mechanismen

geben, die die initiale Krankheitsentwicklung und deren Verlauf beeinflussen.

1.5 Die Rolle der Apoptose in der Pankreatitis

Der Tod einer Zelle beruht auf einer Nekrose oder Apoptose. Untersuchungen auf
Basis von verschiedenen Pankreatitismodellen konnten zeigen, dass die
intrazellulare Zymogenaktivierung ein initiales Ereignis in der Entwicklung einer
Pankreatitis darstellt (Yamaguchi et al., 1989; Bialek et al., 1991). Diese fuhrt zu
weitreichenden Entzindungsprozessen, die unter anderem zur Nekrose von
Azinuszellen fuhren kann (Lerch et al., 1992). Die Apoptose dagegen ist ein
energieabhangiger, streng regulierter Prozeld bei dem Entzindungsprozesse
normalerweise nicht beteiligt sind.

Neuere Studien an verschiedenen Pankreatitismodellen haben gezeigt, dass
Apoptose und Nekrose sich parallel entwickeln kdnnen (Kaiser et al., 1995; Fujimoto
et al., 1997; Sandoval et al., 1996). Ein zentrales Ereignis in der Apoptose stellt die
Aktivierung von Cysteinproteinasen, den Caspasen (Cohen, 1997; Hennig und
Salvesen, 1999) dar, die auch bei Patienten mit Pankreatitis erhoht nachweisbar
waren (Ramadani et al., 2000; Rau et al., 2001).

Man konnte bisher zwei unterschiedliche Hauptaktivierungswege der Procaspasen
identifizieren (Scaffidi et al., 1998; Budihardjo et al., 1999). Einer wird Uber die



Einleitung 10

Todesdomanenrezetoren (Denecker et al., 2001) aktiviert, wobei es Uber
signalvermittelte Komplexe zu einer Aktivierung von Effektorcaspasen kommt.
Nachfolgend werden hierdurch andere Caspasen, wie Procaspase-3 (Nicholson et
al., 1995; Stennicke et al., 1998; Porter und Jannicke, 1999) in einem
Kaskadenprozel} aktiviert, die zum Abbau zellularer Funktionen fuhren.

In einem zweiten Weg sind mitochondriale Veranderungen (Kroemer et al., 1998;
Crompton, 1999) mit Cytochrom C-Freisetzung eingeschlossen, die ebenfalls zu
einer Effektorcaspasenaktivierung fuhren.

Neuere Experimente zeigten, dass es in Azinuszellen neben einer
todesrezeptorvermittelten (Kornmann et al., 2000; Shi-Bing et al., 2001), auch zu
einer CCK-rezeptorvermittelten Aktivierung apoptotischer Prozesse kommt
(Gukovskaya et al., 2002) und daher die Apoptose neben der Nekrose in der

Entwicklung des Zelltodes wahrend der Pankreatitis mit eingebunden ist.

1.6 Die Gruppe der Serinproteinasen

Man kennt bisher funf Typen von Peptidasen, in denen Serin-, Threonin-, Cystein-,
Aspartyl- oder Metallogruppen die primare Rolle im katalytischen Zentrum spielen.
Die Serin-, Threonin- und Cysteinpeptidasen weisen im katalytischen Bereich eine
als Nukleophil dienende Aminosaure auf, die sich von den Aspartyl- und
Metalloproteinasen mit einem aktivierten Wassermolekul oder anderen Gruppen
wesentlich unterscheiden. Eine Konsequenz hiervon ist, dass Acyl-Enzym-
Zwischenprodukte nur durch Reaktion mit Serin-, Threonin und Cysteinpeptidasen
ausgebildet werden kénnen und somit nur diese als Transferasen bezeichnet werden
konnen. Peptidasen in denen die Hydroxylgruppe einer Serinseitenkette als
Nukleophil Peptidbindungen angreift, wird als Serinpeptidase bezeichnet. Die
wenigen threoninabhangigen Peptidasen werden ebenfalls in diese Gruppe gefalt.

Man kennt bisher 40 Familien vom Typus der Serin- und Threoninpeptidasen, die auf
Basis der Zusammensetzung und der Aminosaurensequenz unterschieden werden.
Die hauptsachlich vom Pankreas sekretierten Proteinasen, wie Trypsin,
Chymotrypsin und Elastase gehoéren der Familie S1 an. Im Pankreas konnten auch

neuere Strukturvarianten mit transmembranarer Assoziation gefunden werden
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(Wallrapp et al., 2000). Diese Peptidasen besitzen eine aus Histidin, Aspartat und
Serin bestehende katalytische Triade. |hre Tertiarstruktur besteht hauptsachlich aus
Beta-Faltblattstrukturen mit einer Doppeldomanenstruktur aus Beta-Helicies,
zwischen denen sich das katalytische Zentrum befindet.

Ein Groldteil der S1-Peptidasen wird mit einem N-terminalen Signal- und Propeptid
synthetisiert. Dieses Peptid mull zur Generierung des aktiven Enzyms proteolytisch
abgespalten werden und fuhrt zu einer Konformationsédnderung des Enzyms.
Hierdurch kommt es zur Formation und Stabilisierung des aktiven Zentrums und der
Bindungstasche. Die Lange dieser Extension variiert enorm zwischen zwei
Aminosauren beim Cathepsin G bis zu mehreren hundert Aminosauren langen
Ketten der Blutkoagulationsfaktoren (Patthy,1990).

Das Trypsin kann als Prototyp der S1-Serinendopeptidasen angesehen werden
(Kihne, 1876; Neurath und Zwilling, 1986). Von ihm konnte neben anderen
Peptidasen die grundlegenden Eigenschaften dieser Enzymfamilie, sowie die
Funktion bestimmter Strukturdomanen abgeleitet werden (Perona und Craik, 1995).
Auf Basis von rontgenkristallographischen und chemischen Daten des Trypsins und
des Chymotrypsins (Northrop und Kunitz, 1939) konnte der Kkatalytische
Mechanismus der Peptidspaltung hergeleitet werden (Steiz und Shulman, 1982;
Kossiakoff und Spencer, 1981; Kraut, 1977). Hierbei findet im ersten Schritt eine
Substratbindung Uber das Serin statt, bei dem Uber einen tetraedrischen
Ubergangszustand stabilisiert die Peptidbindung gespalten wird und sich ein Acyl-
Enzym-Zwischenprodukt bildet (Schema 1.4). Die Aminkomponente diffundiert ab,
und das Zwischenprodukt wird durch Wasser hydrolysiert. Es findet also eine
Deacylierung und somit eine Freisetzung der sauren Komponente des Peptides statt.
Dieser Mechanismus in dem das Serin 195, das Histidin 57 und das Aspartat 102 als
katalytische Triade beteiligt sind, ist bei allen Serinpeptidasen gleich.

Die unterschiedliche Substratspezifitat beruht auf strukturelle Unterschiede im
Bindungszentrum. Diese Tasche bestehnt beim Chymotrypsin aus unpolaren
Aminosauren, die die Bindung von aromatischen und sperrigen Peptiden
ermdglichen (Schellenberger et al., 1991). Im Trypsin befindet sich in dieser Tasche
zusatzlich ein Aspartat 189, das die Bindung von Lysin- und Argininseitenketten
ermdoglicht (Graf et al., 1987). Elastase hingegen kann durch Austausch von Glycin

gegen Valin und Threonin nur kleine Ketten binden (Bieth, 1978).
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Schema 1.4: Mechanismus der Peptidspaltung durch Serinproteinasen

Im ersten Schritt der Peptidhydrolyse findet eine Acylierung des Serin-195 statt, bei dem Uber einen
tetraedrisch koordinierten Ubergangszustand die Peptidbindung gespalten und die Aminkomponente
abdiffundiert. Histidin-57 und Aspartat-102 stabilisieren das Zwischenprodukt. Dieses wird
nachfolgend durch Wasser deacyliert, wobei die saure Peptidkomponente freigesetzt wird. Auch
hierbei wird der Protonentransfer und die Stabilisierung iber Histidin-57 und Aspartat-102 vermittelt.
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Andere strukturell wichtige Domanen stellen Calciumbindungsseitenketten dar, die
fur die Enzymstabilitat wesentlich sind. Sie werden beim Trypsin aus einer Schleife
von Glutamin 70 bis Glutamin 80 gebildet (Bode und Schwager, 1975) und fihren bei
Entfernung des Calciums zur schnellen Autodegradation (Colomb und Figarella,
1979; Colomb et al., 1979).

Die Entdeckung von Punktmutationen (Whitcomb et al., 1996; Whitcomb, 1999) im
Trypsinmolekul, die mit der hereditaren Pankreatitis assoziiert ist, zeigt das auch
einzelne Aminosaurenaustausche maoglicherweise die Eigenschaften eines Enzyms
wesentlich in Aktivierung (Witt et al., 1999), Aktivitat und Stabilitat beeinflussen
kénnen (Simon et al., 2002).

Viele Peptidasen treten aufgrund von mehreren unterschiedlichen Sequenzen im
Genom in verschieden Varianten auf. Man kennt z. B. vom Trypsin kationische-,
anionische- und Mesoformen, die speziesspezifisch in unterschiedlichen Anteilen

gemeinsam auftreten (Higaki und Light, 1985).

1.7 Die Gruppe der Cysteinproteinasen

Peptidasen, bei denen das Nukleophil eine Sulfhydrylgruppe einer Cysteinseitenkette
darstellt, bezeichnet man als Cystein-Typ-Peptidase. Der katalytische Mechanismus
ahnelt dem der Serinpeptidasen, bei denen ein Nukleophil und ein Protonendonor
interagieren. Die in den Cysteinpeptidasen vorhandene Histidinseitenkette dient
hierbei als Protonendonor.

Auf die Eigenschaften dieser Peptidasengruppe zugeordneten Cathepsin B und L,
die Mitglieder der Familie C1 sind, soll aufgrund ihrer Relevanz in der Pankreatitis
naher eingegangen werden. Sie werden als Vorstufen mit einem N-terminalen
Propeptid, sowie einem Signalpeptid synthetisiert. Das Propeptid des Cathepsin B
und des Papains blockiert durch Bindung in umgekehrter Orientierung zum Substrat
das aktive Zentrum (Cygler et al., 1996; Turk et al., 1996). Wie In-vitro-Studien flr
Cathepsin B gezeigt haben, kann es bei niedrigen pH-Werten, wie sie z. B. innerhalb
eines Lysosoms vorliegen, zu einer Autoprozessierung kommen (Rowan et al., 1992;
Mach et al., 1994). Der Abspaltung des Propeptides folgt manchmal eine weitere

Prozessierung und Oligosaccharidmodifikation. Cathepsin B und L bestehen in der
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Enzymvorstufe aus einer leichten und einer schweren Kette, die durch proteolytische
Spaltung unter Verlust eines Di- oder Tripeptides entsteht. Bei Cathepsin B wird
noch ein zusatzliches C-terminales Hexapeptid abgespalten (Rowan et al., 1993).

Die Familie C1 schliel3t sowohl Endopeptidasen, als auch Exopeptidasen ein, die im
sekretorischen Kompartiment in Vakuolen oder Lysosomen transportiert werden. Die
Unterscheidung zwischen Endo- und Exopeptidase ist verwirrend, da bei Cathepsin
B die exopeptidatische, bei Cathepsin L die endopeptidatische Aktivitat uberwiegt
(Kargel et al.,, 1980,1981). Das C-terminal abspaltende Cathepsin B fungiert
mechanistisch als Peptidyldipeptidase, die durch ein Paar von Histidinseitenketten in
einer erweiterten Schleife am aktiven Zentrum die Bindung des C-terminalen
Substratcarboxylates ermoglicht.

Die lysosomale Lokalisation von Cathepsin B und L deutet auf eine prinzipielle
Funktion in der intrazellularen Proteindegradation hin, die bei Cathepsin L im
Vordergrund steht. Jedoch konnten die Cathepsine auch in anderen
Zellkomparitmenten nachgewiesen werden. Knock-Out-Studien haben gezeigt, dass
Cathepsin B eine Rolle in der Antigenprasentation spielt (Deussing et al., 1998) und
ist wie bisher erwahnt an die Trypsinogenaktivierung im Rahmen der Pankreatitis
beteiligt ist (Halangk et al., 2000). Cathepsin L defiziente Mause haben eine gestorte
Haarentwicklung und eine niedrigere Lebenserwartung (Roth et al., 1996; Reinheckel
et al., 2001).

Eine wichtige in den apoptotischen Zelltod (Stennicke und Salvesen, 1998; Grutter,
2000) involvierte Cysteinproteinasengruppe stellen die Caspasen in Familie 14 dar.
Die als signalvermitteInde Aktivatoren oder an der gezielten Proteindegradation
beteiligten Caspasen sind Endopeptidasen, die eine hohe Spezifitat zur Hydrolyse
von Aspartylbindungen aufweisen. Von dieser Eigenschaft wurde auch ihr Name
abgeleitet: Cystein-abhangige Aspartat spezifische Proteinase.

Die gut charakterisierte Caspase-3, die haupsachlich die kernlokalisierte Poly(ADP-
Ribose)-Polymerase degradiert, wird als inaktiver Einzelstrangvorlaufer synthetisiert
(Stennicke et al., 1998; Porter und Jannicke, 1999). Uber einen kaskadenartigen
Prozel3 (Stennicke 2000) durch Effektorcaspasen, wie Caspase-8 (Muzio et al.,
1998) wird diese in einem aktiven Heterodimer Uberfuhrt (Martin et al., 1998). Bei
den Effektorcaspasen nimmt man einen anderen Aktivierungsmechanismus durch

Eigenprozessierung an (Yang et al., 1998).
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2. Aufgabenstellung fiir die vorliegende Arbeit

Trypsin wird eine zentrale Rolle in den initialen Ereignissen bei der Entwicklung einer
Pankreatitis zugeschrieben. Man ist hierbei von einem kaskadenartigen
Aktivierungproze® wie er im Dunndarm vorliegt ausgegangen. Diese Annahme
konnte bisher nur durch In-vitro-Versuche gestutzt und nicht durch Untersuchungen
in lebenden Zellen bestatigt werden.

Daher soll im Tiermodell supramaximal stimulierter Pankreasazini die Aktivierung der
in der Kaskade obenstehenden Zymogene Trypsinogen und Proelastase untersucht
werden. Messungen auf Einzelzellniveau, als auch in Zellsuspensionen mit Hilfe der
Fluoreszenzmikroskopie und Cytofluorometrie sollen unter Einsatz von spezifischen
Inhibitoren zeigen, inwieweit die Hypothese einer Aktivierungskaskade in der
Pankreatitis haltbar ist.

Aulerdem wird die Zymogenaktivierung seit fast einem Jahrhundert im direktem
Zusammenhang mit der Zellschadigung gebracht. Daher soll unter Anwendung des
oben erwahnten Methodik gezeigt werden, ob die Trypsinogen- oder die
Proelastaseaktivierung an der Entwicklung einer Azinuszellnekrose beteiligt ist.
Neuere Untersuchungen haben eine paralleles Auftreten der Zelluntergangs durch
Apoptose und Nekrose in der Pankreatitis gezeigt. Aus diesem Grunde soll eine
mogliche Verkopplung der durch CCK-Stimulation in Azinuszellen ausgelosten
Mechanismen: 1) der Aktivierung der sekretorischen Zymogene, 2) des nekrotischen
Zelluntergangs und 3) der in der Apoptose involvierten Procaspase-3-Aktivierung

untersucht werden.
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3. Material

3.1 Materialien und Gerate

Drehinkubator
Elektronenmikroskop
ELISA-Reader

Fluoreszenzspektrometer

Glasgerate

Heizblock

Klhlschranke

Kryomikrotom

Konfokale Imagingeinheit
Klvettenphotometer
Magnetrahrer

Mikroskop

pH-Meter

Perfusor

Plastikartikel und chirugisches
Material

Pipetten
Protein-Elektrophorese Kammern
Stromversorgung
Schuttelwasserbad

Trans-Blot

Ultramikrotom

Vortexer

Waagen

Zentrifugen

(Heidolph, Berlin)

EM 10, (Philips, NL)

MR 5000 (Dynatech, Denkendorf)
Spectra Max Gemini (Molecular Devices,
USA)

(Schott, Mainz)

(Grant Instruments, GB)

-86°C Freezer (Forma Scientific,Bosch)
Frigocut 2800N, (Jung, Heidelberg)
Openlab (Improvision, UK)

Bio Photometer (Eppendorf, Hamburg)
RFT (Ikamag, Staufen)

Diaphot 200 (Nikon, Dusseldorf)

pH Meter 761 Calimatic (Knick, Berlin)
Perfusor Secura (Braun, Melsungen)
(Greiner, Cornig,

Nalgene, Braun, Ethicon)

10-1000 ul (Eppendorf, Hamburg)
Keutz Laborgerate GbR, Kreuzkirchen
Power Pac 300 (Bio Rad, Munchen)
1092 (GFL, Burgwedel)

SD Semi-Dry (Bio Rad, Miinchen)
Ultratome (LKB, S)

VF2 (Janke & Kunkel)

Analytic AC 210S, BL 600 (Sartorius,
Gottingen)

3E-1(Sigma, Dusseldorf), 5417C,
5417R(Eppendorf, Hamburg)

16
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3.2 Chemikalien
Die verwendeten Chemikalien wurden, falls nicht anders angegeben, von den Firmen

Amersham, Merck, Roth, Polysiences, Becton Dikinson oder Sigma mit dem

Reinheitsgrad p.A. eingesetzt.

3.3 Enzyme, Substrate, Inhibitoren und Antikorper

-AMC-Alas Bachem (Heidelberg)
(Succinyl-Alanyls-Aminometylcoumarin hydrochlorid)
-AMC-Arg; Bachem (Heidelberg)

(Z-Arginyl,-Aminometylcoumarin hydrochlorid)

-Caspase-3, Human, Rekombinant aus E. coli Calbiochem (USA)

-Cathepsin B, aus der Rinderleber Calbiochem (USA)
-Cathepsin L, aus der Rindermilz Calbiochem (USA)
-CMAC-lle-Pro-Arg Molecular Probes (USA)
(7-amino-4-chloromethylcoumarin-(CBZ-L-isolecyl-L-Prolyl-L-arginin amid))
-Collagenase, aus Cl. Histolyticum Serva (Heidelberg)
-DEVD-CHO Calbiochem (USA)
(Aspartat-Glutamin-Valin-Aspartat-Aldehyd)

-E64d Bachem (Heidelberg)

(L-trans-Epoxysuccinyl—Leu-3-methylbutylamid-ethylester)

-Elastase, aus dem Schweinepankreas Calbiochem (USA)
-Monoklonaler-Elastase-Antikorper (IgG-Fraktion)  Schebotec (Berlin)

-Nafamostat (Nafamostat Mesilat, Futhan) Tori Pharmaceuticals (Japan)
-Polyklonaler Elastaseantikorper (Serum) Herr Prof. Dr. A. Borgstréom

(Malmd, Schweden)

-Polyklonaler Caspase-3-Antikorper Santa Cruz (USA)
-PhiPhiLux (PhiPhiLux G1D) Oncolmmunin (USA)
-Pefabloc SC Calbiochem (USA)

(4-(2-Aminoethyl)-benzolsulfonylfluorid hydrochlorid)
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-R110-lle-Pro-Arg Molecular Probes (USA)

(Rhodamin 110, bis-(CBZ-L-isolecyl-L-prolyl-L-arginin amid dihydrochlorid)

-R110-Alag Molecular Probes (USA)

(Rhodamin 110, Bis-(CBZ-L-alanins amid))

-S5124 (Pefabloc TRY 1405) Pentapharm (CH)

-Trypsin, aus dem Rinderpankreas Calbiochem (USA)

-VPV-01 (Z-Val-Pro-Val-(OPh), Herr Prof. Dr. med. Walter
Halangk (Magdeburg)

3.4 Puffer, Medien und Losungen

Die angegebenen Puffer und Medien sind soweit nicht anders angegeben bei 4 °C

mindestens einen Tag haltbar.

Cacodylatpuffer 100 mM Natriumcacodylat pH 7.4

Caspasepuffer 50 mM HEPES pH 7.4, 100 mM Natriumchlorid,
1 mM Na-EDTA, 10 mM DTT, 0.1% (v/v)

3-(Cyclohexylamino)-1-propansulfonsaure (CHAPS)

Cathepsinpuffer 100 mM Natriumacetat pH 4.0 (mit Essigsaure
eingestellt), 5 mM Calciumchlorid, 10 mM Cystein

CathepsinMesspuffer 100 mM Natriumacetat pH 5.5 (mit Essigsaure
eingestellt), 5 mM Calciumchlorid, 10 mM DTT

DAPI-Puffer 0.0001 % (w/v) DAPI in PBS
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Einbettmedium

EM-Puffer

Fixationspuffer

HEPES-Puffer

Homogenisationspuffer

Inkubationsmedium

Laemmli-Probenpuffer (2x)

Lysepuffer

19

10 % (w/v) Moviol, 25 % (w/v) Glycerin, 50 % (v/v)
200 mM Tris pH 8.5, auf 24 ml mit dest. Wasser
aufftllen, 10 min unter Ruhren auf 50 °C erwarmen,
2.5 % (w/v) 1,4-Diazabicyclo-[2.2.2]-octan zuflgen,
15 min bei 5000 x g abzentrifugieren, Uberstand

abnehmen, bei =20 °C aufbewahren

2% (viv) Formaldehyd und 2 % (v/v)
Glutardialdehyd in PBS

4% (v/v) Formaldehyd in PBS

20 mM HEPES pH 7.4

50 mM HEPES pH 6.5, 2 mM Magnesiumchlorid, 10

% (w/v) Succrose

8 % (v/v) 100 mM HEPES, 73 % (v/v) DMEM, 19 %
(v/v) 5 % (w/v) BSA Fraktion V, vor Gebrauch mit

Sauerstoff sattigen

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

1 % (w/v) Triton X-100, 150 mM Natriumchlorid,

50 mM HEPES pH 7.4, 10 mM Na-EDTA, 2 mM
Phenylmethylsulfonylfluorid, 10 upM Leupeptin,
Haltbarkeit: 1 h
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Messmedium

NET

Physiologische Kochsalzlosung

Ponceaulosung

Transferpuffer

Tris-Puffer

Tris-Glycin-SDS

PBS

PBS-Natriumborhydrid

Triton-Lysepuffer
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24.5 mM HEPES pH 7.5, 96 mM Natriumchlorid, 6
mM Kaliumchlorid, 1 mM Magnesiumchlorid, 2.5
mM Natriumdihydrogenphosphat, 500 uM
Calciumchlorid, 11.5 mM Glucose, 5 mM Na-
Pyruvat, 5 mM Na-Glutamat, 5 mM Na-Fumarat, 1
% (v/iv) DMEM, 1 % (w/v) BSA Fraktion V, 1 % (v/v)
Ethanol, vor Gebrauch mit Sauerstoff sattigen

150 mM Natriumchlorid, 5 mM Na-EDTA,
50 mM Tris pH7.5, 0.5 % (v/v) Triton X-100

0.9 % (w/v) Natriumchlorid

0.2 % (w/v) Ponceau S, 2 % (w/v)
Trichloressigsaure

48 mM Tris, 39 mM Gilycin, 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 h

2 % (v/v) Triton X-100
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4. Methoden

4.1 Zell- und Pankreatitismodelle

4.1.1 Tierhaltung

Mannliche Wistar Ratten von 140-200 g Korpergewicht oder Mause von 25-40 g
werden im universitatszugehorigen Tierstall in Kafigen zur Einstellung auf
Laborbedingungen in einem zwoIf Stunden Hell-Dunkel-Rhythmus fur mindestens
sieben Tage unter freien Zugang zur Standarddiat und Wasser gehalten. Vor der
Induktion einer Pankreatitis oder der Entnahme eines Pankreas fur die
Azinuszellpraparation lasst man Ratten 12 h und Mause 6 h mit unbegrenztem

Zugang zu Wasser fasten.

4.1.2 Isolierung von Ratten- oder Mauspankreasazini

Die gefasteten Tiere werden mit Aether narkotisiert, das Pankreas entnommen und
durch Ausbluten getdtet. Modifiziert nach Grosfils et al., 1993 wird das Pankreas
sofort in einem 25 ml Erlenmeyerkolben mit 6 ml auf 37 °C vorgewarmten
Inkubationsmedium Uberfuhrt, welches vorher mit Sauerstoff begast und fur Ratten
mit 3 mg, bei Mausen mit 1 mg Collagenase (Serva, Lot 14007) versetzt wurde. Das
Pankreas wird mit einer Schere in Stiicke von 2-3 mm Durchmesser zerschnitten und
far 15 min bei 37 °C im Schuttelwasserbad mit 100 rpm inkubiert. Anschlie3end wird
das Medium dekantiert, durch neues Medium mit Collagenase ersetzt und fur
weitere 15 min unter denselben Bedingungen inkubiert. Die Azini werden aus dem
Pankreas durch finfmaliges Pipettieren durch eine auf 2 mm, 1 mm und 0.5 mm
aufgeschnittenen 1 ml Pipettenspitze herausgelost. Die Zellsuspension wird durch
eine doppelte Lage Verbandsgaze filtriert, 20 sec bei 30 x g abzentrifugiert, der
Uberstand verworfen und das Zellpellet in 10 ml Medium ohne Collagenase

resuspendiert. Nach nochmaliger Zentrifugation und Dekantation werden die in 15 ml
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Medium suspendierten Zellen in Erlenmeyerkolben bei 37 °C im Wasserbad mit 50
rom fir 30 min aquilibriert und kénnen anschlieliend fur Stimulationsexperimente

eingesetzt werden.

l Organentnahme

CCK-

Stimulation
Collagenaseverdau>

v
Parameteranalyse

Abbildung 4.1: Isolation von Pankreasazinuszellen

Nach Entnahme des Pankreas aus der Ratte, wird das Bindegewebe des Organs mit Collagenase
abgebaut, und man erhalt Azini als lebende, funktionelle Untereinheiten aus mehreren Zellen, deren
Grole durch die Praparationstechnik bestimmt wird. In diesen Untereinheiten kann nachfolgend der
EinfluR von CCK und anderen Reagenzien auf die intrazelluldren Prozesse analysiert werden.

4.1.3 Induktion einer Caerulein-Pankreatitis bei der Ratte oder der Maus

Hierzu werden Ratten durch intraperitoneale Gabe von 1,5 mg/kg/KG Pentobarbital
narkotisiert und ein 2-3 cm langer Hautschnitt in der Medianlinie submandibular
gesetzt. Die Vena jugularis interna wird freiprapariert, langs angeschnitten und ein
Jugularvenenkatheter vorgeschoben. Dieser wird mit 3 Nahten fixiert und
anschlieBend die Wunde verschlossen. Der Katheter wird auf dem Rucken

festgeklebt, so dass er von der Ratte nicht beschadigt werden kann.
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Abbildung 4.2: Induktion einer Caerulein induzierten Pankreatitis

A: Benodtigte Gerate zur Operation der Ratten. B: mannliche Wistar Ratte. C: Freipraparierte Vena
jugularis externa. D: Fixierung des eingelegten Polyehylenkatheters mittels Nahtmaterial E: Infusion
der Ratte mit Caerulein-Loésung unter Anwendung von Perfusoren F: Situs einer Ratte nach 2
stiindiger Infusion von Caerulein in supramaximaler Konzentration. Der 6dematdse Pankreas ist mit
einem weillen Pfeil markiert . G: entnommener Pankreas, der noch an die Milz gebunden ist.
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Die Tiere kdnnen sich im Kafig frei bewegen und haben freien Zugang zu Wasser.
Zur Induktion der Pankreatitis wird den Tieren durch den Katheter Uber ein
Zeitintervall von 1-24 h 10 pg/kg/KG/h Caerulein (Takkus, Roche) in Kochsalzlosung
perfundiert (Lampel und Kern, 1977). Fur Zeitintervalle bis zu zwei Tagen erhalten
die Tiere eine stundliche intraperitoneale Gabe von Caerulein. Nach 1 h-14 d totet
man die Ratten durch Ausbluten oder Gabe einer Pentobarbitaliberdosis von 6
mg/kg/KG und entnimmt das zu untersuchende Gewebe.

In Mausen wird die Pankreatitis durch intraperitoneale Injektion von 50 ug/kg/KG/h
Caerulein tber 1-8 h in 60 min Intervallen induziert. Die Tiere werden anschlielend

nach 1-24 h wie oben beschrieben getotet.

4.1.4 Gewinnung von Pankreashomogenaten

Das Pankreas wird entnommen und in eisgekihltem PBS mit der Schere in 1 mm
groRe Stucke zerschnitten. Die Flussigkeit wird dann vom kleingeschnittenen
Pankreas dekantiert und nach Zugabe von PBS in einem 7 ml Homogenisator nach
Potter der Weite S mit zehn Schiben homogenisiert. Nach funfminatiger
Zentrifugation von Zelltrimmern und Zellkernen bei 100 x g und 0 °C wird der
eisgekiihlte Uberstand mit einem Ultraschallstab bei 100 Watt und einem
Tastverhaltnis von 50 % zweimal 30 sec homogenisiert, auf einen Proteingehalt von

100 mg/ml eingestellt, in flissigem Stickstoff eingefroren und bei —80 °C aufbewahrt.

4.1.5 Isolation einer Zymogengranulafraktion

Das Pankreas wird entnommen und in eisgekuhltem Homogenisationspuffer mit der
Schere in 1 mm grofl3e Sticke zerschnitten. Das kleingeschnittene Pankreas wird
dekantiert und nach Zugabe von 5 ml Homogenisationspuffer in einem 15 ml
Homogenisator nach Dounce der Weite A mit zehn Schuben homogenisiert. Nach
funfminutiger Zentrifugation von Zelltrimmern und Zellkernen bei 100 x g und 0 °C
wird der Uberstand abgenommen, nochmals 10 min bei 1300 x g abzentrifugiert, der

Uberstand verworfen und das Pellet in Cathepsinpuffer resuspendiert. Mit einem
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Ultraschallstab wird die Fraktion bei 100 Watt und einem Tastverhaltnis von 50 %
zweimal 30 sec homogenisiert und 2 min bei 20000 x g abzentrifugiert. Der
Uberstand wird abgenommen, auf einen Proteingehalt von 50 mg/ml eingestellt, in

flussigem Stickstoff eingefroren und bei —80 °C aufbewabhrt.

4.1.6 Gewebefixierung und Vorbereitung fur morphometrische

Untersuchungen

Zur Elektronenmikroskopie wird das enthommene Gewebe von maximal 2 mm Grole
sofort in einem zwanzigfachen Volumenuberschuly von EM-Puffer fur 90 min bei
Raumtemperatur inkubiert und bis zur Einbettung nach spatestens einem Tag im
gleichen Puffer bei 4 °C aufbewahrt. Zur Detektion von apoptotischen Zellen wird das
Gewebe in Tissue Tek (Sakura Finetek, USA) eingebettet, in flissigem Stickstoff

eingefroren und bei —80 °C aufbewahrt.

4.2 Elektronenmikroskopie

Das fixierte Gewebe wird in Cacodylatpuffer 2 x 10 min inkubiert, 60 min in 2 % (w/v)
Osmiumtetroxid postfixiert, nochmals 2 x 10 min in Cacodylatpuffer gewaschen und
in einer aufsteigenden Alkoholreihe von 50, 70 und 100 % (v/v) jeweils 5 min zur
Dehydrierung inkubiert. AnschlieRend wird das Gewebe in Epon 812
Gebrauchslésung eingebettet und 48 Stunden im Brutschrank bei 60 °C
polymerisiert. Danach werden Gewebesemidunnschnitte fur die Lichtmikroskopie mit
Methylenblau gefarbt, Von ausgesuchten Arealen werden Ultradunnschnitte
angefertigt und auf  Kupfernetzchen aufgezogen. Nach Doppelkontrast mit
Natriumuranylacetat und Bleicitrat erfolgt die elektronenmikroskopische

Untersuchung.
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4.3 Enzymatische Assays

4.3.1 Ermittlung der Amylasesekretion von Azini

Hierzu werden aquilibrierte Azinussuspensionen von 1 ml Volumen in mit Sauerstoff
begasten Inkubationsmedium mit 1 pM — 1 yM CCK in Zehnerpotenzintervallen, bzw.
ohne Stimulanz fur 30 min bei Raumtemperatur stimuliert. Die Zellen werden
anschlieBend 30 sec bei 30 x g abzentrifugiert, auf Eis gestellt, der Uberstand
abgenommen, im Verhaltnis 1:1 mit Lysepuffer versetzt und das Zellpellet unter 30
sec Vortexen in 1 ml Lysepuffer homogenisiert. Man zentrifugiert bei 0 °C 5 min bei
20000 x g ab, nimmt den Uberstand ab und verwirft das Zellpellet. Je nach
eingesetzter Zelldichte von 20-50 ul/ml wird der Uberstand 1:5-10, das Lysat 1:10-20
in physiologischer Kochsalzlésung verdinnt, die Proben in 20 ul Volumina auf eine
96-Well-Platte Ubertragen, 180 ul/Well nach Herstellerangaben angesetztes Amyl-
Reagenz (Roche Diagnostics, Mannheim) zugegeben und die Amylaseaktivitat
photometrisch bei 405 nm in einer 2 min Kinetik bestimmt. Die Amylasesekretion wird
als prozentuales Verhaltnis des Uberstandes zum Gesamtgehalt (Zellen plus

Uberstand) ausgedrtickt.

4.3.2 Bestimmung der Substrat- oder Inhibitorspezifitat an gereinigten

Enzymen

Zur Bestimmung der Substratspezifitat werden in einer 96 Well-Platte Trypsin oder
Elastase in einer Endkonzentration von 10 mU/ml in 50 ul/Well Tris-Puffer vorgelegt.
Cathepsine stellt man auf die gleiche Konzentration in CathepsinMesspuffer ein.
Caspase-3 wird in einer Endkonzentration von 1 kU/ml in Caspasepuffer vorgelegt.
Das zu untersuchende Substrat wird im entsprechenden Puffer in einer
Endkonzentration von 10 uM (350 nM fir PhiPhiLux) im 50 ul Volumen zugegeben
und im Fluorometer bei den fur das Substrat entsprechenden Anregungs- und
Emmisionswellenlangen (R 110-Substrate, PhiPhiLux : Ex 485 nm,Cutoff 515 nm,
Em 530 nm; AMC-, CMAC-Substrate: Ex 340 nm, Cutoff 420 nm, Em 460 nm) eine
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15 min Kinetik gemessen. Hintergrundfluoreszenzen werden von den
entsprechenden Messwerten abgezogen.

Zur Messung der Inhibitorspezifitat werden Enzym und Inhibitor im Well vorgelegt, 5
min bei Raumtemperatur inkubiert und nach anschlielender Substratzugabe
fluorometrisch Uber 15 min quantifiziert, wobei die Aktivitdt des zu untersuchenden
Enzyms ohne Inhibitor gleich 100 % gesetzt wird. Einflisse der Losungsmittel, in
dem die Inhibitoren gel6st sind werden durch Zugabe gleicher Losungmittelmengen

zum Enzym ohne Inhibitor kompensiert.

4.3.3 Spezifische Zymogenimmunprazipitation und Messung aktivierender

Enzyme

Eine Mischung aus gleichen Teilen von Protein A- und Protein-G-Sepharose wird mit
HEPES-Puffer aquilibriert. Pro Ansatz werden 100 pl dieser 20 % igen Suspension
mit 2ug eines gegen das zu untersuchende Zymogen gerichteten Antikdrpers
versetzt, zur Praadsorption in einem Rollinkubator fiir 60 min bei 4 °C inkubiert, 30
sec bei 100 x g abzentrifugiert, der Uberstand abgenommen und das Pellet in 2 ml
Zymogengranulafraktion oder Gesamthomogenat mit einem Gesamtproteingehalt
von 50 bzw. 100 mg/ml und 20 pyM Nafamostat (Trypsininhibition) resuspendiert.
Nach 60 min bei 4 °C in Rollinkubator zentrifugiert man ab und wascht zweimal mit 1
ml HEPES-Puffer. Zur Aktivierung des prazipitierten Zymogens wird das Pellet in 1
ml des fur die nachfolgende Aktivierung eingesetzten Puffers gewaschen, mit 100 pl
des Enzyms von 1-1000 U/ml im entsprechenden  Tris-Puffer fir Trypsin,
Cathepsinpuffer fur Cathepsin B / L oder Caspasepuffer fur Caspase-3 versetzt und
im Schuttelwasserbad bei 200 rpm und 37 °C fur 15-30 min inkubiert. Nach
Abzentrifugation und dreimaligen Waschen mit 1 ml Tris-Puffer oder Caspasepuffer
werden die Proben nachfolgend entweder proteinanalytisch untersucht oder die
Sepharose mit 200 ul flr das aktivierte Zymogen spezifisches R110-Substrat in einer
Konzentration von 10 uM (350 nM fur PhiPhiLux) im entsprechenden Puffer versetzt
, die Suspension auf eine 96 Well-Platte Ubertragen und eine 2 h Kinetik mit Ex 485
nm, Cutoff 515 nm und Em 530 nm durchgeflihrt. Zur Auswertung wird die

Eigenaktivierung ohne Enzym von den Messwerten subtrahiert und die
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Zymogenaktivierung durch das entsprechende Enzym relativ zur Aktivierung mit

einem Referenzaktivator prozentual ausgedrickt.

4.3.4 Ermittlung von elastase- oder trypsindegradierenden Enzymen

Trypsin oder Elastase in einer Endkonzentration von 100 mU/ml werden in 50 pl
dest. Wasser vorgelegt, mit den zu untersuchenden Enzymen, wie Elastase, Trypsin,
Cathepsin B oder L in gleicher Endkonzentration in 50 yL dest. Wasser vorgelegt und
mit 400 ul fur das entsprechende Enzym optimalen Puffer versetzt (Tris-Puffer fur
Trypsin, Elastase; Cathepsinpuffer fur Cathepsine). Nach 0-8 h Inkubation bei 37 °C
entnimmt man in 1-2 h Intervallen eine 10 ul-Probe, versetzt diese in einer 96 Well-
Platte mit dem neunfachen Volumen Tris-Puffer, in dem 10 yuM des Trypsinsubstrates
R110-lle-Pro-Arg oder des Elastasesubstrates R110-Alas gel6st sind und mif3t eine
15 min-Kinetik bei den Wellenlangen Ex 485 nm, Cutoff 515 nm und Em 530 nm. Die
Enzymdegradation Uber die Zeitintervalle wird prozentual zur Aktivitat nach 0 h

dargestellt.

4.3.5 Fluorometrische Quantifizierung der Proteinasenaktivitat und Nekrose in

lebenden Azinuszellen

Zur Messung der intrazellularen Proteinasenaktivierung (Krager et al., 1998) werden
Azinuszellen in Inkubationsmedium mit 100 nM CCK supramaximal stimuliert, in 0-60
min Intervallen 1 ml Proben genommen und die Zellsuspensionen mit Sauerstoff
begast. Die Proben werden 20 sec bei 30 x g abzentrifugiert, der Uberstand
abgenommen, das Zellpellet in 1ml Messpuffer mit 10 yM Substrat (350 nM
PhiPhiLux) und 5 ug/ml Propidiumiodid resuspendiert, nochmals abzentrifugiert, 3 x
200 upl des Uberstandes als Hintergrundkontrolle in 96-Well Mikrotiterplatten
transferriert, mit substrathaltigen Puffer auf 1 ml aufgeflllt, das Zellpellet
resuspendiert , ebenfalls 3 x 200 ul/Well auf die Mikrotiterplatte Ubertragen und die

Substratspaltung Uber 60 min fluorometrisch (PhiPhiLux 30 min) bei den
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entsprechenden Wellenlangen (R 110-Substrate, PhiPhiLux: Ex 485 nm, Cutoff 515
nm, Em 530 nm; AMC-, CMAC-Substrate: Ex 340 nm, Cutoff 420 nm, Em 460 nm)
gemessen. Nach AbSchluss der Enzymkinetik werden die Zellen durch Zugabe von
50 pl/Well Triton-Lysepuffer und Suspension lysiert und man mif3t nach 5 min
Inkubation die Propidiumiodid Fluoreszenz (Ex 350 nm, Cutoff 590 nm, Em 630 nm),
die die Gesamtzellkernmenge reprasentiert. Die Enzymaktivitat wird auf gleiche
Zellkernmengen / Well aquilibriert und entweder prozentual in Relation zu einer
Kontrolle oder zur maximalen Aktivierung dargestellt.

Zur simultanen Messung der Zellnekrose wird die Propidiumiodid Inklusion der Zellen
nach Transfer auf die 96-Well Platte und 5 min Inkubation als Endpunktfluoreszenz
gemessen. Die Nekroserate wird in Prozent relativ zur Gesamtzellkernzahl minus der

Fluoreszenz nach 0 min ausgedruckt.

4.3.6 Fluoreszenzmikroskopische Messung der Proteinasenaktivierung und

Nekrose in lebenden Azinuszellen

Zur Visualisierung und Messung der Zymogenaktivierung auf Einzelzellniveau in
einem Azinus werden diese 20 min in Inkubationsmedium mit 10 yM des des
Elastasesubstrates R110-Alas und Trypsinsubstrates CMAC-lle-Pro-Arg und 5 ug/mli
Propidiumiodid beladen. In einer Perfusionskammer werden diese mit Cell Tak
(Becton Dickinson, Bedford, MA) auf einer Glasoberflache fixierten Azini in
substrathaltigen Medium mit 100nM CCK stimuliert und die intrazellulare
Substratspaltungskinetik bei 40 x VergroRerung an einem hochauflosenden digitalen
Fluoreszenzmikroskop beobachtet (CMAC, AMC-Substrate: Ex 330 nm, Em 450 nm;
R110-Substrate, PhiPhiLux: Ex 485 nm, Em 535 nm).

Das Eintreten der Nekrose in einer Zelle kann gleichzeitig durch Aufnahme des
Propidiumiodids (Ex 560 nm, Em 630 nm) und Fluoreszenz des Zellkerns visualisiert
werden.

Zur Sichtbarmachung der Procaspase-3-Aktivierung werden Azini uber 60 min mit
100 nM CCK stimuliert, das Medium gegen eines mit 330nM des Caspase-3-
Substrates PhiPhiLux in Kombination mit 10 uyM des Elastasesubtrates AMC-Alas



Methoden 30

oder Trypsinsubstrates CMAC-lle-Pro-Arg fur 20 min beladen und am

Fluoreszenzmikroskop digital fotografiert.

4.3.7 Bestimmung apoptotischer Zellen im Gewebe

5 uM Kryosektionen des Gewebes werden auf Polylysin beschichteten Objektragern
60 min bei Raumtemperatur getrocknet, in eisgekihlten Aceton fir 30 sec postfixiert
und anschlielend in eisgekuhltem Fixationspuffer fir 90 min nachfixiert. Die Schnitte
werden nachfolgend mit PBS 3 x 5§ min gewaschen, 30 min in PBS-Natriumborhydrid
inkubiert und nochmals in PBS 3 x 5 min gewaschen. Die Markierung freier 3'OH-
DNA-Enden erfolgt mit der Terminalen Deoxynukleotid Transferase (TdT) Methode
unter Verwendung von Fluorescein konjugierten Digoxygenin Nukleotiden. Hierzu
wird das ApopTag Kit (Serologicals Corporation, Norcross, USA) nach angegebener
Vorschrift eingesetzt. Zur Markierung aller Zellkerne werden die Schnitte nach
Markierung der apoptotischen Kerne fir 30 sec in DAPI-Puffer inkubiert, 4 x 5 min in
PBS gewaschen, mit Moviol unter Deckglaschen eingebettet und im Dunkeln G. N.
getrocknet. Zur Auswertung werden randomisierte Fluoreszenzbilder mit 40 x
Vergrol3erung erstellt und die Apoptoserate als prozentuales Verhaltnis von

Fluorescein markierten Kernen zu DAPI-positiven Kernen ausgedrickt.

4.4 Proteinchemische Methoden

4.4.1 Proteinkonzentrationsbestimmung

Zur Proteinbestimmung wird der Bradford-Assay von Biorad (Munchen) nach Angabe
des Herstellers eingesetzt (Bradford, 1976). Durch Bindung von Coomassie Brilliant
Blue G-250 an die vorhandenen Proteine verschiebt sich das Absorptionsmaximum
des Farbstoffes von 465 nm ohne Protein zu 595 nm mit Protein. Die Zunahme der

Absorption bei 595 nm stellt ein MaR fur die Proteinkonzentration der Losung dar. Die
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Proben werden auf einem kalibrierten BSA-Standard von 50 - 1000 pg/ml Protein

bezogen.

4.4.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die Auftrennung von Proteinen erfolgt nach dem Prinzip der SDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese (Laemmli, 1970). Das Detergenz SDS komplexiert Proteine unter
Aufhebung ihrer Sekundarstruktur. Die GréRe der negativen Ladung des Komplexes
ist dabei direkt proportional zum Molekulargewicht des Proteins. Die Trenngele
enthalten je nach gewulnschter Auflosung 7-15 % (w/v) Acrylamid, 0.2-0.4 % (w/v)
Bisacrylamid 370 mM Tris pH 8.8 und 0.1 % (w/v) SDS. Das Sammelgel besteht aus
3 % (w/v) Acrylamid, 0.15 % (w/v) Bisacrylamid, 125 mM Tris pH 6.8 und 0.1 % (w/v)
SDS. Die Polymerisation der Gele wird durch Zugabe von 0.5 % (w/v)
Ammoniumperoxodisulfat und 0.05 % (v/v) N,N,N°,N’-Tetramethylethylendiamin
gestartet. Die Proteinproben werden vor dem Gellauf mit dem gleichen Volumen
Laemmli-Probenpuffer (2 x) versetzt und 5 min bei 95 °C inkubiert. Als
Molekulargewichtsstandard wird ein 7-200 kDa Marker von Biorad (Munchen)
eingesetzt.

Die Elektrophorese erfolgt in einem Tris-Glycin-SDS-Puffer bei 25 mA im Sammelgel
und 50 mA im Trenngel. Zur Immundetektion von Proteinen werden diese nach der
Elektrophorese aus den SDS-Gelen auf Nitrocellulosemembranen transferiert. Der
Transfer vom aquilibrierten Gel auf die Membran erfolgt jeweils zwischen drei Lagen
aus mit Transferpuffer getranktem Whatmanpapier in einer Semidry-Blotkammer mit
1 mA/cm? Gelflache fiir 2 h . Nach erfolgtem Transfer farbt man die Proteine mit
Ponceauldsung, markiert die Banden des Molkulargewichtsstandards und entfarbt
die Membran durch Waschen mit NET.
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4.5 Immunoblot

Um die unspezifische Bindung von Antikdrpern an die Nitrocellulose zu verhindern,
werden diese vor der Inkubation mit Protein abgesattigt. Die Membran inkubiert man
hierfur bei 4 °C U. N. mit NET-0.2 % (w/v) Gelatine. Zur Detektion der Proteine wird
der Blot 1 h mit dem entsprechenden Antikorper in Verdinnungen von 1:100-500 in
NET-0.2 % (w/v) Gelatine inkubiert, 2 x 10 min mit NET gewaschen, anschliel3end
der Blot in NET-0.2 % (w/v) Gelatine mit einem Peroxidase-gekoppelten
speziesspezifischen Antikdrper (Amersham) in einer Verdinnung von 1 : 10000 fir 1
h inkubiert, 2 x 10 min in NET-0.1 % (v/v) Tween-20 und jeweils einmal 5 min in
PBS-0.1 % (v/v) Tween-20 und PBS gewaschen.

Der Nachweis der markierten Proteine erfolgt mit dem ECL-Kit (Amersham) nach
Vorschrift des Herstellers, bei dem die auf dem Blot gebundene Peroxidase
Wasserstoffperoxid spaltet und der freiwerdende Sauerstoff die Oxidation von
Luminol unter Chemilumineszenz katalysiert. Zur Detektion wird der Blot auf
polyathylenbeschichtetes Papier gelegt, mit Cellophan luftblasenfrei abgedeckt und
ein Rodntgenfilm fur 5 sek - 1 h, in Abhangigkeit von der Starke der

Chemilumineszenz exponiert und anschlielRend entwickelt.

4.6 Statistische Analyse

Die Ergebnisse reprasentieren, falls nicht anders angegeben, die Mittelwerte von
mindestens drei unabhangigen Experimenten, deren Fehlerbalken, die mittlere
Standardabweichung darstellt.

Alle Experimente an einzelnen Azini wurden mindestens 130 mal wiederholt,
entsprechend einer Mindestzellzahl von 400. Die Auswertungen sind als Mittelwert
dargestellt, deren Schwankung das 95 % ige Konfidenzintervall wiedergibt. Zellen mit
einer Substratfluoreszenz <5 % im Vergleich zur maximalen Fluoreszenz wurden als
Zellen ohne entsprechende Aktivierung definiert.

Zur Bestimmung der Nekrose wurden von randomisierte Sektionen mit mindestens
zehn Zellen bei 1500 x VergrofRerung duch Elektronenmikroskopie aufgenommen

und pro Experiment minimal 500 Zellen ausgewertet.
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Die Auswertung der Apoptoserate erfolgte an mindestens drei unabhangigen
Experimenten, von denen jeweils zehn Felder mit einer mittleren Zellzahl von 125
ausgezahlt wurden.

Signifikante Unterschiede mit p< 0.05 sind mit einem Stern gekennzeichnet.
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5. Ergebnisse

5.1 Amylasesekretion in isolierten Pankreasazini

Azinuszellen stellen die funktionelle Einheit des Pankreas dar. Stimuliert man diese
Zellen mit Cholecystokinin (CCK), so fuhrt diese uUber Bindung an dem CCK-
Rezeptor zu einer Calcium gekoppelten Signaltransduktion. In Folge dessen werden
Verdauungsenzyme am apikalen Pol der Zelle freigesetzt. (Adler et al., 1991; Soudah
et al., 1992).

Um die physiologische Intaktheit des verwendeten Systems der isolierten
Pankreasazini zu garantieren, wurde die Amylasesekretionsleistung der Azini in
Abhangigkeit von der CCK-Konzentration nach Isolierung durch Collagenaseverdau
untersucht.

Williams et al. konnte 1978 zeigen, dass in vitalen Azinuszellen eine Stimulation mit
ansteigenden CCK-Konzentrationen zu einer gerichteten Freisetzung von Amylase in
Form einer hyperbolischen Kurve fuhrt. Stimulationen mit physiologischen CCK-
Konzentrationen (0.1 nM) fihren zu einer maximalen Sekretion der Zellen, wogegen
supramaximale CCK-Konzentrationen (1uM) eine Sekretionsblockade von
Verdauungsenzymen zur Folge haben.

Stimulierte man isolierte Azini 30 Minuten mit aufsteigenden CCK-Konzentrationen,
so erhielt man die in Abb. 5.1 dargestellte Amylasesekretionskurve, Die
Basalsekretion ohne Stimulus lag bei 7.5 % und beruhte aufgrund eines nicht
vermeidbaren spontanen Zelluntergangs, sowie eines gestorten Zellmetabolismus im
Verlauf des Stimulationsexperimentes. Die Stimulation mit physiologischen CCK-
Konzentrationen ergab eine maximale Sekretionsleistung von 28 % des
Gesamtgehaltes an Amylase. Supramaximale CCK-Konzentrationen fuhrten durch
eine Blockade der Amylasesekretion zu einem Abfall auf 10 %.

Vor der  Durchfuhrung  von Stimulationsexperimenten  wurden die
Praparationsansatze auf Verunreinigungen von Zelltrtmmern und Intaktheit der
Zellen durch Trypan-Blau-Exklusion Uberpruft. Hierbei wurden nur Praparationen mit
mehr als 95 % intakter Zellen eingesetzt.

Da die zur Isolation verwendeten Collagenasen unterschiedliche Anteile von CCK-

rezeptorabbauenden Enzymverunreinigungen enthielten, konnte Uber die
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Amylasesekretion neben der Zellvitalitdt auch der Reinheitsgrad der eingesetzten
Collagenase bestimmt werden. Unter Anwendung dieser Technik konnte eine
Collagenase gefunden werden, die vernachlassigbare Anteile an CCK-Rezeptor
abbauenden Enzymen enthielt und deren collagenolytische Aktivitat Azini mit einer

gewulnschten mittleren GroRe von ca. 20 Zellen lieferte.

Amylasesekretion (%)

| I |
0 10" 1070 108 10°®
CCK (M)

Abb. 5.1: Amylasesekretionsverlauf von Azinuszellen in Abhdngigkeit von der CCK-
Konzentration

Azinussuspensionen werden mit 1 pM — 1 yM CCK fur 30 Minuten stimuliert, bzw. ohne Stimulanz
inkubiert. Die von den Zellen in den Uberstand sekretierte Amylase und die intrazellulér vorhandene
Amylaseaktivitdt werden photometrisch durch Spaltung eines Amylasesubtrates bestimmt. Die
Amylasesekretion wird als prozentuales Verhéltnis der Amylasemenge im Uberstand gegeniiber dem
Gesamtgehalt in den Zellen plus Uberstand ausgedriickt.
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5.2 Zymogene werden in supramaximal stimulierten Azini zeitabhangig und

zellindividuell aktiviert

Bei den in der Entwicklung einer Pankreatitis initial ablaufenden
Zymogenaktivierungsmechanismen wird dem Trypsin eine zentrale Rolle zugeordnet
(Kunitz und Northrop, 1935; Kassel und Kay, 1973). Aktiviertes Trypsinogen kénnte
hierbei in einem kaskadenartigen Zymogenaktivierungsprozess, ahnlich wie im
Dunndarm vorhanden, andere Zymogene aktivieren (Rinderknecht, 1986).

Jedoch steht bisher die Frage offen, ob das in der Aktivierungskaskade
obenstehende Trypsin andere unter |hm stehende Zymogene, wie z. B. die
Proelastase auch in der Pankreatitis aktiviert. Zur Klarung dieser Fragestellung
wurde eine mogliche Verkopplung der Aktivierung von Trypsinogen mit Proelastase
in Azinuszellen untersucht.

Fur die Messung von Enzymaktivitaten in lebenden Azini wurden peptidgekoppelte
Rhodamin- oder Coumarinderivate eingesetzt. Diese waren aufgrund ihrer
Hydrophobizitat zellpermeabel und gegenltber chromogenen Substraten um zwei bis
vier Zehnerpotenzen sensitiver. Da es in der Pankreatitis zu einer Aktivierung
verschiedenster Zymogene kommt, wurden die eingesetzten Substrate hinsichtlich
ihrer Spezifitat in einem In-vitro-System in Gegenwart von aufgereinigten Enzymen
charakterisiert. Fluorogene, die mit dem Tripeptid Isoleucin-Prolin-Arginin (R110-lle-
Pro-Arg) konjugiert waren, wurden nur von Trypsin, jedoch nicht von Elastase
gespalten (Abb. 5.2 A). Substrate, die mit einem Alanintetrapeptid gekoppelt waren
(R110-Ala4), wurden nur von Elastase und nicht von Trypsin gespalten (Abb. 5.2 B).
Andere Serinproteinasen wie das Chymotrypsin, oder die Cysteinproteinasen
Cathepsin B und L, spalteten die obengenannten Substrate unter den eingesetzten
Messbedingungen nicht (Daten nicht gezeigt).

Die Substrate sind daher zur spezifischen fluorometrischen Quantifizierung von
Trypsin oder Elastase neben anderen Proteinasen in lebenden Zellen geeignet.
Stimulierte man Rattenpankreasazini mit supramaximalen CCK-Konzentrationen von
100 nM, konnte eine zeitabhangige Aktivierung von Trypsinogen oder Proelastase
unter Verwendung des entsprechenden Substrates gemessen werden (Abb. 5.2
C,D). Diese Trypsin- oder Elastaseaktivitat erreichte nach 20-30 Minuten CCK-
Stimulation ihr Maximum und fiel danach kontinuierlich ab. Nach 60 Minuten

Stimulation waren noch 60 % der Elastase-, bzw. 50 % der Trypsinaktivitat
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nachweisbar. Unstimulierte Kontrollzellen zeigten in Folge der Praparation bedingt
eine Basalaktivitdt von 10 bis 20 %, die jedoch nicht signifikant Uber den
Inkubationszeitraum anstieg.

Mit Hilfe dieser Methode war die Zymogenaktivierung in lebenden
Azinuszellsuspensionen quantifizierbar, liess jedoch keine Aussage in Bezug auf die
Aktivierung in einzelnen Zellen zu.

Zur Beantwortung dieser Frage wurden Azini mit dem Elastasesubstrat R110-Ala4
und dem  Trypsinsubstrat CMAC-lle-Pro-Arg beladen und unter dem
Fluoreszenzmikroskop mit CCK supramaximal stimuliert. Aufgrund unterschiedlicher
Anregungs- und Emmissionwellenlangen der  Fluorogene konnte die
enzymspezifische Spaltung simultan untersucht werden. Es stellte sich heraus, dass
nach 5-15 min supramaximaler CCK-Stimulation eine Aktivierung von Trypsinogen
und Proelastase nachgewiesen werden konnte (Abb. 5.3 A,B). Diese Aktivierung war
in den einzelnen Zellen eines Azinus individuell unterschiedlich (Abb. 5.3 C). Bei der
Auswertung von Uber 400 Zellen zeigten 16 % weder eine Trypsinogen- noch eine
Proelastaseaktivierung und 17 % entwickelten nur eine Trypsinogenaktivierung. Die
meisten Zellen entwickelten mit 41 % eine alleinige Proelastaseaktivierung oder eine
simultane Aktivierung beider Zymogene (26 %).

Diese Beobachtungen zeigen, dass nach supramaximaler CCK-Stimulation die
Zymogene Trypsinogen und Proelastase in der Azinuszelle moglicherweise

unabhangig voneinander aktiviert werden.
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Abbildung 5.2: Spezifischer Nachweis von Trypsin- und Elastaseaktivitit In vitro und in
lebenden Azini

(A, B) Spezifische Spaltung der fluorogenen Substrate CMAC-lle-Pro-Arg (wei3e Kreise) und R110-
Ala, (schwarze Kreise) durch Trypsin und Elastase. (C, D) Zeitlicher Verlauf der mit den oben
angegebenen Substraten gemessene Trypsin- (schwarze Quadrate) und Elastaseaktivitat (schwarze
Dreiecke) in Azinuszellen nach 0-60 minutiger supramaximaler Stimulation mit 100 nM CCK . Die
jeweilige Enzymaktivitat der nicht stimulierten Kontrollzellen ist in Form von weissen Quadraten oder
Dreiecken dargestellt.
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Abbildung 5.3.: Intrazellulare Aktivierung von Trypsinogen und Proelastase nach
supramaximaler CCK-Stimulation

(A, B) Uberlagerungsaufnahmen aus Phasenkontrast und konfokaler Fluoreszenz eines aus vier
Zellen bestehenden Azinus in Anwesenheit eines Trypsin- (CMAC-lle-Pro-Arg) und Elastase
spezifischen (R110-Ala,) fluorogenen Substrates. Nach 15 Minuten supramaximaler Stimulation mit
100 nM CCK entwickelt sich zellindividuell im sekretorischen Kompartiment eine in rot dargestellte
Trypsinogen und griin dargestellte Proelastaseaktivierung. (C) Quantitative Auswertung der
unterschiedlichen Zymogenaktivierungsmuster auf Einzelzellniveau in CCK stimulierten Azini.
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5.3 Die Aktivierung von Trypsinogen schiitzt die Azinuszelle vor der

Entwicklung einer Nekrose

In der Vergangenheit konnte gezeigt werden, dass es in der Pankreatitis in Folge der
Zymogenaktivierung u. a. zu einer Zellschadigung durch Nekrose kommt (Kloppel et
al.,, 1986; Foulis, 1980). Es wurde daher angenommen, dass auch hierbei die
Trypsinogenaktivierung eng mit dem Zelluntergang im Verlauf der Pankreatitis
assoziiert ist.

Um diese Vermutung zu untersuchen, wurden Azini unter Verwendung der fir diesen
Einsatz charakterisierten Trypsin und Elastasesubstrates in Gegenwart eines
Nekrosemarkers stimuliert. Hierdurch konnte man nach induktion der
Zymogenaktivierung durch supramaximale CCK-Konzentrationen, mit Hilfe der
Fluoreszenzmikroskopie der EinfluR einer bestimmten Zymogenaktivierung auf die
Schadigung einer Azinuszelle untersucht werden.

In Abb. 5.4 A-C ist eine Zeitkinetik eines CCK-stimulierten Azinus zu sehen, in dem
es nach funf Minuten wie bereits erwahnt zu einer zelldifferenziellen Trypsinogen und
Proelastaseaktivierung kam. Nach 55 Minuten zeigte eine Zelle, die vorher eine
alleinige  Proelastaseaktivierung entwickelte, Nekrose. Der Nachweis der
Zellschadigung erfolgte mit dem DNA-Fluoreszenz-Farbstoffes Propidiumiodid, der
fur vitale Zellen inpermeabel ist. Wurde eine Zelle eine nekrotisch, kam es zu einem
Verlust der Membranintegritat, wodurch das Propidiumiodid in die Zelle diffundierte
und die Kern-DNA anfarbte.

Die Zellen wurden im Mittel nach 60 min CCK-Stimulation nekrotisch. Die Dauer bis
zur Nekrose ein war hierbei nicht von der vorherigen Zymogenaktivierung abhangig
(Daten nicht gezeigt).

Die Auswertung von 400 Azinuszellen, zeigte im Vergleich zu Zellen, die ohne
Aktivierung nekrotisch wurden, dass Zellen nach alleiniger Trypsinogenaktivierung
eine 18 % niedrigere Nekroserate aufwiesen (Abb. 5.4 D). Zellen mit
Proelastaseaktivierung zeigten eine 17 % hohere und Zellen mit simultaner
Aktivierung von Trypsinogen und Proelastase wiesen eine den Kontrollzellen
entsprechende Nekroserate auf.

Nach diesen Daten kann der Trypsinogenaktivierung eine zellprotektive Funktion

zugeordnet werden. AuRerdem ist Trypsin bei gleichzeitiger Anwesenheit in der Lage
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die mit der Proelastaseaktivierung assoziierte Nekrose auf Kontrollniveau zu
reduzieren.

Da dieses Ergebnis keine reprasentative Folgerung auf den Gesamteinfull Zellen
zulie®, wurde in Azinuszellsuspensionen die Trypsinaktivitat spezifisch inhibiert.
Hierfir wurde Nafamostat eingesetzt, das In vitro im mikromolaren Bereich Trypsin
vollstandig inaktivierte, aber Elastase nicht beeinfluldte (Abb. 5.5 A).

Stimulierte man Azini mit supramaximalen CCK-Konzentrationen in Anwesenheit von
10 yM Nafamostat, so wurde die Trypsinaktivitat in Azinuszellsuspensionen nahezu
vollstandig inhibiert, die Elastaseaktivitat aber nicht beeintrachtigt (Abb. 5.5 B, C). Die
Gesamtnekrose in den Azinuszellsuspensionen stieg nach supramaximaler CCK-
Stimulation auf 8 % an, war jedoch nicht durch die Trypsininhibition mit Nafamostat
beeinflulbar (Abb. 5.5 D).

Diese Ergebnisse zeigen eindeutig, dass Trypsin keinen Einflul auf die CCK-

induzierte Gesamtzellnekrose in Azinuszellen hat.
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Abbildung 5.4: Entwicklung von Nekrose nach zellspezifischer Zymogenaktivierung

Zeitkinetik eines Azinus in Gegenwart des Trypsin- (CMAC-lle-Pro-Arg) und Elastasesubstrates
(R110-Alay), sowie des fur vitale Zellen inpermeablen Kern-DNA-Farbstoffes Popidiumiodid. Die Bilder
sind aus Phasenkontrast- und konfokalen Fluoreszenzaufnahmen zusammengesetzt. (A, B) Nach
funf Minuten Stimulation in Gegenwart von 100 nM CCK entwickelt sich eine zellspezifische
Trypsinogen (rot) und Proelastaseaktivierung (griin). (C) 55 Minuten spater wird eine Zelle nach
vorheriger Aktivierung von und Proelastase nekrotisch, nachgewiesen durch Propidiumiodidaufnahme
und Kernfarbung (blau). (D) Zellindividuelle Nekroserate nach Entwicklung unterschiedlicher
Zymogenaktivierungsmuster in Relation zu Zellen die ohne Aktivierung nekrotisch wurden.
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Abbildung 5.5: Spezifische Inhibierung von Trypsin In vitro und in lebenden Azini

(A) Effekt des Trypsininhibitors Nafamostat von 1 nM-1 pM auf die Aktivitdt von Trypsin (weisse
Kreise) oder Elastase (schwarze Kreise), gemessen mit dem Trypsinsubstrat R110-lle-Pro-Arg und
dem Elastasesubstrat R110-Ala,. Die Enzymaktivitdten sind in Relation zur Aktivitdt ohne Inhibitor
dargestellt. (B, C) Mit den gleichen Substraten gemessene Trypsin- und Elastaseaktivitdt in Azini
nach 40 minGtiger Stimulation mit 100 nM CCK ohne (schwarze Balken) und mit 10 yM Nafamostat
(weisse Balken). (D) In den Azinuszellen parallel entwickelte und durch Propidiumiodid Inklusion
gemessene Zellnekrose in Ab- oder Anwesenheit des Inhibitors.
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5.4 Proelastase wird in der Pankreatitis nicht durch Trypsin aktiviert und

fiihrt neben anderen nicht charakterisierten Proteinasen zur Zellnekrose

Die bisherigen Resultate deuteten darauf hin, dass die Aktivierung von Proelastase
mdglicherweise trypsinunabhangig stattfindet und mit der Azinuszellnekrose
assoziiert ist. Die spezifische Inhibition von Trypsin oder Elastase in Azinuszellen soll
nach dem AusschulRprinzip zeigen, ob diese Annahme bestatigt werden kann.

Wie in Abb. 5.5 C gezeigt, hatte die spezifische Trypsininhibition durch Nafamostat
in Azinuszellsuspensionen keinen Einfluss auf die Elastaseaktivitat. Zur Kontrolle des
erhaltenen Ergebnisses wurden Azini in Gegenwart von Nafamostat supramaximal
stimuliert und die Trypsinogen- und Proelastaseaktivierung auf Einzelzellniveau
fluoreszenzmikroskopisch untersucht.

Hierbei konnte gezeigt werden, das nach funf Minuten eine CCK-induzierte
Proelastaseaktivierung ohne Trypsinaktivitat stattfand (Abb. 5.6 A-C).Da die bei
Einzelzellmessungen beobachtete zellprotektive Funktion des Trypsins durch dessen
Inhibition weggefallen war, konnte weiterhin eine Verdopplung der Elastase
assoziierten Nekrose in Gegenwart von Nafamostat beobachtet werden (Abb. 5.6 D).
Auf Basis der bisherigen Ergebnisse muss davon ausgegangen werden, dass die
Trypsinogenaktivierung nicht, aber andere Zymogenaktivierungen, wie die der
Proelastase zur Zellnekrose fuhren. Daher wurde der Einflul3 eines Serinpeptidasen-
und eines Elastaseinhibitors auf die Enzymaktivitdt und Gesamtnekrose in
Azinuszellsuspensionen untersucht.

Hierzu wurden zwei Inhibitoren eingesetzt : VPV-01, ein Inhibitor auf Peptidbasis, der
in vitro Elastase spezifisch ab 1 yM inaktivierte (Abb. 5.7 A). Pefabloc SC wurde zur
unspezifischen Inhibition von Serinproteinasen wie Trypsin oder Elastase eingesetzt,
der diese im gleichen Malie inaktivierte (Abb. 5.7 B). Da VPV-01 eine eingeschrankte
Zellpermeabilitat besall, konnte mit 100 uM VPV-01 die Elastaseaktivitat in
supramaximal stimulierten Azinuszellsuspensionen auf maximal 23 % gesenkt
werden. Die unspezifische Serinpeptidaseninhibition mit Pefabloc SC reduzierte die
Elastaseaktivitat fast vollstandig auf 5 % (Abb. 5.7 C). Die in den Azinuszellen
parallel gemessene Gesamtnekrose konnte durch VPV-01 um 38 % und nach

Serinproteinaseninhibiton mit Pefabloc SC um 90 % abgesenkt werden (Abb. 5.7 D).
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Abbildung 5.6: Differenzielle Entwicklung von Nekrose nach Trypsininhibierung

Zeitkinetik eines mit 10 yM Nafamostat beladenen Azinus in Anwesenheit des Trypsin- (CMAC-lle-
Pro-Arg) und Elastasesubstrates (R110-Alas) und Propidiumiodid. Die Aufnahmen stellen Uber-
lagerungen aus Phasenkontrast und konfokaler Fluoreszenz dar. (A, B) Nach finf Minuten CCK-
Stimulation aktiviert eine Zelle Proelastase (grin). (C) 50 Minuten spater wird diese Zelle nekrotisch,
nachgewiesen durch Propidiumiodidaufnahme (blau). (D) Nekroserate von Zellen mit alleiniger
Proelastaseaktivierung in An- und Abwesenheit von Nafamostat. Als Nulllinie wurde die Rate der
Zellen gewahlt, die ohne Inhibitor und ohne Aktivierung nekrotisch wurden.
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Abbildung 5.7: Spezifische Inhibierung von Elastase In vitro und in lebenden Azini
(A, B) Konzentrationsabhangiger Einfluss des Elastaseinhibitors VPV-01 bzw. des unspezifischen
Serinproteinaseninhibitors Pefabloc SC auf die Aktivitdt von Trypsin (weisse Kreise) oder Elastase
(schwarze Kreise), gemessen mit dem Trypsinsubstrat R110-lle-Pro-Arg und dem Elastasesubstrat
R110-Alas. (C) Mit R110-Ala, gemessene Elastaseaktivitdt in Azini nach 40 Minuten Stimulation mit
100 nM CCK ohne Inhibitor (schwarze Balken), mit 100 yM VPV-01 (graue Balken) und 10 mM
Pefabloc SC. (D) Durch Propidiumiodidaufnahme parallel gemessene Azinuszellnekrose in Ab- oder

Anwesenheit der obengenannten Inhibitoren.

Somit ist die Proelastaseaktivierung neben anderen noch nicht identifizierten

Serinproteinasen und im Gegensatz zu Trypsin wesentlich an der Entwicklung einer

Azinuszellnekrose beteiligt.
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5.5 Proelastase ist durch Cathepsin B aktivierbar und wird durch Cathepsin
L degradiert

In den vorangegangenen Experimenten konnten wir in supramaximal stimulierten
Pankreasazini eine trypsinunabhagige Aktivierung von Proelastase nachweisen.
Aulerdem konnten wir in einer friheren Arbeit zeigen, dass Trypsinogen in der
Pankreatitis Uber Cathepsin B vermittelt aktiviert wird (Halangk et al., 2000).
Infolgedessen haben wir untersucht ob auch Proelastase mdoglicherweise Uber
Cathepsin B oder L aktiviert werden kann.

Die Cathepsin B vermittelte Proelastaseaktivierung konnte unter den in der Literatur
angegebenen Bedingungen nicht nachvollzogen werden und musste deshalb unter
Anderung der Versuchsbedingungen wiederholt werden (Hakanson et al., 1991).
Aulerdem wurden die friheren Untersuchungen an Schweinepankreaselastase
durchgefuhrt, die keine genauen Schlisse auf das Verhalten von der
Rattenpankreaselastase unter diesen Bedingungen zulasst.

Da Proelastase nicht kommerziell zu erwerben war, wurde diese aus einer
Rattenzymogengranulafraktion mittels eines an einer Protein A und G-
Sepharosegelmatrix konjugierten Proelastase bindenen Antikorpers isoliert und fur
Aktivierungsexperimente eingesetzt. Die so an eine Gelmatrix gebundene
Proelastase wurde mit Trypsin, Cathepsin B und L unter verschiedenen Puffer- und
pH-Wert-Bedingungen inkubiert und nachfolgend die matrixgebundene
Elastaseaktivitat fluorometrisch gemessen. Zur Korrektur von Proteindegradation und
Antikorperverlusst wurde die Proelastaseaktivierung in  Relation zum
Aktivierungspotential durch Trypsin unter dem gegebenen pH-Wert- und
Pufferbedingungen quantifiziert.

Aktivierungsexperimente uber einem Zeitraum von 30 Minuten zeigten, dass
Rattenpankreasproelastase nach 15 Minuten Inkubation in Gegenwart von Trypsin
vollstandig aktivierbar war und nach weiteren 30 Minuten Inkubation die
Aktivierbarkeit auf 90 % des Wertes nach 15 Minuten abgesunken war (Abb. 5.8).
Die Inkubation der Proelastase in Gegenwart des Puffers zeigte weiterhin, dass keine
messbare Eigenaktivierung nach 30 Minuten zu verzeichnen war.

Zur Messung des Proelastaseaktivierungspotentials von Cathepsin B und L wurde
somit ein Inkubationszeitraum von 15 Minuten gewahlt, in dem Trypsin in der Lage

war Proelastase vollstandig zu aktivieren.
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Abbildung 5.8: Aktivierungspotential von Trypsin auf Proelastase

Proelastase wurde aus einer Rattenzymogengranulafraktion durch Immunprazipitation mit einem an
Protein A+G-Sepharose gebundenen polyklonalen, Elastaseantikdrper prazipitiert. Die an der
Sepharose gebundene Proelastase wurde AnschlieRend mit Trypsin oder in Tris-Puffer bei einem pH-
Wert von 8 und 37 °C inkubiert. In 15 Minutenintervallen wurden Proben genommen und die
vorhandene Elastaseaktivitat mit dem Substrat R110-Ala, fluorometrisch gemessen.

Das in Abbildung 5.9 wiedergegebene Aktivierungsexperiment zeigte deutlich, dass
Cathepsin B 180 % des Proelastaseaktivierungpotentials von Trypsin besass. Im
Gegensatz dazu hatte Cathepsin L kein Aktivierungsvermogen.

Die gelelektrophoretische Auftrennung und immunologische Detektion des aktivierten
Prazipitates zeigte zusatzlich, dass es in Gegenwart von Trypsin zu einer
vollstandigen Aktivierung der bei 36 kDa im Polyacrylamidgel laufenden Proelastase
kam und bei ca. 30 kDa die aktivierte Form detektierbar war.

In Gegenwart von Cathepsin B war ebenfalls die Konvertierung der Proform zur
aktiven Elastase erkennbar, jedoch waren noch kleine Anteile der Proelastase
detektierbar.

Nach Inkubation des Prazipitates mit Cathepsin L war weder Pro- noch aktive
Elastase detektierbar. Diese Beobachtung liess auf einer mdglichen Degradation des

Antikorpers, der Proform oder aktiven Elastase durch Cathepsin L schlie3en.



Ergebnisse 49

55 200
N o~

>v
= €
=38
°< 150 -
()]

£

5°S

s 3 1007
e =

(O]

R

88 50
(U -
w2

© .2

0 .2

°ox

| -

Q< 0- -

Proelastase 36kDa 9 | -

Elastase 30kDa » -
NS
P

Abbildung 5.9: Aktivierung und Degradation von Proelastase durch Trypsin, Cathepsin B und
Cathepsin L

Proelastase wurde aus einer Rattenzymogengranulafraktion durch Immunprazipitation mit einem an
Protein A+G-Sepharose gebundenen polyklonalen, Elastaseantikdrper prazipitiert. Die an der
Sepharose gebundene Proelastase wurde AnschlieRend mit Trypsin in Tris-Puffer bei einem pH-Wert
von 8, Cathepsin B und L in Cathepsinpuffer bei einem pH-Wert von vier fir 15 Minuten inkubiert und
nach Entfernung der Enzyme die Elastaseaktivitat der Sepharose durch 60 Minuten Inkubation in
Gegenwart des  R110-Alas-Substrates in Tris-Puffer fluorometrisch bestimmt. Die erhaltene
Elastaseaktivitat nach Inkubation mit den angegebenen Enzymen ist in Relation zur maximalen
Aktivierung durch Trypsin bei einem pH-Wert von 4 und 8 dargestellt.

Analyse der aktivierten Prazipitate durch SDS-PAGE (10-20 %-Gel) und einem Immunoblot unter
Verwendung eines elastasespezifischen monoklonalen Antikorpers. Die Elastase wurde mit einem
Peroxidase konjugierten sekundaren Antikérper und dem ECL-Detektionssystem nachgewiesen. Die
Proelastase ist als obere 36 kDa Bande im Prazipitat zu erkennen, die nach Aktivierung und
Abspaltung des Propeptides durch Trypsin oder Cathepsin B ca. 6 kDa tiefer lauft. Nach Cathepsin L-
Inkubation ist weder eine Proelastase-, noch eine Elastasebande detektierbar.

Zur Klarung dieser Fragestellung wurde Elastase Uber acht Stunden in Gegenwart
von Trypsin, Cathepsin B und L inkubiert und der Verlauf der Elastaseaktivitat
fluorometrisch quantifiziert.

Dabei hatte sich herausgestellt, das weder Trypsin, noch Cathepsin B eine
Elastasedegradation induzierten (Abb. 5.10 A, B). Aullerdem konnte gezeigt, werden

dass Elastase bei einem pH-Wert von 8 innerhalb des Messzeitraumes keiner
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Eigendegradation unterlag. Bei pH-Werten von 4, dem Optimum fir maximale
Cathepsin B und L-Aktivitat, ergab sich eine Eigendegradation, die nach acht
Stunden Inkubation zu einer. 50 % igen Reduktion der Ausgangsaktivitat fuhrte.

Im Gegensatz zu Trypsin und Cathepsin B zeigte Cathepsin L ein eindeutiges
Elastase degradierendes Potential (Abb. 5.10 C). Nach acht Stunden waren nur
noch 15 % der Ausgangsaktivitdt zu messbar. Die Eigendegradation war in diesem
Zeitraum vernachlassigbar gering.

Dieses Ergebnis liel darauf schlieBen, dass das fehlende Western-Blot-
Bandenmuster des mit Cathepsin L inkubierten Proelastaseprazipitates auf einer
vollstandigen Degradation der Proform und aktiven Form des Enzyms durch
Cathepsin L beruhte.

Untersuchte man die Stabilitat von Trypsin in Gegenwart von Elastase oder den
Cathepsinen B und L, so stellte sich heraus, dass Cathepsin L sehr viel schneller als
bei Elastase nach einer Stunde 85 % des Trypsins degradierte (Abb. 5.11 B). Trypsin
wurde durch Cathepsin B nicht degradiert, war aber im Gegensatz zur Elastase bei
einem pH-Wert von 4 weit weniger stabil und verlor nach einer Stunde 50 % der
Ausgangsaktivitat (Abb. 5.11 B), die bei Elastase erst nach acht Stunden Inkubation
unter den gleichen Bedingungen erreicht wurde.

In Puffern mit pH-Werten von 8 war Trypsin weit stabiler, unterlag aber auch hier
einer ausgepragten Eigendegradation, die bei gleichzeitiger Anwesenheit von
Elastase nach drei Stunden sogar von 60 % auf 40 % verringert werden konnte (Abb.
5.11 A, B).

Nach diesen Daten kann davon ausgegangen werden, dass Proelastase durch
Cathepsin B In vitro aktivierbar ist. Erganzend konnte gezeigt werden, dass die
Serinpeptidasen Trypsin und Elastase sich nicht gegenseitig degradieren, aber von

der Cysteinpeptidase Cathepsin L abgebaut werden.
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Abbildung 5.10: Degradationspotential von Trypsin, Cathepsin B und L auf Elastase

100 mU /ml Elastase wurde mit A: Trypsin, B: Cathepsin B und C: Cathepsin L bei gleicher
Enzymaktivitdt mit oder ohne Enzym unter den angegebenen Pufferbedingungen lber acht Stunden
bei 37 °C inkubiert. In 120 Minutenintervallen wurden Proben genommen, mit Tris-Puffer auf einen
pH-Wert von 8 umgepuffert und die vorhandene Elastaseaktivitdt mit dem Substrat R110-Alas in
Relation zur Ausgangsaktivitat nach null Stunden fluorometrisch gemessen.
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Abbildung 5.11: Degradationspotential von Elastase, Cathepsin B und L auf Trypsin

100 mU / ml Trypsin wurde mit A: Elastase, B: Cathepsin B und L gleicher Konzentration mit oder
ohne Enzym unter den angegebenen Pufferbedingungen Uber drei Stunden bei 37 °C inkubiert. In
stindlichen Intervallen wurden Proben genommen, mit Tris-Puffer auf einen pH-Wert von 8
umgepuffert und die vorhandene Trypsinaktivitdt mit dem Substrat R110-lle-Pro-Arg in Relation zur
Ausgangsaktivitat nach null Stunden fluorometrisch quantifiziert..

5.6 Elastaseaktivitat und Nekroserate von Azinuszellen sind in Cathepsin B-

defizienten Mausen signifikant reduziert

Im vorigen Abschnitt konnte gezeigt werden, dass In vitro Proelastase durch
Cathepsin B aktivierbar ist. Es stellte sich daher die Frage ob dieser Weg der
Aktivierung in der Azinuszelle eine pathophysiologische Relevanz in der Entstehung
der Pankreatitis hat.

Mit kommerziell erhaltlichen Cathepsin B-Inhibitoren lie} sich diese Fragestellung nur
unzureichend beantworten. Daher wurden Azinuszellen aus Cathepsin B-defizienten
Knock out Mausen isoliert und die Elastaseaktivitat nach supramaximaler CCK-

Stimulation cytofluorometrisch quantifiziert.
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Diese war im Vergleich zu Zellen aus Kontrollmausen um 40 % reduziert (Abb. 5.12
A). Die parallel entwickelte Nekroserate war in den Knock-Out-Tieren nicht signifikant
reduziert (Abb. 5.12 B).

Die elektronenmikroskopische Auswertung nekrotischer Pankreasazinuszellen in der
Caerulein-Pankreatitis zeigte im Verlauf nach acht bis 24 Stunden eine 50 % ige
Reduktion der Nekroserate im Vergleich zu Wildtypkontrollen (Abb.. 5.13 A).

Die Morphologie der nekrotischen Zellen wies aber keine Unterschiede zwischen den
Cathepsin B-defizienten Tieren und Kontrollen auf (Abb. 5.13 B,C).

Aus diesen Daten kann geschlossen werden, dass eine Cathepsin B vermittelte
Aktivierung von Proelastase in Azinuszellen stattfindet, jedoch noch zusatzlich

andere nicht charakterisierte Peptidasen in diesem Prozef involviert sind.
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Abbildung 5.12: EinfluB von Cathepsin B auf die Elastaseaktivitat und Nekrose in Azini
(A) Mit dem Substrat R110-Ala; gemessene Elastaseaktivitat aus Kontrolltieren (schwarze Balken)
und Cathepsin B-defizienten Tieren (weille Balken) isolierten Mausazini nach 40 Minuten Stimulation

mit 100 nM CCK. (B) In den Azini parallel bestimmte Nekrose, ermittelt durch Popidiumiodidaufnahme
und Kernfarbung.
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Abbildung 5.13: Nekrose in der Caerulein-Pankreatitis von Cathepsin B defizienten Mausen

(A) 24 stiindiger Verlauf der Entwicklung von nekrotischen Azinuszellen in der Caerulein-Pankreatitis.
Die durch Auswertung von elektronenmikroskopischen Aufnahmen erhaltenen Kontrollwerte sind
durch schwarze Balken und die von CathepsinB-defizientenTieren sind durch weile Balken
gekennzeichnet. (B) Reprasentative elektronenmikroskopische Aufnahme eines Wildtyptieres nach
einer 24 stiindigen Pankreatitis mit prominenter Zellnekrose, gekennzeichnet durch Zellmembran-,
Organellenauflésung und kondensierten Kernen. (C) Entsprechende Cathepsin B-defiziente
Tieraufnahme (C) mit um das azindre Lumen (weisser Pfeil) weitgehend intakten Zellen und dicht

gepackten Zymogengranula.
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5.7 Die Aktivierung von Procaspase-3 erfolgt unabhangig von der

Aktivierung des Trypsinogens oder der Proelastase

In der Vergangenheit konnten Studien an Pankreatitismodellen zeigen, dass
Apoptose und Nekrose sich parallel entwickeln kdnnen (Kaiser et al., 1995; Fujimoto
et al., 1997; Sandoval et al., 1996). Weiterhin zeigten neuere Experimente, dass es
in Azinuszellen zu einer CCK-rezeptorvermittelten Aktivierung apoptotischer
Prozesse kommt (Gukovskaya et al., 2002). Im vorangegangenen Teil dieser Arbeit
konnte gezeigt werden, dass es in der Pankreatitis zu einer Zymogenaktivierung
assoziierten Zellschadigung durch Nekrose kommt. Inwieweit hierbei auch der
Zelluntergang durch Apoptose eine Rolle spielt, konnte bisher nicht beantwortet
werden.

Abbildung 5.14 zeigt die mit Hilfe der TUNEL-Methode quantifizierten 3-OH-Zellkern-
DNA-Strangbriche, im Verlauf der Caerulein-Pankreatitis bei der Ratte. Die Zahl der
apoptotischen Zellkerne stieg von 0,9 % im gesunden Gewebe nach vier Stunden
Induktion einer Caerulein-Pankreatitis auf 3,5 % an. Somit sind apoptotische
Prozesse insbesondere in der initialen Phase der Pankreatitis involviert. Es stellte
sich daher die Frage, ob die Apoptose mit der Zymogenaktivierung, als auch mit der
Zellschadigung durch Nekrose assoziiert ist.

Das Zeitfenster zur Erfassung der intraazindren Zymogenaktivierung nach
supramaximaler CCK-Stimulation lag innerhalb der ersten Stunde. Apoptotische
Zellkerne waren erst nach mehreren Stunden CCK-Stimulation quantitativ erfassbar.
Daher war eine direkte Korrelierung der Apoptose mit der Zymogenaktivierung nicht
moglich. Andere haufig genutzte Techniken, wie die fluorometrische Messung der
Annexin-V-Bindung an Phosphatidylserin waren nicht nutzbar, da es in CCK-
stimulierten Azini auch ohne apoptotische Prozesse zu einem teilweisen Verlust der
Zellmembranpolaritat kam (Daten nicht gezeigt). Da der sprunghafte Anstieg der 3-
OH-Zellkern- DNA-Strangbriche innerhalb der Initialphase der Pankreatitis
malfgeblich auf einer Caspase-3-induzierten Degradation von DNA-Schutzenzymen
(Kuida et al., 1996) in der Apoptose beruht, wurde diese Uber die Caspase-3-
Aktivitat  quantifiziert. Die zur fluorometrischen Messung eingesetzten
Caspasesubstrate sind aufgrund der am Fluorogen gekoppelten, aspartatreichen
Peptide stark negativ polarisiert und daher nicht zellpermeabel. Die Entwicklung von

PhiPhiLux-G4D,-Substraten auf der Basis von einem zwischen zwei
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Abbildung 5.14: Verlauf der Apoptoserate in der Caerulein-Pankreatitis der Ratte
Apoptotische DNA-Strangbriiche wurden mit Hilfe der TUNEL-Methode Fluorescein-markiert und als
Verhaltnis zu allen mit DAPI markierten Zellkernen ausgedriickt. Die Abbildung zeigt den prozentualen
Anteil apoptotischer Azinuszellen im Verlauf einer Caerulein-Pankreatitis Giber 14 Tage.

Rhodaminmolekilen sandwichartig sitzenden Peptid ermoglicht die Zellgangigkeit
(Komoriya et al., 2000).

Eine simultane Untersuchung der Aktivierung von Trypsinogen oder Proelastase mit
Procaspase-3 war somit unter Anwendung dieser Caspasesubstrates in lebenden
Azinuszellen moglich.

Abbildung 5.15 zeigt die zur Untersuchung der Aktivierungsprozesse eingesetzten
Substrate. Zur Visualisierung der Trypsinaktivitdt wurde das bisher verwendete
CMAC-Ille-Pro-Arg eingesetzt, das In vitro nur von Trypsin, jedoch nicht von
Caspase-3 oder Elastase gespalten wurde (Abb.. 5.15 A). Zur spezifischen Detektion
der Elastase wurde ein AMC-gekoppeltes Alanintripeptid eingesetzt, das ebenfalls
nicht von aufgereinigten Trypsin oder Caspse-3 gespalten wurde (Abb. 5.15 B). Der
Nachweis der Caspase-3-Aktivitat in Gegenwart von Trypsin oder Elastase erfolgte
mit PhiPhiLux-G1D,, einem zellgangigen Sandwichsubstrat (Abb. 5.15 C). Durch

unterschiedliche Anregungs- und Emmisionswellenlangen konnte entweder die
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Abbildung 5.15: Spezifischer Nachweis von Trypsin, Elastase und Caspase-3 In vitro
Fluorometrisch ermittelte Spezifitdten der peptidgekoppelten Fluorogene CMAC-Ille-Pro-Arg, AMC-
Ala; und PhiPhiLux-G1D, gegen Caspase-3 (schwarzer Balken), Trypsin (grauer Balken) und Elastase

(weiler Balken). Die Fluoreszenzen sind in Relation zur maximalen Substratspaltung ausgedruckt.

o7

Elastase- mit der Caspase-3-Aktivitat oder die Trypsin- mit der Caspase-3-Aktivitat

gemessen werden.

Unter Verwendung dieser Substrate hatte sich herausgestellt, dass es zu einem

zellindividuellen Zymogenaktivierungsmuster nach supramaximaler Stimulation der

Azini kam (Abb. 5.16 A, B). Die Auswertung von Uber 400 Zellen zeigte, dass nach

supramaximaler CCK-Stimulation 43 %, bzw. 45 % der Zellen eine Procaspase-3-

oder Trypsinogenaktivierung entwickelten (Abb. 5.16 C). 68 % der Zellen wiesen eine

Proelastaseaktivierung auf.
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Die unterschiedlichen Aktivierungsmuster in den Azinuszellen lieRen weiterhin
erkennen, dass von den Caspase-3 positiven Zellen 52% eine alleinige Procaspase-
3-Aktivierung aufweisen, die sich nicht signifikant von der Trypsinogen- oder
Proelastaseaktivierung assoziierten Procaspase-3-Aktivierung mit 35-38 %
unterschied (Abb. 5.16 D).

Dieses Ergebnis lie3 keinen eindeutigen Schluss auf den Mechanismus einer
moglicherweise von Trypsin oder Elastase unabhangig erfolgenden Procaspase-3-
Aktivierung zu. Daher wurde zur Untersuchung dieser Annahme Caspase-3 mit
DEVD-CHO inhibiert. In vitro zeigte DEVD-CHO eine spezifische Inhibierung von
Caspase-3, die die Aktivitat von Trypsin oder Elastase nicht beeinfluBte (Abb. 5.17
A). In Azini konnte hiermit die Caspase-3-aktivitat nach supramaximaler CCK-
Stimulation um 90 % gesenkt werden. Die in den Azinuszellen entwickelte Trypsin-
und Elastaseaktivitat wurde in Anwesenheit des Inhibitors nicht signifikant verandert
(Abb. 5.17 B). Ebenso wurde die Azinuszellnekrose in den CCK-stimulierten
Azinuszellen nach Caspase-3-Inhibition nicht signifikant verandert (Abb. 5.17 C).
Dieses Resultat unterstutzt die aus den Einzelzellmessungen sich angedeutete
Annahme, dass Trypsinogen und Proelastase unabhangig von Procaspase-3-
Aktivitat aktiviert werden. Zusatzlich konnte belegt werden, dass die
Azinuszellnekrose ebenso nicht durch eine Procaspase-3-Aktivierung beeinflusst
wird.

Zur Untermauerung der unabhangigen Aktivierung der Zymogene Trypsin,
Proelastase und Procaspase-3 wurde mit dem im  vorherigen Ergebnisteil
charakterisierten VPV-01 die Elastaseaktivitat inhibiert. Die Verwendung dieses
Inhibitors hatte sowohl In vitro (Abb. 5.18 A), als auch in CCK-stimulierten Azini (Abb.
5.18 B) keinen Einflul® auf die Caspase-3-Aktivitat.

Die Inhibierung mit S124 fihrte /n vitro und in Azinuszellen zu einer 90 % igen
Reduktion der Trypsinaktivitat (Abb. 5.19 A,B). Die Caspase-3- und Elastaseaktivitat
wurde aber in Anwesenheit des Inhibitors nicht signifikant erniedrigt oder erhoht.

Es kann daher davon ausgegangen werden, dass die Zymogene Trypsinogen,
Proelastase und Procaspase-3 vollstandig voneinander entkoppelt aktiviert werden

und sich auch in ihrer Aktivitat nicht beeinflussen.
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Abbildung 5.16: Zelldifferenzielle Aktivierung von Trypsinogen, Proelastase und Procaspase-3
(A, B) Aus konfokaler Fluoreszenz und Phasenkontrast zusammengesetzte Bilder eines dreizelligen
Azinus, in dem nach 60 Minuten Stimulation mit 100 nM CCK die Proteinasenaktivierung nach
Beladung mit dem Caspase-3-Substrat PhiPhiLux-GiD, (gelb) in Kombination mit dem
Trypsinfluorogen CMAC-lle-Pro-Arg (rot) oder dem Elastasefluorogen AMC-Ala; (griin) dargestellt
wurde. (C) Quantitative Verteilung der jeweiligen Enzymaktivitaten (gleiche farbliche Zuordnung wie in
A, B) in den stimulierten Azini. (D) Procaspase-3-Aktivierung assoziierte Aktivierung von Trypsinogen
(schwarz-rot schraffierter Balken), Proelastase (schwarzgriint schraffierter Balken), oder keiner
Proteinasenaktivierung (schwarz-gelb schraffierter Balken).
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Abbildung 5.17: EinfluR der spezifischen Caspase-3-Inhibierung auf Trypsin, Elastase und
Nekrose

(A) Effekt von 100 pM des Caspase-3-Inhibitors DEVD-CHO auf Caspase-3 (schwarzer Balken,
gemessen mit PhiPhiLux-G4D,), Trypsin (grauer Balken, R110-lle-Pro-Arg-Substrat) und Elastase
(weiler Balken, R110-Alas-Substrat) in Relation zur Aktivitdt ohne Inhibitor wiedergegeben. (B)
Entsprechend gemessene Enzymaktivitaten in Azini nach 60 Minuten 100 nM CCK mit 100 uM DEVD-
CHO. Die Werte sind als prozentuales Verhaltnis zur Enzymaktivitédt ohne Inhibitor dargestellt. (C) Mit
Propidiumiodid quantifizierte Nekrose nach 60 Minuten supramaximaler CCK-Stimulation in
Abwesenheit (schrag schraffierter Balken) oder in Gegenwart von 100 yM DEVD-CHO (langs-
schraffierter Balken).



Ergebnisse 61

80 140
A In vitro B Azini
120 T

100 ~

60 -

Enzymaktivitat (%)
N
o
1
Enzymaktivitat (%)

(0)

N A O
o O O o o
l ] ] ]

0

Il Caspase-3 in Gegenwart von 20uM S124 [ Elastase in Gegenwart von

. 20uM S124
1 Trypsin in Gegenwart von 20uM S124

Abbildung 5.18: Effekt der spezifischen Inhibierung von Trypsin auf Caspase-3 und Elastase
(A) Einflul von 20 yM des rypsininhibitors S124 auf Caspase-3 (schwarzer Balken, emessen mit
PhiPhiLux-G;D,), Trypsin (grauer Balken, R110-lle-Pro-Arg-Substrat) und Elastase (weilter Balken,
R110-Alas-Substrat) in Relation zur Aktivitat ohne Inhibitor. (B) Mit den entsprechenden Substraten
gemessene Enzymaktivitaten in Azini nach 60 Minuten CCK-Stimulation in Gegenwart von 20 uM
S124. Die Werte sind als prozentuales Verhaltnis zur Enzymaktivitat ohne Inhibitor dargestellt.
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Abbildung 5.19: EinfluB der spezifischen Elastaseinhibierung auf Caspase-3 und Trypsin

(A) Inhibitorische Wirkung von 100 pM VPV-01 auf Caspase-3 (schwarzer Balken, gemessen mit
PhiPhiLux-G;D,), Trypsin (grauer Balken, R110-lle-Pro-Arg-Substrat) und Elastase (weilter Balken,
R110-Alas-Substrat). Die Aktivitaten sind im Verhaltnis zur Aktivitdt ohne Inhibitor wiedergegeben. (B)
Prozentuale, azinare Caspase-3-Aktivitdt nach 60 Minuten CCK-Stimulation ohne Inhibitor (schrag
schraffierter Balken) und in Anwesenheit von 100 uM VPV-01 (langs schraffierter Balken).
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5.8 Procaspase-3 wird in Azinuszellen wesentlich durch Cathepsin B und L

vermittelt aktiviert

Im vorangegangenen Teil konnte gezeigt werden, dass die
Aktivierungsmechanismen von Trypsinogen, Proelastase und Procaspase-3
voneinander unabhangig sind. Infolgedessen stellte sich die Frage, ob Procaspase-3
nur durch die in vielen Zellsystemen und unterschiedlichen Organen nachgewiesene
Effektorcaspasen vermittelte Aktivierungskaskade aktiviert wird, oder ob es noch
alternative Aktivierungsprozesse gibt. Neuere Untersuchungen zeigen, dass
lysosomale Enzyme, wie die Cathepsine in der Procaspase-3-Aktivierung involviert
sind (Ishisaka et al., 1998; 2001).

Zur Klarung, ob dieser Aktivierungsprozel3 auch in Azinuszellen eine Rolle spielt,
wurde der zellgangige Cathepsininhibitor E64d eingesetzt. Dieser zeigte In vitro eine
unspezifische Inhibition von Cathepsin B oder L, reduzierte aber die Caspase-3-
Aktivitat nicht signifikant (Abb. 5.20 A).

Die CCK-induzierte azinare Caspase-3- Aktivitat konnte nach unspezifischer
Cathepsininhibition mit E 64 im Vergleich zur Kontrolle um 50 % reduziert werden
(Abb. 5.20 B).

Nach diesem Resultat kann davon ausgegangen werden, dass in Azinuszellen
Cathepsine in der Aktivierung von Procaspase-3 beteiligt sind.

Als mogliche Kanidaten konnten in anderen Organen Cathepsin B (Foghsgaard et
al., 2001; Guicciardi et al., 2001) und Cathepsin L (Ishisaka et al., 1999) identifiziert
werden. Aufgrund von In-vitro-Daten (Stoka et al., 2001) wurde eine direkte
Aktivierung ausgeschlossen. Jedoch sind die Aktivierungsexperimente bei pH-
Werten von 7.4 durchgefuhrt wurden, bei dem Cathepsin B und L nicht aktiv sind.
Daher mussten die Untersuchungen bei einem pH-Wert von 4 wiederholt werden,
unter denen Cathepsin B und L In vitro eine optimale katalytische Aktivitat aufweisen.
FUr die Untersuchungen konnte kommerziell erhaltliche Procaspase-3 nicht genutzt
werden, da Anteile von aktiven Enzym zu einer schnellen Autoaktivierung des
gesamten Zymogenanteils flihrten. Als Alternative wurde nach der gleichen Methode,
wie bei der Proelastaseprazipitation aus Rattenpankreashomogenat durch einen an
Protein A und G-Sepharose konjugierten Procaspase-3 bindenen Antikorpers das

Zymogen an die
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Abbildung 5.20: EinfluB der Inhibierung von Cathepsinen auf Caspase-3

Diagramm (A) vermittelt den Einflu von 100 yM E64d auf Caspase-3 (schwarzer Balken, gemessen
mit PhiPhiLux-G;D,), Cathepsin B (weilRer Balken, AMC-Arg,-Substrat) und Cathepsin L (grauer
Balken, R110-Phe-Arg-Substrat). Die Aktivitaten sind im Verhaltnis zur Aktivitat ohne Inhibitor
wiedergegeben. (B) Prozentuale Caspase-3-Aktivitat in Azini nach 60 Minuten CCK-Stimulation ohne

Inhibitor (schrag schraffierter Balken) und in Anwesenheit von 100 uM E64d (langs schraffierter
Balken).

Gelmatrix gebunden. Da In vitro, als auch In vivo gezeigt werden konnte, dass
Caspase-8 Procaspase-3 aktiviert wurde die nach Inkubation mit Cathepsin B und L
erhaltene  Caspase-3-Aktivitdt in Relation zur Aktivierbarkeit durch Caspase-8
gesetzt.

Das in Abbildung 5.21 dargestellte Experiment belegt, dass Cathepsin B oder L im
Vergleich zur Caspase-8 unter In-vitro-Bedingungen kein Procaspase-3 aktivierendes
Potential besitzen. Jedoch lasst sich hieraus nicht schlieRen, ob diese Cathepsine
uber andere, nicht charakterisierte Wege, in Azinuszellen eine Procaspase-3-
Aktivierung vermitteln konnen.

Zur Beantwortung dieser Annahme wurde die Caspase-3-Aktivitdt nach
supramaximaler CCK-Stimulation in Azinuszellen aus Cathepsin B- und L-defizienten

Mausen mit denen von Kontrolltieren verglichen. Hierbei zeigte sich, dass die
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Caspase-3-Aktivitat im Vergleich zum Wildtyp sowohl in Cathepsin B, als auch in L
defizienten Azinuszellen um 50 % reduziert war (Abb. 5.22 A, B).

Somit wird die Procaspase-3-Aktivierung in supramaximal CCK-stimulierten Azini
neben den noch zu charakterisierenden Effektorcaspasen im wesentlichen auch von

Cathepsin B und L vermittelt.
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Abbildung 5.21: Aktivierung von Procaspase durch Caspase-8, Cathepsin B und Cathepsin L
Procaspase-3 in Rattenpankreashomogenat wurde durch Immunpréazipitation mit einem an Protein
A+G-Sepharose gebundenen polyklonalen, Procaspase-3-Antikdrper prazipitiert. Die an der Gelmatrix
gebundene Procaspase-3 wurde anschliessend mit Caspase-8 in Caspasepuffer bei pH 7.4,
Cathepsin B und L in Cathepsinpuffer bei pH 4 fir 30 Minuten inkubiert und nach wegwaschen der
Enzyme die Caspase-3-Aktivitdt der Sepharose durch 60 Minuten Inkubation in Gegenwart des
PhiPhiLux-G,D,-Substrates in Caspasepuffer fluorometrisch bestimmt. Die erhaltene Caspase-3-
Aktivitdt nach Inkubation mit den angegebenen Enzymen ist in Relation zur maximalen Aktivierung

durch Caspase-8 dargestellt.
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Abbildung 5.22: Cathepsin B und L abhingige Procaspase-3-Aktivierung in Azini

(A) In aus Kontrollmausen (schwarze Balken) und Cathepsin B-defizienten Tieren (graue Balken)
isolierten Azini wurde mit PhiPhiLux-G4D, die Caspase-3-Aktivitat nach 60 Minuten CCK-Stimulation
gemessen. (B) Nach gleicher Methode gemessene Caspase-3-Aktivitdt in isolierten Azini aus
Wildtyptieren (schwarz-weil} schraffiert) und Cathepsin L-defizienten Mausen (weille Balken).
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6. Diskussion

6.1  Amylasesekretion in CCK-stimulierten Azinuszellen

Im Blickpunkt dieser Arbeit stand die Untersuchung der in der Fruhphase der
Pankreatitis ablaufenden Zymogenaktivierung und deren Einflufd auf die Zellnekrose
und Apoptose.

Die Beantwortung der in diesem Zusammenhang stehenden Fragestellungen erfolgte
am Modell der isolierten Pankreasazinuszellen. Diese stellen die funktionelle Einheit
des Pankreas dar. Zur Sicherung der physiologische Intaktheit des verwendeten
Systems wurde die Amylasesekretionsleistung der Azini in Abhangigkeit von der
CCK-Konzentration nach Isolierung durch Collagenaseverdau untersucht.

Vitale Azinuszellen zeigen bei Stimulation mit ansteigenden CCK-Konzentrationen
eine Freisetzung von Amylase in Form einer hyperbolischen Kurve (Williams et al.,
1978). Stimulationen mit physiologischen CCK-Konzentrationen fuhren hierbei zu
einer maximalen  Zellsekretionleistung, @ wogegen  supramaximale  CCK-
Konzentrationen zu einer eine Sekretionsblockade und einer intrazellularen
Aktivierung der Verdauungsenzyme fuhren.

Die erhaltene Sekretionskurve der isolierten Azini zeigte bei physilogischer CCK-
Stimulation eine maximale Amylasesekretion von 28%. Diese war mit den in der
Literatur publizierten Werten von 22 % bis 30 % vergleichbar (Halangk et al., 1997;
Saluja et al., 1997).

Somit konnte davon ausgegangen werden, dass durch die Praparationsmethode
unter Verwendung der eingesetzten Collagenase vitale Azinuszellen isoliert werden
konnten, die ein funktionell intaktes Modellsystem fir die nachfolgenden

Stimulationsexperimente garantierten.
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6.2 Die Aktivierung von Trypsinogen und Proelastase findet in supramaximal

stimulierten Azinuszellen unabhangig voneinander statt

Seit einem Jahrhundert wird der Zymogenaktivierung eine zentrale Rolle in der
Entwicklung der Pankreatitis zugeordnet (Chiari, 1896). (Kunitz und Northrop, 1935;
Kassel und Kay, 1973). Man ist bisher davon ausgegangen, dass aktiviertes
Trypsinogen in einem kaskadenartigen Zymogenaktivierungsprozess, ahnlich wie
unter physiologischen Bedingungen im Dinndarm vorhanden, andere Zymogene in
der Pankreatitis aktivieren koénnte (Rinderknecht, 1986). Bisher wurde diese
Vorstellung nur auf In-vitro-Beobachtungen gestitzt (Kunitz und Northrop, 1935;
Kassel und Kay, 1973). Es wurde jedoch bisher nicht beantwortet, ob das in der
Aktivierungskaskade des Duinndarms am Anfang stehende Trypsin andere
Zymogene, wie z. B. die Proelastase auch im Verlauf der Pankreatitis in der
Azinuszelle aktiviert.

Zur Klarung dieser Frage wurden am Modell der isolierten Pankreasazinuszellen, die
nach supramaximaler CCK-Stimulation stattfindende Zymogenaktivierung untersucht.
Der Nachweis von Zymogenaktivierungen erfolgte unter Verwendung von
zellgangigen, fluorogenen Substraten auf Basis von peptidgekoppelten Rhodaminen
(Leytus et al., 1993; Rothe et al., 1992) und Coumarinen (Kawabata et al., 1988).
Diese konnten In vitro als enzymspezifisch fur die Messung von Trypsin- oder
Elastaseaktivitdten charakterisiert werden.

Der zeitliche gemessene Verlauf der Enzymaktivititen stellte sich in
Azinuszellsuspensionen parabelformig dar (Kruger et al., 1998). Die gemessene
Aktivitat setzte sich in  der Anfangsphase aus einer Uberwiegenden
Zymogenaktivierung zusammen, die allmahlich aufgrund von Eigendegradation
wieder rasch abfiel. Dieser Trypsineigendegradationsprozel} in Azinuszellen konnte
von uns in vorausgegangen Arbeiten bewiesen werden (Halangk et al., 2002).

Durch Anwendung dieser Messtechnik war es mdglich, die Aktivierung von
verschiedenen Zymogenen simultan in Zellsuspensionen und auf Einzelzellniveau
unter Realzeitbedingungen zu beobachten.

Stimulationsexperimente auf Einzelzellebene zeigten, dal® nach wenigen Minuten
supramaximaler CCK-Stimulation in sekretorischen Kompartiment der Azinuszelle
eine zellindividuelle Aktivierung von Trypsinogen, Proelastase oder keiner

Aktivierung nachweisbar war.
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Somit ist die Zymogenaktivierung in jeder Zelle eines Azinus ein individueller ProzelR,
der nach CCK-Stimulation nicht Uber Zell-Zell-Interaktionen, wie dies bei dem
Calciumflux nachgewiesen, auf andere benachbarte Zellen innerhalb eines Azinus
ubertragen wird (Krlger et al., 2000).

Erganzend zeigten die Messungen auf der Einzelzellebene, dass in Azinuszellen sich
eine Proelastaseaktivierung ohne Trypsin entwickeln konnte. Durch spezifische
Inhibition von Trypsin mit Nafamostat (Ramjee et al., 2000) konnte diese
Beobachtung sowohl auf Einzelzellniveau, als auch in Zellsuspensionen bestatigt
werden.

Auf Basis der gewonnenen Ergebnisse kann davon ausgegangen werden, dass die
Hypothese einer intraazinaren Aktivierungskaskade in der Pankreatitis auf Trypsin
und Elastase nicht zutrift und Proelastase Uber einen bisher noch nicht naher
charakterisierten Mediator aktiviert wird. Die zuklnftigen Forschungen muissen
zeigen, ob andere Zymogene in der duodenalen Aktivierungskaskade, wie z. B. das
Chymotrypsinogen oder die Phospholipase A2 in der Pankreatitis ebenfalls

unabhangig von Trypsin aktiviert werden.

6.3 Die Nekrose ist in Azinuszellen nicht mit der Aktivierung von

Trypsinogen assoziiert

In der Vergangenheit konnte gezeigt werden, dass es in der Pankreatitis in Folge der
Zymogenaktivierung neben anderen Prozessen zu einem Zelluntergang durch
Nekrose kommt (Kloppel et al., 1986; Foulis, 1980). Es wurde daher angenommen,
dass auch hierbei die Trypsinogenaktivierung eng mit der Nekrose im Verlauf der
Pankreatitis assoziiert ist.

Um diese Vermutung zu untersuchen, wurden Azini unter Verwendung der
charakterisierten Trypsin- und Elastasesubstrate in Gegenwart eines dritten
Fluorezenzfarbstoffes zum Nachweis einer Zellnekrose mit CCK supramaximal
stimuliert. Hierzu wurde Propidium lodid eingesetzt, das fur vitale Zellen inpermeabel
ist, aber in nekrotische Zellen diffundieren kann und den Zellkern anfarbt.

Durch die simultane Quantifizierung der Zymogenaktivierung mit der Nekroserate

konnte gezeigt  werden, dass auf  Einzelzellebene die alleinige
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Trypsinogenaktivierung die Azinuszellnekroserate im Vergleich zu Kontrollzellen
ohne eine Trypsinogen- oder Proelastaseaktivierung signifikant reduziert war. In
Zellen mit alleiniger Proelastaseaktivierung war die Zellnekrose im Vergleich zu den
Kontrollen ohne Aktivierung signifikant erhoht und konnte bei gleichzeitiger
Anwesenheit von Trypsinaktivitat auf Kontroliniveau reduziert werden. Inhibierte man
Trypsin mit Nafamostat, so verdoppelte sich auf Einzelzellebene die Elastase
assoziierte Nekrose im Vergleich zur Nekroserate ohne Trypsininhibitor.

In Messungen von Zellsuspensionen fuhrte die Trypsininhibition weder zu einer
Senkung, noch zu einer Erhéhung der CCK-induzierten Zellnekroserate. In-vivo-
Studien (Manabe et al.,, 1992; Wisner et al., 1989) mit Nafamostat als Inhibitor
zeigten, dass dieser eine protektive Funktion in der Entwicklung einer Caerulein-
Pankreatitis hatte, jedoch wurden hierbei millimolare Konzentrationen eingesetzt, die
nicht nur Trypsin, sondern auch andere Proteinasen inhibierten (Daten nicht gezeigt)
und daher nicht reprasentativ fir den Einfluly einer trypsinspezifischen Inhibierung
auf die pankreatitisassoziierten Zelluntergang waren.

Diese Beobachtungen widersprechen der bisherigen Annahme von Trypsin als
toxischer Faktor flir den azinaren Zelluntergang und deuten auf eine generelle
protektive Funktion des Trypsins gegen die durch Proelastase- oder anderen
Zymogenaktivierungen assoziierten Nekrose hin.

Weiterhin sollte die Rolle des Trypsins in der hereditaren Pankreatitis (Whitcomb et
al., 1996; Gorry et al., 1997; Teich et al., 1998; Simon et al., 2002) neu Uberdacht
werden, bei dem man die Entwicklung einer Pankreatitis auf einer verstarkten
Aktivierbarkeit (Varallyay et al., 1998; Teich et al., 2000; Sahin-Toth und Toth, 2000;
Sahin-Toth, 2000) oder einer verminderten Degradation (Le Marechal et al., 2001;
Pfutzer et al., 2002) des Trypsins durch Punktmutationen im Enzymmolekiil
diskutiert. Auf Basis der auf Einzelzellebene gezeigten Schutzfunktion des Trypsins
konnten die Mutationen aber durch einen Funktionsverlust des Trypsins zur
Krankheitsentwicklung fuhren.

Erganzend kann aus den Einzelzelluntersuchungen geschlossen werden, dass
andere Proteinasen, wie z. B. die Elastase in der Entwicklung einer Nekrose
involviert sind. Eine neuere Studie an Guamerin (Kim et al., 2000) als
elastasespezifischen Peptidinhibitor hatte gezeigt, dass die Elastaseinhibition den
Schweregrad der experimentellen Caerulein-Pankreatitis verringert (Song et al.,

1999). Jedoch konnte die Studie nicht zeigen, ob dieser Effekt auf einer
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intrazelluldaren oder extrazellularen inhibition von Leukozytenelastase oder
Pankreaselastase beruhte. Daher konnten die Ergebnisse nicht die Frage des
alleinigen Einflusses von Pankreaselastase auf die azinare Zellschadigung
beantworten.

Experimente mit VPV-01, einem elastasespezifischen Inhibitor zeigten, dass die
Elastaseinhibition die Nekroserate in Azinuszellsuspensionen um 40 % reduzierte.
Nach vollstandiger Inhibition der Serinproteinasenaktivierung mit Pefabloc SC, liel3
sich die Nekroserate auf Kontrollebene reduzieren.

Damit kann zum ersten Mal bewiesen werden, dass die CCK-induzierte
Azinuszellnekrose nicht durch Aktivierung von Trypsinogen, sondern Uber die
Aktivierung von anderen Zymogenen, wie z. B. Elastase vermittelt induziert wird. Die
Ergebnisse kdnnen aber nicht klaren, ob der zellprotektive Einfluy von Trypsin oder
die zur Nekrose fuhrende Aktivierung von Serinproteinasen auf einer Aktivierung
oder Degradation von anderen zellularen Proteinen beruht. Weiterhin mussen die in
der Gruppe der Serinhydrolasen aul3er der Elastase zur Nekrose fuhren Enzyme

naher charakterisiert werden.

6.4 Die Proelastaseaktivierung wird in Azinuszellen wesentlich durch

Cathepsin B vermittelt

Die vorausgehenden Versuche haben gezeigt, dass in supramaximal stimulierten
Azinuszellen Proelastase trypsinunabhangig aktiviert wird. Aus /n-vitro-Experimenten
ist bekannt, dass Trypsin in der Lage ist, Proelastase zu aktivieren (Grant und
Robbins, 1956; Lamy und Tauber, 1964) und auch Cathepsin B ein
Aktivierungspotential besitzt (Hakanson et al., 1991). Da wir bisher zeigen konnten,
dass Trypsinogen in der Pankreatitis durch Cathepsin B aktiviert wird (Halangk et al.,
2000), haben wir das Aktivierungspotential der Cathepsine B und L auf Proelastase
untersucht. Die Cathepsin B vermittelte Proelastaseaktivierung konnte von uns, als
auch von anderen (Dies, 1995) unter den in der Literatur angegebenen Bedingungen
nicht nachvollzogen werden und musste deshalb unter Anderung der

Versuchsbedingungen wiederholt werden.
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Proelastase wurde hierzu aus einer Rattenzymogengranulafraktion Immunprazipitiert
und damit Aktivierungsexperimente durchgefihrt.. Mit dieser Technik konnten
gegenuber herkommlichen Methoden nicht groRere Proteinmengen isoliert werden,
jedoch reichten die Mengen fur Aktivierungsassays und Proteinanalytik aus.
Inkubierte man die prazipitierte Proelastase mit Trypsin, Cathepsin B und L unter
verschiedenen Puffer- und pH-Bedingungen, so stellte sich heraus, dass Cathepsin B
bei einem pH-Wert von 4 ein fast doppelt so hohes Aktivierungsvermogen, wie
Trypsin besal3. Es kann daher postuliert werden, dass Proelastase in der Azinuszelle
madglicherweise Uber Cathepsin B aktiviert wird.

Unter den publizierten Bedingungen eines pH-Wertes von 3.8 ohne das
Reduktionsmittel Cystein war keine nennenswerte Aktivierung nachweisbar. Dieses
Resultat kann auf den reduktiven Schutz des Cysteins im katalytischen Zentrum des
Enzyms vor der Oxidation durch Luftsauerstoff zurtckgefuhrt werden. Die zur
Aufrechterhaltung der Enzymaktivitat, insbesondere bei Einsatz von gereinigten
Cathepsinen beobachtete Notwendigkeit von Reduktionsmitteln konnte bei der
Umsetzung von fluorogenen (Lipperheide, 1982) oder proteinogenen (Otto und
Schepers, 1967) Substraten belegt werden. Der nicht physiologische, niedrige pH-
Wert von 4 fir die Cathepsininkubation wurde gewahlt, da Enzyme dieser Klasse
unter den gegebenen Bedingungen eine optimale katalytische Aktivitat in isolierten
Systemen zeigen (Mason und Taylor, 1984; Otto, 1971). Dieser Effekt kann auf einer
Wechselwirkung zwischen den Substrat und dem Enzym erklart werden, dessen
Zugang zu den Bindungstaschen im aktiven Zentrum durch den niedrigen pH-Wert
erleichtert wird und die Bildung des Ubergangszustandes stabilisiert.

Die Inkubation mit Cathepsin L fuhrte unter den gleichen Versuchsbedingungen zu
keiner Aktivierung von Proelastase. Die Analyse der immunprazipitierten Elastase im
Western-Blot zeigte das flr anionische Rattenpankreaselastase charakteristische
Bandenmuster der Proform bei 36 kDa und der aktiven Form bei 30 kDa (Szilagyi et
al., 1995). In Gegenwart von Cathepsin L war weder eine Proform, noch aktive
Elastase im Westen-Blot nachweisbar.

Zur Klarung, ob dieser Effekt auf Antigenizitatsverlul3t oder Degradation beruhte,
wurde der zeitliche Verlauf der Elastaseaktivitat, als Ausdruck der Degradation in

Gegenwart der eingesetzten Enzyme untersucht.
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Dabei hatte sich herausgestellt, dass Trypsin und Cathepsin B kein Elastase
degradierendes Potential aufwiesen, jedoch Cathepsin L das Enzym schnell
degradierte.

Daruberhinaus konnte gezeigt werden, dass Elastase im alkalischen Milieu bei pH 8
sehr stabil ist und bei pH-Werten von 4 wahrscheinlich aufgrund der Proteinhydrolyse
im sauren pH-Bereich langsam an Aktivitat verlor. Trypsin war unter diesen
Bedingungen weit instabiler als Elastase und wurde ebenso nicht von Cathepsin B
oder Elastase degradiert. Cathepsin L hingegen degradierte Trypsin ebenfalls sehr
schnell.

Aus diesen diesen In-vitro-Experimenten ergibt sich, dass Cathepsin B an der
Zymogenaktivierung und Cathepsin L wesentlich am Abbau von Zymogenen und
aktivierten Proteinasen (Mason et al., 1985) in der Pankreatitis beteiligt ist.

Zur Klarung der Frage, ob die Ergebnisse der In-vitro-Versuche auch auf lebende
Azinuszellen oder auf die Pankreatitis Ubertragbar sind, wurden aufgrund von fur In-
vivo-Bedingungen nicht verfugbaren spezifischen Inhibitoren Cathepsin B defiziente
Mause (Halangk et al., 2000) eingesetzt.

Hierbei zeigte sich, dass die Elastaseaktivitat in Azinuszellen aus Knock-Out-Tieren
im Vergleich zur Kontrollgruppe um 50 % reduziert war und somit Cathepsin B zu
einem wesentlichen Teil fur die Aktivierung von Proelastase verantwortlich ist. Die
CCK-induzierte Nekrose in den Knock-out-Mausazini war nicht erniedrigt. Jedoch
konnte in der Caerulein-Pankreatitis dieser Tiere eine 50 % reduzierte Nekroserate
verzeichnet werden.

Diese Beobachtungen lassen darauf schlieBen, dass in Azinuszellen neben noch
nicht charakterisierten Enzymen Cathepsin B wesentlich an der Aktivierung von
Proelastase beteiligt ist. Durch diesen Aktivierungsprozel} ist Cathepsin B auch an
der Azinuszellnekrose beteiligt oder Ubt mdglicherweise einen direkten Einflu auf

diesem Mechanismus des Zelluntergangs aus.
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Cathepsin B
Trypsinogen » Trypsin \ » Azinuszellnekrose
Cathepsin L Q
Enzymdegradation Auto- Inhibition
degradation
Cathepsin L
Proelastase P Elastase P» Azinuszellnekrose
Cathepsin B

Schema 6.1: Modell der differenziellen Proteinasenaktivierung und der Assoziation mit einer
Azinuszellnekrose nach supramaximaler CCK-Stimulation

Trypsinogen und Proelastase werden in der Azinuszelle Gber Cathepsin B vermittelt aktiviert. Die
Zymogene oder aktivierten Enzyme kénnen durch Cathepsin L degradiert werden. Aktiviertes
Trypsinogen unterliegt Aulerdem der Eigendegradation und hat eine protektive Funktion auf die durch
Proelastaseaktivierung oder einer anderen Zymogenaktivierung verursachte Entwicklung einer
Zellnekrose.

6.5 Trypsinogen, Proelastase und Procaspase-3 werden in Azinuszellen

unabhangig voneinander aktiviert

Die vorausgehenden Zymogenaktivierungsexperimente haben gezeigt, dass die
Aktivierung von Serinproteinasen zum Zelluntergang durch Nekrose fuhren kann. Ein
anderer Mechanismus, der ebenfalls zum Zelltod fuhrt, ist die Apoptose (Stennicke
und Salvesen, 1998; Grutter, 2000), bei deren Entwicklung es auch zu einer
Aktivierung von Procaspasen (Cohen, 1997) kommt. Es wurde daher untersucht, ob
diese Zymogenaktivierungsmechanismen unterschiedlicher Proteinasen miteinander
verkoppelt sind oder sich gegenseitig beeinflussen.

Die Zeitkinetik von DNA-Strangbruchen in Azinuszellen zeigte zwei bis vier Stunden
nach Induktion einer experimentellen Caerulein-Pankreatitis ein Maximum. Da DNA-
Strangbriche auf einer Degradation von DNA-Schutzenzymen (Kuida et al., 1996)

durch die Aktivierung von Procaspase-3 (Stennicke et al., 1998; Porter und Jannicke,
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1999) beruhen, wurde die Caspase-3-Aktivitat gemessen. Zum Nachweis der
Caspase-3-Aktivitat wurde ein Uber intramolekulare Komplexierung gequenschtes,
peptidgekoppeltes Rhodamin eingesetzt (Packard et al., 1997). Dieses als PhiPhiLux
bezeichnete Substrat ermoglichte als membrangangiges Substrat die fluorometrische
Messung von Caspase-3-Aktivitat in lebenden Zellen (Komoriya et al., 2000).

Die Anwendung des In-vitro charakterisierten Substrates zeigte in Kombination mit
einem entsprechenden Trypsin- oder Elastasesubstrat, das CCK in supramaximal
stimulierten Azinuszellen zu einem zellindividuellen Aktivierungsmuster aller drei
Zymogene fuhrte. Betrachtete man die mit Trypsin- oder Elastaseaktivitat assoziierte
Proaspase-3-Aktivierung, so war diese im Vergleich zur Procaspase-3-Aktivierung
ohne Aktivierung von Verdauungsproteinasen nicht reduziert.

Zur Bestatigung der Beobachtung wurden Inhibitorassays an Zellsuspensionen
durchgefuhrt. Die spezifische Caspase-3-Inhibition durch DEVD-CHO hatte keinen
Einflud auf die Trypsinogen- oder Proelastaseaktivierung, noch auf deren Aktivitat.
Ein entsprechendes Ergebnis fand sich auch nach der spezifischen Inhibierung von
Trypsin mit S124 oder Elastase mit VPV-01.

Somit werden die Zymogene Trypsinogen, Proelastase und Procaspase-3
unabhangig voneinander aktiviert. Experimente mit zVAD-FMK, einem
Breitbandinhibitor fur Pancaspasen konnten jedoch zeigen, dass die Trypsinaktivitat
in Gegenwart dieses Inhibitors anstieg (Gukovskaya et al., 2002). Dieses Resultat
muf kritisch betrachtet werden, da nach meinen Untersuchungen zVAD-FMK nur zu
einer teilweisen Reduktion der Caspase-3-Aktivitat in Azinuszellen fuhrt (Daten nicht
gezeigt). Erganzend wurde gezeigt, dass zVAD-FMK die Freisetzung von
Laktatdehydrogenase senkt, was von den Autoren als Mal} fur den Zelltod durch
Nekrose angesehen wird. Inhibierte man Caspase-3 spezifisch durch DEVD-CHO, so
hatte das keine Auswirkungen auf die durch Propidiumioddinklusion detektierte
Azinuszellnekrose.

Auf Basis der erhaltenen Ergebnisse kann davon ausgegangen werden, dass weder
die Aktivierung der Zymogene Trypsinogen, Proelastase und Procaspase-3, noch die
Aktivitat dieser Enzyme sich gegenseitig beeinflullt. Weiterhin ist die durch
Serinproteinasenaktivierung induzierte Azinuszellnekrose von der Procaspase-3 —

Aktivierung entkoppelt.
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6.6 Cathepsin B und L vermitteln die Aktivierung von Procaspase-3 in Azini

Die vorgestellten Ergebnisse deuten auf einen unabhangigen
Aktivierungsmechanismus von den Serinproteinasen Trypsinogen und Proelastase,
sowie der Procaspase-3 hin. Der Stand der Literatur legt nahe, dass die
Procaspasenaktivierung ein kaskadenartiger Prozess ist, der Uber Effektorcaspasen,
wie im Falle von Procaspase-3 Uber Caspase-8 erfolgt (Stennicke et al., 1998).
Neuere Erkenntnisse zeigen, dass es aber auch einen Effektorcaspasen
unabhangigen Weg (Ishisaka et al., 1998; 2001) der Aktivierung gibt in dem
lysosomale Proteine, wie die Gruppe der Cathepsine involviert sind. Da diese wie
aus bisherigen Publikationen (Halangk et al., 2000) und in dieser Arbeit gezeigt auch
an der Aktivierung sekretorischer Zymogene beteiligt sind, wurde deren Einflu} auf
die Procaspase-3-Aktivierung untersucht.

Nachdem man Azinuszellsuspensionen in Gegenwart des Cathepsininhibitors E64d
mit CCK stimulierte, reduzierte sich die Caspase-3-Aktivitat im Vergleich zu
Kontrollzellen um 50 %. Man kann also davon ausgehen, dass Cathepsine auch in
dem Procaspase-3-Aktivierungsprozess des Pankreasazinuszelle beteiligt sind.

In anderen Organen identifizierte man als Procaspase-3 aktivierende Kandidaten das
Cathepsin B (Foghsgaard et al., 2001; Guicciardi et al., 2001) oder das Cathepsin L
(Ishisaka et al.,, 1999). Ein direkter Aktivierungsprozeld konnte Uber In-vitro-
Experimente nicht belegt werden (Stoka et al., 2001). Die Ergebnisse der
Experimente mussten jedoch kritisch betrachtet werden, da die Aktivierungsassays
bei einem pH-Wert von 7.4 durchgefuhrt wurden. Unter diesen Bedingungen weisen
Cathepsin B und L keine katalytische Aktivitat auf. Wir wissen, dass es in der
Pankreatitis zu einer Umverteilung von lysosomalen Proteinen in das sekretorische
Kompartiment kommt und pH-Verschiebungen stattfinden. Man kann daher
annehmen, dass es in der Pankreatitis moglicherweise auch zu einer Kolokalisation
von Caspasen und Cathepsinen unter lysosomalen pH-Wert-Bedingungen kommen
konnte und somit, wie bei den Proelastaseaktivierungsassays gewahlte pH-Wert von
4 fur Untersuchungen von cathepsin induzierten Aktivierungen sinnvoll ware.

Die Inkubation von Immunprazipitierter Procaspase-3 aus einem
Pankreashomogenat mit Cathepsin B und L konnte jedoch auch unter den
obengenannten Pufferbedingungen keine cathepsinvermittelte Procaspase-3-

Aktivierung nachweisen. Dem steht jedoch gegenuber, dass die zellulare Caspase-3-
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Aktivitat in Cathepsin B oder L defizienten Mausazini im Vergleich zu den
Wildtypzellen um 50 % reduziert ist.

Man kann deshalb annehmen, dass in Azinuszellen neben einer Effektorcaspasen
vermittelten  Aktivierung  noch  ein  cathepsinvermittelter = Procaspase-3-
Aktivierungsprozess stattfindet. Katunuma et al. (2001) konnten in Leberzellen einen
Mechanismus identifizieren bei dem Cathepsin L eine Pro-Lysoapoptase aktiviert, die
nachfolgend Procaspase-3 aktiviert.

Erganzend kann gefolgert werden, dass die Aktivierung von sekretorischen
Zymogenen, wie Trypsinogen und Proelastase mit der von Procaspase-3 nicht direkt,
sondern uber das Cathepsin B als gemeinsamen Aktivator miteinander verkoppelt ist.
Dem Cathepsin L kann hierbei eine bivalente Funktion zugeordnet werden, indem es
Trypsin und Elastase degradiert und Procaspase-3 aktiviert. Es konnte daher eine
SchlUsselrolle einnehmen, in welche Richtung der Zelltod verlaufen soll oder wie

hoch der Anteil an Nekrose oder Apoptose in der Azinuszelle ist.

Trypsinogen — » Trypsin —
4 A
Cathepsin B
\/
Procaspase-3 » Caspase-3 —— Azinuszellapoptose
A
Cathepsin L
1 \/

Proelastase P Elastase —» Azinuszellnekrose

Schema 6.2: Modell der differenziellen Zymogenaktivierung und deren Assoziation mit einer
Nekrose oder Apoptose in supramaximal CCK-stimulierten Azinuszellen

Trypsinogen, Proelastase und Procaspase-3 werden in der Azinuszelle durch Cathepsin B aktiviert.
Cathepsin L aktiviert Procaspase-3, jedoch nicht Trypsinogen oder Proelastase. Die aktiven Enzyme
beeinflussen sich nicht gegenseitig. Die durch Proelastaseaktivierung oder einer anderen
Serinproteinasenaktivierung verursachte Zellnekrose wird durch Trypsin gehemmt. Caspase-3 hat
keinen Einfluss auf die  Nekrose, filhrt aber zu  apoptotischen Prozessen.
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7. Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit konnte im Modellsystem der Pankreatitis mit supramaximal
stimulierten Azinuszellen und unter Verwendung von spezifischen Inhibitoren gezeigt
werden, dass die Zymogene Trypsinogen und Proelastase in unterschiedlichen
Zellen und unabhangig voneinander im sekretorischen Kompartiment aktiviert
werden. Aufgrund dieses Ergebnisses kann davon ausgegangen werden, dass die
Hypothese einer Zymogenaktivierungskaskade mit Trypsin als Startpunkt in der
Pankreatitis auf Trypsin und Elastase nicht zutrifft.

In-vitro-Aktivierungsexperimente zeigten, dass Proelastase durch Cathepsin B
aktivierbar ist. Dieses Aktivierungspotential konnte in Messungen mit Azinuszellen
aus Cathepsin B-defizienten Tieren bestatigt werden. AulRerdem belegten In-vitro-
Versuche, dass Cathepsin L keine aktivierende, sondern ein Trypsin und Elastase
degradierende Proteinase ist.

Die Annahme, die die Trypsinogenaktivierung in einem direktem Zusammenhang mit
der Zellschadigung in der Pankreatitis brachte, muf® jetzt als obsolet angesehen
werden, da die Trypsinogenaktivierung nicht im Zusammenhang mit der Entwicklung
einer Nekrose steht. Stattdessen konnte Trypsin auf Einzelzellebene eine protektive
Funktion auf die durch Aktivierung von Proelastase assoziierten Nekrose
nachgewiesen werden. Messungen mit einem Serinproteinaseninhibitor zeigten
aullerdem, dass neben Elastase noch andere nicht naher charakterisierte
Peptidasen zur Entwicklung einer Azinuszellnekrose beitragen.

Die Untersuchungen, inwieweit die Zelluntergangsmechanismen Apoptose und
Nekrose miteinander gekoppelt sind, haben gezeigt, dass die hierbei beteiligten
Zymogene Trypsinogen, Proelastase und Procaspase-3 unabhangig voneinander
aktiviert werden. Die Enzyme beeinflussten sich auRerdem nicht in ihrer Aktivitat.
Weiterhin konnte an Azinuszellen aus Knock-Out-Tieren gezeigt werden, dass
Cathepsin B an der Aktivierung von Procaspase-3 beteiligt ist. Somit sind die
Zymogenaktivierungen von Trypsinogen, Proelastase und Procaspase-3 nicht direkt
miteinander sondern Uber den gemeinsamen Aktivator Cathepsin B verkoppelt.
Cathepsin L konnte ebenfalls auf Knock-out-Experimente gestitzt ein Procaspase-3-

Aktivierungspotential zugeordnet werden.
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Die spezifische Inhibition von Caspase-3 zeigte, das dieses Enzym in Azinuszellen
nicht die Entwicklung einer Zellnekrose beeinflullt. Somit wird die Nekrose
ausschlielich uber Serinproteinasen vermittelt.
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A Alanin
Abb. Abbildung
AK Antikorper
AMC 4-amino-methylcoumarin
BSA “Bovine Serum Albumin”
CMAC 7-amino-4-chloromethylcoumarin
C Cystein
°C Temperatur in Grad-Celsius
D Asparaginsaure
Da Dalton
DAPI 4,6-Diamidino-2-phenylindol
DMEM “Dulbeccos Modified Eagle Medium®
DMSO Dimethylsulfoxid
DTT 1,4-Dithiothreitol
E Glutaminsaure
Ex Exitation
Em Emission
g Erdbeschleunigung
h Stunde
HEPES 4-(2-Hydroxyethyl)-piperazin-1-ethansulfonsaure
lle Isoleucin
I Liter
kg Kilogramm
KG Kdrpergewicht
Lsg. Losung
M Molar
Mikro
m Milli
min Minuten

n nano



Abkurzungen

Na-EDTA
oD
Pro
PBS
R110
rpm
Arg
SDS
sec
TAP
Tris
U
u.N.
wiv

viv

100

Natriun-ethylendiamin-N,N,N’,N’-tetra-acetat
Optische Dichte (Extinktion)

Prolin

“Phosphat buffered saline”

Rhodamin 110

“Rounds per minute®

Arginin

Natriumdodecylsulfat

Sekunde

Trypsinogenaktivierungpeptid
Tris-(hydroxymethyl)-ammoniummethan
vom Hersteller definierte Einheit der Enzymaktivitat
uber Nacht

Verhaltnis Masse/Volumen

Verhaltnis Volumen/Volumen
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