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Die hereditare Genese spielt bei der chronischen Pankreatitis mit nur ca. 2%
Anteil an den Erkrankungen insgesamt eine untergeordnete Rolle. Dennoch
haben die Beurteilungen von verschiedenen Mutationen sowie ihre geanderten
biochemischen Eigenschaften und Enzymkinetik entscheidende

Erklarungsmodelle fur die Pathogenese der chronischen Pankreatitis geliefert.

Diese Dissertation beschreibt anhand von humanen Proben eines Indexpatienten
eine morphologische Beurteilung der durch die noch wenig beschriebene A121T
Mutation des kationischen Trypsinogens hervorgerufenen Pankreatitis. Hierbei
werden humane Proben des Indexpatienten mit Geweben von chronischen

Pankreatitiden andere Genese und von Adenokarzinomen verglichen.

Dartber hinaus sollte die Frage beantwortet werden, inwiefern die A121T
Mutation einen Einfluss auf die katalytische Aktivitat des mutierten Trypsins hat.
Durchgefiihrte Enzymaktivitaitsmessungen an homogenisiertem Material zeigten
jedoch keine Unterschiede in der Aktivitat des mutierten Trypsins im Vergleich

zum Wildtyp.
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1 Einleitung

1.1 Anatomie und Physiologie des Pankreas

Das Pankreas ist nach der Leber die zweitgrof3te Drise und die wichtigste
Verdauungsdrise des menschlichen Koérpers. Das Organ befindet sich im
Retroperitoneum im Oberbauch.

Es wird in drei Anteile den Pankreaskopf, -korpus und —schwanz eingeteilt. Der
breiteste Teil ist der Kopf, welcher die Mindung des Ausfiihrungsgangs enthalt
und an das Duodenum angrenzt. Der Korpus bezeichnet das Mittelstuck und der
Schwanz das sich verjungende Pankreas, das Richtung Milzhilus zieht [88].

Fir die Genese der Pankreatitis wichtig ist, dass sich langs durch das Organ ein
Hauptausflihrungsgang fur die produzierten Sekrete zieht, welcher an der Papilla
Vateri meist zusammen mit dem Ausfihrungsgang der Leber in das Duodenum
mundet.

Histologisch betrachtet besteht das Pankreas zu 98% [81], aus Azinuszellen,
welche die exokrine Funktion, d. h. die Produktion von Verdauungssaften
ubernehmen. Hauptaufgabe hierbei sind die Produktion der Verdauungsenzyme:
Amylase (fur die Kohlenhydratverdauung), Lipase (fur die Fettverdauung), und
Trypsin, Cathepsin B, Chymotrypsin (sogenannte Peptidasen fur die
Proteinverdauung). Des Weiteren wird durch die Azinusdrisen
Hydrogencarbonat produziert, welches flir die Neutralisierung der Magensaure
und die Gewahrleistung eines leicht basischen Milieus im Duodenum essentiell
ist [32].

Daruber hinaus nimmt das Pankreas eine wichtige endokrine Funktion wahr. Die
Langerhansschen Inseln, die ca. 2% des Pankreasgewebes ausmachen und in
solitaren Zellnestern im ganzen Organ auftreten, sind der einzige Produktionsort
des Insulins, eines lebenswichtigen Hormones zur Regulation des Kohlenhydrat-

und Glucosestoffwechsels.



1.2 Epidemiologie und Einteilung der Pankreatitis

Die Bauchspeicheldrisenentziindung (Pankreatitis) ist eine haufige Erkrankung
des Gastrointestinaltraktes.

Es handelt sich in den meisten Fallen um eine aseptische Entzindung, d. h. die
Entzindungsreaktion wird nicht primar durch eine Infektion durch Bakterien
ausgelost.

Den unterschiedlichen Genesen der Erkrankung ist meist eine Obstruktion des
Ductus pankreaticus gemeinsam, welcher zur lokalen oder generalisierten
Entzindungsreaktion fuhrt.

Ursachen einer solchen Obstruktion kdnnen angeborene Fehlbildungen, wie zum
Beispiel das Pankreas anulare oder das Pankreas divisum sein. In beiden Fallen
ist eine fehlende embryonale Verschmelzung der zwei Pankreasganganlagen mit
unzureichender Drainierung des Pankreassekretes in das Duodenum Grund far
die Gangobstruktion und die konsekutive Entziindung. Am haufigsten ist jedoch
eine Verlegung des gemeinsamen Ausfuhrungsgangs des Gallengangs und des
Ductus pancreaticus durch einen Gallenstein Ursache fur eine dann akute
Pankreatitis. In diesem Fall wird sie als bilidre Pankreatitis bezeichnet. Ein
weiterer haufiger Auslosefaktor flr eine Pankreatitis ist Uberhdhter
Alkoholkonsum [4, 66,100].

Bei der Erkrankung muss zwischen zwei verschiedenen zeitlichen
Verlaufsformen unterschieden werden.

Bei der akuten Pankreatitis tritt eine akute Gewebsschadigung binnen weniger
Tage auf. Hauptursachen dafir sind die bereits oben erwahnte biliare
Pankreatitis (ca. 55%) und die toxische Pankreatitis durch erhdhten
Alkoholkonsum (ca. 35%) [40].

Seltenere Ursachen flr eine akute Pankreatitis sind Medikamenten-
nebenwirkungen (z.B. Antihypertonika, Antibiotika oder Zytostatika),
Virusinfektionen (z. B. Mumps), stumpfe Bauchtraumen oder auch eine
hereditare Genese (s.u.)

Die chronische Verlaufsform verlauft langsamer, kann sich jedoch in
rezidivierenden  Schiben von akuten Pankreatitiden  manifestieren.

Hauptursache ist mit ca. 80% der chronische Alkoholabusus, ca. 15% der Falle
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sind idiopathisch. Weniger als 5% der Erkrankungen sind auf seltenere Ursachen
wie die Hypertriglyzeridamien oder eine hereditare Genese zuruck zufuhren [40].
Die haufigere akute Verlaufsform hat eine Inzidenz von 5-10 pro 100.000
Menschen in den westlichen Industrielandern [83].

Die chronische Pankreatitis ist seltener als die akute Verlaufsform und tritt in
Westeuropa mit einer Inzidenz von 3,5 - 4 pro 100.000 Einwohner pro Jahr auf.
Durch ihre jahrelange Persistenz ist die Pravalenz mit 10-15 pro 100.000
Menschen entsprechend hdéher [23, 93]. 90 % der Patienten mit chronischer
Pankreatitis sind Manner zwischen 30-60 Jahren. Dies ist durch den
Alkoholabusus als Hauptursache zu erklaren [2, 3, 73].

Bei der akuten Verlaufsform unterscheidet man ferner zwischen der haufigeren
(80-85%) und milder verlaufenden 6dematésen Form sowie der selteneren
nekrotisierenden Pankreatitis (15-20%). Letztere kann je nach Ausmal® der
Nekrose mit Letalitatsraten von 15-50 % einhergehen [39, 69].

Sowohl die akute, als auch die chronische Verlaufsform erfordern haufig eine
intensivmedizinische Behandlung, da beide eine Vielzahl von Komplikationen
hervorrufen konnen. Bei der akuten Verlaufsform stehen vital gefahrdende
Komplikationen, wie bakterielle Infektion der entstandenen Nekrosen mit
Sepsisgefahr, hypovolamischem Schock (Ausbildung von Schockorganen, z.B.
Lunge, Niere), Abszessen oder Gefaldarrosionen im Vordergrund [73].

Die chronischen Form, die haufig mit einer Vielzahl von Schiben einhergeht,
steht die kontinuierliche Zerstérung des Organs im Mittelpunkt. Durch die
Entzindungsreaktionen entstehen postinflammotorische  Fibrosen und
Verkalkungen. Des Weiteren konnen Pseudozysten, Stenosen des
Pankreasgangsystems oder Fistelbildungen hinzukommen, welche das Auftreten

weiterer Entzindungsschube fordern konnen [29, 39].

1.3 Pathophysiologie und Klinik der chronischen Pankreatitis

Die Erkrankung ist definiert als eine entziindlich-fibrosierende Erkrankung mit
bindegeweblichem Ersatz des Drusenparenchyms und Entwicklung von

Gangveranderungen als Folge wiederholter autodigestiver Nekrosen und/oder
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autoimmunbedingter Entzindungsprozesse [7]. Die Fibrosierung des Organs tritt
dabei herdformig auf.

Die wichtigste Ursache flr die chronische Pankreatitis ist der Alkoholabusus von
mehr als 20g/Tag bei Frauen bzw. mehr als 40g/Tag bei Mannern. Dieser ist fur
ca. 80% der Erkrankungen verantwortlich [2,3, 39].

Aufgrund des steigenden Alkoholkonsums ist auch die Inzidenz der chronischen
Pankreatitis in den letzten Jahren gestiegen [49].

Weitere seltenere Ursachen einer chronischen Entzindung sind hereditare
Formen (s. 1.3), die Autoimmunpankreatitis, deren Entitat jedoch noch umstritten
ist [49], die partielle Fehlanlage des Pankreas, das sogenannte Pankreas
divisum, Erkrankungen, die mit einer Hyperkalzamie einhergehen, z.B. der
Hyperparathyreoidismus und die Post-ERCP Pankreatitis, welche akut auftritt
jedoch auch chronifizieren kann [106]. Diese Ursachen machen zusammen ca.
10% der Falle von chronischer Pankreatitis aus [49].

Des Weiteren kann auch eine chronische Pankreatitis ebenso wie eine akute
durch verschiedene Medikamente ausgeldost werden. Beispiele flir diese
auslosenden Medikamente sind Diuretika, 3-Blocker, ACE-Hemmer oder Methyl-
Dopa [39].

Etwa 10 % der Erkrankungen sind idiopathisch, also nicht auf eine der bekannten
Ursachen zurtckzuflhren.

Die Pathogenese der Erkrankung ist bis heute unklar. Die Theorie, dass es zu
einer vorzeitigen Aktivierung der vom Pankreas sezernierten Enzymvorstufen
oder Proenzymen, den sogenannten Zymogene und im Anschluss daran zu
einem Selbstverdau des Organs kommt, wurde bereits 1896 von Chiari postuliert
[10].

Fast 100 Jahre spater wurde die Vermutung auf die Hypothese konkretisiert, dass
eine Ubermafige Trypsinaktivitdt innerhalb des Pankreas auslosend fur den
Entzindungsprozess ist [90].

Diese These wird unterstutzt durch die molekulargenetischen Veranderungen,
welche in den letzten 15 Jahren im Rahmen der Erforschung der hereditaren

Pankreatitiden identifiziert wurden.



Bei diesen molekulargenetischen Veranderungen spielt das Enzym Trypsin eine
zentrale Rolle, welche besonders durch seine Stellung innerhalb der
Enzymkaskade des Pankreas gepragt wird [87].

Man unterscheidet drei verschiedene Formen des humanen Trypsins, die
unterschiedlich hohe Anteile am Trypsin-Gesamtgehalt ausmachen: das
kationische Trypsin (40%, auchTrypsin-1), das anionische Trypsin (ca. 60%,
auch Trypsin 2) und Mesotrypsin (<1%, auch Trypsin 4) [80].

Die kationische und anionische Form des Trypsin weisen die Aktivitat auf, erstere
zeichnet sich jedoch durch eine hohere Selbstaktivierungs- und geringere
Inaktivierungsrate aus [14,15].

Trypsin bezeichnet die aktive Form des Enzyms. Es wird zunachst als
Pratrypsinogen, am rauen endoplasmatischen Retikulum produziert. Hierbei wird
das 15 Aminosauren lange N-terminale ER-Signalpeptid abgetrennt und das
Molekul als Trypsinogen, der inaktiven Enzymvorstufe oder sogenanntes
Zymogen in den Zymogengranula gespeichert. Diese gehen ursprunglich vom
Golgi-Apparat der Zelle aus und ihr Inhalt durchlauft eine Kondensation und
Konzentration auf dem Weg zum apikalen Teil der Azinuszelle [67].

Durch die Abspaltung eines 8 Aminosauren langen Oligopeptids, dem
Aktivierungspeptid, wird Trypsinogen in aktives Trypsin Uberfuhrt. Diese
Aktivierung findet normalerweise erst im Darmlumen durch die dort produzierte

Enteropeptidase (alt: Enterokinase) statt [29].
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Abb.1 Aminosauresequenzen der verschieden Vorstufen des kationischen
Trypsinogens. Oben aufgefiuihrt die bisher beschrieben Punktmutationen, die mit
hereditaren Pankreatitiden assoziiert werden. Grau unterlegt die 8 Aminosauren,

die das Aktivierungspeptid bilden [11].

Aktives Trypsin ist in der Lage, sich selbst so wie alle anderen Vorstufen der
sezernierten Proteasen zu aktivieren. Daher stellt dieses Enzym eine wichtige
Schaltstelle in der Enzymkaskade dar.

Es existieren verschiedene Mechanismen das Pankreas vor einer innerhalb des
Organs auftretenden frihzeitigen Aktivierung des Trypsins zu schutzen. Einer
davon ist die bereits oben erwahnte physiologische Aktivierung durch
Enteropeptidase aullerhalb des Organs. Weitere Mechanismen sind die
Autolysen aktivierter Proteasen durch Trypsin selbst und die Komplexierung
aktivierte Trypsinmolekule durch intrapankreatische Inhibitoren, z.B. durch
Serinprotease-Inhibitor, Kazal-Typ 1 (SPINK1) [74].

Als erste genetische Veranderung wurde eine Punktmutation R122H im Bereich
des kationischen Trypsins (PSSR1) im Jahr 1996 beschrieben [99]. Fur diese
Veranderung konnte als erste nachgewiesen werden, dass sie ursachlich fur das
Auftreten einer hereditaren Pankreatitis verantwortlich ist.

Durch Mutationen im kationischen Trypsinogen Gen (PRSS1) (s. 1.4.3.), kann es
zu einer verlangerten Halbwertszeit des aktivierten Trypsins kommen, das neben
sich selbst auch in der Lage ist, andere Proteasen zu aktivieren. DarUber hinaus

konnte eine erleichterte  Aktivierbarkeit durch  Abspaltung des
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Aktivierungspeptides nachgewiesen werden. Auf diese Mechanismen wird im
nachsten Kapitel noch ausfuhrlicher eingegangen.

Histologisch gesehen kommt es zu einer chronischen, entzindlich fibrosierenden
Erkrankung der Bauchspeicheldrise, die durch wiederholte Schibe zu einer
Schadigung des interstitiellen, duktalen und azinésen Gewebes fluhrt.
Exemplarisch werden die Gewebeveranderungen bei der alkoholtoxischen Form
beschrieben, da diese am haufigsten ist und den wenigen bekannten Falle der
hereditaren Form der alkoholtoxischen morphologisch ahnelt (soweit dies
aufgrund der niedrigen Fallzahlen beurteilbar ist) [45,49].

In der Fruhphase der Erkrankung kommt es auf der einen Seite zu akuten
Veranderungen, d. h. zu Fettgewebsnekrosen unterschiedlicher Grolde, die auch
zu Pseudozysten fuihren kénnen, auf der anderen Seite auch zu chronischen
Veranderungen, d. h. einer peri- und interlobularen Fibrose.

In der fortgeschrittenen Phase bilden sich infolge der Fibrosierung
unregelmafRige Ganglumina. Diese fuhren zu einem Sekretstau, der in die
Prazipitation von kalkreichen Konkrementen, den sogenannten Calculi, und
Proteinablagerungen mundet. Von diesen Veranderungen sind sowohl die
kleinen Gange, als auch der Ductus pankreaticus betroffen [7].

Desweitern fiihrt der Ubergang der Fibrose auf den intralobuléren Bereich zu
einem Untergang der Azinuszellen. Auch die Inseln des Pankreas sind in dieser
Phase mit betroffen und zeigen unregelmafige Groéflen- und Verteilungsmuster
[7, 49]. Es kann auch eine intrainsulare Fibrose auftreten [45].

Klinisch imponiert die Krankheit oft oligosymptomatisch, wobei die progrediente
Zerstorung des Pankreasgewebes im Vordergrund steht. Charakteristisch sind
schubweise auftretenden Schmerzen, die als tiefsitzende Oberbauchschmerzen
beschrieben werden und oft gurtelformig in den Ricken ausstrahlen [39].

Der Verlauf der chronischen Pankreatitis |asst sich in drei Stadien einteilen [68]:

I es treten typische Schmerzattacken auf, endokrine und exokrine
Pankreasfunktion sind normal
Il Schmerzen werden seltener, Verkalkungen des Pankreas sind bereits in

der Abdomen Ubersichtsaufnahme sichtbar



1] Schmerzattacken verschwinden, die Erkrankung wird als ,ausgebrannt®
bezeichnet, es kommt zur globalen Pankreasinsuffizenz

Die Endstrecke einer chronischen Pankreatitis besteht demnach im Ausfall der
exokrinen und in 30% der Falle auch der endokrinen Funktion, d. h. einem
Diabetes mellitus [39].

Dieser Endzustand erfordert die Substitution von Verdauungsenzymen, eventuell
den fettldslichen Vitaminen A, D, E und Kund im Falle des Diabetes mellitus auch
Insulin. Weitere Komplikationen sind die Ausbildung von Pseudozysten, Milz- und
Pfortaderthrombosen. Des Weiteren ist das Risiko fur die Entstehung eines

Pankreaskarzinoms im Vergleich zur Normalbevolkerung wesentlich erhoht.

1.4 Hereditare Formen der Pankreatitis

Die hereditare Form der Pankreatitis ist erstmalig im Jahr 1952 durch Comfort
und Steinberg beschrieben worden [105].

Wie bereits oben erwahnt, gehort die hereditdre Form der Pankreatitis zu den
seltenen Ursachen einer chronischen Pankreatitis. Es wird angenommen, dass
ca. 2% der chronischen Pankreatitiden auf eine hereditiare Ursache
zurtckzufihren sind [87].

Die hereditare Form der chronischen Pankreatitis verlauft langsamer als die
alkoholische bedingte, wobei es auch Unterschiede zwischen den einzelnen
genetischen Veranderungen gibt. Die Progredienz der Erkrankung bei
Mutationen im PRSS1 ist schwacher als bei denen im SPINK+ (Serin Peptidase
Inhibitor, Kazal Typ 1) [46].

Weniger als 2% der Patienten mit chronischer Pankreatitis weisen eine positive
Familienanamnese auf. Davon entfallen ca. 10-30% auf Mutationen im
kationischen Trypsinogen und ca. 5% auf die des Spink1 Gens. Letztere kommen
jedoch auch in bis zu 6% der Falle bei alkoholisch bedingter Pankreatitis vor, bei
dieser Genese treten auch in 7% CFTR (Cystic Fibrosis Transmembrane
Conductance Regulator) - Mutationen auf [94].

Trotz dieses geringen Anteils waren die Auslésemechanismen der hereditaren

Pankreatitis in den vergangenen 15 Jahren intensiver Gegenstand der
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Forschung, da man sich auf diesem Wege erhofft, Fragen der zum grof3en Teil
unbekannten Pathogenese der chronischen Pankreatitis ohne genetisch
veranderte Enzyme beantworten zu konnen.

Den genetischen Veranderungen, welche eine hereditare Pankreatitis auslosen
konnen, gemeinsam ist, dass sie zu einem vermehrten Auftreten von
intrapankreatisch aktivem Trypsin fuhren.

Dies wird durch eine erleichterte Aktivierbarkeit, eine geringere Autolyse oder
verminderte Inhibierbarkeit des Tryspins hervorgerufen.

Als erste genetische Veranderung konnte Mitte der 1990er Jahre ein verandertes
Trypsinmolekll des kationischen Trypsinogengens (PRSS1) als Ausloser fur
hereditare Pankreatitiden beschrieben werden [98, 99].

Fur diese Veranderung konnte als erste nachgewiesen werden, dass sie
ursachlich fur das Auftreten einer hereditaren Pankreatitis verantwortlich ist. Dies
ist die haufigste Mutation, die R122H Mutation im PRSS1. Es sind im Verlauf der
letzten 15 Jahre aber weitere Mutationen beschrieben worden, z. B. A16V, D22G,
K23R, N29I, N29T oder R122C [26, 34, 95, 101,103].

Weitere Mutationen betreffen den intrapankreatischen Trypsininhibitor Spink1
(s.1.4.2) und den CTFR (s.1.4.1), ein Rezeptor, welcher eine der haufigsten
Erbkrankheiten in Deutschland auslost, die Mukoviszidose oder zystische

Fibrose.

1.41 CFTR (Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator)

Mutationen

Bei dem CFTR-Gen handelt es sich um einen Genlocus, der fur einen
transmembranen Chloridkanal kodiert und sich auf dem langen Arm des
Chromosom 7 (7q31) befindet [85, 107].

Mutationen dieses Gens kdnnen bei homozygotem oder auch heterozygotem
Auftreten fur eine klinisch manifeste zystische Fibrose verantwortlich sein.

Die  zystische Fibrose ist die haufigste schwere angeboren
Stoffwechselerkrankung in Deutschland. Sie tritt mit einer Haufigkeit von 1:2000

auf und wird autosomal rezessiv vererbt [63].
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Es sind bereits uber 1000 verschiedene Mutationen des CFTR Gens beschrieben
worden. Die haufigste ist die AF508, sie ist bei 66% der deutschen Patienten
ursachlich und flhrt zu einer Deletion eines Basentripletts [108].

Klinisch stehen bei der Erkrankung eine chronisch obstruktive Lungenerkrankung
mit chronischen Infektionen und eine exokrine Pankreasinsuffizienz im
Vordergrund. Eine chronische Pankreatitis wird bei ein bis zwei Prozent der
Betroffenen mit normaler Pankreasfunktion, seltener bei Patienten mit
Pankreasinsuffizienz beobachtet [3, 20, 86].

Letztere wird hauptsachlich durch eine erhohte Viskositat des Pankreassekretes
hervorgerufen. Es wird vermutet, dass die durch diese erhdhte Viskositat
auftretende Gangobstruktion neben weiteren Mechanismen zu einer Absenkung
des pH-Wertes im Pankreasgangsystem und damit zu einer vorzeitigen
Aktivierung von Verdauungsenzymen fuhrt [18, 64, 102].

Es ist jedoch festgestellt worden, dass Patienten mit idiopathischer chronischer
Pankreatitis signifikant haufiger Mutationen im CFTR-Gen aufweisen als die
Normalbevolkerung [13, 84].

Des Weiteren wurde die Dysfunktion des Chlorid Kanals bei Patienten mit
Pankreas divisum beschrieben, die ebenfalls haufiger an einer chronischen

Pankreatitis erkranken [33].

1.4.2 Mutationen im Spink1 (Serinproteaseninhibitoren vom Kazal Typ 1
Gen)

Bei Spink1 handelt es sich um einen Serin-Peptidase-Inhibitor, Kazal Typ 1,
genannt Spink1, einen spezifischen intrapankreatischen Trypsininhibitor, auch
als pankreatischer sekretorischer Trypsin-Inhibitor (PSTI) bezeichnet. Dieser tritt
auch in verschiedenen anderen Organen, z.B. den Nieren oder Ovarien auf und
fungiert auch als Akut-Phaseprotein [59,85]. Das Genprodukt des Spink1 ist der
wichtigste intrapankreatische Inhibitor des aktivierten Trypsins [86, 94].

Der Genlocus befindet sich auf den Chromosom 5 und besteht aus 4 Exons. [41].
Der Inhibitor besitzt ein Lysinmolekul im aktiven Zentrum, welches eine kovalente
Bindung zu dem katalytischen Serin der Protease eingeht und diese somit,

allerdings nur temporar, inaktiviert [55].
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Im Jahr 2000 wurde erstmals beschrieben, dass eine Assoziation zwischen der
Mutation im Spink1 und der chronischen Pankreatitis besteht [104].

Bei dieser Mutation konnte jedoch im Gegensatz zu den Mutation im PSSR1
lediglich eine Assoziation zur hereditaren Pankreatitis nachgewiesen werden und
kein kausaler Zusammenhang. Ahnlich wie bei den Mutationen im kationischen
Trypsinogen wird auch in diesen Fallen eine erschwerte Inaktivierung des
aktivierten Trypsins angenommen. Die haufigste Mutation ist der Austausch von
Asparagin gegen Serin an Position 34 im Protein (N34S). Diese kann homo- oder
heterozygot auftreten, ohne dass ein klinischer Unterschied beschrieben werden
konnte [70,104]. Da sich die Mutation sieben Aminosaurepositionen von dem
aktiven Zentrum des Enzymes entfernt befindet, wird eine reduzierte
Inhibitorkapazitat infolge der Mutation angenommen. Diese Ergebnisse sind
bisher nicht vollstandig belegt, da sich verschiedene Ergebnisse hinsichtlich der
Assoziation der Spink1 Mutation und der chronischen Pankreatitis zeigen [12,53].
Die Progredienz der Erkrankung ist schneller als bei Mutationen im kationischen
Trypsinogen, jedoch langsamer als bei der alkoholisch bedingten Pankreatitis.
Unklar ist zurzeit noch, ob diese Mutation ebenfalls mit einem erhdhten Risiko fur

die Ausbildung eines Pankreaskarzinoms einhergeht.

1.4.3 Mutationen im kationischen Trypsinogen (PSSR1)

Der lange Arm des Chromosoms 7 (7g35) konnte 1996 als Genlocus fur eine
Punktmutation im kationischen Trypsinogen beschrieben werden [98].
Whitcomb et al konnten zeigen, dass die Mutation im kationischen Trypsinogen
aus zwei Grunden einen sensiblen Bereich der Enzymkaskade des Pankreas
erfasst. Einerseits stellt das kationische Trypsinogen die grofRte Menge des
produzierten Trypsinogens, und andererseits nimmt das Enzym Trypsin eine
SchlUsselposition in der Enzymkaskade des Pankreas ein [35, 99].

Aktiviertes Trypsin ist in der Lage, sich selbst, aber auch alle anderen
pankreatogen produzierten Zymogene zu aktivieren. Bei Zymogenen handelt es
sich um inaktive Enzymvorstufen, die zum Schutz des Pankreas vor einem
Selbstverdau in dieser Form in den Ductus pankreaticus sezerniert werden.

Physiologischerweise erfolgt die Aktivierung dieser Vorstufen durch die
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Abspaltung eines Aktivierungspeptides erst durch die intestinale Enterokinase im
Duodenum [56]. Das aktive Trypsin steht demnach am Anfang dieser
Kettenreaktion und ist durch nachfolgend beschriebenen nachgewiesenen
genetische Veranderungen verdachtig, fur eine frihzeitige intrapankreatische
Zymogenaktivierung verantwortlich zu sein [32].

Als erstes wurde 1996 die haufigste und klinisch wichtigste Mutation R122H
beschrieben, diese konnte damals bei 5 Familien nachgewiesen werden [99]. (s.
1.3.3.1)

Die zweihaufigste Mutation im PSSR1, die fur ca. 25% der hereditaren
Pankreatitiden verantwortlich ist [48], ist die N29I Mutation, bei der es sich um
eine Punktmutation handelt, hier von Adenin zu Thymin, wodurch in dem Codon
29 ein Austausch der Aminosaure Asparagin gegen Isoleucin resultiert [83].
Diese Mutation wird in alterer Literatur durch die Verwendung des
Chymotrypsinnummerierungssystems auch noch fehlerhaft als N21| bezeichnet
(siehe auch 1.3.3.1)

Es sind seitdem einige weitere Mutationen des kationischen Trypsinogen
beschrieben worden z. B. A16V, D22G, K23R, N29I, N29T oder R122C [34, 26,
95, 101, 103] darunter auch die A121T Mutation, auf die im Abschnitt 1.3.3.2
genauer eingegangen wird.

Die haufigsten Mutationen des PSSR1-Gens (R122H und N29I) werden
autosomal dominant vererbt und weisen eine unvollstandige Penetranz von
ca.40-80% auf. Desweitern ist die Intensitat und Schwere der Erkrankung selbst
innerhalb einer Familie sehr variabel. Wahrscheinlich besteht eine leichte
geschlechtsspezifische Manifestation auf der Seite des mannlichen
Geschlechtes [57, 60].

Zurzeit gibt es verschiedene Hypothesen, inwiefern die beschriebenen
Mutationen zur Entwicklung einer chronischen Pankreatitis fuhren konnen.
Diskutiert werden als Schlisselmechanismen der verzogerte Abbau aktivierten
Trypsins, die gestorte Hemmung des aktivierten Trypsins oder eine erleichterte

Aktivierung des Trypsinogens [77,78, 94].
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Fir einzelne Mutationen konnten bereits einige der aufgefuhrten Mechanismen
nachgewiesen werden, dies wird in den Beschreibungen der jeweiligen Mutation
noch ausfuhrlicher erklart.

Bezuglich des klinischen Vergleiches zwischen Patienten mit einer R122H und
der N291 Mutation gibt es in der Literatur widersprichliche Angaben. Zunachst
wurde postuliert, dass Patienten mit der R122H Mutation einen Klinisch
schwereren Verlauf aufweisen und im Durchschnitt auch friher erkranken als
Patienten mit der N291 Mutation (Erkrankungsalter 10 Jahre im Vergleich zu 14
Jahre) [24, 78, 100].

Allerdings finden sich auch Angaben, dass sich kein Unterschied bezuglich der
klinischen Manifestation der Mutation sowie des medianen Erkrankungsalters
zeige und letzteres in beiden Fallen bei 13 Jahren liege [94].

Die hereditare Pankreatitis ist nach der zystischen Fibrose die zweithaufigste
Ursache fur die chronische Pankreatitis im Kindesalter [45]. Klinisch ist eine
Abgrenzung von einer anderen Genese der Erkrankung nicht moglich. Die
Untersuchungen ergaben auf3erdem, dass ca. 4% der Probanden mit hereditaren
Veranderungen das Vollbild der Erkrankung mit globaler Pankreasinsuffizienz
zeigten, Uber 50% der Probanden hatten nur minimale Beschwerden [94].

Eine weitere Folge hereditaren Pankreatitis ist das stark erhdhte Risiko, an einem
Pankreaskarzinom zu erkranken. Das ist bereits bei der ethyltoxischen
Pankreatitis um das 20-fache im Vergleich zur Normalbevolkerung erhoht. Bei
hereditéar bedingter Pankreatitis steigt das relative Risiko auf das 50-fache
verglichen mit einer Kontrollgruppe [75, 94]. In anderen Publikationen wird das
kumulative Risiko eines 70-Jahrigen mit ca. 70% angegeben. Des Weiteren
wurde beschrieben, dass sich dieses Risiko noch weiter erhoht, falls die
Vererbung Uber die vaterliche Linie stattfindet. In diesem Falle lage das Risiko
eines 70 Jahrigen bereits bei 75%. Inwiefern diese Patienten ohne klinische
Beschwerden generell bezlglich des Auftretens eines Pankreaskarzinoms
gescreent werden sollen, ist noch unklar [57].

Eine genetische Beratung mit eventuell angeschlossener molekulargenetischer
Untersuchung sollte im Verdachtsfall auf eine hereditare Genese angeboten

werden. Dieser Verdacht ist gegeben, wenn die Familienanamnese positiv mit
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zwei Betroffenen in drei Generationen und das Erkrankungsalter unterhalb des
40. Lebensjahres liegt. So konnen alle Patienten mit Mutationen im kationischen

Trypsinogen und fast alle mit Mutationen in Spink1 erfasst werden [94].

1.3.3.1 Die R122H Mutation im PSSR1 Gen

Bei der Mutation R122H, die mit ca. 70% fur den groften Anteil der hereditaren
Pankreatitiden verantwortlich ist [24, 48], handelt es sich um eine Punktmutation
im dritten Exon des kationischen Trypsinogengens. Hier hat ein Austausch der
Base Guanin zu Adenin (CGC>CAC) stattgefunden. Der Anderung dieses
Codons folgt ein veranderter Aminosaureneinbau, so dass an Position 122 der
Aminosauresequenz Arginin gegen Histidin ausgetauscht ist [104].

Diese Mutation ist zunachst als Arg117His oder R117H beschrieben worden.
Gemal einheitlicher internationaler Bezeichnungen durch Verwendung des
Trypsinogennummerierungssystems anstatt des Nummerierungssystems flr
Chymotrypsin wird seit 2000 die Bezeichnung R122H verwendet. [44]

Die veranderte Aminosauresequenz befindet sich nicht im aktiven Zentrum des
Enzyms oder an der Bindungsstelle fir den pankreatischen sekretorischen
Trypsin Inhibitor (PSTI), so dass nicht von einer Beeinflussung dieser Strukturen
ausgegangen wurde. Entsprechend konnte in mehreren In-vitro-Versuchen
bestatigt werden, dass weder die R122H noch die N29I Mutation zu einer
veranderten katalytischen Aktivitat des kationischen Trypsins fuhren. [77,78]
Bekannt war zu diesem Zeitpunkt, dass sich im Bereich der Position 122 eine
Autoschnittstelle fur Trypsin befindet, da an dieser Stelle die Verbindung von zwei
Domanen des Molekuls erfolgt. Bereits Mitte der 1980er Jahre konnte gezeigt
werden, dass es sich bei der Verbindung zwischen Position 122 und 123 um die
wichtigste Autoschnittstelle des Enzyms handelt, bei deren Durchtrennung es,
sofern auch die entsprechende Disulfidbricke unterbrochen wird, eine
Inaktivierung des Enzymes resultiert [37, 38, 76]. Serinproteasen wie Trypsin
spalten Proteine an Positionen, die mit Arginin oder Lysin besetzt sind. [32] Es
ist also davon auszugehen, dass durch die R122H Mutation diese

Autoschnittstelle verschwindet und Trypsin verlangert aktiviert bleibt.
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Diese These konnte durch In-vitro-Experimente zunachst an tierischen
Trypsinmoleklilen bestatigt werden. Dies gelang durch Inkubation der
unterschiedlichen Trypsinmolekule unter verschiedenen Bedingungen (pH 5 und
pH 8, sowie der An- und Abwesenheit von Calcium) und der kontinuierlichen
Messung der Trypsinaktivitat. Diese sinkt durch die Autoaktivierung bei der
R122H Mutation langsamer als beim Wildtyp. Dieser Effekt ist am starksten bei
pH 8 und Ca?*-haltigem Milieu ausgepragt [77,78, 96].

Diskutiert wurde ebenfalls inwiefern auch die Mutation N29I Uber denselben
Pathomechanismus wie die Mutation R122H eine hereditdre Pankreatitis
auslosen konnte. Durch eine Verschiebung einer Glutaminsaure naher an die
Autoschnittstelle kdnnte die Mutation N29I diese ebenfalls beeinflussen
(Ausbildung einer Salzbriicke). Neuere Erkenntnisse legen nahe, dass die N29I
Mutation die Struktur des Aktivierungspeptides beeinflusst und somit auch die
Zymogenaktivierung von Trypsinogen zu Trypsin. [77, 100]

Da gezeigt werden konnte, dass die N29I Mutation keinen Einfluss auf die
Stabilitat des mutierten Trypsins hat, wurde vermutetet, dass es sich bei der
erhdhten Stabilitdt des mutierten Trypsins nicht um den Hauptmechanismus der
hereditdren Pankreatitis handelt, sondern eher eine Veranderung der
Zymogenaktivierung den entscheidenden Einfluss ausubt. [77]

Sahin Téth et al. konnten dann im Jahr 2000 mit rekombinantem humanen
Trypsinogen zeigen, dass sowohl die N29I als auch die R122H Mutation zu einer
erhohten Zymogenaktivierungsrate verglichen mit dem Wildtyp fihren. Seither
wird diese erhohte Aktivierungsrate als initialer Schritt bei der Auslosung der
hereditaren Pankreatitis angesehen [78].

Dieser Effekt zeigte sich besonders in Abwesenheit von Ca?* und konnte
sowohl bei pH 5 als auch bei pH 8 nachgewiesen werden. Des Weiteren zeigte
sich, dass die Autoaktivierungsrate bei der Mutation R122H starker erhoht ist und
die Aktivierung schneller ablauft als bei der Mutation N29I [78].

Die Hohe des Ca?* Spiegels innerhalb der Zellen hat Anteil an der Regulation der
Trypsinaktivitat. Es ist essentiell fur die katalytische Aktivitat des Enzyms und

unterstutzt dartiber hinaus die Schutzmechanismen vor vorzeitiger Aktivierung.
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Unter Ca?* freien Bedingungen ist die Zymogenaktivierung gehemmt und die
Autolyse an der Autoschnittstelle 122 erleichtert, so dass das aktuell nicht
bendtigte Enzym degradiert werden kann [79].

Die Abbildung 2 zeigt eine enge Lagebeziehung der Ca?* zur Autoschnittstelle
an Position 122 einerseits und dem aktiven Zentrum anderseits. Es konnte noch
nicht abschlielend geklart werden, welchen Effekt die Bindung von Calcium
lonen auf die Tertiarstruktur des Trypsins hat. Spektroskopische und
radiologische Untersuchungen konnten einen stabilisierenden Einfluss und eine
kompaktere raumliche Struktur durch das Calcium lon nachweisen [8, 31,89].
Somit konnte eine hohere Flexibilitdt des calciumfreien Trypsinmolekils
nachgewiesen werden und kombiniert mit der Vermutung das wenig flexible
Molekule schlechter proteolysiert werden [68], ergibt sich die Erklarung, dass es
aufgrund der Verminderung der Flexibilitdt die Bindung von Ca?* zu einer
verminderten Autolyse des Trypsinmolekuls fuhrt.

Gerade unter Ca?* freien Bedingungen konnte in In-vitro-Tests mit den mutierten
Enzymen gezeigt werden, dass die Regulationsrolle des Ca?* gestort wird. In
Abwesenheit von Ca?* ist die Aktivitdt und Zymogenaktivierung des Trypsins
gehemmt und die Autolyse erleichtert. Hierdurch kommen die Mutationen zum
Tragen, da sie diese Schritte durch die Erhdhung der Aktivierungsraten und
Hemmung der Autolyse die entgegengesetzte Richtung férdern und somit
innerhalb  der  pankreatischen  Azinuszellen zu einer vorzeitigen
Trypsinaktivierung fihren.

Es handelt sich bei der Mutation R122H um eine ,gain of function mutation“ [78],
d. h. es findet ein Zugewinn der enzymatischen Eigenschaften statt. Da sich
dieses auch in heterozygoten Alleltrager manifestiert, erklart dieses Modell auch
das dominante Vererbungsmuster der Mutation R122H. Betrachtet man die
Schutzmechanismen des Pankreas, bleibt erwahnenswert, dass der PSTI (s.0.)
Inhibitor in der Lage ist, auch das mutierte Trypsin zu inaktivieren, allerdings nur
bis zu einer Héhe von 20% der mdglichen Gesamtaktivitat des insgesamt
intrazellular vorhandenen Trypsinogens.

Falls die Aktivitat diesen Wert Ubersteigt, d. h. mehr als 20% des vorhanden

Trypsinogens in  Trypsin umgewandelt wurden, greift als weiterer
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Schutzmechanismus die Autoinaktivierung an der Autoschnittstelle bei Position
122, was bei dem mutierten Enzym (R122H) nicht mehr moglich ist
[54,71,92,105]. Das Uberschreiten des hemmenden Einflusses des PTSI kdnnte
den schubweisen Verlauf der hereditaren Pankreatitis erklaren. Ein neuer Schub
tritt auf, wenn das hemmende Potential des PTSI Inhibitors Uberschritten wird
[99].

Transgene Mausmodelle haben inzwischen gezeigt, dass Mause, die die R122H
Mutation tragen, zwar innerhalb einer Versuchslaufzeit von 18 Monaten keine
spontane Pankreatitis entwickeln, jedoch spontane Azinuszellverletzungen
aufweisen. Zusatzlich zeigen sie bei Cerulein-induzierter Pankreatitis hohere
Serumamylase und -lipasewerte und eine histologisch schwerere

Entzindungsreaktion als Vergleichstiere [5,82].

1.3.3.2 Die neu beschriebene A121T Mutation im PSSR1 Gen

Zu den weiteren Mutationen, die im kationischen Trypsinogen beschrieben
wurden, zahlt auch die Mutation A121T, bei der es ebenfalls durch eine
Punktmutation zu einem Austausch der Base Guanin durch Adenin im 121.
Codon des dritten Exons des kationischen Trypsinogens kommt. Diese
Veranderung liegt also eine Position vor der Autoschnittstelle in der
Primarstruktur des Trypsinogens. Diese Punktmutation resultiert in einem
Austausch der Aminosaure Alanin durch Threonin und wird nach dem
Einbuchstabencode mit A121T benannt [24].

Die Mutation befindet sich nach Rontgenstrahlanalysen auf der Oberflache des
Trypsinmolekuls in groRer Entfernung zum katalytischen Zentrum des Enzyms.
Allerdings zeigte sich eine raumliche Nahe zur Bindungstasche flr Ca2+, es liegt
zwischen dieser Tasche und der Region, die in das Aktivierungspeptid Ubergeht.
(s. Abb. 2) [24].
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Abb. 2: 3D Modell des Trypsinogens nach Rontgenstrahlanalyse: Serin

gebundenes Isopropylphosphat im aktiven Zentrum (gelb), phosphoryliertes
Tyrosin 151 (orange), Helices (rot), B-Faltblattstruktur (hellblau), Loops (weil?),
A121T (violett) in der Nahe des 70-loop (Ca?* Bindungstasche) und des
Aktivierungspeptides [24].

Diese neue Mutation wurde erstmals 2008 von Felderbauer et al. bei einem
Indexpatienten beschrieben. Genetische Untersuchungen innerhalb der Familie
dieses Patienten zeigten 4 weitere Patienten mit dieser Mutation. Allerdings
zeigten nur 2 weitere klinisch symptomatische Verlaufe mit Episoden von
Oberbauchschmerzen. Nur bei dem Indexpatienten konnte eine chronische

Pankreatitis nachgewiesen werden [24].
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Abb. 3: Familienstammbaum der Familie des Indexpatienten (l11:3), [24]

Weitere mdgliche Mutationen, wie andere Mutationen im PSSR1 (z. B. N29I,
R122H) oder Mutationen im Spinki konnten bei dem Indexpatienten und
Familienmitgliedern als Ursache fur diese Form der hereditdren Pankreatitis
ausgeschlossen werden [24].

Auler in dieser Familie wurde die A121T Mutation 2008 noch bei einer
chinesischen Familie beschrieben. In dieser Familie hat der Indexpatient einen
Sohn, der die Mutation tragt, jedoch nicht erkrankt ist. Der Vater des
Indexpatienten war erkrankt, konnte jedoch nicht mehr molekulargenetisch
untersucht werden [56].

Obwohl eine Aussage bezuglich des Vererbungsmusters bei nur wenigen
betroffenen Familien schwierig ist, liegt die Vermutung nahe, dass es sich hier
um eine milder verlaufende Form der hereditaren Pankreatitis handelt. In dieser
Familie liegt die Penetranz der Erkrankung bei 20%, wobei es abzuwarten gilt,
ob noch bei 2zwei weiteren Familienmitglieder mit chronischen
Oberbauchschmerzen die Diagnose der chronischen Pankreatitis gestellt werden
kann, da dies bisher nur bei dem Indexpatienten der Fall war. Des Weiteren liegt
das Erkrankungsalter wesentlich hoher als bei den zuvor beschriebenen
Mutationen, bei denen die Patienten bereits im Kindesalter erkranken. Der
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Indexpatient hatte die erste Episode Oberbauchschmerzen im Alter von 32
Jahren, wenn auch die Diagnose erst 10 Jahre spater gestellt wurde.

Da sich diese neue Mutation N-terminal eine Position vor der haufigsten Mutation
R122H befindet und auch weitere seltenere Mutationen (z.B. R122C, V123M) flur
diesen ,hot spot“ beschrieben worden sind, wurde diskutiert inwiefern sie einen
Einfluss auf die Stabilitat des Trypsins oder die Aktivierung des Trypsinogens hat.
Durch In-vitro-Experimente konnten Felderbauer et al. zeigen, dass Oligopeptide
des Trypsinogens (Aminosauren 118-127) mit der Mutation A121T signifikant
schneller von normalem Trypsin gespalten wurden als die Wildtyp-Sequenz.

Die Reaktionskinetik war bei pH 5 und in Abwesenheit von Ca?* um 80%
gegenliber dem Wildtyp gesteigert. Unter Ca?* freien Bedingungen waren sowohl
die Autolyseraten des Wildtypes als auch der Mutation A121T erheblich reduziert,
so dass von einer Ca?* abhangigen Reaktion auszugehen ist. Ebenso zeigte sich
eine pH Abhangigkeit mit einem erleichterten Reaktionsablauf bei pH 5
verglichen mit pH 8.

Wie zu erwarten war, zeigte das Oligopeptid mit der Mutation R122H eine
signifikant geringere Reaktion als der Wildtyp [24,78].

Bei der Mutation A121T handelt es sich demnach zum um eine ,/oss of function“
Mutation, da das mutierte Trypsin schneller abgebaut wird. Diese ist die erste
derartige Mutation, die im Rahmen der hereditaren Pankreatitis beschrieben wird.
Diese Ergebnisse werfen die Frage auf, inwiefern sowohl eine ,gain of function”
Mutation, wie sie die Mutation R122H darstellt, als auch eine ,loss of function”
Mutation, wie A121T, zu einer hereditare Pankreatitis als gemeinsamer
Endstrecke fihren kdnnen [24].

Des Weiteren wird erneut die Rolle des Trypsins in den Azinuszellen diskutiert.
Fraglich ist, inwiefern die Gefahr der Zerstorung der Zellstruktur durch vorzeitig
aktiviertes Trypsin oder der Schutz durch Trypsin und anderer Proteasen durch
die Autolyse des aktivierten Trypsins im Vordergrund steht [24].

Die Stellung des Trypsins innerhalb der intrapankreatischen Enzymkaskade ist
ebenso umstritten.

Nach der klassischen Vorstellung steht das Trypsin am Beginn dieser Kaskade

und setzt diese durch Aktivierung anderer Proteasen und Selbstaktivierung in
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Gang. Durch seine Eigenschaft der Autolyse und den beschriebenen
Veranderungen bei hereditarer Pankreatitis stellt sich die Frage, welchen
Stellenwert die limitierende Position des Trypsins am Ende der Enzymkaskade
besitzt.

Bei der A121T Mutation handelt es sich um eine ,loss of function Mutation®,
welche bezuglich der Autolyse eine genau entgegengesetzte Funktionsanderung
des Wildtypes des Trypsins im Vergleich zu den am haufigsten Mutation N29I
und R122H, welche die hereditare Pankreatitis hervorrufen, auszuldésen scheint.
Da bisher nur wenige Mutationstrager weltweit bekannt sind, ist die klinische
Relevanz dieser Mutation noch nicht sicher abzuschatzen. Die Penetranz der
Erkrankung scheint niedriger und das Erkrankungsalter scheint hoher zu liegen,
als bei den durch die haufigeren Mutationen verursachten hereditaren
Pankreatitiden.

Diese Entdeckung wirft grundlegende Fragen Uber die Stellung des mutierten
Enzyms in der Enzymkaskade des Pankreas auf, inwiefern die verlangerte
Aktivitatszeit, die verklrzte oder beides zu den Initialschritten einer chronischen

Pankreatitis gehort.
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2 Zielsetzung dieser Dissertation

Die auslosenden Mechanismen einer akuten sowie einer chronischen
Pankreatitis sind noch nicht ausreichend verstanden. Als molekulargenetische
Zielstruktur konnte bei hereditaren Pankreatitiden das mutierte Trypsin als
Ausldser der Erkrankung identifiziert werden.

Durch die Entdeckung der molekulargenetischen Hintergrinde von hereditaren
Pankreatitiden erhofft man sich, Uber die Charakterisierung der mutierten
Proteine, die veranderten Eigenschaften zu erkennen und so auch die
Pathophysiologie anderer Pankreatitisformen zu verstehen.

Dabei werden die erleichterte Aktivierbarkeit von Zymogenen zu katalytisch
aktiven Enzymen sowie der verminderte Abbau von aktiven Enzymen im
Pankreas postuliert.

Bereits fir mehrere Mutationen, vor allem denen des kationischen Trypsinogens,
des PSSR1 Genes, sind solche molekularbiologischen Veranderungen schon in
ausfuhrlichen In-vitro-Charakterisierungen der veranderten Trypsinmolekile
gezeigt worden.

Diese Dissertation beschaftigt sich mit einer neu beschrieben Mutation, der
A121T Mutation, welche sich nur eine Aminosaureposition vor der am haufigsten
auftretenden Mutation R122H und somit an einem Mutations-Hotspot innerhalb
des Trypsinmolekiils befindet [24, 90].

Diese ist bisher nur in 2 Familien mit hereditaren Pankreatitiden in Deutschland
und China beschrieben worden [4, 24, 56, 90].

Mit dieser Arbeit soll die Frage beantwortet werden, welchen Einfluss diese
Punktmutation auf das Trypsinmolekul hat.

Da bisher noch sehr wenig Uber diese Mutation bekannt ist, sollte mit dieser
Dissertation zunachst geklart werden, ob die Mutation eine Veranderung auf
grundlegende Bereiche hat, auf die bei den bisher bekannten Mutationen keine
Veranderungen festgestellt werden konnten.

Dies beinhaltet die histopathologische Beurteilung, der durch die Mutation
hervorgerufene Entziindung und die intrazellulare Speicherung des mutierten

Trypsins.
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Des Weiteren soll untersucht werden, ob die neu beschriebene Mutation einen
Einfluss auf die Expression des Trypsins hat.

Abschliel3end soll die Frage beantwortet werden, ob der Aminosaureaustausch
eine Veranderung der katalytischen Aktivitat des Enzyms nach sich zieht.

Eine Besonderheit dieser Untersuchungen und Analysen ist, dass humanes
Pankreasgewebe mit der Mutation, welches intraoperativ entnommen wurde,
zugegriffen werden konnte.

Hierzu liegen zum Vergleich mehrere Gewebe des Wildtyps des Trypsins vor und
darUber hinaus und Pankreasgewebe des bisher einzigen in Europa bekannten
erkrankten Mutationstragers.

Somit ist das Ziel dieser Dissertation eine grundlegende Charakterisierung einer
neu beschriebenen Mutation anhand von humanen Geweben und In-vivo-
Experimenten, im Vergleich zu den bisher vorliegenden Ergebnissen der In-vitro-

Analysen dieser und den haufigeren Mutationen.
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3 Material

3.1 Gerate

Nitrozellulose Membran

Glasplatten (fur Gelelektrophorese)

Gelelektrophoreseapparatur

Stromversorgung
Heizblock

Mikroskop

Vortexer

Fluorometer

Pipetten

Rontgenfilme

Rontgenfilmentwickler

Schiittler

Waagen

Whatman Papier

RPN303D ECL Hybond, Amersham,
Little Chalfront, GroRbritannien

Biorad, Munchen

Biorad, Munchen

Power Pac 300, Bio Rad, Munchen
MBT 250, Kileinfeld Labortechnik,
Gehrden

Olympus EX 41, Modell Bx 41 TF,
Olympus, Hamburg

Minishaker MS 2, Janke & Kunkel IKA
Labortechnik, Staufen

Fluostar No 413-0580 BMG
Labtechnologies, Offenburg

1-1000ul, Eppendorf, Hamburg

High performance eluminescence (ECL)
film, Product Code 28906841, 35x43cm,
Amersham, Little Chalfront,
Grol3britannien

Optimax X-Ray Film Processor, Modell
1170010-650610289, Protec,
Oberstenfeld

Vibrax VXR Janke & Kunkel IKA
Labortechnik, Staufen

AC 211S MN 26 und WAC 6043-d
95052, Satorius, Géttingen

Absorbent Protection Shields, Cat. No.
230916, Benchkete, Whatman
International Ltd., Maidstone,

GrolRbritannien
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Westernblotkammer

Well-Platte

Zentrifuge

3.2 Substrate, Enzyme, Antikorper

Trans-Blot SD Semi-Dry, Biorad,
Minchen

Art. 655261, PS Microplatte 96 Well,
unsteril, flat bottom, transparent, Greiner
bio-one, Kremsmdinster, Osterreich
Centrifuge 5417R, Rotor F45-230-11,
Eppendorf, Hamburg

3.2.1 Substrate fiir die Trypsinaktivitatsmessungen

Rhodamin 110

3.2.2 Enzyme
Trypsin, bovine

Trypsin, bovine

Enteropeptidase (Enterokinase)

3.2.3 Antikorper

3.2.3.1 primare Antikorper

Immunfluoreszenz:
Anti-Trypsin (mouse)
Anti-Cathepsin B (chicken)

Anti-a-Cathenin (rabbit)

bis(CBZ- Isoleucyl-L-propyl-L-arginine
amide), dihydrochloride, IPA, R6505

Molecular Probes,

T8003 8550 U/mg, Sigma-Aldrich,
Minchen

T1426, 12 400 U/mg, Sigma-Aldrich,
Muanchen

porcine, E0632, 0,5 U/mg, Sigma-
Aldrich, Minchen

MAB1482, Chemicon, Schwalbach/Ts.
hergestellt von Ralf Niehues, gerichtet
gegen NGSRPPCTGEGDTP

C2081, Sigma-Aldrich, Minchen
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Anti-B-Cathenin (rabbit)

Anti-E-Catherin (mouse)

Western Blot:
Anti GAPDH (rabbit)
Anti Trypsin (mouse)

3.2.3.2 Sekundare Antikorper
Anti-Chicken Cy 3 (rabbit)

Anti-Mouse Cy3 (rat)

Anti-Mouse Cy3 (goat)

Anti-Mouse HRP (donkey)

Anti-Rabbit HRP (sheep)

3.3 Puffer, Medien und Losungen

BSA 10%

DAPI-Farbelosung

Laemmli-Probenpuffer (2x)

NET

C2206, Sigma-Aldrich, Minchen
Cat 610182, Transduction Labaratories,

Erembodegem, Belgien

9485-100, abcam, Cambridge, GB

S.0

Code 303-165-003, Jackson Immuno
Research/Dianova, Newmarket,
GrolRbritannien

Peroxidase (mit Tyramidverstarkung),
K400 Envision, Dako, Hamburg

Code 115-165-100, Jackson Immuno
Research/Dianova, Newmarket, GB
Donkey NA 931V, Amersham, Little
Chalfront, GroRRbritannien

Sheep, Lot 208572, NA 934V
Amersham, Little Chalfront,

GroRbritannien

BSA-C 10% Bovine Serum Albumine,
900.099, Aurion, Seligenstadt

0.0001 % (w/v) DAPIlin 1x PBS , D9542,
Sigma-Aldrich, Minchen

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

150 mM Natriumchlorid, 5 mM Na-EDTA
50 mM Tris pH 7.5, 0.5 % (v/v) Triton-
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NET-Gelatine 0,2%

Ponceau Losung

1x PBS (phosphate buffered saline)

Stuffmark Il AC1D1C
Tris Puffer

Tris-Glycin SDS Puffer

Transblot SDS Puffer

Vectashield

3.4 Chemikalien

Acrylamid/Bisacrylamid

Entwickler Losung (Réntgenfilme)

X-100

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

0,2% Gelatine (w/v)

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

137 mM Natriumchlorid,

27 mM Kaliumchlorid,

81 mM Natriumhydrogenphosphat,

15 mM Kaliumdihydrogenphosphat, pH
7.4

BUF 027C, Serotec, Dusseldorf

0,5 M Tris, pH 6,8 (Sammelgel)

1,5 M Tris, pH 8,8 (Trenngel)

0,1 M Tris, 0,005 M Kalziumchlorid, pH
8 (fur Trypsinaktivitatsmessungen)

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

48 mM Tris-Base, 39mM Glycin,
0,0375% SDS(w/v), 20% Methanol
Mounting Medium, Cat. H-1000 Vector

Laboratories, Burlingome, USA

30% (37,5 :1),Cat. 161-0158, Bio Rad,
Minchen

Dx 21A, Dx 21B, Dx 21C (Mischung
nach Herstellerangaben), Typon,

Krauchthal, Schweiz

27



Fixierer Losung (Rontgenfilme)

B-Mercaptoethanol
Molecular Weight Standard

SDS 10%
Temed (Tetramethylethylendiamin)
Trypsin Inhibitor (Soybean)

Western Blotting Detection Reagent

Hx21, Fx 21 (Mischung nach
Herstellerangaben), Typon, Krauchthal,
Schweiz

28625, Serva, Heidelberg

Mischung aus folgenden Kits
MW.SDS.70L Kit und MW.SDS.200 Kit
Sigma-Aldrich, Minchen

Inhalt: Trypsin Inhibitor, Soybean (5
mg/vial), 20,1 kDa, T 9767
a-Lactalbumin, Bovine Milk (5 mgl/vial)
14,2 kDa, L 6385

Carbonic Anhydrase, 29 kDa, C 2273
Albumin, Egg (Ovalbumin, [25 mg/vial]),
45 kDa, A 7642

Albumin, Bovine Plasma (25 mg/vial),
66 kDa, A7517

Phosphorylase B, Rabbit Muscle
(0.5 mglvial), 97,4 kDa, p 4649
B-Galaktosidase, Escherichia  coli
(0.5 mg/vial), 116 kDa, G 8511

Myosin, Rabbit Muscle (0.5 mg/vial),
205 kDa, M 3889

Art. No. CN 30.3, Roth, Karlsruhe

Art. 2367.3, Roth, Karlsruhe

T9128, Sigma-Aldrich, Minchen

Cat. No. RPN2106, Amersham, Little

Chalfront, Gro3britannien

Alle Chemikalien wurden, sofern nicht anders angegeben, von Sigma-Aldrich,

Mulnchen erworben.
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4 Methoden

4.1 Gewinnung des pankreatischen Gewebes

Bei allen verwendeten Proben handelte es sich um humanes
Bauchspeicheldrisengewebe, welches aus unterschiedlichen therapeutischen
Grinden von dem Zentrum flr Pankreaschirurgie aus Bochum entnommen
wurde.

Je nach Erkrankung des Patienten wurden die Gewebeproben einer der
folgenden drei Gruppen zugeteilt. Gruppe A entsprach gesundem Gewebe,
Gruppe B dem von Patienten mit chronischer Pankreatitis und Gruppe C enthielt
Tumorgewebe. Der Indexpatient mit der A121T Mutation wurde jeweils aulderhalb
dieser Gruppen einzeln betrachtet und mit der Abklrzung | bezeichnet.
Aufgrund der Tatsache, dass man aus ethischen Grunden kein humanes
Pankreasgewebe von vollstandig gesunden Personen chirurgisch entnehmen
kann, handelte es sich bei der Gruppe A um Gewebe, welches bei an Karzinomen
des Pankreas erkrankten Patienten als nicht befallen und morphologische
unauffallig eingestuft wurde.

Nach der intraoperativen Gewebeentnahmen wurden die Proben in flissigem
Stickstoff bei -270 °C schockgefroren und anschlieBend bei -80°C
zwischengelagert. Fur die Immunfluoreszenzanalyse (4.3) wurden einige der
Pankreasgewebeproben in Paraffin eingebettet und in 4 mm Schnitten auf
Objekttragern  verteilt. Fur die Detektion von  Glycerinaldehyd-3-
phosphatdehydrogenase (GAPDH) und Trypsin (4.4-4.6) sowie die
Trypsinaktivitatsmessungen (4.7) wurden Homogenate dieser

Pankreasgewebeproben hergestellt.

4.2 Herstellung von Pankreashomogenaten

Teile der Gewebsproben wurden in einem Morser mit flissigem Stickstoff
versetzt und zu einem feinen Puder zerrieben. Das Puder wurde mit 1 ml

eisgeklhlten PBS gemischt und mit Hilfe eines Homogenisators nach Potter der
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Weite S mit zehn Schiben weiter homogenisiert. Das Homogenat wurde mit
einem Ultraschallstab (Sonifier B-12, Branson Sonic Power Company, Danburg
USA) bei einem Tastverhaltnis von 35% zweimal 30 Sekunden behandelt, hierbei
wurde das Homogenat auf Eis gekuhlt. Das Homogenat wurde flr 5 min bei
16000 g und 4°C zentrifugiert (Eppendorf Centrifuge 5417R), der Uberstand
abgenommen, aliquotiert und mit flissigem Stickstoff schockgefroren. Das
Homogenat wurde abschlielRend bei -80°C gelagert.

Als Puffer fur die Homogenate wurde 1x PBS verwendet. Es erfolgte kein Zusatz
von Proteaseinhibitoren, da diese fur die Messung der Trypsinaktivitat
kontraproduktiv gewesen waren.

In den Pankreashomogenaten wurden nach der Testmethode nach Bradford die

Proteinmengen bestimmt.

4.3 Immunfluoreszenz

Zur Vorbereitung der Immunfluoreszenz wurden diese Gewebeschnitte (s. 4.1)
zunachst in einer absteigenden Alkoholreihe (Xylol 100%, Ethanol 100%, Ethanol
70% fiir jeweils 2x 5 Minuten) entparaffiniert. Zur Demaskierung, d. h. zum Offnen
des Gewebes, wurden die Schnitte in Stuffmark Il (AC1D1C, Serotec) 10 min im
Schnellkochtopf bei hochstmoéglichem Druck gekocht. Die anschlieRende
Abkuhlung der Schnitte erfolgte in 1x PBS bei Raumtemperatur. Zur Blockade
der unspezifischen Antikorperbindungsstellen wurden die Schnitte fur 30 min mit
5% bovinem Serumalbumin (BSA-C, Aurion) inkubiert. Ein zur Erkennung des
darzustellenden Molekuls geeigneter primarer Antikorper wurde uber Nacht bei
4°C auf den Schnitten belassen und anschlieRend zusatzlich fir zwei Stunden
bei Raumtemperatur inkubiert.

Neben dem zu untersuchen Schnitt wurde als Negativkontrolle ein vergleichbarer
Schnitt auf demselben Objekttrager nur mit steriler PBS Losung inkubiert. Nach
Ablauf der Inkubationszeit wurde der primare Antikérper mit sechs
Waschschritten a 5 min mit 1x PBS wieder entfernt.

Der sekundare Antikorper, der gegen den Fc-Teil des primaren Antikdrper

gerichtet und an den Fluorophor wie z. B. Cy3 gekoppelt war, wurde fur eine
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Stunde bei Raumtemperatur sowohl auf die Positivkontrolle als auch auf die
Negativkontrolle aufgetragen. Er wurde dann wie der primare Antikorper durch

die entsprechenden Waschschritte wieder entfernt.

Zur Anfarbung der Zellkerne wurden die Schnitte anschlieRend mit einer 1:10000
Verdinnung des DNA Farbstoffes DAPI (4',6-Diamidino-2-phenylindol) fur
jeweils 10 s inkubiert. Dieser wurde ebenfalls mit sechs Waschritten a 5 min mit
1x PBS entfernt.

Nach Entfernung des 1x PBS wurden die Gewebeschnitte unter Verwendung des
Mediums Vectashield (Vector Laboratories) luftdicht mit Nagellack auf
Objekttragern fixiert. Nach diesem abschlielenden Schritt konnte die

Betrachtung mittels des Fluoreszenzmikroskopes durchgefiihrt werden.

4.4 SDS-PAGE (Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese)
Die Sodiumdodecylsulfat- Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) diente

der Auftrennung von Proteinen gemal ihrer Grof3e in einem Polyacrylamidgel.
Der Zusatz von SDS (Sodiumdodecylsulfat) dient dabei der Denaturierung der
Proteine, der Zerstérung der Tertiar- und Quartarstruktur und sorgt fur ein
konstantes Masse-Ladungsverhaltnis. Den Proteinproben wird zur Reduktion von
Disulfidbriicken B-Mercaptoethanol zugesetzt. Durch die Beladung mit negativen
Ladungen durch SDS wandern die Proteine im aufgebauten Spannungsfeld in
Richtung der Anode [72].

Das Polyacrylamidgel bestand aus einem Sammel- und einem Trenngel.
Proteinproben wurden im Sammelgel zunachst in einer schmalen Bande
konzentriert und anschlieend im Trenngel entsprechend ihrer GrofRe
aufgetrennt.

Das Trenngel hatte folgende Zusammensetzung: 7,5 ml 1,5 M Tris, pH 8,8; 8,33
ml Acrylamid/Bisacrylamid 30% (37,5: 1); 3,97 ml Aqua dest. ; 0,1 ml SDS 10%,
als Polymerisationsinitiatoren: 0,1 ml Ammoniumpersulfat 10%; 10 pl Temed und
enthielt demnach 12% Acrylamid/Bisacrylamid. Ein 12%iges Polyacrylamidgel

eignete sich gut fur die Auftrennung der in den Proben (s. ,Herstellung der
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Proben®) zu untersuchenden Proteinen Trypsin und GAPDH, die eine
Molekulgrofde von 29 und 42 kDa besitzen.

Nach der Polymerisierung wurde ein 10%iges Sammelgel auf das Trenngels
geschichtet (Zusammensetzung: 1,25 ml 05 M Tris, pH 6,8, 1 ml
Acrylamid/Bisacrylamid 30% (37,5: 1); 7,6 ml Aqua dest., 0,1 ml SDS 10%, 0,1
ml Ammoniumpersulfat; 10 pl Temed).

Mit einem Taschenkamm wurden in diesem Sammelgel zehn Taschen geformt.
In die auleren Taschen wurde zur Beurteilung der Grol3e der entstehenden
Banden eine Mischung aus zwei Molekulargewichtsstandard Kits von Sigma
Aldrich (s. 3 Material) auf getragen. Dieser wies zwei Banden bei 29 und 45 kDa
auf und eignete sich somit gut zum GroéRenvergleich mit den gesuchten
Proteinen.

Die aufgetragene Proteinmenge war von Probe zu Probe (siehe ,Herstellung der
Proben®) unterschiedlich, da diese sehr unterschiedliche Proteingehalte
aufwiesen. In  Etablierungsversuchen ist versucht worden, die
Auftragungsmengen so aneinander anzupassen, dass Banden vergleichbarer
Intensitat entstanden. Die Proben wurden im Verhaltnis 1:10 von der
Ursprungsprobe in Laemmli-Puffer (2x), welcher bereits B-Mercaptoethanol
enthielt, und Aqua dest. verdunnt. Vor dem Auftragen in die Geltaschen wurden
alle Proben sowie der Molekulargewichtsstandard 5 min auf 100°C erhitzt und flr
10 s zentrifugiert. Die Gelelektrophorese erfolgte mit Tris-Glycin Puffer
(Zusammensetzung: 248 mM Tris pH 8.0, 1.918 M Glycin, 1 % (w/v) SDS) unter
konstanter Spannung (150 V) fur ca. 80 min, bis die Lauffront das Ende des Gels

erreicht hatte.

4.5 Western Blot

Der Western Blot ist eine etablierte Methode, um eine zuvor durch eine
Gelelektrophorese aufgetrennte Proteinmischung dauerhaft auf einer
Nitrozelluslosemembran zu fixieren [62].

Dies erfolgte nach der ,semidry“ Methode unter Verwendung des Transblot-SDS
(Zusammensetzung: 48 mM Tris-Base, 39 mM Glycin, 0,0375% SDS (w/v), 20%
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Methanol) und Whatmanpapier in der Blotkammer Trans-Blot SD Semi-Dry von
Biorad.

Der Blot wurde bei konstanter Stromstarke (300 mA) Uber 60 Minuten
durchgefuhrt. Anschliel3iend wurde die Membran fir ca. 1 min in Ponceau-L6sung
gefarbt, bis die Banden des Molekulargewichtsstandards sichtbar wurden und
eingezeichnet werden konnten. Die Ponceaufarbung wurde durch vorsichtiges
Waschen mit Aqua dest. und NET (Zusammensetzung: 150 mM Natriumchlorid,
5 mM Na-EDTA, 50 mM Tris pH 7.5, 0.5% (v/v) Triton-X-100) wieder entfernt, die
beschriftete Membran wurde in NET Losung bei 4°C gelagert.

4.6 Immunodetektion nach dem Western Blot

Die Nitrozellulosemembran wurde zur Blockade der unspezifischen
Antikorperbindungsstellen fur eine Stunde bei Raumtemperatur mit 0,2%
Gelatine in NET inkubiert.

AnschlieRend wurde die Membran mit dem primaren Antikorper (1:10 000
verduinnt in 0,2% Gelatine/NET) auf einem Schttler bei 4°C tber Nacht inkubiert.
Der primare Antikorper wurde mit drei Waschschritten mit NET von jeweils 5 min
Inkubationszeit wieder entfernt.

Der fur den primaren Antikorper spezifische sekundare Antikorper (1:20 000
verdinnt in 0,2% Gelatine/NET) wurde fur eine Stunde bei Raumtemperatur auf
dem Schittler auf der Membran belassen und dann mit drei jeweils 5 min
dauernden Waschschritten wieder entfernt.

Der verwendete Antikdrper war an das Enzym ,Horseradish Peroxidase“ (HRP)
gekoppelt. Bei Inkubation mit dem Detektionsreagenz (ECL Western Blotting
Detection Reagenz, Amersham) katalysierte die HRP die Umsetzung des
enthaltenen Substrats. Das oxidierte Substrat fluoreszierte und konnte mit Hilfe
von Rontgenfilmen detektiert werden.

Der sekundare Antikérper wurde fur eine Stunde bei Raumtemperatur auf dem
Schuttler auf der Membran belassen und dann mit drei jeweils finf Minuten

dauernden Waschperioden wieder entfernt.

33



Die Nitrozellulosemembran wurde hierzu fur 5 min in 1x PBS inkubiert und im
folgenden Schritt fur eine Minute in der frisch angesetzten 1:1 Mischung des ECL
Western Blotting Detection Reagenz 1+2 (Amersham) belassen.

Dieser Schritt lieferte das Substrat fir die Lichtreaktion, ab hier fanden die
Arbeitsschritte in der Dunkelkammer statt.

Die Membran wurde auf beschichtetem Whatmanpapier in Folie verpackt und fur
die jeweiligen Belichtungszeiten (in aufsteigender Zeitlange von 2s,5s, 10 s, 15
s, 1 min, 5 min,10 min, 20 min) auf einen Rontgenfilm gelegt.

Der auf diese Weise belichtete Film wurde abschlieBend mit einem
Rontgenfilmentwickler (Optimax X-Ray Film Processor, Protec) entwickelt.

Die Rontgenfilme mit den geeignetsten Belichtungszeiten wurden eingescannt
und die Bandenintensitat mittels der Software Bioprofii von Biolight

semiquantitativ densitometrisch ausgewertet.

4.7 Trypsinaktivititsmessungen

Die Enzymaktivitat von Trypsin in den Pankreashomogenaten (siehe 4.2) wurde
quantifiziert.

Dabei wurde sich des Prinzips der Fluoreszenzausloschung oder des
sogenannten quenchings (engl. ausldéschen) bedient. Hierzu wurde das
synthetisches Substrat Rhodamin 110 IPA (bis(CBZ- amide), dihydrochloride,
Molecular Probes) benutzt. Die Abklirzung IPA steht flr die Aminosauresequenz,
welche durch das zu untersuchende Enzym gespalten wird. In diesem Fall war
diese Sequenz Isoleucyl-L-propyl-L-arginine, welche nach dem Arginin durch
Trypsin gespalten wird. Die Besonderheit dieses synthetischen Substrates ist,
dass beide Spaltprodukte, welche nach der enzymatischen Reaktion entstehen,
an ein floureszenzaktives Molekll gebunden sind. D.h. dieses Molekil ist
entweder in der Lage ein Floureszenssignal zu emittieren, in diesem Fall wird es
als Flurophor bezeichnet oder ein emittiertes Signal aufzunehmen, d.h.
auszuléschen und in diesem Fall wird es als Quencher bezeichnet [47, 60, 65,
68].
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Falls dieses Substrat noch intakt ist, also noch nicht enzymatisch gespalten
wurde, findet keine Emission eines Fluoreszenzsignals statt, da sich der
Flurophor und der Quencher in ausreichender raumlicher Nahe befinden, dass
das von Flurophor emittierte Signal durch den Quencher aufgenommen werden
kann. Es kommt also zur Fluoreszenzausléschung oder Quenching.

Nach der abgelaufenen Spaltung ist diese raumliche Nahe nicht mehr gegeben,
so dass es zur messbaren Emission des Fluoreszenzsignals kommt. Diese ist
proportional zur Anzahl der gespaltenen Substrate und spiegelt somit die
enzymatische Aktivitat des Enzyms wieder.

Die Trypsinaktivitat konnte so indirekt fluorometrisch bestimmt werden.

Alle Messungen wurden bei 37°C und pH 8 durchgefuhrt. Unter den jeweiligen
Bedingungen ist jeder Messwert dreifach bestimmt worden, d. h. jede Probe
wurde dreimal auf benachbarte Wells einer Platte pipettiert, um evtl.
Schwankungen ausgleichen zu konnen.

Es sind verschiedene Versuchsbedingungen zum Einsatz gekommen (s. Tabelle
1). Zunachst ist die katalytische Aktivitatim Homogenat ohne weitere Zusatze mit
Ausnahme des Substrates und dem Tris-Puffer bestimmt worden.

Des Weiteren wurden unter denselben Bedingungen die Werte nach einer 30
minutigen Inkubationszeit mit dem Enzym Enteropeptidase (Enterokinase)
bestimmt. Dieses katalysierte  physiologisch die Abspaltung des
Aktivierungspeptides und wandelte so inaktives Trypsinogen in aktives Trypsin
um. Dieser Schritt wurde durchgefuhrt, um festzustellen, wie viel zusatzliche
katalytische Aktivitat sich durch andernfalls inaktiv vorliegendes Trypsinogen in
den Homogenaten befand.

Aulerdem fanden Messungen sowohl ohne, als auch mit durchgeflhrter
Enteropeptidaseaktivierung in Anwesenheit eines Trypsininhibitors statt. Die
Messungen wurden zusatzlich mit einem spezifischen Trypsin Hemmstoff
(Soybean Inhibitor) durchgeflihrt, so dass sich aus der Differenz der Messungen
mit und ohne Inhibitor ersehen liel3, welcher Anteil der katalytischen Aktivitat auf

Trypsin/Trypsinogen zurlckzufuhren ist.
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Ein kurzer Exkurs zu Trypsin Inhibitoren aus den Keimen von Hulsenfrichten. Es
werden zwei verschiedene Trypsin Inhibitoren der Sojabone (soybean)
unterschieden: Bowman-Birk (BBI) und Kunitz Typ [52, 1086].

Ersterer hemmt Trypsin und Chymotrypsin, bei letzterem findet eine deutlich
starkere Hemmung des Trypsins statt, er ist demnach spezifischer fur
Trypsin.[106] Es handelt sich bei der Inhibition um eine kompetitive Hemmung,
bei der der Hemmstoff wie das Substrat an das aktive Zentrum des Trypsins
bindet und dieses so blockiert [27,28].

Bei diesen Messungen waren zwei verschieden Blanks (oder Blindwerte) zum
Einsatz gekommen, um die Hintergrundfluoreszenz von den tbrigen Messwerten
subtrahieren zu konnen.

Als erster Blank ist die gleiche Mischung aus dem Substrat und Tris-Puffer
eingesetzt worden, wie fur die Proben, welche ohne den Trypsininhibitor
gemessen wurden (80 ul 1x Tris-Puffer, 20 pl Substrat IPA).

Da der Trypsininhibitor eine Eigenfluoreszenz zeigte, musste flr die Messwerte
mit dem Inhibitor ein zweiter Blank eingesetzt werden. Dieser wurde ebenfalls im
gleichen Mischungsverhaltnis wie in den Proben mit Zusatz des Inhibitors
verwendet (70 ul 1x Tris-Puffer, 20ul Substrat IPA, 10 ul Trypsininhibitor). Dieser
Blank wurde von den Proben Messwerten, welche mit Trypsininhibitor gemessen
wurden, subtrahiert.

Dementsprechend erfolgte die Berechnung der spezifischen Aktivitat von Trypsin

gemal folgender Rechnung:

For- F1= AF
Fluoreszenz der Probe ohne Inhibitor = Fo

Fluoreszenz der Probe mit Inhibitor = F+
Fir die Bestimmung dieser Hintergrundfluoreszenz sind verschiedene Blanks

(Blindwerte) pro Wellplatte bestimmt worden. Als erster Blank ist eine Mischung

aus dem verwendeten Substrat und dem Tris-Puffer (s. 4.7.) eingesetzt worden.
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Dieser wurde wie die Proben in drei Replikaten aufgetragen. Der gemittelte Wert
dieses Blanks wurde von allen Proben, welche ohne Inhibitor gemessen wurden
als Hintergrundaktivitat subtrahiert.

Als zweiter Blank wurde eine Mischung eingesetzt in der sich zusatzlich zu den
Reagenzien im ersten Blank der verwendete Trypsininhibitor befand.

Es wurde ein zusatzlicher Blank eingesetzt, da sich bei vorherigen Messungen
bei den Messwerten mit Inhibitor eine héhere Hintergrundfluoreszenz zeigte als
bei Messungen ohne Inhibitor.

Dieser zweite Blank wurde als Subtrahend fur die Messungen, welche mit
Inhibitor durchgeflhrt wurden, genutzt, um die Hintergrundfluoreszenz von den
Messwerten abzuziehen.

Innerhalb der Fluoreszenzentwicklung uber die Messzeit wurde bei jeder Probe
der lineare Bereich bestimmt.

Pro Probe lagen demnach nach Mittelung der Dreifach-Bestimmung vier
verschiedene Messwerte vor:

1) Aktivitat ohne Inhibitor und ohne Enteropeptidase Aktivierung

2) Aktivitat mit Inhibitor und ohne Enteropeptidase Aktivierung

3) Aktivitat ohne Inhibitor und mit Enteropeptidase Aktivierung

4) Aktivitat mit Inhibitor und mit Enteropeptidase Aktivierung

FuUr diese vier Versuchsbedingungen mit entsprechenden Blanks wurde jeweils
eine separate 96-Well Platte verwendet.

Alle Arbeitsschritte erfolgten auf Eis, um das Risiko eines Aktivitatsverlustes
durch Autodegradation moglichst gering zu halten.

Das Gesamtvolumen pro Well der 96 Well-Platten betrug bei allen Messungen
100ul.

Die verschiedenen Versuchsbedingungen setzten sich wie folgt zusammen:

Tabelle 1: Versuchsbedingungen zur Messung der Trypsinaktivitat in

Pankreashomogenaten.
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Ohne Inhibitor

mit Inhibitor

Ohne

Enteropeptidase

Versuchsbedingung 1
10 ul Probe (Verdinnung 1:5)

20 pl Substrat IPA (50 mM)
50 ul Tris-Puffer (2x)

O ul Trypsininhibitor

(0,2 mg/ml)

20 pl Aqua dest.

Versuchsbedingung 2

10 pl Probe

(Verdinnung 1:5)

20 pl Substrat IPA (50 mM)
50 ul Tris-Puffer (2x)

10 pl Trypsininhibitor

(0,2 mg/ml)

20 pl Aqua dest.

mit Enteropeptidase

Versuchsbedingung 3

10 ul Probe (Verdinnung 1:20)
20 pl Substrat IPA (50 mM)

50 pl Tris-Puffer (2x)

O ul Trypsininhibitor

(0,2 mg/ml)

10 pl Enteropeptidase

(200 mU/ml)

10ul Aqua dest.

Versuchsbedingung 4

10 pl Probe

(Verdinnung 1:20)

20 pl Substrat IPA (50 mM)
50 ul Tris-Puffer (2x)

10 pl Trypsininhibitor (0,2
mg/ml)

10 pl Enteropeptidase

(200 mU/ml)

0 ul Aqua dest.

Verwendete Losungen

Standards

Trypsin-Standards wurden mit humanem Trypsin

(Sigma Nummer,

Lot

104K7575, 12,400 U/mg) mit 1 mg/ml in einer Loésung von 1 mM HCI angesetzt

und anschlieend mit dem auch fir die Verdliinnung der Proben verwendete Tris-

Puffer (s. unten), auf 6,2 mU/mg, 3,1 mU/mg und 1,55 mU/mg verdinnt.

Tris-Puffer

0,1 M Tris, 0,005 M CaClz, pH 8

Substrat
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Das Substrat wurde von der Ursprungslésung mit einer Konzentration von 30 mM
unter Verwendung des oben genannten Tris-Puffers auf eine Konzentration 50

MM verdunnt.

Proben

Die Originalproben (s. 4.2) sind in zwei verschiedenen Verdinnungen gemessen
worden. Da nach der oben beschriebenen Enteropeptidaseaktivierung
wesentlich hohere Floureszenzemissionsraten zu erwarten waren, sind hier
hdhere Verdinnungen eingesetzt worden (Versuch 3+4), als bei den Messungen
ohne Enteropeptidaseaktivierung (Versuch 1+2), um nicht fruhzeitig im Bereich
maximal messbarer Fluoreszenz des Fluorometers zu messen.

Bei den Messungen ohne Enteropeptidaseaktivierung (Versuch 1+2) sind
Verdunnungen von 1:5 der Originalprobe und mit der Enteropeptidaseaktivierung
(Versuch 3+4) Verduinnungen von 1:20 eingesetzt worden. Die Verdinnung
erfolgte jeweils mit eisgekihltem Tris-Puffer.

Trypsin-Inhibitor

Der verwendete Trypsininhibitor wurde nach Herstellerangaben in Aqua dest.

geldst und mit einer Konzentration von 0,2 mg/ml benutzt.

Enteropeptidase

Die verwendete Enteropeptidase wurde in einer Konzentration von 200mU/ml
verwendet.

Die Anregung des Fluorophors fand bei einer Wellenlange von 485 nm statt. Die

Emission wurde bei einer Wellenlange von 520 nm bestimmt.
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5 Ergebnisse

Ziel der Arbeit war der morphologische und funktionelle Vergleich zwischen
Wildtyp-Trypsin und A121T -Trypsin.

Als Besonderheit ist dabei der In-vivo-Vergleich an humanem Gewebe
herauszustellen.

Es lagen verschiedene Gewebeproben vor, welche in Erkrankungsgruppen
eingeteilt wurden, um eine bessere Vergleichbarkeit und Ubersicht zu erhalten.
Die Gruppen wurden jeweils mit dem Gewebe des Indexpatienten, welcher die
A121T Mutation tragt, verglichen.

Die Gruppeneinteilung wurde wie folgt vorgenommen:

Gruppe A Gesundes Gewebe

Gruppe B Pankreatitisgewebe

Gruppe C Tumorgewebe

| Indexpatient (A121T Trager)

Bei Gruppe A handelt es sich um mikroskopisch unauffalliges Gewebe von
Patienten, welche aufgrund eines Pankreaskarzinoms operiert worden sind.

Die Ergebnisse dieser Dissertation setzen sich aus drei Teilen zusammen. Der
erste Teil ist deskriptiv und behandelt den morphologischen Vergleich der
verschiedenen Gruppen anhand von lichtmikroskopischen als auch
fluoreszenzmikroskopischen Bildern.

Der zweite Teil beschaftigt sich mit den Unterschieden der Trypsinmolekile der
einzelnen Gruppen und vergleicht deren Wanderungseigenschaften im Western
Blot und die Erkennung von Domanen durch spezifische Antikorper.

Der dritte Teil dient dem funktionellen Vergleich der Trypsine der jeweiligen
Gruppen. Hier wurden in zwei Schritten die Enzymaktivitaten der Gruppen und

die Aktivierbarkeit durch Enteropeptidase verglichen.
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5.1 Morphologische Beurteilung des Pankreasgewebes

Zur morphologischen Beurteilung des verwendeten Pankreasgewebes wurde
von den erstellten Gewebeschnitten neben den Immunfluoreszenzfarbungen

auch Schnitte mit Hdmatoxylin-Eosin (HE) geféarbt.
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Abb. 4 Exemplarische HE (Hamatoxylin-Eosin) Farbungen der Pankreas
Gewebeschnitte in 10x VergroRBerung. A gesundes Gewebe (Gruppe A), B
Pankreatitisgewebe (Gruppe B), C Tumorgewebe (Gruppe C), D Gewebe des
Indexpatienten mit A121T Mutation (1)

Durch die Kombination der beiden Farbestoffe werden unterschiedliche
Zellbestandteile gemal® ihrem Protonierungsgrad gefarbt. Basische
Komponenten, wie z. B. DNA oder Ribosomen, werden durch Hamatoxylin blau
gefarbt, wahrend saure Strukturen, wie z. B. Proteine des Zytosols, durch Eosin

rot gefarbt werden.
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Die Abbildung 4A zeigt normales exokrines Pankreasgewebe, welches eine
physiologische Azinuszellstruktur aufweist. Die Zellen zeigen eine basale
Basophilie und eine apikale Eosinophilie bedingt durch die dort vorhandenen
Zymogengranula [42].

Die verbreitert erscheinenden interzellular Spalten sind fixationsbedingt.
Abbildung 4B zeigt exemplarisch Gewebe eines Patienten mit einer chronischen
Pankreatitis. Man erkennt intralobulare Fibrosezonen und kaum noch azinare
Zellen. In der Mitte des Ausschnittes ist eine Insel von ubrig gebliebenen
pankreatischen Drisenzellen erkennbar, welche aber auch schon morphologisch
verandert sind (siehe weiller, dicker Pfeil). Im unteren Randbereich des
Ausschnitts ist eine leukozytare Infiltration des Gewebes erkennbar (siehe —).
In Abbildung 4C ist ein Adenokarzinom des Pankreas gefarbt. Adenokarzinome
des Pankreas gehen meist von duktalen Zellen der Pankreasausfihrungsgange
aus und zerstoren durch infiltratives Wachstum die Azinuszellstruktur. In diesem
Bildausschnitt sind keine morphologisch normal ausgebildeten pankreatischen
Drusenzellen mehr erkennbar. Im rechten Teil des Bildausschnitts sind noch
atypisch geformte Drisenabschnitte des neoplastischen Gewebes feststellbar.
Die neoplastischen Zellen induzieren die Bildung von extrazellularer fibrotischer
Matrix, welche ubiquitar in der Abbildung zu erkennen ist. Dieser Vorgang, der
bei Karzinomen des Pankreas haufig vorkommt, wird als Desmoplasie
bezeichnet [7, 76].

In Abbildung 4D wird Pankreasgewebe des Indexpatientenmit der A121T
Mutation dargestellt. Die Drusenstruktur des Pankreas ist weitestgehend
erhalten. Im oberen linken Bildausschnitt finden sich vermehrt intrazellulare
Fettvakuolen (siehe »). Des Weiteren zeigt sich eine 6dematdse Schwellung der
Azinuszellen. In der oberen linken Ecke ist eine vermehrt Bindegewebsbildung
sichtbar (siehe X)

Dementsprechend befinden sich die beiden hier dargestellten chronischen
Pankreatitiden in unterschiedlichen Erkrankungsstadien. Allerdings lassen sich
im Fall des Indexpatienten keine morphologischen Auffalligkeiten finden, welche
nicht in der Literatur fur die chronischen Pankreatitiden anderer Genese

beschrieben werden.
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In Abbildung 4D wird ein friheres Stadium der Pankreatitis als in Abbildung 4B.
dargestellt. Es sind bis auf den oberen linken Bildrand (siehe X, Abb. 4D) keine
Fibrosezonen erkennbar. Die Lappchenstrukur ist noch weitestgehend intakt.
Einige der Azinuszellen zeigen bereits intrazellulare Fettvakuolen, die bei allen
Formen der chronischer Pankreatitis auftreten konnen, jedoch auch in
Mausmodellen bezuglich hereditaren Pankreatitiden beschrieben werden und

welche als erste Anzeichen flr Zellnekrosen interpretiert werden [5, 55].
.
-

Abb. 5 Exemplarische Immunfloureszenzfarbungen von Trypsin. Die Detektion

erfolgte mit einem Cy3-gekoppelten sekundaren Antikorper. 40x Vergrolierung. A
gesundes Gewebe, B Pankreatitisgewebe, C Tumorgewebe, D Gewebe des
Indexpatienten mit A121T Mutation.

In den Immunfluoreszenzaufnahmen (Abbildung 5) ist die intrazellulare

Speicherung von Trypsinogen dargestellt worden. Diese erfolgt in sogenannten
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Zymogengranula, welche sich am apikalen Pol der Zelle sammeln, um ihren
Inhalt je nach Bedarf in das Lumen der Ausfuhrungsgange des Pankreas
abgeben zu kénnen. Diese feingranulierte Struktur der Zymogengranula ist auf
allen vier Immunfluoreszenzbildern erkennbar. In Abbildung 5A kann man durch
die nahezu vollstandige Ausfullung des Zytoplasmas mit Zymogengranula mit
Aussparung der Zellekerne gut die azinuszellreiche Struktur physiologischen
Pankreasgewebes erkennen.

Sowohl in Abbildung 5B als auch in Abbildung 5D, welche beide eine chronische
Pankreatitis zeigen, lasst sich bereits eine verminderte Anzahl an Azinuszellen
erkennen. In Zusammenschau mit den mit HE gefarbten Schnitten (Abbildung 4)
ist hier davon auszugehen, dass der Freiraum zwischen den Zellen mit
Zymogengranula durch Bindegewebe ersetzt worden ist.

In Abbildung 5C lasst sich im Vergleich zu 5B und 5D eine weiter reduzierte
Anzahl an Azinuszellen sehen, da Tumorzellen aufgrund ihres duktalen
Ursprungs nicht in der Lage sind intrazellular Trypsinogen zu produzieren oder
zu speichern. Hier kann es sich bei dem Teil des Gewebes, welches kein
Fluoreszenzsignal emittiert, um neoplastische Zellverbande oder um eine durch

den Tumor induzierte Fibrose des Gewebes handeln.

5.2 Nachweis der Expression von Trypsin und GAPDH

Zum qualitativen und quantitativen Nachweis der Expression von Trypsin in den
Pankreashomogenaten wurde ein Western Blot durchgefihrt. Zur Kontrolle,
inwiefern aquivalente Proteinmengen aufgetragen, wurden gleichzeitig Trypsin
und GAPDH (Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase) detektiert.

Bei dem Protein GAPDH handelt es sich um ein Enzym der Glykolyse. Da diese
in allen Zellen durchgefuhrt werden kann, ist es ein ubiquitar und konstitutiv
vorhandenes Protein, und kann als Parameter fur die insgesamt aufgetragene
Proteinmenge herangezogen werden. Aufgrund seiner konstitutiven Expression
wird GAPDH auch als Housekeeping-Gene bezeichnet.

Die Proteine GAPDH und Trypsin besitzen eine molekulare Gré3e von 42 kDa

bzw. 29 kDa. Dementsprechend handelt es sich in den in den nachfolgenden
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Abbildungen bei der oberen Bande um GAPDH und bei der unteren Bande um
Trypsin.

Die folgende Abbildung mittels Western Blot zeigt den Vergleich der untersuchten
Proben, welche nach Gruppen aufgeteilt wurden.

Wie bereits eingangs des Ergebnisteiles erwahnt, wurden die Proben in drei
Erkrankungsgruppen eingeteilt.

Gruppe A Gesundes Gewebe

Gruppe B Pankreatitisgewebe

Gruppe C Tumorgewebe

| Indexpatient (A121T Trager)

Der Indexpatient wurde hier mit der Gruppe der Patienten mit chronischer

Pankreatitis betrachtet.
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A4 A3 A2 A1
- 45 kDa
- ’ Gruppe A
e A A SR T 29 kDa Gesundes Gewebe
BS B4 B3 B2 B1 |
— 45kDa Gruppe B
- Pankreatitisgewebe
— 29 kDa
C4 C3 C2 C1
T— - - 45 kDa Gruppec
Tumorgewebe
= 29 kDa

Abb. 6 Western Blot mit Darstellung der GAPDH und Trypsin

A Gruppe A gesundes Gewebe, A1-A4 sind die verwendeten Proben innerhalb
dieser Gruppe. B Gruppe B Pankreatitisgewebe, B1-B5 sind die verwendeten
Proben innerhalb dieser Gruppe, | ist das Gewebe des Indexpatienten mit A121T
Mutation. C Tumorgewebe, C1-C4 sind die verwendeten Proben innerhalb dieser

Gruppe

Zur besseren Vergleichbarkeit sind in Abbildung 6 fur alle Proben die gleichen
Belichtungszeiten dargestellt.

In Probe B3 aus der Pankreatitis Gruppe (Abbildung 6B) konnte nach 10 s
Belichtung kein Trypsin nachgewiesen werden. Erst nach 15 s Belichtung war ein
entsprechendes Signal erkennbar (nicht gezeigt).

In den Tumorproben (Abbildung 6C) war Trypsin mit Ausnahme der Probe C4
nicht nachweisbar.

Far die weiteren Versuche wurden ausschlieBlich Proben verwendet, in denen

sowohl Trypsin als auch GAPDH nachgewiesen werden konnten.
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Dies war insbesondere bei einigen Proben, welche der Pankreatitisgruppe oder
der Tumorgruppe zugeordnet waren, nicht der Fall, so dass davon auszugehen
war, dass es sich bei diesen exemplarischen Proben um nahezu vollstandig
fibrosierte oder neoplastisch verandertes Gewebe handelte, welche keine
enzymatische Aktivitat mehr besitzen und somit fir Enzymaktivitatsmessungen

ungeeignet waren.

5.3 Etablierung des Trypsinaktivitatsassays

Die Messung der Trypsinaktivitat sollte zur qualitativen Beurteilung der Trypsine
der Gewebeproben genutzt werden, in dem sie auf die Trypsinmengen, welche
durch den Western Blot detektiert wurden, bezogen werden.

Die Etablierung wurde durchgefuhrt, um einerseits zu testen, welche der
eingesetzten  Proteinmengen am  geeignetsten waren, um den
Fluoreszenzverlauf beurteilen zu kénnen. Die Konzentrationen sollten nicht so
hoch sein, dass fruhzeitig wahrend der Messreihe der Sattigungsbereich des
Fluorometers oder der Enzymkinetik erreicht wird. Andererseits diente die
Etablierung der Austestung des Fluoreszenzverhaltens des eingesetzten
Trypsininhibitors (s.u.).

Fir die Auswertung der Trypsinaktivitatsdaten wurde zunachst die
Hintergrundfluoreszenz von den Rohdaten der Fluoreszenzmessungen
subtrahiert.

Es wurden zusatzliche Messungen mit einem spezifischen Trypsininhibitor
(Trypsin Inhibitor (Soybean) T9128, Sigma-Aldrich, Munchen) angefertigt,
da es sich bei den Pankreashomogenaten um eine Mischung aus verschiedenen
Proteasen handelt.

Der Einsatz eines spezifischen Trypsininhibitors (s. Abschnitt 4 Methoden) diente
der Blockierung des Trypsins, so dass durch die Berechnung der Differenz (AF,
s.4.7) der Messwerte mit und ohne Inhibitor der Anteil der Substratspaltung
berechnet werden kann, welcher nur auf die katalytische Aktivitat des Trypsin

zuruckzufiihren ist.
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Dementsprechend erfolgte die Berechnung der spezifischen Aktivitat von
Trypsin.

Exemplarisch fur die jeweiligen Gruppen ist der Verlauf der Fluoreszenzemission
einer Probe der betreffenden Gruppe in den Abbildungen 7 A-D dargestellt.
Schwarze Kreuze markieren den Abschnitt des Kurvenverlaufes, der linear ist

und far die Berechnung der Regressionsgraden verwendet wurde.
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Abb. 7 Exemplarische zeitliche Verlaufe der Fluoreszenz wahrend der
(Probe A4), B
Pankreatitisgewebe (Probe B2), C Tumorgewebe (Probe C4), D Indexpatienten

Trypsinaktivitatsmessung. A  gesundes  Gewebe
mit der A121T Mutation mit E nach vorheriger Enteropeptidaseaktivierung. ohne
E: ohne Zusatz von Enteropeptidase. Die schwarzen Kreuze markieren den
linearen Bereich x-Achse Anzahl der gemessenen Zyklen y-Achse relative

Fluoreszenzeinheiten (RFU)

Die hier dargestellten Fluoreszenzverlaufe beziehen sich jeweils auf Messreihen,
die ohne den Trypsininhibitor gemessen wurden.
Die Graphen zeigen, dass die eingesetzten Proteinmengen geeignet waren, um

einen Uberblick tber die Fluoreszenzentwicklung und somit (iber die katalytische
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Aktivitat der Proteasen in dem Homogenaten zu erhalten, da sie nicht zu gering
waren um eine Fluoreszenzenzwicklung zu zeigen, und die Messwerte vor
Erreichen des Sattigungsniveaus erhoben werden konnten.

Die dargstellten Fluoreszenzverlaufe wurden auf 1ug eingesetztes Protein
normalisiert.

Innerhalb des Verlaufes zeigten sich keine Unterschiede bezuglich der
Trypsinaktivitat zwischen den Gruppen bzw. den Erkrankungen der Patienten.
Insbesondere zeigt der Indexpatient mit der A121T Mutation einen ahnlichen
Verlauf wie die ubrigen dargestellten Proben.

Die hier dargestellten Fluoreszenzverlaufe entsprechen denen einer einzelnen
Probe und stehen exemplarisch fir die einzelnen Gruppen. Im folgenden

Abschnitt 5.4. wurde auch eine Mittelung der Aktivitat pro Gruppe aufgefuhrt.

5.4. Trypsinaktivitaitsmessungen

Die Trypsinaktivitatsbestimmungen wurden durchgefuhrt, um zu untersuchen,
inwiefern sich die Aktivitat des Trypsins bei den verschiedenen Erkrankungen im
Vergleich zum gesunden Gewebe verhalt. Ein besonderer Fokus lag auf der
Frage, ob das mutierte Trypsinogen A121T unterschiedliche Aktivitatsraten oder
Aktivierungsraten nach Enteropeptidaseinkubation zeigt, im Vergleich mit dem
Wildtyp.

Im linearen Bereich wurde die Steigung der Kurve mit einer Regressionsgraden
ermittelt. Die Steigung entspricht der Trypsinaktivitat der Proben.

Fir jede Probe wurden vier Werte fur die Aktivitat des Trypsins ermittelt:

e Steigungsfaktor ohne Enteropeptidase

e Steigungsfaktor mit Enteropeptidase

o Differenz der Steigungsfaktoren mit und ohne Inhibitor ohne
Enteropeptidase (Steigungsfaktor des Kurven AF Verlaufes von AF
ohne Enteropetidase)

e Differenz der Steigungsfaktoren mit und ohne Inhibitor mit
Enteropeptidase
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(Steigungsfaktor des Kurven AF Verlaufes von AF mit

Enteropetidase)

Die angegeben Trypsinaktivitatsraten beziehen sich jeweils auf 1 ug eingesetztes
Protein um eine Vergleichbarkeit unter den Einzelproben gewahrleisten zu
kénnen. Die Messwerte wurden mit Hilfe einer posthoc ANOVA nach Tukey auf

signifikante Unterschiede der Gruppenmittelwerte Uberprift. (p = 0.05).

Trypsinaktivitat
30000
25000
20000
mEmit Enterokinase
15000 mohne Enterokinase
10195,54
10000
T
5000 - 3835,51
2155,07
—
z
0 - T
Gesund Pankreatits Tumor Indexpatient

Abb. 8 Mittelwerte der Trypsinaktivitdit in RFU pro Gruppe/Erkrankung mit
Enterokinase (blau) und ohne Enterokinase (rot). Die Standardabweichungen sind als
Fehlerbalken dargestellt. Die x-Achse zeigt die Gruppeneinteilung, auf der y-Achse
sind relative Fluoreszenzeinheiten (RFU) aufgetragen. Diese wurden auf 1ug

eingesetztes Protein geeicht. gesund n=4, Pankreatitis n=5, Tumor n=4
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Abbildung 8 zeigt die mittlere Trypsinaktivitat in den Gruppen A-C (Gesund,
Pankreatitis und Tumor) sowie im Indexpatienten und bezieht sich ausschlief3lich
auf die Aktivitat ohne den spezifischen Trypsininhibitor.

Aufgrund der Tatsache, dass sich die Steigungsfaktoren bzw. Aktivitatsraten fr
die Differenz der erhobenen Werte mit und ohne den Inhibitor nicht signifikant
von den Werten ohne Inhibitor unterscheiden, wurde auf ihre Darstellung
verzichtet.

Die Trypsinaktivitatsraten von Patienten mit einer chronischen Pankreatitis und
den Proben mit gesundem Gewebe zeigten keinen signifikaten Unterschied.
Auch kann kein signifikanter Unterschied zu den untersuchten Tumorgewebe
festgestellt werden. Abbildung 8 zeigt hier zwar eine tendenziell erhdhte Aktivitat
in den Tumorproben im Vergleich zu den anderen zwei Gruppen, allerdings mit
sehr hoher Standardabweichung. Die starke Streuung lasst sich durch die
Heterogenitat des Tumorgewebes erklaren, das Eigenschaften der Ubrigen
Gruppen aufweisen kann, wenn es sich zum Beispiel um randstandiges
gesundes Gewebe oder um Gewebe mit einer Begleitpankreatits handelt. Des
weiteren lag bei dieser Gruppe nur eine kleine Anzahl (n=4) an verwendbaren
Proben vor, was zusammen mit der weiten Streuung der Messwerte zu einer
hohen Standardabweichung gefuhrt hat.

Bei allen Proben zeigte sich erwartungsgemal eine hohere Aktivitatsrate durch
Enterokinaseaktivierung, da ein Grofteil des intrapankreatisch vorhandenen
Enzym in Form von Trypsinogen inaktiv vorliegt [88].

Bezlglich dieser Steigerung der Aktivitatsraten lag kein signifikanter Unterschied
zwischen dem mutierten Trypsin des Indexpatienten und den untersuchten
Proben der Gruppe von gesundem Gewebe und dem der chronischen

Pankreatitis vor.
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6 Diskussion

6.1 Einleitung

Die initialen Mechanismen der chronischen Pankreatitis wurden durch die
Entdeckung der hereditaren Genese neu diskutiert.

Erganzend zu den bisher beschriebenen Mutationen wird hier auf die seltene
A121T Mutation eingegangen.

Die Ergebnisse dieser Arbeit sollen einen ersten Uberblick Uber In-vivo-
Eigenschaften der A121T Mutation des kationischen Trypsinogens liefern. Dabei
liefert sie Daten bezlglich morphologischer Unterschiede zwischen
Pankreatitisformen idiopathischer und durch diese Punktmutation bedingter
Genese, sowie das intrazellulare Speicherverhalten des mutierten Trypsinogens

und Aussagen zur Enzymkinetik des veranderten Proteins.

6.2 Morphologische Beurteilung des Pankreasgewebes

Die morphologische Darstellung war notwendig, um einen mdglichen Einfluss der
neu beschrieben A121T Mutation auf die Morphologie der durch sie verursachten
chronischen Pankreatitis zu Uberprifen.

Wie im Folgenden weiter ausgeflihrt wird, zeigten sich weder in der HE Farbung
noch in der immunhistochemischen Detektion von Trypsin/Trypsinogen
nachweisbaren Unterschiede zwischen der hereditaren Pankreatitis bedingt
durch die Mutation A121T und anderen Formen der chronischen Pankreatitis.
Jedoch muss erwahnt werden, dass die gewahlte Methode keinen Ruckschluss
auf qualitative Unterschiede zwischen den untersuchten Gruppen zuldsst.
Histopathologisch ~ wird die chronische  Pankreatitis zunachst als
Azinuszellatrophie beschrieben, welche an dem Auftreten von intrazellularen
Fettvakuolen erkennbar ist. Diese geht im Verlauf der Erkrankung mit einer
interlobularen, spater auch einer intralobularen Fibrose einher, welche den
Verlust der exokrinen als auch endokrinen Funktion des Organs nach sich zieht
[73, 97].
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Bei der chronischen Pankreatitis handelt es sich morphologisch betrachtet um
eine sehr heterogene Erkrankung, bei der herdférmige Fibrose- und
Entzindungsherde auftreten kdnnen [7].

Dies bedeutet, dass sich innerhalb desselben Organs verschiedene
Erkrankungs- oder Entziindungsstadien befinden und sich mit nicht entzindlich
verandertem Gewebe abwechseln konnen.

Dementsprechend konnen allein aufgrund des vorliegenden
Erkrankungsstadiums keine Aussagen getatigt werden, ob Unterschiede
zwischen den zwei Genesen, hereditar durch A121T gegenuber idiopathischer
Genese, vorliegen. Daruber hinaus ist eine histologische Darstellung immer eine
Momentaufnahme und somit ist mit dadurch keine Aussage Uber den zeitlichen
Verlauf der Erkrankung méglich.

Die Patienten kdnnen zu unterschiedlichen Zeitpunkten erkranken und weisen
dann bei ahnlichen Entnahmezeitpunkten des Gewebes unterschiedliche
Erkrankungsstadien auf. Darlber hinaus ist ein individueller Verlauf der
Erkrankung maoglich, allgemein gesehen ist der Verlauf bei der alkoholisch
bedingten Pankreatitis schneller progredient als bei der hereditdren Pankreatitis
[46].

Die Abbildungen 4B und 4D zeigten nach der Beschreibung (s. Abschnitt 5.1) das
Gewebe einer Pankreatitis. Bei der Abbildung 4B handelte es sich um
exemplarisches Gewebe einer idiopathischen chronischen Pankreatitis und bei
Abbildung 4D um Gewebe einer hereditaren Pankreatitis, in diesem Fall
hervorgerufen durch die A121T Mutation. An den HE-Farbungen des
Pankreasgewebes erkennt man, dass es sich bei den Abbildungen 4B und 4D
um zwei verschiedene Stadien der chronischen Pankreatitis handelt. Bei
Abbildung 4B handelt es sich um eine bereits fortgeschrittene Form. Man erkennt
ausgedehnte Fibrosezonen und kaum noch azinaren Zellen. Auf3erdem ist auch
eine intralobulare Fibrose, welche zur Zerstérung der Lappchenstruktur flhrt,
erkennbar. Diese tritt ebenso wie die hier dargestellte Zellarmut erst in
fortgeschrittenen Stadien der chronischen Pankreatitis auf [73]. Diese kann so
ausgepragt sein das vielfach bei Beschreibungen von einer cirrhosis-like

appaerance die Rede ist [52]. In der Mitte des Bildes ist eine Insel Restgewebes

54



mit azinaren DrUsenzellen erkennbar. Man kann jedoch erkennen, dass diese
bereits morphologisch verandert sind.

Im unteren Randbereich des Ausschnitts ist eine leukozytare Infiltration des
Gewebes erkennbar (siehe — Abb. 4B). Dies ist ein Parameter flr die anhaltende
Entzindungsaktivitat des Gewebes [73,99].

In Abbildung 4D wird ein friheres Stadium der Pankreatitis als in Abbildung 4B.
dargestellt. Es sind bis auf den oberen linken Bildrand (siehe X, Abb. 4D) keine
Fibrosezonen erkennbar. Die Lappchenstrukur ist noch weitestgehend intakt.
Einige der Azinuszellen zeigen bereits intrazellulare Fettvakuolen, die bei allen
Formen der chronischen Pankreatitis auftreten konnen, jedoch auch in
Mausmodellen bezuglich hereditaren Pankreatitiden beschrieben werden und
welche als erste Anzeichen flr Zellnekrosen interpretiert werden [5, 55].

Bei dem Indexpatienten flUhrten starke Schmerzen und mehrere
Krankheitsschibe trotz des histologisch friheren Krankheitsstadiums zur
Resektion des Pankreas.

In  Abbildung 4C ist ein Adenokarzinom des Pankreas dargestellt.
Adenokarzinome des Pankreas gehen von duktalen Zellen der
Pankreasausfihrungsgange aus und zerstoren durch infiltratives Wachstum die
Azinuszellstruktur. In diesem Bildausschnitt sind keine morphologisch normal
ausgebildeten pankreatischen Drisenzellen mehr erkennbar. Die neoplastischen
Zellen induzieren die Bildung von extrazellularer fibrotischer Matrix, welche
ubiquitar in der Abbildung zu erkennen ist. Dieser Vorgang, der bei Karzinomen
des Pankreas haufig vorkommt, wird als Desmoplasie bezeichnet [7].

Im Rahmen dieser Arbeit, sollte durch die morphologische Darstellung des
Pankreasgewebes untersucht werden, ob und inwiefern sich die
Pankreatitisgewebe unterschiedlicher Genese (Abb. 4B und 4D) voneinander
unterscheiden.

Beide Gewebedarstellungen zeigten typische pathologische Veranderungen, die
fur chronische Pankreatitiden bekannt sind, wie Reduktion der Azinuszellstruktur

und Fibrosierung des Gewebes [7,73]. (vergleiche auch 5 Ergebnisse)
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Vorherige histopathologische Beschreibungen von Pankreatitisgewebe aus
Patienten mit idiopathischer und hereditarer Pankreatitis mit R122H-Mutation
konnten keine morphologischen Unterschiede detektieren [5,25].
In-vivo-Experimente mit transgenen Mausen zeigten, dass sich bei induzierten
Pankreatitiden keine histologischen Unterschiede zwischen Mausen mit der
Mutation R122H und Mausen mit Wildtyp Trypsinogen zeigten [5,82].

Der Vorteil des Mausmodells liegt hierbei in einem definierten Beginn der
Erkrankung und stabilen experimentellen Rahmenbedingungen.

Entsprechende murine experimentelle Modelle gibt es fur die A121T Mutation
nicht. Felderbauer et al. konnten 2008 bei histologischen Vergleichen zeigen,
dass es keine morphologischen Unterschiede zwischen chronisch entzindlichem
Gewebe anderer Genese und solchen mit hereditar entziindetem Gewebe gibt.
DarUber hinaus konnten keine morphologischen Unterschiede zwischen
Pankreasgewebe mit A121T Mutation und der Mutation R122H festgestellt
werden [25, 51].

Die Immunfluoreszenzmikroskopie wurde durchgefihrt, um die Frage zu
untersuchen, ob die A121T Mutation einen Einfluss auf die intrazellulare
Speicherung des mutierten Trypsins hat. Die gezeigten Abbildungen lassen
erkennen, dass bei beiden Pankreatitisformen, idiopathisch und hereditar (Abb.
5B und 5D), eine Verminderung der Azinuszellzahl auftritt. Wenn diese Tatsache
zusammen mit den HE-Farbungen betrachtet wird, ist davon auszugehen, dass
diese Azinuszellen durch fibrotisches Gewebe ersetzt wurden.

Abgesehen davon gibt es in keiner der Abbildungen Hinweise darauf, dass das
mutierte Trypsin in einer morphologisch anderen Form intrazellular gespeichert
wird als das Wildtyp-Trypsin. Die Zymogengranula sind in allen Abbildung
einander ahnlich. Wie bereits Abb. 1 zeigt, handelt es sich bei der A121T
Mutation nicht um eine Mutation, welche Einfluss auf die Tertiarstruktur des
Trypsinmolekuls besitzt, so dass nicht von einer veranderten intrazellularen
Speicherung des mutierten Enzyms auszugehen ist.

Wie in den HE Farbungen der Gewebsschnitte (Abbildung 4) lie® sich auch in der
Immunfluoreszenz kein morphologischer Unterschied zwischen der chronischen

Pankreatitis und der hereditaren Pankreatitis des Indexpatienten nachweisen.
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Darlber hinaus ist die immunhistochemische Detektion von Trypsin/Trypsinogen
zum Zweck der Beschreibung der chronischen Veranderungen im Pankreas
problematisch.

Das legen z. B. Untersuchungen von Aho et al (1983) nahe, die zeigen konnten,
dass sich mit der immunhistochemischen Lokalisierung von Trypsin bzw.
Trypsinogen keine Unterschiede zwischen normalen und durch chronische
Pankreatitis verandertem Gewebe gibt, wie dies im Vergleich zur aktiven
Pankreatitis der Fall ist [1].

Bei aktiven Pankreatitiden sind deutliche immunhistochemische Veranderungen
erkennbar, wie z. B. starke Anhaufungen von Trypsin innerhalb des

Gangsystems des Pankreas oder in Anteilen von Fettgewebsnekrosen [50].

6.3 Nachweis der Expression von Trypsin und GAPDH

Mittels Western Blot sollte der quantitative Nachweis des veranderten Trypsins
so wie ein Vergleich zu den anderen Gruppen durchgefuhrt werden.

Der Versuch wurde durchgefuhrt, um die Expression von Trypsin und GAPDH in
den Pankreashomogenaten quantitativ nachzuweisen.

Die Abbildungen 6A-C zeigen die entsprechenden Banden der unterschiedlichen
Trypsin und GAPDH Nachweise.

Die Proben mit gesundem Gewebe zeigen verschieden ausgepragte
Trypsinmengen, wahrend sich bei den Proben mit Tumorgewebe in 3 Proben
kein Trypsin nachweisen lasst.

Hierbei fallt auf, dass die Expression von Trypsin nur im Falle der Tumorprobe
C4 nachzuweisen war. Diese Beobachtung war zu erwarten, da es sich bei
Adenokarzinomen des Pankreas um Karzinome duktalen Ursprungs handelt die
kaum Trypsin produzierende Azinuszellen enthalten.

Allerdings handelt es sich bei den chirurgischen entnommenen Proben nicht
ausschlie3lich um Tumorgewebe, so dass in diesem auch randstandige Anteile
physiologischen Gewebes oder einer umgebenden Begleitpankreatitis finden
kénnen. Somit kann sowohl der positive als auch der negative Nachweis von

Trypsin in den Tumorproben erklart werden.
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Um die Trypsinkonzentration der Proben auf die eingesetzte Proteinmenge
beziehen zu kdnnen, sollte das Verhaltnis der Intensitat der Trypsinbanden zu
der der GAPDH Banden herangezogen werden. Der Western Blot sowie die
Detektion der Lumineszenz mit Roéntgenfilmen kdénnen durch verschiedene
Storfaktoren eine Proteinquantifizierung erschweren. Voraussetzung fur eine
zuverlassige Quantifizierung ist einerseits eine Filmbelichtung im linearen
Bereich der Enzymkinetik des ECL Systems. Weiterhin darf die Exposition nicht
im Sattigungsbereich des Rontgenfilms liegen. Die Bestimmung dieser Bereiche
ist mit dem gewahlten System schwierig und erwies sich zusatzlich durch die
Heterogenitat der eingesetzten Proben als problematisch.

Dieser quantitative Nachweis sollte durchgeflihrt werden, um die Trypsinmenge
mit den gemessenen Trypsinaktivitaten der jeweiligen Probe korrelieren zu
kénnen.

So sollte vor allem die Frage beantwortet werden, ob es einen signifikanten
Unterschied zwischen den Aktivitatsraten des Wildtyp-Trypsins gegenuber dem
mit der Mutation A121T gibt.

Diese Frage konnte nicht beantwortet werden, da sich der quantitative Nachweis
aufgrund einer sehr starke Schwankungsbreite innerhalb der Gruppe nicht
aussagekraftig durchfuhren liel3.

Bei der Mutationen der nachfolgenden Aminosaureposititon R122H, sowie
R122C (bei pH 8) konnte keine Anderung der Aktivitatsrate im Vergleich zu nicht
mutiertem Trypsin nachgewiesen werden [77-79, 81].

Allerdings muss bei diesen Untersuchungen betont werden, dass es sich hierbei
ausschlieBBlich um Ergebnisse handelt, welche an rekombinante Proteine
erhoben wurden. Das heildt es sind im Gegensatz zu den Untersuchungen dieser
Arbeit In-vitro-Experimente. Hier gab es jedoch die besondere Maoglichkeit
humanes natives Protein, welches eine Mutation tragt, zu verwenden.

Aufgrund der Tatsache, dass sich alle diese Mutationen aul3erhalb des aktiven
Zentrums des Enzyms befinden, ist diese Beobachtung ein schlissiges Ergebnis.
Dementsprechend liegt die Vermutung nahe, dass die Mutation A121T ebenfalls

keinen Einfluss auf die Expression des veranderten Trypsins hat.
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6.4 Etablierung des Trypsinaktivitatsassays

Die Etablierung des Trypsinassays wurde wie bereits unter 5.3 angesprochen
durchgefuhrt, um die geeignete Konzentration flr den Einsatz der Proben zu
bestimmen und die Hintergrundfluoreszenz durch den verwendeten
Trypsininhibitor zu ermitteln.

Dieser wurde eingesetzt, da es sich bei den Proben um Pankreashomogenate
handelte und davon auszugehen war, dass es sich um eine Mischung
verschiedener Proteasen handelt. Dementsprechend kann die gemessene
katalytische Aktivitat nicht ausschliellich auf das vorhandene Trypsin
zurtckgefuhrt werden.

Im Rahmen der Etablierungsphase konnte durch Messung von reinen (bovinen)
Trypsinlésungen mit dem verwendeten spezifischen Trypsininhibitor bestatigt
werden, dass dieser Inhibitor in der Lage ist, vorhandenes Trypsin vollstandig zu
hemmen.

Nach oben aufgefuhrter Angabe, dass durch den Inhibitor die Aktivitat des in der
Probe enthaltenen Trypsins vollstandig gehemmt wird, ist davon auszugehen,
dass die Minderung der Fluoreszenz durch Zugabe des Inhibitors, AF, durch die
Hemmung der Trypsinaktivitat entsteht. Demnach entspricht AF der katalytischen
Aktivitat des enthaltenen Trypsins.

Dieser berechnete Messwert pro Probe wurde noch um den Messwert nach
vorheriger Enteropeptidaseaktivierung erganzt. (s. Tab. 1)

Nach Berechnung der Aktivitaten zeigte sich jedoch, dass sich die Werte der
Differenzen, in der Tendenz nicht von den Messungen ohne Inhibitor
unterscheiden.

Vermutlich durch die erhdhte Hintergrundfluoreszenz des Inhibitors kam es zu
héheren Streuungsraten der Werte, welche in héheren Standardabweichungen
resultierten.

Aufgrund der Tatsache, dass es bezuglich des Vergleiches zwischen den
untersuchten Gruppen zu keinem Unterschied kam, keine weiteren neuen
Signifikanzen auftraten, sind hier ausschlieRlich gemessene oder errechnete
Werte, welche sich auf die Messungen ohne den Trypsininhibitor beziehen,
graphisch dargestellt worden.
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6.5 Trypsinaktivitatsmessungen

Durch die Durchfuhrung des Trypsinassays konnte gezeigt werden, dass kein
signifikanter Unterschied bezlglich der Aktivitat des Trypsins zwischen den
untersuchen Gruppen beziehungsweise den Erkrankungen der Patienten
nachgewiesen werden konnte.

Im Hinblick auf die Fragestellung dieser Dissertation kann herausgestellt werden,
dass kein signifikanter Unterschied zu den Homogenaten des Indexpatienten
vorhanden war. Dementsprechend liegt gemaR der hier untersuchten Daten
keine Anderung der Aktivitat des mutierten Trypsins mit der A121T Mutation im
Vergleich zum Wildtyp-Trypsin, das heifl3t im Vergleich zu gesundem Gewebe
und dem der chronischen Pankreatitis anderer Atiologie vor.

Aufgrund der Lage der ausgetauschen Aminosaure abseits des katalytischen
Zentrums des Trypsin war ein derartige Beeinflussung des Enzyms auch nicht
wahrscheinlich. Bei den unter 1. beschriebenen haufigeren Mutationen (R122H,
N29Il), welche eine hereditare Pankreatitis hervorrufen kdnnen, konnte ebenfalls
keine Anderung der Kkatalytischen Aktivitdt der mutierten Trypsinmolekiile
nachgewiesen werden [77-79].

Bei allen Proben zeigte sich wie erwartet eine signifikant hohere Aktivitatsrate
durch Enterokinaseaktivierung. Wie bereits unter 5.4 erlautert, liegt der
uberwiegende Prozentsatz des intrazellular und intrapankreatisch gespeicherten
Trypsin in der inaktiven Form des Trypsinogen vor. Dementsprechend war zu
erwarten, dass es durch vorherige Enteropeptidaseinkubation zu einer
Abspaltung des Aktivierungspeptids und somit zu einer Uberfiihrung von der
inaktiven in die aktive Enzymform kommt. [56]

Wie auch unter physiologischen Bedingungen zu erwarten ware, steigt durch
diese Rekrutierung des aktiven Trypsins die Aktivitatsrate.

Die hier erhobenen Messwerte erwiesen sich deutlich erhéht im Vergleich zu dem

Proben der gleichen Gruppe ohne vorherige Enteropeptidaseaktivierung.
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In Bezug auf die Enteropeptidaseaktivierung konnte weiterhin gezeigt werden,
dass das durch die A121T Mutation veranderte Trypsinogen keine signifikante
Anderung der Aktvierbarkeit im Vergleich zum Wildtyp aufweist.

Es fallt jedoch auf, dass die Probe mit der A121T Mutation eine sehr geringe
Aktivitat ohne Enteropeptidase zeigt im Vergleich zu dem anderen Proben.

Die Proben ohne Enteropetidase zeigen ebenfalls eine geringere katalytische
Aktivitat, da das Trypsin in geringem Male in der Lage ist sich selbst zu
aktivieren, d. h. das Aktivierungspeptid abzuspalten. Somit liegt die Vermutung
nahe, dass die Mutation eventuell einen Einfluss auf die Autoaktivierbarkeit des
Enzyms besitzt, diese namlich reduziert.

Da dieser Effekt, wie auch die unten beschriebene gesteigerte Autolyse durch
die A121T Mutation, eine reduzierte Trypsinaktivitat nach sich zieht besteht die
Frage, ob es sich um einen zusatzlichen ,loss of function“Effekt der A121T
Mutation handelt.

In Bezug auf hohere Aktivierungsraten konnte bei zuvor erwahnten Mutationen
im PSSR1 (R122H, N29I) eine erleichterte Autoaktivierbarkeit nachgewiesen
werden. [77-79]

Dementsprechend wird diskutiert, inwiefern es sich hierbei ebenfalls im einen der
Initialschritte bei der Auslosung einer hereditaren Pankreatitis handelt. (s.u.)
Bezuglich der Autolyse von Trypsin konnten Felderbauer et al konnten 2008
zeigen, dass es sich bei A121T Mutation um eine sogenannte ,/oss-of function®
Mutation handelt. Diese Bezeichnung wurde gewahlt, da sich das veranderte
Trypsin Uberraschenderweise schneller autokatalytisch abbauen kann, als dies
bei dem Wildtyp der Fall ist. Bereits fir der R122H Mutation konnte gezeigt
werden, dass hier der autokatalytische Abbau langsamer ablauft als beim
Wildtyp. Dies wurde als ,gain of function“ Mutation bezeichnet [78].

Bezuglich der ,gain of function® Mutation wurde diskutiert, dass eine erleichterte
Autoaktivierung zu einer vorzeitigen, d.h. intrapankreatischen Aktivierung kommt.
Diese wirde physiologischerweise erst im Duodenum auftreten, so dass eine
intrapankreatische Aktivierung zum Ausldsen einer Enzymkaskade fuhren wirde

und somit zu proteolytischer und entzindlicher Aktivitat im Pankreas.
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Im Vergleich der Veroffentlichungen von Felderbauer und Sahin-Téth fallt auf,
dass es sich in beiden Fallen um In-vitro-Versuche handelt und jeweils humanes
Trypsin/Trypsinogen verwendet wurde. Wahrend Felderbauer jedoch nur kurze
Proteinsequenzen verwendete, welche an Quencher gebunden waren (s.o.), hat
Sahin-Téth ganze rekombinante humane Trypsine verwendet. Darlber hinaus
hat er neben dem Einfluss der R122H und der N29I Mutation auf die Autolyse auf
Trypsin auch den Einfluss auf die Zymogenaktivierung der mutierten Trypsine
untersucht.

Zusammengefasst heildt dies, dass es bei der A121T Mutation Hinweise darauf
gibt, dass die aktive Form schneller abgebaut werden kann als der Wildtyp, d.h.
hoherer autokatalytischer Abbau und die Vermutung, dass es auch eine
reduzierte Autoaktivierbarkeit des Zymogens gibt. Beide Veranderungen wurden
zur Reduktion der Rate des aktiven Enzyms fuhren.

Wenn sich bei der A121T Mutation durch weitere Versuche zeigen wurde, dass
eine reduzierte Autoaktivierbarkeit durch die Mutation vorliegt, handelte es sich
hierbei um einen zweiten Effekt der genau gegenteilig ist zu den bisher
beschrieben Effekten bei den viel haufiger auftretenden Mutation wie der R122H
oder der N29I Mutation.

Hier wirft sich die Frage auf, warum diese scheinbar gegensatzliche Wirkung der
jeweiligen Punktmutation dieselbe morphologische Entziindung hervorruft.

Die generelle Frage ist: Welches ist der Initialschritt beim Auftreten einer
(hereditaren) Pankreatitis? Gibt es einen oder mehrere?

Nach Bekanntwerden der Trypsinmutationen und ihrer Assoziierung mit der
hereditaren Pankreatitis war zunachst die Meinung vorherrschend, dass die
reduzierte Autolyse und eine somit ausgeloste Autodegradation eine
entzundliche Erkrankung verursacht.

Da im Verlauf aber immer mehr Mutationen beschrieben wurden, zeigte sich dass
es Mutation wie die recht haufig auftretende N291 Mutation gibt, die gar keinen
Einfluss auf die Autolyse von Trypsin haben. Es konnte aber ein Effekt aller
Mutationen auf die Zymogenaktivierung des mutierten Trypsins nachgewiesen
werden [78].
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Sahin-Toéth postulierte bereits 2000, dass die gestorte Autolyse keine zentrale
Rolle bei der hereditaren Pankreatitis spielen kann, da sie bei einigen
genetischen Varianten nicht auftritt. Des Weiteren gibt er an, dass die erleichterte
Zymogenaktivierung die tatsachliche ,gain of function® Mutation ist [78].
Erganzend hierzu bleibt zu erwahnen, dass auch der Effekt auf die Autolyse
einen Einfluss auf die Erkrankung hat, da Patienten mit der R122H Mutation
haufig schwere Krankheitsverlaufe haben [34,78]

Die A121T Mutation kdnnte also einen Einfluss auf beide Mechanismen, also
Autolyse und Zymogenaktivierung, haben, welcher jedoch genau gegensatzlich
zu dem Einfluss der viel beschriebenen R122H Mutation ist.

Eine Hypothese konnte sein, dass es ein sensibles intrapankreatisches
Gleichgewicht zwischen trypsinaktivititshemmenden Faktoren gibt (z.B.
Autolyse, verschiedene spezifische Trypsininhibitoren etc.) und aktivierenden
Elementen (z.B. Autoaktivierung, Start der Enzymkaskade) gibt und dass hier
eingreifende Faktoren das Gleichgewicht stéren und beispielsweise eine
Gegenregulation hervorrufen. Eine vermehrte Autolyse sowie eine Verstarkung

von Aktivierungsmechanismen des Trypsinogens waren die Folge.
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7 Zusammenfassung und Ausblick

Bisher war die Mutation A121T noch nicht gut untersucht. Die Ergebnisse dieser
Arbeit belegen, dass es keinen Hinweis auf eine Veranderung der
Entziindungsmorphologie oder der intrazellularen Speicherung durch das
veranderte Trypsinmolekul gibt.

Daruber hinaus konnte gezeigt werden, dass nach den Ergebnissen dieser Arbeit
kein Hinweis auf eine veranderte katalytische Aktivitat des mutierten Trypsins
vorliegt. Dies konnte allerdings flr den physiologisch im Pankreassaft
bestehenden pH 8 gezeigt werden, wahrend bei z.B. bei der R122C Mutation
eine gesteigerte Aktivitat im Bereich pH 5 nachgewiesen werden konnte. [81]
Als Initialschritte fur die Auslosung einer Pankreatitis werden verschiedene
Schritte diskutiert, welche als gemeinsame Endstrecke die intrapankreatische
Enzymaktivierung und die Entstehung einer Pankreatitis haben.

In der Diskussion fur diesen Initialschritt sind die erleichterte Aktivierbarkeit des
Trypsinogens zu aktivem Trypsin und Verhinderung des autokatalytischen
Abbaus des Trypsins und die somit verlangerte Aktivitatszeit genannt.

Einfluss auf die erleichterte Zymogenaktivierung konnte bereits bei den
haufigsten Mutationen des PSSR1, R122H und N29I beschrieben werden.

Die Autolyse wird jedoch von einigen Mutationen wie der N29I nicht beeinflusst,
so dass die Vermutung nahe liegt, dass es sich hierbei nicht um den zentralen
Schritt der Pankreatitis handelt.

Die A121T flhrt zu einem gesteigerten autolytischen Abbau des mutierten
Trypsins und dennoch zu einer Pankreatitis.

Die hier durchgefuhrten Untersuchungen erlauben keine Aussage Uber die
autolytische Stabilitdt des mutierten Trypsins oder den gesicherten Einfluss auf
die Zymogenaktierung.

Bei Trypsinaktivitatsassays zeigte sich jedoch eine sehr geringe Trypsinaktivitat
ohne Enteropeptidaseaktivierung, so dass sich die Vermutung aufwirft, inwiefern
die A121T Mutation einen hemmenden Einfluss auf die Autoaktivierung des

Trypsinogens besitzt.
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