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"Mechanismen der Radikalentstehung in AR42J-Zellen"

Keiner, Iris

Die Pathomechanismen der intrazelluldren Signaltransduktion in der akuten, humanen Pankreatitis
sind in vielen Punkten noch unklar. Die akute experimentelle Pankreatitis zeichnet sich durch einen

Anstieg oxidativer Vorgénge (,,oxidative burst™) aus.

Ziel dieser Arbeit war es, die Mechanismen der CCK-induzierten Radikalentstehung anhand einer

Zellkultur zu untersuchen.

Die vorliegenden Ergebnisse zeigen unterschiedliche Orte der Radikalproduktion in der
Signaltransduktion der AR42J-Zelle auf.

Nachdem CCK an seinen Rezeptor gebunden hat, kommt es zur Gi-unabhéngigen PKA-Aktivierung.
PKA fiihrt zu einer Aktivierung der PLC B. Das entstehende InsP3 erhoht die cytoplasmatische
Kalzium-Konzentration durch Freisetzung von Kalzium aus dem endoplasmatischen Retikulum.
Dieses fiihrt neben der Aktivierung von Trypsin zur Entstehung von Radikalen.

Die Atmungskette des Mitochondriums liefert die Hélfte der entstandenen Radikale. Nach Hemmung
der mitochondrialen Radikalproduktion zusammen mit der Radikalproduktion durch Kalzium wird die
CCK-induzierte Radikalentstehung vollends unterbunden.

In Abwesenheit von NO-Radikalen kommt es zu einer erhohten Produktion freier Sauerstoffradikale,
was fiir einen protektiven Effekt von NO spricht. Umgekehrt konnte jedoch lediglich im
immunhistochemischen Bild ein protektiver Effekt von NO-Donoren gezeigt werden.
Immunhistochemisch konnte auch nachgewiesen werden, dass es nach CCK-Stimulation zur DNA-
Oxidation kommt.

Es konnte weiterhin gezeigt werden, dass Bombesin dhnliche Effekte auf die Radikalentstehung hat
wie CCK. Dass Bombesin jedoch nicht, wie CCK, zur Trypsinaktivierung fiihrt, spricht fiir eine
trypsinunabhéngige Radikalentstehung.

Die Ergebnisse liefern Erklarungsansitze zur Radikalentstehung. In weitergehenden Arbeiten muf3
untersucht werden, welche Proteine durch Radikale modifiziert werden. AuBBerdem muf} gezeigt

werden, ob die Signaltransduktion der AR42J-Zelle auf isolierte Pankreasazinuszellen iibertragbar ist.

Tag der miindlichen Priifung: 01.09.2005
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1. Einleitung

Die vorliegende Arbeit soll die Signaltransduktion der CCK-induzierten Radikalentstehung in
der AR42]J-Zelle untersuchen. Im Folgenden soll neben anatomischen und
zellphysiologischen Grundlagen des exokrinen Pankreas zunéchst auf bereits erforschte,
physiologische Mechanismen der CCK-induzierten Signaltransduktion eingegangen werden.
Im Weiteren folgen dann Pathomechanismen in der akuten humanen sowie der akuten

experimentellen Pankreatitis.
1.1 Das Pankreas

1.1.1 Das exokrine Pankreas

Die exokrine Azinuszelle des Pankreas ist ein Modellfall fiir Zellen mit hoher Eiweilsynthese
und Sekretion. Durch ihre polare Struktur mit einem basolateralen und einem luminalen
Anteil eignet sie sich ideal zur Erforschung grundlegender Sekretionsmechanismen (Palade
1975). Das exokrine Pankreas ist eine Driise, die aus vielen Tausend, schon makroskopisch
sichtbaren Léppchen besteht. Die morphologischen und funktionellen Grundeinheiten in
diesen Lappchen bilden die Driisenendstiicke (Azini), die iiber diinne Rohrchen (Schaltstiicke)
an die innerhalb der Lippchen (intralobuldr) und im Bindegewebe zwischen den Lippchen
(interlobuldr) verlaufenden Génge angeschlossen sind. Jeder dieser Strukturkomponenten
wird eine spezifische Funktion zugeordnet, die koordiniert reguliert wird und in ihrer
Gesamtheit das Pankreassekret bildet. Dieses besteht hauptsidchlich aus im Pankreas inaktiv
vorliegenden Vorstufen der Verdauungsenzyme, die im Diinndarm durch das Enzym
Enterokinase aktiviert werden (Rinderknecht 1986). Innerhalb des exokrinen Pankreas tragen
die verschiedenen Zelltypen zur physiologischen Funktion des Organs bei (Slack 1995). Zu
diesen Zellen gehdren die sogenannten exokrinen Zellen, auch Pankreas-Azinuszellen
genannt, die groe Mengen exkretorischen Proteins produzieren und freisetzen, interazinére
Zellen, die fiir das Recycling der Zymogengranula-Membran an der luminalen Oberflédche der
azindren Zellen verantwortlich sind sowie Gangzellen, die die exkretorischen Ginge
auskleiden und die Bikarbonat- und Wassersekretion iibernehmen (Freedman and Scheele
1994), sowie Fibroblasten und Endothelzellen. Von den hier beschriebenen Zellen machen die
Pankreas-Azinuszellen mehr als 85 % des Pankreas Gewebes aus (Lerch 1993). Sie sind auch

die am stérksten polarisierten Zellen des Pankreas.



1.1.2 Die Azinuszelle

Die Lange der pyramidenformig gebauten Azinuszellen betrdgt vom apikalen zum basalen
Zellpol etwa 12 — 15 pm. Die mit Mikrovilli besetzte apikale Membran begrenzt das
Azinuslumen. Gegeniiber benachbarten Zellen erfolgt ein Abschlull durch Tight junctions.
Die Organellen der Azinuszelle weisen eine deutlich polarisierte Verteilung auf. Das
Zytoplasma unterhalb und seitlich vom Zellkern ist angefiillt mit den dicht gepackten Profilen
des rauhen endoplasmatischen Retikulum (RER), wihrend der Golgi-Apparat und die
Sekretgranula das apikale Zytoplasma ausfiillen. Der Golgi-Apparat erscheint in Schnitten als
hufeisenformige Struktur, die aus abgeflachten membranbegrenzten Zisternen besteht, in
deren Umgebung sich zahlreiche Vesikel und verschiedene Reifungsstadien von
Sekretgranula befinden. Im Verlauf ihrer Reifung konzentrieren die Sekretgranula ihren Inhalt
und bewegen sich in Richtung des apikalen Zellpols. Unmittelbar am apikalen Zellpol werden
reife Zymogengranula in unstimulierten Zellen in grofer Zahl und dicht gepackt gefunden

(Anderson KL et al. 1995).

1.2 Die exokrine Pankreassekretion

Das am héufigsten verwendete Versuchstier zur Untersuchung der Pankreassekretion ist die
Ratte. Auf den Azinuszellen dieser Tiere finden sich eine ganze Reihe von Rezeptoren, die
die Sekretion von Verdauungsenzymen stimulieren konnen. Unter anderen gehdren hierzu

auch die Cholezystokinin-Rezeptoren.

1.2.1 Cholecystokinin (CCK)

Das zuerst entdeckte Cholezystokinin umfaflt 33 Aminosiuren (CCK-33) (Mutt and Jorpes
1968). Das C-terminale Pentapeptid Gly-Trp-Met-Asp-Phe des Cholezystokinins ist dabei
strukturidentisch mit dem entsprechenden Abschnitt des Gastrins (Gregory, Tracy et al.
1969). Spiter wurden weitere Molekularformen des Cholezystokinins mit unterschiedlicher
Anzahl von Aminoséuren isoliert (Walsh 1994) (Mutt 1980) (Eysselein, Reeve et al. 1982).
Alle Molekularformen enthalten als biologisch aktiven Teil das C-terminale CCK-Oktapeptid
(CCK-8). Mit Hilfe immunzytochemischer Methoden konnte gezeigt werden, dal CCK zum

grofiten Teil in endokrinen Zellen der intestinalen Mukosa, den sogenannten [-Zellen,



synthetisiert und in den Blutkreislauf freigesetzt wird (Buffa, Solcia et al. 1976). Neben dieser
endokrinen Funktion als gastrointestinales Hormon wurden klein- und grofmolekulare
Formen von CCK auflerdem in Nervenfasern der glatten Muskulatur des Diinndarms sowie im
Pankreas nachgewiesen, wo CCK die Funktion eines Neurotransmitters bzw.
Neuromodulators hat (Mutt 1980) (Walsh 1994).

CCK gehort zusammen mit Gastrin zu den Hauptvertretern der ,,Gastrin-Cholecystokinin-
Peptidfamilie®. Die CCK-spezifische biologische Aktivitit beruht auf der Sulfatierung eines
Tyrosinrestes unmittelbar N-terminal zu einer Pentapeptid-Sequenz.

Als biologischer Effekt zur Quantifizierung von CCK wurde die Amylasefreisetzung aus
isolierten Pankreasazini der Ratte benutzt (Bruzzone, Halban et al. 1985).

Die Freisetzung von CCK erfolgt unter der Kontrolle einer negativen Feedback-Regulation. In
den Ratten wird die CCK-Freisetzung durch eine Reduktion der intraduodenalen
Trypsinkonzentration stark stimuliert und bildet so einen wichtigen Bestandteil der Feedback-
Regulation der exokrinen Pankreassekretion (Funakoshi, Miyasaka et al. 1988, Green and
Lyman 1972, Owyang, Louie et al. 1986). Beim Menschen scheint jedoch die Feedback-
Hemmung der CCK-Freisetzung im wesentlichen nicht {ber die intraduodenale
Trypsinkonzentation gesteuert zu werden (Jansen and Lamers 1983; Nagai, Henrich et al.
1989).

Als Antwort auf einen physiologischen Cholezystokinin-Stimulus kommt es an der apikalen
Membran der Azinuszelle zu Fusions- und Fissionsvorgédngen, in deren Verlauf der Inhalt der
reifen Zymogengranula in das Lumen der Azinuszelle abgegeben wird. Von hier flieft er
gelost in Wasser und Bikarbonat aus interazindren- und Gangzellen in den Pankreasgang und
von dort schlieBlich ins Duodenum, wo die endgiiltige Aktivierung durch Enterokinase erfolgt

(Kay and Kassell 1971).

1.2.2 Cholezystokininrezeptoren

Pharmakologisch lassen sich zwei Klassen von CCK-Rezeptoren unterscheiden (Adler 1991).
CCK-A-Rezeptoren sind auf der Pankreasazinus-Zelle, den Insel-Zellen, glatten Muskelzellen
der Gallenblase und verschiedenen neuronalen und muskuliren Zellen im
Gastrointestinaltrakt sowie in umschriebenen Gehirnbereichen lokalisiert. Diese Rezeptoren
weisen einen hochaffinen und einen niedrigaffinen Rezeptorstatus und die typische Struktur

eines G-Protein- gekoppelten membranstindigen Rezeptors auf. Ob auch die humane



Pankreasazinus-Zelle CCK-A Rezeptoren exprimiert, ist derzeit noch umstritten (Silvente
Poirot, Hadjiivanova et al. 1993).
CCK-B-Rezeptoren (brain-type) befinden sich iliberwiegend in verschiedenen Gehirnarealen

(Wank, Harkins et al. 1992).

1.2.3 Die Mechanismen der Signaltransduktion

Es gibt 2 Mechanismen, durch die ein chemisches Signal wie das eines Hormons oder
Neurotransmitters einen biologischen Effekt in der Zelle verursacht. Das erste System der
Signaltransduktion agiert durch intrazelluldre Rezeptoren, die im Zytosol oder Kern lokalisiert
sind. Der zweite Mechanismus wird durch einen Liganden, der an einen Rezeptor der
Plasmamembran bindet, initiiert. Der Zelloberflichen-Rezeptor reagiert auf einen
spezifischen Liganden durch eine Konformationsinderung, die das transmembranére Signal
auslost. Die Signaltransduktion in der Pankreasazinuszelle reagiert durch diesen zweiten
Mechanismus auf CCK. Muscarinerge Rezeptoren haben 7-Transmembran-Rezeptor-
Doménen und einen grof3en cytoplasmatischen Anteil zwischen der fiinften und sechsten
Domine. Bei Binden von CCK oder Acetylcholin an den Rezeptor kommt es zu
Verianderungen in zytoplasmatischen Regionen, die an G-Proteine gekoppelt sind. Eine
Stimulation mit Cholezystokinin fiihrt klassischerweise zu einer Inositol-Triphosphat (IP3)-
und kalziumabhdngigen Stimulation. Cholezystokinin bindet dabei zunéchst an einen
Rezeptor der basolateralen Membran. Vermittelt durch ein G-Protein kommt es zu einer
Aktivierung der membrangebundenen Phospholipase-C. Dieses Enzym spaltet
Phosphatidylinositol in IP; und Diacylglycerol (Berridge and Irvine 1989). IP; bewirkt eine
rasche Freisetzung von Kalzium aus im ER lokalisierten Speichern (Streb, Irvine et al. 1983).
Diacylglycerol aktiviert Proteinkinase-C. Dieses Enzym und das freigesetzte Kalzium
vermitteln die Fusion und Verschmelzung von Zymogengranula mit der luminalen
Zellmembran und somit die Sekretion von Verdauungsenzymen (Gardner, Costenbader et al.
1979; Ederveen, Van Emst-De Vries et al. 1990; Matozaki, Zhu et al. 1991). Die CCK-B-

Rezeptor-vermittelte PLC B-Aktivierung wird dabei nicht durch Pertussis-Toxin inhibiert, was
eine Aktivierung liber ein Gg-gekoppeltes G-Protein nahelegt (Matzotaki et al. 1988). Die

durch cAMP aktivierte Proteinkinase A (PKA) phosphoryliert spezifische Serylreste einer
Reihe von Proteinen ( Loffler 1997). Auch eine Stimulation der PKA kann die PLC 3

aktivieren, so dass diese ein Kalzium-Signal generiert (Piiper et al. 2000). Diese Antwort

konnte durch sequentielle Aktivierung von Ggund Gj, mit Hilfe der PKA, vermittelt werden



(Luo et al. 1999) Ferner scheint auch eine PLA,-Aktivierung bei der Induktion von Ca®" -
Oszillationen, welche nachfolgend die Amylasesekretion regulieren, involviert zu sein
(Tyunada Y, Owyang C 1993). Somit aktiviert der CCK-B-Rezeptor zwei unterschiedliche
Signalwege durch Kopplung an zwei verschiedene G-Proteine (Pommier et al. 1999).
Nachdem CCK an einen der CCK-Rezeptoren bindet, 148t sich in den Azinuszellen des
Pankreas auch eine gesteigerte Tyrosinphosphorylierung verschiedener zelluldrer Proteine
beobachten (Seufferlein et al. 1995). Desweiteren 146t sich die zeit- und dosisabhédngige
Aktivierung von MAP-Kinase und p74 raf-1 Kinase nachweisen, die unabhédngig von einer
Aktivierung der Proteinkinase C (PKC) erfolgt. Ein mitogenes Potential von CCK konnte in
CHO-Zellen detektiert werden, die entweder mit CCK-A- oder CCK-B-Rezeptoren
transfiziert wurden. In beiden Zellinien fiihrt die Stimulation mit CCK-8 zur Aktivierung von
p44 MAPK und p42 MAPK (Lutz et al. 1997). CCK kontrolliert somit verschiedene zelluldre
Funktionen. Im exokrinen Pankreas ist zum einen der G-Protein-gekoppelte
Signaltransduktionsmechanismus durch die Ca*"-Freisetzung eng mit der Regulation der
Sekretion ('high affinity receptor') und der Entstehung der experimentellen Pankreatitis ('low
affinity receptor') verkniipft. Zum anderen spielt CCK eine wichtige Rolle als Mitogen fiir
Azinuszellen und ist entscheidend an der Organregeneration nach einer Pankreatitis beteiligt
(Jurkowska et al. 1992). Das letztere Ereignis ist unabhingig von der G-Protein-gekoppelten
Funktion des CCK-Rezeptors und steht vermutlich in Zusammenhang mit der Aktivierung
von Tyrosinkinasen. Untersuchungen zum 'cross-talk' zwischen dem CCK-Rezeptor und der
Tyrosinkinasen-vermittelten Signaltransduktion sind deshalb von groBer pathophysiologischer
Relevanz.

Ob die an Ratten nachgewiesenen Sekretionsmechanismen auch fiir den Menschen eine Rolle

spielen, ist bislang ungeklért.

1.3 Die Pankreatitis

1.3.1 Die akute Pankreatitis

Die akute Pankreatitis wurde 1984 auf dem Symposium von Marseille als akutes Geschehen
definiert, welches typischerweise mit abdominalen Schmerzen und einer Erhdhung der

Pankreasenzyme in Blut und Urin sowie Entziindungserscheinungen des Organs einhergeht

(Singer, Gyr et al. 1985). Diese rein klinische Definition spiegelt bereits die Grenzen wieder,



die dem Kliniker die Diagnose der Erkrankung und das Verstindnis der molekularen und
zelluldren pathophysiologischen Mechanismen erschweren.

Die akute Schéidigung des Pankreas vollzieht sich so schnell, da3 die initiierenden Faktoren
bereits abgebaut sind bevor eine Diagnose und ein therapeutisches Eingreifen eingeleitet
worden sind.

Die Pathogenese der akuten Pankreatitis ist daher bisher in vielen Punkten unklar. Als
wesentlicher Pathomechanismus der akuten Pankreatitis aber gilt die vorzeitige
intrapankreane Aktivierung proteolytischer Enzyme. Aber auch diese Annahme ist bisher
nicht zweifelsfrei bewiesen (Chiari 1896).

Zu den wichtigsten Ursachen der akuten humanen Pankreatitis zdhlen Alkohol und
Gallenwegserkrankungen (Saluja, Saluja et al. 1986). Je nach Patientengut 1463t sich bei bis zu
30 % der Pankreatitiden keine Ursache eruieren. 90 % der akuten Pankreatitiden verlaufen
O0dematds. In diesen Féllen liegt die Letalitdt bei 1 %. Die verbleibenden 10 % akuter
Pankreatitiden zeigen einen hdmorrhagisch nekrotisierenden Verlauf mit einer Letalitdt von
10-50 %. Eine Odematdse Pankreatitis kann dabei mehr oder weniger rasch in eine

nekrotisierende Form iibergehen (Isenmann, Buchler et al. 1993).

1.3.2 Pathogenese und Pathophysiologie der akuten Pankreatitis

Das Pankreas sezerniert mehr als 20 verschiedene Verdauungsenzyme in den Darm und
verfligt tiber eine 13-fach hohere Proteinsyntheseleistung als Leber und retikuloendotheliales
System zusammen. Alle Proenzyme werden dabei von Trypsin aktiviert. Eine Autodigestion
wird durch verschiedene natiirliche Mechanismen verhindert:

Physiologischerweise besitzt das Pankreas verschiedene Mechanismen zum Schutz vor
Selbstverdauung. Die membranverdauenden Enzyme werden nur als inaktive Vorstufen
synthetisiert; ihre Aktivierung erfolgt erst im Duodenallumen. Die Enzyme in der Azinuszelle
werden im Zytoplasma segregiert und in den Zymogengranula zwischengespeichert, so daf3
auch versehentlich vorzeitig aktivierte Proteasen vom Zytoplasma getrennt bleiben. Dariiber
hinaus bildet die Azinuszelle selbst auch eine Reihe von Proteaseinhibitoren, die parallel mit
den Enzymen sezerniert werden und versehentlich vorzeitig aktivierte Enzyme unverziiglich
inaktivieren. Diese natlirlichen Mechanismen des Pankreas zum Schutz vor Selbstverdauung
werden bei der Entstehung der akuten Pankreatitis auler Kraft gesetzt.

Ausgehend von den hier erwidhnten Schutzmechanismen des Pankreas im Hinblick auf einen

Organ-Selbstverdau muss eine vorzeitige intrapankreane Aktivierung der Proenzyme als



Schliisselmechanismus fiir die Pathogenese der akuten Pankreatitis betrachtet werden
(Trapnell 1981; Grant 1986).

Verschiedene Untersuchungen mittels unterschiedlicher Pankreatitis-Modelle haben gezeigt,
dal} eine Blockierung der sekretagogstimulierten Pankreasenzymsekretion eine Bedeutung im
Rahmen der Pathogenese der Pankreatitis hat. Die Hyperstimulation mit Cerulein fiithrt zum
Zerfall von Mikrofilamenten und Mikrotubuli (O'Konski and Pandol 1990; Jungermann,
Lerch et al. 1995).

Im Rahmen der akuten Pankreatitis entstehen grofle intrazelluldre Vakuolen, in denen
lysosomale- und inaktive Verdauungsenzyme kolokalisiert sind (Niederau and Grendell
1988). Innerhalb dieser Vakuolen aktiviert das lysosomale Enzym Cathepsin-B das
Trypsinogen. Diese Aktivierung konnte als Ursprung einer kaskadenartigen Aktivierung
weiterer Digestionsenzyme angesehen werden. Nach Ansicht der diese Hypothese
unterstiitzenden Forscher liegt der Ursprung der Pankreatitis in der Pankreas-Azinuszelle
selbst (Trapnell 1981; Rinderknecht 1986; Halangk, Lerch et al. 2000).

Zu beriicksichtigen bleibt bei dieser Theorie, da3 es auch physiologischerweise in einem
gewissen Ausmal} zu Kolokalisationen zwischen Lysosomalen und Verdauungsenzymen in
Vesikeln kommt, so da3 davon ausgegangen werden kann, daf} die Pankreas-Azinuszelle nicht
in der Lage ist, die von ihr synthetisierten Enzyme vollstindig richtig zu sortieren. Trotz der
geringgradigen Fehlsortierung tritt aber physiologischerweise keine Pankreatitis auf (Tooze,

Hollinshead et al. 1991; Kukor, Mayerle et al. 2002).

1.3.3 Die Rolle von Kalzium in der Pankreatitis

Intrazelluldres Kalzium spielt eine fundamentale Rolle bei der Regulierung von zahlreichen
Enzymaktivititen und bei der Vermittlung von Hormoneffekten und Wachstumsfaktoren, die
eine grofle Vielfalt an zelluldren Prozessen, wie die Muskelkontraktion, Metabolismus, zell-
Differenzierung und Sekretion kontrollieren. Verdnderungen der intrazelluldren Kalzium-
Homdostase ist ein frithes Ereignis in der Entwicklung irreversibler Zellschiddigung.
Intrazellulire Kalzium-Konzentrationen werden auf einem sehr niedrigen Level gehalten.
Diese niedrigen intrazelluliren Kalzium-Level (von ~ 100nM) erfordern nicht nur die aktive
Beibehaltung eines 10.000-fachen Kalzium-Gradienten an der Plasmamembran, sondern sind
auch eine Vorraussetzung flir die intrazelluldre Signaleigenschaft von Kalzium (Carafoli et al.
1987). Wenn Cholezystokinin an einen Rezeptor der basolateralen Membran gebunden hat,

kommt es, vermittelt durch ein G-Protein, zu einer Aktivierung der membrangebundenen



Phospholipase-C. Dieses Enzym spaltet Phosphatidylinositol in IP; und Diacylglycerol
(Berridge and Irvine 1989). Die bereits beschriebene Signalkaskade fiihrt zur Sekretion von
Verdauungsenzymen (Gardner, Costenbader et al. 1979; Ederveen, Van Emst-De Vries et al.
1990; Matozaki, Zhu et al. 1991). Weiterhin kommt es durch Kalzium zur Aktivierung von
Ionenkanélen, wie den CI-Kanélen an der apikalen Plasmamembran, was zur Acetylcholin
(Ach) oder CCK-induzierten Enzym- und Chlorid-reichen Sekretproduktion fiihrt (Park et al.
2001). Abnormale Erhdhungen der intrazelluldren Kalzium-Konzentration sind an dem
Zellschaden in vielen Zellen durch eine Vielzahl von Mechanismen mal3geblich beteiligt (
Nicotera et al. 1992). Im experimentellen Ratten-Modell zeigte sich, da3 erhohte Serum-
Kalzium-Konzentrationen zu einer Steigerung des Serum-Amylase-Levels und des TAP
(“trypinogen-activation-peptide*)-Levels im Gewebe, sowie zu morphologischen Zeichen
einer Verletzung von Pankreasgewebe filihrte (Mithofer et al. 1995). In einer anderen Studie
wurde an isolierten Pankreasazinus-Zellen der Ratte nachgewiesen, daf3 sich die intrazellulére
Trypsinogen Aktivierung nach Cerulein oder Carbachol-Stimulation in Anwesenheit von
erhohten Kalzium-Konzentrationen im Puffer verdoppelt (Frick et al. 1997). Auf zelluldirem
Level sind anhaltende Erh6hungen von azinéren intrazelluldren Kalzium-Konzentrationen mit
Verianderungen in der akuten Pankreatitis assoziiert. Diese erhohten Kalzium-
Konzentrationen kénnen durch ductale Hypertension, Alkohol, Hypoxie, Hyperkalziamie,
Hyperlipiddmie und verschiedene Drogen bedingt sein (Ward et al. 1995). Diese
Beobachtungen fiihrten Ward et al. zu der Annahme, daf3 erhohte Konzentrationen von
intraazindren, cytosolischen freien Kalzium-Ionen der Ausloser fiir eine akute Pankreatitis
sein konnte (Ward et al. 1995). Weiterhin wurde ein mdglicher Zusammenhang zwischen
Radikalen und Kalzium untersucht. Die Toxizitét von Sauerstoffradikalen konnte ebenfalls
durch einen bleibenden Anstieg von Kalzium vermittelt werden. Nach Exposition von
Hepatozyten durch das Prooxidant Menandione kommt es zu einem Anstieg der
intrazellularen Kalzium-Konzentration, die Kalziumverdnderungen werden von einer DNA-
Fragmentierung und Trypan-Blau-Aufnahme gefolgt (McConkey et al. 1988). Es wurde in
Zellsuspensionen gezeigt, dass Sauerstoffradikale einen Anstieg an intrazelluldrem Kalzium
verursachen (Mirabelli et al. 1989; Nicotera et al. 1988). Weiterhin wurde festgestellt, dass
Radikale Kalzium aus Thapsigargin-insensitiven, Ryanodin-sensitiven Speichern freisetzen,
wogegen Cerulein, ein CCK-Analogon, in physiologischen Konzentrationen Kalzium vor
allem aus Thapsigargin-sensitiven-Speichern freisetzt. (Niederau et al. 1999 ; Klonokowski-
Stumpe et al. 1997). Thapsigargin hemmt die aktive Kalziumpumpe des sarko- und

endoplasmatischen Retikulums (SERCA), wodurch es zu einem rapiden Anstieg der



zytosolischen Kalziumkonzentration kommt. Ryanodin schlie3t den sarkoplasmatischen
Ausflusskanal (Feher et al. 1998). Im Gegensatz zu den CCK-Effekten kommt es nach
Radikal-induzierten Kalzium-Verdanderungen nicht zur luminalen Protein-Sekretion, sondern
zum Zelltod (Klonokowski-Stumpe et al. 1997). Radikal-induzierte Kalzium-Oszillationen
haben eine niedrigere Frequenz, aber eine dhnliche Amplitude, verglichen mit Cerulein-
induzierten Oszillationen. Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass das Ausmal, die Herkunft
und die Dauer des intrazelluldren Kalziumanstieges, sowie die Frequenz der
Kalziumoszillationen die Antwort der Azinuszelle auf ein Signal bestimmen. Relativ niedrige
und durchgehende Anstiege an intrazelluldrem Kalzium mit einer hochfrequenten Oszillation
konnen der Zelle Sekretion signalisieren, wahrend anhaltende Kalzium-Anstiege und
niedrigfrequente Oszillationen mit Zellschdden assoziiert sind. Aulerdem wird durch den Typ
des intrazelluldren Speichers, aus dem Kalzium freigesetzt wird, bestimmt, ob die Zelle

sezerniert oder stirbt. (Klonokowski-Stumpe et al. 1997).

1.4 Bedeutung und Funktion von freien Radikalen

»Radikale* sind atomare oder molekulare Spezies, die ein oder mehrere ungepaarte
Elektronen in der dulleren Hiille besitzen. Daraus resultiert ihre hohe Reaktivitat. ,,Frei
bedeutet, dass ein Radikal auch in chemisch freier Form existieren kann.

Es gibt verschiedene biologisch aktive reaktive Sauerstoffspezies, wie das Superoxid-Radikal
(0y), das bei vielen Autooxidatinsreaktionen gebildet wird und Perhydroxyl (HO,), die
protonierte Form von O,". Zwei-Elektronenreduktionen fithren zum Wasserstoffsuperoxid
(H20,) und meist metallkatalysierte Drei-Elektronenreduktionen fithren zum Hydroxyl-
Radiklal (HO). Weiterhin gibt es das R-Oxyl-Radikal (RO) und das R-Dioxyl-Radikal (ROO),
beide sind organische Radikale, die z.B. als Alkoxylradikal bei der Lipidoxidation gebildet
werden, sowie das R-Hydroperoxid (ROOH), welches die protonierte Form von
Dioxylradikalen darstellt (Loffler 1997). Radikale vermdgen andere Molekiile durch Entzug
eines Elektrons oxidativ zu schiddigen. DNA-Verianderungen, Proteinmodifikationen und
Kettenbriiche in ungesittigten Fettsduren konnen die Folge sein. Da biologische Membranen
einen hohen Lipidgehalt aufweisen, bewirken derartige Kettenbriiche u. U.
Permeabilitdtsverdnderungen und Zellschddigungen (Halliwell B. 1991; Sies H. 1991; Sies H.
1997). Weiterhin haben Radikale aber auch eine wichtige Aufgabe als Mediatoren in
verschiedenen physiologischen und pathologischen Prozessen, z.B. Apoptose,

Alterungsprozesse, kardiovaskuldre Erkrankungen, Gehirndysfunktionen, Entziindungen und
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Krebs (Halliwell et al. 1989). Eine pathogenetische Bedeutung solcher radikalbedingter oder

radikalvermittelter Zellschiddigungen wird fiir eine Reihe von Krankheiten diskutiert.

1.4.1 Herkunft von ROS in der Zelle

Die Bildung von ROS findet im Rahmen des enzymgebundenen Elektronentransports statt,
der in allen biologischen Systemen einen wichtigen, natiirlichen Prozess darstellt. Die meisten
Proteine, die den Elektronentransfer katalysieren, sind aus mehreren redoxaktiven Kofaktoren
zusammengesetzt (Sharp und Chapman, 1999). Bisher existieren verschiedene Auffasssungen
dariiber, welche Redoxproteine fiir die ROS-Produktion im Zusammenhang mit der O,
Sensitivitdt in der Zelle verantwortlich sind. Neben einigen extra-mitochondrialen
Enzymsystemen, darunter die NAD(P)H-Oxidase (Jones et al., 1996; Lopez-Barneo et al.,
2001), die Xanthin-Oxidase und das Cytochrom P-450 (Jones et al. 1996), stellt insbesondere
die mitochondriale Atmungskette (Chandel et al. 1998; Lopez-Barneo et al. 2001) einen
Entstehungsort fiir ROS dar. Bei Elektroneniibertragungsprozessen in der Atmungskette des
Mitochondriums entstehen freie Sauerstoff-Radikale. Auch in der peroxisomalen B-Oxidation
(Fettsdureoxidation) entsteht H,O, bei einer durch die peroxisomale Acyl-CoA-
Dehydrogenase katalysierten Reaktion. Das entstehende H,O, wird durch eine entsprechende
peroxisomale Katalase eliminiert (Loffler 1997). Es ist allerdings noch ungeklirt, welches
dieser Systeme in Pankreasazinuszellen fiir den CCK-induzierten ROS-Anstieg mit second-

messenger-Funktion verantwortlich ist.

1.4.2 Zelluldre Reparaturmechanismen

Freie Sauerstoffradikale werden normalerweise durch endogene enzymatische und nicht-
enzymatische Systeme und Radikalfidnger neutralisiert. Prinzipiell erfolgt die Abwehr auf drei
Ebenen: durch Verhinderung der Bildung reaktiver Sauerstoffspezies (Privention), durch
Verhinderung ihrer Wirkung und schlieflich durch Beseitigung und Reparatur der Schiden
(Loffler 1997). Die Entstehung vieler reaktiver Sauerstoffspezies verlduft metallkatalysiert.
Ungeachtet dieser Tatsache entstehen bei einer Vielzahl durch Metalloenzyme katalysierter
sauerstoffabhéngiger Reaktionen keine hochreaktiven Sauerstoffradikale. Ein Beispiel hierfiir
ist die Cytochromoxidase. Offenbar verhindert der spezifische Aufbau des aktiven Zentrums
dieser Enzyme im Sinne der Privention das Entstehen schdadigender Sauerstoffspezies. Ein

weiterer Aspekt der Priavention liegt darin, dass es eine grofle Zahl enzymatischer Systeme
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gibt, die die Konzentrationen reaktiver Sauerstoffspezies niedrig halten. Hierzu gehort
beispielsweise die Gruppe der Glutathion-S-Transferasen. Sie katalysieren die Bildung von
Thioethern aus Glutathion und reaktiven elektrophilen Verbindungen, beispielsweise
Chinonen. Diese sind nicht mehr imstande, reaktive Sauerstoffspezies zu bilden, sondern
werden tiber entsprechende Transportsysteme in den extrazelluldren Raum transportiert
(Loffler 1997). Antioxidantien im engeren Sinn inaktivieren reaktive Sauerstoffspezies. Unter
den nichtenzymatischen Antioxidantien spielt das alpha-Tocopherol (Vitamin E) eine
besondere Rolle. Es ist gut lipidloslich und vermag die Lipidperoxidationskette zu
unterbrechen (Loffler 1997; Sies H 1993). Die Bedeutung der antioxidativen Vitamine in der
Verteidigung gegen oxidativen Stre3 wurde bereits in der kardiovaskuldren Physiologie
untersucht (Lehr et al. 1994; Ting et al. 1996; Keaney et al. 1996). Es gibt aber nur begrenzt

Hinweise darauf, dass antioxidative Vitamine eine Zerstorung des Pankreas in einer

Pankreatitis lindern konnen (Nonaka et al. 1991; Sweiry et al. 1996). Eukaryonte Zellen
enthalten dariiber hinaus sehr effektive enzymatische Systeme zur Eliminierung reaktiver
Sauerstoffspezies. Zu ihnen gehdren die Enzyme Superoxiddismutase, Katalase und

Glutathionperoxidase. Die Superoxiddismutase (SOD) katalysiert die Reaktion von O, zu
Hydrogen Peroxid. H2O2 kann das extrem zerstorerische Hydroxyl Radikal (HO) generieren.

Dabher ist die Regulation des H202-Levels durch die Katalase und Glutathion-Peroxidase von
groBBer Bedeutung. Die antioxidative Aktivitdt der Glutathion-Peroxidase ist an die Oxidation
von reduziertem Glutathion (GSH) gebunden. Dieses kann stindig durch die Glutathion-
Reduktase reduziert werden (Halliwell B. 1991; Sies H. 1991; Sies H. 1997). GSH ist ein
intrazelluldres Schliissel-Antioxidant und daher auch in das Recycling der Antioxidanzien
Vitamin C (Ascorbinsdure), E (alpha-Tocopherol) und beta-Karotin in ihre reduzierte Form
involviert. Dadurch wird das reduzierende Milieu in der Zelle beibehalten (Meister A. 1994).
Von groBler Bedeutung sind schlielich die Reparaturvorgénge, die oxidativ geschiadigte
Molekiile entfernen und ersetzen. Am wirkungsvollsten sind die Enzyme der DNA-Reparatur,
sowie die lipolytischen Enzyme, die dem Ersatz von Membranlipiden dienen (Lu AL et al.

2001).
1.4.3 Auswirkungen von oxidativem Stress auf das exokrine Pankreas
Akute experimentelle Pankreatitis zeichnet sich durch einen rapiden Anstieg oxidativer

Vorginge (,,oxidative burst) aus, der mit der Entwicklung eines interstitiellen Odems und der

Aktivierung von Verdauungsenzymen innerhalb der Azinuszellen assoziiert ist. Trotz der
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Beobachtung, da3 Radikalfinger den Verlauf einer akuten Pankreatitis mildern, ist die
Herkunft der reaktiven Sauerstoff Spezies (ROS) und ihre pathophysiologische Funktion
weitgehend unbekannt.

Bei einigen Formen der akuten Pankreatitis wird eine pathogenetische Bedeutung von
Ischdmie-Reperfusions-Mechanismen diskutiert. (Yamaguchi et al. 1990).

Zur Rolle freier Radikale in der Pathophysiologie der akuten Pankreatitis wurden in den
letzten Jahren zahlreiche Arbeiten publiziert ( Sanfey et al. 1985; Koiwai et al. 1989;
Schoenberg et al. 1992, 1994; Dabrowski et al. 1990, 1992; Nonaka et al. 1990; Sweiry et al.
1992; Neuschwander-Tetri et al. 1992; Niederau et al. 1992; Suzuki et al. 1993; Nordback et
al. 1993; Furakawa et al. 1994; Closa et al. 1994; Schulz et al. 1994; Braganza et al. 1995;
Kikuchi et al. 1997). Aus ihnen geht hervor, dass eine erhdhte Radikalaktivitit sowohl im
Tiermodell wie auch bei der klinischen Erkrankung nachgewiesen werden kann. Radikale
schddigen Biomolekiile in vielfacher Weise. In der DNA kdnnen entweder die Desoxyribose
oder die verschiedenen Basen modifiziert werden. Oxidative Modifikationen der
Desoxyribosen fiithren zu Strangbriichen, oxidativer Abbau der verschiedenen Basen zu deren
Zerstorung oder Modifikation, so da3 Fehlpaarungen die Folge sind. Besonders haufige
Basenmodifikationen sind Thymindimerisierungen oder die Entstehung von 8-Hydroxydeoxy-
Guanosinresten in der DNA (Hamada et al. 2001) . Diese fithren zur Basenpaarung mit
Adenin und sind damit mutagen. In Proteinen sind besonders Methionin-, Histidin-, und
Tryptophanreste, daneben aber auch die Thiolgruppen von Cysteinen empfindlich gegeniiber
reaktiven Sauerstoffspezies. Derartige Reaktionen konnen beachtliche Verdnderungen der
biologischen Aktivitiit der betreffenden Proteine nach sich ziehen. Uber die Schidigung von
Kohlenhydraten durch oxidativen Stref3 ist noch nicht sehr viel bekannt. Immerhin weil3 man,
dal3 Hyaluronsdure und Proteoglykane oxidativ geschédigt werden konnen. Besonders gut
untersucht ist die Auswirkung auf Lipide, besonders Membranlipide. Hier sind es speziell die
mehrfach ungeséttigten Fettsduren, die in einer Reihe von charakteristischen, als
Lipidperoxidation bezeichneten Reaktionen modifiziert werden (Schoenberg et al. 1989). Es
wurden verschiedene Antioxidantien und Radikalfanger beschrieben, die die experimentell
induzierten biochemischen Verdnderungen wie auch den morphologischen Schweregrad der
Erkrankung giinstig beeinflussen (Wisner et al. 1988). Da Radikalfanger und Antioxidantien
das Odem und die Entziindung nur marginal beeinflussen und zu vernachlissigenden Einfluss
auf die Serum Amylase haben, wird angenommen, dass Antioxidantien nur ein begrenztes

Potential in der Behandlung der akuten Pankreatitis besitzen (Schoenberg et al. 1990).
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1.5 Zellkulturmodell

Fiir die Versuche wurden adhdrente Rattenpankreas-Azinus-Tumorzellen der Zellinie AR42J
gewihlt. Sie wurden aus einem chemisch induziertem pankreatisch-azindrem Karzinom der
Ratte isoliert (Jessop et al. 1980). Diese Zellinie wichst als Monolayer und produziert
Amylase und andere exokrine Enzyme nach CCK-Stimulation (Logsdon CD 1986). AR42 J
Zellen représentieren die erste amphikrine pankreatische Zellinie, die exokrine und
neuroendokrine sekretorische Organellen exprimiert (Rosewicz et al. 1992) und sie besitzen
CCK und CCKg-Rezeptoren (Christophe et al. 1994). Sie stellen das bisher einzige in vitro
System zur Simulation einer Pankreatitis dar. Dexamethason induzierte Differenzierung von
AR42] resultiert in einem Anstieg des Granula-Gehaltes und ihres Ansprechens auf CCK. Es
wurde bereits gezeigt, dal} differenzierte AR42J-Zellen groflere Mengen an Amylase und

anderen exokrinen Enzymen produzieren (Sachs et al. 1992).

Abbildung 1: A: Elektronenmikroskopisches Bild einer humanen Pankreas-Azinuszelle , B: Elektronen-
mikroskopisches Bild von undifferenzierten AR42J-Zellen, C: differenzierte AR42 J-Zellen (mit 100nM

Dexamethason).
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1.6 CCK-induzierte Signaltransduktion in AR42J-Zellen

Es wurde bereits gezeigt, dal es nach CCK-Stimulation in vivo zur Bildung freier Sauerstoff
Spezies kommt ( Sanfey et al. 1985; Koiwai et al. 1989; Schoenberg et al. 1992, 1994). Die
Signalwege der CCK-induzierten Radikalentstehung in der Pankreasazinus-Zelle sind

weitgehend unklar.

1.6.1 Der partielle Agonist an CCK-Rezeptoren: JMV-180

JIMV-180 ist ein CCK-Analogon und stimuliert wie CCK die Amylase-Sekretion durch den
CCK-A-Rezeptor in Rattenpankreas-Azinuszellen (Stark et al. 1989, Matozaki et al. 1990;

Tsunoda et al. 1996). Vorrausgesetzt, dass beide, CCK und JMV-180 and die gleiche Seite

des CCK-A-Rezeptors binden (Stark et al. 1989), kann vermutet werden, dass JMV-180 als
ein Agonist flir den hochaffinen Zustand und als ein Antagonist fiir den niedrigaffinen

Zustand des Rezeptors agiert (Tsunoda et al. 1996).

1.6.2 EGF-Rezeptor-Tyrosinkinasen

Der EGF-Rezeptor (EGFR) ist ein Transmembran-Rezeptor. Wenn EGF an den Rezeptor
bindet, kommt es zur Autophosphorylierung von intrazelluldren Tyrosinresten. Dieser
Vorgang wird durch eine ligandenaktivierte Tyrosinkinase katalysiert. Der EGF-Rezeptor
lasst sich durch Tyrphostine spezifisch inaktivieren. Tyrphostine sind eine neue Klasse
spezifischer Tyrosinkinase-Inhibitoren, die von der Struktur des Adenosin abgeleitet sind.
ATP bindet in einer katalytischen Tasche innerhalb der Kinasedomine der Tyrosinkinasen,
Tyrphostine sind spezifisch den Bindungstaschen der einzelnen Rezeptoren angepalit. Fiir
EGFR existiert das hochspezifische Tyrphostin AG 1478. Da CCK eine wichtige Rolle als
Mitogen fiir Azinuszellen spielt und entscheidend an der Organregeneration nach einer
Pankreatitis beteiligt ist, was vermutlich in Zusammenhang mit der Aktivierung von
Tyrosinkinasen steht (Jurkowska et al. 1992), sind Untersuchungen zum ’cross-talk” zwischen
dem CCK-Rezeptor und der Tyrosinkinase-vermittelten Signaltransduktion von groB3er

pathophysiologischer Relevanz.
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1.6.3 G-Proteine

G-Proteine sind hiufig an der hormonellen Signaltransduktion beteiligt. Sie dienen als
molekulare Schalter und kommen in zwei unterschiedlichen Zustinden vor, die sich nur durch
das jeweils gebundene Guaninnukleotid unterscheiden. In aktiver Form sind sie mit GTP
beladen und imstande, eine Reihe unterschiedlicher Proteine zu aktivieren. Es gibt 50
unterschiedliche Isoformen von G-Proteinen, die sich in 3 Untergruppen ( Gi, Gs und Gg)
einteilen lassen, von denen die heterotrimeren, gro3en G-Proteine fiir die hormonelle
Signaltransduktion von besonderer Bedeutung sind (Kaziro 1991; Lincoln 1993; Loffler
1997). Der CCK-Rezeptor ist ein G-Protein-gekoppelter 7-Transmembrandoménen-Rezeptor.
Dieser aktiviert die heterotrimeren G-Proteine. Die CCK-B-Rezeptor-vermittelte PLC [3-

Aktivierung wird dabei nicht durch Pertussis-Toxin inhibiert, was eine Aktivierung iiber ein

Gq-gekoppeltes G-Protein nahelegt (Matzotaki et al. 1988). Pertussis Toxin ist ein Inhibitor

des Gj-Proteins. Es katalysiert die ADP-Ribolysierung von Gj und 16st G; von den

Rezeptoren.

1.6.4 Phospholipase C

Fiir die Bildung von InsP3 (Inositol-(1,4,5)-triphosphat) aus Phosphoinositoldiphosphat wird
eine spezifische Phospholipase, die Phospholipase C 8 (PLC B), benétigt. Ein weiteres
Reaktionsprodukt auer InsP3 ist Diacylglycerin (DAG), welches in der Membran
zuriickbleibt. InsP3 erhdht die cytoplasmatische Kalziumkonzentration durch Freisetzung von
Kalzium aus dem endoplasmatischen Retikulum (Loffler 1997). Dieses fiihrt im Pankreas zu
einer Stimulierung sekretorischer Prozesse. Ein spezifischer Inhibitor der PLC B ist U73122.
U73122 ist ein Aminosteroid, welches die Phosphoinositolhydrolyse und das Kalzium-Signal
als Antwort auf die CCK-Stimulierung abschwicht (Yule et al. 1993).
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1.6.5 Proteinkinasen

1.6.5.1 SRC-Kinasen

Src-Kinasen gehoren zur Familie der Tyrosinkinasen. Sie sind in normalen Zellen an der
intrazelluldren Signaltransduktion im Rahmen der Regulation der Proliferation beteiligt, da
aber auch postmitotische Zellen eine hohe Aktivitit aufweisen kdnnen, miissen sie noch
andere Funktionen besitzen. Sie dienen als Verbindung zwischen G-Protein-gekoppelten
Rezeptoren (GPCR) und ERK (extrazelluldr-regulierte Kinase)-Aktivierung. Allerdings ist
ihre Rolle in diesem Signalweg hochgradig Rezeptor- und Zell-spezifisch. In manchen Zellen
konnen Lysophosphatidylsdure und Angiotensin-Rezeptoren ERKs iiber einen Mechanismus
aktivieren, der die Tyrosinphosphorylierung von Shc durch Src-Familie-Kinasen beinhaltet
(Luttrell et al. 1996 ; Dikic et al. 1996; Daub et al. 1997; Zou et al. 1998). In anderen
Zelltypen werden weder Shc noch Src zur ERK-Aktivierung benétigt (Kranenburg et al.
1997). Die Mechanismen, die zur ERK-Aktivierung durch alpha 1-B, alpha2-A adrenerge
Rezeptoren, muscarinerge Acetylcholin-Rezeptoren oder Bradykinin-Rezeptoren fiihren,
beinhalten auch Src and Shc. ( Dikic et al. 1996, Della Rocca et al. 1997, Wan et al. 1996).
Sie sind wichtig fiir die H,O,-induzierte Aktivierung von ERKs, die wiederum eine protektive
Rolle gegen oxidativen Stress in kardialen Myozyten besitzen (Ryuichi et al. 1997). Ein
spezifische Inhibitor von Src-Kinasen ist der selektive und potente Inhibitor
Pyrazolopyrimidin (PP-2). Unspezifische Tyrosin-Kinase-Inhibitoren sind Genistein und

Herbimycin.

1.6.5.2 Phosphatidyl-Inositol-3-Kinasen

Phosphatidyl-Inositol-3-Kinasen (PI-3-Kinasen) sind Lipid-Kinasen, die
Phosphatidylinositole (PtdIns) an der D-3 Position des Inositol-Ringes phosphorylieren. Sie
werden aktiviert, indem sie an SH2-Doménen (Src-homologe Domine) von Proteinen binden.
Es wurden in letzter Zeit neue Formen von PI-3-Kinasen gefunden, die direkt durch GPCRs
und By-Untereinheiten von G-Proteinen aktiviert werden (Stephens et al. 1994; Thomason et
al. 1994; Stoyanov et al. 1995). Der CCK-B-Rezeptor kann z.B. die p85/p110-Pi3-Kinase
aktivieren (Hu et al. 1996 ; Saward et al. 1997; Kowalski-Chauvel et al. 1996). Aktivierte PI-
3-Kinasen katalysieren das Membranlipid PIP2 (Phosphatidylinositol-4,5-biphosphat) zu PIP3
(Phosphatidylinositol-4,5-triphosphat). PIP3 aktiviert darauthin die Proteinkinase B (PKB).
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Spezifische Inhibitoren sind LY 294002 und Wortmannin. LY294002 hat eine dhnliche
Struktur wie ATP und ist daher ein stabiler, spezifischer und kompetitiver Inhibitor der PI-3-
Kinase. Wortmannin ist weniger spezifisch und unstabil in wéssrigen Losungen. Es reagiert

kovalent mit einem Lysinrest in der ATP-Bindungstasche der PI-3-Kinase.

1.6.5.3 MAP-Kinasen

Mitogen-aktivierte Proteinkinasen (MAP-Kinasen) sind fiir die Induktion der fiir die mitogene
Antwort verantwortlichen Gene von besonderer Bedeutung. Sie werden durch eine
Phosphorylierungskaskade aktiviert, wobei das primére Ereignis die Aktivierung der Raf-
Kinase durch ein als Ras bezeichnetes G-Protein ist. Ras ist seinerseits iiber die
Adapterproteine SOS und Grb 2 mit den Rezeptortyrosinkinasen verkniipft. Aktivierte MAPK
wandern in den Kern und aktivieren dort durch Phosphorylierung Transkriptionsfaktoren. Ein
spezifischer MAPK-(Erk-2)-Inhibitor ist PD 98,059. Dieses inhibiert die Phosphorylierung
von MAPKK.

1.6.5.4 Proteinkinase A

Die Proteinkinase A (PKA) wird durch cAMP aktiviert und phosphoryliert darauthin
spezifische Serylreste einer Reihe von Proteinen. Beispiele sind Phosphorylase,
Glykogensynthase, hormonsensitive Lipase, Myosinkinase und Cholesterinester-Hydrolase (
Loftler 1997). Eine Stimulation der PKA kann die PLC B aktivieren, so dass diese ein
Kalzium-Signal generiert (Piiper et al. 2000). Diese Antwort konnte durch sequentielle
Aktivierung von Ggund G;j, mit Hilfe der PKA, vermittelt werden (Luo et al. 1999). Ein
spezifischer Inhibitor der PKA ist der PKA-Inhibitor 14-22 Amid.

1.6.5.5 Proteinkinase C

Die Proteinkinase C (PKC)-Familie besteht aus mindestens 12 Mitgliedern, die alle durch
Proteolyse und Membranlipide aktiviert werden und denen eine Kalziumabhéngigkeit
gemeinsam ist. Die Aktivierung der PKC erfolgt in Anwesenheit von Kalzium durch Bindung
an Diacylglycerin, welches an der Innenseite der Plasmamembran gebunden ist. Die Substrate
der PKC werden an Seryl- bzw. Threonylresten phosphoryliert und dndern damit ihre
biologische Aktivitit. Substrate sind z.B. der EGF-Rezeptor der dadurch seine Affinitit fiir
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EGF vermindert (Transmodulation) und das I-kappaB-Protein, das eine Rolle bei der
Transkription spielt (Azzi et al. 1992, Asaoka et al. 1992). Ein spezifischer Inhibitor ist der
PKC-Inhibitor (20-28).

1.7 Interaktionen zwischen NO-Radikalen und ROS

Nitrit-Oxid (NO) entsteht durch die NO-Synthase (NOS) aus L-Arginine (Hootmann SR
1987). NO wird im Pankreas von NOS 1 und NOS 3 in geringen Mengen produziert und
spielt eine Rolle bei der exokrinen Funktion und der Blut-Zirkulation im Pankreas. In der
akuten Pankreatitis kommt es zur Induktion von NOS 2 und zur drastischen Steigerung der
NO-Freisetzung. Seine physiologischen Aktionen sind vor allem durch cyclisches Guanosin-
Monophosphat (¢cGMP) vermittelt (Moncada et al. 1993). Im Pankreas steigen intrazellulire
cGMP-Konzentrationen als Antwort auf verschiedene Substanzen, wie Cholezystokinin
(Hootmann SR 1987), daher spielt NO eine aktive Rolle in der pankreatischen Sekretion.
(Konturek et al. 1994; Konturek et al. 1993). In unterschiedlichen Tiermodellen der
Pankreatitis wird NO sowohl eine protektive als auch eine schiadigende Wirkung
zugeschrieben. Es wurde bereits gezeigt, dass NO einen positiven Effekt auf bestimmte
Aspekte in der akuten Pankreatitis hat (Werner et al. 1997; Abe et al. 1995; Toyama et al.
1995). AuBerdem mindern NO-Donoren das pankreatische Odem, intrapankreatische
Trypsinogen-Aktivierung und Amylase-Sekretion (Werner et al. 1997). In der Cerulein-
induzierten Pankreatitis verstdrkt eine Inhibition der NO-Synthase, z.B. durch L-NNA, NE-
nitro-L-arginine (L-NIL) oder durch N-nitro-L-arginine (L-NAME), die durch Cerulein
hervorgerufenen entziindlichen Verdnderungen des Pankreas (Konturek et al. 1994). Die
ungestorte Synthese von endogenem NO spielt eine essentielle Rolle in der Begrenzung der
zerstorerischen Mechanismen in der Cerulein-induzierten akuten Pankreatitis und zwar in der
frithen und in der Erholungsphase der Pankreatitis (Andrejewska et al. 1999). Im Gegensatz
dazu kommt es in der akuten himorrhagischen Pankreatitis zur Potenzierung des oxidativen
Stresses im Pankreas durch NO (Dabrowski et al. 1994).

Eventuell spielen direkte Effekte von NO auf Pankreas-Azinuszellen und ihre Sekretion nur
eine geringe Rolle in der Pathogenese der akuten Pankreatitis. Der positive Effekt von NO in
der akuten Pankreatitis ist durch eine Reduktion in der Leukozyten-Adhédsion und
Gewebsinfiltration, sowie durch Modulation der pankreatischen Mikrozirkulation und
Gewebsoxygenierung begriindet (Werner et al. 1998). Der Mechanismus der NO-Wirkung ist

unbekannt.
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1.8 Aufgabenstellung

Radikale spielen eine wichtige Rolle bei physiologischen und pathologischen Prozessen im
Organismus (Apoptose, Krebs, neurodegenerative Erkrankungen, chronische
Entziindungsreaktionen). In unserer Arbeitsgruppe wurde festgestellt, dass sich bestimmte
Proteine in der experimentellen Pankreatitis in vivo oxidativ verdndern und die Zahl der
modifizierten Proteine im Verlauf der akuten Pankreatitis ansteigt. Nach 48-stlindiger
Stimulation zeigte sich eine Abnahme des Oxidationsgrades der Proteine auf den
Ausgangswert im Kontrolltier. Im in vitro Modell an isolierten Azinuszellen aus dem
Rattenpankreas konnte iiber die gemessene Zeit mit Hilfe des Fluoreszenzsfarbstoffes DCF
ein deutlicher intrazelluldrer Radikalanstieg nach CCK-Stimulation nachgewiesen werden.
Die Zunahme war hierbei bei supramaximaler CCK-Stimulation am stérksten. Auch bei
physiologischer Stimulation mit CCK war die Fluoreszenz im Vergleich zu unstimulierten
Zellen erhoht. In der frithen Phase der akuten Pankreatitis ist die Radikalbildung deutlich
gesteigert. Radikale scheinen damit in der Pathogenese der akuten Pankreatitis neben anderen
Mechanismen eine wichtige Rolle zu spielen.

Nun soll untersucht werden, welche Mechanismen zur CCK-induzierten Radikalenstehung
fithren und welche Wechselwirkungen mit NO-Radikalen und Kalzium in der Zelle bestehen.
Da die Herstellung isolierter Ratten-Pankreasazinus-Zellen kompliziert und in solch groflen
Mengen wie fiir die Versuche erforderlich kaum durchzufiihren war, benutzten wir das

einzige Zellmodell fiir Pankreatitis, die bereits erwdhnten AR42J-Zellen.
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Abb. 2: Mégliche Signalwege in der Pankreasazinuszelle, die zur CCK-induzierten
Sauerstoffradikalbildung (ROS) fiihren, sowie mogliche Interaktionen von
Sauerstoffradikalen mit Stickoxidradikalen (NO).
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2. Materialien

2.1 Bezugsquellennachweis

2.1.1 Gerite und Software

AxioCam 12 bit Digital Mikroskop Kamera

AxioVision multi channel image processing

AxioVision single channel image processing
Dispensor

Dispensortips

Datenauswertungssoftware

Fluoreszenzmikroskop

Fluorimeter

Fluorimeter-Software

Kiihlzentrifuge Sorvall RC-5 B
Mikroskope

Nikon

Olympus OM, Kamera SC 35 Typ 12,
PhotoImpact 3.0

Pipetten

Tischzentrifuge

Schiittelmixer

Sterilbank
Waage

Carl Zeiss Vision GmbH, Deutschland
Carl Zeiss Vision GmbH, Deutschland
Carl Zeiss Vision GmbH, Deutschland
Eppendorf

Eppendorf

SigmaPlot 4.0 2001

Zeiss Axioskop Mikroskop, Carl Zeiss
Vision GmbH, Deutschland
SpectraMax Gemini, S/N G02052,
Molecular Devices, Sunnyvale, USA
Softmax pro

Du Pont, Bad Homburg, Rotoren SS34,
SM24, HB4, GS3, GSA

Nikon Phasenkontrast-2, Kamera F-301,

Olympus
Ulead Systems, Inc. Torrance, CA, USA

Eppendorf Pipetten, 2 ul, 20 ul, 200 pl,
1000 pl

Biofuge 17S, Heraeus, Hanau;
Beckmann Zentrifuge J6-MC, USA
MS1 MinishakerITKA® Werke

GmbH & Co. KG, Staufen

BioGard, the baker company, USA

Typ Ulm Sartorius, Analytic AC 210S,
Sartorius AG, Gottingen
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Wasserbad
96er Well-Platten
Zellkultur

10-cm-Zellkulturschalen

2.1.2 Chemikalien

Aurion Block (Donkey)

Aurion Block BSA

Bapta,AM

Bombesin

BSA (Rinderserumalbumin)
CCK-8 ([Tyr(SOsH)*"]-
Cholecystokinin Amide, Fragment 26-33)
CCCP (Carbonyl Cyanide
m-Chlorophenylhydrazone)
Cyclosporin

DAPI
(4’,6-Diamidino-2-Phenylindole
Dihydrochloride Hydrate)
DMSO (Dimethyl Sulfoxide)
Dexamethason

EDTA

EGF (Human)

Glutathion

HEPES

Natriumazid

Vectashield

2.1.3 Inhibitoren

Inhibitor Funktion

Typ 1004S, GFL mbH, Burgwedel
greiner, cellstar (steril mit Abdeckplatte)
Brutschrank B5060 Ek/CO,, Heraeus,
Hanau

NUNC

Aurion

Aurion

Molecular Probes
Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen

Sigma, Taufkirchen

Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen

Sigma, Tauftkirchen

Sigma, Taufkirchen
Sigma, Tauftkirchen
Sigma, Taufkirchen
Biomol

Sigma, Taufkirchen
Serva, Heidelberg
Serva, Heidelberg

Vector

Hersteller
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AG1478

Genistein
Herbimycin

JIMV-180

L-NAME
(NG-Nitro-L-arginine
Methyl Ester, Hydrochloride)
L-NIL, Dihydrochloride
([L-N6-(1-Iminoethyl)lysine],
DiHCL)

LY 294002

Pertussis Toxin (PTx)

PD 98,059

PKA-Inhibitor 14-22
PKC-Inhibitor 20-28

PP-2

U73122

Wortmannin

2.14 Donatoren
Donor

A23187, Free Acid,
Streptomyces chartreusensis
(Calcium Ionophore)

Perhydrol 30% H,0,

SNAP
(S-Nitroso-N-

acetylpenicillamine)

Tyrphostin,
EGF-Rezeptor-
Inhibitor
Kinase-Inhibitor
Kinase-Inhibitor
partieller Agonist
des CCK-Rezeptors
NOS-Inhibitor

NOS-Inhibitor

PI-3-Kinasen-Inhibitor
Gi-Protein-Inhibitor
MAPKK-Inhibitor
PKA-Inhibitor
PKC-Inhibitor
SRC-Kinasen-Inhibitor
PLC-Inhibitor
PI-3-Kinasen-Inhibitor

Funktion

mobiler Ionen-Carrier,
fiihrt zum Ca2+-Einstrom
ins Cytosol

Donor von
Sauerstoffradikalen
Donor von

Stickoxidradikalen

Calbiochem-Novabiochem
GmbH, Bad Soden,
Deutschland

Calbiochem, Bad Soden
Calbiochem, Bad Soden
Neosystem S.A.
Strasbourg, Frankreich
Calbiochem, Bad Soden

Calbiochem, Bad Soden

Calbiochem, Bad Soden
Sigma

Sigma-Aldrich
Calbiochem, Bad Soden
Calbiochem, Bad Soden
Calbiochem, Bad Soden
Calbiochem, Bad Soden

Sigma, Taufkirchen

Hersteller

Calbiochem, Bad Soden

Merck KGaA

Calbiochem, Bad Soden



-4 -

Thapsigargin Inhibitor von endo- Calbiochem, Bad Soden
und sarkoplasmatischen
Ca2+-Pumpen, flihrt
zum Ca2-+-Einstrom

ins Cytosol

2.1.5 Fluoreszenzfarbstoffe

Substrat Funktion Hersteller

DAF-FM DA Zell-permeabel, Calbiochem, Bad Soden
(3-Amino-4-Aminomethyl- markiert intrazellulér

2,7’ -Difluorescein) Stickoxid-Radikale

FURA-2/AM Zell-permeabel, Calbiochem, Bad Soden

( 1-[2-(5-Carboxyoxazol-2-yl)- markiert intrazellulére

6-aminobenzofuran-5-oxy]-2- Ca*"-Ionen

(2’-amino5 -methylphenoxy)-

ethane-N,N,N’,N",-tetraacetic Acid,

Pentaacetaoxymethyl Ester)

H,DCFDA Zell-permeabel, Calbiochem, Bad Soden
(2°,7"-Dichlorodihydro- markiert intrazelluldr

fluorescein Diacetate) Stickoxid-Radikale
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2.2 Medien und Puffer

2.2.1 Zellkulturmedien

Alle Zellkulturmedien ebenso wie alle Zusdtze wurden von der Firma Gibco BRL
(Eggenstein) bezogen. Fotales Kailberserum (FCS, PAA Laboratories) wurde zur
Inaktivierung von Komplementfaktoren vor Gebrauch fiir 30 min auf 56°C erhitzt.

Das hier aufgefiihrte Medium mit und ohne Calcium wurde mit bidestilliertem Wasser

angesetzt.
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) Sigma, Taufkirchen
Foetal Calf Serum Gold (FCS) PAA Laboratories GmbH
L-Glutamin 200MM (100x) Gibco BRL, Eggenstein
Penicillin/Streptomycin (100x) PAA Laboratories GmbH
Trypsin-EDTA (1x) Gibco (UK)
AR42J-Medium DMEM

10% FCS

1% L-Glutamin

1% Penicillin/Streptomycin
Einfriermedium 70% DMEM

10% FCS

20% DMSO
Hungermedium DMEM

1% Glutamin
Calciumfreies Medium HEPES 24,5mM

NACL 96mM

KCL 6mM

NAH,PO4*H,O 2,5mM
Glucose 11,5mM
Na-Fumarat 5mM
Na-Pyruvat SmM
Na-Glutamat SmM
alles von SIGMA
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Ca-haltiges Medium: s.o. plus CaCl,*H,0 0,0736g/1 (0,5mM) von SIGMA

2.2.2 Stammlosungen und Puffer
Die hier aufgefiihrte Losungen wurde mit bidestilliertem Wasser angesetzt.
PBS 13.7 mM NaCl

2.7 mM KCI
80.9 mM NapHPO4

1.5 mM KH2PO4, pH 7.4 (HCI)

2.3 Zellinien und Antikorper

2.3.1 Zellinie

Zellinie Eigenschaften Referenz
AR42] Ratten-Pankreasazinus-Tumorzellen ATCC NUMBER: CRL-1492
die in der Lage sind, Amylase (Logsdon CD 1986)

und andere exokrine Enzyme
zu produzieren.

Wachsen als Monolayer.

23.2 Antikorper

Antikorper Eigenschaften Hersteller

Anti- 8-OHG Markiert DNA-Oxidation Serotec, Prod.-No.: AHP592
(Goat Anti 8

-Hydroxyguanosine)

FITC Donkey Anti Goat Jackson,

Prod.-No. 705-095-147
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Anti-NOS-Antikorper : serotec

Anti NOS 1 (nNOS) N31030

Anti NOS 2 (iNOS) N32030

Anti Nos 3 (eNOS) N30030

Anti-Rabbit Cy 3 1:200, Jackson
Prod.-No.:111-165-144

Monoclonal Anti-Phosphotyrosine Sigma, Taufkirchen

(Clone PT-66 mouse) Prod.-No.: P3300

Goat-Anti-Mouse Cy3 Jackson,

(1:200) Prod.-No.: 115-165-100

3. Methoden

3.1.1 Zellkultur

Die Durchfiihrung der Arbeiten erfolgte an einer Sterilbank, wobei Arbeitsflichen sowie
verwendete Gerite (Kulturmedienflaschen, Verpackungen etc.) vor Gebrauch mit 70% igem
Ethanol oberflichendesinfiziert wurden. Die fiir die Zellkultur eingesetzten Gerdte und

Materialien waren sterilisiert bzw. autoklaviert. Losungen und Medien waren sterilfiltriert.

3.1.2 Kulturbedingungen

Die Kultivierung der AR42J-Zellen erfolgt bei 37°C, einer relativen Luftfeuchtigkeit von 90%
und einem Kohlendioxidgehalt der Luft von 5 % im AR42J-Medium, bestehend aus DMEM,
10% FCS, 1% L-Glutamin und 1% Penicillin/Streptomycin.

3.1.3 Einfrieren der Zellen

Das Medium wurde abgesaugt und dann wurde 1x PBS, ca. 5 ml, auf die Zellen gegeben.
Dieses wurde wieder abgesaugt und die Zellen wurden zunichst mit 1 ml Trypsin-Na-EDTA-
Losung versetzt und nach ca. 5 min. abgelost und in ein steriles Falcon mit 10 ml frischem
Medium pipettiert. Dann wurden sie zentrifugiert ( 1500 RPM, 1 min.) und der Uberstand

verworfen. Das Pellet wurde mit 1ml Einfriermedium versetzt und in ein beschriftetes 1,5 ml-
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Tube gefiillt. Diese wurden langsam auf —80°C abgekiihlt und anschlieBend in fliissigem

Stickstoff gelagert.
3.14 Auftauen der Zellen

Die Zellen wurden aus dem Stickstofftank entnommen und auf Eis aufgetaut. Dann wurden
sie mit einer sterilen Pipette aufgenommen und in ein steriles Falcon mit 10 ml Medium
pipettiert. Das Suspensat wurde dann zentrifugiert (1500 RPM, 1 min.) und der Uberstand
verworfen. Dann wurde wieder 10 ml AR42J-Medium auf die Zellen gegeben und das

Suspensat wurde auf 10-cm-NUNC-Platten aufgetragen
3.1.5 Medienwechsel und Teilung der AR42J-Zellen

Die adhirent wachsenden Zellen wurden in 10-cm-Platten angezogen, bis sie fast konfluent
waren. Der Mediumwechsel erfolgte je nach Konfluenz spitestens nach drei Tagen.

Das medium wurde durch Absaugen des Mediums und der Zugabe von frischem Medium
gewechselt, solange die Zellen nicht konfluent gewachsen waren. Bei konfluent gewachsenen
Zellen wurde das Medium abgesaugt, mit 5 ml PBS gewaschen und die Zellen durch
Inkubation mit 1 ml Trypsin-Na-EDTA-L6sung fiir 5 min. bei 37 °C abgelost. Anschliefend
wurden die Zellen 1:5 auf neue Schalen mit 10 ml, auf ca. 37°C vorgewédrmtem frischen

AR42J-Medium aufgeteilt.
3.1.6 Aussien auf 96-Loch-Platten

Durch das Trypsinieren der Zellen wurden diese wieder abgelost und in ein Falcon mit auf
37°C vorgewidrmten frischem AR42J-Medium gegeben. Zum Ermitteln der Zellzahl wurde
eine Neubauer-Zihlkammer benutzt. Auf diese wurde ein Deckglischen gelegt und
angepresst. Die Zellsuspension pipettiert man unter das Deckgldschen, zéhlt die vier
Grofiquadrate aus, teilt durch die Konstante der Zahlkammer, multipliziert mit 10* und erhalt
die Zellzahl/ml. Die Suspension wurde nun so lange verdiinnt, bis 50.000 Zellen pro ml {ibrig
blieben. Mit dem Dispensor wurden nun jeweils 100ul des Suspendates auf die einzelnen
Wells gegeben. Zwischendurch wurden die Zellen suspendiert. Die Zellen waren nach 3

Tagen konfluent. Im Anschluss daran konnten sie fiir die Experimente eingesetzt werden.
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3.1.7 Differenzierung der Zellen

Bevor die Zellen auf 96-Loch-Platten ausgesidt wurden, wurden 100nM Dexamethason zu
dem Zellsuspendat in das Falcon gegeben. Die Zellen wuchsen 3 Tage, bis sie differenziert

waren. Der weitere Verlauf nach diesen 3 Tagen erfolgte wie bereits beschrieben.

3.2 Quantifizierung der Radikalproduktion

Die intrazelluldre Produktion von freien Radikalen und H2O2 wurde durch die Oxidation von
2,7-Dichlorofluorescin (DCF) nachgewiesen. DCF wird Zellen als Diacetat zugesetzt, das
durch die Zellmembran diffundieren kann. Intrazelluldar wird das DCF-Diacetat von Esterasen
gespalten, fiir das entstandene DCF ist die Zellmembran nicht mehr permeabel. Freie

Radikale oder H2O?2 oxidieren DCF zu stark fluoreszierendem Dichlorofluorescein (Abb. 3).

Die quantitative Bestimmung der Entstehung freier Sauerstoff Spezies (ROS) wurde mit Hilfe
des Fluorometers SPECTRA max GEMINI durchgefiihrt. 50.000 AR42J-Zellen/well wurden
auf 96-Loch-Mikrotiterplatten ausgesit. 15 Stunden vor den eigentlichen Versuchen wurden
die AR42J-Zellen gehungert, indem ihnen das Medium weggenommen wurde und ein
Hungermedium auf die Zellen- also DMEM mit 1% Glutamin, aber ohne FCS- gegeben
wurde. Die gehungerten AR42J-Zellen wurden dann, bis auf 4 Locher die als Blank dienen
sollten- 30 Minuten vor den Versuchen- mit einer S0uM DCFDA- Losung inkubiert (Jason et
al. 1997). Nach der Inkubation wurde das Inkubationsmedium abgesaugt, dann wurden die
Zellen mit 1xPBS gespiilt und Medium zugegeben. Nach ca. 10 Minuten Stimulation bei
37°C im Inkubator wurde das entstandene fluoreszierende Dichlorofluorescein im
Fluorometer bei einer Anregungswellenldnge von 485 nm und einer Emissionswellenldnge
von 530 nm gemessen. Alle Experimente wurden als 4 fach-Bestimmungen durchgefiihrt,
wobei auf jeder Platte 4 Locher nicht mit DCF-Diacetat inkubiert wurden, der
Durchschnittswert ihrer Eigenfluoreszenz wurde von allen anderen Werten abgezogen. Durch
die Einstellung ,,Wellscan-9-Punkt-Messung* wurde die zufillige Verteilung der Zellen im

einzelnen Well relativiert.

3.2.1 Messung der Radikalentstehung nach Stimulation mit CCK bzw. Bombesin
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Die konfluenten AR42J-Zellen in Greiner 96-Loch Platten wurden 15 h in 100ul
Hungermedium gehungert. Anschliefend wurden sie 30 Minuten mit 50uM DCF inkubiert.
Nach dem darauf folgenden Spiilen mit PBS wurden sie mit 100pul Stimulationsmedium mit
Cholecystokinin  (CCK-8) bzw. Bombesin beladen. Dazu wurden zunédchst
Konzentrationsreihen mit CCK bzw. Bombesin hergestellt. Zu diesem Zweck wurde DMEM
als Losungsmittel benutzt dort den in 1xPBS-geldsten Stock aus CCK 10 M bzw. Bombesin
104 M hineinpipettiert: CCK bzw. Bombesin in 10'6, 10'9, 1012 , 10 , 10"® , 102° molarer
Konzentration wurden dann in ihrem PBS-Gehalt angeglichen (1% PBS). Als Positivkontrolle
wurde Peroxid in 300uM Endkonzentration benutzt, die Negativkontrolle war DMEM mit
1%PBS. Als Variation fiigte man zu allen Losungen einschlieSlich den Kontrollen ImM
Natriumazid hinzu, um die Radikalentstehung durch die Mitochondrien auszuschalten. Auf
immer 4 Locher mit Zellen wurden mit Hilfe des Dispensors 100ul der jeweiligen Losung
pipetteiert. Nach ca. 10 Minuten Stimulation bei 37°C im Inkubator wurde das entstandene
fluoreszierende Dichlorofluorescein im Fluorometer bei einer Anregungswellenldnge von 485

nm und einer Emissionswellenldnge von 530 nm, wie bereits beschrieben, gemessen.

3.2.2 Messung der Radikalentstehung nach Stimulation mit CCK bzw.

Bombesin 10-6M unter Zugabe von Inhibitoren

Die Zellen wurden zusitzlich zur DCF-Losung 45 Minuten vor der Stimulation mit
Inhibitoren in verschiedenen Konzentrationen inkubiert. Als Positivkontrolle diente Peroxid
in 300uM Endkonzentration. Die Negativkontrolle war DMEM mit 1% PBS. Zusétzliche
Kontrollen waren CCK bzw. Bombesin in supramaximaler Konzentration (10° M). Zusitzlich
wurden in alle Stimulationsmedien 0,1% DMSO hinzugegeben, da Vorversuche gezeigt
haben, dass DMSO einen erheblichen Einflu auf die Radikalentstehung hat und diese
konzentrationsabhingig senkt. Nach abgelaufener Inkubationszeit und anschliefendem
Spiilen mit PBS wurden die Zellen wieder 10 min. bei 37°C stimuliert. Dabei wurde das
jeweilige Stimulationsmedium mit den Inhibitoren versetzt, da diese zuvor mit dem
Inkubationsmedium abgewaschen wurden. Den Stimulationsmedien wurden CCK 10° M,
Bombesin 10° M, H,0, 300 uM, CCK 10° M + Inhibitor, Bombesin 10° M + Inhibitor,
Negativkontrolle (DMEM + PBS), Negativkontrolle (DMEM + PBS) + Inhibitor zugesetzt.
Nach ca. 10 Minuten Stimulation wurde das entstandene fluoreszierende Dichlorofluorescein
im Fluorometer bei einer Anregungswellenldnge von 485 nm und einer Emissionswellenlédnge

von 530 nm gemessen.
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33 Calciummessungen

Der intrazellulire Einstrom von Ca’-Ionen wurde durch den Ca®’-Chelator FURA-2
nachgewiesen. FURA-2 wird den Zellen als zell-permeabler Ester zugesetzt, der durch die
Zellmembran diffundieren kann. Intrazelluldr wird Fura-2/AM von cytoplasmatischen
Esterasen gespalten, fiir das entstandene FURA-2 ist die Zellmembran nicht mehr permeabel.
FURA-2 ist ein Calcium-Chelator und fluoresziert nach Bindung mit Calcium. Die
quantitative Bestimmung der Ca®"-Konzentration wurde mit dem Fluorometer SPECTR Amax
GEMINI durchgefiihrt. Dafiir wurden Pankreas-Azinus-Tumorzellen (AR42J) kultiviert und
mit der Neubauer Zihlkammer ausgezihlt, so dass 50.000 Zellen/ml gleichmiBig auf die
96er-Well-Platten ausgeséit werden konnten. Diese belie man 3 Tage im Inkubator bei 37°C
und 5 % CO;,, um die Zellen konfluent wachsen zu lassen. 15 Stunden vor der Messung nahm
wurden die Zellen mit DMEM mit 1% Glutamin gehungert. Die gehungerten AR42J-Zellen
wurden dann, bis auf 4 Wells die als Blank dienen sollten, 30 Minuten mit einer 10uM
FURA-2,AM- Losung inkubiert. Nach der Inkubation wurde das Inkubationsmedium
abgesaugt, dann wurden die Zellen mit 1xPBS gespiilt und Medium auf die zellen gegeben.

Danach wurden jeweils 4 Wells mit je 100pl der jeweiligen Reagenz beladen und die Ca”"-
Konzentration konnte quantitativ bei 37°C im Fluorometer erfasst werden. Die Zellen wurden
mit folgenden Reagenzien in DMEM beladen: 100ul 10uM Thapsigargin, ein zellpermeabler
Tumor-Promotor, der die endo- und sarkoplasmatischen Ca*"-Pumpen inhibiert und so zum
Ca”*-Einstrom ins Cytosol fiihrt. 100l 10uM Ca-Ionophore, ein mobiler Ionen Carrier, der
zum Einstrom von Ca’" aus dem Extrazelluldrraum ins Cytosol fiihrt. Beide dienten als
Positivkontrolle. Weiterhin CCK in supramaximaler (10° M), Bombesin in supramaximaler
Konzentration (10° M), H,0, 300uM und der Radikalfinger N-Acetylcystein in 20mM
Konzentration zusammen mit CCK 10°M. N-Acetylcystein wurde allerdings bereits
zusammen mit dem fluoreszierenden Substrat, FURA-2,AM, vorinkubiert und danach noch
einmal mit CCK 10° M ins Stimulationsmedium gegeben. Das in N-Acetylcystein enthaltene
Tripeptid Glutathion besteht aus den Aminosduren Glutamat, Cystein und Glycin und dient in
seiner reduzierten Form zur Entgiftung von Peroxiden und zur Aufrechterhaltung des
reduzierten Zustands katalytisch wichtiger Cysteinreste. Die Inkubation der Zellen mit 20 mM
N-Acetylcystein soll die nach CCK-Stimulation produzierten freien Radikale moglichst
quantitativ abfangen. In einer zweiten Messung wurden die Zellen mit CCK 10°M und PP-2
zusammen mit CCK 10 M stimuliert. Der SRC-Kinaseinhibitor PP-2 wurde bereits 15 min.

vor der Stimulation ins Inkubationsmedium gegeben. Nach ca. 10 Minuten Stimulation wurde
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das entstandene fluoreszierende FURA-2 im Fluorometer bei einer Anregungswellenlédnge
von 335 nm und einer Emissionswellenldnge von 505 nm gemessen. Alle Experimente
wurden als 4 fach-Bestimmungen durchgefiihrt, wobei auf jeder Platte 4 Locher nicht mit
FURA-2/AM inkubiert wurden. Der Durchschnittswert ihrer Eigenfluoreszenz wurde von
allen anderen Werten abgezogen. Durch die Wellscan-9-Punkt-Messung wurde die zufdllige
Verteilung der Zellen im einzelnen Well relativiert. Die Auswertung erfolgte in Sigmaplot,
dieses Mal war der 100%-Wert CCK 10° M und alle anderen Werte sind in Prozent des
CCK-Wertes angegeben.

34 NO-Messungen

Die intrazelluldre Produktion von freien NO-Radikalen wurde durch den Fluoreszenzfarbstoff
3-Amino,4-aminomethyl-2",7 -difluorescein (DAF-FM) nachgewiesen. DAF-FM wird den
Zellen als Diacetat zugesetzt, das durch die Zellmembran diffundieren kann. Intrazelluldr wird
das DAF-FM-Diacetat von intrazelluldren Esterasen gespalten, fiir das entstandene DAF-FM
ist die Zellmembran nicht mehr permeabel. Es reagiert mit NO-Radikalen in der Anwesenheit
von freien Sauerstoffradikalen zu einem stark fluoreszierendem Triazolo-Fluorescein
Analogon (DAF-FM T). Die quantitative Bestimmung der NO-Radikale wurde mit dem
Fluorometer SPECTRAmax GEMINI durchgefiihrt. Dazu wurden Pankreasazinus-
Tumorzellen (AR42J) kultiviert und vorher mit der Neubauer Zahlkammer ausgezihlt, so dass
50.000 Zellen/ml gleichmiBig auf die 96er-Well-Platten ausgesidt werden konnten. Diese lie3
man 3 Tage im Inkubator bei 37°C und 5 % CO; konfluent wachsen.

15 Stunden vor den eigentlichen Versuchen wurden die Zellen gehungert. Die gehungerten
AR42J-Zellen wurden dann 30 Minuten vor den Versuchen- mit einer 10uM zellpermeablen
DAF-FM,DA-Losung (in DMEM) inkubiert. Dabei wurden wieder 4 Wells als Blank
freigelassen. Nach der Inkubation wurde das Inkubationsmedium abgesaugt, dann wurden die
Zellen mit 1xPBS gespiilt und Medium zugegeben. Danach wurden jeweils 4 Wells mit 100ul
der jeweiligen Reagenz beladen und die Konzentration der NO-Radikale wurde wieder
quantitativ mit dem Fluorometer, bei 37°C, erfasst werden. Dieses Mal wurden die Zellen
nach der Inkubation mit den folgenden Reagenzien beladen: 100ul 10uM SNAP, einem NO-
Donor, als Positivkontrolle. Weitere Reagenzien waren jeweils 100ul HO, 300uM und CCK
10° M. AuBerdem ein Gemisch aus SNAP 10uM und CCK 10 M. Nach ca. 10 Minuten
Stimulation wurde das entstandene fluoreszierende DAF-FM T im Fluorometer bei einer
Anregungswellenldnge von 485 nm und einer Emissionswellenldnge von 530 nm gemessen.

Alle Experimente wurden als 4 fach-Bestimmungen durchgefiihrt, wobei auf jeder Platte 4
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Locher nicht mit DAF-FM-Diacetat inkubiert wurden, der Durchschnittswert ihrer
Eigenfluoreszenz wurde von allen anderen Werten abgezogen. Durch die Einstellung
»Wellscan-9-Punkt-Messung* wurde die zufillige Verteilung der Zellen im einzelnen Well
relativiert. Die  Auswertung erfolgte als Balkendiagramm mit Fehlerbalken
(Standardabweichung) in Sigmaplot. Die Werte sind als RFU (relative Fluoreszenzeinheiten)

bei einer Extinktion von 485 nm anzusehen.

3.5 Auswertung in SIGMAPLOT 4.0 2001

Alle Werte der Diagramme sind Mittelwerte aus 4 bis 8 unterschiedlichen Messungen an
mindestens zwei verschiedenen Tagen. Jede Messung ist mindestens eine
Vierfachbestimmung. Um die in ihrer Stimulierbarkeit von Platte zu Platte unterschiedlich
gewachsenen und stimulierbaren Zellen miteinander vergleichen zu konnen, wurde bei den
DCF-Messungen (Sauerstoffradikal-Messungen) als Bezugsgrof3e die Positivkontrolle 300uM
Peroxid herangezogen und diese gleich 100% gesetzt. Alle anderen Werte sind in Prozent
dieser Positivkontrolle anzusehen. Bei den FURA-Messungen (Calciummessungen) wurde
CCK 10° M als 100%-Bezugsgrofe herangezogen. ,RFU“ steht fiir ,Relative
Fluoreszenzeinheiten®, alle dargestellten Werte sind daher relative Werte. Bei den DAF-
Messungen (NO-Radikale) wurden die Werte als RFU bei einer Extinktion von 485nm
angegeben. Die Auswertung und graphische Darstellung in Balkendiagrammen erfolgte mit
dem Programm Sigmaplot 2001. Die Berechnung der Standardabweichung erfolgte ebenfalls
durch Sigmaplot. Die Signifikanz der Ergebnisse wurde mittels des t-Tests tiberpriift.

3.6 Immunhistochemische Detektion

3.6.1 Einzel-Immunomarkierung

Die subkonfluenten, auf 8-Well-Chamber-Slides ausgesiten AR42J-Zellen wurden stimuliert.
Die Stimulation erfolgte mit der Positivkontrolle H,O, 300uM, einer supramaximalen CCK-
Konzentration (CCK 10 M) sowie einer physiologischen CCK-Konzentration (CCK 107
M). AuBBerdem diente eine Kammer ohne Stimulation als Negativkontrolle. Stimuliert wurden
jeweils immer 2 Kammern. Nach der Stimulation wurden die Zellen in den Wells mit 1xPBS
bei Raumtemperatur kurz gewaschen. Dann erfolgte die Fixierung mit 4%igem Formalin bei

Raumtemperatur fiir 10-15 Minuten. Nach der Fixierung wurden die Zellen 3 Mal je 30
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Minuten lang mit 1x PBS gewaschen. AnschlieBend wurden die unspezifischen
Bindungsstellen der Fc-Rezeptoren mit 2 Tropfen unverdiinnter Aurion Blocking Solution
blockiert. Dann wurde die Blocking Solution ausgeschlagen und sofort 150l des jeweiligen
primiren Antikorpers hinzugegeben. Dabei wurde die untere Reihe von Kammern mit der
doppelten Stimulation ausgelassen, sie diente als Sekundire-Antikdrper-Kontrolle fiir jede
Stimulation. Der erste Antikorper wurde {iber Nacht bei 4°C im Kiihlschrank und am nichsten
Tag noch zwei Stunden bei Raumtemperatur auf den Zellen belassen. Dann wurden die Zellen
3 Mal mit 1xPBS je 5 Minuten gewaschen. Nach dem Waschen in PBS erfolgte die Detektion
der gebundenen priméren Antikorper. Hierzu wurden 150ul des sekundédren Antikorpers in
alle Kammern pipettiert und eine Stunde auf den Zellen belassen. Dabei wurden die Zellen
wegen des in der sekundiren AntikOrperlosung enthaltenen Fluoreszenzfarbstoffes im
Dunkeln aufbewahrt. Als Nachstes wurde wieder mit PBS 3 Mal je 5 min. gewaschen. Nach
dem Waschen erfolgte eine Gegenfarbung der Kerne mit 200ul DAPI, welches zuvor 1:10000
in 1xPBS verdiinnt wurde. Dazu wurden innerhalb von 10-20 sec. die Tropfen DAPI auf die
Zellen gegeben und sofort mit 1xPBS 3 Mal, je 5-10 min., abgewaschen. Im Anschluf}
wurden die Zellkammern vom Objekttrager entfernt. Um die fertig gefdarbten Zellen lédngere
Zeit aufbewahren zu konnen, erfolgte nun die Einbettung in ,,Vectashield*. Dazu wurden ca.
200ul Vectashield auf den Rand des Objekttragers pipettiert und ein Deckgldschen auf den
Objekttrager gelegt, so dal alle Kammern mit Vectashield bedeckt waren. Eventuelle
Luftblasen wurden mit einer Pipettenspitze ausgestrichen. Die Objekttriger mit den
Deckglidschen wurden in eine Mappe gelegt, so dass die Fluoreszenz mehrere Wochen
erhalten blieb. Die fluoreszierenden Zellen wurden am Fluoreszenzmikroskop betrachtet und

die Ergebnisse wurden protokolliert und fotografiert.

3.6.2 Mikroskopie und Bildbearbeitung

Die markierten Zellen wurden mit einem Zeiss Axioskop Mikroskop, ausgestattet mit den
entsprechenden Filtern, untersucht. DAPI- und Fluochrom-Markierungen wurden mit einer
AxioCam Digitale Mikroskop Kamera und einer AxioVision Multikanal Bildbearbeitung
digitalisiert. Die digitale Bearbeitung der Bilder wurde mit Photolmpact 3.0 durchgefiihrt.

Die histochemischen Markierungen wurden mit einer 12-bit AxioCam Kamera und einer
AxioVision Einkanal Bildbearbeitung aufgenommen. Die gezeigten Bilder sind das Ergebnis

sechs unabhingig voneinander durchgefiihrter Versuche mit vergleichbaren Resultaten.
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4. Ergebnisse

In der vorliegenden Arbeit wurden die Mechanismen, die zur intrazelluliren CCK-induzierten
Radikalentstehung fiihren, untersucht. Die dargestellten Diagramme sind das Ergebnis aus

jeweils vier bis acht unabhingig voneinander durchgefiihrten Messungen.

4.1 Radikalentstehung nach Stimulation mit CCK bzw. Bombesin

Es wurde bereits in vitro gezeigt, dal Pankreasazinuszellen nach CCK-Stimulation Radikale
bilden. Daher wurde zunéchst die CCK- bzw. Bombesin-induzierte Radikalentstehung in
AR42J-Zellen nachgewiesen. Zu diesem Zweck wurden auf 96-Loch-Platten ausgesite
konfluente und 15 h gehungerte AR42J-Zellen zunédchst 30 min. mit dem zell-permeablen
Fluoreszenzfarbstoff 2,7 - Dichlorofluoresceindiacetat (DCF-DA) inkubiert. Das DCF-DA
diffundiert in die Zelle und wird durch intrazellulére Esterasen zu dem fluoreszierenden
Farbstoff DCF gespalten. Dieses kann die Zelle nicht mehr verlassen. H,O; oder freie
Radikale oxidieren DCF zu stark fluoreszierendem Dichlorofluorescein. Die Positivkontrolle
(300uM Wasserstoffperoxid) stellt den 100%-Wert in den Abbildungen dar. Alle anderen
Werte sind auf diesen Wert bezogen. Die Negativkontrolle ohne Stimulation (nur DMEM)
zeigt einen Basalwert der Radikalentstehung von bis zu 20% der Positivkontrolle an. Es zeigt
sich, daf3 es nach Stimulation mit CCK konzentrationsabhidngig zur Radikalentstehung
kommt. Die Radikalenstehung liegt auch nach Stimulation mit einer physiologischen CCK
Konzentration (102 M) bei 50% der Positivkontrolle. Nach Stimulation mit einer
supramaximalen CCK-Konzentration (10°M) wird die Radikalentstehung auf 60-80% der
Positivkontrolle gesteigert. Nach Stimulation der Zellen mit sehr niedrigen Konzentrationen
von CCK (107 M, 10 M) kommt es zu keiner vermehrten Radikalentstehung gegeniiber
der basalen Radikalbildung ohne Stimulation. Das Gleiche gilt fiir eine Stimulation mit
Bombesin: Nach Stimulation mit supramaximaler Bombesin-Konzentration (Bombesin 107
M) liegt die Radikalentstehung bei 60-80% der Positivkontrolle. Auch hier ist eine
Konzentrationsabhingigkeit der Radikalbildung festzustellen. Nach Stimulation mit
Bombesin 10"® M ist gegeniiber dem Basalwert der Radikalbildung ohne Stimulation kein
signifikanter Unterschied mehr festzustellen. Bombesin ist ein Neurotransmitter, der in

Magen, Duodenum und Jejunum vorkommt. Es zeigt Strukturhomologien zu CCK und wirkt
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dhnlich wie CCK iiber einen 7-Transmembrandoménenrezeptor auf die Enzymsekretion von

Pankreasazinuszellen (Loffler 1997).
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Abb.4: Konzentrationsabhingige Radikalentstehung nach CCK-Stimulation. Positivkontrolle H,0, 300
puM, Negativkontrolle ohne Stimulation (nur DMEM). A: Negativkontrolle, B: CCK 10%° M, C: CCK 1078 M,
D: CCK 10" M, E: CCK 10"? M, F: CCK 10° M, G: CCK 10° M.

4.2 Radikalentstehung nach Stimulation mit CCK bzw. Bombesin

unter Ausschaltung des Mitochondriums

Es ist bekannt, da3 in den Mitochondrien der Zelle Radikale entstehen (Masayoshi et al. 1998;
Raha et al. 2001). Wir wollten nun untersuchen, wie grof3 der Anteil der in den Mitochondrien
gebildeten Radikale ist. Fiir diesen Zweck benutzten wir Natriumazid. Natriumazid (NaN3)
hemmt wie alle Azide die Elektronentransportkette in der Atmungskette des Mitochondriums,
indem es den Elektronentransport der Cytochrom-c-Oxidase inhibiert. Bei NaN; handelt es
sich um einen nicht-kompetitiven Atmungsketteninhibitor der Cytochrom-c-Oxidase. In
hohen Konzentrationen (5-10mM) eingesetzt, erwirkt NaNj eine vollstdndige Komplex I'V-
Blockade, die mit einer gedrosselten mitochondrialen Respiration einhergeht. Niedrigere
NaNj-Konzentrationen (<2 mM) vermindern die enzymatischen Geschwindigkeit (Vmax) der
Cytochrom-c-Oxidase. Dies fiihrt zu einer partiellen Enzyminhibition. Natriumazid wird
eingesetzt, um die Entstehung von mitochondrialen Radikalen von denen, die an der

Zellmembran gebildet wurden, unterscheiden zu kdnnen. Dazu inkubierte man die konfluent
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gewachsenen und 15 Stunden gehungerten AR42J-Zellen 30 min. mit DCFDA. Dabei gab
man zu dem DCFDA auf die Hilfte der Platte in jedes Well ImM Natriumazid. Nach dem
Waschen der Zellen mit PBS erfolgte das Stimulieren mit CCK 10°¢ M, CCK 10° M, CCK
10> M mit 1mM Natriumazid auf die Zellen, die bereits mit Natriumazid im
Inkubationsmedium inkubiert wurden. Die andere Hilfte der Zellen wurden mit CCK 10 M,
CCK 10° M, CCK 10"* M ohne Natriumazid stimuliert. Auf die gleiche Weise wurde
Bombesin an Stelle des CCK eingesetzt. Als Positivkontrolle diente 300uM
Wasserstoffperoxyd, als Negativkontrolle DMEM ohne Zusatz. Nach 10 miniitiger
Stimulation bei 37°C wurde die Platte im Fluorometer gemessen. Nach Auswertung der Daten
erkennt man, da3 die AR42J-Zellen, auf die wir ImM Natriumazid gegeben haben, ein
rapides Absinken der Radikalentstehung auf die Halfte des Wertes ohne Natriumazid zeigen.
Dieses ist dadurch zu erkldren, dal3 ein GroBteil der Radikalentstehung im Mitochondrium
stattfindet. Mit 1mM Natriumazid wird die enzymatische Geschwindigkeit (Vmax) der
Cytochrom-C-Oxidase vermindert und so die Radikalbildung durch das Mitochondrium
inhibiert.
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Abb.5:  Gegeniiberstellung der konzentrationsabhingigen Radikal-entstehung nach CCK-Stimulation
mit und ohne 1mM Natriumazid. Positivkontrolle H,O, 300 pM (100%). A: Negativkontrolle ohne

Stimulation (nur DMEM) ohne Natriumazid; B: Negativkontrolle ohne Stimulation (nur DMEM) mit
Natriumazid; C: DMEM + CCK 107> M ohne Natriumazid; D: DMEM + CCK 10°M ohne Natriumazid; E:
DMEM + CCK 10"°M ohne Natriumazid; F: DMEM + CCK 10""*M mit Natriumazid; G: DMEM + CCK 10°M
mit Natriumazid; H: DMEM + CCK 10™"*M mit Natriumazid.
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Abb.6: Gegeniiberstellung der konzentrationsabhingige Radikalentstehung nach Bombesin-Stimulation
mit und ohne 1mM Natriumazid. Positivkontrolle H,O, 300 uM (100%). A: Negativkontrolle ohne
Stimulation (nur DMEM) ohne Natriumazid; B: Negativkontrolle ohne Stimulation (nur DMEM) mit
Natriumazid; C: DMEM + Bombesin 10> M ohne Natriumazid; D: DMEM + Bombesin 10°M ohne
Natriumazid; E: DMEM + Bombesin 10°M ohne Natriumazid; F: DMEM + Bombesin 10"'*M mit Natriumazid,;
G: DMEM + Bombesin 10°M mit Natriumazid; H: DMEM + Bombesin 10"'*M mit Natriumazid.

4.3 Radikalentstehung in mit Dexamethason differenzierten

AR42J-Zellen nach Stimulation mit CCK bzw. Bombesin

Es wurde bereits gezeigt, da3 differenzierte AR42J-Zellen groBere Mengen an Amylase und
anderen exokrinen Enzymen produzieren (Sachs et al. 1992). Wir wollten herausfinden, ob
durch die Differenzierung der Zellen auch eine grofere Menge an Radikalen entsteht. Zu
diesem Zweck differenzierte man die Zellen mit 100nM des Glucocorticoids Dexamethason.
Dazu gab 100nM Dexamethason ins Zellsuspensat bevor man die Zellen auf 96-Loch-Platten
aussite. Dann lie3 man die Zellen 3 Tage im Brutschrank wachsen. AnschlieBend erfolgte
eine 30 miniitige Inkubation mit 50uM DCF-DA. Nach dem Spiilen der Zellen mit PBS
stimulierte man diese 10 Minuten mit CCK 10° M, CCK 10 M, CCK 10> M. Als
Positivkontrolle diente 300uM Wasserstoffperoxyd, als Negativkontrolle DMEM ohne

Zusatz. Nach der Stimulation bei 37°C wurde die Platte im Fluorometer gemessen. Bei
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Betrachtung der Daten stellt sich heraus, dafl nach Differenzierung der Zellen mit 100nM
Dexamethason keine signifikante Verdnderung gegentiber den undifferenzierten Zellen in der

Radikalentstehung vorhanden ist.
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Abb. 7: Gegeniiberstelleung der konzentrationsbahhingigen Radikalentstehung in differenzierten und
undifferenzierten AR42J-Zellen nach CCK-Stimulation. Positivkontrolle H,O, 300 uM (100%),
Negativkontrolle nur DMEM. A: Negativkontrolle (undifferenzierte Zellen), B: CCK 10"°M (undifferenzierte
Zellen), C: CCK 10°M (undifferenzierte Zellen), D: CCK 10°M (undifferenzierte Zellen), E: Negativkontrolle

(differenzierte Zellen), F: CCK 107°M (differenzierte Zellen), G: CCK 10°M (differenzierte Zellen), H: CCK
10° M (differenzierte Zellen).

4.4 Oxidative DNA-Schadigung nach CCK-Stimulation

Frithere Untersuchungen haben gezeigt, daBl Sauerstoffradikale in der Zelle zur DNA-
Schiadigung fiihren, indem sie entweder die Desoxyribose oder die verschiedenen Basen
modifizieren. Oxidative Modifikationen fithren oft zu Strangbriichen, oxidativer Abbau der
verschiedenen Basen zu deren Zerstorung oder Modifikation, so dass Fehlpaarungen die
Folge sind. Besonders hédufige Basenmodifikationen sind Thymindimerisierungen oder die
Entstehung von 8-Hydroxyguanosinresten in der DNA. Diese fithren zur Basenpaarung mit
Adenin und sind damit mutagen (Loffler 1997). Immunhistochemisch lassen sich 8-
Hydroxyguanosinreste mit Hilfe des priméren Antikorpers Goat-Anti-8-Hydroxyguanosin in

einer Verdiinnung von 1:2000 nachweisen. Dieser detektiert DNA-Oxidation in der Zelle
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durch Bindung an die 8-Hydroxyguanosinreste. Der verwendete sekundire Antikorper ist
FITC-Donkey-Anti-Goat in einer Verdiinnung von 1:200. Als Blocking-Solution wahlten wir
Aurion Block Donkey unverdiinnt. Damit lie3 sich darstellen, daf3 es bereits nach 5 Minuten
Stimulation mit supramaximaler CCK-Konzentration (CCK 10° M) zur DNA-Oxidation im
Kern und im Zytoplasma kommt. Nach Stimulation mit 300uM H,0O, kommt es zur DNA-
Oxidation vor allem im Kern. Auch nach physiologischer CCK-Konzentration (CCK 10™'? M)
kommt es zur DNA-Oxidation im Kern und Zytoplasma, allerdings ist diese geringer als die

DNA-Oxidation nach supramaximaler CCK-Stimulation.

Abb.8: DNA-Oxidation in AR42J-Zellen. A: ohne Stimulation, B: nach Stimulation mit 300uM H,0O,, C: nach
physiologischer CCK-Stimulation (CCK10™> M), D: nach supramaximaler CCK-Stimulation (CCK10™®M).
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4.5 Der Radikalfinger N-Acetylcystein senkt die CCK-induzierte
Radikalentstehung um 100%

Der Radikalfanger N-Acetylcystein ist ein Donor des Tripeptides Glutathion. Dieses besteht
aus den Aminosduren Glutamat, Cystein und Glycin und dient in seiner reduzierten Form der
Entgiftung von Peroxiden und der Aufrechterhaltung des reduzierten Zustandes katalytisch
wichtiger Cysteinreste. Die Inkubation von AR42J-Zellen mit 20 mM N-Acetylcystein soll
die nach CCK-Stimulation produzierten freien Radikale moglichst quantitativ abfangen.

Nach Zugabe von N-Acetylcystein in 20 mM Konzentration erreichen wir erwartungsgemal
einen Riickgang der durch CCK-Stimulation hevorgerufenen Radikalenstehung um ca. 100%.

Die entstandenen Radikale werden durch das N-Acetylcystein abgefangen.
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Abb.9: Riickgang der CCK- induzierten Radikalentstethung nach Gabe von N-Acetylcystein.
Positivkontrolle H,0, (300 uM), Negativkontrolle ohne Stimulation (nur DMEM). A: H,0,+Ca*", B: Medium-
Ca2+, C: Medium+Ca*’, D: CCK-Ca”", E: CCK+Ca*", F: N-ACC+CCK-Ca*", G: N-ACC+CCK+Ca*"
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4.6 Signalwege der CCK-induzierten Radikalentstehung in AR42J-
Zellen

Vorausgegangene Untersuchungen weisen darauf hin, dal Pankreas-Azinuszellen bereits in
friihen Stadien der Organverdnderung infolge toxischer und metabolischer Stérungen
betroffen sind (Gronroos et al. 1991; Takacs et al. 1994). Die Ergebnisse dieser Versuche
zeigen intrazelluldre Verdnderungen an der Plasmamembran, die zu Stérungen der Membran-
abhingigen Signaltransduktion (Saluja, Dawra et al. 1992) oder der intrazelluldren Sortierung
fiihren (Lerch, Saluja et al. 1995). Die Signalwege, die zur Bildung von Sauerstoffradikalen in
ARA42]J-Zellen fithren, wurden mittels Kinase-Inhibitoren untersucht, die verschiedene
Signalwege in der Zelle blockieren. Die Radikalentstehung sinkt also nach Inhibition der
Kinasen, die zur Radikalentstehung beitragen. Fiir die nachfolgenden Versuche wurden auf
96-Loch-Platten ausgesite, 25 Stunden gehungerte AR42J-Zellen 30 Minuten mit DCF-DA
inkubiert. Alle hier verwendeten Inhibitoren wurden in den entsprechenden Konzentrationen
45 min. inkubiert. Der Fluoreszenzfarbstoff DCF-DA wurde 30 min. inkubiert. Dann wurde
das Inkubationsmedium abgenommen und die Zellen wurden mit PBS gespiilt. Anschlieend
wurden die Zellen 10 Minuten mit CCK bzw Bombesin 10 M mit und ohne den Inhibitor in
den entsprechenden Konzentrationen stimuliert. Als Positivkontrolle diente 300uM
Wasserstoffperoxyd, als Negativkontrolle DMEM ohne Zusatz. Nach der Stimulation wurde
die Platte im Fluorometer bei 37°C gemessen. Da die Losungsmittel der jeweiligen Stock-
Losung der Inhibitoren, wie PBS und DMSO, Auswirkungen auf die Radikalentstehung
hatten, wurden diese zu allen verwendeten Reagenzien gleichermafen zugefiigt: 0,1% DMSO

bzw. 1% PBS.

4.6.1 JMV-180, ein partieller Agonist an CCK-Rezeptoren

JMV-180 ist ein CCK-Analogon und stimuliert wie CCK die Amylase Sekretion durch den
CCK-A-Rezeptor in Rattenpankreas-Azinuszellen (Stark et al. 1989; Matozaki et al. 1990;
Tsunoda et al. 1996). Vorrausgesetzt, dass beide, CCK und JMV-180 an die gleiche Seite des
CCK-A-Rezeptors binden (Stark et al. 1989), kann vermutet werden, dass IMV-180 als ein
Agonist fiir den hochaffinen Zustand und als ein Antagonist fiir den niedrigaffinen Zustand
des Rezeptors agiert (Tsunoda et al. 1996). In dem dargestellten Diagramm erkennt man, dass
JMV in einer Konzentration von 1 uM und 3 uM die CCK-induzierte Radikalenstehung ohne
Vorinkubation um 100% senkt. Nach alleiniger Stimulation mit JMV-180 kommt es zur 60%
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igen Radikalenstehung. JIMV-180 agiert daher als typischer partieller Agonist an den CCK-
Rezeptoren der AR42J-Zelle.
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Abb.10: Das CCK-Analogon JMV-180 fiihrt zu einer 100%igen Senkung der CCK-induzierten
Radikalentstehung und zu einer 60%igen Radikalbildung nach alleiniger Stimulation mit JMV-180. A:
Medium, B: CCK 10°M, C: IMV-180 1uM, D: JMV-180 3uM, E: IMV-180 1uM+CCK 10°M, F: JMV-180
3uM+CCK 10°M

4.6.2 CCK vermittelte, EGF induzierte Radikalentstehung in AR42J-Zellen

Der EGF-Rezeptor (EGFR) ist ein Tyrosinkinasen-Rezeptor. Wenn EGF an den Rezeptor
bindet, kommt es zur Autophosphorylierung von intrazelluliren Tyrosylresten. Dieser
Vorgang wird durch eine ligandenaktivierte Tyrosinkinase katalysiert. Die Phospholipase C y
(PLCy) bindet an die phosphorylierten Tyrosylreste und wird so aktiviert. Dieses Enzym
spaltet Phosphatidylinositol in IP; und Diacylglycerol (Berridge and Irvine 1989). IP; bewirkt
eine rasche Freisetzung von Kalzium aus im ER lokalisierten Speichern (Streb, Irvine et al.
1983). Diacylglycerol aktiviert Proteinkinase-C. Rezeptortyrosin-Kinasen lassen sich durch
Tyrphostine spezifisch inaktivieren. Tyrphostine sind eine neue Klasse spezifischer

Tyrosinkinase-Inhibitoren, die von der Struktur des Adenosin abgeleitet sind. ATP bindet in
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einer katalytischen Tasche innerhalb der Kinasedoméne der Tyrosinkinasen, Tyrphostine sind
spezifisch den Bindungstaschen der einzelnen Rezeptoren angepalit. Fiir EGFR existiert das
hochspezifische Tyrphostin AG 1478. Wir haben festgestellt, daB der spezifische EGF-
Rezeptor-Tyrosinkinasen-Inhibitor (RTK-Inhibitor) AG1478 zZu einer
konzentrationsabhdngigen Senkung der Radikalenstehung nach supramaximaler-CCK-
Konzentration fiihrt. Dieses spricht fiir eine Transaktivierung des EGF-Rezeptors durch CCK.
Daher haben wir untersucht, ob es auch nach EGF-Stimulation in einer Konzentration von
2ng/ml zur Radikalfreisetzung kommt. Dabei stellten wir fest, daB3 die Radikalentstehung nach
EGF-Stimulation genauso hoch ist wie nach CCK-Stimulation. Nach Gabe des RTK-
Inhibitors AG1478 kommt es nach EGF-Stimulation zu einer Senkung der Radikalentstehung
um 100%. Wenn wir mit CCK und EGF gleichzeitig stimulieren, potenziert sich ihre Wirkung
auf die Radikalentstehung nicht. Nach Hemmung der EGF-Rezeptor-Tyrosinkinase nach
gleichzeitiger CCK- und EGF-Stimulation kommt es zu einer Senkung der Radikalbildung um
20%. Dieses entspricht der Senkung der Radikalbildung nach EGF-Rezeptor-Tyrosinkinase-
Inhibition nach CCK-Stimulation ohne gleichzeitige EGF-Stimulation. Wir halten fest: Nach
EGF-Stimulation kommt es zur Radikalbildung, welche durch den RTK-Inhibitor AG1478
praktisch ausgeschaltet wird. EGF und CCK potenzieren sich nicht in ihrer Wirkung auf die
Radikalentstehung, nach Hemmung durch AGI1478 kommt es zum Riickgang der
Radikalentstehung wie bei AG1478 mit CCK.
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Abb.11: Radikalentstehung nach Stimulation mit EGF 2ng/ml. A: Negativkontrolle, B: Negativkontrolle +
AG1478 (10pM ), C: CCK 10°M, D: CCK 10°M + AG1478 (10uM) E: EGF 2ng/ml, F: EGF 2ng/ml +
AG1478 (10pM), G: EGF 2ng/ml + CCK 10°M, H: EGF 2ng/ml + CCK 10°M + AG148 (10uM).
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4.6.3 Die Funktion von G-Proteinen bei der CCK-induzierten Radikalenstehung in

AR42J-Zellen

G-Proteine sind hiufig an der hormonellen Signaltransduktion beteiligt. Sie dienen als
molekulare Schalter und kommen in zwei unterschiedlichen Zustinden vor, die sich nur durch
das jeweils gebundene Guaninnucleotid unterscheiden. In aktiver Form sind sie mit GTP
beladen und imstande, eine Reihe unterschiedlicher Proteine zu aktivieren. Es gibt 50
unterschiedliche Isoformen von G-Proteinen, die sich in 3 Untergruppen einteilen lassen, von
denen die heterotrimeren, groen G-Proteine fiir die hormonelle Signaltransduktion von
besonderer Bedeutung sind. (Kaziro 1991; Lincoln 1993; Loffler 1997). Der CCK-Rezeptor
ist ein G-Protein-gekoppelter 7-Transmembrandoménen-Rezeptor. Dieser aktiviert die

heterotrimeren G-Proteine. Die CCK-B-Rezeptor-vermittelte PLC B-Aktivierung wird dabei

nicht durch Pertussis-Toxin inhibiert, was eine Aktivierung tliber ein G4-gekoppeltes G-
Protein nahelegt (Matzotaki et al. 1988). Pertussis Toxin ist ein Inhibitor des Gj-Proteins, Es

katalysiert die ADP-Ribolysierung von G; und 16st G; von den Rezeptoren. Es wurden 200
ng/ml Pertussis Toxin eingesetzt. Dann wurde eine Zeitreihe erstellt. Nach einer
Inkubationszeit von 2 Stunden kann man eine erhebliche Zunahme der Radikalbildung
feststellen (hier nicht gezeigt). Daher wurden Inkubationszeiten bis 1 %2 Stunden angewandt,

wobei sich zeigt, dass Pertussis Toxin nicht zu einer Senkung der CCK-induzierten

Radikalbildung fiihrt.
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Abb.12: Keine Wirkung von Pertussis Toxin 200ng/ml nach einer Inkubationszeit von 30 min., 1h, 1 %2 h.

A: Negativkontrolle B: Negativkontrolle + PTx (200ng/ml, 30 min. Vorinkubation), C: Negativkontrolle + PTx
(200ng/ml, 1h Vorinkubation), D: Negativkontrolle + PTx (200ng/ml, 1 % h Vorinkubation), E: CCK 10°M, F:
CCK 10°M + PTx ( 200ng/ml, 30 min. Vorinkubation), G: CCK 10°M + PTx (200ng/ml, 1 h Vorinkubation),

H: CCK 10°M + PTx (200ng/ml, 1 % h Vorinkubation)
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4.6.4 Die Funktion der Phospholipase C in der CCK-induzierten Radikalenstehung in
AR42J-Zellen

Fiir die Bildung von InsP3 (Inositol-(1,4,5)-triphosphat) aus PIP2 wird eine spezifische
Phospholipase, die Phospholipase C B, benétigt. Ein weiteres Reaktionsprodukt auller InsP3
ist Diacylglycerin (DAG), welches in der Membran zuriickbleibt. InsP3 erhoht die
cytoplasmatische Kalziumkonzentration durch Freisetzung von Kalzium aus dem
endoplasmatischen Retikulum (Loffler 1997). Dieses fiihrt im Pankreas zu einer Stimulierung
sekretorischer Prozesse. Ein spezifischer Inhibitor der PLC [ ist U73122 in einer
Konzentration von 10uM. Nach Gabe dieses Inhibitors kommt es zur 100%igen Senkung der
CCK-induzierten Radikalentstehung in AR42J-Zellen. Die PLC f ist also in den zur CCK-

induzierten Radikalentstehung fithrenden Signaltransduktionsweg eingebunden.
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Abb.13: 100%ige Senkung der CCK-induzierten Radikalentstehung nach Gabe des PLC f -Inhibitors
U73122 (5uM). A: Negativkontrolle, B: Negativkontrolle + U73122 (5uM), C: CCK 10 M, D: CCK 102 M +
U73122 (5uM), E: CCK 10° M, F: CCK 10° M + U73122 (5uM) G: CCK 10° M, H: CCK 10° M + U73122
(5uM)
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4.6.5 Die Funktion von Tyrosinkinasen bei der CCK-induzierten Radikalent-

stehung in AR42J-Zellen

Src-Proteinkinasen gehdren zur Familie der Tyrosinkinasen. Die Funktion von Src-Kinasen in
der Radikalentstehung wurde mittels der Src-Kinase-Inhibitoren PP-2, Genistein und
Herbimycin untersucht. PP-2 wird zur Hemmung von SRC-Kinasen in einer Konzentration
von 5-20uM verwendet. Man sieht eine signifikante, konzentrationsabhingige Senkung der
Radikalentstehung nach Gabe von PP-2 zusammen mit CCK 10° M gegeniiber einer
Stimulation mit CCK 10°® M alleine. Auch nach Gabe von Genistein (10pM) erkennt man
eine signifikante Senkung der Radikalentstehung zusammen mit CCK 10° M gegeniiber
einer Stimulation mit CCK 10 M alleine, dieses Mal auf die ein Viertel des Vergleichwertes.
Nach Gabe von Herbimycin in einer Konzentration von 2 pM sieht man einen Riickgang der
CCK-induzierten Radikalentsteung um 100%. Dieses spricht dafiir, dal bestimmten SRC-

Kinasen eine Rolle in der Radikalentstehung zukommt.
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Abb.14: Konzentrationsabhingige Senkung der Radikalentstechung nach supramaximaler CCK-

RFU in [%] von H202

Stimulation durch den Src-Kinase-Inhibitor PP-2. Positivkontrolle H,0O, 300 uM, Negativkontrolle ohne
Stimulation (nur DMEM). A: Negativkontrolle, B: Negativkontrolle + PP-2 (100pM), C: Negativkontrolle + PP-
2 (20uM), D: Negativkontrolle + PP-2 (1uM), E: CCK 10°M, F: CCK 10"°M + PP-2 (100uM), G: CCK 10"°M +
PP-2 ( 20uM), H: CCK 10°M + PP-2 (5uM), I: CCK 10°M + PP-2 (1uM), J: CCK 10°M + PP-2 (100nM)
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Abb.15: 100%ige Senkung der Radikalentstehung nach supramaximaler CCK-Stimulation durch den

Kinase-Inhibitor Herbimycin. Positivkontrolle

H,O0, 300 pM, Negativkontrolle ohne Stimulation (nur

DMEM). A: Negativkontrolle, B: Negativkontrolle + Herbimycin (1pM), C: CCK 10° M, D: CCK 10° M +
Herbimycin (1uM), E: CCK 10° M, F: CCK 10® M + Herbimycin (1uM), G: CCK 10> M, H: CCK 10" M +

Herbimycin (1uM)
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Abb.16: 50% ige Senkung der Radikalentstehung nach supramaximaler CCK-Stimulation durch den Src-

Kinase-Inhibitor Genistein. Positivkontrolle H,O, 300 uM, Negativkontrolle ohne Stimulation (nur DMEM).
A: Negativkontrolle, B: Negativkontrolle + Genistein (100 uM), C: CCK 10° M, D: CCK 10° M+ Genistein

(100 uM)
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4.6.6 Eine Kombination der Src-Kinasen-Inhibitoren PP-2 und Genistein mit
Natriumazid fiihrt nicht zu einer Senkung der CCK-induzierten Radikalentste

hung um 100%

Da Genistein, wie bereits dargestellt, zu einer Senkung der CCK-induzierten
Radikalentstehung um 75% fiihrt und PP-2 die CCK-induzierte Radikalentstehung
konzentrationsabhingig um 20-40% senkt, zeigen die nichsten Ergebnisse die Senkung der
CCK-induzierten Radikalbildung nach Kombination von jeweils PP-2 (10uM) oder Genistein
(10uM) mit Natriumazid (ImM), welches alleine die CCK-induzierte Radikalentstehung um
50% senkt. Wir konnen feststellen, daf die Radikalentstehung durch diese Kombination nicht

weiter sinkt, als mit Natriumazid alleine.
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Abb.17: Kombination von Kinase-Inhibitoren (Genistein und PP-2) mit Natriumazid.

A: Negativkontrolle, B: Negativkontrolle + Natriumazid 1mM, C: CCK 10°M, D: CCK 10°M + Natriumazid
ImM, E: PP-2 (10uM), F: PP-2 (10pM) + Natriumazid (ImM), G: CCK 10°M + Natriumazid (ImM) + PP-2
(10uM), H: Genistein (10pM), I: Genistein (10uM) + Natriumazid (1mM), J: CCK 10"°M + Natriumazid (1mM)
+ Genistein (10uM)
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4.6.7 Die Funktion von PI-3-Kinasen bei der Radikalentstehung in AR42J-
Zellen

Phosphatidylinositol-3-Kinasen (PI-3-Kinasen) sind Lipid-Kinasen, die Phosphatidyl-
inositole (PtdIns) an der D-3 Position des Inositol-Ringes phosphorylieren. Sie werden
aktiviert, indem sie an SH2-Doménen (Src-homologe Doméne) von Proteinen binden.
Spezifische Inhibitoren sind LY 294002 und Wortmannin. LY294002 hat eine dhnliche
Struktur wie ATP und ist daher ein stabiler, spezifischer und kompetitiver Inhibitor der PI-3-
Kinase. Wortmannin ist weniger spezifisch und unstabil in wéssrigen Losungen. Es reagiert
kovalent mit einem Lysinrest in der ATP-Bindungstasche der PI-3-Kinase. LY294002 wurde
in einer Konzentration von 50uM und Wortmannin in einer Konzentration von 100 pM
eingesetzt. Nach Gabe von LY 294002 sieht man ein Absinken der Radikalentstehung um ca.
20%, wahrend nach Gabe von Wortmannin in den fiir PI-3-Kinasen spezifischen
Konzentrationen kein signifikantes Absinken der Radikalenstehung zu sehen ist. Dieses

spricht dafiir, dass PI-3-Kinasen an der Radikalentstehung nur geringfiigig beteiligt sind.
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Abb.18: Konzentrationsabhiingige Senkung der Radikalentstehung nach supramaximaler CCK-
Stimulation durch den PI-3-Kinase-Inhibitor L.Y294002. Positivkontrolle H,O, 300 uM, Negativkontrolle
ohne Stimulation (nur DMEM). A: Negativkontrolle, B: Negativkontrolle + LY294002 (20 nM), C:
Negativkontrolle + LY 294002 (10 uM), D: CCK 10°M, E: CCK 10°M + LY294002 (50uM), F: CCK 10°M
+1Y294002 (10 uM), G: CCK 10°M + LY294002 (1 uM), H: CCK 10°M + LY294002 (100 nM), I: CCK 10
M + LY294002 (20 nM)
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Abb.19: Konzentrationsabhingige Senkung der Radikalentstehung nach supramaximaler CCK-
Stimulation durch den PI-3-Kinase-Inhibitor Wortmannin. Positivkontrolle H,O, 300 uM, Negativkontrolle
ohne Stimulation (nur DMEM). A: Negativkontrolle, B: Negativkontrolle + Wortmannin (100 pM), C:
Negativkontrolle + Wortmannin (1 uM), D: Wortmannin (20 nM) E: CCK 10° M, F: CCK 10° M +

Wortmannin (100 uM), G: CCK 10° M + Wortmannin (10 uM), H: CCK 10° M + Wortmannin (100 nM), I:
CCK 10°M + Wortmannin (20 nM)

4.6.8 Die Funktion von MAPK-Kinasen bei der Radikalentstehung in AR42J-
Zellen

Mitogen-aktivierte Proteinkinasen (MAP-Kinasen) sind fiir die Induktion der fiir die mitogene
Antwort verantwortlichen Gene von besonderer Bedeutung. Sie werden durch eine
Phosphorylierungskskade aktiviert, wobei das primédre Ereignis die Aktivierung der Raf-
Kinase durch ein als Ras bezeichnetes G-Protein ist. Ras ist seinerseits {iber die
Adapterproteine SOS und Grb 2 mit den Rezeptortyrosinkinasen verkniipft. MAPK wandern
in den Kern und aktivieren dort durch Phosphorylierung Transcriptionsfaktoren. MAPK wird
manchmal ERK (extrazelluldr regulierte Kinase) genannt (Loffler 1997); Avruch et al. 1994).
Ein spezifischer MAPK-(Erk-2)-Inhibitor ist PD 98,059. PD 98,059 hemmt in einer
Konzentration von 10 uM spezifisch die MAP-Kinase-Kinase. Dabei erkennt man, daf3 sich

nach Inhibition der MAP-Kinase nichts gegeniiber der Kontrolle mit CCK 10° M ohne
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Inhibitor an der Radikalentstehung veréndert. Dieses zeigt, das MAP-Kinasen keine
Auswirkungen auf die Radikalentstehung in AR42J-Zellen nach supramaximaler CCK-
Stimulation haben, also die Wege die zur Radikalbildung fiihren bereits vor der Aktivierung

von MAP-Kinasen abgehen.
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Abb.20: Keine Verinderung der Radikalentstehung nach supramaximaler CCK-Stimulation durch
MAPK-Kinase-Inhibitor PD 98,059. Positivkontrolle H,0O, 300 uM, Negativkontrolle ohne Stimulation (nur
DMEM). A: Negativkontrolle, B: Negativkontrolle + PD 98,059 (100uM), C: CCK 10°M, D: CCK 10°M + PD
98,059 (100uM)
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4.6.9 Die Funktion von Proteinkinase A in der CCK-induzierten

Radikalenstehung in AR42J-Zellen

Die Proteinkinase A (PKA) wird durch cAMP aktiviert und phosphoryliert darauthin
spezifische Serylreste einer Reihe von Proteinen. Beispiele sind Phosphorylase,
Glykogensynthase, hormonsensitive Lipase, Myosinkinase und Cholesterinester-Hydrolase
(Loffler 1997). Eine Stimulation der PKA kann die PLCP aktivieren, so dass diese ein
Kalzium-Signal generiert. (Piiper et al. 2000). Diese Antwort kdnnte durch sequentielle
Aktivierung von G und Gj, mit Hilfe der PKA, vermittelt werden (Luo et al. 1999). Ein
spezifischer Inhibitor der PKA ist der PKA-Inhibitor 14-22 Amid. Dieser hemmt die
Proteinkinase A spezifisch in einer Konzentration von 10 uM. Nach Gabe dieses Inhibitors
stellt man fest, dass die CCK-induzierte Radikalentstehung um 100% sinkt. Das bedeutet,
dass die PKA ein Baustein der zur Radikalbildung fiihrenden Signaltransduktion ist.
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Abb.21: 100%ige Senkung der CCK-induzierten Radikalentstehung nach Gabe von 10pM PKA-Inhibitor
14-22 Amid. A: Negativkontrolle, B: CCK 10™"* M, C: CCK 10> M + PKA-Inhibitor, D: CCK 10 M, E: CCK
10” M + PKA-Inhibitor, F: CCK 10° M, G: CCK 10° M + PKA-Inhibitor
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4.6.10 Die Funktion der Proteinkinase C in der CCK-induzierten Radikalentstehung in
AR42J-Zellen

Die Proteinkinase C (PKC)-Familie besteht aus mindestens 12 Mitgliedern, die alle durch
Proteolyse und Membranlipide aktiviert werden und denen eine Kalziumabhangigkeit
gemeinsam ist. Die Aktivierung von PKC erfolgt in Anwesenheit von Kalzium durch Bindung
an Diacylglycerin, welches an der Innenseite der Plasmamembran gebunden ist. Die Substrate
der PKC werden an Seryl- bzw. Threonylresten phosphoryliert und d&ndern damit ihre
biologische Aktivitdt. Substrate sind das alaninreiche PKC-Substrat mit unbekannter
Funktion, der EGF-Rezeptor der dadurch seine Affinitét fiir EGF vermindert
(Transmodulation) und das I-kappaB-Protein, das eine Rolle bei der Transkription spielt (Azzi
et al. 1992 ; Asaoka et al. 1992). Ein spezifischer Inhibitor ist der PKC-Inhibitor (20-28).
Dieser ist in einer Konzentration von 40uM spezifisch fiir die Proteinkinase C. Man kann
erkennen, dass es nach Inhibition der PKC nicht zu einer Senkung der Radikalbildung kommt.
Die Proteinkinase C ist daher nicht in die radikalbildende Signaltransduktion nach CCK-
Stimulation in AR42J-Zellen involviert.
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Abb.22: Keine Senkung der Radikalenstehung nach Gabe des PKC-Inhibitors (20-28) (40uM). A:
Negativkontrolle, B: Negativkontrolle + PKC-Inhibitor (40 uM), C: CCK 10°M , D: CCK 10°M + PKC-
Inhibitor (40 uM)
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Abb. 23: Signalwege in der Pankreasazinuszelle, die zur CCK-induzierten
Sauerstoffradikalbildung (ROS) fiihren, sowie Interaktionen von Sauerstoffradikalen mit
Stickoxidradikalen (NO).

Unter Inhibition der Phospholipase C (PLC) sowie der Proteinkinase A (PKA) kommt es zur
Senkung der Entstehung freier Sauerstoffradikale um 100%. Weiterhin scheinen SRC-
Kinasen , PI3-Kinasen und Calcium-Ionen eine erhebliche Rolle bei der Entstehung von
Sauerstoffradikalen zu spielen.
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4.7 Kalzium fithrt zur Freisetzung reaktiver Sauerstoff Spezies

Es gibt viele Untersuchungen iiber die Zusammenhdnge zwischen Kalzium und freien
Sauerstoffradikalen (Mirabelli et al. 1989; Nicotera et al. 1988). Bisher bleibt unklar, ob
Kalzium zur Radikalfreisetzung fiihrt, oder ob es die Radikale sind, die den initiierenden
Schritt machen und zum Kalziumeinstrom in die Zelle fiihren. Zur Untersuchung der
Zusammenhénge zwischen Ca®" und Sauerstoffradikalen haben wir als erstes die Bildung von
Radikalen nach Ca®’-Einstrom genauer betrachtet. Die Radikalentstehung wurde quantitativ
mittels einer DCF-Messung im Fluorometer SPECTRAmax Gemini festgehalten. Dazu
wurden auf 96-Loch-Platten ausgesite konfluente und 15 Stunden gehungerte AR42J-Zellen
zundchst 30 min. mit dem zell-permeablen DCF-DA inkubiert. Auf 8 der Wells wurde noch
20 mM N-Acetylcystein gegeben. Nach diesen 30 min. wurde das Inkubationsmedium
abgenommen und die Zellen wurden mit PBS gespiilt. Alle Reagenzien wurden doppelt
hergestellt: einmal in Ca®'-reichen und einmal in Ca*"-freien Medium. Dann wurden die
Zellen mit jeweils 100ul CCK, CCK 10°M mit dem Radikalfinger Glutathion 20mM und
H,0, 300 uM beladen. Als Positivkontrolle dienten der mobile Ionen-Carrier Ca-lonophore in
10uM Konzentration und der Inhibitor der endo-und sarkoplasmatischen Ca**-ATPase
Thapsigargin, ebenfalls in 10uM Konzentration. Beide fiihren zu einem Einstrom von
Kalzium in das Cytoplasma der Zelle. Die Negativkontrolle war nur DMEM. Nach ca. 10
Minuten Stimulation bei 37°C im Inkubator wurde das entstandene fluoreszierende
Dichlorofluorescein im Fluorometer bei einer Anregungswellenldnge von 485 nm und einer
Emissionswellenldnge von 530 nm gemessen. Nach Auswertung der Daten ist erkennbar, dafl
es nach Stimulation mit Ca-lonophore zu einer verstarkten Radikalentstehung kommt, die sich
durch zusitzliche supramaximale Stimulation mit CCK nicht mehr steigern ldsst. Dasselbe
gilt in schwicherer Ausprigung fiir Thapsigargin, welches die Ca*’-Pumpen im endo- und
sarkoplasmatischen Retikulum hemmt. Da diese dazu dienten die Ca’’-Konzentration im
Cytosol niedrig zu halten kommt es auch hier zu einer Erhéhung des Ca’’-Gehaltes im
Cytosol. Dieses fithrt wieder zur verstirkten Radikalentstehung gegeniiber dem Basalwert
ohne Stimulation, welche sich durch zusitzliche CCK-Stimulation nicht steigern la6t.
Umgekehrt wird die intrazelluldre Radikalentstehung nach Zugabe von 10 uM Bapta, AM,
welches als intrazelluldrer Kalziumchelator fungiert, reduziert. Aus diesen Ergebnissen lésst

sich folgern, daB es nach Ca®-Einstrom in die Zelle zur Radikalentstehung kommt. Die



sich, wie bereits gezeigt, durch den Radikalfanger N-Acetylcystein

gebildeten Radikale lassen

(N-ACC) abfangen.
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Abb.25: Reduktion der Radikalentstehung nach Zugabe des intrazelluliren Ca**-Chelators Bapta, AM (100uM).
A: Negativkontrolle ohne Ca **, B: CCK 10°® M ohne Kalzium, C: CCK 10® M + Bapta, AM (100uM) ohne

Kalzium, D: Negativkontrolle mit Ca **, E: CCK 10® M mit Ca >, F: CCK 10°® M + Bapta, AM (100pM) mit Ca
2+
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Abb.26: Radikalentstehung nach Ca**-Einstrom ins Zytosol durch Ca-Ionophore (10pM). Positivkontrolle
H,0, 300 uM, Negativkontrolle ohne Stimulation (nur DMEM). Alles in Ca”"-reichem. A: Negativkontrolle, B:
Ca-Tonophore(10uM) C: CCK 10° M, D: CCK 10 M + Ca-Ionophore (10uM)
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4.8 Sauerstoffradikale fiihren nicht zum Ca**-Einstrom in die Zelle

Als Nichstes wurde untersucht, ob Sauerstoffradikale zum Ca**-Einstrom-fiihren.ieses
geschah mit Hilfe des zell-permeablen Fluoreszenzfarbstoffes FURA-2,AM in 10uM
Konzentration. FURA-2,AM wird durch intrazelluldre Esterasen zu FURA-2 gespalten,
welches die Zelle nicht mehr verlassen kann. FURA-2 bindet Kalzium und fluoresziert. Die
quantitative Erfassung der Kalziummenge erfolgte am Fluorometer SPECTR Amax GEMINI.
Dazu wurden auf 96-Loch-Platten ausgesite konfluente und 15 Stunden gehungerte AR42J-
Zellen zunéchst 30 min. mit dem zell-permeablen FURA-2,AM inkubiert. Auf 8 der Wells
wurden zusitzlich 20 mM N-Acetylcystein (N-ACC) gegeben. Nach diesen 30 min. wurde
das Inkubationsmedium abgenommen und die Zellen wurden mit PBS gespiilt. Alle
Reagenzien wurden doppelt hergestellt: einmal in Ca®"-reichen und einmal in Ca**-freien
Medium. Dann wurden die Zellen mit jeweils 100u] CCK, CCK 10°M mit dem
Radikalfanger N-ACC (20mM) beladen. Als Positivkontrolle dienten der mobile lonen-
Carrier Ca-lonophore in 10uM Konzentration und der Inhibitor der endo-und
sarkoplasmatischen Ca®"-ATPase Thapsigargin, ebenfalls in 10uM Konzentration. Beide
fithren zu einem Einstrom von Kalzium in das Cytoplasma der Zelle. Die Negativkontrolle
war nur DMEM. Nach ca. 10 Minuten Stimulation bei 37°C im Inkubator wurde das
entstandene fluoreszierende Dichlorofluorescein im Fluorometer bei einer
Anregungswellenldnge von 485 nm und einer Emissionswellenldnge von 530 nm gemessen.
Dabei wird demonstriert, da3 es nach Stimulation der Zellen durch eine supramaximale
CCK-Konzentration zur Erhhung der intrazelluliren Ca**-Konzentration im Vergleich zur
Ca’"-Konzentration ohne Stimulation kommt. Nach Abfangen der Radikale durch 20mM N-
Acetylcystein unter gleichzeitiger supramaximaler CCK-Stimulation kommt es nicht zu einer
Senkung der Ca*"-Menge. Daraus schlieBen wir, daB unter anderem ein Kalzium-Einstrom zur
Radikalbildung fiihrt, dafl aber Sauerstoffradikale nicht zum Einstrom von Kalzium in die

Zelle fiihren, da nach Wegfangen der Radikale die Kalziummenge unverandert bleibt.



-61 -

100

(@)
o

(o))
o

N
o

N
)

|

Ca-lonophore 10pM+Ca

RFU in [%] von

A B C D E

Abb.27: Kalziumeinstrom nach supramaximaler CCK-Stimulation mit und ohne Vorinkubation
von 20 mM N-Acetylcystein (N-ACC). Fura-2,AM-Messung. Negativkontrolle: DMEM,
Positivkontrolle: Ca-Ionophore (100uM). A: Negativkontrolle, B: CCK 10°M, C: CCK 10°M + Ca **,
D: CCK 10°M +N-ACC (20mM), E: CCK 10°M + N-ACC

4.9 Der Ca2+-Chelator Bapta, AM fiithrt unter Ausschaltung der
mitochondrialen Radikalproduktion zu einer Senkung der CCK-

induzierten Radikalentstehung um 100%

Unter Wegfangen der intrazelluliren Ca**-Ionen sinkt die CCK-induzierte Radikalentstehung,
wie bereits gezeigt, um 50%. Sie sinkt ebenfalls um 50%, wenn das Mitochondrium- mit Hilfe
des Hemmstoffes Natriumazid- keine Radikale mehr bildet. Unsere Ergebnisse zeigen, dal3
eine Kombination des Wegfangens des intrazelluldren Ca2+ mit dem Kalziumchelator Bapta,
AM (100puM) in kalziumfreien Medium unter Umgehung der mitochondrialen Atmungskette
durch Natriumazid (ImM) zu einem Absinken der CCK-induzierten Radikalentstehung um

100% fiihrt.
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Abb.28: Der Kalziumchelator Bapta,AM fiihrt in Kombination mit dem mitochondrialen Hemmstoff
Natriumazid zu einer Senkung der CCK-induzierten Radikalproduktion um 100%.

Negativkontrolle: DMEM, Positivkontrolle: H202 (300 uM). A: Negativkontrolle, B: Negativkontrolle +
Natriumazid (ImM), C: Negativkontrolle + Bapta,AM (1 00uM), D: Negativkontrolle + Bapta,AM +
Natriumazid, E: CCK 10° M, F: CCK 10° M + Natriumazid (ImM), G: CCK 10° M + Bapta,AM (100 uM), H:
CCK 10 M + Bapta, AM+Natriumazid (1mM).

4.10 Interaktionen zwischen Stickoxid-Radikalen und

Sauerstoffradikalen
Nitrit-Oxid (NO) entsteht durch die NO-Synthase (NOS) aus L-Arginine (Hootmann SR
1987). NO wird im Pankreas von NOS 1 und NOS 3 in geringen Mengen produziert und
spielt eine Rolle bei der Sekretion und der Blut-Zirkulation im Pankreas. In der akuten
Pankreatitis kommt es zur Induktion von NOS 2 und zur drastischen Steigerung der NO-
Freisetzung. Seine physiologischen Aktionen sind vor allem durch cyclisches Guanosin-
Monophosphat (cGMP) vermittelt (Moncada et al. 1993). Im Pankreas steigen intrazellulédre
cGMP-Konzentrationen als Antwort auf verschiedene Substanzen, wie Cholezystokinin
(Hootmann SR 1987), daher spielt NO eine aktive Rolle in der pankreatischen Sekretion.
(Konturek et al. 1994; Konturek et al. 1993).
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4.10.1 Immunhiostochemische Darstellung von NOS I und NOS III in der
AR42J-Zelle

Zunichst sollte das Vorhandensein und die Lokalisation von NOS in AR42J-Zellen
nachgewiesen werden. Nitrit-Oxid (NO) entsteht durch die NO-Synthase (NOS) aus L-
Arginine (Hootmann SR 1987). NO wird im Pankreas von NOS 1 und NOS 3 in geringen
Mengen produziert und spielt eine Rolle bei der Sekretion und der Blut-Zirkulation im
Pankreas. In der akuten Pankreatitis kommt es zur Induktion von NOS 2 und zur drastischen

Steigerung der NO-Freisetzung. Mit Hilfe der Immunhistochemie konnten wir NOS T und

NOS I in der AR42J-Zelle im Zytoplasma nachweisen. Als primdrer Antikorper diente uns
dafiir Anti-NOS I und Anti-NOS III. Als sekundéren Antikorper gebrauchten wir Anti-mouse-
cy3 1:200, als Blocking Solution Aurion Block BSA in 1:10 Verdiinnung.

Abb.29: Verteilung von NOS I und NOS IIT im Zytoplasma der unstimulierten AR42J-Zellen.
Primérer Antikorper: Anti-NOS I und Anti-NOS II1. Sekundérer Antikorper: Anti-mouse-cy3 1:200.
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4.10.2 Nach Stimulation der AR42J-Zellen mit CCK und

Wasserstoffperoxid entstehen keine Stickoxidradikale

Im folgenden Versuch sollte nachgewiesen werden, dal die bisherigen Messungen auch
tatsdachlich Sauerstoffradikale nach CCK-Stimulation erfasst haben, da der bisher fiir die
Sauerstoffradikalmessungen benutzte Fluoreszenzfarbstoff DCFDA nicht spezifisch fiir
Sauerstoffradikale ist. Deswegen haben wir den fiir NO-Radikale spezifischen
Fluoreszenzfarbstoff DAF-FM, DA genutzt. Dieser wird in der Zelle durch Esterasen zu
DAF-FM gespalten, welches die Zelle nicht mehr verlassen kann. Es reagiert mit NO in
Anwesenheit von Sauerstoffradikalen zu einem Triazolo-Fluorescein-Analogon (DAF-FM T).
Hierzu wurden auf 96-Loch-Platten ausgesite konfluente und 15 Stunden gehungerte AR42J-
Zellen zunichst 30 min. mit dem zell-permeablen DAF-FM, DA inkubiert. AnschlieBend
wurde das Inkubationsmedium abgenommen und die Zellen wurden mit PBS gespiilt. Dann
wurden die Zellen mit jeweils 100ul CCK 10° M, H,0, 300 pM und SNAP 10uM
zusammen mit CCK 10° M beladen. Als Positivkontrolle diente SNAP in  10uM
Konzentration. Die Versuche zeigen, da3 das, was wir bisher mit DCFDA gemessen haben
auch tatsichlich Sauerstoffradikale sind und nicht NO-Radikale. Man sieht, dal es nach
Stimulation mit supramaximaler CCK-Konzentration genauso wie nach Stimulation mit 300
uM H,0; nicht zur NO-Radikalfreisetzung kommt. Lediglich nach Stimulation mit dem NO-
Donor SNAP kommt es zur NO-Radikalfreisetzung. Bei kombinierter Stimulation von SNAP
mit supramaximaler CCK-Konzentration kommt es sogar zu einem leichten Riickgang der
NO-Radikalbildung, was dafiir sprechen wiirde, dal NO- und Sauerstoffradikale sich
gegenseitig abfangen, NO-Radikale also einen protektiven Effekt haben. Aufgrund dieser
Ergebnisse stellt sich die Frage, ob NOS-Inhibitoren die Sauerstoffradikalbildung steigern
bzw. NO-Donatoren die Sauerstoffradikalbildung senken, denn damit konnte man beweisen,

dall NO-Radikale Sauerstoffradikale abfangen und so protektiv wirken.
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Abb.30: NO-Radikalentstehung in AR42J-Zellen nach Stimulation mit
AF, FM-DA-Messung. Negativkontrolle ist DMEM, Positivkontrolleist der NO-
00uM). A: Negativkontrolle, B: H,0, 300 pM, C: CCK 10° M, D: CCK 10° M
1), E: SNAP (100uM)

4.10.3 NOS-Inhibitoren fithren zu einem leichten Anstieg von
Sauerstoffradikalen
In der Cerulein-induzierten Pankreatitis verstirkt eine Inhibition der NO-Synthase, z.B. durch
L-NNA, N%nitro-L-arginine (L-NIL) oder durch N-nitro-L-arginine (L-NAME), die durch
Cerulein hervorgerufenen entziindlichen Verdnderungen des Pankreas (Konturek et al. 1994).
Wir wollten nun mittels einer DCFDA-Messung untersuchen, ob NOS-Inhibitoren wie L-
NAME oder L-NIL dazu in der Lage sind, nach CCK-Stimulation die Radikalbildung noch zu
erhohen. Zu diesem Zweck wurden auf 96-Loch-Platten ausgeséte konfluente und 15 Stunden
gehungerte AR42J-Zellen zunédchst 30 min. mit dem zell-permeablen DCFDA inkubiert.
Anschliefend wurde das Inkubationsmedium abgenommen und die Zellen wurden mit PBS
gespiilt. Dann wurden die Zellen mit jeweils 100ul CCK bzw. Bombesin 10° M, H,O, 300
uM als Positivkontrolle, L-NIL bzw. L-NAME jeweils zusammen mit CCK bzw. Bombesin
10°°M und L-NAME bzw. L-NIL zusammen mit H,0; 300 uM beladen. L-NIL und L-
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NAME wurden in steigenden Konzentrationen eingesetzt, die empfohlene Konzentration zur
NOS-Inhibition sind fiir L-NIL 3,3uM und fiir L-NAME 500nM. Dabei kann man festhalten,
dal} ein signifikanter Anstieg der Radikalmenge nach CCK bzw. Bombesin-Stimulation

besonders nach Gabe des potenteren und wirkungsvolleren Inhibitors L-NIL zu sehen ist.
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Abb.31: CCK-induzierte Radikalentstehung in AR42J-Zellen nach Stimulation zusammen mit dem NOS-
Inhibitor L-NIL. Negativkontrolle ist DMEM, Positivkontrolleist H,O, (300uM). A: Negativkontrolle, B:
H,0, 300 uM) + L-NIL (10uM), C: CCK 10° M, D: CCK 10° M + L-NIL (10uM), E: CCK 10° M + L-NIL
(5uM), F: CCK 10°® M + L-NIL (3,3uM), G: CCK 10° M + L-NIL (1uM).
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4.10.4 Der NOS-Donor SNAP fiihrt in einer Messung mit DCF nicht zu einer

Reduzierung der Sauerstoffradikale

In unterschiedlichen Tiermodellen der Pankreatitis wird NO sowohl eine protektive als auch
eine schiadigende Wirkung zugeschrieben. Wir haben nun iiberlegt, ob es nach Gabe des NO-
Donors SNAP zu einer Senkung der Sauerstoffradikale kommt. Dieses wiirde sich dadurch
erkldren, dal NO-Radikale Sauerstoffradikale abfangen. Dafiir wurden auf 96-Loch-Platten
ausgesite konfluente und 15 Stunden gehungerte AR42J-Zellen zunichst 30 min. mit dem
zell-permeablen DCFDA inkubiert. AnschlieBend wurde das Inkubationsmedium
abgenommen und die Zellen wurden mit PBS gespiilt. Dann wurden die Zellen mit jeweils
100ul CCK bzw. Bombesin 10°¢ M, H,0, 300 uM als Positivkontrolle, SNAP zusammen mit
CCK bzw. Bombesin 10°M und SNAP ohne Zusatz beladen. SNAP wurden in steigenden
Konzentrationen eingesetzt. Wir konnen feststellen, dafl es nach Stimulation mit dem NO-

Donor SNAP (100uM) zu einer Erh6hung der Radikalentstehung kommt.
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Abb.32: CCK-induzierte Radikalentstehung in AR42J-Zellen nach Stimulation zusammen mit dem
NOS-Donor SNAP+ Natriumazid (1mM). Negativkontrolle ist DMEM, Positivkontrolleist H,O,
(300uM). A: Negativkontrolle, B: H,O, 300 uM) + SNAP (100 puM), C: SNAP (100uM), D: SNAP
(10uM), E: SNAP (1uM), F: SNAP (130nM), G: CCK 10° M, H: CCK 10° M + SNAP (100uM), I:
CCK 10° M + SNAP (10uM), J: CCK 10° M + SNAP (1uM), K: CCK 10° M + SNAP (130nM), L:
Bombesin 10® M, M: Bombesin 10°® M + SNAP (100uM), N: Bombesin 10° M + SNAP (10uM), O:
Bombesin 10°® M + SNAP (1uM), P: CCK 10° M + SNAP (130 nM)
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4.10.5 Immunbhistochemische Darstellung des Riickganges der DNA-Oxidation
durch den NO-Donor SNAP

Da die Auswertung der vorausgegangenen DCF-Messungen zur Uberpriifung vorhandener
Interaktionen zwischen NO-Radikalen und Sauerstoffradikalen nicht eindeutig war, zogen wir
die Immunhistochemie zu Rate. Immunhistochemisch lasst sich darstellen, dass es nach
supramaximaler CCK-Stimulation unter gleichzeitiger Gabe des NO-Donors SNAP zum
Riickgang der DNA-Oxidation im Vergleich zur DNA-Oxidation nach alleiniger Stimulation
mit CCK 10°M kommt. Als primirer Antikorper diente Goat Anti-8-Hydroxy-guanosin
1:2000, als sekundérer Antikorper FITC Donkey-Anti-Goat 1:200 . Als Blocking Solution
benutzte man unverdiinntes Aurion Block Donkey. Aus diesem Versuch ist ersichtlich, daf3
ein protektiver Effekt von SNAP bei gleichzeitiger Stimulation mit CCK in supra-maximaler
Konzentration vorhanden ist- der Anteil der oxidierten DNA nimmt im Vergleich zur DNA-

Oxidation nach alleiniger supramaximaler CCK-Stimulation ab.

CCK 10 M —prim AK Kontrolle a8-OHG

CCKg@0% M SNAP
*CCK 106 M «8-OHG 100 UM a8-OHG

Abb.33: Immunhistochemische Darstellung von AR42J-Zellen. Primérer Antikorper a8-OHG. Stimulation
mit CCK 10" °M mit und ohne den NO-Donor SNAP.
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5. Diskussion

Radikale haben eine wichtige Aufgabe als Mediatoren in verschiedenen physiologischen und
pathologischen Prozessen, z.B. Apoptose, Alterungsprozesse, kardiovaskulidre Erkrankungen,
Gehirndysfunktionen, Entziindungen und Krebs (Halliwell et al. 1989). Eine pathogenetische
Bedeutung solcher radikalbedingter oder radikalvermittelter Zellschddigungen wird fiir eine
Reihe von Krankheiten diskutiert, so auch fiir die akute Pankreatitis (Schoenberg et al. 1992,
Weber et al. 1995). Trotz der Beobachtung, dal3 Antioxidantien und Radikalfanger den
Verlauf einer akuten Pankreatitis mildern (Nonaka et al. 1991; Sweiry et al. 1996), ist die
Herkunft der reaktiven Sauerstoff Spezies (ROS) und ihre pathophysiologische Funktion
weitgehend unbekannt. Trotz zahlreicher Publikationen zur Rolle freier Radikale in der
Pathophysiologie der akuten Pankreatitis ( Sanfey et al. 1985; Koiwai et al. 1989; Schoenberg
et al. 1994; Niederau et al. 1992), aus denen hervorgeht, dass eine erhohte Radikalaktivitét
sowohl im Tiermodell wie auch bei der klinischen Erkrankung nachgewiesen werden kann,
bleiben die genauen Mechanismen der Radikalbildung unklar. Es wurde aber bereits gezeigt,
dal} Sauerstoffradikale als Mediatoren in der Signaltransduktion involviert sind (Natarajan et
al. 1995). Neben einigen extra-mitochondrialen Enzymsystemen, darunter die NAD(P)H-
Oxidase (Jones et al., 1996; Lopez-Barneo et al., 2001), die Xanthin-Oxidase und das
Cytochrom P-450 (Jones et al. 1996), stellt insbesondere die mitochondriale Atmungskette
(Chandel et al. 1998; Lopez-Barneo et al. 2001) einen Entstehungsort fiir ROS dar. Es ist
allerdings noch ungeklért, welches dieser Systeme in Pankreasazinuszellen fiir den
Cholezystokinin (CCK)-induzierten ROS-Anstieg verantwortlich ist. Weitgehend aufgeklart
dagegen ist die Aktivierung der Signaltransduktion durch Bindung von CCK an seinen
Rezeptor. Die Azinuszellen der Ratte als typischem Versuchstier zur Untersuchung der
Pankreassekretion besitzen neben anderen auch Rezeptoren fiir CCK. Eine Stimulation mit
CCK fiihrt klassischerweise zu einer Inositol-Triphosphat (IP3)- und kalziumabhéngigen
Stimulation. CCK bindet dabei zunéchst an einen Rezeptor der basolateralen Membran.
Vermittelt durch ein G-Protein kommt es zu einer Aktivierung der membrangebundenen
Phospholipase-C. Dieses Enzym spaltet Phosphatidylinositol in IP; und Diacylglycerol
(Berridge and Irvine 1989). IP; bewirkt eine rasche Freisetzung von Kalzium aus im ER
lokalisierten Speichern (Streb, Irvine et al. 1983). Diacylglycerol aktiviert Proteinkinase-C.
Dieses Enzym und das freigesetzte Kalzium vermitteln die Fusion und Verschmelzung von
Zymogengranula mit der luminalen Zellmembran und somit die Sekretion von

Verdauungsenzymen (Gardner, Costenbader et al. 1979; Ederveen, Van Emst-De Vries et al.
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1990; Matozaki, Zhu et al. 1991). Die CCK-B-Rezeptor-vermittelte PLC B-Aktivierung wird
dabei nicht durch Pertussis-Toxin inhibiert, was eine Aktivierung liber ein G4-gekoppeltes G-
Protein nahelegt (Matzotaki et al. 1988). Somit aktiviert der CCK-B-Rezeptor zwei
unterschiedliche Signalwege durch Kopplung an zwei verschiedene G-Proteine (Pommier et
al. (1999). In der vorliegenden Arbeit wurden die Mechanismen der intrazellularen, CCK-
induzierten Radikalentstehung in der AR42J-Zelle untersucht. Um die Mechanismen der
Radikalentstehung aufdecken zu kénnen, musste zunichst gezeigt werden, ob es auch in
AR42J-Zellen nach CCK-Stimulation zur Radikalentstehung kommt. Die vorliegenden
Ergebnisse bestitigen dieses: nach CCK-Stimulation kommt es zur
konzentrationsabhédngigen, intrazelluldren Radikalentstehung in AR42J-Zellen. Die
Radikalenstehung liegt auch nach Stimulation mit einer physiologischen CCK Konzentration
bei 50% der Positivkontrolle (HO, 300uM). Nach Stimulation mit einer supramaximalen
CCK-Konzentration kommt es zu einer Erh6hung der Radikalentstehung um 60-80%. Nach
Stimulation der Zellen mit sehr niedrigen Konzentrationen von CCK (10" M, 10?° M)
kommt es zu keiner vermehrten Radikalentstehung gegentiber der basalen Radikalbildung
ohne Stimulation. Damit ist die Grundvorraussetzung fiir die weiteren Versuche vorhanden:
AR42]J-Zellen bilden nach CCK-Stimulation konzentrationsabhéngig Radikale. Das Gleiche
gilt fiir eine Stimulation mit Bombesin: Nach Stimulation mit supramaximaler Bombesin-
Konzentration (Bombesin 10° M) liegt die Radikalentstehung bei 60-80% der
Positivkontrolle. Auch hier ist eine Konzentrationsabhingigkeit der Radikalbildung
festzustellen. Nach Stimulation mit Bombesin 10™"* M ist gegeniiber dem Basalwert der
Radikalbildung ohne Stimulation kein signifikanter Unterschied mehr festzustellen. Diese
Ergebnisse decken sich mit der in der Literatur angegebenen CCK-induzierten
Radikalenstehung in Pankreasazinuszellen der Ratte (Sanfey et al. 1985; Koiwai et al. 1989;
Schoenberg et al. 1992, 1994 ). Aus ihnen geht hervor, dafl Pankreasazinuszellen nach
supramaximaler CCK-Stimulation vermehrt Radikale bilden. Neu ist, da3 auch nach
physiologischer CCK-Stimulation vermehrt Radikale entstehen. Um zu zeigen, dal mit dem
fiir Sauerstoffradikale unspezifischen Fluoreszenzfarbstoff DCF auch tatsdchlich
Sauerstoffradikale nach CCK-Stimulation entstanden sind, wurde mit einem fiir NO-Radikale
spezifischen Fluoreszenzfarbstoff die Bildung von NO-Radikalen nach supramaximaler CCK-
Stimulation gemessen- diese ist verschwindend gering. So konnte gezeigt werden, daf3 die in
den DCF-Messungen gemessenen Radikale nach CCK-Stimulation gréftenteils

Sauerstoffradikale darstellen.
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Nach Differenzierung der Zellen mit Dexamethason zeigt sich keine vermehrte CCK-
induzierte Radikalentstehung gegeniiber undifferenzierten Zellen. In der Literatur wurde
dagegen fiir die Amylase-Sekretion festgestellt, da3 differenzierte AR42J-Zellen einen
Anstieg des Granula-Gehaltes und ihres Ansprechens auf CCK aufweisen (Sachs et al. 1992).
Die in dieser Arbeit priasentierten Ergebnisse zeigen, dass die Radikalentstehung von dem
Differenzierungsgrad der Azinuszellen unberiihrt bleiben.

Als Néchstes wurde der Anteil der in den Mitochondrien gebildeten Radikale an der
Gesamtmenge der CCK-induzierten Radikalentstehung untersucht. Es ist bekannt, daB3 in den
Mitochondrien der Zelle Radikale entstehen (Masayoshi et al. 1998; Raha et al. 2001). Um die
Entstehung von mitochondrialen Radikalen von denen, die an der Zellmembran gebildet
wurden, unterscheiden zu konnen, wurde Natriumazid (NaN;) eingesetzt. Bei NaN3 handelt es
sich um einen nicht-kompetitiven Atmungsketteninhibitor der Cytochrom-c-Oxidase. Die
vorliegenden Ergebnisse zeigen, daBl die AR42J-Zellen, auf die wir Natriumazid gegeben
haben, ein rapides Absinken der Radikalentstehung auf die Hélfte des Wertes ohne
Natriumazid zeigen. Dieses ist dadurch zu erkldren, dafl ein Grof3teil der Radikalentstehung
im Mitochondrium stattfindet. Mit Hilfe der eingesetzten NaNj;-Konzentration kommt es zur
partiellen Enzyminhibition. Das Mitochondrium bildet keine Radikale mehr. Das heif3t auch,
daB 50% der nach CCK-Stimulation entstandenen Radikale in AR42J-Zellen nicht-
mitochondrial gebildet werden. Nicht-mitochondriale Wege der Radikalbildung in der Zelle
sind z.B. die NAD(P)H-Oxidase (Jones et al., 1996; Lopez-Barneo et al., 2001), die Xanthin-
Oxidase und das Cytochrom P-450 (Jones et al. 1996). Welches dieser Systeme in
Pankreasazinuszellen fiir den Cholezystokinin (CCK)-induzierten ROS-Anstieg mit second-
messenger-Funktion verantwortlich ist, ist z.Zt. noch ungeklért.

Im Folgenden wurden die zur Radikalentstehung fithrenden Signaltransduktions-Wege nach
supramximaler CCK-Stimulation untersucht. Dabei wurden verschiedene Inhibitoren
eingesetzt, die verschiedene Wege der Signalkaskade hemmen. Zunichst wurde der CCK-
Rezeptor, als Anfangspunkt der Signalkette, mit JMV-180 partiell inhibiert. JIMV-180 ist ein
CCK-Analogon und stimuliert wie CCK die Amylase Sekretion durch den CCK-A-Rezeptor
in Rattenpankreas-Azinuszellen (Stark et al. 1989, Matozaki et al. 1990; Tsunoda et al. 1996).
Vorrausgesetzt, dass beide, CCK und JMV-180 an die gleiche Seite des CCK-A-Rezeptors
binden (Stark et al. 1989), kann vermutet werden, dass JMV-180 als ein Agonist fiir den
hochaffinen Zustand und als ein Antagonist fiir den niedrigaffinen Zustand des Rezeptors
agiert (Tsunoda et al. 1996 ). Die Ergebnisse zeigen, dass IMV-180 die CCK-induzierte
Radikalenstehung ohne Vorinkubation um 100% senkt. Nach alleiniger Stimulation mit JMV-
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180 kommt es zur 60% igen Radikalenstehung. Die vorliegenden Ergebnisse decken sich
daher mit denen, die in der Literatur beschrieben sind (Tsunoda et al. 1996 ). JMV-180 agiert
als typischer partieller Agonist an den CCK-A-Rezeptoren der AR42J-Zelle: Er ist ein
Agonist fiir den hochaffinen Zustand und ein Antagonist fiir den niedrigaffinen Zustand des
Rezeptors. Die CCK-induzierte Radikalenstehung in AR42J-Zellen scheint also ihren Anfang
an dem CCK-A-Rezeptor zu nehmen. Nun sollte untersucht werden, ob eine Transaktivierung
des EGF-Rezeptors durch CCK mit der Radikalentstehung in Verbindung steht. Da CCK eine
wichtige Rolle als Mitogen fiir Azinuszellen spielt und entscheidend an der
Organregeneration nach einer Pankreatitis beteiligt ist, was vermutlich in Zusammenhang mit
der Aktivierung von Tyrosinkinasen steht (Jurkowska et al. 1992), sind Untersuchungen zum
‘cross-talk’zwischen = dem ~ CCK-Rezeptor und der  Tyrosinkinase-vermittelten
Signaltransduktion von groBer pathophysiologischer Relevanz. Der EGF-Rezeptor (EGFR) ist
ein Tyrosinkinasen-Rezeptor. Wenn EGF an den Rezeptor bindet, kommt es zur
Autophosphorylierung von intrazelluldren Tyrosylresten. Dieser Vorgang wird durch eine
ligandenaktivierte Tyrosinkinase katalysiert. In den vorliegenden Ergebnissen zeigt sich, dal3
der spezifische EGF-Rezeptor-Tyrosinkinasen-Inhibitor (RTK-Inhibitor) AG1478 zu einer
konzentrationsabhdngigen Senkung der Radikalenstehung nach supramaximaler-CCK-
Konzentration fithrt. Nach EGF-Stimulation kommt es zur Radikalbildung, welche durch den
RTK-Inhibitor AG1478, wie erwartet, praktisch ausgeschaltet wird. EGF und CCK
potenzieren sich nicht in ihrer Wirkung auf die Radikalentstehung. Nach Hemmung der EGF-
und CCK-Stimulation durch AG1478 kommt es zum Riickgang der Radikalentstehung wie
bei AG1478 mit CCK. Dieses spricht fiir eine Transaktivierung des EGF-Rezeptors durch
CCK und fiir einen ’cross-talk’zwischen dem CCK-Rezeptor und der Tyrosinkinase-
vermittelten Signaltransduktion.

Die ndchste, an den Rezeptor angeschlossene Station der Signalkaskade sind die G-Proteine.
G-Proteine dienen als molekulare Schalter und kommen in zwei unterschiedlichen Zustianden
vor, die sich nur durch das jeweils gebundene Guaninnucleotid unterscheiden. In aktiver Form
sind sie mit GTP beladen und imstande, eine Reihe unterschiedlicher Proteine zu aktivieren.
Es gibt 50 unterschiedliche Isoformen von G-Proteinen, von denen die heterotrimeren, groflen
G-Proteine fiir die hormonelle Signaltransduktion von besonderer Bedeutung sind (Kaziro
1991; Lincoln 1993). Der CCK-Rezeptor ist ein G-Protein-gekoppelter 7-Transmembran-

domédnen-Rezeptor. Dieser aktiviert die heterotrimeren G-Proteine. Pertussis Toxin ist ein
Inhibitor des Gj-Proteins. Es katalysiert die ADP-Ribolysierung von G;j und 16st G; von den

Rezeptoren. Diese Aussagen der Literatur sind ein Erkldrungsansatz fiir die vorliegenden
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Ergebnisse: Pertussis Toxin fiihrt nicht zu einer Senkung der CCK-induzierten
Radikalentstehung in AR42J-Zellen. Die Signalkaskade lduft daher nicht liber G;-Proteine. Im

Zusammenhang mit der bereits beschriebenen Hemmung der Radikalproduktion durch JMV-
180, welches ein partieller Agonist an CCK-A-Rezeptoren ist (Stark et al. 1989; Matzotaki et
al. 1990, Tsunoda et al. 1996), lasst sich schlussfolgern, da3 die CCK-induzierte

Radikalentstehung ihren Anfang am CCK-A-Rezeptor nimmt. Dieses stimmt mit einigen
Autoren tiberein, die belegen, dal CCK-A-Rezeptoren an Gy Proteine gekoppelt sind

(Williams 1997; Piiper et al. 1997). Im Widerspruch dazu stehen die Ergebnisse von Autoren,
die besagen, dass die CCK-B-Rezeptor-vermittelte PLC B-Aktivierung nicht durch Pertussis-
Toxin inhibiert wird, was eine Aktivierung liber ein Gg-gekoppeltes G-Protein nahelegt
(Matzotaki et al. 1988). Allerdings schlie3t diese Aussage nicht aus, dal CCK-A-Rezeptoren
nicht auch an Gg4- Proteine gekoppelt sind. Die an den CCK-Rezeptor angeschlossenen G-
Proteine aktivieren die Phospholipase C  (PLC B). Dieses Enzym spaltet PIP2 in InsP3
(Inositol-(1,4,5)-triphosphat) und Diacylglycerin (DAG), welches in der Membran
zurlickbleibt. InsP3 erhdht die cytoplasmatische Kalziumkonzentration durch Freisetzung von
Kalzium aus dem endoplasmatischen Retikulum (Streb, Irvine et al. 1983). Dieses fiihrt im
Pankreas zu einer Stimulierung sekretorischer Prozesse. Die dargestellten Ergebnisse zeigen,
daf} es nach Inhibition der PLC B zur 100%igen Senkung der CCK-induzierten
Radikalentstehung in AR42J-Zellen kommt. Die PLC f ist also in den zur CCK-induzierten
Radikalentstehung fithrenden Signaltransduktionsweg eingebunden. Der weitere Verlauf der
Signaltransduktion flihrt nun {iber eine Vielzahl von Proteinkinasen, die in der vorliegenden
Arbeit getestet wurden. Sie werden zwar wihrend des gesamten Zellzyklus exprimiert, sind
jedoch nur an spezifischen Ubergingen enzymatisch aktiv. Src-Kinasen gehdren zur Familie
der Tyrosinkinasen. Sie dienen als Verbindung zwischen G-Protein-gekoppelten Rezeptoren
(GPCR) und ERK (extrazelluldr-regulierte Kinase)-Aktivierung. Allerdings ist ihre Rolle in
diesem Signalweg hochgradig rezeptor- und zellspezifisch. In den dargestellten Ergebnissen
sicht man eine signifikante Senkung der CCK-induzierten Radikalentstehung nach Gabe
bestimmter Src-Kinase-Inhibitoren: Herbimycin fiihrt zur 100%igen Senkung der
Radikalentstehung, wéhrend Genistein zum Absinken der Radikalbildung auf die Hilfte und
PP-2 auf 40% der CCK-induzierten Radikalbildung fiihrt. Diese Unterschiede sind
wahrscheinlich auf die Selektivitdt und Potenz der Inhibitoren zuriickzufiihren. Zur Funktion
von Src-Kinasen in der CCK-induzierten Radikalentstehung sind bisher noch keine

Ergebnisse in der Literatur bekannt.
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Phosphatidyl-Inositol-3-Kinasen (PI-3-Kinasen) sind Lipid-Kinasen, die Phosphatidyl-
inositole (PtdIns) an der D-3 Position des Inositol-Ringes phosphorylieren. Sie werden
aktiviert, indem sie an SH2-Dominen (Src-homologe Doméne) von Proteinen binden.
Aktivierte PI-3-Kinasen machen aus dem Membranlipid PIP2 (Phosphatidylinositol-4,5-
biphosphat) PIP3 (Phosphatidylinositol-4,5-triphosphat). PIP3 aktiviert daraufhin die
Proteinkinase B (PKB). Nach Hemmung der PI-3-Kinasen mit LY 294002 sieht man ein
Absinken der Radikalentstehung um ca. 20%, wihrend nach Gabe von Wortmannin in den fiir
PI-3-Kinasen spezifischen Konzentrationen kein signifikantes Absinken der Radikalenstehung
zu sehen ist. Dieses spricht dafiir, dass PI-3-Kinasen an der Radikalentstehung nur
geringfiigig beteiligt sind. Auch diese Ergebnisse lassen sich nicht mit der z Zt. existierenden
Literatur vergleichen, da noch keine Untersuchungen zum Zusammenhang zwischen PI-3-
Kinasen und der CCK-induzierten Radikalentstehung bekannt sind. Mitogen-aktivierte
Proteinkinasen (MAPK) sind fiir die Induktion der fiir die mitogene Antwort verantwortlichen
Gene von besonderer Bedeutung. Sie werden durch eine Phosphorylierungskskade aktiviert,
wobei das primére Ereignis die Aktivierung der Raf-Kinase durch ein als Ras bezeichnetes G-
Protein ist. Ras ist seinerseits iiber die Adapterproteine SOS und Grb 2 mit den
Rezeptortyrosinkinasen verkniipft. MAPK wandern in den Kern und aktivieren dort durch
Phosphorylierung Transcriptionsfaktoren. MAPK wird manchmal ERK (extrazellulér
regulierte Kinase) genannt (Loffler 1997; Avruch et al. 1994). Ein spezifischer MAPK-(Erk-
2)-Inhibitor ist PD 98,059. Im vorliegenden Diagramm ist dargestellt, dal MAP-Kinasen
keine Auswirkungen auf die Radikalentstehung in AR42J-Zellen nach supramaximaler CCK-
Stimulation haben. Die Wege die zur Radikalbildung fiihren, gehen daher bereits vor der
Aktivierung von MAP-Kinasen ab.

Die Proteinkinase A (PKA) wird durch cAMP aktiviert und phosphoryliert darauthin
spezifische Serylreste einer Reihe von Proteinen. Beispiele sind Phosphorylase,
Glykogensynthase, hormonsensitive Lipase, Myosinkinase und Cholesterinester-Hydrolase (
Loffler 1997). Eine Stimulation der PKA kann die PLC f aktivieren, so dass diese ein
Kalzium-Signal generiert (Piiper et al. 2000). Diese Antwort konnte durch sequentielle
Aktivierung von Ggund G;j, mit Hilfe der PKA, vermittelt werden (Luo et al. 1999). Eine
Hemmung der PKA fiihrt zum 100%igen Riickgang der CCK-induzierten Radikalentstehung.
Dieses Ergebnis zeigt, dafl die PKA ein Schritt auf dem Weg zur CCK-induzierten
Radikalentstehung ist. Man kann dieses Ergebnis mit Piiper et al. in Einklang bringen, der
gezeigt hat, dal die PKA die PLC B aktivieren kann (Piiper et al. 2000). Die Reihenfolge der

zur CCK-induzierten Radikalentstehung fiihrenden Signaltransduktion wiirde dann vom
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CCK-A-Rezeptor ausgehend iiber das Gy/11-Protein zur PKA, die dann die PLC B aktiviert,
fiihren. Die Proteinkinase C (PKC)-Familie besteht aus mindestens 12 Mitgliedern, die alle
durch Proteolyse und Membranlipide aktiviert werden und denen eine Kalziumabhéngigkeit
gemeinsam ist. Die Aktivierung der PKC erfolgt in Anwesenheit von Kalzium durch Bindung
an Diacylglycerin, welches an der Innenseite der Plasmamembran gebunden ist. Die Substrate
der PKC werden an Seryl- bzw. Threonylresten phosphoryliert und dndern damit ihre
biologische Aktivitdt. Substrate sind das alaninreiche PKC-Substrat mit unbekannter
Funktion, der EGF-Rezeptor der dadurch seine Affinitét fiir EGF vermindert
(Transmodulation) und das I-kappaB-Protein, das eine Rolle bei der Transkription spielt (Azzi
etal. 1992, Asaoka et al. 1992). Die Inhibition der PKC beeinflusst die CCK-induzierte
Radikalentstehung nicht, wahrend die CCK-induzierte Amylasesekretion laut Literatur PKC-
abhéngig ist (Piiper et al. 2000). Es gibt viele Untersuchungen iiber die Zusammenhénge
zwischen Kalzium und freien Sauerstoffradikalen (Mirabelli et al. 1989; Nicotera et al. 1988).
Bisher bleibt unklar, ob Kalzium zur Radikalfreisetzung fiihrt, oder ob es die Radikale sind,
die den inititerenden Schritt machen und zum Kalziumeinstrom in die Zelle fithren. Zur
Untersuchung der Zusammenhinge zwischen Ca®" und Sauerstoffradikalen haben wir als
erstes die Bildung von Radikalen nach Ca”*-Einstrom genauer betrachtet. Die vorliegenden
Ergebnisse zeigen, dall es nach Stimulation mit Ca-Ionophore zu einer verstirkten
Radikalentstehung kommt, die sich durch zusétzliche supramaximale Stimulation mit CCK
nicht mehr steigern lisst. Dasselbe gilt in schwicherer Auspriagung fiir Thapsigargin, welches
die Ca**-Pumpen im endo- und sarkoplasmatischen Retikulum hemmt. Da diese dazu dienten
die Ca®*-Konzentration im Cytosol niedrig zu halten kommt es auch hier zu einer Erhéhung
des Ca’"-Gehaltes im Cytosol. Dieses fiihrt wieder zur verstirkten Radikalentstehung
gegeniiber dem Basalwert ohne Stimulation, welche sich durch zusétzliche CCK-Stimulation
nicht steigern 148t. Aus diesen Ergebnissen lésst sich folgern, daB es nach Ca*'-Einstrom in
die Zelle zur Radikalentstehung kommt. Die gebildeten Radikale lassen sich durch den
Radikalfanger N-Acetylcystein (N-ACC) abfangen. Als Néachstes wurde untersucht, ob
Sauerstoffradikale zum Ca**-Einstrom fithren. Die vorliegenden Ergebnisse zeigen, daf es
nach Stimulation der Zellen mit mit einer supramaximalen CCK-Konzentration zur Erh6hung
der intrazelluliren Ca®*-Konzentration im Vergleich zur Ca*"-Konzentration ohne Stimulation
kommt. Nach Abfangen der Radikale durch N-ACC unter gleichzeitiger supramaximaler
CCK-Stimulation kommt es nicht zu einer Senkung der Ca**-Menge. Daraus schlieBen wir,
daf} unter anderem ein Kalzium-Einstrom zur Radikalbildung fiihrt, daf aber

Sauerstoffradikale nicht zum Einstrom von Kalzium in die Zelle fiihren, da nach Wegfangen
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der Radikale die Kalziummenge unverdndert bleibt. Diese Ergebnisse stehen im Widerspruch
zu vorhandenden Ergebnissen verschiedener Autoren, die gezeigt haben, dall Radikale zum
Kalziumeinstrom fiithren (Niederau et al. 1999, Klonokowski-Stumpe et al. 1997, Weber et al.
1998). Im folgenden werden Interaktionen zwischen Stickoxidradikalen (NO-Radikalen) und
Sauerstoffradikalen anhand der vorliegenden Ergebnisse diskutiert. Nitrit-Oxid (NO) entsteht
durch die NO-Synthase (NOS) aus L-Arginine (Hootmann SR 1987). NO wird im Pankreas
von NOS 1 und NOS 3 in geringen Mengen produziert und spielt eine Rolle bei der Sekretion
und der Blut-Zirkulation im Pankreas. In der akuten Pankreatitis kommt es zur Induktion von
NOS 2 und zur drastischen Steigerung der NO-Freisetzung. Seine physiologischen Aktionen
sind vor allem durch cyclisches Guanosin-Monophosphat (cGMP) vermittelt (Moncada et al.
1993). Im Pankreas steigen intrazelluldre cGMP-Konzentrationen als Antwort auf
verschiedene Substanzen, wie Cholezystokinin (Hootmann SR 1987), daher spielt NO eine
aktive Rolle in der pankreatischen Sekretion. (Konturek et al. 1994; Konturek et al. 1993). In
unterschiedlichen Tiermodellen der Pankreatitis wird NO sowohl eine protektive als auch eine
schidigende Wirkung zugeschrieben. Der Mechanismus der NO-Wirkung ist unbekannt.
Unsere immunhistochemischen Ergebnisse zeigen zunéchst ein Vorhandensein von NOS I
und NOS III in der AR42J-Zelle. Weiterhin kann man festhalten, da83 ein signifikanter
Anstieg der Radikalmenge nach CCK bzw. Bombesin-Stimulation besonders nach Gabe des
potenteren und wirkungsvollerem Inhibitors L-NIL zu sehen ist. Dieses Ergebnis stimmt mit
bereits vorhandenen Aussagen iiberein die besagen, dass in der Cerulein-induzierten
Pankreatitis eine Inhibition der NO-Synthase, z.B. durch L-NNA, N-nitro-L-arginine (L-
NIL) oder durch N-nitro-L-arginine (L-NAME), die durch Cerulein hervorgerufenen
entzlindlichen Verdnderungen des Pankreas verstiarken (Konturek et al. 1994). Nach Gabe des
NO-Donors SNAP dagegen kommt es ebenfalls zu einem Anstieg der Radikalmenge. Dieses
kann darauf zuriickgefiihrt werden, dafl der in den Messungen verwandte Fluoreszenzfarbstoff
DCEF nicht fiir Sauerstoffradikale spezifisch ist und auch NO-Radikale erfasst. SNAP wurde
wahrscheinlich in zu hohen Dosen auf die Zellen gegeben, so da3 zwar alle Sauerstoffradikale
abgefangen wurden, jedoch noch zu viele NO-Radikale iibrig waren. Im
immunhistochemischen Bild konnte ein protektiver Effekt von NO-Donoren nachgewiesen
werden: Nach Zugabe von SNAP kam es zur Abnahme der CCK-induzierten DNA-Oxidation.
Dieses Ergebnis stimmt mit Ergebnissen der Literatur iiberein, die zeigen, dal NO einen
positiven Effekt auf bestimmte Aspekte in der akuten Pankreatitis hat (Werner et al. 1997;
Abe et al. 1995; Toyama et al. 1995). Aullerdem mindern NO-Donoren das pankreatische

Odem, intrapankreatische Trypsinogen-Aktivierung und Amylase-Sekretion (Werner et al.
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1997). Die ungestorte Synthese von endogenem NO scheint weiterhin eine eine essentielle
Rolle in der Begrenzung der zerstorerischen Mechanismen in der Cerulein-induzierten akuten
Pankreatitis und zwar in der frithen und in der Erholungsphase der Pankreatitis zu spielen
(Andrejewska et al. 1999). Im Gegensatz dazu kommt es in der akuten himorrhagischen
Pankreatitis zur Potenzierung des oxidativen Stresses im Pankreas durch NO (Dabrowski et
al. 1994). Andere Autoren kommen zu dem Schluf3, daB3 direkte Effekte von NO auf Pankreas-
Azinuszellen und ihre Sekretion nur eine geringe Rolle in der Pathogenese der akuten
Pankreatitis spielen. Der positive Effekt von NO in der akuten Pankreatitis soll durch eine
Reduktion in der Leukozyten-Adhéasion und Gewebsinfiltration, sowie durch Modulation der
pankreatischen Mikrozirkulation und Gewebsoxygenierung begriindet sein (Werner et al.
1998).

Unsere Ergebnisse deuten eine Reihenfolge der Signaltransduktion, die zur CCK-induzierten
Radikalentstehung in AR42J-Zellen fiihrt, an. Nachdem CCK an seinen Rezeptor, den CCK-
A-Rezeptor, gebunden hat, kommt es zur Gi-Protein-unabhingigen PKA-Aktivierung. PKA
fiihrt zu einer Aktivierung der PLC . Diese spaltet PIP2 in InsP3 (Inositol-(1,4,5)-
triphosphat) und Diacylglycerin (DAG), welches in der Membran zuriickbleibt. InsP3 erhoht
die cytoplasmatische Kalziumkonzentration durch Freisetzung von Kalzium aus dem
endoplasmatischen Retikulum (Streb, Irvine et al. 1983). Dieses fiihrt zur Freisetzung von
Radikalen. Weiterhin ist die Atmungskette des Mitochondriums in die Radikalbildung
involviert- es liefert die Hélfte der entstandenen Radikale. An welcher Stelle die Src-Kinase
miteinbezogen wird, bleibt unklar. Nach Hemmung der mitochondrialen Radikalproduktion
zusammen mit der Radikalproduktion durch Kalzium wird die CCK-induzierte
Radikalentstehung vollends unterbunden. In Abwesenheit von NO-Radikalen kommt es zu
einer leichten Steigerung der Radikalmenge, was fiir einen protektiven Effekt von NO spricht.
Umgekehrt konnte jedoch lediglich im immunhistochemischen Bild ein protektiver Effekt von
NO-Donoren gezeigt werden. Immunhistochemisch konnte auch nachgewiesen werden, daf3
es nach CCK-Stimulation zur DNA-Oxidation kommt.

In weitergehenden Arbeiten muf3 untersucht werden, welche Proteine durch Radikale
modifiziert werden. Auch die Rolle von NO bleibt weitgehend unklar.

Bombesin stimuliert, im Gegensatz zu CCK, nicht die Trypsinaktivierung. Daher entsteht die
Frage, ob die Entstehung freier Sauerstoff-Spezies zur Trypsinogenaktivierung und damit
letzlich zur Autodigestion des Pankreas fiihrt.

AuBerdem muss gezeigt werden, ob das Modell der AR42J-Zelle auf isolierte

Pankreasazinuszellen libertragbar ist.
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8. Abkurzungen

AG1478

Anti-8-OHG
A23187

BSA
cAMP
CCK-8
CCCP

DAF-FM DA

DAG
DAPI

DMSO
DNA
EDTA
EGF

FURA-2/AM

H.DCFDA

H20,
HEPES
NaN3

4-(3-Chloroanilino)-6,7-
dimethoxyquinazoline
Anti-8-Hydroxyguanosine
Streptomyces chartreusensis
(Calcium lonophore)

Rinderserumalbumin

3°,5"-cyclo-Adenosinmonophosphat

[Tyr(SO3sH)?*"]-Cholecystokinin
Amide, Fragment 26-33
Carbonyl Cyanide m-
Chlorophenylhydrazone
3-Amino-4-Aminomethyl-2°,7 -
Difluorescein
Diacylglycerin
4’ 6-Diamidino-2-Phenylindole
Dihydrochloride Hydrate
Dimethyl Sulfoxide
Desoxyribonucleinsaure
Ethylendiamin-Tetraacetat
epidermal growth factor,
Epidermaler Wachstumsfaktor
1-[2-(5-Carboxyoxazol-2-yl)-6-
aminobenzofuran-
-5-0xy]-2-2"-amino5’-
methylphenoxy-ethane-
N,N,N’,N’,-tetraacetic Acid,
Pentaacetaoxymethyl Ester
2", 7 -Dichlorodihydro-fluorescein
Diacetate

Wasserstoffperoxyd

Natriumazid
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InsP;
JMV-180
L-NAME

L-NIL, Dihydrochloride
LY 294002

MAPK
NADP*

PIP,

PT
PTx
PD 98,059

PKA
PKC
PLC

PP-2

ROS

SNAP
u73122

9. Lebenslauf

Inositol-(1,4,5)-Trisphosphat

NG-Nitro-L-arginine Methyl Ester,
Hydrochloride
[L-N6-(1-Iminoethyl)lysine], DIHCL
2-(4-Morpholinyl)-8-phenyl-4H-
1-benzopyran-4-one

Mitogen aktivierte Proteinkinase
Nicotinamid-Adenin-Dinucleotid-
Phosphat
Phosphatidylinositol-4,5-
bisphosphat

Phosphotyrosin

Pertussis Toxin
2-(2-Amino-3-methoxyphenyl)-
-4H-1-benzopyran-4-one
Proteinkinase A

Proteinkinase C

Phospholipase C
4-Amino-5-(4-chlorophenyl)-7-(t-
butyl) pyrazolol[3,4-d]pyrimidine
Radical Oxygen Species
S-Nitroso-N-Acetylpenicillamine
1-(6-((17-
betamethoxyestra1,3,5(10)trien-17-
yl)amino)hexyl)-1H-pyrrole-2,5-

dione
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