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Einleitung Carina De Boni
1 Einleitung

1.1 Humane akute Pankreatitis

1.1.1 Atiologie

Die akute Pankreatitis (AP) ist eine Entzindung des Pankreas, die in den exokrinen
Azinuszellen ihren Ursprung hat [1]. Sie ist durch eine variable Beteiligung anderer Gewebe
oder entfernter Organsysteme charakterisiert [2]. Die jahrliche globale Inzidenz von akuter
Pankreatitis liegt bei 34 Fallen, chronischer Pankreatitis bei 10 Fallen und Diabetes mellitus
nach Pankreatitis bei 6 je 100.000 Einwohner [3].

Die von Hans Chiari 1896 postulierte Hypothese besagt, dass bei der Pankreatitis eine
Autodigestion des Organs auftritt. Durch die Selbstverdauung wird das Parenchymgewebe
des Pankreas mittels seiner eigenen, frihzeitig aktivierten, digestiven Proteasen zerstort [4].
Fast ein Jahrhundert spater wurde postuliert, dass ein Schliisselereignis in der Pathogenese
die UbermaRige Trypsinogen-Aktivierung im Pankreasparenchym mit nachfolgender
Aktivierung weiterer Enzyme ist [5].

Die wichtigsten atiologischen Faktoren der AP sind Gallenwegserkrankungen (vor allem
Cholelithiasis) oder ein Alkoholabusus mit einer Inzidenz von 40 % bzw. 30% [6, 7]. Danach
folgen die idiopathischen Ursachen mit ca. 15 %. Weitere 5-10 % der Erkrankungen werden
durch eine endoskopisch retrograde Cholangio-Pankreatikografie (ERCP), die zu einer
temporaren Gang-Obstruktion fihren kann, oder durch eine Obstruktion des Pankreasganges

infolge tumordéser Erkrankungen oder durch Duodenaldivertikel [8, 9] verursacht.

Die Symptomatik der AP &auRert sich durch akut auftretende, standige und sehr starke
Schmerzen im Epigastrium. Die Schmerzen beginnen oft girtelférmig und breiten sich
nachgehend auf das gesamte Abdomen aus. Begleitet werden die Schmerzen durch Ubelkeit,
Erbrechen, Hamatemesis, Melana und Hautzeichen wie das Cullen-, Grey-Turner-, Fox- und
Walzel-Zeichen [10]. Ein wichtiges Kriterium, um die Diagnose einer AP abzusichern, ist eine
signifikante, um mehr als 3-fache Erhthung der Lipase und a-Amylase im Serum. Der
Schweregrad der Pankreatitis korreliert jedoch nicht mit der Hohe der im Serum gemessenen
Werte [8]. Die Bestimmung des C-reaktiven Proteins (CRP) kann zusétzlich einen Hinweis auf
den Schweregrad der Pankreatitis (akute systemische Inflammation) geben, da das Protein

schnell und signifikant im Plasma ansteigt [11].
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Die Pankreatitis wird klinisch in eine milde (Inzidenz: 80 %) oder schwere Verlaufsform
(Inzidenz: 20 %) unterteilt [12].

Die milde Pankreatitis, auch odematose-interstitielle Pankreatitis, ist durch interstitielle
Odeme, peripankreatische Fettgewebsnekrosen, Apoptose und ein sehr geringes Ausmaf an
Parenchymnekrosen sowie eine geringe Letalitat gekennzeichnet. Die Organstruktur bleibt bei
dieser Auspragung erhalten. Der Heilungsprozess ist nach Ausbruch einer milden AP in der
Regel nach einer Woche abgeschlossen (restitutio ad integrum) und die Organstruktur und
-funktionen bleiben zumeist intakt. Ursache daflr ist die Apoptose, die den nekrotischen
Zelluntergang von exokrinen Azinuszellen durch Autolyse und damit das Ausmald
entziindlicher Reaktionen begrenzt [13, 14, 15, 16].

Die schwere Form der AP, die als hamorrhagische und/oder nekrotisierende Pankreatitis
auftritt, ist in ihren zugrundeliegenden pathogenetischen Mechanismen nur wenig aufgeklart
und fahrt in bis zu 24 % der Falle zu einem letalen Ausgang [17]. Die schwere AP ist durch
Komplikationen wie z.B. der Bildung von Abszessen oder Pseudozysten, lokalisierte oder
diffuse Parenchymnekrosen, einem differierenden Ausmafl® an Hamorrhagien, peri- und
intrapankreatische Fettgewebsnekrosen, der Bildung einer systemischen Entzindungs-
reaktion (SIRS) und Multi-Organversagen (MOF) gepréagt [18, 19]. Im Falle des Auftretens
eines MOF steigt die Mortalitat auf tber 50 % [20, 21].

Der durch Nekrosen hervorgerufene Zelltod der Pankreaszellen fuhrt zu einem Austritt des
Zellinhaltes in das umliegende Gewebe. Die Folge ist eine Entziindungsreaktion. Oft entwickelt
sich daraus eine UuberschieRende Entzindungsantwort, auch bekannt als ,systemic

inflammatory response syndrome* (SIRS) [22, 23].

Die Pathogenese der schweren AP verlauft biphasisch. Innerhalb der ersten Woche der
Erkrankung entwickelt sich zunéchst ein SIRS. Im weiteren Verlauf wird zumeist nach einer
Woche eine anti-inflammatorische Immunantwort (CARS, ,compensatory anti-inflammatory
response syndrome‘) induziert [24]. In Abbildung 1 sind der Verlauf eines SIRS und CARS, die

in einer Hyper- bzw. Hypoinflammation resultieren, dargestellt.
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Hyperinflammation

1. Woche

Hypoinflammation

Abbildung 1: Darstellung der biphasischen Krankheitsverlaufe und Schweregrade einer AP

Die erste Woche (links) im Verlauf einer AP wird durch ein SIRS gepragt, welche in einer
Hyperinflammation mit drei Schweregraden (schwarz: leicht, orange: mittel, rot: schwer) unterteilt wird.
Die systemische Entziindungsreaktion geht im Krankheitsverlauf innerhalb der zweiten Woche in ein
CARS uber, welche durch eine Hypoinflammation mit einem unterschiedlichen Schweregrad (schwarz:

leicht, hellgrin: mittel, dunkelgriin: schwer) verursacht wird [24].

Der Schweregrad der AP und das Uberleben wird durch beide Prozesse bestimmt. Im Falle
einer sehr starken Hyperinflammation kann der Korper diese nicht mehr kompensieren und es
kommt zum frihen MOF (rote Linie). Werden zusatzlich Erreger im Blut nachgewiesen, wird
ein SIRS infektioser Genese als Sepsis bezeichnet. Fir das Einsetzen eines spaten MOF
gelten insbesondere das Zusammenwirken einer Immunparalyse im Sinne eines CARS und
das Auftreten einer bakteriellen Translokation als die entscheidenden Faktoren (dunkelgriine
Linie) [24].

Durch Verbesserungen in der computertomografischen Diagnostik, der Intensivmedizin und
der Erkennung und Behandlung der Ursachen der AP und den damit verbundenen
Komplikationen ist es in den letzten Jahren zu einer Senkung der Letalitat gekommen [25, 26,
27].

1.1.2 Physiologie des Pankreas

Das Pankreas besteht hauptséchlich aus Azinuszellen (85 %), die durch die Synthese von
hydrolytischen Verdauungsenzymen fir die intestinale Verdauung verantwortlich sind. Weitere

10 % sind duktale Zellen, welche Flissigkeiten und Elektrolyte nach Sekretinstimulation
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freisetzen. Den kleinsten Anteil haben endokrine Zellen mit 5 %, die den Glukosestoffwechsel
regulieren [5]. Das Pankreas liegt retroperitoneal, ist ca. 15 cm lang und erstreckt sich von der
Pars descendes duodeni schrag nach oben links bis zum Milzhilus [28]. In der folgenden

Abbildung ist das menschliche Pankreas schematisch dargestellt [29].

Magen Speiserohre

Ductus Choledochus Milz

Ductus Pancreaticus
Pankreasschwanz
Ductus Santorini .
Pankreaskorper

Papilla Santorini

Papilla Vateri
Pankreaskopf

Duodenum

Abbildung 2: Schematische Darstellung des humanen Pankreas

Im Pankreas bilden die Azini die morphologischen und funktionellen Grundeinheiten. Sie sind
durch intra- und interlobulare Gang-Strukturen an die Hauptgange Ductus pancreaticus und

Ductus Santorini angeschlossen [2].

Die Funktion des exokrinen Pankreas umfasst die Synthese, Speicherung und regulierte
Sekretion von Verdauungsenzymen, die zur Digestion von Nahrungsbestandteilen wie
Polysacchariden, Fetten, Proteinen und Nukleinsduren filhren. Die Pankreassekretion wird
durch das Hormon Sekretin, welches auf die duktalen Zellen wirkt, und durch Cholezystokinin
(CCK) oder cholinerge Substanzen, die die Azini stimulieren, ausgeldst [5].

Im Anschluss erfolgt eine Sekretion von Wasser und Bikarbonat durch die Gangzellen.
Insgesamt werden ca. 1,5-31 Pankreassaft pro Tag gebildet. Dieser enthalt etwa 20
verschiedene Verdauungsenzyme [2]. In Tabelle 1 sind einige Enzyme und Proteine, die von

den Azinuszellen sezerniert werden, aufgefihrt.
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Tabelle 1: Von Azinuszellen des Pankreas sezernierte Enzyme und Proteine

Amylase

Endopeptidasen Lipasen

Trypsinogen Lipase
Chymotrypsinogen Prophospholipase A2
Proelastase Colipase
Exopeptidasen Nukleasen
Procarboxypeptidase A Ribonuklease
Procarboxypeptidase B Desoxyribunuklease

weitere fur die enterale Verdauung erforderliche Enzyme

Lysosomale Enzyme

Cathepsin B Galaktosidase
Fucosidase Glucuronidase
Glukosidase Leucinnaphthylamidase

andere Proteine

Pankreatitis-assoziiertes Protein (PAP)
Lithiostatin
Nach [30]

Die Verdauungsenzyme (Zymogene) werden an Ribosomen des rauen endoplasmatischen
Retikulums synthetisiert und zum Golgi-Apparat transportiert. Dort werden die Proteine in
Vesikel verpackt, bis sie zu Zymogengranula reifen und mittels Exozytose in das Ganglumen
ausgeschieden werden [31]. Sobald die inaktiven Proenzyme in das Duodenum gelangt sind,
werden sie in ihre aktive Form umgewandelt. Am Anfang der nun einsetzenden Enzymkaskade
befindet sich das Trypsinogen. Dieses wird durch die ,brush-border-Endoprotease
Enteropeptidase (Enterokinase) im Dinndarm zu Trypsin aktiviert. Nach dieser Initial-
Aktivierung besitzt das Trypsin die Fahigkeit weitere Vorstufen der pankreatischen Proteasen,
wie z.B. die Proelastase oder auch das Chymotrypsinogen, zu aktivieren [32]. Erfolgt die
Induzierung der Verdauungskaskade in der Azinuszelle, kommt es zu dem von Hans Chiari
beschriebenen Selbstverdau des Pankreas [4]. Damit die vorzeitige Aktivierung nicht zu einem
Zellschaden fuhrt, werden die Zymogene unter physiologischen Bedingungen inaktiv in den
Azinuszellen synthetisiert, transportiert und gelagert. Sie werden unter physiologischen

Bedingungen frihestens im Dinndarm aktiviert [33].
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Das Pankreas besitzt weitere Schutzmechanismen, um eine frihzeitige intrazellulare

Aktivierung der Verdauungsenzyme zu verhindern:

e Das Pankreas synthetisiert Proteaseinhibitoren (z.B. pancreatic secretory trypsin
inhibitor-PSTI, serine peptidase inhibitor, Kazal type 1-Spink1), die friihzeitig

aktiviertes Trypsin inaktivieren [34, 35].

¢ Die niedrige intrazellulare Kalzium-Konzentration flhrt zur Instabilitdt des Trypsins

und damit zu dessen Inaktivierung [36].
e Die Zymogene sind in unterschiedliche subzellulare Kompartimente verpackt [37].
1.1.3 Pathogenese

Die AP ist je nach Schwere der Erkrankung durch einen variierenden Grad der Azinuszell-
Schéadigung sowie durch eine Entziindungsreaktion gekennzeichnet. Die genauen
Mechanismen, die zu einer Erkrankung fihren und die Schwere der Krankheit aufzeigen, sind
nach wie vor nicht ganzlich geklart [38]. Es konnten aber an experimentellen Modellen einige
essenzielle Vorgange und ihre zeitliche Abfolge identifiziert werden. So wurde gezeigt, dass
das Ausmald der Azinuszell-Schadigung durch die entziindliche Infiltration von aktivierten
Leukozyten beeinflusst wird [39, 40]. Die Fahigkeit dieser Zellen, das Gewebe in vivo zu
zerstoren, basiert auf zwei Ereignissen, der Ausschiittung von lytischen Enzymen und der

Bildung von reaktiven Sauerstoffradikalen (ROS, ,reactive oxygen species’) [41].

In der folgenden Abbildung 3 ist die Pathogenese der AP gezeigt, indem die Initiierung durch
einen auslésenden Faktor, zu einer Dysfunktion der Azinuszellen und im weiteren Verlauf zu
einer Azinuszell-Schadigung und Zelluntergang durch apoptotische und nekrotische Prozesse
fahrt.
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atiologischer Faktor Pathogenese der

z.B. Alkohol, Gallensteine, akuten Pankreatitis
Genmutation

<

Dysregulation der

Azinuszell-Funktionen |:> | Entziindungsmediatoren

,calciumsignaling’, Zytokine, Chemokine
Signaltransduktion ’

< @ <

Schidigungspotential extrapankreatische
aktivierte Zymogene, <:| [ Entziindung
reaktive Oxygenradikale (ROS) ' Granulozyten, Lymphozyten,
Endothel

2% <

Azinuszell-Schiadigung <:| Entziindungsmediatoren
Apoptose, Nekrose ! Zytokine

Abbildung 3: Intra- und extrapankreatische Ereignisse in der AP

Nach der Induktion pathophysiologischer Ereignisse in den Azinuszellen (links), initiieren
Signalmetabolite eine extrapankreatische Entziindungsreaktionen (rechts). Diese Prozesse
interagieren in verschiedenen Stadien der Erkrankung und bedingen die Verstarkung des

pathologischen Prozesses [1].

Im Jahr 2007 konnten van Acker und Kollegen zeigen, dass die Bildung proinflammatorischer
Zytokine wie z.B. IL-6 nicht durch eine unphysiologische Zymogen-Aktivierung induziert wird,
sondern parallel und unabhangig verlauft [42]. Die erhthten Zytokin-Spiegel bewirken die
Rekrutierung von Entziindungszellen wie z.B. Makrophagen und Granulozyten, die weitere
proinflammatorische Mediatoren wie TNF-a, IL-6, IL-1 sowie anti-inflammatorische Faktoren
wie IL-10 und IL-1-Rezeptor-Antagonisten sezernieren [43]. Das folgende Schema zeigt, wie
die initialen Stérungen in der Signaltransduktion einerseits zur Zymogen-Aktivierung fiihren
und andererseits die frilhzeitige Entziindungsreaktion initiiert wird. Diesbezuglich zeigt die
Studie von Sah und Kollegen an isolierten Azinuszellen, dass nach einem pathologischen
Insult die Schadigung der Azinuszellen und die damit verbundenen Entzindungsreaktionen
frih und unabhangig voneinander verlaufen und zur AP fihren. In Abbildung 4 ist dieses

Konzept vereinfacht dargestellt [44].
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pathologischer Insult

SN

Trypsinogen-Aktivierung NFkB-Aktivierung

N

Pankreasschéadigung und Entziindung

Abbildung 4: Grundlegende Pathomechanismen der Entstehung einer AP

Der pathologische Insult fuhrt Gber zwei unabhangige Signalwege, einerseits zu einer Trypsinogen-
Aktivierung und andererseits zu einer ,nuclear factor kappa light chain enhancer of activated B cells
(NFkB)-Aktivierung. Beide fuhren dann letztendlich zu einer Pankreas-Schadigung und zu einer

Entziindung.

Das ,calcium signaling® ist der entscheidende Mechanismus fir die gerichtete Exozytose der
Granula an der apikalen Membran. Die unter pathologischen Bedingungen zu beobachtende
Stérung des ,calcium signaling’ fuhrt zu einer globalen permanenten Erhéhung des
zytosolischen Kalziums. Ist die gerichtete Exozytose verhindert, verbleiben die Granula in der
Zelle und es entwickelt sich eine Azinus-Zellschadigung [45]. Dies hat die Aktivierung der
Zymogene zur Folge und kann zum Absterben der Azinuszellen fuhren und in eine AP
minden. Untersuchungen der experimentellen Pankreatitis haben gezeigt, dass die
Trypsinogen-Aktivierung bereits wenige Minuten nach Induktion, also sehr fruh, erfolgt [46, 47,
48, 49, 50]. Weitere Untersuchungen zeigen, dass fur die Zell-Schadigung eine Protease-
Aktivierung verantwortlich ist, die durch eine Blockade in der Protein-Sekretion verursacht wird
[51].

Die lysosomale Cystein-Proteinase Cathepsin B (CTSB) fungiert in den pankreatischen
Azinuszellen als aktivierendes Enzym. Deshalb hat es eine essenzielle und wichtige Rolle, da
es neben der Enterokinase in der Lage ist Trypsinogen zu aktiven Trypsin zu prozessieren [5,
52]. Deshalb ist die Cathepsin-B-vermittelte Aktivierung von Trypsinogen zu Trypsin als
initiales Ereignis der Pankreatitis zu sehen [52, 53, 32, 54]. Bei der zuvor dargestellten
Abhangigkeit zwischen der lysosomalen CTSB-Aktivitat und der Trypsinogen-Aktivierung,
stellt sich jedoch die Frage, wo diese Prozesse ablaufen. Zu den intrazellularen Strukturen, in
denen die Protease-Aktivierung ihren Ursprung haben kénnte, gehért das Autophagosom. Die
Autophagie wird als Prozess der zellularen Abwehr gegen Entziindungen und Stress
betrachtet [55]. Weiterfihrende Untersuchungen konnten zeigen, dass die Autophagie eine

wesentliche Rolle fir die spate intrazellulare Protease-Aktivitat und den Schweregrad der
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Pankreatitis spielt [56, 57]. Die Autophagie ist primar ein physiologischer Prozess, die in jeder
Zelle stattfindet. Er dient zum Recycling von geschadigten oder nicht mehr bendtigten
einzelnen Proteinen, Protein-Aggregaten und Organellen. Recycling bedeutet hier, dass
einerseits nicht mehr funktionelles Zellmaterial unschadlich gemacht werden soll und
andererseits ein Zur-Verfigung-Stellen der freigesetzten Aminosauren fur einen erneuten
Aufbau von Proteinen und Zellorganellen. Autophagie ist besonders wichtig, wenn ein Mangel
an Nahrstoffen vorliegt. Dann erfolgt ein Abbau von nicht-essenziellen Zellbestandteilen, damit
Uberlebenswichtige Prozesse weiterhin mit Energie versorgt werden kdnnen. Abzugrenzen ist
hier die Autophagie im pathologischen Sinne, bei der verstarkt Material, wie z.B. geschadigte
Mitochondrien, entstanden bei Pankreatitis, entsorgt werden muissen. Unter diesen

Bedingungen werden mehr Autophagosomen und grof3e Vakuolen in den Zellen gebildet [58].

Die pankreatischen Azinuszellen kdnnen Zytokine, die auch die Chemokine umfassen,
exprimieren [59]. Die Signaltransduktion, die zur Expression von z.B. MCP-1, IL-6 und Tumor
Nekrose Faktor (TNF)-a fuhrt, erfolgt Uber den NFkB-Signalweg, der eine zentrale Rolle
einnimmt [60]. Im Verlauf der AP, wird der Transkriptionsfaktor NFkB durch die
pathophysiologische Kalziumiberladung der Azinuszellen aktiviert. Diese Aktivierung verlauft
sehr schnell und parallel zur Proteaseaktivierung innerhalb weniger Minuten [61]. Die
Stimulation von inflammatorischen myeloiden Zellen durch diese Mediatoren fiihrt dazu, dass
weitere Zytokine und Chemokine exprimiert werden. Untersuchungen zur Expression und
Freisetzung von Zytokinen durch Azinuszellen und myeloiden Zellen zeigen, dass diese
Vorgange eher die myeloiden Zellen betreffen. Eine Pankreatitis fiihrt bei spezifisch generierten
Knock-out-Mausen (RelA/p65) zu einer signifikanten Erhéhung der lokalen und systemischen

Inflammation [62].

Neutrophile und Makrophagen bewirken zusatzlich eine Aktivierung der intrazellularen
Protease-Aktivitat und Azinuszell-Nekrose. Gesteuert werden die Aktivierungs- und Nekrose-
Vorgange durch TNF-a, welches direkt Uber den TNF-a-Rezeptor auf Azinuszellen wirken
kann. Dabei hangt die Aktivierung von Trypsinogen durch TNF-a von der CTSB-Aktivitat und
einem intakten ,calcium signaling‘ ab [63, 64]. TNF-a gilt als wichtigster Mediator des SIRS
[65].

1.1.4 Entzindungsmediatoren

Die Pankreatitis stellt eine inflammatorische Erkrankung mit lokalen und systemischen
Auswirkungen dar, in deren Pathogenese eine Vielzahl von Zellspezies und Mediatoren
beteiligt sind. Uber den Einfluss proinflammatorischer Zytokine und Chemokine, deren

Auspragung und dem Schweregrad der Verlaufsform einer AP, liegen zahlreiche Befunde vor.
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Von besonderer Bedeutung scheint das Chemokin Monocyte Chemoattractant Protein-1
(CCL2/ MCP-1) zu sein. In Tiermodellen und bei Menschen mit chronischer bzw. AP wurden
erhdhte Spiegel des MCP-1 detektiert [66, 67, 68, 69]. MCP-1 ist ein sehr friher Mediator in
der Entzindungsantwort der AP, da die MCP-1 mRNA bereits eine Stunde nach Induktion
einer Pankreatitis im Pankreas nachgewiesen werden kann [67]. Auch korreliert ein erhéhter

MCP-1-Spiegel im Plasma des Patienten mit der Schwere der AP [70].

Das CCL2 ist ein kleines Zytokin, das zur Familie der CC-Chemokine gehért und ein
Molekulargewicht von 8-10 kDa hat [71, 72]. CCL2 Ubt eine chemoattraktive Aktivitat
gegenluber Monozyten, Makrophagen und anderen Immunzellen aus, die einen CCR2 (CC-
Chemokin-Rezeptor TYP 2, CD192) auf ihrer Zelloberflache exprimieren. Hierdurch wird die
Migration dieser Zellen zu Entziindungsherden induziert [73, 74, 75, 76]. Neuere Studien
zeigen, dass der Wirkungsbereich von MCP-1 iber seine urspriingliche Charakterisierung
als Chemoattraktionsmittel hinausgehen kann. CCL-2 scheint Leukozyten zu
beeinflussen, in dem es die Adhasion, Polarisierung, Sekretion von Effektormolekulen,
Autophagie, Abtétung und Uberleben beeinflusst [76]. In Abbildung 5 ist zur Ubersicht gezeigt,
von welchen proinflammatorischen Faktoren und Zellarten die MCP-1-Ausschiittung

mafgeblich beeinflusst wird.

proinflammatorische Stimuli MCP-1 sezernierende Zellen

Endothelzellen

Keratinozyten

TNF-a Mesangiumzellen

y-Interferon (IFN-y) tubulare Epithelzellen

Lipopolysaccharid (LPS) glatte GefalRmuskelzellen MCP-1

Platelet Derived Growth Factor (PDGF) Monozyten/Makrophagen
Interleukin-1B (IL-1B) Lymphozyten
oxidiertes LDL Astrozyten

Firoblasten

Mikroglia

Abbildung 5: Proinflammatorische Reize, die auf MCP-1 sezernierende Zellen wirken
nach [72, 77, 78, 79, 80, 81, 82, 83]. ,LDL"“: Low density lipoprotein.

Damit wird deutlich, dass MCP-1 sehr umfangreich an der Initiation und Regulation von

Entziindungsprozessen beteiligt ist.
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Die MCP-1-Ausschiittung wurde bei vielen entziindlichen Erkrankungen wie Arteriosklerose
[84], multiple Sklerose [85], Asthma [86], rheumatische Arthritis [87] Alzheimer [88, 89, 90],
Diabetes, chronische Nieren Krankheit (CKD) [91] und vieler weiterer beobachtet und spielt
dabei offenbar eine wichtige Rolle, wobei seine Funktion in der Pathogenese dieser

Krankheiten noch nicht vollstandig aufgeklart ist.

Es existieren eine Reihe von Hinweisen, dass MCP-1 bei der Pankreatitis eine kausale Rolle
spielt. Bei Patienten mit einem Polymorphismus im MCP-1-Gen wurden erhéhte MCP-1-
Spiegel detektiert und ein schwererer Verlauf der AP beobachtet [70]. In Therapieansatzen,
die auf eine MCP-1-Absenkung gerichtet waren, z.B. durch Inhibition der MCP-1-Synthese
(Bindarit) oder anti-MCP-1-Gentherapie, konnte eine Verminderung der Schwere der
Pankreatitis erreicht werden [92, 93, 94].

MCP-1 besitzt N-terminal einen Glutamin-Rest (GIn). Das Glutamin wird priméar durch Iso-
Glutaminylzyklase (IsoQC) zu Pyroglutamat (pGlu) zyklisiert [95]. Diese posttranslationale
Zyklisierung stabilisiert und modifiziert das Protein, wodurch es eine hohere Affinitat zum
Rezeptor erlangt [96]. Es wurde gezeigt, dass eine N-terminale Verkiirzung des Proteins um
zwei Aminosauren zu einem Verlust der chemotaktischen Aktivitéat des Proteins fuhrt [97].
Zudem konnte durch In-vitro-Untersuchungen gezeigt werden, dass eine QC-Inhibition die
pGlu-Zyklisierung des MCP-1s verhindert und so die Monozyten-Migration reduziert wird [98].

IL-6 ist ein proinflammatorisches Zytokin, das durch viele Zellen wie Monozyten, Azinuszellen,
Fibroblasten als Antwort auf eine Endotoxin-, IL-13- und TNF-a-Stimulation gebildet wird [99,
100, 101]. Der IL-6-Level steigt durch diverse akute Noxen an wie z.B. Verbrennungen, grof3e
Operationen und Sepsis. IL-6 filhrt zu Pyrexie. Bei Patienten mit AP kommt es ebenfalls zu
einer Erhéhung des IL-6-Levels, welches mit dem Schweregrad der Erkrankung korreliert [102,
103]. Transgene Mause, die humanes IL-6 Giberexprimieren, haben eine erhéhte Vulnerabilitéat

zur Auspragung einer AP [101].

Eine gravierende Komplikation im Verlauf der schweren Pankreatitis ist das sogenannte akute
Lungenversagen ARDS. Der Arbeitsgruppe um Algil ist es mithilfe tierexperimenteller
Untersuchungen gelungen, die Funktion des IL-6 bei dieser Erkrankung aufzudecken. Durch
die Entzindung sezernieren myeloide Zellen Uber die NFkB-Kaskade IL-6. Dieses IL-6
wiederum bindet an den l6slichen IL-6R, ein Prozess der als ,Trans-Signaling‘ bekannt ist. Das
IL-6-Trans-Signaling’ fuhrt zur Phosphorylierung von STAT3 und zur Produktion des
,neutrophil attractant' CXCL1 in pankreatischen Azinuszellen. Diese Studie konnte nachweisen,

dass eine therapeutische Inhibition des IL-6 vor einem schweren Lungenschaden schiitzt [104].
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Der NFKkB kommt im Zytoplasma vor und ist an seinen Inhibitor IkB gebunden. Erst durch
bestimmte Stimuli wird IkB degradiert und NFkB aktiviert [L05]. Die NFkB-Proteine bestehen
aus funf Proteinen, welche stark mit dem Zelltod verbunden sind und die in entziindliche
Prozesse involviert sind. Unter den Mitgliedern dieser Familie ist RelA/p65, ein entscheidender
Transkriptionsfaktor des klassischen NFkB-Signalweges [106]. NFkB aktiviert und reguliert die
Expression von proinflammatorischen Genen wie z.B. von TNF-a, IL-6, IL-8 und ,inducible
nitric oxide synthase* (iNOS) die die Immunantwort und die Rekrutierung von Leukozyten zum
geschadigten Organ steuern [107, 104]. Eine Verringerung des Pankreas spezifischen
RelA/p65 fihrt zu einer ansteigenden Anfélligkeit der Azini in Bezug auf den
entziindungsbedingten Zelltod, gefolgt von der akuten Pankreatitis. Mause im ,Cre-loxP-
System' (RelA k.o. ist letal) zeigten massive Nekrosen im Pankreas nach einer Caerulein-
Hyperstimulation [60].

In der folgenden Abbildung sind die Signalwege in der Azinuszelle, die Beteiligung der
inflammatorischen Zellen und die wesentlichen Mediatoren nach einer Stresssituation
zusammengefasst (personliche Mitteilung Halangk). Es ist einerseits zu erkennen, wie der
Stimulus Gber NFKB Chemokine und Zytokine aktiviert, und andererseits tber den Anstieg der

Kalzium-Konzentration zur Zymogen-Aktivierung fuhrt.
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Noxe, Stress
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Abbildung 6: Pankreas-Signalkaskade nach Noxen-Wirkung

Der auf die Zelle wirkende Stress filhrt zu einer Ausschittung an Proteinkinasen (PKs) und
Inositoltriphosphat (IP3). Es ist bekannt, dass IP3 zu einer Erhéhung des Kalzium-Spiegels fuhrt,
welcher fur die Zymogen-Aktivierung verantwortlich ist. PKs aktivieren den Inhibitor von NFkB (IkB), der
die NFkB-Signalkaskade im Zellkern initiiert. Die dadurch freigesetzten Chemokine (vor allem MCP-1)
und Zytokine leiten die Entziindungskaskade ein.

1.2 Pathogeneseforschung an Modellen der experimentellen

Pankreatitis

Aufgrund seiner anatomischen Lage im Retroperitonealraum ist das Pankreas im Korper nur
schwer zuganglich. Studien zur humanen akuten Pankreatitis werden zudem erschwert, da
Biopsien am entziindeten Pankreas das Risiko eines schweren Krankheitsverlaufes signifikant
erhdhen. Im Allgemeinen ist es sehr schwierig, die initialen pathophysiologischen Ereignisse
einer AP am humanen Pankreas zu untersuchen, da die Patienten erst mit Beschwerden zur
arztlichen Untersuchung kommen, wenn die friihzeitig ablaufenden initialen Ereignisse schon
durchlaufen sind. Daher werden die meisten Studien an Tiermodellen bzw. an isolierten Zellen
durchgefiuhrt. Diese sind standardisiert, reproduzierbar und es kann jeder Schweregrad der
Pankreatitis simuliert werden. Es kdnnen viele zellulare Ereignisse auf molekularer Ebene

naher untersucht werden, die sich in der klinischen Situation einer Pankreatitis widerspiegeln.
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Zum Studium einer experimentellen AP wird daher das Tiermodell der Maus, nicht zuletzt
durch die Vielfalt an etablierten Mausstammen und genetisch veranderten Mauszuchtlinien

seit vielen Jahren genutzt [108].
1.2.1 Taurocholat-induzierte Pankreatitis

Viele Tiermodelle wurden fiir die Untersuchung der Mechanismen wie der Prognose und der
Behandlung der humanen schweren AP entwickelt. Besonders geeignet fir die Untersuchung
der AP ist das Modell der Taurocholat-induzierten Pankreatitis von Aho und Koskensalo [109,
110, 111]. Dieses Modell fuhrt in der Regel durch eine retrograde Injektion oder Infusion von
Natriumtaurocholat (TC, Gallensalz) in den Pankreasgang zu einer AP. Dadurch wird die
klinische Situation einer Gallenstein-Pankreatitis mit Reflux von Gallensekret in das
Pankreasgangsystem und einer tempordren Behinderung der Pankreassekretion simuliert
[112].

Nachteilig in diesem Infusionsmodell ist, dass ein zu hoher Infusionsdruck selbst mit inerten
Substanzen zu einer Pankreatitis fuhren kann. Deshalb hangt der Schweregrad der
Pankreatitis nicht allein von der infundierten Substanz und deren Konzentration ab [113, 114].

Diese Methode erzeugt hdmorrhagische Pankreasnekrosen, die zuerst fokal sind, ehe im
spateren Verlauf grof3e Teile des Organs zerstort werden. Zudem treten Fettgewebsnekrosen
und Aszites auf. Charakterisiert ist dieses Modell durch eine sehr friihe transiente Aktivierung
von Trypsinogen, Pankreastédemen, Hyperamylaséamie, Einwanderung von entziindlichen
Leukozyten in das Pankreas sowie die intrapankreatische Generierung des

proinflammatorischen Zytokins IL-6 [115].

Fur einen milderen Pankreatitisverlauf kann anstelle des TCs auch Glycodesoxycholat

verwendet werden [116].
1.2.2 Hyperstimulationsmodell mit Caerulein

Die intraperitoneale Zufuhr physiologischer Konzentrationen von Caerulein (CCK-Analogon,
Darmhormon) stimuliert die Enzymsekretion im exokrinen Pankreas. Im Gegensatz dazu fuhrt
eine supramaximale Gabe (50 pg/kg Koérpergewicht, KG) zu einer Blockade der Sekretion
[117, 47, 118]. Die Sekretionsblockade wird durch eine Aktivierung des ,low affinity state‘ des
CCK-Rezeptors innerhalb von kurzer Zeit hervorgerufen. Die Blockade der Enzymsekretion
hat eine Beeintrachtigung des Azinuszell-Metabolismus zur Folge und resultiert in einer
Zymogen-Akkumulation mit friihzeitiger Aktivierung der digestiven Enzyme sowie einer Zell-

Schadigung [112]. Dadurch kommt es zum Anstieg des Enzymgehalts im Serum [119]. Die
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akute Form einer milden 6demattdsen Pankreatitis wird im Allgemeinen durch Cholezystokinin-
Analoga oder auch cholinerge Substanzen in supramaximalen Dosen ausgel6st. Die Vorteile
dieses Stimulationsmodells liegen in der geringen Invasivitit sowie der guten
Reproduzierbarkeit der pathogenetischen Ablaufe und histologischen Veranderungen
begriindet. Nach der Caerulein-Gabe treten bereits nach ein bis zwei Stunden intrazellulare
Vakuolen auf, die die friihesten, mikroskopisch nachweisbaren Veranderungen im Pankreas
aufzeigen. Die Vakuolen kénnen Zymogengranula und geschadigte Zellorganellen enthalten
[120]. Im folgenden Verlauf der Pankreatitis treten vereinzelt Parenchymnekrosen auf. Spater
kommt es zur Einwanderung von Neutrophilen und mononuklearen Zellen. Bedingt durch die
milde Verlaufsform einer Caerulein-Pankreatitis treten schwere Krankheitsbilder wie
nekrotische Hamorrhagien, die zu einer hohen Morbiditat und Mortalitat fihren, kaum in
Erscheinung. Damit kommt das Hyperstimulationsmodell der milden interstitiellen 6dematdsen
Form der Pankreatitis beim Menschen sehr nahe [121].

Eine chronisch fibrosierende Pankreatitis kann durch eine wiederholte Gabe des Caeruleins
induziert werden. Allerdings ist dann keine Kalzifikation, Kalziumablagerung im Pankreas, zu
beobachten [120].

1.3 Glutaminylzyklase und Iso-Glutaminylzyklase

Die Glutaminylzyklase (QC) ist ein monomeres Metalloenzym, welches ein Molekulargewicht
von ca. 38-40 kDA besitzt [122]. Sie wurde zuerst aus Latex/Milch der tropischen Pflanze
Carica papaya isoliert [123, 124, 125]. Fast ein viertel Jahrhundert spater wurde eine
entsprechende enzymatische Aktivitdit in Rindern, Schweinen (aus Hypophysen-
Homogenaten) und Menschen sowie in anderen Saugern entdeckt [126, 127, 128, 129]. Die
Saugetier-QC hat auffallende Homologien zu den bakteriellen Doppel-Zink-Aminopeptidasen
[130, 131]. Imidazol und Imidazol-Derivate wurden als kompetitive Inhibitoren von QC
identifiziert [125].

QC katalysiert die Zyklisierung von N-terminalem Glutamin zu Pyroglutamat (pGlu), die
zumeist zu einer Erhéhung der proteolytischen Stabilitéat und der physiologischen Aktivitat der
N-terminal zyklisierten Proteine fihren. Dadurch kdénnen diese Proteine wie Neuropeptide,
Peptidhormone und Chemokine (MCP-1), Fraktalkine (CX3CL1) Thyrotropin-Releasing-
Hormon, Gonadotropin-Releasing Hormon oder Neurotensin, zu einem fulminanten Verlauf
einer Erkrankung, wie auch einer schweren akuten Pankreatitis beitragen [96, 126, 130, 132].

In Abbildung 7 ist diese Reaktion dargestellt.
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Abbildung 7: Zyklisierung des Glutamins (N-terminal) zu Pyroglutamat durch
Glutaminylzyklase (QC), unter Abspaltung von NHs

QC1 (Qpct) ist ein sekretiertes Protein, das in Richtung des regulierten Sekretionsweges
gerichtet ist. In Saugetieren konnte eine weitere Glutaminylzyklase, die 1soQC (auch QPCTL
,glutaminyl peptide cyclotransferase-like enzyme?), identifiziert werden. Die primére Struktur
der humanen IsoQC zeigt im Bereich des Zink-Bindungs-Motifs eine ahnliche Struktur wie die
der humanen QC1. Ahnlich zu QC1 wird IsoQC konkurrierend durch Imidazol und Zysteamin
inhibiert. Die Inaktivierung durch Metallchelatoren suggeriert eine konservierte,
metallabhangige, katalytische Funktion beider Isoenzyme. Im Gegensatz zum QC1 fehlen dem
Isoenzym die N-Glykosylierungsstellen. 1soQC von Mausen wurde bisher in verschiedenen
Gehirnregionen, peripheren Organen wie Niere und Lunge und mit geringeren Expressionen
im Herz und der Milz nachgewiesen [133]. AuRerdem konnte gezeigt werden, dass die
IsoQC das MCP-1 in seinen biologisch aktiven Zustand Uberfihrt [134].

Im neuroendokrinen Gewebe, z.B. dem Hypothalamus und der Hypophyse, ist die QC bei
Saugern in groBer Menge vorhanden [127, 135]. Pathologisch wird eine Beteiligung von QC
bei rheumatoider Arthritis, Osteoporose und M. Alzheimer diskutiert [136, 137]. Peptide, die N-
terminales pGlu enthalten, sind Hauptbestandteile von ABR-Peptiden im Kern der neuritischen
Plagues [138, 139, 140]. Dabei ist zu unterscheiden, dass im neuronalen Gewebe
hauptséchlich QC1 vorkommt und im Organismus die IsoQC ein eher ubiquitdr vorkommendes
Enzym ist [133, 141].

Das Ausschalten von QC1 bzw. IsoQC am Modell von knock-out-Mausen zeigt kaum
Auswirkungen auf den Organismus [142, 143], da die Zyklisierung von GIn zu pGlu auch
spontan und unabh&ngig von QC erfolgen kann [144, 145]. Diese Vorgange kénnen die
Wirkung spezifischer QC-Inhibitoren, zur Untersuchung des therapeutischen Potenzials

bei entztindlichen Erkrankungen, wie auch im Tiermodell, begrenzen.
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1.4 Ziel der Arbeit

Ziel dieser Arbeit war es, die Glutaminylzyklase als neuartiges Target zur Behandlung der AP
als inflammatorische Erkrankung zu beurteilen. Dabei wurde die Wirkung einer

Glutaminylzyklase-Hemmung auf die Auspragung einer experimentellen AP untersucht.

Die Experimente basieren auf der Hypothese, dass die inflammatorische Reaktion bei AP die
Azinuszell-Schadigung die systemische Inflammation und damit das Uberleben der
betroffenen Patienten maf3geblich beeinflusst.

Die Testung eines QC-Inhibitors 1-(1H-benzo[d]imidazol-5-yl)-5-(4-propoxyphenyl)
imidazolidine-2,4-dione (PQ529), der uns freundlicherweise von der Firma Probiodrug AG
(Halle/Saale, Deutschland) zur Verfigung gestellt wurde, erfolgte im Hinblick auf die
Verhinderung der Entstehung und Freisetzung pyroglutamat-haltiger pro-inflammatorischer
Chemokine wie MCP-1. Wie bereits aufgefiihrt, ist eine Zyklisierung des N-terminalen
Glutamins im MCP-1 vorwiegend auf die Aktivitat des im Golgi-Apparat von Entziindungszellen
lokalisierten Glutaminylzyklase-lsoenzyms 1soQC zurtickzufiihren [95]. In deren Folge wird
das Protein im Sekretionsweg proteolytisch stabilisiert und in seiner chemoattraktiven Wirkung
verstarkt [96]. Dementsprechend sollte eine Hemmung der QC, insbesondere der IsoQC eine
Verringerung des MCP-1-Spiegels und eine Verminderung der Inflammation im Pankreas

herbeiftihren.

Der klinischen Situation Rechnung tragend, dass eine medikamentdse Intervention vor allem
bei schwerer AP wiinschenswert sei, wurden die Untersuchungen am Modell der Taurocholat-
AP durchgeflihrt. Dies machte es erforderlich, neben dem prophylaktischen Einsatz des QC-
Inhibitors, vor allem auch das mdgliche therapeutische Potenzial des QC-Hemmstoffes PQ529

eingehend zu analysieren.

Mit der milden Verlaufsform einer murinen Caerulein-induzierten Pankreatitis ist
erfahrungsgemafl nur eine geringe Erh6éhung der pro-inflammatorischen Entzindungs-
mediatoren verbunden. Es ist demnach nur ein geringer Einfluss und therapeutischer Nutzen

durch Einsatz des QC-Inhibitors zu erwarten.

Aufgrund der sehr begrenzten Anzahl an verfigbaren 1soQC- und QC1-deletierten
Versuchsméusen wurden diese Mausstdmme vorwiegend zur Untersuchung auf eine
Pankreas spezifische Expression der QC-Isoformen eingesetzt. Zur Charakterisierung der
Expression und Lokalisation der Glutaminylzyklase und deren Isoformen in Azinuszellen

wurden dazu vergleichende Untersuchungen von QC1- und IsoQC-k.o. Mausen mit WT-
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Kontrollm&usen unter physiologischen Bedingungen bzw. nach Induktion einer Caerulein-

induzierten Pankreatitis durchgefihrt.
Mit den Experimenten sollten folgende Fragen beantwortet werden:

1. Lasst sich die QC1l-Isoform der QC im Pankreas-Gewebe der Maus nachweisen und

welche intrazellulare Lokalisation weist diese auf?
2. Wird in den Azinuszellen auch die Isoform I1soQC- exprimiert?

3. Welche Wirkung zeigt eine QC-Hemmung auf die Auspragung einer schweren
Taurocholat-induzierten Pankreatitis der Maus hinsichtlich der Pankreas-Schadigung,

der Entzindungsreaktion und der intrazellularen Trypsinogen-Aktivierung?

4. Lasst sich eine mdgliche QC-Inhibitor-Wirkung auch bei therapeutischer Anwendung

nachweisen?
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2 Material und Methoden

Carina De Boni

2.1 Gerate und Verbrauchsmaterialien

Tabelle 2: Verbrauchsmaterialien

Material

Hersteller/Vertrieb

Cryo-Roéhrchen, 4 ml, steril, mit
Innengewinde, freistehend

Carl Roth, Karlsruhe

epT.l.P.S. Standard (0,1 pul-10 ml)

Eppendorf, Hamburg

Mikroplatten, weif3, F 96 Well

NUNC, Roskilde

Mikroplatten, farblos, PS 96 Well, flat
bottom

Greiner Bio-one, Essen

PP-Rohrchen, steril 15 und 50 ml

Greiner Bio-one, Essen

Probengefalie f, Analyser, Coulter Counter

Greiner Bio-one, Essen

Q-Tips, Cotton Swabs

Unilever, Hamburg

Roti®-PVDF, Transfermembran,
PorengrofRe 0,45 pm

Carl Roth, Karlsruhe

Reaktionsgefalie (1,5 ml; 2,0 ml)

Sarstedt, Niumbrecht

Tabelle 3: Geréte

Gerat

Bezeichnung

Hersteller/Vertrieb

Absorptions- und Fluoreszenz-
Mikrotiterplatten Reader

Spectrafluor Plus

Tecan Deutschland GmbH,
Crailsheim

Absorptions- und Fluoreszenz-
Mikrotiterplatten Reader

SAFIRE

Tecan Deutschland GmbH,
Crailsheim

Chromatograph-Kuhlschrank

Super 720-Chromat

Kirsch, Offenburg

(Elektrophorese)

Elektrophorese- Power Supply ESP 600 | PharmaDiagnos, Freiburg
Stromversorgung

Feinwaage CP 225D - OCE Sartorius AG, Gottingen
Gefrierschrank GS 5203 Comfort Liebherr, Ochsenhausen

Mini Hoefer Gelsystem

Hoefer Mini Ve
Complete, Vertical
Electrophoresis System

GE HealthCare, Miinchen

Homogenisator (2.5.2)

Potter-Elvehjem-
Homogenisator

Schutt-Labortechnik Géttingen

Homogenisator (2.5.1)

Ultra-Turrax T 25

IKA-Labortechnik, Staufen

Inkubationsschittler

Enviro-Genie Typ SI
1201

Scientific Industries INC,
Bohemia New York Ort

Kuhlschrank

Premium frost-free

Liebherr, Ochsenhausen
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Fortsetzung Tabelle 3 Gerate

Carina De Boni

Gerat Bezeichnung Hersteller/Vertrieb
Kihlschrank Med-520 Kirsch, Offenburg
Laborwaage R 180D - *d1 Sartorius AG, Géttingen

Peristaltikpumpe

P-1 / Peristaltikpumpe

PharmacialLkb, Schwabisch
Gmuind

Ruhrer

R 3t Magnetrihrer

Mlw, Medingen

Schuttler

Gfl 3017

Gfl, Burgwedel

Stromversorgungsgerat

Elektrophorese

Bio-Rad Labor, Minchen

Tiefkiihlschrank (-80°C)

Ult 2186-3-V12

Revco, Berlin

Tierbox (Scantainer groR)

Tierbox 50-Scant.-D-
110

Scanbur A/S, Karlslunde

Tierbox (Scantainer klein)

Scantainer 50-B-110

Scanbur A/S, Karlslunde

Ultraschall-Desintegrator

Uw 70

Bandelin-Electronic., Berlin

Ultraschall-Desintegrator

SonopulsHd 70/gm70
Hd

Bandelin-Electronic., Berlin

Wasserbad

Gfl 1012 Wasserbad

Gfl, Burgwedel

Zentrifuge

Kihlzentrifuge 5402

Eppendorf, Hamburg

Zentrifuge (Tischzentrifuge)

Multi-Spin MSC-3000

Kisker Biotech., Steinfurt

Zentrifuge (Zell-
Fraktionierung)

Sigma 3k 30

Sigma Laborzentrifugen
GmbH, Osterode

Tabelle 4: Operationszubehdor

Bezeichnung

Hersteller/Vertrieb

Ethicon Prolene Suture, 8776H 6-0,
8975H4-0

Johnson & Johnson Medical GmbH,
Norderstedt

Katheter, Polyethylenschlauch

Smiths Medical™ Portex™ Fine Bore
Polythene, Fraureuth, Deutschland

Polyester Weill Ds16 Usp4/0 17218113

Catgut, Markneukirchen

Op-Transporter 1140-60/A

Stierlen-Maquet, Rastatt

Op-Hilfs-Leuchte Oslo-Wand

Heraeus, Hanau

Pinzette, chirurgisch

Aesculab, Tuttlingen

Pinzette, gebogen und stumpf

Aesculab, Tuttlingen

Scheren, chirurgisch

Aesculab, Tuttlingen

Tierfutterungsnadel Barrel 30 mm, Gauge
20

Fine Science Tolls GmbH, Heidelberg

Untersuchungsleuchte Hanaulux Blue 30

Heraeus, Hanau

Yasargil-Mini-Aneurysma-Clip, FE 693K

Aesculab, Tuttlingen
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2.2 Chemikalien und Puffer

Tabelle 5: Chemikalien

Carina De Boni

Chemikalien

Hersteller/Vertrieb

Acrylamid; = 99,9 %; p.a.

Carl Roth, Karlsruhe

Advanced Protein Assay Reagent, 5x
Concentrat

Cytoskeleton Inc, Denver

Amersham ECL Advance Western-Blotting
Detection Kit

GE Healthcare Life Sciences, Freiburg

Ammoniumperoxodisulfat, 98 %, p.a., ACS

Carl Roth, Karlsruhe

Aprotinin, aus Rinderlunge

Sigma-Aldrich, Steinheim

Bisacrylamid, = 98 %

Carl Roth, Karlsruhe

Bovine Serum Albumin (BSA)

Sigma-Aldrich, Steinheim

Bromphenolblau

Sigma-Aldrich, Steinheim

o-Dianisidin

Sigma-Aldrich, Steinheim

Calciumchlorid

Merck, Darmstadt

Dinatriumhydrogenphosphat-2H20

VEB Laborchemie, Apolda

Essigsaure

Carl Roth, Karlsruhe

Ethylendiamintetraessigsaure, EDTA,
0,5 M; pH: 8,0

Gibco, Darmstadt

Ethylenglycol-bis(aminoethylether)-
N,N,N’,N-tetraessigsaure, EGTA

Calbiochem, Darmstadt

Formaldehyd-L6sung, phosphatgepuffert,
4 %, pH: 6,9

Merck, Darmstadt

GIn-AMC*HCI

Probiodrug AG, Halle

Glucose, wasserfrei

Merck, Darmstadt

Glycerin, Rotipuran = 86 %, p.a.

Carl Roth, Karlsruhe

Glycylglycin, Pufferan® 2 99 %, Ultra
Qualitat

Carl Roth, Karlsruhe

Hydroxyethyl-Cellulose

Sigma-Aldrich, Steinheim

Kaliumchlorid

Applichem, Darmstadt

Ketamin 10 %, Injektionslésung

CEVA, SanteAnimale, Diusseldorf

Kollagenase, CLS PA

Cell Systems, Troisdorf

Leupeptin, Hemisulfat-Salz

Sigma-Aldrich, Steinheim

L-Glutamin

Applichem, Darmstadt

Magnesiumchlorid-Hexahydrat

Applichem, Darmstadt

Magnesiumsulfat, = 99 %, p.a., ACS

Carl Roth, Karlsruhe

Methanol

VWR, Darmstadt

MOPS

Serva, Heidelberg
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Fortsetzung Tabelle 5: Chemikalien

Carina De Boni

Chemikalien

Hersteller/Vertrieb

Natriumchlorid; = 99,9 %; p.a.

Roth, Karlsruhe

Natriumhydrogencarbonat, zur Analyse
EMSURE® ACS,Reag. Ph Eur

Merck, Darmstadt

Natriumhydroxid

Fluka, Steinheim

Natriumdoxycholate, =2 97 %

Sigma-Aldrich, Steinheim

Natrium-Taurocholat

Sigma-Aldrich, Steinheim

Percoll®; pH: 8,5-9,5 (20 °C)

Sigma-Aldrich, Steinheim

Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)

Carl Roth, Karlsruhe

Protease Inhibitor-Cocktail

Sigma-Aldrich, Steinheim

Pyroglutamyl-Aminopeptidase (pGAP),
rekombinant

Probiodrug AG, Halle

Rompun 2 %, Injektionslosung

AppliChem, Darmstadt

SDS ultra pure; = 99,9 %; f. d.
Elektrophorese

Carl Roth, Karlsruhe

Saccharose, BioUltra, for molecular biology,
> 99,5 % (HPLC)

Sigma-Aldrich, Steinheim

TEMED, 99 %, p.a., f. d. Elektrophorese

Carl Roth, Karlsruhe

Tricine AppliChem, Darmstadt
Tris, Pufferan 2 99,9 %, p.a. Carl Roth, Karlsruhe
Triton X-100 Ferak, Berlin

TWEEN 20, Ph. Eur.

Carl Roth, Karlsruhe

Salzsaure (HCI), 37 % (w/v), rauchend

Carl Roth, Karlsruhe

Wasserstoffperoxid-Lésung, ACS Reagenz,
30 % (w/w) in H20

Sigma-Aldrich, Steinheim

Zitronensaure

Sigma-Aldrich, Steinheim
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Tabelle 6: Substrate, Enzyme und Inhibitoren

Carina De Boni

Substrat, Enzym, Inhibitor

Hersteller/Vertrieb

7-Amino-4-methylcoumarin (freies AMC)

Bachem, Bubendorf

Boc-GIn-Ala-Arg-AMC

Pepta Nova GmbH, Sandhausen

Caerulein

Bachem Holding AG, Bubendorf

PQ529, QC-Inhibitor, Hemmstoff

Probiodrug AG, Halle

n Plus Protein™ Standards Unstained

Bio-Rad, Miinchen

Protease Inhibitor Cocktail Tablets,
Complete

Roche, Mannheim

Pyroglutamyl-Aminopeptidase (pGAP),
Hilfsenzym

Probiodrug AG, Halle

Q-AMC*HCL

Probiodrug AG, Halle

QC-Positiv Kontrolle, rekombinantes Maus-

QC

Probiodrug AG, Halle

Sojabohnen-Trypsin-Inhibitor (SBTI)

Sigma-Aldrich, Steinheim

Suc-AAPF-AMC

Pepta Nova GmbH, Sandhausen

Z-Arg-Arg-4-methyl-coumarin-7-amide

Bachem Holding AG, Bubendorf

Tabelle 7: Puffer und Lésungen

Natrium-Taurocholat (2 %-ig) zur Pankreatitis-Induktion

Natrium-Taurocholat-Lésung

2 % (w/v) Natrium-Taurocholat in 25 mM
Glycylglycin losen

MPO ELISA

Lysis Puffer MPO

200 mM NaCl; 5 mM EDTA; 10 mM Tris;
10 % (v/v) Glycerin; 1 mM PMSF;
1 pg/ml Leupeptin; 28 pg/ml Aprotinin; pH: 7,4

Lésungen fur Aufarbeitung nach 2.5.2

(HS 1) = HS-Puffer
(Homogenisationspuffer)

250 mM Saccharose; 10 mM Zitronensaure;
0,5 mM EGTA; 0,1 mM MgSOQOg; pH: 6,0 mit
1 M NaOH

(2xHS) = 2xHS-Puffer

500 mM Saccharose; 20 mM Zitronensaure;
1 mM EGTA,; 0,2 mM MgSOQOy; pH: 6,0 mit
1 M NaOH

Percoll-Lésung

Percoll mit 2xHS-Puffer 1:1 (v/v) mischen

Homogenisationspuffer fur Aufarbeitung nach 2.5.1 und 2.5.3

MOPS-Puffer

5 mM MOPS; 1 mM MgSOQOs., 250 mM Saccharose;
pH: 6,5

Trypsin-Messung

Trypsin-Puffer

50 mM Tris; 150 mM NaCl; 1 mM CacCl,*2H.0;
0,01 % (v/v) BSA; pH: 8,0 mit 3 M HCI
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Fortsetzung Tabelle 7: Puffer und Lésungen

Isolation pankreatischer Azinuszellen

KHP 110 mM NacCl; 32,5 mM NaHCOg; 2 % (v/iv) MEM,;
1,15 mM MgCl*6H,0; 2 mM L-Glutamin;
1 mM NazHPOu; 0,2 % (v/v) Glucose; 4,7 mM KCI

Zentrifugations-L6sung 0,5 mM CacCly; 4 % (v/v) BSA; gelost in KHP
Kollagenase-L6sung 0,1 mM CacCl,;0,1 % (v/v) BSA,;

300 U/ml Kollagenase CSL PA gel6st in KHP
Rinse-Ldsung 0,1 mM CacCly; 1 % (v/v) BSA, gel6st in KHP
Glutaminylzyklase Assay Puffer
Reaktionspuffer-QC 50 mM Tris-HCI; 10 mM EDTA; pH: 8,0
Substratlésung 2,5 mM Q-AMC*HCI
Hilfsenzym Pyroglutamyl- ca. 0,02 U/ml; mit Reaktionspuffer-QC
Aminopeptidase (pGAP)
QC-Inhibitor 6,25 mM PQ529, gel6st in 0,9 % physiologischer

Kochsalzlésung

QC-Positiv - Kontrolle rekombinante QC1 aus Maus (Proteingehalt:
0,38 mg/ml, geldst in Reaktionspuffer-QC mit
50 % Glycerol), 1:50 mit H,O verdiinnen

Western-blot-Puffer [146]

Anodenpuffer 0,2 M Tris; pH: 8,9 mit HCI

SDS-Kathodenpuffer 0,1 M Tris ; 0,12 M Tricine ; 0,1 % (w/v) SDS ; pH :
8,25

Gel-Puffer 3,0 M Tris; 0,3 % (w/v) SDS; pH: 8,45 mit HCI

Towbin-Puffer 25 mM Tris; 192 mM Glycerin; 5 % (v/v) Methanol;

3,5 mM SDS; pH: 8,3

Acrylamid/bis-Acryl-amid-Mix (AB- 48 % (w/v) Acrylamid; 1,5 % (w/v) Bisacrylamid
Mix)

10x TBS-Puffer 0,5 M Tris-HCI; 1,5 M NaCl

1x TBST 10x TBS-Puffer 1:10 mit Aqua dest. verdiinnen +
0,1 % (v/v) Tween 20

Entfarbe-Losung 50 % (v/v) Ethanol; 10 % (v/v) Essigsaure

4x Laemmli-Puffer 40 mM Tris; 40 % (v/v) Glycerin; 4 % (w/v) SDS;

0,04 % (v/v) Bromophenolblau; pH: 6,8 mit
1 M HCI, gebrauchsfertig nach Zugabe von 12,5 %
Mercaptoethanol

RIPA-Puffer 150 mM NacCl;, 1 % (w/v) IGEPAL CA-630;
0,05 % (w/v) Na-doxycholate; 0,1 % (w/v) SDS;
50 mM Tris-HCI; pH: 8,0

HEPES-Puffer mit Inhibitor-Cocktail | 1 Tablette (Protease-Inhibitor-Cocktail), in
50 ml HEPES Puffer geltst
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Tabelle 8: Antikdrper fur den Western-Blot

Primar-Antikorper

misoQC-AK 5407 rabbit anti-Maus 1soQC-AK,
Firma Probiodrug AG Halle

mMQC-AK 6001 (QC1 AK) rabbit anti-Maus QC1-AK,
Firma Probiodrug AG Halle

mQC-AK 10269 (QC1 AK) rabbit anti-Maus QC1-AK,
Firma Probiodrug AG Halle

Sekundar Antikorper

sc-2054 goat anti-rabbit IgG-HRP,
Santa Cruz Biotechnology

sc-2020 donkey anti-goat IgG-HRP,

Santa Cruz Biotechnology

2.3 Versuchstiere und Haltung

Die Durchfiihrung der nachfolgend beschriebenen Tierversuche erfolgte auf der Grundlage
der Erteilung einer Ausnahmegenehmigung und des Sachkundenachweises nach
Absolvierung eines tierexperimentellen Kurses des beteiligten Personals. Die Versuche an
Tieren (Mausen) wurden auf Grundlage der beiden genehmigten Tierversuchsantrage mit den
Aktenzeichen 42502-2-974 "Evaluierung des therapeutischen Potenzials neu entwickelter
Inhibitoren der Glutaminylzyklase (QC) fur die Verminderung des Schweregrades und der
Letalitat bei der Taurocholat-Pankreatitis der Maus“ bzw. 42502-2-795 ,Evaluierung des
therapeutischen Potenzials neu entwickelter Inhibitoren der Glutaminylzyklase (QC) bei akuter

Pankreatitis“ gemafl 89(1) Satz 4 des Tierschutzgesetzes durchgefihrt.

Als Versuchstiere wurden kommerziell erhaltliche mannliche NMRI-M&use der Firma Janvier
(Frankreich) sowie QC1-knock-out- bzw. IsoQC-knock-out-Mause mit C57BL/6N-Hintergrund
[95, 142] und deren Wild-Typ-Kontroll-Méause von der Firma Ingenium Pharmaceuticals AG

(Miinchen, Deutschland) eingesetzt.

Die Tiere wurden bei einer Temperatur von ca. 22°C, einer Luftfeuchtigkeit von 50 % und bei
einem 12:12 h Hell-/Dunkel-Zyklus gehalten. Die M&use erhielten Standardfutter und bekamen

Trinkwasser ad libitum.
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2.4 Pankreatitis-Modelle

2.4.1 Hyperstimulationsmodell mit Caerulein

Eine durch Caerulein-Hyperstimulation induzierte Pankreatitis wurde durch intraperitoneale
Injektionen des Cholezystokinin-Analogons Caerulein in einer Dosis von 50 pg Caerulein/kg
Korpergewicht (KG) im stindlichen Intervall erzeugt (Abbildung 8). Die Kontrolltiere bekamen
analog physiologische Kochsalzlésung injiziert. Vor Beginn des Experiments wurden die
Méause fur 16 h niichtern gesetzt, hatten aber freien Zugang zum Trinkwasser. Die Tétung der
Caerulein-unbehandelten Tiere erfolgte zum Zeitpunkt O h. Die T6tung der Caerulein- bzw.
NaCl-behandelten Tiere erfolgte 1-24 Stunden nach der ersten Injektion durch Dekapitation.

In der Abbildung 8 ist das Injektionsschema und die dazugehérige Obduktionszeit dargestelit.

‘ intraperitonealeInjektionen’

ERRRRR’

-16h Oh 1h 2h 3h 4h 5h 6h 24h
[ Dekapitation und Obduktion ’
1h  3h 8h 24h

Abbildung 8: Schematische Darstellung der Caerulein-/NaCl-Injektion
Die Abbildung zeigt den zeitlichen Verlauf des Hyperstimulationsmodells. Es sind sieben
Injektionszeitpunkte und die Obduktionszeiten nach 1 h, 3 h, 8 h und 24 h dargestellit.

Das Blut der Mause wurde in 1,5-ml-Eppendorf-Tubes aufgefangen. Zur Gewinnung des
Serums wurde das Blut 10 min bei 12.000 rpm zentrifugiert und der Uberstand abgenommen.
Das erhaltene Serum wurde mit Hilfe von fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80°C
gelagert. Bei der Obduktion wurde das Pankreas entnommen, in physiologischer
Kochsalzlésung gewaschen und das Organgewicht ermittelt. Danach wurde das Pankreas fur
die Percoll-Dichtegradienten-Fraktionierung prapariert, sieche Punkt Auftrennung im Percoll-
Dichtegradienten 2.5.2.
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2.4.2 Taurocholat-induzierte Pankreatitis

Die Mause wurden nach 16 h Fasten andasthesiert. Die Narkose erfolgte mittels
intramuskularer (i.m.) Injektion von 2 pl/g KG des Narkosegemisches (40 % Rompun, 10 %
Ketanest, 50 % physiologische NaCl), wobei die Tiere vor Auskihlung geschutzt wurden. Die
Laparatomie erfolgte an der Linea alba. Mit Q-Tips wurde im Retroperitonealraum das
Duodenum mit angrenzendem Pankreas frei prapariert. Die Ligatur des Ductus choledochus
erfolgte hilusnah mittels Aneurysma-Mini-Clips, um ein Ablaufen der zu instillierenden Natrium-
Taurocholat-Losung in die Leber zu verhindern. Abbildung 9 verdeutlicht diese
Vorgehensweise.

Pfortader

Ductus
Choledochus

Abbildung 9: Ligatur des Pankreasgangs mittels Aneurysma-Mini-Clips

Die Papilla duodeni major, auch Papilla Vateri genannt, wurde im Duodenum aufgesucht und
gegenliber die Duodenalwand mit einer Punktionskaniile inzidiert. In diese Inzision wurde ein
Katheter gefiihrt und durch die Papilla Vateri in den Pankreasgang geschoben. Es wurden
75 ul korperwarme 2 %-ige Natrium-Taurocholat-Lésung (pH-Wert: 7,5) bzw. 0,9 %-ige
Kochsalz-Losung bei gleichm&Rig mildem Druck in das biliopankreatische Gang-System
injiziert [109, 110, 111]. Dies ist in Abbildung 10 dargestellt.

27



Material und Methoden Carina De Boni

S BT e,
Abbildung 10: Instillation von Trypanblauldsung zur demonstrativen Darstellung in den
Pankreasgang

Der Katheter wurde vorsichtig entfernt, die Inzision in der Duodenalwand mit einer Naht
verschlossen und der Clip entfernt. Bevor die Bauchdecke verschlossen wurde, erfolgte die
Gabe von 250 pl Ringerlésung in den Retroperitonealraum der Maus. Die Bauchhaut und das
Peritoneum wurden getrennt voneinander mit einer fortlaufenden Naht verschlossen. Je nach

Agilitat der Maus, wurde zweimal 100 pul Ringerldsung i.p. gespritzt.

Die orale Gabe des Inhibitors (PQ529) erfolgte mit einer Schliindel-Nadel prophylaktisch eine
Stunde vor und funf Stunden nach Induktion der Pankreatitis. Die therapeutische Gabe erfolgte
+1/+5 h, +2/+5 h und +4/+7 h nach Induktion der Pankreatitis. Der Inhibitor wurde in einer
Dosis von 100 mg PQ529/kg KG (geldst in 0,5 %-iger [w/v] Hydroxyethyl-Cellulose [CEL] in
0,9 %-iger NaCl-Lésung als Solvent) appliziert. Die Kontrolltiere erhielten in analoger
Vorgehensweise CEL ohne PQ529-Inhibitor.

Zur Organentnahme und Blutgewinnung wurden die Tiere 24h nach Pankreatitis-Induktion
obduziert. Die Gewinnung des Serums und Entnahme des Pankreas erfolgte analog wie im
Abschnitt 2.4.1. beschrieben.

In dieser Aufarbeitung wurde das Pankreas zusatzlich in Pankreaskopf und Pankreasschwanz
geteilt. AnschlieBend wurden die Organstiicke separat gewogen. Von den beiden
Organsticken wurden kleine Gewebeproben fir die Histologie entnommen und in 4 %-igem,
phosphatgepuffertem Formaldehyd fixiert. Die beiden Pankreasstiicke wurden anschlieRend
in flissigem Stockstoff schockgefroren. Die Lagerung der Pankreasstiicke erfolgte bis zur
weiteren Verarbeitung bei -80°C. Die Aufarbeitung der Pankreata erfolgte wie unter 2.5.1
beschrieben. Das Serum aus dem Blut wurde, wie im vorherigen Punkt beschrieben,

gewonnen und gelagert.

In der folgenden Tabelle sind die Maus-Untersuchungsgruppen zur Taurocholat-induzierten

Pankreatitis mit und ohne Inhibitor-Gabe dargestellit.
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Tabelle 9: Untersuchungsgruppen Taurocholat-induzierte akute Pankreatitis

Gruppe Maus-Stamm orale Gabe Induktion
CEL | PQ529 i(g‘;neg”
Pankreatitis-Kontrolle NMRI + - NacCl
Wirkstoff-Kontrolle NMRI - + NacCl
Pankreatitis-Gruppe NMRI + - 2% TC
Pankreatitis-Gruppe + Wirkstoff | NMRI - + 2% TC
Pankreatitis-Kontrolle QC-WT x C57BL/6 - - NacCl
QC-k.0.x C57BL/6 - - NacCl
Pankreatitis-Gruppe QC-WT x C57BL/6 - - 2% TC
QC-k.0. x C57BL/6 - - 2% TC
Pankreatitis-Kontrolle IsoQC-WT x C57BL/6 - - NacCl
IsoQC-k.0. x C57BL/6 - - NacCl
Pankreatitis-Gruppe IsoQC-WT x C57BL/6 - - 2% TC
IsoQC-k.o. x C57BL/6 - - 2% TC
Pankreatitis-Gruppe + Wirkstoff | 1soQC-k.0.x C57BL/6 - + 2% TC

2.5 Préparation der Pankreata

2.5.1 Pankreas-Homogenisierung zur Untersuchung von Pankreatitis-Markern

Das Pankreasstlck wurde in ein Reagenzglas gegeben und mit neun Volumenanteilen (in pul)
MOPS-Puffer je Gewichtsanteil (in mg) Pankreas Giberschichtet. Die Aufarbeitung erfolgte Eis-
gekihlt mit dem Ultra-Turrax. Dabei wurde das Pankreas in drei Huben bei 24.000 rpm
homogenisiert. Anschlieend wurde das Homogenat zur weiteren Aufarbeitung mittels
Ultraschall 3x10s beschallt. Um unldsliche Zellbestandteile zu entfernen, wurde das
Homogenat bei 4 °C fiir 10 min bei 10.000 g zentrifugiert. Der Uberstand wurde in Aliquots

aufgeteilt, in Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C gelagert.
2.5.2 Auftrennung im Percoll-Dichtegradienten

Das nach 2.4.1 vorbereitete Pankreas wurde in 1xHS Puffer gewaschen. Anschliel3end wurde
das Organ in ein Potter-Glasgefald (Nr. 20) Uberfuhrt und mit 700 pl 1xHS Puffer versetzt. Die
Homogenisierung erfolgte mit dem Potter-Elvehjem-Homogenisator in drei Hiben bei
2.000 rpm. Zur Abtrennung der Zelltrimmer und der Zellkerne wurde das Homogenat in ein
2- ml-Eppendorf-Tube (1) Uberfiihrt und fur 5min mit 200 g bei 4 °C zentrifugiert. Der

postnukleare Uberstand wurde in ein neues 2-ml-Eppendorf-Tube (2) tiberfiihrt. Das Pellet aus
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Tube (1) wurde in 700 pl 1xHS Puffer resuspendiert und im Potter-Glasgefal? unter denselben
Bedingungen mit drei HUben aufgeschlossen. Im Anschluss wurde das Homogenat in das
2- ml-Eppendorf-Tube (1) Uberfihrt und mit dem Eppendorf-Tube (2) unter gleichen
Bedingungen zentrifugiert. Das Pankreas-Homogenat wurde gewonnen, indem beide
Uberstande in einem neuen Eppendorf-Tube (3) vereinigt und gemischt wurden. In Abbildung

11 ist dieser Aufschluss grafisch dargestellt.

Homogenisation Zentrifugation —— Uberstand in Tube ———

3 Hube 4 2000 rpm 200 g, 5 min Tube 1 2 Uberfihren Tube 2
\;jl_l [:‘

— —
W

Pankreas im Pistil Homogenat

Homogenat- in Tube 1

Ré&hrchen mit Uberfiuhren

700ul 1xHS Pellett in 700pl 1xHS —

resuspendieren und in
Homogenat-Réhrchen
Uberfahren

Zentrifugation
il 200 g, 5 min
Lﬁ ’
Homogenisation
3 Hube & 2000 rpm
Zentrifugation —— —
2500 rppm  Tube 1 Tube 2
. +
Hon_lw_ogenft —  Uberstande
__n; th he Uberfihren
Uberflihren (Tube 3)
Twbe 3 pankreas-
Homogenat

Abbildung 11: Schema zur Herstellung der Pankreas-Homogenate zur subzellularen
Fraktionierung mit Hilfe der Percoll-Dichtegradienten-Zentrifugation

In einem Sigma-Zentrifugen-Réhrchen wurden 8,5 ml einer 50 %-igen Percoll-Losung
vorgelegt und 950 ul des Pankreas-Homogenates dariiber geschichtet. Die Auftrennung der
subzellularen Bestandteile des Pankreas-Homogenates im Percoll-Dichtegradienten erfolgte
durch Zentrifugation bei 50.000 g fur 45 min. Der Inhalt des R6hrchens mit den enthaltenen
Zellkompartimenten wurde anschlieRend tber eine am Boden des Rohrchens positionierte
Kanilenéffnung, d.h. beginnend mit den Fraktionen hoher Dichte, mit Hilfe einer
Peristaltikpumpe in 46 Fraktionen mit einer Samplingrate von 15 s/Fraktion (ca. 190-

210 pl/Fraktion) aufgeteilt und eisgekinhlt.
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Hohe Konzentrationen an Percoll fihren zu einer Beeintrachtigung des Trennverhaltens der
Proteine in der SDS-Gelelektrophorese. Deshalb wurde das Percoll aus den ,schwere®
Zymogengranula enthaltenden Fraktionen 5-16, d.h. mit einer Dichte > 1,12 g/ml, unmittelbar
nach Auftrennung der Pankreata im Percoll-Dichtegradienten entfernt. Dazu wurden je 150 pl
der Fraktionen 5-16 abgenommen und in ein neues 2- ml-Eppendorf-Reaktionsgefald
Uberfuhrt. Zu diesen Fraktionen wurden je 1,35 ml HEPES-Puffer mit Protease-Inhibitormix
gegeben und vorsichtig gemischt. Die Proben wurden dann mit 20.000 g fir 5 min bei 4 °C
zentrifugiert. AnschlieRend wurde der Uberstand verworfen und das Pellet erneut in 400 pl
HEPES-Puffer mit Protease-Inhibitor unter gleichen Bedingungen gewaschen. Zur
Vermeidung eines Pellet-Verlustes wurde der Uberstand nur bis auf ein Restvolumen von 30 pl
entfernt. Das Pellet wurde durch Zugabe von je 50 ul RIPA-Puffer und anschlieBendes
Lvortexen® lysiert und bei -80 °C bis zur Analyse gelagert.

Zur Bestimmung von Proteinen wurden die restlichen Fraktionen bzw. das Pankreas-
Homogenat zur Lyse der enthaltenen Zellorganellen mit 0,2 % (v/v) Triton X-100 versetzt,
gemischt und in zwei Aliquots bei -80 °C bis zur Analyse gelagert.

2.5.3 Isolation und in-vitro-Stimulation von pankreatischen Azini

Zur Praparation der Azini wurden zwei Pankreata von NMRI-Méausen nach 16 h Fasten isoliert.
Diese wurden von Fett, Lymphknoten und Bindegewebe befreit. Die Pankreata wurden in
eiskalter physiologischer Kochsalzlésung gespiilt. Fur einen effizienten ,Verdau“ wurde ca.
0,5 ml Kollagenase-Loésung in den Pankreasgang jedes Organs instilliert. Die Pankreata
wurden nachfolgend in einen 25- ml-Polycarbonat-Erlenmeyerkolben Uberfihrt und mit der
restlichen Kollagenase-Ldsung auf 5 ml aufgefiillt. Flr einen optimalen Gasaustausch wurden
die Zellen fir 15 s mit Wasserdampf-gesattigtem Carbogen (5 Vol % CO2/95 Vol % O,) begast
und der Erlenmeyerkolben verschlossen. Die erste Digestion erfolgte im Kreisschiittel-
Wasserbad bei 37 °C fur 10 min und bei 140 Oszillationen/min. Danach wurde die
Kollagenase-Losung dekantiert und 5 ml neue Kollagenase-Losung hinzugegeben. Der
Kolben wurde nochmals 15 s mit Carbogen begast. Die zweite Digestion erfolgte abermals im
Kreisschittel-Wasserbad unter analogen Bedingungen, jedoch fur 40 min. Danach wurden
5 mg Trypsin-Inhibitor hinzugegeben. Die mechanische Zerkleinerung des Pankreasgewebes
erfolgte durch funf- bis zehnmaliges Auf- und Absaugen in eine Plastikpipette
(Offnungsdurchmesser: 2,4 mm bzw. 0,9 mm). Im Anschluss wurde die Suspension durch ein
Nylonnetz (Porendurchmesser: 150 um) filtriert und mit 10 ml Rinse-Lésung nachgespiilt. Die
Azini-Suspension wurde auf vier Réhrchen mit je 5 ml Zentrifuge-L6sung geschichtet und
4 min bei 700 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde entfernt und die Pellets in je 5 ml

Zentrifuge-L6sung resuspendiert. Die Zellsuspension wurde auf zwei Réhrchen aufgeteilt und

31



Material und Methoden Carina De Boni

nochmal fir 4 min bei 700 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und die Pellets
erneut in 5 ml Zentrifuge-Losung resuspendiert. Die Zell-Suspension wurde in ein Réhrchen
uberfihrt und unter gleichen Bedingungen zentrifugiert. Der Uberstand wurde wiederum
entfernt und das erhaltene Azini-Zellpellet in 12 ml HR-Puffer resuspendiert. Die Suspension
wurde nun nochmal unter gleichen Bedingungen zentrifugiert und das Pellet nachfolgend in
32 ml HR-Puffer resuspendiert und in einen 250- ml-Erlenmeyerkolben (berfuhrt. Die
Suspension wurde 15 s mit Sauerstoff begast und fir 30 min im Kreisschittel-Wasserbad bei
37 °C und 80 rpm prainkubiert. Die Suspension wurde auf zwei Zentrifugen-Réhrchen verteilt
und fur 4 min bei 700 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet mit ca.
8-12 ml HR-LOsung resuspendiert, so dass eine Zelldichte von ca. 107 Zellen/ml erreicht

wurde.

Zur Stimulation der Sekretion wurden die resuspendierten Azini in parallelen Ansatzen ohne
bzw. mit Caerulein in einer aufsteigenden Konzentrationsreine von 1,49x1012, 1,49x10!
1,49x101°, 1,49x10°1,49x10%8, 1,49x10'nM inkubiert. Die Entnahme der Azini-Zellsuspension

aus diesen Ansatzen erfolgte im Zeitverlauf nach 0 min, 15 min und 30 min.

Zur Bestimmung der Sekretion der Azini wurde die Azini-Suspension fir 5 min bei 6000 rpm
zentrifugiert. Der Uberstand wurde zur Bestimmung der ins Kulturmedium sekretierten a-
Amylase abgenommen und anschlie3end schockgefroren. Das Azini-Zellpellet wurde in je
500 I frischem, eisgekihltem MOPS-Puffer resuspendiert. Zum Zellaufschluss wurde die
Zellsuspension in ein 1,5 ml Eppendorf Tube mit zwei 3 mm Glaskugeln und ca. 100 mg 0,25-
0,5 mm Glaskugeln vereinigt und durch Vortexen (ca. 30s) mechanisch zerkleinert.
AnschlieRend wurden die Zelltrimmer durch Zentrifugation bei 6.000 rpm fiir 5 min bei 4 °C
entfernt und der Uberstand als Azini-Proteinextrakt gewonnen, aliquotiert, schockgefroren, und

bei -80 °C bis zur Analyse gelagert.

Der Anteil der in den Kulturiberstand sezernierten Pankreasenzyme wurde prozentual
ermittelt. Dazu wurde die a-Amylase-Aktivitat im Uberstand im Verhéltnis zur gesamten
Amylase-Aktivitat (Summe der intra- und extrazellularen Amylase-Aktivitat) in Abhangigkeit
von der Caerulein-Konzentration und den aufgefiihrten Inkubationszeiten bestimmt. Die
Enzym-Aktivitat im Uberstand (AY) nimmt mit der Zeit zu, wahrend die Enzym-Aktivitét im Azini-

Zellpellet (Niederschlag AN) abnimmt.
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Daraus ergibt sich folgende Formel:

AU
Aa — Amylase [%] = ———x100
viase [%] = 5 amy
AY... Enzym-Aktivitat im Uberstand
AN, .. Enzym-Aktivitat im Niederschlag (Azini-Zellpellet)

2.6 Assays

2.6.1 Glutaminylzyklase-Aktivitdtsmessung

Die Glutaminylzyklase-Aktivititsmessung basiert auf einem von der Firma Probiodrug
entwickelten Assay [147, 130, 148]. Dieses gekoppelte Assay ermdglicht eine kontinuierliche
Messung der Gesamt-QC-Aktivitat (QC1 und isoQC), indem im ersten Schritt die Zyklisierung
des Glutaminrestes (GIn-AMC) durch QC zu Pyroglutamin-AMC (pGlu-AMC) erfolgt.
AnschlieRend wird durch das bakterielle Hilfsenzym Pyroglutamylaminopeptidase (pGAP) das
pGIu-AMC in Pyroglutaminsaure und AMC gespalten. Die kinetische Bestimmung des

freigesetzten AMC erfolgt durch den Anstieg der Fluoreszenz (Ex/Em= 380/460nm).

P|\MC P|\MC
NH HN Y
0 OH
H,N NH; =
\O
_J'QC NH _bGAP NH +
P
\ \
@) NH, 5 5
GIn-AMC pGlu-AMC Pyroglutaminsaure und AMC

Abbildung 12: Darstellung des gekoppelten QC-Assays mit GIn-AMC als Substrat.
In der ersten Reaktion wird GIn-AMC durch QC in pGlu-AMC zyklisiert. Anschliel3end wird durch pGAP
pGlu-AMC in Pyroglutaminsaure und AMC gespalten, wodurch die Fluoreszenz gemessen werden

kann.

In parallelen Messansatzen mit bzw. ohne QC-Inhibitor PQ529 wurden je 80l
Reaktionsldsung mit 20 pl vorinkubiertem Probenansatz (siehe Tabelle 10 und Tabelle 11 fur
ungehemmte und gehemmte Ansétze) in dem Well einer 96-Well-NUNC-Mikrotiterplatte
vereinigt. Die Messung erfolgte als kinetische Bestimmung der Erhéhung der Fluoreszenz-

Intensitat in RFU/sec. Verwendet wurde der Fluoreszenz-Mikrotiterplatten-Reader
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.Spectrafluor Plus® mit einer Anregungs-/Emissionswellenldange von 360 nm/440 nm. Es

erfolgten 18 Mess-Zyklen mit einer Mess-Zeit von 50 s/Zyklus bei 30°C.

Tabelle 10: Reaktions- und Probenldsung fir QC-Aktivititsmessung

Reaktionsldsung Probenldsung
ungehemmt [pl] | gehemmt [pl] | ungehemmt [pl] | gehemmt [ul]
Substratlésung 10 10 - -
Reaktionspuffer-QC 60 59,2 18 17,82
pGAP 10 10 - -
Inhibitor PQ529 - 0,8 - 0,18

Die Reaktionslésung wurde zur Rekonstitution der Pyroglutamyl-Aminopeptidase (pGAP)
10 min bei RT inkubiert.

Tabelle 11: Probenansatze zur Bestimmung der QC-Aktivitéat

subzellulare | Pankreas- Positiv-
Fraktion Homogenat | kontrolle

Probenvolumen [ul] 4 2 3

Probenldsung (je ungehemmt

bzw. gehemmt) [ul] 16 18 17

Die gehemmten bzw. ungehemmten Probenanséatze wurden zur Gleichbehandlung bzw.
spezifischen Hemmung der endogenen QC-Aktivitat mit dem Inhibitor PQ529 fiir 5 min auf Eis

inkubiert.
Die QC-Aktivitat in mU/mg Protein wurden nach folgender Formel berechnet.

mU _ (RFUprotein — RFUpigni)x 1000
mg Protein REU; ym amcXVp * Cprotein

QC — Aktivitit [

RFUprotein...QC-Messwert der Probe/ linearer Anstieg der Fluoreszenz je Minute
RFUpiank....Leerwert ohne Probenzusatz/ linearer Anstieg der Fluoreszenz je Minute
Vp...eingesetztes Probenvolumen in mi

RFU1 v amc. ..Reader-Fluoreszenzwert (Referenzwert) bei einer Konzentration von 1 uM
AMC im Messansatz

Crrotein. .. Proteinkonzentration der Probe in mg/ml
2.6.2 Trypsin-und Chymotrypsin-Bestimmung

Zur Bestimmung der spezifischen Trypsin-Aktivitdit wurden Messungen mit und ohne SBTI

(Sojabohnen-Trypsin-Inhibitor) durchgefiihrt.
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Zur Messungen ohne SBTI wurde das Peptid-Substrat Boc-GIn-Ala-Arg-AMC in einer
Endkonzentration von 30 uM in die Trypsin-Messlosung gegeben. Zur Trypsin-Hemmung
wurde zusatzlich SBTI in einer Endkonzentration von 20 uM im Messansatz eingesetzt. Die
Proben und die Messlosungen wurden in eine 96-Well-Mikrotiterplatte pipettiert. Die
proteolytischen Aktivitaten wurden mit Hilfe der Fluoreszenzmessung am Mikrotiterplatten-
Reader Safire mit einer Anregungs- und Emissionswellenlange von 360 nm und 440 nm
bestimmt. Die kinetische Zunahme der Fluoreszenz wurde in 15 Zyklen (Messzeit: 50 s/Zyklus)
bei 30 °C gemessen und als ,Reader Fluorescence Unit/Sekunde® (RFU/s) berechnet. Das
Mitflhren einer Standardkurve an freiem AMC und bovinem Trypsin diente zur

Berechnung der enzymatischen Aktivitat in fmol/mg Protein.

Chymotrypsin wurde analog bestimmt. Es wurde als Substrat Suc-AAPF-AMC (in einer
Endkonzentration von 32 uM) eingesetzt und die freie Aktivitdt ohne Zugabe eines Inhibitors
ermittelt.

2.6.3 Cathepsin-B-Bestimmung

Als Substrat wurde Z-Arg-Arg-4-Methylcumarin-7-amide (20 uM) verwendet. Die Messung
wurde in einem 100 mM Na-Acetat-Puffer (pH 5,5), welcher 5mM CaCl, und 10 mM
Dithiothreitol enthalt, durchgefuhrt. Der Reaktionsansatz wurde fir 30 min bei 37 °C
prainkubiert und nach Zugabe des Substrates weitere 10 min inkubiert. Die Freisetzung des
7-amino-4-Methylcumarins wurde spektrofluorometrisch am Safire gemessen. Das Mitflihren

einer Standardkurve diente zur Berechnung der enzymatischen Aktivitat.
2.6.4 Protein-Bestimmung

Die Ermittlung der Protein-Konzentration erfolgte nach einer modifizierten Methode von
Bradford. In eine Mikrotiterplatte (farblos) wurden in Duplikaten je 6 pl/Well Puffer als Blank
bzw. Probenansatz in einer Verdinnung 1:2 bis 1:40(v/v) sowie eine BSA-Standardreihe
(bovines Serumalbumin in aufsteigender Konzentration) pipettiert und mit je 295 pl/Well 1x
Advanced Protein Assay Reagent versetzt und gemischt. AnschlieBend wurden die
Proteinkonzentration durch Absorptionsmessung bei einer Wellenlange von 595 nm am

Spectrafluor plus gemessen und mit Hilfe der mitgefiihrten Protein-Standardreihe berechnet.
2.6.5 Myeloperoxidase-Bestimmung

Die Messung der Myeloperoxidase (MPO) erfolgte mit Hilfe eines ELISA-Kits von Hycult
Biotech. Die Durchfuihrung erfolgte gemal den Anweisungen des Herstellers. Zur Bestimmung

wurden die entsprechend Punkt 2.5.1 hergestellten Pankreas-Homogenate zuvor mit Diluent-

35



Material und Methoden Carina De Boni

Puffer 1:10 verdunnt und zu je 100 pl/Well in Duplikaten pipettiert. Die MPO-Konzentration in
den Wells wurde abschlieBend durch Absorptionsmessung bei 450 nm am Safire-Reader mit

Hilfe einer mitgefiihrten MPO-Standardkurve berechnet.
2.6.6 Bestimmungen der Amylase und Lipase

Die Messung der Amylase- und Lipase-Aktivitat im Serum, Azini- und Pankreas-Homogenat
erfolgte durch das Institut fir Klinische Chemie und Pathobiochemie der Otto-von-Guericke-
Universitat Magdeburg (Direktor: Prof. Dr. med. Berend Isermann). Die Bestimmung wurde mit
Hilfe der kommerziell erhaltlichen Kits 'a-Amylase EPS ver.2' bzw. 'Lipase colorimetric assay'
(Roche, Mannheim, Deutschland) unter Nutzung des Analysegerates ,Roche/Hitachi cobas ¢
501" durchgefuhrt.

2.6.7 Analyse von Zytokinen

Es wurden folgende Zytokine mittels Zytokin-Arrays analysiert: MCP-1, IL-6 und TNF-a. Die
Zytokin-Arrays wurden von der Firma Probiodrug AG (Halle/Saale, Deutschland) durchgefiihrt.

Fur die Analyse der Zytokine IL-6, TNF-a und MCP-1 wurde ein Bead Immunoassay,
basierend auf der Luminex Technologie (Milliplex xMAP Kit, Maus-3Plex [Millipore, Darmstadt,
Deutschland]), mit den entsprechenden Analyten verwendet. Die Maus-Seren wurden 1:5 mit
Assay-Puffer verdiinnt. Die Durchflihrung des Assays erfolgte nach Instruktion des Herstellers.
Jede Probe wurde in einer Doppelbestimmung gemessen (>100 Beads/Analyt). Der Messung
wurde mit einem BioPLex 200 Gerat (Biorad, Bioplex Manager Software V4.1.1) im ,high
sensitivity“ Modus durchgefihrt. Der Messbereich lag zwischen 12 und 12.500 pg/ml.

2.7 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die Gel-Elektrophorese erfolgte nach dem Prinzip von Schéagger [146] im Mini Hoefer
Gelsystem (vertikale Gel-Elektrophorese). Hierbei wurden die Proteine nach ihrem
Molekulargewicht im elektrischen Feld aufgetrennt [149]. Die einzelnen Gele hatten eine

Abmessung von 10x12x0,1 cm.

Als Erstes wurden das Trenn- und das Sammelgel nach Tabelle 12 hergestellt. Danach wurde
das Trenngel in die Giel3kammer gegeben und anschliel3end das Sammelgel auf das Trenngel
Uberschichtet. Danach wurde der Proben-Kamm eingefiigt. Nach Polymerisation der Gele
wurde die GielBkammer in die Trennkammer eingesetzt und das Gel mit Kathodenpuffer
Uberschichtet. Bevor die Proben aufgetragen wurden, wurde der Kamm entfernt und die

einzelnen Taschen gespdilt.
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Tabelle 12: Zusammensetzung fur ein diskontinuierliches SDS-PAA-Gel

Trenngel Sammelgel
10 % (w/v) AB-Mix 4 % (w/v) AB-Mix

Aqua dest. 4,4 ml 2,2 ml
AB-Mix 2,5ml 0,3ml
Gelpuffer 4,2 ml 1,25 ml
Glycerin 1,4 ml -

APS 10 % 35 ul 25 ul
TEMED 6,75 pl 12,5 pl

Tabelle 13: Probenvorbereitung fur Gel-Elektrophorese

subzellulare Fraktion

Pankreas-Homogenat

Aqua dest. 4 ul 8 ul
4xLaemmli 4 ul 4 ul
Probe 8 ul 4 ul

Carina De Boni

Die vorbereiteten Proben (16 pl), siehe Tabelle 13, wurden durch Inkubation im Wasserbad
bei 95°C fiir 5 min denaturiert. Nach der Denaturierung der Proteine wurden die Proben und
der Marker (8 pl) in die Probentaschen aufgetragen. Die Trennkammer wurde vollstandig mit
Kathodenpuffer und die Elektrophorese-Kammer mit Anodenpuffer gefillt. Die Elektrophorese
wurde mit einer Stromstérke von 6 mA je Gel unter Begrenzung der Spannung auf max. 200 V
Uber Nacht (ca. 16 h) im Kuhlschrank durchgefuhrt. Nach dem Lauf erfolgte das Blotten der
Proteine auf eine PVDF-Membran (Western Blot).

2.8 Western-Blot-Transfer und Immunnachweis von Proteinen

Nachdem die Auftrennung der Proteine durch SDS-Page erfolgte, wurden die Proteine zum
spezifischen Nachweis mit Antikérpern durch Western-Blot [150] auf eine PVDF-Membran
transferiert. Dafur wurde die PVDF-Transfermembran durch Inkubation in Methanol fir 1 min
hydrophilisiert und nachfolgend in Aqua dest. bzw. Towbin-Puffer 5 min inkubiert. Die
Schwamme und die Filterpapiere (Filter) wurden in Towbin-Puffer getrankt. Die Anodenplatte
wurde in folgender Reihenfolge gepackt: Schwamm, Filter, vorbehandelte PVDF-Membran,
SDS-Gel, zweiter Filter und zweiter Schwamm. Das Packen der Filter, der Membran und des
Gels erfolgte luftblasenfrei. Danach wurde die Apparatur mit der Kathodenplatte geschlossen.
Der Proteintransfer erfolgte durch Elektrophorese bei einem konstanten Strom von 300 mA
(mit einer Begrenzung auf 40 V bzw. 12 W) bei 4°C fir 90 min.

Nach dem Proteintransfer wurde der Marker abgeschnitten und in PVDF-Féarbeldsung fir ca.

5 min gefarbt. Die restliche Membran wurde in 1XTBST fur 15 min gewaschen. Der Marker
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wurde mit Entfarbe-L6sung entférbt, bis die Banden sichtbar wurden. Die Membran wurde in
2 %-igen Advanced Blocking-Reagent fiir 60 min im Inkubationsschuittler (Enviro-Genie)
blockiert. Fur die Detektion der Proteine wurde die Membran anschlieRend mit dem primaren
Antikérper (1:10.000) verdunnt und Uber Nacht fur ca. 16 h im Kihlschrank inkubiert. Danach
wurde die Membran fir 15 min in 1XTBST und anschlieBend dreimal 5 min in 1xXTBST
gewaschen. Die Inkubation der Membran mit dem verdinnten sekundaren Antikdrper
(1:125.000) erfolgte in 2 %-igem Advanced blocking reagent fir 1 h. Nach einem weiteren
Waschschritt (15 min und dreimal 5 min in 1XTBST) wurde die Lumineszenz-Ldésung, zu
gleichen Teilen Lésung A und Ldsung B gemischt, auf der Membranoberflache unter Nutzung
einer Abdeckfolie verteilt und fur 5 min bei RT inkubiert. Der ,Enhanced-Chemoluminescence*
(ECL)-Nachweis der Proteine nach Immunreaktion erfolgte durch Filmbelichtung bzw.

Entwicklung im Dunkelraum unter Rotlicht.
2.9 Histologie des Pankreasgewebes

Die in 4 %-igem phosphatgepufferten Formaldehyd fixierten Pankreasgewebestiicke wurden
zur Entfernung von Formalin mindestens flr 24 h in 70 % Ethanol gelegt und Uber eine
aufsteigende Ethanol-Reihe entwassert. Anschlieend wurde das Gewebe in Paraffinblocke
eingebettet. Zur Anfertigung der histologischen Schnitte wurden die Paraffinblocke am
Mikrotoms in einer Schichtdicke von ca. 5 um geschnitten und mit Hilfe eines Pinsels auf einem
Glasobjekttrager fixiert. Durch die Verwendung von Xylol wurde das Paraffin aus den Schnitten

entfernt. Anschliel3end wurde das Gewebe mit Hamatoxylin und Eosin gefarbt.

Die aufgeflihrte histologische Aufbereitung und Farbung der Préaparate wurde mit Hilfe
etablierter Standardmethoden am Institut fir Pathologie der Otto-von-Guericke-Universitat
Magdeburg (Direktor: Prof. Dr. med. Albert Roessner/Johannes Haybé&ck) durchgefihrt.

Die histologische Beurteilung erfolgte nach einem modifizierten Spormann-Score.
Dementsprechend wurden die Praparate auf folgende Merkmale Uberprift: entziindliche
Infiltration, Parenchymnekrosen und Odeme [151]. In Tabelle 14 sind die einzelnen
Bewertungskriterien dargestellt. Die mikroskopische Beurteilung erfolgte am Axiovert S100

(25-fache VergroRRerung).
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Tabelle 14: Quantifizierung histologischer Veranderungen im Pankreas [151]

Veréanderung Ausmal}
Odeme mild 1 | moderat 2 | schwer 3
enf[z'Unqnche mild 1 | moderat 2 | schwer 3
Infiltration
fokal und/oder fokal und/oder
0,
Parenchymnekrosen | focal (5%) |3 sublobulér 5 lobular (>20 %) 7

2.10 Auswertung der Daten

Die gezeigten Daten sind als Mittelwert + Standardabweichung dargestellt. Die statistischen
Auswertungen erfolgte initial Gber eine one-way ANOVA, gefolgt von einem Student’s t-Test
post hoc, dessen Ergebnisse sowohl in den Abbildungen und Text dargestellt wurden.
Statistisch signifikant sind die Werte mit einem Signifikanzwert p<0,05 (*), p<0,01 (**) und
p<0,001 (***). Die histologischen nicht-parametrischen Daten (Scores) wurden aufgrund der
besseren Darstellungsweise parametrisch mit Mittelwert-Betrachtung illustriert. Alle Daten
wurden mit Hilfe von Microsoft Excel ermittelt und dargestellt. Die Statistische Auswertung

erfolgte mit Minitab.
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3 Ergebnisse

3.1 Nachweis und subzellulare Lokalisation der Glutaminylzyklase

Isoformen im Pankreas der Maus

Es lagen bisher keine Daten vor, die zeigen, dass die Glutaminylzyklase-lsoformen (QC-
Isoformen) als aktives Enzym im gesunden Pankreas exprimiert werden. Am Anfang der
Untersuchungen wurde daher tberprift, ob eine enzymatische Aktivitat von QC1 und 1soQC
im Pankreas der Maus nachweisbar ist, die zudem eine subzellulare Lokalisation dieser
Isoenzyme ermd@glicht. Diese Erkenntnis ist erforderlich, um die spezifische Wirkung des
Hemmstoffes auf die QC-Aktivitat und deren Auswirkungen auf die Pathogenese und den
Schweregrad einer AP zu beurteilen.

Eine spezifische Zuordnung der QC war moglich, da sowohl QC1- als auch IsoQC-knock-out-
Mause fur die Untersuchungen zur Verfligung standen. Fir diese Untersuchungen wurden
unstimulierte QC1- bzw. 1s0QC-k.0.-Mause einschlieBlich der zugeordneten WT-
Kontrollméuse zur subzellularen Lokalisation der QC-Isoformen eingesetzt. Dazu wurde das
aufgearbeitete Pankreasgewebe (siehe Abschnitt 2.5.2) Uber einen 50 %-igen Percoll-
Gradienten aufgetragen und aufgetrennt. In den Fraktionen wurde die QC-Aktivitat (siehe
Abschnitt 2.6.1) mittels eines gekoppelten Assays mit Pyroglutamyl-Aminopeptidase und des
Substrates Q-AMC gemessen. Die Western-Blots (siehe Abschnitt 2.7 und 2.8) zur Detektion
von QC1 und IsoQC wurden mit spezifischen Antikdrpern in den Percoll-Gradient-Fraktionen

von 1soQC-, QC1-k.o.- und den entsprechenden Wildtyp-Mausen durchgefiihrt.

In Abbildung 13 bzw. 13 sind die Ergebnisse der QC1-Mause bzw. der IsoQC-Mause

dargestellt.
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Abbildung 13: Verteilung der QC-Aktivitdt und der Proteine QC1 und IsoQC in den Fraktionen
nach subzellularer Fraktionierung des Pankreas von QPCT-(,QC1%)-k.0. vs. WT-
Kontrollmausen.

Die QC-Aktivitdt (oben) und der Immunnachweis von QC1 und 1soQC nach Western-Blot-Transfer
(unten) wurde in den Fraktionen nach Percoll-Dichtegradienten- Zentrifugation bestimmt. Der Nachweis
der Antigene erfolgte mit Hilfe spezifischer 1soQC- und QC1-Antikdrper. Zusétzlich wurde der Golgi-
Marker p115 mit anti-p115-AK im Pankreas von WT-Kontrollméusen detektiert.
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Abbildung 14: Verteilung der QC-Aktivitat und der Proteine QC1 und IsoQC in den Fraktionen
nach subzellularer Fraktionierung des Pankreas von QPCTL-(,IsoQC*)-k.0. vs. WT-
Kontrollm&usen.

Die Bestimmung der QC-Aktivitat (oben) und Immunnachweis von QC1 und IsoQC (unten) erfolgte in
den isolierten Fraktionen nach Auftrennung der subzellularen Kompartimente des Pankreas mit Hilfe

der Percoll-Dichtegradienten-Zentrifugation. Als Primar-Antikdrper wurden spezifische 1soQC- und

QC1-Antikorper verwendet.
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Es ist deutlich zu erkennen, dass die QC-Aktivitat in den Vesikeln mit geringer Dichte
nachweisbar ist. Zusatzlich wurde der Golgi-Marker p115 immunlokalisiert, der ebenfalls in
diesen Fraktionen vorkommt. Aufgrund der sehr &hnlichen Verteilung ist davon auszugehen,
dass eine Lokalisation von QC1/IsoQC im Golgi-Apparat der Pankreaszellen vorliegt. Der
Vergleich von QC1-k.o.- zu -WT-Mausen in Abbildung 13 zeigt, dass die Deletion von QC1 zu
keiner Reduktion der Aktivitat im Pankreas filhrt. IsoQC-Proteine lassen sich in k.o.- und WT-
Mausen mittels Western-Blot in gleicher Menge nachweisen; und der Nachweis der Banden in
den Fraktionen entspricht der Aktivitatsverteilung. Das QC1-Protein war im Vergleich zu IsoQC
praktisch nicht nachweisbar. Die schwache Bande fur QC1 resultierte aus einer verlangerten
Belichtungsdauer bei der Entwicklung des Western-Blots. Der Vergleich von 1soQC-k.o.- und
-WT-Mé&usen in Abbildung 14 zeigt erwartungsgemal, dass kein IsoQC-Protein und keine QC-
Aktivitat im unbehandelten Pankreas von 1soQC-k.o0.-Mausen nachweisbar ist.

Das Fazit aus diesen Untersuchungen ist, dass im Pankreasgewebe die 1soQC deutlich
exprimiert ist, wohingegen die QC1 unter Kontrollbedingungen und bei einer leichten Form der
Pankreatitis praktisch nicht nachweisbar ist und somit auch nicht zur Aktivitat beitragt.

Um zu untersuchen, ob sich die Verteilung der Lokalisation im Golgi andert, wenn eine
Pankreatitis induziert wurde, erfolgte im néchsten Schritt die supramaximale Stimulation der
Mause mit Caerulein. Ein Vergleich der erhaltenen QC-Aktivitdten im Pankreas nach Induktion
einer Caerulein-Hyperstimulation ist in folgender Abbildung zu sehen. Es ist zu erkennen, dass
der sehr distinkte Aktivitatspeak in nicht-stimulierten Mausen (0 h) nach Caerulein-Stimulation
(3 h, 8 h und 24 h) sich deutlich verbreitert, ohne dass sich die Gesamtaktivitat wesentlich
veréndert. Diese Beobachtung ist am ehesten mit einer zunehmenden Inhomogenitat des
Golgi-Apparates zu erklaren; ein Phdnomen, welches fir die Caerulein-Pankreatitis schon

beschrieben wurde [152].
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Abbildung 15: QC-Aktivitat im Percoll-Dichtegradienten nach Caerulein-Stimulation
QC-Aktivitat in Percoll-Dichtegradienten-Fraktionen der Pankreata von IsoQC-WT-Méausen nach

Caerulein-Stimulation (N - Kontrolle, C - Caerulein-Stimulation nach 3 h, 8 h und 24 h).

Schlussfolgernd lasst sich sagen, dass im exokrinen Pankreasgewebe eine Golgi-assoziierte
QC-Aktivitat vorhanden ist, die in der milden Caerulein-Pankreatitis und unter stimulierten

Bedingungen vollstandig durch die IsoQC reprasentiert wurde.
3.2 Nachweis der Wirkungsspezifitdt von PQ529 als QC-Inhibitor

3.2.1 Stimulus-Sekretions-Kopplung an isolierten Azinuszellen

Die Strategie des Einsatzes des QC-Inhibitors zielt auf eine mdégliche Reduzierung der
Entzlndungsreaktion bei AP ab, was zu einer Verringerung der Pankreas-Schadigung fihren
wurde. Das Modell der hormonellen Hyperstimulation beruht auf einer gestorten Stimulus-
Sekretions-Kopplung in den Azinuszellen, und zwar als Sekretionshemmung im Bereich
unphysiologisch hoher Caerulein-Konzentrationen (10° mol/l und héher). Daher war zu testen,
ob der QC-Hemmstoff eine direkte Wirkung auf Azinuszellen und damit der Stimulus-
Sekretions-Kopplung erzielt. Dazu wurde die a-Amylase-Sekretion aus den isolierten
Azinuszellen in Abhangigkeit der Caerulein-Konzentration (Konzentrationsbereich: 102 bis

107 mol/l) bestimmt.

In je drei Experimenten wurde mit und ohne PQ529 (Abbildung 16) getestet, ob der Inhibitor

einen Effekt auf die Amylase-Sekretion der Zellen hatte.
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Abbildung 16: Stimulus-Sekretions-Kopplung an isolierten Azinuszellen

a-Amylase-Sekretion ins Medium innerhalb von 30 min.

Abbildung 16 zeigt die a-Amylase-Sekretion innerhalb von 30 min. Beim Vergleich mit und
ohne Hemmstoff-Gabe von PQ529 sind keine Unterschiede in den prinzipiellen Charakteristika
der Kurven — Stimulation der Sekretion bei niedrigen Caerulein-Konzentrationen (im Bereich
um 10" *'mol/l) und Sekretionshemmung bei hohen Konzentrationen (ab 10° mol/l) — zu
erkennen. Der Hemmstoff hatte demzufolge keine Auswirkungen auf die Stimulus-Sekretions-
Kopplung. Daher ist davon auszugehen, dass maogliche Effekte der Abschwéchung einer
experimentellen Pankreatitis durch die QC-Hemmung nicht auf einer direkten Wirkung auf die

Pankreatitis-Induktion beruhen.

Die Caerulein-Hyperstimulaton der Mause in dieser Arbeit erfolgte mit einer Konzentration von

50 pg Caerulein/kg Kérpergewicht in einer stiindlichen intraperitonealen Gabe.
3.2.2 Wirkung auf pankreatische Enzyme der Aktivierungskaskade

Ein Charakteristikum der AP stellt die Aktivierung proteolytischer Zymogene dar, die zur Zell-
Schadigung beitragt. Um auszuschliel3en, dass der Inhibitor PQ529 direkt auf die beteiligten
Enzyme wie Trypsin, Chymotrypsin oder die Cystein-Proteinase Cathepsin B (CTSB) wirkt,
wurde im folgenden Experiment das Wirkspektrum des Inhibitors PQ529 getestet. Hierzu
wurden die Trypsin-, Chymotrypsin-, CTSB- und die QC-Aktivitaten isolierter Enzyme in

Gegenwart des Hemmestoffes getestet. Die Ergebnisse sind in Abbildung 17 dargestellt.
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Abbildung 17: Einfluss von PQ529 auf pankreatische Enzyme der Aktivierungskaskade
Einfluss des Inhibitors PQ529 auf Trypsin, Chymotrypsin, Cathepsin B und Glutaminylzyklase.

Das Experiment hat gezeigt, dass der Inhibitor PQ529 bereits bei einer Konzentration von
50 nM die QC-Aktivitat deutlich hemmt. Auf die Trypsin-, Chymotrypsin- und CTSB-Aktivitat
hatte das PQ in den gezeigten Konzentrationen keinen Einfluss. In den in-vivo-
Untersuchungen wurde eine Konzentration von 100 mg PQ529/kg KG verwendet, dies

entspricht einer Stoffmengen-Konzentration von 38,5 mM.
3.3 Wirkung von PQ529 auf Parameter der akuten Pankreatitis

Um eine schwere Pankreatitis zu erzeugen, wurde das Modell der Taurocholat-induzierten

Pankreatitis gewahlt, welches eine nekrotisierende Pankreatitis auslost.

Voruntersuchungen hatten gezeigt, dass innerhalb von 24 h nach Taurocholat-Injektion eine
Induktion von Zytokinen und Chemokinen wie MCP-1, Interleukin (IL)-6, TNF-a, IL-1B und
weiterer erfolgt. Die Pankreas-Schadigung ist dann deutlich ausgepragt. Deshalb wurde der
Zeitpunkt 24 h nach Taurocholat-Induktion als geeigneter Untersuchungszeitpunkt festgelegt.

3.3.1 Prophylaktische Gabe des QC-Hemmstoffes bei Taurocholat-induzierter
Pankreatitis

Die Untersuchungen der QC-Inhibitor-Wirkung wurden zunachst als prophylaktische Gabe des
Hemmstoffes durchgefiihrt. Die orale Applikation erfolgte 1 h vor der Pankreatitis-Induktion
und eine zweite Gabe 5 h nach Pankreatitis-Induktion zur Aufrechterhaltung des PQ529-
Spiegels. Es sollte die Arbeitshypothese untersucht werden, ob eine QC-Hemmung zu einer
verminderten inflammatorischen Reaktion fihrt und im Kontext einen Einfluss auf die

Pankreas-Schadigung zeigt.
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Um die Schadigung des Pankreas zu bestimmen, wurde der Austritt von a-Amylase und Lipase

in das Serum gemessen, siehe Abbildung 18. Die Versuchsgruppen sind in Tabelle 9
dargestellt.
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Abbildung 18: Serum-Lipase und -Amylase bei prophylaktischer Applikation von PQ529
Effekt einer prophylaktischen Applikation des QC-Inhibitors PQ529 auf die Serum-Aktivitaten von A) a-

Amylase und B) Lipase bei Taurocholat-induzierter Pankreatitis (TC- und NaCl-Kontroll-Gruppen
n = 6-9, Mittelwert + SEM).

Abbildung 18 zeigt, dass die Applikation des QC-Inhibitors PQ529 die Spiegel von a-Amylase
und Lipase signifikant reduzierte. Unter Berticksichtigung der Kontrollen war eine Verringerung
um ca. 80 % durch den Hemmstoff zu erkennen.

Zur Charakterisierung der inflammatorischen Reaktion wurden das Chemokin MCP-1, welches
als Target fur den QC-Inhibitor anzusehen ist, und das Uber dieses Chemokin induzierte
Zytokin IL-6 bestimmt, siehe Abbildung 19.
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Abbildung 19: Serum-MCP-1 und -IL-6 bei prophylaktischer Applikation von PQ529
Effekt einer prophylaktischen Applikation des QC-Inhibitors PQ529 auf das Serum-Level von A) MCP-1
und B) IL-6 bei Taurocholat-induzierter Pankreatitis (Versuchsbedingungen wie bei Abbildung 18).

Der Spiegel von IL-6 im Serum war nach QC-Inhibitor-Behandlung deutlich reduziert, ohne
jedoch ein statistisches Signifikanzniveau zu erreichen. Die Wirkung auf den MCP-1-Spiegel

war weniger deutlich ausgepragt.

Die Azinuszellen und die gewebestandigen Entzindungszellen tragen auch zu einer lokalen
Erhohung der ins Pankreasgewebe freigesetzten Chemokine und Zytokine bei. Aus diesem
Grund wurde zudem die mittlere Konzentration von MCP-1 und IL-6 im Pankreas-Homogenat

bestimmt. In Abbildung 20 sind die Ergebnisse zu sehen.
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Abbildung 20: Pankreas-MCP-1- und -IL-6 bei prophylaktischer Applikation von PQ529
Effekt einer prophylaktischen Applikation des QC-Inhibitors PQ529 auf die intrapankreatische
Konzentration von A) MCP-1 und B) |IL-6 bei Taurocholat-induzierter Pankreatitis

(Versuchsbedingungen wie bei Abbildung 18).

Der Einfluss von PQ529 auf die Chemokin-/Zytokin-Konzentration im Pankreasgewebe war
deutlich ausgeprégt. Es wurde eine signifikante Absenkung der Konzentration von IL-6 und

MCP-1 erreicht, die in dem Niveau mit den NaCl-Kontrolltieren vergleichbar war.
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3.3.2 Therapeutische Gabe des Hemmstoffes nach Taurocholat-induzierter
Pankreatitis

Die im Punkt 3.3.1 gezeigten Ergebnisse belegen die prinzipielle Wirksamkeit einer QC-
Hemmung fur die Linderung der Auswirkungen einer experimentellen schweren AP. Um der
klinischen Situation besser Rechnung zu tragen, sollte ein Wirkstoff auch bei therapeutischer
Gabe einen solchen Effekt zeigen. Es wurden daher Untersuchungen begonnen, bei denen
die erste QC-Inhibitor-Gabe mindestens 1 h nach Induktion der TC-Pankreatitis erfolgte. Das
Ziel war es, ein therapeutisch glinstiges Zeitfenster nach Beginn der Pankreatitis-Symptomatik
zu bestimmen, um die AP erfolgreich zu behandeln.

3.3.2.1 Inhibitor-Gabe 1 h und 5 h nach Induktion einer Taurocholat-

induzierten Pankreatitis

In diesem Modell erhielten die Mause den Inhibitor bzw. die Vehikel-L6sung, Hydroxyethyl-
Cellulose, 1 h und 5 h nach Induktion einer Taurocholat-Pankreatitis. Zum Vergleich wurden

NaCl-Kontroll-Mause mitgefihrt. In der folgenden Abbildung sind die Ergebnisse dargestellt.
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Abbildung 21: Serum-Amylase und -Lipase bei therapeutischer Applikation (+1 h/+5 h) von
PQ529
Effekt einer therapeutischen Applikation des QC-Inhibitors PQ529 auf die Serum-Aktivitdten von A) a-

Amylase und B) Lipase bei Taurocholat-induzierter Pankreatitis nach 1 h und 5h (TC-Gruppen:
n=18-21, Kontroll-Gruppen: n=6, Mittelwert + SEM).

Die Auswertung der a-Amylase- und Lipase-Werte zeigte, dass durch die Inhibitor-Gabe deren
Spiegel signifikant um mind. 70 % sanken. Da das Ausmald der Reduktion der
Pankreasenzyme im Serum mindestens so grof3 wie bei prophylaktischer Applikation war,
kann geschlussfolgert werden, dass auch eine therapeutische Intervention mit PQ529 nach
Ausbruch einer schweren AP ebenso wirksam ist. Die Auswirkungen auf MCP-1 und IL-6 sind
in folgender Abbildung dargestellt.
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Abbildung 22: Serum-MCP-1 und —IL-6 bei therapeutischer Applikation (+1 h/+5 h) von PQ529
Effekt einer therapeutischen Applikation des QC-Inhibitors PQ529 auf die Serum-Level von A) MCP-1
und B) IL-6 bei Taurocholat-induzierter Pankreatitis nach 1 h und 5 h (Versuchsbedingungen wie bei
Abbildung 21).

Abbildung 22A und B zeigen, dass der Inhibitor in der Lage war, die MCP-1- und IL-6-Spiegel

auf Kontroll-Niveau, um ca. 80 %, abzusenken.

In diesem Versuch wurde zusétzlich fur die weitere Charakterisierung der inflammatorischen
Reaktion der Mediator TNF-a im Serum bestimmt, siehe Abbildung 23. Dieser sollte
Aufschluss Uber die Entziindungsreaktion geben. Zu erkennen ist, dass durch die Gabe des
Inhibitors der TNF-a-Spiegel signifikant gesenkt wurde.
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Abbildung 23: Serum-TNF-a bei therapeutischer Applikation (+1 h/+5 h) von PQ529
Effekt einer therapeutischen Applikation des QC-Inhibitors PQ529 auf die Serum-Level von TNF-a bei

Taurocholat-induzierter Pankreatitis nach 1 h und 5 h (Versuchsbedingungen wie bei Abbildung 21).

Welchen Einfluss der Inhibitor auf MCP-1, IL-6 und TNF- a im Pankreas hat, sind in Abbildung
24 und Abbildung 25 zu sehen.
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Abbildung 24: Pankreas-MCP-1 und —IL-6 bei therapeutischer Applikation (+1 h/+5 h) von
PQ529

Effekt einer therapeutischen Applikation des QC-Inhibitors PQ529 auf die Pankreas-Level von A) MCP-1
und B) IL-6 bei Taurocholat-induzierter Pankreatitis nach 1 h und 5 h (Versuchsbedingungen wie bei
Abbildung 21).

In Abbildung 24 ist zu erkennen, dass sich durch die Wirkung des Inhibitors PQ529 die
intrapankreatische Konzentration an den Entziindungsmediatoren MCP-1- und IL-6 zum Teil
signifikant verringerten und die Werte das Niveau der Kontroll-Tiere erreichten.
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Abbildung 25: Pankreas-TNF-a bei therapeutischer Applikation (+1 h/+5 h) von PQ529
Effekt einer therapeutischen Applikation des QC-Inhibitors PQ529 auf die Pankreas-Level von TNF-a

bei Taurocholat-induzierter Pankreatitis nach 1 h und 5 h (Versuchsbedingungen wie bei Abbildung 21).
Der Inhibitor hatte auf das TNF-a im Pankreasgewebe keinen Einfluss.

Die Myeloperoxidase (MPO) ist ein Marker-Enzym der neutrophilen Granulozyten. Er wurde
als biochemischer und quantitativer Marker zur Bestimmung der Infiltration an Neutrophilen

als Entziindungszellen im Pankreas eingesetzt, Abbildung 26.
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Abbildung 26: Pankreas-MPO bei therapeutischer Applikation (+1 h/+5 h) von PQ529
Effekt einer therapeutischen Applikation des QC-Inhibitors PQ529 auf die Pankreas-Level von MPO bei

Taurocholat-induzierter Pankreatitis nach 1 h und 5 h (Versuchsbedingungen wie bei Abbildung 21).

Es ist deutlich zu erkennen, dass die TC-induzierte Pankreatitis zu einer Erh6hung des MPO-
Wertes im Pankreas fuhrte. Eine therapeutische Behandlung mit PQ529 zeigte jedoch keine
Wirkung fur eine Reduktion dieser erhohten MPO-Aktivitat im Pankreas. Ein Grund dafur
konnte darin bestehen, dass bei einer hauptsachlich auf das MCP-1 gerichteten Wirkung einer
QC-Hemmung vor allem die Makrophagen-/Monozyten-Einwanderung ins Pankreasgewebe
beeinflusst ist. Andererseits spricht dieser Befund dafiir, dass der QC-Inhibitor PQ529 keinen
Einfluss auf die Rekrutierung oder Verringerung der Aktivitat von Neutrophilen im Pankreas im
Verlauf einer schweren AP austibt.

Histologisch wurde die Schadigung des Pankreas nach dem Spormann-Score bestimmt.
Hierbei wurde das Augenmerk auf die mikroskopisch zu beobachtenden Parenchymnekrosen,
Entziindungszellen und Odeme gelegt, weshalb der maximal erreichbare Wert des Spormann-
Scores bei 13 liegt [151]. In Abbildung 27 sind beispielhaft gesundes und geschadigtes

Gewebe mit Parenchymnekrosen, Entziindungszellen und Odemen zu erkennen.
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Abbildung 27: HE-Farbung von Pankreas-Schnitten

HE-Farbung von Pankreas-Schnitten zur histologischen Beurteilung mittels Lichtmikroskopie: Das
gesunde Gewebe (A) zeigt eine kompakte Gewebestruktur. Die histologischen Schnittbilder der TC-
induzierten Pankreatitis sind in B-D zu sehen. (B) zeigt d6demat®s verbreitete Interzellularraume,bei
einer mit PQ529 behandelten Maus (B). In Bild (C) ist O6dematdses Gewebe mit

Entziindungszellinfiltration zu erkennen. Bild (D) zeigt Parenchymnekrosen und Entziindungszellen.

In Abbildung 28 sind Pankreaskopf und Pankreasschwanz in der histologischen Auswertung
dargestellt. Diese Unterscheidung wurde gemacht, da durch die Methodik das TC direkt in den

Pankreaskopf instilliert wurde, wahrenddessen der Pankreasschwanz weniger betroffen war.
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Abbildung 28: Auswertung der Histologie bei therapeutischer Applikation (+1 h/+5 h) von
PQ529

Histologische Auswertung A) des Pankreaskopfes und B) des Pankreasschwanzes bei TC-induzierter
Pankreatitis mit therapeutischer Inhibitor-Gabe nach 1 h und 5 h (Versuchsbedingungen wie bei
Abbildung 21).
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In der Abbildung 28 ist zu erkennen, dass der Score in allen Versuchsgruppen im
Pankreasschwanz niedriger war als im Pankreaskopf. Auffallig war, dass in den NaCl-
Kontrollen bereits hohe Scores fir Odeme und Nekrosen vorzufinden waren, jedoch weniger
fur eingewanderte Entzindungszellen. Diese erhdhten Werte waren vermutlich auf die
Intervention und Flussigkeitsinstillation in  den Pankreasgang zurlckzufihren, da
hauptséchlich der Pankreaskopf betroffen war. Durch die TC-Instillation wanderten vor allem
Granulozyten ins Gewebe ein. Auch war zu beobachten, dass die Taurocholat induzierte
Pankreatitis das Pankreas geschadigt hat und so der Score von den Normal-Tieren zu den
TC-Tieren sich mindestens verdoppelte. Deutlich ist zu erkennen, dass das PQ529 keinen
Einfluss auf die Pankreas-Schadigung hatte, da auch die Anzahl der im Pankreasgewebe
vorhandenen Entziindungszellen nicht gesenkt werden konnte. In der HE-Farbung stelle sich
dies vor allem als Granulozyten dar, wodurch sich auch die fehlende Wirkung von PQ529 zur
Verringerung der Granulozyten-Aktivitat und MPO im entziindeten Pankreas erklaren Iasst.

3.3.2.2 Inhibitor-Gabe 2 h und 5 h nach Induktion einer Taurocholat-
Pankreatitis

In den weiteren Versuchen sollte untersucht werden, ob das Zeitfenster der ersten Inhibitor-
Gabe von +1 h auf +2 h (Abbildung 29) erweitert und gegebenenfalls auf +4 h (Abbildung 30)
ausgedehnt werden kann. Alle anderen Bedingungen wurden wie in der Versuchsreihe mit der
Inhibitor-Gabe 1 h und 5 h nach TC-Induktion durchgefihrt.
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Abbildung 29: Serum-Amylase und -Lipase bei therapeutischer Applikation (+2 h/+5 h) von
PQ529

Effekt einer therapeutischen Applikation des QC-Inhibitors PQ529 auf die Serum-Aktivitdten von A) a-
Amylase und B) Lipase bei Taurocholat-induzierter Pankreatitis nach 2 h und 5 h (TC-Gruppen: n=3-5,
Kontroll-Gruppen: n=3, Mittelwert + SEM).
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In Abbildung 29 ist zu erkennen, dass 2 h nach Induktion der TC-Pankreatitis die Gabe des

Inhibitors PQ529 zu einem signifikant verringerten Austritt der a-Amylase und der Lipase
fuhrte.

3.3.2.3 Inhibitor-Gabe 4 h und 7 h nach Induktion einer Taurocholat-
Pankreatitis

Zur Bestimmung des optimalen Zeitfensters einer therapeutischen Intervention mit PQ529 im
Zeitverlauf der Taurocholat-Pankreatitis wurde der Inhibitor in analogen Versuchsansatzen
und Bedingungen jeweils zu einem um 2 h spateren Zeitpunkt, daher 4 h und 7 h nach
Pankreatitisinduktion appliziert.

[22]
o

3,0

B
[
_|
n
T~
—

(93]
[e2]
|
-
(o)
|

[}
e
L
-
M
.

a-Amylase [U/ml]
Lipase [U/ml]

=y
N
|
o
[s2]

0 4 4
A TC/ICEL TC/PQ B TC/CEL TC/PQ

o
o

Abbildung 30: Serum-Amylase und -Lipase bei therapeutischer Applikation (+4 h/+7 h) von
PQ529

Effekt einer therapeutischen Applikation des QC-Inhibitors PQ529 auf die Serum-Aktivitaten von A) a-
Amylase und B) Lipase bei Taurocholat-induzierter Pankreatitis nach 4 h und 7 h (TC-Gruppen: n=6-
10, Mittelwert + SEM). Auf eine Untersuchung der Kontroll-Tiere wurde verzichtet.

Im Gegensatz zur Inhibitor-Gabe nach +2 h/+5 h ging von der Intervention mit PQ529 zu einem
spateren Zeitpunkt nach +4 h/+7 h nur eine wesentlich geringere Wirkung zur Reduktion der
Amylase- und Lipase-Konzentrationen im Serum aus. Diese Untersuchung zeigte, dass der
spate Einfluss des Inhibitors mit einer Gabe nach 4 h und 7 h nur zu einer nicht signifikanten

Verringerung der a-Amylase- und Lipase-Spiegel fihrte und damit das optimale Zeitfenster fur
eine effektive Therapie vermutlich tberschritten wurde.

3.4 Untersuchungen zur Auspragung einer Taurocholat-induzierten

Pankreatitis an QC-k.o.-Mausen

Fur diese Versuchsreihe wurden wie auch im Punkt 3.1 sowohl QC1- als auch IsoQC-

defiziente-Mause eingesetzt. Die Experimente zu diesem Punkt hatten daher den Charakter
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einer ,Proof-of-Principle’-Untersuchung, in dem die Deletion der QC-lsoenzyme letztlich dem

Zustand der Enzymhemmung entspricht.

Die Untersuchungen wurden, wie in Punkt 2.4.2 beschrieben durchgefiihrt und das Pankreas,
wie in Punkt 2.5.1 beschrieben, aufgearbeitet. Die Induktion der Pankreatitis erfolgte nur in
IsoQC-WT- und —k.0.-Mausen, da nicht gentigend QC1-k.o.-M&ause fir diese Untersuchungen

zur Verfligung standen.

Die therapeutische Verabreichung von PQ529 und dem Lésungsmittel CEL erfolgte +1 h und
+5 h nach Induktion der Pankreatitis. Die Effekte auf die a-Amylase und Lipase im Serum sind
in Abbildung 31 und Abbildung 32 zu sehen.
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Abbildung 31: Serum-Amylase von IsoQC-WT- und —k.0.-M&ausen

Effekt einer TC-induzierten Pankreatitis und Wirkung einer therapeutischen Gabe von PQ529 auf die
pankreatische a-Amylase-Konzentration im Serum von IsoQC-WT- und —k.o.-Mausen (TC-Gruppen:
n=3-4, Kontroll-Gruppe: n=1, Mittelwert + SEM).
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Abbildung 32: Serum-Lipase von 1soQC-WT- und —k.o.-Mausen
Effekt einer TC-induzierten Pankreatitis und Wirkung einer therapeutischen Gabe von PQ529 auf die

Serum-Lipase von IsoQC-WT- und —k.o.- (Versuchsbedingungen wie bei Abbildung 31).

Die Ausschittung von Pankreas-Enzymen, gemessen anhand der Spiegel von Amylase und
Lipase im Serum, waren in den IsoQC-knock-out-Tieren gegeniiber den WT-Kontrolim&usen
nicht signifikant erhoht (Abbildung 31 und Abbildung 32). Es zeigte sich jedoch, dass die im
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Verlauf der TC-induzierten Pankreatitis in IsoQC-k.0.-Mausen auftretende Erh6hung der
Amylase und Lipase-Spiegel im Serum durch die therapeutische Gabe des QC-Inhibitors
gesenkt wurde. Ahnliche Ergebnisse wurden bereits mit NMRI-Mausen (siehe Abbildung 21,

Punkt 3.3.2) erzielt, die als WT-Maus keine Defizienz zur Expression von IsoQC aufweisen.

Diese Ergebnisse zeigten, dass die 1soQC-Deletion keinen signifikanten Einfluss auf eine
Reduktion der Serumspiegel fur Amylase und Lipase im Verlauf der Taurocholat-Pankreatitis
hatte, die auf eine Milderung des Krankheitsverlaufes auf Basis dieser Daten schlie3en lassen.

Diese Ergebnisse wurden durch die Messungen des IL-6 im Serum gestiitzt (Abbildung 33).
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Abbildung 33:Serum-IL-6 von 1soQC-WT- und —k.0.-Méausen
Effekt einer TC-induzierten Pankreatitis auf den Serum-IL-6-Leveln von IsoQC-WT- und -k.0.-Mausen

(Versuchsbedingungen wie bei Abbildung 31).

Die Hemmstoff-Gabe von PQ529 bei IsoQC-k.o.-Mausen fluhrte jedoch zu einer deutlichen

Verringerung des IL-6-Spiegels im Serum

In Abbildung 34 war zu erkennen, dass der QC-Inhibitor in den IsoQC-k.0.-Mausen (mit TC)
nur einen geringen Einfluss auf den MCP-1-Spiegel, im Vergleich zu den IsoQC-k.0.-Mausen
(mit TC) ohne Inhibitor hatte. Werden die 1soQC-WT-Méause (mit TC) betrachtet, ist eine nicht

signifikante Reduzierung des MCP-1 Spiegels zu den 1soQC-k.0.-Mausen zu erkennen.
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Abbildung 34: Serum-MCP-1 von 1soQC-WT- und —k.o.-M&usen
Effekt einer TC-induzierten Pankreatitis auf das Serum-MCP-1-Level von IsoQC-WT- und —k.0.-Mausen

(Versuchsbedingungen wie bei Abbildung 31).

Zur histologischen Befundung der Pankreas-Schadigung wurden im Anschluss die HE-
gefarbten Gewebeschnitte des Pankreaskopfes und des Pankreasschwanzes bei den 1soQC-
WT- und - k.0o.-Mausen mit Hilfe des modifizierten Spormann-Scores ausgewertet (siehe
Abbildung 35).
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Abbildung 35: Auswertung der Histologien von IsoQC-WT- und —k.o.-Mausen
Histologische Auswertung des A) Pankreaskopfes und des B) Pankreasschwanzes von IsoQC-WT- und
—k.0.-Mausen bei TC-induzierter Pankreatitis (Versuchsbedingungen wie bei Abbildung 31).

Die histologische Beurteilung der Pankreas-Schadigung zeigte keine Unterschiede zwischen
den Knock-out-Tieren und den WT-Tieren. So ist zu erkennen, dass die Schadigung nahezu
identisch ist zwischen den einzelnen Versuchsgruppen. Im Pankreasschwanz ist die
Schadigung leicht geringer, ahnlich wie in Abbildung 35.

Der MPO-Spiegel im Pankreas bei den 1soQC Knock-out-Tieren und WT-Tieren ist in
Abbildung 36 zu sehen.
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Abbildung 36: Pankreas-MPO von 1soQC-WT- und —k.0.-Méausen
Effekt einer TC-induzierten Pankreatitis auf das Pankreas-MPO-Level von 1soQC-WT- und —k.o.-

Mausen (Versuchsbedingungen wie bei Abbildung 31).

Die Untersuchungen zur Myeloperoxidase im Pankreas zeigten, dass die Werte in den Mausen
mit einer Taurocholat-Pankreatitis im Vergleich zu den NaCl-Kontroll-Tiere deutlich erhdht
waren. Es wurde jedoch ersichtlich, dass eine 1soQC-Defizienz unter den Bedingungen einer
schweren AP keinen Einfluss auf die Neutrophilen im Pankreas zeigte und daher nicht zu einer
signifikanten Verringerung der pankreatischen MPO gegenliber den WT-Mausen flihrte (siehe
Abbildung 36). Eine Wirkung von PQ529 zur Reduktion der pankreatischen MPO in IsoQC-

Mé&ausen wurde dennoch bestimmt, auch wenn diese nicht auf einem Signifikanzniveau lag.
3.5 Trypsinogen-Aktivierung

Die Messung der Trypsin-Aktivitat im Pankreasgewebe wurde als Mal3 fir die

pathophysiologische Zymogen-Aktivierung verwendet.
3.5.1 Bei prophylaktischer Gabe des Inhibitors PQ529

Die Inhibitor-Gabe erfolgte 1 h vor und 5 h nach Induktion einer Taurocholat-Pankreatitis bei

NMRI-Mausen. Die gemessene Trypsin-Aktivitat ist in Abbildung 37 dargestellt.
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Abbildung 37: Pankreas-Trypsin-Aktivitat bei prophylaktischer Applikation von PQ529
Effekt einer prophylaktischen Applikation des QC-Inhibitors PQ529 auf die Pankreas-Trypsin-Aktivitat
bei Taurocholat-induzierter Pankreatitis (Versuchsbedingungen wie bei Abbildung 18).

Die in Abbildung 37 aufgefiihrten Werte der Trypsin-Aktivitdt im Pankreas von Taurocholat-
und NaCl-stimulierten NMRI-M&usen zeigt, dass der QC-Inhibitor eine signifikante Reduktion
der Trypsinogen-Aktivierung bewirkte.

3.5.2 Beitherapeutischer Gabe des Inhibitor PQ529

Die Inhibitor-Gabe erfolgte 1 h und 5 h nach Induktion einer Taurocholat-Pankreatitis bei
NMRI-Mausen. Die gemessene Trypsin-Aktivitat im therapeutischen Versuchsmodell ist in
Abbildung 38 dargestellt.

[41]
o

o
o

(9]
o

58]
o

Trypsin-Aktivitat
[fmol/mg Protein]

iy
o
|

o
|

NaCl/CEL NaCl/PQ TC/CEL TC/PQ

Abbildung 38: Pankreas-Trypsin-Aktivitdt bei therapeutischer Applikation (+1 h/+5 h) von
PQ529

Effekt einer therapeutischen Applikation des QC-Inhibitors PQ529 auf die Pankreas-Trypsin-Aktivitat bei
Taurocholat-induzierter Pankreatitis nach 1 h und 5 h (Versuchsbedingungen wie bei Abbildung 21).

Es zeigte sich, dass im therapeutischen Modell bei einer Inhibitor-Gabe 1 h und 5 h nach der
Induktion der TC-Pankreatitis keine Reduktion der Trypsin-Aktivitat erfolgte. Im Vergleich zu
den Untersuchungen in Punkt 3.3.2.1 war zu erkennen, dass die Trypsinogen-Aktivierung per

se zu einem friheren Zeitpunkt einsetzt und der Inhibitor bei therapeutischer Gabe nach 1 h
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und 5 h zu einer Verringerung der a-Amylase, Lipase und den Entziindungsmediatoren (IL-6,
MCP-1 und TNF-a) im Serum fihrte.

In einem weiteren Versuchsansatz erfolgte die Inhibitor-Gabe therapeutisch 4 h und 7 h nach
Induktion einer Taurocholat-Pankreatitis bei NMRI-Mausen, siehe Abbildung 39.
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Abbildung 39: Pankreas-Trypsin-Aktivitdt bei therapeutischer Applikation (+4 h/+7 h) von
PQ529
Effekt einer therapeutischen Applikation des QC-Inhibitors PQ529 auf die Pankreas-Trypsin-Aktivitat bei

Taurocholat-induzierter Pankreatitis nach 4 h und 7 h (Versuchsbedingungen wie bei Abbildung 30).

Erwartungsgeman wurde auch zu diesem spateren Zeitpunkt keine Verringerung der Trypsin-
Aktivitat nachgewiesen.

In der folgenden Abbildung ist die Trypsin-Aktivitat bei der TC-induzierten Pankreatitis in den
IsoQC-Mausen mit und ohne QC-Inhibitor dargestellt. Die Tiere erhielten 1 h und 5 h nach TC-
Induktion den Inhibitor bzw. das Lésungsmittel.
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Abbildung 40: Pankreas-Trypsin-Aktivitat von 1IsoQC-WT- und —k.0.-Mausen

Effekt einer TC-induzierten Pankreatitis im Zeitverlauf nach 24h auf die Pankreas-Trypsin-Aktivitat von
ISoQC-WT- und —k.0.-Mé&usen (Versuchsbedingungen wie bei Abbildung 31).

In Abbildung 40 ist zu erkennen, dass eine 1IsoQC-Defizienz im Zeitverlauf einer schweren AP

nach 24 h nicht zu einer signifikanten Verringerung der Trypsinogen-Aktivierung im Vergleich
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zu den IsoQC-WT-Mausen fiihrte. Auch die Gabe des QC-Inhibitors zeigte keinen Einfluss,

der eine Verringerung der Trypsin-Aktivitat bewirkte.

3.5.3 Darstellung der subzellularen Lokalisation der durch PQ beeinflussten

Trypsin-Aktivitat

In dieser Versuchsreihe wurden vier NMRI-Mause mit Caerulein, wie im Punkt 2.4.1
beschrieben, tGber 8 h stimuliert. Die Tiere wurden zusétzlich prophylaktisch eine Stunde vor
und vier Stunden nach der ersten Caerulein-Injektion mit PQ529 bzw. Hydroxyethyl-Cellulose
(-1 h/+4 h) behandelt. Das Pankreas wurde, wie in Punkt 2.5.2 beschrieben, aufgearbeitet. In
Abbildung 41 ist reprasentativ die subzellulare Verteilung der intrapankreatischen Trypsin-

Aktivitat nach Auswertung von vier unabhéangigen Versuchsreihen dargestellit.
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Abbildung 41: Trypsin-Aktivitat im Percoll-Dichtegradienten der subzellularen Fraktionen
Effekt einer prophylaktischen Applikation des QC-Inhibitors PQ529 auf die Pankreas-Trypsin-Aktivitat
bei Caerulein-induzierter Pankreatitis. Die Darstellung zeigt die subzellularen Fraktionen die aus dem

Percoll-Dichtegradienten gewonnen wurden.

Im Zeitverlauf einer Caerulein-Pankreatitis nach 8 h wurde ein maximaler Peak fur die Trypsin-
Aktivitat in der Verteilung um Fraktion 40 ermittelt, die auf eine Lokalisation in
autophago(lyso)somalen Kompartimenten hindeutet und als spates Ereignis im
autophagosomalen Pathway erscheint (Halangk/Wartmann, persénliche Mitteilung). Eine
Behandlung der NMRI-M&ause mit PQ529 fihrte zu einer bis zu 2-fachen Verringerung dieser
maximalen Trypsin-Aktivitdt in den autophago(lyso)somalen Fraktionen 34-42 (um Fraktion
40) gegenuber den Kontrolltieren ohne Inhibitor. Es ist daher zu schlussfolgern, dass der QC-
Inhibitor PQ529 auch einen Einfluss auf die ,spate” autophagosomale Protease-Aktivierung

wie die Trypsinogen-Aktivierung aufweist.
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4 Diskussion

Die adaquate, befundgerechte und erfolgreiche Behandlung von Patienten mit schwerer AP
ist auch heute noch eine der gré3ten klinischen Herausforderungen. Ein Grund hierfur liegt in
der Tatsache, dass es bis zum jetzigen Zeitpunkt fir die AP noch keine spezifische Therapie
gibt [153]. Die Einleitung einer Schmerztherapie, die Beherrschung des Krankheitsverlaufs und
insbesondere die Behandlung der Komplikationen, die eine schwere AP mit sich bringen, sind
nach wie vor von zentraler Bedeutung [154]. Viele Versuche, den mdglichen
pathophysiologischen Ursachen entgegen zu wirken, waren nicht erfolgreich. Einerseits wurde
versucht, die pankreatische Enzymsynthese und -sekretion zu verringern. So wurde unter
anderem versucht, mit CCK-Rezeptorantagonisten, Glukagon und pankreatischen Polypeptid,
der Enzym-Sekretion entgegen zu wirken und diese zu inhibieren [155, 156, 157, 158].
Andererseits sollte eine Verminderung des oxidativen Stresses die Pankreatitis lindern.
Experimentelle Studien, bei denen Radikalfanger und Antioxidantien eingesetzt wurden,
konnten keine positive Veranderung im Verlauf der Pankreatitis herbeifilhren [159]. Zudem
wurden unphysiologisch aktivierte Proteasen inhibiert. In friiheren Studien wurden Protease-
Inhibitoren wie Aprotinin, Gabexat-Mesilat oder Nafamostat eingesetzt. Diese zeigten
prophylaktisch eine gute Wirkung, konnten aber bei therapeutischen Studien nicht (iberzeugen
[10, 160, 161].

Die AP wird primér nicht chirurgisch therapiert. Die Chirurgie kommt bei Intervall-
Cholezystektomie, ggf. bei Nekrosektomie, Abszessentlastung und symptomatischer
Pseudozysten-Entlastung bzw. —Drainage-Operation zum Einsatz [10]. Diese Eingriffe
beheben mdégliche Ursachen oder deren Komplikationen, die zur Pankreatitis gefiihrt haben,

aber sie fuhren nicht unmittelbar zur Ausheilung der Pankreas-Schadigung.

Heute ist es akzeptiert, dass die AP in den Azinuszellen beginnt. Ein sehr friihes Ereignis bei
experimenteller AP ist die Storung des ,calcium signaling‘. Die unphysiologische Erhéhung der
intrazellularen  Kalzium-Konzentration ist eng verbunden mit der Aktivierung von
pankreatischen Zymogenen, insbesondere von Proteasen [44]. Das fuhrte zur Hypothese,
dass aktivierte Zymogene fiir die Azinuszell-Schadigung und Pankreasnekrose verantwortlich
sind. Es ist noch nicht abschlieRend geklart, welche Rolle eine Entziindung mit dem Potenzial
vermehrt gebildeter Chemokine und Zytokine sowie aktivierter Entziindungszellen hat und wie

diese inflammatorischen Ereignisse mit der Zymogen-Aktivierung verbunden sind.

Inzwischen wurde sicher nachgewiesen, dass Azinuszellen auch Chemokine und Zytokine
produzieren kénnen [38, 67, 100, 162].
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Wahrend die Vorgange der Zymogen-Aktivierung ausgiebig untersucht wurden, riicken viele
neue Studien zur Behandlung einer AP die Entziindungsvorgange in den Fokus und zielen auf
die Reduktion bzw. auf die Verhinderung der Chemokin- und Zytokin-Produktion ab [38, 94,
163]. Dabei steht besonders das Monocyte Chemoattractant Protein-1 (CCL2/ MCP-1) im
Mittelpunkt. Bis heute war eine therapeutische Blockade von CCL2 nicht von Erfolg gekrént
gewesen. Ein moglicher Grund fir unerwartete Nebenwirkungen und die mangelnde
Wirksamkeit in der Klinik kénnte in der sich abzeichnenden Komplexitat der Auswirkungen von

CCL2 auf das Verhalten von Immunzellen sein [76].

Das N-terminale Glutamin (GIn) von MCP-1 wird durch 1soQC zu Pyroglutamat (pGlu)
zyklisiert, wodurch das Protein stabilisiert und vor proteolytischem Abbau geschtzt wird [96,
130]. Aufgrund der nachgewiesenen Wirkung, durch die Hemmung der Glutaminylzyklase die
Menge an MCP-1 zu verringern [95, 98], ist die Etablierung eines QC-Inhibitors zur
therapeutischen Behandlung einer AP als entzindliche Erkrankung mit monozytarer
Beteiligung das Ziel.

Deshalb wurde die Arbeitshypothese geprift, ob eine Hemmung der Glutaminylzyklase zu
einer Abschwachung der inflammatorischen Kaskade und zu einer Verbesserung der
Pankreatitis-Symptome fihrt. Darlber hinaus wurde untersucht, ob im weiteren
Krankheitsverlauf einer induzierten Taurocholat-Pankreatitis eine Reduktion der
inflammatorischen Kaskade unabhangig und ohne primére Beeinflussung der intraazinaren
Vorgange, welche zu Zymogen-Aktivierung und damit verbundener Zell-Schadigung fihren,
erreicht werden kann. Zudem besteht die Moglichkeit, das Ausmafd des durch die

Entziindungszellen hervorgerufenen Pankreas-Schadens zu bestimmen.

Daher sollte die Glutaminylzyklase als ein neuartiges Target zur Behandlung von
inflammatorischen Erkrankungen wie z.B. der AP untersucht werden. Mit der Entwicklung

eines Medikamentes, das therapeutisch wirkt, kdnnte vielen Patienten geholfen werden.

Zur Beantwortung dieser Frage war es zunéchst erforderlich, das Vorkommen und die
Lokalisation der Glutaminylzyklasen zu ermitteln und die prinzipielle Wirksamkeit des QC-

Inhibitors bei prophylaktischer Applikation zu testen.
4.1 Nachweis von Glutaminylzyklasen im Pankreas

Die Glutaminylzyklasen beeinflussen das Entziindungsgeschehen [95]. Um einen mdglichen
Einfluss bei der AP zu untersuchen, sind Versuche am Gesamtorganismus notwendig.
Untersuchungen am Menschen gestalten sich jedoch als schwierig (siehe Abschnitt 1.1.2),

deshalb erfolgten die Experimente an Mausen.

63



Diskussion Carina De Boni

Es war bisher nichts zum Vorkommen von QC im Pankreas bekannt. Um die Rolle von QC zu
charakterisieren, war es zunachst wichtig zu wissen, wo die QC1 lokalisiert ist und ob sich die
Lokalisation bei AP verandert. Diese Fragestellungen werden am besten an Modellen einer
milden Pankreatitis geklart, da Modelle der schweren Pankreatitis einen fulminanten Verlauf
haben und das Gewebe stark an Integritat verliert [108]. Das Caerulein-Modell hat den Vorteil,

dass das azindre Gewebe keine wesentliche Nekrotisierung zeigt.

In den letzten Jahren konnte festgestellt werden, dass in verschiedenen Geweben neben der
QC1 noch eine zweite Isoform, die 1soQC, existiert [95]. Deshalb war es erforderlich, die QC-
Aktivitat im Pankreasgewebe nachzuweisen und ihre intrazellulare Lokalisation zu bestimmen.
Die Isoenzyme QC1 und IsoQC lassen sich jedoch mittels Aktivitatsmessung nicht

unterscheiden und es existieren keine spezifischen Hemmstoffe.

Deshalb wurde zuerst in den zur Verfigung stehenden k.o.-Mausen das Vorkommen an QC-
Aktivitat aufgezeigt. Im nachsten Schritt wurde durch einen Western-Blot mit spezifischen
QC1- und IsoQC-Antikdrpern gezeigt, ob und wie viel Protein vorhanden ist. Im letzten Schritt
wurden die Zellfraktionen, gewonnen aus der Dichtegradienten-Zentrifugation, zusétzlich auf
den Golgi-Marker p115 getestet (Abbildung 13 und Abbildung 14). In Fraktionen mit geringer
Dichte wurde der Golgi-Komplex gefunden. Diese Fraktionen stimmen mit denen der
gemessenen QC-Aktivitat und auch der im Western-Blot gefundenen Proteine Gberein. Daraus
ist deutlich zu erkennen, dass Glutaminylzyklasen im Golgi-Apparat des exokrinen Pankreas
exprimiert werden und die QC-Aktivitdt im gesunden Pankreas hauptsachlich durch das

Isoenzym IsoQC und nicht durch QC1 reprasentiert sind.

4.2 Wirkung des Glutaminylzyklase-Inhibitors auf Azinuszell spezifische

Enzyme und Pathways

Das Vorkommen der IsoQC bzw. der QC1 im exokrinen Pankreasgewebe war die
Voraussetzung flur die weiteren Experimente zur Testung eines QC-Inhibitors bei AP. Zur
Bestatigung der Hypothese, dass die QC1/IsoQC (ber die Modifikation von
Entzindungsmediatoren wirkt, musste ausgeschlossen werden, dass erstens der Hemmstoff
eine Wirkung auf die Enzyme bzw. auf die Prozesse, die bei der Schadigung der AP eine Rolle
spielen, hat. Im Zuge dieses Experimentes wurde gezeigt, dass enzymatische Aktivitaten von

Trypsin, Chymotrypsin und Cathepsin B in Anwesenheit von PQ529 nicht beeinflusst werden.

Als Zweites galt es auszuschlieRen, dass der QC-Hemmstoff die AP dadurch abschwécht,
dass er die Induktion einer experimentellen Pankreatitis beeintrachtigt. Beim Modell der

hormonellen Hyperstimulation mit Caerulein war eine Sensitivitdt der Azinuszellen gegentuber
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einer Stimulation mit dem CCK8-Analogon eine wichtige Voraussetzung. Daher wurden an
isolierten Azinuszellen die Eigenschaften des Hemmstoffes auf mogliche Veranderungen und
Beeintrachtigungen im Sekretionsverhalten gegeniber einer Caerulein-Stimulation

untersucht.

Der Hemmstoff hatte keine direkte Wirkung auf das Stimulus-Sekretions-Verhalten in den
Azinuszellen. Vor allem zeigte sich kein Einfluss auf die Sekretionshemmung bei sehr hohen
Caerulein-Konzentrationen (Abbildung 16). Somit war eine Wirkung auf die Reaktionen, die
vor allem bei der Induktion und Pathogenese einer Caerulein-Pankreatitis ablaufen, wenig

wahrscheinlich.
4.3 Einfluss der QC-Inhibition auf die Auspragung der Pankreatitis

Das Modell einer milden Pankreatitis ist fur Therapiestudien, die auf das Pankreas gerichtet
sind, eher weniger geeignet. Ein Therapieeffekt kann deshalb am ehesten bei
Tierexperimenten mit einer schweren AP beobachten werden. Diese Vorgehensweise tragt
auch der Klinischen Situation Rechnung, dass vor allem schwere Pankreatitiden einer

wirksamen Therapie bedirfen.

Zur Austestung des Glutaminylzyklase-Inhibitors PQ529 wurde das Taurocholat-Modell
verwendet, um eine schwere AP bei der Maus zu erzeugen [109, 110, 111]. Dieser wurde im
prophylaktischen und anschlieBend im therapeutischen Modell oral appliziert und seine
Wirkung anhand bestimmter Pankreatitis-Marker beurteilt. Der Einsatz eines QC-Inhibitors
zielt darauf ab, die Wirksamkeit und/oder Produktion der posttranslational modifizierten
Entzindungsmediatoren in den zunachst gewebestandigen inflammatorischen Zellen zu
erniedrigen. Deshalb wurden diese Mediatoren im Serum sowie im Pankreasgewebe
gemessen. Im Mittelpunkt stand dabei das MCP-1. Die Hemmung der QC-Aktivitat sollte
bewirken, dass das Pyroglutamat am N-Terminus des Chemokins MCP-1 nicht gebildet wird.
Dies sollte dann in eine Verringerung der Aktivitdt und gegebenenfalls in einer Abnahme der
MCP-1-Konzentration minden, so dass dies in einer Abschwéchung der Entziindungsreaktion
resultiert [95].

Der oral applizierte QC-Hemmestoff, prophylaktische und therapeutische Gabe, bewirkte eine
Reduktion der MCP-1-Spiegel im Serum sowie im Pankreas (Abbildung 19, Abbildung 20,
Abbildung 22 und Abbildung 24). Dieser Befund ist insofern interessant, da er zeigt, dass MCP-
1 als Protein verringert ist, da der Antikdrper des ELISA sowohl die native als auch das
zyklisierte MCP-1 detektiert. Das der PQ529 Inhibitor ein guter Ansatzpunkt fur die
Reduzierung des MCP-1 Spiegels ist, wurde auch durch Kanemitsu et al. bestétigt, die am

65



Diskussion Carina De Boni

Beispiel des Ratten-Models die MCP-1 Spiegel erfolgreich bei der chronischen Nieren
Krankheit reduzieren konnten [91]. Das MCP-1 gilt als friher Mediator in der
Entzindungsantwort der AP. Dieses bindet an die Zellen, die den CCR2-Rezeptor
exprimieren, und aktiviert diese [67, 164]. Ein hoher MCP-1-Spiegel fuhrt dementsprechend
zu einem schwereren Verlauf der AP [70]. Jedoch ist MCP-1 nur eins von vielen Chemokinen,
die wahrend der Pankreatitis hochreguliert werden.

Mit der Gabe des Hemmstoffes PQ529 konnte zudem beobachtet werden, dass die IL-6-Level
in Serum und Gesamtpankreas bei den prophylaktischen und therapeutischen
Versuchsmodellen abgenommen haben. Eine hauptsachliche Komplikation der schweren AP
ist die nach IL-6-Expression entstehende akute Lungenerkrankung (ALI). Die Signalkaskade,
die bei ALI auftritt, ist noch nicht vollstandig verstanden. Ein erhohter IL-6-Serum-Level ist
jedoch ein zuverlassiger Marker fir den Schweregrad der Krankheit [21].

Neben dem proinflammatorischen Zytokin IL-6 ist auch TNF-a ein Mediator, der den
Schweregrad der AP bestimmt. Deshalb wurde auch dieses Zytokin in dem therapeutischen
Ansatz untersucht. Die Ergebnisse zeigen, dass die TNF-a-Spiegel im Serum mit der Gabe
des Hemmestoffes deutlich abgenommen haben. Im Pankreas-Gewebe ist keine Verringerung
des TNF-a-Spiegels zu beobachten. TNF-a ist deshalb von besonderer Bedeutung, da es die
Synthese und die Freisetzung von weiteren Zytokinen induziert und die alveolaren

Makrophagen aktiviert [165].

Die gewonnenen Ergebnisse zeigen, dass sie QC-Hemmung die im Pankreas vorhandenen
und mdoglicherweise aktiven Chemokine und Zytokine sehr wirksam beeinflussen kann.
Uberraschenderweise demonstrierten diese Untersuchungen, dass sich durch eine QC-
Hemmung nicht nur die Chemokin- und Zytokin-Spiegel reduzieren lassen, sondern auch die
Pankreas-Schadigung vermindert werden kann. Das lasst die Schlussfolgerung zu, dass der
grofldte Teil der Pankreas-Schadigung, zumindest in diesem Model der AP, durch Effekte

dieser Mediatoren vermittelt sein muss.

Als direktes Maf} fur die Schadigung des Pankreasgewebes werden die Marker und
Charakteristika — Austritt von Amylase und Lipase ins Serum und mikroskopisch nachweisbare
Veranderungen im Pankreasgewebe — verwendet. Es konnte gezeigt werden, dass eine
Hemmung der QC zu einer signifikanten Verringerung der Azinuszell-Schéadigung fuhrt, da der
a-Amylase- und Lipase-Austritt ins Serum (Abbildung 18, Abbildung 21, Abbildung 29,
Abbildung 31 und Abbildung 32) signifikant verringert wurde.
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Aus den gewonnenen Ergebnissen kann geschlussfolgert werden, dass die generelle
Wirksamkeit des Hemmstoffes gezeigt wurde. Im prophylaktischen und auch im
therapeutischen Modell (+1 h und +5 h) wurden die Level von a-Amylase, Lipase, MCP-1, IL-
6 und TNF-a zum Teil signifikant verringert. Wenn die NFkB-Signalkaskade aktiviert wurde
und der Hemmstoff auch zu einem spéateren Zeitpunkt nach Induktion noch wirksam ist, ist

davon auszugehen, dass spatere Ereignisse der Zytokin-Synthese gehemmt werden.

Zur Evaluierung eines therapeutisch wirksamen Fensterns wurde das PQ529 zu spateren
Zeitpunkten appliziert. Als Marker wurden die Serum-Lipase- und der -a-Amylase-Spiegel
untersucht. Es hat sich gezeigt, dass selbst bei einer ersten Gabe nach zwei Stunden ein
positiver Effekt gefunden wurde. Zu beobachten ist, dass die Abschwéchung der Pankreatitis
nach Erst-Gabe des Inhibitors nach vier Stunden keine eindeutig positiven Effekte mehr zeigte
und offensichtlich die Inflammation nicht mehr aufgehalten werden konnte.

In dem gewdhlten Versuchstiermodell, dem Modell der retrograden Gang-Perfusion mit
Natrium-Taurocholat, werden neben  Pseudozysten, Pankreas-Abszessen und
Fettgewebsnekrosen vor allem Hamorrhagien und Nekrosen im Pankreas gefunden [109, 110,
111]. Eine morphologische Klassifizierung des Pankreatitis-Schweregrades erfolgte durch die
mikroskopisch zu beobachtenden Entziindungszellen, Parenchymnekrosen und Odeme. Ein
darauf basierender Score wurde von Spormann beschrieben [151]. In den Ergebnissen
(Abbildung 28) wurde eine deutlich nachweisbare Einwanderung der Entziindungszellen bei
der Taurocholat-induzierten Pankreatitis beobachtet. Zwischen den Hemmstoff-behandelten
Tieren und den Pankreatitis-Kontrollen ist kein histologisch sichtbarer Unterschied in der
Menge der eingewanderten Entziindungszellen zu sehen, obwohl die Pankreatitis-Marker in
den behandelten PQ529-Méausen im Serum und im Pankreas deutlich verringert sind. Dies
koénnte seine Ursache darin haben, dass vor allem Granulozyten angefarbt werden, wahrend
dessen MCP-1 und das TNF-a die Makrophagen- und Monozyten-Population beeinflussen

wirden.

Mit der Gabe des Hemmstoffes wurde keine nachweisbare Verbesserung der mikroskopisch
sichtbaren Schadigung erzielt. Allerdings sind schon hohe Score-Werte bei den Kontroll-Tieren
vorhanden. Hier zeigt sich die methodische Problematik des TC-Modells. Eine zu schnelle
Flussigkeitsinstillation in den Pankreasgang fuhrt zu erhdhten Scores der Kontroll-Tiere. Es
muss eine langsame Instillation der Injektionsldsung erfolgen, um eine druckinduzierte
Pankreatitis zu vermeiden. Dieser Aspekt ist der wesentliche Nachteil des TC-Modells [113,
114]. Um ein langsames und gleichmaRiges Instillieren der Kontrollldsung bzw. der
Taurocholatlésung zu gewéhrleisten, sollte eine Infusionspumpe verwendet werden. Mit dem

Infundieren Uber 5-10 min kann eine druckinduzierte Pankreatitis vermieden werden.
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Die Deletion der QC (QC1 bzw. der 1soQC) sollte einer ,Proof-of-Principle‘-Untersuchung
dienen, die dem Zustand der Enzymhemmung entspricht. Durch das Verwenden von QC-1
bzw. IsoQC-k.0.-Méausen im Vergleich zu den Wildtype-Mausen konnte gezeigt werden, dass
im gesunden Pankreas der Maus die QC-Aktivitat hauptsachlich durch die 1soQC reprasentiert
wird (Abbildung 13 und Abbildung 14). Deshalb war es umso erstaunlicher, dass ein k.o. der
IsoQC allein nicht ausreicht, um die Effekte des Hemmstoffes PQ529 widerzuspiegeln. Es
konnten keine signifikanten Reduzierungen in den untersuchten Parametern (MCP-1, a-
Amylase, Lipase, MPO, Trypsin bzw. IL-6) ermittelt werden. Erst mit der zusatzlichen
Hemmstoffapplikation bei den Knock-out-Tieren zeigte sich im Taurocholat-Modell der gleiche
Effekt wie bei den NMRI-Tieren (siehe Ergebnisse Punkt 3.3 Wirkung von PQ529 auf
Parameter der akuten Pankreatitis).

Eine Ursache koénnte in der spontanen Zyklisierung von Gin zu pGlu des MCP-1 sein [166].
Weiterfilhrende Untersuchungen zeigten in diesem Zusammenhang, dass durch den Effekt
der Induktion einer Entziindung im TC-Modell die QC-Aktivitat kompensatorisch, durch das
sezernierte QC1, hochreguliert wurde. Dementsprechend kann durch die Gabe des Inhibitors
ein weiterer Effekt beobachtet werden. Auch besteht die Mdglichkeit, dass die vorhandene
Aktivitat fur die Bildung des aktiven, zyklisierten MCP-1 ausreicht (personliche Mitteilung, Th.
Wartmann).

Aufgrund von Zuchtproblemen und der eng begrenzten Anzahl an M&usen, konnten die QC1-
k.o.-Mause fur die aufgeflihrten Untersuchungen zur Taurocholat-Pankreatitis in dieser Arbeit
nicht eingesetzt werden. Auch konnten keine weiteren Untersuchungen mit 1soQC-k.o.-
Mausen durchgefiihrt werden, sodass keine weiteren Daten, die fir eine statistische Analyse

notig waren, generiert werden konnten.

4.4 Effekt einer QC-Inhibitor-Gabe auf die Trypsinogen-Aktivierung

Die in der Arbeit dargestellten Experimente sollten in ihrer urspringlichen Konzeption die bis
dahin offene Fragestellung klaren, welcher Anteil an der Pankreas-Schadigung jeweils durch
die intrazellularen Vorgange der Zymogen-Aktivierung bzw. der entziindlichen Reaktionen
hervorgerufen wird. Mit dem QC-Inhibitor stand ein Tool zur Verfigung, mit dem der Anteil

durch Entziindungszellen abgeschéatzt werden konnte.

Ausgehend vom Schema von Sah und Saluja 2011 (siehe Abbildung 4) wurde in Abbildung 42

eine differenzierte Erweiterung vorgenommen (personliche Mitteilung, W. Halangk).
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Abbildung 42: Erweiterung der Hypothese zu grundlegenden Pathomechanismen der
Entstehung einer AP und Effekt des QC-Inhibitors

Erweiterung der Hypothese zu grundlegenden Pathomechanismen der Entstehung einer AP
und Effekt des QC-Inhibitors
Die rot gekennzeichneten Effekte sind die aus dieser Untersuchungsreihe gewonnenen Erkenntnisse.

Es zeigt, inwieweit die Inhibierung der QC die Signalkaskade beeinflusst.

Die in Abbildung 42 in schwarz dargestellten Reaktionswege zeigen, wie aus einem
pathologischen Insult eine Pankreas-Schadigung entsteht. Einerseits erfolgt frih die
Zymogen-Aktivierung und andererseits kommt es zur Initiierung der NFkB-Signalkaskade.
Nach der NFkB-Aktivierung werden Chemokine und Zytokine unter anderem auch MCP-1 in
den Azinuszellen synthetisiert und aktiviert. Daraus resultiert Uber das MCP-1 die NFkB-
Aktivierung in den myeloiden Zellen, wobei weitere Chemokine und Zytokine, z.B. MCP-1,
TNF-a und IL-6, gebildet werden und in einer Verstarkung der Inflammation minden. Das
aulert sich klinisch in SIRS oder MOF. Spatere Effekte zeigen, dass die Zytokine auf die
Azinuszellen wirken und eine ,zweite Welle“ der Trypsinogen-Aktivierung hervorrufen. Dies
wurde durch die Arbeitsgruppe um Sendler beschrieben, in dem diese aufzeigten, dass CTSB
und TNF-a darin involviert sind [63]. Es ist heute akzeptiert, dass die pathophysiologische

Zymogen-Aktivierung in den Kompartimenten des Autophagosoms stattfindet [167].

Aufgrund dieser Hypothese wurde ein Ansatz fur die Limitierung der Entziindungsreaktion
gewahlt, der nicht nur Uber die lokale und systemische Inflammation erfolgt, sondern der die
intrazellulare Zymogen-Aktivierung und den Azinuszell-Schaden mindern sollte. Durch die
Verwendung des QC-Hemmstoffes wurde verhindert, dass das Pyroglutamat am MCP-1
zyklisiert und das Chemokin damit aktiviert wird. Im prophylaktischen Modell hat sich das

erweiterte Schema der Pathomechanismen bestatigt. Die Schéadigung der Zellen erfolgte
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durch den Stimulus mit Taurocholat, siehe Kontroll-Tiere und TC-Tiere. Dieser Stimulus fiihrte
zum Start der Entziindungskaskade, welcher in einer Rekrutierung der Entzlindungszellen
muindet. Wirkt jetzt der Hemmestoff auf die Entziindung (siehe Absinken der Chemokin- und
Zytokin-Spiegel), wird auch die Trypsinogen-Aktivierung herabgesetzt. Das impliziert, dass die
inflammatorische Reaktion auch intrazellulare Vorgange beeinflusst. Die Betrachtung des
Ursache-Wirkung-Prinzips zeigt, dass der QC-Inhibitor zunachst die post-translationale
Modifizierung von MCP-1 hemmt, so dass postuliert werden kann, dass die Pankreas-
Schadigung und die Zymogen-Aktivierung in diesem Pankreatitis-Modell, zumindest zum
grofl3en Teil, durch die Entziindung getriggert wird. Resultierend aus dieser Hypothese besteht
die Mdoglichkeit, durch die QC-Hemmung nicht nur die inflammatorische Kaskade Uber die
Reduktion des MCP-1-Spiegels und dadurch auch anderer moglicher Chemokine und Zytokine
zu drosseln, sondern auch die Pankreas-Schadigung abzuschwachen. Zudem wurde
bestatigt, dass die Verminderung der Trypsin-Aktivitat im Autophagosom erfolgte (Abbildung
41, Caerulein-Experiment 8 h, mit PQ529 Gabe).

Zusammenfassend untermauern die Ergebnisse die in Abbildung 42 aufgezeigten
Zusammenhange und die Relevanz der zugrundeliegenden Mechanismen der Zymogen-
Aktivierung, Entziindungsreaktion und Azinuszell-Schadigung in der Pathogenese der akuten
Pankreatitis.
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5 Zusammenfassung und Ausblick

Zusammenfassung

Die Reduktion der Entziindung ist die entscheidende Option zur Behandlung einer AP und

zwar nicht nur fir die Inflammation per se, sondern auch fur die Pankreas-Schadigung.

Der Einsatz eines effektiven Hemmstoffes fur die QC ist aussichtsreich, da:

1.

IsoQC ein Enzym ist, das wesentlich an der posttranslationalen Modifikation des pro-
inflammatorischen Chemokins MCP-1 beteiligt ist.

Im Verlauf einer experimentellen AP die Wirksamkeit der QC-Inhibition auch bei
deutlich spaterer Gabe von PQ529 noch gegeben ist. Damit erflllt es die

Voraussetzungen eines wirksamen Medikaments in der klinischen Situation.

Die Beeinflussung der posttranslationalen Modifikation den Vorteil bietet, dass klinisch
Zu einem spateren Zeitpunkt der Pankreatitis eingegriffen werden kann und eine
Verringerung der MCP1-Konzentration bzw. pro-inflammatorischen Reaktion erzielt
wird. Andere Strategien sind dagegen auf eine Verminderung der wirksamen MCP-1-
Spiegel durch eine Hemmung der Expression dieses Chemokins ausgerichtet

(Synthese-Hemmung).

Er spezifisch und effizient die QC-Aktivitat hemmt, die potenziell zu einer Verringerung
der proteolytischen Stabilitat, Verklrzung der Halbwertszeit und/oder verminderten
biologischen Wirksamkeit von MCP-1 fiihren. Daher ist die Wahrscheinlichkeit einer

guten therapeutischen Wirkung gegeben.

Durch Nutzung des QC-Inhibitors konnten auch neue Erkenntnisse zur Pathogenese der AP

gewonnen werden:

1.

Die Trypsinogen-Aktivierung wird durch den QC-Inhibitor PQ529 gehemmt. Dadurch
wird gezeigt, dass diese im Verlauf einer AP auftretende frilhe unphysiologische

Zymogenaktivierung einen deutlichen Anteil an der Azinuszell-Schadigung aufweist.

Unter physiologischen Bedingungen ist die QC-Aktivitdt im Golgi-Apparat des
Pankreas lokalisiert und wird dabei hauptséchlich durch IsoQC und nicht durch QC1

reprasentiert.
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Ausblick

Es wurde gezeigt, dass bei experimenteller AP die Hemmung der QC zu einer Verminderung
der Chemokin- und Zytokin-Produktion, vor allem des MCP-1, und damit zu einer deutlich
schwacheren Auspragung der Erkrankung flhrte. Damit stellt sich die Frage, ob die
Verringerung der Inflammation durch Hemmung der QC auch therapeutisch bei chronischer
Pankreatitis eingesetzt werden kann. Die chronische Pankreatitis erfahrt in den
Industrielandern eine steigende Inzidenz. Zudem tragen die Patienten ein erhthtes Risiko bei
der Entstehung eines Pankreaskarzinoms. Die Konzeption einer Langzeitgabe von QC-
Inhibitoren ist attraktiv, da sie keine allgemeine Immunsuppression hervorruft [95]. Damit ware
auch ein klinischer Einsatz bei der chronischen Pankreatitis oder anderen chronischen
Entzindungskrankheiten sehr vielversprechend. Erste Ergebnisse belegen, dass eine QC-
Inhibition den Verlauf von chronischen Entziindungskrankheiten, bedingt durch Einwanderung
von Monozyten, modifiziert werden konnte [168].

Die Verringerung des IL-6-Levels, die durch die Abnahme des NFkBs bedingt ist, vermindert
das Risiko, an akuter Lungenerkrankung (ALI) zu erkranken und evtl. an den Folgen zu
versterben. Die Mortalitatsrate kdonnte durch eine geeignete Behandlung der AP deutlich
verringert werden. Da diese Arbeit gezeigt hat, dass der IL-6-Level abgesenkt wurde, kbnnte
der QC-Inhibitor auch bei ALI unabhangig von der AP in Studien ausgetestet werden.

Es wurde gezeigt, dass die Trypsinogen-Aktivierung durch die QC-Inhibierung gehemmt wird.
Damit kénnte der QC-Hemmstoff fiir die Aufklarung der autosomalen Trypsinogen-Aktivierung
eingesetzt werden. Offen ist, welche Reaktionswege, die vom extrazellularen Zytokin (TNF-a)
in Gang gesetzt werden, zur intrazellularen, autophagosomalen Trypsinogen-Aktivierung

fuhren.

Die Ergebnisse haben gezeigt, dass die hauptsachliche Glutaminylzyklase-Aktivitat von der
Isoform IsoQC ausgeht. Deshalb ist bei einem QC1-k.o. keine Veranderung im Vergleich zum
WT zu erwarten. Erst durch eine zusatzliche Inaktivierung der Isoform IsoQC, durch den QC-
Hemmstoff sind die beschriebenen Ergebnisse zu erwarten. Diese Hypothese konnte bereits
durch Becker et al. bestatigt werden, da sie gezeigt haben, dass 1soQC hauptséchlich CCL2
beeinflusst [143]. Zudem haben Sie gezeigt, das QC1l und IsoQC die einzigen

Glutaminylzyklasen in Saugetieren sind.
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6 Abklrzungsverzeichnis

AK/AB
AMC
AP

AB

Boc-GIn-Ala-
Arg-AMC

BSA
CARS
CRP
Da
DMSO
DTT
EDTA
ELISA
Gin
HE
HS
k.o.
IL-6

i. p.
IsoQC
LDL

MCP-1/CCL2

MOF

MW

Antikorper/Antibody
7-Amino-4-methylcumarin
Akute Pankreatitis
B-Amyloid-Protein

N-tert-Butoxycarbonyl-Glutamin-Alanin-Arginin-7-Amino-4-
Methylcoumarin

Bovine Serum Albumin (Rinderserumalbumin)
Compensatory Anti-inflammatory Response Syndrom
C-reaktives Protein

Dalton

Dimethylsulfoxid

Dithiothreitol

Ethylen-Diamin-Tetraacetat

Enzyme-linked Immunosorbent Assay
Glutamin/ Glutamylrest (GlIn)
Hamatoxylin/Eosin

Homogenisationslésung

knock-out

Interleukin-6

Intraperitoneal

Iso-Glutaminylzyklase, Isoform 2

Low Density Lipoprotein

Monocyte Chemoattractant Protein 1/ CC-Chemokine
Ligand 2

multi organ failure, Multiorganversagen

Molekulargewicht
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NFkB

pGAP
pGlu, pE
QC1
QC
RFU
rpm

RT
SBTI
SDS
SIRS
TC
TEMED
TNF-a
TRIS

U

WT

Carina De Boni
Nuclear Factor ‘kappa light chain enhancer’ of activated B
Cells
Pyroglutamyl-Aminopeptidase
Pyroglutamat
Glutaminylzyklase, Isoform 1
Glutyminylzyklasen
Relative Fluorescence Units, relative Fluoreszenz-Einheit
Rounds per Minute (Umdrehungen pro Minute)
Raumtemperatur
Soybean Trypsin Inhibitor, Sojabohnen-Trypsin-Inhibitor
Natriumdodecylsulfat
Systemic Inflammatory Response Syndrome
Taurocholat
N,N,N’,N’-Tetramethylendiamin
Tumornekrosefaktor-a
Tris-hydroxymethyl-aminomethan
Unit

Wild-Typ

Einige Fachtermini wurden nicht aus dem Englischen Ubersetzt, da deren Benutzung auch in

der deutschsprachigen Literatur etabliert ist.
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