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1 Einleitung

1.1 Die akute Pankreatitis

Die Bauchspeicheldriise ist eine gemischt exo- und endokrine Driise, die sich retro-
peritoneal zwischen der C-formigen Konkavitdt des Duodenums (,duodenales C*) und
der Milz befindet. Sie wird in Caput, Corpus und Cauda pancreatis gegliedert. Ihr
verzweigtes Gangsystem miindet iiber die Papilla duodeni major (Papilla Vateri) ge-
meinsam mit dem Ductus choledochus in den Zwolffingerdarm. Getrennt davon kann

der Gang der dorsalen Pankreasanlage auch separat iiber die Papilla duodeni minor
in das Duodenum miinden (Abb. [1.1)). Téglich werden vom Pankreas bis zu 2,51 Ver-

Ductus choledochus

Cauda pancreatis
Papilla duodeni minor

Duodenum

Papilla Vateri

Abb. 1.1: Anatomie und Lage des Pankreas [www.indononi.com|

dauungssaft sezerniert. Die Driise besteht zu 98 % aus einem exokrinen und zu 2%
aus einem endokrinen Anteil [I, 2]. Die exokrine Funktion wird dabei von den Azinus-
zellen ibernommen, welche sowohl aktive (Amylase und Lipase), als auch inaktive (z. B.
Proelastase, Trypsinogen, Chymotrypsinogen) Enzyme fiir die Verdauung von Fetten,
Proteinen und Kohlenhydraten in das Duodenum abgeben. Dort wird dann die inaktive
Form des Trypsins durch Enterokinase, einem Enzym der Mukosa des Darms, aktiviert,
das dann weitere Vorldauferenzyme (Zymogene) von Proteasen aktivieren kann. Zum
Schutz der Azinuszellen vor einer vorzeitigen Aktivierung werden Proteasen als inaktive
Vorstufen synthetisiert und in membranumschlossenen Vesikeln, den Zymogengranula,

verpackt.
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Die endokrinen Driisenbestandteile, die in den Langerhans-Inseln lokalisiert sind, dienen
tiberwiegend der Produktion von Insulin, aber auch von Glukagon, Somatostatin, dem
Pankreatischen Polypeptid und Ghrelin. Die wichtigste Aufgabe dieser Hormone liegt in
der Regulation des Blutzuckers. Auferdem haben sie Einfluss auf die Sdureproduktion

sowie die Motilitat des Magens.

Die Pankreatitis ist durch eine starke Entziindungsreaktion des Organs gekennzeichnet,
welche mit einer vorzeitigen Aktivierung von Zymogenen beginnt. Die inaktiven Vor-
stufen der Proteasen werden dann bereits in der Azinuszelle in ihre aktive Form umge-
wandelt [3] und verursachen dadurch eine Selbstverdauung des Organs. Dieses Phdnomen
wurde bereits vor iiber 100 Jahren von dem Pathologen Hans Chiari als pathophysio-

logische Grundlage der Pankreatitis vermutet [4].

Man unterscheidet die akute von der chronischen Pankreatitis. Dabei wird die akute
Pankreatitis klinisch durch plotzlich auftretende starke Oberbauchschmerzen und durch
eine signifikante (>3fache) Erh6hung der Pankreasenzyme im Blut (Amylase und Lipase)
[5] definiert. Sie beruht zumeist auf einer Obstruktion des Gallengangs oder auf einem
tiberméfigen Alkoholkonsum. Nach der Atlanta-Klassifikation von 1992 [6] differenziert
man zwischen einer milden Form (80 %) der akuten Pankreatitis, welche in ihrem Verlauf
meist komplikationslos und selbstlimitierend ist, und einer schweren Form (20 %), die
durch ein (Multi-)Organversagen mit oder ohne lokalen Komplikationen wie Nekrosen,

Pseudozysten oder Abszessen charakterisiert ist.

Die chronische Pankreatitis dufiert sich klinisch durch giirtelférmige abdominelle Schmer-
zen, die entweder schubweise wiederkehren oder persistieren. Mit Fortschreiten der Er-
krankung leiden viele Patienten an Maldigestion mit Steatorrho sowie Diabetes mellitus,
als Folge der zunehmenden exo- und endokrinen Insuffizienz des Organs. Die Erkrankung
verlduft meist in rezidivierenden Schiiben. Grund dafiir ist hauptséchlich ein jahrelanger
Alkoholmissbrauch. Haufig ist jedoch die Ursache der Erkrankung nicht bekannt und

man spricht von einer idiopathischen Pankreatitis.

Mittlerweile konnte bei einer Vielzahl von Patienten mit Pankreatitis, die urspriinglich
als idiopathisch klassifiziert wurden, eine genetische Ursache identifiziert werden. Diese
Form der Pankreatitis wird auch hereditiare Pankreatitis bezeichnet. Die wichtigsten
genetischen Verdnderungen sind die autosomal-dominant vererbten Mutationen des kat-

ionischen Trypsinogens im PRSS1-Gen, sowie verschiedene Mutationen in Proteinen, die
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an der Regulation der Typsin-Aktivitdt beteiligt sind (CTRC, SPINK). Diese fiihren zur
Autoaktivierung von Trypsinogen zu Trypsin, welches nachfolgend weitere Pro-Enzyme
aktiviert und schlieklich eine Pankreatitis auslosen kann [7) [§]. Zu diesen Mutationen
zahlt unter anderem die R122H-Mutation. Sie wurde 1996 von Whitcomb et al. [7, 8] als
erster genetischer Risikofaktor fiir eine chronische Pankreatitis beschrieben. Patienten
mit einer hereditdren Pankreatitis haben ein kumulatives Risiko von 40 % bis zu ihrem
70. Lebensjahr an einem Pankreaskarzinom zu erkranken [9]. Dieses steigt zusétzlich
durch exogene Noxen wie Alkohol und Nikotin [I0]. Daher ist es wichtig bei Verdacht
auf hereditdre Pankreatitis frithzeitig molekulargenetische Untersuchungen vorzuneh-

men.

Weitere relevante Mutationen sind die des SPINK1-Gens (Serin-Protease-Inhibitor, Kazal
Typ 1) [1I]. Fiir diese wird vermutet, dass sie autosomal-rezessiv vererbt werden und
durch den Funktionsverlust des endogenen Trypsin-Inhibitors SPINK zu einer vermehr-
ten Ansammlung von aktivem Trypsin fiithren. Belegen lief sich dies fiir die héufigste
N34S Mutation allerdings nicht. Auch die Mutationen im CFTR-Gens (Cystic Fibro-
sis Transmembrane Conductance Regulator) spielen eine bedeutende Rolle in der Ent-
stehung einer chronischen Pankreatitis [12, [13] [14]. Hierbei handelt es sich um das Gen

eines Chloridkanals, das bei der Cystischen Fibrose mutiert ist.

Fiir westliche Industrielander liegt die Inzidenz der akuten Pankreatitis inzwischen bei
tiber 10-80 Neuerkrankungen pro 100000 Einwohner |I5] und die der chronischen Pank-
reatitis zwischen 3,5 und 10 Neuerkrankungen pro 100000 Einwohner [16]. Die Gesamt-
mortalitéat betrégt fiir die akute Pankreatitis etwa 4-9 % [17, 18], wobei die schwere Form

der Erkrankung mit einer Mortalitdt von bis zu 30 % einhergeht [19].

1.2 Der Mechanismus der intrapankreatischen Aktivierung von

Zymogenen

In einem gesunden Organismus sezernieren die Azinuszellen der Bauchspeicheldriise
hauptsichlich inaktive Vorstufen von Proteasen in den Diinndarm. Dadurch wird die
Selbstverdauung des Gewebes verhindert. Im Duodenum kommt es dann zur Aktivier-

ung von Trypsinogen durch die Abspaltung des Trypsin-Aktivierungspeptids (TAP).
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Physiologisch ( Autoaktivierung ) Pankreatitis
A\ 4
[Trypsinogen)

(Enterokinase) > | < ( Cathepsin B)

A\ 4
im Duodenum ‘ Trypsin in der Azinuszelle

TAP

( Chymotrypsinogen) M > [ Chymotrypsin )

(Pro—Elastase) A ,{ Elastase '

(Pro—Phospholipase A2 ) ( Phospholipase AZJ

J N

[ Pro-Carboxypeptidase h M > ( Carboxypeptidase )

J N

Abb. 1.2: Enzymkaskade, die durch die Aktivierung von Trypsinogen ausgelost wird.
Unter physiologischen Bedingungen wird das Aktivierungspeptid (TAP) durch En-
terokinase im Diinndarm abgespaltet. In der Pankreatitis findet dieser Prozess bereits
in der Bauchspeicheldriise statt und wird durch Cathepsin B bedingt. Bei beiden
Zustdnden spielt moglicherweise die Autoaktivierung eine zusétzliche Rolle.

Das aktive Trypsin ist nun in der Lage eine Aktivierungskaskade pankreatischer Pro-
teasen (Abb. in Gang zu setzen. Dabei wandelt es weitere Zymogene, wie beispiels-
weise die Pro-Elastase, Pro-Carboxypeptidase oder Pro-Phospholipase A2 in ihre akti-
ven Formen um [20]. Kleine Mengen intrapankreatisch aktivierten Trypsinogens konnen
durch Schutzmechanismen der Azinuszellen inaktiviert werden, bevor es zur Ausbil-
dung eines Gewebeschadens kommt [21]. Zu diesen Schutzvorrichtungen zdhlen unter

anderem Trypsin-Inhibitoren (z. B. SPINK) und ein saurer pH im sekretorischen Kom-



1 Einleitung )

partiment, wo hauptsédchlich die Zymogene gespeichert sind. Die Aktivitéat der sich dort
befindenden Proteasen wird durch den niedrigen pH eingeschréankt, da dieser unter ihrem
pH-Optimum liegt. Daneben gibt es auch Enzyme, die andere aktive Proteasen degra-
dieren konnen, zum Beispiel Cathepsin L und Chymotrypsin C, und so als Schutz vor

Selbstverdauung dienen [22].

Kommt es jedoch zu einer vorzeitigen Aktivierung einer grofen Menge von Trypsin-
ogen in den Azinuszellen, versagen die zelleigenen Schutzmechanismen. Es kommt zur
Zerstorung der Membran der Zymogengranula. Dadurch kénnen die bereits aktivier-
ten Proteasen ins Cytosol entweichen und es entsteht ein ausgeprigter Gewebeschaden.
Dieser kann bis zur Nekrose des Organs und somit zum Funktionsverlust der Driise

reichen.

1.3 Die Rolle von Trypsin

Die Endopeptidase Trypsin spielt eine wesentliche Rolle in der Entstehung der akuten
Pankreatitis, welche auf einer friithzeitigen Aktivierung von Proteasen in den Azinuszellen
basiert. Vor iiber 20 Jahren konnten Rinderknecht et al. [20] zeigen, dass Trypsin die
Fahigkeit besitzt andere Zymogene zu aktivieren. Daher stellte sich die Frage, ob eine
Selbstaktivierung dieser Serinprotease durch die Abspaltung des Aktivierungspeptids
(TAP) als initiales Ereignis der Pankreatitis zu sehen ist [23 24, 25].

Zur Induktion einer experimentellen Pankreatitis werden die Azinuszellen der Bauch-
speicheldriise entweder in vitro mit Cholecystokinin (CCK) oder in vivo mit dem CCK-
Analogon Caerulein supramaximal stimuliert |26l 27]. Beide Modelle fiithren zu einer
Sekretionsblockade und einer intrazelluldren Aktivierung der Proteasen [3] 28]. Es kommt
zur Ausbildung einer milden 6dematsen Pankreatitis [29]. Das Trypsin-Aktivierungspep-
tid (TAP) konnte im sekretorischen Kompartiment der Azinuszelle nachgewiesen werden
[30] und es wurde gezeigt, dass dessen Menge mit dem Schweregrad der Erkrankung kor-
reliert [3I]. Verschiedene Aktivitdtsmessungen konnten zeigen, dass bereits 10 Minuten
nach supramaximaler Stimulation Trypsinogen aktiviert wird |32} 33] und gleichzeitig der
Gehalt an TAP zunimmt [34]. Weiterhin wurde durch subzelluldre Fraktionierung nach-
gewiesen, dass Trypsin und TAP zu Beginn der Erkrankung in der schweren Fraktion,

die sich hauptsachlich aus den Zymogengranula zusammensetzt, detektiert wurden und



1 Einleitung 6

etwas spater im Verlauf ihr Gehalt in der cytosolischen Fraktion zunahm [35]. Auch in
den Vesikeln mit etwas niedrigerer Dichte konnte elektronenmikroskopisch die Trypsin-
Aktivierung nach wenigen Minuten beobachtet werden [35]. Diese Daten unterstiitzen

die Theorie der Aktivierung von Trypsinogen in der Frithphase der Erkrankung.

Anhand von Versuchen mit einem Trypsin-Inhibitor konnte zudem gezeigt werden, dass
trotz dessen Anwesenheit die intrazellulare Konzentration an TAP nach supramaximaler
Stimulation zunimmt und somit die Hypothese der Autoaktivierung von Trypsinogen
als Voraussetzung fiir die Entstehung der Pankreatitis verworfen werden musste [36].

Offensichtlich muss ein anderer Mechanismus vorliegen, der Trypsinogen aktiviert.

1.4 Cathepsin B

1.4.1 Biochemische und physiologische Grundlagen zu
Cathepsin B

Cathepsin B (CTSB) ist eine lysosomale Cysteinpeptidase, die ubiquitér als Mitglied der
Papainfamilie exprimiert wird. Das menschliche Cathepsin B ist auf dem Chromosomen
8p22 lokalisiert [37] und wird als Pré-Pro-Enzym synthetisiert. Es besteht aus einem
Dimer, das aus einer schweren (25kDa) und einer leichten Kette (5kDa) besteht, die

iber Disulfidbriicken miteinander verbunden sind.

Eine der wesentlichen Funktionen von Cathepsin B als lysosomales Enzym ist die De-
gradation von intrazellularen Proteinen. Weiterhin weifs man heute, dass Cathepsin B
physiologischer Weise an der Prozessierung von Antigenen [38], der Aktivierung von
Thyreoglobulin [39] und an der Reifung von beta-Galaktosidase [40] beteiligt ist. Da-
neben wird Cathepsin B eine besondere Bedeutung bei vielen Krankheiten zugeschrie-
ben, unter anderem bei entziindlichen Erkrankungen der Atemwege, in denen vermehrt

Cathepsin B im Bronchialsekret gefunden wurde [41].

Auch entdeckte man eine Rolle von CTSB in Erkrankungen von Knochen und Knorpel
[42], sowie in der Entstehung von TNF-alpha induzierten Leberzellschaden [42]. Weiter-
hin fanden sich sowohl in menschlichen, als auch in tierischen Tumoren erhéhte Aktivi-
taten an CTSB [43]. Dass Cathepsin B auch protektive Effekte fiir die Entstehung von
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Erkrankungen hat, konnte unter anderem beim Morbus Alzheimer gezeigt werden [44].
Die Bedeutung von Cathepsin B fiir die Pathogenese der akuten Pankreatitis soll nun

im folgenden Abschnitt nédher erldutert werden.

1.4.2 Die Rolle von Cathepsin B in der Aktivierung von
Trypsinogen

. Zymogengranulum

Sekundires Lysosom O t °

|
Priméres Lysosom © o\ ° °
Golgi-Apparat

.
. ﬁ' 5
o) °
® L ]
Raues
. w Endoplasmatisches

Retikulum

¢ Mannose-6-Phosphat-Rezeptor

Abb. 1.3: Skizze einer Azinuszelle des Pankreas. Die lysosomalen Enzyme werden am
rauen Endoplasmatischen Retikulum gebildet und zum Golgi-Apparat transportiert.
Sortiert werden die lysosomalen Hydrolasen iiber den Mannose-6-Phosphat-Rezeptor
des trans-Golgi um danach in Vesikel verpackt zu werden. Jedoch befinden sich unter
physiologischen Voraussetzungen auch im Zymogengranulum lysosomale Enzyme.

Grofse Bedeutung in der Entstehung der akuten Pankreatitis hat die vorzeitige intra-

zelluldre Aktivierung von Zymogenen trotz vorhandener Schutzvorrichtungen der Zellen.
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Diverse frithere Studien haben das Augenmerk auf Cathepsin B gelenkt [45] [46]. Es ist
mittlerweile bekannt, dass CTSB in der Azinuszelle Trypsinogen zu Trypsin spaltet,
welches wiederum andere pankreatische Proteasen aktiviert, die in Form einer Kaskade
weitere Proteasen aktivieren (Abb. [1.2)). Dies setzt voraus, dass eine Co-Lokalisation
von Cathepsin B und Trypsinogen im sekretorischen Kompartiment vorliegt. Normaler-
weise werden die inaktiven lysosomalen Enzyme, im Gegensatz zu den Zymogenen, durch
post-translatorische Prozesse bereits in der Zelle aktiviert. Anschliefsend werden sie im

Golgi-Apparat anhand eines Mannose-6-Phosphat-Rezeptors sortiert um danach in ein
saures ,Priméres Lysosom* verpackt zu werden (Abb. [1.3).

Dadurch werden die aktiven lysosomalen Enzyme von den inaktiven Enzymen des sekre-
torischen Kompartiments getrennt. Dieser Mechanismus scheint jedoch unvollstandig zu
sein, denn selbst unter physiologischen Bedingungen kann man in der Zymogengranula-
fraktion eine Cathepsin B-Aktivitat messen [47, 48] [49]. Diese Co-Lokalisation ist auch
in der experimentellen Pankreatitis zu finden [50], 51, 52] und lésst sich auf zelluldrer

Ebene in der Elektronenmikroskopie veranschaulichen [53].

Der Verdacht, dass Trypsinogen durch Cathepsin B aktiviert wird, konnte anhand von
Versuchen in CTSB-Knockout-Méusen belegt werden. Dabei stellte sich heraus, dass
in der Caerulein-Pankreatitis die Cathepsin B defizienten Tiere bis zu 80 % weniger
Trypsin und TAP aufwiesen [54]. Gleichzeitig zeigte sich ein geringerer Schweregrad
der Pankreatitis in den Knockout-Tieren. Man fand sowohl weniger stark ausgeprigte
Odeme und Zellnekrosen, als auch geringere Aktivititen der Serumamylase und -lipase.
Jedoch blieben die extrapankreatischen Manifestationen, wie Entziindungsreaktionen
und Schéden der Lunge, unbeeinflusst. Dies konnte dafiir sprechen, dass immunologische

und entziindliche Prozesse nicht von der Priasenz des Cathepsin B abhéngig sind.

Saluja et al. konnten zeigen, dass bereits 15 Minuten nach Induktion der Caerulein-
Pankreatitis eine Umverteilung der Aktivitdt von Cathepsin B aus der lysosomalen
Fraktion in die Zymogengranulafraktion stattfindet [50]. Zeitgleich wurde Trypsinogen
aktiviert [34]. Man fand zusétzlich heraus, dass der Anstieg der Serumamylase erst et-
was spéter messbar war und auch die Bildung pankreatischer Odeme und Zellschiden
zu einem spéteren Zeitpunkt auftraten. Daher gingen die Autoren davon aus, dass die

Co-Lokalisation der Grund und nicht die Folge der Azinuszellschidden ist.

Es gibt verschiedene Hypothesen (Abb. 1.0, die versuchen die Aktivitdtsumvertei-



1 Einleitung 9

Zymogengranulum
mit vermehrtem

0 Gehalt an
lysosomalen Enzymen
Sekundares Lysosom
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Priméres Lysosom D'\ By
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Endoplasmatisches
Retikulum

P Defekter Mannose-6-Phosphat-Rezeptor

Abb. 1.4: Hypothese 1 zur Umverteilung der Cathepsin B-Aktivitat in der Pankreatitis:
Lysosomale Enzyme werden vermehrt in das sekretorische Kompartiment sortiert.

lung von Cathepsin B in der frithen Phase der experimentellen Pankreatitis zu erklaren.
Bei der ersten Theorie (Abb. nimmt man an, dass die lysosomalen Enzyme, zum
Beispiel bedingt durch einen Defekt des Mannose-6-Phosphat-Rezeptors oder durch des-
sen Verlust, falsch sortiert werden. Dies wiirde dazu fiihren, dass die fiir die Lysosomen
bestimmten Enzyme in das sekretorische Kompartiment gelangen und dort Trypsin-
ogen aktivieren. In diesem Zusammenhang konnte gezeigt werden, dass trotz des nahezu
neutralen pH-Werts in reifen Zymogengranula eine Trypsinogen-Aktivierung gemessen
wurde, obwohl das pH-Optimum von Cathepsin B im sauren Bereich liegt [55, 56, 57]. Als
zweite Hypothese (Abb. wird angenommen, dass die Zymogengranula und die Ly-
sosomen wihrend der Entstehung der Pankreatitis miteinander verschmelzen und grofse

cytoplasmatische Vakuolen bilden. Diese werden dann bei der subzelluldaren Fraktionie-
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Abb. 1.5: Hypothese 2 zur Umverteilung der Cathepsin B-Aktivitdt in der Pankreatitis:
Lysosomen und Zymogengranula fusionieren und bilden cytoplasmatische Vakuolen.

rung in der schweren Fraktion, die der Zymogengranula-Vesikel, erfasst. Hofbauer et al.
haben eine Aktivierung von Trypsinogen in den sogenannten cytoplasmatischen Vakuo-
len gezeigt [35]. Hierbei dient der lysosomale Membranproteinantikérper, GRAMP 92,
als Marker fiir die Vakuolen [58].

Weiterhin ist es moglich, dass die Lysosomen, anstatt zu fusionieren, einfach grofser
und schwerer werden und somit ihre Detektion in der schweren Fraktion zusammen
mit den Zymogengranula erfolgt (Abb. . Grund fiir die Aktivitédtsverschiebung kann
auch sein, dass die lysosomalen Enzyme wahrend der Pankreatitis unmittelbar in den
bestimmten Kompartimenten ihre Aktivitdt &ndern. Dies wiirde bedeuten, dass sie in
den Zymogengranula aktiver werden und in den Lysosomen an Aktivitit verlieren oder

aber auch eine konstante Aktivitat aufweisen.
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Grofses Schweres Lysosom
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Abb. 1.6: Hypothese 3 zur Umverteilung der Cathepsin B-Aktivitat in der Pankreatitis:
Lysosome werden gréfser und schwerer.

1.4.3 Die Inhibition von Cathepsin B

Die Aktivitat von Cathepsin B lasst sich auf verschiedenen Wegen unterdriicken. Als Cys-
teinpeptidase kann sie durch die endogenen extrazelluldren CPI, die Cystein-Protease-
Inhibitoren, gehemmt werden. Dazu zéhlen die Stefine, Cystatine und Kininogene [59].
Auch wurde eine Inhibition des Enzyms durch eine modifizierte Form seines eigenen Pro-
Peptids beschrieben [60]. Als Mitglied der Papaine ldsst sich Cathepsin B weiterhin durch
die Peptidyl-Chloromethane, Diazomethane, Fluoromethane [61] oder Acyloxymethane
[62] irreversibel blockieren. Eine hohere Selektivitéit konnte jedoch durch Inhibitoren der

Thiolgruppe erreicht werden.

Erstmalig haben Hanada et al. [63] ein Protein, das E-64, aus einem Extrakt einer soliden
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Kultur des Aspergillus japonicus TPR-64 isolieren konnen. Es stellte sich heraus, dass
E-64 in der Lage ist lysosomales Cathepsin B zu inhibieren [63, 64, [65]. Dabei macht
es sich die einzigartige Struktur des Enzyms zu nutze. Diese wird durch die sogenannte
woccluding loop® [66] bestimmt, welche aus 20 Peptidresten besteht. Durch die Blockade
des C-terminalen Endes des aktiven Zentrums mittels zweier Histidinreste wird dem
Enzym die Aktivitéit einer Dipeptidylpeptidase (Exopeptidase) verliechen. Werden diese
Bindungsstellen durch die ,yerstopfende Schleife” wieder freigegeben, kann Cathepsin B
als Endopeptidase agieren. Das bedeutet, dass Cathepsin B sowohl eine Endo-, als auch

Exopeptidaseaktivitat besitzt.

Man entwickelte schlieflich CTSB selektive Inhibitoren, wie CA-030 und CA-074 [67, 68,
welche von dem urspriinglichen E-64 abgeleitet wurden. Dabei fand man heraus, dass
CA-030 in Richtung eines Substrates an das Cathepsin B bindet, wohingegen E-64 genau
in die andere Richtung bindet und sich somit wie ein Pro-Peptid des Enzyms verhélt [69]
70]. In Versuchen mit zellgdngigen Cathepsin B-Inhibitoren wie E-64d und CA-074me

)\ CA-030
@]

j)\ﬂ Ii , Q  COOH
TN S
ol
E-64c

Abb. 1.7: Struktur des NS-134 aus E-64c, Thiolgruppe (graues Feld) und CA-030

konnte eine Caerulein-induzierte Trypsinogen-Aktivierung verhindert werden [71], [72].
Des Weiteren stellte sich heraus, dass durch die Inhibition der Phosphatidylinositol-
3-Kinase eine Co-Lokalisation von CTSB und Trypsin verhindert wurde, denn diese
behindert normalerweise die Sortierungsmechanismen des Golgi-Apparates beziiglich
der lysosomalen Enzyme. Es zeigte sich durch die Blockade der Kinase eine vermin-

derte Trypsinogen-Aktivierung und gleichzeitig eine geringere Schwere der Pankreatitis
[72].

Um einen noch effektiveren Inhibitor fiir Cathepsin B mit hoherer Selektivitdt zu ent-

wickeln, verwendete man eine Kombination des nicht-zellgingigen E-64c und des CA-030,
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woraus der doppelkopfige Inhibitor NS-134 entstand (Abb. [73].

Kristallographische Analysen konnten die genaue Art der Bindung des Inhibitors im
Komplex mit Cathepsin B aufklaren [74]. Fiir Affinitéts- bzw. Selektivitédtsversuche von
Cathepsin B wurde NS-134 entweder mit Biotin (NS-196) (Abb. fiir Proteinbe-
stimmungen im Western Blot oder mit dem Farbstoff Rhodamin B (NS-173) fiir die

Fluoreszenzmikroskopie gekoppelt.

Das Konstrukt des NS-196 eignet sich hervorragend fiir Untersuchungen beziiglich der
Prozessierung von Cathepsin B, da es genau dann in das aktive Zentrum bindet, wenn

es richtig gefaltet und das Pro-Peptid abgespalten ist.

NS-134 — Doppelkopfiger Inhibitor

Biotingruppe

\/\ﬁ Spacer LH /\ OI O COOH

H H ) 0 o
HN NH

IZ
fram

Thiolgruppe

Abb. 1.8: Struktur von NS-196 aus NS-134 und Biotingruppe gekoppelt iiber einen Spacer



2 Autgabenstellung

Der lysosomalen Hydrolase Cathepsin B wird in der Pathogenese der akuten Pankreatitis
eine zentrale Rolle zugeschrieben. Sie gilt als wichtiges Aktivatorenzym von Trypsinogen,
welches einen kaskadenartigen Aktivierungsprozess weiterer Zymogene auslost. Seit 1987
geht man davon aus, dass es in der friihen Phase der Pankreatitis zu einer Umverteilung
von Cathepsin B von den Lysosomen in das sekretorische Kompartiment der Azinuszelle

kommt.

Die Aufgabe der vorliegenden Arbeit ist es diese beschriebene Umverteilung néher zu be-
trachten. Dafiir wird das Modell der Caerulein-induzierten Pankreatitis in FVB-Mausen
verwendet. Anhand der Methodik der subzelluléren Fraktionierung soll das Verhalten von
Cathepsin B in den Fraktionen der Zymogengranula, der Lysosomen und des Cytosols
hinsichtlich der Aktivitat, des Proteingehalts und der Prozessierung genauer betrachtet

werden.

Weiterhin wird untersucht, welche Mechanismen die ,,Umverteilung von Cathepsin B“
verantworten. Dabei muss die Stellung des Enzyms in der Aktivierungskaskade kritisch

uberdacht werden.

14



3 Material

3.1 Materialien und Gerate

Deckglaser
Douncer A und B
Drehinkubator
Eismaschine
Fluorometer
Glasgerite
Heizblock
Imaging-System
Kiihlschrénke
Magnetriihrer
Mikroskop

pH Meter
Photometer
Pipetten

Plastikartikel und chirurgisches Material

Schiittelwasserbad
SDS-Gel-Apparatur
Stromversorgung

Trans-Blot

15

(ROTH)

(ROTH)

(Heidolph, Berlin)

Scotsman AF 100

(BMG LABTECH)

(Schott, Mainz)

(Grant Instruments, GB)

(Alpha Innotech)

(Bosch)

RFT (Ikamag, Staufen)

(Carl Zeiss)

pH Meter 761 Calimatic (Knick, Berlin)
Spectra Max 190 (Molecular Devices)
10-1000 pl (Eppendorf, Hamburg)

(Greiner, Corning, Nalgene, Braun, Ethi-
con, BD, Sarstedt)

1092 (GFL, Burgwedel)
PeqLab
Power Pac 300 (Bio Rad, Miinchen)

SD Semi-Dry (Bio Rad, Miinchen)
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Ultraschallgeréat Sonopuls (Bandelin)

Vortexer MS2 Minishaker (IKA)

Waagen OHAUS

Zentrifugen 5417R, 5415R, 5402R. (Eppendorf)

3.2 Chemikalien

Die verwendeten Chemikalien wurden, falls nicht anders angegeben, von den Firmen
Amersham, Merck, ROTH, PolySciences, Fermantas, Becton Dikinson oder Sigma mit

dem Reinheitsgrad p.a. eingesetzt.

3.3 Enzyme, Substrate, Inhibitoren und Antikorper

AMC-Arg, Bachem (Heidelberg)
(Z-Arginyly-Aminomethylcoumarin hydrochlorid)

Anti-cystatin B (rat) R&B

Anti-cystatin C (goat) Novus Biologicals
Anti-mouse-IgG Sigma
Anti-rat-peroxidase-conjugated- Antikorper Jackson Laboratories
Cathepsin B, aus Rindermilz Calbiochem (USA)
Cathepsin B-Huhn-Antikorper homemade
Cathepsin L, aus Rindermilz Calbiochem (USA)
CCK Sigma

CD18-Antikorper Abcam
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Collagenase, aus Clostridium histolyticum

Elastase, aus Schweinepankreas

Enterokinase

Monoklonaler-Cathepsin L-Antikorper

NS-196 (2)

R 110-Ala,

(Rhodamin 110, bis-(CBZ-L-alanin, amid))

R 110-Ile-Pro-Arg

Serva (Heidelberg)
Calbiochem (USA)
Sigma

Sigma (USA)

Herr PD Dr. Norbert Schaschke
(Martinsried bei Miinchen)

Molecular Probes (USA)

Molecular Probes (USA)

(Rhodamin 110, bis-(CBZ-L-isoleucyl-L-prolyl-L-

arginin amid dihydrochlorid))

R 110-Phe-Arg

Molecular Probes (USA)

(Rhodamin 110, bis-(CBZ-L-phenylalanyl-L-arginin

amid dihydrochlorid))
Rabbit-anti-chicken

Trypsin, aus Rinderpankreas

3.4 Kits

Amyl-Kit
Bradford-Kit
DAB Immunhistochemie KIT

Lip-Kit

Sigma

Calbiochem (USA)

Roche Hitachi
Biorad
Vector Laboratories

Roche Hitachi
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3.5 Puffer, Medien und Losungen

Cathepsin B-Lysepuffer

Cathepsin B-Messpuffer

Cathepsin L-Messpuffer

DAPI-Puffer

ECL-Reagenz

Fixationspuffer
HEPES-Puffer

Homogenisationspuffer

Isolierungsmedium

Laemmli-Probenpuffer
(2x)

2,5 % Triton X-100, 250 mM Natriumacetattrihydrat,
10mM EDTA 0,5M, pH 5,5 (mit Essigsdure eingestellt)

100 mM Natriumacetat pH 5,5 (mit Essigsdure einge-
stellt), 5mM Calciumchlorid, 10 mM DTT

100 mM Natriumacetat pH 4,0 (mit Essigsdure einge-
stellt), 5mM Calciumchlorid, 10 mM DTT

0,0001% (w/v) DAPI in PBS

Solution A (200ml 0,1 M Tris-HCL (pH 8,6), 50 mg Lumi-
nol), Solution B (11 mg para-Hydroxy-coumarinséure in
10ml DMSO, dunkel lagern), Wasserstoffperoxid (35 %)

1 ml Solution A + 0,3 pul HyO5 + 100 pl Solution B

4% (v/v) Formaldehyd in PBS
20 mM HEPES pH 7,4

240 mM Sucrose, 5mM MOPS, 1 mM Magnesiumsulfat,
pH 6.5

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

125 mM Tris-HCI (pH 6,8), 20 % (v/v) Glycerin, 0,2 %
(w/v) Bromphenolblau, 4% (w/v) SDS, 2% (v/v) beta-
Mercapto-Ethanol
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Messmedium

NET

PBS

Physiologische Kochsalz-

16sung

Ponceaulosung

Transferpuffer

Tris-Puffer

Tris-SDS-Glycin-Puffer

24,5 mM HEPES (pH 7,5), 96 mM Natriumchlorid, 6 mM
Kaliumchlorid, 1 mM Magnesiumchlorid, 2,5 mM Natri-
umdihydrogenphosphat, 500pM Calciumchlorid, 11,5 mM
Glucose, 5mM Na-Pyruvat, 5mM Na-Glutamat, 5 mM
Na-Fumarat, 1% (v/v) DMEM, 1% (w/v) BSA Fraktion
V, 1% (v/v) Ethanol, vor Gebrauch mit Sauerstoff gesét-
tigt

150 mM Natriumchlorid, 5mM Na-EDTA, 50 mM Tris
(pH 7,5), 0,5% (v/v) Triton X-100

137mM Natriumchlorid, 27 mM Kaliumchlorid, 81 mM
Natriumhydrogenphosphat, 15 mM Kaliumdihydrogen-
phosphat, pH 7,4

0,9% (w/v) Natriumchlorid

0,2% (w/v) Ponceau S, 2% (w/v) Trichloressigsdure
(TCA)

48 mM Tris, 39 mM Glycerin, 0,0375 % (w/v) SDS, 20 %
(v/v) Methanol

100 mM Tris (pH 8,0), 5mM CaCl,

248 mM Tris (pH 8,0), 1,918 M Glycin, 1% (w/v) SDS
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3.6 Software

Office (Word, Excel, PowerPoint)

Sigma Plot Optima (Auswertung fluorometrischer Daten)
Softmax Pro (Auswertung photometrischer Daten)
Densitometrische Analysen und Western Blot-Bearbeitung

End Note (Literaturverzeichnis)

LaTeX

Microsoft

BMG Labtech
Molecular Devices
Alpha Innotech
Thomson Reuters

Leslie Lamport



4 Methoden

4.1 Zell- und Pankreatitismodell

4.1.1 Tierhaltung

Fiir die aufgefiihrten Experimente wurden ménnliche FVB-Mause von Charles River
(Deutschland) im universitatseigenen Tierstall zur Anpassung an Laborbedingungen fiir
mindestens 7 Tage bei einem 12h Hell-Dunkel-Rhythmus und 23 4+ 2°C gehalten. Die
Tiere konnen sich im Kéfig frei bewegen und erhalten Standard-Diédtfutter und Wasser.
Vor Induktion der Pankreatitis werden sie fiir 8 Stunden gefastet mit freiem Zugang zu
Wasser ad libitum. Alle Tierversuche werden von der &rtlichen Tierversuchskommission
unter der Nummer LVL M-V /310-4/7221.3-1.1-028 /03 genehmigt und entsprechend den

Tierschutzrichtlinien durchgefiihrt.

4.1.2 Isolierung von Mauspankreasazini

Fiir die Isolation von Azinuszellen benétigt man ein Isolierungsmedium, welches sich aus
180 ml DMEM high Glukose, 20 ml HEPES 100 mM und 46 ml BSA 5% zusammensetzt
und das mit Oy begast werden muss. Das Medium wird mit 1 mg Collagenase (Serva,
Deutschland) versetzt, in 2 Glaskolben zu je 5ml gefiillt und bei 37°C im Wasserbad
inkubiert, modifiziert nach Grosfils et al., 1993 [75]. Die Méuse werden mit Diethylether
im Exsikkator narkotisiert und anschlieffend getotet. Das Pankreas wird entnommen
und in den ersten Kolben iiberfiihrt. Mit einer Schere wird das Organ in sehr kleine
Stiicke geschnitten (ca. 100x schneiden) und fiir 15 Minuten im Schiittelwasserbad bei
100 rpm inkubiert um den Gewebsverdau durch die Collagenase zu erméglichen. Vor-
sichtig wird der Uberstand des Mediums verworfen und mit dem Inhalt des 2. Kolbens
wieder aufgefiillt, damit das Gewebe erneut zerschnitten und fiir weitere 15 Minuten
inkubiert werden kann. Das Herauslosen der einzelnen Azini aus ihren Verbédnden ge-
schieht durch mehrmaliges Resuspendieren durch verschieden grofe Pipettenspitzen mit
abnehmendem Durchmesser. Die Zellsuspension wird insgesamt dreimal durch 2 Lagen

Verbandsgaze filtriert, bei 500 rpm fiir 20 s abzentrifugiert und mit neuem Isolierungsme-

21
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dium aufgefiillt. Fiir weitere Experimente miissen die frisch isolierten Azini im langsam

rotierenden Wasserbad bei 37 °C ruhen.

4.1.3 Induktion einer Caerulein-Pankreatitis bei der Maus

Die Caerulein-Pankreatitis basiert auf einer supramaximalen Stimulation des Pank-
reas mit dem Cholecystokinin (CCK)-Analogon Caerulein. Die Tiere erhalten stiindlich
(maximal 8x) eine intraperitoneale Injektion von 50 pg/kgKG Caerulein. 1h—24h nach
der ersten Injektion werden die narkotisierten M&ause nach den aktuellen Tierschutz-
richtlinien getétet und das Pankreas, die Lunge und Blut fiir weitere Untersuchungen

entnommen.

4.1.4 Serumpraparation und Gewebefixierung

Die Blutentnahme erfolgt an narkotisierten Tieren retroorbital. Nach Zentrifugation
(4°C, 4,4rpm 5min) der blutgefiillten Serumrohrchen wird das Serum abpipettiert und
fiir weitere Experimente bei -20 °C eingefroren und aufbewahrt. Zur histologischen Dar-
stellung des Schweregrads der Pankreatitis und zur Farbung von Leukozyten wird ent-

nommenes Pankreasgewebe in 4 % Formaldehyd fixiert und in Paraffin eingebettet.

4.1.5 Histologische Auswertung

Aus dem bereits in Paraffin eingebettetem Pankreasgewebe werden 1-2 nm dicke Schnitte
angefertigt, welche in Xylol und Methanol entparaffiniert und nach absteigender Alko-
holreihe in Hamatoxylin und Eosin gefarbt werden. Durch die aufsteigende Alkoholreihe
wird dem Gewebe das Wasser entzogen. Anschliefend werden die Préparate in Xylol

geklart. Die Schnitte werden mit VectaMount und einem Deckglas bedeckt.
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4.1.6 Immunhistochemische Féarbung

Die in Paraffin gebetteten Pankreasschnitte der Dicke 1-2pm miissen als erstes mit
Xylol und Methanol entparaffiniert werden. Danach werden sie bis PBS die Alkohol-
reihe herabgefithrt und anschliefend in einem 1:10 verdiinnten Citratpuffer (pH 6,0),
dem Antigen-Retrievalpuffer, fiir 30 min gekocht und in PBS abgekiihlt. Die Schnitte
werden mit einem Fettstift abgegrenzt und in 3%igem Wasserstoffperoxid fiir 20 min in
der feuchten Kammer inkubiert. Danach wird 3 x 10 min mit PBS gewaschen und in
1% Aurion-BSA fiir eine 1h geblockt. Den Priméar-Antikorper setzt man ebenfalls in
Aurion-BSA an (fiir CD-18-Férbung 1:100 verdiinnt) und lésst ihn tiber Nacht bei 4 °C
inkubieren. Nach 3 x 10 min Waschen in PBS werden die Schnitte mit dem Sekundér-
Antikorper iiber 1h bei Raumtemperatur inkubiert. Fiir die CD-18-Farbung nutzt man
einen mit Peroxidase gekoppelten sekundéren Antikorper, der in einem Verhéltnis von
1:200 mit Aurion-BSA angesetzt wird. Nach erneutem Waschen (3 x 10min in PBS)
miissen die Schnitte fiir 30 min in DAB-Losung (nach Beschreibung des Herstellers) im
Dunkeln einwirken, wobei sich ein brauner Niederschlag bildet. Jetzt kénnen die Prépa-
rate in Hamatoxylin gefarbt und die Alkoholreihe bis Xylol heraufgefiihrt werden, bevor

sie eingedeckelt werden.

4.1.7 Gewinnung von Pankreashomogenaten und subzellulére

Fraktionierung

Nach Induktion der Caerulein-Pankreatitis wird das Pankreas entnommen und in 5ml
eisgekiihltem Homogenisationspuffer mit der Schere in ca. 50 kleine Stiicke zerschnitten,
dekantiert und erneut mit Homogenisationspuffer aufgefiillt. 2 ml davon werden im Ho-
mogenisator durch 2 Schiibe mit dem Douncer der Weite A und 2 weiteren Schiiben mit
dem Douncer der Weite B homogenisiert. Das entstandene Homogenat wird in 1,5ml Re-
aktionsgefafe iiberfiillt und auf Eis gelagert. Die subzelluldre Fraktionierung (Abb.
der Pankreashomogenate orientiert sich an der beschriebenen Methode von Tartakoff
und Jamieson [76] und von Saluja [50], bei der anhand 3 verschiedener Zentrifugierungs-
schritte (bei 0°C) und einem durch den Homogenisationspuffer entstandenem Sucro-
segradienten die Fraktionen ihrer Schwere und Grofse nach getrennt werden. Zur Ent-

fernung von Zelldebris wird das Homogenat langsam bei 150 g fiir 10 min zentrifugiert.
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50 11l des entstandenen Uberstands werden als ,Post
Nuclear Supernatant (PNS) fiir DNA-Gehaltsbe-

stimmungen eingefroren, da sie die Gesamtkompo-
A Cytosol

nenten einschlieflich der Zellkerne enthalten. Der

restliche Uberstand wird bei 470 g fiir 15 min zen- E

trifugiert. Das entstandene Pellet stellt die Zy- FcE Lysosome
mogengranula dar. Den Uberstand zentrifugiert %O

man fiir weitere 12min bei 12200g. Das resultie- g

rende Pellet bildet die lysosomal/mitochondrial- < O IZymogen—
angereicherte Fraktion und der Uberstand die cyto- e OO' -granula

solische Fraktion. Die Fraktionen werden, nachdem

sie mit Homogenisationspuffer auf 1ml aufgefiillt
wurden, mit einem Ultraschallstab bei 100 Watt

und einem Tastverhaltnis von 50 % fiir 15s auf Eis

Abb. 4.1: Schema der subzellularen

Fraktionierung
homogenisiert, anschliefend aliquotiert, in fliissi-

gem Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C fiir weitere Experimente aufbewahrt.

Die urspriinglich beschriebene Methode zur subzelluldren Fraktionierung haben wir auf
unsere Laborbedingungen abgestimmt und prézisiert (siehe Kapitel . Dabei musste
der Rotationsschritt zur Trennung der Zymogengranulafraktion von der lysosomalen
Fraktion (urspriinglich beschrieben als 1300 g fiir 10 min) geédndert werden. Etabliert hat
sich fiir unsere subzellulare Fraktionierung von M&ausepankreasgewebe eine Beschleuni-
gung von 470 g fiir 15min bei 0°C. Charakterisiert haben wir die einzelnen Fraktionen
durch Messung der Aktivitéit von Lipase und Cathepsin B sowie aktivierbarem Trypsin-

ogen.

4.2 Enzymatische Assays

4.2.1 Vorbereitung der Proben

Die subzelluldren Fraktionen der Homogenate werden 10 min bei 20200 g in einer Kiihl-
zentrifuge zentrifugiert, mit destilliertem Wasser auf einen Proteingehalt von 1mg/ml

eingestellt, fiir diverse Enzymmessungen aliquotiert, in fliissigem Stickstoff eingefroren
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und bei -80 °C aufbewahrt.

4.2.2 Bestimmung der Amylase- und Lipase-Aktivitat im

Serum

Amylase und Lipase werden photometrisch mit einem kommerziellen Assay (Roche
Hitachi) als eine Kinetik iiber 30 Minuten mit einer Absorption bei 405 nm fiir Amylase
und 570 nm fiir Lipase aus verdiinntem Serum gemessen. Als Standardkurve dient eine

Messung aufgereinigter Amylase und Lipase (Sigma, Deutschland).

4.2.3 Bestimmung der Cathepsin B-Aktivitit aus lebenden

Azinuszellen

Zur Messung der Cathepsin B-Aktivitat werden Azinuszellen in Inkubationsmedium mit
100 nM CCK supramaximal im 37 °C warmen Wasserbad stimuliert. In 20 min Intervallen
(bis 60 min) wird die Zellsuspension mit Sauerstoff begast, resuspendiert und 1 ml Probe
entnommen. Diese wird 20s bei 30 g abzentrifugiert, der Uberstand verworfen, das Zell-
pellet in 1 ml Messpuffer mit 10 pM Substrat (AMC-Args) und 5 pg/ml Propidiumiodid
resuspendiert und nochmals abzentrifugiert. Von dem Uberstand werden 3 x 200 pl als
Hintergrundkontrolle in eine 96-Well Mikrotiterplatte iibertragen. Das Pellet wird mit
substrathaltigem Puffer auf 1 ml aufgefiillt, resuspendiert und ebenfalls 3 x 200 nl auf die
96-Well Platte transferiert. Die Substratspaltung misst man fluorometrisch iiber 60 min
bei 340 nm Exitations- und 460 nm Emissionswellenldnge. Nach Abschluss der Enzym-
kinetik werden die Zellen durch Zugabe von 50 pl/Well Triton-Lysepuffer und Resuspen-
sion lysiert. Die Propidiumiodid-Fluoreszenz (Ex 350 nm, Em 630nm) wird nach 5 min
Inkubation bestimmt. Sie repréasentiert die Gesamtzellkernmenge. Dadurch kann man
die Enzymaktivitat auf gleiche Zellkernmengen pro Well dquilibrieren und prozentual in
Relation zur Kontrolle angeben und in einem Diagramm darstellen. Als Kontrolle dienen
nicht stimulierte Azinuszellen, die nach dem gleichen Verfahren behandelt und gemessen

werden.
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4.2.4 Bestimmung der Aktivitdt pankreatischer Zymogene und

Cathepsine aus subzelluldaren Fraktionen

Die Aktivitdtsmessungen von Trypsin, Elastase, Cathepsin B und Cathepsin L aus sub-
zelluldren Fraktionen erfolgt fluorometrisch bei den substratentsprechenden Wellenlén-
gen (R 110-Substrate: Ex 485 nm, Em 520 nm; AMC-Substrate: Ex 340 nm, Em 460 nm).
Eine 96-Well Mikrotiterplatte wird mit 10 ul der jeweiligen Probe und 90 ul des mit
Substrat enthaltenem Puffer versetzt. Fiir die Bestimmung der Aktivitdt von Trypsin
nutzt man das Substrat R 110-Ile-Pro-Arg, fiir Elastase R 110-Alay, fiir Cathepsin B
AMC-Arg, und fiir Cathepsin L R 110-Phe-Arg. Wihrend die Peptidasen (Elastase und
Trypsin) in einem Tris-Puffer (100 mM Tris-Puffer, 5mM CaCly, pH 8) gemessen werden,
bestimmt man die lysosomalen Enzyme (CTSB und CTSL) in einem Natrium-Acetat-
Puffer (100 mM Natrium-Acetat, 5 mM CaCls, versetzt mit 0,01 M DTT'), welcher mittels
Essigsaure fiir Cathepsin B auf einen pH von 5,5 und fiir Cathepsin L auf einen pH von 4
eingestellt wird. Die Menge des aktivierbaren Trypsinogens und der aktivierbaren Pro-
elastase lasst sich nach 30miniitiger Vorinkubation mit Enterokinase bei 37°C genau
wie beschrieben messen. Als Standard nutzt man entsprechend aufgereinigte Enzyme
(Sigma), dessen Aktivitat auf der jeweiligen 96-Well Platte wahrend der Messung mit-
bestimmt werden. Dadurch lassen sich mehrere Messungen miteinander vergleichen und

auswerten.

4.3 Proteinchemische Methoden

4.3.1 Proteinkonzentrationsbestimmung nach Bradford

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration wird der PNS (Uberstand nach dem ers-
ten Zentrifugierungsschritt der subzelluldren Fraktionierung) verwendet. Der Assay von
Biorad (Miinchen) richtet sich nach den Angaben des Herstellers [77]. Die Methode ba-
siert auf einer Verschiebung des Absorptionsmaximums nach Bindung von Coomassie
Brilliant Blue G-250 an Proteine von 465 nm ohne Proteinbeimengung zu 595 nm mit
Proteinen. Aus der Differenz lésst sich die Proteinkonzentration ermitteln. Die Werte

der Proben werden auf eine Standardreihe aus kalibriertem BSA von 15,625-500 pg/ml
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bezogen.

4.3.2 Western Blot

Die Auftrennung von Proteinen erfolgt nach dem Prinzip der SDS-Polyacrylamid-Gel-
elektrophorese, welches erstmals von Laemmli 78] beschrieben wurde. Hierzu miissen
als erstes die zu untersuchenden Proben mit 125 mM Tris-HCI, 4 % SDS, 30 % Glycerol,
0,01 % Bromphenolblau und 10 % beta-Mercapto-Ethanol verdiinnt und bei 95°C ge-
kocht werden. Dabei wird durch das Detergens SDS die Sekundér- und Tertidrstruktur
der Proteine zerstort. Der entstandene Komplex ist in der Grofe seiner negativen Ladun-
gen direkt proportional zum Molekulargewicht des Proteins. Die verwendeten Trenngele
enthalten 15% (w/v) Acrylamid, 0,2-0,4 % (w/v) Bisacrylamid, 370 mM Tris (pH 8,8)
und 0,1 % (w/v) SDS. Die Sammelgele setzen sich aus 3% (w/v) Acrylamid, 0,15 % (w/v)
Bisacrylamid, 125 mM Tris (pH 6,8) und 0,1 % (w/v) SDS zusammen. Nach Zugabe von
0,5 % (w/v) Ammoniumpersulfat und 0,05 % (v/v) N,N,N*,N‘-Tetramethylethylendiamin
startet die Polymerisierung der Gele. Jeweils gleiche Proteinmengen werden auf das
Trenngel aufgetragen. Als Positivkontrolle wird auf jedem Gel das zu bestimmende Pro-
tein als aufgereinigte Probe mitgefiihrt. Sie dient gleichzeitig als Referenz zum Vergleich
mehrerer Gele. Als Molekulargewichtsstandard wird ein 11-170 kDa Marker von Fermen-
tas (Deutschland) eingesetzt. Die Trennung erfolgt in einem Tris-SDS-Glycin-Puffer bei
konstanter Stromstérke von 20 mA im Sammelgel und 40 mA im Trenngel. Zur Ubertra-
gung der aufgetrennten Proteine aus dem Gel auf die Nitrocellulose-Membran nutzt man
eine Semidry-Blotkammer. Diese besteht aus drei Lagen in Transferpuffer getrdnktem
Whatmanpapier, der Membran, dem darauf liegendem Gel und einer weiteren 3-lagigen
Schicht in Transferpuffer getranktem Whatmanpapier. Bei einer Stromstérke von 1,5 mA
pro 1cm? Gel (~200mA /Gel) dauert das Blotten etwa 90 Minuten. Nach erfolgreichem
Transfer kann man mit Ponceau S-Rot die Proteine sichtbar machen und gleichzeitig
die Banden des Markers mit einem wasserfesten Stift markieren. Die Farbung muss im

Anschluss mit NET oder Wasser griindlich abgewaschen werden.
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4.4 Immunoblot

Nach dem Transfer der Proteine auf die Nitrocellulose-Membran miissen freie Bindungs-
stellen der Proteine blockiert werden, da sonst zuféllig an diese Antikérper binden wiir-
den und eine spezifische Antigendetektion unméglich wéire. Dazu sollte die Membran fiir
mindestens 2 Stunden in NET-0,2% (w/v) Gelatine geblockt werden. Zur Detektion des
gesuchten Proteins wird der entsprechende Primér-Antikorper meist in einem Verhéltnis
von 1:1000 mit NET-0,2 % (w/v) Gelatine auf 50 ml verdiinnt. Der Blot sollte mindestens
2 Stunden im Primér-Antikérper inkubiert werden, bevor er in 3 Schritten zu je 5min
mit NET gewaschen wird. Anschlieffend wird der Blot in einem Peroxidase-gekoppelten
speziesspezifischen Antikorper, dem Sekundér-Antikorper, fiir etwa 1 Stunde inkubiert.
Dieser wird in einer Verdiinnung von 1:20000 mit NET-0,2 % (w/v) Gelatine verwendet
und zusétzlich vor Gebrauch durch einen Sterilfilter der Porengréfse 0,45 pm filtriert um
aggregierte Antikorper abzutrennen. Der Blot wird nun 4 x 5min mit NET-0,2% (v/v)
Tween-20 gewaschen. Die Detektion der Proteinbanden erfolgt mit dem ECL-Reagenz.
Dabei spaltet die auf dem Blot gebundene Peroxidase Wasserstoffperoxid. Der freiwer-
dende Sauerstoff katalysiert die Oxidation von Luminol unter Chemilumineszenz. Hier-
fiir wird der Blot auf einer Glasplatte mit konventioneller Frischhaltefolie luftblasenfrei
abgedeckt und im Imaging-System fiir etwa 10 min entwickelt. Eine densitometrische
Auswertung der einzelnen Proteinbanden ermoglicht die Darstellung der Ergebnisse in

einem Balkendiagramm.

4.5 Bestimmung von prozessiertem Cathepsin B

Fiir die Detektion von prozessiertem Cathepsin B benétigt man einen spezifischen In-
hibitor des Enzyms, der genau dann in das katalytische Zentrum bindet, wenn es in
seiner richtigen Faltung vorliegt und das Pro-Peptid abgespalten ist. Fiir unsere Ver-
suche verwenden wir den biotinylierten Cathepsin B-Inhibitor NS-196 (nicht zellgéin-
gig), der uns freundlicherweise von Norbert Schaschke (Max-Planck-Institut fiir Bio-
chemie, Martinsried bei Miinchen) zur Verfiigung gestellt wurde und an dessen An-
gaben [79] wir uns in der Aufarbeitung unserer Proben orientieren. Zunéchst werden
die Proben mit Cathepsin B Lysepuffer (2,5 % TX100, 250 mM Natriumacetattrihydrat,
10mM EDTA 0,5 M, pH 5,5) auf den gleichen Proteingehalt (3 mg/ml) eingestellt. 200 ul
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der Proben werden mit dem NS-196-Inhibitor (Arbeitskonzentration 50 pM) 5 min auf
Eis inkubiert. Als Positivkontrolle wird aus der Rindermilz aufgereinigtes Cathepsin B
(Calbiochem) ebenfalls mit dem Inhibitor versetzt. Nach Zugabe von 31,5l 20 % TCA
(3,3%) fallen die Proteine aus und werden bei 20200g fiir 5min bei 0°C abzentrifu-
giert. Der Uberstand wird verworfen, das Pellet mit 1ml Aceton gewaschen, erneut
1 min abzentrifugiert, der Uberstand wieder verworfen und das Pellet bei Raumtempe-
ratur getrocknet. Anschliefend werden die Pellets in 2x Laemmli-Puffer mit 10 % beta-
Mercapto-Ethanol gelost und 5 min bei 95 °C denaturiert. Die Auftrennung der Proteine
erfolgt durch Elektrophorese in 15% SDS-Page und anschliefendem Transfer auf eine
Nitrocellulose-Membran in einer Semidry-Blotkammer. Zur Detektion des prozessierten
Cathepsin B nutzt man einen Peroxidase-Streptavidin-konjugierten Antikérper, der an
den biotinylierten NS-196-Inhibitor bindet. Der Antikérper wird zuvor auf 50ml im
Verhiéltnis 1:20000 mit NET-0,2% (w/v) Gelatine verdiinnt. Nach etwa 30 min Inkuba-
tion wird der Blot 4x 5 min mit Net-0,2% (v/v) Tween20 gewaschen und mit Hilfe des
ECL-Reagenz im Imaging-System entwickelt. Zur Bestimmung der eigentlichen Menge
des prozessierten Cathepsin B werden die Banden densitometrisch analysiert, auf die

jeweilige Referenz bezogen und in einem Balkendiagramm dargestellt.

4.6 Statistische Analyse

Alle dargestellten Ergebnisse reprasentieren, falls nicht anders angegeben, die Mittel-
werte von mindestens 6 unabhéngigen Experimenten, deren Fehlerbalken dem mittleren
Standardfehler (SEM) entspricht. Signifikante Unterschiede mit p<0,05 sind mit einem
Stern (*) gekennzeichnet. Die Datenprésentation erfolgt mit Microsoft PowerPoint, Excel

und Sigma Plot.
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5.1 Caerulein-Pankreatitis in FVB-Mausen

Fiir die folgenden Experimente wurden FVB-Mause auf insgesamt 6 Gruppen verteilt,
in denen dann eine Pankreatitis von unterschiedlich langer Dauer induziert wurde. Die
Pankreatitis wurde durch stiindliche supramaximale Injektionen des CCK-Analogons
Caerulein induziert und je nach eingeteilter Gruppe wurden die Tiere nach 1h, 2h, 4h,
8h, und 24 h unter Narkose getotet und das Pankreas entnommen. Eine Gruppe von
Mausen wurde iiberhaupt nicht mit CCK behandelt. Diese Gruppe dient als Kontroll-
gruppe zum Zeitpunkt Oh (,0 h Pankreatitis®).

Um sicher die Diagnose einer akuten Pankreatitis stellen zu kénnen, wird als erstes die
Aktivitdt von Amylase und Lipase im Serum bestimmt. Die Azinuszellen, welche die
pankreatischen Verdauungsenzyme synthetisieren, diese in inaktiver Form in sekretori-
schen Vesikeln verpacken und sie bei Bedarf ins Duodenum abgeben, werden im Ver-
lauf der Erkrankung durch Nekrose geschédigt [3]. Dadurch kommt es zur vermehrten
Freisetzung der bereits intrazellular aktiven Enzyme Amylase und Lipase in den Zwolf-
fingerdarm und damit auch zum Anstieg der Enzymaktivitaten im Serum. Die Amylase
ist im Gegensatz zur Lipase nicht pankreasspezifisch, da sie in mehreren Isoformen vor-
liegt. Daher ist es sinnvoll, beide Enzyme im Serum zu bestimmen, um die Diagnose einer
Pankreatitis zu bestétigen. Wenn diese im Vergleich zur Kontrollgruppe mindestens drei-
fach grofere Werte aufweisen, spricht man beim Menschen von einer akuten Pankreatitis
oder einem akuten Schub einer chronischen Pankreatitis. Jedoch korreliert die Hohe der
gemessenen Aktivitdten, wiederum beim Menschen, nicht linear mit dem Schweregrad
der Erkrankung [80]. In experimentellen Tiermodellen ldsst sich dagegen von der Hohe
der Amylase- oder Lipase-Aktivitat im Serum auf den Grad der Pankreasschadigung
schliefen [81].

Die Aktivitdt von Amylase im Serum (Abb. |5.1f(a))) der Mé&use zeigt einen signifikanten
Anstieg iiber den Verlauf der Pankreatitis. Man erkennt eine stetige Zunahme der Akti-
vitat bis 8 h und einen anschliefsenden Riickgang. Zusétzlich zeigt auch die Lipase einen

signifikanten Anstieg auf iiber das Dreifache gegeniiber den Kontrollen zum Zeitpunkt
Oh (Abb. [5.1(b)). Diese Ergebnisse belegen klar, dass in den Caerulein-behandelten

30
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Abb. 5.1: Die Aktivitdten der Serum-Amylase und der -Lipase |(b)| zeigen jeweils

einen signifikanten Anstieg im Verlauf der Pankreatitis.

Gruppen eine Pankreatitis vorliegt.

Jedoch ldsst sich die Schwere der Erkrankung nicht nur auf Ebene der Enzymaktivitéaten
bestimmen, sondern auch anhand der morphologischen Veranderungen des Pankreas. Da-
fiir haben wir die Bauchspeicheldriise der jeweiligen Messpunkte in Paraffin eingebettet,
Schnitte angefertigt und diese mit Hamatoxylin und Eosin gefarbt. In den Abbildungen
5.4(a)H(d)| sieht man den Verlauf der Pankreatitis bei einer 200-fachen Vergroferung
zu den Zeitpunkten 0h (Kontrollgruppe), 1h, 8h und 24 h nach initialer Injektion von
Caerulein. Das gesunde Gewebe des Organs ist in Abb. zu sehen. Darin erkennt
man den Aufbau der rein serésen Driise mit einer ausgepriagten Basophilie der Azinus-
zellen (Blauviolettfarbung) und einer Rotfarbung der Sekretionsgranula dieser Zellen.
Sie stellen den exokrinen Teil des Pankreas dar. Wahrend sich eine akute Pankreatitis
ausbildet, kommt es zu einer starken entziindlichen Reaktion, welche durch Infiltration
von Leukozyten in das Organ gekennzeichnet ist. Gleichzeitig entstehen ein starkes in-

trazellulares Odem und Nekrosen des exokrinen Gewebes.

In unserem experimentellen Modell der Caerulein-Pankreatitis in FVB-M&ausen sieht
man die schwersten Verdnderungen der Erkrankung nach 8 h (Abb. . Bereits nach
24h (Abb. ist ein Riickgang der Entziindungsreaktion im Gewebe zu beobach-
ten. Erste Verdnderungen sind hingegen bereits nach 1h zu sehen (Abb. . In
den Abbildungen und @ kann man zudem Langerhans-Inseln erkennen, die den
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endokrinen Teil der Driisen ausmachen.

Abb. 5.2: H.E. gefiarbte Pankreata (200-fache Vergroferung, Kalibrationsgerade 100 pm)
zu verschiedenen Zeitpunkten einer Pankreatitis. Abb@ zeigt gesundes Bauchspei-
cheldriisengewebe. Man sieht in Abb@ eine beginnende Leukozyteninfiltration des
Gewebes und dezente Odembildung zum Zeitpunkt 1h Pankreatitis. In Abb zeigt
sich die Entziindungsreaktion nach 8 h Pankreatitis. Hier fallen eine enorme Leukozy-
teninfiltration, ausgedehnte Odeme und Nekrosen auf. In Abbl@l erkennt man einen
Riickgang der Entziindung mit einer reduzierten Anzahl an Leukozyten und kleiner
werdenden Odemen.
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5.2 Methode: Subzellulare Fraktionierung

Fiir unsere Untersuchungen verwendeten wir ménnliche FVB-Ma&use. Jedoch sind in den
bisherigen Arbeiten iiber Cathepsin B iiberwiegend Ratten als Versuchstiere verwendet
worden, was unter anderem auch daran lag, dass es ein etabliertes Protokoll fiir die
Préparation subzelluldrer Fraktionen von Azinuszellen nur fiir Ratten gab und nicht fiir
Mause [76]. Wir waren fiir unsere Untersuchungen auf Méuse angewiesen, da wir im
weiteren Verlauf Untersuchungen in Cathepsin B-Knockout-Mausen vornahmen. Daher
haben wir als erstes die Methode fiir unsere Tiere neu etabliert. Es war notwendig, den
Rotationsschritt zur Trennung der Lysosomen und der Zymogengranula festzulegen, da
dieser die entscheidenden Fraktionen trennt. Nur so kénnen bestmogliche Ergebnisse er-
zielt werden. Als Parameter zur Einstellung der Beschleunigung der Zentrifuge dienten
die Aktivitdt von Lipase, aktivierbarem Trypsin und Cathepsin B. Da Lipase und Trypsin
hauptséchlich im sekretorischen Kompartiment und CTSB {iberwiegend in den Lysoso-
men detektiert werden miissen, gibt der Nachweis dieser Enzyme in anderen Fraktionen

Hinweis iiber Verunreinigungen der Proben oder eine Umverteilung.

Wir haben 10 verschiedene Beschleunigungen zwischen 420 g bis 1020 g getestet. Die Zeit
von 15min haben wir konstant gehalten und auch die Temperatur der Zentrifugation

wurde bei 0°C belassen. Die Rotationsbeschleunigungen 470 g und 610 g erfiillten die
oben genannten Kriterien (Abb. 5.5)).

Etabliert hat sich fiir unsere subzelluldre Fraktionierung von Pankreashomogenaten der
Méuse eine Beschleunigung von 470 g, da bei 610 g die CTSB-Aktivitat nicht iberwie-
gend in den Lysosomen zu finden war. Fiir die Fraktionierung von Homogenaten aus der
Ratte wurden 1300 g benétigt. Folgende Einstellungen ergeben sich nun fiir die Fraktio-

nierung subzellularer Kompartimente bei FVB-Mausen:

150g 10min  Abtrennung der Zelldebris
470 g 15min  Abtrennung der Zymogengranula

12200g 12min Trennung von Lysosomen und Cytosol
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Abb. 5.3: Die Lipaseaktivitit ist sowohl bei 470 g, als auch bei 610g in der Zymogen-
granulafraktion dominierend. Die Aktivitéit ist zur vereinfachten Darstellung in Pro-
zent der Gesamtaktivitat dargestellt, um die Anteile der einzelnen Fraktionen zu ver-

deutlichen.
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Abb. 5.4: Die aktivierbare Trypsin-Aktivitédt ist sowohl bei 470g, als auch bei 610g
vorrangig im sekretorischen Kompartiment. Die Aktivitéit ist zur vereinfachten Dar-
stellung in Prozent der Gesamtaktivitit dargestellt, um die Anteile der einzelnen Frak-
tionen zu verdeutlichen.
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Abb. 5.5: Die Aktivitdt von Cathepsin B ist nur bei 470 g hoher in der lysosomalen
Fraktion als in den Zymogengranula. Bei 610 g ist dieses entscheidende Kriterium nicht
erfiillt. Die Aktivitét ist zur vereinfachten Darstellung in Prozent der Gesamtaktivitét
dargestellt, um die Anteile der einzelnen Fraktionen zu verdeutlichen.

5.3 Trypsin und Cathepsin B-Aktivitat

Unter physiologischen Bedingungen werden die pankreatischen Proteasen als inaktive
Vorstufen, den Zymogenen, in den Zwolffingerdarm abgesondert und erst dort durch
Enterokinase aktiviert. In der Pankreatitis kommt es jedoch zu einer vorzeitigen Akti-
vierung dieser Enzyme in den Azinuszellen der Bauchspeicheldriise. In dieser intrapank-
reatischen Zymogen-Aktivierung wird der Serinprotease Trypsin eine zentrale Rolle zu-
geteilt [23], da sie nach ihrer eigenen Aktivierung in der Lage ist, die meisten anderen
Serinproteasen zu aktivieren [20]. In Stimulationsversuchen mit Caerulein konnte gezeigt
werden, dass schon 10 min nach der ersten Injektion des CCK-Analogons die Trypsin-
Aktivitdt im Pankreas rapide ansteigt [34, [82]. Anhand unserer Aktivitdtsmessungen in
Pankreashomogenaten der verschieden behandelten Tierversuchsgruppen lasst sich der
typische biphasische Verlauf [83] der Trypsin-Aktivitit zeigen (Abb. [5.6). Dabei sieht
man eine Aktivitatsspitze in den ersten beiden Stunden der Krankheitsentstehung und
eine Weitere etwa 8 h nach der initialen Injektion von Caerulein. Auch auf Ebene der ein-
zelnen subzelluldren Fraktionen ist eine Zunahme der Aktivitdt von Trypsin (Abb.
zu erkennen. Signifikant ist sie in der Zymogengranulafraktion und im Cytosol. Damit

konnen wir nachweisen, dass auch in unseren Experimenten Trypsin aktivert wird.
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Abb. 5.6: Trypsin-Aktivitiatsverlauf in der Pankreatitis
Die fluorometrische Messung der Trypsin-Aktivitdt in Pankreashomogenaten zeigt
einen typisch biphasischen Verlauf in der Pankreatitis mit Aktivitdtsspitzen bei 2h
und 8h. Mit einem Asterisk markierte Werte sind signifikant (p < 0,05) gegeniiber
der Kontrolle (0h Zeitpunkt) erhoht.
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Abb. 5.7: Die fluorometrische Messung der Trypsin-Aktivitidt in subzelluldren Fraktio-
nen von Kontrolltieren (0h) und Caerulein-behandelten Tieren (1h) zeigt einen signi-
fikanten Anstieg, sowohl in der Zymogengranulafraktion, als auch in der cytosolischen
Fraktion.

Eine wichtige Hypothese zur Prozessierung von Trypsinogen im Pankreas als Ursache
fiir die Entwicklung der Pankreatitis ist, dass die lysosomale Hydrolase C'TSB dazu fahig
ist, die Abspaltung des Trypsin-Aktivierungspeptids (TAP) zu vermitteln und somit die
Aktivierung von Trypsinogen zu Trypsin katalysieren kann [32] [54] [55 [56]. Vorausset-
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zung hierfiir ist eine Co-Lokalisation der lysosomalen Enzyme und der Zymogene im

sekretorischen Kompartiment der Azinuszelle [47].

Fiir die fluorometrische Messung der Cathepsin B-Aktivitdt verwenden wir als Sub-
strat AMC-Args, welches von Barrett et al. 1981 [84] und 1998 von Claus et al. [85]
erstmalig verwendet wurde. Um die Spezifitdt dieses Substrates zu priifen, inkubierten
wir verschiedene subzelluliare Fraktionen aus Pankreata von Wildtypen mit normaler
CTSB-Aktivitdat sowie Cathepsin B-defizienten Méausen, die keine Aktivitdt mehr haben
diirften, wenn AMC-Args spezifisch ist. In Abbildung sind die jeweiligen fluorome-
trischen Aktivitdtsmessungen der Wildtypen und der CTSB-defizienten Tiere gegeniiber
gestellt. Es ist deutlich zu erkennen, dass im Gegensatz zu den Wildtypen die Knockout-
Tiere tatsachlich keinen Substratumsatz zeigen und somit das Substrat als Cathepsin B
spezifisch gilt. Es scheint keine andere Protease zu geben, die in der Lage ist das Substrat
zu spalten. Dies ist eine wichtige Voraussetzung fiir die Durchfithrung der nachfolgenden

Untersuchungen. In den Pankreashomogenaten konnten wir einen signifikanten Anstieg
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Abb. 5.8: Substratspezifitit von AMC-Arg,
Die fluorometrische Messung der Aktivitdt von Cathepsin B mit dem AMC-Args-
Substrat zeigt in den Wildtyp-Tieren eine normale Verteilung von CTSB in den subzel-
luldren Fraktionen. In CTSB-defizienten Tieren hingegen ist keine relevante Aktivitat
zu detektieren. Die einzelnen Aktivitdten sind in prozentualem Anteil gegeniiber der
Aktivitat in der lysosomalen Fraktion der Wildtypen angegeben, um einen Vergleich
untereinander zu ermoglichen.

der CTSB-Aktivitdt in der frithen Phase der Pankreatitis beobachten (Abb. [5.9)). Wei-
terhin geht aus der Abbildung [5.9 hervor, dass es im Verlauf der Pankreatitis zu einem
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konstanten Riickgang der Aktivitdt kommt. Interessant ist fiir uns, wie und warum es

zur Aktivitdtszunahme von Cathepsin B zu Beginn der Krankheitsentstehung kommt.
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Abb. 5.9: Cathepsin B-Aktivitédtsverlauf in der Pankreatitis
Die fluorometrische Messung der Aktivitit von Cathepsin B in Pankreashomogenaten
zeigt einen signifikanten Anstieg nach einer Stunde (1h) Caerulein-Pankreatitis im
Vergleich zu nicht behandelten Tieren (0h) und einen stetigen Abfall der Aktivitét
im weiteren Verlauf der Pankreatitis.
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Abb. 5.10: Die frithe Cathepsin B-Aktivierung in der Pankreatitis
In den in vitro Aktivitdtsmessungen von Cathepsin B in isolierten Azinuszellen sieht
man bei den CCK-stimulierten Tieren bereits nach 20 Minuten einen deutlichen An-
stieg der Aktivitat. Die Kontrollgruppe hingegen zeigt keine relevante Substratspal-

tung von Cathepsin B.
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Auch in Azinuszellversuchen kann man einen signifikanten Anstieg der Cathepsin B-
Aktivitiat nachweisen (Abb. [5.10). Dieser ist schon 20 Minuten nach Beginn der Inkuba-
tion von isolierten Azinuszellen mit Cholecystokinin zu sehen. Solche in vitro Untersu-
chungen implizieren auch, dass sich die Aktivitdtsmessungen der lysosomalen Hydrolase
Cathepsin B tatsdchlich auf Ebene der Azinuszellen des Pankreas abspielen und nicht

etwa durch einwandernde Entziindungszellen bedingt sind.

5.4 Subzelluldre Umverteilung der Aktivitat von Cathepsin B

Wir wissen bereits aus den vorigen Messungen, dass Cathepsin B in der frithen Pha-
se der Pankreatitis einen drastischen Aktivitdtsanstieg in Pankreashomogenaten zeigt
(Abb. und sich dieser auch in Azinuszellversuchen reproduzieren lisst (Abb. [5.10)).
Wie jedoch verteilt sich diese Aktivitat auf Ebene der subzelluldren Fraktionen?

Saluja et al. beschrieben 1987, dass es in der Frithphase der akuten Pankreatitis zu
einer Umverteilung der Cathepsin B-Aktivitdt aus der lysosomalen Fraktion in die
Zymogengranula-angereicherte Fraktion kommt [50]. Dabei hat er mit Hilfe verschiede-
ner Zentrifugierungsschritte und einem Zuckergradienten die Zymogengranula, die Ly-

sosomen und das Cytosol voneinander getrennt. Der genaue Ablauf der Methode ist in
Kapitel detailliert beschrieben.

In Abbildung sieht man im linken S&dulendiagramm die Aktivitdtsverteilung von
CTSB in den einzelnen subzelluldren Fraktionen unbehandelter Pankreaszellen. Dabei
ist der grofste Substratumsatz in der lysosomalen Fraktion messbar. Zu beachten ist aber,
dass bereits im normalen Pankreas eine deutliche Cathepsin B-Aktivitét in der Zymogen-
granulafraktion zu finden ist. Im rechten Diagramm (Abb. ist die Aktivitdt von
Cathepsin B 1h nach Injektion der ersten Dosis von 50 pg/kgKG Caerulein dargestellt.
Die meiste Substratspaltung findet sich nun in der dichteren Zymogengranulafraktion
und sie ist im Vergleich zur Kontrolle signifikant erhoht. In der lysosomalen Fraktion
hingegen stellt sich ein Aktivitétsriickgang dar. Nur im Cytosol lésst sich kein relevanter

Unterschied zwischen den zu untersuchenden Gruppen feststellen.

Die Reinheit der Zymogen- und Lysosomenfraktion bzw. das Gelingen der subzelluldren

Fraktionierung kann man mit der Bestimmung der zur Verfiigung stehenden aktivier-
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Abb. 5.11: Cathepsin B-Aktivitdtsumverteilung in der Pankreatitis
Die Messung zeigt die Aktivitdt von CTSB in den subzelluldren Fraktionen der Kon-
trollgruppe und nach 1 h Pankreatitis. Als Umverteilung der Aktivitét bezeichnet man
genau genommen einen Aktivitdtsanstieg in der Zymogengranulafraktion nach einer
Stunde Pankreatitis und einen Abfall des Substratumsatzes durch Cathepsin B in der
lysosomalen Fraktion. Die Aktivitat ist fluorometrisch mit dem Substrat AMC-Args
bestimmt worden und in Units pro mg Protein angegeben.

baren Trypsin-Aktivitat (Abb. fluorometrisch ermitteln. Diese lédsst sich letztlich
mit dem Gehalt an Trypsinogen in der jeweiligen Fraktion gleichsetzen. Dabei erfolgt
die vollstindige Aktivierung von Trypsinogen zu Trypsin durch Zugabe von Entero-
kinase genau wie auf physiologischem Wege im Duodenum. Idealerweise sollte nur in
der Zymogengranulafraktion Trypsinogen nachweisbar sein. In unseren Versuchen fin-
det sich der iiberwiegende Teil des aktivierbaren Trypsinogens wie erwartet auch in
der Zymogengranulafraktion und nur zu geringen Anteilen in der lysosomalen und cyto-
solischen Fraktion. Dieses Ergebnis deutet auf eine saubere Préaparation und Auftrennung
der einzelnen Fraktionen hin (Abb. [5.12).

Die Aktivitatsumverteilung von Cathepsin B nach der ersten Stunde bleibt im Verlauf
der Pankreatitis zundchst bestehen (Abb. [5.13)). Noch bis zu 4h nach der ersten In-
jektion Caerulein ist die meiste Cathepsin B-Aktivitdt in der Zymogengranulafraktion.
Zu den spéteren Zeitpunkten kommt es dann eher zu einem Angleichen des messbaren
Substratumsatzes in der Zymogen- und in der Lysosomenfraktion. Aufierdem steigt der

Anteil der cytosolischen Fraktion von Cathepsin B nach 24 h.
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Abb. 5.12: Nach vollstéandiger Aktivierung des vorhandenen Trypsins durch 30 min In-
kubation mit Enterokinase und dessen anschliefsender Aktivitdtsmessung mit dem
Fluorometer lassen sich Riickschliisse auf die urspriingliche Menge von Trypsinogen
ziehen. In der frithen Phase der Pankreatitis findet man den gréfsten Gehalt an akti-
vierbarem Trypsin in der Zymogengranulafraktion.
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Abb. 5.13: Aktivitatsverlauf von Cathepsin B in subzellularen Fraktionen
Die fluorometrische Bestimmung der Aktivitdt von CTSB iiber den Verlauf der
Pankreatitis mit dem Substrat AMC-Arg, zeigt, dass die Umverteilung der Aktivitit
(Abb. von der lysosomalen Fraktion unter Kontrollbedingungen (Kontrolle) in

die Zymogengranulafraktion nach 1h in der Pankreatitis bis 4 h bestehen bleibt.
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5.5 Cathepsin B-Proteingehalt in subzellularen Fraktionen in

der Pankreatitis

Wir wissen bereits aus unseren vorhergehenden Experimenten, dass es in der Pankreatitis
zu einem Aktivitatsanstieg des lysosomalen Enzyms Cathepsin B in Pankreashomogena-
ten (Abb. kommt und dass auf Ebene der subzelluldren Fraktionen eine Umvertei-
lung dieser Aktivitét hin zur schweren Zymogengranulafraktion stattfindet (Abb. .
Eine mogliche Erklarung hierfiir liegt in einer Umverteilung dieser Protease von der
einen in die andere Fraktion. Sollte dies der Fall sein, dann konnte der unterschiedliche
Proteingehalt von Cathepsin B in den einzelnen Fraktionen beispielsweise mittels eines
spezifischen Antikérpers durch Western Blot zu detektieren sein. Zur Proteinauftren-
nung tragen wir jeweils 150 ug der Proben auf ein 15 % SDS-Gel, blotten diese dann auf
eine Nitrocellulose-Membran, um anschliefend mit einem fiir Cathepsin B-spezifischen
Antikérper (Cathepsin B-Huhn-Antikorper) in einer Verdiinnung von 1:1000 das vor-
handene Cathepsin B zu detektieren. Als Positivkontrolle und gleichzeitig als Referenz
fiir die spatere Datenauswertung ldsst man auf jedem Gel aufgereinigtes Cathepsin B
von Calbiochem mitlaufen. Mittels eines ECL-Reagenz werden die Proteinbanden per
Chemilumineszenz sichtbar gemacht und mit der Software von Alpha Innotech densito-
metrisch analysiert. Dabei werden beide aktiven Formen des Enzyms, also sowohl die
31kDa einfache Kette, als auch die 25 kDa doppelte Kette, beriicksichtigt.
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Abb. 5.14: Der Cathepsin B-Proteingehalt ist in den drei subzelluldren Fraktionen zu
den verschiedenen Zeitpunkten der Pankreatitis in etwa gleich verteilt. Dargestellt
sind reprasentative Western Blot Ergebnisse aus 12 unabhéngigen Experimenten, bei
denen jeweils 150 pg Protein der subzelluldren Fraktionen zur Trennung auf SDS-Page
aufgetragen wurden.

In Abbildung sieht man fiir jede der Versuchgruppen einen repriasentativen Aus-
schnitt eines der beschriebenen Blots mit dem Cathepsin B-Huhn-Antikérper. Darge-
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stellt sind jeweils die drei extrahierten Fraktionen Zymogengranula, Lysosomen und
Cytosol. Bereits aus diesen Bildern geht hervor, dass kein grofer Unterschied an CTSB-
Protein innerhalb der Fraktionen, aber auch im Vergleich der einzelnen Gruppen un-
tereinander, vorliegt. Lediglich die 8 h Gruppe sticht mit etwas prominenteren Banden
hervor und lésst darauf deuten, dass etwas mehr Cathepsin B-Protein vorliegt. Dies
konnte eine Folge der beschriebenen Leukozyteninfiltration in das Gewebe der Bauch-
speicheldriise wahrend der spéteren Phase der Erkrankung sein. Durch das blofe Be-
trachten dieser Immunoblots kann bereits vermutet werden, dass der Proteingehalt die
Aktivitatszunahme und gleichzeitige Umverteilung von Cathepsin B nicht erkléren kann.
Jedoch ist es von Noten, diese Ergebnisse genauer zu untersuchen. Dazu haben wir die
einzelnen Banden der Blots aus insgesamt 12 Versuchen hinsichtlich ihrer Dichte und in

Bezug auf die Referenz ausgewertet.

— 200 l
—L 77
77
i 77 ;
77 77
o 7 7
77 77
> 75 27
150 [ 777 77 7 |
77 7 7
o sr7 77 77
/77 7 77
vos 7 7
—_— 227 777 77 77
77 2 7 7
277 777 77 77
+ 77 277 7 7
— 7.7 77 77 77
CS 777 s77 sz sz
i 2 77 77
'Q 777 77 77 77
o7 2 77 77
[5) 0 227 77 77
“os 2 7 7
20 - 77 777 77 sz -
77 2 7 7
g 777 777 77 77
27 277 7 7
o= i 2 77 77
5] 27 777 7 7
i 2 7 77
+ 77 227 27 7 7
o7 277 277 274 77 77
o 227 707 707 720 70 7
bt 27 2 227 274 7 7
227 777 777 274 77 77
77 277 227 224 7 7
227 777 777 277 77 77
| 77 277 227 224 7 7
i 2 277 774 77 77
L 77 277 277 224 7 7 |
i 2 277 274 77 77
07 227 277 2724 7 7
N o7 277 277 274 7 77
277 777 777 274 77 77
227 2 277 274 7 7
227 777 777 774 77 77
27 277 227 224 7 7
727 777 77 277 77 77
77 277 227 224 7 7
i 777 27 274 77 77
77 777 277 224 7 7
i 2 277 274 77 7
7 277 22 224 7 7
o7 277 277 274 77 77
277

N
N
N
N
N
N
N
N
N
N
N
N
N

ZLC ZLC Z LC Z LC Z LC Z LC

007 ZymogengranulallL Lysosomenf8C Cytosol

Abb. 5.15: Proteingehalt von Cathepsin B in subzelluldren Fraktionen
Die densitometrischen Analysen der Western Blots zeigen, dass sich der Proteingehalt
in den drei Fraktionen sowohl unter physiologischen Bedingungen, als auch im Verlauf
der Pankreatitis nicht wesentlich in seiner Menge unterscheidet. In der Auswertung
gilt der Proteingehalt der O0h Lysosomen als 100 % und wird als Referenz fiir alle
anderen Proben zur Darstellung der Diagramme genutzt.
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In Abbildung sieht man die densitometrische Auswertung der Western Blots des
Proteinsgehalts von Cathepsin B, dargestellt in einem Séulendiagramm. Auch hier ist
deutlich zu erkennen, dass es zu keiner typischen Umverteilung des Proteins in der Ent-
stehung der Erkrankung kommt, wie bei der Aktivitdt von Cathepsin B gezeigt werden
konnte (Abb. p.11). Das Protein ist mehr oder weniger im gleichen Verhéltnis auf die
Fraktionen der einzelnen Untersuchungszeitpunkte verteilt. Erstaunlicherweise sieht man
in den Proben der mit Caerulein behandelten Méuse die gleiche Proteinverteilung. Um
einen direkten Vergleich erzielen zu konnen, sind die einzelnen Diagrammséaulen in pro-
zentualem Bezug auf den Proteingehalt der lysosomalen Fraktion in der Kontrollgruppe
gesetzt. Dieser wird als 100 % betrachtet.

Als Weiteres betrachte man die Proteinverteilung von Cathepsin B im Verlauf der
Pankreatitis in den Gesamthomogenaten (Abb. der Bauchspeicheldriise. Hier ist
zu erwiahnen, dass sich diese Homogenate aus dem Mittelwert der Summe der drei sub-
zelluldren Fraktionen ergeben haben und daher auch in dieser Abbildung die Oh Ly-
sosomenfraktion als 100 % Referenz dienen kann. Es ist zu bemerken, dass, wie bereits
aus den Bildern der Immunoblots vermutet wurde, sich der Gehalt an Cathepsin B mit

fortschreitender Zeit nicht wesentlich verandert.
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Abb. 5.16: Die densitometrischen Analysen der Western Blots zur Bestimmung des
Cathepsin B-Proteingehalts im Verlauf der Pankreatitis zeigen in der Gesamtauswer-
tung in Bezug auf die Kontrolle (0 h) eine leichte Abnahme von CTSB nach 2h und 4 h
und einen dezenten Anstieg in den spéten Zeitpunkten der Pankreatitis. Dargestellt
sind die Ergebnisse der Messungen aus Pankreasgesamthomogenaten. In der Auswer-
tung gilt der Proteingehalt der OhL als 100 % und wird als Referenz fiir alle anderen
Proben genutzt.
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Nach 1h Pankreatitis findet man noch keinen Unterschied zur Kontrollgruppe. Nach 2h
und 4 h manifestiert sich eine leichte Abnahme des Proteingehalts und zu den spéte-
ren Untersuchungspunkten wieder eine leichte Zunahme, die das Ausgangsniveau des
Proteingehalts der Oh Tiere leicht {ibersteigt. Das heifst, dass es im Gegensatz zur
Aktivitdtszunahme von Cathepsin B in der frithen Phase der Erkrankung zu keinem
Proteinanstieg kommt sondern eher zu einer konstanten beziehungsweise sogar reduzier-
ten Proteinexpression. Offensichtlich liegt der unterschiedlichen Cathepsin B-Aktivitéit

keine Umverteilung des CTSB-Proteins zugrunde.

Interessant ist natiirlich nicht nur die Verteilung des Proteins auf Ebene der Gesamtho-
mogenate, sondern auch die detaillierte Betrachtung der fiir uns relevanten Fraktionen.
Dazu zéhlen wir die Zymogengranula- und die cytosolische Fraktion. Da Cathepsin B ein
lysosomales Enzym ist, nutzen wir die Lysosomenfraktion der Gruppe der Oh Tiere als
Referenz aller proteinchemischen Auswertungen, wie bereits erwidhnt. Aus dem Grund

zeigen wir die Analysen des Proteingehalts von Cathepsin B in der Zymogengranula-

angereicherten Fraktion (Abb. [5.17)).
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Abb. 5.17: Die Analyse der Cathepsin B-Western Blots mittels Dichtebestimmung ergibt
fiir die Zymogengranulafraktion eine dhnliche Verteilung von Cathepsin B wie die des
Gesamthomogenats. Man sieht einen minimalen Abfall des Proteingehalts nach 2h
und 4 h und einen Anstieg bei 8 h und 24 h im Vergleich zur Kontrollgruppe (0h). In
der Auswertung gilt der Proteingehalt der OhL als 100 % und wird als Referenz fiir
alle anderen Proben zur Darstellung der Diagramme genutzt.

In der Zymogengranulafraktion verhélt sich der Proteingehalt von Cathepsin B in den
ersten 4h relativ konstant. Nach 8h und 24 h sieht man einen deutlichen Anstieg der

Proteinmenge, welcher sich wahrscheinlich mit der Infiltration von Leukozyten in das
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Pankreasgewebe im Verlauf der Entziindung des Organs erklédren lasst. Da weifse Blut-
zellen ebenfalls lysosomale Enzyme enthalten, wie Cathepsin B, werden sie im Western
Blot mitdetektiert.

Die genauen Betrachtungen der cytosolischen Fraktion (Abb. hinsichtlich der Men-
ge an Cathepsin B iiber den Verlauf der Pankreatitis zeigen ein nahezu identisches Bild
wie in den Gesamthomogenaten. Wie im Gesamtproteinhomogenat (Abb. und in
der Zymogengranulafraktion (Abb. findet man nach 2h und 4h einen Abfall des
Proteingehalts. Die anderen Zeitpunkte haben alle einen ungefahr identischen Protein-
gehalt. Auch hier spielt sicher die Leukozyteneinwanderung eine wichtige Rolle, die den
Anstieg nach 8 h und 24 h erkldaren konnte.
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Abb. 5.18: Die Analyse der Cathepsin B-Western Blots mittels Dichtebestimmung ergibt
fiir die cytosolische Fraktion eine &hnliche Verteilung von Cathepsin B wie die des
Gesamthomogenats und die der Zymogengranulafraktion. Es zeigt sich ein dezenter
Abfall des Proteingehalts nach 2 h und 4 h und ein Anstieg bei 8 h und 24 h im Vergleich
zur Kontrollgruppe (0h). In der Auswertung gilt der Proteingehalt der 0 hL als 100 %
und wird als Referenz fiir alle anderen Proben zur Darstellung der Diagramme genutzt.

Dass tatséchlich eine Leukozyteneinwanderung in das Pankreas vorliegt, kann mittels
immunhistochemischer Farbungen gut veranschaulicht werden. Dabei haben wir uns
fiir die Farbung mit dem CD-18-Antikérper zu den verschiedenen Untersuchungszeit-
punkten entschieden. Das CD-18-Protein ist gleichzusetzen mit dem Integrin beta-2,
welches auf der Zelloberfliche aller Leukozyten zu finden ist und im Wesentlichen fiir
die Transmigration dieser Zellen durch das Endothel verantwortlich ist. Daher ist es
auch als Leukozytenmarker verwendbar. In den Abbildungen und @ sieht man
die Gegeniiberstellung der Farbung in der Kontrollgruppe und nach 8 h Pankreatitis. Im
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Vergleich sieht man nach 8 h eine deutlich erkennbare positive CD-18-Farbung, was fiir
eine Leukozyteninfiltration zu den spéateren Zeitpunkten der Pankreatitis spricht und die
Zunahme des Proteingehalts lysosomaler Enzyme, wie zum Beispiel Cathepsin B aber

auch Cathepsin L erklart, da Leukozyten viele dieser Enzyme synthetisieren.

)

(a) Kontrolle (b) 8h Pan

kreatitis

Abb. 5.19: Die immunhistochemische Farbung von CD-18 zeigt in einer 400-fachen
Vergrokerung (Kalibrationsgerade 50 pm) die Gegeniiberstellung von Pankreasgewe-
be einer gesunden (Kontrolle, Abb und einer kranken (8 h Pankreatitis, Abb
FVB-Maus. Dabei sind im entziindeten Gewebe deutliche Signale (braune Férbung)
zu erkennen, was einer Infiltration von Leukozyten in das Organ wahrend der Pankrea-
titis entspricht.

Insgesamt kann man aus den Untersuchungen des Cathepsin B-Proteingehalts die Zu-
nahme der Aktivitdt nach 1h Pankreatitis, die danach folgende Abnahme und die Um-
verteilung der Aktivitat aus der lysosomalen Fraktion unter Kontrollbedingungen in die
Zymogengranulafraktion in der frithen Phase der Erkrankung nicht erklaren. Entgegen
aller Erwartungen zeigt sich hier keine parallele Zunahme der Menge an Cathepsin B

sondern eher noch eine Abnahme dessen.
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5.6 Prozessierung von Cathepsin B in subzellularen Fraktionen

in der Pankreatitis

Die beschriebene Aktivitatszunahme von Cathepsin B zu Beginn der Caerulein-Pankrea-
titis und die Umverteilung in den subzelluldren Fraktionen basiert also nicht auf einer
gleichzeitigen Zunahme beziehungsweise Umverteilung des Cathepsin B-Proteins, wie in
Kapitel ausfiihrlich erldutert. Eine weitere mogliche Erklarung dieser Beobachtung
konnte in der Prozessierung des Enzyms stecken. Bevor ein Enzym aktiv ist, das heift,
ein Substrat spalten kann, muss es prozessiert werden. Dabei werden Pro-Peptide ab-
gespalten und das Molekiil so verandert, dass das katalytische Zentrum in der richtigen
Faltung vorliegt. Erst dann kann ein Enzym auch Substrate spalten. Daneben ist seine
optimale Aktivitdt von diversen biophysikalischen Bedingungen wie zum Beispiel dem
pH-Wert des umgebenen Milieus, dem Salzgehalt des Puffers, dem Vorhandensein von
Sauerstoffradikalen oder auch von der Kalziumkonzentration abhiangig. Ob die Prozessie-
rung von Cathepsin B in den einzelnen Fraktionen oder eine Anderung des umgebenden
Milieus zu den verschiedenen Zeitpunkten vorliegt, soll nun im Folgenden néher unter-

sucht werden.

Die Prozessierung lasst sich mit Hilfe des biotinylierten Cathepsin B-Inhibitors, dem
NS-196, verfolgen. Dieser Inhibitor ist so konzipiert, dass er genau zu dem Zeitpunkt
an das Enzym bindet, wenn dieses prozessiert und daher enzymatisch aktiv vorliegt,
also in dem Moment, wenn das Pro-Peptid bereits abgespalten ist und das katalyti-
sche Zentrum in optimaler Faltung erscheint. Detektieren ldsst sich der Komplex aus
biotinyliertem Inhibitor und prozessiertem Cathepsin B im Immunoblot mittels eines
Streptavidin-Antikorpers, der an den Biotinrest von NS-196 bindet. Die Auswertung

erfolgt densitometrisch anhand der Software des Imaging-Systems von Innotech.

In Abbildung[5.20]sind reprisentativ aus 12 unabhéngigen Versuchsreihen pro Zeitpunkt
die mit dem NS-196-Inhibitor detektierten Banden dargestellt. Sie verkérpern die Menge
des prozessierten Cathepsin B. Dabei féllt auf, dass die Expression von prozessiertem
Cathepsin B fast identisch in der Zymogengranula- und der lysosomalen Fraktion ist,
jedoch im Cytosol so gut wie kein prozessiertes Enzym zu finden ist. Das lasst darauf
deuten, dass Cathepsin B nur in der Zymogengranula- und der lysosomalen Fraktion

prozessiert wird, nicht aber im Cytosol. Weiterhin ist zu beachten, dass im Verlauf der
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Abb. 5.20: Die Affinitdts-Blots mit dem NS-196-CTSB-Inhibitor zeigen, dass in der
Zymogengranulafraktion und in der lysosomalen Fraktion die gleiche Menge an pro-
zessiertem Cathepsin B vorliegt und kaum prozessiertes Cathepsin B im Cytosol de-
tektiert werden kann. Dargestellt sind reprasentative Western Blot-Ergebnisse aus 12
unabhéngigen Experimenten.

Pankreatitis bis 8 Stunden die Expression an prozessiertem Cathepsin B nicht weiter
gesteigert wird, nach 24 Stunden dann aber abfillt. Zusammengefasst kann man anhand
dieser Affinitdts-Blots bereits vermuten, dass auch die Prozessierung keinen genauen

Aufschluss iiber die Aktivitatsunterschiede von Cathepsin B liefern kann.

Auch bei der Analyse der Affinitdts-Blots haben wir uns die densitometrische Auswer-
tung zu Nutze gemacht, um die Ergebnisse in Sdulendiagrammen besser veranschaulichen
zu konnen. In Abbildung ist auf der linken Seite die Prozessierung von Cathepsin B
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Abb. 5.21: Die Analysen der Western Blots mit dem NS-196-CTSB-Inhibitor zeigen,
dass sich der Gehalt an prozessiertem Cathepsin B in den drei Fraktionen unter phy-
siologischen Bedingungen und nach 1h Pankreatitis nicht wesentlich in seiner Menge
unterscheidet. Fast gleiche Mengen findet man in den Zymogengranula- und Lysoso-
menfraktionen und nur wenig prozessiertes CTSB in der cytosolischen Schicht. In der
Auswertung gilt der Gehalt des prozessierten CTSB der 0 h Lysosomen als 100 % und
wird als Referenz fiir alle anderen Proben zur Darstellung der Diagramme genutzt.
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in der Kontrollgruppe (0h) dargestellt, rechts die Menge des prozessierten Enzyms 1h

nach Induktion der Caerulein-Pankreatitis.

Beide Diagramme zeigen eine fast identische Verteilung von prozessiertem CTSB in den
drei Fraktionen. Der Hauptteil konzentriert sich auf die lysosomale und die Zymogen-
granulafraktion. Nur ein geringer Gehalt ist im Cytosol zu finden. Erstaunlicherweise
kann mit der Aktivitdtsumverteilung von Cathepsin B (Abb. keine Parallele gezo-

gen werden.

Zusammenfassend kommt es also weder auf Ebene des Proteingehalts noch auf Ebene
der Prozessierung zu einer Umverteilung des Cathepsin B von der lysosomalen Fraktion
in die Zymogengranulafraktion wahrend der Pankreatitis, was die beobachtete Aktivi-

tatsumverteilung dieser lysosomalen Hydrolase nicht erklaren kann.

Betrachtet man die Prozessierung von Cathepsin B in den Gesamthomogenaten, die als
Mittelwert aus der Summe der einzelnen Fraktionen berechnet wurden, so fallt auf, dass,
wie bereits in den Immunoblots ersichtlich, sich die Expression des prozessierten Proteins
nicht entscheidend verdndert (Abb. . Es kommt sogar in den Beobachtungsgruppen

der spiaten Messpunkte zu einem leichten Abfall der Prozessierungsrate. Dies spricht

140
—— Gesamthomogenat

n 120) |
&
ST 100 | 8

=
3 2 80 :
—~
Z 260 :
O X
§ — 40 8
ol 20 |

Oh 1h 2h 4h 8h 24h

Abb. 5.22: Die densitometrischen Analysen der Western Blots zur Bestimmung des pro-
zessierten Cathepsin B mit dem NS-196-CTSB-Inhibitor zeigen in der Gesamtauswer-
tung in Bezug auf die Kontrolle (0 h) einen relativ konstanten Gehalt mit einer leichten
Abnahme von prozessiertem CTSB zu den spéten Zeitpunkten der Pankreatitis. Dar-
gestellt sind die Ergebnisse der Messungen aus Pankreasgesamthomogenaten. In der
Auswertung gilt der Gehalt prozessierten CTSB der 0 h Lysosomen als 100 % und wird
als Referenz fiir alle anderen Proben genutzt.
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gegen unsere Vermutung, dass eventuell eine vermehrte Prozessierung von Cathepsin B

in den ersten Stunden der Pankreatitis eine Aktivitdtszunahme bedingen wiirde.

Auch bei der Prozessierung wollen wir uns nicht nur auf die Betrachtung der Gesamtho-
mogenate beschranken, sondern auch die Zymogengranula- und die cytosolische Fraktion

unter diesen Gesichtspunkten genauer charakterisieren.

In Abbildung[5.23|sieht man die Prozessierung von Cathepsin B in der Zymogengranula-
fraktion, welche mittels des NS-196-Inhibitors ermittelt wurde. Hier ist zu bemerken, dass
es wihrend der ersten 24 Stunden der Pankreatitis keinen signifikanten Anstieg gibt.
Nach 2h, 8h und 24 h findet sich eher eine verminderte Prozessierung im Vergleich zur
Kontrolle, jedoch ohne Signifikanz zu erreichen. Erneut kommt hier zum Ausdruck, dass
die Prozessierung in der Zymogengranulafraktion nahezu gleich stark wie in der lysoso-
malen Fraktion ist, die als Referenz mit 100 % definiert wurde (0 hL). Diese Beobachtung
passt zu unserer bereits getiatigten Annahme aus der Abbildung dass sich die Pro-
zessierung zu grofsten Teilen und nahezu in gleichem Ausmaf in der Zymogengranula-

und der lysosomalen Fraktion abspielt und nicht im Cytosol.
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Abb. 5.23: Die densitometrische Auswertung des prozessierten (aktiven) CTSB ergibt fiir
die Zymogengranulafraktion einen insgesamt hohen Anteil an prozessiertem CTSB.
Im Vergleich zur Kontrollgruppe (0h) bleibt dieser Anteil nach 1h und 4h relativ
stabil, nach 2h, 8h und 24 h Pankreatitis beobachtet man einen leichten Abfall. In
der Auswertung gilt der Gehalt des prozessierten CTSB der 0h Lysosomen als 100 %
und wird als Referenz fiir alle anderen Proben zur Darstellung der Diagramme genutzt.

In der cytosolischen Fraktion (Abb. [5.24]) lassen sich nur geringe Mengen an prozessier-

tem Cathepsin B nachweisen. Diese zeigen nach 2 h einen leichten Zuwachs. Anschlieffend
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fallt der Gehalt des prozessierten Enzyms bis unter das Ausgangsniveau.
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Abb. 5.24: Die densitometrische Analyse der Affinitats-Blots mit dem NS-196-CTSB-
Inhibitor zeigt im Vergleich zur Zymogengranulafraktion insgesamt geringere Mengen
des prozessierten Cathepsin B im Cytosol (siche auch Abb. und [p.21). Hier ist das
prozessierte Protein relativ gleichméfig iber den gesamten Verlauf der Pankreatitis
verteilt. In der Auswertung gilt der Gehalt des prozessierten Cathepsin B der Oh
Lysosomen als 100 % und wird als Referenz fiir alle anderen Proben zur Darstellung
der Diagramme genutzt.

5.7 Aktivitat von prozessiertem Cathepsin B

Wir nehmen an, dass die lysosomale Hydrolase Cathepsin B bei der Entstehung der
Pankreatitis eine wichtige Rolle einnimmt, da sie Trypsinogen zu Trypsin aktivieren kann
[54]. Weiterhin ist bekannt, dass Cathepsin B zu Beginn der Caerulein-Pankreatitis in
den Versuchstieren einen deutlichen Aktivitdtsanstieg aufweist und dass es gleichzeitig
zu einer Umverteilung dieser Aktivitat aus der lysosomalen in die Zymogengranulafrak-
tion kommt. Wir konnten zeigen, dass dieser Vorgang weder durch eine Veranderung des
Proteingehalts noch durch eine abweichende Prozessierung des Enzyms in den entspre-

chenden Fraktionen zu erklaren ist.

Um Aufschluss dariiber zu bekommen, wie sich die Aktivitdt des vollstédndig prozes-
sierten Enzyms éndert, haben wir die CTSB-Aktivitdt mit den densitometrischen Mes-
sungen des prozessierten Cathepsin B verglichen. Dazu haben wir einen Aktivitatsindex
von Cathepsin B bestimmt (Abb. [5.25)).
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Zur Berechnung des Aktivitdtsindex (Abb. setzt man als erstes die vorher gemes-
sene Aktivitdt von Cathepsin B in den lysosomalen Fraktionen der einzelnen Beobach-
tungsgruppen in Bezug zur Menge des ermittelten prozessierten Cathepsin B in den
Lysosomen der jeweiligen Gruppe. Dies ist eine einfache Division. Identische Berechnun-
gen werden fiir die Zymogengranulafraktion vorgenommen. Die beiden Quotienten der
Fraktionen sollen Aufschluss dariiber geben, wie hoch die Aktivitdt des vorhandenen
prozessierten Enzyms in den Lysosomen im Verhéltnis zu der in den Zymogengranula
ist. Um die detektierten Werte vergleichen zu kénnen, werden sie in Relation zueinan-
der gesetzt, wobei der Wert der Lysosomen als Divisor und der der Zymogengranula als
Denominator fungiert. Dieser Zahlenwert gibt Auskunft dariiber, in welcher der Frak-

tionen die Aktivitdt des dort vorhandenen Cathepsin B hoher oder niedriger ist. Ist

CTSB-Aktivitat in Zymogengranula

Prozessiertes CTSB in Zymogengranula
CTSB-Aktivitdat in Lysosomen

Prozessiertes CTSB in Lysosomen

CTSB-Aktivitatsindex =

OTSB.Aktivititsindex — Aktivitdt prozessierten CTSB in Zymogengranula

Aktivitéat prozessierten CTSB in Lysosomen

7
CTSB-Aktivitatsindex = T
—>1—=7>1L

—<1l=—=L>7Z

Abb. 5.25: Berechnung des Aktivitétsindex von Cathepsin B
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dieser grofer als 1, spricht dies fiir eine hohere Aktivitit des prozessierten Enzyms in
der Zymogengranulafraktion. Ist er kleiner als 1 verschiebt sich das Verhaltnis in Rich-
tung der Lysosomen. Sind die Aktivitdten des prozessiert vorliegenden Enzyms analog

zueinander, ist der Wert dementsprechend gleich 1.

Zur Veranschaulichung der berechneten Zahlenwerte werden diese in einem Saulendia-
gramm dargestellt (Abb. . Hier gilt dasselbe Auswertungsprinzip wie bereits be-
schrieben. Es ist zu erkennen, dass nach 0h der Aktivitdtsindex noch bei 1 liegt, dieser
aber im Verlauf der Pankreatitis einen signifikanten Anstieg in den Gruppen 1h, 2h,
4h und 8h mit Werten deutlich tiber 1 aufweist. Es zeigt sich eine stetige Zunahme
des Index bis zu 2h mit einer anschliefsenden Abnahme. Nach 24h ist der Wert des

Aktivitatsindex fast wieder auf Niveau der Kontrollgruppe.

CTSB-
Aktivitatsindex

Oh 1h 2h 4h 8h 24h

Abb. 5.26: Aktivitdtsindex von Cathepsin B (Berechnung siehe Abb.

Dieser zeigt einen signifikanten Anstieg der Aktivitdt des prozessierten CTSB in
der Zymogengranulafraktion im Vergleich zur lysosomalen Fraktion im Verlauf der
Pankreatitis. Werte > 1 implizieren eine héhere Aktivitat des prozessierten CTSB in
der Zymogengranulafraktion, wohingegen Werte < 1 eine héhere Aktivitdt des pro-
zessierten CTSB in den Lysosomen bedeuten. Werte = 1 (0h) weisen gleich hohe
Aktivitdten des vorliegenden prozessierten Proteins in den zwei betrachteten Fraktio-
nen auf.

Anhand dieser Daten ist zu erkennen, dass wihrend der Pankreatitis die Aktivitat des
prozessierten Cathepsin B in der Zymogengranulafraktion deutlich {iber der Aktivitat

des prozessierten Cathepsin B der lysosomalen Fraktion liegt.



5 Ergebnisse 5}

5.8 Cystatin C und Cystatin B — Nachweis in

Pankreashomogenaten

Auf Grund der dargestellten Erkenntnisse iiber die Aktivitdtsinderungen von CTSB in
der Pankreatitis vermuten wir, dass die endogenen Inhibitoren von Cathepsin B eine
wichtige Rolle spielen. Diese konnten im Verlauf der Erkrankung durch Degradations-
prozesse ihren Gehalt dndern und somit Einfluss auf die Aktivitat der lysosomalen Hy-
drolase haben. Um diese Hypothese experimentell belegen zu kénnen, muss zuerst die
Existenz der Cysteinproteaseinhibitoren des Cathepsin B in den Pankreashomogenaten
der Versuchstiere gezeigt werden. Dafiir haben wir primér zwei bedeutende Vertreter
(Cystatin C und Cystatin B) ausgewéhlt und diese mittels eines spezifischen Antikérpers
im Western Blot dargestellt. Die Proteinauftrennung erfolgte auf einem 15 % SDS-Gel.
Der Antikorper Anti-Cystatin C (Schaf) wurde in einer Verdiinnung von 1:1000 und der
Anti-Cystatin B (Ratte) 1:5000 eingesetzt.

In Abbildung sieht man, dass Cystatin C sowohl in den Pankreashomogenaten
von unbehandelten FVB-Ma&usen, als auch 8 h nach Injektion von Caerulein vorhanden
ist. Als Positivkontrolle fiir Cystatin C wurde Homogenat der Niere verwendet, da das

Enzym als endogener Marker der glomeruldren Filtrationsrate gilt.

Pankreas Oh Pankreas 8h Niere
Ve A ™~ - N
37T kDa—> | O o Sl | e
25 kDa=—>| = 3 P T
18kDa—> |« S . .
Cystatin C : e .

Abb. 5.27: Cystatin C ist sowohl in unbehandelten Pankreashomogenaten (0h), als
auch in Homogenaten nach 8h Pankreatitis nachweisbar. Als Positivkontrolle fiir
Cystatin C dient Gewebe der Niere.

In Abbildung [5.28| ist deutlich erkennbar, dass auch Cystatin B in den Kontrolltieren

(0h) und in 8 h Pankreatitis-Homogenaten vorhanden ist.
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Pankreas Oh Pankreas 8h
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Abb. 5.28: Cystatin B ist sowohl in unbehandelten Pankreashomogenaten (0h), als auch
in Homogenaten nach 8 h Pankreatitis nachweisbar.

Wir konnten damit zeigen, dass die endogenen Inhibitoren des Cathepsin B, Cystatin B

und Cystatin C, auch in der Pankreatitis in den Homogenaten prasent sind.
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5.9 Subzelluldre Umverteilung der Aktivitat von Cathepsin L

Cathepsin L (CTSL) ist ein weiteres lysosomales Enzym, dem eine besondere Rolle in der
Pathogenese der Pankreatitis zugeschrieben wird. Zuletzt konnte gezeigt werden, dass
CTSL Trypsinogen inaktivieren kann und somit als Gegenspieler von Cathepsin B fun-
giert [81]. Daher erscheint es naheliegend zu untersuchen, ob Verdnderungen der CTSB-

Aktivitit konsekutiv Anderungen der Cathepsin L-Aktivitit nach sich ziehen.

In Abbildung sind die Daten zur Aktivitdtsbestimmung von Cathepsin L unter phy-
siologischen Bedingungen und nach einmaliger Caerulein-Injektion dargestellt. Auffallig
ist, dass es genau wie bei Cathepsin B (Abb. zu einer Umverteilung der Aktivitat
aus der lysosomalen Fraktion in die Zymogengranulafraktion kommt. In der Kontroll-
gruppe fand die hochste Substratspaltung in der lysosomalen Fraktion statt, jedoch war
auch eine betréichtliche Aktivitat in der Zymogengranulafraktion nachweisbar. Das Cy-
tosol lésst so gut wie keine Aktivitdt nachweisen. Die Aktivitdt von Cathepsin L ist
vergleichbar mit der von Cathepsin B (siehe auch Abb. . Auch die Umverteilung
nach 1h Pankreatitis mit Verschiebung der Aktivitat in die Zymogengranulafraktion ist

vergleichbar mit der von CTSB. Es scheint also vermutlich eine Parallele zwischen den

Kontrolle 1h Pankreatitis
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Abb. 5.29: Die fluorometrische Aktivitdtsmessung von Cathepsin L mit dem Rhodamin-
110-Phe-Arg Substrat zeigt genau wie fiir CTSB (Abb. eine Umverteilung in
der Entstehung der Pankreatitis. Dabei kommt es zu einem Aktivitdtsanstieg in der
Zymogengranulafraktion nach 1h und zu einem Abfall der unter physiologischen Be-
dingungen gemessenen Aktivitdt in der lysosomalen Fraktion. Im Cytosol findet man
zu beiden Zeitpunkten nur geringe Aktivitdt von CTSL.
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beiden Hydrolasen hinsichtlich ihrer Aktivitdt in der Pankreatitis zu geben.

Betrachtet man weiterhin die Aktivitdt von Cathepsin L im Verlauf der Pankreatitis
(Abb. , stellt man fest, dass diese Umverteilung auch nach 2h, 4h und 8h beibe-
halten wird. Wahrend dieser Zeitpunkte herrscht demnach die hochste Aktivitat in der
Zymogengranulafraktion. Im Cytosol sind auch hier nur minimale Werte messbar. Bis
8h bleibt die Aktivitdt in den einzelnen Fraktionen nahezu konstant. Nach 24 h sieht
man einen signifikanten Anstieg der Aktivitat in allen drei subzelluldren Fraktionen, was
sicherlich durch die Leukozyteninfiltration in der spéten Phase der Erkrankung begriin-
det werden kann. Im Vergleich zu Cathepsin B ist dieser Aktivitdtsanstieg erst spét, da

CTSB bereits nach 1h in der Zymogengranulafraktion zunimmt.

Kontrolle 1h 2h 4h 8h 24h
1.6
1.4] j .
1.2+ -
1.0 -

CTSL-Aktivitdt [U/mg Protein]

o
R

0.8 * R
*
0.2 2
22

ZLC ZLC ZLC ZLC ZLC

007 ZymogengranulallL Lysosomen88C Cytosol

Abb. 5.30: Die fluorometrische Bestimmung der Aktivitdt von Cathepsin L iiber den
Verlauf der Pankreatitis mit dem Substrat R 110-Phe-Arg zeigt, dass die Umverteilung
der Aktivitit (Abb. von der lysosomalen Fraktion unter Kontrollbedingungen
(Kontrolle, 0h) in die Zymogengranulafraktion in der Pankreatitis bis zum Zeitpunkt
8 h bestehen bleibt. Nach 24 h sieht man einen deutlichen Anstieg der Substratspaltung
in allen drei subzelluldren Fraktionen.
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Anhand eines Mausmodells versuchten wir zu klaren, wie es zu einer Umverteilung von
Cathepsin B im Verlauf der Pankreatitis kommt. Unsere Ergebnisse zeigen eindeutig,
dass bereits 1h nach Induktion der Caerulein-Pankreatitis die Aktivitdt von Cathepsin B
im sekretorischen Kompartiment der Azinuszelle signifikant ansteigt und in Relation
dazu in den Lysosomen abnimmt. Dies wurde erstmalig von A. Saluja et al. 1987 be-
schrieben [50]. Eine Erklarung fiir diese Beobachtung fehlte bis jetzt. Cathepsin B ist
eine lysosomale Thiol-Protease, die einen wichtigen Stellenwert in der Entstehung der
Pankreatitis hat. Intrazellular aktiviert sie Trypsinogen zu Trypsin [36], 55, [86]. Trypsin
setzt dann eine Kaskade weiterer pankreatischer Proteasen frei [20], wodurch es schlief-

lich zum Selbstverdau des Organs kommt [4].

Grundvoraussetzung dafiir, dass Cathepsin B die Spaltung von Trypsinogen zu Trypsin
katalysieren kann, ist deren Co-Lokalisation im selben Kompartiment der Azinuszelle.
Diese konnte unter anderem durch Willemer et al. [47] gezeigt werden. Jedoch ist be-
kannt, dass eine gewisse Menge lysosomaler Enzyme, wie Cathepsin B, bereits unter
physiologischen Bedingungen in der Zymogengranulafraktion vorhanden ist [47, [48].
Dass es hierbei nicht sofort zur Entstehung einer Pankreatitis kommt, liegt an diver-
sen Schutzmafnahmen der Zelle [21| wie zum Beispiel dem Trypsin-Inhibitor SPINK,
dem sauren pH im sekretorischen Kompartiment oder Enzymen, die aktive Proteasen
degradieren konnen. Zuletzt konnte auch gezeigt werden, dass die Expression von PAR-2
(Protease aktivierten Rezeptors-2) durch die Azinuszelle einen protektiven Effekt auf die
Entstehung der Pankreatitis hat [87, [88]. Dieser Rezeptor wird durch Trypsin aktiviert.
Wenn allerdings eine Vielzahl lysosomaler Enzyme in das sekretorische Kompartiment
sortiert wird bzw. dort hingelangt, reichen diese Schutzvorrichtungen nicht mehr aus.
Es kommt zur Aktivierung von Trypsinogen und letztlich zum Selbstverdau des Organs,

einhergehend mit einer starken Entziindungsreaktion.

Wir konnten zeigen, dass parallel zum friithen Aktivitdtsanstieg von CTSB in der ex-
perimentellen Pankreatitis die Aktivitdt von Trypsin anstieg, was ein Hinweis fiir die
tatsdchlich in der Pankreatitis vorhandene Wechselwirkung zwischen den beiden Pro-
teasen ist. Dieser Zusammenhang konnte, ebenso wie die Co-Lokalisation von Trypsin
und Cathepsin B im selben subzelluldren Kompartiment, mittlerweile durch mehrere Ar-

beitsgruppen, unter anderem auch durch unsere, bestitigt werden. Hierbei sollte jedoch

99
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noch einmal darauf hingewiesen werden, dass in den bisherigen Arbeiten iiber die sub-
zelluldre Verteilung von Cathepsin B ausschlieflich Ratten als Versuchstiere verwendet
wurden, wir aber fiir unsere Untersuchungen FVB-Méuse nutzten (siche Kapitel [5.2)).
Dies ist sicherlich ein grundlegender Aspekt, der die Diskussion und vergleichende Be-

trachtung von Ergebnissen erschwert und beeinflusst.

6.1 Cathepsin B-Protein wird nicht umverteilt.

Unsere Daten zeigen, dass die enzymatische Aktivitdt von Cathepsin B in der frithen
Phase der Pankreatitis von der lysosomalen Fraktion in die Zymogengranulafraktion
umverteilt wird. Dieser Umverteilung kénnten folgende Ursachen zugrunde liegen: Als
erstes bestinde die Moglichkeit, dass es zu einer falschen Sortierung des Enzyms am
Trans-Golgi kommt [89],90], wodurch Cathepsin B vermehrt in das sekretorische Zellkom-
partiment gelangt. Dies kann durch einen defekten oder fehlenden Mannose-6-Phophat-
Rezeptor bedingt sein. Neueste Arbeiten konnten jedoch zeigen, dass Cathepsin B auch
iiber einen Mannose-6-Phosphat-unabhingigen Weg in die Lysosomen gelangen kann.

Allerdings wurde dies bislang nur in Hepatozyten der Ratte gezeigt [91].

Die Hypothese einer fehlerhaften Proteinsortierung kénnen wir anhand unserer Ergebnis-
se aus Versuchen zur Bestimmung der Proteinmenge von Cathepsin B (Abb. mit
einem Cathepsin B-spezifischen Antikorper im Western Blot verwerfen. Dabei haben
wir jeweils die gleiche Menge an Protein der verschiedenen subzelluldren Fraktionen auf
ein Gel aufgetragen. Die Auswertung der Banden sowohl der einfachen, als auch der
doppelten Kette des aktiven CTSB ergab, dass es stets zu gleichen Mengen gefunden
wird. Zu den spéteren Zeitpunkten der experimentellen Pankreatitis ist eine Zunahme an
Cathepsin B zu erkennen. Diese verteilt sich aber wiederum gleichméfig auf die einzelnen
Fraktionen und zeigt auch hier keine Umverteilung. Urséchlich hierfiir ist die Infiltration
von Leukozyten (Abb. und in das Gewebe wihrend der Pankreatitis. Diese

enthalten eine grofle Menge aktiver lysosomaler Enzyme.

In der frithen Phase der Pankreatitis kommt es also zu keiner Umverteilung des Proteins,
wie lange vermutet. Es ist lediglich eine Verschiebung der Aktivitéat des Enzyms zu beob-
achten. Dies konnte bedeuten, dass Cathepsin B in unterschiedlichen Kompartimenten

prozessiert wird. Dadurch liefse sich erklaren, dass es trotz gleicher Proteinmengen zu
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unterschiedlichen Aktivititen kommt.

Bei der Prozessierung einer lysosomalen Protease wird das Pro-Enzym durch die Abspal-
tung des Pro-Peptids und durch die richtige Faltung des katalytischen Zentrums in das
aktive Enzym umgewandelt. Erst die aktive Form des Enzyms kann ein Substrat spalten.
Das Ausmals der Aktivierung von Cathepsin B haben wir mit dem Inhibitor NS-196 be-
stimmt. Das ist ein CTSB-selektiver Inhibitor, der sich aus den CTSB-Inhibitoren E-64c
und CA-030 ableitet. Da man ihn mit Biotin koppeln kann, eignet er sich hervorragend
zur Detektion der prozessierten Form von Cathepsin B im Western Blot. Unsere Er-
gebnisse zeigen, dass auch die Prozessierung von Cathepsin B (Abb. nicht fiir die
Umverteilung der Aktivitdt verantwortlich ist. Es sind nahezu identische Mengen von
prozessiertem Enzym in der Zymogengranulafraktion und der lysosomalen Fraktion zu
den einzelnen Zeitpunkten der experimentellen Pankreatitis. Erstaunlich ist, dass im Cy-
tosol kaum prozessiertes Cathepsin B gefunden wurde, obwohl auch hier eine grofte Men-
ge an CTSB-Protein detektierbar ist. Moglicherweise befinden sich in der cytosolischen
Fraktion nicht nur unprozessiertes Cathepsin B sondern auch Inhibitoren, welche die
Prozessierung des Enzyms unterbinden. Beispielsweise gibt es in der Retina Inhibitoren,
die in der cytosolischen Fraktion Cathepsin B hemmen [92]. Weiterhin ist bekannt, dass
die Cysteinproteaseinhibitoren Stefin A und B hauptséchlich im Cytoplasma der Zellen
vorkommen, wohingegen Cystatin C in juxtanukledren Vesikeln gefunden wurde. Man
weif, dass all diese Inhibitoren die Aktivitdt von Cathepsin B in vitro hemmen [93], 94],

jedoch ist ihre Interaktion in vivo noch unzureichend untersucht [95].

Unsere Ergebnisse zeigen, dass die Aktivitdtsdnderungen von Cathepsin B zu Beginn
der Pankreatitis weder auf einer Umverteilung von Protein, noch auf einer veranderten

Prozessierung basieren.

Im Gegensatz dazu beschreibt die Arbeitsgruppe um Gukovskaya et al. [96], dass es in der
Pankreatitis zu einer beeintriachtigten Reifung von Cathepsin L und Cathepsin B kommt
und gleichzeitig deren Aktivitéit in der lysosomalen Fraktion abnimmt. In der Zymogen-
granulafraktion haben sie jedoch eine Zunahme der Prozessierung gesehen, welche mit
einer Aktivitatssteigerung einherging. Den Anstieg der Aktivitét in der Zymogengranula-
fraktion und die Abnahme der Aktivitdt in der lysosomalen Fraktion konnten wir in
unseren Experimenten nachvollziehen, die verinderte Prozessierung jedoch nicht. Uber-

einstimmend mit den Ergebnissen von Gukovskaya et al. gibt es keine Umverteilung
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des Cathepsin B-Proteins aus der lysosomalen Fraktion in die Zymogengranulafraktion
wahrend der Pankreatitis. Wir begriinden dies allerdings nicht {iber eine vermehrte oder
verminderte Prozessierung der Hydrolase im jeweiligen Kompartiment. Unsere Affini-
tatsuntersuchungen mit dem NS-196-Inhibitor zeigen eindeutig, dass die Prozessierung
von Cathepsin B iiber den Verlauf der Erkrankung konstant bleibt und somit als Er-
kldrung ausscheidet. Die Prozessierungsdaten von Gukovskaya resultieren hingegen aus
densitometrischen Analysen von Immunoblots, bei denen ein Cathepsin B-Antikorper
verwendet wurde, der sowohl die inaktive Pro-Form, als auch die einfache und dop-
pelte Kette des aktiven Enzyms detektieren soll. Auch wir haben CTSB-Immunoblots
gemacht, bei denen wir einen Antikoérper benutzt haben, der jedoch selektiv nur an
die beiden aktiven Formen von Cathepsin B bindet. Eine verdnderte Prozessierung von
Cathepsin B in Form von Verschiebungen der exprimierten Banden auf Hoéhe von 31 kDa
(einfache Kette) und 25kDa (doppelte Kette) haben wir nicht gesehen.

Dieser wichtige Aspekt veranlasst uns eine weitere, eingangs aufgestellte Hypothese zu
verwerfen. Diese basiert auf einer Grofenzunahme der Lysosomen, welche schwerer wer-
den und folglich in der subzelluldren Fraktionierung in der dichteren Fraktion, also die
der Zymogengranula, wieder zu finden wéren. Demnach miisste dann in der Zymogen-
granulafraktion mehr Cathepsin B-Protein nachweisbar und eine erhéhte enzymatische
Aktivitdt messbar sein. Da wir aber zeigen konnten, dass es keine Umverteilung des
Proteins gibt und auch die Prozessierung unverandert bleibt, ist auch diese Hypothese

zu werfen.

Weiterhin wurde spekuliert, dass sich in der Pankreatitis cytoplasmatische Vakuolen bil-
den, die aus der Fusion von Zymogengranula und Lysosomen entstehen, wodurch auch
die Co-Lokalisation von CTSB und Trypsin in einem Kompartiment resultiert. Hofbauer
et al. haben erstmals in diesen Vakuolen Trypsin-Aktivierungspeptid [35] nachgewiesen.
Diese Erklarung zur frithen Aktivitdtsverschiebung von Cathepsin B konnen wir an-
hand unserer Daten auch verwerfen, da in den ersten Stunden der Pankreatitis keine
Umverteilung von CTSB als Protein zu sehen ist. Hingegen konnte der Prozess, der
Vakuolenbildung, der auch in den spéten Zeitpunkten der Pankreatitis (ab 24h) zu be-
obachten ist, fiir eine Zunahme der CTSB- und auch der Trypsin-Aktivitdat im Cytosol
verantwortlich sein (Abb. [5.13)). Es ist namlich denkbar, dass es ab einer gewissen Grofke
dieser Vesikel zu deren Ruptur kommt, wodurch die aktiven Enzyme ins Cytosol gelan-
gen. Bereits 1984 haben Watanabe et al. [53] beschrieben, dass es in der Pankreatitis
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zur Bildung von Vakuolen kommt, die im Verlauf der Erkrankung stetig grofser wer-
den. Wahrscheinlich ist deren Grofenzunahme bedingt durch die Fusion mit weiteren
solcher Vakuolen oder aber auch mit autophagen Vakuolen. Man fand heraus, dass sich
diese grofen Vakuolen weitestgehend im gesamten Cytoplasma verteilen und sowohl ly-
sosomale Enzyme, als auch sekretorische Zymogene beinhalten. Dass die Fragilitat der
Vakuolen nach mehrfachen Injektionen von Caerulein zunimmt, zeigten Saluja et al. be-
reits im Jahr 1987 [50]. Kommt es zur Ruptur der Membranen, gelangen die lysosomalen
und sekretorischen Enzyme ins Cytosol. Dies wiirde den Aktivitdtsanstieg von CTSB im

cytosolischen Kompartiment nach 24 h in unseren Messungen erkléren.

Zusammengefasst ist festzustellen, dass die Umverteilung von Cathepsin B von der ly-
sosomalen Fraktion in das sekretorische Kompartiment der Azinuszelle in der frithesten
Phase der Pankreatitis weder auf einer Proteinverschiebung noch auf einer verénderten
Prozessierung des Enzyms beruht. Es bleibt also als letzte mogliche Theorie zur Erkla-

rung des Geschehens die Hypothese, dass die lysosomalen Enzyme in der Pankreatitis

ihre Aktivitat dndern (Abb. [5.26)).

6.2 Griinde fiir eine veranderte Aktivitat lysosomaler Enzyme

in der Pankreatitis

Als Aktivitéit eines Enzyms bezeichnet man im Allgemeinen die Reaktionsgeschwindig-
keit, mit der die von ihm katalysierte Reaktion ablauft. Dafiir muss vorausgesetzt sein,
dass die Reaktionspartner in ausreichendem Mafe vorhanden sind. Weiterhin ist die
Aktivitat abhéngig von der Temperatur und vom pH des umliegenden Milieus, von Inhi-
bitoren und Aktivatoren, sowie Co-Faktoren und dem Abbau des Enzyms. Die von uns
betrachtete Protease ist eine saure Hydrolase, deren pH-Optimum bei 4-6 liegt und wel-
che bei Korpertemperatur ihre hochste Aktivitéit entfaltet. Es ware denkbar, dass durch
die Verédnderung einer dieser genannten Komponenten, die Aktivitdt von Cathepsin B
in der Pankreatitis im sekretorischen Kompartiment ansteigt und eventuell gleichzeitig

in der lysosomalen Fraktion unterdriickt wird.

Die Temperatur konnen wir als Grund von vornherein ausschliefen, da wir die fluo-

rometrische Bestimmung der Substratspaltung von Cathepsin B bei konstanten 37 °C
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vorgenommen haben.

Eine vorstellbare Ursache ist jedoch die Verdnderung des pH-Wertes in einem der betrof-
fenen Kompartimente. Der pH ist eine der wichtigsten Komponenten, welcher die Akti-
vitdat von Enzymen beeinflusst. Unter physiologischen Bedingungen herrscht in den Zy-
mogengranula ein neutraler und in den Lysosomen ein saurer pH-Wert. In der Pankrea-
titis miisste es also zu einem Absinken des pH-Wertes im sekretorischen Kompartiment
kommen, damit das dort bereits vorhandene Cathepsin B einen Aktivitdtsanstieg zeigen
kann. Dass es tatséchlich eine solche Verschiebung des pH-Wertes gibt, konnten Niederau
et al. zeigen [97]. Weiterhin ergaben Untersuchungen, dass eine Pufferung dieser Ver-
schiebung mit schwachen Basen in-vitro zu einer verringerten Proteaseaktivierung fiihrte
[3, 08]. In in-vivo Versuchen gab es andererseits keinen Einfluss [57]. In diesem Zusam-
menhang konnte ebenfalls gezeigt werden, dass es trotz des neutralen pH-Wertes in den
Zymogengranula zu einer Trypsinogenaktivierung kommt [55, 56] [57]. In unseren Mes-
sungen der Substratspaltung von Cathepsin B haben wir jedoch in allen Fraktionen den
gleichen pH-Wert verwendet. Dieser wurde mittels eines Puffers auf das pH-Optimum
von CTSB 5,5 eingestellt. Das heifst, eine Verschiebung des pH in unseren Experimenten
kann ausgeschlossen werden. Trotz des konstanten pH ist eine Aktivitdtsumverteilung

von Cathepsin B und auch von Cathepsin L vorhanden.

Eine weitere denkbare Ursache fiir eine verdnderte Aktivitdt der lysosomalen Enzyme
stellt die Oxidation dar. Durch oxidativen Stress entstehen Radikale (ROS), welche er-
heblichen Einfluss auf die Substratspaltung von Enzymen haben. Fiir Cathepsin B wurde
beschrieben, dass es durch oxidative Prozesse an Aktivitat verliert [99] [100]. Es wére also
moglich, dass es in der Pankreatitis zu einer gesteigerten Oxidation im lysosomalen Kom-
partiment kommt, die wiederum dort eine geringere Aktivitéit von Cathepsin B bedingen
wiirde. Andererseits liefse sich damit nicht die Aktivitédtssteigerung in der Zymogen-
granulafraktion erklaren. Durch die Verwendung von Reduktionsmitteln oder Antioxi-
dantien kann eine Oxidation riickgéngig gemacht werden. Das Reduktionsmittel gibt
Elektronen ab, wodurch andere Stoffe, in unserem Fall das Cathepsin B, reduziert wer-
den. Ein korpereigenes wichtiges Reduktionsmittel stellt die nicht essentielle Aminoséure
Cystein dar. Es wurde gezeigt, dass ohne Cystein keine nennenswerte Aktivitéat lysoso-
maler Enzyme messbar ist. Es ist daher sehr wahrscheinlich, dass es auch fiir Cathepsine,
insbesondere Cathepsin B, einen Schutz vor Oxidation durch Luftsauerstoff im kataly-
tischen Zentrum darstellt [99]. Andere Arbeiten haben beschrieben, dass durch Cystein
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nicht die Aktivitat, aber die Stabilitdt von Cathepsin B beeinflusst wird [I00]. In expe-
rimentellen Versuchen kann man Dithiolthreitol (DTT) als Reduktionsmittel benutzen.
Dieses ist in der Lage, die Oxidation von Sulfthydrylgruppen (SH-) zu Disulfidbriicken
(SS-) durch Luftsauerstoff zu verhindern. Da wir in unseren Aktivitdtsmessungen den
Puffer jeweils mit 1% DTT versetzt haben, konnen wir ausschliefsen, dass die ROS die

Aktivitatsdnderungen erkldaren konnen.

Es besteht allerdings noch die Mdoglichkeit, dass die Verdnderungen der Cathepsin B-
Aktivitdt in den einzelnen Kompartimenten Folge eines verlangsamten Abbaus bzw.
Degradation des Enzyms sind, dessen Ursache unklar ist. Durch eine Hemmung der
Degradation steht das Enzym der Zelle langer fiir katalytische Reaktionen zur Verfiigung.
Fiir CTSB wiirde es bedeuten, dass es, sofern geniigend Trypsinogen vorhanden ist,
ungehemmt dessen Aktivierung zu Trypsin weiter fortfiithren kann. Das bedeutet aber,
dass es in der Pankreatitis zu einem Anstieg der Proteinmenge von Cathepsin B kommen
miusste. Gukovskaya et al. konnten zudem 2009 [96] zeigen, dass es in der Pankreatitis
zu einer Hemmung der Degradierung der lysosomalen Enzyme kommt, wodurch die
intraazinare Trypsinogenaktivierung durch CTSB begiinstigt wird. Unsere Ergebnisse
der Western Blots fiir CTSB aus den einzelnen subzelluléren Fraktionen (Abb.
kénnen diese Beobachtung nicht bestétigen. Da die Proteinmenge konstant bleibt, kann
auch keine gehemmte Degradation von CTSB vorliegen. Auf Grund unserer Ergebnisse

vermuten wir daher einen anderen Mechanismus.

Eine wichtige Komponente in der Regulation von Enzymen sind Inhibitoren. Es konnte
also sein, dass ein endogener Inhibitor von Cathepsin B in der Pankreatitis eine wichtige
Rolle spielt, dessen Konzentration sich wahrend der Pankreatitis &ndert, was konsekutiv
Einfluss auf die Aktivitdt von Cathepsin B hat. Unter physiologischen Bedingungen gibt
es eine Vielzahl zelleigener Hemmstoffe, welche die katalysierende Funktion lysosomaler
Enzyme drosseln. Diese binden relativ unspezifisch und sind daher in der Lage, verschie-
dene Cathepsine zu inhibieren. Dazu zéhlen zum Beispiel die Cystatine, die Stefine und
die Kininogene [59)]. Diese binden nicht kovalent an das Enzym und hemmen dadurch
dessen Aktivitdt. In der Zymogengranulafraktion hétten sie somit einen protektiven
Effekt vor einer vermehrten Aktivierung des Trypsinogens durch aktives Cathepsin B.
Um jedoch diese Hypothese belegen zu kénnen, miissen Versuche durchgefiihrt werden,
in denen als erstes die Existenz der verschiedenen endogenen Cathepsin B-Inhibitoren in

den einzelnen subzelluldren Fraktionen untersucht wird. Wir konnten im Western Blot
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primér zeigen, dass Cystatin C und Cystatin B in den Pankreashomogenaten unserer
Kontrolltiere und auch unserer Caerulein-behandelten Tiere vorkommen (siehe Kapitel
. Nun nehmen wir weiterhin an, dass diese Inhibitoren in den Homogenaten und in
den subzelluldren Fraktionen reversibel an Cathepsin B oder auch Cathepsin L binden.
Erst durch die Aufbereitung der einzelnen Proben fiir die Western Blot-Analyse wird
Cathepsin B durch Natriumdodecylsulfat (SDS) linearisiert, wodurch der Inhibitor ent-
fernt wird. Das Enzym liegt danach in seiner urspriinglichen Form vor und kann mittels

des priméren CTSB-Antikorper fiir die aktive Form detektiert werden.

Wir vermuten, dass diese endogenen Hemmstoffe wiahrend der Pankreatitis degradiert
werden konnen, wodurch das CTSB und andere lysosomale Enzyme, wie CTSL, welches
wir auch néher untersucht haben, nicht weiter gehemmt werden kénnen (Abb.[6.1). Es
konnte zum Beispiel der Fall sein, dass in der Zymogengranulafraktion durch bisher
nicht bekannte Prozesse der Inhibitor vermehrt abgebaut wird. Dies wére eine plausible
Erklarung fiir die Zunahme der Aktivitdten von CTSB und CTSL in der frithen Phase

der Pankreatitis.

(Trypsinogen)
<—( Cathepsin B )l(—( MJ
A 2
' Trypsin i der Azinuszelle A
TAP
(Degradation)
A 4
( Enzymkaskade )

Abb. 6.1: Hypothese zur Aktivitdtsinderung von Cathepsin B in der Pankreatitis und
dessen Folgen. Durch die Degradation endogener Inhibitoren wird die Aktivitat von
CTSB weniger gedrosselt. Es folgt eine vermehrte Aktivierung von Trypsinogen zu
Trypsin, welches wiederum eine weitere Aktivierungskaskade pankreatischer Zymogene
auslost.

Die Degradation dieser Inhibitoren kénnte durch pankreatische Proteasen geschehen,
welche unabhéngig von Cathepsin B intraazinér aktiviert werden. Die Datenlage dazu ist
aktuell noch spérlich. Eine Arbeit von 2006 beschreibt, dass Cathepsin B zwar humanes

Trypsinogen 1, jedoch nicht die humane Proelastase 2 und die Procarboxypeptidase B
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aktiviert [I0I]. Das bedeutet, dass diese beiden Enzyme CTSB unabhéngig aktiviert
wiirden. Weiterhin fand man heraus, dass die Aktivierung des Chymotrypsinogens und
der Procarboxypeptidase in Ratten nicht von Cathepsin B oder Trypsin abhéngig sind.
Man geht eher davon aus, dass diese eventuell iiber einen ATP-abhéngigen Mechanismus
aktiviert werden [102]. Im Gegensatz dazu fanden Hakansson et al. [I03] heraus, dass
Cathepsin B in der Lage ist, die Reaktion von Proelastase zu Elastase im Schwein zu
katalysieren. In unserer Arbeitsgruppe konnte mittlerweile ebenfalls gezeigt werden, dass
CTSB in Azinuszellen der Maus Proelastase aktivieren kann. Ahnliche Ergebnisse fanden

sich fiir Procaspase-3 [104].

Diese zitierten Arbeiten anderer Arbeitsgruppen legen nahe, dass die Schiisselrolle von
Cathepsin B sich moglicherweise nicht nur auf die Aktivierung von Trypsinogen zu
Trypsin bezieht, sondern Cathepsin B auch an anderer Stelle in die Proteasenkaskade
eingreifen kann. Die Frage, welcher Mechanismus dagegen zur Steigerung der CTSB-
Aktivitdt im Kompartiment der sekretorischen Vesikel fithrt und jedenfalls nach den
Ergebnissen dieser Arbeit, unabhéngig von der Proteinmenge und Prozessierung von
Cathepsin B ist, bleibt vorerst unbekannt. Verdnderungen in der Struktur oder Funktion
eines bisher noch nicht identifizierten Cathepsin B-Inhibitors im sekretorischen Kompar-

timent scheinen hierfiir der wahrscheinlichste Mechanismus.

6.3 Klinischer Nutzen

Obwohl diese Arbeit im Wesentlichen auf tierexperimentelle und in-vitro Daten basiert,
hat sie klinische Relevanz. Noch immer ist die Pathogenese der Pankreatitis nicht voll-
standig geklart. Bis heute gibt es keine wirksame kausale Therapie, eine erst einmal
ausgebrochene Pankreatitis zu stoppen. Nach wie vor beschrankt sich die Behandlung
sowohl der milden, als auch der schweren Form der Pankreatitis auf eine symptomati-
sche Therapie. Erschwerend ist, dass die Frithphase der Pankreatitis beginnt, noch bevor
der Patient klinische Symptome dieser Erkrankung zeigt. Eine friithzeitige und effektive
Behandlung ist nicht zuletzt aus diesem Grund besonders wichtig. Daher liegt in der
Untersuchung von Inhibitoren fiir die Proteasenaktivierung, die ein Schliisselereignis der
Pankreatitis darstellen, eine besondere klinische Bedeutung. Unsere Daten zeigen, dass

moglicherweise ein Inhibitor fiir Cathepsin B existiert, der direkt in den subzelluldren
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Kompartimenten wirksam ist. Wenn sich die Theorie der vermehrten Degradation endo-
gener Inhibitoren von Cathepsin B als Ursache der Entstehung einer Pankreatitis besté-
tigen lasst, konnte versucht werden seinen Abbauprozess zu blockieren. Dadurch wére
Cathepsin B weiter gechemmt und kénnte seiner Funktion als Aktivator von Trypsinogen
nicht mehr nachkommen. Wiirde sich weiterhin herausstellen, dass diese Degradation
durch CTSB-unabhéngig aktivierte Proteasen (z.B. Chymotrypsin, Carboxypeptidase)
katalysiert wird, miissten diese durch weitere Inhibitoren gehemmt werden, um den Aus-
bruch der Erkrankung zu verhindern. Bei mangelnder Kldrung des genauen Mechanis-
mus wére die Substitution der endogenen Inhibitoren von Cathepsin B eine Alternative,
um ein erneutes Ausbrechen der Pankreatitis zu verhindern. Dies konnte eine wirksame

Prophylaxe vor rezidivierenden Schiiben darstellen.



7 Zusammentassung

Die lysosomale Hydrolase Cathepsin B (CTSB) spielt in der Pathogenese der akuten
Pankreatitis eine zentrale Rolle. Sie gilt als wichtiges Aktivatorenzym von Trypsinogen,
welches einen kaskadenartigen Aktivierungsprozess weiterer Zymogene (inaktiver Vor-
stufen von Proteasen) auslost. Seit 1987 geht man davon aus, dass es in der frithen
Phase der Pankreatitis zu einer Umverteilung der CTSB-Aktivitit von den Lysosomen
in das sekretorische Kompartiment der Azinuszelle kommt. Ziel meiner Arbeit war es,
diese Umverteilung am Modell der Caerulein-induzierten Pankreatitis in FVB-Mé&usen
néher zu untersuchen. Dafiir nutzte ich die Methode der subzelluldaren Fraktionierung,
die mittels Sucrosegradient und verschiedener Zentrifugierungsschritte die Komparti-
mente (Zymogene, Lysosomen und Cytosol) der Azinuszelle ihrer Dichte nach trennt. In
den einzelnen Kompartimenten habe ich sowohl fluorometrisch die Aktivitdt, als auch
mittels Western Blot den Proteingehalt von CTSB im Verlauf der Pankreatitis gemes-
sen. Erganzend untersuchte ich die Prozessierung der Hydrolase unter Verwendung eines
neuen hochspezifischen Inhibitors (NS-196-CTSB-Inhibitor) von Cathepsin B. Meine Er-
gebnisse bestdtigen die Aktivitdtsumverteilung des CTSB von der lysosomalen Fraktion
unter physiologischen Bedingungen in die Zymogengranula-angereicherte Fraktion in der
Pankreatitis bereits nach 1h. Dariiber hinaus zeigte sich eine signifikante Erhohung der
Gesamtaktivitdt in der frithen Phase der Erkrankung. Der CTSB-Proteingehalt blieb
allerdings in der genannten Zeitspanne in den drei Kompartimenten mehr oder weniger
unverandert und stieg erst nach 8h an. Weiterhin konnte ich feststellen, dass die Pro-
zessierung von CTSB hauptséchlich im lysosomalen und sekretorischen Kompartiment
der Azinuszelle stattfindet und sich wahrend der akuten experimentellen Pankreatitis
nicht erhéht. Im Cytosol fand sich trotz erheblicher Proteinmengen nur wenig prozes-
siertes CTSB und kaum messbare Aktivitdt. Diese Ergebnisse lassen daher den Schluss
zu, dass die Umverteilung der CTSB-Aktivitiat weder auf einer Kompartimentverschie-
bung von Protein noch auf einer veranderten Prozessierung des Enzyms basiert, sondern
auf einer Zunahme der Aktivitat der gleichen Menge von prozessiertem CTSB. Insofern
erfolgt keine Umverteilung des Proteins CTSB in das sekretorische Kompartiment, noch
eine verdnderte Prozessierung von CTSB im sekretorischen Kompartiment, sondern eine
Zunahme der Aktivitdt von CTSB in diesem Kompartiment. Mogliche Ursachen hier-
fiir wiren eine Anderung der biophysikalischen Umgebung (z.B. pH, Ca™) oder eine

Verinderung im Gehalt physiologischer CTSB-Inhibitoren (z. B. Cystatine).
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A Ampere

Ala Alanin

AMC 4-amino-methylcoumarin
Arg Arginin

BSA Bovine Serum Albumin

C Cytosol

CA-030/-074 Cathepsin B-Inhibitoren
CaCl, Calciumchlorid

CCK Cholecystokinin

CD cluster of differentitation
CFTR Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator
CPI Cystein-Protease-Inhibitoren
CTRC Chymotrypsin C

CTSB Cathepsin B

CTSL Cathepsin L

Da Dalton

DAPI 4” 6-Diamidin-2-phenylindol
DMEM “Dulbeccos Modified Eagle Medium”
DMSO Dimethylsulfoxid

DTT Dithiolthreitol

E-64 Cathepsin B-Inhibitor

ECL Elektrochemilumineszenz
EDTA Ethylendiamintetraessigsaure
Em Emission

et al. und andere

Ex Exitation

FVB Mausestamm

g Erdbeschleunigung

GRAMP granule membrane protein
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