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1 Einleitung

1.1 Die akute Pankreatitis

1.1.1 Anatomie und Physiologie des Pankreas

Das Pankreas (Bauchspeicheldriise) ist ein sekundar retroperitoneal gelegenes
Organ des Abdomens, das sich zwischen Duodenum und Milz dorsal des Bauchfells
(Peritoneum) befindet. Seine Lange betragt beim Menschen etwa 13 bis 18 cm, es
wiegt 70 bis 80 g und gliedert sich in drei Abschnitte, den Pankreaskopf (Caput
pancreatis), -kdrper (Corpus pancreatis) und -schwanz (Cauda pancreatis). Es ist
exo- und endokrine Drlse zugleich, die sowohl Verdauungsenzyme als auch
Hormone produziert. Die Verdauungsenzyme gelangen Uber den Ductus
pancreaticus major (Wirsung-Gang) gemeinsam mit dem Ductus choledochus, der
den Gallensaft transportiert, an der Papilla duodeni major (Vater-Papille) in die Pars
descendes des Duodenums. Bei etwa 40% findet sich ein weiterer
Pankreasausfihrungsgang (Ductus pancreaticus accessorius), der Uber die Papilla
duodeni minor (Santorini-Papille) ebenfalls ins Duodenum mindet.

Das Pankreas entwickelt sich embryologisch aus dem Entodermrohr. Dabei
entstehen eine kleinere ventrale Anlage und eine gréBere dorsale Anlage, wobei sich
aus letzterer der Ductus pancreaticus minor und die Cauda pancreatis ableitet.
Sowohl das Caput und Corpus pancreatis als auch der Ductus pancreaticus major
entstammen beiden Anlagen. Die arterielle Versorgung des gesamten Organs erfolgt
ber Aste der Arteria gastroduodenalis, Arteria splenica und Arteria mesenterica
superior. Uber die Vena mesenterica superior und Vena splenica wird das vendse
Blut in die Pfortader transportiert und zur Leber abgeleitet. Der Lymphabfluss erfolgt
Uber die Nodi lymphoidei hepatici, Nodi lymphoidei mesenterici superiores und Nodi
lymphoidei coeliaci. Fir die Innervation des Pankreas ist das vegetative
Nervensystem verantwortlich. Das Ganglion coeliacum versorgt das Organ mit
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Fasern des sympathischen Nervensystems, wahrend der Truncus vagalis posterior

fur die parasympathische Versorgung verantwortlich ist (Kirsch 2014).

Ductus pancreaticus
Duodenurm, — {vereinigter Gang beider Anlagen)
Pars superior -._,_‘__:____/ )

Cauda

Ductus pancreaticus i :
[ pancreatis

accessorius, R
Durctus Santorini \
(Gangabschnitt der / -
dersalen Anlage)

Corpus
pancreatis

Dusdenum,
Pars descendens l

A.mesenterica superion

Ductus pancrealicus,
Ductus Wirsungianus
(Gangabschnitt der
ventralen Anlage)

— \.mesenterica superior

T Proc, uncinatus pancreatis
g .

Caput pancreatis ~

T Jejunum

—

= Duodenum,
Pars ascendens

Duodenum, -
Pars inferior

Abbildung 1: Anatomie des Pankreas und seine topographische Lage.

Das Caput pancreatis wird vom Duodenum umschlossen, wédhrend sich die Cauda
pancreatis in die andere Richtung verjingt und fast bis zur Milz (nicht dargestellt) reicht. Zur
Présentation des Gangsystems wurde das Pankreas teilweise aufgeschnitten gezeigt.
Ansicht von ventral [A. = Arteria, V. = Vena, Proc. = Processus] (aus: Schiinke et al. 2015; S.
261).

Der Uberwiegende Anteil des Pankreas besteht aus exokrinem Gewebe. Der hierflr
kennzeichnende Zelltyp ist die Azinuszelle (Abbildung 2). Diese ist polar aufgebaut
und besteht aus einem basolateralen Abschnitt sowie einem apikalen Pol. Im
basolateralen Teil ist vor allem das raue endoplasmatisches Retikulum lokalisiert,
welches flr die Proteinsynthese von Bedeutung ist. In der apikalen Region finden
sich neben dem Golgi-Apparat viele Sekretgranula, die inaktive Enzymvorlaufer,
sogenannte Zymogene, enthalten. Zentral ist ein groBer runder Zellkern flr diese
Zellen typisch (Ldllmann-Rauch und Asan 2015). Fir die Synthese von Proteinen
werden zunachst Aminosduren in die Zelle aufgenommen, die im rauen
endoplasmatischen Retikulum zu Proteinen zusammengesetzt werden. Danach
gelangen diese in den Golgi-Apparat, wo eine Trennung nach lysosomalen Proteinen
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(abhangig von Mannose-6-phosphat-Rezeptoren) und Proteinen, die sekretiert
werden sollen, vorgenommen wird. Letztere verlassen den Golgi-Apparat und
werden in Vakuolen organisiert, in welchen sie kondensieren und einem niedrigem
pH-Wert ausgesetzt sind. Die so entstandenen Zymogengranula werden in der
apikalen Region der Azinuszelle gespeichert (Marino und Gorelick 2012). Durch
Verschmelzung der Granula mit der Zellmembran wird der Inhalt freigegeben. Dieser
Vorgang wird Exozytose genannt und erfolgt auf den Reiz hormoneller oder nervaler
Stimuli. Dazu zahlen CCK (Cholezystokinin), Acetylcholin, Carbachol, GRP (gastrin-
releasing peptide) oder VIP (vasoaktives intestinales Peptid). Kalzium wird hierbei als
wichtigster sekundarer Botenstoff der Sekretion betrachtet. Bereits flinf Minuten nach
Stimulation kann eine beginnende Exozytose aus den Azinuszellen beobachtet
werden, welche innerhalb von 30 bis 60 Minuten etwa 10 bis 20% der in ihren
Vesikeln gespeicherten Enzyme freisetzen (Marino und Gorelick 2012). Im Pankreas
sind 15 bis 100 Azinuszellen kreisférmig in Azinuskomplexen angeordnet (Abbildung
2), deren apikale Zellpole durch tight junctions verbunden sind (Marino und Gorelick
2012; Dintzis und Liggitt 2012) und mit Mikrovilli in ein Lumen ragen. Basal liegt die
Basallamina an (Dintzis und Liggitt 2012). Uber in das Lumen hineinragende
(zentroazindre) Schaltstlicke und intralobulare Ausfiihrungsgange, die auf den Reiz
von Sekretin Bikarbonat und Wasser produzieren, gelangt das Pankreassekret
schlieBlich in den Ductus pancreaticus major oder minor und so ins Duodenum.
Zwischen den Azinuszellen finden sich auch Pankreas-Sternzellen, die zur
vermehrten Bildung von Bindegewebe im Rahmen einer Fibrose beitragen. Weiterhin
kommen im Epithel des Gangsystems Stammzellen vor, aus denen wieder exo- und
endokrine Pankreaszellen hervorgehen kdnnen (Lullmann-Rauch und Asan 2015).



| ——— Zymogengranula
| —— Lysosom

| ———— Zytosol

Golgi-Apparat

| ——— Zellkern
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Abbildung 2: Mikroskopischer Aufbau des exokrinen Pankreas.

[a] Schematische Zeichnung einer pankreatischen exokrinen Azinuszelle. Am apikalen
Zellpol (links oben) befinden sich typischerweise sekretorische Zymogengranula, wéhrend
etwas weiter mittig bis basolateral die Lysosomen lokalisiert sind. Zentral findet sich ein
groBer runder Zellkern, der vom rauen endoplasmatischen Retikulum, dem Golgi-Apparat
und Mitochondrien umgeben ist. [b] Darstellung eines Azinuskomplexes, der aus mehreren
Azinuszellen gebildet wird. Deutlich erkennbar ist das durch die Zellen geformte Lumen, in
welches die Enzyme sekretiert und von den zentroazindren Schaltstiicken abtransportiert
werden. [c] Mikroskopischer Ausschnitt aus dem Pankreas. Es Uberwiegen die exokrinen
Azinuszellen, die teilweise von BlutgefdBen, Bindegewebe und Ausflihrungsgédngen
umgeben sind. Auch eine Langerhans-Insel als endokriner Teil ist abgebildet (modifiziert
nach (Kirsch 2014, Marino und Gorelick 2012).



Das taglich vom Pankreas sezernierte Sekret umfasst rund zwei Liter einer
dinnflissigen, enzymreichen Ldésung mit einem durch Bikarbonate geschaffenen
alkalischen pH-Wert von 8,0. Dieser ist nétig, um den sauren Chymus des Magens
zu neutralisieren und so das richtige Milieu fir die Pankreasenzyme zu schaffen
(Lallmann-Rauch und Asan 2015). Im menschlichen Pankreassaft sind rund 20
verschiedene Proteine enthalten. Die dazu z&hlenden Enzyme spalten Proteine
(=Proteasen, zum Beispiel Trypsin, Chymotrypsin, Elastase, Carboxypetidase A und
B und Protease E), Kohlenhydrate (=Glykosidasen, zum Beispiel a-Amylase), Lipide
(=Lipasen, zum Beispiel Cholesterolesterase, Phospholipase A) und Nukleinsduren
(=Nukleasen, zum Beispiel Ribonukleinsdure und Desoxyribonucleinsaure).
Weiterhin finden sich im Sekret auch andere Stoffe wie Trypsininhibitoren,
Lithostatine, Glykoprotein 2, Natrium, Chlorid, Kalzium und Wasser (Kirsch 2014;
Marino und Gorelick 2012).

Endokrine Zellen machen mit ca. 2% den weitaus geringeren Anteil des
funktionell aktiven Pankreas aus. Im gesamten Organ sind etwa eine Million
inselférmiger  Zellaggregrate zu finden, wobei diese Uberwiegend im
Pankreasschwanz lokalisiert sind und auch Langerhans-Inseln genannt werden
(Abbildung 2). Zu etwa 70% bestehen diese Inseln aus B-Zellen, die Insulin
produzieren und Uber eine Steigerung der zellularen Glukoseaufnahme den
Blutzuckerspiegel senken. Die A-Zellen stellen mit etwa 20% die zweitgroBte
Zellpopulation dar. Das von ihnen synthetisierte Hormon Glukagon wirkt
antagonistisch zu Insulin, indem es den Blutzuckerspiegel durch die Freisetzung und
die Neusynthese von Glukose anhebt. Daneben kommen zu etwa 5% D-Zellen vor,
die Somatostatin produzieren, und PP-Zellen, die das pankreatische Polypeptid
ausschatten (Ldllmann-Rauch und Asan 2015).

1.1.2 Definition, Inzidenz und Ursachen der akuten Pankreatitis

Eine Entzindung der Bauchspeicheldrise (Pankreatitis) kann akut oder chronisch

verlaufen. Wahrend die chronische Pankreatitis als Folge wiederholter akuter
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Schibe, einer Gangobstruktion oder autoimmuner Prozesse betrachtet wird, ist die
akute Pankreatitis eine plotzlich eintretende entzindliche und primér sterile
Erkrankung der Bauchspeicheldriise, deren Schweregrad deutlich variieren und
andere (extrapankreatische) Organe mit beeinflussen kann (Halangk und Lerch
2005; Kloppel et al. 2012). Bereits Ende des 19. Jahrhunderts wurde vom
Pathologen Hans Chiari vermutet, dass die akute Pankreatitis Folge einer
Selbstverdauung des Organs sei und der Schaden durch die eigenen synthesisierten
Verdauungsenzyme bedingt ist (Chiari 1896).

Eine akute Pankreatitis ist ein haufiges gastroenterologisches Krankheitsbild
und in westlichen Industriestaaten einer der haufigsten Hospitalisationsgriinde
gastrointestinaler Ursache. Mit einer Inzidenz von 13 bis 45 Fallen pro 100 000
Einwohner sind Manner und Frauen gleichermafBen betroffen. Die in den letzten
Jahren verzeichnete Zunahme der Inzidenz der akuten Pankreatitis ist einerseits auf
den erh6hten Anteil Ubergewichtiger Patienten zurlckzuflhren, da Adipositas das
Risiko fiir Gallensteine erhéht, andererseits auch auf sensitivere Testverfahren, die
bereits milde Formen detektieren kénnen. Die Mortalitat dieser Erkrankung ist mit
etwa 1% relativ gering. Das Risiko, eine Pankreatitis zu entwickeln, scheint innerhalb
der schwarzen Bevoélkerung um etwa zwei- bis dreifach héher zu sein (Yadav und
Lowenfels 2013).

Zu den Hauptursachen der akuten Pankreatitis zdhlen Gallensteine und
Alkoholabusus (Yadav und Lowenfels 2013). Als weitere Ursachen werden eine
Hypertriglyzeridamie, Diabetes mellitus Typ 2, Schock mit nachfolgender Ischamie
des Organs, abdominelle Traumen und Operationen, Autoimmunerkrankungen,
anatomische Fehlbildungen wie Pancreas anulare oder Gangobstruktionen und
seltener eine Hyperkalziamie, etwa bei primarem Hyperparathyreoidismus benannt
(Kléppel et al. 2012; Yadav und Lowenfels 2013). Ebenso ist bei zahlreichen
Arzneimitteln beschrieben, dass sie als unerwiinschte Nebenwirkung eine akute
Pankreatitis auslésen kénnen. Mittlerweile sind Gber 100 verschiedene Medikamente
als potentielle Ausléser bekannt, wie zum Beispiel Amiodaron, Fibrate, Diclofenac,
Isoniazid, Furosemid, Enalapril, Metformin, Prednisolon, Cyclosporin (Badalov et al.
2007; Nitsche et al. 2012). Auch eine ERCP kann Ausléser einer akuten Pankreatitis,
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der sogenannten post-ERCP Pankreatitis, sein (Yadav und Lowenfels 2013). ERCP
steht flr fir endoskopische retrograde Cholangiopankreatikografie, bei der durch ein
Endoskop eingebrachtes Kontrastmittel in die Papilla duodeni major gespritzt wird
und so retrograd das Pankreas- sowie das Gallengangssystem dargestellt werden
kann.

Mittlerweile ist bekannt, das bestimmte somatische Mutationen oder auch
Polymorphismen fir die akute bzw. akut rekurrierende und vor allem die chronische
Pankreatitis pradisponieren (Yadav und Lowenfels 2013; Kldppel et al. 2012;
Whitcomb et al. 1996). So wurde gezeigt, dass Patienten mit einer akuten
Pankreatitis signifikant 6fter von einer Mutation im SPINK 1- (Serinprotease-Inhibitor
Kazal-Typ 1) Gen betroffen sind und auch haufiger ein schweres Erkrankungsbild
oder rezidivierende Pankreatitiden entwickeln. Fir Mutationen im CFTR- (cystic
fibrosisis transmembrane conductance regulator) oder CTRC- (Chymotrypsinogen)
Gen konnten bislang kein signifikant haufigeres Auftreten einer akuten Pankreatitis
nachgewiesen werden (Koziel et al. 2015). Experimentell kann durch Acetylcholin
oder CCK eine Art "Uberstimulationspankreatitis" hervorgerufen werden (Marino und
Gorelick 2012).

1.1.3 Pathophysiologie der akuten Pankreatitis

Auf zellulérer bzw. subzellularer Ebene finden sich bereits im friihen Stadium dieser
Entzindung Veranderungen. Ein Azinuszellschaden entsteht unter anderem durch
VergréBerung des endoplasmatischen Retikulums, den Verlust der Zellpolaritiat und
Ruptur der apikalen Zellmembranen, wobei die basolaterale Membranen anfangs
intakt bleiben (Lerch et al. 1992). Auch eine Vakuolenbildung im Zytoplasma ist
innerhalb der ersten Stunden zu beobachten. Dazu finden sich teilweise apoptotische
und nekrotische Zellen. Aus postkapillaren GefaBen wandern vor allem
polymorphkernige Leukozyten ein. Das intra- und interlobuldre Pankreasédem wird
von einer VergroBerung des interstitiellen Raumes begleitet (Sandoval et al. 1996).

Dadurch erhdht sich auch das Gewicht des Organs deutlich (Brady et al. 2002).
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Makroskopisch fallen das Odem des Pankreas und Nekrosen im vorwiegend
peripankreatischen Fettgewebe auf. Je nach Ausmal konfluieren die Nekrosen und
erreichen GeféBBe, was zu Blutungen und hdmorrhagischem Aszites fihrt. Werden
Azinuszellen und Gange des exokrinen Pankreas nekrotisch, kann aggressives

Pankreassekret ungehindert austreten (Kldppel et al. 2012).

1.1.4 Die Bedeutung der vorzeitigen Proteasenaktivierung

Die vorzeitige Aktivierung von Trypsinogen zu Trypsin stellt die Schllsselreaktion zur
Entstehung der akuten Pankreatitis dar. Im physiologischen Zustand findet die
Trypsinogenaktivierung im Duodenum durch das Enzym Enterokinase statt und leitet
die Aktivierung weiterer Verdauungsproteasen ein (Maroux et al. 1971). Trypsinogen
wird durch Abspaltung des Trypsin-Aktivierungs-Peptides (TAP) an der Aminosaure
Isoleucin zum aktiven Trypsin konvertiert (Sendler et al. 2013b). Als Serinprotease
kann aktives Trypsin durch limitierte Proteolyse weitere Pro-Enzyme spalten und
aktivieren. Das erfolgt vorzugsweise im basischen Milieu um pH 8. Im sauren Bereich
um pH 3 ist das Enzym inaktiv (Rawlings und Salvesen 2013). Dadurch kénnen
andere  Verdauungsenzyme wie Pro-Elastase, @ Chymotrypsinogen, Pro-
Carboxypeptidase A und Pro-Phospholipase A2 aktiviert werden (Abbildung 3).



Isoleucin

Trypsinogen CTSB

. Isoleucin
Enterokinase g—

Abbildung 3: Schematische Darstellung der intrazelluldren Proteasenaktivierung.

Durch die Abspaltung des Trypsin-Aktivierungs-Peptides [TAP] von Trypsinogen durch
Enterokinase (Weg A) oder Cathepsin B [CTSB] (Weg B) wird aktives Trypsin erzeugt.
Dieses setzt im geeigneten pH-Bereich eine Kaskade in Gang, die weitere im
Pankreassekret enthaltenen Zymogene aktiviert. Cathepsin L [CTSL] inaktiviert Trypsinogen
(Weg C) durch die Abspaltung eines Trypsin-Aktivierungs-Peptides mit den weiteren
Aminoséduen Isoleucin, Valin und Glycin [TAP-IVG] (modifiziert nach: Sendler et al. 2013b;
Maroux et al. 1971, Halangk et al. 2000, Wartmann et al. 2010).

Schon seit einiger Zeit wird vermutet, dass bei einer akuten Pankreatitis zuerst die
Azinuszellen geschadigt werden (Lerch et al. 1992). Eine Theorie geht davon aus,

dass infolge einer Sekretionsblockade in den Azinuszellen eine vorzeitige
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intrazellulare Proteasenaktivierung in Gang gesetzt und das Pankreasgewebe
geschadigt wird (Lankisch et al. 2015). Auf subzellularer Ebene scheint eine
Verschmelzung von Zymogengranula mit Lysosomen vorauszugehen. Zudem
vermutet man, dass die Proteasenaktivierung kalziumabhangig verlauft und eine
intrazellulare Akkumulation von Kalzium eintritt. Wird diese unterbunden, bleibt ein
azinarer Zellschaden aus (Saluja et al. 1999). Ebenso ist mittlerweile bekannt, dass
ein lysosomales Enzym, namlich die Cysteinprotease Cathepsin B (CTSB),
Trypsinogen aktivieren kann. Dies geschieht durch Abspaltung des Trypsin-
Aktivierungs-Peptids (TAP). Umgekehrt konnte in einem Cathepsin B-defizienten
Mausmodell gezeigt werden, dass nach Induktion einer akuten experimentellen
Pankreatitis bei Fehlen von CTSB kaum noch aktives Trypsin zu finden ist (Halangk
et al. 2000). Ein anderes lyososomales Enzym, Cathepsin L (CTSL), spaltet ebenfalls
Trypsinogen, jedoch an einer anderen Stelle als CTSB. Es entsteht eine langere
Aminosaurekette, die aus dem Trypsin-Aktivierungs-Peptid (TAP) und drei weiteren
Aminosauren (IVG = Isoleucin, Valin, Glycin) besteht. Das verbleibende Trypsin wird
dabei zu einer inaktiven Form (Wartmann et al. 2010).

Um eine solche vorzeitige Aktivierung von pankreatischen Proteasen zu
vermeiden, verflgt die Azinuszelle Uber Schutzmechanismen. Dazu gehdrt die
Speicherung der Enzyme als inaktive Vorstufe in Zymogengranula, die unter
physiologischen Bedingungen nur bei Eintritt in den Dinndarm aktiviert werden.
Darlber hinaus ist die Membran dieser Granula undurchlassig fir Proteine, sodass
eine raumliche Trennung der Zymogene vom Zytoplasma mit intrazellularen
Bestandteilen erfolgt. Auch die in den Granula enthaltenen Enzyminhibitoren fir
Trypsin, die etwa 10 bis 20 % der Trypsinaktivitat blockieren, schitzen vor vorzeitiger
Aktivierung. Nicht zuletzt tragen auch die Kondensation der Zymogene und der
niedrige pH-Wert zur gehemmten Enzymaktivitdt bei. Im Falle einer vorzeitigen
Enzym-Aktivierung kdnnen diese sezerniert oder von anderen Enzymen, die aus den
sekretorischen Granula selbst oder aus den Lysosmen stammen, abgebaut werden.
Bei einer akuten Pankreatitis reichen all diese Schutzmechanismen nicht mehr aus
und aktive Enzyme richten Schaden an (Marino und Gorelick 2012).
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1.1.5 Die Rolle der Immunantwort

Die mit einer akuten Pankreatitis einhergehende Ilokale und systemische
Immunantwort hat einen Einfluss auf den Schweregrad der Erkrankung. In den
Azinuszellen findet sich eine Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-kB, was zu
einer Freisetzung proinflammatorischer Signale fihrt und Leukozyten rekrutiert.
Diese erfolgt unabangig von der intrazelluldren Proteaseaktivierung (Sendler et al.
2013b)). Es wandern neutrophile Granulozyten und Makrophagen ein, die Zytokine
wie TNFa und IL-1, IL-6 oder IL-8 produzieren, was vermutlich keiner Beeinflussung
von Trypsin unterliegt (Lankisch et al. 2015). Dabei verursachen die neutrophilen
Granulozyten durch Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies und PMN-Elastase
einen direken lokalen Gewebeschaden. Wéahrend ersteres auch Trypsinogen
aktivieren kann, erfolgt durch letztere eine Zerstérung der azinaren Zell-Zell-Kontakte
(Sendler et al. 2013b; Mayerle et al. 2005b). Dartiber hinaus scheinen Neutrophile
eine Verschiebung von Apoptose zur Nekrose zu bewirken, was den zellularen
Schaden weiter verstarkt (Sandoval et al. 1996). Entsprechend sorgt eine
experimentelle Depletion der Neutrophilen flr einen milderen Krankheitsverlauf
(Pastor et al. 2006). Einwandernde Monozyten und Makrophagen haben &hnliche
Auswirkungen. Wahrend der akuten Pankreatitis wandern Gberwiegend Neutrophile
ein, die von wenigen Makrophagen und Lymphozyten begleitet werden (Brady et al.
2002; Sandoval et al. 1996). Im Rahmen einer tiberschieBenden Immunantwort kann
es zu einem SIRS (systemic inflammatory response syndrome), CARS
(compensatory anti-inflammatory response syndrome) und sogar zur Sepsis kommen
(Sendler et al. 2013b).

1.1.6 Klinische Aspekte der Pankreatitis

Die Klassifizierung der akuten Pankreatitis kann auf verschiedene Arten erfolgen:
Zum einen unterscheidet man zwischen einer Frihphase, die die erste Woche der

Erkrankung umfasst, und einer Spatphase, die die dartber hinausgehende
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Persistenz der Entzindungsreaktion beschreibt. Zum anderen kann der
Schweregrad der Erkrankung anhand des morphologischen Bildes erfasst werden,
das zwischen einer akuten 6dematdsen und einer akut nekrotisierenden Pankreatitis
differenziert. Eine weitere Einteilung beriicksichtigt klinische und morphologische
bzw. bildgebende Aspekte und teilt die Schweregrade in mild (kein Vorliegen von
Organversagen oder Komplikationen; Regeneration binnen einer Woche), moderat
(Auftreten eines voriibergehenden Organversagens und lokalen Komplikationen oder
Exazerbation von Co-Morbiditaten) und schwer (Vorliegen eines Organversagens
Uber 48 Stunden mit Auftreten von Nekrosen, Pseudozysten und peripankreatischen
Flussigkeitsansammlungen) ein (Banks et al. 2013). Bei der schweren Form besteht
auBerdem die Gefahr eines hypovolamischen Schocks, begleitet von Schockniere
und -lunge, da hier freigesetztes Kallikrein zu einer lang andauernden Vasodilatation
und Extravasation von FlUssigkeit fihrt (KI6ppel et al. 2012).

Die Diagnose einer akuten Pankreatitis wird anhand von drei Kriterien gestellt:
1.) Das Auftreten eines meist starken Schmerzes im Epigastrium oder linken oberen
Quadranten mit Ausstrahlung in Riicken, Brust oder Flanken.

2.) Die Erhéhung Uber das Dreifache des obersten Normalwertes der Enzyme
Amylase oder Lipase im Serum.

3.) Der Nachweis charakteristischer Merkmale in der Bildgebung durch CT mit
Kontrastmittel oder MRT (Tenner et al. 2013).

Die Therapie der akuten Pankreatitis ist zwar abhangig vom Schweregrad,
stltzt sich aber prinzipiell auf drei Therapiesaulen: Nach einer ersten Einschatzung
des hamodynamischen Zustandes sollte zu Beginn eine intensive FlUssigkeitszufuhr
(250 bis 500ml pro Stunde innerhalb der ersten zwdlf bis 24 Stunden) mit isotonen
kristalloiden Lésungen begonnen werden (Tenner et al. 2013). Daneben ist auch
eine adaquate Schmerztherapie nétig. Hierflr wird Gblicherweise die Kombination
eines Nicht-Opiod-Analgetikums mit einem zentral wirksamen Schmerzmittel
bevorzugt. Aber auch Morphin oder eine epidurale Analgesie werden zur suffizienten
Schmerzbekampfung verwendet, wobei letzteres sogar eine beeintrachtigte
Mikrozirkulation des Darms verbessern und einem lleus vorbeugen kann (Mayerle et
al. 2005a).
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Prinzipiell sollte bei jeder Form der akuten Pankreatitis eine frihzeitige
enterale Erndhrung begonnen werden. Bei Patienten mit einer milden Pankreatitis
kann in der Regel sofort mit oraler Nahrungsaufnahme begonnen werden, sobald die
abdominellen Schmerzen ricklaufig sind und der Patient den Wunsch nach Essen
auBert (Teich et al. 2010). Hier wird die Verwendung von fettarmer Schonkost
empfohlen. Patienten mit einer schweren Pankreatitis missen intensiver Uberwacht
werden, zum Beispiel auf einer Intensiv- oder Wachstation. Von einer generellen
Antibiotikaverwendung wird abgeraten. Diese sollte nur bei infiziertem Nekrosen oder
anderen begleitenden Infektionen begonnen werden. Auch hier wird die enterale der
parenteralen Erndhrung vorgezogen, wobei auch Magen- und Jejunalsonden
verwendet werden kénnen.

Da die biliare Pankreatitis eine haufige Form darstellt, missen die Patienten
auf das Vorhandensein von Gallensteinen untersucht werden. Dies gelingt in den
meisten Féllen mithilfe einer transabdominellen Abdomensonographie, in
ausgewahlten Fallen auch durch endoskopischen Ultraschall (EUS) oder einer
Magnetresonanz-Cholangiopankreatikografie (MRCP). Intraduktale Konkremente
werden in der Regel durch die ERCP entfernt. Um das Auftreten einer Pankreatitis
nach einer ERCP zu verhindern, kommen in bestimmten Féllen pankreatische Stents
und NSAR zum Einsatz (Tenner et al. 2013).

1.2 Cathepsin C

1.2.1 Expression, molekulare Struktur und Funktion

Das lysosomale Enzym Cathepsin C (CTSC; EC 3.4.14.1) wird synomym Dipeptidyl-
Peptidase 1 bezeichnet. Ein bei der Entdeckung initial separat benanntes Cathepsin
J stellte sich ebenfalls als Cathepsin C heraus (Nikawa et al. 1992). Cathepsin C
gehoért wie Cathepsin B und L zur Familie der Cysteinproteasen, ist aber im

Gegensatz zu den beiden anderen Cathepsinen eine Exopeptidase. Diese Proteasen
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haben die Fahigkeit, Peptidbindungen mittels der Sulfydrylgruppe eines Cysteins zu
spalten. Genauer kann Cathepsin C in die Subgruppe C1A des Clans CA klassifiziert
werden. Der Clan CA beinhaltet Gber 20 Familien, wobei die Familie C1A auch
Papain-Subfamilie genannt wird und meist monomere lysosomale Endo- und
Exopeptidasen aus Viren, Bakterien, Pilzen, Protozoen sowie dem Tier- und
Pflanzenreich umfasst (Rawlings und Salvesen 2013). Cathepsin C wurde erstmals
1948 aus Schweinenieren isoliert (Gutmann und Fruton 1948) und konnte
mittlerweile in vielen Geweben verschiedener Saugetiere wie der Maus (McGuire et
al. 1997), der Ratte (Ishidoh et al. 1991) oder dem Menschen (Paris et al. 1995)
nachgewiesen werden. GroBe Mengen dieses Enzyms finden sind bei der Maus in
Milz, Lunge, Leber sowie Dinn- und Dickdarm. Eine geringe Expression ist im
Knochenmark, Magen, Thymus und der Niere beschrieben, wohingegen in Herz und
Gehirn Cathepsin C kaum detektiert wird (Pham et al. 1997). Im menschlichen
Gewebe findet sich in Lunge, Nieren und Plazenta eine hohe Cathepsin C
Expression, wahrend in Dinn- und Dickdarm, Milz und Pankreas diese etwas
geringer ist. Noch geringere Mengen werden in Herz, Hoden oder Ovar, den
peripheren Blutleukozyten, Thymus, Prostata, Leber, Skelettmuskulatur und Gehirn
beschrieben (Rao et al. 1997). Auch zahlreiche Immunzellen enthalten Cathepsin C,
wie etwa Granulozyten, Lymphozyten, NK-Zellen, myeloide Zellen, Monozyten,
Alveolarmakrophagen, Schaumzellen und Mastzellen (Rao et al. 1997; Wolters et al.
2001; Herias et al. 2015; McGuire et al. 1992, 1993). Bei T-Zellen weisen
insbesondere die CD8+ zytotoxischen Zellen eine besonders hohe Expression auf
(McGuire et al. 1993). Die Stimulation dieser Zellen fihrt zu einer deutlichen
Expressionssteigerung von Cathepsin C. Demgegenuber ist in unstimulierten CD4+
T-Zellen eine sehr viel geringere Expression zu beobachten (Brown et al. 1993).
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Abbildung 4: Molekulare Struktur von Cathepsin C.

Dargestellt ist ein Modell des reifen tetrameren Cathepsin C-Enzyms mit einem Durchmesser
von etwa 80 A [a. Es bestehent aus vier gleichartigen Untereinheiten, wobei die
papaindhnlichen Strukturen (blau), die "exclusion domain” (rot, gelb und orange) und das
aktive Zentrum unterteilt werden kénnen. In [b] findet sich ein Cathepsin C-Dimer
(Farbgebung wie [a]). Zwei dieser Dimere bilden das Tetramer (modifiziert nach: Turk et al.
2001).

Das aktive Cathepsin C (Abbildung 4) hat die Form einer abgeflachten Kugel mit
einem Durchmesser von ca. 80 A, in deren Mitte sich eine runde Hdhle mit einem
Durchmesser von etwa 20A befindet (Turk et al. 2001). Es ist ein sogenanntes
Homotetramer mit einer molekularen Masse von 200 kDa (Dolenc et al. 1995) und
besteht aus vier identischen Monomeren, die sich aus je drei Teilen
zusammensetzen: Zwei Teile bilden eine "Papain-ahnliche" Struktur und sind Tell
des katalytischen Zentrums. Ein anderer Bereich hat keinerlei Ahnlichkeit mit Papain.
Dieser tragt zur Bildung der tetraedischen Struktur bei. Er ist ein besonderes
Merkmal dieses Cathepsins, wird auch "exclusion domain" genannt und sorgt fiir die
Dipeptidyl-Aminopeptidase-Aktivitdt des Enzyms. Das reife Cathepsin C verflgt Uber
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vier katalytische Zentren (Turk et al. 2001). In diesen liegen verschiedene
Aminosauren wie Asparaginsaure, Glutamin, Serin, Glycin, Asparagin, Histidin und
Cystein, die fir die Substratinteraktionen verantwortlich sind und auch
Bindungstellen fur kleinmolekulare Inhibitoren beinhalten (Melgaard et al. 2007).
Substrate sind Dipeptide wie zum Beispiel Glycin-Arginin oder Glycin-Phenylalanin
(McDonald et al. 1969b; Thong et al. 2011; Li et al. 2009; Tran et al. 2002). Bevor
Cathepsin C als Tetramer vorliegt, wird es als Aminosauresequenz mit einem N-
terminalen Signalpeptid, einem Propeptid, und dem eigentlichen Enzymbereich am
COOH-Ende synthetisiert (Ishidoh et al. 1991). Das Propeptid blockiert das aktive
Zentrum des Enzyms und wird bei dessen Aktivierung und Formation zum Tetramer
abgespalten. Bei dem Monomer ist bisher keine proteolytische Aktivitat bekannt. In
Zymogenen findet sich die dimere Form, die durch Verschmelzung von zwei
Monomeren entstanden ist (Turk et al. 2001). Das reife Cathepsin C ist schlieBlich
ein Tetramer aus zwei Dimeren (Rawlings und Salvesen 2013; Turk et al. 2001),
wobei die Oligomerisation zum Tetrapeptid schon vor dem Eintritt in das Lysosom
stattfindet. Die Sortierung in das lysosomale Kompartiment erfolgt Mannose-6-
phosphat vermittelt (Muno et al. 1993).

Als "Dipeptidyl-Peptidase" spaltet Cathepsin C am N-terminalen Ende eines
Proteins Dipeptide ab. Diese Dipeptidyl-Peptidase-Aktivitdt wurde schon frih an
Glucagon als Substrat beobachtet, wobei hier Cathepsin C bei einem pH-Optimum
von 6,3 Schritt flr Schritt die ersten acht Dipeptide abspalten konnte (McDonald et al.
1969a). Auch an Insulin und B-Corticotropin als weitere CTSC Substrate wurde diese
hydrolytische Aktivitat gezeigt, die allerdings durch die Aminosaure Prolin nach flnf
Dipeptiden gestoppt wird (McDonald et al. 1969b). Bei basischen Aminosauren wie
Arginin zeigen sich ahnliche Effekte (McGuire et al. 1992). Dipeptide, die die
Aminosaure Isoleucin enthalten, werden ebenfalls nicht durch Cathepsin C
angegriffen (Tran et al. 2002). Weiterhin wird Cathepsin C eine geringe
Endopeptidaseaktivitdt (Kuribayashi et al. 1993; Wolters et al. 2000) und
Transferaseaktivitat (McGuire et al. 1992) zugeschrieben. Cathepsin C ist innerhalb
einer recht groBen pH-Spanne von 4,5 bis 6,8 enzymatisch aktiv (McGuire et al.
1992), wahrend es bei héheren pH-Werten von 6,8 bis 7,7 eher als Transferase aktiv
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ist (Rawlings und Salvesen 2013). Eine Endopeptidaseaktivitat findet sich bei einem
pH 5,5 und 7,5 (Wolters et al. 2000).

1.2.2 Die Familie der Cathepsine und die Interaktion mit anderen Cathepsinen

Die Bezeichnung Cathepsin kommt von dem griechischen Wort "kathepsein" was
"Verdauen" bedeutet. Es umfasst Proteasen, die in einem leicht sauren Milieu
enzymatisch aktiv sind (Turk et al. 2012). Zur Familie der Cathepsine gehdren
sowohl Cystein-, Serin- als auch Aspartatpeptidasen, wobei erstere die gréBte und
am besten untersuchte Gruppe darstellt. Lediglich Cathepsin G ist eine
Serinprotease, wahrend Cathepsin D und Cathepsin E zu den Aspartatproteasen
gerechnet werden. Zu den Cysteinproteasen zahlen die Cathepsine B, F, H, L, K, O,
S, V, Wund X und das in dieser Arbeit ndher untersuchte Cathepsin C (Kuester et al.
2008). Cathepsine sind hauptsachlich lysosomal lokalisierte Proteasen, aber werden
zu einem geringeren Teil aber auch in anderen Zellkompartimenten wie dem Zellkern
oder dem Zytoplasma gefunden. Die meisten Cysteincathepsine sind
Endopeptidasen, wahrend Cathepsin C und Cathepsin X sogenannte Exopeptidasen
sind (Turk et al. 2012). Sie werden als inaktive Vorstufen synthetisiert und tber eine
intermediare Form weiter zum aktiven Enzym prozessiert. Dabei haben sie wichtige
Funktionen bei zahlreichen physiologischen und pathophysiologischen Vorgangen
wie z.B. bei Entzindungen oder in der Tumorbiologie (Kuester et al. 2008). lhre
vielfaltigen Funktionen umfassen unter anderem die Aktivierung von Zymogenen,
den Abbau von Proteinen im Rahmen des Zelltodes, die Differenzierung von
Keratinozyten, die Angiogenese sowie die Prozessierung und Prasentation von
Antigenen. Eine Hemmung der Cysteincathepsine erfolgt meist durch kleine
Molekile, die ihren Substraten ahneln und so das aktive Zentrum blockieren. Auch
die abgespaltenen Propeptide haben inhibitorische Eigenschaften. Unter
physiologischen Umstanden sorgen vier verschiedene Inhibitortypen (emergency-

type, treshold-type, buffer-type und delayed-type) flr die Balance der
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Cathepsinaktivitdt. Zu ihnen z&hlen Cystatine, Stefine, Kininogene, Thyronine und
Serpine (Turk et al. 2012).

Innerhalb verschiedener Cathepsine sind zahlreiche Interaktionen bekannt.
Einige wichtige und insbesondere Cathepsin C betreffende sind in der unten
stehenden Abbildung dargestellt (Abbildung 5).

> Pro-CTSB
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Abbildung 5: Schematische Dastellung der Interaktionen von Cathepsin C [CTSC] mit

anderen Cathepsinen.

Cathepsin C kann durch Spaltung der Proform [Pro-CTSC] durch Cathepsin L [CTSL] und
etwas schwécher durch Cathepsin S [CTSS] aktiviert werden. Cathepsin D [CTSD] hingegen
degradiert Cathepsin C. Eine Autoaktivierung durch Cathepsin C oder deren Proform ist
ebenso wenig bekannt wie eine direkte Aktivierung durch Cathepsin B [CTSB] (Dahl et al.
2001). Weiterhin prozessiert Cathepsin C in der Anwesenheit von aktivem Cathepsin B die
Proform von Cathepsin B [Pro-CTSB], sodass das reife, aktive Cathepsin B entsteht (Rowan
et al. 1992). Auch die Proform von Cathepsin G wird durch Cathepsin C aktiviert (McGuire et
al. 1993; Adkison et al. 2002).

In-vitro konnte gezeigt werden, dass Pro-Cathepsin C durch Cathepsin L bei einem
pH-Wert von 4,5 aktiviert wird. Auch Cathepsin S fihrt zu einer Aktivierung,
wohingegen Cathepsin B diese Fahigkeit nicht besitzt. Cathepsin D degradiert sogar
aktives Cathepsin C. Bislang konnte nicht nachgewiesen werden, das eine
Autoaktivierung von Pro-Cathepsin C durch aktives Cathepsin C stattfindet (Dahl et
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al. 2001). Aus Untersuchungen in hdmatopoetischen Stammzellen und Immunzellen
der Lunge weiss man, dass Cathepsin S ebenfalls an der Aktivierung von Pro-
Cathepsin C beteiligt ist und dass unter Inhibition von Cathepsin S eine Reduktion
der Cathepsin C-Aktivitat um 80% zu verzeichnen ist (Hamon et al. 2016). Allerdings
zeigen in-vivo Versuche in Cathepsin S und L-defizienten Mausen, dass trotz der
Depletion dieser Enzyme immer noch eine gewisse Cathepsin C-Aktivitat vorhanden
ist. Somit kdnnen Cathepsin S und Cathepsin L nicht allein fir die Aktivierung von
Pro-Cathepsin C verantwortlich sein (Mallen-St Clair et al. 2006). Cathepsin C selbst
beeinflusst auch die Aktivierung lysosomaler Proteasen: So ist es zusammen mit
Cathepsin B an der korrekten Prozessierung zu reifem, aktivem Cathepsin B beteiligt
(Rowan et al. 1992). AuBerdem aktiviert es die Proform von Cathepsin G zum reifen

Enzym, was einen Beitrag zu den serinproteasevermittelten Entziindungsreaktionen

leistet (McGuire et al. 1993; Adkison et al. 2002; s. Kap. 1.2.3).

1.2.3 Interaktionen mit Serinproteasen und anderen Enzymen

Die Serinproteasen sind eine von sechs Gruppen der Peptidasen. Sie kdnnen
Proteine und Petide spalten, wobei sich in ihrem katalytischen Zentrum die
Aminosaure Serin findet. Bisher wurden Uber 50 Familien von Serinproteasen
identifiziert, die nach ihren Aminosauresequenzen eingeteilt wurden. Diese wurden
weiter anhand der Tertiarstruktur in 14 sogenannte "Clans" eingeordnet. Dabei
gehdren die meisten Serinproteasen, auf die Cathepsin C eine Wirkung hat, zum
Clan PA und der Familie S1. Sie zeichnen sich dadurch aus, dass sie als
Endopeptidasen meist in Vesikeln vorliegen, die sezerniert und durch die Abspaltung
eines N-terminalen Signalpeptides aktiviert werden. Diese Abspaltung kann bei
Granzym A, Granzym B, Cathepsin G, Neutrophilen-Elastase, Proteinase 3,
Chymase und Tryptase durch Cathepsin C zu einer Aktivierung fiihren (Rawlings und
Salvesen 2013).
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Cathepsin C ist in stimulierten CD8+ zytotoxischen T-Zellen zusammen mit
Granzym A in Granulae kolokalisiert und wird sekretiert (Brown et al. 1993; McGuire
et al. 1993). In Cathepsin C-defizienten Mausmodellen zeigt sich nahezu keine
Aktivitat von Granzym A und B, weshalb Cathepsin C offensichtlich sehr wichtig fir
die Aktivierung der Granzyme ist (Pham und Ley 1999). Granzym A und B liegen in
sekretorischen Vesikeln zytotoxischer Lymphozyten als Propeptide vor. Durch
Abspaltung des Propeptides werden sie aktiviert und Ubernehmen wichtige
Funktionen bei der Immunantwort von T-Zellen sowie in der durch Granula
induzierten Apotose. Ferner konnte gezeigt werden, dass in Cathepsin C-defizienten
Mausen die Aktivitat der in Neutrophilen vorhandenen Serinproteasen wie Cathepsin
G, Neutrophilen-Elastase und Proteinase 3 stark reduziert sind. Diese Enzyme sind
in den azurophilen Granula der Leukozyten lokalisiert und haben wichtige Funktionen
bei einer Inflammation wie z.B. den Abbau bakterieller Proteine, die Zellmigration, die
Steuerung der Chemokinsekretion sowie den Abbau extrazellularer Matrix. Es wird
davon ausgegangen, dass Cathepsin C diese durch Abspaltung des N-terminalen
Propeptides aktiviert (Adkison et al. 2002; Rawlings und Salvesen 2013; McGuire et
al. 1993). Klrzlich konnte eine weitere neutrophile Serinprotease (NSP 4) identifiziert
werden, die sich &hnlich den anderen verhalt: auch sie wird als Proform synthetisiert,
durch die proteolytische Aktivitdt von Cathepsin C aktiviert und in azurophilen
Granula gespeichert (Perera et al. 2012). Alle erwéhnten Serinproteasen werden bei
der Rekrutierung von neutrophilen Granulozyten freigesetzt.

Cathepsin C bewirkt in Mastzellen deren Granulation und Freisetzung von
Histamin, Serotonin und anderen Mediatoren, die eine wichtige Rolle bei allergischen
Reaktionen, der Urtikaria oder dem anaphylaktischem Schock einnehmen. In
menschlichen Mastzellen wurde nachgewiesen, dass Cathepsin C heparinabhangig
die Mastzellchymase aktiviert (Murakami et al. 1995). Cathepsin C-defiziente Mause
zeigen hingegen eine nahezu vollstandig inaktive Chymase (Wolters et al. 2001).
Chymasen umfassen eine groBere Gruppe von Enzymen, die Ahnlichkeit mit
Chymotrypsin haben und in den Vesikeln der Mastzellen vorkommen. Ihre
Funktionen sind vielfaltig. Neben der Steuerung des arteriellen Hypertonus durch
Hydrolyse von Angiotensin 1 zu Angiotensin 2 regulieren sie die Stimulation
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submukdser Driisen sowie die Degradation extrazellularer Matrix (Rawlings und
Salvesen 2013).

Tryptase ist ein weiteres von Mastzellen produziertes Enzym und wird bei
Degranulation ausgeschuttet. Es besitzt Funktionen im Rahmen der allergischen
Reaktion vom Soforttyp und wird in seiner Aktivierung von Cathepsin C gesteuert.
Verminderte Tryptasespiegel finden sich in Cathepsin C-defizienten Mausen (Wolters
et al. 2001; Rawlings und Salvesen 2013).

1.2.4 Klinische Bedeutung von Cathepsin C

Uber Cathepsin C assoziierte Erkrankungen ist noch recht wenig bekannt. Man weif3,
dass das Papillon-Lefévre-Syndrom, eine seltene autosomal-rezessive Erbkrankheit,
mit Mutationen im Cathepsin C-Gen assoziiert ist (Toomes et al. 1999). Es sind bis
zu 65 Genveranderungen beschrieben (Pallos et al. 2010), darunter Punkt- und
Missense-Mutationen sowie Deletionen (Lefevre et al. 2001), die zu dieser
Erkrankung fahren. Weltweit geht man von etwa 300 Erkrankien aus (Laine und
Busch-Petersen 2010). Bei diesen Patienten fallt auf, dass Cathepsin G, Proteinase
3 und die Neutrophilenelastase nahezu inaktiv sind und die Aktivitat der Granzyme A
und B héchstens 50% erreicht (Pham et al. 2004). Klinisch auBert sich das Papillon-
Lefévre-Syndrom durch eine seit dem ersten Lebensjahr bestehende palmare und
plantare Hyperkeratose sowie eine schwere friihzeitige Parodontopathie, die meist
zum vollstandigen Zahnausfall bis zum 15. Lebensjahr fuhrt. Als Ursache werden
gramnegative Anaerobier diskutiert, die eine Entziindung des Zahnfleisches und der
Zahne ausldésen. Auch ein vermehrtes Auftreten von Leberabszessen wird
beobachtet. Die Therapie besteht bislang aus einer sorgfaltigen Mundhygiene,
Antibiotikagabe und Zahnextraktion. Die Hyperkeratose wird meist lokal mit
antiinflammatorischen und keratolytischen Salben behandelt (Dalgic et al. 2011).
Auch das Haim-Munk-Syndrom, ebenfalls eine palmoplantare Keratose mit
Parodontose, ist auf Mutationen im Cathepsin C-Gen zurlickzuflihren. Dieses

Krankheitsbild zeichnet sich zuséatzlich durch Onychogryphosis (=krallenartige
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Krimmung des Nagels), Arachnodaktylie (=Spinnenfingrigkeit), akrale Osteolysen
und einen Pes planus (=Plattfu3) aus (Rai et al. 2010, Pschyrembel et al. 2007).

Weiterhin finden sich auch bei zahlreichen haufigeren Krankheitsbildern
Zusammenhange mit Cathepsin C: So zeigt sich in Leukozyten von an rheumatoider
Arthritis erkrankten Patienten eine Zunahme der Cathepsin C Aktivitat (Sohar et al.
2002). Erganzend dazu entwickeln Cathepsin C-defiziente Mause im Vergleich zu
Wildtypen keine oder sehr selten Symptome einer experimentell induzierten Arthritis
(Adkison et al. 2002; Hu und Pham 2005).

In der Lunge findet sich Cathepsin C vermehrt in alveoldren Makrophagen
sowie in den Mastzellen der Atemwege, wobei es sekretiert wird und so
extrazellulare Matrixproteine wie Fibronektin und Kollagenase |, Il und IV spalten
kann. Daher wird ein direkter Einfluss auf mastzellvermittelte chronische
Lungenerkrankungen wie Asthma bronchiale vermutet (Wolters et al. 2000).
Weiterhin scheint eine Splice-Variante von Cathepsin C in epithelialen
Bronchuszellen durch IL-4 und IL-13 hochreguliert zu werden. Diese beiden
Interleukine sind mafB3geblich an der Pathogenese des Asthma bronchiale beteiligt
(Matsui et al. 2002; Wills-Karp 2004). Daneben wird Cathepsin C auch in
Pneumozyten Typ 2 exprimiert (Yayoi et al. 2001) und hat vermutlich auch eine
Beteiligung bei Lungenentziindungen (Hamon et al. 2016).

Cathepsin C scheint zudem Einfluss auf vaskulare Erkrankungen zu haben. In
Cathepsin C-defizienten Mausen féllt die Entwicklung und der Schweregrad eines
experimentell induzierten Aortenaneurysmas weitaus geringer aus als in Wildtypen.
Die Ursache hierfir stellt eine geringere Anzahl eingewanderter neutrophiler
Granulozyten dar, wodurch die Wandschadigung der Aorta stark vermindert wird
(Pagano et al. 2007). Zum anderen wird eine Verminderung der Plaquebildung bei
Arteriosklerose in Aorta und Carotiden durch Cathepsin C-Defizienz beschrieben
(Herias et al. 2015).

Im Rahmen experimenteller Sepsisversuche zeigen Cathepsin C Knockout-
Mé&use eine doppelt so hohe Uberlebensrate wie Wildtypen. Der Grund hierfirr liegt in
einem héheren Gehalt von IL-6, welches unter anderem von der Mastzelltryptase
abgebaut wird, deren Aktivierung wiederum durch Cathepsin C erfolgt (Mallen-St
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Clair et al. 2004). Umgekehrt weisen Cathepsin C-defiziente Mause eine erhdhte
Anfalligkeit fir Cytomegalievirusinfektionen auf, was darauf schlieBen lasst, dass die
Virusabwehr bei Cathepsin C-Defizienz herabgesetzt ist (Andoniou et al. 2011).

Eine auf 30% reduzierte Cathepsin C-Aktivitdt wird in Fibroblasten von
Patienten beschrieben, die an der Muskeldystrophie vom Typ Duchenne erkrankt
sind (Gelman et al. 1980).

Auch bei Tumorerkankungen spielt diese Protease eine Rolle: Beispielsweise
beobachtet man eine Erhdéhung der Cathepsin C-Aktivitdt im Tumorgewebe des
Basalzellkarzinoms, wohingegen in gesunder Epidermis nur eine geringe Cathepsin
C-Expression zu finden ist (Schlagenhauff et al. 1992).

1.2.5 Cathepsin C in der Pankreatitis

Die Rolle von Cathepsin C in der akuten Pankreatitis ist bislang nicht untersucht. Es
ist eine Expression im menschlichen Pankreas beschrieben (Rao et al. 1997). Aus
cDNA Microarray und Western Blot Analysen in der pankreatischen Rattenzellinie
AR42J weiss man, dass unter Caeruleinstimulation ein zunehmender Anstieg der
RNA- und Proteinexpression in den ersten vier bis sechs Stunden stattfindet (Yu et
al. 2009). Uber seine biologische Funktion wahrend der akuten Pankreatitis ist
jedoch nichts bekannt.

1.2.6 Inhibitoren von Cathepsin C

Die Hemmung von Cathepsin C erfolgt physiologisch durch endogene Inhibitoren von
Cysteinproteasen (s. Kap. 1.2.2), von denen Cystatin C sowie Stefin A und B (Dahl et

al. 2001) und Cystatin F (Hamilton et al. 2008) die am besten charakterisierten sind.
Der die meisten Cysteincathepsine effektiv. hemmende Inhibitor E-64 (L-trans-

Epoxysuccinyl-leucylamido-(4-guanidino)-butan) hemmt Cathepsin C allerdings nur
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schwach (Turk et al. 2012). Neben endogenen Hemmstoffen existieren mittlerweile
eine Reihe synthetisch erzeugter Inhibitoren fir Cathepsin C. Gemeinsames
Kennzeichen dieser Substanzen ist, dass sie ein geringes molekulares Gewicht
haben, am Cystein 234 des aktiven Zentrums von Cathepsin C angreifen und durch
eine kovalente Bindung die hemmende Wirkung erzielen. Im Wesentlichen
differenziert man zwischen zwei Gruppen: Peptidabkdmmlingen und Nicht-
Peptidabkdmmlingen. Peptidabkdmmlinge sind die altere Gruppe, zu welcher der
erste beschriebene Inhibitor Gly-Phe-CHN, gehért. Dieser wird oft standardmaBig
eingesetzt (Hamon et al. 2016) und wurde bereits vielféltig chemisch modifiziert
(Laine und Busch-Petersen 2010). Die spater entwickelten Vinylsulfoninhibitoren
haben die Eigenschaft, Cathepsin C intrazellular zu hemmen, ohne dabei eine
Wirkung auf die Zellvitalitdt zu haben. Das macht sie beispielsweise fir eine
Verwendung in der Zellkultur einsetzbar (Korver et al. 2001). Der Entwicklung der
Allylsulfone als Vorform der Vinylsulfone folgte die Synthese von O-
Acylhydroxamaten, die sich allerdings als sehr zytotoxisch heraus stellten. Die letzte
Gruppe der Peptidabkémmlinge sind die Nitrilinhibitoren. Zu den Nicht-
Peptidabkdmmlingen z&hlen Cyanamide und Semicarbazide wie z.B. Azadipeptide
und Azatripeptide. Letztere zeigen eine reversible Hemmung, die nach etwa einer
Stunde aufgehoben ist und werden im Organismus recht schnell metabolisiert.

Ein klinischer Einsatz von Cathepsin C Inhibitoren scheiterte bislang an deren
Zytotoxizitat, wie zum Beispiel bei O-Acylhydroxamat, oder einer geringen Stabilitat
im Organismus wie etwa bei Azadi- und Azatripeptiden (Laine und Busch-Petersen
2010). Auch bei Vinylsulfonen wird eine Halbwertszeit zwischen 50 Minuten und
neun Stunden in Abhangigkeit vom pH Wert beobachtet (Korver et al. 2001). Derzeit
gelten Nitrilinhibitoren als vielversprechendste Substanzen fiir einen klinischen
Einsatz, da sie nur geringe zytotoxische Eigenschaften haben. Abkdmmlinge dieser
Nitrilinhibitoren sind bereits als orale Medikation zur Hemmung der Dipeptidyl-
Peptidase 4 zugelassen (Laine und Busch-Petersen 2010). In vivo Versuche in
Ratten zeigten fur Dipeptidyl-Nitrile allerdings eine Halbwertszeit von unter 30
Minuten (Guay et al. 2009).
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Der in dieser Arbeit verwendete Inhibitor, Gly-Phe-CHN,, ist ein
Diazomethylketon. Er wurde erstmalig 1981 als Hemmstoff von Cathepsin C
beschrieben (Green und Shaw 1981) und 1997 an der Universitat Texas patentiert.
Bereits ab einer Konzentration von 3 nM wird eine Hemmung von Uber 90 % der
Cathepsin C-Aktivitdt beschrieben, wobei ein nur geringer Einfluss auf andere
Cathepsine, wie zum Beispiel Cathepsin B oder Cathepsin H ausgeibt wird (Laine
und Busch-Petersen 2010). Auch hohere Konzentrationen von tber 3 uM fuhrten zu
keiner unspezifischen Hemmung von Cathepsin B (McGuire et al. 1993). Erst bei
100uM wird ein hemmender Effekt auf Cathepsin B beschrieben, wobei dieser erst
nach finf Stunden auftritt (Angliker et al. 1989). Gly-Phe-CHN, bindet kovalent an
das Cystein 234 des katalytischen Zentrums von Cathepsin C und interagiert mit

mehreren Aminosauren desselben. Die somit ausgeldste Blockade kann an jedem
der vier monomeren Untereinheiten des reifen Cathepsin C erfolgen (s. Kap. 1.2.1).

Dieser Inhibitor Ubt eine irreversible Hemmung aus und ist auch nach
intraperitonealer Injektion in vivo aktiv. Er dient zur Zeit als Standardinhibitor fur in
vitro und in vivo Untersuchungen der biochemischen und biologischen Eigenschaften

von Cathepsin C (Laine und Busch-Petersen 2010).
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Aufgabenstellung

Der lysosomalen Cysteinprotease Cathepsin C werden bei zahlreichen
physiologischen und pathophysiologischen Vorgangen im Organismus wichtige
Funktionen zugeschrieben (Rawlings und Salvesen 2013). Der akuten Pankreatitis
liegt pathophysiologisch eine vorzeitige Aktivierung intrazellularer Proteasen und
Einwanderung inflammatorischer Zellen zugrunde. Trypsin und die Cathepsine B und
L spielen in diesem Zusammenhang eine tragende Rolle. Ziel dieser Arbeit soll daher
die Untersuchung des Einflusses eines weiteren lysosomal exprimierten Enzyms,
Cathepsin C, sein. Der Schwerpunkt soll hier auf in-vitro sowie ex-vivo Versuche in
isolierten Azinuszellen gelegt werden.

Zunachst soll die Expression und enzymatische Aktivitat von Cathepsin C im
Pankreas sowie in isolierten Azinuszellen von Wildtyp C57BL/6N-Mausen untersucht
werden. Im weiteren Verlauf soll geklart werden, inwieweit sich die Cathepsin C-
Expression im Verlauf der akuten Pankreatitis &ndert. Dazu sollen zwei verschiedene
experimentelle Modelle verwendet werden: Einerseits erfolgen ex-vivo Versuche in
isolierten und mit supramaximalen Konzentrationen des Cholezystokinin-Analogons
CCK stimulierten Azinuszellen. Andererseits wird im Ganztier (in-vivo) eine akute
experimentelle Pankreatitis induziert. Ein weiterer Kernpunkt liegt in der
subzellularen Lokalisation von Cathepsin C und deren mdglicher Verdnderung im
Rahmen der akuten Pankreatitis. Ein dritter Abschnitt dieser Arbeit befasst sich mit
dem Einfluss eines pharmakologischen Inhibitors fir Cathepsin C auf die
Proteasenaktivierung in isolierten pankreatischen Azinuszellen. Sowohl das
fluorogene Substrat als auch der Cathepsin C Inhibitor werden in-vitro auf ihre
Spezifitat Uberpruft.

Diese Versuche sollen erste Einblicke in die mégliche Rolle von Cathepsin C
in der akuten Pankreatitis liefern und Hinweise geben, ob aus der Hemmung dieser
Protease ein therapeutischer Nutzen gezogen werden kann.
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2 Materialien

2.1 Enzyme und Substrate

Enzyme und Substrate Firma

AMC-Arg2 Bachem

Aurion BSA-c AURION Immuno Gold Reagents &
Accesoires

BSA PAN Biotech

Caerulein Bachem

Cathepsin B Calbiochem

Cathepsin C R&D Systems

Cathepsin L Calbiochem

CCK Sigma

Elastase (from porcine pancreas) Calbiochem

Enterokinase (from porcine intestine) Sigma

Gly-Arg-AMC Bachem

Gly-Phe-CHN, MP biomedicals

Kollagenase Serva

Propidiumiodid Sigma

R110-Alas invitrogen molecular probes

R110-lle-Pro-Arg

invitrogen molecular probes

R110-Phe-Arg

invitrogen molecular probes

Triton-X 100

Sigma

Trypsinogen (from bovine pancreas)

Sigma

Tabelle 1: Auflistung der verwendeten Enzyme und Substrate inkl. der Herstellerfirma.

2.2 Antikorper

Antikorper

Firma

Anti Goat HRP-linked

Jackson ImmunoResearch
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Antik6rper

Firma

Anti Mouse HRP-linked

GE Healthcare

Anti Mouse 1gG Cy3-conjugated

Jackson ImmunoResearch

Anti Rabbit HRP-linked

GE Healthcare

Anti Rabbit IgG FITC-conjugated

Jackson ImmunoResearch

Cathepsin C-Antikdrper (D6) Santa cruz
Cathepsin D-Antikérper (C-20) Santa cruz
Chymotrypsin-Antikérper (4E1) Santa cruz
GAPDH-Antikérper (mouse; monoclonal) Meridian

p115-Antikérper (mouse; monoclonal)

BD Transduction Laboratories

Trypsin-Antikorper (rabbit; polyclonal)

Chemicon international

Tabelle 2: Auflistung der verwendeten Antikérper inkl. der Herstellerfirma.

2.3 Kits

Kits

Hersteller

Chemolumineszenzsubstrate
- Super Signal™ West Pico
- Super Signal™ West Femto

Thermo scientific

LIP-Kit (Lipase Farbtest)

Cobas Roche/Hitachi

Micro BCA Protein Assay Kit

Thermo scientific

P-Amyl-Kit (Pankreas-a-Amylase)

Cobas Roche/Hitachi

Tabelle 3: Auflistung der verwendeten Kits inkl. der Herstellerfirma.

2.4 Puffer, Medien und Losungen

Puffer, Medien und L6sungen Zusammensetzung
12,5% SDS-Gel Trenngel:

37,5 Vol.% Tris (1M) pH 8.8

41,7 Vol.% Rotiphorese-Gel 30%
18,8 Vol.% aqg.dest.

1 Vol.% SDS (10%)

1 Vol.% APS (10%)
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Puffer, Medien und Lésungen

Zusammensetzung

0,1 Vol.% TEMED

Sammelgel:

12,5 Vol.% Tris (1M) pH 6.8

13 Vol.% Rotiphorese-Gel 30%
76 Vol.% aqg.dest.

1 Vol.% SDS (10%)

1Vol.% APS (10%)

0,1 Vol.% TEMED

15% SDS-Gel

Trenngel:
37,5 Vol.%Tris (1M) pH 8.8

50 Vol.% Rotiphorese-Gel 30%
10,5 Vol.% aqg.dest.

1 Vol.% SDS (10%)

1 Vol.% APS (10%)

0,1 Vol.% TEMED

Sammelgel:

12,5 Vol.% Tris (1M) pH 6.8

13 Vol.% Rotiphorese-Gel 30%
76 Vol.% aqg.dest.

1 Vol.% SDS (10%)

1Vol.% APS (10%)

0,1 Vol.% TEMED

1x Lysepuffer

2x Lysepuffer

10mM NaF

5mM Na4P207

1mM PMSF

1ug/ml Aprotinin
1mM Orthovanadate
1ug/ml Leupeptin
aq.bidest

1x NET

150mM NacCl

5mM EDTA

50mM Tris-HCI
0,05% Triton X-100

1x NET/ 0,2% Gelatine

1XNET
0,2% Gelatine

2x Laemmli (Ladepuffer Western
Blot)

125mM Tris-HCI pH 6,8
4% SDS

30% Glycerin

0,01% Bromphenolblau
10% B-Mercaptoethanol

2x Lysepuffer

50mM HEPES, pH 7,5
150mM NacCl
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Puffer, Medien und Lésungen

Zusammensetzung

1% Triton-X 100
10% Glycerin

2mM EDTA, pH 8,0
aq.bidest

Cathepsin B-Puffer

100mM Natriumacetat
5mM CacCl,

pH 5,5

10mM DTT frisch dazu

Cathepsin C-Puffer

50mM Tri-Natriumcitrat-Dihydrat
2mM DTT
pH 6

Cathepsin L-Puffer

100mM Natriumacetat
5mM CacCl,

pH 4,0

10mM DTT frisch dazu

Citratpuffer 10x

Target Retrieval Solution, Citrate pH 6, Dako

Elastasepuffer

100mM Tris pH 8; 5mM CaCl,

Isolationsmedium fur
Azinuszellpraparation

73% DMEM high Glucose

8% 100mM HEPES (in aqg.bidest.; ungepuffert)
19% von 5% BSA (in ag.bidest.)
immer frisch mit 3% HCI
Sauerstoff angereichert

angesauert

und mit

Homogenisationspuffer fir
subzellulare Fraktionierungen

240mM Sucrose
5mM MOPS
1mM MgSO4

pH 6,5

Laufpuffer fur Western Blot

25mM Tris
192mM Gilycin
0,1% SDS

Messpuffer (1x)

20% Messpuffer (5x)

Messpuffer (5x)

1% DMEM high Glucose
1% BSA

24,5mM HEPES
96mM NaCl

6mM KCI

1mM MgC|2 6H202
0,5mM CaC|2 2H202
2,5mM NaH2P04H20
11,5mM Glucose
5mM Na-Fumarat
5mM Na-Glutamat
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Puffer, Medien und Lésungen

Zusammensetzung

5mM Na-Pyruvat
pH 7,4

PBS

140mM NaCl

2,7mM KClI

0,15mM K2HPO4
7,1mm Na,HPO4*2H,0
pH 7,4

Stripping-Puffer

100mM Glycin
pH 3

TBST

20mM Tris
138mM NaCl
pH 7,6

0,1% Tween 20

TOWBIN-Puffer

25mM Tris
200mM Glycin
SDS 0,1%
20% Methanol

Tris-HCI

Tris, HCI, pH 7,5

Trypsinpuffer

100mM Tris pH 8
5mM CaC|2

Tabelle 4: Auflistung der verwendeten Puffer,

Zusammensetzung.

2.5 Chemikalien

Medien und Lésungen mit ihrer

Chemikalien Firma
3-Mercaptoethanol Sigma
Aprotinin Sigma
APS Sigma
Aurion BSA-c 10% AURION
Bromphenolblau ROTH
CaCl, Sigma
CaCl, 2H20, Sigma
DAPI Sigma
Diethylether ROTH
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Chemikalien

Firma

DMEM high glucose

ThermoFisher scientific

DMSO ROTH
DTT Sigma
EDTA Sigma
Eosin Sigma
Ethanol ROTH
Formaldehyd Uni-Apotheke
Gelatine Sigma
Glycerin ROTH
Glycin ROTH
Hamatoxylin Sigma
HCI Merck
HEPES Sigma
KCI ROTH
KoHPO4 Sigma
Leupeptin Sigma
MgCl2*6H20, Sigma
MgSOg4 Sigma
Methanol Avantor
MOPS Sigma
NaCl ROTH
NaF Sigma
Na-Fumarat Sigma
Na-Glutamat Sigma
Na,HPO,*2H,0 Sigma
NaH>PO4H-0 Merck
Na4P20- Sigma
Na-Pyruvat Sigma
Natriumacetat Merck
Natruimborhydrid Sigma
Orthovanadate Sigma
PMSF Sigma
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Chemikalien Firma
Rotiphorese-Gel 30% ROTH
SDS ROTH
Sucrose Sigma
TEMED ROTH
Tri-Natriumcitrat-Dihydrat Merck
Tris ROTH
Tween 20 Sigma
Xylol ROTH

Tabelle 5: Auflistung der verwendeten Chemikalien inkl. der Herstellerfirma.

2.6 Gerate

Gerate

Firma

Belichtungskamera fur Western Blot

FUSION FX Vilber Lourmat

Eismaschine

Scotsman AF 100

Feinwaage

Sartorius

Fluorometer

FLUOstar OPTIMA von BMG LABTECH

Fluoreszenzmikroskop

Leica DMI 6000B

Fotometer

SPECTRA max Plus

Frostblock fur Paraffinschnitte

Leica EG1150C

Heizblock

Grant Instruments

Inkubationsschrank (37°C)

Heraeus

Kleinschittler (kreisend)

VIBRAX VXR, IKA

Lichtmikroskop

AxioCam AxioPhot von Zeiss

Magnetrihrer

Variomag mono komet

Mikrotom

Leica RM2235

Multi-Funktions-Uberkopfschiittler

PTR-60; Grant Instruments

pH Meter

761 Calimatic; Knick

Pipetten 0,1ul-1000ul VWR
Rollmischer LTF Labortechnik
SDS-Gel-Apparatur PeqglLab
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Gerate Firma
TissueLyser Il Qiagen
Trans-Blot-Turbo BIO-RAD

Ultraschall-Homogenisator

Sonopuls HD 2200; Bandelin

Waage OHAUS
Wasserbad GFL 1092
Wasserbad fur Paraffinschnitte Leica
Zentrifugen Sigma 3E-1

eppendorf Centrifuge 5430
eppendorf Centrifuge 5417R

Tabelle 6: Auflistung der verwendeten Geréte inkl. der Herstellerfirma.

2.7 Sonstige Materialien

Materialien und Sonstiges

Firma

96-well-Platten

round bottom: greiner bio-one
flat bottom: cell star

C57BL/6N-Mause (mannlich)

Charles River

Deckglaser ROTH
Douncer Weite A und B ROTH
Fluorescence Mounting Medium DAKO
Glasgerate Schott, Mainz
Handschuhe GréBe S,M,L Hartmann
Kanulen (20G-28G) Braun
Mullkompressen 10cm x 10cm Fuhrmann

Nitrozellulosemembran

GE Healthcare Amersham

Objekttrager Menzel-Glaser
Operationsbesteck ROTH
PageRuler™ Prestained Protein Ladder Thermo Scientific
Parafilm Bennis
Pipettenspitzen 10pl VWR
Pipettenspitzen 100pl greiner bio-one
Pipettenspitzen 1000pl Ratiolab
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Materialien und Sonstiges Firma

Pipettenspitzen 5ml, 10ml, 25ml Sarstedt
Reaktionsgefai3 1,5ml, 2ml Eppendorf
Reaktionsgefal 15ml Sarstedt
Reaktionsgefal3 50ml FALCON

Spritze 2ml, 5ml, 10ml Braun

Spritzenfilter 0,42um ROTH

Transferpipette 3ml Sarstedt

VectaMount VectorLaboratories Inc.
Whatmann-Papier Whatmann

Tabelle 7: Auflistung sonstiger verwendeter Materialien inkl. der Herstellerfirma.

2.8 Software

Software Funktion Hersteller

AxioVision Erfassung der Zeiss
Lichtmikroskopbilder

Citavi Literaturverwaltung Swiss Academic Software

FusionCapt Advance Belichtung und Auswertung Vilber Lourmat

der Western Blots

GraphPad Prism 5

Auswertung der Enzymassays

GraphPad Software

Leica MM AF Imaging  Bearbeitung der MetaMorph
System Floureszenzbilder

Office Excel 2003 Datenauswertung Microsoft
Office PowerPoint 2003 Datenprasentation Microsoft
Office Word 2003 Textverarbeitung Microsoft

OPTIMA 2.10 Auswertung der BMG Labtech
flourometrischen Daten
Paint Erstellung einiger Grafiken Microsoft

SigmaPlot 11.0

Auswertung der
Azinuszellpraparation

Systat Software

SoftMax Pro

Auswertung von
fotometrischen Daten

Molecular Devices

Tabelle 8: Auflistung der verwendeten Software mit Funktion und Herstellerfirma.
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3 Methoden

3.1 Tiermodell

Far die tierexperimentellen Versuche wurden mannliche C57BL/6N-Mause von
Charles River verwendet, die ein Gewicht von 20 - 25 g sowie ein Alter von acht bis
zwoOlf Wochen hatten. Die Tiere wurden in Kafigen zu je finf Individuen unter
standardisierten Bedingungen gehalten und erhielten Wasser ad libitum sowie
Standardfutter. Nach einer mindestens zweiwdchigen Eingewdhnungszeit wurden die
Tiere nach einer acht- bis zwélfstindigen Nichternheitsphase mit Wasser ad libitum
fur die Experimente verwendet. Die Versorgung und Toétung der Tiere erfolgte geman
den Richtlinien der  Tierschutzversuchstierordnung  (TierSchVersV  des
Bundesministeruims der Justiz und flr Verbraucherschutz). Alle Versuche wurden
durch das Landesamt flr Landwirtschaft, Lebensmittelsicherheit und Fischerei
Mecklenburg-Vorpommern (Aktenzeichen 7221.3-1-060/14) genehmigt.

Die Enthahme des Pankreas erfolgte am getbéteten Tier durch Eréffnung des
Bauchraumes mit einer Schere, stumpfer Praparation des Pankreas-Milz-Paketes
und vorsichtiger Ablésung des Pankreas von der Milz. Wenn die Lunge bendtigt
wurde, wurde diese nach Er6ffnung des Brustkorbs heraus prapariert. Serum wurde
durch Retro-Orbitalpunktion entnommen.

3.2 Ex-vivo Modell einer akuten Pankreatitis

3.2.1 Isolation von lebenden Azinuszellen des Pankreas

Zum Praparieren von pankreatischen Azinuszellen (modifiziert nach Grosfils et al.
1993; Krlger et al. 1998) wurden je zwei Mause verwendet, um eine ausreichende
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Anzahl an Anzinuszellen zu haben. Das Pankreas wurde enthommen und in das
vorbereitete Isolationsmedium (37 °C, mit Sauerstoff angereichert, mit je 1 mg
Kollagenase pro Pankreas versetzt und mit 3% HCI leicht angeséuert) gegeben,
worin es mit einer Schere klein geschnitten wurde. Danach erfolgte eine erste
Inkubation fur 15 Minuten im 37 °C warmen Wasserbad (GFL 1092) bei 100 rpm. Im
Anschluss wurde das Isolationsmedium abgegossen, frisches Medium hinzugegeben
und die Prozedur wiederholt. Nun wurden die Zellen vorsichtig durch flnf
Pipettenspitzen mit abnehmendem Durchmesser gesptlt und so aus ihrem Verband
gelést. Die entstandene Suspension wurde durch zweilagige Gaze gegeben und 20
Sekunden bei 500 rpm (Zentrifuge Sigma 3E-1) abzentrifugiert. Nach einem weiteren
Mediumwechsel wurde die Zellsuspension wieder durch eine zweilagige Gaze
gegeben und analog abzentrifugiert. Nach Hinzugabe von frischem Medium wurden
die Azinuszellen in 15 ml Falcon-Réhrchen Uberfiihrt und bei 50 Umdrehungen/min
im 37°C Wasserbad fiir 30 Minuten ruhen gelassen. Danach wurden die Zellen
erneut abzentrifugiert, mit je 10 ml frischem Isolationsmedium versetzt und in zwei
gleich groBe Fraktionen geteilt, wobei eine mit 1 uM CCK stimuliert wurde.

Bei den Versuchsreihen mit dem Cathepsin C Inhibitor wurde bereits vor der
30- mindtigen Ruhephase die Haélfte der Zellen separiert und mit 10 uM Gly-Phe-
CHN. préa-inkubiert. Dadurch ergaben sich vier verschiedene Zellsuspensionen,
namlich eine unbehandelte (Kontrolle), eine nur mit CCK stimulierte, eine nur mit Gly-
Phe-CHN, stimulierte sowie eine mit CCK und Gly-Phe-CHN, behandelte Fraktion.

3.2.2 Enzymatische Aktivitatsmessung in isolierten Azinuszellen

Im Anschluss an die lIsolation und Aufbereitung der Azinuszellen erfolgte die
enzymatische Messung im Fluorometer. Pro Zeitpunkt wurde ein Aliquot von 1 ml
aus jeder Suspensionsfraktion enthommen, in 1,5ml Reaktionsgeféa3e gegeben und
fir 30 Sekunden bei 500 rpm unter Raumtemperatur abzentrifugiert. Der Uberstand
wurde verworfen und durch ein vorbereitetes Messmedium ersetzt. Hierflr diente der

auf 37°C vorgewarmte Messpuffer (1x), der mit den entsprechenden zellgangigen
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fluorogenen Substraten sowie Propidiumiodid versetzt worden war. Als Substrate
wurden R110-lle-Pro-Arg fir Trypsin, Gly-Arg-AMC flur Cathepsin C, R110-Alay4 far
Elastase und AMC-Arg. flr Cathepsin B verwendet. Propidiumiodid wurde zur
Bestimmung der Zellnekrose verwendet. Dabei wurde bei den Inhibitorexperimenten
die Haélfte des Messpuffers mit 10 uM Gly-Phe-CHN, angereichert, um die
Konzentration in den entsprechenden Proben aufrecht erhalten zu kénnen. Die
entnommenen und mit passendem Messmedium versetzten Zellsuspensionen
wurden mit entsprechenden Negativkontrollen in 96-Flachbodenwellplatten im
Fluorometer bei passenden Wellenldngen (Propidiumiodid Ex.: 340 nm, Em.: 620

nm; AMC- und R110-Substrate vgl. Kap. 3.7) gemessen. Weitere Proben wurden

nach 20, 40 und 60 Minuten mit dem gleichen Prinzip enthommen, behandelt und
gemessen. AbschlieBend wurden die Zellen 15 Minuten mit 3% Triton-X 100 bei
37°C inkubiert. Die Daten wurden mit SigmaPlot 11.0 ausgewertet.

Das Isolationsmedium wurde regelmdBig mit ausreichend Sauerstoff
angereichert und die Azinuszellen immer in 37°C warmen Medien gehalten. Da das
Fluorometer in der Lage ist, mehrere Wellenlangen gleichzeitig zu detektieren,
konnten in einer Messung R110- bzw. AMC-gekoppelte Substrate kombiniert

werden.

3.2.3 Herstellung von Homogenaten aus isolierten Azinuszellen

Die Isolation der Azinuszellen erfolgte wie in Kap. 4.2.1 beschrieben. Nach der 30-
mindtigen Ruhephase wurden die Zellen mit 1 pM CCK fir weitere 30 Minuten im
37°C warmen Wasserbad bei 50 rpm stimuliert. AnschlieBend wurden sie zweimal in
PBS gewaschen, das Pellet in Homogenisationspuffer lysiert und im
Ultraschallhomogenisator (Impulsstarke 50 fir 10 sec) behandelt. Als Kontrolle
dienten unstimulierte isolierte Azinuszellen.

Diese Azinuszellhomogenate konnten nun flr weitere Versuche wie etwa

fluorometrische Messungen von Enzymaktivitdten verwendet werden. Die
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Proteinmengen der so entstandenen Homogenate wurden bestimmt (s.Kap. 3.5.1),

sodass die flourometrisch gemessene Aktivititen auf Proteinmengen normiert

werden konnten.

3.2.4 Sekretionsversuche an isolierten Azinuszellen

Azinuszellen wurden nach Praparation und Ruhephase in frischem Isolationsmedium
aufgenommen und mit verschiedenen Konzentrationen von CCK fir 30 Minuten bei
Raumtemperatur im Multifunktions-Uberkopf-Schiittler bei 15 rpm stimuliert.
AnschlieBend wurden die Zellen 10 Minuten bei 20000 rcf und 4 °C abzentrifugiert

und der Uberstand fiir weitere Messungen von Amylase (s.Kap. 3.5.2) und Cathepsin

C (s. Kap. 3.7) verwendet.

3.3 In-vivo Modell einer akuten Pankreatitis

3.3.1 Die Caerulein-Pankreatitis im Zeitstrahl iiber 24 Stunden

Zur Induktion einer akuten Pankreatits (modifiziert nach Lampel und Kern 1977)
wurden Mausen stindlich 50 pg Caerulein/kg*KG intraperitoneal injiziert. Die
Versuche erfolgten in Gruppen zu je funf Tieren und den Zeitpunkten 0 Stunden
(Beginn des Versuchs), eine, acht und 24 Stunden. Die Injektionen erfolgten dabei
bis zur achten Stunde. Zu den angegebenen Zeitpunkten wurden Serum sowie
Pankreas und Lunge entnommen. Das Serum wurde nach retrobulbé&rer
Blutentnahme in einer Tischzentrifuge fUr drei Minuten bei 3000 rpm zentrifugiert, in
flissigem Stickstoff kryokonserviert und bei -20 °C bis zum weiteren Gebrauch

aufbewahrt. Pankreas- und Lungengewebe wurden sowohl kryokonserviert und bei
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-80 °C gelagert als auch in 4 % Formaldehyd fixiert und in Paraffin eingebettet. Die
anschlieBende Aufbreitung und Weiterverarbeitung wird nachfolgend beschrieben.

3.3.2 Die Aufbereitung von murinen Gewebeproben

Das kryokonservierte Gewebe wurde auf Eis in 2 ml ReaktionsgefédBe gegeben, die
bereits mit einer kleinen Metallkugel und 1x Lysepuffer geflllt waren. Die Proben
wurden im Tissue Lyser Il fir zwei Minuten mit einer Frequenz von 30/Sekunde
homogenisiert und nach einer finfminttigen Ruhepause auf Eis fir 10 Minuten bei
16000 rcf und 4 °C abzentrifugiert (Zentrifuge 5417R). Der Uberstand wurde
abpipettiert und fir weitere Messungen verwendet.

3.3.3 Die subzellulare Fraktionierung

Um das Pankreasgewebe in subzellulare Kompartimente aufzuspalten, wurde das
Zentrifugationsverfahren nach Tartakoff und Jamieson sowie Saluja et al. modifiziert
(Tartakoff und Jamieson 1974; Saluja et al. 1987). Pro Zeitpunkt wurde jeweils eine
C57BL/6N-Maus verwendet. Die akute Pankreatitis wurde wie oben beschrieben
induziert. Das Pankreas wurde nach 30 beziehungsweise 60 Minuten entnommen,
wobei flr den Null-Minuten-Zeitpunkt keine Injektion vorgenommen wurde. Das
Gewebe wurde in einen Kolben mit 5 ml eisgekihltem Homogenisationspuffer
dberfihrt und in circa 50 kleine Stlcke zerschnitten. AnschlieBend wurde die
Uberschissige  Flissigkeit abdekantiert und die Sticke mit 2 ml
Homogenisationspuffer aufgefillt. Danach wurde das Gemisch in einen Douncer
dberfihrt, in dem es je zweimal mit der Kolbenweite A und B weiter zerkleinert
wurde. Die so entstandene Zellsuspension wurde in 1,5 ml ReaktionsgeféaBen zuerst
fir 10 Minuten bei 150 rcf und 0 °C abzentrifugiert (Zentrifuge 5417R). Der
Uberstand wurde in ein neues ReaktionsgefaB3 tberfiihrt und erneut 15 Minuten bei
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470 rcf und 0 °C abzentrifugiert. Das diesmal gebildete Pellet stellt die
Zymogenfraktion dar und wurde nach Entfernung des Uberstandes kryokonserviert.
Der Uberstand wurde in einem neuen ReaktionsgefaB fiir 12 Minuten bei 12200 rcf
und 0 °C zentrifugiert und der nun entstandene Uberstand wurde als zytosolische,
das Pellet hingegen als lysosomale Fraktion kryokonserviert. Alle Proben wurden bei

-80 °C bis zur weiteren Analyse gelagert (s.Kap. 3.7 und 3.8).

3.4 In-vitro Experimente

3.4.1 Ermittlung der Spezifitat des Cathepsin C-Substrates und Inhibitors

Flr diese Experimente wurden die reinen Enzyme Cathepsin C, Trypsin, Elastase,
Cathepsin L und Cathepsin B verwendet. Deren Aktivitdt wurde stets im fir sie
optimalen Puffersystem gemessen. Fir die Erfassung der Aktivierung von Gly-Arg-
AMC (Cathepsin C Substrat) wurden je 30 pU des jeweiligen Enzyms mit 100 uM
Gly-Arg-AMC versetzt und im Fluorometer gemessen.

Zur Klarung, inwieweit der Cathepsin C-Inhibitor spezifisch fiur Cathepsin C ist
und keine anderen lysosomalen Enzyme oder Zymogene hemmt, wurden die
Enzymaktivitdten unter Verwendung ihrer spezifischen fluorogenen Substrate mit
bzw. ohne Gly-Phe-CHN, (10 pM) Uber mindestens 90 Minuten gemessen. Die
Experimente erfolgten in-vitro und wurden bis zur Messung im Fluorometer auf Eis

vorbereitet, um vorzeitige Reaktionen zu vermeiden.

3.4.2 Aktivierung von Trypsinogen

In-vitro wurde Trypsinogen (40 pg/ml) mit Enterokinase (15 mU/ml im Trypsinpuffer)

bzw. Cathepsin C (30 mU/ml im Cathepsin C-Puffer) versetzt und bei 37°C inkubiert.
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Zu Beginn sowie nach einer und drei Stunden wurden Aliquots entnommen und die
Reaktion in flissigem Stickstoff gestoppt. Als Negativkontrollen dienten Trypsinogen
im Trypsin- sowie im Cathepsin C-Puffer ohne das entsprechende Enzym. Die
weitere Analyse der Proben erfolgte auf Proteinebene mittels Western Blot (s.Kap.

3.8) und auf enzymatischer Ebene durch eine fluorometrische Messung (s.Kap. 3.7).

3.5 Fotometrische Methoden

3.5.1 Proteinmengenbestimmung

Far die Vergleichbarkeit der Proben wurden die Proteinmengen mit dem Micro BCA
Protein Assay Kit nach Anleitung in 96-well-Rundbodenplatten im Fotometer
bestimmt. Als Bezugsquelle diente eine zuvor vorbereitete Standardreihe mit BSA,
die in PBS mit Endkonzentrationen von 1500 pg/ml, 1000 pg/ml, 750 pg/ml, 500
ug/ml, 250 pg/ml, 100 pg/ml und 50 pg/ml gelést wurden. Alle Proben wurden bei
einer Absorption von 562 nm in Triplikaten gemessen und der Mittelwert bestimmt.
PBS oder das entsprechende Verdinnungsmedium wurde als Negativkontrolle
genutzt. Die Daten wurden mit den Softwareprogrammen SoftMax Pro und Excel
ausgewertet.

3.5.2 Amylase- und Lipasemessung

Das Mauseblut wurde zu den Caerulein-Pankreatitis Zeitpunkten 0 Stunden, eine
Stunde, acht Stunden und 24 Stunden in Serum-Monovetten Uberfihrt (s.Kap. 3.3).

Die Proben wurden auf Eis bearbeitet, 1:20 in PBS verdiinnt und in 96-well-
Rundbodenplatten gegeben. Zur Bestimmung der Aktivitdt von Amylase wurde das
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P-Amyl-Kit verwendet. Die Lipaseaktivitat wurde mit dem LIP-Kit nach Angaben des
Herstellers erfasst. Die Messung erfolgte Gber 30 Minuten im 37°C vorgewarmten
Fotometer bei entsprechenden Wellenlangen (Amylase: 405 nm, Lipase: 570 nm).
Zur Auswertung der Daten wurden die Programme SoftMax Pro sowie Office Excel
und GraphPad Prism genutzt.

Fir die Amylasemessungen bei der Sekretion von isolierten Azinuszellen

(s.Kap. 3.2.4) wurde der Uberstand verwendet, in PBS verdiinnt und wie oben

beschrieben gemessen.

3.6 Histologische Untersuchungen

Far alle histologischen Untersuchungen wurde in Paraffin eingebettetes Lungen- und
Pankreasgewebe im Mikrotom in 1 - 2 um dinne Schnitte geschnitten und auf
Objekttrager gebracht. Nach entsprechender Trocknungszeit erfolgte die
Entparaffinierung mit Xylol, Methanol und einer absteigenden Ethanol-Reihe. Es
wurden jeweils reprasentative Abbildungen ausgewéahlt und im Ergebnisteil

dargestellt.

3.6.1 Farbung von Pankreasgewebe mit Hamatoxylin und Eosin (H.E.)

Die vorbereiteten Gewebeschnitte wurden finf Minuten mit Hamatoxylin und eine
Minute mit 10 % Eosin gefarbt. Nach anschlieBender Behandlung mit einer
aufsteigenden Ethanol-Reihe und Xylol wurden die Schnitte mit VectaMount und

einem Deckglas versiegelt und im Lichtmikroskop betrachtet.

43



3.6.2 Immunfluoreszenzfarbung flir Cathepsin C

Die vorbereiteten Schnitte wurden in Citratpuffer (1:10 in aq.dest.) gekocht und fir
finf Minuten mit einem Puffer bestehend aus Natriumborhydrid und Glycin (1:10 in
PBS) versetzt. AnschlieBend wurde mit PBS gewaschen und die Schnitte fir eine
Stunde mit 1% Aurion BSA geblockt. Es erfolgte die Inkubation mit dem Cathepsin C-
Antikérper (Pankreas 1:20; Lunge 1:200; jeweils in 1% Aurion BSA) bei 4°C Uber
Nacht. Nach dreimaligem Waschen mit PBS wurde fir eine Stunde im Dunkeln bei
Raumtemperatur mit dem sekundaren Antikérper (Anti Mouse Cy3-conjugated, 1:500
in 1% Aurion BSA) inkubiert und anschlieBend mit 1x TBST gewaschen. Zur Farbung
der Zellkerne wurde DAPI (1:10.000 in PBS) fur 30 Sekunden aufgetragen und
anschlieBend mit 1x TBST gewaschen. AbschlieBend wurden die Schnitte mit Mount-
Medium (Fluorescence Mounting Medium) eingedeckelt und am
Fluoreszenzmikroskop betrachtet. Alle Bilder wurden mithilfe des Leica MM AF
Imaging Systems ausgewertet. Entsprechende Negativkontrollen wurden durch
Ersatz mit 1% Aurion BSA anstelle des Cathepsin C-Antikdrpers hergestellt.

3.6.3 Kolokalisation mit Trypsin

In Paraffin eingebettetes Pankreasgewebe wurde zundchst wie oben beschrieben
aufbereitet. Es erfolgte die gleichzeitige Inkubation mit dem Cathepsin C- und dem
Trypsin-Anktikdrper (1:40 in 1% Aurion BSA) sowie anschlieBend von Anti-mouse
Cy3-konjugierten (1:500 in 1% Aurion BSA) und Anti-rabbit FITC-konjugierten (1:250
in 1% Aurion BSA) Antikérpern. Die weiteren Arbeitschritte wie Waschen, Farben mit
DAPI, Eindeckeln und Auswerten wurden wie oben beschrieben durchgefihrt.
Negativkontrollen wurden durch Ersatz mit Aurion BSA-c 1:10 in PBS anstelle des

Cathepsin C beziehungsweise Trypsin-Antikdrpers generiert.
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3.7 Fluorometrische Messung der Enzymaktivitaten

Die Aktivitdt verschiedener Enzyme wurde bei 37°C im Fluorometer in
Dreifachbestimmung gemessen und mit der OPTIMA-Software ausgewertet. Soweit
nicht anders beschrieben, wurden 96-well-Platten mit Rundboden verwendet, die bei
langerer Messung mit einem Deckel verschlossen waren. Gewebehomogenate
wurden in Mikrotiterplatten vorgelegt. Die Spaltung der flurogenen Substrate wurde
anhand der charakteristischen Exzitations- und Emissionswellenlangen (AMC-
Substrate A(Ex.): 340 nm, A(Em.): 460 nm; R110-Substrate A(Ex.): 485 nm, A(Em.):
520 nm) detektiert. Die Messung erfolgte tGber 90 Minuten. Es wurden stets die

zugrunde liegenden Proteinmengen vergleichend zur Analyse beriicksichtigt.

Fir die Messungen wurden folgende Substrate verwendet:

Enzym Substrat
Cathepsin B AMC-Arg>
Cathepsin C Gly-Arg-AMC
Cathepsin L R110-Phe-Arg
Elastase R110-Alay
Trypsin R110-lle-Pro-Arg

Tabelle 9: Ubersicht der enzymspezifisch verwendeten flourogenen Substrate.

Die Cathepsin C-Aktivitat wurde in Pankreas- und Lungengewebe aus sowohl
unstimulierten Tieren wie auch wéahrend einer Caerulein-induzierten Pankreatitis

gemessen.

3.8 Western Blot

Soweit nicht anders beschrieben, wurden die Proteinmengen der Proben bestimmt
und in jeweils gleichen Mengen fir die Western Blot Untersuchungen aufgetragen.
Die Proben wurden in PBS verdiinnt, im Verhéltnis von 1:2 mit 2x Lammli-Puffer
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versetzt und in ReaktionsgefédBen flinf Minuten bei 95°C erhitzt. Das fur die
Auftrennung erforderliche SDS-Trenngel (12,5% oder 15%) wurde vorher in der
SDS-Gel-Apparatur gegossen und unter einer Schicht Isopropanol auspolymerisiert.
Nach Dekantation des Isopropanol wurde das Sammelgel aufgetragen. Die
Gelkammern wurden mit Laufpuffer geflllt und das Gel mit den vorbereiteten Proben
sowie einem Proteinmarker (PageRuler™) beladen. Es erfolgte die Auftrennung mit
einer Stromstarke von 30 mA pro Gel fir 60 bis 120 Minuten. AnschlieBend wurden
die Gele auf einer Nitrozellulosemembran zwischen im Transfer-Puffer (TOWBIN-
Puffer) getrdnkten Whatman-Papieren im Trans-Blot-Turbo-Kasten fir 30 Minuten
geblottet. Die Membranen wurden dann fur zwei Stunden bei Raumtemperatur in 1x
NET/0,2% Gelatine geblockt. Nach direkter Drehinkubation mit dem Primarantikdrper
bei 4°C Uber Nacht erfolgten mehrere Waschungen der Membranen in 1x NET,
bevor der Sekundarantikérper fir eine Stunde bei Raumtemperatur dazu gegeben
wurde. Im Anschluss wurden die Membranen erneut in 1x NET gewaschen und mit

Chemolumineszenzsubstraten (Super Signal™

West Pico/Femto gemischt) versetzt.
Mit Hilfe der Belichtungskamera und FusionCapt Advance erfolgte die Aufnahme und
Aufarbeitung der Blots.

Im Falle einer weiteren Verwendung der Membranen wurden diese viermal far
finf Minuten im Stripping-Puffer im Kleinschittler bei circa 600/Minute gereinigt und
ausgiebig mit 1x NET gewaschen. Nun konnte erneut geblockt werden und eine

Inkubation mit Antikérpern wie bereits beschrieben erfolgen.

Es wurden folgende Antikdrper verwendet:

Primar- Verdinnung Sekundar- Verdinnung
antikérper antikérper

Cathepsin C- 1:400 in Anti Mouse HRP- 1:17000 in
Antikérper 5%BSA/1xTBST linked 5%BSA/1xTBST
Cathepsin D- 1:1000 in Anti Goat HRP- 1:17000 in
Antikérper 1XxNET/0,2%Gelatine | linked 1XxNET/0,2%Gelatine
Chymotrypsin- 1:1000 in Anti Mouse HRP- 1:17000 in
Antikérper 1XxNET/0,2%Gelatine | linked 1XxNET/0,2%Gelatine
GAPDH- 1:1000 in Anti Mouse HRP- 1:17000 in
Antikérper 1XxNET/0,2%Gelatine | linked 1XNET/0,2%Gelatine
p115-Antikérper | 1:1000 in Anti Mouse HRP- 1:17000 in
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Primar- Verdiinnung Sekundar- Verdiinnung
antikorper antikorper

1XNET/0,2%Gelatine | linked 1XNET/0,2%Gelatine
Trypsin- 1:2000 in Anti Rabbit HRP- 1:17000 in
Antikdrper 1XNET/0,2%Gelatine | linked 1XNET/0,2%Gelatine

Tabelle 10: Darstellung der verwendeten Primdr- und Sekunddrantikérper mit

ensprechenden Verdinnungsmedien.

Von den subzellularen Fraktionen wurden je 40 ug Probe aufgetragen und die
Proteinexpression von Cathepsin C, GAPDH, Chymotrypsin, p115 und Cathepsin D
nachgewiesen. Fir die Bestimmung von Chymotrypsin wurde ein 15%-SDS-Gel
verwendet. FUr Cathepsin C wurde in 5%BSA/1xTBST geblockt und mit 1x TBST
gewaschen. Die entsprechenden Antikérper wurden ebenfalls in 5%BSA/1xTBST
verdinnt (modifiziert nach Yu et al. 2009). Als Positivkontrolle dienten je 40 ng reinen
Cathepsin C-Enzyms (R&D Systems).

3.9 Statistische Auswertung

FOr die Auswertung von zwei unabhangigen Stichproben wurde ein two-tailed
unpaired t-Test, bei mehr als zwei Stichproben eine einfaktorielle Varianzanalyse
(ANOVA) verwendet. Signifikante Werte wurden mit * (p < 0,05) oder ** (p < 0,01)
gekennzeichnet. Es wurden Mittelwerte von drei bis finf voneinander unabhangigen
Tests berechnet, deren mittlerer Standardfehler (SEM) in entsprechenden
Fehlerbalken dargestellt ist. Zur Darstellung diente GraphPad Prism 5, Sigma Plot
und Microsoft Office PowerPoint.
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4 Ergebnisse

4.1 Expression von Cathepsin C im Pankreas

Anhand von Immunfluoreszenz-Farbungen und Enzymaktivitdtsmessungen
untersuchten wir die Expression von Cathepsin C in unstimuliertem murinen
Pankreasgewebe. Als Vergleich diente Lungengewebe derselben Maus, da dort eine
hohe endogene Expression beschrieben ist (Pham et al. 1997; Rao et al. 1997).
AuBerdem wurde die Aktivitdt mit aufgereinigtem (kommerziell erhaltlichem)

Cathepsin C verglichen, um eine Quantifizierung der Enzymaktivitéat zu ermdglichen.

Cathepsin C-Aktivitit
[H-Gly-Arg-AMC] in pU/ug Protein

Abbildung 6: Cathepsin C-Aktivitat in unstimuliertem Lungen- und Pankreasgewebe.
Die Cathepsin C-Aktivitdt wurde durch die Spaltung des fluorogenen Substrates Gly-Arg-
AMC gemessen. Diese ist im Lungenhomogenat signifikant héher (ca. 7,3-fach) als im

Pankreashomogenat. Gepoolte Daten aus fiinf Versuchen.

In beiden Geweben konnte eine Cathepsin C-Aktiviat detektiert werden (Abbildung
6), wobei die Aktivitat im Lungengewebe um das etwa 7,3-fache hdher war. In
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erganzenden Immunfloureszenzfarbungen bestétigte sich die die Expression von
Cathepsin C in beiden Geweben. Darlber hinaus ergaben sich Hinweise zur
intrazellularen Lokalisation dieser Protease im Pankreas und in der Lunge (Abbildung
7).

.

Abbildung 7: Cathepsin C-Expression im unstimulierten Pankreas- und Lungengewebe.

Cathepsin C (rot; Cy3-markiert) findet sich sowohl im Pankreas- [a] als auch im
Lungengewebe [c], wobei die Expression in der Lunge kréftiger ist. In entsprechenden
Negativkontrollen [b,d] unter Verwendung des Sekundérantikérpers wird kein Signal
nachgewiesen. Die Zellkerne férben sich blau (DAPI).

49



In den Abbildung 7a und b sind stellvertretend fir das exokrine Pankreasgewebe
Azinuszellen dargestellt, wahrend sich in den Abbildung 7c und d alveoléare Zellen
des Lungengewebes finden. Durch Verwendung eines Cy-3 gekoppelten sekundaren
Antikérpers gegen den spezifischen Cathepsin C-Antikdrper wird ein rot
fluoreszierendes Signal detektiert. Die Zellkerne farben sich durch DAPI blau an.
Innerhalb der Azinuszellen zeigt sich eine Signalanreicherung, wahrend im
Interstitium kein Cathepsin C zu erkennen ist. Die Cathepsin C-Expression findet sich
in den Azini vor allem zellkernnah, passend zur bekannten Lokalisation der
Lysosomen. Im Lungengewebe findet sich trotz stérkerer Verdinnung des
Antikdrpers ein deutlich intensiveres Signal. In keinem der Gewebe ist eine nukleare
Cathepsin C-Expression sichtbar. Die entsprechenden Negativkontrollen, in denen
der primare Antikdrper durch Aurion BSA-c ersetzt wurde, zeigen kein Signal fur
Cathepsin C. So wird deutlich, dass das detektierte Signal spezifisch sein muss und
keine unspezifischen Signale durch den sekundaren Antikérper entstehen.

Da die Aktivierung von Trypsin, einer in Zymogengranula lokalisierten

Protease, eine Schllsselreaktion in der akuten Pankreatitis darstellt (s. Kap. 1.1.4),

nahmen wir gemeinsame Farbungen fir Trypsin und Cathepsin C im Pankreas vor.
Damit soll geklart werden, inwieweit diese beiden Enzyme rdumlich zueinander
lokalisiert sind und ob sie mdglicherweise kolokalisieren. Unter Verwendung
spezifischer Antikérper gelingt die Darstellung beider Proteasen in der
Immunfluoreszenz-Mikroskopie (Abbildung 8). Cathepsin C wird mit einem Cy3- und
Trypsin mit einem FITC-markierten Antikérper detektiert. Cathepsin C ist eher im
basolateralen Teil der Azinuszellen lokalisiert, wahrend sich das grin markierte
Trypsin besonders im apikalen Teil (Lokalisation der Zymogene) findet. Die bei den
Kolokalisierungsversuchen angefertigten Negativkontrollen geben weder ein Signal
fir Cathepsin C noch fir Trypsin. Das unterstreicht die Spezifitdt der Farbungen.
Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass Trypsin und Cathepsin C
im unstimulierten exokrinen Pankreasgewebe subzellular unterschiedlich lokalisiert

sind, analog zur subzellularen Anordnung von Lysosomen und Zymogengranula.
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Abbildung 8: Cathepsin C und Trypsin im unstimulierten Pankreas.

In der Immunfluoreszenztdrbung sind Cathepsin C (rot; Cy3-markiert) und Trypsin (grin,
FITC-markiert) sowohl allein dargestellt [a; b] als auch in der Uberlagerung der Signale [c].
Zellkerne sind blau (DAPI) markiert. In der Negativkontrolle [d] findet sich kein Signal fiir
Trypsin oder Cathepsin C.
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4.2 Cathepsin C in isolierten Azinuszellen

Da die vorherigen Ergebnisse eine Expression von Cathepsin C in unstimulierten
Azinuszellen zeigen, soll in einem nachsten Schritt geklart werden, ob sich die
Expression wahrend eines pathologischen Zustandes verandert. Durch eine spezielle
Technik wurden lebende pankreatische exokrine Azinuszellen isoliert und auBerhalb

der Maus stimuliert. Zur Stimulation dienten supramaximale Konzentrationen von
Cholezystokinin (s. Kap. 3.2). Die so erhobenen Ergebnisse beziehen sich also nur

auf diese Zellart und die Reaktionen in diesen Zellen. Um zu prifen, ob eine
regelrechte Stimulation der Azinuszellen stattgefunden hat, wurde zunachst die
intrazellulare Aktivierung einiger charakteristischer Proteasen ermittelt, deren Kinetik
bekannt ist.
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Abbildung 9: Aktivitét von Trypsin [a] und Elastase [b] in isolierten Azinuszellen.

Diese Enzyme liegen in den Zymogengranula vor und steigen nach Stimulation mit CCK
stark an. Das Maximum liegt bei 20 Minuten. Messung des Signalanstieges von R110-lle-
Pro-Arg [a] beziehungsweise R110-Ala, [b]. Gepoolte Daten aus vier unabhdngigen
Versuchen. p** im Vergleich zum 0-Minuten-Zeitpunkt.

Die pankreatischen Enzyme Trypsin und Elastase liegen physiologisch in den
Zymogengranula der Azinuszellen vor (Rawlings und Salvesen 2013) und zeigen
unter CCK-Stimulation eine deutliche Aktivitdtszunahme um das Vier- bis Finffache
nach 20 Minuten (Abbildung 9). Bis zum beobachteten 60 Minuten-Zeitpunkt fallt
diese Aktivitdt wieder ab, sodass sich eine parabelférmige Kinetik ergibt. Dieses
Phanomen wurde bereits beschrieben (Saluja et al. 1997; Krlger et al. 1998) und

spiegelt den Erfolg der Stimulation wider.
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Abbildung 10: Cathepsin B-Aktivitadt [CTSB] in isolierten Azinuszellen.
Unter der Stimulation mit CCK ist ein deutlicher Anstieg sichtbar, dessen Maximum nach 20
Minuten erreicht ist. Messung durch den Signalanstieg von AMC-Arg.. Gepoolte Daten aus
vier unabhéngigen Versuchen. p** im Vergleich zum 0-Minuten-Zeitpunkt.

Auch die Aktivitat der lysosomalen Cysteinprotease Cathepsin B steigt mit Beginn
der CCK-Stimulation auf das mindestens Dreifache an (Abbildung 10). Eine
Aktivitatsminderung zeigt sich in den letzten 40 Minuten der Messung.
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Abbildung 11: Nekrose in isolierten Azinuszellen.
Unter Stimulation mit CCK entwickelt sich in den Azinuszellen eine maximale Nekroserate
von etwa 15%. Messung durch den Signalanstieg von Propidiumiodid. Gepoolte Daten aus

vier unabhédngigen Versuchen. p** im Vergleich zum 0-Minuten-Zeitpunkt.

Im Vergleich zu unstimulierten Zellen wird bei Azinuszellen unter supramaximaler

CCK-Stimulation ein Anstieg der Zellenkrose beobachtet, der ebenfalls nach 20
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Minuten die maximale Auswirkung erreicht (Abbildung 11). Zu dieser Zeit liegt die
Nekrose bei ungefahr 15%.

Aufgrund dieser erhobenen Daten ist davon auszugehen, dass eine
erfolgreiche Praparation der Azinuszellen mit suffizienter Stimulation stattgefunden
hat und das experimentelle Modell funktioniert. Die unstimulierte Kontrollgruppe zeigt

erwartungsgeman keinen Enzym- oder Nekroseanstieg.
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Abbildung 12: Aktivitdt von Cathepsin C [CTSC] in isolierten Azinuszellen.

Durch die Stimulation mit CCK steigt die Cathepsin C-Aktivitdt innerhalb der ersten 20
Minuten signifikant an. Messung durch den Signalanstieg von Gly-Arg-AMC. Gepoolte Daten
aus vier unabhéngigen Versuchen. p** im Vergleich zum 0-Minuten-Zeitpunkt.

Um zu klaren, wie die intrazellulare Enzymaktivitdt von Cathepsin C unter
supramaximaler CCK-Stimulation von Azinuszellen verlauft, verwendeten wir ein fir
Cathepsin C spezifisches fluorogenes Substrat (Gly-Arg-AMC). Bei der Messung der
Cathepsin C-Aktivitat zeigt sich ebenfalls ein rascher und signifikanter Anstieg,
dessen Maximum nach 20 Minuten etwa 4,3-fach Uber dem Ausgangswert liegt
(Abbildung 12). Daraufhin féllt die Aktivitat wieder bis zum 60-Minuten-Zeitpunkt, an

dem die Messung beendet wurde.
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Abbildung 13: Cathepsin C-Aktivitédt in Homogenaten isolierter Azinuszellen.

Die supramaximale Stimulation mit CCK fuhrt nach 30 Minuten zu einer signifikanten
Steigerung der Cathepsin C-Aktivitdt. Als Negativkontrolle [NC] dienen isolierte unstimulierte
Azinuszellen. Eingesetzt wurden 15 ug Protein. Gepoolte Daten aus drei Messungen.

Eine erhbhte Aktivitdt von Cathepsin C findet sich auch in Homogenaten von
isolierten Azinuszellen, die fiir 30 Minuten mit CCK stimuliert wurden (Abbildung 13).
Die gemessene Zunahme der Aktivitat in Homogenaten war deutlich geringer als ex-
vivo in lebenden Azinuszellen und betrug etwa 25%.

Erganzend zu den vorhergehenden Experimenten wollten wir klaren, ob
Cathepsin C in stimulierten Azinuszellen sezerniert wird, wie es auch bei Amylase
bekannt ist (Wililams et al. 1978). Eine Sekretion aus der Zelle kdnnte die
Aktivitaitsabnahme von Cathepsin C nach 40 und 60 Minuten mdglicherweise
miterklaren. Es wurden isolierte Azinuszellen tber 30 Minuten mit verschiedenen
Konzentrationen von CCK stimuliert und anschlieBend die Konzentration von
Amylase und Cathepsin C im sekretierten Uberstand gemessen.
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Abbildung 14: Sekretion von Amylase und Cathepsin C aus stimulierten Azinuszellen.

[a] In der 30 minditigen Stimulation durch CCK in verschiedenen Konzentrationen (x-Achse)
wird durch fotometrische Messung eine maximale Sekretion von Amylase bei 100 pM CCK
sichtbar. [b] Demgegeniiber kann keine Sekretion von Cathepsin C detektiert werden,
dessen Messung mit dem fluorogenen Substrat Gly-Arg-AMC erfolgt. Gepoolte Daten aus je
finf Experimenten. p* bzw.** im Vergleich zur Negativkontrolle [NC] an unstimulierten Zellen.

In der enzymatischen Aktivitditsmessung wird eine signifikante Sekretion von
Amylase bei CCK-Konzentrationen zwischen 10 nM und 10 pM sichtbar, wobei die
maximale Sekretion bei 100 pM vorliegt (Abbildung 14). In denselben Proben wurde
auch versucht, eine extrazellulare Aktivitat von Cathepsin C zu messen. Allerdings
kann unter allen verwendeten CCK-Mengen keinerlei Sekretion von Cathepsin C

nachgewiesen werden.

4.3 Cathepsin C in der Caerulein-induzierten Pankreatitis

Da bisher gezeigt werden konnte, dass Cathepsin C im Pankreas exprimiert ist und
sich dessen Aktivitdt wahrend der ersten 60 Minuten in mit CCK-stimulierten
pankreatischen Azinuszellen verandert, soll diese Protease in einem weiteren Modell

fur die akute Pankreatitis untersucht werden, namlich der Caerulein-induzierten
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Pankreatitis. Die Pankreatitis wurde in C57BL/6N-Mausen durch wiederholte

intraperitoneale  Caerulein-Injektionen  ausgelést, wobei zu verschiedenen

Zeitpunkten Serum sowie Organe entnommen wurden (s. Kap. 3.3).
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Abbildung 15: Aktivitdt von Amylase [a] und Lipase [b] im Serum bei der Caerulein-
induzierten Pankreatitis.

In der fotometrischen Analyse von Serumproben ist bereits nach einer Stunde (1h) eine
signifikante Zunahme von Amylase [a] und Lipase [b] ersichtlich, die nach acht Stunden (8h)
ihr Maximum erreicht und nach 24 Stunden (24h) riickldufig ist. Gepoolte Daten aus je fiinf
Versuchen. p** im Vergleich zu unstimuliertem Gewebe (0Oh).

Eine Erhéhung von Amylase und Lipase im Serum Uber das Dreifache des héchsten
Normalwertes dient in der klinischen Praxis in Zusammenschau mit einer
entsprechenden Symptomatik der Diagnose einer akuten Pankreatitis (Tenner et al.
2013). Auch im Tiermodell kénnen diese Enzyme fir die Diagnose einer akuten
Pankreatitis herangezogen werden. Bereits eine Stunde nach Induktion der
Pankreatitis zeigt sich eine signifikante Zunahme von Amylase und Lipase
(Abbildung 15). Das Maximum beider Enzyme wird nach acht Stunden erreicht,
wobei die Aktivitat der Amylase auf das Dreifache des Ausgangswertes und die der
Lipase sogar auf das 20-fache ansteigt. Die Abnahme der Enzymaktiviaten nach 24
Stunden weist auf die Ricklaufigkeit der Erkrankung hin.
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Abbildung 16: Mikroskopische Verdnderungen im murinen Pankreas bei einer Caerulein-
induzierten Pankreatitis.

Im Gegensatz zum nativen (0h) Pankreasgewebe [a] wird bereits nach einer Stunde (1h)
eine Auflockerung der Zellverbdnde mit Odembildung deutlich [b]. Diese nimmt nach acht
Stunden (8h) weiter zu und wird von einer Infiltration von Immunzellen begleitet [c]. Nach 24
Stunden (24h) erscheinen die Azinusverbdnde zunehmend aufgehoben zu sein. Zusétzlich
weisen nekrotische Areale den entstandenen Organschaden hin [d]. H.E. Farbung muriner
Mauspankreata.

Auch bei der mikroskopischen Betrachtung von murinem Pankreasgewebe fallen bei
der akuten Pankreatitis Anderungen auf (Abbildung 16). Im unstimulierten Zustand
liegt ein recht kompaktes Gewebe vor, in dem die Azinuskomplexe deutlich
erkennbar und intakt sind. Anhand der konventionellen H.E. Farbung werden der
Zellkern und das endoplasmatische Retikulum einer jeden Azinuszelle violett, die
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Zellplasmaproteine rosa angefarbt. Wahrend der Entziindung bildet sich ein Odem
und das Gewebe lockert deutlich auf. Infiltrierende Entzindungszellen fallen als
kleine dunkle ,Punkte” im Interstitium auf. Zu spéateren Zeitpunkten (24 h) finden sich
schwach rosa und eher flau abgrenzbare Areal, die amorph wirken und hinweisend
fir nekrotische Areale sind. Die genannten Veradnderungen weisen auf einen
pankreatischen Schaden hin, der typischerweise im Rahmen einer akuten
Pankreatitis auftritt und auch in friiheren Arbeiten beschrieben worden ist (Sendler et
al. 2013a; Sendler et al. 2013b; Sandoval et al. 1996; Brady et al. 2002).
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Abbildung 17: Aktivitat von Cathepsin C [CTSC] in Pankreashomogenaten zu verschiedenen
Zeitpunkten einer Caerulein-induzierten Pankreatitis.

Die fluorometrische Messung von Cathepsin C im Pankreashomogenat zeigt eine stetige
Zunahme der Aktivitdt, beginnend nach einer Stunde (1h) nach Induktion der Caerulein-
induzierten Pankreatits. Gepoolte Daten aus je vier Versuchen. p** im Vergleich zu
unstimuliertem Gewebe (0h).

Zu verschiedenen Zeitpunkten der akuten experimentellen Pankreatitis wird die
Aktivitdt von Cathepsin C fluorometrisch bestimmt. Bereits eine Stunde nach
Induktion der Pankreatitis zeigt sich eine Zunahme der Aktivitat, die stetig wachst

60



und nach 8 und 24 Stunden signifikant erhéht ist (Abbildung 17). Im Vergleich zum
unstimulierten Pankreas findet sich nach 24 Stunden eine circa anderthalbfache
Steigerung. Analog zu den Versuchen in isolieten und CCK-stimulierten
Azinuszellen findet sich auch im Ganztier nach Induktion der Pankreatitis eine

Aktivitdtszunahme.

4.4 Substrat- und Inhibitorspezifitat fur Cathepsin C

Die Grundvoraussetzung der hier durchgefiihrten Experimente ist die Verwendung
eines geeigneten Substrates und Inhibitors flir Cathepsin C. Von beiden Substanzen
wird erwartet, dass sie Cathepsin C-spezifisch und idealerweise auch zellgangig far
in- oder ex-vivo Versuche sind. Gly-Arg-AMC als fluorogenes Cathepsin C-Substrat
und Gly-Phe-CHN, als Inhibitor wurden in-vitro analysiert. Es zeigt sich durch
Zugabe von reinem Cathepsin C eine deutliche Aktivierung von Gly-Arg-AMC
(Abbildung 18).
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Abbildung 18: Aktivierung von Gly-Arg-AMC durch Cathepsin C [CTSC] und andere
pankreasrelevante Proteasen in vitro.

In der fluorometrischen Analyse ist ein relevanter Umsatz von 100 uM Gly-Arg-AMC nur
durch Cathepsin C erkennbar. Trypsin, Elastase, Cathepsin L [CTSL] und B [CTSB] zeigen
trotz Durchfihrung des Experiments im jeweils optimalen Puffersystem keine Wirkung.
Verwendung von je 30 uU Protease. Gepoolte Daten aus drei Versuchen. p** im Vergleich
zu Trypsin, Elastase, Cathepsin L und B.

Unter Verwendung von anderen typischerweise in pankreatischen Azinuszellen
exprimierten Proteasen wie Trypsin, Elastase oder Cathepsin L und B mit gleicher
enzymatischer Aktivitat findet sich keine Spaltung des Substrats und somit keine
fluorogene Aktivierung. Diese bleibt sogar aus, wenn deren Aktivitdt im fOr die
Enzyme optimalen Puffersystem gemessen wurde und eine Vergleichbarkeit durch
identisch verwendete Mengen der Proteasen von je 30uU gegeben ist. Diese
Ergebnisse legen nahe, dass Gly-Arg-AMC tatsachlich als ein spezifisches Substrat

fir Cathepsin C betrachtet werden kann.
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Abbildung 19: Aktivitédt von Cathepsin C unter verschiedenen Konzentrationen von Gly-Phe-
CHN; [Inhibitor].

Die Aktivitdt von Cathepsin C wird bereits ab 5 uM Gly-Phe-CHN, signifikant gehemmt.
Gemessen wurde der Umsatz von 100 uM Gly-Arg-AMC durch 90 uU Cathepsin C im
spezifischen Puffersystem. Gepoolte Daten aus drei Versuchen. p** im Vergleich zu allen

Inhibitorkonzentrationen.

AnschlieBend wurde die optimale Konzentration des Cathepsin C Inhibitors Gly-Phe-
CHN, etabliert (Abbildung 19). Bereits eine Inhibitorkonzentration von 5 uM reicht
aus, um die Cathepsin C-Aktivitdt um ca. 90% zu hemmen. Bei einer
Inhibitorkonzentration von 10 uM liegt diese sogar bei 96%. In einem zweiten Schritt
wurde geprift, ob andere Proteasen durch den Cathepsin C-Inhibitor unspezifisch
gehemmt werden. In Abbildung 20 ist erkennbar, dass weder 5 uM noch 10 pM Gly-
Phe-CHN, Effekte auf die pankreatischen Proteasen Trypsin, Elastase, Cathepsin L
und B haben. Die Aktivitdten von Trypsin und Cathepsin L werden erst ab einer
Konzentration von 25 pM Gly-Phe-CHN; signifikant gehemmt. Bei Elastase und
Cathepsin B zeigt sich sogar bis zur héchsten verwendeten Inhibitorkonzentration
kein Einfluss. FUr die Messung der Enzymaktivititen wurde das fir die Enzyme

optimale Puffersytem verwendet.
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In Zusammenschau der in-vitro Versuche bewirkt Gly-Phe-CHN, bis zu einer
Konzentration von 10 uM eine fur Cathepsin C spezifische und suffiziente Hemmung,
ohne dass Wechselwirkungen mit anderen pankreatischen Proteasen bestehen. Flr
die folgenden in-vitro bzw. ex-vivo Experimente wurde daher eine Inhibitor-

Konzentration von 10 uM verwendet.
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Abbildung 20: Einfluss des Cathepsin C-Inhibitors auf pankreasrelevante Proteasen.

Unter Verwendung verschiedener Konzentrationen des Cathepsin C-Inhibitors Gly-Phe-
CHN; bis zu 50 uM zeigt sich kein hemmender Effekt auf Elastase [b] und Cathepsin B [d].
Trypsin [a] und Cathepsin L [c] werden ab einer Inhibitorkonzentration von 25 uM signifikant
gehemmt. Gemessen wurde die fluorometrische Aktivierung von R110-lle-Pro-Arg mit 0,9 nU
Trypsin im Trypsinpuffer [a], R110-Alay, mit 9 uU Elastase im Elastasepuffer [b], R110-Phe-
Arg mit 16,2 uU Cathepsin L im Cathepsin L-Puffer [c] und AMC-Arg. mit 6,75 mU Cathepsin

*%*

B im Cathepsin B-Puffer. Gepoolte Daten aus je drei Experimenten. p* bzw. ** im Vergleich

zur AKktivitdt ohne Inhibitor.
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4.5 Cathepsin C-Inhibition in isolierten Azinuszellen unter Gly-Phe-
CHN,

Unter Verwendung des Cathepsin C-Inhibitors Gly-Phe-CHN, werden mdgliche
Einflisse einer Depletion von Cathepsin C auf andere pankreatitisrelevante
Proteasen in lebenden Azinuszellen untersucht. Ausgehend von den
vorhergehenden Ergebnissen wird eine Konzentration von 10 uM des Hemmstoffes
verwendet. Nach 20 Minuten supramaximaler Stimulation mit 1 uM CCK zeigt sich
eine Reduktion der intrazelluldren Cathepsin C-Aktivitat von etwa 25% im Vergleich
zu stimulierten Zellen ohne Inhibitor (Abbildung 21). Auch zu spateren
Messzeitpunkten nach 40 und 60 Minuten findet sich eine Verminderung der
Aktivitat, die jedoch weniger ausgepragt ist.

_ +1uM CCK
+ 10uM Gly-Phe-CHN,

--&- + 10uM Gly-Phe-CHN,
—o— + 1pM CCK

—A— Kontrolle

CTSC-Aktivitat (relativ zur Kontrolle)
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Abbildung 21: Einfluss von Gly-Phe-CHN, auf die Aktivitdt von Cathepsin C [CTSC] in
isolierten Azinuszellen.

Unter 10 uM Gly-Phe-CHN, wird die intrazelluldre Aktivitdt von Cathepsin C unter Stimulation
mit 1 uM CCK gehemmt, wobei sich nach 20 Minuten eine um ca. 25% verminderte Aktivitat
zeigt. Gepoolte Daten aus vier unabhdngigen Versuchen. p* im Vergleich zu CCK-
stimulierten Zellen ohne Zusatz von Gly-Phe-CHN..
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Unter Inhibition von Cathepsin C zeigt sich begleitend eine Reduktion der
intrazellularen Cathepsin B Aktivitat (Abbildung 22). Aus unseren Vorversuchen geht
hervor, dass eine Inhibitorkonzentration von 10 pM keinen direkten Effekt auf
Cathepsin B hat, so dass die verminderte Cathepsin B-Aktivierung offensichtlich
Folge der Cathepsin C-Inhibition ist. Nach 20 Minuten findet sich eine Cathepsin B-
Reduktion um etwa 25%, die auch zu spateren Zeitpunkten erhalten bleibt. Die
Aktivitdten von Trypsin und Elastase (Abbildung 23) bleiben unbeeinflusst. Auch die
Zellnekrose wird nicht verandert betragt etwa 15% (Abbildung 24).

+1uM CCK

+ 10pM Gly-Phe-CHN,
--#- + 10uM Gly-Phe-CHN,
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Abbildung 22: Einfluss der Cathepsin C Inhibition auf die Aktivitdt von Cathepsin B [CTSB] in
isolierten Azinuszellen.
Die intrazelluldre Cathepsin B Aktivitdt nimmt signifikant ab. In Vorversuchen wurde eine
direkte Inhibition mit 10 uM Gly-Phe-CHN, auf Cathepsin B ausgeschlossen, so dass der
Effekt Cathepsin C-vermittelt zu sein scheint. Gepoolte Daten aus vier unabhdngigen
Versuchen. p* im Vergleich zu CCK-stimulierten Zellen ohne Zusatz von Gly-Phe-CHN..

66



a v o tluMcCK
3 +10uM Gly-Phe-CHN,
‘g 57 —4- + 10pM Gly-Phe-CHN,,
x —o— +1uM CCK
247 —a—  Kontrolle
2
=
]

2 3

Bl

=

2 27

=

-

<

£ 19

[}

o

&

F 9 T T T T T T T

0 10 20 30 40 50 60 70
Zeit in Minuten
b +1uM CCK

+ 10pM Gly-Phe-CHNj
--a- + 10uM Gly-Phe-CHN,
—o— + 1uM CCK

—&— Kontrolle

Elastase-Aktivitdt (relativ zur Kontrolle)
N

6 1I0 2IO 3'0 4;0 5'0 6'0 70
Zeit in Minuten
Abbildung 23: Unverédnderte intrazelluldre Aktivitdt von Trypsin [a] und Elastase [b] unter 10
UM Gly-Phe-CHN; in isolierten Azinuszellen.
Gepoolte Daten aus drei bzw. vier unabhdngigen Versuchen.
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Abbildung 24: Die Nekroserate (in %) unter Gly-Phe-CHN, in isolierten Azinuszellen.
Eine Cathepsin C-Inhibition beeinflusst nicht die Nekrose und betrdgt maximal 15%.
Gepoolte Daten aus vier unabhdngigen Versuchen.

4.6 Expression und Umverteilung von Cathepsin C in subzelluldren
Fraktionen in der akuten Pankreatitis

Nachdem bisher gezeigt werden konnte, dass Cathepsin C im Pankreas und in den
Azinuszellen exprimiert ist und sich die Aktivitdt wahrend einer akuten Pankreatits
verandert, soll nun n&her untersucht werden, wie Cathepsin C in subzellularen
Kompartimenten verteilt ist und ob in der akuten Pankreatitis eine Umverteilung
dieses Enzyms stattfindet. Die subzellularen Fraktionen bestehend aus dem Zytosol,

Lysosomen und Zymogenen und werden durch mehrere Zentrifugationsschritte
separiert und fur die Messungen verwendet (s. Kap. 3.3.3).

Im unstimulierten Pankreas findet sich der Uberwiegende Teil der Cathepsin
C-Aktivitét in den Lysosomen, wie es bei einem lysosomalen Enzym auch erwartet
wird. Auch in der Zymogenfraktion kann eine Cathepsin C-Aktivitdt nachgewiesen
werden. 30 Minuten nach Induktion einer Caeruleinpankreatitis fallt die Cathepsin C-
Aktivitat in den Lyosomen signifikant um Uber 50% ab (Abbildung 25). Nach 60
Minuten liegt nur noch ein Drittel der anfanglichen Cathepsin C-Aktivitat in
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Lysosomen vor. In den Zymogenen zeigt sich ein eher umgekehrter Verlauf: Nach 30
Minuten findet sich im Vergleich zum unstimulietem Pankreas eine
Aktivitatssteigerung von 79%, die nach 60 Minuten wieder geringgradig abfallt. Diese
Ergebnisse legen nahe, dass wahrend der akuten experimentellen Pankreatitis eine
Umverteilung dieses Enzyms in die Zymogenfraktion eintritt. Im Zytosol findet sich zu

allen Messzeitpunkten nur ein konstant schwaches Signal fir Cathepsin C.

*
300 I *% I
[ T 1 Zytosol
Lysosomen
200- E3 Zymogene

100-

CTSC-Aktivitat
[H-Gly-Arg-AMC]/ug Protein

(=]
1

S

Abbildung 25: Cathepsin C [CTSC] Aktivitadt in subzelluldren Fraktionen wéhrend einer
Caerulein-Pankreatits.

Cathepsin C zeigt eine anfdnglich hohe Aktivitdt in den Lysosomen, welche sich nach 30
Minuten in die Zymogene verlagert. Im Zytosol bleibt die Aktivitdt konstant niedrig. Gepoolte
Daten aus je finf unabhdngigen Versuchen. p* bzw. ** im Vergleich zum O0-Minuten-

Zeitpunkt.

Um zu klaren, ob parallel zur Veranderung der enzymtischen Aktivitat sich auch die
Proteinexpression andert, erfolgten Western Blot-Analysen fir Cathepsin C in
subzellularen Fraktionen. Als Positivkontrolle wurde aktives Cathepsin C (Firma R&D
Systems) verwendet. Bei circa 27 kDa findet sich die spezifische Bande fir
Cathepsin C. Es zeigt sich wahrend der Caerulein-induzierten Pankreatitis eine
Reduktion der Cathepsin C-Expression in den Lysosomen bei einer gleichzeitigen

Zunahme in den Zymogenen, die auch noch nach 60 Minuten erkennbar sind
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(Abbildung 26). Durch die Verwendung identischer Proteinmengen ist eine

Vergleichbarkeit gegeben.
Zytosol Lysosomen  Zymogene PC
. — 25kDa
CTSC == ” - e ‘
0 30 60 0 30 60 0 30 60 Zeit in Minuten

Abbildung 26: Expression von Cathepsin C in subzelluldren Fraktionen aus
Pankreashomogenaten wéahrend der Caerulein-Pankreatitis.

Im Western Blot zeigt sich im unstimulierten Zustand (0 Minuten) eine starke Cathepsin C
Expression in Lysosomen, die nach 30 Minuten deutlich abféllt und dafiir hauptséchlich in
den Zymogenen auftritt. Positivkontrolle [PC] mit 40 ng reinem Cathepsin C. 12,5% SDS-Gel,
40 ug Protein je Probe. Darstellung eines reprdsentativen Western Blots aus finf
unabhdéngigen Versuchen.

FUr die Analyse anderer pankreatischer Proteasen und zur Prifung der Reinheit der
aufbereiteten Zellkompartimente wurden weitere flourometrische Assays und
Western Blots durchgefuhrt (Abbildung 27 undAbbildung 28).

Trypsin zeigt nach 30-minGtiger Stimulation eine deutliche Aktivitatssteigerung
in der Zymogenfraktion, die nach 60 Minuten wieder abféllt. Hingegen finden sich im
unstimulierten Pankreas keine relevanten Aktivitaten. Nach 30 bzw. 60 Minuten
findet sich ein geringer Anstieg der Trypsin-Aktivitdt im Zytosol, die mdglicherweise
auf den zellularen Schaden wahrend der Pankreatitis mit Zerstérung der
Zymogenfraktion zurlickzufiihren ist (27a). Die Verteilung der Cathepsin B Aktivitaten
zeigt einen ahnlichen Verlauf wie die von Cathepsin C (27b), wohingegen die
Cathepsin L-Aktivitat nahezu vollstandig in das Zymogenkompartiment umverteilt
wird und nach 60 Minuten auch so erhalten bleibt (27c). Offensichtlich zeigt sich
hinsichtlich der intrazellularen Umverteilung der Enzymaktivaten der Cathepsine ein

in der Friihphase der akuten experimentellen Pankreatitis ahnliches Muster.
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Abbildung 27: Pankreatische Proteasen in subzelluldren Fraktionen wéhrend einer

Caerulein-Pankreatits.

Trypsin [a], Cathepsin B [b] und Cathepsin L [c] werden 0, 30 und 60 Minuten nach Induktion

einer Pankreatitis in den Zellkompartimenten Zytosol, Lysosomen und Zymogene aus

Pankreashomogenaten dargestellt. Trypsin findet sich nach 30 Minuten fast ausschlief3lich in

den Zymogenen. Bei den Cathepsinen B und L ist eine anfdnglich erhéhte Aktivitdt in den
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Lysosomen nachweisbar, die im Verlauf abnimmt. Dafiir erhéht sich die Aktivitédt in den
Zymogenen. Gepoolte Daten aus je flinf unabhdngigen Versuchen. p* bzw. ** im Vergleich
zum 0-Minuten-Zeitpunkt.

Die Qualitat der Aufreinigung der subzellularen Fraktionen wurde in Western Blot-
Analysen auf Proteinebene untersucht (Abbildung 28). Chymotrypsin ist, genauso
wie Trypsin, ein Markerprotein flir Zymogengranula, da es ausschlieBlich in dieser
Fraktion lokalisiert ist. Die Chymotrypsin-Expression wird, &hnlich wie die gemessene
Typsin-Aktivitat (27a), nur in der Zymogenfraktion detektiert, was gegen eine
Kontamination der anderen Fraktionen mit Zymogengranula spricht. Anhand der im
Zytosol vorkommenden Proteine GAPDH und p115 wird die Aufreinigung der
zytosolischen Fraktion geprift. Auch hier zeigt sich eine zu allen Messzeitpunkten
saubere Auftrennung. Cathepsin D ist ein lysosomales Protein, welches im
unstimulierten Pankreas fast ausschlieB3lich in Lysosomen exprimiert wird. Nach 30
und 60 Minuten findet sich ein Expressionsverlust von Cathepsin D, was
moglicherweise daran liegt, dass dieses lysosomale Enzym im Rahmen der
Pankreatitis degradiert wird. Zwar sind Cathepsin B und L auch typische lysosomale
Enzyme, jedoch sind sie zu einem geringeren Teil auch in Zymogengranula
lokalisiert und eignen sich daher nicht zur Kontrolle der Qualitat der Aufreinigung.
Diese Ergebnisse legen nahe, dass keine wesentlichen Verunreinungen durch die
Zymogen- oder  Zytosolfraktion vorliegen. Eine  "Kontamination"  der
Zymogenfraktionen durch Lysosomen ist nicht ganz auszuschlieBen, da in der
Zymogenfraktion ein schwaches Signal zur Cathepsin D zu finden ist. Insofern
handelt es sich hier eher um eine "Zymogen-angereicherte" Fraktion. Dartber hinaus
vermutet eine Theorie zur Pathogenese der akuten Pankreatitis, dass in der
Frihphase eine Verschmelzung bzw. Fusionierung der Lysosomen und
Zymogengranula stattfindet, so dass eine komplett aufgereinigte
Zymogengranulafraktion nicht mehr existieren kann (van Acker et al. 2006).
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Abbildung 28: Qualitét der subzelluldren Fraktionen.

Die subzelluldren Fraktionen wurden im Western Blot auf verschiedene Marker untersucht.
Dabei zeigt sich die Reinheit des Zytosols (Marker: p115 und GAPDH), der Zymogene
(Marker: Chytr [Chymotrypsin]) und der Lysosomen (Marker: Cathepsin D). Die Cathepsin D-
Expression nimmt im stimulierten Gewebe schnell ab. 12,5% und 15%-SDS-Gele. 40 ug je
Probe. Darstellung je eines reprdsentativen Western Blots aus flinf unabhédngigen

Versuchen.

4.7 Trypsinogen und Cathepsin C

Enterokinase ist ein bekannter Aktivator von Trypsinogen. Auch ist von der
lysosomalen Protease Cathepsin B bekannt, dass diese in-vitro Trypsinogen aktivert.
Im Folgenden soll geklart werden, ob Cathepsin C ebenfalls eine Trypsinogen-
Aktivierung erzeugt, was anhand eines in-vitro Versuches geprift werden soll. Als
Postivkontrolle fir eine Trypsinogen-Spaltung wird Enterokinase verwendet. Sowohl
fir Enterokinase als auch fur Cathepsin C wurde das jeweils optimale Puffersytem

verwendet.
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Abbildung 29: Einfluss von Enterokinase und Cathepsin C auf Trypsinogen in vitro.

Verwendet wurden 15 mU Enterokinase und 30 mU Cathepsin, die mit aufgereinigtem
Trypsinogen (40 ng/ul) tber einen Zeitraum von drei Stunden inkubiert wurden. Bereits nach
einer Stunde wird eine Spaltung durch Enterokinase. Cathepsin C zeigt keinen Effekt. 15%
SDS-Gel. Darstellung eines reprdsentativen Western Blots aus drei unabhdngigen

Versuchen.

Im Western Blot (Abbildung 29) zeigen alle Proben das anféngliche Vorhandensein
einer Bande bei circa 23 kDa, die dem Trypsinogen entspricht. Unter der
proteolytischen Wirkung von 15 mU Enterokinase wird bereits nach einer Stunde
Inkubation bei 37°C eine zusatzlich etwas leichtere Bande sichtbar, die nach drei
Stunden in ihrer Expression deutlich zunimmt. Diese Bande entspricht dem aktiven
Trypsin. Gleichzeitig nimmt die Expression der (schwereren) Trypsinogen-Bande ab.
Diese Ergebnisse bestatigen die bekannte Aktivierung von Trypsinogen zu aktivem
Trypsin durch Enterokinase (Maroux et al. 1971). Hingegen fihrt Cathepsin C selbst
unter Verwendung einer doppelt so hohen Konzentration (30 mU) zu keiner Spaltung
des Trypsinogen. Die Bande bleibt selbst nach drei Stunden unverandert.
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Abbildung 30: Aktivierung von Trypsinogen durch Enterokinase und Cathepsin C in vitro.

Die Aktivierung von Trypsinogen (40 ng/ul) zu Trypsin wird fluorometrisch durch den Umsatz
von R110-lle-Pro-Arg im Trypsinpuffer zu Beginn (0 h), nach einer Stunde (1 h) und nach
drei Stunden (3 h) gemessen. Bereits nach einer Stunde kann unter 15 mU Enterokinase
aktives Trypsin detektiert werden. Die Verwendung von 30 mU Cathepsin C hat keinen Effekt
auf die Trypsinogen-Aktivierung. Es wurden 0,4 ug Protein eingesetzt. Gepoolte Daten aus

zwei Versuchen.

Erganzend erfolgte eine fluorometrische Aktivitdtsmessung von Trypsin (Abbildung
30). Es findet sich unter Enterokinase eine deutliche Zunahme der Aktivitat wahrend
des MeBzeitraumes. Unter Cathepsin C findet sich auch nach drei Stunden
Inkubationszeit keine messbare Trypsinaktivitat detektiert. Diese Beobachtungen
decken sich mit den im Western Blot gefundenen Ergebnisse und beweisen, dass
Trypsinogen durch Enterokinase nicht nur gespalten, sondern auch aktiviert wird.

Cathepsin C hat in diesen Versuchen keinen Einfluss auf Trypsinogen.
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5 Diskussion

5.1 Cathepsin C im murinen Pankreasgewebe

Cathepsin C (CTSC), eine lysosomale Cysteinprotease, wird in vielen Geweben

exprimiert und ist sowohl in zahlreichen murinen als auch humanen Organen
nachweisbar (s.Kap. 1.2.1). Es wurde auch eine Expression im menschlichen
Pankreas beschrieben (Rao et al. 1997). In dieser Arbeit zeigen wir ebenfalls, dass
Cathepsin C im Pankreas exprimiert wird und auch enzymatisch aktiv ist (s.Kap. 4.1).

Die Ergebnisse der Immunfluoreszenzfarbung zeigen zudem, dass Cathepsin C in
pankreatischen Azinuszellen exprimiert wird (Abbildung 7), wobei das Uberwiegende
Signal basolateral detektiert wird und auf eine Zuordnung zu den Lysosomen
schlieBBen lasst, die sich Uberwiegend basolateral finden. Im apikalen Bereich finden
sich hingegen vermehrt Zymogengranula (Marino und Gorelick 2012). Hier finden
sich lediglich vereinzelte Signale. Nuklear konnte keine Cathepsin C-Expression
nachgewiesen werden. Unsere Ergebnisse bestdtigen die bisherigen
Untersuchungen, dass Cathepsin C ein (hauptsachlich) lysosomales Enzym ist. So
fanden sich in Lysosomen von Hepatozyten (Bouma und Gruber 1966),
Makrophagen (Muno et al. 1993) und zytotoxischen Lymphozyten (McGuire et al.
1992) Cathepsin C Expressionen. In Ergédnzung zeigen die Ergebnisse der
Expressionsanalysen in subzellularen Fraktionen, dass im Pankreasgewebe
Cathepsin C Gberwiegend lysosomal lokalisiert ist (Abbildung 25 und Abbildung 26).

Da Cathepsin C stark in Lungen exprimiert wird (Pham et al. 1997; Rao et al. 1997),
wahlten wir Lungengewebe als Kontrollen. Unsere immunfluoreszmikroskopischen
Aufnahmen bestéatigen diese Beobachtungen. Vor allem im Bereich der Alveolen
findet sich Cathepsin C, weil diese Protease besonders in Alveolarmakrophagen
(Rao et al. 1997) und Pneumozyten Typ 2 (Yayoi et al. 2001) vorkommt. Zudem
findet sich eine im Vergleich zum Pankreas deutlich erh6hte enzymatische Aktivitat,

was auf ein Vorhandensein insgesamt gréBerer Cathepsin C-Mengen in der Lunge
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schlie3t. Diese Messungen erfolgten in Pankreashomogenaten unstimulierter, d.h.
gesunder Tiere (Abbildung 6).

5.2 Expression und Bedeutung von Cathepsin C in der akuten
Pankreatitis

Da die Cysteinprotease Cathepsin C an vielen inflammatorischen Prozessen wie z.B.
Rheumatoider Arthritis, Asthma bronchiale oder der Sepsis beteiligt ist (s. Kap.

1.2.4), ist durchaus auch eine Auswirkung dieses Enzyms auf die akute Pankreatitis

denkbar. Bisher ist darGber nichts bekannt (s. Kap. 1.2.5). DarGber hinaus weif3 man,

dass auch andere Cysteincathepsine den Verlauf der akuten Pankreatitis
beeinflussen: so aktiviert Cathepsin B Trypsinogen zu Trypsin. Das Fehlen dieser
lysosomalen Protease fihrt zu einer reduzierten Trypsinaktivierung, einer
Verminderung der azindren Nekrose und einem milderen Verlauf der Erkrankung
(Halangk et al. 2000). Cathepsin L hingegen spaltet Trypsinogen zu inaktivem
Trypsin, jedoch bedingt auch das Fehlen von Cathepsin L ein milderes Ausmal3 der
Krankheit (Wartmann et al. 2010).

5.2.1 Die verwendeten Pankreatitismodelle

Far die Untersuchung des Verhaltens von Cathepsin C in der akuten Pankreatitis
wurden im Wesentlichen zwei experimentelle Modelle benutzt: die Stimulation
isolierter lebender Azinuszellen mit CCK und die Induktion einer akuten Pankreatitis
mit Caerulein. Beide Modelle sollen eine akute Pankreatitis bzw. die frihen
Veranderungen in der Azinuszelle simulieren, wobei man davon ausgeht, dass
supramaximale CCK-Gaben zu einer Sekretionsblockade in den Azinuszellen fihren,
die eine intrazellulare Proteasenaktivierung, Selbstverdau des Organs und
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schlieBlich die Entziindung auslésen. Caerulein dient als Analogen fir CCK (Marino
und Gorelick 2012; Sendler et al. 2013b) Hingegen 16st eine Stimulation mit
Natriumchlorid (Negativkontrolle zZu Caerulein) oder geringeren
Caeruleinkonzentrationen keine Pankreatitis aus (Saluja et al. 1987).

Durch die Praparation lebender Azinuszellen (modifiziert nach Grosfils et al.
1993; Krlger et al. 1998) kann einerseits die erste Stunde einer akuten Pankreatitis
naher untersucht werden. Andererseits erlaubt diese Methode, die Entziindung
isoliert in den Zellen zu untersuchen, die wahrend der akuten Pankreatitis den ersten
Schaden aufweisen (Lerch et al. 1992). Bei korrekter Praparation Gberleben groBBe
Teile der Zellpopulation im Isolationsmedium und lassen sich direkt Uber ihre
Rezeptoren mit CCK stimulieren (Marino und Gorelick 2012). Der rasche und
parabelférmige Anstieg der Zymogene Trypsin und pankreatische Elastase kann als
Erfolgskontrolle verwendet werden, ob eine regelrechte Stimulation stattfand
(Abbildung 9). Ein Anstieg von Trypsin durch die Aktivierung von Cathepsin B
(Halangk et al. 2000) ist bereits ebenso bekannt wie die rasche Aktivitatszuahme von
Trypsin unter CCK-Stimulation (Saluja et al. 1997; Sendler et al. 2013a). Da Trypsin
wiederum andere Enzyme wie beispielsweise die pankreatische Elastase aktiviert
(Rawlings und Salvesen 2013; Sendler et al. 2013b), zeigen beide Enzyme eine
suffiziente Stimulation der Azinuszellen an.

Die Induktion einer akuten Pankreatitis mit Caerulein ist ein etabliertes
Verfahren (Watanabe et al. 1984; Lampel und Kern 1977; Saluja et al. 1987; Halangk
et al. 2000; Wartmann et al. 2010). Es ist bekannt, dass bei einer
caeruleininduzierten Pankreatitis erste Veranderungen bereits eine Stunde nach
Induktion auftreten und deren Maximum nach vier bis acht Stunden erreicht wird.
Nach etwa 24 Stunden ist die Pankreatitis hinsichtlich der Enzymaktivierung wieder
nahezu abgeklungen, es finden sich aber noch histologische Veranderung im Organ
(Lampel und Kern 1977). Nach Saluja et al. gilt eine Konzentration von etwa 5 ug
Caerulein/kg KG/Stunde als supramaximale Konzentration (Saluja et al. 1987), so
dass die dieser Arbeit verwendeten 50 pg Caerulein als sicher supramaximal
betrachtet werden kénnen und auch in friheren Arbeiten mehrfach verwendet
wurden (Wartmann et al. 2010; Sendler et al. 2013a). So kann eine sicher erfolgte
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Pankreatitis aufgrund der Sekretionsblockade erwartet werden. Die erfolgreiche
Induktion einer akuten Pankreatitis im Caeruleinmodell wird durch den Anstieg von
Amylase und Lipase im Serum beurteilt, da beide Enzyme als typische serologische
Marker einer akuten Pankreatitis gelten, die auch in der klinischen Routine
verwendet werden. Flr die Diagnose entscheidend ist ein Anstieg auf Uber das
Dreifache der oberen Normalwertgrenze. Bei etwa 20 % der Patienten bleibt die
Amylase im Normbereich, was haufig bei der alkoholischen Pankreatitis und der
Pankreatitis durch Hypertriglyceriddmie beobachtet wird. Auf der anderen Seite kann
das Enzym auch bei anderen Erkrankungen erhdht sein wie zum Beispiel bei
Niereninsuffizienz, Erkrankungen der Speicheldrisen, akuter Appendizitis,
Cholezystitis, lleus oder Ischdmie des Darms, peptischen Ulzera und
gynékologischen Erkrankungen. Wahrend die Amylase schon nach drei bis flnf
Tagen wieder abfallt, bleibt die Lipase langer erhdht. Letztere wird im Allgemeinen
als der spezifischere Marker der akuten Pankreatitis angesehen, kann aber ebenfalls
bei Nierenerkrankungen, Appendizitis und anderen Pathologien flasch positiv sein.
FUr eine sichere Diagnose sollten also beide Enzyme bestimmt werden (Tenner et al.
2013). Auch in tierexperimentellen Modellen der akuten Pankreatitis findet sich ein
Anstieg dieser Serumenzyme, der nach ein bis drei Stunden sichtbar wird (Saluja et
al. 1987; Halangk et al. 2000; Lerch et al. 1992; Lampel und Kern 1977) und das
Maximum nach acht Stunden erreicht (Sendler et al. 2013a). Erganzend ist der
histologische Gewebeschaden in Abbildung 16 dargestellt. Neben einer 6dematésen
Auflockerung des Gewebes findet sich eine Leukozyteninfiltration, die ihren
Hbhepunkt acht Stunden nach Induktion der Pankreatitis aufweist (Sendler et al.
2013a). Bei den Leukozyten handelt es sich vermutlich Gberwiegend um Neutrophile
und zu kleineren Teilen um Makrophagen und Lymphozyten (Sandoval et al. 1996).
Das pankreatische Odem entwickelt sich nach mindestens sechs Stunden und bleibt
wie die Leukozyteninfiltration und eine Vakuolisierung innerhalb der Azinuszelle bis
24 Stunden erhalten (Brady et al. 2002).
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5.2.2 Veranderungen von Expression und Aktivitat von Cathepsin C

In isolierten Azinuszellen erfolgten die ersten Untersuchungen zu Cathepsin C in der
experimentellen Pankreatitis, wobei in diesem Modell insbesondere die Frihphase
beurteilt wird. Es findet sich ein signifikanter Anstieg der Cathepsin C-Aktivitat unter
Stimulation mit CCK fir 30 Minuten (Abbildung 13). Eine Messung der intrazellularen
Cathepsin C Aktivitdt in isolierten vitalen Azinuszellen zeigt einen signifikanten
Anstieg nach 20 Minuten CCK-Stimulation und einen anschlieBenden Abfall der
Aktivitat (Abbildung 12). Die Enzymkinetik &hnelt der intrazellularen Aktivierung
anderer pankreatischer bzw. lysosomaler Enzyme, wie es bereits flr Trypsin,
Elastase und Cathepsin B gezeigt werden konnte (Halangk et al. 2000). Die Ursache
des intrazellularen Cathepsin C-Anstiegs ist noch unklar. Bekannte Cathepsin C
Aktivatoren sind Cathepsin L und S (Dahl et al. 2001), wobei beide Cathepsine
sowohl im entzindeten Pankreas als auch im Pankreassaft nachweisbar sind und
wahrend einer (experimentellen) akuten Pankreatitis in ihrer Aktivitat gesteigert sind
(Wartmann et al. 2010; Lyo et al. 2012). Cathepsin S wird zusatzlich in infiltrierenden
Makrophagen detektiert (Lyo et al. 2012). Zur Beantwortung dieser Hypothese wéren
weitere Versuche in Knock-out Mausmodellen sinnvoll, in denen eine Depletion von
Cathepsin L bzw. Cathepsin S stattgefunden hat. Da die ex-vivo Versuche in reinen
Azinuszellkulturen durchgefihrt wurden, kénnen exogene EinflussgréBen, wie
beispielsweise inflammatorische Zellen, in denen bei Entziindungen ebenfalls eine
Cathepsin C-Aktivitatssteigerung beobachtet wird, hier keine Rolle spielen.

Auch im Modell der Caerulein-induzierten Pankreatitis findet sich eine
Aktivitatsanderung von Cathepsin C (Abbildung 17), die nach acht und 24 Stunden
signifikant ansteigt und ihrer Aktivatit erhdht bleibt. Die Beobachtungen decken sich
mit Ergebnissen einer anderen Arbeit, in welcher gezeigt werden konnte, dass die
Gen- und Proteinexpression von Cathepsin C wahrend einer Caerulein-induzierten
Pankreatitis ebenfalls zunimmt. Allerdings wurden hier nur die ersten sechs Stunden
untersucht (Yu et al. 2009). Urséachlich fir die Aktivitatssteigerung kann einerseits
eine direkte Induktion der Genexpression von Cathepsin C infolge eines

inflammatorischen Prozesses sein, wie es auch bei anderen Proteinen im Rahmen
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von Entziindungen beschrieben wurde (Frossard et al. 2002; Sands 2015). Ein
weiterer Erklarungsansatz berlcksichtigt die Invasion von Immunzellen in das
Pankreas, die wahrend der akuten Pankreatitis eintritt. Diese inflammatorischen
Zellen exprimieren ebenfalls Cathepsin C. Durch die Einwanderung in das Organ
findet sich somit eine Zunahme der Cathepsin C-Proteinmenge und mdéglicherweise
auch —Aktivitat. In der Arbeit von Yu et al. 2009 wurden isolierte AR42J Zellen
verwendet, so dass Immunzellen in deren speziellem experimentellen Aufbau keine
Rolle spielen kénnen. In der hier vorliegenden Arbeit wurden zusétzlich Homogenate
muriner Pankreata verwendet, die neben Azinuszellen auch die wahrend einer
Pankreatitis infiltrierenden Immunzellen enthalten. Bei diesen handelt es sich
Uberwiegend um Neutrophile, in geringen Mengen treten Makrophagen und
Lymphozyten auf (Sandoval et al. 1996; Sendler et al. 2013a; Brady et al. 2002). Alle

drei Gruppen von Entzindungzellen enthalten Cathepsin C (s.Kap. 1.2.1).

Erwahnenswert ist in diesem Zusammenhang auch, dass die Neutrophilenelastase
maBgeblich an dem Verlust der Zell-Zell-Kontakte wahrend der Pankreatitis beteiligt
ist (Mayerle et al. 2005b). Dieses Enzym wird in den Neutrophilen exprimiert und
durch Cathepsin C aktiviert (Adkison et al. 2002; Rawlings und Salvesen 2013).
Cathepsin C kénnte somit eine wichtige Rolle in der Pathogenese der akuten
Pankreatitis spielen. Dieser Sachverhalt wurde in dieser Arbeit aber nicht weiter
untersucht und soll Grundlage weiterfiihrender Arbeiten sein.

Wir untersuchten auBerdem, ob eine mdgliche Sekretion von Cathepsin C aus
Azinuszellen wahrend der Pankreatitis stattfindet. Hintergrund ist die Beobachtung,
dass Cathepsin C von zytotoxischen T-Zellen und Mastzellen sezerniert wird
(Wolters et al. 2000). Dariber hinaus werden auch andere Cysteincathepsine wie
Cathepsin B und Cathepsin L sekretiert (Wartmann et al. 2010; Kukor et al. 2002).
Die Versuche wurden in Azinuszellen nach 30-minltiger CCK-Stimulation
durchgefiihrt und im sekretierten Uberstand die Cathepsin C Aktivitdt gemessen (s.

Kap.3.2.4). Zum Vergleich wird die Aktivitdt von Amylase gemessen, um zu zeigen,

dass eine Stimulation der Azinuszellen stattgefunden hat. Zudem wird die Amylase
auch sezerniert (Williams et al. 1978). Die beobachtete Amylasesekretion ist

zwischen 10 pM und 10 nM CCK signifikant und hat ein Maximum bei 100 pM, so
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dass sich ein parabelférmiger Kurvenverlauf ergibt (Abbildung 14). CCK- und
Acetylcholinrezeptoren  stellen  die  wichtigsten Rezeptoren  far  die
Sekretionsregulation in Azinuszellen dar (Marino und Gorelick 2012). Azinuszellen
haben die Eigenschaft, mono- und biphasisch sekretieren zu kénnen. Wahrend bei
der monophasischen Sekretion, die beispielsweise durch Gastrin releasing Peptid
(GRP) oder vasoaktives intestinales Peptid (VIP) stimuliert wird, ein Anstieg der
Sekeretionsstarke bis zu einer maximalen H6he beobachtet wird, die trotz hdherer
Konzentrationen dieser Stoffe plateauférmig erhalten bleibt, bedingen CCK und
Carbachol, ein Acetylcholinanalogon, eine biphasische Sekretion. Diese steigt bis zu
einer bestimmten Konzentration des auslésenden Stoffes, sinkt dann aber trotz
weiter steigender Konzentrationen wieder. Letzeres Muster entspricht dem der CCK-
Stimulation in den Azinuszellen (Marino und Gorelick 2012). Im Gegensatz zur
Amylase findet sich fir Cathepsin C keine Sekretion aus Azini (Abbildung 14). Da in
Azinuszellen bereits nach finf Minuten Stimulation eine Amylase-Sekretion sichtbar
wird und Azini innerhalb von 30 bis 60 Minuten etwa 10 - 20 % der in den Vesikeln
gespeicherten Enzmye abgeben (Marino und Gorelick 2012), ist davon auszugehen,
dass ein extrazellulares Vorkommen von Cathepsin C héatte detektierbar sein
mussen, sofern es tatsadchlich sezerniert wird. Wir gehen daher davon aus, dass

Cathepsin C wéahrend der akuten Pankreatitis intrazellular verbleibt.

5.2.3 Umverteilung von Cathepsin C in der akuten Pankreatitis

Die intrazelluldare Umverteilung von Cathepsin C wurde anhand von subzellularen
Fraktionierungen zu verschiedenen Zeitpunkten der akuten Pankreatitis untersucht.
Methodisch grindet sie auf mehreren Zentrifugationsschritten und wurde modifiziert
nach Tartakoff und Jamieson 1974 und Saluja et al. 1987 mehrfach angewendet. Es
wurden die Fraktionen Zytosol, Lysosomen und Zymogene analysiert. Wir konnten
Cathepsin C sowohl auf Proteinebene als auch in enzymatischer Aktivitat detektieren
und zeigen, dass erstens neben der hauptsachlichen Expression von Cathepsin C in

Lysosomen auch eine geringe Menge in Zymogenen zu finden ist. Zweitens erfolgt
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bereits in der Frihphase der Pankreatitis (nach 30 Minuten) eine Umverteilung
sowohl vom Protein als auch von der Enzymaktivitdt von der lysosomalen in die
Zymogenfraktion. Im Zytosol findet sich keine relevante Aktivitat (Abbildung 25 und
Abbildung 26). Bisher ging man davon aus, dass Cathepsin C ausschlieBlich
lysosomal vorhanden ist (Rawlings und Salvesen 2013; McGuire et al. 1992; Bouma
und Gruber 1966), wobei es Uber einen Mannose-6-phosphat-rezeptor in dieses
Zellkompartiment gelangt (Muno et al. 1993). Die gleiche familiare Einordnung mit
Cathepsin L (Rawlings und Salvesen 2013) und eine vermutete gemeinsame
phylogenetische Abstammung mit anderen Papain-&hnlichen Proteasen wie
Cathepsin B (Hola-Jamriska et al. 1998) lassen aber ein diesen Enzymen &hnliches
Verhalten vermuten (s. unten). Sowohl Cathepsin B als auch L werden in beiden
subzellularen Kompartimenten exprimiert und verteilen sich in der Frihphase der
akuten Pankreatitis hin zum Zymogen-Kompartiment (Wartmann et al. 2010; Sendler
et al. 2016; van Acker et al. 2006). Ursachlich far die Aktivitdtszunahme in den
Zymogengranula kann entweder eine Fusionierung dieser beiden Organellen sein, so
dass eine neues schweres Kompartiment entsteht, welches bei der Préparation
zusammen mit der Zymogengranula-Fraktion isoliert wird. AuBerdem denkbar ist
eine fehlerhafte Sortierung der Cathepsine (Sendler et al. 2013b).

Die Reinheit der Fraktionen wurde durch Expressionsanalysen verschiedener
Markerproteine Uberprift: Als zytosolische Proteine wurden GAPDH und p115
verwendet. Beide Proteine finden sich Uber das gesamte Experiment in etwa
identischer Signalstarke ausschlieBlich im Zytosol und konnten in keiner anderen
Fraktion nachgewiesen werdenAbbildung 28). GAPDH ist an der Glykolyse beteiligt
und spielt eine Rolle beim Zelltod. Deshalb wird es auch in sehr geringen Mengen im
Zellkern, in Mitochondrien und an Mikrotubuli des Zytoskeletts gefunden. Das Protein
p115 spielt bei der Fusion von intrazellularen Membranen und bei der Zellteilung eine
Rolle. Es findet sichim Zytosol und auch am Golgi-Apparat (Tristan et al. 2011;
Levine et al. 1996).

Neben Trypsin ist Chymotrypsin ausschlieBlich in Zymogengranula lokalisiert
(Rawlings und Salvesen 2013). Chymotrypsin wurde weder im Zytosol noch in den

Lysosomen nachgewiesen und zeigte in den Zymogengranula mit zunehmender
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Pankreatitisdauer (30 und 60 Minuten) eine steigende Expression auf (Abbildung 28).
Diese Expressionssteigerung kann durch Aktivierung von Chymotrypsin durch
aktives Trypsin erklart werden, welches wahrend der akuten Pankreatitis zunimmt
(Rawlings und Salvesen 2013). Technisch schwieriger war die eindeutige Zuordnung
der lysosomalen Fraktion. Cathepsin D ist ein bekanntes Enzym der lysosomalen
Matrix (Rawlings und Salvesen 2013) und war in den Prgparationen fast
ausschlieBlich in den Lysosomen nachweisbar. Allerdings nahm die Expression
schon nach 30 Minuten deutlich ab (Abbildung 28). Ein mdglicher Erklarungsansatz
kann eine Degradation dieses Enzyms wahrend eines entzliindlichen Prozesses sein,
wobei die Neusynthese als zunéachst inaktives Proenzym und schlieBlich aktives
Enzym viel langsamer ablauft (Diment et al. 1988; Groos et al. 2004). Zusatzlich wird
vermutet, dass Lysosomen wahrend der akuten Pankreatitis mit anderen
subzellularen Kompartimenten fusionieren oder aufbrechen, so dass deren Inhalt gar
nicht mehr in einer lysosomalen Fraktion detektiert werden kann (van Acker et al.
2006).

Bei der Verwendung von Homogenaten aus dem gesamten Pankreas kann
eine Beeinflussung durch andere Zelltypen letztlich nicht véllig ausgeschlossen
werden. Diese wurde durch die spezielle Verarbeitung der Proben mit Zerkleinern

des Organs und Abdekantieren schwimmender Zellen (s. Kap. 3.3.3) mdglichst

gering gehalten. Dennoch kénnen neben exokrinen Azinuszellen, die sicherlich den
groBten Teil ausmachen, auch geringe Anteile endokriner Zellen, Fett- und

Bindegewebszellen und pankreatische Sternzellen vorkommen (s. Kap. 1.1.1). Um

diese Fehlerquelle weiter zu minimieren, ware die Herstellung subzellularer
Fraktionen aus isolierten Azinuszellen vorteilhaft, was Grundlage zuklnftiger Studien

sein kann.

5.2.4 Pharmakologische Inhibition von Cathepsin C
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Eine effektive Inhibition von Cathepsin C ist von groBer Bedeutung, um zu verstehen,
welche Effekte eine Cathepsin C-Depletion auf die Aktivitdt anderer Cathepsine,
pankreatischer Enzyme sowie den Verlauf der Pankreatitis hat. Prinzipiell kann die
Inhibition pharmakologisch durch bestimmte Inhibitoren oder mithilfe genetisch
veranderter Tiere in einem knockout Modell untersucht werden. Eine Cathepsin C
(syn. Dipeptidyl Peptidase I) defiziente Maus mit einem Keimbahn-knockout existiert
und wurde 1999 von Pham et al. generiert (Pham und Ley 1999). Zytotoxische T-
Lymphozyten dieser Mause wiesen eine reduzierte Prozessierung von Granzym A
und B auf, auBerdem zeigte sich eine verminderte Aktivierung von Serin-Proteasen
neutrophiler Granulozyten wie etwa Neutrophilenelasatse, Cathepsin G und
Proteinase 3 (Adkison et al. 2002).

In dieser Arbeit wurde ein Inhibitor benutzt und zwar mit Gly-Phe-CHN, der am
haufigsten verwendete und am besten charakterisierte Inhibitor (Laine und Busch-

Petersen 2010; s. Kap. 1.2.6). Zusatzlich fihrt Gly-Phe-CHN_ zu einer irreversiblen

Cathepsin C-Hemmung (Méthot et al. 2007) und macht so einen anhaltenden Effekt
wahrscheinlich. In vitro zeigt dieser bereits ab einer Konzentration von 5 uM eine
signifikante Cathepsin C-Hemmung von ca. 90%, die bei 10 uM sogar auf 96% steigt
(Abbildung 19). Eine Hemmung anderer Proteasen wird erst bei héheren
Konzentrationen sichtbar (25 uM; Abbildung 20). Unter Berlcksichtigung dieser
Ergebnisse wird eine Inhibitorkonzentration von 10 puM fir die in-vivo Experimente
ausgewahlt. Diese Inhibitorkonzentration wurde bereits von anderen Autoren in
experimentellen Arbeiten verwendet (Green und Shaw 1981; Angliker et al. 1989;
Laine und Busch-Petersen 2010). Selbst deutlich geringere Konzentrationen von Gly-
Phe-CHN, kdnnen in einem in-vitro System zu einer effektiven Cathepsin C-
Hemmung fUhren, wie von Angliker und Mitarbeitern gezeigt wurde, die bei einer
Konzentration von 0,25 puM bereits nach etwa sechs Minuten eine effiziente
Hemmung beobachteten (Angliker et al. 1989).

Im lebenden Zellsystem der isolierten Azinuszellen konnte mit 10 uM lediglich
eine intrazellulare Cathepsin C-Hemmung von etwa 25% erreicht werden. Auch die
Verwendung hoherer Konzentrationen sowie die Zugabe von die Zellwand
permeabilisierender Substanzen (Ethanol 5%) konnte das Ausmal3 der Inhibition
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nicht steigern. Moglicherweise gelangt nur ein geringer Anteil des Inhibitors nach
intrazellular und fahrt somit zu einer unzureichenden Cathepsin C-Hemmung. Zudem
stellen permeabilierende Substanzen einen unphysiologischen Zustand fir
Azinuszellen dar, beeinflussen die intrazellulare Proteasenaktivierung und
erschweren somit die Analyse von Enzymkinetiken (Ruthenbiirger 2003). Es zeigt
sich, dass die Ubertragbarkeit von in-vitro Ergebnissen auf das lebende Zellsystem
Grenzen hat. Erschwerend kommt hinzu, dass Azinuszellen Priméarzellen darstellen,
die aus einem intakten Organ frisch isoliert wurden und nicht immortalisiert sind wie
eine permanente Zelllinie. Dadurch ergeben sich Limitationen bei der
Inkubationsdauer mit Inhibitoren. Zudem miissen eine potentielle Zytotoxizitat von
Gly-Phe-CHN. und ein intrazellularer Wirkungsverlust beriicksichtigt werden. Bereits
ab einer Konzentration von 1 pM wird eine Zytotoxizitat beschrieben. Diese ftritt
allerdings erst nach einer Inkubationszeit von 72 Stunden ein (32% Uberlebende
Zellen) und wurde in U937 Zellen, einer Lymphoblasten-Zelllinie, die aus der
humanen Lunge isoliert wurde, beschrieben (Méthot et al. 2007). In der vorliegenden
Arbeit wurde Gly-Phe-CHN, zwar in einer hdéheren Konzentration von 10uM
verwendet, aber mit einer deutlich verkirzten Inkubationszeit von wenigen Stunden.
In Azinuszellen konnte keine relevante Toxizitdt durch den Inhibitor beobachtet
werden, da die gemessene Zellnekrose unverandert blieb (Abbildung 24).

Eine weitere mogliche Erklarung fir die geringe intrazellulare enzymatische
Hemmung von Cathepsin C ist eine Degradation des Inhibitors in den Azinuszellen.
Diazomethylketone bleiben in Anwesenheit von DTT und Mercaptoethanol stabil,
haben aber in Abhangigkeit des Mediums eine Halbwertszeit von ca. 50 Minuten
(Powers et al. 2002; Kam et al. 2004). Weder DTT noch Mercaptoethanol sind im
Isolations- oder im Messmedium der Azinuszellen vorhanden. Durch wiederholte
Zugaben des Inhibitors wahrend des Experimentes wurde versucht, eine mdgliche
Instabilitdt auszugleichen. Dabei wurde der Inhibitor einerseits zu Beginn der 30-
mindtigen Ruhephase der Azinuszellen hinzugegeben, andererseits auch in den
Messpuffer. Eine hdhere Inhibitor-Konzentration kénnte die Cathepsin C Hemmung
moglicherweise verstarken, jedoch werden dann auch andere Cathepsine (CTSL)
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und pankreatische Enzyme (Trypsin) unspezifisch gehemmt (Abbildung 20). Zudem
ist das Risiko einer Zytotoxizitat gréBer.

die als ebenso effektiv und weniger zytotoxisch gelten (Méthot et al. 2007). Dies soll
Gegenstand weiterfihrender Studien sein, ebenso die Verwendung eines Cathepsin

C knockout Mausmodells.

5.3 Stellenwert von Gly-Arg-AMC als Substrat von Cathepsin C

Ein wichtiges Ergebnis dieser Arbeit stellt neben der Ermittlung der optimalen
Inhibitorkonzentration die Etablierung und Charakterisierung eines geeigneten
Substrates fiir Cathepsin C dar. Ein spezifisches Substrat ist unerlasslich, da im
Pankreasgewebe und selbst in isolierten Azinuszellen eine Vielzahl von Enzymen
vorhanden ist, die potentielle Interaktionspartner mit dem Substrat darstellen. Die am
haufigsten verwendeten Substrate sind Gly-Phe-AMC und Gly-Arg-AMC (Hamon et
al. 2016). In dieser Arbeit wird Gly-Arg-AMC eingesetzt, wobei Konzentrationen
verwendet werden, die von anderen Autoren bereits erfolgreich getestet wurden
(McDonald et al. 1969b; Chan et al. 1985; Hamilton et al. 2008; Méthot et al. 2007;
Hamon et al. 2016). Neben der Enzymspezifitdt von Gly-Phe-AMC unterliegt dieses
einer schnellen und starken Hydrolyse durch Cathepsin C (McDonald et al. 1969b).
Unter Verwendung von 100 uM des Substrates wird nur bei Cathepsin C eine
Aktivierung beobachtet. Weder Trypsin, Elastase noch Cathepsin L oder B spalten
Gly-Arg-AMC (Abbildung 18). Da flir jedes Enzym das spezifische Puffersystem
gewahlt wurde, ist davon auszugehen, dass die Enzyme ihre optimale enzymatische
Aktivitat besitzen. Gly-Arg-AMC konnte sowohl im Pankreashomogenat als auch in
Azinuszellen verwendet werden, wobei bei letzteren die intrazellulare Aktivitat in
vitalen Zellen detektiert wurde. Mehrere Arbeiten verwendeten mittlerweile
zellgdngige und AMC-gekoppelte Substrate zur Messung intrazellularer
Enzymaktivaten in Azinuszellen: die intrazelluldre Cathepsin B Aktivitat wurde unter
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Verwendung des Substrates AMC-Arg, in einer Konzentation von 20 uM in CCK-
stimulierten Azinuszellen gemessen und zeigte einen &ahnlichen kegelférmigen
Verlauf mit Aktivititsmaximum bei 20 Minuten (Sendler et al. 2013a).
Rhodaminhaltige fluorogene Substrate weisen ebenfalls eine gute Zellgangigkeit auf
und das in Azinuszellen am besten charakterisierte Substrat ist R110-lle-Pro-Arg,
welches spezifisch flr Trypsin ist (Halangk et al. 2000; Wartmann et al. 2010;
Sendler et al. 2013a). Mit supramaximalen CCK-Konzentrationen stimulierte
Azinuszellen zeigen eine rasche Zunahme der intrazellularen Trypsin-Aktivitat in den
ersten 20 Minuten, vergleichbar mit der Aktivat von Cathepsin B und C.

Cathepsin C kann speziesabhangig unterschiedliche Substratspezifitaten
haben. Es konnte aber gezeigt werden, dass sowohl murines als auch bovines
Cathepsin C besonders geeignet sind, das Dipeptid Gly-Arg zu spalten (McDonald et
al. 1969b).

5.4 Interaktion von Cathepsin C mit Cathepsin B

Cathepsin B ist ein wichtiger Bestandteil flr die vorzeitige intrazellulare
Proteasenaktivierung in der akuten Pankreatitis, da es Trypsinogen aktiviert (Halangk
et al. 2000). Ferner ist aus in-vitro Versuchen bekannt, dass Cathepsin C zur
korrekten Prozessierung von Cathepsin B beitragt (Rowan et al. 1992). Diese beiden
Ergebnisse gaben Anlass, in Azinuszellen die Interaktion dieser beiden Enzyme
eingehender zu untersuchen. Beide Enzyme sind Cysteinproteasen, haben
phylogentische Ahnlichkeit und spielen bei entziindlichen Prozessen eine Rolle
(Sohar et al. 2002; Turk et al. 2012; Hola-Jamriska et al. 1998).

Aus den subzellularen Fraktionierungen geht hervor, dass sowohl Cathepsin B
als auch Cathepsin C sowohl im lysosomalen Kompartiment als auch in der

Zymogenfraktion nachweisbar sind und in der Frihphase der akuten Pankreatitis
umverteilt werden4.6). Es konnte erstmals ex-vivo gezeigt werden, dass die

Depletion von Cathepsin C auch zu einer Verringerung von Cathepsin B fiihrt, wobei
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bei beiden Enzymen deren intrazelluldre Aktivitdt in lebenden Azinuszellen
gemessen wurde. Mdéglicherweise wirde eine noch starkere Inhibition von Cathepsin
C eine weitere Aktivitditsminderung von Cathepsin B bedingen als nur um 26%
(Abbildung 22). Eine unspezifische Inhibition von Cathepsin B durch Gly-Phe-CHN
wurde in den vorhergehenden Versuchen ausgeschlossen. Diese Ergebnisse
unterstreichen die Hypothese, dass die Aktivierung von Cathepsin B in Abhangigkeit
von Cathepsin C verlauft. Ob es sich nun um einen direkten Effekt handelt oder
zusatzliche indirekte Mechanismen beteiligt sind, muss in weiteren Studien geklart
werden. In rekombinant hergestelltem und aus der Ratte isoliertem Pro-Cathepsin B
konnte gezeigt werden, dass durch die Exopeptidaseaktivitat von Cathepsin C (syn.
Dipeptidyl-Peptidase 1) das erste Dipeptid (Phe-Ser) der Proregion am NH.-
terminalen Ende von Cathepsin B abgespalten wird. Dieser Prozess verlauft mit
relativ langsamer Reaktionsgeschwindigkeit und Cathepsin C schneidet zudem
Dipeptide mit niedriger Spezifitdt. Zugabe von aktivem Cathepsin B zu Cathepsin C
in-vitro flhrte zu aktivem einkettigem Cathepsin B mit korrekt prozessiertem N-
Terminus (Rawlings und Salvesen 2013; Rowan et al. 1992). Diese Daten deuten
darauf hin, dass Cathepsin C einen direkten Effekt auf die Prozessierung von Pro-
Cathepsin B hat, die Aktivierung aber auch die Anwesenheit von bereits aktivem
Cathepsin B bendétigt. Beide Enzyme, Cathepsin B und C, sind auch in unstimulierten
Azinuszellen in zum Teil aktiver Form vorhanden, so dass der beschriebene
Mechanismus mdglicherweise den Beobachtungen in CCK-stimulierten Azinuszellen

zugrunde liegen kénnte.

5.5 Die Rolle von Cathepsin C auf die Trypsinaktivierung und
Zellnekrose

Die Hypothese, dass Cathepsin C mdglicherweise auch einen Einfluss auf Trypsin
hat, basiert auf folgenden Gedanken: Es ist bekannt, dass Trypsin eine

SchlUsselrolle in der Aktivierungskaskade der Pankreatitis spielt und weitere
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pankreatische Proteasen aktiviert. Normalerweise liegt das Enzym als inaktive
Vorstufe in Form von Trypsinogen vor und wird im Dinndarm durch Enterokinase
aktiviert. Bei der akuten Pankreatitis findet eine vorzeitige Aktivierung statt, die
Cathepsin B vermittelt verlauft, wobei Cathepsin B dann Trypsinogen direkt aktiviert

(s. Kap. 1.1.4). In isolierten und mit dem Inhibitor Gly-Phe-CHN, inkubierten

Azinuszellen fand sich begleitend zu Cathepsin C auch eine Reduktion der
intrazellularen Cathepsin B-Aktivitdt, so dass vermutet werden kann, dass ein
moglicher Trypsin-hemmender Effekt von Cathepsin C lber Cathepsin B vermittelt
wird.

Hinzu kommt, dass Cathepsin C Serinproteasen wie Granzym A und B,
Cathepsin G, Neutrophilenelastase und Proteinase 3 direkt aktiviert1.2.3). Da Trypsin

auch zur Gruppe der Serinproteasen zahlt (Rawlings und Salvesen 2013), kénnte
Cathepsin C auch Trypsinogen direkt aktivieren, analog zu Cathepsin B. Durch die
Dipeptidyl-Peptidase-Aktivitdt von Cathepsin C wurde die Hypothese aufgestellt,
dass es das Trypsin-Aktivierungs-Peptid (TAP), was bei Saugetieren meist ein
Hexapeptid ist und aus Asparaginsaure und Lysin besteht (Rawlings und Salvesen
2013), in wenigen Schritten abspalten kann. Da TAP keine Aminosauren wie Prolin,
Arginin oder Isoleucin enthalt, die die Cathepsin C-Aktivitat unterbinden (McDonald
et al. 1969b; McGuire et al. 1992; Tran et al. 2002), wéare eine solche Aktivierung von
Trypsin durchaus denkbar. Untersuchungen in anderen Zellpopulationen zeigten,
dass Cathepsin C mit Serinproteasen wie Granzymen kolokalisiert, wie in CD8+ T-
Zellen gezeigt werden konnte (McGuire et al. 1993; Brown et al. 1993). Die
Ergebnisse der subzelluldren Fraktionierungen aus dem Pankreas lassen zudem
vermuten, dass Cathepsin C zumindest zu einem gewissen Teil in der
Zymogenfraktion vorhanden sein muss, genauso wie Cathepsin B und L (Abbildung
25).

Diese Theorien konnten experimentell nicht bestatigt werden, da sich in
isolierten und mit CCK-stimulierten Azinuszellen unter Ko-Inkubation mit dem
Cathepsin C-Inhibitor eine unveranderte intraazinare Trypsinaktivierung zeigte
(Abbildung 23a). Auch die Aktivitat der pankreatischen Elastase, einem weiteren

Zymogen neben Trypsin, anderte sich nicht (Abbildung 23b). Da keine vollstandige
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Suppression von Cathepsin C durch den Inhibitor erreicht werden konnte, ist
moglich, dass die noch vorhandene Cathepsin C Aktivitdt ausreicht, zunachst
Cathepsin B und dann indirekt Trypsinogen =zu aktivieren. Zusatzlich sind
weiterflhrende ex-vivo Untersuchungen notwendig, um zu klaren, ob andere
Cathepsine durch Depletion von Cathepsin C gehemmt oder aktiviert werden, die
Einfluss auf die Trypsinogen-Aktivierung haben. Eine gleichzeitige Inaktivierung von
Cathepsin L, einem bekannten Inaktivator von Trypsin (Wartmann et al. 2010),
kénnte die Effekte von Cathepsin B beispielsweise antagonisieren. Cathepsin B kann
auch nicht alleiniger Aktivator von Trypsinogen sein, da in Cathepsin B defizienten
Mause (CTSB-/-) in der Caerulein-Pankreatitis immer noch eine geringe Trypsin-
Aktivitat gemessen werden konnte (Halangk et al. 2000).

In-vitro war weder auf Proteinebene im Western Blot (Abbildung 29) noch bei
Messung der Enzymaktivitat von Trypsin (Abbildung 30) eine Spaltung bzw.
Aktivierung von Trypsinogen durch Cathepsin C zu beobachten, was gegen einen
direkten Effekt von Cathepsin C auf Trypsinogen spricht. Als Positivkontrolle diente
die Aktivierungsfahigkeit von Enterokinase. Es ist bekannt, dass porcine
Enterokinase bovines Trypsinogen sehr gut aktivieren kann (Maroux et al. 1971).
Enterokinase ist im basischen pH-Bereich zwischen 6 und 9 mit einem
Aktivitatsmaximum bei pH 8 enzymatisch am aktivsten (Rawlings und Salvesen
2013), was hier durch den verwendeten Trypsinpuffer gewahrleistet war (pH 8). Es
erfolgte eine proteolytische Aktivierung von Trypsinogen (ca. 23 kDa) zu aktivem
Trypsin, welches ein leicht geringeres Molekulargewicht aufweist und auf einem 15%
SDS-Gel gut aufgetrennt werden konnte (Abbildung 29). Cathepsin B und L spalten
ebenfalls Trypsinogen, wobei unter Cathepsin L (im Gegensatz zu Cathepsin B) ein
enzymatisch inaktives Trypsin entsteht. Dass Cathepsin C zu keiner Aktivierung
fuhrt, zeigt sich auch an den fluorometrischen Messungen (Abbildung 30), wo im
Gegensatz zu Enterokinase kein aktives Trypsin gemessen wird. Samtliche
Inkubationen mit Enzymen, d.h. entweder Enterokinase oder Cathepsin C wurden im
spezifischen Puffersystem durchgefihrt, um eine optimale Enzymaktivitdt zu
gewahrleisten. Die Messungen von aktivem Trypsin erfolgtem im Trypsinpuffer,
sodass von einem guten Aktivitdtsbereich fir Enterokinase, Cathepsin C und Trypsin
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ausgegangen werden muss. Eine mdgliche Autoaktivierung von Trypsin wurde durch
entsprechende Negativkontrollen ausgeschlossen, indem in separaten Ansatzen
Enterokinase  und Cathepsin C weggelassen  wurden. Da eine
Trypsinogenaktivierung durch Caerulein bzw. CCK in isolierten Azinuszellen bereits
nach 15 bis 30 Minuten deutlich wird (Saluja et al. 1999), ist der hier betrachtete
Zeitraum von drei Stunden ausreichend. Zudem wurden mit 30 mU reinem Cathepsin
C Enzym auch unphysiologisch hohe Dosen verwendet, die eine Prozessierung von
Trypsinogen hatten ermdglichen sollen. Da eine Anwesenheit von Kalzium fir die
Trypsinogenaktivierung notwendig ist (Saluja et al. 1999), wurde Kalzium im
Trypsinpuffer erganzt (reguldar 5 mM CaCly). Kalzium fihrte zu keiner Minderung der
Enzymaktivitat von Cathepsin C.

Zusammenfassend zeigen diese Ergebnisse, dass eine Depletion bzw.
Reduktion von aktivem Cathepsin C im Gegensatz zu Cathepsin B oder L weder
einen direkten noch einen indirekten Effekt auf die Trypsinogenaktivierung hat.
Offensichtlich kommt es durch Fehlen von Cathepsin C auch zu keiner Veranderung
des pankreatischen Schadens, da die Zellnekrose — gemessen durch Propidiumiodid
— unverandert bleibt (Abbildung 24). Die intrazellulare Aktivitdt der pankreatischen
Elastase, eines weiteren wichtigen Verdauungsenzyms, blieb unverandert (Abbildung
23b). Ob diese von isolierten Azinuszellen ausgehenden Beobachtungen auf die
experimentelle Pankreatitis im Ganztier Gbertragbar sind, muss in weiterfihrenden
Untersuchungen geklart werden. Es bieten sich zur Beantwortung dieser Frage
Versuche in Cathepsin C-knockout Mausen an. Vorteile dieser Tiere sind das
vollstandige Fehlen von Cathepsin C, auBerdem kdénnen sie mit Wildtypen (C57BL/6
Hintergrund) hinsichtlich des Schweregrades der Pankreatitis vergleichen werden.
Dann kann auch geklart werden, ob andere zellulare Komponenten, wie z.B.
einwandernde inflammatorische Zellen, bei Defizienz von Cathepsin C den Verlauf
der akuten Pankreatitis beeinflussen.
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5.6 Translation des Mausmodells auf den Menschen

In dieser Arbeit wurden mannliche C57BL/6N-Mausen verwendet, wobei die
Ergebnisse ein tieferes Verstandnis flr die Pathophysiologie der Pankreatitis bringen
sollen. Langfristiges Ziel soll sein, eine kausale Therapie flr die akute Pankreatitis zu
entwickeln. Aufgrund der Ahnlichkeiten in der makroskopischen Anatomie und der
Histologie des Pankreas vom Menschen und der Maus sowie dem ahnlichen Profil
an pankreatischen Proteasen erhofft man sich, die in tierexperimentellen Versuchen
gewonnenen Erkenntnisse in einem gewissen Umfang auf den Menschen Ubertragen
zu kdnnen. Gemeinsam ist die Lappchengliederung des Pankreas (Dintzis und Liggitt
2012), allerdings ist das murine Pankreas makroskopisch unschérfer abgrenzbar und
diffus zwischen Duodenum und Milz verteilt. Neben den exo- und endokrinen Zellen
findet sich in Mausen auch viel Fett, Stroma und Lymphknotenpakete. Ein den
Mausen &hnliches Pankreas findet sich auch bei Kaninchen und - in etwas dichterer
Form - bei Ratten. Im Gegensatz dazu liegt bei Menschen, Affen, Hunden und
Hamstern ein eher kompakt gegliedertes Organ vor. Das Pankreassekret wird beim
Menschen hauptséachlich Gber den Ductus pancreaticus major (Wirsung-Gang) in das
Duodenum abgefiihrt, wobei dieser sich kurz vorher mit dem Gallengang vereinigt.
Bei Mausen mlndet der Pankreasgang schon friher in den Gallengang und es gibt
akzessorische Gange, die direkt ins Duodenum minden. Mikroskopisch finden sich
sowohl bei Mausen als auch beim Menschen exokrine Azinuszellverbdnde und
endokrine Langerhans-Inseln, wobei die LappchengréBe in M&usen kleiner ist.
Zudem kdénnen bei Nagetieren manche Azinuszellen auch zwei Zellkerne enthalten
(Dintzis und Liggitt 2012).

Der entscheidende Vorteil in der Verwendung von Mausen ergibt sich aus der
Méglichkeit der artifiziellen Induktion einer akuten Pankreatitis, um die frhe Phase
dieser Erkrankung untersuchen zu kénnen, was beim Menschen kaum durchflihrbar
ist. Bei Aufnahme im Krankenhaus ist die Entziindung meist schon fortgeschritten
und die ersten Stunden der Pankreatitis vergangen, da die Patienten erst vorstellig
werden, wenn sie symptomatisch sind. Ein weiterer Vorteil ist die Mdglichkeit der
Standardisierung des Versuchsaufbaus, um Versuche wiederholen und die
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Ergebnisse reproduzieren zu kénnen. AuBerdem kdnnen neben dem Pankreas
andere Organe wie Lungen, Dinndarm sowie Serum entnommen werden, um

extrapankreatische Schaden zu beurteilen.

5.7 Ausblick

Die in dieser Arbeit gewonnenen Ergebnisse geben grundlagenwissenschaftliche
Erkenntnisse zur Pathogenese der akuten Pankreatitis. Die Anwendung eines
Cathepsin C-Inhibitors auf isolierte und CCK-stimulierte Azinuszellen zeigte, dass
unter Depletion von Cathepsin C zwar Cathepsin B vermindert wird, die
Proteasenaktivierung und der Zelltod offensichtlich aber unverandert bleiben. Zur
Priufung dieser Beobachtung sind weitere Experimente notwendig. Es exisiert ein
genetisch verandertes Mausmodell mit einem Keimbahn-Cathepsin C knockout. Da
in diesen Mausen eine vollstandige Cathepsin C-Depletion vorliegt, sind diese Tiere
ein ideales Modell fir eine experimentelle Pankreatitis, zum Beispiel mittels
Caerulein-Zeitstrahl, um zu klaren, wie der Schweregrad der akuten Pankreatitis
beim Fehlen von Cathepsin C ausféllt. Da neben dem Pankreas auch die
inflammatorischen  Zellen  Cathepsin  C-defizient sind, kénnen weitere
Untersuchungen in isolierten Entzindungszellen angeschlossen werden. Diese
beeinhalten Charakterisierungen der Zytokinexpression, der Aktivierung von
Serinproteasen (Neutrophilen-Elastase, Cathepsin G) sowie der Migration. Zusétzlich
kénnen die in den Azinuszellen mit Gly-Phe-CHN, gewonnenen Ergebnisse an
Azinuszellen von Cathepsin C-defizienten Mausen Uberprift werden. In Abhangigkeit
der Ergebnisse in den experimentellen Modellen zur akuten Pankreatitis kann in
weiterfGhrenden Versuchen die Rolle von Cathepsin C in der chronischen

Pankreatitis analysiert werden.
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6 Zusammenfassung

Cathepsin  C (syn. Dipeptidyl-Peptidase I, CTSC) ist eine lysosomale
Cysteinprotease, die in zahlreichen Geweben verschiedener Spezies exprimiert wird
und der eine wichtige Role bei entzindlichen Erkrankungen zugeschrieben wird.
Bislang ist nicht bekannt, ob und inwieweit dies auch Bedeutung in der akuten
Pankreatitis hat. Von anderen lysosomalen Enzymen wie Cathepsin B und L ist
bekannt, dass sie die Aktivierung von Trypsinogen regulieren. So spaltet Cathepsin B
Trypsinogen zu aktivem Trypsin, wahrend mit Cathepsin L ein enzymatisch inaktives
trunkiertes Trypsin resultiert. Das Vorhandensein von aktivem Trypsin ist eine
entscheidende Voraussetzung fir die kaskadenartige Aktivierung weiterer Proteasen,
welche den pankreatischen Schaden bei der akuten Pankreatitis bedingen.

Anhand von immunhistochemischen Farbungen, enzymatischer Messungen
und Western Blot-Analysen konnte gezeigt werden, dass Cathepsin C in
Azinuszellen exprimiert und ahnlich wie Cathepsin B in der Frihphase der akuten
Pankreatitis intrazellulér in die Zymogenfraktion umverteilt wird. In isolierten und mit
supramaximalen Konzentrationen von Cholezystokinin (1 puM) stimulierten
Azinuszellen fand sich eine Zunahme der intrazellularen Aktivierung von Cathepsin
C, die vergleichbar mit der Aktivitdt von Cathepsin B und Trypsin war. In
vorbereitenden Versuchen konnten fir ex-vivo Versuche in pankreatischen
Azinuszellen optimale Konzentrationen eines flr Cathepsin C spezifischen
Substrates (Gly-Arg-AMC) und Inhibitors (Gly-Phe-CHN,) etabliert werden. Durch
den Inhibitor konnte eine intrazellulare Cathepsin C Reduktion um ca. 25% erreicht
werden. Diese war begleitet mit einer Verminderung der intrazellularen Cathepsin B-
Aktivitat, jedoch nicht mit einer Verminderung von Trypsin oder Elastase. Auch blieb
die azindre Nekrose unverandert. Ebenso konnte ein direkter Effekt von Cathepsin C
auf die Trypsinogenaktivierung in-vitro ausgeschlossen werden.

Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass Cathepsin C an der Aktivierung von
Pro-Cathepsin B beteiligt ist. Die unveranderte Aktivierung der Zymogene sowie die
nicht veranderte Nekrose der Azinuszellen deuten darauf hin, dass der pankreatische
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Schaden unabhéngig vom in Azinuszellen exprimierten Cathepsin C sein muss. Die
Ergebnisse lassen ferner vermuten, dass diese lysosomale Protease zusétzliche
Effekte auf weitere Proteasen haben muss, da trotz Reduktion von Cathepsin B eine
unveranderte Trypsinogenaktivierung beobachtet wurde. Diese Analysen sollen
Gegenstand zuklnftiger Untersuchungen sein.
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