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,In dieser Welt ist nichts Wabhrheit ist nichts Llge,

alles ist wie die Farbe des Glases durch das man es sieht.”
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Zusammenfassung

Die Rolle des Immunsystems im Verlauf der Pankreatitis ist ein Zusammenspiel
verschiedener Faktoren. Generell ist festzustellen das infiltrierende Leukozyten im
Verlauf der Pankreatitis einen direkten Einfluss sowohl auf den pankreatischen
Schaden als auch auf den systemischen Schaden haben. Es konnte gezeigt werden,
dass die Pankreatitis in CD18 defizienten Mausen zeitlich einen anderen Verlauf
nimmt im Vergleich zu den Kontrolltieren. Mit der Verschiebung der Infiltration der
Leukozyten verschiebt sich auch die Proteaseaktivierung, bzw. die Entstehung des
pankreatischen Schadens. Neutrophile als auch Makrophagen/ Monozyten
transmigrieren beide CD18 abhangig in das Pankreas und sind in den spéteren
Zeitpunkten fur die Proteaseaktivierung in gleichem Maf3e verantwortlich. Die
Depletion der Neutrophilen Granulozyten als auch die Depletion von
Makrophagen/Monozyten vor Induktion der Pankreatitis flhrt in gleicher Weise zu
einer Verminderung des Schweregrades der Erkrankung in den Tieren. Nicht nur in
vivo konnte ein Effekt von Leukozyten auf den Verlauf der Pankreatitis gezeigt
werden, auch in vitro zeigen Leukozyten einen direkten Effekt auf den
Azinuszellschaden sowie auf die intrazellulare Proteaseaktivierung. Makrophagen als
auch Neutrophile zeigen diesen direkten Effekt auf Azinuszellen. Die Depletion von
CD4 positiven T-Zellen fuhrt zu einer verminderten proinflamatorischen Antwort in
den Tieren welche in einem milderen Verlauf der Pankreatitis resultiert, da weniger

Zellen des angeborenen Immunsystems in den Pankreas transmigrieren.

Ein von Leukozyten vermittelter Mechanismus der zu einem erh6hten
Azinuszellschaden als auch zu einem Anstieg der Proteaseaktivierung fuhrt ist die
Freisetzung von TNFa. In isolierten Azinuszellen konnte gezeigt werden das TNFa
einen direkten Effekt auf das Uberleben der Zellen hat und zu einer Cathepsin B
vermittelten Aktivierung von Trypsinogen fuhrt. Cathepsin B knockout Tiere reagieren
nicht auf eine Stimulation durch TNFa mit einer Aktivierung von Trypsinogen oder
einer Azinuszellnekrose. Dies stellt eine therapeutische Mdoglichkeit in Aussicht.
Durch den Einsatz eines TNFa spezifischen Antikorpers konnte der
Azinuszellschaden der durch Leukozyten vermittelt wird als auch die Cathepsin B
vermittelte Proteaseaktivierung signifikant gesenkt werden. Dies stellt eine neue
Moglichkeit der Therapie der chronischen Pankreatitis dar, da sie in gleicher Weise

wie der Morbus Crohn oder die rheumatoide Arthritis als chronische



Entzindungsreaktion mit Hilfe von TNFa inhibierenden Antikdrpern behandelt

werden kénnte.



1. Einleitung

1.1 Die Pankreatitis

Die Pankreatitis ist charakterisiert durch eine starke Inflammationsreaktion in das

Pankreasgewebe, die ihren Ursprung in einer vorzeitigen intrazellularen Aktivierung
von pankreatischen Proteasen noch in der Azinuszelle selbst hat [1]. Vor mehr als
100 Jahren definierte der deutsche Arzt Hans Chiari die Pankreatitis als einen
Selbstverdau des Pankreas durch seine eigenen Verdauungsenzyme [2]. Man
unterscheidet hierbei die akute Form und die chronische Form der Pankreatitis.
Wahrend die akute Pankreatitis meist ihren Ursprung in der Obstruktion des
Gallengangs durch Gallensteine hat, oder durch Alkoholmissbrauch, manifestiert sich
die Erkrankung in der chronischen Form durch immer wiederkehrende Schibe. So
fuhrt das Beheben der Ursachen im Falle der akuten Pankreatitis meist zu einer
vollstdndigen Heilung ohne bleibende Schaden. Hingegen liegen die Ursachen
chronischer Pankreatitiden meist in einem stark ausgepragten Alkoholmissbrauch
oder genetischen Risikofaktoren, die zu einer hereditdren Pankreatitis fuhren
konnen. Wenn hingegen die Ursache der Erkrankung nicht aufgeklart werden kann,
spricht man von einer idiopathischen chronischen bzw. akuten Pankreatitis. Die
Inzidenz der Pankreatitis liegt in Europa zwischen 20 und 120 Falle auf 100.000
Einwohner pro Jahr. Klinisch verlauft die Erkrankung in 85% der Falle mild und
hinterlasst keine bleibenden Schéaden, jedoch in 15% der Falle entwickelt sich eine
schwere nekrotisierende Pankreatitis, in deren Verlauf schwerwiegende
Komplikationen auftreten, bis hin zu Organversagen und zu einer bleibenden
Einschrankung der exokrinen und endokrinen Funktion der Bauchspeicheldrise.
Diese schwere nekrotisierende Form der Pankreatitis ist durch eine hohe Mortalitat
von 10-20% gekennzeichnet.

Bis heute konnte noch keine kausale Therapiestrategie flr Patienten entwickelt
werden. Eine unterstiitzende Therapie mit der Gabe von Verdauungsenzymen bei
Patienten mit eingeschrénkter exokriner Funktion dient der symptomatischen
Therapie. Eine effektive Therapie bzw. Prophylaxe ist dringend von Néten, denn eine
chronische Pankreatitis geht einher mit einem stark gesteigerten Risiko ein

Pankreasadenokarzinom auszubilden [3, 4].



1.2 Die Proteasen des Pankreas und ihre Rolle in der
Pankreatitis
Das exokrine Pankreas produziert eine Vielzahl von verschiedenen

Verdauungsenzymen, die unter physiologischen Bedingungen als inaktive Pro-
Enzyme (Zymogene) sekretiert werden und zu grof3en Teilen erst im Duodenum
aktiviert werden. Neben Amylasen und Lipasen, die meist schon in ihrer aktiven Form
sekretiert werden, werden Proteasen wie Trypsin, Elastase, Chymotrypsin oder
Carboxypeptidasen als Pro-Enzyme sezerniert, die erst im Duodenum durch die
proteolytische Abspaltung ihres Aktivierungspeptids aktiviert werden. Trypsinogen
stellt hierbei ein Schlisselenzym dar und ist die erste Protease, die durch die
duodenale Enterokinase zu Trypsin aktiviert wird. Aktives Trypsin wiederum aktiviert
weitere pankreatische Pro-Enzyme wie z.B. die pankreatische Elastase und setzt
somit eine Aktivierungskaskade in Gang, in deren Verlauf alle pankreatischen
Proteasen im Duodenum aktiv werden um dort die Nahrung aufzuschlielen (Abb. 1).
Dieser Mechanismus stellt einen Schutz dar, da so keine aktiven Proteasen in den

Zellen bzw. im Pankreas vorliegen und dort das Organ schadigen.

Die Aktivierungskaskade der pankreatischen Proteasen im Duodenum:

Enterokinase

Autoaktivierung

—  Elastase

—) | Chymotrypsin

—) | Carboxypeptidase

— | Phospholipase

Abb. 1. Die Aktivierungskaskade pankreatischer Proteasen im Dinndarm. Unter physiologischen
Bedingungen wird die Proteasekaskade im Duodenum durch die Enterokinase aktiviert. Als erste
Protease wird Trypsinogen aktiviert welche dann die anderen pankreatischen Proteasen aktiviert.

Unter den pathophysiologischen Bedingungen der Pankreatitis werden diese Pro-
Enzyme bereits in der Azinuszelle aktiviert. Dies wird als initiales Ereignis in der

Entstehung der Erkrankung angesehen [1, 2]. Jedoch der eigentliche Aktivator, die



Enterokinase, der die Proteasekaskade im Duodenum in Gang setzt, ist in
Azinuszellen nicht exprimiert. Somit muss es im Falle der Pankreatitis einen
Mechanismus der Proteaseaktivierung geben, der alle pankreatischen
Schutzmechanismen, wie den endogenen Trypsin Inhibitor SPINK-1 oder
Degradationskaskaden fur aktives Trypsin wie Chymotrypsin C oder Cathepsin L,
Uberwindet und die zur Sekretion vorliegenden Pro-enzyme aktiviert. Da fur die
Aktivierung eine proteolytische Prozessierung der Zymogene von Noéten ist, handelt
es sich auch im Falle der Pankreatitis um eine Aktivator-Protease, welche die
Enzymkaskade schon in der Azinuszelle in Gang setzt. Es ist erwiesen, dass Trypsin
eine essentielle Rolle in der Pathophysiologie der Pankreatitis spielt. Da Trypsin
mal3geblich fur die Aktivierung verschiedener pankreatischer Proteasen im
Duodenum verantwortlich ist, wird auch im Falle einer intrazellularen verfrihten
Proteaseaktivierung Trypsin eine entscheidende Rolle zugeschrieben, da die
Serinprotease das Potential besitzt die Aktivierungskaskade in Gang zu setzten.
Einer der wichtigsten Beweise fur die pathophysiologische Rolle von Trypsin in der
Entstehung der Pankreatitis lieferten genetische Analysen von Patienten mit
chronischer Pankreatitis. Genetische Faktoren, die verantwortlich sind fir die
Entstehung einer hereditdren chronischen Pankreatitis sind entweder direkt im
Trypsinogen zu finden oder stehen in direktem Zusammenhang mit der
Prozessierung von Trypsinogen bzw. Trypsin. 1996 wurde der erste genetische
Risikofaktor der chronischen Pankreatitis entschlisselt. Die R122H Mutation im
PRSS1 Gen, welches fir das kationische Trypsinogen kodiert, ist eine gain-of
function Mutation, die zu einer vermehrten Autoaktivierung von Trypsinogen zu
Trypsin fuhrt [5, 6]. Der Aminosaureaustausch an Position 122 fuhrt jedoch nicht nur
zu einer erhdhten Autoaktivierung von Trypsinogen zu Trypsin [7], weiterhin kommt
es auch zu einer Blockade der Degradation von aktivem Trypsin [8, 9]. Im Verlauf
wurden weitere Mutationen im PRSS1 Gene, entdeckt die mit einer chronischen
Pankreatitis assoziiert sind. Verschiedene Mutationen im Trypsinogen direkt, wie z.B.
Al6V, D22G, K23R, E79K und N29I, stellen einen Risikofaktor fir die Ausbildung
einer chronischen Pankreatitis [10-14] dar. Hierbei ist allerdings der biochemische
Mechanismus noch weitgehend ungeklart. Man nimmt an, dass Mutationen wie
Al16V, K23R und D22G, die im Aktivierungspeptid des Trypsinogens liegen, einen
Einfluss auf die Aktivierbarkeit von Trypsinogen zu Trypsin haben und zu einer

verfriihten Aktivierung durch andere Proteasen fuhren [15]. Nicht nur Mutationen im



Trypsinogen sind assoziiert mit der Ausbildung einer chronischen Pankreatitis, auch
Mutationen im Gen des endogenen Trypsin Inhibitor SPINK-1 (PSTI pancreatic
secretory trypsin inhibitor) stehen im Zusammenhang mit der Entstehung einer
chronischen Pankreatitis. Die bekannteste und haufigste Mutation hier ist die N34S
Mutation im Exon 2 des SPINK-1 Gens [16-19]. Man geht davon aus, dass die N34S
Mutation zu einer strukturellen Veranderung der Trypsin Bindungstasche fuhrt und
somit die Inhibition von aktivem Trypsin in der Zelle nicht mehr mdglich ist [20]. Das
Uberwinden der endogenen Schutzmechanismen, die die Azinuszelle vor einer
verfrihten intrazellularen Proteaseaktivierung bewahren sollen, werden durch diese
Mutation ausgeschaltet. Dies ist allerdings nicht der einzige Schutzmechanismus der
Zellen vor einer verfrihten Aktivierung von Trypsinogen bewahrt. Neben Mutationen
im SPINK-1, dem Inhibitor fir Trypsin, wurden auch Mutationen im CTRC Gen
entdeckt, die mit der Entstehung der chronischen Pankreatitis assoziiert sind [21].
Das CTRC Gen codiert Chymotrypsin C, eine pankreatische Protease, die in den
Calcium abhangigen Abbau von Trypsin sowie in die Aktivierung von Trypsinogen
involviert ist [22-24]. Man geht davon aus, dass ein Funktionsverlust von
Chymotrypsin C, durch Mutationen im CTRC Gen, zu einer fehlerhaften Degradation
von aktivem Trypsin fdohrt und somit Chymotrypsin C einen weiteren
Schutzmechanismus gegen eine vorzeitige Aktivierung von Trypsin darstellt [23]. All
diese genetischen Faktoren, die mit der Ausbildung einer chronischen Pankreatitis
assoziiert sind, sind entweder direkt im Trypsinogen verankert oder stehen in
direktem Zusammenhang mit der Prozessierung von Trypsinogen oder aktivem
Trypsin. Dies zeigt die enorme Bedeutung von Trypsin in der Pathophysiologie der
Entstehung der Pankreatitis im Menschen auf. Es gibt nur wenige Mutationen, die mit
der chronischen Pankreatitis assoziiert werden konnen, die nicht im direkten oder
indirekten ~ Zusammenhang mit Trypsin stehen. Neben verschiedenen
Polymorphismen in Genen immunologischer Mediatoren [25-31], stellen
hauptsachlich Mutationen im CFTR einen Risikofaktor fiur die Ausbildung der
Pankreatitis dar [32-34]. Hierbei ist der biochemische Hintergrund allerdings noch
sehr spérlich geklart. Man geht davon aus, dass es sich um eine Fehlfunktion der
Sekretion von Chlorid und Bicarbonat in die Gange des Pankreas handelt, die zu
einer Eindickung des Sekretes fihrt, welche in einem Gangaufstau endet und
dadurch zu einer Pankreatitis fihren. Jedoch konnte auch gezeigt werden, dass

Mutationen im CFTR zu einem gesteigerten proinflammatorischen Phanotyp flhren,



welche mit einem schwereren Phanotyp der Erkrankung einhergehen [35, 36].
Zusammenfassend ist der am besten belegte Zusammenhang fur die Entstehung der

Pankreatitis noch immer die Serinprotease Trypsinogen.

Die pathophysiologische Aktivierungskaskade im Falle der Pankreatitis:

Autoaktivierung | | Cathepsin B I_

cationisches Trypsin

anionisches Trypsin

Mesotrypsin

Elastase

— | Chymotrypsin

—) | Carboxypeptidase

— | Phospholipase

Abb. 2: Die intrazellulare Aktivierungskaskade pankreatischer Proteasen wahrend der Pankreatitis. Im
Falle der Pankreatitis hingegen kommt es zu einer verfrihten Aktivierung der Proteasekaskade noch
in der Azinuszelle, hierbei ist anstelle der Enterokinase Cathepsin B die aktivierende Protease, die die
Kaskade in Gang setzt indem sie Trypsinogen zu Trypsin aktiviert (B). Trypsin wiederum aktiviert
weitere pankreatische Proteasen wie z.B. Elastase und Chymotrypsin.

1.3 Tiermodelle der Pankreatitis
Die biochemischen Grundlagen, um die Pathophysiologie der Pankreatitis

aufzuklaren, wurden in verschiedenen Tiermodellen sowie in isolierten Azinuszellen
untersucht. Hierbei hat sich das Modell der Hyperstimulation mit CCK bzw. mit dem
CCK Analogon Caerulein etabliert [37, 38]. Die Hyperstimulation mit Caerulein in
Tiermodellen oder auch in isolierten Azinuszellen fiihrt zu einer Sekretionsblockade
und zu einer intrazellularen Aktivierung von Proteasen [1, 39]. Dies ist ein Modell,
das die milde Form der Pankreatitis nachstellt. Es konnte gezeigt werden, dass
immunoaktives TAP (Trypsin Aktivierungs Peptid), das proteolytisch von Trypsinogen
abgespaltet wird um es zu Trypsin zu aktivieren, im sekretorischen Kompartiment der
Azinuszellen zu finden ist [40]. Die Menge an freiem TAP Kkorelliert mit dem

Schweregrad der Erkrankung [41]. Die intrazellulare Aktivierung von Trypsinogen zu



aktivem Trypsin stellt vermutlich den zellularen Beginn der Erkrankung dar. Dies
geschieht jedoch in Abwesenheit des eigentlichen duodenalen Trypsinogen
Aktivators, der Enterokinase, und in Anwesenheit  verschiedener
Schutzmechanismen wie endogenen Inhibitoren (PSTI) oder Trypsin degradierenden
Enzymen (Chymotrypsin C), die Uberwunden werden missen. Mutationen in den
Genen dieser Schutzmechanismen stellen einen Risikofaktor fur die Ausbildung einer
chronischen Pankreatitis dar, jedoch ist nur in wenigen Fallen eine genetische
Pradisposition nachzuweisen. In einem Grof3teil der Patienten mit idiopathischer
chronischer Pankreatitis lasst sich kein genetischer Risikofaktor identifizieren. Dies
bedeutet, dass eine intrazellulare Aktivierung von Trypsinogen zu Trypsin trotz
funktionsfahiger Schutzmechanismen stattfinden kann.

Als erstes stellt sich hier die Frage wie Trypsinogen zu Trypsin aktiviert wird? Es ist
schon seit langem bekannt, dass die lysosomale Hydrolase Cathepsin B die
Fahigkeit besitzt Trypsinogen zu Trypsin zu aktivieren [42] (Abb. 2). Jedoch liegen
lysosomale Enzyme im Regelfall in einem anderen zellularen Kompartiment vor, den
Lysosomen, als Zymogene, die in den Zymogengranula gespeichert werden. Neuere
Arbeiten konnten jedoch zeigen, dass sich auch in den Zymogengranula eine nicht
unerhebliche Menge an Cathepsin B befindet [43]. Man geht davon aus, dass es zu
einer Co-Lokalisation von lysosomalen Enzymen und Zymogenen in der Azinuszelle
kommt und somit eine gro3e Menge an Cathepsin B und Trypsinogen in einem
Kompartiment vorliegen [44, 45]. Lysosomale Hydrolasen werden &hnlich den
Verdauungsproteasen als inaktive Vorformen synthetisiert, aber im Gegensatz zu
den pankreatischen Proteasen werden sie post-translational bereits in der Zelle
aktiviert. Lysosomale Hydrolasen werden tUber den Golgi Apparat in Pra-Lysosomen
verpackt, wahrend Zymogene in kondensierenden Vakuolen sortiert werden, die
spater zu Zymogengranula reifen. Diese gesonderte Reifung der zellularen
Kompartimente ist in der Entstehung der Pankreatitis fehlerhaft und fiihrt zu einer Co-
Lokalisation von lysosomalen Hydrolasen und Zymogenen in zytoplasmatischen
Vakuolen in der Azinuszelle [46]. Diese Co-Lokalisation im Frihstadium der
Pankreatitis konnte mikroskopisch [47] als auch in subzellularen Fraktionierungen
[48] gut gezeigt werden. Es gibt zwei Theorien, die versuchen diese Co-Lokalisation
von lysosomalen Enzymen zusammen mit Zymogenen zu erklaren. Eine Theorie
geht davon aus, dass es zu einer Fusion von Lysosomen und Zymogengranula

kommt und sich zytoplasmatische Vakuolen bilden [49]. Die andere Theorie geht von



einer fehlerhaften Sortierung lysosomaler Enzyme und Zymogene aus, in deren
Verlauf es zur Reifung von Vakuolen kommt [47]. Die Umverteilung von Cathepsin B
aus der lysosomalen Fraktion in die Zymogen Fraktion findet schon 15 Minuten nach
Induktion der Pankreatitis statt und wird als eines der Kernereignisse in der
molekularen Pathophysiologie der Entstehung der Erkrankung angesehen [50-52].
All diese Theorien gehen allerdings davon aus, dass eine Zunahme der Cathepsin B
Aktivitat mit einer vorangegangenen Umverteilung von gréReren Mengen an
Cathepsin B aus der lysosomalen Fraktion in die Zymogen Fraktion
zusammenhangen. Es ist jedoch auch bekannt, dass eine nicht geringe Menge an
lysosomalen Hydrolasen in die sekretorischen Vesikeln unter physiologischen
Bedingungen eingeschleust wird. Man nimmt an, dass diese lysosomalen Enzyme fir
eine gerichtete Sekretion von Zymogenen wichtig sind [43, 53]. Diese Tatsache legt
auch den Grundstein fur eine weitere Theorie, die versucht, die erhéhte Aktivitat
lysosomaler Enzyme in der Zymogenfraktion mit einer Zunahme der Aktivitat der hier
ohnehin schon vorhandenen lysosomalen Enzyme zu erklaren [54, 55]. Jedoch gibt
es fur diese Theorie noch keine biochemischen Beweise. Die Bedeutung von
Cathepsin B, das Trypsinogen zu Trypsin aktivieren kann, basiert auf
Untersuchungen an isolierten Azinuszellen und CTSB knockout Mausen [44]. In
isolierten Azinuszellen konnte gezeigt werden, dass die Inhibition von Cathepsin B
mit dem spezifischen zellgangigen Inhibitor E64d zu einem vollstandigen Verlust der
Trypsinaktivitat unter CCK Stimulation fihrt [56, 57]. Der endgultige Beweis fir die
Rolle von Cathepsin B fur die intrazellulare Trypsinogenaktivierung konnte in
Cathepsin B knockout Mausen gezeigt. In CTSB-/- Tieren ist unter Caerulein
Stimulation die Trypsinaktivitat im Verlauf der Pankreatitis auf etwa 20% der Aktivitat
der Wildtyp Kontrollen reduziert [44].

Wahrend in der frihen Phase der Pankreatitis Trypsin und andere Proteasen sehr
schnell aktiviert werden, fallen in der spateren Phase der Erkrankung die Aktivitaten
dieser Enzyme wieder auf ein normales Niveau zurtick. Eine Hypothese ist, dass die
Degradation von aktiven Proteasen fir den RuUckgang der Proteaseaktivitat
verantwortlich ist. Schon 1988 wurde von Heinrich Rinderknecht ein Enzym
beschrieben, welches sehr schnell aktives Trypsin degradiert. Ein ldentifizierung
gelang jedoch nicht und daher erhielt es den Namen Enzym Y [22]. Erst spater sollte
sich herausstellen, dass es sich bei diesem Enzym um Chymotrypsin C handelt,

welches Calcium abhangig aktives Trypsin degradiert [23]. Neueste Erkenntnisse



haben gezeigt, dass das lysosomale Cathepsin L in Calcium abhangiger Weise
aktives Trypsin degradieren kann [58].

Calcium ist ein bedeutender intrazellularer second messenger, der unter
physiologischen Bedingungen eine entscheidende Rolle fiir die Sekretion spielt. Die
intrazellulare Calcium Konzentration ist sehr gering. Unter hormoneller Stimulation
wird Ca** aus den intrazellularen Ca®* Speichern entlassen und steuert so die
Sekretion von Zymogenen. Sich schnell wiederholende kurze intrazellulare
Calciumsignale regulieren dabei unter physiologischen Bedingungen die Sekretion
[59]. Die Stimulation von Azinuszellen mit CCK oder Acetylcholin (ACh) fihrt zum
Offnen der Calciumkanéle des endoplasmatischen Retikulums und Ca?* wird in das
Zytosol entlassen. Durch den Anstieg der Ca?* Konzentration am apikalen Pol der
Zelle wird die Fusion der sekretorischen Vesikel mit der Plasmamembran eingeleitet
[60, 61]. Unter supramaximaler Stimulation der Azinuszellen andert sich die
intrazellulare Calciumantwort. Nach einer kurzen Abfolge von sich wiederholenden
Calcium Peaks kommt es zu einem andauernden Anstieg der intrazellularen Ca?*
Konzentration, einem sogenannten Peak-Plateau Effekt. Dies fuhrt zu einer
Sekretionsblockade der sekretorischen Vesikel und dadurch zu einer intrazellularen
Aktivierung der Zymogene [62]. Calcium wird unter ACh Stimulation aus dem
endoplasmatischen Reticulum ins Zytosol ausgeschleust. Ist allerdings der Vorrat der
intrazellularen Speicher erschopft, kommt es zur Offnung von Calciumkanélen in der
Plasmamembran und somit zu einem starken Einstrom von Ca?" aus dem
Extrazellularraum [63, 64]. Dieser massive Einstrom von Ca®* stellt den Plateaueffekt
dar. Experimente mit Calciumchelatoren haben gezeigt, dass die intrazellulare
Trypsinogenaktivierung sowohl von den extrazellularen als auch von den
intrazellularen Calciumspeichern abhangig ist, ohne Calciumsignal findet auch unter
supramaximaler  Caerulein bzw. CCK Stimulation keine intrazellulare

Proteaseaktivierung statt [65-68].

1.4 Die Rolle der Immunantwort wahrend der Pankreatitis
Die Reaktion des Immunsystems spielt, wie bei jeder Erkrankung, auch bei der

Pankreatitis eine entscheidende Rolle. Schon vor geraumer Zeit wurde die Rolle
infiltrierender Leukozyten auf den Schweregrad der Pankreatitis beschrieben [69].
Patienten mit einer akuten Pankreatitis weisen stark erhohte Zytokinspiegel im
Serum auf, so sind z.B. IL6, IL8 und TNFa stark erhdht [70-72]. Durch die rasche

Antwort des Immunsystems auf die Pankreatitis kommt es schnell zu einer
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UberschieRenden Immunantwort, die sich auf den gesamten Organismus ausbreitet.
Diese wird als SIRS (systemic inflamatory response syndrome) bezeichnet. Auf diese
UberschieBende Immunreaktion folgt eine massive Herunterregulation der
Immunantwort, die durch erhdhte Serumspiegel von anti-inflammatorischen
Zytokinen gekennzeichnet ist. Diese kann bis hin zu einer Immunparalyse fihren und
wird als CARS (compensatory anti-inflammatory response syndrome) bezeichnet
[73]. Beide Phasen stellen fur den Patienten ein hohes Risiko dar. Die Regulation
des Immunsystems ist hier von enormer Bedeutung. Es kommt im Zuge der
Immunantwort haufig zu systemischen Komplikationen bis hin zum multiplen
Organversagen. Im Rahmen der schweren Pankreatitis kommt es zur Ausbildung von
Pankreasnekrosen. Ein hohes Risiko stellt hierbei die Besiedelung der Nekrosen
durch Bakterien dar. Die infizierte Nekrose bedingt die Mortalitat der Erkrankung. Vor
allem in der Phase des CARS kommt es zu einer Translokation von kommensalen
Darmbakterien in die nekrotischen Areale des Pankreas. Verschiedene
immunologische Marker wie z.B. IL1 beta wurden als Prognosemarker untersucht um
den Schweregrad der Pankreatitis vorherzusagen [74]. Auch IL6 als
proinflammatorisches Zytokin wurde als prognostischer Marker untersucht, ebenso
wie CRP (c-reaktives Protein), jedoch konnte bis heute noch kein eindeutiger
prognostischer Marker identifiziert werden [72, 75, 76]. Die Vorhersage des Verlaufs
der Erkrankung ist klinisch von enormer Bedeutung. Eine milde Pankreatitis kann
sich zu einer schweren nekrotisierenden Pankreatitis ausbilden, die mit einer stark
erhohten Mortalitat von etwa 20% einhergeht.

Aber nicht nur die systemischen Komplikationen werden durch das Immunsystem
enorm beeinflusst, auch der lokale pankreatische Schaden wird im Verlauf der
Erkrankung sehr stark durch infiltrierende Leukozyten beeinflusst. Die ersten
infiltrierenden Zellen sind die Zellen des angeborenen Immunsystems. Dies wurde
durch den Anstieg der Myeloperoxidase (MPO) Aktivitat im Pankreas gezeigt, die nur
in neutrophilen Zellen exprimiert ist [44]. In dieser Phase der Erkrankung sind im
Serum der Tiere eine Vielzahl von proinflammatorischen Zytokinen zu messen, wie
IL6, IL8 und ebenso Chemokine wie MCP-1, die Zellen des Immunsystems aktivieren
und in das Pankreas rekrutieren. Eine wichtige Rolle spielen hierbei reaktive
Sauerstoff Spezies (ROS), die Uber die NADPH Oxidase der neutrophilen Zellen
produziert werden [77]. Infiltrierende neutrophile Zellen tragen zu einem vermehrten

Azinuszellenschaden bei und beeinflussen somit auch den Schweregrad der
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Pankreatitis [78]. Auch von Neutrophilen ausgeschittete Proteasen wie z.B. die
neutrophilen Elastase fuhren im Verlauf der Erkrankung zu Gewebeschaden und
tragen zur Zerstorung der Gewebearchitektur bei [79]. Ein weiterer Hinweis auf die
Rolle des Immunsystems ist auch in transgenen IL1 beta Uberexprimierenden
Méausen zu beobachten. Diese Tiere entwickeln im Laufe der Zeit eine chronische
Pankreatitis. Dies ist wahrscheinlich darauf zurickzufihren, dass es zu einer
chronischen Infiltration von Leukozyten in das Pankreas der Tiere kommt und sich
somit eine chronische Entziindungsreaktion etabliert [80]. Hierbei bestimmen die
infiltrierenden Leukozyten nicht nur den Schweregrad der Erkrankung, sondern
dieses Modell legt auch die Vermutung nahe, dass infiltrierende Leukozyten auch
den Ursprung der Erkrankung darstellen.

Aber nicht nur die Zellen des angeborenen Immunsystems haben einen direkten
Effekt auf den Verlauf der Pankreatitis, auch die Zellen des adaptiven Immunsystems
spielen einer Rolle bei der Auspragung des Schweregrades der Erkrankung. In
immundefizienten Nacktm&usen konnte der Phénotyp der Pankreatitis durch einen
adaptiven Transfer von CD4 positiven T-Zellen wiederhergestellt werden [81].
Verwunderlich ist hierbei, dass T-Zellen tberhaupt aktiviert werden, und dass sie
einen so grofRen Einfluss auf den Schweregrad und den direkten Gewebeschaden
der Erkrankung haben. Auch in dem Modell der milden akuten durch Caerulein
induzierten Pankreatitis scheinen CD4+ T-Zellen eine wichtige Rolle fir den Verlauf

und die Ausbildung des Schweregrads der Pankreatitis zu spielen.

1.5 TNFa als Mediator der Apoptose

Eines der wichtigsten von Leukozyten freigesetztes Zytokin ist TNFa (Tumor Nekrose

Faktor a). Es wird hauptsachlich von Makrophagen, aber auch von Neutrophilen
sekretiert bzw. prozessiert [82-84]. Die Aufgabe von TNFa ist es die Immunantwort
zu regulieren, indem es die Aktivitdt verschiedener Immunzellen steuert [85]. Dies
bedingt, dass TNFa eine Vielzahl verschiedener Wirkungen auf Zellen hat [86]. So
wurde der Effekt von TNFa als erstes auf Tumorzellen untersucht. Hierbei wurde
gezeigt, dass TNFa die Nekrose der Tumorzellen fordert [87]. Hauptséchlich ist
TNFa, ahnlich wie TRAIL und FasL, als ein Apoptose induzierender Ligand
beschrieben, der an die TNFa Rezeptoren | und Il bindet [88]. Nach der Bindung an
seine Rezeptoren wird die Caspase Kaskade intrazellular aktiviert. Die Caspase 8
wird tber FADD aktiviert und fuhrt als Aktivator Caspase zur Aktivierung der Effektor

Caspase 3 [89]. Weiterhin kann Uuber die Inhibition der Atmungskette der
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mitochondriale Weg der Apoptose induziert werden [90]. Auf Grund der Tatsache,
dass Uber die TNFa Rezeptoren die Apoptosekaskade aktiviert wird, werden diese
Rezeptoren auch als Zelltodrezeptoren bezeichnet (Abb. 3).

TNFa induziert Uber die Bindung an seine Rezeptoren jedoch noch eine Vielzahl
anderer intrazellularer Signalprozesse. So kann es weiterhin zu einer Aktivierung des

Transkriptionsfaktors NF-«B kommen [91]. Uber die Induktion von NFk-B kénnen

verschiedene intrazellulare Mechanismen in Gang gesetzt werden (Abb. 3).

® e ®

TNF-Rezeptor | TNF-Rezeptor I

g

TRAF2
TRAF3

FADD CIAP
TRA TRAF2 I-TRAF

Aktivierung

Abb. 3: Schematische Darstellung der TNFa vermittelten intrazelluldaren Signalwege. TNFa kann
verschiedene Signalwege in der Zelle aktivieren. Auf der einen Seite werden die Apoptosewege uber
die Caspasekaskade als auch Uber den mitochondrialen Apoptoseweg uber die Freisetzung von
Cytochrom C aktiviert. Auf der anderen Seite kann es auch zu einer Degradation von 1 B kommen und
damit zu einer Aktivierung von NF¢B.

Auch wahrend der Pankreatitis spielen Zelltodmechanismen eine entscheidende
Rolle. Es konnte gezeigt werden, dass TNFa auch auf Azinuszellen einen grof3en

Einfluss ausubt [92]. Azinuszellen sekretieren und reagieren auch auf TNFa. Sie
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exprimieren beide TNFa Rezeptoren (Typ | und Typ Il) [92]. Auch in Tiermodellen
konnte gezeigt werden, dass TNFa einen Effekt auf den Schweregrad der
Pankreatitis hat. So zeigen Mause mit einer Deletion in der Transkription von TNFa

einen milderen Phanotyp der Pankreatitis [93].

1.6 Das Komplementsystem
Das Komplementssystem ist eine schnell reagierende Komponente des

angeborenen Immunsystems und stellt einen der Haupteffektormechanismen des
angeborenen Immunsystems dar [94]. Das Komplementsystem ist ein hitzeinstabiles
Netzwerk aus grof3tenteils plasma- und membranstandigen Proteinen, welche sehr
schnell Immunreaktionen bei bakteriellen Infektionen und physischen
Gewebeschaden steuern. Die Organisation des Komplementsystems ist eine streng
hierarchische proteolytische Kaskade, wahrend deren Aktivierung starke
proinflammatorische Mediatoren wie z.B. Anaphylatoxin (C5a) freigesetzt werden und
durch die Bildung eines membranpenetrierenden Komplexes die Lyse von
pathogenen Komplexen eingeleitet wird.

Die Aktivierung des Komplementsystems kann Uber drei verschiedene Wege
erfolgen. Der klassische Weg erfolgt tber die Bindung von Clg zu einem Antigen
erkennenden Antikdrper [95]. Der Lectin-Weg wird Uber die Erkennung von
bakteriellen Oberflachen aktiviert [96]. Der letzte Aktivierungsweg wird als alternativer
Weg bezeichnet. Er wird aktiviert wenn C3 einer spontanen Hydrolyse unterzogen
wird [97]. Alle drei Wege laufen zusammen in die Formation der C3 und C5
Konvertasen, welche die Inflammationsreaktion tber die Konvertierung von C4a, C3a
sowie Cbha steuern und weiterhin maf3geblich an der Rekrutierung von C6-C9 an die
Membran beteiligt sind und auf diesem Wege den Membran attackierenden Komplex
aufzubauen helfen (Abb. 4).

Diese proteolytische Kaskade aus der das Komplementsystem aufgebaut ist, besteht
zum gro3ten Teil aus Serinproteasen, die sich gegenseitig durch eine proteolytische
Prozessierung aktivieren. Die Produkte dieser proteolytischen Spaltung haben
verschiedene Funktionen. So dienen C3a sowie C5a als Chemotraktanten und
Aktivatoren fir Immunzellen [98], aus weiteren Spaltprodukten setzen sich die

Konvertasen zusammen, wie die C3- und die C5-Konvertase.
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Klassischer Weg Lectin Weg alternativer Weg

c1 MBL

C1rCls 1 €39
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C3bBb (C3-Konvertase)
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CO——C39

l C4b2a3b (C5-Konvertase)

C4b2a (C3-Kenvertase) @
C——C9 :
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Abb. 4: Die drei verschieden Aktivierungswege des Komplement-Systems. Alle drei Wege, der

klassische Weg, der Lektin Weg als auch der Alternative Weg laufen in der konvertierung der C5-
Konvertase zusammen und helfen so beim Aufbau des Membran attackierenden Komplexes (C9).

Im Falle einer Pankreatitis wird das Komplementsystem auch aktiviert. Man konnte
erhohte Spiegel von Anaphylatoxin (C5a) im Serum messen, welche mit dem
Schweregrad der Erkrankung Kkorrelieren [99]. Dies ist ein sehr potenter
Chemotraktant fiir neutrophile Granulozyten. Auch das Level von C3a ist im Serum
deutlich erhdht [99]. Beide Produkte rekrutieren als Chemotraktanten sowohl
Neutrophile als auch Makrophagen in das Pankreas. Neben der immunaktivierenden
und der chemotaktischen Wirkung des Komplementsystems sind die direkten Folgen
der Komplementaktivierung auf das Pankreas, bzw. die Azinuszellen, und den
Verlauf der Erkrankung noch weitgehend ungeklart. Es konnte jedoch gezeigt
werden, dass aktives Trypsin in seiner Funktion als Serinprotease auch Proteine des
Komplementsystems spalten kann und damit eventuell zur Aktivierung des
Komplementsystems in der Pankreatitis beitrédgt [100]. Auch die PMN Elastase, die
wéahrend der Pankreatitis von infiltrierenden Neutrophilen ausgeschleust wird [79],
hat eine aktivierende Wirkung auf das Komplementsystem [101]. Das
Komplementsystem kann in der Pankreatitis auf verschiedene Wege, auch ohne
bakterielle Infektionen, aktiviert werden und entfaltet dann eine immunaktivierende

und chemotaktische Wirkung.
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2. Zielsetzung der Arbeit

Ziel der Arbeit ist es den Einfluss des Immunsystems wahrend der Pankreatitis im
Mausmodell zu untersuchen. Hierbei soll ein besonderes Augenmerk auf die
Proteaseaktivierung im Laufe der Erkrankung gelegt werden und geklart werden, ob
es einen Zusammenhang zwischen den infiltrierenden Leukozyten und der
Proteaseaktivierung im Verlauf der Pankreatitis gibt. Desweiteren soll geklart werden,
welche Rolle das leukozytare Infiltrat auf den Schweregrad der Erkrankung hat. In
weiteren Schritten soll untersucht werden, welche Zellen des Immunsystems das
Organ infiltrieren und welche spezifischen Effekte ihnen zugeschrieben werden
kénnen. Hierbei wird auf die Zellen des angeborenen Immunsystems ein besonderer
Wert gelegt. Neutrophile Granulozyten sowie Monozyten/Makrophagen sollen in vivo
als auch in vitro hinsichtlich ihrer Wirkung auf Azinuszellen untersucht werden.
Insofern ein Effekt zu beobachten ist, soll versucht werden den zugrundeliegenden

Mechanismus aufzuklaren.
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3. Materialien und Methoden

3.1 Materialien

3.1.1 Antikorper und Faktoren

Anti-Neutrophil Serum

Anti Rat Peroxidase konjugiert

Anti Rat FITC
3 Actin Antikdrper
CCK

CD4 Antikorper (GK 1.5)

CD18-Antikorper
F4/80-Antikorper

Isotype Antikdrper zu GK 1.5
Mouse recombinant IL1-beta

Mouse recombinant TNFa

Remicade

3.1.2 Enzyme und Substrate

AMC Arg>
Collagenase
Elastase
Enterokinase
Myoloperoxidase
PhiPhiLux
Trypsin
Trypsinogen
R110-lle-Pro-Arg
R110-Alay
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Accurate
Jackson Laboratories
BD
CellSignaling
Sigma

BD

BD

ABD SeroTech
BD

Sigma

Sigma
Centocor B.V.

Bachem
Serva
Sigma
Sigma
Sigma
Bachem
Sigma
Sigma
Invitrogen

Invitrogen



3.1.3 Kits

Amyl-Kit

Lip-Kit

CD4 Separation Kit

Neutrophil Separation Kit
Macrophages Separation Kit
DAP Immunhistochemie KIT
CBA Kit (mouse inflammation Kit)
ECL-Reagent

3.1.4 Chemikalien
Aprotinin

APS

Aureon BSA

Bradford Reagenz

Bromphenolbalu

Bovines Serumalbumin (BSA)
CaCl,

CaCl; 2H,0

Caerulein

Diethylether

DMSO

EDTA

Ethanol

Eosin

Formaldehyd

Gelatine

Glucose

Glycerin

Hamatoxylin

HEPES
Hexacetryltrimethylammoniumbromid
Isopropanol

KCI
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Roch Hitachi

Roch Hitachi
Milteny Biotech
Milteny Biotech
Milteny Biotech
Vector Laboratories
Bectorn Dickinson

Thermo Scientific

Sigma
Sigma
Aurion
Sigma
ROTH
PAA
Sigma
Sigma
Sigma
ROTH
ROTH
Sigma
ROTH
Sigma
Uni-Apotheke
Sigma
ROTH
ROTH
Sigma
Sigma
ROTH
ROTH
ROTH



KHCO3

KH2PO,

KoHPO,4 (H20 frei)
KOH

Methanol

MgCl; 6H,0

NacCl

NaF

NaH,PO4 H,O
NasP,07
Na-Fumerat
Na-Glutamat
Na-Pyruvat

NH4CI

o-Dianisidin

Pen Strep

PMA

PMSF
Polyacrylamid (PAA)
Propidiumiodit

SBTI (soyabean trypsin inhibitor)
SDS

TEMED

TRIS

Triton X 100
VectaMount
Wasserstoffperoxid (30%)
Xylol
3-mercaptoethanol

3.1.5 Sonstiges
1,5 ml Reaktionsgefald

2 ml Reaktionsgefald

15 ml Reaktionsgefal}
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Sigma
Sigma
Sigma
ROTH
ROTH
Sigma
ROTH
Sigma
Merck
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
ROTH
Sigma
GIPCO
Sigma
Sigma
ROTH
ROTH
Sigma
ROTH
ROTH
ROTH
ROTH
VectorLaboratories Inc.
Sigma
ROTH
ROTH

Sarstedt
Sarstedt
Sarstedt



50 ml Reaktionsgefald
96 Well Zellkutrurplatten
96 Well Rundbodenplatten
1 ml Spritzen
DACO-Antigen retrivel
DMEM Medium

RPMI Medium

FCS

LPS

Douncer

Hybond-ECL Membran
OP-Besteck

Fluoprep

Sepharose G
Objekttrager
Deckglasser

Kanulen (20-27G)
Micro-Hamatokrit-Kappilaren
Tissue-Tec
Verbandsgaze

Zellsieb

3.1.6 Allgemeine Puffer

PBS:
NaCl 0,14M
KCI 2,7mM
KoHPO, (H,0 frei) 0,15mM
Na,HPO,4 * 2H,O  7,1mM
3.1.7 Gerate

Cryo-microtom
Fluorometer
Heizblock
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Sarstedt
Greiner
Greiner
Braun
DACO
Gibco
Gibco
PAN
Sigma
Kontes
Amersham
ROTH
BD
Sigma
Menzel-Glaser
ROTH
Braun
BRAND
Sakura
Braun
BD

Leica
BMG Labtech
Eppendorf



Microtom

Photoimager
Photometer

PowerPac

SDS Gel-Apparatur
Semi dry Blot-Apparatur
Wasserbad

Zentrifuge
Kihlzentrifuge

Zetrifuge 5702R (Falcon)
pH Meter

Waage

Feinwaage
Zellkulturschrank
Sterilbank

3.1.8 Tierstamme
C57/BL6 Mause

CD18 knockout Mause

3.1.9 Software
Office (Word, Exel)

GraphPad Prism
Sigma Plot

Optima (Auswertung der fluorometrischen Daten)

Soft MaxPro (Auswertung der photometrischen Daten)

Westernblot Bearbeitung
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Leica

Alpha Innotech
Molecular Devices
BioRad
PeglLab
BioRad

GFL
Eppendorf
Eppendorf
Eppendorf
Knick

OHAUS
OHAUS
Heraus

AntAir

Charles River

Magdeburg

Microsoft
GraphPad Software
Systat Software
BMG Labtech
Molecular Devices

Alpha Innotech



3.2 Methoden

3.2.1 Induktion einer Caerulein Pankreatitis
Alle Tiere wurden Uber Nacht nichtern gesetzt mit Zugang zu Wasser ad libitum. Die

Induktion der Pankreatitis erfolgte durch intraperitoneale Injektionen von Caerulein
(50ug/kg Korpergewicht) in einem stindlichen Rhythmus bis zu einem Maximum von
8h. Als Zeitpunkte wurden Oh (unbehandelte Kontrolltiere), 1h, 4h, 8h und 24h nach
der ersten Injektion gewahlt.

Zu den jeweiligen Zeitpunkten wurden die Tiere mittels einer Ether Narkose betéubt
und das Blut retroorbital enthommen. AnschlieRend das Blut abzentrifugiert und das
Serum abgenommen und bei -20°C bis zur weiteren Verwendung gelagert.
Pankreas, Lunge, Milz sowie Leber wurden unmittelbar enthommen in flissigem
Stickstoff schockgefrohren und bis zur weiteren Aufarbeitung bei -80°C aufbewabhrt.
Weiterhin wurden Pankreas, Lunge, Milz und Leber fir eine histologische
Auswertung in 4% Formaldehyd fixiert und in Paraffin eingebettet, sowie zusatzlich

mittels Tissue-Tec cryo-eingebettet.

3.2.2 In vivo Depletion von Neutrophilen, Makrophagen und CD4
positiven Zellen
Wie in Punkt 3.2.1 beschrieben wurde die Pankreatitis in CD18 defizienten Mausen

sowie den dazugehoérigen Wildtyptieren induziert. CD18 ist ein essentieller
Bestandteil des MAC-1 Komplexes (R2-Integrin) und fir die Transmigration von
Leukozyten durch das Gefal3endothel unersetzlich. Die Migration von fast allen
Leukozyten ist vom MAC-1 Komplex abhangig, um jedoch spezifische Population von
Leukozyten genauer zu untersuchen wurden in C57/BI6 Mausen diese Populationen
vor der Induktion der Pankreatitis depletiert. Hierbei handelt es sich um Neutrophile,
Makrophagen und Monozyten sowie CD4 positive T-Zellen.

Die Depletion von Neutrophilen erfolgte durch die i.p. Gabe von 200ul eines Anti-
Neutrophilen Serums 24h vor Induktion der Pankreatitis.

Makrophagen und Monozyten wurden durch die zweimalige i.p. Gabe von 100ul
Clodronate haltiger Liposomen 3d und 1d vor Induktion der Pankreatitis in den Tieren
depletiert. Als Kontrolle wurden zu den gleichen Zeitpunkten PBS haltige Liposomen

gespritzt, die keinen Effekt auf die Zellen haben.
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CD4 positive Zellen wurden mit Hilfe eines depletierenden Antikérpers (GK1.5) der
zuvor aus der Hybridomzelllinie GK1.5 isoliert wurde in den Tieren depletiert. 100ug
des Antikorpers wurden 48h und 24h vor Induktion der Pankreatitis i.p. gespritzt
[102]. Die Kontrolltiere wurde zu den gleichen Zeitpunkten ein Isotyp Antikorper

verabreicht.

3.2.3 Histologische Auswertung
Es wurden von Pankreas als auch von Lunge, Leber und Milz 1-2um dicke Paraffin

Schnitte angefertigt. Die Schnitte wurden mit Xylol und Methanol entparaffiniert und
in nach absteigender Alkoholreihe durch Hamatoxylin und Eosin gefarbt.
Anschlie3end wurden die Praparate die Alkoholreihe heraufgefihrt bis hin zum Xylol

und mit VectaMount eingedeckelt.

3.2.4 immunhistochemische Farbungen
Ebenso wie fur H&E Farbungen (Punkt 3.2.3) wurden Schnitte mit einer Dicke von 1-

2um verwendet die in Xylol und Methanol entparaffiniert wurden und anschlieRend
die Alkoholreihe herabgefiihrt wurden bis in PBS. Die Schnitte wurden fir 30 min in
DACO Antigenretrievel Losung gekocht und danach in PBS abgekihlt. Durch
3%ieges Wasserstoffperoxid wurde die Hintergrundaktivitit gewebsstandiger
Peroxidasen geblockt. Nach dreimaligem Waschen mit PBS wurde fur 1h mit 1%
AreonBSA geblockt. Der primare Antikoper wurde in 1% AuronBSA gel6st (1:20 fur
F4/80, 1:100 fur CD18) und Uber Nacht bei 4°C auf den Schnitte inkubiert. Nach
weitere 3 Waschschritten mit PBS wurde der Peroxidase gekoppelte sekundar
Antikorper (anti Rat) in 1% Aureon BSA auf die Schnitte gegeben und fur 1h bei
Raumtemperatur inkubiert. Der sekundare Antikorper wurde wieder von den
Schnitten mittels PBS heruntergewaschen und durch DAP (nach Anleitung des
Herstellers angesetzt) ersetzt, die Inkubation erfolgte im Dunkeln fir 20 bis 30 min,
bzw. nach Ermessen der zu beobachtenden Farbung. Nach griindlichem Waschen
wurden die Schnitte Hamatoxylin gefarbt und mit VectaMount eingedeckelt.

3.2.5 Myeloperoxidasebestimmung in Pankreas und Lunge
Die bei -80°C eingelagerten Gewebeproben von Pankreas sowie Lunge wurden in

500ul Homogenisationspuffer mittels eines Douncers homogenisiert. Fir die
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Proteinbestimmung wurden 100ul Probe abgenommen und 2x mittels Ultraschall
aufgeschlossen. Die Proben wurden anschlie3end bei 4°C und 10.000rpm fir 10 min
zentrifugiert. Der Uberstand der Proteinprobe wurde abgenommen und bis zur
Bradford Proteinbestimmung bei -20°C gelagert. Die Proben fur die MPO
Bestimmung wurden ebenfalls unter den gleichen Bedingungen abzentrifugiert, der
Uberstand wurde verworfen und das Pellet in 500ul Extraktionspuffer aufgenommen
und mittels einer abgeschnittenen Pipettenspitze kraftig resuspendiert. Die Proben
wurden daraufhin in flussigen Stickstoff eingefroren und anschlieend bei 37°C
aufgetaut und mit einer Pipette resuspendiert. Dieser Schritt wurde 4 Mal wiederholt,
bei jeder Wiederholung wurde etwas weniger von der Pipettenspitze abgeschnitten,
bis dies nicht mehr noétig war. Im Anschluss wurden die Proben 2x mit der
Ultraschallsonde behandelt und wiederum bei 4°C und 10.000rpm far 10 min
abzentrifugiert. Der Uberstand wurde vorsichtig abgenommen und bei -80°C bis zur

Bestimmung der Myeloperoxidaseaktivitat aufbewahrt.

1. Homogenisierungspuffer:
20mM KH2PO4
pH 7,4 mit KOH eingestellt

2. Mel3puffer:
50mM KH,PO,
pH6,0 mit KOH eingestellt

3. Extraktionspuffer:
100ml MeRpuffer + 186mg EDTA

7,5ml Extraktionspuffer

+0,5 ml SBTI

+1ml PMSF

+1ml Hexacetryltrimethylammoniumbromid (5%)

Die Messung erfolgte photometrisch als Kinetik tlber 10 min bei einer Wellenlédnge
von 460nm und 30°C. Als Substrat diente Messpuffer versetzt mit o-Dianisidin (0,53
mM) und Wasserstoffperoxid (0,15 mM). 10yl Probe wurden jeweils mit 90ul

Substratversetzt, alle Proben wurden als 3-fach Bestimmung gemessen gegen einen
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Standart von aufgereinigter Myeloperoxidase. Wahrend die MPO im
Pankreashomogenat unverdinnt gemessen wurde, wurden die Homogenate der
Lungenproben 1:5 in Messpuffer verdunnt. Fir die Auswertung der Messung wurde

der lineare Anstieg der Enzymaktivitat gewahlt.

3.2.6 Bestimmung der Serum Amylase und Lipase
Die Bestimmung der Serum Amylase sowie der Serum Lipase erfolgte durch ein Kit

der Firma Roche-Hitachi. Die Messung erfolgte laut Angaben des Herstellers. Das
Serum wurde 1:20 mit PBS verdunnt und je 10ul Serum dieser Verdiinnung mit 90ul
des jeweiligen Substrates versetzt. Die Aktivitatsmessung erfolge als 3-fach
Bestimmung gegen einen Standard mit Hilfe des Photometers bei 37°C. Die
Aktivitaten wurden als Kinetik Gber 30 min gemessen (fir Amylase bei einer
Wellenlange von 405nm und fir die Lipase bei einer Wellenlange von 570nm). Die
Auswertung erfolgte in dem Messbereich in dem die Proben einen linearen Anstieg

zeigten.

3.2.7 Messung der Trypsin und Elastase Aktivitat im
Pankreashomogenat
Die Gewebestlcke des Pankreas wurden mittels eines Douncers in 500ul Messpuffer

homogenisiert. Der Messpuffer enthielt keine Proteaseinhibitoren, durch welche die
Aktivitatsmessungen beeintrachtigt werden konnte. Aus diesem Grunde wurden alle
Schritte auf Eis durchgefuhrt um eine vorzeitige Aktivierung oder auch Degradation
der Enzyme zu verhindern. Die Homogenate wurden anschlieend 2x mit der
Ultraschallsonde behandelt und fir 10min bei 14.000rpm und 4°C abzentrifugiert, der
Uberstand wurde aliquotiert fiir die Bestimmung der Proteaseaktivitat sowie fiir die

Proteinbestimmung und bei -80°C gelagert.

Messpuffer:
100mM Tris
5mM CacCl,
pH 8.0

Die Bestimmung der Trypsinaktivitat sowie die Bestimmung der Elastaseaktivitat im
Pankreashomogenat erfolgte fluorometrisch als Kinetik Giber 60min. Als Substrat fur

25



Trypsin diente ein Rodamin-110 gekoppeltes spezifisches Peptid (lle-Pro-Arg)
welches durch Trypsin gespalten wird. Als Substrat fir die pankreatische Elastase
diente ebenfalls ein Rodamin-110 gekoppeltes Peptid (Alas). Beide Substrate wurden
in einer Konzentration von 10uM in Messpuffer angesetzt. Die Proben wurden vor
der Messung 1:20 in Messpuffer verdinnt. Die Messung erfolgte als 3-fach
Bestimmung in einer 96 Well Platte, zu je 10ul Probe wurden 90ul Substratlésung
gegeben. Beide Enzyme wurden unter den gleichen Bedingungen gemessen, mit
einer Exitation von 485nm und einer Emission von 530nm bei 37°C. Die Auswertung
erfolgte in dem Messbereich der einen linearen Anstieg des Substratumsatzes
zeigte. Aufgereinigtes Trypsin sowie aufgereinigte Elastase dienten bei diesen
Messungen als Standart.

3.2.8 Bradford Proteinbestimmung
Die Proben fur die Proteinbestimmung wurden 1:100 in PBS verdinnt und gegen

einen Standart von bovinem Serumalbumin (BSA) in einer 96 Well Platte
photometrisch gemessen. Das Bradford Reagenz wurde laut Beschreibung des
Herstellers angesetzt. Zu 10ul Proteinprobe und Standart wurden jeweils 190l
Bradford gegeben. Gemessen wurde bei einer Absorption von 590 nm.

3.2.9 Praparation lebender Acini
Die Tiere wurden Uber Nacht gefastet mit Zugang zu Wasser ad libitum. Mittels Ether

wurden die Tiere betaubt und anschlieRend getdtet. Der Pankreas wurde zlgig
entnommen und in vorgewarmtes Isolationsmedium Uberfihrt welches mit 1mg
Collagenase versetzt wurde. Mit einer Schere wurde das Organ zerkleinert und 15
min im Wasserbad bei 37°C unter Schitteln inkubiert. AnschlieBend wurde das
Medium durch frisches Medium mit frischer Collagenase ersetzt und die
Pankreasstiicke nochmals mit einer Schere zerkleinert. Nach weiteren 15 min
Inkubation im Wasserbad wurden die Zellen aus dem Verband gel6st, mittels
mehrmaligen resuspendierens der Loésung mit Hilfe einer abgeschnittenen
Pipettenspitze. Dieser Schritt wurde 5-mal wiederholt, und bei jeder Wiederhohlung
wurde etwas weniger von der Pipettenspitze entfernt. Im Anschluss wurde die
Losung durch eine Gaze dekantiert und die so erhaltene Zellsuspension wurde fir

30sec bei 500rpm vorsichtig abzentrifugiert und mit frischem Collagenase-freiem
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Isolationsmedium versetzt. Um letzte Gewebestiicke aus der Zellsuspension zu
entfernen, wurde die Losung abermals durch eine Gaze gefiltert und abzentrifugiert.
Daraufhin ruhten die Zellen 30 min im Wasserbad bei 37°C unter leichtem Schutteln

bis zur weiteren Verwendung.

Acinuszell Isolationsmedium:
180 ml DMEM high Glucose
20 ml HEPES 100mM (ungepuffert)
46 ml BSA 5%

3.2.10 Messung intrazelluldrer Proteaseaktivitat in lebenden Acini
In lebenden Acinuszellen wurde die Aktivierung von Proteasen mit Hilfe von

zellgangigen fluorogenen Substraten gemessen. Gleichzeitig wurde die Zellnekrose
mittels Propidiumiodit bestimmt. Die Zellen wurden wie in Abschnitt 3.2.9 prépariert
und anschlieBend mit 0,000mM CCK stimmuliert, als Kontrolle dienten
unstimmulierte Zellen. In einem Abstand von 20min wurden Zellen entnommen,
vorsichtig abzentrifugiert fur 30 sec bei 500rpm und mit 1x Messmedium versetzt.
Der Omin Zeitpunkt diente als Kontrolle fur alle Anséatze. Das Messmedium wurde mit
dem jeweiligen Substrat und Propidiumiodit beladen. Als Substrate dienten
Rhodamin 110 lle-Pro-Arg fur Trypsin, Rhodamin 110 Ala, fur Elastase, AMC Arg; fur
Cathepsin B und PhiPhiLux fur Caspase3. Die Zellsuspension wurde in eine 96 well
Zellkulturplatte Gberftihrt, von jeder Probe wurde eine 3-fach Bestimmung als Kinetik
Uber 1h durchgefuhrt fir die Enzymaktivitat, die Nekroserate wurde als
Endpunktbestimmung gemessen. Als Blank diente der Uberstand des Messmediums
nach der Zentrifugation der Azinuszellen, so konnte sichergestellt werden, dass die
Proteaseaktivierung intrazellular vorlag. Das Fluorometer wurde auf 37°C aufgeheizt.
Alle Rhodamin 110 Substrate sowie PhiPhiLux wurden mit einer Extinktion von 485
nm und einer Emission von 520 nm gemessen, AMC gekoppelte Substrate wurden
bei einer Extinktion von 340 nm und einer Emission von 460 nm gemessen. Die
Sensitivitat wurde fur alle Enzymmessungen gleich eingestellt mit einem Gain von
1700, und einem Gain von 1200 fir die Nekrosebestimmung mit Propidiumiodit.

Nach der Messung wurde in jedes Well der 96well Platte 50ul 3%iges Triton X100

gegeben um die Zellen zu lysieren. Nach einer Inkubation von 10 min. bei 37°C
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wurde die Gesamtnekroserate als Endpunktmessung unter den gleichen

Bedingungen wie oben beschrieben bestimmit.

Messmedium: (5fach) (1 Liter)

DMEM 1% 50 ml
BSA 1% 509
HEPES 24,5 mM 29,17 g
NaCl 96 mM 28,05 ¢
KCI 6 mM 2,236 ¢
MgCl; 6H,0 1 mM 1,015¢
CaCl; 2H,0 0,5 mM 0,368 g
NaH,PO4 H,O 2,5 mM 1,725¢g
Glucose 11,5mM 10,35¢g
Na-Fumarat 5mM 4,000 g
Na-Pyruvat 5 mM 4,2259
Na- Glutamat 5mM 2,750 g
pH 7,4

Messmedium: (1fach)

40 ml Messmedium (5fach)
160 ml Wasser

Fur jeden Zeitpunkt wurden die Enzymaktivitaten als Kinetik Gber eine Stunde mittels

SigmaPlot ausgewertet.

3.2.11 Isolation von Leukozyten aus der Milz
Die Milz wurde gleich nach der Totung der Tiere entnommen und in steriles PBS

Uberfuhrt. Die Isolation der Zellen wurde mittels eines Zellsiebs (70um Porengrol3e)
vorgenommen, und die Zellsuspension anschlieend bei 300g fir 8 min
abzentrifugiert. Die Erythrozyten wurden durch eine Inkubation von 10 min in
Erythrozyten-Lyse Puffer lysiert. AnschlieRend wurde die Zellsuspension ein weiteres

Mal bei 300g fur 8 min abzentrifugiert, und daraufhin noch einmal mit sterilem PBS
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gewaschen. Die Zellzahl wurde durch Auszahlen in einer Neubauer Zahlkammer

ermittelt.

Erythrozyten-Lyse Puffer:

NH,CI 155 mM
KHCOs3 10 mM
EDTA 0.1 mM

3.2.12 Isolation von Makrophagen/Monozyten, Neutrophilen und CD4
positiven Zellen aus der Milz
Die Gesamtzahl der Leukozyten wurde aus der Milz isoliert wie in Punkt 3.2.11

beschrieben und in Cell-Separation Puffer Gberfuhrt (10 Mio. Zellen je 100ul). Die
Isolation der einzelnen Populationen von Leukozyten wurde mit Hilfe von magnetisch
gekoppelten Beads (MACS-Kits) durchgefihrt die mit den jeweils spezifischen
Antikdrpern fur die jeweilige Zellpopulation gekoppelt waren. Die Isolation der
einzelnen Zellpopulationen erfolgte laut Protokoll des Herstellers. Als Antikorper
dienten Ly6 zur Isolation von Neutrophielen, CD11c fir Makrophagen und
Monozyten und CD4 fur CD4 positive T-Zellen. Die Zellsuspension wurde mit den
Magnetischen Beads inkubiert und anschlieend auf die magnetische Saule
aufgetragen. Nach dem Durchlaufen wurden die Zellen noch 3x gewaschen mit Cell-
Separation Puffer. Danach wurde die Saule aus dem Magneten genommen und die
Zellen 2x mit je 500ul Cell-Separation Puffer von der Saule gewaschen und in einem

1,5ml Reaktionsgefall aufgenommen.

Cell-Separation Puffer:

PBS pH 7.2
EDTA 2mM
BSA 0,5%
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3.2.13 Stimulation von Acinuszellen mit verschiedenen Populationen von
Leukozyten sowie TNFa und IL1-beta
Die frisch isolierten Leukozyten, bzw. Neutrophile, Makrophagen und CD4 positive T-

Zellen wurden 15 min lang mit 10uM PMA stimuliert, und anschlieRend 3x sehr
sorgfaltig mit sterilem PBS gewaschen. Die aktivierten Leukozyten wurden
anschlieend zu den frisch praparierten Acinuszellen gegeben und bis zu einem
Maximum von 60 min co-inkubiert. Die Proteaseaktivitit sowie die Nekroserate
wurde bestimmt wie in Punkt 3.2.10 beschrieben. Weiterhin wurden Acinuszellen
auch mit rekombinaten murinen IL1.beta (10ng/ml) sowie mit rekombinanten murinen
TNFa (10ng/ml) und 100ul LPS aktivierten murinem Serum stimuliert und die
Proteaseaktivitdt sowie die Nekroserate Uber 60 min gemessen. In weiteren Co-
Inkubationsexperimenten mit frisch isolierten Leukozyten wurden 100ug/ml des
TNFa-Antikorpers Infliximab (Remicade) zu der Zellsuspension gegeben und
wiederum die Proteaseaktivitéat und die Nekroserate in der Azinuszellen tber 60 min

gemessen.

3.2.14 Bestimmung der Zytokinkonzentration
Im Serum der Tiere wurde die Konzentration verschiedener Zytokine (IL6, I1L10, IL12,

TNFa, MCP-1 und INFy) bestimmt. Die Messung erfolgte als FACS Analyse uber

fluoreszierte antikdrpergekoppelte Beads. Hierfir wurde das CBA mouse

inflammation Kit verwendet, die Durchfiihrung erfolgte nach den Angaben des

Herstellers.

3.2.15 Western Blot
Alle Proben wurden bis zur Aufarbeitung bei -80°C gelagert. Das Gewebe wurde mit

500ul Lyse Puffer versetzt und mittels eines Douncers homogenisiert. Nach einer 10
minttigen Inkubation auf Eis wurden die Proben durch Ultraschall aufgeschlossen,
dies geschah ebenfalls auf Eis. Das Homogenat wurde fir 10 min bei 4°C und
14.000rpm abzentrifugiert und der Uberstand vorsichtig abgenommen und bis zur
weiteren Bearbeitung bei -20°C gelagert. Die Proteinkonzentration wurde durch eine

Bradford Proteinmessung bestimmt (Punkt 3.2.8).
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Lyse Puffer (2x):

HEPES pH 7,5 50mM
NacCl 150mM
Triton X-100 1%
Glycerin 10%
EDTA pH 8,0 2mM

Vor der Verwendung wurde noch frisch hinzugefluigt zu einer finalen

Konzentration:
NaF 10mM
Na4P,07 5mM
PMSF 1mM
Aprotinin 1lpg/mli

10%ige SDS Gele wurden nach folgender Anleitung gegossen. Das SDS Gel wurden
nach dem gieRen mit Isopropanol Uberschichte bis es vollstandig auspolymerisiert

war. Nach dem entfernen des Isopropanols wurde das Sammelgel gegossen.

SDS-Gel (10%ig):

Tris pH 8.8 (1M) 7,5ml
Polyacrylamid (30%) 6,67ml
Aqua dest. 5,63ml
SDS (10%) 0,1ml
APS (10%) 0,1ml
TEMED 10ul
Sammelgel:

Tris pH 6.8 (1M) 1,25ml
Polyacrylamid (30%) 1ml
Agua dest. 7,6ml
SDS (10%) 0,1ml
APS (10%) 0,05ml
TEMED 10ul
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Die Proben wurden vor der Beladung der Gele in einem Verhaltnis 1:1 mit 2x

Laemmli verdiinnt und 5min auf 95°C erhitzt.

Laemmli Puffer (2x):

TRIS-HCL pH 6,8 125mM
SDS 4%
Glycerin 30%
Bromphenolblau 0,01%
[3-mercaptoethanol 10%

Es wurden jeweils 100ug Protein auf das Gel aufgetragen. Die Gele liefen ~2,5h bei
10mA pro Gel in Laufpuffer. Als Proteinmarker diente eine Prestained Protein Ladder

von Fermentas. Eine Tasche jedes Gels wurde mit jeweils 5ul dieses Markers

beladen.

Laufpuffer:
TRIS 25mM
Glycin 192mM
SDS 0,1%

AnschlieBend wurde die Gelaparatur auseinandergebaut und die Gele vorsichtig
entfernt und fir 10 min in Transblot-SD Puffer equlibriert und daraufhin fur 2h bei
100mA pro Gel mit Hilfe einer Semidry Blotapparatur auf eine Nitrozellulosemembran
geblottet.

Transblot-SD:

TRIS 50mM
Glycin 40mM
SDS 0,375%
Methanol 20%

Nach dem Blotten wurde die Membranen markiert und fir 1h in NET-Gelantine Block

Puffer geblockt.
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NET-Gelatine Block Puffer:

NaCl 150mM
EDTA 5mM
TRIS-HCI 50mM
TritonX-100 0,05%
Gelatine 0,2%

Nach dem Blocken wurde der primare Antikorper in einer Verdiinnung von 1:1000 in
NET-Gelatine gegeben und die Blots Uber Nacht bei 4°C auf dem Schuttler mit der
primar-Antikorperldsung inkubiert. Hiernach wurden die Blots 3x mit NET-
Waschpuffer fur je 10min gewaschen bevor der sekundare Antikorper in NET-
Gelatine (3ul auf 50ml) auf die Blots gegeben wurde und fur 1h unter schitteln bei
Raumtemperatur inkubierte. AnschlieBend wurden die Blots weiter 3x mit NET-

Waschpuffer gewaschen.

NET Waschpuffer:
NaCl 150mM
EDTA 5mM
TRIS-HCI 50mM
TritonX-100 0,05%

Nach dem Waschen wurden die Blots mit ECL Reagent behandelt und in der
Photoimmager aufgenommen mit einer Belichtungszeit von 20 min. Die Blots wurden

mit Hilfe der Firmensoftware von Alpha Innotech ausgewertet.

3.2.16 Isolation von CD4 Antikorper aus der Hybridomzelllinie GK 1.5
Die Hybridomzelllinie GK 1.5 wurde in RPMI Medium mit 10%FCS und versetzt mit

Pen Strep (Penicillin/Streptomycin) in einer Konzentration von 100U/ml Penicillin und
100pg/ml Streptomycin gehalten. Die Zellen wurden alle 3 Tage abzentrifugiert und
der Uberstand wurde gesammelt und bei -20°C gelagert bis zur finalen Isolation des
Antikorpers aus dem Uberstand. Der Kulturiiberstand wurde vor der finalen
Aufreinigung noch einmal 20min bei 20.000 rpm und 4°C abzentrifugiert und durch

einen Sterilfilter filtriert.
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Der Antikoérper wurde mit Hilfe einer Saule aufgereinigt. Die Saule wurde im Vorfeld
mit 20%igem Ethanol gereinigt und mit 1,5ml Sepharose G versetzt. Die Sepharose
setzte sich uber 1h lang ab und anschlie3end wurde die Saule mit 20%igem Ethanol
gut gespult. Die so praparierte Saule wurde bis zur Verwendung bei 4°C gelagert.
Auch das Schlauchsystem vor der Aufreinigung mit 20%igem Ethanol gespilt und
anschlieend mit Waschpuffer gewaschen. Hiernach wurde der Kulturiberstand auf
die Saule gegeben und mit einer Geschwindigkeit von etwa 1ml/min durch die Saule
laufen gelassen. AnschlielBend wurde die Saule mit 20ml Waschpuffer gewaschen
bevor der Antikorper von der Séaule eluiert wurde. Der Antikérper wurde mit 10ml
Elutionspuffer von der Séaule gewaschen und in pyrogenfreie Eppendorfgefal3e
aufgefangendie im Vorfeld mit 100ul Umpufferungslésung versetzt wurden. Die
Proteinkonzentration im Eluat wurde Uber die Bradford-Protein Bestimmung ermittelt.
Die Saule wurde im Anschluss mit 10ml Waschpuffer gewaschen und mit 20%igem
Ethanol gespult und bis zur weiteren Verwendung fest verschlossen und bei 4°C

gelagert.

Waschpuffer:
Natriumphosphat 20mM pH7

Elutionspuffer (5x):
Glycin-HCI 0,5M pH 2,8

Umpufferungslosung:
Tris 1M pH11

3.2.17 Fluoreszenz Farbung
Die Cryoschnitte wurden in 20% Aceton bei -20°C fur 5 min fixiert und anschlieBend

gut mit PBS gewaschen. Mit 20%FCS/PBS wurden die Schnitte fir 10 min geblockt
und anschlieBend mit PBS gewaschen. Der CD4 Antikorper wurde in einer

Verdinnung von 1:100 in Blockingpuffer auf die Schnitte gegeben und fir 1h
inkubiert. Die Schnitte wurden 3x mit PBS gewaschen bevor der sekundare
Antikoérper darauf gegeben wurde. Als sekundarer Antikérper diente anti-rat-FITC,
dieser wurde in PBS fir 1h auf die Schnitte gegeben. Anschlielend wurden die
Schnitte gewaschen mit PBS und in Fluoprep eingedeckelt.
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3.2.18 Messung der Leukozytenzahl im Blut
Die Leukozytenzahl im Vollblut wurde mit Hilfe eines klinischen FACS Geréates

bestimmt. Es wurden den Tieren (CD18-/- als auch CD18 +/+) jeweils 300-500ul Blut
retroorbital abgenommen und in EDTA Réhrchen Gberfihrt.

3.2.19 Statistische Auswertung
Alle erhobenen Daten wurden statistisch miteinander verglichen, hierftr wurde der T-

Test fur unabhangige Gruppen verwendet. Als signifikant wurden alle Test-

Ergebnisse gewertet mit p<0,05.
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4. Ergebnisse

4.1 Caerulein Pankreatitis in CD18 knockout Mausen
CD18 ist ein essentieller Bestandteil des MAC-1 Komplexes (CD11b/CD18). Dieser

Komplex bildet ein 32 Integrin welches auf allen Leukozyten exprimert ist und fur die

Transmigration von Leukozyten durch das Gefal3endothel maf3geblich verantwortlich
ist. Die in diesen Experimenten verwendeten Tiere haben genetisch einen C57/BI6
Hintergrund, die dazugehdrige knockout Tiere wurden durch eine gezielte
Unterbrechung des CD18 Gens erstellt [103, 104]. Eine Pankreatitis wurde in CD18
Knockout-Tieren sowie in den dazugehoérigen Wildtypen mittels stindlicher Injektion
von 50ug/kg Caerulein induziert. Um sicherzustellen, dass es sich bei diesen Tieren
um einen kompletten knockout handelt wurden die Expression von CD18 Gewebe
der Milz mittels Western Blot Uberprift (Abb. 1a). Die Wildtyp-Tiere zeigen eine
deutliche Expression von CD18 in den Zellen der Milz im Gegensatz zu den
Knockout-Tieren. Die Oh Kontrolltiere zeigen eine eher moderate Expression von
CD18, 8h bzw. 24h nach Induktion der Pankreatitis ist die Expression von CD18 in
den Leukozyten der Milz deutlich erhodht, dies kommt durch eine Aktivierung von
Leukozyten im Verlauf der Pankreatitis zustande, die eine Anstieg der Expression
des CD11b/CD18 Komplexes zur Folge hat. Im Gegensatz zu den Wildtyp-Tieren ist
in den CD18 Knockout-Tieren keine Expression von CD18 in den Zellen der Milz
nachzuweisen, auch zu spateren Zeitpunkten wahrend der Pankreatitis konnte keine

Expression von CD18 nachgewiesen werde..

CD18+/+ CD18-/-
Oh 8h 24h Oh 8h 24h
CD18| s s s — 97 kDa

B actin | e w—  — e —— — 48 kDa

Abb. 1a: Nachweis der CD18 Expression im Western Blot. CD18 konnte nur in Milzgewebe von
Wildtyptieren mit Hilfe eines spezifischen Antikérpers nachgewiesen werden, im Gegensatz dazu
zeigen die knockout Tiere einen vollstdndigen Verlust des Proteins im Gewebe der Milz. Als
Ladekontrolle diente B-Actin.
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Weiterhin wurde CD18 immunhistochemisch in Pankreasgewebe der Tiere angefarbt
(Abb. 1b). Hier ist deutlich zu erkennen, dass sich in unbehandelten Kontrolltieren
keine aktivierten, CD18 exprimierenden, Leukozyten im Pankreas befinden. Erst im
Laufe der Pankreatitis infiltrieren eine Vielzahl CD18 positiver Zellen in das Organ
(8h nach Induktion der Pankreatitis). Im Vergleich zu den Wildtypen, die nach 8h eine
groRe Anzahl an CD18 positiven Zellen im Pankreas zeigen, ist bei den CD18
Knockout-Tieren 8h nach Induktion der Pankreatitis noch keine grofere
Infiltrationsreaktion zu erkennen. 24h nach Induktion der Pankreatitis ist jedoch auch
in den CD18 knockout Tieren eine starke Inflammation zu beobachten, jedoch ist im
Vergleich zu den Wildtyptiere auf der Oberflache der Leukozyten kein CD18
nachzuweisen. Dies deutet auf einen CD18 unabhéngigen
Transmigrationsmechanismus hin, der erst zu spateren Zeitpunkten, in diesem Fall

24h nach Induktion der Pankreatitis, eine Rolle zu spielen scheint.
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Abb. 1b: Immunhistochemische Farbung von CD18 im Pankreasgewebe im Verlauf der Caerulein
Pankreatitis. Die Wildtyp Tiere (+/+) zeigen nach 8h einen deutliche Infiltration von CD18 positiven
Leukozyten in das Pankreas. Die Knockoulttiere (-/-) zeigen nach 8h keine infiltrierenden Leukozyten,
nach 24h sind infiltrierende Leukozyten in grofRerer Zahl nachzuweisen, jedoch zeigen sie keine
positive CD18 Farbung im Gegensatz zu den Wildtyp Tieren.

Ein weiterer Assay fir die starke der Inflammationsreaktion wahrend der Pankreatitis
ist die Messung der Myeloperoxidase Aktivitat (MPO) im Pankreasgewebe und im
Lungengewebe der Tiere. Die Myeloperoxidase ist ein Enzym das nur in neutrophilen
Granulozyten exprimiert ist und zeigt daher die Transmigration von Neutrophilen
Zellen in das jeweilige Organ an. Die Messung der Myoloperoxidase Aktivitat im
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Pankreashomogenat der Tiere spiegelt die in der CD18 Farbung dargestellte
Inflammationsreaktion wieder (Abb. 1c). Im Vergleich zu den Oh Tieren ist ein
signifikanter Anstieg der MPO Aktivitdt nach 8h in den Wildtypen zu beobachten der
nach 24h wieder absinkt. Die Knockout-Tiere jedoch zeigen nach 8h keinen Anstieg
der MPO Aktivitat im Pankreashomogenat, jedoch 24h nach Induktion der
Pankreatitis ist ein deutlicher Anstieg zu erkennen. Diese Verschiebung in der
Infiltrationsreaktion von 8h hin zu 24h nach Induktion der Pankreatitis in den CD18-/-

Tieren konnte auch schon in der Histologie gezeigt werden.
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Abb. 1c: Bestimmung der MPO Aktivitat im Pankreashomogenat der Wildtyptiere sowie der CD18
Knockout Tiere tber den Zeitverlauf der Caerulein Pankreatitis. 8h nach Induktion der Pankreatitis
zeigen die Wildtypen eine signifikant hbhere MPO Aktivitat im Vergleich zu den CD18-/- Tieren, nach
24h zeigt sich ein umgekehrtes Bild, hier zeigen die CD18-/- eine signifikant erhhte MPO Aktivitat im
Vergleich zu den Wildtyp Tieren.

Im Gegensatz zur MPO Aktivitdt im Pankreas verhalt sich die MPO Aktivitat in der
Lunge anders. Hier zeigt sich schon in den unbehandelten Tieren ein deutlicher
Unterschied zwischen den CD18-/- Tieren und den Wildtyp Tieren, die Knockout
Tiere zeigen eine ~5fach hohere MPO Aktivitat im Lungengewebe im Vergleich zu
den Wildtypen (Abb. 1d). Auch 8h nach Induktion der Pankreatitis bleibt dieser
Unterschied bestehen. Es ist bekannt das Leukozyten CD18 unabh&ngig Uber einen
anderen Mechanismus in das Lungengewebe transmigrieren kénnen [105]. Die von
Beginn an héhere Anzahl an Neutrophilen Granulozyten in der Lunge der CD18-/-
Tiere ist eventuell durch eine allgemein erhdhte Anzahl an Leukozyten im Blut der
Tiere zu erklaren. Im Vollblut der Knockout Tiere ist eine ~3,5fache Anzahl an
Leukozyten zu messen im Vergleich zu den Wildtyp-Tieren. Als interne Kontrolle

diente hierbei der Erythrozytenspiegel im Blut der sich zwischen den beiden
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Tierstammen nicht unterscheidet (Abb. 1e). 8h nach Induktion der Pankreatitis zeigen
beide Tiergruppen einen ~2fachen Anstieg der MPO Aktivitat in der Lunge. Dieser
Anstieg fallt bei den Knockout-Tieren umso dramatischer aus, da sie einen allgemein
erhohten Leukozytenspiegel im Blut besitzen. Da nach 8h auch in den Knockout-
Tieren ein deutlicher Anstieg der MPO Aktivitat in der Lunge zu messen ist, kann
ausgeschlossen werden, das Leukozyten in diesen Tieren durch den CD18 Defekt
schlechter zu aktivieren sind. Somit ist die verminderte MPO Aktivitat im
Pankreasgewebe nicht durch eine fehlerhafte Aktivierbarkeit der Leukozyten zu

erklaren, sondern ausschlief3lich durch die Verhinderung der Transmigration.
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Abb. 1d und e: Bestimmung der MPO Aktivitdt im Lungengewebe, sowie Bestimmung der
Leukozytenzahl im Blut der Tiere. Die Myoloperoxidaseaktivitdt im Lungengewebe Uber den
Zeitverlauf der Pankreatitis zeigt schon bei den Oh Kontrolltieren deutliche Unterschiede zwischen den
beiden Tierstammen (Abb. 1d), im Verlauf der Erkrankung nimmt die MPO Aktivitat jedoch in beiden
Tierstammen nach 8h um etwa das doppelte zu. Die erheblich héhere MPO Aktivitat der CD18-/- Tiere
kann auf einen gesteigerten Blut Leukozyten Spiegel zuruckgefuhrt werden, hier ist zu erkennen das
die CD18-/- Tiere im Vergleich zu den Wildtypen eine etwa 3,5fach erhthte Leukozytenzahl im Blut
haben bei gleicher Menge an Erythrozyten (Abb. 1e).

Der Cytokinspiegel im Serum gibt ebenfalls Aufschluss tber die Inflammations-
reaktion wahrend der Pankreatitis. Die Messung von IL6 im Serum der Tiere zeigt
keinen Unterschied zwischen den Wildtypen und den Knockout-Tieren (Abb. 1f). In
beiden Tiergruppen steigt der Serumspiegel des proinflammatorischen Cytokins I1L6
in gleichem Malflie an, so dass nicht ein Mangel an pro-inflammatorischen Signalen
das Ausbleiben der Infiltration von Leukozyten in den Pankreas der CD18-/- Tiere
erklart. Kontrar zu IL6 steht die Serumkonzentration des Makrophagen

Chemotraktants MCP-1. Hier zeigen die CD18-/- Tiere fast gar keinen Anstieg im
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Gegensatz zu den CD18+/+ Tieren, jedoch wird in unbehandelten Tieren ein héherer
Serumspiegel von MCP-1 in den Knockout-Tieren gemessen (Abb. 1g). Die
Unterschiede in der Inflammationsreaktion der beiden Tierstamme konnen in der
MPO Aktivitat im Pankreasgewebe sowie histologisch im Pankreas gut dargestellt
werden. Die Cytokinspiegel im Serum zeigen in beiden Tiergruppen einen Anstieg
des IL6 an, somit ist der pro-inflammatorische Reiz in beiden Tieren gleich, eine

Ausnahme stellt hier allerdings MCP-1 dar.
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Abb. 1f und 1g: Bestimmung der Konzentration von IL6 und MCP-1 im Serum der Tiere. Die
Konzentrationen verschiedener Cytokine wurden mit Hilfe fluoreszierender beads per FACS-Analyse
(CBA Kit) gemessen. Der IL6 Spiegel zeigt einen deutlichen Anstieg 8h nach Induktion der
Pankreatitis in beiden Tiergruppen (Abb. 1f). MCP-1 dagegen verhalt sich in den CD18-/- Tieren
anders. Die Wildtypen zeigen einen deutlichen Anstieg von MCP-1 Uber den Zeitraum von 24h der in
den CD18-/- Mausen fehlt (Abb. 19).

Die Infllammationsreaktion allein gibt noch keinen Aufschluss uber den
pankreatischen Schaden, bzw. Gber den Schweregrad der Pankreatitis. Als Marker
fur den pankreatischen Gewebeschaden dient die Serum-Amylase. Amylase wird von
Azinuszellen in aktiver Form in sekretorischen Vesikeln gespeichert und bei Bedarf in
das Duodenum sezerniert. Im Falle einer Pankreatitis wird Amylase in grol3eren
Mengen im Pankreas durch nekrotisierende Azinuszellen freigesetzt, dadurch steigt
auch im Serum die Amylasekonzentration an, daher kann der Serum-Amylase
Spiegel auch als Schadensmarker fir den Schweregrad der Pankreatitis genutzt
werden (Abb. 1h). Die Serum Amylase steigt in beiden Tieren 8h nach Induktion der
Pankreatitis an, jedoch ist sie in den Wildtyptieren signifikant hoher im Vergleich zu
den CD18-/- Tieren. Dies deutet auf einen schweren Verlauf der Erkrankung in den
Wildtyp Tieren hin. Nach 24h korreliert die MPO Aktivitat im Pankreas zur
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Amylaseaktivitat im Serum, zu diesem Zeitpunkt zeigen die CD18-/- eine hdhere

Serumamylase im Vergleich zu den CD18+/+ Tieren.
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Abb. 1h: Bestimmung der Amylaseaktivitat im Serum der Tiere. Die Serumamylaseaktivitat steigt tber
den zeitlichen Verlauf der Pankreatitis in beiden Tiergruppen deutlich an, jedoch ist sie im Vergleich
der Wildtypen mit den knockout Tieren signifikant erhéht nach 8h in den CD18+/+ und nach 24h in
den CD18-/- Tieren.

Zusammenfassend zeigen die Experimente in den CD18-/- Tieren, dass der
pankreatische Schaden der Infiltration der Leukozyten in den Pankreas folgt. Eine
verspéatete Infiltration von Leukozyten fuhrt daher auch zu einem verspéteten Anstieg

der pankreatischen Schadensmarker wie der Serum-Amylase.

4.2 L eukozyten vermittelte Proteaseaktivierung in CD18-/-
Tieren
Ein wichtiger Faktor bei der Entstehung der Pankreatitis ist die vorzeitige

Proteaseaktivierung noch in der Azinuszelle selbst. Diese intrazellulare
Proteaseaktivierung wird allgemeinhin als Ursachen der Erkrankung angesehen. Als
eine der wichtigsten Proteasen hierbei gilt die Serinprotease Trypsin, welche als
inaktives Zymogen im sekretorischen Kompartiment der Azinuszelle gespeichert
wird. Wahrend der Pankreatitis wird Trypsinogen durch die lysosomale Hydrolase
Cathepsin B proteolytisch prozessiert und damit zu aktiven Trypsin umgewandelt. Die
Aktivierung von Trypsinogen zu Trypsin zeigt ahnlich wie die MPO Aktivitat im
Pankreasgewebe eine Verschiebung des Aktivitatsmaximums von 8h hin zu 24h
nach Induktion der Pankreatitis in den CD18-/- Tieren (Abb. 2a). Wahrend die
Knockout-Tiere nach 8h kaum eine Steigerung Trypsinaktivitat im
Pankreashomogenat aufzeigen, ist bei den Wildtyptieren ein typischer Trypsinpeak
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zu beobachten. 24h nach Induktion ist ein gegenteiliges Bild zu erkennen. Hier
zeigen die Knockout-Tiere einen signifikanten Anstieg der Trypsinaktivitdt im
Pankreashomogenat verglichen mit den Wildtyp-Tieren, in denen die Menge des

aktiven Trypsins schon wieder abnimmt.
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Abb. 2a: Messung des aktivem Trypsins im Pankreashomogenat der Tiere. Die fluorometrische
Bestimmung der Trypsinaktivitit mit dem spezifischen Substrat R110-lle-Pro-Arg zeigt deutliche
Unterschiede zwischen den CD18-/- Tieren im Vergleich zu den CD18+/+ Tieren auf.

Nach 8h ist die Trypsinaktivitat in den CD18-/- kaum angestiegen. Um
auszuschlieBen, dass dieser Effekt an einer verminderten Menge an Trypsinogen in
den Zymogengranula der CD18-/- Tieren liegt, wurde aktives Trypsin im
Pankreashomogenat nach Enterokinasestimulation bestimmt (Abb. 2b). Damit kann
der Gesamtgehalt an aktivierbarem Trypsinogen im Pankreashomogenat bestimmt

werden. Hier ist kein Unterschied zwischen den beiden Tiergruppen zu erkennen.
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Abb. 2b: Messung des Trypsinogengehalts im Pankreasgewebe der beiden Tierstamme. Die Menge
an Trypsinogen wurde im Pankreashomogenat bestimmt. Mittels Enterokinase wurde das gesamte
Trypsinogen in aktives Trypsin umgewandelt und dann als Kinetik Uber die Zeit bestimmt mit Hilfe
fluorogener Substrate. Beide Tierstimme zeigen keine Unterschiede in der Menge an Trypsinogen im
Pankreasgewebe.

Ein weiterer Grund fur die verminderte Trypsinogen Aktivierung in den CD18-/-
Tieren nach 8h koénnte eine Verminderte Reaktion auf Caerulein sein. Um dies
auszuschlieBen wurden von beiden Tierstimmen Azinuszellen isoliert und mit
0,001mM CCK stimuliert. Es wurde die intrazellulare Aktivitat von Trypsin (Abb. 2c)
sowie Elastase (Abb. 2d) bestimmt. Jedoch reagierten die Azinuszellen beider Tiere
in einem gleichen Mal3e auf die CCK Stimulation. Die intrazellulare Trypsin- sowie
Elastaseaktivitdt unter CCK Stimulus unterscheiden sich in den Tieren nicht. Dies
kann somit auch als Ursache flr die verringerte Trypsinogen Aktivierung nach 8h in

den Knockout-Tieren ausgeschlossen werden.
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Abb. 2c und 2d: Bestimmung der intrazellularen Proteaseaktivitéat in lebenden Azinuszellen unter
CCK Stimulation. Die Messung der intrazellularen Aktivitdét von Trypsin (Abb. 2c) sowie der
intrazellularen Aktivitat von Elastase (Abb. 2d) zeigte keine Unterschiede zwischen den CD18+/+
Tieren und den CD18-/- Tieren. Beide Gruppen zeigen eine deutliche Stimulierbarkeit mit 0,001mM
CCK schon nach 20 min. Auch die unstimulierten Kontrollen zeigen keine Unterschied zwischen den
beiden Tiergruppen, so dass ein direkter Effekt der Deletion von CD18 in Bezug auf die Acinuszellen
ausgeschlossen werden kann.

Ein direkter Effekt der infiltrierenden Leukozyten sollte folglich die Ursache fir die
Proteaseaktivierung 8h Induktion der Caerulein Pankreatitis in den CD18+/+ Tieren
sein. Um diese Hypothese zu prifen wurden Leukozyten aus der Milz von C57BI6
Tieren isoliert und mit PMA (Phorbol 12-myristate 13-acetate) stimuliert.
AnschlieRend wurden die aktivierten Leukozyten mit frisch praparierten Azinuszellen
co-inkubiert. PMA aktiviert kleinere G-Proteine und wirde somit auch einen direkten
Effekt auf Azinuszellen haben, um dies auszuschlieen wurden die Leukozyten vor
den Co-Inkubationsversuchen sorgfaltig mehrfach gewaschen um einer
Verschleppung von PMA in das Azinuszellkulturmedium vorzubeugen. Die
Azinuszellen wurden einerseits mit 0,001lmM CCK stimuliert sowie mit Leukozyten
und zusétzlich als Doppelstimulus mit Leukozyten und mit 0,001lmM CCK stimuliert,
als Kontrolle dienten unstimulierte Zellen. Neben der Trypsinaktivierung wurde auch

die Zellnekrose fluorometrisch bestimmt (Abb. 2e und 2f).
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Abb.: 2e und 2f: Messung der intrazelluldren Trypsinaktivitdt und der Nekroserate in Azinuszellen co-
inkubiert mit isolieten Leukozyten. Die fluorometrische Messung der intrazellularen Trypsinaktivitat
zeigt den normalen Kurvenverlauf durch 0,001mM CCK im Vergleich zu den unstimulierten Kontrollen.
Die alleinige Zugabe von Leukozyten zu den Azinuszellen zeigt erst nach 60 min einen signifikanten
Anstieg der Trypsinaktivitit. Eine Co-Stimulation der Azinuszellen durch 0,00lmM CCK und
Leukozyten zeigt eine viel starkere Trypsinaktivierung im Vergleich zu der einfachen Stimulation mit
CCK (Abb. 2e). Ein Anstieg der Nekroserate ist bei der Co-Stimulation von Azinuszellen mit
Leukozyten und 0,001lmM CCK nicht zu beobachten, jedoch fiihrt eine alleinige Co-Inkubation von
Azinuszellen und Leukozyten zu einen Anstieg der Azinuszellnekrose tUber den Zeitraum von 60 min
(Abb. 2f).

Die Proteaseaktivierung folgt in gleicher Weise wie auch die pankreatischen
Schadensmarker der Infiltration der Leukozyten in das Organ, dies kdnnen die Daten
aus den in vivo Experimenten in den CD18-/- Mausen im Vergleich zu den CD18+/+
Mausen zeigen. In vitro kann auch gezeigt werden das Leukozyten einen direkten
Einfluss auf die intrazellulare Proteaseaktivierung sowie die Nekroserate der

Azinuszellen haben.

4.3 Die Rolle der Neutrophilen im Verlauf der Pankreatitis
Wahrend sich die vorangegangenen Experimente mit der Gesamtheit der

infiltrierenden Leukozyten befasst haben, bzw. mit der Gesamtheit der Leukozyten
aus der Milz, sollen die folgenden Experimente Aufschluss Uber die einzelnen
Leukozyten Populationen geben, die im Verlauf der Erkrankung eine Rolle spielen.
Da schon aus der Literatur bekannt ist, dass Neutrophile Zellen einen Einfluss auf

den Organschaden wahrend der Pankreatitis haben [77, 78, 106], sollte nun geklart
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werden ob auch die vorzeitige intrazellulare Aktivierung von Proteasen von ihnen
beeinflusst wird.

Um die Rolle der Neutrophilen in vivo zu untersuchen wurden neutrophile
Granulozyten mit Hilfe eines Anti-Neutrophilen Serums (ANS) vor der Induktion der
Pankreatitis depletiert. Als Kontrolle der Depletion wurde die Aktivitat der
Myeloperoxidase im Pankreasgewebe gemessen, da diese nur in den Neutrophilen
exprimiert ist. Hier ist deutlich zu erkennen das in den mit Anti-Neutrophilen Serum
behandelten Tieren fast gar keine Aktivitat mehr zu messen war im Vergleich zu den
nicht depletierten Wildtyp Tieren, in denen 8h nach Induktion der Pankreatitis ein
typischer Anstieg der MPO Aktivitat im Pankreashomogenat zu verzeichnen ist (Abb.
3a). Auch die MPO in der Lunge zeigt, dass keine zusatzlichen Neutrophilen nach 8h
in das Organ transmigrieren, jedoch ist nicht die Gesamtzahl der bestehenden
Neutrophilen der Lunge durch die Depletion betroffen, sondern nur ein Teil dieser

Population von Immunzellen (Abb. 3b).
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Abb. 3a und 3b: Bestimmung der MPO Aktivitat im Pankreas und der Lunge. Die Messung der MPO
Aktivitat zeigt eine vollstindige Depletion der Neutrophilen in den Anti-Neutrophilen Serum (ANS)
behandelten Tieren, sie zeigen im Vergleich zu den Wildtypen fast gar keine Aktivitdt, Oh sowie 8h
nach Induktion der Pankreatitis (Abb. 3a). In der Lunge zeigt sich ein ahnliches Bild, es ist fast gar
kein Anstieg der MPO Aktivitat 8h nach Induktion der Pankreatitis im Lungengewebe zu verzeichnen
(Abb. 3b).

In der Histologie beobachten wir ein geringeres leukozytares Infiltrat in den ANS

behandelten Tieren. Die Wildtyp Tiere zeigen 8h nach Induktion der Pankreatitis
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weitaus mehr infiltrierende Zellen, jedoch ist auch in den ANS behandelten Tieren
eine Infiltrationsreaktion zu beobachten (Abb. 3c). Da allerdings keine MPO im
Pankreashomogenat gemessen werden konnte (Abb. 3a) kann es sich bei diesen
Zellen nicht um Neutrophile handeln, sondern eine andere Population von

Immunzellen die keine MPO exprimieren.
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Abb. 3c: H&E Féarbung des Pankreas von Wildtyp Tieren (WT), sowie den Anti-Neutrophilen Serum
behandelten Tieren (ANS). Nach 8h Stunden ist eine deutlich erhéhte Anzahl an infiltrierenden Zellen
des Immunsystems in den Wildtypen zu erkennen im Vergleich mit den ANS behandelten Tieren.

Die Aktivitat der Serum Amylase wurde gemessen, und diente wie in den
vorangegangenen Experimenten als Schadensmarker fir den pankreatischen
Schaden wahrend der Pankreatitis. 8h nach Induktion der Pankreatitis sieht man hier
einen deutlichen Unterschied zwischen den Wildtypen und den fur die Neutrophilen
depletierten Tieren (Abb. 3d). Infiltrierende Neutrophile haben somit einen direkten
Einfluss auf den pankreatischen Schaden wéahrend der Pankreatitis. Ein besonderes
Augenmerk in Bezug auf die Rolle der Neutrophilen in der akuten Pankreatitis wurde
auf die Aktivierung von Trypsinogen zu Trypsin gelegt. Der Gehalt an aktivem
Trypsin wurde in Homogenaten vom Pankreasgewebe in den Tieren bestimmt. Auch
hier ist eine verminderte Aktivierung von Trypsinogen nach 8h Pankreatitis zu
erkennen (Abb. 3e). Jedoch ist im Vergleich zu den CD18 Knockout-Tieren kein

vollstandiger Verlust an Trypsinogenaktivierung zu erkennen, sondern nur eine
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Verminderung um etwa 50%. Dies deutet darauf hin, dass weitere infiltrierende
Zellen, bei denen es sich nicht um Neutrophile handelt, eine Rolle fir die

Proteaseaktivierung nach 8h Stunden spielen.
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Abb. 3d und 3e: Bestimmung der Aktivitat der Amylase im Serum sowie der Aktivitdt von Trypsin im
Pankreashomogenat. Die Serum Amylase Aktivitat ist in den ANS behandelten Tieren 8h nach
Induktion der Pankreatitis durch Caerulein ebenfalls signifikant niedriger im Vergleich zu den Wildtyp
Tieren (Abb. 3d). Die fluorometrische Messung des aktiven Trypsins im Pankreashomogenat zeigt
einen deutlichen Unterschied zwischen den Wildtyp Tieren und den ANS behandelten Tieren 8h nach
Induktion der Caerulein Pankreatitis (Abb. 3e).

In vivo zeigen Neutrophile einen deutlichen Effekt auf die Proteaseaktivierung, bzw.
auf die Aktivierung von Trypsinogen zu Trypsin. Aus diesem Grunde wurde nun auch
in vitro die intrazellulare Aktivierung von Trypsinogen in Co-Inkubationsversuchen
untersucht. Hierzu wurden Leukozyten aus der Milz der Tiere isoliert und Neutrophile
Uber magnetic beads gekoppelte Antikdrper (Ly6G) mit Hilfe einer Saule aufgereinigt,
die Reinheit der Zellen lag bei >90% und wurde Uber FACS Analysen uberprift
(Daten nicht gezeigt). Die Neutrophilen wurden wiederum mit PMA aktiviert und
sorgféltig gewaschen vor der Co-Inkubation mit den frisch préaparierten Azinuszellen.
Auch hier ist eine deutlicher Effekt der Neutrophilen auf die intrazellulare
Proteaseaktivierung zu beobachten, die Co-Stimulation von Neutrophilen und
0,001mM CCK fuhrt zu einer vermehrten Aktivierung von Trypsinogen im Vergleich

zu der alleinigen Stimulation mit CCK. Aber auch die alleinige Co-Inkubation von
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Neutrophilen mit lebenden Azinuszellen fuhrt zu einer langsamen Aktivierung von
Trypsinogen uber 60 min (Abb. 3f). Auch die Nekroserate wird von den Neutrophilen
beeinflusst, wie schon bei der Co-Inkubation von Azinuszellen und den gesamten
Leukozyten mit zusatzlicher Stimulation durch 0,001mM CCK wird die Nekroserate
nicht noch zusatzlich gesteigert im Vergleich zu der alleinigen Stimulation mit CCK.
Jedoch ist ein deutlicher Effekt bei der alleinigen Co-Inkubation von aktivierten
Neutrophilen mit Azinuszellen zu sehen, die Nekroserate steigt Uber den Zeitraum
von 60 min kontinuierlich an (Abb. 3g).
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Abb. 3f und 3g: Messung der intrazellularen Trypsinaktivitat und der Nekroserate in Azinuszellen co-
inkubiert mit isolieten Neutrophilen. Die fluorometrische Messung der intrazellularen Trypsinaktivitat
zeigt den normalen Kurvenverlauf durch 0,001mM CCK im Vergleich zu den unstimulierten Kontrollen.
Die alleinige Zugabe von PMA stimulierten Neutrophilen zu den Azinuszellen zeigt schon nach 40 und
60 min einen signifikanten Anstieg der Trypsinaktivitdt. Eine Co-Stimulation der Azinuszellen durch
0,000mM CCK und Neutrophilen zeigt eine viel starkere Trypsinaktivierung im Vergleich zu der
einfachen Stimulation mit CCK (Abb. 3e). Ein Anstieg der Nekroserate ist bei der Co-Stimulation von
Azinuszellen mit Neutrophilen und 0,001mM CCK nicht zu beobachten, jedoch fiihrt eine alleinige Co-
Inkubation von Azinuszellen und Neutrophilen zu einen Anstieg der Azinuszellnekrose ulber den
Zeitraum von 60 min (Abb. 3f) mit signifikanten Unterschieden nach 40 und 60 min.

Es konnte mit diesen Experimenten in vivo als auch in vitro gezeigt werden das
Neutrophile einen direkten Effekt auf die Pankreatitis haben. Jedoch konnte mit der
Depletion der Neutrophilen nicht der gleiche Effekt erzielt werden wie in den CD18-/-
Tieren, dies deutet darauf hin, dass mindestens eine weitere Population von

Leukozyten die CD18 abhangig transmigriert eine Rolle in der Pankreatitis spielt.
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4.4 Die Infiltration von Makrophagen und Monozyten wahrend
der Pankreatitis und deren Effekte
Neutrophile Granulozyten haben einen Einfluss auf den pankreatischen Schaden

sowie die intrazellulare Proteaseaktivierung, jedoch erklaren diese Versuche nicht
den vollstandigen Phanotyp der CD18-/- Maus Versuche. Demnach muss noch eine
weitere Population von Leukozyten, die den Pankreas CD18 abhangig infiltrieren flr
diesen Phéanotyp verantwortlich sein. Eine weitere grol3e Population an Zellen des
angeborenen Immunsystems sind die Makrophagen bzw. die Monozyten. Auch diese
Zellen transmigrieren in einem CD18 abhangigen Weg durch das Gefal3endothel in
das betroffene Organ.

Um die Rolle der Makrophagen in der Pankreatitis ndher zu untersuchen haben wir
einen ahnlichen Ansatz gewahlt wie auch schon bei der Depletion der Neutrophilen.
Makrophagen und Monozyten sind allerdings nicht durch depletierende Antikérper
aus dem System zu entfernen. Um diese Zellen zu depletieren bedarf es Clodronat-
haltiger Liposomen die von Makrophagen sowie Monozyten aufgenommen werden
und dann die Zellen in die Apoptose treiben [107]. Die Liposomen werden durch
Phagozytose von den Makrophagen aufgenommen und Dichloromethylene-
Bisphosphonat (CI2ZMBP oder auch Clodronat) wird intrazellular freigesetzt. Durch die
Verpackung des Zellgiftes in Lysosomen wird sichergestellt, dass nur
phagozytierende Zellen das Clodronat aufnehmen. Durch die kurze Halbwertzeit des
Clodronates im Korper sind andere Zellen nicht davon betroffen, auch wenn durch
die Lyse der Makrophagen etwas Clodronat frei wird.

Den Tieren wurde drei Tage sowie ein Tag vor der Induktion der Pankreatitis eine i.p.
Injektion mit Clodronat-Liposomen verabreicht, als Kontollen dienten Tiere denen
Liposomen mit PBS injiziert wurden. Um den Erfolg der Depletion zu Uberprifen
wurden Kupffersche Sternzellen, die residente Makrophagen der Leber darstellen, in
Schnitten der Leber mit dem Makrophagen spezifischen Antikdrper (F4/80)
immunhistochemisch nachgewiesen (Abb. 4a). Wahrend in den mit Clodronat
Liposomen behandelten Tiere keine Makrophagen in der Leber mehr nachzuweisen
waren, zeigte die PBS behandelten Tiere eine natirliche Dichte an Kupfferschen

Sternzellen in der Leber.

50



Abb. 4a: Die Immunhistochemische Farbung von F4/80 (einem spezifischen Oberflachenmarker fir
Makrophagen) in der Leber. Die F4/80 Farbung zeigt die Depletion der Makrophagen in den mit
Clodronat Liposomen behandelten Tieren (Clo. Lip), wahrend die Tiere denen PBS haltigen
Liposomen (PBS Lip) injiziert worden eine vollstandig intakte Population von Makrophagen in der
Leber zeigen.

Immunhistochemische Farbungen von Makrophagen zeigen eine grofRe Zahl von
F4/80 positiven Zellen die den Pankreas im Laufe der Pankreatitis infiltrieren. Ahnlich
wie Neutrophile Zellen ist 8h nach Induktion der Pankreatitis eine grof3e Anzahl an
Makrophagen/Monozyten zu sehen die in das Pankreas transmigrieren. Jedoch ist
nicht wie bei Schnitten der Leber eine residente Population von Makrophagen im
Organ zu erkennen. Die Kontrolltiere zeigen ein normales Pankreas in dem sich
keine residenten Makrophagen befinden. Die mit Clodronat-Liposomen behandelten
Tiere zeigen keine Infiltration von Makrophagen im Verlauf der Erkrankung auf.
Durch Clodronat wird auch eine vollstdndige Depletion der Makrophagen/Monocyten
im Pankreas erzielt (Abb. 4b).
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Abb. 4b: Die immunhistochemische Farbung von F4/80 im Pankreasgewebe der Tiere. Eine starke
Infiltration von F4/80 positiven Zellen in den mit PBS Liposomen behandelten Tieren ist nach 8h zu
beobachten. Im Pankreasgewebe der unbehandelten Kontrollen ist kaum ein Signal zu sehen, dies
deutet darauf hin, dass sich keine residenten Makrophagen im Pankreasgewebe aufhalten wie z.B. in
der Leber (Abb. 3a). Die mit Clodronat Liposomen (Clo.) behandelten Tiere zeigen auch 8h nach
Induktion der Pankreatitis keine Infiltration von F4/80 positiven Zellen. Bei den hier zu sehenden

infiltrierenden Zellen handelt es sich somit nicht um Makrophagen oder Monozyten.

Um auszuschlie3en das auch andere Zellen des Immunsystems von der Depletion
durch Clodronat betroffen sind wurde die Aktivitat der Myeloperoxidase im
Pankreasgewebe gemessen. Diese Messung gibt Aufschluss Uber das
Infiltrationsverhalten von Neutrophilen. Hier ist zu sehen, dass sich sowohl in den
PBS-Kontrollen als auch in den mit Clodronat Liposomen behandelten Tieren die
Infiltration der Neutrophilen gleich verhalt (Abb. 4c). Somit ist auszuschlie3en dass

sich die Depletion der Makrophagen auf das Verhalten der Neutrophilen auswirkt.
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Abb. 4c: Bestimmung der MPO Aktivitat im Pankreas. Die Myeloperoxidase im Pankreashomogenat
zeigt keine Unterschiede zwischen den Makrophagen depletierten Tieren (Clodronat Lip.) und den
Kontrolltieren (PBS Lip.). 8h nach Induktion der Pankreatitis mit Caerulein ist in beiden Gruppen ein
Anstieg der MPO Aktivitdt um etwa den gleichen Faktor zu verzeichnen.

Wahrend sich die Aktivitatt der Myeloperoxidase im Pankreasgeweb nicht
unterscheidet zwischen den Makrophagen depletierten Tieren und den mit PBS
Liposomen behandelten Tieren, zeigen pankreatische Schadensmarker wie die
Serumamylase als auch die Serumlipase einen deutlich milderen Krankheitsverlauf in
den Makrophagen depletierten Tieren im Vergleich zu den Kontrolltieren (Abb. 4d
und 4e). Sowohl die Serumamylase als auch die Serumlipase sind 8h nach Induktion
der Pankreatitis durch Caerulein signifikant niedriger in den mit Clodronat Liposomen
behandelten Tieren. Wahrend die MPO Aktivitat keine Unterschiede aufweist, was
auf eine normale Infiltration von Neutrophilen hindeutet, ist die verminderte Amylase
und Lipase somit direkt auf das fehlen von Makrophagen und Monozyten
zuriickzufihren. Somit haben auch diese Zellen einen direkten Einfluss auf den
Verlauf und den Schweregrad der Pankreatitis.
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Abb. 4d und 4e: Bestimmung der Aktivitat von Amylase und Lipase im Serum. Die Serumamylase
(Abb. 4d) sowie die Serumlipase (Abb. 4e) sind in den Makrophagen depletierten Tieren (Clodronat
Lip.) 8h nach Induktion der Pankreatitis signifikant niedriger als in der Kontrollgruppe (PBS Lip.).

Ahnlich wie Neutrophile Granulozyten haben auch Makrophagen und Monozyten
einen starken Einfluss auf die Pankreatitis und auf den Schweregrad der Erkrankung.
Um allerdings die Frage zu beantworten ob die intrazellulare Proteaseaktivierung
durch Makrophagen beeinflusst wird, die allgemein hin als die Ursache oder der
pathophysiologische Beginn der Pankreatitis angesehen wird, haben wir die Aktivitat
von Trypsin im Pankreashomogenat der depletierten Tiere sowie der Kontrollen
gemessen. Auch hier spiegelt sich der in den Amylase und Lipase Werten schon
angedeutete mildere Verlauf in den depletierten Tieren wieder. 8h nach Induktion der
Pankreatitis ist auch die Aktivitat von Trypsin, bzw. die Aktivierung von Trypsinogen
zu Trypsin in den mit Clodronat Liposomen behandelten Tieren signifikant geringer
als in den Kontrolltieren (Abb. 4f).
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Abb. 4f: Bestimmung der Trypsinaktivitat im Pankreashomogenat. Die fluorometrische Bestimmung
der Trypsinaktivitat zeigt 8h nach Induktion der Pankreatitis einen geringere Aktivitat in den
Makrophagen depletierten Tieren (Clodronat Lip.) im Vergleich zu den Kontrollen (PBS Lip.).

Auch in vitro konnte ein direkter Effekt von isolierten und stimulierten Makrophagen
bzw. Monozyten auf Azinuszellen festgestellt werde. Makrophagen wurden &ahnlich
aus der Gesamtzahl der Leukozyten der Milz isoliert wie schon zuvor Neutrophile. Als
spezifischer Marker fiir Makrophagen diente hierbei CD11c. Sowohl die alleinige Co-
Inkubation mit Makrophagen und Azinuszellen als auch die Co-Stimulation durch
0,000mM CCK und Makrophagen flhrte zu einer intrazellularen Aktivierung von
Trypsinogen (Abb. 4g). Ein direkter Effekt auf die Azinuszellnekrose ist allerdings
nicht zu beobachten, wie auch schon bei den vorangegangen Co-

Inkubationsexperimenten mit isolierten Neutrophilen (Abb. 4h).

55



«Q
=y

20

o

15 *

(o2}

10

N

f X

Anstieg zur Kontolle
I
Nekroserate in %

Trypsin Aktivitat relativer

o
1
o

0 20 40 60 0 20 40 60
Zeit in min Zeit in min
—— Kontrolle —— Co-Inkubation mit Makrophagen
—o— 0,001 mM CCK —e— Co-Inkubation mit Makrophagen + 0,001 mM CCK

Abb. 4g und 4h: Die intrazellulare Aktivierung von Trypsinogen zu Trypsin wurde fluorometrisch in
lebenden Acinuszellen gemessen. Hierbei haben PMA stimmulierte Makrophagen aus der Milz der
Tiere einen direkten Effekt auf die intrazellulére Aktivierung von Trypsinogen, sowohl mit zusétzlicher
Stimulation mit 0,001lmM CCK als auch in alleiniger Co-Inkubation (Abb. 4g). Einen Effekt auf die
Azinuszellnekrose von Makrophagen ist nur mit zusatzlich Co-Stimulation durch 0,00mM CCK zu
beobachten (Abb. 4h).

Auch Makrophagen bzw. Monozyten transmigrieren CD18 abhangig in das Pankreas
nach Induktion der Pankreatitis. Sie sind in gleicher Weise wie auch Neutrophile
Zellen fur einen schwereren Verlauf der Erkrankung verantwortlich. Wie auch
Neutrophile Zellen kénnen Makrophagen in vitro zu einer vermehren intrazellularen
Aktivierung von Trypsinogen zu Trypsin fihren. Somit konnten diese Experimente
zeigen, dass nicht nur Neutrophile Zellen fir den pankreatischen Schaden
verantwortlich sind, sondern auch Makrophagen/Monozyten in gleicher Weise dafur

verantwortlich sind.

4.5 Das adaptive Immunsystem wahrend der akuten
Pankreatitis
Neutrophile als auch Makrophagen sowie Monozyten sind Zellen des angeborenen

Immunsystems, sie bilden zusammen die ersten Zellen des Immunsystems die
wahrend der Pankreatitis in den Pankreas infiltrieren. Eine Frage die sich nun stellt
ist, ob auch das adaptive Immunsystem eine Rolle in der Pankreatitis spielt. Einige
Ergebnisse aus Versuchen in T-Zell defizienten Nacktmausen zeigen, dass erst ein
adaptiver Transfer von CD4+ T-Zellen in diese Tiere den typischen pankreatitischen
Phéanotyp wieder herstellt [81]. Jedoch ist es sehr schwer Effekte des Immunsystems

in einem Tiermodel zu untersuchen, dass an sich schon immundefizient ist. Aus
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diesem Grunde haben wir uns dazu entschlossen CD4+ Zellen mit Hilfe eines
depletierenden Antikérpers in immunkompetenten C57/BI6 Mausen zu depletieren,
als Kontrolle wurden Tiere mit einem Isotyp-Antikérper behandelt. Der depletierende
Antikorper wurde zuvor aus dem Uberstand einer Antikorper produzierenden
Hybridomazelllinie mittels einer Saule aufgereinigt, und anschlieBend noch einmal
aufgereinigt um LPS aus der Losung zu entfernen. Der Erfolg der Depletion wurde
Uberpruft indem CD4+Zellen in der Milz angefarbt wurden (Abb. 5a). Es ist in den
depletierten Tieren eindeutig ein fast vollstandiger Rickgang der CD4+ Zellen in der
Milz zu erkennen im Vergleich zu den Kontrolltieren die mit dem Isotyp-Antikdrper

behandelt wurden.

CD4 AK

Abb. 5a: Immunfluoreszenzfarbung von CD4 in der Milz. Die Fluoreszenzfarbung von CD4 in der Milz
der Tiere zeigt einen deutlichen Ruckgang der CD4+ Zellen in der Milz der depletierten Tiere (CD4
AK) im Vergleich zu den Isotyp Kontrollen (Iso AK).
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Die Depletion der CD4 positiven T-Zellen vor Induktion der Pankreatitis beeinflusste
auch die Inflammationsreaktion der Zellen des angeborenen Immunsystems. Die
Messung der Myeloperoxidaseaktivitat in der Lunge als auch im Pankreas ist in den
CD4 depletierten Tieren signifikant geringer 8h nach Induktion der Pankreatitis durch
Caerulein (Abb. 5b und 5c). Das bedeutet, dass durch das Fehlen von CD4+ T-
Zellen auch das Verhalten der Neutrophilen Zellen beeintrachtigt ist. Die MPO
Messung deutet ein volliges Ausbleiben der systemischen Inflammation an, da in der
Lunge keine Infiltration von Neutrophilen Zellen zu messen ist 8h nach Induktion der
Pankreatitis. Im Pankreashomogent ist jedoch noch eine Verdopplung der MPO-
Aktivitat zu messen. Jedoch verglichen mit den Isotyp Kontrollen fallt diese bei den
CD4 depletierten Tieren deutlich geringer aus.
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Abb. 5b und 5c: Messung der MPO Aktivitat in Pankreas und Lunge. Die Aktivitat der MPO im
Pankreashomogenat zeigt einen viel geringeren Anstieg nach 8h in den CD4 depletierten Tieren (Anti-
CD4) im Vergleich zu den Isotyp behandelten Tieren (Abb. 5b). Im Lungengewebe ist dieser Effekt
noch viel deutlicher festzustellen, da hier gar kein Anstieg der MPO in den depletierten Tieren zu
messen ist verglichen mit den Isotyp Kontrolltieren (Abb. 5c).

Auch die Cytokinspiegel im Serum der Tiere sind in den CD4 depletierten Tieren
deutlich niedriger im Vergleich zu den Isotyp Kontrollen (Abb. 5d, 5e und 5f). Auch
hier zeigt sich eine weitaus geringere systemische Inflammationsreaktion in den CD4

depletierten Tieren im Vergleich zu den Kontrollen.
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Abb. 5d, 5e und 5f: Messung von IL-6. MCP-1 und TNFa im Serum. Die Serumspiegel von IL6 (Abb.
5d), MCP-1 (Abb. 5e) und TNFa (Abb. 5f) wurden mit Hilfe des CBA-Kits gemessen. Jedes der
Cytokine ist in den CD4 depletierten Tieren (Anti CD4) signifikant niedriger als in den Isotyp
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Auch die Histologie des Pankreas zeigt einen niedrigeren Schadensgrad in den CD4

depletierten Tieren. Neben einer geringeren Anzahl an infiltrierenden Leukozyten

(Abb. 5g), sind auch in den Isotyp Tieren deutlich mehr nekrotische Areale zu

erkennen, sowie eine starkere Ausbildung von Vakuolen in den Azinuszellen.

59



Abb 5g: H&E Farbung des Pankreas im Verlauf der Pankreatitis. Die H&E Farbung des Pankreas
zeigt einen starkere Ausbildung von Pankreasnekrose sowie ein grof3eres leukozytares Infiltrat in den
Isotyp Kontrollen (8h Iso) im Vergleich mit den Anti-CD4 Antikdrper behandelten Tieren (Anti CD4)
nach 8h Pankreatitis.

Diese allgemein niedrige inflammatorische Reaktion in den mit Anti-CD4 Antikérper
behandelten Tieren flihrt auch zu einer Reduktion des pankreatischen Schadens.
Nicht nur in der Histologie wird dies deutlich, auch die Serumamylase sowie die
Serumlipase ist signifikant niedriger in den CD4 depletierten Tieren im Vergleich zu
den Isotyp Kontrollen (Abb. 5h und 5i).
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Abb. 5h und 5i: Bestimmung der Aktivitat von Lipase und Amylase im Serum. Die photometrische
Bestimmung der Aktivitdt der Serumamylase (Abb. 5h) sowie der Serumlipase (Abb. 5i) ergab
signifikante Unterschiede 8h nach Induktion der Pankreatitis. Die Aktivitat beider Enzyme ist im Serum
der CD4 depletierten Tiere (Anti CD4) niedriger als in den dazugehdrigen Isotyp Kontrollen.

Im Gegensatz zu der Amylase und Lipase ist die Aktivitat von Trypsin im
Pankreashomogenat der CD4 depletierten Tiere zwar vermindert, jedoch nicht
signifikant (Abb. 5j).
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Abb. 5j: Die Fluorometrische Bestimmung der Trypsinaktivitat im Pankreashomogenat. Es sind keine
signifikanten Unterschiede zwischen den beiden Gruppen zu erkennen, jedoch eine Tendenz in den
CD4 depletierten Tieren.
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Ein direkter Effekt von CD4 positiven T-Zellen auf Azinuszellen selbst ist auch in vitro
zu beobachten. Isolierte Azinuszellen reagieren mit einer gesteigerten Aktivierung
von Trypsinogen zu Trypsin auf die Anwesenheit von PMA stimulierten CD4 positiven
T-Zellen (Abb. 5k). Auch die Nekroserate der Azinuszellen wird von T-Zellen
beeinflusst und kann durch eine alleinige Co-Inkubation gesteigert werden (Abb. 5I).
Diese Effekte treten in vivo nicht in dieser Deutlichkeit auf, eine mégliche Erklarung
hierfur ist die Abwesenheit von T-Zellen im Pankreas wéahrend der Pankreatitis, so
dass der Effekt der in vitro Versuche nicht in dieser Form auch im Tiermodell zu
sehen ist. T-Zellen haben eher einen Einfluss auf die allgemeine Immunreaktion und
so ist der verminderte pankreatische Schaden eher durch eine verminderte Infiltration
von Neutrophilen und Makrophagen zurickzufuhren, wie auch schon die MPO
Messung zeigt (Abb. 5b), sowie auch die Cytokinspiegel im Serum (Abb. 5d-5f).
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Abb. 5k und 5I: Der Effekt von T-Zellen auf die intrazellularen Trypsinaktivitat und der Nekroserate in
Azinuszellen. Die intrazellulare Aktivierung von Trypsinogen zu Trypsin wurde fluorometrisch in
lebenden Azinuszellen gemessen. Hierbei haben PMA stimulierte CD4+ T-Zellen aus der Milz der
Tiere einen direkten Effekt auf die intrazellulare Aktivierung von Trypsinogen, sowohl mit zusétzlicher
Stimulation mit 0,001mM CCK als auch in alleiniger Co-Inkubation (Abb. 5k). Einen Effekt auf die
Azinuszellnekrose von CD4+ T-Zellen ist nur bei alleiniger Co-Inkubation signifikant zu beobachten.
Eine Co-Stimulation von T-Zellen und 0,001lmM CCK fihrt zwar tendenziell zu einer gesteigerten
Nekroserate der Azinuszellen, jedoch nicht signifikant (Abb. 5I).

Der Einfluss der T-Zellen auf den Verlauf der Pankreatitis beschrénkt sich eher auf
eine verminderte systemische Immunantwort, welche zur Folge hat, dass auch
weniger Zellen des angeborenen Immunsystems in das Pankreas transmigrieren und

somit der pankreatische Schaden vermindert ist.
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4.6 Leukozyten vermittelte Proteaseaktivierung und Nekrose in
Azinuszellen
Die intrazellulare Aktivierung von Trypsinogen zu Trypsin wird direkt durch

Leukozyten beeinflusst, wie die vorangegangenen Versuche gezeigt haben.
Makrophagen als auch Neutrophile und sogar CD4 positive T-Zellen haben
denselben Effekt auf das Zelliberleben und die Aktivierung von Trypsinogen. Somit
handelt es sich hierbei nicht um einen spezifischen Effekt einer bestimmten
Population von Leukozyten sondern um einen generellen Effekt. Die Frage die sich
hierbei stellt, ist; wie dieser Effekt vermittelt wird. Leukozyten generieren eine
Vielzahl an Effektormolekilen, Azinuszellen hingegen haben auch eine Vielzahl an
Rezeptoren um auf diese Molekiile zu reagieren. Es ist hinlanglich bekannt, dass z.B.
IL1beta einen Schweregrad steigernden Effekt wéahrend der Pankreatitis hat.
Weiterhin ist bekannt, dass IL1beta transgene Tiere eine chronische Pankreatitis
ausbilden [80]. Allerdings konnten wir einen direkten Effekt von IL1beta auf die
Proteaseaktivierung sowie das Uberleben der Azinuszellen ausschlieRen. Es ist

keine Steigerung der Trypsinaktivitat sowie der Nekroserate zu beobachten (Abb. 6a

und 6b).
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Abb. 6a und 6b: Der Effekt von IL-13 auf die intrazelluldren Trypsinaktivitdt und der Nekroserate in
Azinuszellen. Die Stimulation von Azinuszellen mit 10ng/ml IL1B zeigt keinen Anstieg der
Proteaseaktivitat, auch nicht als Co-Stimulation mit 0,00lmM CCK (Abb. 6a). Auch die Nekroserate
zeigt keinen Unterschied zu den unstimulierten Kontrollen bzw. zwischen den CCK stimulierten Zellen
und den co-stimulierten mit IL13 und CCK (Abb. 6b).
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Da IL1beta keinen Effekt in Bezug auf die Proteaseaktivierung und die Nekroserate
in lebenden Azinuszellen zeigt, haben wir ein weiteres Zytokine, welches von ein
einer Vielzahl von Leukozyten produziert wird untersucht. Es konnte bereits gezeigt
werden, dass TNF alpha einen direkten Effekt auf das Uberleben von Azinuszellen
hat, und dass Azinuszellen auf TNF alpha reagieren und auch selbst TNF alpha
sekretieren konnen [92]. TNF alpha zeigt im Gegenzug zu IL1 beta einen direkten
Effekt auf die intrazellulare Aktivierung von Trypsinogen sowie auf die Nekroserate
der Azinuszellen. Jedoch ist kein additiver Effekt mit CCK zu beobachten, weder auf

die intrazellulare Proteaseaktivierung noch auf die Nekroserate (Abb. 6¢ und 6d).
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Abb. 6¢c und 6d: Der Effekt von TNFa auf die intrazellularen Trypsinaktivitdt und der Nekroserate in
Azinuszellen. Die Stimulation von lebenden Azinuszellen mit 10ng/ml rekombinantem murinem TNFa
fuhrt zu einer intrazellularen Aktivierung von Trypsinogen zu aktivem Trypsin Uber einen Zeitraum von
60 min (Abb. 6c¢). Eine zuséatzliche Co-Stimulation mit 0,001mM CCK hat keinen steigernden Effekt auf
die Trypsinaktivitat. Ein &quivalentes Bild zeigt sich in der Nekroserate. Diese steigt unter Einfluss von
TNFa auch uber den Zeitraum von 60min an. Ein co-stimulatorischer Effekt mit CCK bleibt hier aus
(Abb. 6d).

TNF alpha hat einen direkten Effekt auf die intrazellulare Trypsinogen Aktivierung in
lebenden Azinuszellen. Diese intrazellulare Proteaseaktivierung fuhrt zu einer
Zellschadigung der Azinuszelle die in der Nekrose der Zellen endet. TNF alpha ist ein
Apoptose induzierender Ligand, der Uber die TNF Rezeptoren | und Il die Caspase
Kaskade induziert. Jedoch ist dies nicht der einzig mogliche Signalweg der
angeschaltet werden kann. Ebenso spielt TNF alpha in die Regulation bzw. Induktion
der Autophagie herein, als auch in das Zelliberleben lber die Aktivierung von NFgB.
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Aus diesem Grunde haben wir die Aktivitdt der Caspase 3 in Azinuszellen mit Hilfe
eines zellgangigen Substrates (PhiPhiLux) gemessen. Hier ist deutlich zu erkennen
das sich nach 60 min in den Azinuszellen die mit 10ng/ml TNF alpha stimuliert

worden ein deutlicher Anstieg der Caspase 3 Aktivitat zu messen war (Abb. 3e).
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Abb. 6e: Der Effekt von TNFa auf die Caspase 3 Aktivierung. Die intrazelluléare Aktivitat der Caspase
3 nimmt nach 60 min in den mit TNFa (10 ng/ml) stimulierten Zellen zu im Vergleich zu den
unstimulierten Kontrollen.

An dieser Stelle wirft sich nun die Frage auf ob die durch TNF alpha vermittelte
Proteaseaktivierung, bzw die Aktivierung von Trypsinogen zu Trypsin ebenfalls durch
Cathepsin B vermittelt wird. Es ist bekannt das Cathepsin B eine entscheidende
Rolle fur die vorzeitige intrazellulare Aktivierung von Trypsinogen zu Trypsin spielt
[44, 45]. Die Aktivitat von Cathepsin B nimmt nach Stimulation der Azinuszellen mit
0,000mM CCK stark zu (Abb. 6f). Diese Aktivitatszunahme ist ein entscheidender

Schritt in der Aktivierungskaskade von Trypsinogen.
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Abb. 6f: Die Aktivitat von Cathepsin B wurde fluorometrisch mit Hilfe des zellgangigen Substrates
AMC Arg, in lebenden Azinuszellen bestimmt. Die Aktivitat von Cathepsin B nimmt unter Stimulation
von 0,001mM CCK stark zu im Vergleich zu der unstimulierten Kontrolle.

Cathepsin B Aktivitat als
Anstieg relativ zur Kontrolle

Auch die Stimulation von Azinuszellen mit Leukozyten fihrt zu einem Anstieg der
Cathepsin B Aktivitat in lebenden Azinuszellen nach 60 min Co-Inkubation mit frisch
isolierten und PMA stimulierten Leukozyten (Abb. 6g). Dieses Phdnomen ist auch bei
der Stimulation von Azinuszellen mit 10ng/ml TNFa zu beobachten, auch hier steigt
die Aktivitat von Cathepsin B nach 60 min signifikant an im Vergleich zu den
unbehandelten Kontrollen (Abb. 6h).
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Abb. 6g und 6h: Der Effekt von Leukozyten und TNFa auf die intrazellulare Cathepsin B Aktivitat in
lebenden Acinuszellen. Mit Hilfe des zellgangigen spezifischen fluorogenen Substrates AMC-Arg,
wurde in Azinuszellen die Aktivitat von Cathepsin B Uber einen Zeitraum von 60 min gemessen. Eine
Co-Inkubation von lebenden Azinuszellen mit frisch préparierten und PMA stimulierten Leukozyten
aus der Milz zeigt einen deutlichen Anstieg der Cathepsin B Aktivitdt nach 60 min um etwa das 10
fache (Abb. 6g). Die Stimulation von Azinuszellen mit 10ng/ml TNFa zeigt ebenfalls einen deutlichen
Anstieg der Cathepsin B Aktivitat in den Azinuszellen nach 60 min (Abb. 6h). Der TNFa vermittelte
Anstieg der Cathepsin B Aktivitdt in den Azinuszellen ist jedoch nur halb so stark wie der durch
Leukozyten hervorgerufene Effekt.

Es ist bekannt, dass die intrazellular verfriihte Aktivierung von Trypsinogen zu
Trypsin im Falle der Pankreatitis durch Cathepsin B vermittelt wird [44]. In dieser
Arbeit konnte gezeigt werden, dass auch Leukozyten in vivo als auch in vitro zu einer
gesteigerten Aktivierung von Trypsinogen fuhren. In vitro ist ebenfalls zu beobachten
das Leukozyten einen Anstieg der Cathepsin B Aktivitat in Azinuszellen vermitteln.
Ein Faktor der fur diese Proteaseaktivierung verantwortlich ist, ist TNFa. TNFa fahrt
zu einer gesteigerten Aktivierung von Trypsinogen sowie von Cathepsin B und somit
auch zu einem Anstieg der Nekroserate in Azinuszellen. Sollte die Aktivierung von
Trypsinogen in diesem Fall ebenfalls von der Aktivitat von Cathepsin B abhangig sein
so durfte in Cathepsin B knockout Tieren kein Effekt von TNFa auf die intrazellulare
Trypsinogenaktivierung zu beobachten sein. Aus diesem Grunde wurden
Azinuszellen von CTSB-/- Mausen isoliert und mit 10ng/ml TNFa stimuliert. Es wurde
als Kontrolle die Aktivitdt von Cathepsin B (AMC-Arg,) gemessen sowie die Aktivitat
von Trypsin (R110 lle-Pro-Arg) und die Zellnekrose (PI). Die Messung von Cathepsin
B in CTSB-/- Tieren zeigt eine reine Hintergrundaktivitat, die auch nach 60 min TNFa

Stimulation nicht ansteigt (Abb. 6i). Die intrazellulare Trypsinaktivitat verhalt sich
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ahnlich. Ohne Cathepsin B wird auch durch die Stimulation von TNFa kein

Trypsinogen aktiviert (Abb. 6j).
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Abb. 6i und 6j: Der Effekt von TNFa auf die intrazellulare Cathepsin B und Trypsin Aktivitat in
lebenden Acinuszellen von Cathepsin B defizienten Mausen. Die intrazellulare Aktivitdt von Cathepsin
B zeigt eine reine Hintergrundaktivitat da die CTSB-/- Tiere kein Cathepsin B mehr besitzen. Auch
eine Stimulation mit 10ng/ml TNFa fihrt zu keiner gesteigerten Aktivitdt von Cathepsin B in den
Azinuszellen (Abb. 6i). Die Aktivitdt von intrazellularem Trypsin verhalt sich ahnlich wie die CTSB
Aktivitat. Es ist nach 60 min kein Anstieg der Trypsinaktivitét in den Azinuszellen zu messen trotz

Stimulation mit 10ng/ml TNFa (Abb. 6j).

Die Stimulation der Azinuszellen von CTSB-/- Mausen mit TNFa zeigt keinen Effekt

auf die intrazellulare Trypsinaktivierung. Auch die Nekroserate nach 60 min zeigt

deutlich, dass der Zellschaden der Uber TNFa vermittelt wird Cathepsin B abhangig
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Abb. 6k: Die Nekroserate der Azinuszellen von CTSB-/- Mausen unter TNFa Stimulation. Es ist
deutlich zu erkennen das TNFa keinen Effekt auf die Nekroserate nach 60 min hat.
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Die Ergebnisse der in vitro Versuche mit isolierten Leukozyten als auch die
Stimulationsversuche mit TNFa legen die Vermutung nahe, dass Leukozyten Uber
eine  TNFa Ausschuttung die intrazellulare Proteaseaktivierung sowie den
Azinuszellschaden triggern, und das dieser Prozess Cathepsin B vermittelt ist.

Um dies zu Uberprifen wurden wiederum Co-Stimulationsversuche von Azinuszellen
mit isolierten Leukozyten aus der Milz durchgefiihrt. Dem Medium wurde jedoch ein
TNFa Antikorper zugesetzt um den Effekt des von Leukozyten freigesetzten TNFa zu
blockieren. Infliximab ist ein in der Klinik verwendeter TNFa Antikdrper der als
Therapie bei M. Crohn oder rheumatoider Arthritis eingesetzt wird. Azinuszellen
sowie Leukozyten wurden aus C57BI6 Wildtyp Mausen isoliert. Die Leukozyten
wurden wiederum mit PMA stimuliert und mehrfach grindlich mit sterilem PBS
gewaschen bevor sie zu den Azinuszellen gegeben worden. Jeweils ein Ansatz der
unstimulierten Kontrollen sowie der Co-Inkubation wurde mit 100ug/ml Infliximab
versetzt. In allen Ansatzen wurde die Cathepsin B Aktivitat, die Trypsinaktivitat und
die Nekroserate uber einen Zeitraum von 60 min bestimmt.

Die Aktivitat von Cathepsin B ist nach 60 min signifikant niedriger in den mit
Infliximab behandelten Proben der Co-Inkubationsversuche von Azinuszellen und
isolierten Leukozyten aus der Milz. Infliximab konnte jedoch keinen Effekt in den
unbehandelten Kontrollen zeigen (Abb. 6l).
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Abb. 6l: Fluorometrische Messung der Aktivitat von Cathepsin B in lebenden Azinuszellen. Die Co-
Inkubation mit Leukozyten fiihrt zu einem signifikanten Anstieg der CTSB Aktivitat im Vergleich zu den
unbehandelten Kontrollen. Eine Zugabe von Infliximab zu den mit Leukozyten co-inkubierten
Azinuszellen fohrt zu einer signifikanten Verminderung der CTSB Aktivitat im Vergleich zu den co-
inkubierten Azinuszellen ohne Zugabe von 100ug/ml Infliximab.

Cathepsib B Aktivitat als
Anstieg zur Kontrolle
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Auch die Aktivitat von Trypsin ist nach 60 min in den mit Leukozyten und Infliximab
co-inkubierten Azinuszellen signifikant geringer als in den Co-Inkubationsversuchen

ohne den Zusatz von Infliximab (Abb. 6m)
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Abb. 6m: Fluorometrische Messung der Aktivitat von Trypsin in lebenden Azinuszellen. Die
intrazelluldre Aktivitat von Trypsin zeigt ein &hnliches Bild wie die des Cathepsin B. Die Co-Inkubation
von Azinuszellen mit Leukozyten flhrt zu einem Anstieg der Trypsinaktivitdt, mit der Zugabe von
Infliximab kann man diesen Anstieg um etwa 40% signifikant verringern.

Die verringerte Aktivitat von Cathepsin B durch die Zugabe von Infliximab fuhrt auch
zu einer verringerten Aktivierung von Trypsinogen zu Trypsin. Auch die Nekroserate
der Azinuszellen ist davon betroffen, so ist auch die Zellnekrose der mit Leukozyten
co-inkubierten Azinuszellen signifikant geringer bei der Zugabe von Infliximab (Abb.
6n).

70



X 25
£
© *
"@' 15-
@
&
S 9
@
Z
51
Leukozyten - - + +
Infliximab - + - +

Abb. 6n: Messung der Nekroserate in Azinuszellen. Die Co-Inkubation von Azinuszellen mit
Leukozyten fihrt zu einem rapiden Anstieg der Azinuszellnekrose im Vergleich zu den unbehandelten
Kontrollen. Die Zugabe von 100pg/ml Infliximab kann die durch Leukozyten vermittelte
Azinuszellnekrose signifikant senken.

TNFa ist ein von Leukozyten freigesetztes Zytokin welches einen direkten Einfluss
auf das Azinuszelliberleben hat. Unsere Ergebnisse haben gezeigt, dass der durch
TNFa vermittelte Zelltot direkt durch eine verfrihte intrazellulare Proteaseaktivierung
bedingt ist. Die Aktivierung von Trypsinogen zu Trypsin ist auch in diesem Fall

abhéangig von der Aktivitat von Cathepsin B.

4.7 Die Proteaseaktivierung nach 1h in CD18-/- M&usen
In den CD18-/- Tieren konnte gezeigt werden, dass die Proteaseaktivierung 8h nach

Induktion der Pankreatitis fast vollstandig von den infiltrierenden Leukozyten abhéngt
und aus diesem Grund in den CD18-/- Tieren im Vergleich zu den CD18+/+ Tieren
signifikant geringer ist. Zu den frihen Zeitpunkten, d.h. 1h nach Induktion der
Pankreatitis, infiltrieren Leukozyten noch nicht in das Pankreas, zu diesem Zeitpunkt
sollte sich daher die Proteaseaktivierung noch nicht voneinander unterscheiden
zwischen den beiden Tiergruppen. Im Pankreashomogenat beider Tiere wurden die
Trypsinaktivitat sowie die Elastaseaktivitat gemessen. Wahrend nach 1h die Trypsin-
sowie die Elastaseaktivitat in den CD18-/- signifikant geringer ist als in den CD18+/+
Kontrollen, ist sie nach nur 30 min noch in beiden Tierstdmmen auf gleiche Weise
erhoht im Vergleich zu den unbehandelten Kontrollen (Abb. 7a und 7b). Dies
impliziert dass die Antwort auf Caerulein in beiden Tierestammen auf gleiche Art und
Weise funktioniert, jedoch nach 1h Stunde schon stellen sich Unterschiede heraus.
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Abb. 7a und 7b: Bestimmung der Trypsinaktivitdt sowie der Elastaseaktivitat im Pankreashomogent
von CD18+/+ und CD18-/- Tieren. Die Aktivitat der Proteasen wurde 30 min und 60 min nach
Induktion der Pankreatitis mittels Caerulein fluorometrisch bestimmt. Sowohl die Trypsinaktivitat (Abb.
7a) als auch die Elastaseaktivitat (Abb. 7b) sind nach 60 min Caerulein Pankreatitis in den CD18-/-
Tieren signifikant niedriger im Vergleich zu den CD18+/+ Kontrollen. Jedoch 30 min nach Induktion
der Pankreatitis reagieren beide Tierstamme in gleicher Weise mit einer erhéhten Proteaseaktivitat im
Vergleich zu den unbehandelten Kontrolltieren (0 min).

Zu diesem sehr frihen Zeitpunkt ist noch kein Anstieg in der
Myeloperoxidaseaktivitat im Pankreashomogenat zu messen und auch Histologisch
sind noch keine infiltrierenden Zellen zu beobachten. Die MPO Aktivitat ist in beiden
Tierstdmmen 1h nach Induktion der Pankreatitis durch Caerulein nicht erhoht im
Vergleich zu den Oh Kontrolltieren, es sind auch keine signifikanten Unterschiede
zwischen den CD18+/+ und den CD18-/- Tieren zu sehen (Abb. 7c). Auch in der H&E
Farbung des Pankreasgewebes ist 1h nach Induktion der Pankreatitis noch kein

leukozytares Infiltrat zu beobachten (Abb. 7d).
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Abb. 7c und 7d: Bestimmung der MPO-Aktivitdt im Pankreas und H&E Farbung das Pankreas 1h
nach Induktion der Pankreatitis. Die photometrische Messung der MPO Aktivitét zeigt nach 1h noch
keine Unterschiede zwischen den Wildtyp Tieren und den CD18 -/- Tieren auf, es ist auch noch kein
Anstieg der MPO Aktivitat im Vergleich zu den Oh Tieren zu beobachten (Abb. 7c). Auch die H&E
Farbung des Pankreasgewebes zeigt keine infiltrierenden Leukozyten und unterstreicht die Aussage
der MPO Messung (Abb. 7d).

Der CD11b/CD18 Komplex wirkt nicht nur als [32-Integrin sondern auch als
Komplement Rezeptor 3 (CR3), der Uber C3b aktiviert wird [108, 109]. Dies legt die
Vermutung nahe, dass die Deletion von CD18 einen Effekt auf die Aktivierung des
Komplementsystems, bzw. auf die Komplement vermittelte Aktivierung der
Leukozyten hat.

Das Komplementsystem ist eine Proteasekaskade im Serum die aus verschiedenen
Serinproteasen besteht. Die Aktivierung dieser Proteasekaskade kann Uber 3
verschiedene Wege erfolgen, der gangiste ist dabei die LPS induzierte
Komplementaktivierung. Um zu untersuchen ob das Komplementsystem einen
direkten Effekt auf die Azinuszelle hat wurde Serum von Tieren abgenommen, mit
LPS aktiviert und auf lebenden Azinuszellen gegeben. Serum zeigt eine hohe
Trypsin &hnliche Aktivitat (Abb. 7e) jedoch keine Elastase &hnliche Aktivitat (Abb. 7f),
aus diesem Grund haben wir uns dafur entschieden in den Azinuszellen die Elastase
Aktivierung zu Messen an Stelle von Trypsin. Azinuszellen wurden mit 0,001mM
CCK stimuliert, unstimulierte Zellen dienten als Kontrolle, zuséatzlich wurde zu jedem
Ansatz 100ul LPS stimuliertes Serum gegeben. Sowohl die Elastase Aktivitat als
auch die Nekroserate der Azinuszellen ist signifikant erhdht in den mit Serum
stimulierten Tieren (Abb. 7g und 7h).
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Abb. 7e bis 7h: Der Einfluss von Serum auf die intrazellulare Proteaseaktivitat. Die fluorometrische
gemessene Substratspaltung von R110 lle-Pro-Arg im Serum ist sehr hoch. Diese Trypsin ahnliche
Aktivitat kann vollstandig durch Nafamostat (einem Serinproteaseinhibitor) inhibiert werden. Im
Gegensatzt zu der Trypsin ahnlichen Aktivitat im Serum ist keine Elastase ahnliche Aktivitat im Serum
zu finden. Das Substrat R110 Ala, wird nicht durch Serumproteasen gespalten (Abb. 7f). LPS-
aktiviertes Serum zeigt einen deutlichen Effekt auf die intrazellulare Proteaseaktivierung in lebenden
Azinuszellen, hier dargestellt durch die Messung von aktiver Elastase (Abb. 7g). Sowohl in einer Co-
Stimulation mit 0,000lmM CCK als auch durch die reine Zugabe von aktivierten Serum ist eine
Steigerung der Proteaseaktivierung in den Azinuszellen zu messen. Dies geht einher mit einer
gesteigerten Nekroserate in den Azinuszellen (Abb. 7h).

Die gleichen Experimente wurden mit Azinuszellen von CD18-/- Mausen

durchgeftihrt um zu Uberprifen ob die Deletion des CR3 einen direkten Effekt auf die
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Proteaseaktivierung in lebenden Azinuszellen hat. Auch die Azinuszellen von CD18
deletierten Tieren reagieren in gleicher Weise wie die Wildtypen auf die Stimulation
mit Serum. Es ist ein deutlicher Anstieg der Elastaseaktivitat zu messen, sowohl
durch die alleinige Zugabe von Serum als auch durch die Co-Stimulation von Serum
und 0,00lmM CCK (Abb. 7i). Ein ahnlicher Effekt ist auch auf die gesteigerte

Nekroserate der Azinuszellen zu beobachten (Abb. 7)).
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Abb. 7i und 7. Der Effekt von Serum auf Azinuszellen von CD18-/- Tieren. LPS-aktiviertes Serum
zeigt eine deutlichen Effekt auf die intrazellulare Proteaseaktivierung in lebenden Azinuszellen von
CD18-/- Tieren, hier dargestellt durch die Messung von aktiver Elastase (Abb. 7j). Sowohl in einer Co-
Stimulation mit 0,00lmM CCK als auch durch die reine Zugabe von aktivierten Serum ist eine
Steigerung der Proteaseaktivierung in den Azinuszellen zu messen. Dies geht einher mit einer
gesteigerten Nekroserate in den Azinuszellen (Abb. 7i). Die Azinuszellen von CD18-/- Tieren
reagieren in gleicher Weise auf die Stimulation mit LPS aktivierten Serum wie die Azinuszellen von
CD18+/+ Mausen (vorherige Abb. 7g und 7h).

Es konnte kein Unterschied zwischen den CD18-/- Tieren sowie den CD18+/+
Wildtypen gemessen werden in Bezug auf die Stimulierbarkeit der Azinuszellen mit
LPS aktiviertem Serum. LPS aktiviertes Serum zeigte einen deutlichen Effekt auf die
Nekroserate als auch auf die intrazellulare Proteaseaktivierung. Jedoch erklart ein
Komplement vermittelter Effekt nicht das Ausbleiben des ersten Protease-

aktivitatspeks in den CD18-/- Tieren.
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5. Diskussion

5.1 Die Rolle der Leukozyten fir den Verlauf und den
Schwereqgrad der Pankreatitis
Die Caerulein Pankreatitis ist eine milde Form der Pankreatitis die durch das CCK

Analogon Caerulein induziert wird. Im Tiermodel kann man, im Gegensatz zu den
Versuchen mit lebenden Azinuszellen, systemische Effekte sowie Wechselwirkungen
zwischen verschiedenen Organen und die nachfolgende immunologische Reaktion
untersuchen. Die Aktivierung pankreatischer Proteasen noch in der Azinuszelle wird
im Allgemeinen als das initiale Ereignis der Entstehung der Pankreatitis angesehen,
in deren Verlauf es am Ende zum Selbstverdau des Organs kommt [1, 2]. Als Initiator
dieser verfrihten intrazellularen Proteaseaktivierung wird die Serinprotease Trypsin
angesehen. Sowohl genetische als auch tierexperimetelle Daten zeigen, dass die
Cathepsin B vermittelte Aktivierung von Trypsin ein essentielles Element bei der
Ausbildung der Erkrankung ist [5, 44].

Im Tiermodell der Caerulein Pankreatitis zeigt die Proteaseaktivierung, im speziellen
die des Trypsinogens einen biphasischen Verlauf [44]. Die Serum Amylase als auch
die Serum Lipase, die im Tiermodell als pankreatische Schadensparameter
angesehen werden, folgen ebenso wie die Proteaseaktivierung diesem biphasischen
Krankheitsverlauf. Uber 24h nach Induktion der Pankreatitis folgen diese Parameter
einer Aktivitdtskurve, mit einem ersten Peak 1h und einem zweiten Peak 8h nach
Induktion der Pankreatitis. Nach 24h fallen alle Werte wieder auf ihr Grundlevel
zurick. Auch zwischen diesen Anstiegen der Proteaseaktivitat, bzw. der Serum
Amylase und Lipase fallen alle Parameter wieder ab, bis sie erst nach 8h ein
weiteres Maximum erreichen. Wahrend der erste Anstieg der Trypsinaktivitat
wahrscheinlich  direkt auf die supramaximale Stimulation mit Caerulein
zuriickzufiihren ist, ist der Grund fur den spateren, und auch meist noch heftigeren
Anstieg, noch im Unklaren. Der zweite starke Anstieg der Proteaseaktivitdt nach 8h
trifft zusammen mit einer Infiltration von Leukozyten in das Gewebe des Pankreas.
Aus diesem Grund haben wir CD18-/- Mause gewahlt um das Modell der Caerulein
Pankreatitis in Abwesenheit von infiltrierenden Leukozyten zu untersuchen. Die
Deletion des CD18 Gens verhindert die Transmigration von Leukozyten, da das 32-

Integrin auf Leukozyten defekt ist [105, 110]. Sowohl die MPO Messungen im
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Pankreashomogenat, als auch die histologische Betrachtung des Pankreas, 8h nach
Induktion der Pankreatitis, zeigen deutlich, dass der Defekt im CD18 Gen zu einer
erheblich verminderten bis hin zu einem gar vollkommen ausbleibenden Infiltration
von Leukozyten fuhrt, im Vergleich zu den Wildtyptieren. Jedoch 24h nach Induktion
der Pankreatitis zeigen die CD18-/- Tiere einen deutlichen Anstieg der MPO Aktivitat
im Pankreasgewebe, auch histologisch ist eine starke Infiltration zu erkennen. Diese
Verschiebung der Infiltration von Leukozyten in das Pankreas hat auch eine
Verschiebung der Proteaseaktivitat, gezeigt durch Trypsin, sowie der Serum Amylase
zur Folge. Auch hier ist nicht der typische biphasische Verlauf zu erkennen, denn das
8h Maximum der Aktivitat tritt erst nach 24h auf. Dies zeigt einen deutlichen
Zusammenhang zwischen den infiltrierenden Leukozyten und der Aktivierung von
pankreatischen Proteasen auf. Isolierte Azinuszellen von CD18-/- Tieren zeigen
jedoch die gleiche Reaktion auf eine supramaximale Stimulation mit CCK wie die
Azini der CD18+/+ Wildtyptiere. Beide Tiere zeigen unter CCK Stimulation eine
typische Trypsin Aktivitatskurve und einen Anstieg der Nekroserate [37, 62, 111].
Einige Arbeiten konnten bereits zeigen, dass die Infiltration von Leukozyten einen
drastischen Effekt auf den Schweregrad der Pankreatitis hat, jedoch werden hier
meist systemische Auswirkungen untersucht [73]. Weitere Arbeiten konnten
demonstrieren, dass die Infiltration von Leukozyten den pankreatischen Schaden
verursacht, jedoch konnte bis jetzt kein dahinterstehender Mechanismus offengelegt
werden [112]. Einen direkten Zusammenhang zwischen der Leukozyteninfiltration
und der initialen Proteaseaktivierung konnte bis jetzt noch nicht bewiesen werden.
Erst die Experimente in den CDI18 deletierten Tieren konnten zeigen das
infiltrierende Leukozyten einen direkten Effekt auf den lokalen Schaden als auch auf
die Proteaseaktivierung haben. Die von uns gemessene erhdhte Proteaseaktivitat in
den Wildtyptieren, verglichen mit den CD18-/-, muss nicht zwangslaufig intrazellular
vorliegen. Leukozyten schleusen eine Menge proteolytische Enzyme aus [113], wie
z.B. die PMN Elastase, wahrend sie in ein Gewebe infiltrieren [79]. Diese Proteasen
konnten fur die Aktivierung pankreatische Pro-Enzyme verantwortlich sein, welche
durch das Auflésen nekrotische Azinuszellen frei im Gewebe vorliegen. Um dies
auszuschlieBen haben wir isolierte Azinuszellen mit isolierten Leukozyten co-
inkubiert, da wir so feststellen kénnen, ob es sich um eine intrazellulare Aktivierung
von Proteasen handelt und sich somit ein pathophysiologischer Mechanismus

dahinter verbirgt. Die Stimulation von isolierten Azinuszellen mit isolierten
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Leukozyten zeigt einen deutlichen Effekt auf die intrazellulare Proteaseaktivierung
und die Azinuszellnekrose. Hier konnte das erste Mal gezeigt werden, dass
Leukozyten auch einen Einfluss auf die biochemischen Vorgange in der Azinuszelle
ausiben und somit auch direkt am Fortschreiten der Erkrankung beteiligt sind. Die
durch Leukozyten vermittelte Proteaseaktivierung in Azinuszellen geht auch einher
mit einer gesteigerten intrazellularen Aktivitat von Cathepsin B. Dies zeigt auf, dass
sich die von Leukozyten vermittelte intrazellulare Aktivierung von Proteasen durch
Cathepsin B abhéangig ist. Cathepsin B ist schon seit langerer Zeit als Aktivator von
Trypsinogen bekannt [42] und spielt auf zellularer Ebene eine bedeutende Rolle fir
die initiale Proteaseaktivierung im sekretorischen Kompartiment von Azinuszellen
[48, 50, 56, 114, 115]. Diese intrazellulare Aktivierung von Proteasen stellt den
pathophysiologischen Beginn der Erkrankung dar [1]. In dieser Arbeit konnte nun
gezeigt werden, dass Leukozyten einen direkten Effekt auf diese
pathophysiologischen Vorgange haben und somit nicht mehr nur eine durch die
Pankreatitis verursachten Immunantwort darstellen, sondern ein direkter Ausloser der
Erkrankung sind.

Die Gesamtzahl der Leukozyten ist keine klar definierte Population an Zellen,
sondern vielmehr ein Gemisch aus verschiedenen Populationen an Immunzellen des
angeborenen sowie des adaptiven Immunsystems. Hier gilt es nun den einzelnen
Zellpopulationen einen klar definierten und abgegrenzten Effekt zuzuordnen. Es gilt
einen generellen Zusammenhang zwischen den infiltrierenden Leukozyten, bzw. den
verschiedenen Populationen an Leukozyten, und der initialen intrazellularen
Proteaseaktivierung in der Azinuszelle zu klaren, als auch ihren Einfluss auf den
pankreatischen Schaden.

Es ist bekannt, dass neutrophile Granulozyten einen direkten Einfluss auf den
Schweregrad der Pankreatitis haben [78], sowie auf die Zersetzung der
Gewebearchitektur und der Struktur des Pankreas [79]. Eine Depletion von
neutrophilen Zellen in vivo hat gezeigt, dass sich der Schweregrad verandert und die
Erkrankung einen milderen Verlauf nimmt [106]. Eine mogliche Erklarung dafir
wurde in einer geringeren Freisetzung von reaktiven Sauerstoffspezien (ROS)
gefunden. Diese werden in Neutrophilen tUber die NADPH Oxidase in grof3eren
Mengen produziert und anschlielend im Pankreas freigesetzt [77]. Dies wird auch
als einer der Grinde fir eine erhdhte Proteaseaktivierung und eine erhohte

Nekroserate angesehen. In unseren Experimenten konnte auch gezeigt werden,
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dass Neutrophile den Schweregrad der Pankreatitis beeinflussen, sowohl die
pankreatischen Schadensmarker als auch die Trypsinaktivitdt sind signifikant
verringert im Vergleich zu der Kontrollgruppe. Jedoch spiegelt das Ausmal® des
verringerten Schweregrads nicht den Phanotyp der CD18-/- Tiere wieder. Dies
impliziert, dass weitere Populationen an Immunzellen, die CD18 abhéangig in das
Gewebe transmigrieren, auch fir den Schweregrad der Erkrankung eine Rolle
spielen. Auch auf isolierte Azinuszellen haben Neutrophile einen direkten Effekt, der
sich in einer vermehrten intrazellularen Aktivierung von Trypsinogen und in einer
erhohten Nekroserate widerspiegelt. Die Transmigration von Neutrophilen in das
Pankreasgewebe nimmt direkten Einfluss auf den Verlauf der Erkrankung. Dies ist
deutlich in der zweiten Phase der Proteaseaktivierung nach 8h zu beobachten. Im
Gegensatz zu den MPO Daten aus dem Pankreashomogenat, die deutlich zeigen,
dass die MPO Aktivitat auf fast Null reduziert ist, zeigen die Histologien trotz alledem
ein leukozytares Infiltrat. Bei diesen Zellen kann es sich somit nicht um neutrophile
Granulozyten handeln, sondern es muss sich zwangslaufig um eine andere
Population von Leukozyten handeln.

Neben den Neutrophilen bilden Monozyten bzw. Makrophagen eine der groften
Populationen an Zellen des angeborenen Immunsystems. Die Rolle der
Makrophagen fur den Verlauf der Erkrankung ist weitestgehend noch im Unklaren.
Ein direkter Effekt von Makrophagen auf den initialen Zellschaden und den
pankreatischen Schaden konnte bis jetzt noch nicht gezeigt werden. Es ist allerdings
bekannt, dass im Verlauf der Erkrankung vom Pankreas selbst, als auch von
immunologisch aktiven Zellen eine Vielzahl inflammatorischer Mediatoren freigesetzt
werden [92, 116]. Es konnte gezeigt werden, dass Kupffersche Sternzellen durch
Zytokine, die wahrend der Pankreatitis freigesetzt werden, aktiviert werden und
selbst mit der Sekretion von verschiedenen Zytokinen antworten [117]. Dies geht
einher mit systemischen Komplikationen. Weiterhin zeigen neuere Arbeiten
genetische Polymorphismen in dem Macrophage migration inhibitory factor (MIF), die
mit der Entstehung der Pankreatitis assoziiert sind [118]. Jedoch leiden die meisten
dieser genetischen Analysen an einer zu geringen Fallzahl und fehlender
pathologischer Untersuchungen um auf3er der deskriptiven Mutationsanalysen
pathophysiologische Schliisse zu ziehen. Nicht desto Trotz scheinen auch
Monozyten bzw. Makrophagen einen direkten Einfluss auf das Pankreas zu haben.

Unsere Daten zeigen, dass sowohl im Tiermodell, als auch in isolierten Azinuszellen
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Makrophagen einen signifikanten Effekt auf den Schweregrad der Erkrankung haben
sowie auf die initiale intrazellulare Proteaseaktivierung. Makrophagen transmigrieren
ahnlich wie Neutrophile CD18 abhangig in das Pankreas wahrend der Pankreatitis.
Farbungen von Makrophagen mit Hilfe des F4/80 Antikérpers zeigen eine grol3e
Anzahl an Zellen die im Verlauf der Pankreatitis in das Pankreas transmigrieren. Im
Gegensatz zu anderen Organen wie z.B. der Leber oder der Lunge befinden sich im
Pankreas jedoch keine residenten Makrophagen. Makrophagen infiltrieren das Organ
erst im Verlauf der Pankreatitis.

Neutrophile als auch Makrophagen und Monozyten stellen die gréRten Populationen
an Zellen des angeborenen Immunsystems dar, die wahrend der Pankreatitis in das
Pankreas transmigrieren. Beide Zellpopulationen wurden vor Induktion der
Pankreatitis depletiert. Neutrophile als auch Makrophagen tragen zur Ausbildung des
pankreatischen Schadens bei und zeigen einen direkten Effekt auf die
Proteaseaktivierung in Azinuszellen. Dies impliziert einen eher generellen
Mechanismus der hinter der Leukozyten vermittelten Proteaseaktivierung steht.
Zusammen mit den Zellen des angeborenen Immunsystems gilt es das adaptive
Immunsystem zu betrachten. Es ist bereits bekannt, dass auch das adaptive
Immunsystem einen grofRen Einfluss auf die Pankreatitis hat. So zeigen z.B. T-Zell
deletierte Nacktmause einen milderen Verlauf der Erkrankung. Uber einen adaptiven
Transfer von CD4+ Zellen kann der natirliche Verlauf der Erkrankung wieder
hergestellt werden [81]. Somit stellen auch CD4+ Zellen einen relevanten Faktor fur
den Verlauf und den Schweregrad der Erkrankung dar. Bisher wurden nur die
systemischen Effekte naher betrachtet. Die Frage, ob CD4+ Zellen auch einen
direkten Effekt auf die initiale Proteaseaktivierung haben, konnte nicht beantwortet
werden. Fur unsere Versuche verwendeten wir keine immundefizienten Nacktméause,
sondern C57BI6 Tiere, in denen CD4+ T-Zellen mittels eines depletierenden
Antikorpers vor der Induktion der Pankreatitis depletiert wurden. Die Depletion von
CD4+ T-Zellen fuhrt in unseren Versuchen zu einer erheblichen Reduktion der
Immunantwort wahrend der Pankreatitis. Sowohl die pro-inflammatorischen Zytokine
im Serum, als auch die MPO Aktivitdt in der Lunge und im Pankreas sind im
Vergleich zu der Kontrollgruppe signifikant erniedrigt. Dies macht eine Deutung des
Schweregrads der Erkrankung in den Tieren umso schwieriger, denn wie die
vorangegangen Experimente gezeigt haben, ist die Infiltration von Neutrophilen, als

auch von Makrophagen, erheblich an der Ausbildung der Erkrankung beteiligt. Im
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Falle der CD4 Depletion kann es sich um einen sekundaren Effekt handeln, denn die
Infiltration der Neutrophilen ist erheblich beeintrachtigt, wie die MPO Daten
demonstrieren. Es zeigt sich auch in den Amylase als auch Lipase Daten deutlich,
dass der Schweregrad der Pankreatitis verringert ist. Jedoch unterscheidet sich die
Trypsinaktivitat im Pankreashomogenat nicht signifikant zum Wildtyp, obwohl sie
tendenziell niedriger ist. Geht man jedoch davon aus, dass der in diesen Tieren zu
beobachtende Effekt eher sekundér zustande kommt, durch eine allgemein niedriger
ausfallende Inflammationsreaktion, ist es verwunderlich zu beobachten das CD4+
Zellen einen direkten Effekt auf Azinuszellen haben, indem sie die intrazellulare
Proteaseaktivierung, als auch die Nekroserate der Zellen, steigern. Das Tiermodell
spiegelt die bereits beschriebenen Effekte aus den Experimenten mit T-Zell
defizienten Nacktmausen wieder. Jedoch konnte bisher kein direkter Zusammenhang
zwischen T-Zellen und der initialen Proteaseaktivierung in Azinuszellen hergestellt
werden [81].

Da sowohl Neutrophile als auch Makrophagen und T-Zellen einen direkten Effekt auf
Azinuszellen zu haben scheinen, soll der zugrunde liegende Mechanismus
untersucht werden. Es scheint sich hierbei um ein generelles Leukozyten vermitteltes
Phanomen zu handeln. Die Ursachen hierfir kénnen vielfaltig sein. So haben
Leukozyten eine Vielzahl and Adhasionsmolekilen die einen Zell-Zell Kontakt
vermitteln kénnen und somit eine direkte Interaktionen zwischen der Azinuszelle und
den Leukozyten entstehen kann. Weiterhin werden von Leukozyten verschiedenste
Effektormolekile freigesetzt, die einen spezifischen Effekt auf die Azinuszellen
ausuben kénnen [79, 119].

Die Aktivierung von Trypsinogen zu Trypsin wird im Allgemeinen gleichgesetzt mit
der Proteaseaktivierung in der Pankreatitis. Die Bedeutung wird deutlich durch die
bereits gefundenen Mutationen im Trypsinogen-gen (PRSS1) und dessen
Prozessierung, die stark assoziiert sind mit der Pathogenese der chronischen
Pankreatitis. Auch die Tiermodelle zeigen eine deutliche Aktivierung von Trypsinogen
im Verlauf der Pankreatitis. Auch ein transgenes Mausmodell der R122H Mutation
zeigt eine deutliche Assoziation der Prozessierung von Trypsinogen mit der
Entstehung der Pankreatitis [120]. Daten aus Cathepsin B knockout Tieren eine
deutlich geringere Trypsinogenaktivierung im Vergleich zu den Wildtypen [44].
Wahrend Cathepsin L knockout Tiere eine viel hohere Trypsinaktivitat zeigen [58].

Jedoch zeigen beide Tiere, CTSB-/- als auch CTSL-/-, einen milderen Verlauf der
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Erkrankung im Vergleich zu den jeweiligen Kontrolltieren. Dies kann entweder
bedeuten, dass Trypsin nur eine untergeordnete Rolle in der Pankreatitis einnimmt,
bzw. die Aktivierung von Trypsinogen eher ein Nebenprodukt der Erkrankung ist oder
es bedeutet dass die jeweiligen Cathepsine eine essentielle Rolle in der
Pathophysiologie der Erkrankung spielen unabhangig von ihrer Fahigkeit
Trypsinogen zu aktivieren oder Trypsin zu degradieren, wie im Fall von Cathepsin L.
Es konnte gezeigt werden das CTSL und CTSB eine entscheidende Rolle fur die
Reifung von Autophagosomen einnehmen [54]. Als Folge zeigen diese Arbeiten,
dass die Trypsinaktivitat nicht als Schweregradindikator fir die Erkrankung
herangezogen werden kann. Dies steht im Widerspruch zu den genetischen Daten
aus Patienten, die aufzeigen, dass Trypsin eine wichtige Rolle in der Entstehung
einer chronischen Pankreatitis einnimmt [5]. An dieser Stelle muss man sich nun die
Frage stellen in wieweit man die tierexperimentellen Daten auf den Menschen
Ubertragen kann, bzw. welche Artefakte erzeugt werden durch die Induktion der
Pankreatitis durch Caerulein. Vor diesem Hintergrund erscheint die Aktivierung von
Trypsinogen zu Trypsin schwer zu interpretieren. Auch die Entziindungsparameter
als auch die Serum Amylase als auch die Serum Lipase definieren den Schweregrad
der Erkrankung. Die Aktivierung von Trypsinogen zu Trypsin, bzw. die
Proteaseaktivierung im Allgemeinen, stellt zwar den Beginn der Erkrankung dar,
definiert jedoch nicht deren Verlauf.

Die Entstehung der Erkrankung ist zwar durch die intrazellulare Proteaseaktivierung
erklart, jedoch ist der Ausloser fur diese pathophysiologische Aktivierung unklar.
Selbst bei hereditdren chronischen Pankreatiden, die durch genetische Mutationen
im Trypsinogen bzw. in Trypsinogen prozessierenden Genen bedingt sind, kommt es
nicht zu einer kontinuierlichen Erkrankung, sondern die Pankreatitis manifestiert sich
in immer wiederkehrenden Schiben. Andererseits ist auch nur ein geringer Teil der
Erkrankungen auf diese Mutationen zurtickzufuihren, bei den meisten Patienten liegt
die Ursache im Verborgenen wenn ein Alkoholmissbrauch ausgeschlossen werden
kann. Es muss einen ausldésenden Mechanismus geben der fir die wiederkehrenden
Schibe der Erkrankung verantwortlich ist. Dies fihrt dazu, dass die intrazellulare
Aktivierung von Proteasen alle Schutzmechanismen der Zelle, wie zum Beispiel
intrazellulare Inhibitoren fur aktive Proteasen (SPINK-1), Uberwindet und es zum
Entstehen von Zellschaden kommt und sich die Erkrankung etabliert, bzw. ein

erneuter Schub der Erkrankung ansteht. Eine mogliche Erklarung hierflr liefern
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eventuell infiltrierende Leukozyten, da diese, wie gezeigt, einen direkten Einfluss auf
die intrazellulare Aktivierung von pankreatischen Proteasen haben. Das Pankreas ist
an sich ein immunologisch sehr aktives Organ. Im Laufe der Erkrankung werden von
Azinuszellen eine Vielzahl an Zytokinen freigesetzt, die Leukozyten in das Organ
rekrutieren. Dies setzt dann eine sich selbst antreibende Spirale in Gang, welche am
Ende zu einer ausgepragten Entziindungsreaktion des Pankreas fuhrt. Im Falle einer
chronischen Pankreatitis etabliert sich eine kontinuierliche Entziindungsreaktion und
Leukozyten werden zu residenten Zellen die sich im fibrotischen Gewebe des
Pankreas einnisten. Eine Aktivierung dieser residenten Leukozyten kénnte somit zu
einem erneuten Krankheitsschub fiihren indem es die Entzindungsspirale erneut in

Gang setzt.

5.2 Die Wirkung von TNFa auf Azinuszellen und den Verlauf
der Pankreatitis
Es konnte bisher gezeigt werden, dass Leukozyten einen direkten Einfluss auf die

Proteaseaktivierung haben, sowie den damit verbundenen Zellschaden. In weiteren
Versuchen konnten wir aufklaren, dass dieser Effekt durch Mediatoren vermittelt
wird, die von Leukozyten freigesetzt werden. Im Gegensatz zu IL 1 beta zeigt TNFa
einen deutlichen Effekt auf lebende Azinuszellen. In der Vergangenheit konnte
gezeigt werden, dass TNFa einen direkten Effekt auf das Uberleben und den Zelltod
von Azinuszellen hat [92]. Genetische Daten aus Patienten mit chronischer
Pankreatitis zeigen auf, dass Polymorphismen in Genen von Zytokinen, als auch in
der Promotorregion von TNFa, in Patienten haufiger vorkommen als in gesunden
Kontrollen [25, 26, 121]. Jedoch konnte nicht gezeigt werden, dass genetische
Variationen in Genen von Zytokinen bzw. von TNFa einen direkten Effekt auf den
Schweregrad oder die Prognose und den Verlauf der Pankreatitis haben [122]. In
vivo konnte gezeigt werden, dass TNF Rezeptor 1 knockout Tiere einen milderen
Phanotyp der Pankreatitis ausbilden als die dazugehérigen Wildtyp Kontrollen [123].
Auch eine Gendeletion im MK2 Signalweg, welcher fur die Expression von TNFa
verantwortlich ist, zeigt in Tieren einen milderen Verlauf der Erkrankung [93]. Diese
Daten, zusammen mit unseren Experimenten in isolierten Azinuszellen, zeigen einen
deutlichen Effekt von TNFa auf den Verlauf der Pankreatitis sowie Schweregrad der
Erkrankung. TNFa hat nicht nur einen systemischen Effekt in der begleitenden

Entziindungsreaktion der Pankreatitis, sondern auch einen direkten Effekt auf den
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primaren Azinuszellschaden. Es konnte gezeigt werden, dass sowohl der TNF
Rezeptor I, als auch der TNF Rezeptor Il auf Azinuszellen exprimiert sind und TNFa
somit einen direkten Effekt auf die Zellen und die intrazellularen Signalwege ausibt
[92].

TNFa ist ein Apoptose induzierender Ligand, der Uber die Zelltodrezeptoren die
intrazellulare Apoptose Kaskade aktivieren kann [89, 90]. Wir konnten in unseren
Versuchen zeigen, dass die Aktivitat der Caspase 3 in Azinuszellen unter TNFa
Stimulation ansteigt. Jedoch zeigen die Zellen keinen Anstieg in der Apoptoserate
sondern werden nekrotisch. Es ist beschrieben, dass die Pankreatitis ein auf3erst
geringes Mal3 an apoptotischen Zellen aufweist, daftr jedoch viel mehr Nekrosen
ausbildet. Obwohl durch TNFa die Signalwege der Apoptose eingeleitet werden,
kommt es doch zu einem nekrotischen Zelltod. Neben der Nekroserate und der
Caspase 3 Aktivitat, wurde in den Azinuszellen auch die Trypsinaktivitat und die
Aktivitat von Cathepsin B gemessen. Beide Enzyme zeigen durch TNFa eine
gesteigerte Aktivitdt im Vergleich zu den Kontrollen. Es ist zu erkennen, dass die
ansteigende Cathepsin B Aktivitdt einhergeht mit einer gesteigerten Aktivitat von
Trypsin. Somit induziert TNFa eine intrazellulare Proteaseaktivierung, die im Verlauf
der Zeit zu einem nekrotischen Zelltod fuhrt. Die Daten aus CTSB -/- Tieren zeigen,
dass dieser Mechanismus Cathepsin B abh&ngig ist, denn in den Cathepsin B
knockout Tieren ist keine gesteigerte Trypsinaktivierung unter TNFa Stimulation zu
messen sowie auch keine gesteigerte Nekroserate. Es ist bereits bekannt, dass
Cathepsin B eine wichtige Rolle in den Signaltransduktionsmechanismen von TNFa
spielt. So zeigen Hepatozyten von CTSB -/- Tieren keine Reaktion auf TNFa [124].
Eine Aktivierung von Cathepsin B bzw. eine Steigerung der Aktivitat von Cathepsin B
wird im Laufe der TNFa Stimulation ausgeldst. Weiterhin kann TNFa zu einer
Freisetzung von Cathepsinen aus den Lysosomen fihren, da diese permeabilisiert
werden durch eine Stimulation mit TNFa [125, 126]. Diese Freisetzung von
Cathepsin B in das Zytosol ist essentiell fir den mitochondrialen Apoptoseweg [127,
128]. Die Cathepsine spielen jedoch nicht nur fiir die Regulation der Apoptose eine
Rolle, sondern neueste Arbeiten zeigen auch einen direkten Zusammenhang mit der
Regulation der Autophagie [54]. Die regulatorischen Effekte von Cathepsin B im
Verlauf der Apoptose sowie der Autophagie spielen auch in der Pankreatitis eine
wichtige Rolle. Jedoch stellt die Azinuszelle hier einen Sonderfall dar. Cathepsin B

spielt hier fiur die pathophysiologische verfrihte Proteaseaktivierung eine

84



entscheidende Rolle. Es konnte gezeigt werden, dass Cathepsin B der
Hauptaktivator von Trypsinogen im Falle der Pankreatitis ist [43-45]. Somit stellt
Cathepsin B eine direkte Verbindung zwischen TNFa und der initialen
Proteaseaktivierung und somit der Entstehung der Pankreatitis dar. Dies kdnnte
einen therapeutischen Ansatz fir die Behandlung chronischer Pankreatitiden
darstellen. TNFa Antagonisten sind klinisch bei chronisch entzindlichen
Darmerkrankungen oder bei rheumatoider Arthritis im Einsatz [129-131]. Unsere
Experimente mit isolierten Azinuszellen in Co-Inkubation mit Leukozyten zeigen,
dass eine Behandlung mit Infliximab eine Reduktion der Cathepsin B abhangigen
Trypsinaktivierung zur Folge hat und dadurch auch die Nekroserate der Azinuszellen
sinkt.

Dies zeigt eine Mdglichkeit der therapeutischen und prophylaktischen Behandlung
der chronischen Pankreatitis auf. Die chronische Pankreatitis geht einher mit einer
chronischen Inflammationsreaktion. Ein  gesteigerter  Spiegel an  pro-
inflammatorischen Zytokinen, unter anderem auch TNFa, fuhrt auf der einen Seite zu
einer Aktivierung von residenten Immunzellen, die im fibrotischen Gewebe des
Pankreas sitzen, die wiederum durch ihre Aktivierung Zytokine ausschleusen, als
auch zu einem direkten Effekt auf die Azinuszellen (Abb. 1). Die Ursache fur die
stetig wiederkehrenden Schube der Erkrankung kann in kleineren bakteriellen als
auch viralen Entzindungen liegen, die zu einem gesteigerten systemischen
Zytokinspiegel fuhren und somit die Immunzellen im Pankreas aktivieren. Es konnte
in einem transgenen Mausmodell von IL 1 beta Uberexpremierenden Tieren gezeigt
werden, dass es zu einer chronischen Inflammationreaktion in das Pankreas kommt,
die mit der Ausbildung einer chronischen Pankreatitis einhergeht [80]. Infliximab hatte
vor diesem Hintergrund zwei Wirkmechanismen. Zum Einen reduziert es die
Aktivierung von Leukozyten und zum Anderen hatte es einen direkten protektiven
Effekt auf die Azinuszelle selbst. Dies stellt eine neue therapeutische Mdglichkeit fur

die Behandlung der chronischen Pankreatitis dar.
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Abb.1: Die Wirkung von infiltrierenden Leukozyten und TNFaauf den Verlauf der Pankreatitis. Der
Effekt der Infiltration von Leukozyten und die Freisetzung von TNFa flhren zu einer erneuten
Aktivierung von pankreatischen Proteasen noch in der Azinuszelle selbst, und damit zu einem
erhohten pankreatischen Schaden. Damit wird der Kreislauf wieder von Neuem angeregt, denn das
erneute Auftauchen von Nekrosen und Gewebsschaden fiuhrt zu einem verstarkten pro-
inflamatorischem Signal und rekrutiert dadurch weitere Leukozyten in das geschadigte Organ.

86



6. Literaturverzeichnis

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

Lerch, M.M., et al., Acute necrotizing pancreatitis in the opossum: earliest
morphological changes involve acinar cells. Gastroenterology, 1992. 103(1): p.
205-13.

Chiari, H., Uber Selbstverdauung des menschlichen Pankreas. Z.Heilkd.,
1896. 17: p. 69-96.

Maisonneuve, P. and A.B. Lowenfels, Chronic pancreatitis and pancreatic
cancer. Dig Dis, 2002. 20(1): p. 32-7.

Lowenfels, A.B. and P. Maisonneuve, Epidemiologic and etiologic factors of
pancreatic cancer. Hematol Oncol Clin North Am, 2002. 16(1): p. 1-16.
Whitcomb, D.C., et al., Hereditary pancreatitis is caused by a mutation in the
cationic trypsinogen gene. Nat Genet, 1996. 14(2): p. 141-5.

Whitcomb, D.C., et al., A gene for hereditary pancreatitis maps to
chromosome 7g35. Gastroenterology, 1996. 110(6): p. 1975-80.

Sahin-Toth, M. and M. Toth, Gain-of-function mutations associated with
hereditary pancreatitis enhance autoactivation of human cationic trypsinogen.
Biochem Biophys Res Commun, 2000. 278(2): p. 286-9.

Sahin-Toth, M., Human cationic trypsinogen. Role of Asn-21 in zymogen
activation and implications in hereditary pancreatitis. J Biol Chem, 2000.
275(30): p. 22750-5.

Sahin-Toth, M., L. Graf, and M. Toth, Trypsinogen stabilization by mutation
Argl17-->His: a unifying pathomechanism for hereditary pancreatitis?
Biochem Biophys Res Commun, 1999. 264(2): p. 505-8.

Witt, H., W. Luck, and M. Becker, A signal peptide cleavage site mutation in
the cationic trypsinogen gene is strongly associated with chronic pancreatitis.
Gastroenterology, 1999. 117(1): p. 7-10.

Teich, N., et al., Chronic pancreatitis associated with an activation peptide
mutation that facilitates trypsin activation. Gastroenterology, 2000. 119(2): p.
461-5.

Ferec, C., et al., Mutations in the cationic trypsinogen gene and evidence for
genetic heterogeneity in hereditary pancreatitis. J Med Genet, 1999. 36(3): p.
228-32.

Teich, N., et al., Interaction between trypsinogen isoforms in genetically
determined pancreatitis: mutation E79K in cationic trypsin (PRSS1) causes
increased transactivation of anionic trypsinogen (PRSS2). Hum Mutat, 2004.
23(1): p. 22-31.

Gorry, M.C., et al., Mutations in the cationic trypsinogen gene are associated
with recurrent acute and chronic pancreatitis. Gastroenterology, 1997. 113(4):
p. 1063-8.

Chen, J.M., et al., Evolution of trypsinogen activation peptides. Mol Biol Evol,
2003. 20(11): p. 1767-77.

Witt, H., et al.,, Mutations in the gene encoding the serine protease inhibitor,
Kazal type 1 are associated with chronic pancreatitis. Nat Genet, 2000. 25(2):
p. 213-6.

Weiss, F.U., et al., SPINK1 mutations and phenotypic expression in patients
with pancreatitis associated with trypsinogen mutations. J Med Genet, 2003.
40(4): p. e40.

Hirota, M., et al., From acute to chronic pancreatitis: the role of mutations in
the pancreatic secretory trypsin inhibitor gene. Jop, 2003. 4(2): p. 83-8.

87



19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

Threadgold, J., et al., The N34S mutation of SPINK1 (PSTI) is associated with
a familial pattern of idiopathic chronic pancreatitis but does not cause the
disease. Gut, 2002. 50(5): p. 675-81.

Pfutzer, R.H., et al., SPINK1/PSTI polymorphisms act as disease modifiers in
familial and idiopathic chronic pancreatitis. Gastroenterology, 2000. 119(3): p.
615-23.

Rosendahl, J., et al., Chymotrypsin C (CTRC) variants that diminish activity or
secretion are associated with chronic pancreatitis. Nat Genet, 2007.
Rinderknecht, H., et al., A possible zymogen self-destruct mechanism
preventing pancreatic autodigestion. Int J Pancreatol, 1988. 3(1): p. 33-44.
Szmola, R. and M. Sahin-Toth, Chymotrypsin C (caldecrin) promotes
degradation of human cationic trypsin: identity with Rinderknecht's enzyme Y.
Proc Natl Acad Sci U S A, 2007. 104(27): p. 11227-32.

Nemoda, Z. and M. Sahin-Toth, Chymotrypsin C (caldecrin) stimulates
autoactivation of human cationic trypsinogen. J Biol Chem, 2006. 281(17): p.
11879-86.

Schneider, A., et al., Transforming growth factor-betal, interleukin-10 and
interferon-gamma cytokine polymorphisms in patients with hereditary, familial
and sporadic chronic pancreatitis. Pancreatology, 2004. 4(6): p. 490-4.
Schneider, A., et al.,, Analysis of tumor necrosis factor-alpha, transforming
growth factor-beta 1, interleukin-10, and interferon-gamma polymorphisms in
patients with alcoholic chronic pancreatitis. Alcohol, 2004. 32(1): p. 19-24.
Saurer, L., et al., Differential expression of chemokines in normal pancreas
and in chronic pancreatitis. Gastroenterology, 2000. 118(2): p. 356-67.

Chen, W.C. and J.S. Nie, Genetic polymorphism of MCP-1-2518, IL-8-251 and
susceptibility to acute pancreatitis: a pilot study in population of Suzhou,
China. World J Gastroenterol, 2008. 14(37): p. 5744-8.

Papachristou, G.1., et al., Is the monocyte chemotactic protein-1 -2518 G allele
a risk factor for severe acute pancreatitis? Clin Gastroenterol Hepatol, 2005.
3(5): p. 475-81.

de-Madaria, E., et al., Cytokine genotypes in acute pancreatitis: association
with etiology, severity, and cytokine levels in blood. Pancreas, 2008. 37(3): p.
295-301.

Bendicho, M.T., et al., Polymorphism of cytokine genes (TGF-betal, IFN-
gamma, IL-6, IL-10, and TNF-alpha) in patients with chronic pancreatitis.
Pancreas, 2005. 30(4): p. 333-6.

Ravnik-Glavac, M., et al., Cystic fibrosis gene mutations detected in hereditary
pancreatitis. Pflugers Arch, 1996. 431(6 Suppl 2): p. R191-2.

Witt, H., Chronic pancreatitis and cystic fibrosis. Gut, 2003. 52 Suppl 2: p.
ii31-41.

Weiss, F.U., et al., Complete cystic fibrosis transmembrane conductance
regulator gene sequencing in patients with idiopathic chronic pancreatitis and
controls. Gut, 2005. 54(10): p. 1456-60.

Dimagno, M.J., et al., A proinflammatory, antiapoptotic phenotype underlies
the susceptibility to acute pancreatitis in cystic fibrosis transmembrane
regulator (-/-) mice. Gastroenterology, 2005. 129(2): p. 665-81.

Gu, Y., et al., Identification of IFRD1 as a modifier gene for cystic fibrosis lung
disease. Nature, 2009. 458(7241): p. 1039-42.

Saluja, A.K., et al., Why does pancreatic overstimulation cause pancreatitis?
Annu Rev Physiol, 2007. 69: p. 249-69.

88



38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

Lerch, M.M. and G. Adler, Experimental animal models of acute pancreatitis.
Int J Pancreatol, 1994. 15(3): p. 159-70.

Lampel, M. and H.F. Kern, Acute interstitial pancreatitis in the rat induced by
excessive doses of a pancreatic secretagogue. Virchows Arch A Pathol Anat
Histol, 1977. 373(2): p. 97-117.

Bialek, R., et al., Evidence of intracellular activation of serine proteases in
acute cerulein-induced pancreatitis in rats. Scand J Gastroenterol, 1991.
26(2): p. 190-6.

Neoptolemos, J.P., et al., Early prediction of severity in acute pancreatitis by
urinary trypsinogen activation peptide: a multicentre study. Lancet, 2000.
355(9219): p. 1955-60.

Greenbaum, L.M., A. Hirshkowitz, and |I|. Shoichet, The activation of
trypsinogen by cathepsin B. J Biol Chem, 1959. 234: p. 2885-90.

Kukor, Z., et al., Presence of cathepsin B in the human pancreatic secretory
pathway and its role in trypsinogen activation during hereditary pancreatitis. J
Biol Chem, 2002. 277(24): p. 21389-96.

Halangk, W., et al., Role of cathepsin B in intracellular trypsinogen activation
and the onset of acute pancreatitis. J Clin Invest, 2000. 106(6): p. 773-81.
Lerch, M.M., W. Halangk, and B. Kruger, The role of cysteine proteases in
intracellular pancreatic serine protease activation. Adv Exp Med Biol, 2000.
A77: p. 403-11.

Steer, M.L., J. Meldolesi, and C. Figarella, Pancreatitis. The role of lysosomes.
Dig Dis Sci, 1984. 29(10): p. 934-8.

Watanabe, O., et al., Supramaximal caerulein stimulation and ultrastructure of
rat pancreatic acinar cell: early morphological changes during development of
experimental pancreatitis. Am J Physiol, 1984. 246(4 Pt 1): p. G457-67.
Saluja, A., et al., Subcellular redistribution of lysosomal enzymes during
caerulein-induced pancreatitis. Am J Physiol, 1987. 253(4 Pt 1): p. G508-16.
Koike, H., M.L. Steer, and J. Meldolesi, Pancreatic effects of ethionine:
blockade of exocytosis and appearance of crinophagy and autophagy precede
cellular necrosis. Am J Physiol, 1982. 242(4): p. G297-307.

Hofbauer, B., et al., Intra-acinar cell activation of trypsinogen during caerulein-
induced pancreatitis in rats. Am J Physiol, 1998. 275(2 Pt 1): p. G352-62.
Grady, T., et al., Edema and intrapancreatic trypsinogen activation precede
glutathione depletion during caerulein pancreatitis. Am J Physiol, 1996. 271(1
Pt 1): p. G20-6.

Hirano, T., et al.,, Effects of chloroquine and methylamine on lysosomal
enzyme secretion by rat pancreas. Am J Physiol, 1992. 262(3 Pt 1): p. G439-
44,

Hirano, T., et al., Apical secretion of lysosomal enzymes in rabbit pancreas
occurs via a secretagogue regulated pathway and is increased after
pancreatic duct obstruction. J Clin Invest, 1991. 87(3): p. 865-9.

Mareninova, O.A., et al., Impaired autophagic flux mediates acinar cell vacuole
formation and trypsinogen activation in rodent models of acute pancreatitis. J
Clin Invest, 2009. 119(11): p. 3340-55.

Maria Persike, M.R., Matthias Sendler, Julia Mayerle, Markus M. Lerch.
Cathepsin B Aktivitat in der akuten Pankreatitis. in Deutscher Pankres Club.
2009. Heidelberg.

Van Acker, G.J., et al., Cathepsin B inhibition prevents trypsinogen activation
and reduces pancreatitis severity. Am J Physiol Gastrointest Liver Physiol,
2002. 283(3): p. G794-800.

89



57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

Saluja, AK., et al., Cerulein-induced in vitro activation of trypsinogen in rat
pancreatic acini is mediated by cathepsin B. Gastroenterology, 1997. 113(1):
p. 304-10.

Wartmann, T., et al., Cathepsin L Inactivates Human Trypsinogen, Whereas
Cathepsin L-Deletion Reduces the Severity of Pancreatitis in Mice.
Gastroenterology, 2009.

Petersen, O.H., Ca2+ signalling and Ca2+-activated ion channels in exocrine
acinar cells. Cell Calcium, 2005. 38(3-4): p. 171-200.

Kasai, H. and G.J. Augustine, Cytosolic Ca2+ gradients triggering
unidirectional fluid secretion from exocrine pancreas. Nature, 1990. 348(6303):
p. 735-8.

Maruyama, Y., et al., Agonist-induced localized Ca2+ spikes directly triggering
exocytotic secretion in exocrine pancreas. Embo J, 1993. 12(8): p. 3017-22.
Kruger, B., E. Albrecht, and M.M. Lerch, The role of intracellular calcium
signaling in premature protease activation and the onset of pancreatitis. Am J
Pathol, 2000. 157(1): p. 43-50.

Maruyama, Y. and O.H. Petersen, Delay in granular fusion evoked by
repetitive cytosolic Ca2+ spikes in mouse pancreatic acinar cells. Cell
Calcium, 1994. 16(5): p. 419-30.

Lee, M.G., et al., Polarized expression of Ca2+ channels in pancreatic and
salivary gland cells. Correlation with initiation and propagation of [Ca2+]i
waves. J Biol Chem, 1997. 272(25): p. 15765-70.

Ward, J.B., et al., Is an elevated concentration of acinar cytosolic free ionised
calcium the trigger for acute pancreatitis? Lancet, 1995. 346(8981): p. 1016-9.
Saluja, A.K., et al., Secretagogue-induced digestive enzyme activation and cell
injury in rat pancreatic acini. Am J Physiol, 1999. 276(4 Pt 1): p. G835-42.
Mooren, F.C., et al., Calcium-magnesium interactions in pancreatic acinar
cells. Faseb J, 2001. 15(3): p. 659-72.

Mooren, F., et al., Early changes in pancreatic acinar cell calcium signaling
after pancreatic duct obstruction. J Biol Chem, 2003. 278(11): p. 9361-9.
Rinderknecht, H., Fatal pancreatitis, a consequence of excessive leukocyte
stimulation? Int J Pancreatol, 1988. 3(2-3): p. 105-12.

Leser, H.G., et al., Elevation of serum interleukin-6 concentration precedes
acute-phase response and reflects severity in acute pancreatitis.
Gastroenterology, 1991. 101(3): p. 782-5.

Pezzilli, R., et al., Serum interleukin-6, interleukin-8, and beta 2-microglobulin
in early assessment of severity of acute pancreatitis. Comparison with serum
C-reactive protein. Dig Dis Sci, 1995. 40(11): p. 2341-8.

Inagaki, T., et al., Interleukin-6 is a useful marker for early prediction of the
severity of acute pancreatitis. Pancreas, 1997. 14(1): p. 1-8.

Mayerle, J., A novel role for leucocytes in determining the severity of acute
pancreatitis. Gut, 2009. 58(11): p. 1440-1.

Mayer, J., et al., Inflammatory mediators in human acute pancreatitis: clinical
and pathophysiological implications. Gut, 2000. 47(4): p. 546-52.

Messmann, H., et al., Interleukins and their antagonists but not TNF and its
receptors are released in post-ERP pancreatitis. Eur J Gastroenterol Hepatol,
1998. 10(7): p. 611-7.

Mayerle, J., P. Simon, and M.M. Lerch, Medical treatment of acute
pancreatitis. Gastroenterol Clin North Am, 2004. 33(4): p. 855-69, viii.

90



77.

78.

79.

80.

81.

82.

83.

84.

85.

86.

87.

88.

89.

90.

91.

92.

93.

94.

95.

96.

Gukovskaya, A.S., et al., Neutrophils and NADPH oxidase mediate
intrapancreatic trypsin activation in murine experimental acute pancreatitis.
Gastroenterology, 2002. 122(4): p. 974-84.

Pastor, C.M., et al., Neutrophil depletion--but not prevention of Kupffer cell
activation--decreases the severity of cerulein-induced acute pancreatitis.
World J Gastroenterol, 2006. 12(8): p. 1219-24.

Mayerle, J., et al., Extracellular cleavage of E-cadherin by leukocyte elastase
during acute experimental pancreatitis in rats. Gastroenterology, 2005. 129(4):
p. 1251-67.

Marrache, F., et al., Overexpression of interleukin-lbeta in the murine
pancreas results in chronic pancreatitis. Gastroenterology, 2008. 135(4): p.
1277-87.

Demols, A., et al., CD4(+ )T cells play an important role in acute experimental
pancreatitis in mice. Gastroenterology, 2000. 118(3): p. 582-90.

Meyer-Hoffert, U., Neutrophil-derived serine proteases modulate innate
immune responses. Front Biosci, 2009. 14: p. 3409-18.

Joyce, D.A., G. Gimblett, and J.H. Steer, Targets of glucocorticoid action on
TNF-alpha release by macrophages. Inflamm Res, 2001. 50(7): p. 337-40.
Kasama, T., et al., Neutrophil-derived cytokines: potential therapeutic targets
in inflammation. Curr Drug Targets Inflamm Allergy, 2005. 4(3): p. 273-9.
Clark, J., et al., What does tumour necrosis factor excess do to the immune
system long term? Ann Rheum Dis, 2005. 64 Suppl 4: p. iv70-6.

Leong, K.G. and A. Karsan, Signaling pathways mediated by tumor necrosis
factor alpha. Histol Histopathol, 2000. 15(4): p. 1303-25.

Palladino, M.A., Jr., et al., Possible relationships between in vivo antitumour
activity and toxicity of tumour necrosis factor-alpha. Ciba Found Symp, 1987.
131: p. 21-38.

Yin, X.M., Signal transduction mediated by Bid, a pro-death Bcl-2 family
proteins, connects the death receptor and mitochondria apoptosis pathways.
Cell Res, 2000. 10(3): p. 161-7.

Grell, M., et al., Induction of cell death by tumour necrosis factor (TNF)
receptor 2, CD40 and CD30: a role for TNF-R1 activation by endogenous
membrane-anchored TNF. Embo J, 1999. 18(11): p. 3034-43.

Higuchi, M., R.J. Proske, and E.T. Yeh, Inhibition of mitochondrial respiratory
chain complex | by TNF results in cytochrome c¢ release, membrane
permeability transition, and apoptosis. Oncogene, 1998. 17(19): p. 2515-24.
Li, H. and X. Lin, Positive and negative signaling components involved in
TNFalpha-induced NF-kappaB activation. Cytokine, 2008. 41(1): p. 1-8.
Gukovskaya, A.S., et al., Pancreatic acinar cells produce, release, and
respond to tumor necrosis factor-alpha. Role in regulating cell death and
pancreatitis. J Clin Invest, 1997. 100(7): p. 1853-62.

Tietz, A.B., et al., Gene deletion of MK2 inhibits TNF-alpha and IL-6 and
protects against cerulein-induced pancreatitis. Am J Physiol Gastrointest Liver
Physiol, 2006. 290(6): p. G1298-306.

Dunkelberger, J.R. and W.C. Song, Complement and its role in innate and
adaptive immune responses. Cell Res. 20(1): p. 34-50.

Fleming, S.D. and G.C. Tsokos, Complement, natural antibodies,
autoantibodies and tissue injury. Autoimmun Rev, 2006. 5(2): p. 89-92.
Turner, M.W., Mannose-binding lectin (MBL) in health and disease.
Immunobiology, 1998. 199(2): p. 327-39.

91



97.

98.

99.

100.

101.

102.

103.

104.

105.

106.

107.

108.

109.

110.

111.

112.

113.

114.

115.

Austen, K.F. and D.T. Fearon, A molecular basis of activation of the alternative
pathway of human complement. Adv Exp Med Biol, 1979. 120B: p. 3-17.
Peng, Q., et al., The role of anaphylatoxins C3a and C5a in regulating innate
and adaptive immune responses. Inflamm Allergy Drug Targets, 2009. 8(3): p.
236-46.

Roxvall, L., A. Bengtson, and M. Heideman, Anaphylatoxin generation in acute
pancreatitis. J Surg Res, 1989. 47(2): p. 138-43.

Acioli, J.M., M. Isobe, and S. Kawasaki, Early complement system activation
and neutrophil priming in acute pancreatitis: participation of trypsin. Surgery,
1997. 122(5): p. 909-17.

Vogt, W., Cleavage of the fifth component of complement and generation of a
functionally active C5b6-like complex by human leukocyte elastase.
Immunobiology, 2000. 201(3-4): p. 470-7.

Busse, M., et al., Detrimental role for CD4+ T lymphocytes in murine diffuse
peritonitis due to inhibition of local bacterial elimination. Gut, 2008. 57(2): p.
188-95.

Scharffetter-Kochanek, K., et al., Spontaneous skin ulceration and defective T
cell function in CD18 null mice. J Exp Med, 1998. 188(1): p. 119-31.

Grabbe, S., et al., Beta2 integrins are required for skin homing of primed T
cells but not for priming naive T cells. J Clin Invest, 2002. 109(2): p. 183-92.
Mizgerd, J.P., et al., Neutrophil emigration in the skin, lungs, and peritoneum:
different requirements for CD11/CD18 revealed by CD18-deficient mice. J Exp
Med, 1997. 186(8): p. 1357-64.

Sandoval, D., et al., The role of neutrophils and platelet-activating factor in
mediating experimental pancreatitis. Gastroenterology, 1996. 111(4): p. 1081-
91.

Van Rooijen, N. and A. Sanders, Liposome mediated depletion of
macrophages: mechanism of action, preparation of liposomes and
applications. J Immunol Methods, 1994. 174(1-2): p. 83-93.

Ehlers, M.R., CR3: a general purpose adhesion-recognition receptor essential
for innate immunity. Microbes Infect, 2000. 2(3): p. 289-94.

Gupta, V., et al., The beta-tail domain (betaTD) regulates physiologic ligand
binding to integrin CD11b/CD18. Blood, 2007. 109(8): p. 3513-20.

Walzog, B., K. Scharffetter-Kochanek, and P. Gaehtgens, Impairment of
neutrophil emigration in CD18-null mice. Am J Physiol, 1999. 276(5 Pt 1): p.
G1125-30.

Halangk, W. and M.M. Lerch, Early events in acute pancreatitis. Clin Lab Med,
2005. 25(1): p. 1-15.

De Palma, A.M., et al., Inflammatory rather than infectious insults play a role in
exocrine tissue damage in a mouse model for coxsackievirus B4-induced
pancreatitis. J Pathol, 2009. 217(5): p. 633-41.

Baggiolini, M., et al., Cellular mechanisms of proteinase release from
inflammatory cells and the degradation of extracellular proteins. Ciba Found
Symp, 1979(75): p. 105-21.

Niederau, C. and J.H. Grendell, Intracellular vacuoles in experimental acute
pancreatitis in rats and mice are an acidified compartment. J Clin Invest, 1988.
81(1): p. 229-36.

Adler, G., et al., Cerulein-induced pancreatitis in rats: increased lysosomal
enzyme activity and autophagocytosis. Digestion, 1985. 32(1): p. 10-8.

92



116.

117.

118.

119.

120.

121.

122.

123.

124,

125.

126.

127.

128.

129.

130.

131.

Fink, G.W. and J.G. Norman, Intrapancreatic interleukin-lbeta gene
expression by specific leukocyte populations during acute pancreatitis. J Surg
Res, 1996. 63(1): p. 369-73.

Folch-Puy, E., Importance of the liver in systemic complications associated
with acute pancreatitis: the role of Kupffer cells. J Pathol, 2007. 211(4): p. 383-
8.

Makhija, R., A. Kingsnorth, and A. Demaine, Gene polymorphisms of the
macrophage migration inhibitory factor and acute pancreatitis. Jop, 2007. 8(3):
p. 289-95.

Schnekenburger, J., et al., The calcium binding protein S100A9 is essential for
pancreatic leukocyte infiltration and induces disruption of cell-cell contacts. J
Cell Physiol, 2008. 216(2): p. 558-67.

Archer, H., et al., A mouse model of hereditary pancreatitis generated by
transgenic expression of R122H trypsinogen. Gastroenterology, 2006. 131(6):
p. 1844-55.

Beranek, H., et al., Analysis of tumour necrosis factor alpha and interleukin 10
promotor variants in patients with chronic pancreatitis. Eur J Gastroenterol
Hepatol, 2003. 15(11): p. 1223-7.

Powell, J.J., et al., Evidence against a role for polymorphisms at tumor
necrosis factor, interleukin-1 and interleukin-1 receptor antagonist gene loci in
the regulation of disease severity in acute pancreatitis. Surgery, 2001. 129(5):
p. 633-40.

Denham, W., et al., Gene targeting demonstrates additive detrimental effects
of interleukin 1 and tumor necrosis factor during pancreatitis.
Gastroenterology, 1997. 113(5): p. 1741-6.

Guicciardi, M.E., et al.,, Cathepsin B knockout mice are resistant to tumor
necrosis factor-alpha-mediated hepatocyte apoptosis and liver injury:
implications for therapeutic applications. Am J Pathol, 2001. 159(6): p. 2045-
54,

Li, J.H. and J.S. Pober, The cathepsin B death pathway contributes to TNF
plus IFN-gamma-mediated human endothelial injury. J Immunol, 2005. 175(3):
p. 1858-66.

Werneburg, N.W., et al., Tumor necrosis factor-alpha-associated lysosomal
permeabilization is cathepsin B dependent. Am J Physiol Gastrointest Liver
Physiol, 2002. 283(4): p. G947-56.

Werneburg, N., et al., TNF-alpha-mediated lysosomal permeabilization is FAN
and caspase 8/Bid dependent. Am J Physiol Gastrointest Liver Physiol, 2004.
287(2): p. G436-43.

Guicciardi, M.E., et al., Cathepsin B contributes to TNF-alpha-mediated
hepatocyte apoptosis by promoting mitochondrial release of cytochrome c. J
Clin Invest, 2000. 106(9): p. 1127-37.

D'Haens, G., et al., Endoscopic and histological healing with infliximab anti-
tumor necrosis factor antibodies in Crohn's disease: A European multicenter
trial. Gastroenterology, 1999. 116(5): p. 1029-34.

Ricart, E., et al., Successful management of Crohn's disease of the ileoanal
pouch with infliximab. Gastroenterology, 1999. 117(2): p. 429-32.

Elliott, M.J., et al., Randomised double-blind comparison of chimeric
monoclonal antibody to tumour necrosis factor alpha (cA2) versus placebo in
rheumatoid arthritis. Lancet, 1994. 344(8930): p. 1105-10.

93



132.

133.

134.

Ross, G.D., Regulation of the adhesion versus cytotoxic functions of the Mac-
1/CR3/alphaMbeta2-integrin glycoprotein. Crit Rev Immunol, 2000. 20(3): p.
197-222.

van Lookeren Campagne, M., C. Wiesmann, and E.J. Brown, Macrophage
complement receptors and pathogen clearance. Cell Microbiol, 2007. 9(9): p.
2095-102.

Bhatia, M., et al., Complement factor C5a exerts an anti-inflammatory effect in
acute pancreatitis and associated lung injury. Am J Physiol Gastrointest Liver
Physiol, 2001. 280(5): p. G974-8.

94



7. AbklUrzungsverzeichniss

AK Antikorper

ANS Anti-Neutrophilen Serum

CARS counter anti-inflammatory response syndrome
CCK Cholecystokinin

CRP C-reaktives Protein

CTRC Chymotrypsin C

CTSB Cathepsin B

CTSL Cathepsin L

FACS fluorescence activated cell sorting

FasL Fas Ligand

IL Interleukin

MCP-1 Monocyte chemotactic protein-1

MPO Myoloperoxidase

NADPH Nicotinamid Adenine Dinucleotid Phosphat
NF-xB nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer' of

activated B-cells

PMA Phorbol 12-myristate 13-acetate

PRSS-1 Gen fur kationisches Trypsinogen

ROS Reactive Oxygen Species

SIRS systemic inflammatory response syndrome

Spink-1 Serinproteaseinhibitor Kazal Typ 1

TAP Trypsin activation Peptid

TNFa Tumor Nekrose Faktor a

TRAIL Tumor Necrosis Factor Related Apoptosis Inducing
Ligand
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