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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Das Pankreas

Das Pankreas, auch Bauchspeicheldriise genannt, ist ein langliches Organ, welches quer
verlauft und sekundar retroperitoneal im Oberbauch liegt [1]. Benachbart wird es vom Magen,
Dinndarm und der Milz. Anatomisch ist es in einen Schwanz (Cauda), Kérper (Corpus) und
Kopf (Caput) gegliedert. Funktional ist das Pankreas eine exokrine und endokrine Druse, wobei
etwa 95 % der Zellen dem exokrinen Teil zuzuordnen sind [1]. Diese Epithelzellen werden
Azinuszellen genannt. Ihre Hauptaufgabe ist die kontrollierte Expression und Sekretion von
Verdauungsenzymen wie Amylase, Lipase, diverse Proteasen, DNAsen und RNAsen, welche
als Vorstufen, sogenannte Zymogene, gebildet und in den Zymogengranula intrazellulér
gespeichert werden. Nach einem Sekretionsstimulus werden die Zymogengranula mittels
Exozytose sekretiert. Die Verdauungsenzyme gelangen Uber den Pankreasgang in den
Dinndarm, in dem das pankreatische Trypsinogen mittels des Blrstensaumenzyms
Enterokinase aktiviert wird. Das dabei entstehende Trypsin ist nun in der Lage, sich selbst
sowie alle weiteren Zymogene zu aktivieren. Dieser Mechanismus der Sekretion von
Zymogenen dient dem Selbstschutz der Azinuszelle, sodass diese sich nicht selbst verdaut.
Die zweite Funktion des Pankreas ist die einer endokrinen Driise [1]. Diese besteht aus
mehreren Zelltypen, welche als Langerhans’sche Inseln im Organ organisiert sind. lhre
Hauptaufgabe ist die Produktion von Hormonen, allen voran Insulin und Glukagon, welche

beide wichtige Rollen im Zuckermetabolismus des menschlichen Korpers spielen [2].



Einleitung

Apikal

«‘—4{; ;Ek—i iologi I patho-
‘ physiologisch : x physiclogisch

Speiserohre

Pankreas-

Pankreas-

Diinndarm

““ = ‘\
. @ 2
I
r\j
Azinus- ) /

zelle

'
Basal - 0CK @ Zymogengranula

Azinus ® Lysosom

), gerx sekretorische
rezeptor @ Vosie)

Abbildung 1: Lage, Aufbau und Funktionsweise des exokrinen Pankreas. Diese Abbildung wurde

mithilfe von Biorender erstellt.

1.2 Die Pankreatitis

1.2.1 Akute Pankreatitis

Als akute Pankreatitis wird eine primar sterile Entziindung des Pankreas bezeichnet. Diese ist
eine der haufigsten nicht-malignen gastroenterologischen Erkrankungen, welche zu einem
Krankenhausaufenthalt fihren. Die Inzidenz der Erkrankung betragt zwischen 13 und 45
Erkrankte pro 100.000 Einwohner und pro Jahr [3]. In einem Grof3teil der Falle ist die
Erkrankung selbstlimitierend und heilt spontan aus. In jedoch 10-15 % der Falle kommt es zu
einem schweren Verlauf, welche mit einer Nekrotisierung des Organs und Sekundarinfektionen
einhergehen und bis zum Organversagen fihren kann. In den meisten Fallen liegt die Ursache
der akuten Pankreatitis in einem Alkoholmissbrauch oder wandernden Gallensteinen. In
selteneren Fallen konnen metabolische Erkrankungen, Autoimmunkrankheiten oder
genetische Faktoren eine Rolle spielen [4]. Wiederholt auftretende Schilbe der akuten

Pankreatitis konnen in eine chronische Form der Erkrankung minden, wobei dauerhafte
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Schadigungen des endokrinen und exokrinen Teils des Pankreas zu beobachten sind. Auch
ist die chronische Pankreatitis ein Risikofaktor fur die Entwicklung eines Pankreaskarzinoms.
Charakteristische Symptome der Pankreatitis sind gurtelformige Oberbauchschmerzen und ein
sogenannter Gummibauch, die mit Ubelkeit, Erbrechen, Fieber oder in schweren Fallen einem
Kreislaufschock begleitet sind.

1.2.2 Physiologie und Pathophysiologie der pankreatischen Azinuszelle

Unter physiologischen Bedingungen bilden endokrine Zellen des Darms nach der
Nahrungsaufnahme das Hormon Cholecystokinin (CCK). Dieses bindet am basalen Pol der
pankreatischen Azinuszelle an den CCK1- und CCK2-Rezeptor. Dies resultiert in der Sekretion
von Calcium-lonen aus den zellularen Calcium-Speichern (endoplasmatisches Retikulum),
dass zu einer kurzzeitigen Erh6hung des cytosolischen Calcium-Spiegels und letztendlich zur
Sekretion der sekretorischen Vesikel (auch Zymogengranula genannt) am apikalen Pol der
Zelle in das Pankreaslumen fuhrt [5, 6].

Die Pathophysiologie der akuten Pankreatitis ist aktuell noch nicht vollstandig aufgeklart.
Bekannt ist jedoch, dass nach einem pathologischen Stimulus die Trypsinaktivierung
intrazellular stattfindet. Dies fuhrt zur Aktivierung weiterer Verdauungsenzyme innerhalb der
Zelle und letztendlich zum Selbstverdau der Azinuszelle.

Ausltser der intrapankreatischen Trypsinaktivierung ist ein langanhaltend hoher Calcium-
Spiegel, beispielsweise aufgrund eines konstant hohen CCK-Signals [7, 6] oder eine
Stimulation des Drucksensors Piezol [8]. Daraufhin kommt es zum Einstrom extrazellularen
Calciums in die Azinuszelle. Dies resultiert in einer Sekretionsblockade am apikalen Pol der
Zelle, in der Co-Lokalisation der sekretorischen Vesikel mit lysosomalen Hydrolasen und in der
intrazellularen Trypsinaktivierung [7]. Auch weitere zellulare Prozesse sind von dieser hohen
intrazellularen Calcium-Konzentration beeinflusst, wie beispielsweise ein gestorter
Mitochondrium-Metabolismus oder eine Erhéhung des ER-Stresses [9]. Es kommt zum
Zusammenbruch des mitochondrialen Membranpotentials und damit der ATP-Synthese. Alle
ATP-abhéngigen Vorgange in der Zelle werden daraufhin inhibiert [10]. Ein wichtiger Prozess,
der davon betroffen ist, ist die Autophagie, also der kontrollierte Abbau zelleigener und
zellfremder Proteine [11, 12]. Ebenfalls ist bekannt, dass stimulierte Azinuszellen aufgrund des
hohen Calcium-Spiegels den nuklearen Faktor kB (NFkB) exprimieren, welcher als einer der
wichtigsten  Transkriptionsfaktoren die Expression und Sekretion diverser pro-

inflammatorischer Cytokine reguliert und somit fir die Einleitung einer Immunantwort
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verantwortlich ist [13, 14]. Die massive intrazellulare Aktivierung der Proteasen fuhrt zu einer
Nekrose der Azinuszelle. Die dabei freigesetzten Damage-associated molecular patterns
(DAMPs), wie beispielsweise freie DNA oder Adenosintriphosphat, werden von Immunzellen
erkannt, was zur weiteren Aktivierung von Immunzellen und somit zur Entziindungsreaktion
fhrt [15].

1.2.3 Rolle von Trypsin

Sowohl im Menschen als auch aus murinen Experimenten ist bekannt, dass die
intrapankreatische Trypsinaktivitdt eine grof3e Bedeutung fur die Entstehung der akuten
Pankreatitis besitzt. Mutationen im humanen Gen serine protease 1 (PRSS1), welches fir das
kationische Trypsinogen kodiert, als auch im Gen serine peptidase inhibitor Kazal type 1
(SPINK1), welches fiir einen wichtigen Inhibitor von Trypsinogen kodiert, haben einen grofRen
Einfluss auf die Aktivitdt von Trypsin und sind Risikofaktoren flr die Entstehung rekurrierender
akuten Pankreatitiden oder einer chronischen Pankreatitis im Menschen [16—-19]. Auch in
Mausmodellen konnten Mutationen entdeckt werden, die die Autoaktivierung von Trypsin
erhdhen. Diese Mause entwickeln spontan eine akute Pankreatitis [20]. Im Gegensatz dazu
gibt es jedoch auch Arbeiten, die zeigen konnten, dass ein knockout von Trypsinogen Isoform
7 in der Maus zwar zu einer deutlichen Reduktion der Nekrose von Azinuszellen und damit zur
Reduktion des lokalen Schadens fihrt, jedoch keinen Einfluss auf die Aktivierung von NFkB,
auf die resultierende Immunantwort und damit auf die systemische Entziindung hat [21]. Diese

Ergebnisse konnten auch im chronischen Modell der Pankreatitis bestatigt werden [22].

1.2.4 Rolle der Cathepsine in der Pankreatitis

Neben der intrazellularen Trypsinaktivierung spielen weitere Proteasen eine wichtige Rolle,
allen voran die Gruppe der Cathepsine. Dies sind Hydrolasen des lysosomalen Kompartiments,
welche ebenfalls als Zymogene gebildet werden und Giberwiegend nur im niedrigen pH-Bereich
aktiv sind. Sie spielen eine wichtige Rolle in der Autophagie, jedoch auch in der
Infektionsbiologie [23, 24], in Alterungsprozessen [25] oder der Krebsentwicklung [26-28].
Abhangig von der Aminosaure im aktiven Zentrum des Enzymes werden die Cathepsine in
Serin-, Cystein- oder Aspartat-Proteasen unterteilt. Fir die akute Pankreatitis sind vor allem
Cathepsin B, Cathepsin L, Cathepsin C (alle drei sind Cysteinproteasen), Cathepsin D
4
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(Aspartatprotease) und Cathepsin G (Serinprotease) relevant, wobei die Expression der
Enzyme nicht unbedingt in den Azinuszellen stattfinden muss. Die Proteine werden alle im ER
als Pro-Form synthetisiert und wahrend ihres Transportes vom ER Uber den Golgi-Apparat bis
zu ihrer finalen Lokalisation posttranslational modifiziert.

Von sehr grol3er Relevanz ist Cathepsin B. Bereits vor mehr als 20 Jahren konnte gezeigt
werden, dass Cathepsin B in der Lage ist, Trypsinogen zu spalten und somit zu aktivieren [29,
30]. In transgenen Mausen mit einem globalen Knockout von CTSB fand sich eine signifikante
Verminderung der Trypsinaktivitat und Schwere der Erkrankung [31]. Auch die Anwendung von
Cathepsin B Inhibitoren flhrte zu einer verminderten Trypsinaktivitat und damit einhergehend
zu einer reduzierten Schwere der Erkrankung, was sowohl in isolierten Azinuszellen der Ratte
[29] als auch in in vivo Modellen der akuten Pankreatitis in der Maus nachgewiesen werden
konnte [30]. Im Gegensatz dazu konnte in einer jingeren Arbeit zur akuten Pankreatitis gezeigt
werden, dass ein pankreas-spezifischer Knockout von CTSB zwar ebenfalls zu einer Reduktion
der Trypsinaktivitat fuhrt, dies jedoch keinen Einfluss auf die Schwere der Erkrankung hat [32].
Des Weiteren ist bekannt, dass eine erhohte Aktivitdt von Cathepsin B zur Induktion der
Apoptose in Azinuszellen fihren kann [33, 34], vor allem wenn es aktiv im Cytosol vorliegt.
Unter physiologischen Bedingungen liegt Cathepsin B zu etwa 2/3 im lysosomalen
Kompartiment und 1/3 im sekretorischen Kompartiment vor [35]. Da in sekretorischen Vesikeln
jedoch einerseits ein héherer pH-Wert vorliegt als auch diverse Inhibitoren vorhanden sind, ist
das Enzym dort nicht aktiv. Nach der Induktion der akuten Pankreatitis in Mausen verteilen sich
die Aktivitaten lysosomaler Enzyme in das sekretorische Kompartiment um [35], welches
ebenfalls angesauert wird. Dadurch kommt es dort zu einem Anstieg der CTSB-Aktivitat und
zur Trypsin-Aktivierung [33].

Eine weitere relevante lysosomale Hydrolase ist Cathepsin L. Ahnlich zu Cathepsin B wird
Cathepsin L unter physiologischen Bedingungen zum Grof3teil in das lysosomale und zu einem
kleineren Teil auch in das sekretorische Kompartiment sortiert [36]. Ebenso findet nach der
Induktion der akuten Pankreatitis eine Umverteilung des Enzyms in das sekretorische
Kompartiment statt. Biochemisch betrachtet stellt Cathepsin L den Gegenspieler zu Cathepsin
B dar, da es in der Lage ist, sowohl inaktives Trypsinogen als auch aktives Trypsin zu
degradieren. Dabei hydrolisiert es drei Aminosauren in Richtung des C-Terminus von der
CTSB-Schnittstelle entfernt, sodass eine trunkierte und damit inaktive Form des Trypsins
entsteht. In Arbeiten in einem globalen CTSL-Knockout Mausmodell fand sich im Rahmen der
akuten Pankreatitis eine erhohte intrapankreatische Trypsinaktivierung, die von einem Anstieg

der Apoptoserate begleitet war. Interessanterweise verlief die Erkrankung im Knockout Modell
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milder [36].

Cathepsin D (CTSD) besitzt ebenfalls eine modulierende Rolle in der akuten Pankreatitis,
wobei unterschiedliche Mechanismen zum Tragen kommen. Einerseits konnten Mehanna et
al. zeigen, dass Cathepsin D fir die Degradation von aktivem CTSB und CTSL verantwortlich
ist, jedoch keinen Einfluss auf die Trypsinaktivierung und die Schwere der Erkankung hat [37].
Eine andere Arbeit zeigte, dass CTSD Pro-CTSB aktivieren kann und somit eine stimulierende
Wirkung auf die Trypsinaktivierung hat. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass CTSD
einen Einfluss auf die Immunreaktion und damit auf den spateren Verlauf der Krankheit hat
[38]. Innerhalb der Azinuszellen zeigt Cathepsin D dieselbe Verteilung wie CTSB und CTSL.
Im Gegensatz zu CTSB, CTSL und CTSD haben Cathepsin C (CTSC) und Cathepsin G
(CTSG) wahrscheinlich keinen Einfluss auf die Trypsinaktivierung in Azinuszellen, allerdings
beeinflussen sie Immunreaktionen. Cathepsin C wird von infiltrierenden Neutrophilen
Granulozyten sezerniert und kann weitere neutrophile Serin-Proteasen aktivieren, unter
anderem auch die Neutrophile Elastase. Diese ist in der Lage, sogenannte ,tight junctions®
zwischen Azinuszellen zu zerstéren, wodurch das Pankreasgewebe leichter von Immunzellen
infiltriert werden kann. Ein globaler Knockout von CTSC im Mausmodell reduziert Giber diesen
Mechanismus die Schwere der akuten Pankreatitis [39]. Innerhalb der pankreatischen
Azinuszellen ist CTSC nur geringgradig im lysosomalen Kompartiment vorhanden. Cathepsin
G wird im Pankreas nicht exprimiert, jedoch von Zellen des Immunsystems. Nach Sekretion ist
CTSG in der Lage, Bestandteile der extrazellularen Matrix zu degradieren. Ein Knockout von
CTSG in der Maus resultiert in einer transient verminderten Infiltration des Pankreas durch

Immunzellen, hat jedoch keinen Einfluss auf die Schwere der Erkrankung [40].

1.2.5 Co-Lokalisationshypothese

Von zentraler Bedeutung in der Pathophysiologie der akuten Pankreatitis ist, wie bereits
erwahnt, die Aktivierung von Trypsinogen. Als mdoglicher Aktivator wird Cathepsin B
angesehen, wobei jedoch ungeklart ist, wie die Co-Lokalisation von aktiven Cathepsin B und
Trypsinogen im Zuge der Erkrankung stattfindet [41]. Mogliche Erklarungen werden in der
sogenannten Co-Lokalisationshypothese zusammengefasst [42]. Grundsétzliche werden drei

maogliche Wege diskutiert:

1.) Es findet eine Fusion von Lysosomen mit den Zymogengranula statt.
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2.) Cathepsin B wird wahrend seines Transports innerhalb der Zelle fehlerhaft in
Zymogengranula sortiert.

3.) Cathepsin B wird bereits unter physiologischen Bedingungen in die Zymogengranula
sortiert, ist dort jedoch aufgrund von endogenen Inhibitoren und einem hoheren pH-

Wert inaktiv.

Fur alle Hypothesen gibt es Belege. Bereits 30 Minuten nach Induktion einer akuten
Pankreatitis in der Ratte mithilfe des Cholecystokinin-Analogons Caerulein kommt es zur
Bildung grof3er Vakuolen, welche sowohl Verdauungsenzyme als auch lysosomale Enzyme
enthalten [43]. Ebenso konnte gezeigt werden, dass die CTSB-abhangige Trypsinogen-
Aktivierung in einem gemeinsamen, sekretorischen und sauren Kompartiment stattfindet [33].
Im Gegensatz dazu scheinen einige lysosomale Cathepsine auch unter physiologischen
Bedingungen zu einem kleinen Teil im sekretorischen Kompartiment lokalisiert zu sein [35, 44].
Diese Umverteilung alleine reicht jedoch nicht aus, Trypsinogen zu aktivieren und somit eine

spontane akute Pankreatitis auszultsen [45].

1.3 Intrazellulare Verteilung lysosomaler Hydrolasen

1.3.1 Intrazellularer Transport von Cathepsinen in das endo-lysosomale System

Wie fast alle anderen Proteine der Zelle werden Cathepsine im rauen endoplasmatischen
Retikulum (ER) in der Zelle exprimiert. Ahnlich wie bei Verdauungsenzymen erfolgt die
Synthese als Zymogene, also als Vorstufen der aktiven Enzyme [46, 47]. Bereits im ER erfolgt
eine erste posttranslationale Modifikation der Pro-Cathepsine mit Oligosacchariden, um die
korrekte Faltung und Sortierung der Proteine im ER zu gewéhrleisten. Der Export der unreifen
Cathepsine vom rauen ER zum Golgi-Netzwerk erfolgt tber den EGRESS-Komplex (ER-to-
Golgi relaying of enzymes of the lysosomal system) [48, 49]. Dieser besteht aus den beiden
Proteinen CLNG6 (ceroid lipofuscinosis neuronal protein 6) und CLN8 (ceroid lipofuscinosis
neuronal protein 8) [50]. Der Transport lauft in mehreren Phasen ab. Zuerst bindet CLN6 an
CLN8 [51]. Im Anschluss bindet dieser Komplex das lysosomale Protein, wobei hier der
gesamte Komplex notwendig ist. Nachfolgend werden die gebundenen Cathepsine zusammen
mit CLN8 in coat protein complex Il (COPII) Vesikel verpackt. CLN6 verbleibt hierbei im ER.
Diese Vesikel werden anschlieRend zum Trans-Golgi-Netzwerk transportiert. Ungebundenes
CLNS8 wird anschlieBend Gber den COPI-abhangigen Transport in das ER zuriick transportiert
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und recycelt [48].

Die Auswirkungen von Defizienzen der CLN6 und CLN8 Proteine wurden bereits mehrfach
sowohl im Menschen als auch in Mausmodellen und in der Zellkultur untersucht. Mutationen in
den Genen CLNG6 oder CLNS8 fuhren zu den gleichnamigen Erkrankungen, die zu der Gruppe
der neuronalen Ceroid-Lipofuszinosen (NCL) gehdren [52-54]. Diese sind neurodegenerative,
vererbbare Erkrankungen, welche alle den lysosomalen Speicherkrankheiten zugeordnet
werden kdénnen. Mutationen im Gen CLN8 fuhren zur juvenilen, spat-infantilen oder nordischen
Form der NCL, abhangig von der genauen Form der Mutation [55-57]. Erste Symptome treten
im Kindesalter auf und umfassen zerebrale Krampfe, Epilepsie, Visusverlust und einen
zunehmenden Abbau von motorischen und geistigen Fahigkeiten. Die Lebenserwartung ist
abhangig von der genauen Form der Erkrankung und schwankt zwischen 20-60 Jahren.
Charakteristisch fur die Erkrankung sind Akkumulationen von autofluoreszierenden Lipofuszin
in diversen Organen, sowohl im Menschen als auch in der Maus [58, 59]. Diese sind ebenfalls
assoziiert mit degenerierten Mitochondrien und der Untereinheit C der mitochondrialen ATP-
Synthase [60]. Zudem gibt es Veranderungen in der Genexpression fur die Untereinheit C der
mitochondrialen ATP-Synthase, der lysosomalen H/ATPase und des basischen
Myelinproteins in diversen Zelltypen [61, 59]. Das markanteste zellulare Charakteristikum ist
jedoch, dass das Fehlen von CLN8 zu einer Minderung von lysosomalen Proteinen im Lysosom
fuhrt, da diese das ER ohne CLN8 nicht verlassen kdnnen [49]. Auf zellularer Ebene fuhrt der
Knockout von CLN8 zu weiteren Veranderungen: Der Golgi-Apparat ist vergrof3ert, die
Lysosomen zeigen einen erhdhten pH-Wert und einen schnelleren intrazellularen Transport
der lysosomalen Vesikel. Ebenso zeigen dendritische Zellen eine veranderte Morphologie.
Diese Phanomene waren nicht nur auf neuronale Zellen beschrankt [62]. Der mitochondriale
Metabolismus weist ebenfalls Stérungen auf. So konnte gezeigt werden, dass in murinen
Nervenzellen des zentralen Teils des zerebralen Cortex der Knockout zu einer verminderten
Aktivitdt des mitochondrialen Komplexes 1 und 4 der Atmungskette fihrt [63]. Auch die
Calcium-Aufnahme durch das Mitochondrium ist gestort [64]. In Interaktionsstudien zu CLN8
konnten potenzielle Interaktionen mit Proteinen aus diversen Netzwerken detektiert werden,
unter anderem Apoptose, Autophagie, Lipid-Synthese und -transport sowie Vesikel- und
Membrantransport [65].

Im Golgi-Apparat erfolgt die weitere Sortierung und posttranslationale Modifikation der
Cathepsine [66]. Hier findet auch die Modifikation mit Mannose-6-Phosphaten (M6P) an den
N-terminalen Oligosacchariden mittels der Enzyme GIcNAc-Phosphotransferase und N-

acetylglucosamin-1-phosphodiester a-N-acetylglucosaminidase statt [67, 68]. Mittels der M6P
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konnen die Cathepsine an Mannose-6-phosphat-Rezeptoren (M6PR) binden, wodurch der
Export der Enzyme vom Cis-Golgi-Netzwerk in das Endosom stattfinden kann. Durch den
dortigen niedrigeren pH-Wert dissoziiert der M6PR von den Cathepsinen und kann tber das
Retromer zurtick in den Golgi-Apparat gelangen.

Abschlieend kdnnen lysosomale Proteine entweder tber Vesikel oder Giber Fusionsprozesse
vom Endosom in das Lysosom gelangen, wobei der genaue Prozess des Austauschs von
Proteinen zwischen dem spaten Endosom und dem Lysosom noch nicht vollstandig geklart ist
[69, 70].
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Abbildung 2: Intrazellularer Transport von Cathepsin B vom ER zum Golgi-Apparat tGber CLNS8, die
Sortierung im Golgi-Apparat, der Weitertransport in das endo-lysosomale Netzwerk und eine mdgliche
Fusion der Lysosomen mit den Zymogengranula tber Rab7. Diese Abbildung wurde mithilfe von

Biorender erstellt.

1.3.2 Fusionsmechanismen von Lysosomen

Die Rolle von Lysosomen ist vielschichtig. Sie sind das wichtigste katabolische Organell der

9



Einleitung

Zelle. Eine der wichtigsten Eigenschaften ist die Fusion mit anderen Organellen wie
beispielsweise Endosomen, Phagosomen oder Autophagosomen, die zum Abbau des
Organells und deren Inhalts fuhren. Merkmale von Lysosomen sind neben den in ihnen
gelagerten Cathepsinen ein niedriger pH-Wert von 4,5 — 5, welcher fir die optimale
Enzymaktivitat der Cathepsine notwendig ist [71] und Uber die lysosomale V-ATPase
aufrechterhalten wird. Die Aktivitat dieser Protonenpumpe ist ATP-abhéngig [72]. Ebenso
bestimmt der pH-Wert die Lokalisation des Lysosoms in der Zelle. So konnte gezeigt werden,
dass periphere Lysosomen einen hdheren pH-Wert aufwiesen als jene in der Néhe des
Zellkerns [73]. Ebenso wichtig fur die Lokalisation des Organells ist der intralysosomale
Calcium-Spiegel. Mutationen im lysosomalen Calcium-Kanal TRMPL1 filhren zu einer
Inhibition des Transports von Lysosomen zum Nukleus hin [74].

Ein Hauptregulator der lysosomalen Biogenese und Funktion ist das Ras-verwandte Protein 7,
im Nachfolgenden Rab7 genannt. Dieses Protein gehdort zur Gruppe der kleinen GTPasen der
Ras-Superfamilie und zur Subgruppe der Rab-Proteine [75]. Man unterscheidet zwischen
einem aktiven und einem inaktiven Status [76, 77]. Das Protein kann gebundenes GTP zu GDP
+ P hydrolysieren und durch die dabei frei werdende Energie aktiv seine Funktion erfullen.
Darauffolgend geht es in den inaktiven, GDP-gebundenen Zustand iber [78]. Wichtige
regulatorische Rollen in diesem Zyklus haben die sogenannten Guaninnukleotid-
Austauschfaktoren (GEF) und die GTPase-aktivierenden Proteine (GAP). GEFs werden
bendtigt, um GDP mit GTP auszutauschen. GAPs konnen die enzymatische Aktivitat der
GTPase erhdhen und fungieren somit als Katalysator [79]. Der Zustand von Rab7 bestimmt
seine Lokalisierung: Im GTP-gebundenen Zustand ist es in der Membran verankert, im GDP-
gebundenen Zustand im Lumen bzw. Cytosol [80, 81].

Rab7 besitzt in seiner aktiven Form diverse Funktionen, welche Uberwiegend regulatorischer
Art sind. Eine Hauptfunktion ist die Reifung von Endosomen. Die Entwicklung vom friihen
Endosom zum spaten Endosom geht mit dem Verlust von Rab5 und dem Zugewinn von Rab7
einher. Beides sind Markerproteine fir das jeweilige Kompartiment [82]. Der Austausch der
beiden Rab-Proteine miteinander erfolgt mithilfe des Mon1 (vacuolar fusion protein MON1) und
Ccz1 (vacuolar fusion protein Ccz1 homolog) Komplexes, welche als GEFs fiir Rab7 fungieren
[83—85]. Ebenso relevant ist Rab7 fir den Transport von intrazelluldren vesikularen
Kompartimenten wie Endosomen, Lysosomen oder Autophagosomen entlang des Zytoskeletts
mithilfe der Mikrotubuli [86]. Dabei sind die verantwortlichen Protein-Komplexe abh&angig von
der Richtung des Transports. Fur einen Transport des Kompartiments in Richtung des Minus-

Endes interagiert das mithilfe von GTP aktivierte Rab7 mit dem Rab-interagierenden Protein
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(RILP) und dem Oxysterol-bindenden verwandten Protein 1L (ORP1L) [87, 88]. Dieser
Komplex kann nun mittels ORP1L an Blll Spectrin und mit dessen Hilfe an Dynein binden,
wodurch die Translokation an die Mikrotubuli erfolgt. Uber den Dynein-Dynaktin Komplex
erfolgt dann der Transport [89]. In die entgegengesetzte Richtung, zum Plus-Ende, erfolgt der
Transport Uber die Interaktion von Rab7 mit dem FIVE and coiled-coil domain-enthaltende
Protein 1 (FYCO1) und Kinesin [90].

Ob Rab7 eine direkte Rolle bei der Fusion von zwei Kompartimenten spielt, ist bislang noch
ungeklart. In Hefen konnte gezeigt werden, dass das Rab7-Analogon Ypt7 den homotypic
fusion and vacuola protein sorting (HOPS) Komplex binden kann. Dieser rekrutiert zuséatzlich
auch den soluble N-ethylmaleimide-sensitive-factor attachement receptor (SNARE) Komplex,
welcher wiederum verantwortlich fir die Energie-abhéngige Fusion von zwei Membranen ist
[91-93]. In Zellen von Saugetieren konnte jedoch gezeigt werden, dass Rab7 zwar ebenfalls
auf der Oberflache von Endosomen und Lysosomen exprimiert vorliegt, jedoch nicht fur die
Rekrutierung vom HOPS Komplex bendtigt wird [94]. Diese Aufgabe Ubernimmt Rab2 [95].
Zusatzlich werden RILP und die Arf-&hnliche GTPase 8b (Arl8b) fiir diesen Prozess bendtigt
[96, 97, 94]. Zeitgleich interagiert RILP auch mit dem Dynein-Komplex, womit gezeigt werden
konnte, dass die Fusion mit dem Transport der Kompartimente zusammenhéangt [96]. Beide
Kompartimente mussen rdumlich nah beieinander liegen, damit eine Fusion dieser stattfinden
kann. Somit wird angenommen, dass Rab7 hierbei zumindest indirekt eine Rolle spielt.

Rab7 ist auch fur weitere zellulare Prozesse relevant, wie beispielsweise bei der Retromer-
Bildung [98], der Nahrstoffaufnahme [99], Apoptose [100] und Autophagie [101-103]. Eine in
Bezug auf die akute Pankreatitis relevante Funktion ist die Regulation des endosomalen und
lysosomalen pH-Werts. In diesem Zusammenhang konnte festgestellt werden, dass RILP mit
der V1G1-Untereinheit der v-ATPase interagiert. Hierbei reguliert das Protein die Stabilitat und
Lokalisation der Untereinheit und somit des gesamten Proteinkomplexes der Protonenpumpe
[104, 105]. In Arbeiten mit einer dominant negativen (inaktiven) Mutante von Rab7 kam es zu
einer Reduktion der GréRRe und des Sauregehalts der Lysosomen. Im Gegensatz dazu flihrte
die Expression einer dominant aktiven Form von Rab7 zu einer Verg63erung der Lysosomen.
Die Aktivitdt von Rab7 hat offensichtlich einen Einfluss auf die Lokalisierung der Lysosomen.
So fuhrten die Wildtyp Form und die dominant aktive Mutante zur Aggregation der Lysosomen
in perinuklearer Lage, wohingegen sich die Lysosomen mit der dominant negativen Mutante
eher diffus im Cytosol verteilten [82]. Wie bereits beschrieben konnte eine weitere
Arbeitsgruppe ebenfalls einen Zusammenhang zwischen Lage des Lysosoms, seinem pH-Wert

und der Rab7- bzw. RILP-Expression belegen [73]. So weisen Lysosomen in der Peripherie
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einen héheren pH-Wert und eine geringere Abundanz von Rab7 und RILP auf, wohingegen
deren Expression in perinukledrer Lage anstieg und der pH-Wert niedriger war.
Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass Rab7 sowohl die Lage als auch den pH-

Wert und somit die Funktion von Lysosomen entscheidend beeinflusst.

1.4 Zielstellung

Das Ziel dieser Dissertation ist die Identifikation der Rolle und Funktion des Lysosoms und der
lysosomal lokalisierten Cathepsine in der Entstehung und dem friihen Verlauf der akuten
Pankreatitis. Dabei soll anhand verschiedener ex vivo und in vivo Experimente Uberprift
werden, inwieweit die Co-Lokalisationshypothese belegt oder sogar widerlegt werden kann.
In einem ersten Teil soll die Rolle des Lysosoms in der Entstehung der Erkrankung naher
untersucht werden. Hierzu wird in Mausen mit einer pankreas-spezifischen Rab7 Deletion eine
akute Pankreatitis induziert, um beobachten zu konnen, inwieweit sich die
pathophysiologischen Vorgénge zu Beginn der Erkrankung verandern. Zeitgleich werden
sowohl das Pankreas als auch isolierte pankreatische Azinuszellen biochemisch und
molekularbiologisch untersucht, um Unterschiede in der Expression, Lokalisation und
enzymatischen Aktivitdt von sekretorischen und lysosomalen Proteinen zu identifizieren. Diese
Unterschiede sollen zwischen der Deletions-Maus (Rab7 +/cre Maus) und der Kontroll-Maus
(Rab7 +/+ Maus) zu verschiedenen Zeitpunkten der Erkrankung herausgearbeitet werden.

In einem zweiten Teil werden die Rolle der Cathepsine und zellulare Stressantworten in der
Entstehung der Erkrankung betrachtet. Dieser Abschnitt der Arbeit basiert auf dem CLN8-
Mausmodell, in welchem der Export lysosomaler Cathepsine vom ER und somit deren weitere
Sortierung in der Zelle gestort ist. Wie im ersten Teil werden sowohl in Azinuszellen als auch
im gesamten Pankreas der Verlauf der Erkrankung und die zelluldren Veranderungen
betrachtet. Zusatzlich soll die aufgrund der somatischen Mutation verdnderte Zellphysiologie
naher charakterisiert werden. Ein spezieller Fokus liegt hierbei auf Verédnderungen des
Endoplasmatischen Retikulums (ER) und seiner Stressantworten aufgrund des ineffizienten
Exports lysosomaler Proteine. Ebenso soll mithilfe der CRISPRCas9-Technologie eine CLN8-
defiziente Zelllinie erzeugt werden, welche eine weitere Charakterisierung der Defizienz des

Proteins in Bezug auf diverse zellulare Prozesse ermoglicht.
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2. Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Laborgerate und Verbrauchsmittel

Material und Methoden

Produkt Hersteller

p-Dish, 35 mm, high, ibiTreat Ibidi GmbH (Gréfelfing, Deutschland)

1 ml Spritzen B. Braun (Melsungen, Deutschland)

6-Well-Platte Falcon (Amsterdam, Niederlande)

12-Well-Platte Grainer bio-one (Frickenhausen,
Deutschland)

24-Well-Platte Falcon (Amsterdam, Niederlande)

96-Well-Platte U-Bottom

96-Well-Platte V-Bottom

ABI Hitachi Applied Biosystems 3130XL DNA
Genetic Analyzer Sequencer

Adventurer® balance Ara520

Amersham Protran Premium 0.2 NC
Amersham Protran Premium 0.45 NC

BD Plastipak Feindosierspritzen

BD Vacutainer® SST™ 1l Advance

Centrifuge 5425 R
Centrifuge 5702 R
Centrifuge 5703

Centrifuge 5810 R
Combitips® advanced 0,1 ml
Combitips® advanced 1 ml
Combitips® advanced 5 ml

Cryo-Mikrotom

Grainer bio-one

Deutschland)

(Frickenhausen,

Falcon (Amsterdam, Niederlande)

Hitachi Ltd. Corporation (Chiyoda, Prafektur
Tokio, Japan)

OHAUS Europe GmbH (Nanikon, Schweiz)
Cytiva (Marlborough, Massachusetts, USA)
Cytiva (Marlborough, Massachusetts, USA)
Becton Dickinson (Franklin Lakes, New
Jersey, USA)

Becton Dickinson (Franklin Lakes, New
Jersey, USA)

Eppendorf AG (Hamburg, Deutschland)
Eppendorf AG (Hamburg, Deutschland)
Eppendorf AG (Hamburg, Deutschland)
Eppendorf AG (Hamburg, Deutschland)
Eppendorf AG (Hamburg, Deutschland)
Eppendorf AG (Hamburg, Deutschland)
Eppendorf AG (Hamburg, Deutschland)

Leica (Wetzlar, Deutschland)
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Deckglaser

Dounce Homogenisator

Eismaschine

Elektrophoresis Power Supply — EPS 301

Erlenmeyerkolben mit 14/23 Schliff, 10 ml und
25 ml

Feinwaage MC1 Analytic AC 120 S

Filtropur S 0.45

FluorChem SP

FluoStar Optima
Fusion FX

Grant Bio™ PV-1

Heizblock
Kanilen

Kryogefald

Libra 120 Transmissionselektronenmikroskop
Magnetruhrgerat RFT

Mastercycler EP S Thermal Cycler
Micro-Hamatokrit-Kapillaren

Mikroplattenlesegerat SpectraMax Plus384

Mikroskop
Mikroskop Olympus FLUOVIEW FV1000
Mikrotom

Mikrowelle

14

R. Langerbrink
Deutschland)

DWK Life Science (Wertheim am Main,
Deutschland)

(Emmendingen,

Manitowoc Company Inc.
Wisconsin, USA)

Amersham Biosciences (Amersham, United

(Manitowoc,

Kingdom)

Lenz Laborglas (Wertheim, Deutschland)

Satorius AG (Géttingen, Deutschland)
SARSTEDT AG & Co. (Numbecht,
Deutschland)

Alpha
Leandro, Kalifornien, USA

BMG Labtech (Ortenberg, Deutschland)

Innotech Cell Biosciences (San

Vilber  Lourmat Deutschland GmbH
(Eberhardzell, Deutschland)

Grant Instruments™ (Cambridge, United
Kingdom)

Eppendorf AG (Hamburg, Deutschland)
B. Braun (Melsungen, Deutschland)
Grainer bio-one
Deutschland)
Carl-Zeiss AG (Oberkochen, Deutschland)
IKA (Staufen, Deutschland)

Eppendorf AG (Hamburg, Deutschland)
BRAND (Wertheim, Deutschland)
Molecular Devices (Sunnyvale, Kalifornien,
USA)

Zeiss (Oberkochen, Deutschland)

(Frickenhausen,

Olympus (Hamburg, Deutschland)
Leica (Wetzlar, Deutschland)

Candy (Brugherio, Italien)



Millipore Wasser Aufbereitung
Mini-PROTEAN® Tetra Cell
MSC-Advantage™ Biologische
Sicherheitswerkbank
Mullkompressen/Verbandsgaze
Multifunktions-Rotationsschiittler PTR-60

Multipette® stream

Objekttrager

OP-Besteck

Pannoramic Midi
peqgSTAR Thermal Cycler
Petrischalen

pH-Meter HI2211 Basic

Pipetten
Pipettenspitzen 10 pl
Pipettenspitzen 1000 pl
Pipettenspitzen 200 pl

PowerPac™ 200

Reaktionsgefafl? (0,5 ml; 1,5 ml; 2 ml)
Schuttelwasserbad GFL-1083
Schuttelwasserbad GFL-1092

Serologische Pipetten (5 ml; 10 ml; 25 ml)

T25 Zellkulturflasche
T75 Zellkulturflasche

Tissue-Tek® Cryomold® Kryoeinbettkasetten

10 mm x 10 mm x 5 mm

Material und Methoden

Merck (Darmstadt, Deutschland)

Bio-Rad (Hercules, Kalifornien, USA)
Thermo Fisher Scientific Inc. (Waltham,
Massachusetts, USA)

Fuhrmann (Much, Deutschland)

Grant Instruments™ (Cambridge, United
Kingdom)

Eppendorf AG (Hamburg, Deutschland)

R. Langerbrink
Deutschland)

Carl Roth GmbH (Karlsruhe, Deutschland)

3D Histech (Budapest, Ungarn)

(Emmendingen,

PeglLab (Erlangen, Deutschland)

Merck (Darmstadt, Deutschland)

Hanna Instruments (Woonsocket, Rhode
Island, USA)

Eppendorf AG (Hamburg, Deutschland)
Carl Roth GmbH (Karlsruhe, Deutschland)
Eppendorf AG (Hamburg, Deutschland)
Grainer bio-one
Deutschland)
Bio-Rad (Hercules, Kalifornien, USA)

Eppendorf AG (Hamburg, Deutschland)

(Frickenhausen,

LAUDA-GFL mbH (Burgwedel,
Deutschland)
LAUDA-GFL mbH (Burgwedel,
Deutschland)
SARSTEDT AG & Co. (Numbecht,

Deutschland)
Falcon (Amsterdam, Niederlande)
TPP  Techno

(Trasadingen, Schweiz)

Plastic Products AG

Sakura Finetek Europe B.V. (Alphen aan

den Rijn, Niederlande)
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Trans-Blot™ SD Semi-Dry Transfer Cell

Ultraschallgerat Sonoplus
Universal 320 Zentrifuge

VWR®  Ergonomic High  Performance

Mehrkanalpipette, 20-200 pl
Whatman 3MM CHR
Chromatography Paper
Zellkultur Inkubator
Zellzahlgerat Casy® 1 Modell TT

Zentrifugenréhrchen 15 ml

Zentrifugenréhrchen 50 ml

2.1.2 Chemikalien/Kits

Chemikalie/Kit

Bio-Rad (Hercules, Kalifornien, USA)
Bandelin (Berlin, Deutschland)

Andreas Hettich GmbH & Co. KG
(Tuttlingen, Deutschland)

VWR (Radnor, Pennsylvania, USA)

Cytiva (Marlborough, Massachusetts, USA)

Binder (Tuttlingen, Deutschland)

Roche Innovatis GmbH (Bielefeld,
Deutschland)

SARSTEDT AG & Co. (Numbecht,
Deutschland)

Falcon (Amsterdam, Niederlande)

Firma

3-(N-Morpholino)propansulfonsaure
(MOPS)

10 x Target Retrieval Solution
Accustart Il PCR Genotyping Kit
Accutase

Acrylamid 30 %

Agarose

Alt-R CRISPR-Cas9 tracrRNA

Alt-R S.p. Cas9 Nuclease V3
AMC-Arg:

AMC-Phe-Arg
AMPure XP Bead-Based Reagent
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Carl Roth GmbH (Karlsruhe, Deutschland)

Agilent Dako (Santa Clara, Kalifornien, USA)
Quantabio (Beverly, Massachusetts, USA)
BioLegend (San Diego, Kalifornien, USA)
Carl Roth GmbH (Karlsruhe, Deutschland)
Carl Roth GmbH (Karlsruhe, Deutschland)
Integrated DNA Technologies (Coralville,
lowa, USA)

Integrated DNA Technologies (Coralville,
lowa, USA)

Bachem Holding AG (Bubendorf, Schweiz)
Bachem Holding AG (Bubendorf, Schweiz)
Beckman Coulter GmbH (Brea, Kalifornien,
USA)



Amyl Gen.2 Kit

ApopTag® Red In-Situ Apoptosis Detection
Kit

APS

ATP Assay Kit (Colorimetric/Fluorometric)
BigDye™ Terminator Version 3.1 Zyklus-
Sequenzierungskit

Boc-GIn-Ala-Arg-AMC

Bovines Serumalbumin

Bradford Reagenz

Brilliant Blue R-250

Bromphenol-Blau

Cacodylatpuffer

Caerulein

Calciumchlorid

Carbonyl cyanide 3-chlorophenylhydrazone

CASYton

Cell Counting Kit-8 (CCK-8)
Cholecystokinin Fragment 26-33 Amide,
non-sulfated

CleanSEC Dye-Terminator Removal Kit
Collagenase

Cryocompound Clear

DAB Substrate Kit

Dikaliumhydrogenphosphat
Dimethyl Sulfoxid (DMSO)

Material und Methoden

Roch (Basel, Schweiz)
Sigma-Aldrich (St. Louis, Missouri, USA)

Carl Roth GmbH (Karlsruhe, Deutschland)
Abcam (Cambridge, United Kingdom)

Applied Biosystems™ (Waltham,
Massachusetts, USA)

Enzo Life Sciences GmbH (Ldrrach,
Deutschland)

PAN-Biotech GmbH (Aidenbach,

Deutschland)

Sigma-Aldrich (St. Louis, Missouri, USA)
Carl Roth GmbH (Karlsruhe, Deutschland)
Merck KGaA (Darmstadt, Deutschland)

Carl Roth GmbH (Karlsruhe, Deutschland)
Bachem Holding AG (Bubendorf, Schweiz)
Sigma-Aldrich (St. Louis, Missouri, USA)
Thermo Fisher Scientific Inc. (Waltham,
Massachusetts, USA)

OMNI Life Science GmbH & Co KG
(Bremen, Deutschland)

GLPBIO (Montclair, Kalifornien, USA)
Sigma-Aldrich (St. Louis, Missouri, USA)

Beckman Coulter GmbH (Brea, Kalifornien,
USA)

Serva Electrophoresis GmbH (Heidelberg,
Deutschland)

Immunologic a WellMed company (Arnhem,
Niederlande)

Vector Laboratories (Newark, Kalifornien,
USA)

Merck KGaA (Darmstadt, Deutschland)

Carl Roth GmbH (Karlsruhe, Deutschland)
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Dinatriumhydrogenphosphat
Dithiothreitol (DTT)
DMEM,  high
Supplement

glucose,  GlutaMAX™

Eosin

Essigsaure

Ethanol

Ethidiumbromid
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)

Fetales Kalberserum

Fluorescence Mounting Medium
Formaldehyd 4,5 % pH 7
Gelatine

GeneRuler DNA Ladder Mix

Glukose

Glycerin
Glycerol

Glycin
Gly-Phe RB-naphthylamid
H-Gly-Arg-AMC

Hamatoxylin
HEPES

HPLC Wasser

Isopropanol

18

Merck KGaA (Darmstadt, Deutschland)
Carl Roth GmbH (Karlsruhe, Deutschland)
Gibco™,
(Waltham, Massachusetts, USA)
MORPHISTO GmbH (Offenbach am Main,
Deutschland)

CHEMSOLUTE"™, TH. Geyer GmbH & CO.
KG (Renningen, Deutschland)
CHEMSOLUTE"™, TH. Geyer GmbH & CO.
KG (Renningen, Deutschland)

Carl Roth GmbH (Karlsruhe, Deutschland)
Carl Roth GmbH (Karlsruhe, Deutschland)
GIBCO®, Invitrogen (Karlsruhe,
Deutschland)

Agilent Dako (Santa Clara, Kalifornien, USA)
UniApotheke (Greifswald, Deutschland)
Carl Roth GmbH (Karlsruhe, Deutschland)
Thermo Fisher Scientific Inc. (Waltham,
Massachusetts, USA)

Thermo Fisher Scientific Inc.

Fluka™ Analytical, Honeywell International
Inc. (Charlotte, North Carolina, USA)

Carl Roth GmbH (Karlsruhe, Deutschland)
Thermo Fisher Scientific Inc. (Waltham,
Massachusetts, USA)

Carl Roth GmbH (Karlsruhe, Deutschland)
Santa Cruz (Dallas, Texas, USA)

Bachem Holding AG (Bubendorf, Schweiz)
MORPHISTO GmbH (Offenbach am Main,
Deutschland)

Sigma-Aldrich (St. Louis, Missouri, USA)
J.T. Baker (Deventer, Niederlande)
CHEMSOLUTE"™, TH. Geyer GmbH & CO.
KG (Renningen, Deutschland)



Kakodylsédure-Natriumsalz

Kaliumchlorid

LIPC Kit

Lipofectamine™ 2000
Lipofectamine™ RNAIMAX
LysoTracker™ Red DND-99
Magnesiumchlorid
Magnesiumsulfat

Methanol

Nafamostat mesylate
Natrium-Acetat
Natriumbohrhydrit
Natriumchlorid
Natrium-Dodecylsulfat (SDS)
Natrium-Fumarat
Natrium-Glumatat
Natrium-Pyruvat

Nuclease-free Duplex Buffer

Opti-MEM™ |

Osmiumtetroxid

PageRuler™ Prestained Protein Ladder

PCR Master Mix (2 x)

Penicillin-Streptomycin (10.000 U/ml)

Ponceau S

Proteinase K

Protein G Sepharose™ 4 Fast Flow

Propidiumiodid

Material und Methoden

SERVA Electrophoresis GmbH (Heidelberg,
Deutschland)

Merck KGaA (Darmstadt, Deutschland)
Roch (Basel, Schweiz)

Invitrogen (Karlsruhe, Deutschland)
Invitrogen (Karlsruhe, Deutschland)
Invitrogen (Karlsruhe, Deutschland)
Sigma-Aldrich (St. Louis, Missouri, USA)
Sigma-Aldrich (St. Louis, Missouri, USA)
J.T. Baker (Deventer, Niederlande)
Sigma-Aldrich (St. Louis, Missouri, USA)
Merck (Darmstadt, Deutschland)
Sigma-Aldrich (St. Louis, Missouri, USA)
Carl Roth GmbH (Karlsruhe, Deutschland)
Sigma-Aldrich (St. Louis, Missouri, USA)
Sigma-Aldrich (St. Louis, Missouri, USA)
Sigma-Aldrich (St. Louis, Missouri, USA)
Sigma-Aldrich (St. Louis, Missouri, USA)
Integrated DNA Technologies (Coralville,
lowa, USA)

Gibco™, Thermo Fisher Scientific Inc.
(Waltham, Massachusetts, USA)

Carl Roth GmbH (Karlsruhe, Deutschland)
Thermo Fisher Scientific Inc. (Waltham,
Massachusetts, USA)

Thermo Fisher Scientific Inc. (Waltham,
Massachusetts, USA)

Gibco™, Thermo Fisher Scientific Inc.
(Waltham, Massachusetts, USA)

Merck KGaA (Darmstadt, Deutschland)
Thermo Fisher Scientific Inc. (Waltham,
Massachusetts, USA)

GE Healtcare (Chicago, Illinois, USA)
Sigma-Aldrich (St. Louis, Missouri, USA)
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Material und Methoden

QuickExtract™ DNA Extraction Solution

R110-lle-Pro-Arg

rProtein A Sepharose™ 4 Fast Flow

Sevofluran

Sucrose

SuperSignal™ West Femto
Chemiluminescence Kit

SuperSignal™ West Pico

Chemiluminescence Kit
TEMED
Tetramethylrhodamine TMRM
Thapsigargin

Tramal® 100 mg/mi
Tri-Natriumcitrat-dihydrat

Tris

Triton X-100

Tunicamycin

VectaMount™ Permanent Mounting Medium

Wasserstoffperoxid
Xylase

Xylene cyanol FF

Xylol

3-Mercaptoethanol

2.1.3 Puffer und Lésungen

LGC Biosearch Technologies (Hoddesdon,
United Kingdom)

Biotrend  Chemikalien =~ GmbH
Deutschland)

GE Healtcare (Chicago, lllinois, USA)
Abbott Laboratories (Chicago, lllinois, USA)
Sigma-Aldrich (St. Louis, Missouri, USA)
Thermo Fisher Scientific Inc. (Waltham,
Massachusetts, USA)

Thermo Fisher Scientific Inc. (Waltham,
Massachusetts, USA)

Sigma-Aldrich (St. Louis, Missouri, USA)
Invitrogen (Karlsruhe, Deutschland)
Sigma-Aldrich (St. Louis, Missouri, USA)
Griunenthal GmbH (Aachen, Deutschland)
Carl Roth GmbH (Karlsruhe, Deutschland)
Carl Roth GmbH (Karlsruhe, Deutschland)
Ferak Berlin GmbH (Berlin, Deutschland)
Sigma-Aldrich (St. Louis, Missouri, USA)
Vector Laboratories (Newark, Kalifornien,
USA)

Merck KGaA (Darmstadt, Deutschland)
Selectavet Dr. Otto Fischer GmbH (Weyarn,
Deutschland)

Merck KGaA (Darmstadt, Deutschland)

Carl Roth GmbH (Karlsruhe, Deutschland)

Merck KGaA (Darmstadt, Deutschland)

(Koln,

Puffer/Lésungen Zusammensetzung Menge
Agarosegel Agarose 08%-2%
Ethidiumbromid 1,78 umol I
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Azinuszellmedium

Azinuszellmesspuffer

Blockierpuffer

Immunfluoreszenz

CTSB/CTSL Messpuffer

CTSC Messpuffer

Coomassie Entfarbelésung

Coomassie Farbelosung

Material und Methoden

in1x TAE

DMEM

Hepes (100mM, ohne pH-Adjustierung)
BSA (5 %)

HCL (1M)

HEPES (pH 7,5)
Natriumchlorid
Kaliumchlorid
Magnesiumchlorid
Natriumdihydrogenphosphat
Calciumchlorid

Glucose

Na-Pyruvat

Na-Glutamat

Na-Fumarat

DMEM

BSA

Ethanol

in H20O

vor Gebrauch mit Sauerstoff gesattigt
FCS

Triton X-100

in PBS

Natrium-acetate
Calciumchlorid

in H>O

pH = 5,5 (fir CTSB) bzw. pH =4 (fiur CTSL)
Tri-Natriumcitrat-dihydrat

in H,O

pH=6

Essigsaure

Methanol

in H,O

Coomassie Brilliant Blue R-250

90 mi

10 mi

23 ml
1-15ml
24,5 mmol I
96 mmol I
6 mmol I

1 mmol I
2,5 mmol I
0,5 mmol |1
11,5 mmol I
5 mmol I

5 mmol I

5 mmol I
1%

1%

1%

20 %

0,01 %

100 mmol I

5 mmol I

50 mmol I

10 %

45 %

0,25 %
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DNA-Ladepuffer

Homogenisationspuffer

Pankreas

Laemmli Puffer 2 x

Laufpuffer SDS-PAGE

NET-Gelatine Blockpuffer
Western Blot

NET Puffer Western Blot

22

Essigsaure
Methanol

in H0

Tris-HCI (pH 7,6)
Bromphenol-Blau
Xylene cyanol FF
Glycerol

EDTA

in HO

Sucrose

MOPS
Magnesiumsulfat
in H.O

pH =6,5
TRIS-HCL pH 6,8
SDS

Glycerin
Bromphenol-Blau
3-mercaptoethanol
in HO

TRIS

Glycin

SDS

in H.O

NaCl

EDTA

TRIS-HCI

Triton X-100
Gelatine

in H.O

NacCl

EDTA

TRIS-HCI

Triton X-100

10 %
45 %

10 mmol I
0,03 %
0,03 %

60 %

60 mmol 1

240 mmol |1
5 mmol I

1 mmol I

125 mmol I
4%

30 %

0,01 %

10 %

25 mmol I*
192 mmol I
0,01 %

150 mmol I
5 mmol I
50 mmol I
0,05 %

0,02 %

150 mmol I
5 mmol I
50 mmol I
0,05 %



Phosphate buffered saline

(PBS) 10 x

Ponceau S Farbelésung

Stripping Puffer Western Blot

Tris-Acetat-EDTA Puffer (TAE)

10 x

Tetramethylrhodamin-
methylester Puffer (TMRM-
Puffer)

Towbin Transferpuffer Western

Blot

in H,O
Natriumchlorid
Kaliumchlorid
Dikaliumhydrogenphosphat
Dinatriumhydrogenphosphat
in H20

pH=7,4

Ponceau S
Essigsaure

in H>0O

Tris (1 M, pH 6.5)
SDS (10%)
3-Mercaptoethanol
in H>O

Tris

EDTA

Essigsaure

in H20
Natriumchlorid
Kaliumchlorid
Magnesiumchlorid
Calciumchlorid
Glukose

HEPES (pH 7,2)
Natrium-Pyruvat
Glutamin

in H>O

Tris

Glycin

SDS (10 %)
Methanol

in H0 (1 1)

pH 8.3

Material und Methoden

1,4 mol It
27 mmol |1
15 mmol I

80 mmol I*

1,3 mmol I
0,874 mol I*

125 %
20 %
0,8 %

0,4 mol I
10 mmol I
0,2 mol I

140 mmol I1
4,7 mmol I*
1,13 mmol I
1 mmol I1
10 mmol I
10 mmol I
10 mmol I

1 mmol I

3,02
14,49
10 %
20 %
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Material und Methoden

Trypsin/Chymotrypsin/Elastase Tris 100 mmol I
Messpuffer Calciumchlorid 5 mmol I
in H.0O
pH= 8,0 (fur alle)
Zellkulturmedium DMEM 450 ml
Fetales Kéalberserum (FCS) 50 ml
Penicillin/Streptomycin 5ml

2.1.4 Oligonukleotide

Alle DNA-Oligonukleotide wurden von der Firma Invitrogen (Karlsruhe, Deutschland), alle RNA-

Oligonukleotide von Integrated DNA Technologies (Coralville, lowa, USA) synthetisiert.

Name Typ Sequenz

Rab7_flox_fwd DNA  GGCAAGGCAAGCACTACTGT
Rab7_flox_rev DNA  CAAACTCACTCACTCCTAAATGG
Cre_fwd DNA CCTCGAAGGCGTCGTTGATGGACTGCA
Cre_rev DNA  GTCCAATTTACTGACCGTACACCAA
CLN8 266 fwd DNA TGAATGCAGATTGAGGATGGG
CLN8_266_rev DNA  GGACAACCAGAAACAAGTCAA

CLN8_Maus_fwd DNA  CTCTCATCGTCCCTGAATGC
CLN8_Maus_rev DNA  AGAAAGGCAAAGAGGTGGTG

CLN8_offl_fwd DNA  AATGGATGTTTCTGGCCTGG

CLN8_offl_rev DNA  CATAGCAGGGATTCTCGCTC

CLN8_off2_fwd DNA  CAGGGTATGATCCACCTATCAA

CLN8_off2_rev DNA  AAGTCCTCCATGTCTATGTCC

CLN8_crRNA_AA RNA  GAAGAUUCGGUCGACUCUAGCGGGUUUUAGAGCUAU
GCU

CLN8_crRNA_AB RNA  UCUUCCACGAAGCGUAGUCCAGGGUUUUAGAGCUAUG
CuU

CLN8_crRNA_AC RNA CUUUGUCGGCAUAGAGCACGGGGGUUUUAGAGCUAU
GCU
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2.1.5 Antikorper

Material und Methoden

Priméarantikdrper Spezies Firma

4' 6-Diamidine-2'-phenylindole - Sigma (Taufkirchen, Deutschland)

dihydrochloride (DAPI)

Anti-ATF6 (ab37149) Kaninchen Abcam (Cambridge, United Kingdom)

Anti-BIP (3183) Kaninchen Cell Signalling (Danvers, Massachusetts,
USA)

Anti-Calreticulin (2891) Kaninchen Cell Signalling (Danvers, Massachusetts,
USA)

Anti-Cathepsin B (MAB965) Ratte R&D systems (Minneapolis, Minnesota,
USA)

Anti-Cathepsin C (sc-5647) Ziege Santa Cruz (Dallas, Texas, USA)

Anti-Cathepsin D (sc-6486) Ziege Santa Cruz (Dallas, Texas, USA)

Anti-Cathepsin L (MAB9521) Ratte R&D systems (Minneapolis, Minnesota,
USA)

Anti-CCPG1 (13861-1-AP) Kaninchen Proteintech Group Inc. (Rosemont, lllinois,
USA)

Anti-CHOP (MA1-250) Maus Invitrogen (Karlsruhe, Deutschland)

Anti-CLN8 (bs-11715R) Kaninchen Bioss Inc. (Woburn, Massasuchetts, USA)

Anti-FAM134B (E8Y9R) Kaninchen Cell Signalling (Danvers, Massachusetts,
USA)

Anti-GAPDH (H86504M) Maus Meridian Bioscience (Cincinnati, Ohio, USA)

Anti-LAMPI (sc-20011) Maus Santa Cruz (Dallas, Texas, USA)

Anti-LC3B (2775) Kaninchen Cell Signalling (Danvers, Massachusetts,
USA)

Anti-LC3B (3868) Kaninchen Cell Signalling (Danvers, Massachusetts,
USA)

Anti-LIMPII (NB400-129) Kaninchen Novus Biologicals (Centennial, Colorado,
USA)

Anti-P62 (P00667) Kaninchen Sigma-Aldrich (St. Louis, Missouri, USA)

Anti-Rab7 (9367S) Kaninchen Cell Signalling (Danvers, Massachusetts,

USA)
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Anti-SEC62 (A303-981A)
Anti-Syncollin (ab178415)

Anti-Trypsin (sc-137077)
Anti-Tubulin (2148S)

Sekundarantikorper

Kaninchen

Kaninchen

Maus

Kaninchen

Firma

Bethyl Laboratories (Montgomery, Alabama,
USA)

Abcam (Cambridge, United Kingdom)
Santa Cruz (Dallas, Texas, USA)

Cell Signalling (Danvers, Massachusetts,
USA)

Anti-Mouse 1gG-Cy3-Conjugated
Anti-Rabbit 1IgG-Cy5-Conjugated
Anti-Goat IgG-HRP (sc-2020)
Anti-Mouse 1gG-HRP (NA931)

Anti-Rabbit IgG-HRP (NA934V)
Anti-Rat IgG-HRP (HAF005)

2.1.6 Software

Software

Jackson Immun Research (West Grove, Pennsylvania,

USA)

Jackson Immun Research (West Grove, Pennsylvania,

USA)

Santa Cruz (Dallas, Texas, USA)
Amersham plc (Amersham, United Kingdom)

Amersham plc (Amersham, United Kingdom)

R&D systems (Minneapolis, Minnesota, USA)

Hersteller

Alpha Innotech

CaseViewer 2.4
CellSens
Citavi 6

Fusion Capt Advance

GraphPad Prism 8.01

ImageJ

ImageSP Viewer v1.2

Inkscape v1.0.2-2
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Alpha Innotech Cell Biosciences (San
Leandro, Kalifornien, USA)

Sysmex GmbH (Norderstedt, Deutschland)
Olympus (Hamburg, Deutschland)

Swiss Academic Software (Zurich, Schweiz)
Vilber  Lourmat Deutschland  GmbH
(Eberhardzell, Deutschland)

GraphPad Software, Inc. (La Jolla,
Kalifornien, USA)

NIH (Bethesda, Maryland, USA)

SysProg (Minsk, Weil3russland)

Freie Software



Microsoft Excel 2013

Microsoft PowerPoint 2013

Microsoft Word 2013

SigmaPlot 15.0

SlideViewer 2.5
Soft MaxPro 6.3

Optima BMG
Unipro Ugene v42.0

Material und Methoden

Microsoft Corporation (Redmond,
Washington, USA)
Microsoft Corporation (Redmond,
Washington, USA)
Microsoft Corporation (Redmond,

Washington, USA)

Systat Software Inc. (San Jose, Kalifornien,
USA)

Sysmex GmbH (Norderstedt, Deutschland)
Molecular Devices (Sunnyvale, Kalifornien,
USA)

BMG Labtech (Ortenberg, Deutschland)

Unipro (Novosibirsk, Russland)
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2.2 Methoden

2.2.1 Tierexperimentelle Methoden

2.2.1.1 Tierhaltung

Alle tierexperimentellen Experimente wurden mit ménnlichen C57BL6/J, Rab7 fl/fl +/+, Rab7
fl/fl +/cre oder CLN8 -/- Mausen im Alter von 8-12 Wochen durchgefiihrt. Die Tiere wurden
entweder bei Charles River k&uflich erworben oder in der Zentralen Service- und
Forschungseinrichtung fir Versuchstiere (ZSFV) der Universitat Greifswald gezlchtet. Die
Durchfiihrung der Experimente erfolgte im Biotechnikum oder in den Laborrdumen des
Forschungsclusters 11l bzw. Illa unter Einhaltung des deutschen Tierschutzgesetzes (LALLF
069/20 und LALLF 018/17).

2.2.1.2 Pankreatitis-Modell

Als Modell der akuten Pankreatitis in der Maus wurde das Caerulein Modell gewéhlt. Hierbei
wurden die Tiere 8-12 Stunden vor Beginn des Experiments nlchtern gesetzt, mit
durchgehendem Zugang zu Trinkwasser. Die Induktion der Erkrankung erfolgte Uber stiindliche
intraperitoneale Injektionen von Caerulein (50 pg/kg Kérpergewicht) Gber maximal 8 Stunden.
Zur Schmerzreduktion durch die Injektionen erfolgte bereits 24 Stunden vor Beginn des
Versuchs bis zum Ende des Versuchs eine analgetische Medikation mit Tramal® im
Trinkwasser (1 mg/ml). Die Aufarbeitung der Tiere erfolgte zu unterschiedlichen Zeitpunkten
wahrend des Experiments. Caerulein ist ein Analogon des Hormons Cholezystokinin (CCK).
Die Uberstimulation durch die wiederholten Injektionen fiihrt zu einer verfrithten

Proteaseaktivierung innerhalb der pankreatischen Azinuszellen und somit zur Pankreatitis.
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2.2.1.3 T6tung und Organentnahme

Zum jeweiligen Endzeitpunkt des Versuches erfolgte die Narkotisierung der Mause mittels
Sevofluran. Im Anschluss wurde retroorbital Blut entnommen, welches in Serumrdhrchen
aufgefangen wurde. Diese wurden zentrifugiert, das resultierende Serum abgenommen und
bei -80 °C gelagert.

Das Tier wurde mittels zervikaler Dislokation getétet. Danach erfolgten die Enthahme des
Pankreas, der Leber, der Niere, der Milz, der Lungen und ein Teil des Diinndarms. Hierbei
wurde jeweils ein Teil des Organs nativ in fliissigen Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C
gelagert, ein Teil fur die Paraffin-Einbettung in 4 % Formaldehyd fixiert und ein Teil in
Cryocompound Clear eingebettet und im Anschluss ebenfalls in flissigem Stickstoff
schockgefroren und bei -80 °C gelagert. Die Einbettung in Paraffin erfolgte durch Mitarbeiter

des Instituts fiir Pathologie der Universitatsmedizin Greifswald.

2.2.2 Histologische Methoden

2.2.2.1 HE-Farbung

Fur die Farbung mittels Hamatoxylin und Eosin erfolgte die Anfertigung von 2 um dinnen
Schnitten von den jeweiligen in Paraffin eingebetteten Organen. Im Anschluss erfolgte die
Entparaffinierung mittels Xylol und Methanol. Nachfolgend wurden die Schnitte stufenweise mit
absteigender Alkoholkonzentration behandelt und mittels Hamatoxylin und Eosin gefarbt.
Danach wurden die Schnitte einer ansteigenden Alkoholreihe ausgesetzt, mit Xylol inkubiert
und in VectaMount Permanent Mounting Medium eingebettet.

Hamatoxylin farbt basophile Strukturen wie Zellkerne oder DNA blau, wohingegen Eosin

acidophile Strukturen, wie beispielsweise Zellplasmaproteine rot einfarbt.
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2.2.2.2 Immunhistochemische Farbung

Die immunhistochemische Farbung dient der Farbung von zellularen Strukturen mittels
Antikérper und basiert auf der Umsetzung des DAB Substrats mittels der Sekundarantikorper-
gekoppelten Peroxidase, das in einer Braunfarbung der jeweiligen Struktur resultiert. Hierfur
wurden abermals 2 um diinne Paraffinschnitte des Pankreas angefertigt. Im Anschluss erfolgte
die Entparaffinierung mittels Xylol und Methanol und die Schnitte wurden die Alkoholreihe
herabgefiihrt. AnschlieBend wurden die Schnitte in Target Retrieval Solution (DAKO) fiir 30 min
gekocht. Die Schnitte kihlten in PBS ab und wurden getrocknet. Zur Blockierung der
endogenen Peroxidaseaktivitat erfolgte eine 20-minutige Inkubation mit 3 % H>O,. Nachfolgend
wurden die Schnitte mehrmals fiir 10 min jeweils in PBS gewaschen und fir 1 h in 20 % FCS
und 0,01 % Triton X-100 (in PBS) blockiert. Im Anschluss erfolgte die Inkubation mit dem
priméren Antikorper (1:100 in Blockierpuffer) bei 4 °C tber Nacht. Am nachsten Tag wurden
die Schnitte abermals in PBS gewaschen und anschlieRend mit dem Peroxidase-gekoppelten
sekundaren Antikdrper (1:200 in Blockierpuffer) fur 1 h im Dunklen inkubiert. Nach der
Inkubation wurden die Schnitte in PBS gewaschen. Die Farbung der Schnitte erfolgte mithilfe
des DAB Substrate Kits nach Herstellerangaben. Die Reaktion erfolgte fir 2-5 min und wurde
mithilfe eines Lichtmikroskops Uberprift. Die Abstoppung der Reaktion zum gewlnschten
Zeitpunkt erfolgte mit A. dest. Nach Farbung mit Hamatoxylin wurden die Schnitte mit

VectaMount eingebettet.

2.2.2.3 Immunfluoreszenz Farbung

Die Immunfluoreszenzfarbung &ahnelt im Prinzip der immunhistochemischen Farbung, ist
jedoch dadurch gekennzeichnet, dass die Sekundarantikdrper fluoreszenzmarkiert sind.
Dadurch sind Mehrfachfarbungen desselben Schnittes méglich.

Die Durchfuhrung ist bis zum Trocknen der Schnitte nach dem Aufkochen identisch zur
immunhistochemischen Farbung (Kapitel 2.2.2.2). Zur Reduktion der Eigenfluoreszenz erfolgte
eine 20-minutige Inkubation der Schnitte mit einer 1 %igen Natriumborhydridldsung. Im
Anschluss wurden die Schnitte dreimal in PBS gewaschen, mit 20 % FCS und 0,01 % Triton
X-100 (in PBS) fiur 1 h geblockt und mit dem Primarantikorper (1:100 in Blockierpuffer) Gber
Nacht bei 4 °C inkubiert. Am n&chsten Tag wurden die Schnitte abermals in PBS gewaschen

und nachfolgend mit dem Sekundarantikdrper (1:200 in Blockierpuffer) fur 1 h im Dunklen
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inkubiert. Die Schnitte wurden dreimal mit PBS gewaschen, mit DAPI gefarbt, mit PBS
gewaschen und mit Fluorescence Mounting Medium (Agilent Dako) eingebettet. Die Lagerung
der Schnitte erfolgte bei 4 °C bis zur Analyse.

2.2.2.4 TUNEL-Farbung

Die TUNEL-Farbung dient zum Nachweis von apoptotischen Vesikeln in Organschnitten.
Wahrend der Apoptose finden sich vermehrt Einzel- und Doppelstrangbriiche der DNA. Die
dabei freiwerdenden 3‘-OH Enden werden enzymatisch mit synthetischen fluoreszenz-
gekoppelten Nukleotiden markiert und mittels Fluoreszenzmikroskopie analysiert.

Fur die Durchfiilhrung wurde das ApopTag® Red In Situ Apoptosis Detection Kit von Sigma-
Aldrich verwendet. Es wurden 2 um dicke Paraffinschnitte vom Pankreas angefertigt, mithilfe
von Xylol und Methanol entparaffiniert und die Alkoholreihe herabgefiihrt. Im Anschluss erfolgte
eine Vorbehandlung der Schnitte mit Proteinase K (MBI Fermentas, 20 pg/ml). Die Schnitte
wurden zweimal mit PBS gewaschen und im Anschluss mit dem Equilibrierungspuffer fiir 2 min
inkubiert. Nachfolgend wurden die Schnitte mit einer Enzymlésung fur 1 h bei 37 °C inkubiert.
Anschlieend wurde die Reaktion mittels des Stop/Wash-Puffers gestoppt. Nach 10-minutiger
Inkubation wurden die Schnitte dreimal in PBS gewaschen und fir 30 min bei Raumtemperatur
mit einer Anti-Digoxigeninlésung inkubiert. Abschliel3end wurden die Schnitte abermals in PBS
gewaschen, eine Kofarbung mit DAPI durchgefiihrt und die Schnitte in Fluorescence Mounting

Medium eingebettet.

2.2.2.5 Elektronenmikroskopie

Zur Anfertigung von Praparaten fur die Elektronenmikroskopie wurde den Mausen das
Pankreas entnommen, mithilfe eines Skalpells in 3 x 3 mm kleine Stiicke zerkleinert und sofort
fir 2 h in 2 %iger Osmiumtetroxid (in 0,2 mol I Cacodylatpuffer) auf Eis inkubiert.
AnschlieRend wurden die Proben dreimal fir 10 min in 0,1 mol I'* Cacodylatpuffer gewaschen
und abschlielend im selben Puffer bei 4 °C gelagert. Die weitere Praparation und
Durchfiuhrung der Elektronenmikroskopie erfolgte im Institut fir Pathologie der

Universitatsmedizin Greifswald. Die Aufnahme der Bilder erfolgte am Libra 120
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Transmissionselektronenmikroskop der Carl Zeiss AG und der Software ImageSP Viewer v1.2

der Firma SysProg.

2.2.3 Molekulargenetische Methoden

2.2.3.1 Genotypisierung tber PCR

Der Genotyp der Rab7 Mause wurde mittels DNA-Analyse Uberprift. Hierzu wurde das
AccuStart Il Mouse Genotyping Kit von Quantabio verwendet. Zuerst wurde die DNA aus
biologischem Material nach Ohrlochstanzungen mittels des Kits isoliert. Das Gewebe wurde
mit 50 ul des Extraktionspuffers bedeckt, 30 min bei 95 °C inkubiert und nach dem Abkuhlen
mit 50 ul des Stabilisationspuffers versetzt. Im Anschluss folgte die PCR. Hierbei musste
einerseits der flox-Status, andererseits der cre-Status tUberpruft werden. Dabei wird das Zielgen
beidseitig von sogenannten flox-Sequenzen flankiert. Dies hat noch keinen Einfluss auf die
Expression des Gens. Durch die Kreuzung mit Cre-Mausen wird die Cre-Rekombinase
exprimiert, welche die flox-Sequenzen erkennt und das Gen mitsamt der flox-Sequenzen
entfernt. Durch die Kontrolle der Expression der Rekombinase mittels eines Gewebe-
spezifischen Promoters kann auch die Deletion des Gens in Zellen eines bestimmten Typs
erzielt werden. Beim oben genannten Mausstamm ist das Gen Rab7a von den flox-Sequenzen
flankiert und das cre Gen steht unter der Kontrolle des Promoters des Gens Ptfla, welches
fast ausschlief3lich im Pankreas exprimiert wird [106, 107]. Eine homozygote Expression der
Cre-Rekombinase ist letal, sodass der gewilinschte Genotyp +/+ bzw. +/cre ist. Die Nukleotid-
Sequenzen sind in im Kapitel 2.1.4 abgebildet. Die Zusammensetzung des PCR Mix und der

PCR-Plan am Thermaocycler sind den Tabellen 1-3 zu entnehmen.

Tabelle 1: Pipettierschema fiur die PCR zur Genotypisierung der Mause.

Volumen in pl

DNA 2

2 x Accustart Il GelTrack™ PCR SuperMix 12,5
Primer vorwarts (10 mmol I%) 2,5
Primer rtickwarts (10 mmol %) 2,5
Nukleasefreies Wasser 7,5
Gesamtvolumen 25
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Tabelle 2: Schema des Thermocyclers fiir die cre-spezifische PCR

Temperatur Zeit Zyklen
94 °C 5 min

94 °C 45s

59 °C 45s 40 x
72°C 90s

72 °C 5 min

4°C Lagerung

Tabelle 3: Schema des Thermocyclers fir die Rab7-spezifische PCR

Temperatur Zeit Zyklen
95 °C 2 min

95 °C 20s

60 °C 15s 25 x
72 °C 10s

72 °C 2 min

4°C Lagerung

AnschlieBend wurde das PCR-Produkt mittels einer 2 %igen Agarosegelelektrophorese
Uberprift. Die Auswertung der Elektrophorese erfolgte mit der FluorChem SP von Alpha

Innotech Cell Biosciences und der dazugehdrigen Software.

2.2.3.2 Genotypisierung Uber Sanger-Sequenzierung

Im Gegensatz zum Rab7-Mausstamm, bei dem eine Uberpriifung des Genotyps durch PCR
ausreicht, war dies fur den CLN8-Mausstamm nicht moglich. Die Deletion des Proteins beruht
hierbei auf der Insertion eines einzelnen Nukleotids (267-268insC) in das Gen, wodurch es zu
einer Verschiebung des Leserasters und somit zur Expression eines trunkierten,
funktionsunfahigen Proteins kommt [56]. Um dies zu Uberprifen, ist es notwendig, das Gen zu
sequenzieren.

Hierbei wurde zuerst, wie bereits zuvor beschrieben, die DNA aus Ohrlochstanzungen isoliert
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und eine PCR durchgefiihrt (Kapitel 2.2.3.1, Tabelle 1 und Tabelle 4)). Anschlielend wurde
nach Uberprifung der richtigen GréRe des PCR-Produkts dieses tiber AMPure XP (Beckman
Coulter GmbH) nach Herstellerinformationen aufgereinigt. Im Anschluss wurde das
aufgereinigte PCR-Produkt mithilfe einer Sequenzier-PCR und des BigDye™ Terminator
Version 3.1 Zyklus-Sequenzierungskits (Applied Biosystems™) amplifiziert (Tabelle 5 und 6).
Daraufhin erfolgte eine erneute Aufreinigung des PCR-Produkts, diesmal mithilfe des
CleanSEQ Dye-Terminator Removal Kits (Beckman Coulter GmbH). Abschlie3end erfolgte die
eigentliche Sanger-Sequenzierung mittels eines ABI Hitachi Applied Biosystems 3130XL DNA
Genetic Analyzer Sequencers von Hitachi.

Tabelle 4: Schema des Thermocyclers fir die CLN8-spezifische PCR

Temperatur Zeit Zyklen
94 °C 10 min

94 °C 30s

65 °C - 0,5 °C/Zyklus 30s 10 x
72 °C 1 min

94 °C 30s

60 °C 30s 30 x
72 °C 1 min

72 °C 5 min

4°C Lagerung

Tabelle 5: Pipettierschema fur die Sequenzier-PCR.

Volumen in pl

Ampure-Produkt 2
Big Dye™ 0,25
Sequenzierpuffer 2
Primer (10 mmol I) 0,3
Nukleasefreies Wasser 5,45
Gesamtvolumen 10
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Tabelle 6: Schema des Thermocyclers fir die Sequenzier-PCR

Temperatur Zeit Zyklen
96 °C 5 min

96 °C 10s

50 °C 10s 30 x
60 °C 2 min

4°C Lagerung

2.2.4 Proteinbiochemische Methoden

2.2.4.1 Serumanalysen

Im Serum der Mause erfolgte die Messung der Aktivitat von Lipase und Amylase als Marker fur
die Schwere der Erkrankung mithilfe der photometrischen Amyl2 und LipC Kits von Roche. Die
Proben wurden im Vorfeld 1:50 in A. dest verdunnt. Im Anschluss wurden 10 pl Probe mit 90 pl
der jeweiligen Substratldsung versetzt. Die Messung der Aktivitat erfolgte photometrisch bei
37 °C fur 30 min bei 405 nm fur Amylase und bei 570 nm fir Lipase. Zu Berechnung der

Aktivitat wurde der lineare Bereich genutzt.

2.2.4.2 Pankreashomogenisierung

Das gefrorene Pankreas wurde in einen Dounce Homogenisator Uberflihrt und nach Zugabe
von 300 pl PBS homogenisiert. AnschlieBend wurde das Homogenat zweimal fir 10 s mit
Ultraschall behandelt, bevor es fur 10 min bei 4 °C und 20800 x g zentrifugiert wurde. Der
Uberstand wurde in ein neues Reaktionsgefal uberfiihrt und zuerst in fliissigen Stickstoff

schockgefroren und anschliel3end bei -80 °C gelagert.
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2.2.4.3 Subzellulare Fraktionierung

Das enthommene Pankreas wurde in Homogenisationspuffer aufgenommen und mit einer
Schere zerkleinert. Anschlieend wurden die Gewebestlicke in einen Dounce Homaogenisator
Uberfuhrt und homogenisiert. Nachfolgend wurde das Homogenat bei 4 °C und 150 x g fir
10 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein neues Reaktionsgefal uberfihrt und das
Sediment als Perinukleare Fraktion in fliissigem Stickstoff schockgefroren. Der Uberstand
wurde nun bei 4 °C und 470 x g fur 15 min zentrifugiert. Der dabei entstandene Uberstand
wurde abermals abgenommen und erneut bei 4 °C und 12200 x g flr 12 min zentrifugiert.
AbschlieRend wurde der Uberstand ein letztes Mal bei 4 °C und 20800 x g fur 10 min
zentrifugiert und das dabei entstandene Sediment verworfen. Alle anderen Sedimente wurden
in 400 pl PBS resuspendiert, zweimal fur 10 s mit Ultraschall behandelt und in flissigem
Stickstoff erst schockgefroren, bevor sie bei -80 °C fiir nachfolgende Analysen gelagert werden

konnten.

2.2.4.4 Proteinbestimmung

Die quantitative Bestimmung der Proteine erfolgte nach Bradford. Hierbei kann der im Bradford
Reagenz enthaltene Farbstoff Coomassie-Brilliant-Blau einen Komplex mit den in der Probe
enthaltenen Proteinen eingehen, was zu einer Verschiebung der Absorptionsmaxima von
470 nm zu 590 nm fiuhrt. Dies kann mithilfe eines Photometers quantitativ bestimmt werden.
Zur Bestimmung der Konzentration wird zuvor eine Eichreihe mithilfe von BSA erstellt. Die
Auswertung erfolgte mithilfe des SpectraMax Plus384 Mikroplattenreaders und der Software

Soft MaxPro 6.3 von Molecular Devices.

2.2.4.5 Kinetikmessung

Zur Messung der Proteaseaktivitat in Pankreashomogenaten oder subzellularen Fraktionen
wurden fluorogene Substrate verwendet. Dabei wurden 10 pl der Probe in 90 yl des mit dem
Substrat versetzten Puffers verdiinnt (1:1000, Tabelle 7). Die Messung erfolgte Gber 1 h am

FluoStar Optima mit der dazugehérigen Software von BMG Labtech. Zur Berechnung der
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Aktivitdt wurde der lineare Anstieg genutzt. Da die Messungen unter idealen Bedingungen
durchgefuhrt werden, reflektieren die gemessenen Enzymaktivititen die Mengen des

gemessenen Enzyms in den Proben.

Tabelle 7: Ubersicht zu den fluorometrisch gemessenen Enzymen, den verwendeten Substraten, deren

Puffersysteme und den Extinktions- und Emissionswellenlangen.

Enzym Substrat Puffer DTTin mol It Ae Aem

CTSB  AMC-Arg2 CTSB-Puffer 10 mM 340nm 460 nm
CTSL AMC-Phe-Arg CTSL-Puffer 10 mM 340 nm 460 nm
CTSC  H-Gly-Arg-AMC CTSC Puffer 2mM 340nm 460 nm
Trypsin  R110-lle-Pro-Arg Trypsin-Puffer - 485 nm 520 nm
Trypsin  Boc-GIn-Ala-Arg-AMC  Trypsin-Puffer - 340 nm 460 nm

2.2.4.6 SDS-PAGE

Zur Auftrennung der Proben nach ihrer molekularen Masse wurde eine Sodiumdodecylsulfat-
Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) durchgefuhrt. Im Vorfeld wurde das Gel
vorbereitet (Tabelle 8). Hierfur wurde zuerst ein Trenngel, darauf dann ein Sammelgel

gegossen.

Tabelle 8: Rezepte fiir die verwendeten SDS-PAGE Gele.

Trenngel 10 % Trenngel 15 % Sammelgel
A. dest 4 ml 2,3 ml 1,4 ml
Acrylamid (30 %) 3,3 ml 5ml 0,33 ml
1 mol It Tris (pH 8,8) 2,5 ml 2,5 ml -
1 mol It Tris (pH 6,8) - - 0,25 ml
SDS (10 %) 0,1 ml 0,1 ml 0,02 ml
APS (10 %) 0,1 ml 0,1 ml 0,02 ml
TEMED 0,004 mi 0,004 ml 0,002 mi

Die Proben wurden in gleichen Teilen zuvor mit 2 x Laemmli-Puffer versetzt. AnschlieRend
wurden die Proben 5 min bei 95 °C aufgekocht. Nach dem Abkuhlen der Proben wurden diese

auf das Gel aufgetragen. Als Marker wurde der PageRuler™ Prestained Protein Ladder von
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Thermo Fisher Scientific, als SDS-Kammer die Mini-PROTEAN® Tetra Cell von Bio-Rad und
als Laufpuffer ein Tris-Glycin-SDS Puffer verwendet. Das Gel wurde bei 80 V so lange
aufgetrennt, bis die untersten Banden des Markers fast das Ende des Gels erreichten. Das Gel

konnte im Anschluss fiir nachfolgende Analysen genutzt werden.

2.2.4.7 Coomassie-Farbung

Das SDS-Gel wurde Uber Nacht bei Raumtemperatur mittels einer Coomassie-Farbelésung
auf einem Schiittler gefarbt. Dabei bindet der darin enthaltene Farbstoff Coomassie-Brilliant-
Blau R250 an die basischen Seitenketten der Aminosauren, wodurch die Proteine sichtbar
werden. Am néchsten Tag erfolgte die Entfarbung tber 2 h mit einer Entfarbelésung, welche
mehrmals ausgetauscht wurde. Im Anschluss wurden Fotos des Gels mithilfe der FluorChem

SP von Alpha Innotech Cell Biosciences und der dazugehdorigen Software angefertigt.

2.2.4.8 Western Blot

Der Western Blot dient dem Antikorper-basierten Nachweis eines Proteins nach vorheriger
Auftrennung nach deren Molekulargewicht mittels SDS-PAGE.

Die Proteine im SDS-Gel wurden mithilfe des semi-dry Verfahrens auf eine Nitrocellulose
Membran tbertragen. Als Blotting Puffer wurde der 1 x Towbin Puffer, als Blotting Kammer die
Trans-Blot™ SD Semi-Dry Transfer Cell von Bio-Rad, als Filterpapier das 3 mm CHR Papier
von Cytiva und als Membran die Amersham Protran Premium 0.45 pm oder 0.2 pm nc von
Cytiva verwendet. Die Ubertragung erfolgte bei 10 V fir 90 min. Zur Kontrolle der Ubertragung
der Proteine wurde die Membran im Anschluss mit Ponceau S-Férbel6sung fur 10 sec gefarbt
und unter laufendem Wasser entfarbt. Nach Kontrolle der Effizienz wurde die Membran weiter
unter laufendem Wasser entfarbt, bis auch jeglicher Farbstoff entfernt war. Anschlie3end
erfolgte die Blockierung der Membran mithilfe des Blocking-Puffers (0,2 % Gelatine in 1 x NET-
Puffer) fir 1 h bei Raumtemperatur auf einem Schiittler. Schlief3lich wurde die Membran Uber
Nacht bei 4 °C auf einem Schiittler mit der Primarantikorperlésung (1:1000 in Blocking-Puffer)
inkubiert. Am néchsten Tag wurde die Membran sechsmal fir je 5 min in 1 x NET-Puffer
gewaschen und anschlieRend mit dem Sekundarantikorper (1:16000 in Blocking Puffer) fir 1 h

bei Raumtemperatur auf einem Schiittler inkubiert. Im Anschluss wurde die Membran abermals
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sechsmal mit 1 x NET-Puffer gewaschen. Die Entwicklung erfolgte mithilfe des SuperSignal™
West Femto Chemiluminescence Kits oder SuperSignal™ West Pico Chemiluminescence Kits
von Thermo Scientific. Hierbei wurden die Enhancerlosung und die Substratldsung im
Verhaltnis von 1:1 miteinander gemischt und gleichmaRig auf die Membran gegeben. Im
Anschluss wurde die Membran mithilfe der Fusion FX ChemoCam von Vilber Lourmat und der
dazugehorigen Software ausgewertet. Dabei wird das Substrat von der Sekundarantikérper-
gekoppelten Peroxidase umgesetzt, was zu einem schwarzen Niederschlag auf der Hohe des
Proteins auf der Membran fiihrt.

2.2.4.9 Densitometrie

Zur quantitativen Auswertung der Western Blot Ergebnisse wurden die Banden
densitometrisch analysiert. Dabei wird die Intensitat einer Proteinbande des untersuchten
Proteins in der Probe in Relation zur Intensitéat der Proteinbande eines konstant exprimierten

Proteins gesetzt. Die Berechnung erfolgte mithilfe von ImageJ.

2.2.4.10 Co-Immunoprazipitation

Zum Nachweis der Interaktion zweier Proteine kann eine Co-Immunoprazipitation durchgefihrt
werden. Diese Methode basiert auf Protein A- oder Protein G-gekoppelte Beads, welche
mithilfe eines spezifischen Antikdrpers Proteine aus einer Losung binden und somit isolieren
kénnen. Somit kénnen sowohl einzelne Proteine als auch deren Interaktionspartner analysiert
werden.

Fur die Durchfiihrung wurden 2 ug des Antikorpers mit je 20 pl rProtein A Sepharose™ 4 Fast
Flow und 20 pl Protein G Sepharose™ 4 Fast Flow fur 1 h auf einem Rollinkubator inkubiert.
AnschlieBend wurden die Beads abzentrifugiert, der Uberstand entfernt und dreimal mit PBS
gewaschen. Im Anschluss wurden 1 mg der Probe sowie 10 pl des Trypsin-Inhibitors NaF
(1 mol I'Y) hinzugegeben und Gber Nacht bei 4 °C in einem Rollinkubator inkubiert. Am néachsten
Tag wurde die Losung herunterzentrifugiert, der Uberstand entfernt und das Sediment fiinfmal
mit PBS gewaschen. Das Sediment wurde final in 50 pl 2 x Laemmli-Puffer resuspendiert und

5 min bei 95°C aufgekocht. Im Anschluss wurde die L6sung einmalig scharf abzentrifugiert und
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fur weitere Experimente genutzt.

2.2.5 Primarzell-Methoden

2.2.5.1 Isolation von Azinuszellen

Die Praparation lebender muriner Azinuszellen erfolgte mittels Collagenase-Verdaus.
Hierfir wurde der Maus das Pankreas entnommen und in 6,5 ml Azinuszellmedium Uberfuhrt,
welches 0,5 mg Collagenase enthielt. Mithilfe einer Schere wurde das Gewebe vorsichtig fir
etwa 1 min zerkleinert. Im Anschluss wurde die Gewebesuspension fur 15 min bei 37 °C im
Wasserbad bei 100 rpm inkubiert, bevor das Medium mit frischem Collagenase-haltigen
Medium ausgetauscht wurde und abermals das Gewebe mit einer Schere fir ca. 1 min
zerkleinert wurde. Nach weiteren 15 min Inkubation bei 37 °C im Wasserbad wurde die
Suspension mehrmals mit einer Pipette 10-20-mal hoch- und hinunterpipettiert. Dabei wurde
die Spitze der Pipette vorher abgeschnitten. Dieser Schritt wurde fiinfmal wiederholt, wobei bei
der letzten Resuspension die Spitze nicht abgeschnitten wurde. Anschlielend wurde die
Zellsuspension durch eine zweilagige Mullkompresse gefiltert und 1 min bei 1800 rpm und
Raumtemperatur zentrifugiert. Der Uberstand wurde vorsichtig verworfen und 6 ml frisches
Azinuszellmedium hinzugefiigt. Die Filtrierung mittels Mullkompresse wurde ein zweites Mal
wiederholt. Anschlielend wurden 15 ml frisches Azinuszellmedium hinzugefigt und das
Zentrifugenréhrchen liegend in ein Wasserbad (37 °C, 50 rpm) Uberfihrt. Nach einer 30-

mindtigen Inkubation konnten die Zellen fur weitere Experimente genutzt werden.

2.2.5.2 Intrazelluldre Proteasenaktivierung

Die Messung der intrazellularen Proteasenaktivitatsmessung erfolgte tber die Stimulation der
lebenden Azinuszellen mittels einer supramaximalen Konzentration von CCK und der
anschlieRenden Messung der Aktivitat mithilfe von zellgdngigen fluorogenen Substraten. Die
Uberstimulation der Zellen bewirkt eine Sekretionsblockade, wodurch es zur intrazellularen
Aktivierung der Proteasen und damit zum Zellschaden kommt. Zur Normalisierung der
Ergebnisse wird Propidiumiodid als Messung der freien DNA und damit des Zelltods

verwendet.

40



Material und Methoden

Nach der Praparation der Azinuszellen wurden diese in 10 ml frischen Azinuszellmedium
aufgenommen und gleichmaRig auf zwei Erlenmeyerkolben verteilt. Anschliel3end wurden zum
Beginn und alle 20 min (bis 60 min) jeweils 1 ml Probe entnommen, die im Anschluss mit
Messmedium, welches das jeweilige Substrat (1:3000) und Propidiumiodid (1 mg/ml) enthielt,
versetzt und uber 2,5 h im FluoStar Optima Fluorometer mit der dazugehérigen Software von
BMG Labtech entsprechend der verwendeten Substrate bei 37 °C gemessen wurde. Die
Messung des gebundenen Propidiumiodids erfolgte bei Aex = 340 nm und Aem = 620 nm.
Wahrenddessen wurden die Erlenmeyerkolben im Wasserbad bei 37 °C und 50 rpm inkubiert.
Nach Entnahme der ersten Probe wurde ein Kolben mit 5 pl 0,64 mol I CCK versetzt.

Nach Abschluss der Messung wurde in jede Probe 90 pl einer 10 %igen Triton X-100 Ldsung
gegeben. Die 96-Well-Platte wurde anschlieBend 30 min bei 37 °C inkubiert, bevor die
Propidiumiodid-Fluoreszenz gemessen wurde. Diese gab Aufschluss lber die Gesamtzellzahl.
Die Auswertung der Proteaseaktivitat erfolgte jeweils im linearen Bereich der
Aktivitatsmessung, die Messung der toten Zellen mittels Propidiumiodid im zweiten Zyklus nach

der erstmaligen Messung der jeweiligen Probe.

2.2.5.3 Messung des mitochondrialen Membranpotentials

Die Messung des maximalen mitochondrialen Membranpotentials beruht auf die Einlagerung
von Tetramethylrhodamine methyl ester (TMRM) in Mitochondrien mit einem intakten
Membranpotential. Dabei ist das Mal3 der Fluoreszenz von TMRM proportional zur Hohe des
Potentials. Durch einen extrazellularen Stimulus kann es zur Depolarisation der
mitochondrialen Membran und damit zur Reduktion der Fluoreszenzintensitat von TMRM
kommen. Fur diesen Versuch wurden, wie bereits zuvor beschrieben (Kapitel 2.2.5.1), lebende
Azinuszellen aus Mauspankreata isoliert. Anschlieend erfolgte die Stimulation dieser mit
0,64 mol I CCK. Die Zellen wurden fir 30 min bei 37 °C und 50 rpm im Wasserbad inkubiert.
Im Anschluss wurden die Zellen abzentrifugiert und in 1 ml Puffer A aufgenommen, welcher
1 umol I TMRM enthielt. Nachfolgend wurden 200 pl der Zellsuspension in Triplikaten in eine
96-well-Platte pipettiert und die Zellen fiir 20 min bei 37 °C inkubiert. Im Anschluss erfolgte die
Messung der Fluoreszenz im FluoStar Optima Fluorometer (Aex = 540 nm, Aem = 570 nm). Zur
Depolarisation der mitochondrialen Membran erfolgte die Stimulation der Zellen mit 15 pmol I
1 Carbonyl cyanide 3-chlorophenylhydrazon (CCCP) und eine erneute Messung der

Fluoreszenz nach 10 min Inkubation bei 37 °C. Zur Normalisierung der Ergebnisse wurden
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abschlieRend die Anzahl toter Zellen und die Gesamitzellzahl pro Vertiefung mithilfe von
Propidiumiodid ermittelt. Daftr wurden die Zellsuspensionen mit Propidiumiodid (1 mg/ml)
versetzt, 10 min bei 37 °C inkubiert und die Messung der Fluoreszenz bei Aex = 340 nm und
Aem = 620 nm durchgefuhrt. Zur Ermittlung der Gesamtzellzahl wurden die Zellen mit Triton X-
100 versetzt, fur 30 min inkubiert und die Messung der Fluoreszenz wiederholt.

Zur Berechnung des maximalen mitochondrialen Membranpotentials wurde die Differenz der
Fluoreszenzintensitaten vor und nach CCCP-Stimulation in unstimulierten Azinuszellen von
C58BL6/J Mausen nach Normierung auf die Zellzahl als 100 % angesehen.

2.2.5.4 Azinuszellhomogenisierung

Die Azinuszellen wurden abzentrifugiert und der Uberstand verworfen. AnschlieRend wurde
das Sediment in PBS aufgenommen und nochmals bei 14000 rpom und 4 °C fir 5 min
zentrifugiert. Der Uberstand wurde abermals verworfen und das Sediment in PBS
aufgenommen. Dieses wurde nun zweimal flr jeweils 10 s mit Ultraschall behandelt, bevor es
fir 10 min bei 21000 x g und 4 °C zentrifugiert wurde. Der Uberstand wurde in ein neues

Reaktionsgefal’ Uberfiihrt und konnte fiir weitere Analysen benutzt werden.

2.2.5.5 Messung des ATP Gehalts

Zur Messung des ATP Gehalts in Azinuszellhomogenaten wurde das ATP Assay Kit
(Colorimetric/Fluorometric) von Abcam verwendet. Hierbei wurden die Proben 1:10 verdinnt
und davon 2,5 pl mit 47,5 ul des Assay Puffers in einer 96-well-Platte versetzt. Dazu wurden
50 ul des Reaction mix gegeben (Tabelle 9). Die Platte wurde fiir 30 min bei Raumtemperatur
und im Dunkeln inkubiert. AnschlieRend erfolgte die fluorometrische Messung bei Aex=535 nm
und Aem = 580 nm. Die Bestimmung erfolgte in Duplikaten. Die Berechnung des ATP Gehalts

erfolgte anhand einer Eichgeraden mit definierten ATP-Konzentrationen.
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Tabelle 9: Pipettierschema fiir den Reaktionsmix der fluorometrische ATP-Messung.

Volumen in pl
ATP Assay Buffer 45,8

ATP Probe 0,2
ATP Converter 2
Developer Mix 2
Gesamtvolumen 50

2.2.6 Zellkultur

2.2.6.1 Kultivierung

Die Kultivierung der im Rahmen dieser Arbeit genutzten 266-6 Zellen (ATCC CRL2151)
erfolgte in der Zellkultur in DMEM Medium, welches 5 % FCS und 1 % Penicillin-Streptomycin
enthielt. Die Zellen wurden in T25 oder T75 Zellkulturflaschen bei 37 °C und 5 % CO: kultiviert
und alle 2-3 Tage im Verhaltnis 1:8 bzw. 1:12 passagiert. Hierzu wurde das Medium entfernt,
die Zellen einmalig mit PBS gewaschen und fur 5 min bei 37 °C mit Accutase inkubiert. Dies
fuhrt zur Degradation der extrazellularen Matrix und somit zum Ablosen der Zellen. Diese
wurden anschlieend in Medium aufgenommen und je nach Verhéltnis zuriick in die
Zellkulturflaschen gegeben. Der Rest der Zellsuspension wurde fiir Experimente genutzt,
kryokonserviert oder verworfen.

Fur die Kryokonservierung der Zellen wurden diese wie zuvor beschrieben passagiert. Die
Zellsuspension wurde dann flr 4 min bei 200 x g und Raumtemperatur abzentrifugiert.
AnschlieBend wurde der Uberstand verworfen und das Zellsediment in Medium aufgenommen,
welches 10 % DMSO enthielt. Die Zellsuspension wurde in Kryogefal3e Uberfihrt und in
flussigen Stickstoff weggefroren.

Zum Auftauen der Zellen wurde das Kryogefald aus dem Stickstoff entfernt und fiir 1-2 min im
Wasserbad bei 37 °C vorsichtig aufgetaut. AnschlieRend wurde die Zellsuspension in ein 15 ml
Zentrifugenréhrchen tberfihrt, mit dem gleichen Volumen Medium aufgefullt und fur 4 min bei

200 x g bei Raumtemperatur zentrifugiert. Der Uberstand wurde anschlieRend verworfen, das
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Sediment in vorgewarmtem Medium aufgenommen, in eine T25 Zellkulturflasche tberfuhrt und

kultiviert.

2.2.6.2 Zellzahl-Bestimmung

Zur Bestimmung der Zellzahl wurden 10 pl einer Zellsuspension in 10 ml CASYton Puffer
aufgenommen und anschlieRend mit Hilfe des Casy® 1 Model TT und der 60 pm Kapillare

analysiert.

2.2.6.3 DNA- und Proteinextraktion

Zur Extraktion der Proteine in der Zellkultur wurde das Medium der Zellen entfernt, die Zellen
einmalig mit eiskaltem PBS gewaschen und anschlie3end fir 2 min mit eiskaltem PBS bei
Raumtemperatur inkubiert. Im Anschluss mussten die Zellen vom Boden der Zellkulturflasche
abgeltst werden, wofir ein Zellschaber benutzt wurde. Die Zellsuspension wurde in ein 1,5 ml
Reaktionsgefal? auf Eis tUberfuhrt, zweimal fir jeweils 10 s mit Ultraschall behandelt und 10 min
bei 21000 x g und 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand konnte anschlieBend fiir weitere Analysen
benutzt werden.

Im Gegensatz dazu wurde fir die DNA-Extraktion das Medium der Zellen entfernt, die Zellen
einmalig mit PBS gewaschen und anschlieRend in QuickExtract™ DNA Extract Solution
resuspendiert. Die Zellsuspension wurde in ein PCR-Reaktionsgefald tberfuhrt, fir 15 min bei
65 °C und danach fur 15 min bei 95 °C inkubiert. Die DNA-Suspension konnte anschlielRend

fur weitere Analysen genutzt werden.

2.2.6.4 CRISPR-Cas9 Anwendung

Zur Verifizierung der Ergebnisse aus dem CLN8 Mausmodell wurden 266-6 Zellen verwendet.
Dies sind murine pankreatische immortalisierte Azinuszellen, wobei der Tumor tber die Fusion
des Elastase 1 Promoters mit dem SV-40 T Antigen induziert wurde [108]. Diese Zellen weisen
einige wichtige Charakteristika von priméren Azinuszellen auf, sodass sie eine Alternative zu

frisch isolierten Azini darstellen. Die Deletion des CLN8 Gens erfolgte Giber das CRISPR/Cas9
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System. Dieses basiert auf dem Dbakteriellen CRISPR/Cas-System, welches als
prokaryotisches Aquivalent zum eukaryotischen Immunsystem gilt [109]. Dabei wird im
Bakterium nach einer erfolgten Infektion durch ein Pathogen ein Teil des Fremdgenoms in das
eigene Genom eingebaut (CRISPR). Bei einer erneuten Infektion wird dieser Teil in kurzen
Abschnitten transkribiert (crRNA) und kann am Fremdgenom binden. Uber die Bindung an
einer weiteren RNA (tracrRNA) gelangt die Nuklease Cas an das Fremdgenom und kann
dieses abbauen.

Das im Rahmen dieser Arbeit angewandte CRISPR/Cas9 System ist eine optimierte und
individualisierte Version des Originals [110]. Hierbei wird als Nuklease das Enzym Cas9 des
Bakteriums Streptococcus pyogenes verwendet. Die drei verwendeten crRNAs wurden Uber
das ALT-R HDR Design Tool der Firma Integrated DNA Technologies so generiert, dass
verschiedene Abschnitte des Exons 2 des CLN8 Gens umfasst werden und sie ein
sogenanntes PAM-Motiv besitzen. Diese Sequenz folgt auf die Bindungssequenz und muss
ebenso komplementar zur Zielsequenz sein. Sie ist relevant fir die Aktivierung und Reaktion
der Nuklease.

Nach Transfektion des crRNA/tracrRNA/Cas9 Komplexes bindet die crRNA an die jeweils
komplementéren Bereiche des Genoms. Die tracrRNA bindet die crRNA und dirigiert die
Nuklease Cas9 zum jeweiligen Genomabschnitt, welche dann drei Nukleotide vor dem PAM-
Motiv schneidet. Dies resultiert in einem DNA Doppelstrangbruch. Uber das non-homologous
end-joining kommt es zur Reparatur des Doppelstrangbruches, wodurch einige Nukleotide
entfernt oder hinzugefugt werden konnen, was im Idealfall in einer Verschiebung des
Leserahmens und damit zur Deletion des Gens fuhrt [110].

Fur die Vorbereitung der Transfektion der Zellen wurde zuerst der crRNA/tracrRNA Komplex
gebildet. Dazu wurden 1 pl crRNA (100 pmol I'*) mit 1 pl tracrRNA (100 pmol 1) in 98 pl
Nuclease-free Duplex Buffer fir 5 min bei 95°C inkubiert und anschlieBend auf
Raumtemperatur abgekuhlt. Parallel wurde die Cas9 Arbeitslésung angesetzt, indem 1 pl der
Alt-R S.p. Cas9 Nuklease V3 (62 pumol I*) in 61 pl Opti-MEM™ | Medium verdiinnt wurde.
Anschlielend wurden 6 pl des crRNA/tracrRNA Komplexes und 6 pl der Cas9 Arbeitslosung
in 88 pl Opti-MEM™ | gemixt und fir 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurde die
Transfektionslésung vorbereitet. Hierfir wurden 100 pl des crRNA/tracrRNA/Cas9 Komplexes
mit 4,8 pl Lipofectamine™ RNAIMAX und 95,2 pl Opti-MEM™ 1 fiir 20 min bei Raumtemperatur
inkubiert. Parallel wurden die Zellen vorbereitet. Dafir wurden diese einmalig in PBS
gewaschen, mit Accutase abgeltdst, mit DMEM Medium (mit 10 % FCS) verdiinnt und gezahilt.
Es wurde je 400 pl Zellsuspension vorbereitet, welche entweder 50.000, 100.000 oder 150.000
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Zellen enthielten. Nach der 20-minitigen Inkubationszeit wurden in einem Well einer 24-Well-
Mikrotiterplatte 200 pl der Transfektionslosung mit 400 pl der Zellsuspension gemischt und bei
37 °C und 5 % CO: inkubiert. Nach 24 h erfolgte ein Mediumwechsel.

Nach 48 h wurde ein Teil der Zellen passagiert, ein anderer Teil fur die DNA-Extraktion und
der nachfolgenden Sequenzierung verwendet. Die Auswertung erfolgte tber eine ICE Analyse
auf der Website der Firma Synthego. Uber ein Alignement der Sequenzierergebnisse der
Wildtyp Zellen und der potenziellen Deletions Zellen wurde die Effizienz der CRISPRCas9
Anwendung berechnet. AnschlieRend wurden die Zellen des aussichtsreichsten Ansatzes
vereinzelt, die Zellen gezahlt und seriell verdiinnt, sodass letztendlich pro Well einer 96-Well-
Mikrotiterplatte 0,57 Zellen ausgesat wurden. Nach 24 h und 48 h erfolgte die Auswertung der
Vereinzellung Uber ein Lichtmikroskop. Wells, in denen keine Zellen oder mehr als eine
Zellkolonie zu beobachten waren, wurden verworfen. Zellen eines Wells, in denen nur eine
Zelle bzw. zu einem spateren Zeitpunkt nur eine Zellkolonie zu erkennen waren, wurden weiter
in einer 24-Well-Mikrotiterplatte passagiert. Diese wurden anschlieiend nochmals sequenziert.
Zellkulturen mit einer Deletionseffizienz von nahezu 100 % wurden anschlie@end auf
sogenannte off-target Effekte Uberprift. Hierzu wurde bereits von der Firma Integrated DNA
Technologies beim Design der crRNAs eine Vorhersage zu potenziellen genetischen off-target
Effekten getatigt. Diese wurden ebenfalls tiber eine Sequenzierung der genetischen Bereiche
Uberprift. Fur die nachfolgenden Experimente wurden nur Zellkulturen verwendet, welche eine

Deletionseffizienz von nahezu 100 % und keine off-target Effekte aufwiesen.

2.2.6.5 ER-Stress Transfektion und Stimulation

Der quantitative Nachweis des ER-Stresses in der Zellkultur erfolgte tber die Transfektion der
Zellen mit dem ER-Stress-Reporterplasmid pCDNA3-dDBD. Das Plasmid basiert auf dem
publizierten Konstukt pCAX-F-XBPIADBD-venus [111], dessen Reportersequenz in das
Plasmid cDNA3 kloniert wurde, und kodiert fur das Gen XBPI, welches mit dem Gen eGFP
fusioniert ist (Anhang 3). Unter physiologischen Bedingungen wird das Protein eGFP nicht
exprimiert. Bei Induktion von ER-Stress kommt es zum alternativen Splicing des Gens XBPI,
wodurch eine alternative mRNA translatiert wird und die Translation erst mit dem Stoppcodon
des Gens eGFP endet. Die Expression von eGFP kann mithilfe eines Fluorometers quantitativ
ausgewertet werden.

Zum Nachweis des ER-Stresses in der Zellkultur wurden die Zellen in eine 96-Well-
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Mikrotiterplatte in DMEM mit 10 % FCS und 1 % Penicillin/Streptomycin ausgesat. Die
Transfektion erfolgte bei einer Konfluenz der Zellen von ca. 80 %. Hierfir wurden pro Well
0,2 ug Plasmid-DNA und 0,5 pl Lipofectamine™ 2000 in je 25 pl Opti-MEM™ | verdiinnt und
5min bei Raumtemperatur inkubiert. Anschlieend wurden beide Ansatze miteinander
vermischt und weitere 20 min bei Raumtemperatur inkubiert. Parallel wurde das Medium der
Zellen zu einem DMEM Medium mit 2 % FCS gewechselt. Nach der Inkubationszeit wurden 50
ul des Transfektionsansatzes auf die Zellen gegeben. Die Zellen wurden bei 37 °C und 5 %
CO: kultiviert. Nach 6 h wurde abermals ein Mediumswechsel zu DMEM Medium mit 10 % FCS
und 1 % Penicillin/Streptomycin durchgefihrt.

Nach 48 h erfolgte die Induktion des ER-Stresses. Hierzu wurde das Medium mit Opti-MEM™ |
mit 10 % FCS und 1 % Penicillin/Streptomycin ausgetauscht, welche eine der folgenden
Chemikalien enthielt: 6,38 pmol I CCK, 2 mmol I* DTT, 5 pg/ml Tunicamycin, 0,05 pg/ml
Tapsigargin. Die Auswertung erfolgte Uber eine Messung der Fluoreszenz-Intensitat im
FluoStar Optima Fluorometer (Aex = 485 nm, Aem = 520 nm) zu den Zeitpunkten 0 h, 24 h und
48 h nach Induktion.

2.2.6.6 Zellproliferation-Assay

Die Analyse der Zellproliferation der Zellen erfolgte mithilfe des Cell Counting Kit-8 (CCK-8)
von GLPBIO. Dieses basiert auf der Umsetzung des 2-(2-methoxy-4-nitrophenyl)-3-(4-
nitrophenyl)-5-(2,4-disulfophenyl)-2H-tetrazolium monosodium Salzes (WST-8) in WST-8-
Formazan in Gegenwart von 1-Methoxyphenazine Methylsulfat und ist linear zur Anzahl
lebender Zellen. Da WST-8-Formazan ein oranger Farbstoff ist, kann dessen Menge
photometrisch bei einer Wellenldnge von 450 nm bestimmt werden.

In einer 96-Well-Mikrotiterplatte wurden 5000 Zellen pro Vertiefung ausgeséaht und fiir 24 h bei
37 °C und 5 % CO; kultiviert. Dabei wurde fir jede Messung und jeden Zeitpunkt eine neue
Mikrotiterplatte ausgesaht. AnschlieRend wurden die Zellen mithilfe von 6,38 pmol [
Cholecystokinin (CCK) in DMEM mit 10 % FCS und 1 % Penicillin/Streptomycin inkubiert. Nach
24 h, 48 h und 72 h wurde zu der jeweiligen Vertiefung 10 ul CCK-8 Reagenz hinzugegeben,
die Platte fur 2 h bei 37 °C und 5 % CO: inkubiert und anschlieend bei einer Wellenlange von

450 nm photometrisch gemessen.
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2.2.7 Statistische Auswertung

Die Auswertung, Erstellung der Diagramme und statistische Berechnungen erfolgten mit Excel
(Microsoft Corporation, Redmond, USA) und GraphPad Prism 8.01 (GrapdPad Software, Inc.,
La Jolla, USA). Zur Berechnung der statistischen Signifikanz in Bezug auf Unterschiede
zwischen zwei Gruppen wurden diese zuerst auf Normalverteilung mittels des Shapiro-Wilk
normality Tests getestet. Sofern die Daten normalverteilt waren, erfolgte der Student’s t-Test.
Andernfalls wurde der Mann-Whitney Test angewandt. Sofern mehr als zwei Gruppen
miteinander verglichen wurden, wurde mithilfe des Shapiro-Wilk normality Tests die
Normalverteilung Uberprift. AnschlieBend wurde bei normalverteilten Daten ein one-way
ANOVA mit nachfolgendem Tukey’s multiple comparisons Test durchgeflihrt, andernfalls ein
Kruskal-Wallis Test mit einem anschlieRenden Dunn’s multiple comparisons Test. Ein p < 0,05

wurde als statistisch signifikant betrachtet.
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3. Ergebnisse

3.1 Bedeutung von Rab7 und der Lysosomen fir die akute Pankreatitis

Der nachfolgende Teil der Dissertation befasst sich mit der intrapankreatischen
Proteasenverteilung, -aktivierung und deren Einfluss auf die Schwere und den Verlauf der
akuten Pankreatitis im Rab7-Modell der Maus. Diese Mause besitzen eine Azinuszell-
spezifische Deletion von Rab7 und werden aufgrund der Expression der Cre-Rekombinase im

Folgenden als Rab7 +/cre bezeichnet. Als Kontrolltiere dienen Rab7 +/+ Tiere.

3.1.1 Charakterisierung der Rab7-defizienten Mause

Zum Beginn der Arbeit erfolgte die Charakterisierung der Mausmodelle. Hierbei wurde die
pankreasspezifische Rab7-defiziente Maus (Rab7 +/cre) mit der Rab7-kompetenten Maus
(Rab7 +/+) verglichen. Die Rab7 +/+ Mause entsprechen nicht den normalerweise Ublichen
Wildtypmausen, da das Gen Rab7 von flox-Sequenzen flankiert wird. Die Deletion des Gens
erfolgt Uber die Pankreas-spezifische Expression der Cre-Rekombinase.
Die Rab7-defizienten Mause zeigten phéanotypisch keine Unterschiede im Vergleich zu den
Rab7-kompetenten Kontrollmdusen. Nachfolgend wurden 8-12 Wochen alten Mausen Proben
von verschiedenen Organen entnommen und diese fir weitere histologische oder
molekularbiologische Analysen verarbeitet. Fir die Histologie wurden die Organe in Paraffin
oder Cryocompound Clear Medium eingebettet. Von Paraffinschnitten des Pankreas, der
Lunge, der Leber, der Niere, der Milz und des Dinndarms wurden HE-Farbungen angefertigt
und mithilfe der Hellfeldmikroskopie ausgewertet. Hierbei waren keine Unterschiede zwischen
der Rab7-defizienten Maus und den Kontrollmausen festzustellen (Abb. 3A). Zur Verifizierung
der Deletion wurden Paraffinschnitte immunhistochemisch angefarbt. Fir die Farbung wurde
als Primarantikorper ein Rab7-spezifischer Antikorper verwendet. Wie in Abb. 3B zu erkennen
ist, war keine Expression von Rab7 im Pankreas nachweisbar. Vom Pankreas der Mause
wurden ebenfalls Homogenate angefertigt, welche nachfolgend mittels SDS-PAGE und
Western Blot ndher charakterisiert wurden (Abb. 3C). Hierbei wurden gleiche Proteinmengen
in den zu vergleichenden Proben eingesetzt, wie in der Expression der Glycerinaldehyd-3-
phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) zu erkennen ist. Auch hier konnte die Rab7-Deletion im
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Pankreas validiert werden, da keine Bande auf der fir das Protein charakteristischen H6he
erkennbar war. Nachfolgend wurde die Expression verschiedener Pankreatitis-relevanter
Enzyme analysiert. Dabei féallt auf, dass die Expression von aktivem Cathepsin B (31 kDa),
Pro-Cathepsin L (40 kDa) und aktivem Cathepsin L (14 kDa, 25 kDa) in den Rab7-defizienten
Mausen erhoht ist. Die Expression von Pro-Cathepsin B (43 kDa) und Trypsin (30 kDa)
erscheint unbeeinflusst vom Knockout. Im Folgenden wurde untersucht, in welchem
subzellularen Kompartiment des Pankreas diese Enzyme lokalisiert sind. Dazu wurde das
Pankreas der Mause durch subzellulare Fraktionierungen aufgetrennt, wobei eine schwere
Zymogengranula-reiche Fraktion (ZG), eine Lysosom-reiche Fraktion (Lys) und eine
cytosolische Fraktion (Cyt) erhalten werden konnte. Diese wurden im Anschluss ebenfalls
mittels SDS-PAGE und Western Blot analysiert. Hierbei dienten Syncollin, LIMPII (lysosome
membrane protein 2) und Tubulin als Marker der Zymogengranula-reichen, der Lysosom-
reichen und der cytosolischen Fraktion (Abb. 3D). In den Rab7-defizienten Mausen konnte eine
Umverteilung der Pro-Form und der aktiven Form von Cathepsin B und Cathepsin L von der
lysosomalen in die schwere Fraktion festgestellt werden. Zusammenfassend ist anzunehmen,
dass es zu einer erhdhten Expression und Fehlsortierung von CTSB und CTSL in die

Zymogengranula-angereicherten Fraktionen der Rab7-defizienten Tieren gekommen ist.
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Abbildung 3: Charakterisierung der Rab7-defizienten (Rab7 +/cre) und der Rab7-kompetenten
Kontrollméuse (Rab7 +/+). A: HE-Farbungen von Paraffinschnitten des Pankreas, der Leber, der Lunge,
der Niere, der Milz und des Dinndarms zeigen keine histologischen Unterschiede in den Organen
zwischen den Mausen. B: Immunhistochemische Farbung des Pankreas mit einem anti-Rab7 Antikorper
als Priméarantikodrper belegt den Knockout des Proteins Rab7 im Pankreas. C: Western Blot Analysen
von Pankreashomogenaten validieren die Defizienz von Rab7 im Pankreas. Ebenfalls zeigen sie eine
erhdhte Expression von aktivem Cathepsin B (Akt. CTSB) und sowohl der Pro- (Pro-CTSL) als auch der
aktiven Form (single chain CTSL, heavy chain CTSL, light chain CTSL) von Cathepsin L. Die Expression
von Trypsin ist unverédndert. Die Expression von Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH)
dient als Ladekontrolle. D: In Western Blot Analysen von subzelluléren Fraktionen des Pankreas ist eine
Umverteilung der lysosomalen Cathepsine (Cathepsin B, Cathepsin L) von der lysosomalen Fraktion
(Lys) in die schwere, Zymogengranula-reiche Fraktion (ZG) zu beobachten. Die Expression und
Verteilung von Syncollin, LIMPII und Tubulin dienen jeweils als Marker fiir die ZG-, Lys- und cytosolische
Fraktion (Cyt).

3.1.2 Azinuszellen

Nachfolgend wurde die Aktivierung der Enzyme innerhalb der pankreatischen Azinuszellen
naher untersucht. Hierzu erfolgte die Isolation dieser aus Mauspankreata. Anschlieend
wurden die lebenden Zellen mit einer supramaximalen Konzentration von Cholecystokinin
(CCK) stimuliert. Wie bereits in der Einleitung erwahnt, fihrt eine supramaximale Konzentration
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von CCK zu einem konstant hohen Anstieg der cytosolischen Calcium-Konzentration, einer
Sekretionsblockade am apikalen Pol der Azinuszelle und letztendlich zur intrazellularen
Proteaseaktivierung. Wie in Abbildung 4 dargestellt, findet sich nach 20 min ein
Aktivierungsanstieg von Cathepsin L, Cathepsin B und Trypsin in diesen Zellen sowie eine
Erhdhung der Zelltodrate in den Kontrollzellen (Rab7 +/+). Im Gegensatz dazu sind in den
Rab7-defizienten Azinuszellen bereits ohne CCK-Stimulation die basalen Aktivitédten von CTSL
und CTSB signifikant erhdéht, ohne dass eine Aktivierung von Trypsinogen in diesen Zellen
eintritt. Nach 20-mindtiger Stimulation mit CCK kam es ahnlich zu den Kontrollzellen ebenfalls
zum Anstieg der CTSB-, CTSL-, Trypsinaktivitdt und der Zelltodrate. Jedoch war der Anstieg
der Cathepsin-Aktivitaten im Vergleich zu den Kontrollen signifikant erhoht.
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Abbildung 4: Enzymaktivitditen und Zelltod in isolierten pankreatischen Azinuszellen von Rab7-
defizienten (Rab7 +/cre) und Kontrollméausen (Rab7 +/+) vor und 20 min nach Stimulation der Zellen mit
einer supramaximalen Konzentration von Cholecystokinin (CCK). Die Rab7-defizienten Azinuszellen
zeigen sowohl ohne als auch mit CCK-Stimulation eine signifikant erhéhte Aktivitat von Cathepsin B und
Cathepsin L. Die Aktivitat von Trypsin und die Zelltodrate sind unverandert. Die Enzymaktivitaten sind in
Relation zur Enzymaktivitdt in Kontrollméusen ohne CCK-Stimulation angegeben. Die dargestellten
Werte entsprechen den Mittelwerten von mindestens sechs biologischen Replikaten +/- des

Standardfehlers. * symbolisiert p<0,05.
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3.1.3 Caerulein-Modell der akuten Pankreatitis

3.1.3.1 Fruher Zeitpunkt im Rab7-Mausmodell

Um die beschriebenen Ergebnisse der Azinuszellen in einem ganzheitlichen Kontext zu
betrachten, erfolgten die ersten in vivo Experimente im Ganztier. Dazu wurden Schweregrad
und Verlauf der Erkrankung in Rab7-defizienten und Rab7-kompetenten Mausen verglichen.
Als Modell der Erkrankung wurde das Caerulein-Modell angewandt. Dabei wird den Mausen
stindlich eine auf das Korpergewicht der Maus definierte Menge Caerulein, ein Analogon des
Hormons Cholecystokinin (CCK) mit &hnlicher Wirkung, intraperitoneal injiziert. Unter
physiologischen Konzentrationen bewirkt Caerulein die Sekretion der Verdauungsenzyme aus
den Azinuszellen in den Pankreasgang. Bei sehr hohen Konzentration fuhrt es jedoch zu einer
Sekretionsblockade in der Azinuszelle und letztendlich zur Entstehung der Erkrankung in der
Maus. Um die basale Aktivitat der Verdauungsenzyme gering zu halten, fasteten die Mause
vor Beginn des Experiments fur 8 Stunden.
Zur Analyse der Friihphase der akuten Pankreatitis erfolgte die Charakterisierung 1 h nach der
ersten Caerulein-Injektion (1 h Zeitpunkt). Das Pankreas wurde histologisch und
molekularbiologisch analysiert. Das Serum wurde aus dem Blut der Mause gewonnen und
hinsichtlich der Amylase- und Lipase-Aktivitat untersucht. Dies sind Schweregradmarker der
Erkrankung. Paraffinschnitte der Pankreas wurden mittels der Hamatoxylin-Eosin-Farbung
naher charakterisiert. Die Farbungen wurden anschlieliend nach einem modifizierten Score
nach Niederau et al. ausgewertet [112]. Hierbei konnten nur minimale Unterschiede zwischen
dem 1 h Zeitpunkt und dem basalen Zustand (0 h) festgestellt werden. Zwischen den Gruppen
waren keine Unterschiede erkennbar (Abb. 5A).

Die Messungen der Amylase- und Lipase-Aktivitaten im Serum der Mause ergab keine
signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen (Abb. 5B). Fir die biochemische Analyse
des Pankreas wurde dieses homogenisiert und die Trypsin-, Cathepsin L- (CTSL) und
Cathepsin B-Aktivitdt (CTSB) fluorometrisch bestimmt. Im Vergleich zu den histologischen
Ergebnissen und den Serumanalysen waren die Messungen der Trypsin-Aktivitat ahnlich (Abb.
5C). Im Gegensatz dazu jedoch waren die Aktivitdten von CTSB und CTSL im Pankreas der
Rab7-defizienten Tiere sowohl basal als auch wahrend der Frihphase der Pankreatitis

signifikant erhdht. Im Unterschied zu den Messungen der Enzymaktivitaten in den lebenden
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Azinuszellen zuvor ist zu beachten, dass die gemessenen Enzymaktivitaten in Homogenaten

lediglich die Gesamtmenge der aktiven Form des Enzyms und nicht die intrazellulare Aktivitat
widerspiegelt.
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Abbildung 5: Ergebnisse der Caerulein-induzierten Pankreatitis in Rab7-defizienten und Rab7-
kompetenten Mausen nach 1 h. A: Die HE-Farbung von Pankreas-Schnitten und die Auswertung dieser
anhand eines Histoscores zeigen keine Unterschiede zwischen den beiden Gruppen. B: Die Analyse
der Aktivitdten von Amylase und Lipase im Serum, beides Schweregradmarker fur die akute Pankreatitis,
zeigen ebenfalls keine Unterschiede. C: Die Trypsinaktivitat in Pankreashomogenaten weist keine
Unterschiede zwischen den Gruppen auf. D: Die Aktivitat von Cathepsin B (CTSB) und Cathepsin L
(CTSL) in Pankreashomogenaten ist sowohl basal als auch zum 1 h Zeitpunkt der Erkrankung in den
Rab7-defizienten Mausen signifikant erhdht. Die dargestellten Werte entsprechen den Mittelwerten von
mindestens 6 biologischen Replikaten +/- des Standardfehlers. * symbolisiert p<0,05.

Um die Lokalisation und damit die mdgliche Interaktion der Cathepsine und des Trypsins néher
zu charakterisieren, wurden subzellulare Fraktionen der beiden Gruppen zu beiden
Zeitpunkten gewonnen und mittels fluorometrischer Messung der Enzymaktivitaten analysiert
(Abb. 6). Wie bereits im Western Blot in Abb. 3D zu erkennen ist, kommt es in den Rab7-
defizienten Tieren zu einer vermehrten Aktivitat von CTSB und CTSL in der Zymogengranula-
angereicherten Fraktion (Abb. 6A+B). Im Gegensatz zu den Ergebnissen aus Abb. 3D sind
keine Unterschiede in der lysosomalen Fraktion zwischen den Gruppen erkennbar. Ebenso ist

auch die Aktivitat der beiden Cathepsine in der cytosolischen Fraktion in den Rab7-defizienten
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Tieren signifikant erhéht. Zum 1 h Zeitpunkt der Erkrankung kommt es in den Kontrolltieren zu
einer Umverteilung der Cathepsin-Aktivitdten von der lysosomalen in die Zymogengranula-
angereicherte Fraktion. Dieser Trend ist auch in den Rab7-defizienten Tieren erkennbar,
jedoch ist die Enzymaktivitat in jeder der drei Fraktionen signifikant erhoht.

Die Trypsin-Aktivitaten zum Zeitpunkt O h sind in allen Fraktionen in beiden Gruppen sehr
gering, da das Enzym noch inaktiv als Zymogen vorliegt (Abb. 6C). Nach 1 h kommt es zur
Aktivierung und damit zum Anstieg der Enzymaktivitéat in der Zymogengranula-angereicherten
Fraktion. Hier sind keine Unterschiede zwischen den beiden Gruppen erkennbar. Einzig in der
lysosomalen Fraktion ist die Aktivitat in der Kontrollgruppe signifikant erhéht.
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Abbildung 6: Enzymaktivitdten in subzellularen Fraktionen des Pankreas von Rab7-defizienten und
Rab7-kompetenten Mausen basal und 1 h nach Induktion einer akuten Pankreatitis. A+B: Die Cathepsin
B- und L-Aktivitat ist bereits zum 0 h Zeitpunkt in den Rab7-defizienten Tieren in der Zymogengranula-
reichen (ZG) und der cytosolischen Fraktion (Cyt) signifikant erhdht. In der Lysosom-reichen Fraktion
(Lys) sind die Aktivitdten von Rab7 knockout und Kontrolltieren gleich. Zum 1 h Zeitpunkt der akuten
Pankreatitis ist eine Umverteilung der CTSB-Aktivitat von der lysosomalen in die Zymogengranula-reiche
Fraktion der Rab7-kompetenten Mausen erkennbar. In den subzellularen Fraktionen der Rab7-
defizienten Mausen ist ebenfalls nach 1 h eine Umverteilung erkennbar, jedoch ist die CTSB- und CTSL-
Aktivitat in jeder der drei Fraktionen signifikant erhdht. C: Die Aktivierung von Trypsin zum Beginn (0 h)
ist in allen Fraktionen in beiden Mausstdmmen identisch. Zum 1 h Zeitpunkt der Erkrankung findet sich
eine Aktivierung und damit Erhéhung der Trypsin-Aktivitat in der Zymogengranula-reichen Fraktion in
beiden Mausstammen. Einzig in der lysosomalen Fraktion ist die Trypsin-Aktivitdt in den Rab7-
defizienten Tieren signifikant verringert. Die dargestellten Werte entsprechen den Mittelwerten von

mindestens 6 biologischen Replikaten +/- des Standardfehlers. * symbolisiert p<0,05.
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3.1.2.2 Spatere Zeitpunkte der akuten Pankreatitis im Rab7-Mausmodell

Nachfolgend wurde der spatere Verlauf der akuten Pankreatitis im Rab7-Modell charakterisiert.
Dafur wurde das Caerulein-Modell der Erkrankung angewandt und die Erkrankung zu den
Zeitpunkten 0 h, 4 h und 8 h analysiert. Caerulein wurde stiindlich appliziert. Nach der vierten
Caerulein-Injektion, d.h. zum Zeitpunkt 4 Stunden, waren histologisch keine Unterschiede in
HE-Farbungen der Pankreata der Mause zwischen den Rab7-defizienten und Rab7-
kompetenten Tieren erkennbar. Nach 8 h wiesen die Rab7-defizienten Tiere einen signifikant
hdheren Histoscore auf, welches einen gréReren pankreatischen Schaden indiziert (Abb. 7 A).
Auch die Amylase- und Lipase-Aktivitditen im Serum und die Trypsin-Aktivitat im
Pankreashomogenat nach 8 h waren in dieser Gruppe signifikant erhdht (Abb. 7 B+C). Somit
ist die Krankheitsschwere in den Rab7-defizienten Tieren zu Beginn &hnlich wie bei den
Kontrollen, nimmt  jedoch im spateren Verlauf der Erkrankung Zu.
Ahnlich wie bei den Untersuchungen der frilhen Erkrankungszeitpunkte waren die Aktivitaten
von CTSB und CTSL im Pankreashomogenat zu jedem Zeitpunkt in Rab7 +/cre Mausen
signifikant erhdht (Abb. 7 D).
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Abbildung 7: Ergebnisse der Caerulein-Pankreatitis zu den 4 h und 8 h Zeitpunkten in den Rab7-
defizienten Mausen. HE-Farbungen von Pankreasschnitten und Histoscore-Analysen (A), die
Trypsinaktivitat im Pankreashomogenat (B) und Amylase- und Lipaseaktivitdten im Serum (C) zeigen
keine Unterschiede nach 4 h, jedoch héhere Schwere bzw. Aktivitat nach 8 h in den Rab7-defizienten
Tieren. D: Cathepsin B (CTSB) und Cathepsin L (CTSL) weisen signifikant erhéhte Aktivitaten im
Pankreashomogenat zu allen erhobenen Zeitpunkten der Erkrankung in den Rab7-defizienten Tieren
auf. Die dargestellten Werte entsprechen den Mittelwerten von mindestens 6 biologischen Replikaten
+/- des Standardfehlers. * symbolisiert p<0,05.

Zur ndheren Charakterisierung des Zelltods im Pankreas wurden Paraffinschnitte anhand einer
TUNEL-Farbung analysiert. Zu diesem Zweck wird freie DNA von apoptotischen Zellen
nachgewiesen. Die Auswertung erfolgte Uber die quantitative Analyse der Immunfluoreszenz-
Aufnahmen (Abb. 8). Hierbei ist die Apoptoserate sowohl basal (0O h) als auch nach 8 h im
Pankreas von Rab7-defizienten Tieren signifikant erhéht.

58



Ergebnisse

Rab7 +/+ Rab7 +/cre
2.64 * *

g W Rab7 +/+
s 2.0 A Ea Rab7 +/cre
3

N

[}

=

2

S

Qo

[

QL

©

oh | gh

Abbildung 8: TUNEL-Farbungen des Pankreas im unstimulierten Zustand und 8 Stunden nach
Induktion der Caerulein-Pankreatitis in Rab7-defizienten und Rab7-kompetenten M&usen. Links sind
exemplarische Aufnahmen der Farbungen dargestellt und rechts finden sich die Ergebnisse der
quantitativen Auswertung der Bilder, berechnet als Anteil der apoptotischen Zellen im Verhaltnis zu allen
ausgewerteten Zellen. Die dargestellten Werte entsprechen den Mittelwerten von mindestens 6

biologischen Replikaten +/- des Standardfehlers. * symbolisiert p<0,05.

3.1.2.3 Ergebnisse im GPN Modell

Das zweite experimentelle Modell zur Analyse der Bedeutung der Lysosomen in der akuten
Pankreatitis basiert auf der Anwendung der lysosomotropen Substanz Gly-Phe-R-
naphthylamid (GPN), die die Integritdt der lysosomalen Membran stort. Dafiir wurde den
Mé&usen vor der ersten Caerulein-Applikation GPN intravends injiziert. Die Chemikalie gelangt
in die Lysosomen und wird dort von Cathepsin C gespalten, welches nur lysosomal lokalisiert
ist. Die Produkte dieser Hydrolyse fiihren anschliel3end zur osmotischen Lyse der Lysosomen
[113]. In ex vivo Vorversuchen konnte bereits gezeigt werden, dass GPN zur Umverteilung von
lysosomalen Proteinen (wie CTSB und CTSL) von der lysosomalen in die cytosolische Fraktion

fuhrt [114]. Ebenso wurde die Wirkung von GPN auf pankreatische Azinuszellen untersucht.

Auf diesen Daten aufbauend wurde der Effekt von GPN in vivo analysiert. Als Mausmodell
diente die C57BL6/J Maus. Die Applikation von GPN erfolgte zweimalig vor bzw. wahrend der
Caerulein-Injektion intravends. Eine Stunde nach der Caerulein-Applikation wurden analog
zum Rab7-Mausmodell Organe und Serum entnommen aufgearbeitet.
In vergleichenden Analysen von HE-Farbungen des Pankreas und der darauf basierenden
Evaluation des histologischen Schadens (Histoscore) konnten keine Unterschiede zwischen
den Gruppen erkannt werden (Abb. 9 A). Auch die Messung der Amylase- und Lipase-Aktivitat
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im Serum (Abb. 9 C) sowie der Trypsin- und CTSB-Aktivitat im Pankreashomogenat (Abb. 9
B+D) zeigten keine Unterschiede. Somit kann davon ausgegangen werden, dass GPN keinen
Einfluss auf die Entstehung der akuten Pankreatitis im Mausmodell hat.
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Abbildung 9: Ergebnisse der akuten Caerulein Pankreatitis zum 1 h Zeitpunkt in GPN-behandelten und
—unbehandelten C57BL6/J Wildtyp Mausen. HE-Farbungen von Pankreas-Schnitten und darauf
basierende Histoscore-Analysen (A), Messungen der Amylase- und Lipase-Aktivitat im Serum (C) und
Trypsin- (B) und CTSB-Messungen (D) im Pankreashomogenat zeigen keine Unterschiede zwischen
den Gruppen. Die dargestellten Werte entsprechen den Mittelwerten von mindestens 6 biologischen
Replikaten +/- des Standardfehlers. * symbolisiert p<0,05.
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3.2 Bedeutung von CLNS fir die akute Pankreatitis

Im weiteren Verlauf erfolgte eine Fokussierung auf dem Golgi-Apparat vorgeschaltete
Transportmechanismen von lysosomalen Enzymen, die unter der Kontrolle von CLN8 sind. Die
Analyse erfolgte Uber die genetische Deletion von CLN8 im Tiermodell der Maus. Diese Tiere
werden nachfolgend als CLN8 bzw. CLN8 -/- bezeichnet. Im Gegensatz zum vorherigen Rab7-
Mausmodell ist diese Deletion nicht pankreasspezifisch, sondern komplett. Hierbei dienen
Wildtyp Mause (C57BL6/J, WT) als Kontrolltiere fir die Experimente.

3.2.1 Charakterisierung der CLN8-defizienten M&ause

Zur Charakterisierung des Mausmodells wurden mehrere Organe der Mause histologisch
aufgearbeitet und mittels HE-Farbung verglichen. Dabei konnten keine morphologischen
Unterschiede im Pankreas, Leber, Lunge, Niere, Milz oder Dinndarm gesehen werden (Abb.
10 A). Im Anschluss wurde das Pankreas der Mause homogenisiert und die Proteinexpression
von Cathepsinen mittels Western Blot sowie deren Enzymaktivitaten anhand fluorometrischer
Messungen verglichen. Durch Immunoblot Analysen konnte die komplette Deletion von CLN8
im Pankreas belegt werden. Die Expression der Pankreatitis-relevanten Proteine Trypsin, pro-
Cathepsin B (CTSB) und aktives CTSB, pro-Cathepsin D (CTSD) und aktives CTSD sowie
Cathepsin C (CTSC) ist in den CLN8-defizienten Tieren identisch zu den Wildtyp Tieren (Abb.
10 B). Auch die Messung der enzymatischen Aktivitat zeigt &hnliche Mengen von aktivem
CTSB und CTSL im Pankreas (Abb. 10 C). Die Deletion von CLN8 konnte auch mittels
immunhistochemischer Farbungen des Proteins mit Hilfe eines CLN8-spezifischen Antikdrpers

im Pankreasgewebe nachgewiesen werden (Abb. 10 D).
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Abbildung 10: Charakterisierung der CLN8-defizienten Mause im Vergleich zu CLN8-kompetenten

Mausen. A: HE-Farbungen von Paraffinschnitten des Pankreas, der Leber, der Lunge, der Niere, der

™ f

Milz und des Diinndarms zeigen keine histomorphologischen Unterschiede der Organe. B: Western Blot
Analysen von Pankreashomogenaten der Mause belegen die Defizienz von CLN8 im Pankreas der
Knockout Tiere. Im Vergleich zu den Wildtypen fanden sich auch keine Unterschiede in der
Proteinexpression der lysosomalen und sekretorischen Enzyme. C: Messungen der Cathepsin L (CTSL)
und Cathepsin B (CTSB) Enzymaktivitaten in Pankreashomogenaten zeigen ebenfalls keine
Unterschiede. D: Immunhistochemische Farbungen von Pankreas-Schnitten mithilfe eines anti-CLN8-
Primarantikdrpers bestétigen die Defizienz des Proteins in den Knockout M&usen. Die dargestellten

Werte entsprechen den Mittelwerten von mindestens 6 biologischen Replikaten +/- des Standardfehlers.

* symbolisiert p<0,05.
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3.2.2 Proteasenaktivitat in den CLN8-defizienten Azinuszellen

Nachfolgend wollten wir klaren, ob sich die intrazelluldre Proteasenaktivierung in supramaximal
stimulierten Azinuszellen der CLN8 -/- Mause unterscheidet. Analog zu den Ergebnissen im
Pankreashomogenat konnten basal keine Unterschiede in der CTSB-, Trypsin-, CTSL- Aktivitat
und Zelltod im Vergleich zu den Kontrolltieren festgestellt werden. Nach 20-minttiger CCK-
Stimulation kam es in den Kontrolltieren zum Anstieg der Enzymaktivitaten und des Zelltodes
in beiden Gruppen, die Trypsin- und CTSB-Aktivitat jedoch war in den CLN8-defizienten Zellen
signifikant reduziert (Abb. 11), wobei die Zelltodrate unbeeinflusst blieb. Somit gab es trotz
gleicher Expression der beiden Enzyme Unterschiede in ihrer Aktivierung in lebenden Zellen
abhangig von der CLN8-Expression.

Um zu verifizieren, dass die Unterschiede in der Aktivierung von Trypsin nicht auf eine
Reduktion des Trypsinogens in den CLN8-defizienten Tieren beruhen, wurde das gesamte
Trypsinogen im Pankreashomogenat mit Enterokinase aktiviert. Dieses Enzym ist unter
physiologischen Bedingungen fur die Aktivierung von Trypsinogen zu Trypsin im Dunndarm
verantwortlich. Die nachfolgende Messung der Trypsin-Aktivitat spiegelte den gesamten
Trypsinogengehalt im Pankreas wider und zeigte keine Unterschiede (Abb. 12 A). Somit
resultiert die reduzierte Trypsinaktivitit in den isolierten Azinuszellen von einer reduzierten
Aktivierung des vorhandenen Trypsinogens.

Erganzend wurden ebenfalls die Amylase- und Lipase-Aktivitaten in Pankreashomogenaten
gemessen. Beide Enzyme befinden sich wie Trypsinogen im sekretorischen Kompartiment.
Auch hier zeigte sich eine dhnliche Aktivitat und damit Expression der beiden Enzyme in beiden
Gruppen (Abb. 12 B).
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Abbildung 11: Messung der Enzymaktivititen in isolierten Azinuszellen nach Stimulation mit
Cholecystokinin (CCK). Nach 20 min zeigen die Messungen signifikant verringerte Cathepsin B- (CTSB)
und Trypsinaktivitaten, jedoch keine Unterschiede in der Cathepsin L- Aktivitat (CTSL) und im Zelltod in
den CLN8-defizienten Mausen. Die dargestellten Werte entsprechen den Mittelwerten von mindestens

6 biologischen Replikaten +/- des Standardfehlers. * symbolisiert p<0,05.
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Abbildung 12: Messung des Amylase-, Lipase- und Trypsinogengehalts in Pankreashomogenaten
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unstimulierter Mause. A: Messungen der Amylase- und Lipaseaktivitat in Pankreashomogenaten zeigen
keine Unterschiede zwischen CLN8-kompetenten und -—defizienten Mausen. B: Das
Pankreashomogenat wurde mit Enterokinase voraktiviert. Nachfolgende Trypsin-Messungen, welche
den gesamten Trypsinogen-Gehalt der Proben widerspiegeln, zeigen keine Unterschiede zwischen
CLNB8-defizienten und —kompetenten Mausen. Die dargestellten Werte entsprechen den Mittelwerten

von mindestens 6 biologischen Replikaten +/- des Standardfehlers. * symbolisiert p<0,05.
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3.2.3 Caerulein Modell der akuten Pankreatitis

Nach der Charakterisierung der Proteasenaktivierung in den pankreatischen Azinuszellen war
von Interesse, welche Auswirkungen das Fehlen von CLN8 auf den Verlauf der akuten
Pankreatitis in vivo hat. Hierzu wurde in nichternen Mausen durch repetitive Caerulein-
Applikationen eine akute Pankreatitis induziert und diese Mause zu den Zeitpunkten 0 h, 1 h,
2 h, 8 h und 24 h nach der ersten Injektion hinsichtlich der Schwere der Erkrankung und der
Aktivitat der Proteasen im Pankreas charakterisiert.

Das Pankreas der Mause wurde in Paraffin eingebettet und nach Hamatoxylin-Eosin-Farbung
histologisch begutachtet. Eine Quantifizierung des lokalen Schadens erfolgte anhand eines
Histoscores. Wahrend in der Friuhphase, d.h. nach einer Stunde, keine signifikanten
Unterschiede zu beobachten waren, fand sich zum 8 h Zeitpunkt der Erkrankung ein signifikant
groRerer pankreatischer Schaden in den CLN8-defizienten Mausen (Abb. 13 A). Messungen
der Amylase- und Lipase-Aktivitat zeigten in der friilhen Phase der akuten Pankreatitis (1 h) in
den CLN8-defizienten Mausen eine Verminderung der Aktivitdt im Vergleich zu den
Kontrolltieren. Nach 2 h glichen sich die Werte an und nach 8 h war die Serum-Amylase der
CLN8-defizienten Tiere signifikant hoher als in den Kontrolltieren. Zu einem spéaten
Erkrankungszeitpunkt (24 h) waren keine Unterschiede in den Enzymaktivitaten von Amylase
und Lipase detektierbar (Abb. 13 B). Da sowohl die Amylase- als auch die Lipase-Aktivitat im
Serum Marker fur den Schweregrad der Erkrankung sind, deuten niedrige Aktivitaten auf eine
mildere Erkrankung in der Frihphase im Tiermodell hin, welche sich nach 2 h an die der
Kontrolltiere anpasst und nach 8 h sogar umkehrt und erhdht ist. Auch die Trypsin-Aktivitat im
Pankreashomogenat der CLN8-defizienten Mause war anfangs, d.h. nach 1 h, im Vergleich zu
den Wildtypen vermindert und umgekehrt nach 8 h dann erhéht (Abb. 13 C). Die Aktivitaten
von CTSB und CTSL in den Pankreashomogenaten waren zum 1 h Zeitpunkt signifikant
verringert, zu spateren Zeitpunkten jedoch identisch zu den Kontrollen (Abb. 13 D). Die Aktivitat
von Cathepsin C war lediglich zum 8 h Zeitpunkt signifikant erhéht. Zu den anderen
Messzeitpunkten waren keine signifikanten Unterschiede nachweisbar.

Somit ist anzunehmen, dass bei Fehlen von CLN8 die akute Pankreatitis zwar verzogert
begann, sich dann aber anglich und zum spéateren Zeitpunkt sogar schwerer verlief. Zu einem
noch sehr spaten Zeitpunkt (24 h) waren keine Unterschiede zwischen den Gruppen mehr

erkennbar.
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Abbildung 13: Caerulein-Pankreatitis zu den Zeitpunkten 0 h, 1 h, 2 h, 8 h und 24 h in CLN8-defizienten
Méausen und CLN8-kompetenten Mausen. A: HE-Farbungen von Pankreas-Schnitten zu den jeweiligen
Zeitpunkten und Histoscore-Analysen zeigen einen erhéhten Schweregrad der Erkrankung nach 8 h
Caerulein-Pankreatitis in den CLN8-defizienten Tieren. B: Messung der Serum-Amylase- und -Lipase-
Aktivitat zeigen zum 1 h Zeitpunkt signifikant geringere Messwerte in den CLN8-defizienten Tieren. C:
Die Trypsinaktivitat im Pankreashomogenat von CLN8-M&usen weist zum 1 h Zeitpunkt signifikant
geringere, zum 8 h Zeitpunkt signifikant héhere Werte auf. D: Ebenfalls zum 1 h Zeitpunkt sind die CTSB-
und CTSL-Aktivitaten signifikant reduziert. Im Gegensatz dazu ist die Aktivitat von Cathepsin C nur zum
8 h Zeitpunkt signifikant erhoht. Die dargestellten Werte entsprechen den Mittelwerten von mindestens
6 biologischen Replikaten +/- des Standardfehlers. * symbolisiert p<0,05.
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3.2.4 Subzellulare Verdnderungen wahrend der akuten Pankreatitis im CLN8-Modell

3.2.4.1 Subzellulare Verteilung von Proteasen vor und wahrend der akuten Pankreatitis

Neben der Expression von Cathepsinen und von Trypsin ist auch deren subzelluléare
Lokalisation fur die Erkrankung relevant. Wie bereits in der Einleitung erlautert, sollte die
Deletion von CLN8 zur Blockade des Transports von lysosomalen Enzymen (wie etwa der
Cathepsine) vom Endoplasmatischen Retikulum zum Golgi-Apparat fihren. Somit wére zu
erwarten, dass die Cathepsine nicht mehr ihre finale Lokalisation erreichen kénnen. Die
bisherigen Ergebnisse in den isolierten Azinuszellen als auch der in vivo Versuche zeigen,
dass trotzdem eine Aktivierung der Proteasen in den Azinuszellen stattfindet und somit auch
eine akute Pankreatitis in den CLN8-defizienten Mausen induzierbar ist.

Das Pankreas von unstimulierten und stimulierten Tieren (1 h nach der ersten Caerulein-
Applikation) wurde fir die Analyse der subzellularen Lokalisation mittels eines
Sucrosegradienten und differentieller Zentrifugationsschritte aufgeteilt, sodass eine schwere,
Zymogengranula-angereicherte  Fraktion (ZG), eine mittelschwere, d.h. Lysosom-
angereicherte Fraktion (Lys) und eine cytosolische Fraktion (Cyt) gewonnen werden konnten.
Diese wurden im Anschluss mittels Immunoblot und fluorometrischer Aktivitdtsmessungen
hinsichtlich der Expression und Lokalisation der Cathepsine und Trypsin analysiert. Fir die
Western Blot Analysen dienten Syncollin, LIMPII und GAPDH als Marker fiur die einzelnen
Fraktionen. Bekannt ist, dass in Wildtyp Tieren die Cathepsine B (CTSB), D (CTSD) und L
(CTSL) tberwiegend in der Lys-Fraktion und zu einem kleinen Teil in der ZG-Teil vorliegen [35,
44]. Einzig Cathepsin C (CTSC) liegt ausschlief3lich lysosomal vor. Dies konnte sowohl im
Western Blot (Abb. 14 A) als auch in den Messungen der Enzymaktivitdten (Abb. 14 B+C)
gezeigt werden. Trypsin liegt basal inaktiv als Zymogen (Trypsinogen) vor, sodass bei
unstimulierten Mausen keine relevanten Aktivitaten nachweisbar sind. Uberraschenderweise
zeigt die subzelluldre Lokalisation der Cathepsine in den CLN8-defizienten Tieren keine
Unterschiede zu den Kontrolltieren. Zu beachten ist hierbei, dass auch das Endoplasmatische
Retikulum in der Lys-Fraktion vorliegt und somit die Aktivitaten in der lysosomal angereicherten
Fraktion nur eingeschrankt interpretierbar sind. Dies zeigt die Expression des ER-Markers

Calreticulin in der Lys Fraktion.
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Trotzdem sollte bei einer vollstdndigen Inhibition des Exports von Cathepsinen aus dem

Endoplasmatischen Retikulums kein CTSB oder CTSL in der schweren Fraktion vorliegen.

In der frihen Phase der akuten Pankreatitis verteilen sich in den pankreatischen Wildtyp-
Azinuszellen aktives CTSB und CTSL von der Lysosom-angereicherten Fraktion in die
Zymogengranula-angereicherten Fraktion um (Abb. 14 C) und es findet eine Aktivierung von
Trypsinogen zu Trypsin in den Zymogengranula statt (Abb. 14 B). In den CLN8-defizienten
Pankreata findet diese Umverteilung nur teilweise statt. So kommt es ebenfalls zu einer
Aktivierung von Trypsinogen in der Zymogengranula-angereicherten Fraktion, jedoch ist diese
im Vergleich zu den Wildtypen signifikant geringer. Ebenso findet eine Umverteilung von
aktivem CTSB von der Lysosom-angereicherten Fraktion in die schwere Fraktion statt, wobei
die Aktivitdt von CTSB in der ZG-Fraktion abermals signifikant reduziert ist. CTSL wird ahnlich
umverteilt wie CTSB, jedoch reduziert sich sowohl in den Wildtypen als auch in den CLN8-
defizienten Pankreata die Aktivitat in der mittelschweren Fraktion nicht. Auch hier ist die
Aktivitat von CTSL in der schweren Fraktion signifikant verringert im Vergleich zu den
Kontrolltieren.

Zusammenfassend verandert das Fehlen von CLN8 in den pankreatischen Azinuszellen nicht
die intrazellulare Verteilung der Pankreatitis-relevanten Proteasen in unstimulierten Mausen.
Nach Induktion der akuten Pankreatitis kommt es in den CLN8-defizienten Mausen ahnlich wie
in den Wildtypen zu einer Aktivierung von Trypsinogen und eine Umverteilung von CTSB und

CTSL, jedoch in einem geringeren Ausmali3.
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Abbildung 14: Subzellulare Verteilung von lysosomalen Proteinen und Trypsin im Pankreas von
unstimulierten und stimulierten CLN8-defizienten Tieren. A: Western Blot Analysen zeigen keine
Unterschiede in der Verteilung der lysosomalen Enzyme Cathepsin D (CTSD), Cathepsin B (CTSB) und
Cathepsin C (CTSC) zwischen unstimulierten Wildtyp und CLN8-knockout Pankreas. B: Messung der
Enzymaktivititen von Trypsin zeigt in unstimulierten Tieren keine Unterschiede zwischen den
Mausstammen. Nach 1 h Caerulein-Applikation findet sich in beiden Mausstdmmen ein Anstieg der
Aktivitdt in der Zymogengranula-angereicherten Fraktion, welcher jedoch in den CLN8-defizienten
Tieren signifikant geringer ist als in den Wildtypen. C: Die pankreatische CTSB- und CTSL-Aktivitat und
—Verteilung ist in unstimulierten CLN8-knockout Tieren ahnlich zu den Kontrolltieren. In stimulierten
Pankreata kommt es zu einem signifikanten Anstieg der Aktivitdt beider Cathepsine in der
Zymogengranula-angereicherten Fraktion, welche jedoch in den CLN8-defizienten M&ausen im Vergleich
zu den Wildtypen schwécher ausfallt. Ebenso sinkt die CTSB-Aktivitat in der Lysosom-angereicherten
Fraktion signifikant ab (jeweils mit einem Asterix markiert). Die dargestellten Werte entsprechen den
Mittelwerten von mindestens 6 biologischen Replikaten +/- des Standardfehlers. * iber den Graphen
symbolisiert Signifikanz im Vergleich zur selben Fraktion und selben Mausstamm zum 0 h Zeitpunkt. Die
Ausnahme ist das * Uber dem Balken, welches eine Signifikanz der vom Balken umfassten Graphen

symbolisiert. * symbolisiert p<0,05.
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3.2.4.2 Morphologische und funktionelle Veranderungen der Mitochondrien

Trotz der Defizienz von CLN8 konnten keine Unterschiede in der Expression und Lokalisation
der Cathepsine in den pankreatischen Azinuszellen festgestellt werden, jedoch waren
Unterschiede in der Proteasenaktivierung in isolierten Azinuszellen und in der Friihphase der
Caerulein-Pankreatitis feststellbar. Um diese Beobachtungen erklaren zu kdnnen, wurden in
Zusammenarbeit mit dem Institut flir Pathologie der Universitdtsmedizin Greifswald
elektronenmikroskopische Aufnahmen der Pankreata von CLN8-defizienten und CLN8-
kompetenten Mausen wahrend der akuten Pankreatitis angefertigt (Abb. 15 A).
Elektronenmikroskopisch waren in Pankreata unstimulierter CLN8-defizienter Mause vermehrt
vesikulare Strukturen mit heterogenem Inhalt zu erkennen, bei denen es sich vermutlich um
Autophagosomen handelt. Insbesondere waren sich bildende Autophagosomen erkennbar,
welche Material des rauen Endoplasmatischen Retikulums enthielten, erkennbar an den
enthaltenden Ribosomen. Eine zweite Besonderheit war eine Haufung von fehlgeformten
Mitochondrien, welche auf eine mdgliche Dysfunktionalitdt dieser Organellen hinweisen
kénnte. Nach 8 h akuter Pankreatitis waren sowohl im CLN8-defizienten als auch im Wildtyp
Pankreas vermehrt sekretorische Vesikel erkennbar, was als Folge der Caerulein-Stimulation
mit nachfolgender Sekretionsblockade zu erwarten war. Ebenso konnte in beiden Gruppen ein
Anstieg an Autophagosomen beobachtet werden, welcher in den CLN8-defizienten Tieren
grolRer war. Auch vermehrte dysmorphe Mitochondrien waren in beiden Gruppen zu sehen, in
den CLN8-defizienten Tieren jedoch mehr.

Zur naheren Analyse der mitochondrialen Funktion wurden Azinuszellen zunachst mit einer
supramaximalen CCK-Konzentration flir 30 min stimuliert. Im Anschluss wurde ein Teil der
Zellen mithilfe des Farbstoffs TMRM angefarbt, welcher sich in Relation zum mitochondrialen
Potential in den Mitochondrien anlagert. Durch nachfolgende Depolarisation und
Normalisierung auf die Zellzahl konnte das maximale mitochondriale Membranpotential (A%)
bestimmt werden (Abb. 15 B). Dabei konnte gezeigt werden, dass nach CCK-Stimulation von
Wildtyp Azinuszellen das maximale mitochondriale Membranpotential um ca. 20 % abfallt,
wobei dieser Unterschied nicht statistisch signifikant war. In den CLN8-defizienten Azinuszellen
ist das Membranpotential bereits vor der Stimulation mit CCK erhght. Nach Stimulation fiel das
Potential nicht ab. Zur weiteren Charakterisierung der mitochondrialen Funktion wurde ein Teil
der Azinuszellen nach CCK-Stimulation homogenisiert und die ATP-Konzentration im
Azinuszellhomogenat gemessen (Abb. 15 C). In den WT Azinuszellen sinkt die ATP-

Konzentration nach CCK-Stimulation um ca. 25 %, wahrend in den CLN8-defizienten Zellen
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bereits vor der Stimulation die ATP-Konzentration signifikant reduziert ist. Im Gegensatz zum
maximalen mitochondrialen Membranpotential sinkt jedoch die ATP-Konzentration nach CCK-
Stimulation um ca. 20 %, sodass der Trend im Vergleich zu den Kontrolltieren identisch ist. Der
Unterschied zwischen den Gruppen ist mathematisch signifikant.

Somit ist anzunehmen, dass das Fehlen von CLN8 zu einer Funktionsbeeintrachtigung des

Mitochondriums, zumindest der ATP-Synthese, fuhrt.

WT CLN8

B 300+ *

200+

1004

L

Ay in Relation zur
Kontrolle [%)]

| mn WT

rip

-ccK | +CCK

ATP Konzentration
relativ zur Kontrolle

Abbildung 15: Elektronenmikroskopische Aufnahmen des Pankreas und Versuche zum

Mitochondriumstoffwechsel. A: Elektronenmikroskopien des Pankreas von CLN8-defizienten und
Wildtyp Méusen zum 0 h und 8 h Zeitpunkt der akuten Pankreatitis. B: Messung des maximalen
mitochondrialen Membranpotentials (AW) unter Ruhebedingungen (-CCK) und 20 min nach
supramaximaler CCK-Stimulation in isolierten pankreatischen Azinuszellen. Sowohl ohne als auch nach
CCK-Stimulation ist das maximale mitochondriale Membranpotential der CLN8-defizienten Azinuszellen
signifikant erhdht. C: Der ATP-Gehalt in Homogenaten von isolierten pankreatischen Azinuszellen war
ohne und 20 min nach supramaximaler CCK-Stimulation in den CLN8-defizienten M&usen signifikant
verringert. Die Aufnahme der Bilder erfolgte bei einer 4000-fachen VergréRerung. Die Werte
entsprechen den Mittelwerten von mindestens 6 biologischen Replikaten +/- des Standardfehlers. *

symbolisiert p<0,05.
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3.2.4.3 Einfluss von CLN8 auf den ER-Stress in der akuten Pankreatitis

Die Defizienz von CLNS fuihrt theoretisch zur Blockade des Transports lysosomaler Enzyme
wie der Cathepsine vom Endoplasmatischen Retikulum (ER) zum Golgi-Apparat. Nachfolgend
sollten sich diese Proteine im ER anstauen. Zudem resultiert die Defizienz von CLN8 aus einer
Insertion und damit Leserasterverschiebung des Gens und einer daraus entstehenden
Expression eines inaktiven, trunkierten Proteins CLN8, welches sich ebenfalls im ER
aggregieren konnte. Moglicherweise kann die Aggregationen dieser Proteine zu ER-Stress
fuhren, welcher nachfolgend untersucht wurde [115].

Dafur erfolgten in Pankreashomogenaten von CLN8-defizienten und CLN8-kompetenten
Mausen Immunoblot Expressionsanalysen diverser ER-Stress-Markerproteine. Im Anschluss
wurden die Ergebnisse densitometrisch ausgewertet. Die Expression von Tubulin diente zur
Normalisierung. Wie in Abb. 16 A dargestellt ist, zeigen Pankreata von CLN8-defizienten Tieren
eine signifikant hohere Expression des endoplasmic reticulum chaperone BiP, des C/EBP-
homologues protein (CHOP) sowie der kleineren Form (50 kDa) des cyclic AMP-dependent
transcription factor ATF-6 alpha (ATF6 50kDa). Zusatzlich ist auch eine signifikant reduzierte
Expression der grol3eren Form (90 kDa) von ATF6 messbar. ATF6 besitzt physiologisch eine
Masse von 90 kDa. In Folge von ER-Stress wird das Protein gespalten, das in der kleineren 50
kDa Form resultiert, welche dann aktiv als Transkriptionsfaktor agiert.

Zur Verifizierung der Ergebnisse wurden immunhistochemische Farbungen des Pankreas der
Mause zum Zeitpunkt 0 h und 1 h der akuten Pankreatitis durchgefiihrt. Hierbei wurde ein BiP-
spezifischer Primarantikdrper verwendet. Bereits unstimuliert (0 h) ist eine vermehrte Farbung
der CLNB8-defizienten Azinuszellen erkennbar (Abb. 16 B). Charakteristisch hierbei ist eine
Zellkern-nahe Farbung der Zellen. Bereits 1 h nach der ersten Caerulein-Applikation ist sowonhl
in den Wildtyp, als auch in den CLN8-defizienten Zellen ein massiver Anstieg der BiP-

Expression zu erkennen, jedoch ist diese abermals im CLN8-defizienten Pankreas grolier.

Somit finden sich Hinweise, dass nicht nur ein basal hoherer ER-Stress im Pankreas von
CLN8-defizienten Tieren vorliegt, sondern dieser bereits nach der ersten Caerulein-Injektion
massiv ansteigt.

Eine mogliche Folge vom ER-Stress-Signaling beinhaltet die Regulation von Genen der
Apoptose. Um dies ndher zu betrachten, wurden Paraffinschnitte des Pankreas zu den
Zeitpunkten 0 h und 8 h nach der ersten Caerulein-Injektion angefertigt und mithilfe eines

TUNEL-Kits geféarbt. Hierbei fluoreszieren apoptotische Zellkerne rot. Die Farbung aller
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Zellkerne erfolgte mit DAPI (blau). Ko-Farbungen der Zellkerne wurden als apoptotische Kerne
gezahlt und quantifiziert (Abb. 16 C). Wahrend im unstimulierten Zustand keine Unterschiede
in der Apoptoserate erkennbar waren, stieg sie nach 8 h in beiden Gruppen an. Der Anstieg in
den CLN8-defizienten Tieren war jedoch signifikant hoher als in der Kontrolltieren. Somit ist
davon auszugehen, dass in den CLN8-defizienten Tieren die Apoptose hochreguliert wird, was

in einer erhdhten Apoptoserate der Azinuszellen resultiert.
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Abbildung 16: ER-Stress und TUNEL-Analysen in CLN8-defizienten Tieren. A: Western Blot Analysen
mit densitometrischer Auswertung zeigen eine signifikant erhohte Expression von BIP, ATF6 50 kDa und
CHOP sowie eine signifikant verringerte Expression von ATF6 90kDa in Pankreashomogenaten CLN8-
defizienter Mause. B: Immunhistochemische Farbungen von Pankreas-Schnitten zum 0 h und 1 h
Zeitpunkt der akuten Pankreatitis zeigen sowohl basal als auch nach 1 h eine deutlich starkere
Expression von BIP in den CLN8-defizienten Tieren. Die Expression nimmt jedoch auch in den Wildtypen
zum 1 h Zeitpunkt zu. C: TUNEL-Farbung von Pankreasschnitten nach 0 h und 8 h und Quantifizierung
ergeben eine signifikant hohere Anzahl apoptotischer Zellen nach 8 h in den CLN8-defizienten Tieren.
Die dargestellten Werte entsprechen den Mittelwerten von mindestens 4 (A) bzw. 6 (C) biologischen

Replikaten +/- des Standardfehlers. * symbolisiert p<0,05.
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3.2.4.4 Autophagie und ER-phagie in der akuten Pankreatitis von CLN8 knockout M&ausen

Aufbauend auf den Beobachtungen hinsichtlich der vermuteten vermehrten Anzahl von
Autophagosomen in der Elektronenmikroskopie und dem erhéhten ER-Stress in CLN8 -/-
Mausen erfolgten weitere Untersuchungen. Zur Verifizierung der Autophagie [116, 117] wurden
Immunoblots von Pankreashomogenaten CLN8-defizienter und -kompetenter Tieren
durchgefuhrt (Abb. 17 A). Die basale Expression des Autophagie-Markers Ubiquitin-bindendes
Protein P62 in den Mauspankreata war in beiden Gruppen &hnlich, wohingegen die des
Microtubule-associated protein 1A/1B light chain 3B (LC3B) in den Knockout Mausen erhoht
war. Dies deutet darauf hin, dass die Autophagie in den CLN8-defizienten Tieren hochreguliert
und nicht inhibiert wird. Dabei ist zu beachten, dass LC3B zwei verschiedene Formen besitzt:
Die gréRere mit 16 kDa entspricht der inaktiven Form. Nach Induktion von Stressmechanismen
finden sich posttranslationale Modifikationen und es entsteht die aktive, 14 kDa grof3e Form,
welche dann aktiv an der Bildung der Autophagosomen beteiligt ist [118, 119].
Immunfluoreszenz-Farbungen des  Pankreas mithife eines  LC3B-spezifischen
Primarantikorpers, der Lysosomen und Autophagolysosomen mithilfe eines LAMPI-
spezifischen Antikorpers (rot) und der Zellkern mittels DAPI (blau) wiesen nach, dass sowohl
basal als auch nach 8 h Caerulein-Applikation die Farbung von LC3B und die Co-Lokalisation
von LC3B und LAMPI (lysosome-associated membrane glycoprotein 1) in der CLNS8-
defizienten Gruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe erhéht ist (Abb. 17 B). Dabei fand sich
sowohl in den Wildtyp Tieren als auch in den Knockouts ein Anstieg der Autophagie nach
Induktion der Pankreatitis (8 h Zeitpunkt).

Da in den elektronenmikroskopischen Aufnahmen besonders ER-haltige Autophagosomen
erkennbar waren, sollte diese besondere Form der Autophagie, namentlich auch als
Retikulophagie oder ER-Phagie [120] bezeichnet, ndher charakterisiert werden. Zuerst wurde
mittels Western Blot die Expression von Rezeptoren der ER-Phagie im Pankreashomogenat
von CLN8-defizienten Mausen und Wildtypkontrollen nach 0 h und 8 h der akuten Pankreatitis
analysiert (Abb. 17 C). Die Expression der Rezeptoren CCPGL1 (cell cycle progression protein
1) und SEC62 (translocation protein SEC62) ist in allen Proben ahnlich schwach bzw. nicht
vorhanden. Im Gegensatz dazu ist jedoch die Expression des Rezeptors FAM134B
(reticulophagy receptor 1, auch RETREG1 genannt) in den Homogenaten der CLN8-
defizienten Mausen zu beiden Zeitpunkten erhoht. Ein Anstieg der Expression ist auch in den
Wildtypen vom unstimulierten Zustand zum 8 h Zeitpunkt erkennbar. Die gesteigerte

Expression alleine beweist jedoch noch nicht die ER-Phagie, sondern liefert lediglich einen
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Hinweis. Deshalb wurde im nachsten Schritt gepruft, ob eine direkte Interaktion von FAM134B
mit LC3B besteht, die das Vorliegen der ER-Phagie erhartet, wofir Co-Immunoprézipitationen
verwendet wurden. Hierzu wurden Pankreashomogenate von Wildtyp und CLN8-defizienten
Méausen zum Oh und 8 h Zeitpunkt der akuten Pankreatitis mit an Agarose-Beads gekoppelten
Anti-LC3B Antikdrpern inkubiert. Anschliel3end erfolgte die Analyse der Proben mittels SDS-
PAGE und Western Blot. Zur Kontrolle wurden die Gele mit Coomassie gefarbt (hier nicht
gezeigt). Im Western Blot wurden die Proben hinsichtlich der Menge an LC3B und FAM134B
analysiert, wobei letzteres nur vorhanden sein kann, wenn es zuvor an LC3B gebunden war.
Die Auswertung der Blots erfolgte densitometrisch. Hierbei ist erkennbar, dass in den CLN8-
defizienten Pankreata sowohl zum 0 h als auch zum 8 h Zeitpunkt die Menge an LC3B und
FAM134B im Vergleich zur Kontrollgruppe erhéht war (Abb. 17 D). Dabei ist der Unterschied
in der Expression von FAM134B zum 8 h Zeitpunkt statistisch signifikant. Das bedeutet, dass
sowohl basal als auch nach 8 h Pankreatitis eine Interaktion von LC3B und FAM134B besteht
und damit eine erhéhte ER-Phagie vorliegt. Dieser Trend von 0 h zu 8 h ist auch in den Wildtyp
Proben vorhanden, jedoch in einer geringeren Auspragung als in den CLN8-knockout Tieren.
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Abbildung 17: Analyse der Autophagie und der ER-Phagie. A: Western Blot Analyse von
Pankreashomogenaten von CLN8-kompetenten (WT) und CLN8-defizienten Mausen. Die Expression
von LC3B ist in den CLN8-defizienten Tieren erhoht. Die Expression von p62 war in beiden Gruppen
schwach. GAPDH diente als Ladekontrolle. B: Immunfloreszenz-Farbung von Paraffinschnitten des
Pankreas von CLN8-defizienten und Wildtypen zum 0 h und 8 h Zeitpunkt der Caerulein-Pankreatitis.
Als Primarantikdrper wurden anti-LC3B (grin) und anti-LAMPI (rot) sowie DAPI zur Farbung der
Zellkerne verwendet. In den CLN8-defizienten Zellen ist eine erhdhte Expression von LC3B und eine
erhohte Co-Lokalisation mit LAMPI zu beiden Zeitpunkten erkennbar. C: Western Blot Analysen von
Pankreashomogenaten von CLN8-defizienten und —kompetenten Mausen zum 0 h und 8 h Zeitpunkt der
akuten Pankreatitis. Die Expression von Tubulin, CCPG1 und SEC62 ist in beiden Gruppen und beiden
Zeitpunkten ahnlich, wohingegen die Expression von FAM134B in den defizienten Tieren zu beiden
Zeitpunkten erhoht ist. Eine Zeitpunkt-abhéngige Erhdhung der Expression von FAM134B ist auch in
der Kontrollgruppe vorhanden. D: Western Blots nach erfolgter Co-Immunopréazipitation von
Pankreashomogenaten CLN8-defizienter Mause und Wildtypkontrollen nach 0 h und 8 h Caerulein-
Pankreatitis. Die Bilder wurden densitometrisch ausgewertet. Die Menge an LC3B und FAM134B ist in
den CLNS8 -/- Mausen zu beiden Zeitpunkten im Vergleich zur Kontrollgruppe erhoht. Die dargestellten
Werte entsprechen den Mittelwerten von mindestens 3 biologischen Replikaten +/- des Standardfehlers.

* symbolisiert p<0,05.

76



Ergebnisse

3.2.5 Generierung und Charakterisierung von CLN8-defizienten 266-6 Zellen

3.2.5.1 Deletion von CLN8 mittels CRISPR/Cas9

Die Verwendung von Azinuszellen weist Limitationen auf, da diese nur wenige Stunden
uneingeschrankt genutzt werden koénnen, was wiederholte frische Praparationen dieser
Zellpopulationen  erfordert. Um diese Nachteile zu umgehen, wurden einige
Versuchsergebnisse aus CLN8-defizienten Tieren in der Zellkultur nachvollzogen. Zur Deletion
des CLN8 Gens in den 266-6 Zellen wurden drei verschiedene crRNAs verwendet. Diese
fuhrten letztendlich zur Generierung von zwei Zelllinien (auch Klone genannt), welche keine
vollstdndige Wildtyp-Sequenz enthielten (Anhang 1). Es fiel auf, dass keine Reinkulturen
generiert werden konnten, sondern verschiedene Genotypen vorhanden waren. In der
Zielsequenz ist eine Deletion von genau 4 oder 13 Basenpaaren eingetreten, welche jedoch
nicht identisch sein mussen. So sind alle vier Varianten der -13 bp-Deletion von Klon 2 auch in
Klon 1 vorhanden. Um off-target Effekte, also genetische Verédnderungen des Genoms
aulBerhalb der Zielregion, auszuschlieRen, wurden zwei vorhergesagte DNA-Abschnitte
ebenfalls sequenziert. Hierbei sind keine Unterschiede zur Wildtyp-Sequenz aufgetreten
(Anhang 2). Als Kontrolle fur alle nachfolgenden Experimente wurde ein weiterer Klon
verwendet, welcher jedoch keine genetischen Unterschiede zu den Ausgangszellen aufwies.
AbschlieBend wurde mittels einer Western Blot Analyse die Deletion von CLN8 auf
Proteinebene kontrolliert. Hierbei ist zu sehen, dass in beiden generierten Klonen keine Bande
auf Hohe von CLN8 erkennbar war (Abb. 18 B).

3.2.5.2 Charakterisierung der ACLNS8 Zellen

Nachfolgend wurden die generierten Klone hinsichtlich ihrer Morphologie, ihrer Proliferation,
des ER-Stresses und ihrer Reaktion auf CCK charakterisiert.

Die Kontrollzellen wiesen eine fir die Zellen typische drisenartige Anordnung in einer Ebene
auf, wobei die einzelnen Zellen dendritische Auslaufer aufwiesen (Abb. 18 A). Im Gegensatz
dazu bildeten die CLN8-defizienten Zellen eher eine dreidimensionale Struktur aus und kamen

seltener einzeln vor. Somit ist davon auszugehen, dass die Deletion von CLN8 zu einer
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fokussierten Zellproliferation fuhren.

Wie zuvor bereits in Pankreashomogenaten von CLN8-defizienten Mausen konnte auch in den
266-6 Zellen gezeigt werden, dass das Fehlen von CLN8 in diesen zu einer erhéhten
Proteinexpression der ER-Stress Marker BIP und CHOP fuhrt (Abb. 18 B).
Nachfolgend wurde das Wachstum der CLN8-defizienten Klone untersucht. Hierzu wurden die
Zellen ausgesaht und nach 24 h und 72h mithilfe des CCKB8-Kits die Anzahl der
proliferierenden Zellen quantifiziert (Abb. 18 C). Hierbei ist zu erkennen, dass die CLN8 -/-
Zellen signifikant langsamer wachsen als die Kontrollzellen. Zuséatzlich wurden die Zellen mit
einer supramaximalen CCK-Konzentration stimuliert. Dies resultiert bei den Kontrollzellen in
einer signifikanten Reduktion der Zellzahl nach 72 h. Die CLN8-defizienten Zellen zeigen keine
Unterschiede in der Zellzahl bei CCK-Stimulation. Dies bedeutet zusammenfassend, dass
einerseits die CCK-Stimulation das Wachstum der 266-6 Zellen beeintrachtigt, andererseits
dass das Fehlen von CLN8 zu einer geringeren Proliferation der Zellen fihrt.

Uber die Expression eines XBP1-GFP Expressionsplasmids ist es abschlieRend moglich, den
ER-Stress in den CLN8-defizienten und —kompetenten Zellen zu quantifizieren. Dieses Plasmid
wurde von Iwawaki et al. [111] generiert und wurde modifiziert (2.2.6.5). Als Reporter dient das
humane Gen XBP1, welches mit dem Gen eGFP fusioniert wurde (Anhang 3). Nach ER-Stress
Induktion wird die mRNA von XBP1 gesplict, sodass es nur dann zur Expression von eGFP
kommt [121]. Die GFP-Intensitat kann mithilfe eine Fluorometers quantifiziert werden. Hierzu
wurden Zellen ausgesdht und nach 24 h mit dem XBP1-GFP Expressionsplasmiden
transfiziert. Die Messung der GFP-Intensitat erfolgte 48 h nach Transfektion (0 h) und wurde
mehrmals Uber 48 h gemessen. Parallel wurden Zellen mit einer supramaximalen CCK-
Konzentration (6,38 pM) oder mit DTT (2 mM) als ER-Stress-Induktor stimuliert. Sowohl zu
Beginn und nach 48 h zeigen die CLN8-defizienten Zellen (C1 und C2) eine signifikant hGhere
GFP-Intensitat im Vergleich zu den Kontrollzellen (Abb. 18 D). Die CCK-Stimulation tber 48 h
resultiert in einem leichten Anstieg der Reporter-Intensitat in allen drei Zellkulturen, welcher
jedoch nicht mathematisch signifikant ist. Die Stimulation mit DTT als Positivkontrolle fuhrt in
allen drei Zellklonen nach 48 h zu einem signifikanten Anstieg der GFP-Intensitét.
Zusammenfassend resultiert das Fehlen von CLN8 in den 266-6 Zellen in eine veranderte
Morphologie der Zellen, einer reduzierten Zellproliferation und einem erhthten ER-Stress. Die
Stimulation der CLN8-defizienten Zellen mit CCK hat im Gegensatz zu den Kontrollzellen
keinen Einfluss auf die Zellproliferation, fuhrt jedoch zu einem weiteren Anstieg des ER-

Stresses.
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Abbildung 18: Charakterisierung der CLN8-defizienten 266-6 Zellen. A: Lichtmikroskopische
Aufnahmen der CLN8-defizienten (ACLN8 Klon 1 und 2) und —kompetenten 266-6 Zellen zeigen keine
Veranderung der individuellen Zellmorphologie, jedoch zeigen CLN8-knockout Zellen keine einheitliche
einzellige Zellschicht, sondern eher ein 3D-Wachstum. B: Western Blot Analysen der Zelllysate zeigen
keine Proteinexpression von CLN8, aber eine erhdhte Proteinexpression der ER-Stress Marker BIP und
CHOP in beiden CLN8-defizienten Klone (C1 und C2) im Vergleich zu den Kontrollzellen (K). Die
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Expression von GAPDH dient als Ladekontrolle. C: Analyse der Zellproliferation mithilfe des CCK8-Kits
zeigt eine &hnliche Zellzahl nach 24 h, jedoch eine signifikant verringerte Zellzahl nach 72 h Wachstum
der CLN8-defizienten Zellklonen im Vergleich zu den Kontrollzellen. Nach supramaximaler CCK-
Stimulation (6,38 uM) zeigen die CLN8-kompetenten Zellen nach 72 h eine signifikante Reduktion der
Zellzahl, wohingegen die CLN8-knockout Zellen keine Unterschiede aufweisen. D: Die Intensitat des
GFPs, welcher der Quantifizierung des ER-Stresses dient, zeigt eine signifikant erhéhte GFP-Intensitét
zu Beginn und nach 48 h in den unstimulierten ACLN8 Zellen (C1 und C2). Die CCK-Stimulation (6,38
pUM) der Zellen Uber 48 h fuhrt zu einem tendenziellen Anstieg der GFP-Intensitat in allen Proben. Die
Stimulation der Zellen mit DTT (2 mM) dient als Positivkontrolle des ER-Stresses und resultiert in allen
drei Zellstammen in einer signifikant erhéhten GFP-Intensitat nach 48 h. Die dargestellten Werte
entsprechen den Mittelwerten von mindestens 4 biologischen Replikaten +/- des Standardfehlers. *

symbolisiert p<0,05.

80



Diskussion

4. Diskussion

Die akute Pankreatitis ist eine gastrointestinale Erkrankung, deren Pathophysiologie zwar
schon seit mehreren Jahrzehnten intensiv untersucht wird, aber wichtige Aspekte immer noch
nicht vollstandig aufgeklart sind. Im Besonderen weist das Verstandnis zu den intrazellularen
Vorgangen innerhalb der pankreatischen Azinuszellen noch Licken auf. So wird die
intrazellulare Aktivierung von Trypsinogen zu Trypsin Uber die lysosomale Hydrolase
Cathepsin B als ein Hauptmechanismus angesehen [41, 31]. Die groRRe Frage ist jedoch, wie
diese beiden normalerweise raumlich voneinander getrennten Enzyme zusammenkommen.
Diese Frage der Co-Lokalisationshypothese ist Bestandteil vieler Forschungsarbeiten [42].
Eine spezielle Rolle nimmt das Lysosom ein. Normalerweise besteht seine Aufgabe darin,
Uberschissiges Zellmaterial oder —organellen abzubauen. Im Rahmen der akuten Pankreatitis
wird jedoch auch die Mdglichkeit einer Fusion der Lysosomen mit dem sekretorischen
Kompartiment diskutiert. Andere Hypothesen zur Co-Lokalisation der beiden Enzyme vermuten
eine fehlerhafte Sortierung der lysosomalen Enzyme in das sekretorische Kompartiment oder
die fehlerhafte Inhibition der lysosomalen oder sekretorischen Enzyme. Ziel dieser Arbeit war
es, die Rolle des Lysosoms und intrazellulare Transportwege von lysosomalen Cathepsinen
im Rahmen der akuten Pankreatitis naher zu charakterisieren, um somit die Bedeutung der

Co-Lokalisation der beiden Enzyme Trypsinogen und Cathepsin B weiter aufklaren zu kénnen.

Hierfir wurde einerseits versucht, uber eine Deletion des Proteins Rab7 die Fusion von
Lysosomen mit dem sekretorischen Kompartiment, den Zymogengranula, zu unterbinden.
Andererseits wurde versucht, Giber die Applikation der Substanz GPN die lysosomale Membran
Zu storen, sodass es nicht mehr seine physiologischen Funktionen ausiiben kann. Durch eine
Deletion von CLN8 sowohl in der Maus als auch in der Zellkultur sollte der Transport der
Cathepsine beeinflusst und damit der Einfluss auf die Pathophysiologie der Erkrankung

charakterisiert werden.

4.1 Einfluss der Deletion von Rab7 im Pankreas auf die akute Pankreatitis

Das Protein Rab7 ist verantwortlich fir den intrazellularen Transport von Vesikeln und damit
indirekt fur den Fusionsprozess von diversen Organellen miteinander. Am besten untersucht
ist die Fusion von spaten Endosomen und Lysosomen. Voraussetzung hierfir ist die
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Expression und Lokalisation von Rab7 auf den Oberflachen der Organellen. Dies trifft auch auf
Zymogengranula im Pankreas zu [122]. Basierend auf diesen Tatsachen stellte sich die Frage,
inwieweit die Deletion von Rab7 in pankreatischen Azinuszellen und somit die Inhibition einer
maoglichen Fusion von Lysosomen und Zymogengranula die Pathophysiologie der akuten
Pankreatitis in der Maus beeinflusst. Der Einfluss der Defizienz von Rab7 auf die akute
Pankreatitis ist in Abbildung 19 zusammengefasst. Bereits wahrend der Charakterisierung der
Rab7-defizienten Mause konnten wir feststellen, dass die Expression der lysosomalen
Cathepsine im Pankreas erhéht war und eine Umverteilung dieser in das sekretorische
Kompartiment bestand. Trotz Co-Lokalisation von Trypsinogen und Cathepsin B in den
Zymogengranula kommt es jedoch unter physiologischen Bedingungen zu keiner Aktivierung
des Trypsinogens, wie in den isolierten Azinuszellen zu erkennen ist. Die fehlerhafte Sortierung
der lysosomalen Enzyme hat weder einen Einfluss auf die Trypsinogenaktivierung noch auf die
Nekrose der Azinuszellen nach CCK-Stimulation. Ein ahnliches Bild zeigt sich auch in vivo.
Zum frihen Zeitpunkt der akuten Pankreatitis im Caerulein-Modell zeigen die Rab7-
Deletionsmause keine Unterschiede in der Histologie des Pankreas, den Schweregradmarkern
Serum-Amylase und -Lipase oder der Trypsinaktivitat im Pankreashomogenat, jedoch eine
signifikant erhdhte Abundanz von pankreatischem Cathepsin B und L. Die Ursache hierfur
ergibt sich aus der Analyse der subzellularen Verteilung der Enzyme im Pankreas. Hierbei ist
erkennbar, dass zwar die lysosomalen Enzyme zum O h und 1 h Zeitpunkt der Erkrankung
fehlerhaft sortiert sind, der Mechanismus der Aktivierung von Cathepsin B und L im
sekretorischen Kompartiment nach 1 h identisch mit den Kontrolltieren ist. Dieser
Mechanismus der Umverteilung oder Aktivierung der lysosomalen Enzyme von der Lysosom-
angereicherten Fraktion im unstimulierten Zustand in die Zymogengranula-angereicherten
Fraktion nach CCK-Stimulation ist bereits bekannt [123]. Ausgehend von den Ergebnissen im
Rab7-Modell erscheint die Trypsin-Aktivierung im sekretorischen Kompartiment unbeeinflusst
von der CTSB- und CTSL-Aktivitat. Dies zeigen auch die Ergebnisse zum friihen Zeitpunkt der
akuten Pankreatitis im Caerulein-Modell der Maus, wo keine Unterschiede im pankreatischen
Schaden, dem Schweregrad oder der Trypsinaktivitat im Pankreas in den Rab7-defizienten
Méausen im Vergleich zu den Kontrollmausen festgestellt werden konnten. Einzig die Aktivitat
und damit Menge der Cathepsine B und L ist abermals signifikant erhoht. Eine mdgliche
Erklarung fur die unverandert gebliebene Trypsinaktivitat konnte im antagonistischen Effekt
von CTSL bestehen, welches sowohl inaktives Trypsinogen als auch aktives Trypsin
degradieren kann [36]. Somit kann sich eine Balance aus CTSB-vermittelter Aktivierung und

CTSL-mediierter Degradation von Trypsinogen/Trypsin einstellen. Ebenso waére eine
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Kompensation der Aktivierung moglich, beispielsweise Uber vorhandene Inhibitoren der
lysosomalen Proteasen oder ein zu hoher pH-Wert im sekretorischen Kompartiment [33]. Im
Gegensatz dazu ist jedoch auch bekannt, dass aktives CTSB im sekretorischen Kompartiment
vorhanden sein muss, damit Trypsinogen aktiviert werden kann. Dies konnten mehrere
Arbeiten mit CTSB -/- Mausen zeigen [33, 32, 31, 124]. Auch aufféllig an der subzellularen
Verteilung der Enzyme im Pankreas der Rab7-defizienten M&usen ist, dass aktives CTSB
sowohl unter physiologischen Bedingungen als auch nach Induktion einer akuten Pankreatitis
im cytosolischen Kompartiment lokalisiert ist. Die Bedeutung des cytosolisch lokalisierten
CTSB ist noch nicht vollstandig geklart. Einige Arbeiten konnten zeigen, dass cytosolisches
CTSB einen pro-apoptotischen Effekt auf die Zelle hat [34, 125]. Andere Arbeitsgruppen
wiederum argumentierten, dass vesikulares und nicht cytosolisches CTSB zur Apoptose flihren
kann, da im Cytosol mehrere CTSB-Inhibitoren lokalisiert sind, wie beispielsweise Cystatin C
und Cystatin B [33]. In dieser Arbeit konnte mithilfe des TUNEL-Assays gezeigt werden, dass
in Rab7-defizienten Mausen sowohl in unstimulierten Azinuszellen als auch nach 8 h die
Anzahl apoptotischer Zellen signifikant erhoht ist. Ob dies direkt mit der Lokalisierung von
CTSB im Cytosol zusammenhangt, benétigt weitererfihrender Experimente. Bekannt ist, dass
Caspasen sowohl anti-nekrotisch als auch pro-apoptotisch im Tiermodell wirken kénnen [126]
und dass deren Aktivitdt teilweise von CTSB anhéngig ist [33]. Der Apoptose werden
hinsichtlich der Schwere der akuten Pankreatitis protektive Eigenschaften zugeschrieben,
sodass eine hohe Apoptoserate in einer Reduktion der Schwere der Erkrankung resultiert [127,
128]. Dies konnte jedoch im Rahmen dieser Arbeit nicht gezeigt werden, da der lokale Schaden
im Pankreas, die Schweregradmarker Amylase und Lipase im Serum und die
intrapankreatische Trypsinaktivitat zum spaten Zeitpunkt der akuten Pankreatitis in den Rab7-
defizienten Mausen im Vergleich zu den Kontrollmausen erhéht war. Somit korreliert in unseren

Untersuchungen eine erhdhte Schwere der Erkrankung mit einer erhéhten Apoptoserate.

Unsere Beobachtungen decken sich mit Ergebnissen einer Arbeit von Takahashi et al., in
welcher ein erhdhter Schweregrad zu einem spaten Zeitpunkt der akuten Pankreatitis in den
Rab7-defizienten Mausen im Vergleich zu Rab7-kompetenten Mausen gezeigt werden konnte
[129]. Sie konnten ferner zeigen, dass die Defizienz von Rab7 zu einer Blockade der
Autophagie und zur Aggregation von Autophagosomen in der Zelle fuhrt. Ebenso konnten
Takahashi et al. signifikant erhdhte Mengen an aktivem CTSB und Trypsin zum spaten
Zeitpunkt der akuten Pankreatitis im Pankreashomogenat nachweisen, ohne jedoch ndher auf

diese Unterschiede einzugehen [129]. In unserer Arbeit konnten diese Ergebnisse bestatigt
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werden. Zusatzlich konnte gezeigt werden, dass sowohl CTSB als auch CTSL sowohl unter
physiologischen Bedingungen als auch in der frihen, der mittleren und der spaten Phase der
akuten Pankreatitis in der Maus signifikant vermehrt vorlagen. Die Ursachen fur diese
Uberexpression und Fehlsortierung, zumindest unter unstimulierten Bedingungen, sind bislang
ungeklart und bedirfen weiterer Experimente, auch hinsichtlich der Frage, ob ein
Zusammenhang zwischen der Uberexpression und Umverteilung von CTSB auf der einen
Seite und der erhdhten Aktivitat von Trypsin auf der anderen Seite besteht.

Die in vivo Ergebnisse des GPN-Modells der akuten Pankreatitis bestatigten die Ergebnisse
des Rab7-Modells in der Frihphase der akuten Pankreatitis insofern, dass sich auch hier keine
Unterschiede im lokalen pankreatischen Schaden, Schweregrad der Erkrankung und
pankreatischen Trypsin- und CTSB-Aktivitdt im Pankreashomogenat zeigten. Vorversuche im
Pankreas und in pankreatischen Azinuszellen konnten bereits zeigen, dass GPN zur Lyse der
Lysosomen fiihrt, jedoch keinen Einfluss auf die Membranintegritéat sekretorischer Vesikel hat.
Dies resultiert in einer verminderten intrazellularen Aktivitat von CTSB in CCK-stimulierten,
lebenden Azinuszellen, hat jedoch keinen Einfluss auf die Aktivierbarkeit von Trypsinogen
[114]. Ebenso zeigten sich in subzellularen Fraktionen zwar Umverteilungen lysosomaler
Enzyme in das Cytosol, die Aktivitat von CTSB im sekretorischen Kompartiment stieg jedoch
trotzdem in der Frilhphase der akuten Pankreatitis an. Somit ist davon auszugehen, dass der
Mechanismus, welcher zum Anstieg der Aktivitat von CTSB im sekretorischen Kompartiment
in der Frihphase der akuten Pankreatitis fiihrt, unabhangig vom Lysosom ist.

Die Verwendung der lysosomotropen Substanz GPN in vivo weist allerdings einige Limitationen
auf. Sowohl GPN als auch ahnliche Substanzen wie L-Leucyl-L-leucin Methylester (LLOMe)
besitzen weitere zellulare Effekte. So steigt sowohl unter GPN als auch LLOMe die
Apoptoserate an [130, 114]. Des Weiteren sind diese Substanzen ab einer bestimmten
Konzentration cytotoxisch [130]. Ebenso konnten in vitro Versuche zeigen, dass GPN zu einer
Erhohung des cytosolischen pH-Wertes flihrt, woraus Umverteilung der Ca?*-Konzentration
aus dem Ca?*- Speicher der Zelle, dem ER, in das Cytosol resultiert [131]. Dieser Effekt ist
unabhangig von Cathepsin C. Da der Ca?*-Signalweg in den pankreatischen Azinuszellen eine
Schlisselrolle in der Pathophysiologie der akuten Pankreatitis darstellt, werden dortige

Veranderungen auch weitere zellulare Mechanismen der Erkrankung bewirken.
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4.2 Einfluss der Deletion von CLNS8 auf die akute Pankreatitis

Der zweite Teil dieser Arbeit befasste sich mit dem Einfluss von CLN8 auf die Verteilung
lysosomaler Proteasen und die akute Pankreatitis. Aus anderen experimentellen Modellen ist
bekannt, dass das Fehlen von CLN8 zu einer Defizienz von Igslichen lysosomalen Proteinen
in der Zellkultur und in der Leber von CLN8-defizienten Mausen fihrt [49]. CLN8 ist fir den
Export dieser Proteine aus dem ER in das trans-Golgi-Netzwerk tber den COPI/COPII-
abhéngigen Transport verantwortlich [49, 48]. Die initiale Hypothese dieser Arbeit war, dass
die Defizienz von CLN8 zu einer Defizienz von Cathepsinen in den Lysosomen und
Zymogengranula fiihrt, da die Biogenese beider Kompartimente vom Golgi-Apparat ausgeht.
Somit sollte Cathepsin B nicht mehr in der Lage sein, Trypsinogen im sekretorischen
Kompartiment zu aktivieren, womit Uberpruft werden kann, ob die Induktion der akuten
Pankreatitis tatsachlich von der CTSB-vermittelten intrapankreatischen Proteasenaktivierung
abhangig ist.

Sowohl die Histologie des Pankreas als auch die Expression von lysosomalen Enzymen im
Pankreas war in den CLN8-defizienten Mausen im Vergleich zu Kontrollmausen unverandert,
jedoch ist die Aktivierung von CTSB und Trypsin nach CCK-Stimulation in isolierten
Azinuszellen signifikant reduziert, was aber keinen Einfluss auf den Zelltod hatte. Auch ist die
Aktivitat von CTSL nach CCK-Stimulation in den CLN8-defizienten Zellen im Vergleich zu den
Wildtyp-Zellen unverandert und die Aktivitaten von Trypsinogen, Amylase und Lipase sind
ebenfalls ahnlich, sodass die Reduktion der Trypsinaktivitdit moglicherweise direkt auf die
Reduktion der CTSB-Aktivitat zurtickgefuhrt werden kann. Diese Unterschiede zeigen sich
auch in der Frihphase der akuten Pankreatitis in vivo. Zusatzlich zur Reduktion der Trypsin-
und CTSB-Aktivitat im Pankreashomogenat sind auch signifikant verringerte Amylase- und
Lipaseaktivitaten im Serum sowie eine reduzierte CTSL-Aktivitat im Pankreashomogenat
gemessen worden. Bereits 2 Stunden nach Beginn der Erkrankung haben sich diese
Unterschiede zwischen den Gruppen nivelliert. Somit hat das Fehlen von CLN8 zwar einen
Einfluss auf die Aktivierung der Proteasen und den Schweregrad in der Frihphase, der sich
jedoch relativ schnell ausglich. Ein ahnliches Phédnomen zeigt sich zu einem spéten Zeitpunkt
der Erkankung (8 h), wobei hier der Effekt weniger eindeutig und eher entgegensetzt ist: der
pankreatische Schaden, die Amylase-Aktivitat im Serum und die Trypsin- und CTSC-Aktivitat
sind erhoht, alle anderen Parameter sind in den CLN8-defizienten Mausen unbeeinflusst. Diese
Unterschiede sind jedoch zu einer sehr spaten Phase der Erkrankung (24 h) nicht mehr

vorhanden. Diese Ergebnisse zeigen jedoch, dass trotz des Fehlens von CLN8 eine akute
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Pankreatitis induzierbar ist.

Ausgehend von den Ergebnissen der subzellularen Verteilung der lysosomalen und
sekretorischen Proteasen in stimulierten und unstimulierten Tieren hat das Fehlen von CLN8
keinen Einfluss auf die Lokalisierung von CTSB, CTSC, CTSL und CTSD, es sei denn, die
CLN8-Defizienz veréndert die Dichte der Lysosomen. Ebenso bleibt der Mechanismus der
Umverteilung der Aktivitaten zum frihen Zeitpunkt der Erkrankung in den CLN8-defizienten
Tieren im Vergleich zu den Wildtypen existent, wenn auch schwacher ausgepragt [123]. Dies
widerlegt die Ursprungshypothese insofern, dass die Defizienz von CLN8 nicht zu einem
Fehlen von CTSB und anderer Cathepsine im lysosomalen oder sekretorischen Kompartiment
fuhrt. Trotzdem finden sich Auswirkungen des Genotyps auf die Maus. Die genaue Analyse
der subzellularen Morphologie muriner pankreatischer Azinuszellen und einzelner
Signalkaskaden ergab, dass sich die CLN8-defizienten Zellen zum Teil von den Wildtypzellen
unterscheiden. Die elektronenmikroskopische Analyse der Azinuszellen sowie die Messung
des maximalen mitochondrialen Membranpotentials und der ATP-Konzentration zeigen eine
Stoérung des mitochondrialen Metabolismus. Sowohl fur die akute Pankreatitis [12] als auch fur
weitere Erkrankungen [132-135] sind Veranderungen der mitochondrialen Morphologie
beschrieben worden, welche mit einer Einschrankung ihrer Funktionalitat einhergehen. In den
CLN8-defizienten Azinuszellen ist ein erhéhtes maximales mitochondriales Membranpotential
(A¥m) zu beobachten, welches im Gegensatz zu den Wildtypenzellen auch nach CCK-
Stimulation konstant bleibt. Klassischerweise fiihrt der CCK-induzierte Anstieg der
cytosolischen Ca?*-Konzentration tber die Offnung der mitochondrial permeability transition
pore (mPTP) zur Depolarisation des Mitochondriums [10]. Dies resultiert in einer Reduktion
des AWm, jedoch im Gegensatz zu Mitochondrien anderer Organe [136, 137] nicht in einem
Anschwellen der Organellen, was im Platzen der &uf3eren mitochondrialen Membran und
letztendlich im Zerplatzen des Mitochondriums resultiert [138]. Auch erhdht sich nicht die
Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies, wie in anderen Organen beschrieben [139, 140],
sondern reduziert sich in pankreatischen Azinuszellen nach CCK-Stimulation [138]. Somit
scheint sich die Mitochondrienphysiologie in pankreatischen Azinuszellen deutlich von der
anderer Zellen des Korpers zu unterscheiden. Das AWm und die ATP-Synthese des
Mitochondriums sind funktional miteinander verknipft, da fur die ATP-Produktion ein
Protonengradient erforderlich ist, welcher Uber das Membranpotential aufgebaut wird. So geht
eine Reduktion des AWm normalerweise mit einer Reduktion der ATP-Synthese und der ATP-
Konzentration einher und fuhrt letztendlich zum Abbau des Mitochondriums und Nekrose der
Zelle [141, 12, 142, 143]. Im Rahmen dieser Arbeit resultiert das Fehlen von CLNS8 in einem
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Anstieg des AWm nach CCK-Stimulation der Azinuszellen und zu einer Reduktion der ATP-
Konzentration, &hnlich zu den Wildtypkontrollen. Dies hat jedoch keinen Einfluss auf die
Nekroserate in den CCK-stimulierten Azinuszellen, da diese im Vergleich zu den CLNS8-
exprimierenden Zellen &hnlich hoch war. Eine mogliche Erklarung sind Veranderungen in der
Expression diverser mitochondrialer Komplexe, welche zur ATP-Synthese bendtigt werden. So
konnte gezeigt werden, dass einige Bereiche des Gehirns CLN8-defizienter M&use eine
signifikant verringerte katalytische Aktivitat und O»-Konsumierungsrate mehrerer ATP-
Synthese-relevanter Komplexe aufwiesen [63]. Ebenso ist es mdglich, dass die fur die Ceroid
Lipofuscinose charakteristischen Fluoreszenz-Einlagerungen auch die mitochondrial ATP
synthase F(0) complex subunit C1 beinhalten [60, 144]. Die Arbeitsgruppe um Kolikova et al.
konnte in neuronalen Zellen des Hippocampus von CLN8-defizienten Mausen zeigen, dass die
Aufnahme von cytosolischem Ca?* vom Mitochondrium gestort ist [64]. Dies konnte ebenfalls
einen Einfluss auf den CCK-vermittelten Ca?*-Einstrom in das Cytosol und die darauf
basierende Pathophysiologie der Erkrankung haben, sofern pankreatische Azinuszellen auch
diese Eigenschaften aufweisen.

In den CLN8-defizienten Azinuszellen zeigt sich nach CCK-Stimulation zwar eine ATP-
Reduktion, jedoch im in vivo Modell eine erhdhte Apoptoserate. Diese Ergebnisse stehen zwar
im Widerspruch zu Resultaten anderer Gruppen [141], jedoch konnte auch gezeigt werden,
dass die Apoptoserate in Retinas CLN8-defizienter Maus erhoht war [145]. Inwieweit die
Apoptose einen Einfluss auf die Schwere der Erkrankung hat, benétigt weiterer Experimente.
Der ER-Stress ist ebenso von Bedeutung fir die Pathophysiologie der akuten Pankreatitis.
Sowohl im Menschen [4, 146] als auch im Tiermodell [147-150] ist bekannt, dass ER-Stress
eine grol3e Rolle in der Pathogenese der akuten Pankreatitis spielt: Ein anhaltender Anstieg
der cytosolischen Ca?*-Konzentration induziert tGber eine mitochondriale Dysfunktion eine ER-
Stressantwort in pankreatischen Azinuszellen [12]. Ebenso werden Chaperone in
pankreatischen Azinuszellen hochexprimiert, um die Protein-Homdostase zur Sekretion der
Proteine sicherzustellen [151]. In Zellen des zentralen Nervensystems von CLN8-defizienten
Méausen konnte altersabhangig ein Anstieg der Expression und Aktivierung von diversen ER-
Stress-Markern gezeigt werden, insbesondere BIP, CHOP und ATF6 [152]. Analoge
Beobachtungen konnten im Pankreas gemacht werden, wo sowohl in unstimulierten als auch
mit Caerulein stimulierten Azinuszellen die Expression von BIP und CHOP, als auch die
Aktivierung von ATF6 in den CLN8-defizienten M&ausen signifikant gesteigert sind. Ursache
hierfir konnte einerseits die bereits beschriebene und belegte Dysfunktionalitdt der

Mitochondrien, andererseits die Akkumulation von fehlgefaltetem trunkiertem CLN8 oder
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weiterer Proteine im ER sein [50].

Um dem ER-Stress aufgrund der akkumulierenden Proteine entgegenzuwirken, werden
weitere Signalwege aktiviert, um diese Proteine zu degradieren: die Autophagie und die
unfolded protein response (UPR). Sollten diese Prozesse nicht ausreichen, wird die Apoptose
induziert [153-157]. Wie bereits beschrieben, ist die Apoptoserate in den CLN8-defizienten
Pankreata im Vergleich zu den Wildtypméausen erhoht. Die UPR ist verantwortlich fur die
Degradation von Proteinen Uber die Ubiquitinierung dieser und des nachfolgenden Verdaus
Uber das Proteasom [158].

Eine wichtige Rolle fir die Proteinhomdostase bei der akuten Pankreatitis hat die Autophagie.
Diese kann sowohl vom ER-Stress induziert werden als auch zur Reduktion des ER-Stresses
beitragen [159, 160]. Im Rahmen der Autophagie werden beschadigte oder dysfunktionale
Organellen der Zelle degradiert [161]. Hierbei bildet sich um das abzubauende Organell eine
Membran, woraus sich das Autophagosom entwickelt. Zur Einleitung einer Proteindegradation
fusioniert das Autophagosom mit dem Lysosom, damit die darin enthaltenden Cathepsine den
Inhalt des Autophagosoms degradieren kdnnen. Diese finale Form wird Autophagolysosom
genannt und ist von groRer Bedeutung fur das Uberleben der Zelle [162]. Abhangig von der
Grol3e und dem Organell sind verschiedene Subformen der Autophagie bekannt [163, 164]. In
Bezug auf die akute Pankreatitis scheint die Autophagie protektiv fir die Zelle zu wirken.
Verschiedene Arbeitsgruppen konnten zeigen, dass Defizienzen von an der Autophagie
beteiligten Proteinen zu einer Reduktion der Autophagierate fuhren, die in einer Erh6hung des
Schweregrades der Erkrankung resultiert [165, 11, 166]. Ebenso konnte gezeigt werden, dass
der autophagische Flux, also der Ablauf der Autophagie von der Induktion Uber die
Autophagosom-Formierung bis hin zur Fusion mit den Lysosomen wahrend der akuten
Pankreatitis gestort ist und somit nicht vollstandig ablaufen kann [166, 167, 122, 12]. In dieser
Arbeit konnte gezeigt werden, dass bereits im Pankreas unstimulierter CLN8-defizienter Mause
im Vergleich zu Kontrollmausen die Expression des Autophagie-Markers LC3B erhdht ist und
im Verlauf der Erkrankung weiter ansteigt. Als zugrundeliegende Ursache kénnte der erhdhte
ER-Stress sein, welcher ebenfalls zunimmt. Ebenso ist die Expression des ER-Rezeptors
FAM134B im Pankreas der CLN8-defizienten Mause erhoht. Dieser Rezeptor ist relevant fur
die sogenannte ER-Phagie, also der Degradation vom ER Uber die Autophagie [168-170]. Die
Expressionen der ER-Phagie-Rezeptoren Sec62 und CCPG1 sind in beiden Gruppen schwach
und von vergleichbarer Intensitat [171, 172]. Uber die Interaktion von FAM134B mit LC3B oder
GABARAP  (gamma-aminobutyric acid receptor-associated protein) bilden sich

Autophagosomen und die ER-Phagie wird induziert [173]. Sowohl in
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elektronenmikroskopischen Aufnahmen als auch (ber Interaktionsstudien von LC3B mit
FAM134B im Pankreas von unstimulierten und mit Caerulein stimulierten CLN8-defizienten
Mausen konnte ein Anstieg der ER-Phagie festgestellt werden. Hierbei wird jedoch nicht
zwischen ER-Stress-mediierter Autophagie oder ER-Phagie unterschieden [174].

Einige unserer Ergebnisse wurden in einem Zellkultur-Modell bestétigt. In 266-6 Zellen, in
welchen mittels CRISPRCas9 eine Leserasterverschiebung im Gen CLN8 und damit ein
Knockout des Proteins vollzogen wurde, fand sich eine Induktion des ER-Stresses, begleitend
mit einer veranderten Morphologie der CLN8-defizienten Zellen. In neuronalen Zellen wurde
gezeigt, dass das Fehlen von CLN8 ebenfalls zu einer veranderten Zellmorphologie flhrt.
Hierbei wurde eine Reduktion der GroRe und der Komplexitat der Nervenzellen des
Hippocampus beobachtet [62]. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass die 266-6 Zellen auf
CCK reagieren. Dies resultiert in den CLN8-kompetenten Zellen in einer Reduktion der
Zellproliferation und einem leichten Anstieg des ER-Stresses. Im Gegensatz dazu zeigten die
CLN8-defizienten Zellen keine Reaktion auf die CCK-Stimulation im
Zellproliferationsexperiment, jedoch eine weitere tendenzielle Erh6hung des ER-Stresses nach
Induktion mit CCK. Diese etablierten CLN8-defizienten Zellen kénnen nun fir weitere
Fragestellungen genutzt werden, um zellulare Verédnderungen der Physiologie zu untersuchen.
Diese Erkenntnisse kdnnen dann im Anschluss auf isolierte murine Azinuszellen Ubertragen
werden.

Zusammenfassend stellt Abbildung 19 die von uns postulierten Bedeutungen von Rab7 und

CLNS8 in Azinuszellen zu Beginn der akuten Pankreatitis dar.
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Abbildung 19: Zusammenfassung der Ergebnisse des Rab7- und CLN8-Modells in der akuten
Pankreatitis. CCK bindet am basalen Pol der pankreatischen Azinuszelle an den CCK-Rezeptor. Bei
einer supramaximalen CCK-Konzentration sind alle CCK-Rezeptoren geséttigt, sodass es zu einem
langanhaltenden Ca?* Einstrom in die Zelle kommt. Dies fiihrt in verschiedenen Organellen zu
unterschiedlichen Reaktionen (schwarzer Pfeil) und resultiert letztendlich im Zelltod tber Apoptose oder
Nekrose und in der akuten Pankreatitis in vivo. Der Knockout von Rab7 (Rab7-KO, roter Pfeil) oder CLN8
(CLN8-KO, gruner Pfeil) beeinflusst ebenfalls die Azinuszellphysiologie. Dies resultiert in
Veranderungen auf mehreren Ebenen der zellularen Funktion und hat somit einen Einfluss auf den
Zelltod und letztendlich auf die akute Pankreatitis in der Maus. Diese Abbildung wurde mithilfe von

Biorender erstellt.
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4.3 Rolle des Lysosoms in der Pathophysiologie der akuten Pankreatitis

Obwohl die Pathophysiologie der akuten Pankreatitis bereits seit Dekaden erforscht wird, ist
die Rolle des Lysosoms immer noch nicht vollstandig aufgeklart. Die wichtigsten mdglichen
Funktionen sind einerseits die Initiation der Erkrankung Uber eine Fusion des Lysosoms mit
dem sekretorischen Kompartiment, den Zymogengranula, zur Aktivierung des sekretorischen
Trypsinogens Uber das Uberwiegend lysosomale Cathepsin B, andererseits ein protektiver
Effekt vermittelt Gber die Autophagie, um zellschadigende Organelle abzubauen und das
Uberleben der Azinuszelle zu sichern.

Die Ergebnisse und Erkenntnisse, welche im Rahmen dieser Arbeit gewonnen wurden,
sprechen tiberwiegend eher gegen eine Fusion der Organellen und fiir einen protektiven Effekt
der Lysosomen. Das Rab7-Modell zeigt, dass eine Uberexpression und Umverteilung der
lysosomalen Cathepsine B und L keinen Einfluss auf die Aktivierung von Trypsinogen hat,
weder in unstimulierten noch in stimulierten Azinuszellen oder in vivo. Im Caerulein-Modell der
akuten Pankreatitis sind sowohl in den Rab7-defizienten Mausen als auch bei GPN-Applikation
keine Unterschiede im pankreatischen Schaden, dem Schweregrad oder der Trypsin-
Aktivierung in der Frihphase der Erkrankung im Vergleich zu den Kontrollen vorhanden,
sodass davon ausgegangen werden kann, dass weder die Inhibition der Fusion Uber Rab7
noch die Permeabilisierung der Lysosomen Uber GPN einen Einfluss auf die
Proteasenaktivierung und damit die Erkrankung hat. Ebenfalls gegen eine Fusion der
Lysosomen mit den Zymogengranula spricht, dass im Vergleich der Enzymaktivitaten in
subzellularen Fraktionen von unstimulierten Tieren (0 h) und stimulierten Tieren (1 h) keine
Reduktion der CTSB- und CTSL-Aktivitdt in der lysosomalen Fraktion nach Caerulein-
Applikation stattfindet. Dies trifft auch auf CTSL im CLN8-Modell zu.

Maoglicherweise spielt die Balance aus CTSB-mediierter Aktivierung und CTSL-abhangiger
Degradation von Trypsinogen und/oder Trypsin im sekretorischen Kompartiment eine gewisse
Rolle fur den Beginn der Pankreatitis [36, 31, 32, 124]. Dies zeigt sich im CLN8-Modell, da in
den CCK-stimulierten Azinuszellen eine Reduktion von CTSB zu einer Reduktion von Trypsin
fuhrt, wobei CTSL konstant bleibt. Einen erheblichen Einfluss auf diese Balance wird die
Expression und Lokalisierung von Trypsin- und Cathepsin-Inhibitoren haben [33, 175].

Eine wahrscheinlich grof3ere Rolle in der Pathophysiologie der akuten Pankreatitis spielt das
Lysosom fiir die Autophagie. Dies zeigt sich in der Spatphase der Erkrankung im Rab7-Modell,
wo ein hoherer Schweregrad der Erkrankung festgestellt wurde. Eine andere Arbeitsgruppe

fand Hinweise auf eine fehlerhaft ablaufende Autophagie als Ursache [129]. Auch im CLN8-
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Modell lie3 sich herausarbeiten, dass neben der Proteasenaktivierung andere zellulére
Sighalwege und Stressmechanismen wie ER-Stress, mitochondriale Dysfunktion oder
Autophagie, speziell die Sonderform der ER-Phagie eine Bedeutung in der akuten Pankreatitis
haben. Es ist auch bekannt, dass im Rahmen der akuten Pankreatitis diese Vorgange gestort
sind und die Autophagie relevant fur die Aktivierung von Trypsinogen ist [122, 12, 149]. Aktives
Trypsin konnte dabei in cytoplasmatischen Vakuolen nachgewiesen werden. Diese Organellen
weisen Merkmale von sekretorischen Vesikeln, Lysosomen und Autophagosomen auf und
beinhalten unvollstdndig degradierte Proteine, was bedeutet, dass die Autophagie
maoglicherweise unvollstandig ablauft [122].

Zur Aufklarung der zellularen Ablaufe sind weitere Experimente erforderlich, die die
Zusammenhéange der Vorgange, insbesondere der Proteasenaktivierungskaskaden, naher

charakterisieren missen.

4.4 Ausblick

Die Erkenntnisse, welche im Rahmen dieser Arbeit gewonnen wurden, tragen dazu bei, die
Physiologie und Pathophysiologie der akuten Pankreatitis im Mausmodell besser zu verstehen.
Jedoch gibt es auch Limitationen der Arbeit, welche in zukinftigen Arbeiten weiter beleuchtet
werden koénnten.

Zur Verifizierung der in vivo Ergebnisse koénnen sowohl fir die Rab7- als auch CLN8-
defizienten Mause neben dem Caerulein-Modell weitere experimentelle Modelle fiir eine akute
Pankreatitis in Erwagung gezogen werden. Dafiir wirden sich die L-Arginin-induzierte
Pankreatitis [176, 177] sowie die Pankreasgang-Ligatur anbieten [178, 179]. Der zeitliche
Verlauf und der Schweregrad der Erkrankung sind modellabhdngig und weichen vom
Caerulein-Modell ab [180].

Die Expression von NFKB und die Aktivierung der Immunzellen Uber die freigesetzten DAMPs
spielen eine grol3e Rolle fur den spéateren Verlauf der Erkrankung und bestimmen den
Schweregrad [181, 13-15]. Uber eine Charakterisierung der Immunantwort kénnen spate
Zeitpunkte der Erkrankung besser beschrieben werden. Ob der Pankreas-spezifische
Knockout von Rab7 oder der globale Knockout von CLN8 einen Einfluss auf das Immunsystem
oder auf die Aktivierung von Immunzellen im Verlauf der akuten Pankreatitis haben, ist bislang
unbekannt.

Aufgrund der vorhanden Umverteilung lysosomaler Proteine in der Rab7-defizienten Maus
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ware die Lokalisation von Inhibitoren dieser Enzyme relevant fir ihre Aktivitat. Besonders von
Interesse waren dabei die Expression und Lokalisation von Cystatin B und Cystatin C, die
Inhibitoren von Cathepsin B sind [33].

Untersuchungen mit CLN8-defizienten 266-6 Zellen stellen eine Alternative bzw. Erganzung
zum Tiermodell dar. Sich anschlieBende Arbeiten kénnen sich auf die Analyse der ER-Mito-
UPR/Autophagie Achse fir die Pathophysiologie der akuten Pankreatitis erstrecken [174, 12,
141, 182]. Da im Rahmen dieser Arbeit festgestellt wurde, dass Mitochondrien in ihrer Funktion
eingeschrankt und die Autophagie erhoht ist, ware die Charakterisierung der Mitophagie von
besonderem Interesse. Bereits bekannt ist, dass die Autophagie von Mitochondrien tGber Parkin
(E3 ubiquitin-protein ligase parkin) und PINK1 (serine/threonine-protein kinase PINK1,
mitochondrial) einen Einfluss auf den Verlauf der Erkrankung hat [183, 184]. Auch die Protein-
Degradation Uber das Proteasom zur Aufrechterhaltung der Proteinhomdostase kénnte im
CLN8-Modell beeinflusst sein. Das Zusammenspiel von ER, Mitochondrium und der
UPR/Autophagie hat ferner einen Einfluss auf den Zelltod. Daher ware eine Charakterisierung
der Balance von Nekrose und Apoptose im Verlauf der akuten Pankreatitis von weiterem
Interesse. In diesem Zusammenhang wirden sich Analysen der Caspasenaktivierung oder
Cytochrom C Freisetzung aus dem Mitochondrium fiir ein besseres Verstandnis der Apoptose
anbieten. Zelltodanalysen waren ebenso im Rab7-Modell aufgrund der in vivo Ergebnisse, die
eine Verteilung von Cathepsin B im Cytosol und eine erhdhte Apoptoserate nachweisen
konnten, relevant.

Der pH-Wert hat einen entscheidenden Einfluss auf die Aktivitat von Enzymen und die Mobilitat
und Lokalisierung von Lysosomen. Sowohl eine Rab7- als auch CLN8-Defizienz beeinflusst
den pH-Wert von Lysosomen. So konnte gezeigt werden, dass Rab7 Uber die Interaktion mit
RILP wichtig fur die Rekrutierung und Stabilitat der V1G1 Untereinheit der lysosomalen H*-
ATPase ist [104, 105]. Zudem ist beschrieben, dass die GTPase-Aktivitat von Rab7 auch
relevant flr die Aufrechterhaltung des niedrigen pH-Wertes in Lysosomen ist [82]. Eine andere
Arbeit zeigt, dass die Lokalisierung des Lysosoms einen Einfluss auf den lysosomalen pH-Wert
hat [73]. Da Rab7 eine wichtige Rolle fur den intrazellularen Transport von Vesikeln spielt [86],
konnte dieses Protein auch von Relevanz fir den lysosomalen pH-Wert sein. Fir CLN8 konnte
gezeigt werden, dass die Defizienz gewebeabhdngig zu einer erh6hten Expression der
lysosomalen H*-ATPase fuhrt [59]. In der Zellkultur resultierte der Knockdown von CLN8 Uber
RNA-Interferenz in einen Anstieg des lysosomalen pH-Wertes [62]. Dies entspricht auch
Beobachtungen aus weiteren Modellen der Ceroid Lipofuscinose [185]. Eine Analyse des pH-

Wertes in isolierten Azinuszellen oder in Zellkultur kbnnte somit zu einer naheren
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Charakterisierung der Proteasenaktivierung im Verlauf der akuten Pankreatitis beitragen.

Des Weiteren beeinflusst Rab7 nicht nur den Transport und die Fusion von Vesikeln innerhalb
der Zelle, sondern auch weitere Prozesse, wie beispielsweise die Endosomenreifung [82]. Es
konnte gezeigt werden, dass pankreatische Azinuszellen von Rab7-defizienten Mausen bereits
im unstimulierten Zustand vermehrte und vergréRerte frihe Endosomen aufweisen,
wohingegen die Anzahl und GréRRe von spaten Endosomen reduziert war [129]. Letztendlich
konnte jedoch auch in der Arbeit von Takahashi et al. nicht hachgewiesen werden, ob das
Fehlen von Rab7 eine mdgliche Fusion von Lysosomen mit den Zymogengranula inhibiert oder
nicht. Hierzu sind weitere Experimente notwendig. So kénnten Arbeiten in der Zellkultur mit
Rab7-defizienten 266-6 Zellen helfen, diese Fragestellung zu beantworten.

Zur finalen Auflésung der intrazellularen Verteilung der lysosomalen Proteasen im CLNS8-
Modell sind zusatzliche Experimente erforderlich. Mdoglichkeiten waren einerseits eine
biochemische Auftrennung der pankreatischen Azinuszellen hinsichtlich ihrer Organellen,
andererseits bietet sich die konfokale Fluoreszenzmikroskopie an, da Uber spezifische
Antikorperfarbungen die Co-Lokalisation der Cathepsine mit Markern des Lysosoms (LAMPI,
LAMPII, LIMPII) und dem ER (Calreticulin, Calnexin) mdglich sind oder sogar Akkumulationen

der lysosomalen Proteine nachgewiesen werden kdnnen.
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5. Zusammenfassung

Die akute Pankreatitis ist einer der haufigsten gastroenterologischen Erkrankungen, wobei
deren Pathogenese auf zelluldarer Ebene noch nicht vollsténdig aufgeklart ist. Bekannt ist, dass
beginnend mit einer hohen cytosolischen Ca?*-Konzentration eine intrazellulare Aktivierung
von Trypsin eintritt, was zu einer Proteasenaktivierung in den pankreatischen Azinuszellen
fuhrt. Dies resultiert letztendlich im Tod dieser Zellen und in der Aktivierung des
Immunsystems. Wie Trypsin, welches im sekretorischen Kompartiment lokalisiert ist, Gber das
Uberwiegend lysosomal lokalisierte Cathepsin B aktiviert wird, bleibt jedoch ungeklart.

Um diese Fragestellung zu untersuchen, wurde Uber einen pankreasspezifischen Knockout
von Rab7 die Fusion von sekretorischen Vesikeln und Lysosomen inhibiert und nachfolgend
die subzellulare Verteilung der Enzyme vor und nach Stimulation der Mause mit Caerulein
untersucht. Dabei fiel auf, dass bei Fehlen von Rab7 alle untersuchten Cathepsine erhoht
exprimiert und verstarkt im sekretorischen Kompartiment lokalisiert vorlagen. Dies hatte jedoch
keinen Einfluss auf die Trypsinaktivitat oder den Beginn der Erkrankung, was sowohl in
isolierten Azinuszellen als auch in vivo gezeigt werden konnte. Zu einem spéateren Zeitpunkt
nahm die Schwere der akuten Pankreatitis in den knockout Mausen zu. In einem weiteren
Modell erfolgte eine Vorbehandlung von Wildtyp (C57BL/6) Mausen mit der lysosomotropen
Substanz Glycyl-L-Phenylalanin 2-Naphthylamid (GPN). Dabei konnte gezeigt werden, dass
auch nach Permeabilisierung der Lysosomen durch Caerulein eine intrazellulare
Trypsinaktivierung und akute Pankreatitis induziert wurde und der pankreatische Schaden im
Wesentlichen unveréndert zu den Kontrollen war.

Ein zweiter Ansatz fokussierte sich auf den intrazellularen Transport der Cathepsine. Mithilfe
eines knockout Mausmodells flir CLN8 sollte der Export von lysosomalen Proteinen vom rauen
Endoplasmatischen Retikulum in das cis-Golgi Netzwerk inhibiert und Cathepsin B weder das
Lysosom noch das sekretorische Kompartiment erreichen und somit nicht fur die Aktivierung
von Trypsinogen zur Verfiigung stehen. In dieser Arbeit konnte allerdings gezeigt werden, dass
trotz Deletion von CLN8 Cathepsine im lysosomalen und imsekretorischen Kompartiment
lokalisiert sind, Trypsinogen nach Cholecystokinin- bzw. Caerulein-Stimulation intrazellul&r
aktivierbar sind und eine akute Pankreatitis initiiert werden kann. Das Fehlen von CLNS8 flhrte
im Pankreas zu einer vermehrten Bildung von Autophagosomen, zu dysmorphen und
dysfunktionalen Mitochondrien und einem erhdhten ER-Stress, wie anhand von
elektronenmikroskopischen  Aufnahmen, Messung des maximalen mitochondrialen

Membranpotentials und der ATP-Synthese sowie Expressionsanalysen der ER-Stress
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Proteine BIP, ATF6 und CHOP nachgewiesen werden konnte. Expressionsanalysen und Co-
Immunopréazipitationen von LC3B sowie dem ER-Phagie regulierenden Rezeptor FAM134B
zeigten eine starkere Expression beider Proteine in CLN8 knockout Mausen, die sich wéhrend
der akuten Pankreatitis weiter erhéhte, was darauf hindeutet, dass die ER-Phagie eine wichtige
Rolle fur die Pathogenese der akuten Pankreatitis bei Defizienz von CLN8 darstellt.

Deletion von CLN8 mittels CRISPR/Cas9 in 266-6 Zellen, einer murinen Azinuszelllinie,
bestétigte, dass das Fehlen von CLN8 mit einem erhéhten ER-Stress verbunden ist.
Gleichzeitig war eine verminderte Zellproliferation und Veranderungen der Zellmorphologie in
CLN8-defizienten 266-6 nachweisbar.

Zusammengefasst verdeutlichen die Ergebnisse, dass die Initiation der akuten Pankreatitis
ohne Lysosomen stattfinden kann. Weder eine Inhibition der Fusion von Zymogengranula und
Lysosomen, noch eine Stérung der Membranintegritéat, hervorgerufen durch die
lysosomotrophe Substanz GPN, oder eine Stérung des Exports von Cathepsinen aus dem ER
verhinderten die Induzierbarkeit der akuten Pankreatitis. Diese Beobachtungen stellen die
Notwendigkeit der Fusion von Lysosomen mit Zymogengranula als essenzielle Vorraussetzung
fur den Beginn der akuten Pankreatitis in Frage. Unsere Beobachtungen lassen im Gegenteil
sogar die Vermutung zu, dass Lysosomen in der akuten Pankreatitis eine krankheitsmildernde

Funktion haben kdnnten.
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6. Summary

Acute pancreatitis is one of the most common gastrointestinal diseases, but its pathophysiology
is still unknown. The pathogenesis starts with an increase of the cytosolic Ca?* concentration
leading to an intracellular trypsinogen activation and a cascade-like activation of digestive
proteases that finally results in organ injury and cellular death. Several previous studies
demonstrate, that the lysosomal enzyme cathepsin B (CTSB) is able to proteolytically activate
trypsinogen. However, the underlying mechanisms of the CTSB-mediated trypsinogen
activation are still not entirely understood.

To answer this question, we have induced acute pancreatitis by caerulein injections in mice
with a pancreas-specific knockout of Rab7, a small GTPase that is implicated in the intracellular
transport and fusion of lysosomes with secretory vesicles. Deficiency of Rab7 in the pancreas
prevented a subcellular distribution of CTSB from the lysosomal to the secretory compartment
but still enabled an intracellular activation of CTSB and trypsinogen followed by the onset of
acute pancreatitis. These effects were observed both in isolated acinar cells and in vivo. Loss
of pancreatic Rab7 expression even increased the severity of acute pancreatitis during later
disease stages (8 hours). In a separate experimental setup, the proper lysosomal function was
impaired using the lysosomotropic substance glycyl-L-phenylalanine 2-naphthylamid (GPN) in
wild-type (C57BL/6) mice. Despite lysosomal membrane permeabilization trypsinogen
activation and acute pancreatitis still occurred and disease severity was similar to control mice.
In a third model, we investigated the effect of a blocked export of cathepsins from the
endoplasmatic reticulum to the cis-Golgi network by a knockout model of CLN8 in mice, in
isolated acinar cells and 266-6 cells. Upon CCK- or caerulein-stimulation CLN8-deficient acinar
cells and mice still developed acute pancreatitis which was transiently milder in the early phase
but turned to be more severe at later disease stages. Loss of CLN8 increased autophagosome
formation and led to dysmorphic mitochondria with impaired function and ER stress which could
be demonstrated by electron microscopy, measurement of the maximal mitochondrial
membrane potential, and ATP-synthesis as well as the expression of ER stress markers BIP,
ATF6, and CHOP. Analysis of expression and co-immunoprecipitation of LC4B with the ER-
phagy regulating receptor FAM134B showed an increased expression of both proteins in CLN8
knockout mice which was further enhanced during acute pancreatitis indicating an important
role of ER-phagy in the pathogenesis of acute pancreatitis.

Deletion of CLN8 by CRISPR/Cas9 in 266-6 cells confirmed the association of CLN8 deficiency

with higher ER stress, accompanied by reduced cell proliferation and altered cellular
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morphology.

In summary, our results clearly indicate that the onset of acute pancreatitis seems to be
independent of lysosomes. Neither an inhibition of a fusion of lysosomes with secretory
vesicles, a distortion of lysosomal membrane integrity by the lysosomotropic substance GPN,
nor an impaired transport of cathepsins from the ER to the Golgi prevented the induction of
acute pancreatitis. These observations challenge the existing hypothesis that a fusion of
lysosomes and zymogen granules is indispensable for the initiation of acute pancreatitis. They
rather lead to the assumption that lysosomes are more likely to exert a protective role during

acute pancreatitis.
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Anhang

Anhang
INDEL CONTRIBUTION v SEQUENCE
KOI‘ItI'O”e + 0 e——O0% GCTTCGEGTGGAAGATTCGGT i GGTTGCTGG
INDEL CONTRIBUTION v SEQUENCE
-4 47% GCTTCGTGGAAGATTCGGT i GGTTGCTGEGC
13— 2% GCTTCGTGGAAGATT i GGTTGCTGG
266-6 ACLN8 K1 =13 = 200 GCTTCGTGGAAGATTCGGT ? TGCTGG
-13 2% GCTTCGTGGAAGATTCGG i TTGCTGG
-13 % GCTTCGTEGAAGATTCG ! GTTGCTEGG
-4 % GCTTCGTGG6AAGATTCGGT i GGTTGCTEGGC
INDEL CONTRIBUTION » SEQUENCE
-13 75% GCTTCGTEGAAGATTCGET - - - -~ - | -TGCTBGC
266_6 BC"_Ng K2 =13 = 2% GCTTCGTGG6AAGATT E GGTTGCTGG
-13 2% GCTTCGEGTGG6AAGATTCGE i TTGCTGG
-13 W GCTTCGETGGAAGATTCG - i --GTTECTGE

Anhang 1: Ergebnisse der ICE-Analyse (Synthego) der Sequenzierergebnisse der 266-6 Zellklone,
welche mit CRIPSRCas9 behandelt wurden. Die Kontrollzellen (Kontrolle) zeigen keinerlei
Leserasterverschiebungen im Bereich der crRNA-Bindestelle, wohingegen die Klone 1 und 2 (266-
6ACLN8 K1 und K2) jeweils Deletionen von -4 oder -13 bp aufweisen.

Off-target Effekte:

#1 WT:

250-TATGGTCAAATAGCAAATATA

Kontrolle:

266-6 ACLNS Kl:

266-6 ACLNS KZ:

#2 WT:

Kontrolle:

266—-6 ACLNS Kl:

266-6 ACLNS KZ:

AGTCCC-280

250-TATGGTCAAATAGCAAATATACCGAGTCCC-280

250-TATGGTCRAAATAGCAAATATACCGAGTCCC-280

250-TATGGTCAAATAGCAAATATACCGAGTCCC-280

120-GCCAAAACATTGTCAATAAGGAGAAANANNA—-150

120-GCCAAAACATTGTCAATAAGGAGARARARAA-150

120-GCCARAACATTGTCAATAAGGAGAARARARARA-150

120-GCCAAAACATTGTCAATAAGGAGAAANMNA—-150

Anhang 2: Ergebnisse der Sequenzierung der von IDT vorhergesagten mdglichen off-target Effekte auf

das Genom. Es sind keine Unterschiede in der Sequenz in beiden Bereichen erkennbar.
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ICMV enhancer

_FLAG

o o

i Sya

(CAP binding site] W\

lac promoter

lac operatorl |

o
M13 rev ﬁu\»% Svap pro™°_,
EGR,R—E‘,]_R_] /:”:,/‘
'-.____ —_— E" ----______.

Smal (3003)

Anhang 3: Plasmidkarte des verwendeten Plasmids pCDNA3-dDBD. Dieses exprimiert das humane
Protein XBPI unter der Kontrolle des CMV-Promoters, welches fusioniert ist mit dem Gen zur Expression
von eGFP.
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inflammatory gastroenterological, renal, rheumatic, and pulmonary disorders. Biochimie 2023.
DOI: 10.1016/j.biochi.2023.09.018

Tran, QT, Sendler M, Wiese ML, Doller J, Zierke L, Gischke M, Glaubitz J, Tran VH, Lalk M,
Bornscheuer UT, Weiss FU, Lerch MM, Aghdassi AA: Systemic Bile Acids Affect the Severity
of Acute Pancreatitis in Mice Depending on Their Hydrophobicity and the Disease
Pathogenesis. Int. J. Mol. Sci. 2022, 23(21), 13592. DOI: 10.3390/ijjms232113592
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Veroffentlichungen

Kongressbeitrage

42. Jahrestagung des deutschen Pankreasklub e.V., Minchen

“Depletion of Rab7 alters lysosomal hydrolase distribution and activity but has no effect on the
beginning of acute pancreatitis in mice” (Poster)

42. Jahrestagung des deutschen Pankreasklub e.V., Minchen

,Deficiency of CLN8 transiently ameliorates disease severity and induces ER phagy in acute
pancreatitis” (Vortrag)

55" European Pancreatic Club 2023, Alpbach

“Loss of the intracellular transport protein CLN8 increases autophagy and ER-phagy in acute
experimental pancreatitis” (Poster)
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Danksagung

Danksagung

AbschlieRend mdchte ich mich bei all den Menschen bedanken, ohne deren Unterstitzung die

Anfertigung dieser Arbeit nicht mdglich gewesen waére.

Zuallererst bedanke ich mich bei Herrn Prof. Dr. Uwe Bornscheuer und Herrn Prof. Dr. Ali A.

Aghdassi fir die Ubernahme und Betreuung meiner Arbeit.

Ebenso bedanke ich mich bei Herrn PD Dr. Matthias Sendler, Herrn Dr. Ulrich Weiss, Frau Dr.
Juliane Glaubitz und Herrn Dr. Marcel Gischke fur die Einarbeitung und die Unterstitzung im

Labor und die vielen Anmerkungen und Kommentare bei unseren regelmaRigen Meetings.

Fir die technische Assistenz mochte ich mich bei Frau Diana Kriger und Frau Kathrin Gladrow
bedanken, die mich jederzeit bei meinen Mausexperimenten oder auch der genetischen

Analysen unterstitzt haben.

Natdrlich danke ich auch dem gesamten Team des Forschungslabors der Inneren Medizin A,
die mich tagtéaglich bei meiner Arbeit begleitet haben, mir nutzliche Ratschlage fur die
Laborarbeit gegeben haben, aber auch abseits der Arbeit fir ein harmonisches Klima gesorgt

haben.

Weiterhin danke ich meinen Freunden Robin, Dariush, Lynn, Lucas, Frieder, Andreas, Marie,
Vivi und Anna fir die gemeinsamen Abende, Ausfliige, Erlebnisse und nicht zuletzt die

regelmafigen DnD-Abende, welche eine willkommene Ablenkung waren.

Zum Abschluss danke ich meiner Familie und meiner Frau Lisa. Ohne eure tagliche
Unterstiitzung, eure Aufmunterung an nicht so guten Tagen und eure motivierenden Worte

ware ich heute wahrscheinlich nicht da, wo ich bin.
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