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Abkilirzungsverzeichnis

ADF Aktin-depolymerisierender Faktor

ADP Adenosindiphosphat

AK Antikérper

ATP Adenosintriphosphat

ATPase Adenosintriphosphatase

ca* Calcium

CCK Cholezystokinin

Dil. Deutschland

ERCP endoskopische retrograde Cholangiopankreatikographie
FH Formin-Homolog

GAP GTPase-aktivierendes Protein

GDI GDP-Dissoziationsinhibitor

GDP Guanosindiphosphat

GEF Guaninnukloetid-Austauschfaktor
G-Protein Guaninnukleotide-bindende Proteine

GTP Guanosintriphosphat

GTPase Guanosintriphosphatase

kDa Kilodalton, Molekulargewicht eines Proteins
LIMK LIM-Kinase

mDia in Sdugetieren vorkommendes Homolog von Drosophila diaphanous
MLC Myosin-Leichte-Kette

MLCK Myosin-Leichte-Ketten-Kinase

MLCP Myosinphosphatase

MYPT1 Zieluntereinheit der Myosinphosphatase
nM nanomolar

Pi Phosphat

pM picomolar

pMLC phosphorylierte Myosin-Leichte-Kette
pMYPT1 phosphorylierte Zieluntereinheit der Myosinphosphatase
PP1cé Typ 1 Phosphatase 6 Isoform

ROCK I Rho-Kinase

Ser Serin

Thr Threonin

WB Western-Blot

Die Erklarungen fur Abklrzungen chemischer Reagenzien sind Tabelle 1 zu entnehmen.
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1. Einleitung

Die physiologischen Aufgaben der Bauchspeicheldrise (Pankreas) sind bis
zum heutigen Tag weitestgehend erforscht.

Die Ausschittung des Hormons Insulin und die bei dessen absolutem bzw.
relativem Mangel resultierende Erkrankung Diabetes mellitus Typ 1 bzw. Typ 2
ist schon aufgrund der Haufigkeit dieser Krankheit Gegenstand vieler
wissenschaftlicher Untersuchungen.

Die von dieser Funktion unabhangige Produktion und Sekretion von
Verdauungsenzymen ist ebenfalls zum groBen Teil bekannt. Nach heutigem
Kenntnisstand ist diese Aufgabe des Organs beteiligt an der Entwicklung einer
Bauchspeicheldrisenentziindung (Pankreatitis) (Yamaguchi, Kimura et al.
1989; Lerch, Saluja et al. 1992). Extrazellulare Ausldser, die zu einer solchen
Organreaktion fUhren, sind ausfihrlich beschrieben. Jedoch sind die zellularen
Ursachen und Pathomechanismen gréBtenteils noch unbekannt. Um ein
besseres Verstandnis der Erkrankung zu erlangen und um frihzeitige
Therapiemdglichkeiten entwickeln zu kénnen, ist die Kenntnis dieser

intrazellularen Vorgange von groBer Bedeutung.

In der vorliegenden Arbeit werden die wissenschaftlichen Untersuchungen zur
Expression und Regulation einer intrazellularen Signaltransduktionskaskade
erlautert, welche so zu einem besseren Verstandnis sowohl der
physiologischen als auch der pathophysiologischen Vorgange in Azinuszellen

des Pankreas beitragen.

Im Folgenden soll kurz auf die Physiologie und die Aufgaben des Pankreas
eingegangen (1.1) sowie kurz das aktuelle gedankliche Rahmenkonzept zur
Pathogenese der akuten Pankreatitis dargelegt werden (1.2). AnschlieBend
wird die Bedeutung des Hormons Cholezystokinin (CCK) bzw. dessen
synthetischen  Analogons  Caerulein  bei der Reorganisation des
Aktinzytoskeletts bei der akuten Pankreatitis erlautert (1.3). Darauf folgt eine
Vorstellung des Signaltransduktionsweges, welcher die Enzyme RhoA, Rho-
Kinase (ROCK IlI), Myosinphosphatase (MLCP), Myosin-Leichte-Kette (MLC),
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Myosin-Leichte-Ketten-Kinase (MLCK), mDia und Cofilin beinhaltet sowie eine
Charakterisierung des verwendeten ROCK-Inhibitors Y-27632 (1.4).
AbschlieBend wird auf die Fragestellung der vorliegenden Arbeit eingegangen
(1.5).

1.1 Das Pankreas

Das Pankreas hat zwei voneinander unabhangige Funktionen: Eine endokrine,
die fir die Regulierung des Glukosestoffwechsels mittels Insulin sowie
Glukagon verantwortlich ist, und eine exokrine Funktion. Hierbei ist das Organ
maBgeblich an der intestinalen Verdauung durch Sekretion verschiedener

Enzyme im Pankreassekret beteiligt.

Physiologie des exokrinen Pankreas

Zundchst soll zum besseren Verstédndnis der akuten Pankreatitis die
Physiologie des exokrinen Pankreas erlautert werden:

Das exokrine Pankreas hat zwei Bestandteile: Das duktale System, welches
Flissigkeiten und Elektrolyte nach Sekretinstimulation freisetzt, und die
Azinuszellen, die durch Cholezystokinin (CCK) oder muskarinartige cholinerge

Stimulation Verdauungsenzyme sezernieren (Steer and Meldolesi 1987).

Unter physiologischen Bedingungen findet der Vorgang der Sekretion wie folgt
statt: Sowohl Verdauungsenzyme als auch lysosomale Hydrolasen werden an
Ribosomen des rauhen endoplasmatischen Retikulums synthetisiert. Von dort
werden die Verdauungsenzyme zum Golgi-Apparat transportiert, wo die
Proteine in Vakuolen verpackt werden. Diese Vakuolen reifen zu
Zymogengranula, in denen die enthaltenen Enzyme héher konzentriert werden.
SchlieBlich wird der Inhalt der Organellen per Exozytose aus der Zelle in den

Pankreasgang hinausgeschleust (Palade 1975).
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Abbildung 1: Ubersicht (iber eine exokrine Azinuszelle des Pankreas. An der basalen
Zellmembran erfolgt die Ligandenbindung Uber Rezeptoren. Dadurch werden
intrazelluldre Signalwege aktiviert, und an der apikalen Seite erfolgt die Sekretion von
Zymogengranula (ZG). Im apikalen Zellteil findet sich auch ein dichtes Netzwerk aus
Aktinfilamenten.

Um die Azinuszelle vor einer Schadigung der produzierten Proteine zu
bewahren, besitzt das Pankreas folgende Schutzmechanismen:

Die synthetisierten Verdauungsenzyme werden als inaktive Vorstufen oder
Zymogene sezerniert und erst spater, auBerhalb der Azinuszellen, aktiviert. Als
weiteren Schutz besitzen diejenigen Granula, welche die Verdauungsenzyme
enthalten, Enzyminhibitoren. Hierdurch wird eine vorzeitige Aktivierung
verhindert. Wahrend des gesamten Vorgangs der Sekretion befinden sich die
Enzymvorstufen in separaten Organellen, welche sie vom Zytoplasma der
Zellen und von lysosomalen Hydrolasen trennen. AuBerdem liegt der pH-Wert
der Zymogengranula im sauren Bereich und somit unterhalb des pH-Optimums

der meisten proteolytisch wirksamen Enzyme. Zusatzlich sorgen intrazellulare
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Proteasen dafiir, dass schon vorhandene, aktive Enzyme degradiert werden
(Lerch and Gorelick 2000).

1.2 Die akute Pankreatitis

1.2.1 Epidemiologie, Atiologie, Verlauf und Therapie der akuten Pankreatitis

Die akute Entziindung der Bauchspeicheldrise stellt das klinische Korrelat
einer Organreaktion auf unterschiedliche schadliche Einflisse und Noxen dar.
Die akute Pankreatitis ist eine relativ haufige gastrointestinale Erkrankung mit
einer Inzidenz von 10-46 Falle je 100.000 Einwohner p.a. Die Hauptursachen
sind Gallenwegserkrankungen (Cholelithiasis, Gallengangsstenosen) und
Alkoholabusus. Folglich sind typische Ausléser der Erkrankung volumindse,
fettreiche Mahlzeiten und Alkoholexzess. Seltenere Ursachen sind hereditére
Formen (autosomal-dominanter Erbgang), Infektionen (z.B. Mumps, Hepatitis),
Traumata, iatrogene Formen nach ERCP, verschiedene Medikamente,
Mukoviszidose, primarer Hyperparathyreoidismus und Hyperlipidamie. In circa
10% der Falle liegt eine idiopathische Form vor.

Klinisch und morphologisch wird zwischen der &6dematdésen und der
nekrotisierenden Verlaufsform der Erkrankung unterschieden. Bezogen auf die
Gesamtanzahl der Erkrankungen betragt die Sterblichkeit bei der
unkomplizierten, 6dematésen Form unter 1%, bei der komplizierten,
nekrotisierenden Verlaufsform hingegen 10-24%.

Bis heute steht keine spezifische medikamentése Therapie der akuten
Pankreatitis zur Verfigung. Die Therapie erfolgt rein symptomatisch.

1.2.2 Pathophysiologische Konzepte der akuten Pankreatitis

Die akute Pankreatitis ist eine plétzlich auftretende, primar nicht-infektidése
Entzindung der Bauchspeicheldrise. Von der chronischen Pankreatitis
unterscheidet sie sich dadurch, dass nach Ausschalten der Ausléser und

Komplikationen in der Regel eine Ausheilung, gegebenenfalls mit
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morphologischen Defekten, zu erwarten ist. Die Pathophysiologie der akuten
Pankreatitis konnte bisher nicht vollstandig aufgeklart werden.

Erstmals im Jahre 1901 verdffentlichte der Pathologe Eugene Opie eine
Hypothese, welche besagt, dass ein Abflusshindernis der Pankreassekretion
die Pankreatitis auslést (Opie 1901). Jedoch lieBen die morphologischen
Veranderungen der Azinuszellen (Lerch, Saluja et al. 1992) viele
Wissenschaftler vermuten, dass der Vorgang der akuten Pankreatitis eine
Zerstérung des Organs durch die in den Azinuszellen synthetisierten
Verdauungsenzyme darstellt. Somit erklart die oben erwahnte Vermutung Opies
nach heutigem Kenntnisstand nicht, wie die als inaktive Vorstufen sezernierten
Verdauungsenzyme intrazellular aktiviert werden. Diese vorzeitige Aktivierung
blieb lange Zeit unklar.

In den letzten Jahren konnten drei wichtige Phdnomene in der Frihphase der
akuten Pankreatitis definiert werden (Steer 1997): Die sekretorische Blockade
(Saluja, Saluja et al. 1989), die frlhzeitige intrazellulare Aktivierung von
Verdauungsenzymen (Saluja, Donovan et al. 1997; Hofbauer, Saluja et al.
1998) und die Bildung entzindlich aktiver Mediatoren, Zytokinen und
Chemokinen (Gross, Leser et al. 1993; Grady, Liang et al. 1997; Brady,
Christmas et al. 1999).

Auf diese pathophysiologischen Ereignisse soll im Folgenden naher

eingegangen werden.

=  Sekretorische Blockade

Das unter Punkt 1.4 ndher beschriebene, unter der Plasmamembran lokalisierte
Aktinzytoskelett ist am intrazellularen Transport und an der Exozytose von in
der Zelle gebildeten Proteinen, wie z.B. den Verdauungsenzymen der
Azinuszellen, beteiligt. Wahrend der frlhen Phase der akuten Pankreatitis
wurde eine Reorganisation und Zerstérung des Aktinzytoskeletts an der
basolateralen Membran der Azinuszelle beobachtet (Lampel and Kern 1977).
Durch diese Reorganisation des Zytoskeletts wird der intrazellulare Transport
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und somit auch die Sekretion von Enzymen blockiert. Untersuchungen zeigten,
dass auBerdem im apikalen Teil der Zellen das Protein Myosin |l aktiviert wird
(Torgerson and McNiven 2000). Diese apikalen Veranderungen kdnnten
ebenfalls zu einer Blockierung der Proteinsekretion fuhren. Die Proteinsynthese
der Zellen bleibt jedoch trotz aller zelluldrer Umstrukturierungen weiter
bestehen, wodurch sich die neu synthetisierten Proteine innerhalb der Zelle

anreichern (Steer and Saluja 1993).

=  Frihzeitige intrazellulare Enzymaktivierung

Verschiedene Untersuchungen haben gezeigt, dass durch die bereits
beschriebene sekretorische Blockade die Enzymvorstufen mit lysosomalen
Hydrolasen in zytoplasmatischen Vakuolen kolokalisiert sind, wodurch eine
vorzeitige Aktivierung der Verdauungsenzyme erfolgen kann (Watanabe,
Baccino et al. 1984; Saluja, Hashimoto et al. 1987). Durch diesen Vorgang
kommt es zu einem Ungleichgewicht von intrazelluldaren Proteasen und
Antiproteasen (Dugernier, Laterre et al. 2005).

Die intrazellulare Enzymaktivierung stellt sowohl ein frilhes als auch ein
kritisches Ereignis in der Entwicklung der akuten Pankreatitis dar.

Durch die beschriebenen Analysen wird die Vermutung der Selbstverdauung
des Pankreas als ein ausldsender Mechanismus der akuten Pankreatitis
zunachst bestatigt (Yamaguchi, Kimura et al. 1989). Jedoch zeigten andere
Untersuchungen, dass das lysosomale Cathepsin B und Verdauungsenzyme
auch in gesundem Pankreasgewebe oder nach Stimulation mit Bombesin,
welches keine Organentziindung hervorruft, teils in den gleichen Organellen
vorkommen und keine akute Pankreatitis ausgel6st wird (Willemer, Bialek et al.
1990; Grady, Dabrowski et al. 1996).

Folglich ist die Rolle der Kolokalisation bei der Entstehung der akuten
Pankreatitis noch nicht vollstandig geklart.

= Bildung entziindlich aktiver Mediatoren und Zytokinen

Durch den bereits naher beschriebenen Vorgang der Selbstverdauung des
Pankreas werden Entziindungsmediatoren freigesetzt. Dies kann durch einen



Einleitung 10

Anstieg der inflammatorischen Serumparameter quantifiziert werden (Gross,
Leser et al. 1993).

Diese immunologische Reaktion setzt im Gegensatz zur intrazellularen
Trypsinaktivierung relativ spat ein, so dass sie den Schweregrad der akuten

Organreaktion starker beeinflusst.

Lysosomale
Normal »| Enzymein
Lysosomen
Segregation
Verdauungs- . Sekretion der
enzyme in Fusion / Verdauungs-
Q kondensie- Zymogen- Fission enzyme in
renden » granula im das pankrea-
Vakuolen Plasmalemm tische
Synthese Gangsystem
digestiver und
lysosomaler .
I%/nzyme im —{ Zum Golgi-Apparat
endoplasmati-
schen
Retikulum
) Kolokalisation Aktivierung der Vakuolen-
Segregation von lysoso- Verdauungs- ruptur Schad
malen und enzyme durch chadigung
> Verdauungs- lysosomale > der
enzymen Enzyme in den Freisetz- Azinuszellen
- fragilen Vakuolen ung der
Pankreatitis aktiven
Enzyme ins
Zytoplasma

Abbildung 2: Ubersicht (iber zelluldre Ereignisse, die zu einer akuten Pankreatitis
fihren kbénnen. Reproduziert nach Steer (Steer 1997).

Um jedoch therapeutisch eingreifen zu kénnen, bedarf es zunachst dem
besseren Verstandnis der intrazellularen Vorgange, die zu einer akuten
Pankreatitis fUhren kdnnen. Die Untersuchungen der vorliegenden Arbeit tragen

dazu bei, einen Teil dieser Ereignisse zu erklaren.
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1.3 Cholezystokinin und dessen Rolle bei der akuten Pankreatitis

Das Hormon Cholezystokinin (CCK) wird als Antwort auf die
Nahrungsaufnahme von endokrinen Zellen des Duodenums sezerniert. Uber
Rezeptoren der Azinuszellen des Pankreas stimuliert CCK die Sekretion von
Verdauungsenzymen. Somit trdgt das Hormon in physiologischen
Konzentrationen nicht nur zur Modulierung der pankreatischen Funktion,
sondern auch zu morphologischen Veranderungen innerhalb der Zellen bei
(Niederau, Luthen et al. 1994).

Die repetitive Gabe supramaximaler Konzentrationen von CCK oder des
Cholezystokinin-Pankreozymin Analogons Caerulein bewirken eine akute
Pankreatitis (Lampel and Kern 1977). Diese auBert sich durch eine Erhéhung
der Amylase im Serum, ein interstitielles Odem der Bauchspeicheldriise, eine
verstarkte lysosomale Aktivitat in den Azinuszellen sowie durch eine Fusion von
Zymogengranula in den Zellen (Lampel and Kern 1977; Adler, Gerhards et al.
1983).

Eine Stimulierung mit supramaximalen Dosierungen von CCK bewirkt zudem
eine Aktindepolymerisation in Azinuszellen, wodurch der Vorgang der
Exozytose in den Zellen gestért wird (Adler, C. et al. 1991; O’Konski and
Pandol 1993). Durch bisher nicht vollstdndig geklarte Signalwege wird im
apikalen Teil der Zellen das Protein Myosin Il aktiviert sowie im basolateralen

Teil Aktin und Myosin Il reorganisiert (Torgerson and McNiven 2000).

Verschiedene Untersuchungen haben ergeben, dass Cholezystokinin Uber
CCK-Rezeptoren eine Vielzahl von intrazelluldren Signaltransduktions-
mechanismen in Azinuszellen aktiviert, welche nicht nur die Proteinsynthese,
das Zellwachstum und den Metabolismus regulieren, sondern auch den
Vorgang der Sekretion (O"Konski and Pandol 1990). Die vorliegende Arbeit soll
die Untersuchungen einer neuen Signaltransduktionskaskade in Azinuszellen

der Bauchspeicheldrlise erlautern.
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1.4 Eine intrazellulare Signaltransduktionskaskade zu Aktin-bindenden

Proteinen

Intrazellulare Signalilibertragung ist eine wichtige Voraussetzung fir die
Regulation der Entwicklung, des Wachstums und der Homdostase in
vielzelligen Organismen.

Um diesen Vorgang zu beschreiben, soll im Folgenden zun&chst das daran
beteiligte Aktinzytoskelett naher erlautert werden:

Myosin Il ist wesentlicher kontraktiler Bestandteil im Muskel und auBerdem
gemeinsam mit Aktin am intrazellularen Transport von Vesikeln, Zellorganellen
und anderen biologischen Lasten beteiligt. Somit spielen diese beiden Proteine
eine wichtige Rolle bei einer Reihe von Zellfunktionen. Beispiele hierfir sind:
Kontraktion von glatten Muskel- und anderen Korperzellen, GeféaBtonus,
Thrombozytenaggregation, Zellmotilitdt, Tumorzellinvasion, Zellbefestigung,
Zytokinese und schlieBlich Zytoskelettstruktur, Formation von Mikrofilamenten
und fokalen Adhasionen sowie Sekretion.

Aktin ist ein Strukturprotein, welches in allen eukaryotischen Zellen vorkommt
und Bestandteil des Aktinzytoskeletts ist. Das Protein bildet in der Zelle
dynamische Filamente, die sogenannten Aktinfilamente oder F-Aktin. Diese
Filamente sind nicht nur zentraler Bestandteil des Kontraktionsapparates der
Muskeln, sondern dienen auch der Stabilisierung der auBeren Zellform sowie
intrazellularen Transporten, wie z.B. dem Vorgang der Sekretion.

Der auBerst komplexe Prozess der Aktinpolymerisation und —depolymerisation
wird durch eine Vielzahl Aktin-bindender Proteine direkt und indirekt beeinflusst
(siehe Abbildung 8). Dieser Vorgang wird als ,TretmiUhlenreaktion“ bezeichnet
(Carlier 1998; Pantaloni, Le Clainche et al. 2001). Ein Signalweg zu diesen

Aktin-bindenden Enzymen wurde in der vorliegenden Arbeit naher untersucht.

Ein bedeutender Regulationsmechanismus des Aktinzytoskeletts und somit der
oben genannten Zellfunktionen stellt die Phosphorylation von Myosin Il dar

(Somlyo and Somlyo 1994). Myosin Il wird nicht nur durch Fluktuationen der
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intrazellularen Calciumkonzentration reguliert, sondern auch durch andere
wichtige Ca®*-unabhéngige Signalmechanismen.

Einer dieser Signalwege flihrt Gber die GTPase RhoA zu einer Aktivierung der
Rho-Kinase (ROCK 1l), welche daraufhin die Myosin-bindende Untereinheit
(MYPT1) der Myosinphosphatase (MLCP) phosphoryliert. Dadurch wird die
Phosphatase in ihrer Aktivitdt gehemmt und es resultiert eine Verschiebung des
Gleichgewichts zugunsten der Myosin-Leichte-Ketten-Kinase (MLCK). Die
Myosin-Leichte-Kette (MLC) wird vermehrt phosphoryliert, wodurch eine
Interaktion von Myosin mit den Aktinflamenten und somit eine Reorganisation
des Aktinzytoskeletts bewirkt wird (siehe Abbildung 3).

AuBerdem wird das Enzym mDia von RhoA aktiviert und fihrt UOber eine
Interaktion mit Profilin zu einer Aktinpolymerisation. Uber ROCK Il aktiviert
RhoA die LIM-Kinase, welche Cofilin phosphoryliert. Dies flhrt Uber eine

Hemmung der Aktindepolymerisation zu einer Reorganisation des

Aktinzytoskeletts.
/ RhOA\
mDia ROCK I

Myosinphosphatase LIMK
Profilin l

Myosin-Leichte-Kette < Cofilin

l MLCK l

Aktinpoly- Aktinmyosin- Aktindepoly-
merisation kontraktion merisation

N /

Reorganisation des Aktinzytoskeletts

Abbildung 3: Ubersicht der untersuchten Signaltransduktionskaskade zu Aktin-
bindenden Proteinen Uber RhoA [modifiziert nach Maekawa et al. (Maekawa, Ishizaki
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et al. 1999)]. Die in orange dargestellten Enzyme wurden in der vorliegenden Arbeit
ndher untersucht. Die Abkdrzung Pi gibt die Phosphorylierung bzw.
Dephosphorylierung von Enzymen wieder.

Die beschriebene Signaltransduktionskaskade wurde bereits in verschiedenen
Kdrperzellen untersucht (Somylo and Somylo 2000).

Im Folgenden soll dieser intrazellulare Signalweg und die beteiligten Enzyme
naher erlautert werden:

Agonisten, wie das in dieser Arbeit untersuchte Cholezystokinin, fihren Uber die
Bindung an spezifische heterotrimere G-Protein-gekoppelte Rezeptoren, wie
z.B. spezifische CCK-Rezeptoren, zu einer Aktivierung eines G-Proteins
(Guanin-Nucleotid-bindendes Protein) (Wiliams and McChesney 1987),

welches mit der im folgenden beschriebenen GTPase Rho interagiert.

= RhoA

Die Rho-Genfamilie gehért zur Superfamilie der Ras-Proteine, zu welcher Uber
50 GTPasen gezahlt werden. Diese werden unterteilt in sechs Proteinfamilien:
Ras, Rho, Arf, Sar, Ran und Rab (Lamarche and Hall 1994). Die Rho-Familie
wiederum besteht aus den Unterfamilien Rho (Isoformen A-E), Cdc42, Rac
(Isoformen 1 und 2) und TC10.

Viele Mitglieder der Rho-Familie, welche erstmals im Jahre 1985 von Madaule
und Axel beschrieben wurden (Madaule and Axel 1985), sind beteiligt an der
Organisation und der Dynamik des Zytoskeletts (Ridley and Hall 1992; Hall
1994; Gutkind and Vitale-Cross 1996). Neueste Untersuchungen zeigten, dass
das Enzym Rho auch an CCK-induzierten Zellveranderungen in Azinuszellen
des Pankreas beteiligt ist (Bi, Le Page et al. 2005).

Im Folgenden soll insbesondere die Isoform RhoA beschrieben werden, welche
auch Gegenstand der Untersuchungen der vorliegenden Arbeit war.

RhoA, RhoB und RhoC sind zu circa 85% identisch, jedoch scheinen diese drei
Isoformen in unterschiedlichen zellularen Abschnitten vorzukommen.

RhoA ist eine circa 24 kDa groBe GTPase und besitzt wie andere Mitglieder der
Ras-Superfamilie eine CAAX-Sequenz (C, Cystein; A, aliphatische Aminosaure;
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X, meist Leucin) am C-terminalen Ende, welche flur die intrazellulare
Lokalisation des Enzyms verantwortlich ist. Zum gréBten Teil liegt RhoA im
Zytosol vor, nur ein kleiner Teil befindet sich an der Plasmamembran
(Adamson, Paterson et al. 1992). Fur die Aktivierung des Enzyms ist jedoch die
Assoziation mit der Membran nétig (Gong, lizuka et al. 1996).

Der genaue Mechanismus der Aktivierung und Inaktivierung soll im Folgenden
beschrieben werden:

Wie andere GTPasen besitzt RhoA sowohl eine GDP/GTP-bindende Aktivitat
als auch eine GTPase-Aktivitdt. Somit wechselt RhoA zwischen der GDP-
gebundenen, inaktiven Form (GDP-RhoA) und der GTP-gebundenen, aktiven
Form (GTP-RhoA) (Nobes and Hall 1994). In inaktiven Zellen bindet Rho-GDI
(Rho-GDP-Dissoziationsinhibitor) an GDP-RhoA, wodurch letzteres von der
Membran ins Zytosol transloziert. Nach Stimulation mit Agonisten wird GDP-
RhoA mit Hilfe von GEFs (Guaninnukleotid-Austauschfaktoren) zu GTP-RhoA
umgewandelt. Diese aktive Form transloziert anschlieBend  zur
Plasmamembran und interagiert dort mit spezifischen Substraten. GAPs
(GTPase-aktivierende Proteine) konvertieren die aktive Form von RhoA wieder
zur inaktiven Form GDP-RhoA.

Flasma meambransa

‘ A B @ Effactors

Abbildung 4: Modell des Rho-GTPase-Zyklus [modifiziert nach Etienne-Manneville et
al. (Etienne-Manneville and Hall 2002)]. Die inaktive Form Rho-GDP wird durch GEFs
(Guaninnukleotid- Austauschfaktoren), welche den Nukleotidaustausch vermitteln, zur
aktiven Form Rho-GTP umgewandelt. GAPs (GTPase-aktivierende Proteine)
stimulieren die Hydrolyse von Rho-GTP, wodurch es zu einer Inaktivierung des
Enzyms kommt. GDIs (GDP-Dissoziationsinhibitoren) fihren zu einer Dissoziation der
inaktiven GTPase Rho-GDP von der Plasmamembran.




Einleitung 16

Verschiedene nachgeschaltete Effektoren von RhoA wurden identifiziert:
Protein Kinase N [PKN (PRK1)], Rhophilin, Rhotekin, Citron, Citronkinase, Rho-
Kinase, die Myosin-bindende Untereinheit der Myosinphosphatase (MYPT1)
und mDia (Fukata, Amano et al. 2001). Auf die letzten drei erwahnten Enzyme

soll im Folgenden n&her eingegangen werden.

= Rho-Kinase

Die Rho-Kinase (ROKo/ROCK 1l) ist eine circa 160 bis 180 kDa groBe
Serin/Threonin-Proteinkinase. Die Bindung des C-terminalen Teils an RhoA
erfolgt nur in dessen GTP-gebundener Form (Rho-GTP). Durch diese
Interaktion wird die Aktivitdt von ROCK Il gesteigert, und es transloziert vom
Zytoplasma zur Plasmamembran (Leung, Manser et al. 1995; Leung, Chen et
al. 1996). Die Assoziation des Enzyms mit der Membran scheint eine groBe
Bedeutung hinsichtlich der Kinaseaktivitat zu haben (Miyazaki, Komatsu et al.
2006).

ROCK Il  phosphoryliet die  Myosin-bindende  Untereinheit  der
Myosinphosphatase (MYPT1) an dessen C-terminalem Ende, insbesondere an
den Bereichen Serin 854 und Threonin 697, und fihrt dadurch zu einer
Hemmung der Phosphatase (Kimura, Ito et al. 1996; Kawano, Fukata et al.
1999).

Jedoch inhibiert ROCK Il nicht nur MYPT1, sondern phosphoryliert die Myosin-
Leichte-Kette (MLC) auch direkt (Amano, Ito et al. 1996). Diese Phosphorylation
erfolgt an denselben Bereichen wie durch das unten naher beschriebene
Enzym MLCK.

Somit kontrolliert ROCK Il nicht nur die Phosphorylation von MLC direkt,
sondern auch dessen Dephosphorylation tiber die Hemmung der MLCP.

= Myosinphosphatase (MLCP)

Das Enzym Myosinphosphatase ist unter physiologischen Bedingungen
verantwortlich fir die Dephosphorylation der Myosin-Leichte-Kette (MLC) von
Myosin Il. Das Holoenzym besteht aus drei Untereinheiten: Aus einer

katalytischen Untereinheit vom Typ 1 Phosphatase & Isoform (PP1cd) von 38
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kDa, einer 110 bis 130 kDa groBen Myosin-bindenden Untereinheit namens
MYPT1 (myosin phosphatase targeting subunit 1) und aus einer kleineren
Untereinheit M20 von circa 20 kDa, deren Funktion bis zum heutigen Tage
unklar ist (Alessi, MacDougall et al. 1992; Hartshorne, Ito et al. 1998).

Mitotic-specific Inhibitory phosphorylation site l
phospohrylation sites

Myosin-binding regulatory
phosphorylation site

v L
Serd32/Thr435 Thr696 Thres3

1 206 934 1006

—
PP 1c8-binding domain M20-binding domain
170 296 930 1030
— ——
Phosphorylated RhoA-binding domain
MLC-binding domain
714 933

Al
Myosin-binding domain
849 1030
A————
cGKla-binding domain

€68 1030

Phospholipid-binding domain

Abbildung 5: Struktur der MYPT1-Zieluntereinheit der Myosinphosphatase mit
Phosphorylationsstellen und fiir verschiedene Interaktionen bedeutsame Regionen
[modifiziert nach Ito et al. (Ito, Nakano et al. 2004)].

Durch eine Anderung der Interaktionen der einzelnen Untereinheiten
untereinander wird die Myosinphosphatase reguliert. So wird die Aktivitat der
MLCP durch die Phosphorylation von MYPT1 (Trinkle-Mulcahy, Ichikawa et al.
1995) an den Proteinabschnitten Thr695/697, Ser849/854 und Thr850/855
gehemmt (Feng, Ito et al. 1999; Kawano, Fukata et al. 1999).

Es wird angenommen, dass MYPT1 eine Zieluntereinheit darstellt und sowohl
PP1cé als auch das Substrat Myosin Il bindet. Der N-terminale Teil von MYPT1
ist verantwortlich fir die Aktivierung von PP1cd (Johnson, Cohen et al. 1997).
Die Interaktion von PP1cd mit MYPT1 erhdht die Substratspezifitat gegentiber
phosphoryliertem Myosin 1l und flhrt zu einer Aktivitdtssteigerung des
Holoenzyms. Die Bindung der Myosinphosphatase an das Substrat fihrt zu
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einer Dephosphorylation von Myosin Il (Shimizu, Ito et al. 1994) und somit zu
einer Dissoziation des Myosin Il von den Aktinfilamenten.

Der C-terminale Teil von MYPT1 bindet sowohl M20 als auch das Substrat
Myosin . Die Bindung von M20 an MYPT1 beeinflusst die Aktivitat des
Holoenzyms nicht, jedoch wird diskutiert, ob M20 das Myosindimer bindet
(Johnson, Cohen et al. 1997).

Bislang wurde die Untereinheit MYPT1 in vielen Geweben nachgewiesen, wie
z.B. in glatten Muskelzellen, in Gehirnzellen, in der Milz, in Herzmuskelzellen, in
der Niere und in der Lunge (Okubo, lto et al. 1994) sowie durch andere
Arbeitsgruppen in Fibroblasten, in humanen Thrombozyten und anderen
Zelltypen. Es wurde deutlich, dass die Myosinphosphatase an der Regulation
vieler Funktionen in glatten Muskelzellen beteiligt ist, so z.B. am GefaBtonus,
dem Blutdruck, der gastrointestinalen Motilitdt, dem Atemwegswiderstand, der
erektilen Funktion und der Uteruskontraktion. In Azinuszellen des Pankreas ist
das Enzym bislang nicht nachgewiesen worden.

= Myosin-Leichte-Kette (MLC)

Das Enzym Myosin Il besteht aus zwei schweren (jeweils circa 200 kDa) und

vier leichten Ketten (MLC) mit einem Molekulargewicht von jeweils 16 bis 20
kDa, die den Myosinkopf bilden. Der Myosinschwanz setzt sich aus Anteilen der
beiden schweren Ketten zusammen.

Die ATPase Myosin Il ist essentiell fir den zur Kraftentwicklung in Muskelzellen
notwendigen sogenannten Querbrickenzyklus: Myosin 1l-Molekile binden mit
hoher Affinitdt an Aktinfilamente. Dadurch wird eine Kippbewegung der
gebundenen Myosinképfe hervorgerufen und eine Bewegung der Aktinfilamente
in Langsrichtung bewirkt. Nach Freisetzung von ADP dissoziiert Myosin Il von
den Filamenten und letztere kehren wieder in den Anfangszustand zurtck.
Durch Hydrolysierung von ATP durch Myosin |l kann eine erneute Bindung der
Myosin II-Molekile an die Filamente erfolgen (Schmidt and Thews 1997).

Die erstmals von Perrie et al. (Perrie, Smillie et al. 1973) demonstrierte
Phosphorylation einer der erwéahnten leichten Ketten reguliert die Aktivitat des
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Gesamtenzyms. Diese leichte Kette wird deshalb auch regulatorische MLC
genannt. Es gibt zwei durch das bereits beschriebene Enzym ROCK Il sowie
durch das unten naher charakterisierte Enzym Myosin-Leichte-Ketten-Kinase
(MLCK) phosphorylierbare Bereiche des Myosin II: Serin-19 und Threonin-18,
wobei Serin-19 die primare Phosphorylationsstelle darstellt (Colburn, Michnoff
et al. 1988). Dadurch kommt es zu einer erhdhten ATPase-Aktivitat von Myosin
I (Adelstein and Conti 1975), und eine Interaktion des Enzyms mit
Aktinflamenten wird eingeleitet. Durch diesen Vorgang wird z.B. eine
Kontraktion im Skelettmuskel oder in glatten Muskelzellen bewirkt (Itoh, lkebe et
al. 1989).

AuBerdem kann Myosin Il auch durch andere Kinasen phosphoryliert werden
(Tan, Ravid et al. 1992), welche in der vorliegenden Arbeit jedoch nicht naher
untersucht wurden, wie z.B. durch die Protein Kinase C.

Die Dephosphorylation des Enzyms wird durch die oben bereits naher

beschriebene Myosinphosphatase bewirkt (Shimizu, Ito et al. 1994).

MtCK
& D
Y

f

MLCP

Abbildung 6: Darstellung der Regulation von MLC. Die Myosin-Leichte-Ketten-Kinase
(MLCK) phosphoryliert MLC zu pMLC. Die Dephosphorylation von pMLC zu MLC
erfolgt durch die MYPT1-Untereinheit der Myosinphosphatase (MLCP).

Somit wird die Aktivitdt der MLC hauptsachlich durch ein Gleichgewicht von
MLCK und ROCK II einerseits und der MLCP andererseits reguliert.

» Myosin-Leichte-Ketten-Kinase (MLCK)
Wie zuvor bereits erwéhnt ist das Ca?*/Calmodulin-abhéngige Enzym MLCK fiir

die Phosphorylation der Myosin-Leichten-Kette (MLC) des Myosin |l

verantwortlich und tradgt somit zur Kraftentwicklung in Muskelzellen und zu
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Kontraktionsprozessen in anderen Korperzellen, wie zum Vorgang der
Sekretion bei.

MLCK ist ein 130 bis 150 kDa schweres Enzym, das aus einem katalytischen
Kern besteht, welcher ATP und MLC bindet und damit essentiell fur die
Ubertragung der Phosphatgruppe von ATP auf MLC ist. Das regulatorische
Segment am C-terminalen Ende der MLCK ist in den Vorgang der Autoinhibition
involviert und stellt die Bindungsstelle fir den N-terminalen Teil von
Ca?*/Calmodulin dar, welches eine Aktivierung des katalytischen Kerns bewirkt.
Durch diese Aktivierung kann die MLCK die bereits erwdhnte Phosphorylation
von MLC einleiten (Stull, Lin et al. 1998).

In glatten Muskelzellen ist das Enzym mit Aktinfilamenten und Myosinstrukturen
kolokalisiert (Guerriero, Rowley et al. 1981). Es zeigt sich eine Aktin-bindende
Sequenz im N-terminalen Teil des Proteins. Neuere Untersuchungen haben die
Bedeutung von drei Wiederholungsmotiven (DFRXXL) in der Struktur des
Proteins ergeben, welche mdglicherweise jeweils an ein Aktinmonomer binden
(Smith, Su et al. 1999).

Die Regulierung der MLCK erfolgt durch dessen Phosphorylation mittels
verschiedener Kinasen. Diese Phosphorylation findet an unterschiedlichen
Bereichen des Enzyms statt (Stull, Hsu et al. 1990) und flhrt zu einer
reduzierten Affinitit gegeniiber Ca®‘/Calmodulin und somit auch zu einer
verminderten Phosphorylationsaktivitat der MLCK gegentber der MLC (Tansey,
Luby-Phelps et al. 1994).

Die MLCK wurde bereits in exokrinen Azinuszellen des Pankreas
nachgewiesen (Burnham, Soling et al. 1988; Bissonnette, Kuhn et al. 1989) und
spielt eine bedeutende Rolle bei der Sekretion von Verdauungsenzymen
(Mizuno, Naruse et al. 2000; Torgerson and McNiven 2000).
Zur Vervollstandigung der Fragestellung der vorliegenden Arbeit wurde die
Expression von MLCK in Azinuszellen nochmals untersucht.
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Im Folgenden sollen mit mDia und Cofilin kurz zwei Enzyme vorgestellt werden,
welche ebenfalls von RhoA aktiviert werden und Uber einen alternativen
Signalweg zu einer Reorganisation des Aktinzytoskeletts filhren. AuBerdem soll
der in dieser Arbeit verwendete ROCK-Inhibitor Y-27632 charakterisiert werden.

= mDia

Das Enzym mbDia ist ein in Saugetieren vorkommendes Homolog von
Drosophila diaphanous, ist circa 140 kDa groB und gehdrt zu der Proteingruppe
der Formin-Homologe (FH). Es besitzt eine N-terminale Bindestelle flir Rho und
eine FH1- und FH2-Region am C-terminalen Ende (Castrillon and Wasserman
1994). Zwischen dem N- und dem C-terminalen Ende besteht eine
intramolekulare Interaktion, welche durch die Bindung von Rho aufgelést und
das Enzym aktiviert wird (siehe Abbildung 7) (Watanabe, Kato et al. 1999). Die
prolinreiche FH1-Region bindet an das Aktinmonomer-bindende Protein Profilin,
auf welches in dieser Arbeit nicht naher eingegangen wurde (Carlier and
Pantaloni 1997). Durch diese Bindung wird eine Aktinpolymerisation

hervorgerufen.

A. B.
Rh? binding dom%g FH1 FH1 FH2

N
C
1,255 1,11
Rho B2 A structure for thin
actin fibre formation

Abbildung 7: Modell der Aktivierung von mDia durch die GTPase Rho [reproduziert
nach Watanabe et al. (Watanabe, Kato et al. 1999)]. Rho bindet an die Rho-
Bindungsdoméne am N-terminalen Teil von mDia. Dadurch wird die intramolekulare
Bindung des N-terminalen an das C-terminale Ende des inaktiven mDia aufgelést,
wodurch die FH1- und FH2-Regionen die Formation des Aktinzytoskeletts bewirken.

Neuere Untersuchungen zeigten jedoch, dass die FH2-Region auch direkt mit
den Mikrotubuli interagieren kann (Pruyne, Evangelista et al. 2002). Die

Aktinfilamente werden parallel in Langsrichtung der Zelle ausgerichtet.
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AuBerdem werden die Mikrotubuli parallel zu den Filamenten orientiert (Ishizaki,
Morishima et al. 2001).

Somit spielt mDia bei der durch RhoA vermittelten Formation von
Aktinfilamenten eine bedeutende Rolle und kénnte durch die Beeinflussung der

Sekretion von Verdauungsenzymen zu einer akuten Pankreatitis beitragen.

= Cofilin

Zu den Aktin-depolymerisierenden Enzymen werden drei phylogenetisch
unterschiedliche Enzyme gezahlt: die ADF (Aktin-depolymerisierender
Faktor)/Cofiline, die Twinfiline und Drebrin. Das zur Klasse der ADF/Cofiline
gehdérende Cofilin (cofilamentous protein) ist ein 15 bis 20 kDa groBes, aus
einem B-Teil und zwei diesen umgebenden a-Helices bestehendes Protein
(Lappalainen, Kessels et al. 1998). Cofilin bindet sowohl an Aktinmonomere als
auch an Aktinflamente durch Uberbriickung von zwei Aktinuntereinheiten
(McGough, Pope et al. 1997)

Das Enzym stellt das sogenannte ,capping“ Protein dar, welches die
Depolymerisation am ,pointed end“ beschleunigt und somit als limitierender
Faktor der oben erwahnten ,Tretmihlenreaktion® bezeichnet wird. Durch diesen
Prozess wird ein schnelleres Wachstum der Aktinflamente am ,barbed end®
erreicht (siehe Abbildung 8) und es erfolgt ein erhéhter Umsatz von Aktin
(Pantaloni, Le Clainche et al. 2001).

cofilin

s IDBICD DD - ST eSS
/V \ T T 1

[ 1 1

ATP ADP Pi ADP ADP ADP ADP ATP ADP.Pi ADP ADP ADP ADP

Polymerization Depolymerization

L o =

Nucleotide Exchange

v

ADP ATP ADP ATP

Abbildung 8: ,Tretmlihlenreaktion® der Aktinfilamente [modifiziert nach Pantaloni et
al.(Pantaloni, Le Clainche et al. 2001) ].

A: Die Depolymerisation als limitierender Faktor des Aktin-ATPase-Zyklus kontrolliert
das Wachstum am ,barbed end”.

B: Die Bindung von Cofilin bewirkt eine schnellere Depolymerisation am ,pointed end*
und somit eine schnellere Polymerisation am ,pointed end".
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Die Aktivitat des Enzyms hangt von seiner Phosphorylation ab. Enzyme, wie
das bereits erwahnte RhoA, aktivieren die LIM-Kinase (LIMK), welche in der
vorliegenden Arbeit nicht nadher untersucht wurde. Diese phosphoryliert den
Serin-Rest an Position 3 der N-terminalen Region von Cofilin, was zu einer
Inaktivierung des Enzyms und so zu einer Hemmung der Depolymerisation von
Aktinfilamenten fihrt (Agnew, Minamide et al. 1995; Yang, Higuchi et al. 1998).
Neueste Untersuchungen zeigten, dass Cofilin durch den unten naher
beschriebenen ROCK-Inhibitor Y-27632 dephosphoryliert und somit aktiviert
wird (Koga, Koga et al. 2006).

Durch die oben bereits beschriebene Aufgabe des Aktinzytoskeletts spielt auch

das Enzym Cofilin beim Vorgang der Sekretion eine wichtige Rolle.

= Y-27632

Y-27632 [(R)-(+)-trans-N-(4-Pyridyl)-4-(1-aminoethyl)-cyclohexanecarboxanide
dihydrochlorid (Herstellerangaben)], ist ein synthetischer, lichtempfindlicher,
hochpotenter, selektiver ROCK-Inhibitor, der ROCK-I und ROCK-II in gleichem
MaBe hemmt (Uehata, Ishizaki et al. 1997).

7 (R)

N \ NHCO we- CHNH2-2HCI-Hy0

CHj
Abbildung 9: Struktur des ROCK-Inhibitors Y-27632

Diese Hemmung wird erreicht durch eine kompetitive Bindung an die ATP-
Bindestelle des Enzyms ROCK Il, sowie vermutlich durch eine zuséatzliche
Interaktion mit an das Protein bindenden spezifischen Substraten. Der Inhibitor
wird durch eine Transporter-vermittelte erleichterte Diffusion in die Zellen
aufgenommen (Ishizaki, Uehata et al. 2000).

Neuere Untersuchungen haben gezeigt, dass die hemmenden Effekte von Y-
27632 von der Hohe der vorhergehenden Zellstimulation durch Agonisten

abhangen. AuBerdem wurde beobachtet, dass die Wirkung des Inhibitors in
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kultivierten Zellen nach einer bestimmten Zeit nachlasst, und er inaktiviert wird
(Narumiya, Ishizaki et al. 2000).

Durch die Bindung an ROCK Il bewirkt Y-27632 eine spezifische Hemmung von
zellularen Prozessen, wie z.B. der Bindung von Aktinfilamenten, und wurde
deshalb in der vorliegenden Arbeit verwendet, um den intrazellularen Signalweg
zu Aktin-bindenden Proteinen naher untersuchen zu kénnen.

Die Auswirkung des Inhibitors auf das Enzym ROCK Il wurde bereits in
isolierten Azinuszellen des Pankreas untersucht (Kusama, Nozu et al. 2003).
Inwiefern Y-27632 dadurch die Expression von MYPT (pMYPT) und MLC

(PMLC) beeinflusst, soll in dieser Arbeit dargestellt werden.

1.5 Fragestellung

1. Werden die Enzyme RhoA, ROCK II, MYPT1, MLC, MLCK, mDia und

Cofilin in exokrinen Azinuszellen des Pankreas exprimiert?

2. Sind diese Proteine im Pankreas durch die Stimulierung mit CCK

regulierbar?

3. Besteht eine Assoziation zwischen den oben genannten Enzymen (sind
die Proteine an der Signaltransduktionskette beteiligt)?

4. In welcher intrazellularen Region liegen die Proteine MYPT1 und MLC,
sowie deren phosphorylierte Formen pMYPT1 bzw. pMLC vor
(Zytoskelett- oder Zytosolfraktion)?

5. Ist der untersuchte Signaltransduktionsweg durch den spezifischen
ROCK-Inhibitor Y-27632 hemmbar?
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2. Methodik

Die far die vorliegende Dissertation notwendige Versuchssystematik, die
einzelnen Versuchsschritte und —durchfihrungen werden im Folgenden

erlautert.

2.1 Versuchstiere

Die verwendeten Versuchstiere wurden von Charles River Laboratories in
Sulzfeld, Deutschland geliefert. Es wurden pathogenfreie mannliche Sprague-
Dawley-Ratten mit einem Gewicht von circa 150 g verwendet. Die Tiere wurden
mit der Rattendiat ,ssniff der Spezialdidten GmbH aus Soest, Deutschland
gefOttert und vor den Versuchen keiner weiteren speziellen Behandlung
unterzogen. Die Experimente an den Tieren wurden jeweils zwischen 8.00 Uhr
und 10.00 Uhr begonnen, um eine etwaige, vom circadianen Rhythmus
abhangige, Anderung des Sekretionsverhaltens zu vermeiden.

Die Tierversuche wurden von der zustandigen Behoérde, Regierung von

Oberbayern, genehmigt.

2.2 Verwendete Chemikalien, technische Geréte und Materialien

2.2.1 Chemikalien

Firma Praparat Vollname, Artikelnummer Zweck

Sigma Caerulein pGlu-GIn-Asp-Tyr[SOsH]-Thr-Gly- | Stimulation
Seelze, Dtl. Trp-Met-Asp-Phe-NH,

D-Glucose HEPES-Puffer
L-Glutamine
NaCl

MgCls

KClI
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Na,HPO,
NaOH
HEPES

CaCl,

Tris-HCI

EDTA
EGTA

DTT

NaF
B-Glycerophosphat
Benzamidine
NaszVO,

NP-40

Bromphenolblau

Glycerol
2-Mercaptoethanol

TRIS Base

Ammonium Per-

sulfate Glycin

TWEEN

N-[2-Hydroxyethyl]piperazine-N’-

[2-ethanesulfonic acid]

Tris[hydroxymethyllJaminomethane
pH 7.4

Ethylenediaminetetraacetic acid
Ethylene glycol-bis[2 aminoethyl-

ether]-N,N,N",N"-tetraacetic acid
DL-Dithiothreitol

Hydrochloride: Hydrate

Sodium Orthovanadate

3,37,5,5 -

Tetrabromphenolsulfonephthalein

Tris[hydroxymethyllJaminomethane

Polyoxyethylene Sorbitan Mono-

Homo-, SDS-

Puffer

Homo-Puffer

SDS-Puffer

Gele, WB-Puffer

WB-Puffer

Blocking-Lésung

laurate
Kodak BioMax MS Film MS-1 Chemilumines-
zenz
Research CCK Cholecystokinin  26-33, sulfated | Stimulation
Plus (“CCK 8"), product: 01-0340-02
Manasquan, [Asp-Tyr(SO3H)-Met-Gly-Trp-Met-
NJ, USA Asp-Phe-NH;]
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BIO RAD Triton Triton X-100 Homo-Puffer
Minchen, Dtl.
Dye Reagent Con-|enthalt Phosphorsaure und | Protein-Assay
centrate Methanol
SDS Sodium dodecyl sulfate SDS-Puffer, Gele,
WB-Puffer
30% Acrylamide/Bis | N,N"-Methylenbisacrylamid Gele
Solution Electrophoresis Purity Reagent
TEMED N,N,N",N"-Tetra-methyl-
ethylenediamine
Blotting Grade Blocking-L&sung
Blocker Non-Fat Dry
Milk
Prestained SDS- | Catalog 161-0318 WB-Gele
Page Standard | Control 95620
Broad Range
GIBCO 100 x nicht-essen- HEPES-Puffer

Karlsruhe, Dtl.

tielle Aminosauren

FLUKA BSA Albumin from bovine serum HEPES-Puffer
Biochemika
Seelze, Dtl. Top-Block Blocking-Ldésung
PIERCE Protein-A-Beads Immunopréazipita-
Bonn, Dtl. Protein-G-Beads tion
MERCK Methanol WB-Puffer
Darmstadt,
Dil.
Calbiochem ECL1und?2 Detection Reagent 1 und 2 Chemilumines-
Darmstadit, zenz
Dil.

ROCK:-Inhibitor Y-27632 #688000 Stimulation

Protease-Inhibitor-
Cocktail

Cat # 529131 10VL, Lot # B69408

Homo-Puffer
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AMERSHAM | Anti-rabbit Ig sekundére AK
BIOSCIENCE | Anti-mouse Ig
Freiburg, Dtl.
Santa  Cruz | Anti-goat Ig sekundéarer AK
Biotechnology
Santa  Cruz, | RhoA (119) sc-179 primare AK
USA RhoA (26C4) sc-418

MLC (FL-172) sc-15370

MLC (A-20) sc-9449

pMLC (Thr18/Ser19) | sc-12896

Stat 1 E-23,#K161

Positivkontrolle A-10 | sc-3806 Blot-Kontrolle
BD MYPT1 612165 primare AK
Biosciences ROCK II/ROKa 610624
Heidelberg, p140mDia 610849
Dtl.
upstate  cell | pMYPT (Thr 696) #07-251 Lot #23745 primarer AK
signaling solu-
tions
Dundee, UK
Cytoskeleton | Cofilin #ACFLO2 primarer AK
Offenbach,
Dtl.
Cell Signaling | p-Cofilin (ser3) #3311 primarer AK
Technology

Frankfurt am
Main, Dtl.

Tabelle 1: Ubersicht (iber die verwendeten Reagenzien
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2.2.2 Technische Gerate und Materialien

Firma

Technische Geréate

Amersham Pharmacia Biotech,
Buckinghamshire, UK

Bandelin Electronic, Berlin, Dtl.

BioRad, Miinchen, Dtl.

Dréager, Llubeck, Dtl.

Eppendorf, Hamburg, Dtl.

Frobel Labortechnik, Lindau, Dtl.

GFL, Burgwedel, Dtl.

IKA Werke, Staufen, Dtl.

NeolLab, Heidelberg, Dtl.

Sarstedt, Nimbrecht, Dtl.

Satorius, Géttingen, Dtl.

Schleicher & Schiill, Dassel, Dtl.

WTW, Weilheim, Dtl.

Becton Dickinson GmbH, Heidelberg, Dil.

Hyperfim™ ecL ™
Power Supply
Ultrospec 3100 pro

Sonoplus Bandelin HD 2070

Kantilen, 27G
Blot Kammer

Isofluran Vaporator

MiniSpin Zentrifuge
Pipetten
Zentrifuge 541712

Kreisrittler Rocky 3D
Uberkopfrotator

Wasserbad GFL 1083
Magnetrihrer RTCbasic
Vortex Mixer 2020
Einmal-Kivetten, UV
Analysenwaage

Gel-Blotting Papier

Nitrocellulosemembran ,Protran”

pH Meter InoLab pH Level 1

Tabelle 2: Ubersicht iiber die verwendeten technischen Geréte und Materialien
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2.3 Versuchsdurchfiihrung

2.3.1 Praparation von Pankreasldppchen

Die hier angewendete Methode zur Gewinnung von Pankreaslappchen wurde
erstmals 1975 von Scheele und Palade (Scheele and Palade 1975)
beschrieben und spater von Louie et al. (Louie, Williams et al. 1985) optimiert.

Im Einzelnen wurde wie folgt vorgegangen: Nach der Dekapitation der
Versuchstiere wurden diese grundlich ausgeblutet. Zur Gewinnung des
Pankreas wurde die Bauchhdhle groBflachig eréffnet und das Organ unter
besonderer Beachtung des Magens und des Duodenums prapariert, um eine
Denaturierung der spater zu untersuchenden Proteine des Pankreas durch
Proteinasen zu vermeiden. AnschlieBend wurde die Milz vom Préparat gelést
und das Pankreas in eine Petrischale mit gekuhlter, 0,9 %iger NaCl-Lésung

gelegt. Zuletzt wurden Fettgewebe, BlutgefaBe und Lymphknoten entfernt.

2.3.2 CCK-Stimulation der Pankreaslappchen in-vitro

Basismedium fir die Stimulation der Pankreaslappchen war ein modifizierter
HEPES-Puffer mit folgender Zusammensetzung (alle Angaben in mM): 11,1
mmol/L Glucose, 2 mmol/L Glutamine, 127 mmol/L NaCl, 0,57 mmol/L MgCls,
4,7 mmol/L KCI, 0,55 mmol/L NazHPO,4, 6 mmol/L NaOH, 10 mmol/L HEPES,
1,28 mmol/lL CaCl und 20 ml/L einer 100 x nicht-essentiellen
Aminosaurenlésung.

Der Puffer wurde mit 100 % Sauerstoff Uber 15 Minuten begast, der pH-Wert
auf 7,46 eingestellt und zuletzt 200 mg BSA hinzugegeben. AnschlieBend
wurden die Lappchen in einem Wasserbad mit der Temperatur von 37°C unter
leichtem Rutteln mit Cholezystokinin stimuliert. Die dosisabhangige Stimulation
erfolgte Uber 15 Minuten mit einer Cholezystokinin-Konzentration von 10 pM, 30
pM, 100 pM, 300 pM, 1 nM, 10 nM bzw. 100 nM. Bei der zeitabhdngigen
Stimulation wurden den Proben jeweils 100 nM Cholezystokinin Uber einen
Zeitraum von 1, 3, 5, 10, 15 bzw. 30 Minuten hinzugefligt. Sowohl bei der dosis-
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als auch bei der zeitabhangigen Stimulation wurde jeweils eine unstimulierte
Probe als Kontrolle Gber 15 Minuten unter gleichen Bedingungen inkubiert.
Nach erfolgter Stimulation wurden alle Proben in flissigem Stickstoff
schockgefroren und anschlieBend in jeweils 300 ul Homo-Puffer homogenisiert.
Der Puffer setzte sich wie folgt zusammen (alle Angaben in mM): 50 mmol/L
Tris-HCI (pH 7,4), 100 mmol/L KCI, 0,2 mmol/L EDTA, 2 mmol/L EGTA, 1
mmol/L DTT, 50 mmol/L NaF, 50 mmol/L B-Glycerophosphat, 1 mmol/L
Benzamidine, 0.5 mmol/L NasVOs, 10 ml/L Protease-Inhibitor-Cocktail
(Bragado, Tashiro et al. 2000).

Nach der Homogenisation wurden die Proben dreimal fur 15 Minuten bei 4°C
und 14000 rpm zentrifugiert, der Uberstand jeweils abpipettiert und das Pellet
verworfen. AnschlieBend folgte die Messung der Proteine, auf deren
Durchfihrung unter Punkt 2.4 noch eingegangen wird. 4 mg/ml Proteinlysat
wurde mit Homo-Puffer auf ein Volumen von 325 pl aufgefillt und 125 pul 4 x
SDS-Puffer hinzugefligt. Der SDS-Puffer hatte folgende Zusammensetzung
(alle Angaben in mM): 253,81 mmol/L Tris-HCI, 20 Spatelspitzen/L
Bromphenolblau, 400 mmol/L Glycerol und 600 ml/L destilliertes Wasser
wurden auf einen pH-Wert von 6,8 eingestellt, anschlieBend 277,41 mmol/L
SDS beigefigt und vor der Verwendung 100 ml/L Mercaptoethanol
hinzugegeben. Nach einem flnfminitigen Aufkochen bei 97°C folgte die
Western-Blot-Analyse.

2.3.3 CCK-Stimulation des Pankreas in-vivo

Den Versuchstieren wurde entsprechend einer dosisabhangigen in-vivo-
Stimulation 20 pg bzw. 50 pg Caerulein pro Kilogramm Kérpergewicht
intraperitoneal injiziert und die Tiere nach 30 Minuten dekapitiert, ausgeblutet
und das jeweilige Organ entnommen. Bei der zeitabhangigen in-vivo-
Stimulation wurde den Versuchstieren jeweils 50 ug Caerulein gespritzt und das
Organ, nach vorherigem Dekapitieren und Ausbluten, nach 5, 15 bzw. 30

Minuten gewonnen.
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Nach der Praparation des Pankreas wurde dieses in vier groBe Fragmente
zerteilt und schnellstmdglich in flissigem Stickstoff schockgefroren. Die
Pankreaslappen wurden anschlieBend in 2 ml Homo-Puffer, dessen
Zusammensetzung bereits unter Punkt 2.3.2 erlautert wurde, homogenisiert und
mehrmals zentrifugiert, wobei jeweils nur das Pellet weiterverwendet wurde. Die
darauffolgende Proteinmessung und Herstellung von Proben fir eine Western-
Blot-Analyse erfolgte entsprechend der oben beschriebenen in-vitro-Versuche.

2.3.4 Gewinnung der Zytosol- und Zytoskelettfraktion

Nach erfolgter Pankreaspraparation und —stimulation wurden die
Pankreasfragmente in 300 pl des bereits beschriebenen Homo-Puffers, der
jedoch zusatzlich mit 0,1 % Triton X-100 versetzt wurde, homogenisiert und
anschlieBend fir 10 Minuten bei 10000 rpm und 4°C zentrifugiert. Der
Uberstand, welcher die I8slichen Proteine und somit die Zytosolfraktion
darstellte, wurde abpipettiert. Das Pellet, welches den unléslichen Proteinen
und somit der Zytoskelettfraktion entsprach, wurde mit 100 pl Homo-Puffer
inklusive 2 % NP-40 gel6st, und die Proben wurden in einem Sonicator
bearbeitet. Die anschlieBende Proteinmessung erfolgte jeweils in beiden

Fraktionen.

2.3.5 Herstellung von Y-27632-Inhibitorproben

Die praparierten Pankreaslappchen wurden in jeweils 3 ml des unter Punkt
2.3.2 beschriebenen HEPES-Puffers und 6 pl Inhibitor (entspricht 20 uM) Uber
30 Minuten im Wasserbad unter leichtem Rutteln und Lichtabschirmung
inkubiert und anschlieBend mit Cholezystokinin entsprechend den in-vitro-
Versuchen dosisabhangig stimuliert. Als Kontrolle diente eine Probe, die
zunachst 30 Minuten ohne Inhibitor in das Wasserbad gestellt und
darauffolgend mit 100 nM Cholezystokinin Uber ebenfalls 30 Minuten stimuliert

wurde. AnschlieBend wurden die Proben sofort in flissigem Stickstoff
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schockgefroren. Der weitere Versuchsablauf entsprach dem der alleinigen

Stimulation mit Cholezystokinin.

2.3.6 Immunoprézipitation

Das Pankreas wurde wie gehabt prapariert und die Lappchen anschlieBend
unstimuliert bzw. mit 10 nM Cholezystokinin fir 30 Minuten bei 37°C im
Wasserbad inkubiert. Nach dem Lysieren in Homo-Puffer folgte die
Zentrifugation, nach welcher der Uberstand abgesaugt und 500 pl frischer
Homo-Puffer hinzugeflgt wurde. Daraufhin wurde die spater beschriebene
Proteinbestimmung durchgefthrt. Zu 1 mg/ml Proteinlysat wurden eine 1:50
Verdlinnung des entsprechend zu untersuchenden Antikdrpers pipettiert und
auf 500 pl mit Homo-Puffer aufgeflillt. AnschlieBend wurden die Proben Uber
Nacht im Kihlraum bei 4°C unter Rotation inkubiert.

Am nachsten Morgen wurden jeweils 30 pl Protein-Beads hinzupipettiert und
die Proben im Kihlraum fir weitere zwei Stunden rotiert. Die Protein-Beads
wurden wie folgt verwendet: Bei anti-goat und anti-mouse Antikérpern wurden
Protein-G-Beads und bei anti-rabbit Antikérpern Protein-A-Beads benutzt. Nach
der erneuten Inkubation wurden die Proben bei 4°C und 12000 rpm fir 5
Minuten zentrifugiert, der Uberstand vorsichtig abgesaugt und wiederum 500 pl
Homo-Puffer hinzugefligt. Dieser Waschvorgang wurde dreimal wiederholt.
AnschlieBend wurde zu dem gewaschenen Uberstand 20 pl 4 x SDS-Puffer
gegeben, dessen Zusammensetzung unter Punkt 2.3.2 beschrieben wurde.
Nachdem die Proben fir 5 Minuten bei 95°C aufgekocht wurden, erfolgte die

Proteinanalyse per Western-Blot.

2.4 Protein-Bestimmung

Zur Proteinbestimmung wurde zun&chst eine Kalibriergerade mithilfe einer
Verdinnungsreihe aus BSA-Protein-Lésung hergestellt. Die verwendete Dye-
Ldsung wurde 1:5 verdinnt und fur die Messungen jeweils 1 ml verwendet. Aus

der BSA-Verdinnungsreihe wurden jeweils 20 pl zu der Dye-Lésung gegeben
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und nach 5 Minuten UV-spektrometrisch nach der Bradford-Methode
vermessen. AnschlieBend wurden die zu bestimmenden Pankreasproben 1:10
verdinnt und je nach Bedarf 10 pl bzw. 20 pl verwendet. Die Messung wurde
wie bei der zuvor angefertigten Kalibriergeraden durchgefihrt.

2.5 Analyse der Proteine mittels Western-Blot

Diese Methode wurde entwickelt, um die Molmasse eines Proteins Uber die
Bindung spezifischer Antikdrper zu ermitteln oder um die Spezifitdt von
Antikdrpern gegeniber einem Antigen bzw. einem Protein zu Uberprifen, und
wurde erstmals beschrieben von Towbin und Staehelin (Towbin, Staehelin et al.
1979) und Burnette (Burnette 1981). Bei diesem Gel-Blot wurden Proteine
elektrophoretisch getrennt und anschlieBend aus dem Gel auf eine
Nitrocellulosemembran transferiert.

Im Einzelnen wurde wie folgt vorgegangen: Unter Berlcksichtigung des
Molekulargewichts der zu untersuchenden Proteine wurde ein
dementsprechendes Trenngel mit einem jeweils unterschiedlichen Gehalt an
Acrylamid angefertigt: fur MYPT1, pMYPT1 und ROCK Il ein 7,5 %iges, flr
mDia ein 8 %iges und fir RhoA, MLC, pMLC, Cofilin und pCofilin ein 12 %iges
Gel. Das jeweilige Trenngel wurde wie folgt hergestellt:

Acrylamid 7,5 % 8,0 % 10,0 % 12,0 %
Trenngelpuffer 4,0 ml 4,0 ml 4,0 ml 4,0 ml
Destilliertes Wasser 8,0 ml 7,7 ml 6,7 ml 5,6 ml
30% Acrylamid/Bis-L&sung 4,0 ml 4,3 ml 5,3 ml 6,4 ml
10% Ammonium Persulfate 50 ul 50 ul 50 ul 50 pl
TEMED 25 ul 25 ul 25 ul 25 ul

Tabelle 3: Ubersicht (iber die Herstellung der jeweiligen Trenngele

Bei einem pH-Wert von 8,8 setzte sich der in der obigen Tabelle erwahnte
Trenngelpuffer zusammen aus (alle Angaben in mM): 1492 54 mmol/L TRIS
Base, 13,87 mmol/L SDS. Je nach Acrylamid-Gehalt wies das Gel eine
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PorengréBe von 0,5-0,2 nm Durchmesser auf. Um einen effizienten Transfer zu
gewahrleisten, wurden Gele von 1 mm Dicke verwendet und auBerdem als
Schutz vor Austrocknung eine Schicht Methanol Uiber die Oberflache gegeben.
Nachdem das Trenngel getrocknet war, wurde das Methanol wieder
abgegossen. AnschlieBend wurde ein Sammelgel Uber das Trenngel pipettiert.

Das Sammelgel bestand aus:

Sammelgelpuffer 2,5 ml
Destilliertes Wasser 5,9 ml
30% Acrylamid/Bis-L&sung 1,6 ml
10% Ammonium Persulfate 60 pl
TEMED 20 ul

Tabelle 4: Ubersicht iiber die Zusammensetzung der verwendeten Sammelgele

Der Sammelgelpuffer wurde bei einem pH-Wert von 6,8 hergestellt aus (alle
Angaben in mM): 500,00 mmol/L TRIS Base, 13,87 mmol/L SDS. Um die
Kammern fir die Proteinproben zu erhalten, wurden 1 mm dicke K&mme in das
jeweilige Sammelgel vor dessen Trocknung gesteckt. FUr die Methode der
diskontinuierlichen SDS-Gelelektrophorese wurden die Proben als Vorbereitung
fur 5 Minuten aufgekocht, um die Polypeptide im SDS-Probenpuffer zu
hitzedenaturieren (Frey 2002) und anschlieBend in die jeweiligen Kammern des
Sammelgels gegeben. Mithilfe der jeweils in die erste Kammer aufgetragenen
genormten Markerproteine lieBen sich spater die Molekulargewichte der
Proteine ermitteln. Hierzu wurden Prestained SDS-PAGE Standards verwendet.
Die Laufkammer wurde mit Laufpuffer aufgeflllt, der sich wie folgt
zusammensetzte (alle Angaben in mM): 25,02 mmol/L TRIS Base, 192,30
mmol/L Glycin, 3,47 mmol/L SDS.

Zur Fokussierung wurde zu Beginn eine Spannung von 100 Volt Uber 15
Minuten angelegt, danach folgten 150 Volt Uber 60-90 Minuten. Unmittelbar
nach Abschluss der Gelelektrophorese erfolgte der Transfer der getrennten
Proteine auf eine proteinbindende Nitrocellulosemembran, wobei die Proteine
durch Anlegen eines Stroms von 300 mA aus dem Gel auf die Membran
tberfihrt wurden. Der elektrophoretische Transfer wurde nach dem Wet-Blot-
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Verfahren (Towbin, Staehelin et al. 1979) durchgeflihrt, wodurch das geblottete
Protein sehr schonend Ubertragen und aufgrund des groBen
Transferpuffervolumens nur geringflgig erwdrmt wurde. Der Transferpuffer
wurde wie folgt hergestellt (alle Angaben in mM): 24,75 mmol/L TRIS Base,
192,31 mmol/L Glycin, 10,40 mmol/L SDS und zusatzlich 20% Methanol, um
das Benetzen der Membran zu erleichtern und die Bindung der Proteine an
SDS zu lockern, wodurch eine héhere Transferrate gewahrleistet wurde
(Jacobson and Karsnéas 1990).

Als zusétzliche Kuhlung wurde ein Eisblock verwendet und der Transferpuffer
durch einen Rihrfisch in Bewegung gehalten. Nach diesem Vorgang wurde die
Membran fir 60 Minuten in eine Blocking-Lésung auf einen Rundschittler
gegeben, um Uberschlssige Proteinbindestellen der Membran zu séattigen und
eine unspezifische Bindung der Nachweisreagenzien zu verhindern (Frey
2002). Die verwendete Lésung bestand bei einem pH-Wert von 7,6 aus
folgendem (alle Angaben in mM): 19,90 mmol/L TRIS Base, 136,89 mmol/L
NaCl und 1,5 ml/L TWEEN 20, sowie 50 g/L Topblock bzw. 50 g/L entfettete
Trockenmilch, je nach primarem Antikérper.

AnschlieBend wurde die Nitrocellulosemembran mit der priméaren
Antikérperlésung tber Nacht bei 4°C inkubiert. Der entsprechende Antikérper
wurde mit der oben erwahnten Blocking-L6sung verdinnt, jedoch mit nur 20 g/L
Topblock bei RhoA, ROCKIIl, MLC, pMLC und mbDia bzw. Trockenmilch bei
MYPT1, pMYPT1, Cofilin und pCofilin. Die Verdiinnungen sind im Ergebnisteil
(3.) bei den jeweiligen Versuchen mit angegeben.

Am nachsten Tag wurde die jeweilige Membran zunachst flr zweimal 5 Minuten
und zweimal 10 Minuten mit der Blocking-Lésung gewaschen und danach mit
dem sekundaren Antikorper fir 60 Minuten auf einen Rundschuttler gegeben.
Um die an das geblottete Protein gebundenen Reagenzien sichtbar zu machen,
trug der sekundare Antikérper eine Enzym-Markierung zur indirekten
Visualisierung (Ramlau 1987; Kricka 1993). Die Verdinnungen wurden
ebenfalls mit der beim ersten Antikérper verwendeten Blocking-Lésung
hergestellt und sind bei den jeweiligen Versuchen beschrieben. AnschlieBend
wurde die Membran in der oben bereits erwdhnten Weise wiederum
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gewaschen. Danach erfolgte unter Schwenken eine jeweils einmin(tige
Inkubation mit den zu gleichen Teilen verwendeten, mit Meerrettichperoxidase
markierten Lésungen ECL 1 und 2, durch die das Enzym ein Licht emittierendes
Produkt lieferte (Chemilumineszenz). Dadurch wurde die Position der
Nachweisreagenzien auf der Membran sichtbar gemacht. Dokumentiert wurden
die Signale durch Exposition eines Rdéntgenfilms (Dechert 2002). Die
entsprechende Belichtungsdauer des auf die Membran aufgelegten Filmes
differierte je nach Antikdrper und ist bei den jeweiligen Versuchen mit
angegeben. Durch das Scannen der jeweiligen Roéntgenfiime boten die
Signalintensitdten der Proteine verschiedene Graustufen, welche zueinander
ins Verhaltnis gesetzt und digitalisiert wurden. Daraus konnte eine graphische
Darstellung erfolgen, und eine Quantifizierung der Ergebnisse war mdéglich.
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3. Ergebnisse

Zum Ausschluss von Pipettierfehlern, systematischen Fehlern und zum Beweis
der Reproduzierbarkeit wurden alle Experimente mindestens dreimal
durchgefihrt. Es wurden jeweils vergleichbare Ergebnisse erzielt, wovon jeweils
eines beispielhaft abgebildet ist. Von diesen Ergebnissen sind aus Griinden der
Ubersichtlichkeit nur die relevanten Ausschnitte der Western-Blots dargestellt.
Um einen GréBenvergleich der untersuchten Proteine in Bezug auf den
verwendeten Marker nachvollziehen zu kdénnen wurden unter Punkt 3.4

exemplarisch die kompletten Abbildungen wiedergegeben.

3.1 Expression von RhoA, ROCK II, MYPT1, MLC, MLCK, mDia und Cofilin in

Pankreasazinuszellen

Die Expression der einzelnen Enzyme in Azinuszellen des Pankreas wurde
sowohl in in-vivo-Pankreasproben als auch in in-vitro-Pankreaslappchen der
Ratte untersucht. Nach der Préaparation des Organs wurden die Proben mittels

Western-Blot untersucht.
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Abbildung 10: Expression von RhoA, ROCK Il, MYPT1, pMYPT1, MLC, pMLC, MLCK,
mbDia, Cofilin und pCofilin im Pankreas. Es wurden in-vivo-Versuche mit dem Pankreas
(P) und in-vitro-Versuche mit Pankreasldppchen (L) der Ratte durchgefiihrt. Von ROCK
Il und MLCK liegen nur Ergebnisse aus in-vivo-Versuchen vor.

Um die verschiedenen Untersuchungsergebnisse der jeweiligen Proteine
vergleichen zu kénnen, wurde auf jede Probentasche jeweils die gleiche Menge
Protein der in-vitro- bzw. der in-vivo-Probe aufgetragen und anschlieBend
anhand der unter Punkt 2.5 beschriebenen Versuchsdurchfiihrung
weiterverarbeitet. Die jeweilig verwendeten Proteinmengen sind je nach
Antikérper unter Punkt 3.2 erwahnt.

Die Proteine ROCK Il und pCofilin wurden nur durch in-vivo-, das Enzym MLCK
nur durch in-vitro-Versuche am Pankreas der Ratte nachgewiesen.

Sowohl in den Pankreas- als auch in den L&ppchenproben konnte eine
deutliche Expression aller untersuchten Proteine verzeichnet werden. Jedoch
war die Signalintensitat der jeweiligen Enzyme in den in-vivo-Analysen etwas

starker ausgepragt.

3.2 Requlation von RhoA, MYPT1, MLC, MLCK, mDia und Cofilin durch CCK

Wie im Methodenteil dieser Arbeit unter den Punkten 2.3.2 und 2.3.3
beschrieben, wurde das Pankreasgewebe in-vivo und die einzelnen
Pankreaslappchen in-vitro mit verschiedenen Dosierungen Cholezystokinin
Uber definierte Zeitraume stimuliert. Hierbei wurden sowohl Konzentrationen im
physiologischen Bereich (10 pM, 100 pM), als auch im supraphysiologischen
Bereich (1 nM, 10 nM, 100 nM) verwendet. Die Stimulation erfolgte Gber 1, 3, 5,
10, 15 und 30 Minuten. So ergab sich eine dosis- und eine zeitabhangige CCK-
Regulation der einzelnen Enzyme.

Die durch eine CCK-Stimulation hervorgerufene Anderung in der
Signalintensitat der einzelnen nachgewiesenen Proteine war in den in-vivo-
Versuchen an der Ratte jeweils deutlicher ausgepragt.

Bei den jeweiligen Analysen wurde jeweils eine unstimulierte Probe des
Pankreas mit auf das Gel aufgetragen, welche unter den gleichen
Versuchsbedingungen gewonnen wurde wie die stimulierten Proben. Durch
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diesen Vorgang konnte die beschriebene Pankreas- bzw. Lappchenprobe
jeweils als Referenzwert zu den durch CCK regulierten Proben verwendet
werden.

= RhoA

Bei allen Untersuchungen von RhoA wurden 12%ige Gele verwendet, auf
welche 20 ug Protein/Tasche aufgetragen wurde. Der primare Antikérper wurde
in einer Dosierung von 1:400, der sekundare Rabbit-Antikbrper von 1:10.000
verwendet.

Sowohl die zeit- als auch die dosisabhangigen in-vivo-Stimulationsversuche mit
CCK zeigten deutlich eine stetige Abnahme der Expression von RhoA. In den
in-vitro-Versuchen war dieser Rickgang ebenfalls zu verzeichnen, jedoch

geringer ausgepragt.

P 20 ug 50 g

-~ -

-
A RhoA- - 24 kDa

P 5min 15 min 30 min

— e
RhoA- TR S==m A - 24 kDa

P L 10 pM 100 pM 300 pM 1 nM 10 nM 100 nM

G Pl P G SO ot W—
B RhoA- - 24 kDa

P L 1 min 3 min 5min 10 min 15 min 30 min

el S e me e ol o e
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Abbildung 11: Darstellung der dosis- und zeitabhdngigen Regulation von RhoA durch
in-vivo-Stimulation (A) und in-vitro-Stimulation (B) mit Cholezystokinin.

A: Die erste Bande zeigt eine unstimulierte Pankreasprobe (P) als Kontrolle. Darauf
folgen die mit 20 ug und 50 pug CCK uber jeweils 30 Minuten bzw. in der zweiten
Abbildung mit 50 ug CCK tber 5, 15 und 30 Minuten stimulierten Proben.

B: Es wurde jeweils eine unstimulierte Pankreasprobe (P) und eine unstimulierte
Lappchenprobe (L) als Referenz verwendet. Die dosisabhdngige L&ppchenstimulation
erfolgte mit 10 pM, 100 pM, 300 pM, 1 nM, 10 nM und 100 nM CCK uber jeweils 15
Minuten. Bei der zeitabhdngigen Stimulation wurden die Proben mit je 10nM CCK (iber
1, 3, 5, 10, 15 und 30 Minuten inkubiert.
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= MYPT1

Die Untersuchungen von MYPT1 erfolgten mit 7,5%igen Gelen. Bei den in-vivo-
Versuchen wurden 40 pg, bei den in-vitro-Stimulationen 60 pg Protein/Tasche
aufgetragen. Die Antikérper wurden wie folgt dosiert: Der Erstantikbrper mit
1:1.000 und der Mouse-Zweitantikdrper mit 1:15.000 bei den in-vivo-Versuchen
bzw. 1:10.000 bei der Stimulation von Lappchen.

Wie schon in den Versuchen mit RhoA war auch bei der Myosinphosphatase-
Untereinheit MYPT1 nach Stimulation mit CCK eine Abnahme der
Enzymexpression im Pankreasgewebe zu erkennen. Generell war die
Regulation durch Cholezystokinin in den in-vivo-Untersuchungen deutlicher
ausgepragt. Bei den zeitabhangigen Stimulationen des Pankreas der Ratte (A,
zweites Bild) und der Pankreaslappchen (B, zweites Bild) zeigte sich eine
pragnantere Reduktion der Signalintensitat als in den jeweils dosisabhangigen
Analysen. In den Stimulationen mit 50 pg CCK dber 30 Minuten (in-vivo-
Versuche) bzw. mit 10 nM CCK Uber 30 Minuten (in-vitro-Analysen) ist kein

Signal mehr zu verzeichnen.

P 20 ug 50 g
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A MYPT1-- -130 kDa
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B MYPT1- W -130 kDa
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- W N TR e
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Abbildung 12: Regulation von MYPT1 durch in-vivo- (A) und in-vitro-Stimulation (B) mit
Cholezystokinin.

A: Nach einer Darstellung der unstimulierten Pankreasprobe (P) als Referenz folgen
die Banden der dosisabhdngigen in-vivo-Stimulation mit 20 ug und 50 ug
Cholezystokinin (ber 30 Minuten, sowie die zeitabhdngige Stimulation mit 50 ug (ber
5, 15 und 30 Minuten.
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B: Die Abbildungen der in-vitro-Versuche zeigen eine Pankreasprobe (P) und eine
unstimulierte Ldppchenprobe (L) als Kontrolle. Die dosisabhdngige Stimulation erfolgte
mit 10 pM, 100 pM, 300 pM, 1 nM, 10 nM und 100 nM CCK (dber jeweils 15 Minuten.
Die Proben der zeitabhdngigen Inkubation dber 1, 3, 5, 10, 15 und 30 Minuten mit 10
nM CCK werden im letzten Bild dargestellt.

* pMYPT1
Bei den Analysen von pMYPT1 wurden, wie auch bei der unphosphorylierten

Form des Enzyms, 7,5%ige Gele verwendet. Es wurden 60 pg, bei den
zeitabhangigen in-vitro-Versuchen 80 pg Protein/Tasche benétigt. In allen
Untersuchungen wurde der Erstantikbrper mit 1:2.000, der Rabbit-
Zweitantikérper mit 1:5.000 dosiert.

Das phosphorylierte Enzym war nach Stimulation mit Cholezystokinin weder in

den in-vivo- noch in den in-vitro-Versuchen mehr nachzuweisen.

P 20 ng 50 pg

A pMYPT1- ‘ -120 kDa
P 5min 15 min 30 min
pMYPT1.- -120 kDa
P L 10pM 100 pM 300 pM 1 nM 10 nM 100 nM
e "
B pMYPTI- -120 kDa
P L 1 min 3min 5min 10 min 15 min 30 min
pMYPT1- -120 kDa

Abbildung 13: Darstellung von pMYPT1, welches zeit- bzw. dosisabhdngig durch
Cholezystokinin reguliert wird.

A: Die ersten beiden Abbildungen zeigen die Ergebnisse der in-vivo-Versuche. Die
erste Bande zeigt eine als Kontrolle verwendete unstimulierte Pankreasprobe (P). Auf
den folgenden Banden erkennt man die dosisabhéngige Stimulation mit 20 ug und 50
ug CCK dber 30 Minuten bzw. die zeitabhdngige Regulation Gber 5, 15, und 30
Minuten durch 50 ug CCK.

B: Die beiden unteren Bilder stellen die in-vitro-Versuche mit pMYPT1 dar. Zunédchst
wurden eine unstimulierte Pankreasprobe (P) und eine unstimulierte Ldppchenprobe
(L) aufgetragen. Darauf folgt die dosisabhdngige Stimulation mit 10 pM, 100 pM, 300
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pM, 1. nM, 10 nM und 100 nM CCK dber 15 Minuten bzw. die zeitabhdngige Inkubation
mit 10 nM CCK dber 1, 3, 5, 10, 15 und 30 Minuten.

= MLC

Bei allen Versuchen wurden 12%ige Gele und 20 ug Protein/Tasche bendtigt.
Der Erstantikbrper wurde in einer Dosierung von 1:1.000, der Rabbit-
Zweitantikérper mit 1:10.000 verwendet.

Als Referenzwert wurde zusatzlich zu einer unstimulierten Pankreas- und einer
unstimulierten Lappchenprobe 2,5 pl einer Positivkontrolle aus einem
Rattenzelllysat von Myoblastzellen der thorakalen Aorta (A-10) verwendet. Da
in dieser Kontrollprobe das Enzym maximal exprimiert wurde, konnte ein
direkter Vergleich zu den untersuchten Proben hergestellt werden.

Sowohl bei den in-vivo- als auch bei den in-vitro-Stimulationen mit CCK war
eine deutliche Abnahme der Signalintensitat gegentiber den unstimulierten
Proben und der Positivkontrolle zu verzeichnen, jedoch zeigte sich dies starker
ausgepragt bei den in-vivo-Versuchen. In den Analysen der in-vitro-Proben war
bei den Stimulationen Uber einen gréBeren Zeitraum (30 Minuten) bzw. bei
einer héheren Konzentration von CCK (1 nM, 10 nM) wieder eine leichte

Zunahme des Signals zu erkennen.

K P 20 ug 50 ug

A MLC- -20kDa
K P 5 min 15 min 30 min
- — e,
MLC-. -20 kDa
K P L 10pM 100 pM 300 pM 1 nM 10 nM 100 nM
B MLC-- -20 kDa

K P L 1 min 3 min 5 min 10 min 15 min 30 min
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Abbildung 14: Dosis- und zeitabhdngige Regulation von MLC durch Cholezystokinin in
in-vivo- (A) und in-vitro-Versuchen (B).

A: Die erste Bande stellt eine Positivkontrolle (K), die zweite eine unstimulierte
Pankreasprobe (P) als Referenz dar. AnschlieBend ist die dosisabhédngige Stimulation
mit 20 ug und 50 ug CCK lber jeweils 30 Minuten, sowie die zeitabhdngige Regulation
mit 50 ug CCK Uber 5, 15 und 30 Minuten aufgetragen.

B: Bei den in-vitro-Versuchen wurden zundchst eine Positivkontrolle (K), eine
unstimulierte Pankreas- (P), sowie eine unstimulierte Lappchenprobe (L) als Referenz
verwendet. Die dosisabhéngige Stimulation erfolgte ber jeweils 15 Minuten mit 10 pM,
100 pM, 300 pM, 1 nM, 10 nM und 100 nM CCK. Bei der zeitabhdngigen Regulation
wurden die Proben mit jeweils 10 nM CCK dber 1, 3, 5, 10, 15 und 30 Minuten
inkubiert.

* pMLC

Die Versuche wurden mit 12%igen Gelen durchgefihrt und jeweils 40 ug
Protein/Tasche verwendet. Die Antikérper wurden wie folgt dosiert: der priméare
Antikérper 1:200, der sekundéare Rabbit-Antikérper 1:10.000.

Die in Abbildung 15 dargestellten Ergebnisse der CCK-regulierten Expression
von pMLC zeigen deutlich, dass die Signalintensitdt der dosis- und
zeitabhangigen Stimulation gegenlber den unstimulierten Proben etwas
zunimmt. Dies ist sowohl in den in-vivo- (A) als auch in den in-vitro-Analysen

(B) zu erkennen.

P 20 ng 50 pg

pMLC-- - - -20 kDa

5min 15 min 30 min

pMLC-. R -20 kDa

1 min 3 min 5min 10 min 15 min 30 min

B pMLC-- ..h-- .-20kDa

P L 10pM 100 pM 300 pM 1 nM 10 nM 100 nM

pMLC-.-“...--

Abbildung 15: Darstellung der in-vivo- (A) und in-vitro-Stimulation (B) von pMLC mit
Cholezystokinin.

-20 kDa
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A: Zundchst wurde eine unstimulierte Pankreasprobe (P) aufgetragen, danach folgt die
dosisabhéngige Stimulation mit 20 ug und 50 ug CCK (lber 30 Minuten bzw. die
zeitabhéngige Stimulation mit 50 ug CCK dber 5,15 und 30 Minuten.

B: Bei den in-vitro-Versuchen ist in der ersten Bande eine unstimulierte Pankreasprobe
(P), in der zweiten eine unstimulierte Léppchenprobe (L) zu erkennen. Die
dosisabhé&ngige Inkubation erfolgte dber 15 Minuten mit 10 pM, 100 pM, 300 pM, 1 nM,
10 nM und 100 nM CCK, die zeitabhdngige Stimulation mit 10 nM CCK dber 1, 3, 5,
10, 15 und 30 Minuten.

= MLCK
Bei den Untersuchungen von MLCK wurden 7,5%ige Gele und 40 pug

Protein/Tasche verwendet. Der primare Antikdérper wurde mit 1:500, der
sekundare Goat-Antikérper mit 1:10.000 dosiert.

Der Prozess der Detektion von MLCK mittels Western-Blot stellte sich als
kompliziert dar. Unter Verwendung von Gelen mit verschieden niedriger
Prozentzahl (5% und 7,5%) konnte das Enzym schlieBlich nachgewiesen
werden. Es zeigte sich bei einem deutlich héheren Molekulargewicht als
erwartet. Wie unter Punkt 1.4 bereits erwahnt, hat das Protein in verschiedenen
untersuchten Zellen eine GréBe von circa 135 kDa. In den in dieser Arbeit
durchgefiihrten Versuchen war MLCK bei circa 250 kDa exprimiert.

Die Analysen der CCK-abhangigen Regulation von MLCK wurden nicht mit den
bei den anderen untersuchten Enzymen verwendeten verschiedenen
Dosierungen bzw. Stimulationszeiten von CCK durchgefiihrt, sondern auf die
Expression und eine Stimulation mit 10 nM CCK {ber 15 Minuten beschrankt
(siehe Abbildung 16).

Wie in der dargestellten Abbildung eines Western-Blots und in der graphischen
Ubersicht deutlich wurde, nahm die Signalintensitat von MLCK nach Stimulation

mit Cholezystokinin gegentiber der unstimulierten Probe ab.
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A P 10 nM
MLCK- — -250 kDa
MLCK Lappchen Dosis
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Abbildung 16: Expression von MLCK und Regulation des Enzyms durch
Cholezystokinin.

A: Die obere Abbildung zeigt die in-vitro-Stimulation des Rattenpankreas mit 10 nM
Cholezystokinin (dber 15 Minuten. Als Referenzwert ist zusétzlich eine unstimulierte
Pankreasprobe (P) aufgetragen.

B: Die untere Abbildung zeigt die graphische Darstellung der Ergebnisse der
durchgefihrten Western-Blot-Untersuchungen.

= mDia

FOr die Untersuchungen von mDia wurden 8%ige Gele und 40 pug
Protein/Tasche verwendet. Es wurde eine Antikérperdosierung von 1:3.000
(Erstantikdrper) und 1:20.000 (Mouse-Zweitantikérper) bendtigt.

Die Ergebnisse der in-vivo-Versuche (A) zeigten besonders in der
dosisabhangigen Stimulation mit CCK eine deutliche Abnahme des Signals. Bei
der dosisabhangigen in-vitro-Regulation war zunachst ein leichter Rickgang,
bei hbheren CCK-Konzentrationen (300 pM, 1 nM, 10 nM, 100 nM) wieder eine
leichte Zunahme der Signalintensitdt zu erkennen. Die zeitabhangige
Lappchenstimulation zeigte bei langerer Inkubation mit CCK (10, 15 und 30

Minuten) eine minimale Regression.
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P 20 ug 50 g

A mDia-- - -140 kDa

P 5min 15 min 30 min

-140 kDa
P L 10 pM 100 pM 300 pM 1 nM 10 nM 100 nM

B mbia- -140 kDa
P L 1 min 3 min 5min 10 min 15 min 30 min
e, — R e, g, ——
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Abbildung 17: Regulation von mDia durch Cholezystokinin in in-vivo- (A) und in-vitro-
Versuchen (B).

A: Die erste Bande zeigt eine unstimulierte Pankreasprobe (P) als Referenz, darauf
folgt die dosisabhdngige Regulation mit 20 ug und 50 ug CCK dber jeweils 30 Minuten
bzw. die zeitabhdngige Stimulation dber 5, 15 und 30 Minuten mit jeweils 50 ug CCK.
B: Nach den unstimulierten Pankreas- (P) und Lappchenproben (L) zeigen die Bilder
die dosisabhédngige Stimulation mit 10 pM, 100 pM, 300 pM, 1 nM, 10 nM und 100 nM
CCK (dber jeweils 15 Minuten bzw. die zeitabhdngige Inkubation mit je 10 nM CCK (iber
1, 3, 5, 10, 15 und 30 Minuten.

= Cofilin

Auf 12%ige Gele wurde 40 ug Protein/Tasche aufgetragen. Der primare
Antikdrper wurde mit 1:1.000, der sekundare Rabbit-Antikérper mit 1:10.000
dosiert.

Bei den Western-Blot-Untersuchungen zeigten sich jeweils zwei Banden mit
Proteinen &hnlichen Molekulargewichts. Da besonders in den in-vitro-Analysen
(B) bei der unteren Bande eine deutlichere CCK-abhangige Regulation zu
erkennen war, gab diese das untersuchte Enzym Cofilin wieder. Die obere
Bande schien eine Isoform des pankreatischen Cofilins darzustellen.

Sowohl die in-vivo- als auch die in-vitro-Experimente zeigten bei hdheren
Dosierungen von CCK bzw. bei langerer Inkubation mit dem Hormon einen
deutlichen Rickgang der Expression von Cofilin.
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P 20ug 50pg

A Cofilin-- - “-20 kDa

5min 15 min 30 min

Cofllln- - - - -20 kDa
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B con O W - - 0,
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Abbildung 18: Darstellung von Cofilin reguliert durch Cholezystokinin in in-vivo- (A) und
in-vitro-Experimenten.

A: Eine unstimulierte Pankreasprobe (P) wurde als Referenzwert aufgetragen. Danach
folgt die dosisabhédngige Stimulation mit 20 ug und 50 ug CCK Uber je 30 Minuten,
sowie die zeitabhdngige Regulation mit 50 ug tber 5, 15 und 30 Minuten.

B: Als Kontrolle wurden eine unstimulierte Pankreas- (P) und eine L&ppchenprobe (L)
verwendet. Die dosisabhédngige Stimulation wurde mit 10 pM, 100 pM, 300 pM, 1 nM,
10 nM und 100 nM CCK (uber jeweils 15 Minuten, die zeitabhdngige mit 10 nM CCK
uber 1, 3, 5, 10, 15 und 30 Minuten durchgefihrt.

" pCofilin

Far die Analysen von pCofilin wurden 12 %ige Gele und 40 pg Protein/Tasche
verwendet. Die Antikérper wurden mit 1:1.000 (primarer Antikdrper) und
1:15.000 (sekundéarer Rabbit-Antikérper) dosiert. Die Untersuchungen von
pCofilin wurden auf in-vivo-Versuche beschrankt.

Nach Phosphorylation zeigte das Enzym gegeniber der unstimulierten
Pankreaskontrolle eine deutliche Zunahme der Expression. Bei Stimulationen
Uber einen langeren Zeitraum (30 Minuten) oder bei héheren CCK-Dosierungen
(50 pg) war wieder eine Abnahme der Signalintensitat zu verzeichnen.
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Abbildung 19: Dosis- und zeitabhdngige Regulation von pCofilin durch in-vivo-
Stimulation mit Cholezystokinin.

Die erste Bande zeigt eine unstimulierte Pankreasprobe (P). Darauf folgen die
dosisabhédngige Stimulation mit 20 ug und 50 ug CCK dber 30 Minuten bzw. die
zeitabhéngige Stimulation mit 50 ug CCK dber 5, 15 und 30 Minuten.

3.3 Untersuchung der Zytosol- und Zytoskelettfraktion

Wie bereits unter Punkt 2.3.4 erwahnt kénnen die Proteine einer Zelle in eine
l6sliche (Zytosol) und eine unlésliche Fraktion (Zytoskelett) unterteilt werden.
Die folgende Beschreibung und Diskussion der Ergebnisse beschrankt sich auf
die Begriffe Zytosol- und Zytoskelettfraktion.

Um festzustellen, in welchem Zellkompartiment die Proteine MYPT1, MLC und
deren phosphorylierte Formen pMYPT1 bzw. pMLC vorhanden sind, wurden
eine Zytosol- und eine Zytoskelettfraktion sowohl der unstimulierten als auch
der mit verschiedenen Konzentrationen CCK stimulierten in-vitro-Proben
hergestellt (siehe Punkt 2.3.4).

Die Zieluntereinheit der Myosinphosphatase MYPT1 ist sowohl im Zytosol als
auch im Zytoskelett nachzuweisen. Jedoch geben die Zytosoluntersuchungen
eine starkere Signalintensitat wider. Nach Phosphorylation (pMYPT1) zeigt das
Enzym eine starke Expression im Zytosol, jedoch ist es in der
Zytoskelettfraktion nicht nachzuweisen.

MYPT1 pPMYPT1

P L 10 pM 100 pM 1 nM 10 nM 100 nM P L 10pM100 pM 1 nM 10 nM 100 nM
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P L 10pM100pM1nM10nM100nM P L 10pM100 pM 1 nM 10 nM 100 nM

~

Abbildung 20: Die Abbildung zeigt die Expression des Enzyms MYPT1 bzw. pMYPT1
in den verschiedenen zelluldren Kompartimenten. Auf der linken Seite sind die
Ergebnisse von MYPT1, auf der rechten die von pMYPT1 zu erkennen. In den oberen
Abbildungen ist jeweils die Expression im Zytosol, in den unteren die im Zytoskelett
wiedergegeben. Zunéchst sind jeweils eine unstimulierte Pankreas- (P) und eine
unstimulierte Ldppchenprobe (L) aufgetragen. Die anderen Banden zeigen die
dosisabhédngige CCK-Stimulation mit 10 pM, 100 pM, 1 nM, 10 nM und 100 nM tber 30
Minuten.

Das Enzym MLC zeigt nach Stimulation mit CCK ein deutlich starkeres Signal in
der Zytosol- als in der Zytoskelettfraktion. Nach Phosphorylation war das

Protein fast ausschlieBlich im Zytoskelett nachzuweisen.

MLC pMLC
L 10pM100pM1nM10nM100nM P L 10pM100 pM 1 nM 10 nM 100 nM
P L 10pM 100 pM 1 nM 10 nM 100 nM P L 10pM 100 pM 1 nM 10 nM 100 nM
- w "eww

Abbildung 21: Darstellung der Expression von MLC und pMLC in der Zytosol- und
Zytoskelettfraktion. Die linke Seite zeigt die Ergebnisse der Untersuchungen mit MLC,
die rechte Seite die mit pMLC. Die oberen beiden Abbildungen geben die Expression
der beiden Enzyme im Zytosol, die beiden unteren das Vorhandensein im Zytoskelett
wider. Die ersten beiden aufgetragenen Proben jedes Bildes zeigen eine unstimulierte
Pankreas- (P) und Ldppchenprobe (L) als Referenzwert. Darauf folgen die in-vitro-
Proben der dosisabhédngigen CCK-Regulation mit 10 pM, 100 pM, 1 nM, 10 nM und
100 nM (ber 30 Minuten.

3.4 Assoziation der Enzyme untereinander

Der Vorgang der Immunoprazipitation (siehe Punkt 2.3.6) wurde durchgefihrt,
um eine Assoziation verschiedener Proteine der Signaltransduktionskaskade
untereinander nachzuweisen. So konnte nicht nur die Reihenfolge festgelegt
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werden, in welcher die jeweiligen Enzyme in der Signaltransduktionskaskade
vorkommen, sondern auch, ob ein Enzym vom in der Kaskade davor liegenden
reguliert wurde.

In dieser Arbeit wurde jeweils die Assoziation der Enzyme RhoA mit MYPT1,
RhoA mit pMYPT1, MYPT1 mit ROCK Il und RhoA mit mDia untersucht.

Bei den im Folgenden einzeln beschriebenen Versuchsergebnissen wurden zur
Kontrolle jeweils eine unstimulierte und eine mit CCK stimulierte
Lappchenprobe verwendet.

A IP 1P Kontr. Kontr.
unstim. 10 nM unstim. 100 nM
CCK CCK
214 kDa- - 130 kDa
118 kDa-
92,2 kDa-
52,2 kDa-
35,7 kDa-

IP RhoA - WB MYPT1

25000

_ 20000 - T

2

£ 15000 1 T T

£ 1 L =
T

@ 10000

Q
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Abbildung 22: Darstellung der Assoziation von RhoA mit MYPTT1.

A: Die beiden linken Banden zeigen die Immunoprézipitation mit RhoA und
anschlieBendem Western-Blot mit MYPT1 mit einer unstimulierten und einer mit 10 nM
CCK dber 15 Minuten inkubierten Ldppchenprobe. Als Referenzwerte wurden jeweils
eine unstimulierte und eine mit 10 nM CCK dber 15 Minuten stimulierte Kontrollprobe
aufgetragen. )

B: Die Graphik zeigt eine Ubersicht der Ergebnisse der im Western-Blot untersuchten
IP- und Kontrollproben.
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Abbildung 23: Darstellung der Assoziation von RhoA mit pMYPT1.

A: Die beiden linken Banden zeigen die Immunoprézipitation mit RhoA und
anschlieBendem Western-Blot mit pMYPT mit einer unstimulierten und einer mit 10 nM
CCK dber 15 Minuten inkubierten Ldppchenprobe. Als Referenzwerte wurden jeweils
eine unstimulierte und eine mit 10 nM CCK dber 15 Minuten stimulierte Kontrollprobe
aufgetragen.

B: Die Graphik zeigt eine Ubersicht der Ergebnisse der im Western-Blot untersuchten
IP- und Kontrollproben.

Die Abbildungen 22 und 23 zeigen, dass in den Untersuchungen eine
Assoziation von RhoA und MYPT1 bzw. pMYPT bestand. Nach Stimulation mit
Cholezystokinin war eine Abnahme bzw. eine Zunahme der Signalintensitat in

den Immunopréazipitationsproben zu erkennen.
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Abbildung 24: Darstellung der Assoziation von MYPT1 mit ROCK .

A: Die beiden linken Banden zeigen die Immunoprézipitation mit MYPT1 und
anschlieBendem Western-Blot mit ROCK Il mit einer unstimulierten und einer mit 10
nM CCK (lber 15 Minuten inkubierten Ldppchenprobe. Als Referenzwerte wurden
jeweils eine unstimulierte und eine mit 10 nM CCK uber 15 Minuten stimulierte
Kontrollprobe aufgetragen.

B: Die Graphik zeigt eine Ubersicht der Ergebnisse der im Western-Blot untersuchten
IP- und Kontrollproben.

Wie schon beim der Immunoprazipitation mit RhoA wurde deutlich, dass auch
eine Assoziation von ROCK Il mit MYPT1 bestand. Die dargestellte Graphik
stellt den Mittelwert der mit diesen Antikérpern durchgefihrten Versuche dar.
Die Signalintensitat nahm nach Hormonstimulation minimal ab.
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Die in Abbildung 25 dargestellte Assoziation von RhoA mit mDia nahm im
Mittelwert der durchgefiihrten Versuche nach Stimulation mit Cholezystokinin
etwas ab.

A IP IP Kontr. Kontr.
unstim. 10 nM unstim. 100 nM
CCK CCK

214 kDa- - 140 kDa

118 kDa-
92,2 kDa-

52,2 kDa-
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B
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Abbildung 25: Assoziation von RhoA mit mDia.

A: Zundchst wurde die unstimulierte bzw. mit 10 nM CCK uber 15 Minuten stimulierte
Probe der Immunoprézipitation mit RhoA und dem anschlieBenden Western-Blot mit
mbDia aufgetragen. Als Kontrolle zeigen die beiden rechten Banden eine unstimulierte
bzw. eine mit 100 nM CCK (ber 15 Minuten inkubierte Ldppchenprobe.

B: Das untere Bild zeigt die graphische Darstellung der Assoziation der beiden
Enzyme.

3.5 Hemmung der Signaltransduktionskaskade durch Y-27632

Zur naheren Untersuchung der Signaltransduktionskaskade wurden die
Pankreaslappchen mit dem ROCK-Inhibitor Y-27632 tber 30 Minuten inkubiert
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und anschlieBend mit unterschiedlichen Konzentrationen CCK Uber ebenfalls
30 Minuten stimuliert (siehe Punkt 2.3.5). Da der verwendete Inhibitor
lichtempfindlich ist, wurden die Versuche unter Abschirmung von Licht
durchgefihrt.

Die mit Y-27632 behandelten Proben wurden anschlieBend auf eine Expression
von MYPT1, MLC und die jeweils phosphorylierten Formen pMYPT1 bzw.
pMLC untersucht.

MYPT1

P U 10pM 100 pM 1 nM 10 nM 100 nM P U 10pM 100 pM 1 nM 10 nM 100 nM
- .- -

e Y 30kpa T T — —

pMYPT1

P U 10 pM 100 pM 1 nM 10 nM 100 nM P U 10pM 100 pM 1 nM 10 nM 100 nM

S—

-— -120 kDa-

MLC

P U 10pM 100 pM 1 nM 10 nM 100 nM P U 10pM 100 pM 1 nM 10 nM 100 nM
g P o, > -
pMLC

P U 10pM100 pM 1 nM 10 nM 100 nM P U 10pM100 pM 1 nM 10 nM 100 nM
LSS ew, e Lo

Abbildung 26: Diese Abbildungen zeigen die Auswirkungen des ROCK-Inhibitors Y-
27632 auf die Expression von MYPT1, pMYPT1, MLC und pMLC in Abh&ngigkeit von
der Stimulationsdosis mit Cholezystokinin. Auf der linken Seite sind jeweils die
Versuchsergebnisse mit dem Inhibitor aufgetragen, die rechte Seite zeigt die zum
jeweilig untersuchten Enzym entsprechenden Kontrollproben.

Die in Abbildung 26 dargestellten Ergebnisse zeigen, dass die Hemmung mit Y-
27632 und die nachfolgende Untersuchung von MYPT1 bzw. pMYPT1 keinen
relevanten Unterschied gegenlber den Kontrollproben ergab.
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Die Untersuchungen von MLC nach vorheriger Inkubation der Proben mit dem
Inhibitor Y-27632 zeigten eine starkere Expression des Enzyms im Gegensatz
zu den dargestellten Kontrollproben.

Bei den Analysen von pMLC wurden bei den untersuchten Inhibitorproben
ebenfalls starkere Signale verzeichnet als bei den dazugehérigen

Kontrollproben.



Diskussion 57

4. Diskussion

4.1 Zusammenfassung und kritische Bewertung der Experimente

Die Ergebnisse der durchgefihrten Experimente zeigen deutlich, dass die
schon in anderen Zellen nachgewiesenen Proteine ROCK Il und mDia sowie
die phosphorylierbaren Enzyme MYPT1, MLC und Cofilin (Okubo, Ito et al.
1994; Leung, Manser et al. 1995; Lappalainen, Kessels et al. 1998) auch in den
exokrinen Azinuszellen des Pankreas exprimiert werden. Wie in der Einleitung
unter Punkt 1.4 erwahnt, wurden die Proteine RhoA und MLCK bereits in
exokrinen Pankreaszellen untersucht (Burnham, Soling et al. 1988; Bissonnette,
Kuhn et al. 1989; Bi, Le Page et al. 2005). Die Analysen der vorliegenden Arbeit
bestatigen die Expression dieser beiden Enzyme im untersuchten Organ.
AuBerdem wurde nachgewiesen, dass die aus Muskel- und anderen
Kdrperzellen bereits bekannte, in  dieser  Arbeit  untersuchte
Signaltransduktionskaskade (siehe Abbildung 3) (Somylo and Somylo 2000),
welche alle genannten Enzyme beinhaltet, auch in Azinuszellen des Pankreas
vorhanden und durch CCK reguliert ist. Dieser zu Aktin-bindenden Proteinen
fihrende Signalweg konnte durch eine dosis- und zeitabhdngige Stimulation
des Pankreas mit Cholezystokinin reguliert werden.

Somit konnte eine Signaltransduktionskaskade in exokrinen Azini des Pankreas
identifiziert werden. Diese wird dosis- und zeitabhdngig gehemmt und kénnte
die Veranderung des Aktinzytoskeletts bei akuter experimenteller Pankreatitis

erklaren.

4.1.1 Expression von RhoA, ROCK I, MYPT1, MLC, MLCK, mDia und Cofilin in

Pankreasazinuszellen

Die Untersuchungen der einzelnen Proteine mittels Western-Blot ergaben
jeweils ein starkes Signal sowohl in den in-vivo- als auch in den in-vitro-
Versuchen. Damit wird deutlich, dass RhoA, ROCK II, MLCK, mDia, Cofilin,
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MYPT1, MLC und die phosphorylierten Formen pCofilin, pMYPT1 und pMLC im
unstimulierten Pankreas exprimiert werden.

Die starkere Signalintensitat der in-vivo- gegentber den in-vitro-Analysen kann
bedingt sein durch den héheren Organstress, welcher bei der Praparation der
einzelnen Pankreaslappchen in-vitro ausgeldst wurde (Blinman, Gukovsky et al.
2000). Die in-vivo-stimulierten Pankreata wurden sofort nach der Praparation in
flissigem Stickstoff schockgefroren. Bei den in-vitro-Versuchen wurde das
Organ nach der Praparation in gekihlter NaCl-Lésung in Lappchen unterteilt
und erst anschlieBend schockgefroren. Damit ergab sich ein gréBerer
Praparationsstress bei der Gewinnung der Lappchenproben. Durch diesen
Stress kdnnte bereits der zu untersuchende Signalweg induziert und damit die
Aussagekraftigkeit der Versuchsergebnisse beeintrachtigt worden sein.

Da die untersuchten Proteine sowohl in den in-vivo- als auch in den in-vitro-
Analysen bei gleichen Proteinmengen und vergleichbaren Signalintensitaten
exprimiert werden, kann man darauf schlieBen, dass die Enzyme ihren
Ursprung in den exokrinen Azinuszellen des Pankreas haben und nicht in
anderen Zellen, wie endokrine Pankreas-, Endothel- oder Blutzellen, welche in
den Organpréaparaten ebenfalls in sehr geringem Prozentsatz (< 3%) vorhanden

waren.

Wie im Ergebnisteil unter Punkt 3.2 beschrieben, stellte sich die Detektion von
MLCK mittels Western-Blot als schwierig dar. Zum einen kann man dies damit
begrinden, dass das Enzym in Pankreaszellen ein unerwartet hohes
Molekulargewicht aufweist. In den in dieser Arbeit durchgefihrten Analysen
zeigte sich das Protein bei circa 250 kDa. Frihere Untersuchungen an
Azinuszellen zeigten jedoch, dass MLCK in exokrinen Pankreaszellen bei 138
kDa detektiert wurde (Bissonnette, Kuhn et al. 1989). In embryonalen
Fibroblasten von Hihnern wurden gr6Bere Formen des Enzyms identifiziert,
welche ein Molekulargewicht von 210 kDa besaBen (Fisher and Ikebe 1995).
Somit besteht die Mdglichkeit, dass auch in exokrinen Azinuszellen des
Pankreas eine gréBere Isoform vorkommt. Da bei der Durchfihrung eines
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Western-Blots das zum Schutz vor Austrocknung verwendete Methanol eine
Schrumpfung des Gels bewirken kann, und somit der Transfer von
hochmolekularen Proteinen verschlechtert werden kann, lasst sich die
komplizierte Detektion von MLCK erklaren.

Ebenso kann eine Dimer-Bildung der MLCK nicht vollstdndig ausgeschlossen
werden. Dies ist eine weitere Uberlegung, durch die das hohe Molekulargewicht
des Proteins erklart werden kénnte. Jedoch wurde durch die Verwendung von
verschiedenen Puffern und das Erhitzen der Proben vor dem Gebrauch die
Méglichkeit der Disulfidbriicken-Bildung minimiert.

Vergleichende Analysen von ROCK Il und MLCK in 3T3 Zellen zeigten, dass
ROCK Il im Zentrum der Zelle, MLCK jedoch in der Zellperipherie exprimiert
wird (Totsukawa, Yamakita et al. 2000).

a Center
’—> ROCK(Rho-kinase)
\ :
mor (L] <> [PMLG] —» SHeSs ot
Myosin Phosphatase *
ROCK(Rho-kinase) Fof-'r?:; ﬁgnesion
b Periphery
MLCK
RhoA [MLC] == [P-MLC] —» (a::égr?-ﬂl;dm bundle
Myosin Phosphatase #

Focal adhesion

ROCK(Rho-kinase) jormation

Abbildung 27: Darstellung der verschiedenen Regulationsmdéglichkeiten von MLC im
Zentrum der Zelle durch ROCK Il (a) bzw. in der Zellperipherie durch MLCK (b)
[modifiziert nach Totsukawa et al. (Totsukawa, Yamakita et al. 2000)].

Somit bewirken ROCK Il und MLCK in unterschiedlichen Zellabschnitten tber
eine Phosphorylation von MLC eine Reorganisation des Aktinzytoskeletts.
Einen weiteren Erklarungsversuch fir die Detektierungsschwierigkeiten stellt

der verwendete Antikérper dar. Es existieren nur wenige gute Antikorper-
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praparate auf dem Markt, so dass die Auswahl gering ausféllt. Der in dieser
Arbeit gebrauchte kénnte eine zu geringe Spezifitdt fir die MLCK in
Azinuszellen aufgewiesen haben und so die Darstellung von MLCK mittels
Western-Blot erschwert haben.

Da die Untersuchungen dieser Arbeit nur an in-vitro-hergestellten
Pankreaslappchen durchgefihrt wurden, kdnnte durch den bereits erwahnten
héheren Praparationsstress eine vorzeitige Aktivierung von Signalwegen
stattgefunden haben. Dies kdénnte morphologische Veranderungen in der
Zellperipherie bewirkt haben. Hierdurch bestande die Mdglichkeit, dass das
Enzym MLCK in geringerem MaBe exprimiert und damit schwieriger zu
detektieren war.

AbschlieBend ist noch anzumerken, dass das verwendete System zur
Beurteilung von MLCK offensichtlich nicht optimal ist, so dass die dargestellten
Ergebnisse nicht als endglltig zu betrachten sind. Um eine detailliertere
Analyse des Enzyms anzufertigen, sind weiterfihrende Untersuchungen,

insbesondere in-vivo-Studien, nétig.

Zur Feststellung, in welchem zellularen Kompartiment die Proteine sowohl im
unphosphorylierten als auch im phosphorylierten Zustand vorliegen, wurden fir
MYPT1 und MLC detaillierte Untersuchungen durchgefihrt (siehe Punkt 3.3).
Die Ergebnisse sind in Abbildung 28 Ubersichtlich dargestellt.

ROCK || MYPT1 pMLC
ROCK II
pMYPT1

Abbildung 28: Darstellung des Signalweges in exokrinen Azinuszellen unter
Berticksichtigung der Zytosol- und Zytoskelettfraktion. Pi gibt die Phosphorylierung des
Enzyms MYPTT1 an.

Die Analysen von MYPT1 zeigen, dass das Enzym in seiner unphosphorylierten

und damit aktiven Form im Zytosol und ebenso im Zytoskelett nachzuweisen ist.
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Da das inaktive pMYPT1 nur noch in der Zytosolfraktion vorhanden ist, kann
man darauf schlieBen, dass die Myosinphosphatase nach Phosphorylation
durch ROCK Il vollstéandig in diesen Teil der Azinuszelle transloziert.

Bei den Fraktionsanalysen von MLC wird deutlich, dass das Enzym
hauptséachlich im Zytosol vorhanden ist. Die phosphorylierte Form pMLC
hingegen zeigt fast ausschlieBlich eine Expression in der Zytoskelettfraktion.
Somit bewirkt eine Phosphorylation des Enzyms durch ROCK |l oder MLCK
eine beinahe vollstdndige Translokation vom Zytosol ins Zytoskelett. Durch die
Versuche mit dosisabhangig CCK-stimulierten Pankreaslappchen zeigt sich,
dass bei hoéheren, supraphysiologischen Hormonkonzentrationen die
Expression von MLC im Zytoskelett wieder zunimmt und analog dazu die
Expression von pMLC im Zytoskelett reduziert wird (siehe Abbildung 21). Dies
lasst darauf schlieBen, dass der durch CCK gehemmte Signalweg, der Uber
eine Inhibition der Myosinphosphatase zu einem Uberwiegen der MLCK und
damit der Phosphorylation von MLC flhrt (siehe Punkt 4.1.2), nach diesen
hohen Dosierungen langsam wieder aktiviert wird.

4.1.2 Requlation der Enzyme des Signaltransduktionsweges durch CCK

Die durch das Hormon CCK in Azinuszellen ausgeldste Signallbertragung
beinhaltet viele unterschiedliche intrazellulare Mechanismen (Williams 2001).
Zum einen ist bekannt, dass das Hormon Cholezystokinin in
supraphysiologischen Konzentrationen eine akute Pankreatitis ausldst (Lampel
and Kern 1977). Die Proteine RhoA, ROCK II, MLCK, mDia, Cofilin (pCofilin),
MYPT1 (pMYPT1) und MLC (pMLC) wurden in anderen Kérperzellen
identifiziert und konnten mit dieser Arbeit im Pankreas nachgewiesen werden.
Der beschriebene Signalweg (siehe Abbildung 3) ist durch CCK regulierbar.

Bei allen untersuchten Proteinen wurde eine Veranderung ihrer Signalintensitat
und somit eine CCK-abhangige Enzymregulation deutlich.

Die GTPase RhoA zeigte bei der dosis- und zeitabhdngigen Stimulation mit
CCK eine Abnahme der Expression bei einer héheren Konzentration bzw.
langeren Inkubation mit dem Hormon. Durch die resultierende verringerte

Aktivitat von ROCK Il, welche in der vorliegenden Arbeit nicht dargestellt wurde,
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wurde die Untereinheit MYPT1 der Myosinphosphatase vermindert
phosphoryliert und somit die Gesamtaktivitdt des Enzyms gehemmt. Dies wurde
in einer Regression der Expression von MYPT1 und einem vélligen Fehlen der
Signale von pMYPT1 verdeutlicht. Dadurch wurde das Gleichgewicht zwischen
der Dephosphorylation der MLC durch MYPT1 auf der einen Seite und der
Phosphorylation des Enzyms durch MLCK und ROCK |l auf der anderen Seite
zugunsten der Phosphorylation der MLC verschoben. In den Ergebnissen wird
dies durch eine Abnahme der Expression von MLC und eine Zunahme von
PMLC bei Stimulation mit CCK dargestellt. Die erhéhte Expression von pMLC
kébnnte zu einer Reorganisation und somit zu einer Kontraktion der
Aktinzytoskeletts in exokrinen Pankreaszellen fihren, wie dies z.B. schon bei
Muskelzellen beschrieben wurde (ltoh, Ikebe et al. 1989).

Der intrazellulare Signalweg Gber RhoA zu Aktin-bindenden Proteinen kann, wie
bereits unter Punkt 1.4 beschrieben, auch Uber andere Enzyme vermittelt
werden.

RhoA bewirkt eine Aktivierung von mDia, welches tber das Enzym Profilin eine
Polymerisation der Aktinfilamente vermittelt (siehe Abbildung 3).

Auf einem alternativen Signalweg fihrt RhoA tber ROCK Il zu einer Aktivierung
der LIM-Kinase, welche das Enzym Cofilin phosphoryliert. Dies bewirkt eine
Hemmung der Aktindepolymerisation.

In dieser Arbeit wurden die Enzyme mDia und Cofilin mit dessen
phosphorylierter Form pCofilin untersucht. Wie in den Analysen deutlich wurde,
bewirkt eine durch Cholezystokininstimulation ausgeléste Abnahme der
Expression von RhoA eine verminderte Signalintensitat sowohl von mDia, als
auch von Cofilin. Analog zu diesen Ergebnissen zeigt pCofilin bei
supraphysiologischer Hormonstimulation eine Abnahme der Expression. Bei
physiologischen Konzentrationen von CCK ist jedoch eine Zunahme des
Signals zu verzeichnen. Die primare Erhéhung der Signalintensitat von pCofilin
kann dadurch erklart werden, dass der Signalweg Uber RhoA, ROCK Il und
LIMK zu Cofilin erst bei héheren Dosierungen des Hormons Cholezystokinin
inhibiert wird.
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Die durch CCK-Stimulation hervorgerufene veranderte Aktivitat der beiden
Enzyme mDia und Cofilin fihrt ebenso wie der Signalweg Gber MYPT1 und
MLC zu einer Reorganisation der Aktinzytoskeletts.

Mittels der durchgefihrten Immunoprazipitationsanalysen konnte nachgewiesen
werden, dass sowohl RhoA als auch ROCK Il mit dem Enzym
Myosinphosphatase (MYPT1 bzw. pMYPT1) assoziiert ist. Durch die Interaktion
dieser Proteine untereinander ist bei der bereits diskutierten CCK-abhangigen
Stimulation der Azinuszellen eine Regulation der MLCP durch RhoA bzw.
ROCK Il méglich.

AuBerdem wurde die Assoziation von RhoA mit dem Enzym mDia untersucht.
Die Ergebnisse zeigen nicht nur eine Interaktion der Enzyme, sondern ebenfalls
eine stimulationsabhangige Regulation der Enzymaktivitat.

Aus diesen Ergebnissen kann man schlieBen, dass ein durch CCK regulierbarer
Signalweg tber RhoA, ROCK Il und anschlieBend tber die Myosinphosphatase
bzw. Gber RhoA und mbDia in exokrinen Azinuszellen des Pankreas existiert.
Durch eine Stimulation von RhoA bzw. ROCK Il mit CCK kann eine in den
vorliegenden Ergebnissen jedoch nicht immer deutliche Regulation der
nachfolgenden Enzyme MYPT1 und mDia erfolgen.

Wie in Abbildung 8 dargestellt fihren intrazellulare Signalwege zu Aktin-
modulierenden Proteinen, wie der in der vorliegenden Arbeit untersuchte, zu
einer vermehrten Polymerisation und Depolymerisation der Aktinfilamente. Dies
fihrt dazu, dass mit Vorstufen von Verdauungsenzymen beladene Vesikel nicht
mehr zum apikalen Zellpol transportiert und somit nicht in den Pankreasgang
entleert werden kdnnen. Die Vesikel verbleiben im basalen Zellteil, wo es zu
einer vorzeitigen Aktivierung der Enzyme kommen kann. Wie unter Punkt 1.2.2
beschrieben, kann dieser Vorgang zu einer akuten Pankreatitis filhren. Somit
tragt die in dieser Arbeit untersuchte Signaltransduktionskaskade zur
Entwicklung dieser Erkrankung bei.
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4 1.3 Hemmung der Signaltransduktionskaskade durch Y-27632

Zur naheren Analyse der Signaltransduktionskaskade wurde der ROCK-
Inhibitor Y-27632 verwendet. Es wurden die Auswirkungen auf die Enzyme
MYPT1 (pMYPT1) und MLC (pMLC) untersucht.

Durch eine Hemmung von ROCK Il sollte eine vermehrte Phosphorylation der
Zieluntereinheit der Myosinphosphatase MYPT1 bewirkt werden. Analog dazu
sollte eine Regression von MYPT1 erfolgen. Dadurch wirde das Gleichgewicht
zwischen MLCK und MLCP zugunsten der Myosinphosphatase verschoben und
somit MLC vermehrt dephosphoryliert werden.

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen jedoch keinen wesentlichen Unterschied
der Expression von MYPT1 und pMYPT1 in den Inhibitor- und Kontrollproben.
Dies kann zum einen darauf begriindet sein, dass der Praparationsstress zu
einer Aktivierung des Signalweges vor Inkubation mit Y-27632 fihrte und somit
die Dephosphorylation des Enzyms bereits eingesetzt hatte. Auf der anderen
Seite kann die durch den Versuchsaufbau bedingte lange Inkubationszeit von
tber 30 Minuten diese Aktivierung bewirkt haben.

Die Analysen der MLC bei vorheriger Inkubation mit Y-27632 zeigten jedoch
analog zu den oben angefiihrten theoretischen Uberlegungen eine
Intensitatszunahme des Signals gegenlber den Kontrollproben. Bei den
Versuchen mit pMLC zeigt sich hingegen eher eine Zunahme der
Signalintensitat in den Inhibitorproben gegeniber den Kontrollproben. Dies
kann, wie schon bei den Versuchen mit MYPT1 und pMYPT1 erlautert, an der
vorzeitigen Aktivierung des Signalweges durch erhéhten Zellstress und lange
Inkubationszeiten liegen.

Eine alternative Erklarung ware die in friheren Untersuchungen des Inhibitors
festgestellte Abnahme der Wirkung von Y-27632 nach einer langeren
Inkubation (Ishizaki, Uehata et al. 2000), die jedoch 24 Stunden betrug. Da in
der vorliegenden Arbeit die Stimulierung Uber lediglich 30 Minuten erfolgte, ist
diese Mdoglichkeit wohl eher ausgeschlossen. Andere Untersuchungen haben
gezeigt, dass eine optimale Inhibition bei einer Inkubation von 30 Minuten

erfolgt (Narumiya, Ishizaki et al. 2000).
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Somit stellt der in der vorliegenden Arbeit verwendete Versuchsaufbau offenbar
nicht das optimale System fir eine Inhibierung des Signalweges in
Pankreaslappchen dar. Um diese Schwierigkeiten zu umgehen, sollten
zusatzlich in-vivo-Analysen durchgefiuhrt werden. Die Ergebnisse dieser Arbeit
sind somit nicht als endgiltig zu betrachten.

Eine Erklarungsmaoglichkeit, die nicht auBer Acht gelassen werden darf, ist das
Vorhandensein von anderen, die Enzyme dieses Signalweges und dessen
Inhibierung beeinflussenden Kinasen und Phosphatasen. Wie in anderen Zellen
schon beschrieben und unter Punkt 1.4 dieser Arbeit am Rande erwahnt,
spielen diese anderen Enzyme und ihre Regulation eine groBe Rolle. Ob sie fir
die analysierte intrazelluldre Kaskade in exokrinen Azinuszellen eine Bedeutung

haben, ist noch unklar.

4.2 Mobgliche Bedeutung des untersuchten Signaltransduktionsweges zu Aktin-

bindenden Proteinen im Pankreas

In dieser Arbeit wurde erstmals nachgewiesen, dass in exokrinen Azinuszellen
des Pankreas ein funktioneller Signaltransduktionsweg Uber RhoA zu Aktin-
bindenden Proteinen existiert. Dieser kann durch eine Stimulation mit
physiologischen und insbesondere supraphysiologischen Dosierungen
Cholezystokinin gehemmt werden. Die Inhibierung konnte offensichtlich auch
bereits durch Praparationsstress eingeleitet werden. Somit besteht die
Méglichkeit, dass ein diagnostisch-therapeutischer Eingriff, wie die unter Punkt
1.2.1 erwdhnte ERCP, einen adaquaten Reiz fir eine Organentziindung
darstellen kénnte.

Da Cholezystokinin durch eine Reorganisation des Aktinzytoskeletts bei der
Entwicklung einer akuten Pankreatitis eine bedeutende Rolle spielt, kann man
aufgrund der Ergebnisse der vorliegenden Arbeit darauf schlieBen, dass die
maximale Aktivierung bzw. in diesem Fall Inhibierung der Aktin-modulierenden
Mechanismen einen der frihesten Prozesse bei diesem pathologischen
Vorgang darstellt. Es wurde beobachtet, dass die Reorganisation des
Aktinzytoskeletts, welches unter ruhenden Bedingungen auf die apikalen



Diskussion 66

Zellregionen der Azinuszellen des Pankreas begrenzt ist, zu einer
unkoordinierten Fusion von Vesikeln und zu einer Inhibierung des regularen
Sekretionsmechanismus fihrt (Kiehne, Herzig et al. 2002).

Durch die Ergebnisse der in dieser Arbeit durchgefihrten in-vitro- und in-vivo-
Untersuchungen kénnen die intrazellularen Vorgange, welche zu einer
physiologischen und pathophysiologischen Aktivierung der Verdauungsenzyme
fihren, naher charakterisiert werden.

Zusammengefasst heben die beschriebenen Resultate die besondere
Bedeutung der Uber das Hormon CCK vermittelten Signalwege bei der
physiologischen Organfunktion und der Entwicklung einer akuten Pankreatitis

hervor.

4.3 Ausblick und weiterflihrende Untersuchungen

Die in dieser Arbeit beschriebene Signaltransduktionskaskade tragt
moglicherweise sowohl zur Regulation des Aktinzytoskeletts als auch zur
Exozytose und damit zur Sekretion in Azinuszellen bei. Um eine durch CCK-
Stimulation hervorgerufene Reorganisation des Aktinzytoskeletts
nachzuweisen, sollten zur Vervollstandigung der vorliegenden Ergebnisse
Immunfluoreszenzuntersuchungen von exokrinen Pankreaszellen durchgefuhrt
werden.

Da die wohl vorzeitige Aktivierung des Signalweges durch Praparationsstress in
den in-vitro-Analysen keine Generalisierbarkeit der Ergebnisse in
Pankreasldppchen zulassen kann, wirden weiterfihrende in-vivo-Experimente,
insbesondere mit MLCK, zu einer Klarung der Frage der Expression und CCK-
abhangigen Regulation des Enzyms beitragen.

Zusétzlich sollten erganzend zu den Untersuchungen mit Cholezystokinin
andere Sekretagoga, wie Zytokine, Wachstumsfaktoren und andere Hormone,
welche den Schweregrad der akuten Pankreatitis beeinflussen, eingesetzt
werden, damit die Regulation des Signalweges durch verschiedene Stimuli in

ihrer Gesamtheit erfasst werden kann. Bei der Interpretation aller Analysen
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sollte jedoch der durch die Praparation hervorgerufene Organstress
bertcksichtigt werden.

In friheren Untersuchungen wurden bisher drei verschiedene, mdgliche
Therapieansatze zur Intervention einer akuten Pankreatitis postuliert: Die durch
Zytokine vermittelte Inhibierung der inflammatorischen Prozesse, welche zu
einer Pankreasnekrose fUhren, die antiinflammatorischen Zytokine, um ein
Organversagen zu verhindern und die von Zytokinen unabhangige Hemmung
der frihen Zymogenaktivierung in Azinuszellen (Nagar and Gorelick 2004). Zur
Klarung des zuletzt erwahnten Ansatzes tragen die in dieser Arbeit dargelegten
Ergebnisse bei. Somit kdnnte der analysierte Signalweg ein geeignetes Ziel flr
eine Pravention oder eine Therapie der akuten Pankreatitis darstellen.

So kdénnte z.B. die Modulation der Aktivitdt des Enzyms ROCK II, z.B. durch
den in dieser Arbeit verwendeten Inhibitor Y-27632, eine neue Mdglichkeit fir
die Therapie der akuten Organentziindung bieten. ROCK Il kénnte als
therapeutisches Zielenzym far viele verschiedene, auf einer Veranderung des
Aktinzytoskeletts beruhende Krankheiten fungieren. Dazu mussten jedoch
detailliertere Untersuchungen und in-vivo-Analysen durchgefihrt werden. Eine
erfolgreiche Hemmung und somit eine Unterbrechung des RhoA-Signalweges
konnte jedoch in Azinuszellen bislang nicht nachgewiesen werden.
Weiterflhrende Analysen wéren nétig, um ein besseres Verstandnis der
zellularen Mechanismen zu erhalten. AuBerdem muss festgestellt werden, ob
die Ergebnisse der Tierexperimente auf menschliche Zellen Gbertragbar sind.
SchlieBlich kénnte dies zur Entwicklung einer Praventionsmdglichkeit und eines
neuen Therapieansatzes der akute Pankreatitis fihren.
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5. Zusammenfassung

Die akute Pankreatitis beginnt in den exokrinen Azinuszellen des Pankreas und
wird durch verschiedene, bisher nicht vollstandig geklarte, intrazellulare
Vorgange ausgeloést. Das Hormon Cholezystokinin stimuliert
Signaltransduktionskaskaden, welche (Uber eine Reorganisation des
Aktinzytoskeletts zu einer akuten Organentziindung flhren.

In dieser Arbeit wurde untersucht, ob ein Uber das Enzym RhoA vermittelter
intrazellularer Signalweg zu Aktin-bindenden Proteinen im Pankreas diese
Reaktion hervorruft und durch Cholezystokinin reguliert werden kann.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit bringen den Nachweis der Existenz der
im Folgenden beschriebenen Signaltransduktionskaskade in exokrinen
Azinuszellen: RhoA fihrt Uber eine Aktivierung von ROCK Il zu einer
Phosphorylierung der Zieluntereinheit MYPT1 der Myosinphosphatase und
somit zu einer Hemmung des Gesamtenzyms. Dadurch transloziert die sowohl
in der Zytosol- als auch in der Zytoskelettfraktion vorkommende,
unphosphorylierte Form MYPTH1 vollstandig ins  Zytosol. Die
Myosinphosphatase fuhrt zu einer Dephosphorylierung der MLC von Myosin.
Die fast vollstandig in der Zytoskelettfraktion exprimierte phosphorylierte Form
pMLC transloziert im dephosphorylierten Zustand ins Zytosol. Durch die
Interaktion mit MYPT1 kann MLC zu einer Aktinmyosinkontraktion und somit zu
einer Reorganisation des Aktinzytoskeletts flihren.

Uber alternative Signalwege bewirkt RhoA eine Aktivierung von mDia, welches
mittels Profilin zu einer Aktinpolymerisation fiihrt. Uber ROCK Il wird eine
Aktivierung der LIMK durch RhoA vermittelt. Dadurch wird Cofilin vermehrt
phosphoryliert, wodurch die Depolymerisation der Aktinfilamente gehemmt wird.
Durch eine dosis- und zeitabhangige Stimulation mit physiologischen und
supraphysiologischen Dosierungen Cholezystokinin wird der Signalweg Uber
RhoA gehemmt. Dadurch kann eine Kontraktion des Aktinzytoskeletts
stattfinden und es zu einer Fusion von Vesikeln und zu einer Inhibierung des

regularen Sekretionsmechanismus der Pankreaszellen kommen.
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Da die Hemmung von Aktin-modulierenden Proteinen eine bedeutende Rolle
bei der Organfunktion und Entwicklung der akuten Pankreatitis spielt, tragt
diese Arbeit dazu bei, sowohl die physiologischen als auch die
pathophysiologischen Vorgadnge innerhalb der Azinuszellen naher zu
charakterisieren. Dies kénnte zu einem besseren Verstandnis der dieser
Erkrankung zugrundeliegenden Mechanismen fihren und somit einen

therapeutischen Ansatz bei der akuten Pankreatitis darstellen.
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