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1 EINLEITUNG

1.1 GEGENSTAND DER VORLIEGENDEN ARBEIT

Die akute Pankreatitis ist in den Industrieldndern eine relativ hdufig vorkommende Erkran-
kung des Pankreas mit einer Inzidenz von 20-100 Fillen pro 100.000 Menschen jéhrlich
(Goke, 1999). Das Ursachenspektrum ist breit gefichert. Die hdufigsten Ursachen stellen
Alkoholabusus und Gallensteine dar. Der Krankheitsverlauf ist in mehr als 3% der Félle mild
und selbstlimitierend. In etwa 20-30 % der Fille kommt es zu einem schweren Verlauf mit
systemischen Komplikationen, die nicht selten zu einem letalen Ausgang fithren (Nam und
Murthy, 2003). Das Verstindnis der Pathophysiologie der Pankreatitis hat durch neuere
Forschungsergebnisse der letzten Jahre bedeutend zugenommen. Dennoch gibt es bislang
keine Moglichkeit, den Verlauf einer Pankreatitis vorherzusagen und es steht auch keine
kausale Therapie zur Verfiigung. Im Vordergrund der Therapie stehen daher rein symptomati-
sche Ansitze wie Schmerz- und Volumentherapie sowie die Therapie von Komplikationen.
Die Arbeitsgruppe Pankreas der Medizinischen Klinik II setzt sich daher mit der Untersu-
chung der Stressreaktion des Pankreas auseinander, mit dem Ziel, durch die Charakterisierung
der Stressreaktion des Pankreas weiterfithrende Erkenntnisse zum Verstdndnis der Pathophy-
siologie der Pankreatitis und damit Ansatzpunkte fiir eine addquate Therapie zu erarbeiten.
Durch die eingehende Untersuchung der Stressreaktion konnte bereits aufgedeckt werden,
dass Hitzeschockproteine im Tiermodell gegen eine Pankreatitis protektiv wirken. Neben der
Untersuchung von HSP27 und HSP32, die nicht Bestandteil der vorliegenden Arbeit sind,
steht besonders die Bedeutung von HSP70 im Vordergrund der wissenschaftlichen Téatigkeit
der Arbeitsgruppe. Zum einen sollte die Bedeutung von HSP70 fiir die Stressreaktion und
Protektion des Pankreas weiter untersucht werden. Zum anderen stand aber auch der Versuch
im Vordergrund, Methoden zu entwickeln, mit denen es mdglich ist, die Expression von
HSP70 im Pankreas gezielt zu steigern. Hierzu wurde neben der Hyperthermie auch ein
pharmakologischer Ansatz, die Stimulierung mit ANP, gewéhlt, da dieser bereits in Modellen
isoliert perfundierter Lebern angewendet wurde. Die Ergebnisse dieses Teils der Arbeit sind
inzwischen publiziert (Ploessl et al., 2004), haben aber gezeigt, dass sich dieser Ansatz nicht
von der Leber auf das Pankreas libertragen lésst.

In einem Nebenprojekt wurde aulerdem versucht, durch die Generierung transgener Méuse
mit Uberexpression von HSP70 im Pankreas ein Modell zu erzeugen, das es ermdoglicht, die

Funktion und Bedeutung von HSP70 bei der Stressantwort und Protektion im Pankreas
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definitiv zu beweisen. Allerdings konnte bei den transgenen Miusen trotz erfolgreicher

Geninkorporation keine HSP70 Expression auf Proteinebene erreicht werden.

1.2 PHYSIOLOGIE DES PANKREAS

Das Pankreas ist ein zentrales Organ fiir die Verdauung und die Regulation des Blutzuckers.
Es liegt unterhalb der Leber und ist durch einen Ausfithrungsgang direkt mit dem Duodenum
verbunden. Das Pankreas lidsst sich funktional in zwei Einheiten unterteilen: den exokrinen
Teil, dessen funktionelle Untereinheit die Azinuszellen sind und den endokrinen Teil, der
inselartig in den exokrinen Teil eingelagert ist und deshalb auch als Inselorgan bezeichnet
wird. Der endokrine Teil ist essentiell an der Regulation des Blutzuckers beteiligt. In ver-
schiedenen Zelltypen werden dafiir Hormone gebildet und in die Blutbahn abgegeben.
A-Zellen produzieren Glucagon, das bei niedriger Blutzuckerkonzentration ausgeschiittet
wird und einen Abbau von Glycogen zu Glucose in der Leber und damit eine Erh6hung des
Blutzuckers bewirkt. Der Gegenspieler dazu ist das Insulin, das bei hohen Blutzuckerkonzent-
rationen ausgeschiittet wird und eine Aufnahme von Glucose aus dem Blut in die Zellen
bewirkt. Fiir die vorliegende Arbeit ist der endokrine Anteil des Pankreas nicht von Bedeu-
tung.

Das exokrine Pankreas ist zustidndig fiir die Synthese von Verdauungsenzymen und fiir die
Sekretion des Verdauungssaftes in das Duodenum. Dieser Saft setzt sich aus einer Vielzahl an
Eiweil}-, Kohlenhydrat- und Lipid- abbauenden Enzymen sowie Bicarbonat, das fiir die

Neutralisation des sauren Magensafts zustdndig ist, zusammen.

mesenterica
superiores
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Bild 1.1: Anatomie und Lage des Pankreas

1.2.1 ANATOMIE

1.2.1.1 MAKROSKOPISCHE ANATOMIE

Das Pankreas gliedert sich anatomisch in drei Abschnitte: den Pankreaskopf, der in der
Duodenalschleife liegt, den Pankreaskorper, der in der Hohe der ersten beiden Lendenwirbel
die Wirbelsidule iiberquert und den Pankreasschwanz, der sich von der linken Niere bis zum
Milzhilus erstreckt. Das gesamte Organ wird in seiner Linge von einem Ausfiihrungsgang
durchquert, der mit dem Gallengang, der ein kleines Stiick im Pankreaskopf verlduft, gemein-

sam in das Duodenum miindet.

1.2.1.2 MIKROSKOPISCHE ANATOMIE

Der sekretorische Teil stellt die Hauptmasse des Organs dar. Das Pankreas setzt sich aus
vielen groBeren Lappen zusammen. Diese Lappen wiederum sind aus kleineren Lidppchen
zusammengesetzt, die mehrere Gangverzweigungen enthalten, an deren Enden sich beeren-
formige Driisenendstiicke, die sogenannten Azinuszellen angliedern (s. Bild 1.2.). Die Ver-
bindung zwischen den Azini und den Ausfithrungsgingen bilden die Schaltstiickzellen, die in
die einzelnen Azinusgruppen eingestiilpt erscheinen. Diese Schaltstiickzellen, auch zentroazi-
nire Zellen genannt, sind charakteristisch fiir den exokrinen Teil des Pankreas. Die Langer-
hans Zellen, die den endokrinen Anteil des Pankreas darstellen liegen inmitten dieser Lipp-

chen.
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Bild 1.2: beerenfirmig angeordnete Azinuszelle mit Schaltstiickzellen und Ausfiih-
rungsgang

1.2.2 HORMONREGULIERTE SEKRETION

Die Hauptfunktion der pankreatischen Azinuszellen ist die Synthese, Speicherung und Sekre-
tion von Verdauungsenzymen (Thews et al., 1999). Die Verdauungsenzyme bzw. Proenzyme
werden im Endoplasmatischen Retikulum synthetisiert und von dort zum Golgi-Apparat
transportiert und in sogenannten Zymogengranula gespeichert, die membranumgebene Spei-
cherorganellen darstellen. Hormone wie Cholezystokinin oder Sekretin und der Neurotrans-
mitter Acetylcholin bewirken eine Fusion der Zymogengranulamembran mit der apikalen
Plasmamembran der Azinuszelle, wodurch es schlieBlich zur Exozytose der Verdauungsen-

zyme in die Pankreasgidnge kommt.
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Bild 1.3 Elektronenmikroskopische Aufnahme einer Azinuszelle mit deutlich erkenn-
baren fusionierten Granula

Die Sekretion der Verdauungsenzyme erfolgt nach Stimulation von spezifischen Rezeptoren,
die an der basolateralen Membran der Azinuszelle lokalisiert sind und durch Hormone wie
z.B. Acetylcholin oder CCK stimuliert werden. Fiir die Induktion der experimentellen
Pankreatitis bei Tieren wird haufig das CCK-Analogon Caerulein verwendet. Beim Menschen
werden die CCK-Effekte tiberwiegend iiber neuronale Einfliisse vermittelt. Es gibt Hinweise
darauf, dass beim Menschen ein erheblicher Anteil der CCK-Rezeptoren nicht auf Azinuszel-
len, sondern auf priasynaptischen cholinergen Neuronen lokalisiert ist. Bei der exogenen Gabe
von CCK ist hier die stimulierte exokrine Pankreassekretion durch Atropin blockierbar
(Niederau et al., 1994; Adler et al., 1991; You et al., 1988).

Der CCK Rezeptor gehort zur Familie der G-Protein gekoppelten Rezeptoren mit 7 trans-
membrandsen Doménen. Wird der Rezeptor durch CCK stimuliert kommt es zu einer Akti-

vierung von Phospholipase C. Phospholipase C bedingt daraufhin die Hydrolyse von
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Phosphatidylinositol-4,5-biphosphat zu Inositol-1,4,5-triphosphat und Diacylglycerol (DAG).
Dies erfolgt innerhalb von Sekunden als Antwort auf eine physiologische Konzentration an
Sekretagoga.

IP; fiihrt zu einer Freisetzung von Calcium aus intrazelluldren Speichern, wihrend DAG die
Proteinkinase C aktiviert.

Dies fiihrt zu einer Aktivierung von diversen Kinasen und Phosphatasen und dadurch zu einer
Anderung des Phosphorylierungszustands von Struktur- und Regulatorproteinen. SchlieBlich
kommt es zur Fusion von Zymogengranula mit der apikalen Plasmamembran und zur Exozy-

tose (Williams, Blevins, 1993; Williams, 1995; Williams et al., 1997,)

Ca2+ \

H. . h' CCK
VIP Sekretin c
A.i:i:::::':i:i:;':x - __
mig

PKA PK PP PKC

Verinderung der Phosphorylierung
von PhosphoproteinenExozytose

Ex%ose O
O 0 S

Bild 1.4: Stimulus-Secretion-Coupling in Azinuszellen.

Die Bindung von Hormonen oder Neurotransmittern an ihre entsprechenden Rezeptoren fiihrt
zu einer Aktivierung G-Protein gekoppelter second messengers. Daraus resultiert eine Akti-
vierung verschiedener Kinasen und Phosphatasen und eine Anderung des Phosphorylierungs-
zustands verschiedener Regulatorproteine. AC = Adenylatcyclase; PIP, = Phosphatidylinosi-
tol-4,5-biphosphat; PLC = Phospholipase C; PK = Proteinkinase; IP; = Inositol-1,4,5-
triphosphat; PP = Proteinphosphatase; DAG = Diacylglycerol; VIP = Vasoaktives intestinales
Peptid
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1.3 AKUTE PANKREATITIS

Bei der akuten Pankreatitis handelt es sich um eine plotzlich auftretende entziindliche Erkran-
kung des Pankreas mit, je nach Schweregrad, lokalen und systemischen Komplikationen.
Diese bedingen bei der milden Verlaufsform interstitielle Odeme. Bei der schweren Verlaufs-
form kommt es zu ausgedehnten peri- und intrapankreatischen Fettgewebsnekrosen sowie
Parenchymnekrosen bis hin zu schweren hamorrhagisch-nekrotisierenden Entziindungen. Die
Mehrheit der Patienten entwickelt eine milde Verlaufsform der akuten Pankreatitis, bei 15-
30% jedoch bildet sich eine schwere Verlaufsform aus, die in 20-30 % der Fille einen letalen
Ausgang hat (Nam und Murthy 2003).

In der zu Beginn des 20. Jahrhunderts von Opie aufgestellten klassischen Hypothese wird der
Gallenreflux in den Ductus wirsungianus und damit verbunden ein direkter toxischer Effekt
der Galle auf Pankreasgang und Azinuszellen als Ursache fiir die Pankreatitis angenommen.
Diese These stiitzt sich auf die Autopsiebefunde von zwei an Pankreatitis verstorbenen
Patienten, bei denen Gallensteine die Papilla major verschlossen. Allerdings findet sich bei
weniger als 20% der Bevolkerung ein gemeinsamer Ausfithrungsgang von Pankreas- und
Gallenwegen, der lange genug wire, einen Gallenreflux im Falle einer Okklusion der Papilla
zu gestatten (Opie EL, 1901; Opie EL, 1901).

In den letzten Jahren hat sich ein Konzept der Pathophysiologie der akuten Pankreatitis
etabliert, das drei wichtige Phéanomene in der Frithphase der akuten Pankreatitis definiert.
Diese umfassen die sekretorische Blockade, eine friihzeitige intrazelluldre Trypsinaktivierung
und die Bildung von Entziindungsmediatoren (siehe 1.3.2, 1.3.2.1-1.3.2.3). Dariiber hinaus
gibt es auch Hinweise, dass neben der Schiadigung auf azindrer Ebene als ,first hit*, die
Auspriagung des Schweregrades der akuten Pankreatitis von weiteren Faktoren (,,second hit*)

abhéngt.

1.3.1 EPIDEMIOLOGIE UND ATIOLOGIE

Die akute Pankreatitis ist eine besonders in der industrialisierten Welt relativ weit verbreitete
Erkrankung und tritt mit einer Inzidenz von 20-100 Féllen pro 100.000 Menschen jéhrlich auf
(Goke, 1999). Neuere epidemiologische Studien deuten darauf hin, dass die Inzidenz fiir eine
akute Pankreatitis steigt. Dieser Anstieg ist moglicherweise auf den steigenden Alkoholkon-
sum und bessere diagnostische Mdoglichkeiten zuriickzufithren. Wihrend die milde akute
Pankreatitis selbstlimitierend und ereignislos ausheilt, betrdgt die Letalitit bei der schweren
Verlaufsform immer noch 20-30% (Nam und Murthy 2003).

Atiologisch findet sich bei ca. 80% der Patienten entweder ein eingeklemmter Gallenstein

oder ein chronischer Alkoholabusus. Bei 10 % spielen u.a. Schock, Trauma, iatrogene Ursa-
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chen, bestimmte Medikamente und Toxine, Hyperlipiddmie eine Rolle und bei weiteren 10%

liegt eine idiopathische Pankreatits vor. (siehe Tabelle)

hiufig gelegentlich sehr selten

Gallensteine Pankreas divisum Virale Infektionen

Alkoholabusus | Pankreastumore Mumps

Medikamente Vaskulitis HIV

Idiopathisch Hereditér Askariasis

Trauma, Schock | SPINK Vergiftung

ERCP induziert | CFTR Skorpionbiss
Postoperativ Hyperlipiddmie
Spinkter Oddi Dysfunktion | Hyperkalzidmie

Tabelle 1:  Atiologie der akuten Pankreatitis
Angefiihrt sind die bekanntesten und nachgewiesenen Faktoren und Ursachen, die zu einer
akuten Pankreatitis fiihren konnen (aus Nam und Murthy, 2003).

1.3.2 PATHOPHYSIOLOGISCHE VORGANGE IN DER FRUHPHASE

Trotz guter Fortschritte in der letzten Zeit sind die pathophysiologischen Vorginge bei der
akuten Pankreatitis bis heute noch nicht genau genug erforscht und verstanden. Allerdings hat
sich in den letzten Jahren ein Konzept fiir die pathophysiologischen Vorginge etabliert,
welches fiir die Frithphase der akuten Pankreatitis drei entscheidende Phianomene definiert
(Steer, 1997; Grendell, 1997). So wurde postuliert, dass es am Beginn einer akuten Pankreati-
tis zur sekretorischen Blockade (Saluja et al.,1999), zur frithzeitigen intrazelluldren Trypsi-
naktivierung (Saluja et al., 1999; Hofbauer et al., 1998; Saluja et al., 1997) und letztlich
durch die Bildung proinflammatorischer Mediatoren zu einer immunologischen Antwort

(Brady et al., 1999; Grady et al., 1997) auf die pathophysiologischen Vorgédnge kommt.

1.3.2.1 SEKRETORISCHE BLOCKADE

Die sekretorische Blockade zu Beginn der Entstehung einer akuten Pankreatitis ist ein schon
seit lingerem bekanntes Phdnomen. Darunter versteht man, dass die Sekretionsantwort nach
Stimulation mit bestimmten Sekretagoga, wie zum Beispiel Cholezystokinin, einem biphasi-
schen Verlauf folgt. Nach Erreichen der maximal wirksamen Dosis kommt es bei Hypersti-
mulation zu einer Hemmung der Sekretion von Verdauungsenzymen. Die Synthese der
Verdauungsenzyme in der Azinuszelle erfolgt aber weiterhin, so dass die neu synthetisierten

Enzyme in der Driise akkumulieren (Steer ML. 1997). Als Ursache fiir die sekretorische



8 Einleitung

Blockade wird diskutiert, dass es infolge der Pankreatitis zu einer Zerstorung des Aktinzy-
toskeletts an der basolateralen Zellmembran der Azinuszelle kommt und damit der Transport

der Verdauungsenzyme aus der Zelle heraus unterbrochen ist.

1.3.2.2 FRUHZEITIGE INTRAZELLULARE TRYPSINOGENAKTIVIERUNG

Ein weiteres bedeutendes Ereignis in der Frithphase ist die friihzeitige, intrazelluldre Aktivie-
rung von Verdauungsenzymen, insbesondere die von Trypsinogen zu Trypsin. Es ist bis heute
noch nicht definitiv geklart, welcher Mechanismus hinter dieser frithzeitigen intrazelluldren
Aktivierung steckt.

Das Pankreas besitzt normalerweise ausreichende Schutzmechanismen gegen eine mogliche
Selbstverdauung durch Verdauungsenzyme. Zum einen werden die meisten Enzyme in Form
von inaktiven Pro-Enzymen (Zymogene) synthetisiert und in Zymogengranula gespeichert.
Die Aktivierung der Verdauungsenzyme erfolgt normalerweise erst im Duodenum. Trypsino-
gen wird von der Enterokinase des Diinndarmepithels durch Abspaltung eines Peptides zu
Trypsin aktiviert. Trypsin aktiviert dann die iibrigen Proenzyme (Proteolytische Kaskade).
Unter physiologischen Bedingungen liegt zwar ein geringer Anteil aktiven Trypsins in der
Azinuszelle vor, aber eine Vielzahl von Schutzmechanismen verhindert eine Zellschadigung
durch Trypsin. Die protektiven Mechanismen in den Zymogengranula beinhalten zum einen
das Vorliegen groler Mengen an Trypsininhibitor (SPINK, serine protease inhibitor type
KAZAL 1), einen sauren pH-Wert in den Zymogengranula, der weit unterhalb des pH-
Optimums der meisten proteolytischen Enzyme liegt und das Vorliegen von Proteasen wie
z.B. Mesotrypsin, die in der Lage sind schon vorhandene aktive Enzyme zu degradieren
(Lerch M.M. und Gorelick F.S. 2000). Jedoch kann eine frithzeitige Aktivierung grof3er
Mengen Trypsins diese protektiven Schutzvorkehrungen iiberwinden. Diese Aktivierung kann
zu einer Schidigung der Zymogengranulamembran fithren und bedingt dadurch eine Freiset-
zung der aktivierten Enzyme in das Cytosol (Lerch et al., 2000).

Die Vorstellung, dass die Aktivierung der Zymogene durch frithzeitig aktiviertes Trypsin eine
zentrale Rolle bei der Pathogenese der akuten Pankreatitis spielt, begriindet sich auf folgende
Beobachtungen. Bei der experimentellen Pankreatitis kommt es frith zu einem Anstieg der
Trypsin- und Elastase- Aktivitit (Luthen et al., 1995; Bialek et al., 1991; Lerch et al., 2000).
Im Serum lassen sich sehr frith Trypsinogen activated peptide (TAP)und Carboxypeptidase
A; (PCA)) nachweisen, die von dem entsprechenden Proenzym durch den Aktivierungspro-
zess abgespalten werden (Schmidt J et al., 1992).

Der Einsatz von Serin-Protease-Inhibitoren reduziert den Schweregrad der experimentellen

Pankreatitis (Lasson et al., 1984; Niederau et al., 1985). Allerdings bestitigte sich diese
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Beobachtung nicht in der klinischen Praxis. Hier zeigte sich keine positive Beeinflussung des
Verlaufs der akuten Pankreatitis durch den Einsatz von Serin-Protease-Inhibitoren (Buchler et
al.; 1993).

Ein weiterer Beweis fiir die zentrale Rolle der frithzeitigen Trypsinaktivierung findet sich bei
der hereditdren Form der Pankreatitis. Die Ursachen der hereditiren Pankreatitis sind Mutati-
onen im Gen des kationischen Trypsingens. Dabei wird vermutet, dass eine der bekannten
Mutationen (Argl17His) zum Verlust einer putativen Schnittstelle im Trypsin fiihrt, so dass
frithzeitig intrazelluldr aktiviertes Trypsin nicht mehr durch Proteasen abgebaut werden kann
und somit die Aktivierung weitere Verdauungsenzyme bereits intrazelluldr erfolgen kann
(Grendell J.H. 1997; Whitcomb et al., 1996)). Eine weitere Mutation (Asp21Iso) fiihrt dage-
gen moglicherweise zu einer verstirkten Aktivitidt des Trypsins im sauren Milieu, was eine
gesteigerte Aktivitdt in den Zymogengranula erkldren konnte (Teich et al., 1998; Keim et al.,
1999). Diese Beobachtungen beweisen, dass Trypsinmutationen ausreichend fiir die Entste-
hung einer chronischen Pankreatitis sein konnen. Auch Mutationen im SPINK Gen konnen
mit einem erhohten Risiko einer chronischen Pankreatitis einhergehen. Dies scheint auch eine
Rolle bei der tropischen Pankreatitis zu spielen (Whitcomb D.C.2002, Witt H. 2002, Keim V.
2002).

Wie es allerdings zur intrazelluldren Trypsinaktivierung kommt ist noch unklar. Es gibt zwei
dominierende Hypothesen die diskutiert werden. Die eine Hypothese besagt, dass es zu einer
Autoaktivierung von Trypsinogen zu Trypsin kommt. Mit Hilfe von Experimenten unter
Einsatz eines zellpermeablen, hochspezifischen und reversiblen Trypsininhibitors S124
konnte diese Hypothese widerlegt werden (Halangk ez al., 2001). Die zweite und bedeutende-
re Hypothese postuliert, dass es im Zusammenhang mit der Storung der Sekretion zu einer
Colokalisation von Zymogengranula und Lysosomen kommt. In Folge soll die lysosomale
Protease Cathepsin B durch proteolytische Spaltung Trypsinogen zu Trypsin aktivieren und
so die gesamte proteolytische Kaskade in Gang setzen (Steer et al., 1987; Niederau et al.,
1988). Arbeiten der letzten Jahre haben sich intensiv mit dieser Hypothese beschiftigt. Dabei
konnte zum einen an isolierten Azinuszellen und im in vivo Modell der akuten experimentel-
len Pankreatitis gezeigt werden, dass der zellpermeable Cathepsin B Inhibitor CA-074me die
Caerulein-induzierte Aktivierung von Trypsin komplett hemmen kann (Teich er al., 1998;
Keim et al, 1999). Um diese Hypothese eindeutig beweisen zu konnen wurden
Cathepsin B -/- knock- out Méuse generiert. Experimente mit diesen knock-out Tieren zeig-
ten, dass die Caerulein induzierte, intrazelluldre Trypsinaktivierung bei diesen Mausen um bis

zu 90% reduziert, gegeniiber Wildtypmédusen, aber nicht ginzlich verschwunden ist. Damit
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wird die Pankreatitis nur lokal abgeschwicht, aber nicht verhindert. Auch die systemischen
Auswirkungen zum Beispiel auf die Lunge sind nicht veridndert (Halangk ez al., 2000). Somit
bleibt weiter unklar welche Rolle Cathepsin B spielt. Des Weiteren ist diese Colokalisations-
hypothese nicht uniform akzeptiert, sondern es gibt im Gegenteil eine Reihe von Daten, die
ihre Bedeutung in Zweifel stellen. Elektronenmikroskopisch konnte mittels Immunogold-
Markierung gezeigt werden, dass Cathepsin B und Verdauungsenzyme auch in gesundem
Pankreasgewebe teilweise in den gleichen Organellen vorkommen (Willemer et al., 1990).
AuBerdem konnte eine Colokalisation lysosomaler und sekretorischer Verdauungsenzyme
auch nach Stimulation mit Bombesin, das keine Pankreatitis auslost, beobachtet werden
(Grady et al., 1996). Durch Bombesin kommt es auch zu einer Trypsinaktivierung, deren
Ausmal mit der durch Caerulein vergleichbar ist. Des Weiteren hat der Einsatz von Trypsin-
und Proteaseinhibitoren den klinischen Verlauf einer akuten Pankreatitis nicht positiv beein-
flussen konnen im Gegensatz zu den experimentell gemachten Beobachtungen (Buchler ef al.,

1993; Lasson et al., 1984; Niederau et al., 1985).
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Bild 1.5: Oben: Modell der intrazelluliren Mechanismen gegen friihzeitige Trypsinakti-
vierung (nach Grendell 1997). Unten: Mutationen im Trypsinogengen bewirken einen verrin-

gerten Abbau durch Mesotrypsin bzw. stirkere Aktivierung bei niedrigem pH. Mutationen im
SPINK Gen konnen die trypsinhemmende Aktivitéit reduzieren.
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1.3.2.3 IMMUNOLOGISCHE REAKTION

Der Schweregrad einer akuten Pankreatitis wird nicht nur von der lokalen Schidigung des
Pankreas mit sekretorischer Blockade und friithzeitiger intrazelluldrer Aktivierung von Ver-
dauungsenzymen bestimmt, sondern vielmehr hingt der Schweregrad der Pankreatitis ganz
entscheidend von der im Rahmen der Pankreatitis ablaufenden, immunologischen Reaktion
ab. Seit lingerem ist bekannt, dass es im Verlauf der akuten Pankreatitis zu einer systemi-
schen Aktivierung von Makrophagen und Lymphozyten kommt. Diese bedingen nicht nur im
Pankreas, sondern auch in anderen Organen wie beispielsweise in der Lunge eine entziindli-
che Reaktion (Norman et al., 1995). Dementsprechend kommt es in Folge der Pankreatitis zu
einer Erhohung diverser entziindlicher Zytokine, wie TNFa (Hughes und Henry et al., 1995;
Hughes und Gaber et al., 1995), IL-1B (Fink et al., 1997), IL-6 (Gross et al., 1993; Leser et
al.,, 1991; Heath et al., 1993; Viedma et al., 1992) oder PAF (Kald B et al., 1993; Zhou et al.,
1993) im Serum. Neuere Untersuchungen zeigten, dass Azinuszellen nicht nur selbst auf
Zytokine reagieren, sondern diese im Rahmen der Stressantwort bei der akuten Pankreatitis
auch selbst produzieren kénnen (Gukovskaya A.S. et al, 1997). Dariiber hinaus konnen
Azinuszellen auch chemotaktisch wirksame Chemokine als Stressantwort synthetisieren
(Luster A.D. 1998). Somit ist die Bauchspeicheldriise aktiv an der Orchestrierung der ent-
ziindlichen Reaktion im Rahmen der Pankreatitis durch Chemokin-vermittelte Anreicherung
des Pankreasgewebes mit weillen Blutzellen, sowie deren Aktivierung durch Zytokine betei-

ligt.
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1.4 HITZESCHOCKPROTEINE
Unter dem Begriff Hitzeschockproteine versteht man Proteine, deren Synthese in einer Viel-

zahl von Zelltypen und Organismen unter Hitzeschockbedingungen induziert oder hochregu-

liert wird (Lindquist 1986; Lindquist und Craig, 1988; Nover 1991). Der Ausdruck selbst ist

historisch bedingt. Die meisten dieser Proteine liegen bereits konstitutiv im Organismus vor

oder werden in bestimmten Entwicklungs- oder Zellzyklusphasen synthetisiert. Sie {iben

dabei essentielle Funktionen in den Zellen aus (Hartl 1996; Welch 1992; Becker und Craig

1993; Ellis 1991; Wynn et al., 1994).

Hitzeschockproteine sind eine Gruppe strukturell nicht verwandter Proteine, deren Einteilung

in die einzelnen Familien nach ihrem Molekulargewicht erfolgt (Tabelle).

Familie Mitglieder Lokalisation Funktion
Small HSPs Ubiquitin Cytosol/Zellkern Beteiligt am nichtlysosoma-
len Abbau von Proteinen
Co-Chaperon von HSP60
HSP10 Mitochondrien Stabilisieren Mikrofilamen-
HSP27 Cytosol/Zellkern te, Regulation des Aktinzy-
toskellets
HSP32 Cytosol Auch als Heme-oxygenase-1
bezeichnet, antioxidative
Eigenschaften
HSP40 HSP40 Cytosol/Zellkern Co-Chaperon von HSP70
HSP60 (Chaper-  HSP60 Mitochondrien Bindet an naszierende
onin) Polypeptidkette und ist
beteiligt an der korrekten
Faltung
TCP Cytosol Spezifisches Substrat von
Aktin und Tubulin
HSP70 HSP72 (HSP70)  Cytosol/Zellkern Stressinduzierbare Form
HSP73 (HSC70) Cytosol/Zellkern Konstitutive Form
GRP75 Mitochondrien Beteiligt an der Translokati-
on von ungefalteten Protei-
nen durch Mitochondrien-
membranen
GRP78 Endoplasmatisches Zusammenbau von Proteine
Retikulum beteiligt
HSP90 HSP90a Cytosol } Beteiligt an Regulation von
HSP90p Cytosol Steroidhormonrezeptoren
GRP94 Endoplasmatisches Calcium-bindendes Chape-
Retikulum ron
HSP100 HSP100 Cytosol/Zellkern Beteiligt an der Auflésung

von Aggregaten, erleichtert
Proteolyse und Thermotole-
ranz
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Tabelle 1: Ubersicht iiber die bekanntesten und wichtigsten Hitzeschockprotein-
Familien (in Anlehnung an Rakonczay et al., 2003)

1.4.1 EINFUHRUNG

Alle Organismen sind wechselnden Umweltbedingungen, das heiffit Schwankungen einer
Reihe von abiotischen und biotischen Faktoren ausgesetzt. Hiufig haben derartige Situatio-
nen, die eine Abweichung von einem relativ eng begrenzten Optimum darstellen, eine verin-
derte Genexpression zur Folge, die eine Vielzahl von Anpassungs- oder Abwehrreaktionen
bewirkt. Reaktionen auf potentiell schiadliche Einfliisse werden generell als Stressreaktion
bezeichnet.

Der deutsche Pflanzenphysiologe Julius Sachs veroffentlichte schon 1864 seine Untersuchun-
gen zum Verhalten von Pflanzen unter Einfluss hoher Temperaturen. Ritossa beobachtete
1962 bei Drosophila-Larven dramatische Verianderungen in den ,,Puff*-Mustern ihrer polyte-
nen Riesenchromosomen und eine veridnderte Genexpression nach Hitzeschock oder der Gabe
von 2,4-Dinitro-Phenol.

Eine bedeutende Klasse von Stressproteinen wurde aufgrund ihrer gesteigerten Expression
nach Hitzeeinwirkung entdeckt und als Hitzeschockproteine (HSPs) bezeichnet (Lindquist,
1986). Die Expression dieser Proteine kann aber auch durch nahezu jede andere Art von
Stress induziert werden (mechanischer Stress, oxidativer Stress, toxisch/metabolischer Stress,
Hyperosmolaritidt, UV-Bestrahlung etc). HSPs werden ubiquitdr exprimiert. HSPs sind aber
nicht nur fiir die pathophysiologische Stressreaktion wichtig, sondern erfiillen auch zahlreiche
physiologische Funktionen. HSP60 und HSP70 wirken zum Beispiel zusammen, um entste-
henden Peptiden bei der Translation die Einnahme ihrer korrekten Tertidrstruktur zu ermogli-
chen und werden deshalb auch als Chaperone bezeichnet.

Zusitzlich zu ihrer Funktion als Teil der akuten, zelluliren Antwort auf Stress, fithrt die
gesteigerte Expression von HSPs auch zu einer gesteigerten Toleranz gegeniiber nachfolgen-

den Stressereignissen.

1.4.2 STRUKTUR UND FUNKTION VON HSP70

Die HSP70-Familie ist die grofite und derzeit am besten untersuchte Familie aller Stressprote-
ine mit der am hochsten konservierten Struktur.

HSP70 kommt in einer Vielzahl von Zellkompartimenten, wie Mitochondrien, Cytosol und
dem Endoplasmatischen Retikulum vor (Nover, 1991).

HSP70 sind Adenosintriphosphatasen, die aus einer hochkonservierten nucleotidbindenden
aminoterminalen Doméne mit einer hohen Affinitit zu Adenosin-5’-triphosphat (ATP)

bestehen und einer carboxyterminalen Domine, die zu Interaktionen mit verschiedenen
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Proteinstrukturen befdhigt ist. Der aminoterminale Bereich besteht aus 385 und der carboxy-
terminale Bereich aus 145 Aminosduren (Becker und Craig, 1994; Ellis, 1990). Neben einer
konstitutiv exprimierten Isoform, HSC70, gibt es eine nur unter Stressbedingungen exprimier-
te Isoform, welche als HSP72 oder HSP70, wie in dieser Arbeit, bezeichnet wird. Fiir beide
stehen spezifische Antikorper zur Verfiigung, wobei im Rahmen der vorliegenden Arbeit

ausschlieBlich die induzierbare Form untersucht wurde.

Funktion im ungestressten Zustand

Zahlreiche Untersuchungen haben gezeigt, dass HSPs an der korrekten Faltung der Tertidr-
struktur und der Stabilisierung von partiell denaturierten und naszierenden Proteinen beteiligt
sind. Des Weiteren sind HSP zustdndig fiir den Transport von Proteinen durch Membranen
und fiir den Zusammenbau von Proteinstrukturen. Aus diesem Grund werden HSPs auch als
Molekulare Chaperone bezeichnet. Die Aufgabe der Molekulare Chaperone ist es, Interaktio-
nen zwischen partiell denaturierten Proteinen und dabei besonders zwischen exponierten
hydrophoben Bereichen zu verhindern, was ansonsten zur irreversiblen Inaktivierung durch
Aggregatbildung fiithren wiirde (Hartl et al., 1996; Mathew et al., 1998).

HSP70 bindet dabei mit der carboxyterminalen Doméne Proteinsubstrate und dndert oder
stabilisiert durch diese Bindung deren Konformation oder ermoglicht Interaktionen mit
anderen Proteinen. Die Freisetzung der gebundenen Proteinsubstrate ist gekoppelt an die

Hydrolyse von ATP (Hartl et al., 1992).

Funktion im gestressten Zustand

Ein primirer Toxizitdtsmechanismus, verursacht durch physikalische oder chemische Noxen,
ist die Denaturierung von Proteinen. Bei der Denaturierung kommt es zur Schwichung
polarer Bindungen, zum Aufbruch von Disulfidbriicken und dadurch zu einer Exposition von
hydrophoben Molekiilgruppen, die eine Missfaltung und Aggregation von Proteinen bedingt.
Die Funktion von HSP70 im gestressten Zellzustand besteht darin, die Zellen vor proteotoxi-
schen Schiden zu schiitzen. Um diese Aufgabe zu realisieren kommt es zu einer Hochregula-
tion dieser induzierbaren Form.

HSP70 aus dem Cytoplasma wandert in den Zellkern und bindet an sogenannte
Pre-Ribosomen und andere Proteinkomplexe, um sie vor Denaturierung zu schiitzen. Dariiber
hinaus verhindert HSP70 die Bildung unloslicher Proteinaggregate, beziehungsweise ermog-
licht ein Aufbrechen schon vorhandener Aggregate und fiihrt damit geschiadigte Proteine einer

korrekten Wiederherstellung ihrer Faltung zu und der Erhaltung ihrer biologische Aktivitit
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(Ellis, 1990). Irreversibel geschidigte Proteine werden dagegen einem Abbau in den Lysoso-
men zugefiihrt.

Die Induktion von HSP70 hat aber nicht nur einen protektiven Effekt zum Zeitpunkt der
Expression aufgrund einer einwirkenden Noxe, sondern sie fiihrt auch zu einer erhohten
Toleranz gegeniiber nachfolgenden Stressereignissen, die anschlieBend innerhalb eines
begrenzten Zeitraumes auftreten, und die unter normalen Bedingungen, also ohne vorherige
HSP70 Induktion, moglicherweise letale Folgen gehabt hitten. Durch geeignete Methoden der
Prikonditionierung, z.B. subletale Hyperthermie, kann also eine erhohte Resistenz gegeniiber
anderen Stressfaktoren erreicht werden, die in vielen Fillen mit dem Ausmal} der Induktion

von HSPs korreliert.

1.4.3 GENETISCHE REGULATION DER HITZESCHOCKANTWORT

Die Regulation der Hitzeschockantwort erfolgt durch eine Aktivierung der Transkription. Der
“heat-shock* Transkriptionsfaktor (HSF), welcher die Transkription z.B, von HSP70 regu-
liert, ist identifiziert. Zu seiner Aktivierung muss der HSF phosphoryliert werden. Drei
Mononomere miissen sich zu einem Trimer zusammenfiigen und es muss eine Translokation
aus dem Cytosol in den Zellkern erfolgen (Sarge KD 1993, Westwood JT 1993, Nieto-Sotelo
1990, Morimoto 1992). Sehr wahrscheinlich besteht eine negative Feedback-Regulation
zwischen HSP70 und dem HSF. HSP70 bindet HSF und hemmt so seine transkriptionelle
Aktivitat. Stress bewirkt die Akkumulation denaturierter Proteine, an welche sich HSP70
bindet. Somit steht weniger HSP70 zur Hemmung der HSF-Aktivitit zur Verfiigung, was zu

einer Derepression der HSP-Transkription fiihrt.

1.4.4 ROLLE VON HSP70 BEI DER STRESSANTWORT

Zusitzlich zu seiner Funktion als Teil der akuten zelluliren Antwort auf Stress, fiihrt die
gesteigerte Expression von HSP70 auch zu einer gesteigerten Toleranz gegeniiber nachfol-
genden Stressereignissen. So konnte zum Beispiel am Rattenherzen gezeigt werden, dass eine
Ischdmie zur gesteigerten Expression von HSP70 fiihrt (Currie et al, 1987). Durch eine
Prikonditionierung mit Hyperthermie kommt es ebenfalls zu einer Induktion der HSP70
Expression und als Folge zu einer Erhohung der Toleranz isolierter Rattenherzen gegeniiber
Ischimie und zu einer Reduktion der InfarktgroBe (Currie et al.,, 1988; Currie et al., 1993;
Donnelly et al., 1992). Der Umfang des protektiven Effekts korreliert dabei mit dem Ausmal
der HSP70 Expression. Es ist dieses protektive Potential, welches auch fiir uns von entschei-
dender Bedeutung ist. Die Bedeutung von Hitzeschockproteinen fiir die Stressreaktion des
exokrinen Pankreas stellt daher seit einigen Jahren einen wesentlichen Schwerpunkt unserer

Arbeitsgruppe dar.
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So konnte bereits vor mehreren Jahren gezeigt werden, dass HSP70 auch in Azinuszellen
durch Hyperthermie induzierbar ist (Wagner et al., 1996; Strowski et al., 1997). Dariiber
hinaus konnte gezeigt werden, dass der Verlauf einer experimentellen Pankreatitis durch
Hyperthermie-Priakonditionierung mit einer Induktion von HSP70 zu einer deutlichen Ab-
schwichung des Schweregrades der Pankreatitis fiihrt. Bhagat et al. untersuchten den protek-
tiven Effekt von HSP70 bei der Caerulein-induzierten Pankreatitis mit Hilfe von Antisense-
und Sense-Oligonukleotiden. Dabei konnten sie einen Zusammenhang zwischen HSP70 und
der Reduktion der friihzeitigen intrazellularen Trypsinaktivierung aufzeigen. Sie konnten
zeigen, dass durch die Hochregulation von HSP70 die friithzeitige intrazellulidre Trypsinakti-
vierung verhindert wird. Die Gabe von Antisense-Oligos vor der Hyperthermiebehandlung
verhinderte die Expression von HSP70 und dadurch war trotz Hyperthermie kein protektiver
Effekt zu induzieren. Dariiber hinaus kam es bei Tieren, die nur Antisense-Oligos erhielten,
zu einer Verschlimmerung der mit einer Pankreatitis assoziierten Parameter nach Caerulein-
Gabe (Bhagat et al., 2002).

Frossard et al. untersuchten den Zusammenhang von HSP70 Expression und Protektion des
Pankreas vor einer Caerulein-induzierten Pankreas am in vivo Modell. Zum einen erfolgte die
Induktion von HSP70 durch Hyperthermie-Prikonditionierung und zum anderen durch
intraperitoneale (i.p.) Gabe von Isoprenalin und einer dadurch hervorgerufenen f-adrenergen
Stimulation, die eine Stressreaktion in den Tieren hervorrief und ebenfalls zu einer
Hochregulation von HSP70 fiihrte. In beiden Fillen kam es zu einer Protektion des Pankreas
vor einer Caerulein-induzierten Pankreatitis und zu einer signifikanten Reduzierung der
frithzeitigen intrazelluldren Trypsinaktivierung (Frossard et al., 2002).

In diesen untersuchten Modellen wurde jeweils angenommen, dass HSP70 fiir die Protektion
des Pankreas verantwortlich ist. Besonders bei der friihzeitigen intrazelluldren Trypsinaktivie-
rung scheint HSP70 eine zentrale Rolle zu spielen. Uber die Signaltransduktion, welche der
HSP70 Expression in gestressten Zellen vorangeht, ist allerdings sehr wenig bekannt. Oka-
dainsdure, welche die Serin/Threonin Phosphatasen 1 und 2 hemmt, kann die Hyperthermie-
induzierte HSP-Expression verstiarken. In braunen Zellen scheinen Katecholamine die HSP-
Expression zu induzieren, wihrend die Hemmung von Tyrosin-Phosphatasen die HSP-
Induktion hemmen kann (Matz, 1995; Mivechi, 1994). Thiol-reduzierende Substanzen kénnen
ebenfalls die HSP-Induktion hemmen (Chen, 1992; Huang, 1994). In einer Studie wurde auch
die Hemmung der HSP-Induktion durch Hemmung von G-Proteinen mit Pertussis-Toxin

berichtet (Ralhan, 1995).
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Neben HSP70 ist insbesondere die Regulation und Funktion von HSP27 im Pankreas bereits
recht gut untersucht (Schifer et al., 1999). Ahnlich wie andere Hitzeschockproteine auch,
wird die HSP27 Expression durch Stress induziert und die HSP27 Uberexpression fiihrt zu
einer erhohten Widerstandsfihigkeit gegeniiber Hitze oder anderen Stressfaktoren in einer
Reihe von Zelllinien. HSP27 ist offensichtlich an der Regulation des Zytoskeletts, insbeson-
dere des Aktins beteiligt und die HSP27 Uberexpression fiihrt zu einer Stabilisierung der
Aktin Mikrofilamente (Schifer et al., 1999, Kubisch et al, 2004). Die Untersuchung der
Bedeutung von HSP27 ist aber nicht Bestandteil der vorliegenden Arbeit.

1.5 ATRIAL NATRIURETISCHES PEPTID

1981 beobachteten de Bold und seine Kollegen, dass die Infusion von Extrakten aus Atrium-
gewebe des Herzens in Ratten starke Natriurese, Diurese und Blutdruckabfall ausloste (de
Bold et al., 1981). Dies fiihrte zur Isolierung und Klonierung des Atrial Natriuretischen
Peptids (ANP), dem ersten Mitglied einer Familie von Natriuretischen Peptiden (NP) (de
Bold, 1982 und 1985), das von den Myozyten im Vorhof des Herzens aus zytosolischen
Granula in die Zirkulation sezerniert wird und natriuretische, diuretische sowie vasodilatie-
rende Eigenschaften besitzt (Levin et al., 1998). Neben seiner Wirkung auf das Herz-
Kreislauf-System konnten fiir ANP jedoch auch andere biologische Funktionen nachgewiesen

werden.

1.5.1 NATRIURETISCHE PEPTIDE

Nach Entdeckung des ersten Natriuretischen Peptids, ANP, wurden weitere, strukturell
dhnliche Peptide gefunden und néher charakterisiert (Levin et al., 1998). Von Matuso und
Mitarbeitern wurde BNP (Brain oder B-Typ Natriuretisches Peptid) und CNP (C-Typ Natriu-
retisches Peptid) aus Schweinehirnen isoliert (Sudoh et al., 1988 und 1990). Urodilatin, das
ausschlieBlich in der Niere gebildet wird, wurde erstmals aus humanem Urin isoliert (Schulz-
Knappe et al., 1988). Vor vier Jahren erst wurde DNP (Dendroaspis Natriuretisches Peptid),
das urspriinglich aus dem Gift der griinen Mambaschlange, Dendroaspis angusticeps, isoliert
wurde, im humanen Plasma und im atrialen Myokard nachgewiesen (Schirger et al,. 1999).
Alle Natriuretischen Peptide weisen eine Ringstruktur aus 17 Aminoséduren auf, die durch
eine Disulfidbriicke zwischen zwei Cysteinresten gebildet wird (Currie et al., 1984). Diese
Struktur ist essentiell fiir die biologische Aktivitdt (Misono et al., 1984) der Natriuretischen

Peptide. Elf der zyklischen Aminosduren sind in jedem der verschiedenen Natriuretischen
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Peptide homolog, die Anzahl und Art der AS am C- und am N-Terminus dagegen sind unter-
schiedlich.

ANP wird hauptsdchlich im Atrium des Herzens gebildet, seine mRNA kodiert eine Vorstufe
des physiologisch aktiven ANP, das sogenannte pria-pro-ANP, das aus insgesamt 152 AS
besteht. Nach Abspaltung eines Signalpeptids am N-Terminus entsteht pro-ANP mit 126 AS,
das in atrialen Granula gespeichert wird (Rosenzweig und Seidman, 1991). Diese Vorstufe
wird anschlieBend proteolytisch gespalten, wodurch ein aminoterminales Fragment aus 98 AS
und das biologisch aktive Hormon ANP entstehen (Rosenzweig und Seidman, 1991). Die
Abgabe von ANP in die Blutzirkulation erfolgt durch Exozytose (Nemer et al., 1984). Alle
anderen NP werden auf dhnliche Weise synthetisiert.

BNP ist ein zyklisches Peptid aus 32 AS und wird iiberwiegend in den Ventrikeln des Her-
zens gebildet, wo es z.B. bei dekompensierter Herzinsuffizienz vermehrt gebildet wird (Lan-
genickel et al., 2000). Es hat eine dhnliche Wirkung wie ANP. 2001 wurde in den USA ein
humanes, rekombinantes BNP (Natrecor®) von der Food and Drug Administration zur Be-
handlung der akuten, dekompensierten kongestiven Herzinsuffizienz zugelassen.

CNP wird hauptsédchlich im Gehirn synthetisiert. Es besitzt keine natriuretischen Eigenschaf-
ten, wie die anderen NPs, sondern wirkt vasodilatierend (Levin et al., 1998).

DNP, das aus 38 AS zusammengesetzt ist, wirkt vor allem natriuretisch (Lisy et al., 1999).
Urodilatin unterscheidet sich nur geringfiigig von ANP, durch vier zusitzliche AS am Ende
des N-Terminus. Es wird ausschlielich in der Niere produziert und ist dort fiir die Regulation

des Natrium- und Wasserhaushaltes zustindig (Schulze-Knappe et al., 1988).

Bild 1.6: Struktur und Aminosduresequenz von ANP
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1.5.2 REZEPTOREN UND SIGNALTRANSDUKTION

Bislang wurden drei verschiedene Rezeptoren identifiziert, iiber die Natriuretische Peptide
ihre Effekte vermitteln, NPR-A, NPR-B und NPR-C (Levin ef al., 1998; Venugopal, 2001).
Dabei handelt es sich bei NPR-A und NPR-B um Guanylatzyklase gekoppelte Rezeptoren.
Diese setzten sich zusammen aus einer extrazelluliren Peptidbindungsstelle, einer kurzen
transmembrénstindigen Sequenz und zwei intrazelluliren Doménen. Eine dieser Doméinen
besitzt eine Proteinkinase-dhnliche Aktivitit, die andere eine Guanylatzyklase Aktivitit. An
den NPR-A Rezeptor binden ANP und BNP, wobei aber ANP mit einer viel hoheren Affinitit
bindet. CNP hat eine hohe Affinitit zum NRP-B Rezeptor. In beiden Fille fiihrt die Stimula-
tion des Rezeptors zur Aktivierung der Guanylatzyklase und damit zur Erh6hung der intrazel-
luldren Spiegel von cGMP. Die meisten biologischen Effekte von NPs werden iiber diese
beiden Rezeptoren vermittelt.

Der NPR-C Rezeptor dagegen weist eine andere Struktur auf. Die extrazellulire Domine
entspricht dem der anderen beiden Rezeptoren, aber im Gegensatz zu NPR-A und NPR-B
besitzt NPR-C nur eine kurze intrazelludre Sequenz ohne Guanylatzyklase-Aktivitit. An
diesen Rezeptor binden alle NPs mit hoher Affinitidt. Nach der Bindung der NPs an den NPR-
C Rezeptor werden diese internalisiert und enzymatisch abgebaut. Neben der regulatorischen
Funktion als Clearance-Rezeptor wird vermutet, dass der NPR-C Rezeptor die Adenylat-
zyklase-Aktivitdt inhibiert und Proteinkinase C aktiviert (Palaparti und Anand-Srivastava,
2000). Einige der NPR-C vermittelten Effekte, wie die Hemmung der Astrozyten-
Proliferation (Levin und Frank, 1991) oder Hemmung der Endothelin-Produktion (Hu et al.,

1992), konnen moglicherweise darauf zuriickgefiihrt werden.
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Bild 1.7: Atrial Natriuretisches Peptid und seine Rezeptoren

(Erlauterung siehe Text)
1.5.3 ZYTOPROTEKTIVES POTENTIAL
Anfang der 90er Jahre wurde entdeckt, dass ANP nicht nur im Herzen, sondern auch im Darm
gebildet wird. Dabei entdeckte man die Bildung des Peptids in den enterochromaffinen Zellen
des Diinndarms (Gerbes, 1991). Daraufhin wurde verstirkt der Zusammenhang zwischen
ANP und dem Immunsystem untersucht und entdeckt, dass ANP in Organen wie dem Thy-
mus, der Milz oder den Lymphknoten produziert wird. Dabei konnte gezeigt werden, dass das
Kreislaufhormon im Immunsystem wichtige Funktionen ausiibt.
Zum einen spielt ANP eine wichtige Rolle bei der Differenzierung und Reifung von T-
Lymphozyten im Thymus (Vollmar, 1997). Die andere wichtige Aufgabe ist die Regulation
der induzierbaren NO-Synthase (iNOS) in Makrophagen. NO ist zwar zum einen essentiell
fiir die Abwehr von Bakterien, Pilzen und Viren, kann aber andererseits Zellen in Rahmen
einer Entziindungsreaktion schiddigen, wenn es in zu hohen Konzentrationen gebildet wird.
ANP vermag die Menge an neugebildetem iNOS und folglich die freigesetzte Menge an NO
zu verringern. Da ANP in Makrophagen selbst produziert wird, konnen damit iiber den
autokrinen Mechanismus Makrophagen vor einer iiberschieBenden und pathophysiologischen
Produktion von NO geschiitzt werden. (Kiemer und Vollmar, 2001;Vollmar et al., 1995;
Kiemer et al., 1998). Diese Erkenntnisse fiihrten dazu, dass man ANP ein zytoprotektives
Potential zuordnete. Bei der Ischdmie-Reperfusionsschiadigung der Leber konnte schon ein

zytoprotektiver Effekt durch ANP zeigt werden (Bilzer et al., 1994).
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1.5.4 HORMONELLE PRAKONDITIONIERUNG MIT DEM ATRIALEN NATRIURETISCHEN PEPTID
Die protektive Wirkung des Atrialen Natriuretischen Peptids (ANP), eines zirkulierenden
kardiovaskuldren Hormons, das vor allem an der Regulation des Gefid3tonus und des Wasser-
und Salzhaushaltes beteiligt ist (Levin et al., 1998), wurde zuerst an der Niere beschrieben
Shaw et al., 1987; Nakamoto et al., 1987).

Spiter konnte dann gezeigt werden, dass eine Prikonditionierung mit ANP auch vor Ischi-
mie-Reperfusionsschiden in der Rattenleber sowohl nach warmer (Bilzer et al., 1994) als
auch nach kalter Ischiamie (Gerbes et al., 1998) schiitzt. Die Freisetzung von Lactatdehydro-
genase, einem Parameter fiir das Ausmal} des Zelltods, ist bei ANP-priakonditionierten Lebern
geringer. AuBBerdem ist der Gallenfluss, ein wichtiger Parameter der Leberfunktion, nach der
Ischidmie erhoht. Die protektiven Effekte scheinen iiber den NPR-A Rezeptor vermittelt zu
werden (Gerbes et al., 1998), einem Guanylatzyklase-gekoppelten Rezeptor, der nach Akti-
vierung die intrazelluldren Spiegel des second messengers cGMP erhoht. Die beschriebenen
Effekte konnen auch mit dem cGMP-Analogon 8-Br-cGMP erzeugt werden (Bilzer et al.,
1994; Gerbes et al., 1998).

Fiir die Protektion der Leber durch ANP werden mehrere Mechanismen diskutiert, die von
Bedeutung zu sein erscheinen (Bilzer et al, 1999; Kiemer, 2002; Gerwig et al, 2003; Kiemer
et al, 2002).

Von besonderer Bedeutung fiir die vorliegende Arbeit war aber, dass gezeigt werden konnte,
dass es durch cGMP vermittelt zu einer Aktivierung des Hitzeschocktranskriptionsfaktors und
infolge zu einer HSP70 Expression nach erfolgter ANP Infusion kommt (Kiemer et al., 2002).
Damit fiihrt eine Priakonditionierung von Rattenlebern mit ANP zu einer Induktion der Hitze-
schockantwort, zu einer Hochregulation von HSP70 und dariiber vermittelt zu einer Protekti-
on von Rattenlebern gegeniiber des Ischamie/Reperfusionsschadens.

1987 konnte in vitro mit '**J markierten ANP durch Autoradiographie eine Expression von
ANP-Bindungsstellen auch im Pankreas nachgewiesen werden. Dabei fand man in drei
verschiedenen Zelltypen des exokrinen Pankreas ANP Rezeptoren und zwar in Azinuszellen,
zentroazindren Zellen und Gangzellen (Chabot et al., 1987). Dariiber hinaus konnte auch
gezeigt werden, dass Azinuszellen auf ANP mit einem Anstieg der intrazellularen cGMP-
Spiegel speziell in Azinuszellen antworten. ANP zeigt aber keinen Effekt auf das Sekretions-
verhalten von Verdauungsenzymen (Heisler et al., 1987). Durch immunhistochemische
Untersuchungen konnte auch der Nachweis erbracht werden, dass ANP in Azinuszellen
enthalten ist (Chabot et al., 1987). Ob allerdings Azinuszellen selbst ANP synthetisieren ist

nicht geklart. Untersuchungen zum Zeitverlauf der azindren Inkorporation nach i.v. Gabe von
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'25J_markierten ANP weisen darauf hin, dass ein groBer Teil des in Azinuszellen nachweisba-

ren ANP durch Internalisierung dorthin gelangt. Durch Autoradiographie konnte gezeigt
werden, dass bereit ca. 1-2 Minuten nach i.v. Gabe von 25 _ANP es zu einem maximalen
Signal besonders der basolateralen Plasmamembran von Azini kommt (Chabot et al., 1988).
Golgi-Apparat und Zymogengranula zeigten erst zu spiteren Zeitpunkten maximale Signale.
Aus diesen Daten ldsst sich zusammenfassend sagen, dass Azinuszellen ANP-Rezeptoren
besitzen und mit einer vermehrten Bildung des second messenger cGMP auf Stimulation mit
ANP antworten.

An Hand der schon gewonnenen Erkenntnisse iiber die Wirkung von ANP auf Azinuszellen
und aufgrund des protektiven Potential einer ANP-Prikonditionierung beim Ischi-
mie/Reperfusionsschadens der Leber soll nun die ANP-Prikonditionierung am Modell der

experimentellen Caerulein-induzierten Pankreatitis untersucht werden.

1.6 TRANSGENE MAUS

1.6.1 ZUSAMMENSETZUNG DES INSERTS

Trotz der sehr klaren Hinweise, dass HSP70 eine zentrale Rolle fiir die Protektion nach
Prikonditionierung bei der Pankreatitis zukommt, ist dies bislang nicht definitiv bewiesen.
Dies liegt daran, dass z.B. die Hyperthermie-Prikonditionierung nicht nur zur Induktion von
HSP70, sondern auch von anderen HSPs, wie z.B. HSP27 und 32, fiihren kann. Durch die
Generierung einer transgenen Maus sollte, neben der Untersuchung moglicher Ansitze zur
Prikonditionierung des Pankreas durch gesteigerte HSP70 Expression, versucht werden, ein
Modell zu etablieren, mit dem sich die Bedeutung von HSP70 fiir die Protektion nach Pri-
konditionierung eindeutig untersuchen ldsst.

Ziel war, ein Insert zu konstruieren, welches zur selektiven und konstitutiven Expression von
HSP70 im Pankreas fiihrt. Dafiir wurde vor das Gen fiir die induzierbare Isoform von HSP70
der pankreasspezifische Elastasepromotor kloniert. Ans Ende des Gens wurde dann ein Stiick
des menschlichen Wachstumshormons gesetzt, um eine verstiarkte Expression im Pankreas zu

gewihrleisten.

1.6.1.1 ELASTASE PROMOTOR

Die Regulation der pankreasspezifischen Genexpression von Verdauungsenzymen, sowie die
entsprechenden regulatorischen Elemente die fiir die Expression von Verdauungsenzymen
verantwortlich sind, wurden schon vor 15 Jahren genau erforscht (Hagenbuchle et al., 1985,

Swift et al., 1989)
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Dabei wurde festgestellt, dass sich die gesamte Information zur pankreasspezifischen Ge-
nexpression in einer Enhancer-Region zwischen den Nukleotiden -95 bis-205, oberhalb der
translatierten Gensequenz befindet. Zwischen dem Nukleotid -95 und dem Translationsstart
liegt noch eine Promotorregion, die allerdings nicht an der gewebespezifischen Expression
beteiligt ist. Gene, die fiir Verdauungsenzyme codieren, beinhalten Sequenzen, die aus-
schlieBlich von einem DNA bindendem Protein erkannt werden, dem sogenannten Pankreas-
Transkriptionsfaktor, der exklusiv nur im Pankreas vorkommt.

Die Enhancer-Region des Elastase Promotors setzt sich aus drei funktionellen, regulatori-
schen Elementen zusammen, die als A, B und C-Element bezeichnet werden. Der Enhancer
aktiviert die Transkription in hohem Ausmal} im Pankreas und in sehr geringem in anderen
Verdauungsorganen und hat keine Aktivitit in anderen Organen.

Das A-Element ermoglicht die spezifische Expression in Azinuszellen und stellt zugleich die
Bindungsstelle fiir den Pankreas-Transkriptionsfaktor dar.

Das B-Element bewirkt in Azinuszellen eine Verstirkung des A-Elements in Gegenwart des
Repressors und reguliert in Abwesenheit des Repressors die spezifische Genexpression in [3-
Zellen des Pankreas.

An das B-Element schlieB3t sich das C-Element an. Dieses spielt allerdings keine zellspezifi-
sche Rolle, iibt aber einen synergistischen Effekt auf die Funktion der beiden anderen Ele-
mente aus.

Im Anschluss an diese Region befindet sich ein Repressor, der eine Expression des Transgens
in Inselzellen verhindert und dadurch selektiv die Expression in Azinuszellen ermoglicht.
(Swift et al.,1989;Hammer et al.,1987; Omitz et al., 1987; Kruse et al., 1988 ; Kruse et al.,
1993 ; Kruse et al., 1995)

Der Elastase-Promoter wurde schon eingesetzt, um transgene Miuse zu generieren, die eine
hohe Expression des Wachstumshormons im Pankreas aufweisen (Kruse et al., 1995). Des
Weiteren wurden transgene Tiere hergestellt, bei denen Ras mit Hilfe des Elastase-Promotors
im Pankreas exprimiert wurde und zur Bildung von Pankreaskarzinomen fiihrte (Quaife et al.,

1987).
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Bild 1.8: Regulatorische Elemente fiir die Expression von Elastase im Pankreas
1.6.1.2 HSP70

Das gewiinscht Transgen, das selektiv im Pankreas iiberexprimiert werden soll, ist die indu-
zierbare Isoform des HSP70 der Ratte. Diese Form von HSP70 wird normalerweise nur
infolge von Stresseineinwirkung, wie z.B. durch eine Hyperthermie-Pridkonditionierung und
dann ubiquitdr im gesamten Organismus gebildet.

In verschiedenen Systemen wurde schon gezeigt, dass die Uberexpression des induzierbaren
HSP70 zu einer erhohten Widerstandsfahigkeit des jeweiligen Organismus oder Systems auf
schidliche Noxen fiihrt. Bei transgenen Méusen, die HSP70 unter Kontrolle des Aktinpromo-
tors im Herzen iiberexprimierten, kam es zu einer erhohten Toleranz des Herzen gegeniiber
Ischamie. (Marber et al., 1995; Plumier et al., 1995).

Mittels stabiler Transfektion wurde HSP70 in myogene Zelllinien {iberexprimiert und fiihrte
dort zu einer erhohten Resistenz dieser Zellen gegeniiber Endotoxinen (Chi SH, Mestril R

1996).

1.6.1.3 HUMAN GROWTH HORMON

Im Anschluss an die HSP70 Sequenz wurde ein Teil des Wachstumshormongens angefiigt, da
die Vermutung besteht, dass der Elastasepromotor zwar eine gute Organspezifitit der Ge-
nexpression bedingt, aber nicht ausreicht, um eine quantitativ relevante Expression im Pank-
reas zu erreichen. Dies steht nur scheinbar im Widerspruch zu den Daten von RJ McDonald,
da in diesen Arbeiten zumeist das menschliche Wachstumshormongen als Marker fiir die mit

dem Elastasepromotor bewirkte Genexpression im Pankreas verwendet wurde. Es scheint nun
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so zu sein, dass Teile des Wachstumshormongens Sequenzen enthalten, die eine Verstirkung
der Genexpression im Pankreas bewirken konnen. Zumindest ist es auch anderen Arbeits-
gruppen erst durch die Kombination des Elastasepromotors mit einem Teil des Wachstums-
hormongens gelungen, signifikante Proteinexpression in transgenen Tieren zu erreichen
(Diane Simeone und JA Williams, pers. Mitteilung, Raul Urrutia, personliche Mitteilung).

Daher wurde ein Stiick des bovinen Wachstumshormongenes ebenfalls in den Vektor kloniert.



2 ERGEBNISSE

2.1 AZINUSZELLPRAPARATION

Am Beginn der Arbeit galt es die Priparation von Azinuszellen zu erlernen und zu etablieren.
Diese Zellen stellen ein sehr gutes Modell dar, physiologische und pathophysiologische
Vorginge in diesen Zellen und damit die Vorgénge, die in der Friihphase einer Pankreatitis
auftreten, zu untersuchen.

Die Préparationstechnik wurde Anfang der 70er Jahre von Amsterdam und Jamieson entwi-
ckelt und ermdoglicht die Isolierung von Azinuszellen durch enzymatischen Verdau und
mechanische Zerkleinerung (Amsterdam und Jamieson, 1972 und 1974). 1978 wurde die
Methode von J.A. Williams modifiziert (Williams et al., 1978) und es galt, dieses etablierte
Standardverfahren zu erlernen. Die Schwierigkeit bestand darin, Azinuszellen zu gewinnen,
die strukturell und funktionell intakt waren. Die Préparation selbst ist eine diffizile und
aufwendige Methode, mit vielen Schritten, die zu einer Zerstorung der Azinuszellen fithren
konnen. Um Azinuszellen als Modell zur Untersuchung der pathophysiologischen Vorginge
der akuten experimentellen Pankreatitis verwenden zu konnen, benotigt man voll funktionsfi-
hige, ungestresste und nicht mit Zelltriimmern und B-Zellen verunreinigte Azini.

Die funktionelle und strukturelle Integritdt der isolierten Azinuszellen wurde an Hand ver-
schiedener Parameter, wie z.B. sekretorische Antwort auf Stimulation mit Sekretagoga und

zellulédre Integritdt, untersucht.

2.1.1 SEKRETIONSANTWORT

Zum einen wurde die Sekretionsantwort von Amylase und Lipase auf die Stimulation mit
verschiedenen Konzentrationen an Cholezystokinin untersucht, um die Funktion des CCK-
Rezeptors, der intrazelluldren Signaltransduktion und des Energiehaushaltes zu iiberpriifen, da
Azini auf Storungen empfindlich mit Funktionseinbusen reagieren. Die Zellen gelten dann als
intakt, wenn sich mit CCK-Konzentrationen zwischen 10 pM und 10 nM ein biphasischer
Verlauf der Sekretionsantwort nach 30 Minuten sowohl fiir Amylase als auch Lipase darstel-
len ldsst, mit einem Maximum der Sekretion zwischen 300 pM und 1 nM CCK und einer ca.

10-fachen Steigerung der Sekretionsantwort zwischen Basalwert und Maximum.
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Bild 2.1: Amylasesekretionskurve mit voll funktionsfihigen und disfunktionalen
Azini

Zu erkennen ist der lineare Anstieg bis zum Erreichen des Maximums bei 300 pM CCK und
der darauffolgenden Abnahme der Sekretion durch die sekretorische Blockade und den damit
verbundenen Verbleib der Enzyme in der Zelle. Die untere Kurve zeigt die CCK-Stimulation
mit Zellen, die durch den Isolationsprozess so gestresst und zum Teil zerstort wurden, dass sie
ihre Funktionsfahigkeit verloren haben.

2.1.2 LACTATDEHYDROGENASE

Ein weiteres Kriterium fiir die Integritit der Azini bzw. der Plasmamembran ist die Messung
der Lactatdehydrogenase (LDH) im Medium. LDH wird im Cytosol exprimiert ist aber kein
sekretorisches Enzym und wird folglich auch nicht in die Granula verpackt. Das Molekular-
gewicht der LDH liegt bei 36 kD. Nur beim Auftreten groerer Defekte in der Zellmembran
kann sie in den Uberstand austreten. LDH wird damit nur von in ihrer Integritit deutlich
beeintridchtigten Zellen abgegeben und eignet sich somit gut zur Untersuchung der Vitalitit
der gewonnenen Azinuszellen. Bei den ersten Isolierungsversuchen war das Problem, dass
keine Azinuszellen gewonnen wurden, sondern alle im Laufe der einzelnen Isolationsschritte
abgestorben sind. Im Laufe der Optimierung der Methode wurde die LDH-Konzentration im
Medium immer niedriger, so dass man bei LDH-Werten von 5% + 3% von intakten Azini und

einem vernachlédssigbaren Anteil an toten Zellen ausgehen konnte.
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2.1.3 STRUKTUR DER ISOLIERTEN AZINUSZELLEN

Ein weiterer wichtiger Parameter zur Bestimmung des Zustands von Azini ist die Anfiarbung
mit Trypanblau und die anschlieBende mikroskopische Untersuchung. Dieser Farbstoff ist
nicht in der Lage durch intakte Zellmembranen zu diffundieren und farbt daher nur geschédig-

te Zellen blau an.

Bild 2.2: Anfirbung von Azinuszellen mit Trypanblau

Die mikroskopische Untersuchung von Azinuszellen nach Anfirbung mit Trypanblau zeigt
zum einen intakte Zellen und Azinuszellen, die durch den Isolierungsprozess zerstort wurden
und sich deshalb mit Trypanblau anfirben lassen.

Durch den Farbkontrast zwischen blauem Medium und Azinuszellen ldsst sich auch gut
erkennen, wie stark gestresst die Zellen durch den Isolationsprozess sind. Gestresste Zellen
zeigen an der Membran charakteristische Ausstiilpungen, sogenannte Blebs. Je gestresster die
Zellen sind, desto mehr dieser Blebs bilden sie aus und desto grofer sind die Einschriankun-
gen in ihrer Funktionalitit. Zu Beginn lieBen sich pro Sichtfeld noch sehr viele Azini mit
Trypanblau anfirben und viele Azinuszellen, die zwar noch intakt waren zeigten dafiir eine
starke Ausbildung von Blebs. Im Laufe der Zeit wurde die Technik immer besser beherrscht
und war damit mit immer weniger Stress fiir die Zellen verbunden. Dadurch wurde die
Ausgangsbasis fiir die anstehenden Untersuchungen zur akuten experimentellen Pankreatitis
auf zelluldrer Ebene geschaffen. Besonders fiir die Untersuchung der frithzeitigen intrazellula-

ren Trypsinaktivierung wurde dieses Modell herangezogen.
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Bild 2.3: Elektronenmikroskopische Aufnahme von Azinuszellen

Man sieht hier gut die Integritdt der Zellen. Die Polaritit der Azinuszellen ist erhalten. Der
Pfeil markiert den apikal liegenden Ausfiihrungsgang. Man erkennt die am apikalen Pol
akkumulierten Zymogengranula.

2.2 ETABLIERUNG DER BESTIMMUNG VON TRYPSIN IN AZINUSZELLEN UND
PANKREASHOMOGENATEN

Der friihzeitigen intrazelluldren Trypsinaktivierung in der Friihphase der akuten Pankreatitis
kommt eine zentrale Bedeutung zu. Als Parameter zur Beurteilung der Pankreatitis ist daher
die Messung intrazelluldr aktivierten Trypsins zwingend erforderlich, sowohl bei in vivo
(experimentelle Pankreatitis) als auch bei in vitro Modellen (Azini) des exokrinen Pankreas.
Zunichst musste die Methodik zur Trypsinbestimmung etabliert werden. Die Messung der
Aktivitidt wurde in Anlehnung an die Methode von Kawabata et al. etabliert (Kawabata et al.,
1988). Dabei handelte es sich um eine Fluoreszenzmessung, bei der das Substrat Boc-Gln-
Ala-Arg-AMC-HCI durch Trypsin, nicht aber durch Trypsinogen gespalten wird, wodurch die

fluoreszierende Verbindung 7-Amino-4-methylcoumarin (AMC) entsteht.

Boc-Gln-Ala-Arg-AMC-HCI Trypsin 7-Amino-4-methylcoumarin(AMC)
+ Boc-GIn-Ala-Arg

Die Durchfithrung der Messung erfolgte wie unter Methoden 4.3.6.3 S. 44/45 beschrieben.
Die Auswertung der erhaltenen Messwerte wurde folgendermaflen durchgefiihrt. Die Mes-

sung beruht auf einer Umsetzung des Substrats mit Trypsin, wobei das Substrat durch Trypsin
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gespalten wird und eine fluoreszierende Verbindung entsteht. Der Anstieg der Intensitét der
Fluoreszenz iiber die Zeit wurde alle 10 Sekunden nachfolgend iiber einen Zeitraum von 5
Minuten fluorimetrisch gemessen. Aus den Differenzen der Fluoreszenz zwischen zwei
Messpunkten wurde dann die Steigung nach der Geradengleichung ermittelt.

Die Steigung entspricht dabei dem Quotienten aus dem jeweiligen vertikalen (Zeitachse) und
dem horizontalen (Delta F) Abstand zweier beliebiger Punkte der Geraden und ist ein MaB fiir
die Anderung entlang der Regressionsgeraden. Die Gleichung, nach der die Steigung einer

Regressionsgeraden berechnet wird, lautet wie folgt:

) 2020

Vor jeder Messung von Pankreas- bzw. Azini-Proben mussten Standardkonzentrationen von
Trypsin vermessen werden, um eine Standardkurve (Steigung gegen Trypsin-Konzentration)
zu erstellen, um die Konzentration an Trypsin in der zu vermessenden Proben errechnen zu
konnen. Hierfiir wurden Standards mit definierten Trypsinkonzentrationen (0,05 ng/ml; 0,1
ng/ml; 0,25 ng/ml; 0,5 ng/ml; siehe auch Methoden 4.3.6.3 Seite 44/45) hergestellt und
vermessen. Aus den erhaltenen Geraden der vermessenen verschieden konzentrierten Stan-
dards wurden die jeweiligen Steigungen ermittelt. (Bild 2.4.A) Die berechneten Geradenstei-
gungen wurden dann gegen die dazugehorigen Trypsinkonzentrationen in ng/ml in einem
Koordinatensystem aufgetragen (Bild. 2.4. B). Zur Berechnung des Trypsingehalts der
Pankreas- bzw. Azini-Proben, wurden die ermittelten Steigungen aus den vermessenen
Proben jeweils in die Geradengleichung der Kalibriergeraden y = mx eingesetzt, wobei m =
der Steigung der Kalibriergeraden entspricht. Indem man fiir x die Geradensteigung der
jeweiligen Probe einsetzt erhilt man folglich als y = die Konzentration an Trypsin in der zu
bestimmenden Probe. Bei Proben, die fiir die Vermessung verdiinnt wurden, musste anschlie-
Bend der Verdiinnungsfaktor mit in das Ergebnis eingerechnet werden, um die tatsdchliche

Trypsinkonzentration in der Probe zu erhalten.
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Bild 2.4: Validierung der Trypsin-Bestimmung

Bild A zeigt die Messung der Zunahme der Fluoreszenz iiber die Zeit, abhingig von den
unterschiedlichen Trypsinkonzentrationen.

Bild B zeigt die Kalibriergerade, die sich ergibt, wenn die Steigungen der einzelnen Intensi-
titsgeraden gegen die jeweils entsprechende Trypsinkonzentration aufgetragen werden.
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2.3  DIE BEDEUTUNG VON HSP70 FUR DIE STRESSREAKTION DES PANKREAS
Die akute Pankreatitis lduft bis heute klinisch immer noch mehr oder weniger schicksalshaft

ab. Es wurde zwar in den letzten Jahren ein Konzept etabliert, das u.a. die sekretorische
Blockade und die friihzeitige intrazelluldre Trypsinaktivierung als zentrale Ereignisse fiir die
Pathophysiologie benennt s. 1.3. Es gibt aber keine spezifische Therapie fiir die akute
Pankreatitis, sodass nur eine symptomatische Behandlung der Erkrankung moglich ist.
Deshalb ist eine genaue Charakterisierung der Stressreaktion des Pankreas von entscheidender
Bedeutung, um zusitzliche Erkenntnisse zum Verstindnis der Pathophysiologie der Pankrea-
titis und damit Ansatzpunkte fiir eine addquate kausale Therapie zu erhalten.

Durch vorangegangene eingehende Untersuchungen der Stressreaktion konnte bereits aufge-
deckt werden, dass Hitzeschockproteine im Tiermodell gegen eine Pankreatitis protektiv
wirken. Neben der Untersuchung von HSP27 und HSP32, die nicht Bestandteil der vorliegen-
den Arbeit sind, steht fiir die Arbeitsgruppe Pankreas der Med. Klinik II in Gro3hadern und
dieser Arbeit besonders die Bedeutung von HSP70 im Vordergrund.

Zunichst sollte der Mechanismus der durch Prikonditionierung vermittelten Protektion
weiter charakterisiert werden. Dazu wurde am Modell isolierter Azinuszellen untersucht,
inwiefern die Priakonditionierung Einfluss auf die bekannten biochemischen Veridnderungen

bei der Pankreatitis hat.

2.3.1 AUSWIRKUNG DER HYPERTHERMIE-PRAKONDITIONIERUNG AUF DIE PATHOPHYSIOLOGIE
DER HYPERSTIMULATION

Am Modell frisch isolierter Azinuszellen wurde untersucht, ob und in welchem Ausmal es
durch eine Hyperthermie-Prikonditionierung zu Veridnderungen in der azindren Antwort auf
eine CCK-Hyperstimulation kommt.

Zum einen wurde untersucht, inwiefern die Hyperthermie Prikonditionierung zu einer
Veridnderung der sekretorischen Blockade nach Hyperstimulation mit CCK fiihrt. Zum
anderen wurde untersucht, ob eine Hyperthermie und damit verbunden die Expression von
HSPs zu einer Reduktion oder Inhibierung der CCK induzierten frithzeitigen intrazelluldren

Trypsinaktivierung fiihrt.

2.3.1.1 NACHWEIS VON HITZESCHOCKPROTEINEN

Aufgrund des protektiven Potentials einiger HSPs wurde die Expression der fiir unsere
Arbeitsgruppe relevantesten Hitzeschockproteine im Western Blot ermittelt. Fiir die Bestim-
mung des Expressionsmusters wurden Ratten einer Hyperthermie-Prikonditionierung unter-
zogen und 24h spiter die HSP- Expression in Pankreashomogenaten und Azinuszellen

untersucht.
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HSP70 welches in verschieden Isoformen im Organismus vorkommt und die grof3te Bedeu-
tung im Rahmen dieser Arbeit hat, wurde durch die Hyperthermie-Behandlung in groem
Ausmal induziert. Dabei beschriankte sich die Untersuchung aber auf die induzierbare Iso-
form, auch als HSP72 bekannt. Diese Isoform wird im Pankreas nicht konstitutiv exprimiert,
lasst sich aber durch thermalen Stress in hohem Ausmal} sowohl in Pankreasgewebe als auch
in Azinuszellen hochregulieren (Wagner et al., 1996).

Mittels eines HSP25 Antikorper konnte das konstitutiv im Pankreas vorliegende HSP25
nachgewiesen werden. Dabei zeigte sich eine deutliche Hochregulation des genuin schon
vorliegenden Proteins sowohl im Pankreas als auch in Azinuszellen (Tashiro et al., 2002).
Héamoxygenase (HO)-1 auch als HSP32 bekannt gehort ebenfalls zu den Hitzeschockprotei-
nen, die genuin im Pankreasgewebe vorkommen, und das vor allem durch sein protektives
Potential gegeniiber oxidativem Stress bekannt ist. Mit Hilfe der Hyperthermiebehandlung
kam es zu einer wenn auch schwach ausgepréigten Induktion der HSP32 Expression (Daten
nicht gezeigt) (Wagner et al., 1996).

HSP60 gehort zu den Hitzeschockproteinen, das schon in grolerem Ausmal} konstitutiv im
Pankreas vorliegt. Durch eine Hyperthermie lésst sich die Expression von HSP60 nicht mehr
sichtbar steigern (Wagner et al., 1996).

HSP90 ist ein Hitzeschockprotein welches in vielen Geweben konstitutiv vorliegt. Im Pankre-
as dagegen lieB sich in unseren Versuchen keine genuine Expression feststellen, jedoch
zeigen die Ergebnisse von Tashiro et al. eine genuine Expression im Pankreas, die sich durch
eine Hyperthermie nicht weiter steigern lidsst. Durch thermalen Stress war in unserem Ver-
such eine Expression im Pankreasgewebe aber nur eine schwache Expression in Azinuszellen

feststellbar (Daten nicht gezeigt) (Tashiro et al., 2002).
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Bild 2.5: Expressionsmuster bestimmter Hitzeschockproteine im Pankreas ohne und
mit Hyperthermiebehandlung

Im Western Blot wurde die Expression der verschiedenen Hitzeschockproteine im Pankreas
(P) und in Azinuszellen (A) ohne Hyperthermie-Prikonditionierung (jeweils die beiden ersten
Banden) und 24h nach erfolgter Hyperthermiebehandlung (jeweils die beiden letzten Banden)
ermittelt. Blot A: HSP70; Blot B: HSP25; Blot C: HSP60 (Erlduterungen siehe Text).

2.3.1.2  EINFLUSS DER HYPERTHERMIE AUF DIE SEKRETION VON AMYLASE UND LIPASE

Nachdem gezeigt werden konnte, dass die Hyperthermie im besonderen die Expression von
HSP70, und weniger die anderer HSPs beeinflusst, die alle konstitutiv schon im Pankreasge-
webe vorliegen, wurde untersucht, inwiefern sich biochemische Parameter, wie Amylase-
sekretion und Trypsinaktivierung, in isolierten Azini durch eine zuvor erfolgte Hyperthermie-
Prikonditionierung beeinflussen lassen.

Der Einfluss einer Hyperthermie-Prikonditionierung und des dadurch gebildeten HSP70 auf
die frithzeitige intrazelluldre Trypsinaktivierung wurde bislang nur am in vivo Modell der
akuten experimentellen Caerulein-induzierten Pankreatitis untersucht. Nun sollte geklirt
werden, wie sich die Trypsinaktivitét in frisch isolierten Azini mit Hyperthermie Prikonditio-
nierung auf eine Hyperstimulation mit CCK veréndert.

Zunichst wurde ein Modell verwendet, in dem frisch isolierte Azinuszellen einer Hyperther-

mie-Prikonditionierung unterzogen wurden. Dabei wurden die Zellen 20 min auf 42°C
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erwiarmt und anschliefend bei 37°C fiir 8h inkubiert, um ihnen die Mdglichkeit zu geben,
Hitzeschockproteine zu exprimieren. Dabei zeigte sich im Western Blot nach 4h ein deutli-

ches HSP70 Signal.

Kontrolle Hyperthermie

C o e - _HSP70

Oh 2h 4h 8h Oh 1h 2h 4h 6h 8h

Bild 2.6: HSP70 Expression nach Hyperthermie mit frisch isolierten Azinuszellen
Azinuszellen die eine Hyperthermiebehandlung erhielten zeigten nach 4 h ein deutliches
HSP70 Signal, wohingegen Zellen, die ohne Hyperthermiebehandlung bei 37°C inkubiert
wurden auch nach 8h keine HSP70 Expression aufwiesen.

AnschlieBend erfolgte die Stimulation der Zellen mit CCK-Konzentrationen zwischen 30 pM
und 100 nM. Die Untersuchung des Einflusses der Hyperthermie-Behandlung der Azinuszel-
len auf ihr Sekretionsverhalten und die frithzeitigen Trypsinaktivierung brachte allerdings
keine Ergebnisse. Die Zellen waren durch die vorangegangene Hyperthermie so in ihrer
Funktionalitit geschéddigt, dass sie keine Reaktion mehr auf die Stimulation mit verschiedenen
CCK-Konzentrationen zeigten. Die Untersuchung der LDH Werte machte aber deutlich, dass
die Zellen soweit noch intakt waren und es durch die Hyperthermiebehandlung nicht zu einem

Absterben der Zellen kam.
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Bild 2.7: Hyperthermie mit frisch isolierten Azinuszellen.

Bild 2.7 A zeigt das Azinuszellen 4h nach der Hyperthermiebehandlung nicht mehr auf die
Stimulation mit verschiedenen CCK- Konzentrationen reagieren im Gegensatz zu Zellen
ohne Hyperthermie. Die Ursache des Verlustes der Funktionalitit liegt aber nicht im Abster-
ben der Zellen. Eine Untersuchung der LDH-Konzentration (Bild 2.7 B) im Azinuszellmedi-
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um zeigte liber 4h hinweg keinen Anstieg der LDH- Werte. Auch der Vergleich der LDH-
Werte von Kontroll- und Hyperthermieazini zeigen keinen signifikanten Unterschied.

Nachdem sich dieses Modell als nicht praktikabel herausstellte, um den Einfluss von HSP70
auf das Sekretionsverhalten und die frithzeitige intrazelluldre Trypsinaktivierung eingehender
zu untersuchen, wurde ein Modell verwendet, das eine in vivo Hyperthermiebehandlung von
Ratten mit einem in vitro Modell der experimentellen Pankreatitis an frisch isolierten Azinus-
zellen, gewonnen aus den vorbehandelten Tieren, kombinierte. Denn durch eine Ganzkor-
perhyperthermie kommt es auch in Azinuszellen zu einer Expression von HSPs. Ratten
wurden also zundchst einer Ganzkorperhyperthermie unterzogen und nach 24h erfolgte die
Préparation der Azinuszellen

Im Western Blot wurde der Nachweis erbracht, dass die Hyperthermie Priakonditionierung zu
einer Induktion von HSP70 sowohl im Pankreas als auch in Azinuszellen fiihrte. Dabei liel3
sich feststellen, dass in den Kontrollen keinerlei HSP70 Expression zu beobachten ist, wohin-
gegen 24h nach erfolgreich durchgefiihrter Hyperthermie die Expression im Pankreasgewebe

als auch in den Azinuszellen gleichermalen stark induziert wurde.

Kontrolle Hyperthermie K,

Azini HSP70

Pankreas HSP70

Bild 2.8: HSP70 Expression ohne und mit Hyperthermie.

Pankreasgewebe und Azinuszellen von Ratten wurden hinsichtlich ihrer HSP70 Expression
mit und ohne Hyperthermie Prikonditionierung untersucht. A: Vergleich der HSP70 Expres-
sion im Pankreasgewebe zwischen der Kontrollgruppe und der Hyperthermie prikonditionier-
ten Gruppe. B: Vergleich der HSP70 Expression in isolierten Azinuszellen zwischen der
Kontrollgruppe und der Hyperthermie prikonditionierten Gruppe. (K, = HSP70 positiv
Kontrolle). Gezeigt ist eine Auswahl aus fiinf voneinander unabhingigen Experimenten.
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Die Azinuszellen wurden zunéchst hinsichtlich der sekretorischen Blockade nach Hypersti-
mulation untersucht. Es sollte iiberpriift werden, ob die Hyperthermie auf die biphasische
Sekretionsantwort der Azini beziiglich der Amylase- und Lipase- Ausschiittung einen Einfluf3
hat.

Azinuszellen reagieren auf die Stimulation mit sub- und supramaximalen CCK-Dosierungen
mit einem charakteristischen biphasischen Verlauf der Sekretionsantwort von Amylase und
Lipase. Der biphasische Verlauf der Sekretion der Enzyme aus den Azinuszellen ist sowohl
bei Zellen nicht vorbehandelter Tiere als auch bei denen von Tieren, die 24h vorher einer
Hyperthermiebehandlung unterzogen wurden gleich. Die Zellen aus hyperthermierten Tieren
zeigten aber eine Verschiebung des Sekretionsmaximums hin zu hoheren CCK-
Konzentrationen. Das Maximum bei den Kontrollen lag bei 300 pM CCK, bei der vorbehan-
delten Gruppe dagegen bei 1 nM CCK, bis es zur Auslosung der sekretorischen Blockade
kam. Diese Zellen scheinen somit robuster gegeniiber unphysiologischen CCK-Dosierungen
zZu sein.
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Bild 2.9: Sekretionsverhalten von Amylase und Lipase in Zellen ohne und mit Hy-
perthermie.

Die obere Abbildung zeigt die CCK-konzentrationsabhingige Sekretion von Amylase aus
Azinuszellen, die untere Abbildung gibt das gleiche nochmals fiir Lipase wieder. Die schwar-
zen Punkte zeigen das Verhalten von Azinuszellen aus unbehandelten Tieren mit einem
Maximum der Sekretionsleistung bei 300 pM CCK und die weiflen Punkte das Verhalten von
Azinuszellen aus vorher hyperthermierten Tieren mit einem Maximum der Sekretion bei 1
nM CCK. Beiden gemeinsam ist der biphasische Verlauf der Sekretionsleistung. Im Bereich
von physiologischen CCK Konzentration kommt es zum linearen Anstieg der Enzymfreiset-
zung bis hin zu einem Maximum. AnschlieBend kommt es durch Auslosung der sekretori-
schen Blockade zu einer Inhibierung der Enzymsekretion. Dargestellt ist eine Graphik aus

jeweils 5 voneinander unabhingigen Experimenten. Gezeigt sind jeweils die Mittelwerte +
SEM.

2.3.1.3  EINFLUSS DER HYPERTHERMIE AUF FRUHZEITIGE INTRAZELLULARE TRYPSINAKTIVIERUNG

Ein bedeutendes Ereignis in der Frithphase der akuten Pankreatitis ist die friihzeitige, intrazel-
luldre Aktivierung von Verdauungsenzymen, insbesondere die von Trypsinogen zu Trypsin,
das in der Lage ist, die proteolytische Kaskade in Gang zu setzten. Dieses Phinomen scheint
eine zentrale Rolle zu spielen fiir die Pathogenese der akuten Pankreatitis.

Es sollte nun untersucht werden, ob die Hyperthermie auf die frithzeitige intrazellulédre
Trypsinaktivierung einen Einfluf3 hat.

Zunichst wurde das Verhalten von frisch isolierten Azinuszellen von Tieren ohne Prikonditi-
onierung mit Ganzkorperhyperthermie auf die 30-miniitige Stimulation mit verschiedenen
CCK- Konzentrationen untersucht. Dabei kam es im Bereich physiologischer CCK- Mengen

zu keiner Erhohung des intrazelluldren Trypsingehalts im Vergleich zum basalen Trypsin-
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wert. Allerdings kam es ab der Gabe von supramaximalen CCK- Dosierungen von 1 nM bis
100 nM zu einem sehr deutlichen steilen Anstieg der intrazelluldren Konzentration an aktivem
Trypsin in der Azinuszelle. Der Anstieg des freien Trypsins in der Zelle korreliert dabei mit
dem Einsetzten der sekretorischen Blockade in den Azinuszellen, die bei CCK-
Konzentrationen von 300 pm - 1 nM einsetzt. Ab diesem Punkt sind die Azinuszellen nicht
mehr in der Lage Enzyme zu sezerniert.

Nun sollte untersucht werden, ob die Hyperthermie einen Einfluss auf die friihzeitige intrazel-
luldre Trypsinaktivierung hat.

Dafiir wurden Azinuszellen aus dem Pankreas von Tieren frisch isoliert, die 24h vorher einer
Ganzkorperhyperthermie unterzogen wurden. Dabei zeigte sich ein vollig anderes Verhalten
der Azinuszellen gegeniiber den verschiedenen CCK- Konzentrationen als bei Azinuszellen
von nicht priakonditionierten Tieren. Es kam bei den Azinuszellen von prikonditionierten
Tieren zu einer kompletten Inhibierung der CCK induzierten intrazelluldren Trypsinogenakti-
vierung. Auch bei einer supramaximalen CCK- Konzentration von 100 nM kam es zu keinem
Anstieg des Trypsins verglichen mit dem Basalwert. Trotz der oben gezeigten nicht wesentli-
chen Veridnderung im Einsetzen der sekretorischen Blockade bei Azinuszellen von prikondi-
tionierten Tieren und der damit verbundenen Inhibierung der Enzymsezernierung aus der
Zelle, unterbleibt die intrazelluldre Trypsinaktivierung ginzlich. Somit zeigte sich, dass
Azinuszellen, isoliert aus Zellen prikonditionierter Tiere, geschiitzt sind gegeniiber einer

CCK-konzentrationsabhéngigen frithzeitigen intrazelluldren Trypsinaktivierung.



42 Ergebnisse

©
o
1

70 7

Trypsin
(fmol/mg Protein)
o
o
1

(2]
o
1

10 7

basal 3*10" 10" 3710 10 10°® 107
CCK [log M]

=& Kontrolle
=O= Hyperthermie

Bild 2.10: Effekt der Hyperthermie Prikonditionierung auf die friihzeitige intrazelluli-
re Trypsinogen Aktivierung

Die schwarzen Punkte zeigen die Trypsinogenaktivierung in Azinuszellen von unbehandelten
Tieren. Dabei zeigt sich im Bereich physiologischer CCK- Konzentrationen kein Anstieg der
Trypsinaktivitit nach 30-miniitiger Inkubation. Erst im Bereich supramaximaler CCK-
Dosierungen kommt es zu einem steilen Anstieg an freiem Trypsin in der Zelle. Die weiflen
Punkte zeigen das Verhalten von Azinuszellen isoliert aus Tieren, die 24h vorher einer
Hyperthermie unterzogen wurden. Hier zeigt sich, dass es auch bei supramaximalen Dosie-
rungen von CCK zu keiner Aktivierung von Trypsin in der Zelle kommt. Dargestellt ist eine
Graphik aus jeweils 5 voneinander unabhingigen Experimenten. Gezeigt sind jeweils die
Mittelwerte + SEM. *p<0,05 wurde als statistisch signifikant im Vergleich zur Hyperthermie
betrachtet.

2.3.2 HORMONELLE PRAKONDITIONIERUNG MIT ANP — EFFEKTE AUF DIE AKUTE EXPERIMEN-
TELLE PANKREATITIS

Die Prikonditionierung mit Ganzkorperhyperthermie mit Induktion von HSP70 und anderen
Hitzeschockproteinen zeigte einen protektiven Effekt bei der akuten experimentellen Pankrea-
titis in einer Reihe verschiedener Modelle. Eine Prikonditionierung wére zumindest theore-
tisch geeignet, die Inzidenz und den Schweregrad bei der iatrogen bedingten Pankreatitis, z.B.
nach ERCP oder extrakorporalem Kreislauf in der Herzchirurgie, zu reduzieren. Klinisch ist
so eine Hyperthermie zur Prikonditionierung nicht einsetzbar. Daher ist die Suche nach
alternativen z.B. pharmakologischen Moglichkeiten einer (vgl. 1.4.4 S.17) Priakonditionierung
mit Induktion von HSP70 von besonderem Interesse. Eine interessante Moglichkeit bietet die

hormonelle Prikonditionierung mit dem Atrial Natriuretischen Peptid (ANP). Die Untersu-
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chung der Effekte von ANP auf das Pankreas, die Induktion von HSPs, insbesondere HSP70
und die experimentelle Pankreatitis standen damit im Zentrum des Interesses dieser Arbeit.

In Modellen der isoliert perfundierten Rattenlebern konnte gezeigt werden, dass ANP zur
Prikonditionierung und Protektion gegen Ischidmie/Reperfusionsschiaden schon erfolgreich
eingesetzt werden konnte (Bilzer ef al,, 1994). ANP ist in der Lage in der Leber HSP70 zu
induzieren und dariiber seinen protektiven Effekt zu bewirken (Kiemer et al., 2002). Da
Azinuszellen ANP- Rezeptoren aufweisen, wurde untersucht, ob ANP auch im Pankreas
HSP70 induzieren kann und es durch diese hormonelle Prikonditionierung zu einer Protekti-
on gegeniiber einer akuten experimentellen Pankreatitis kommt. Der Nachweis einer pharma-
kologisch durchfiihrbaren Prikonditionierung wire eine vielversprechende Option auf eine
klinisch einsetzbare Methode zur Privention vor der iatrogen bedingten Pankreatitis. Die im

Folgenden dargestellten Ergebnisse sind inzwischen publiziert (Ploessl et al., 2004).

2.3.2.1 EINFLUSS VON ANP AUF CGMP-SPIEGEL

Da die Effekte von ANP iiber cGMP vermittelt werden, wurde zunichst die Reaktion von
frisch isolierten Azinuszellen auf die Stimulation mit ANP untersucht. Damit sollte zum einen
der Effekt der Stimulation auf die cGMP Produktion in Azinuszellen untersucht und zum
anderen unser System {iiberpriift werden, um die Reproduzierbarkeit der aus der Literatur
bekannten Daten zu gewihrleisten (Heisler ef al., 1987).

Dafiir wurden nun frisch isolierte Azinuszellen mit unterschiedlichen Konzentrationen von
ANP stimuliert. Dabei zeigte sich in Ubereinstimmung mit der Literatur ein deutlicher
Anstieg des cGMP in Azinuszellen durch die Behandlung mit ANP. Dabei war zu beobach-
ten, dass eine Konzentration von 1 nM ANP nur einen sehr geringen Effekt hat, dagegen 10
nM zu einer 12-fachen Steigerung des cGMP Spiegels nach fiinf- miniitiger Inkubation fiihrte.
Eine weitere Erhohung der ANP Konzentration bis zu 1 uM fiihrte zu keiner weiteren Steige-
rung des cGMP Spiegels, sondern es stellte sich nach erreichen des Maximums ein Plateau

ein.
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Bild 2.11: Dosisabhiingiger Anstieg des intraazindren cGMP Gehaltes nach Stimulati-
on mit ANP

Azini wurden 5 min mit den entsprechenden Konzentrationen an ANP inkubiert. Eine maxi-
male Stimulation mit 12-fachem Anstieg des cGMP Gehaltes wurde mit 100 nM ANP
beobachtet. Mit hoheren Konzentrationen bis zu 1luM ANP kam es zu einer Sittigung der
cGMP Sekretion, aber zu keiner Inhibierung. Dargestellt ist eine Graphik aus 3 voneinander
unabhéngigen Experimenten. Gezeigt sind jeweils die Mittelwerte + SEM.

2.3.2.2 EINFLUSS VON ANP AUF DEN MITTLEREN ARTERIELLEN DRUCK

Fiir die Priakonditionierung der Leber wurde ANP in einer Dosierung von 200 nM eingesetzt.
In Anlehnung an die protektiven Effekte dieses Modells wurden vergleichbare Bedingungen
fiir das in vivo Modell der akuten experimentellen Pankreatitis verwendet und ANP in einer
Konzentration von 200 nM eingesetzt. Die zugrundeliegende Berechnung der perfundierten
Menge ANP ist in Kapitel 4.3.2 S.40 dargelegt.

Nach einer Infusion von 40ug/kg/min ANP iiber einen Zeitraum von 20 min konnte im
Plasma eine Konzentration von durchschnittlich 54 nM ANP gemessen werden. Nachfolgend
wurden Experimente mit 80 pg/kg/min ANP durchgefiihrt und dabei zeigten sich ANP-
Plasmakonzentrationen von 179 nM. Aufgrund der sehr groBen Menge an ANP und der
bekannten blutdrucksenkenden Wirkung von ANP wurde in einer Versuchsreihe die Beein-
flussung des Blutdrucks durch eine ANP-Infusion untersucht. Hierfiir wurde die Arteria
femoralis kaniiliert und der mittlere arterielle Druck kontinuierlich gemessen. Es zeigte sich,
dass es durch ANP zu einer deutlichen Absenkung des Blutdrucks um 25-30% vom Normal-
druck kommt. Dabei zeigte sich kein Unterschied zwischen Ratten die mit 40 pg/kg/min ANP
oder mit 80 pg/kg/min ANP behandelt wurden. Unbehandelte Tiere wiesen einen durch-

schnittlichen mittleren arteriellen Druck von 105+2,8 mmHg auf, wohingegen es bei mit
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80 pg/kg/min ANP behandelten Tieren zu einer starken Reduktion des MAP auf Werte von
7743,6 mmHg innerhalb von 20 min kam. Nach Beendigung der ANP-Infusion normalisierte
sich der MAP innerhalb von 10 Minuten und erreichte wieder Normalwerte. Im Gegensatz
zum MAP blieb die Herzfrequenz unbeeinflusst, was in anderen Studien schon gezeigt wurde
(Harrison-Bernard et al., 1991; Allen et al., 1987). Die durch ANP verursachte starke Sen-
kung des MAP konnte durch eine gleichzeitige Infusion von isotonischer Kochsalzlosung
reduziert werden. Dabei wurde beobachtet, dass der MAP bei gleichzeitiger Gabe von 80
pg/kg/min ANP und 2,5 ml 0,9% NaCl iiber einen Zeitraum von 20 min nur mehr auf einen
Wert von 88,2+3,4 mmHg absank. Aufgrund dieser Ergebnisse erhielten in allen darauffol-
genden Experimenten die Tiere entweder 40 bzw. 80 pg/kg/min ANP in 2,5 ml 0,9% NaCl
oder 125 ul/min 0,9% NaCl alleine innerhalb von 20 min. Eine Infusion von 2,5 ml 0,9%
Na(l alleine weist keinen Effekt auf den Blutdruck auf.
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Bild 2.12: ANP senkt den arteriellen Mitteldruck.

Sowohl 40 als auch 80 pg/kg/min ANP fiihren zu einer deutlichen Senkung des mittleren
arteriellen Blutdrucks innerhalb von 20 min (weille und schwarze Quadrate). Der Ausgangs-
blutdruck wird innerhalb von 10 min nach Absetzten der Infusion wieder erreicht. Gemein-
same Infusion mit 2,5 ml 0,9% NaCl reduziert das Ausmal} der blutdrucksenkenden Wirkung
(weiBle und schwarze Dreiecke). Die schwarzen und weillen Punkte zeigen den Verlauf des
Blutdrucks genuin und mit Gabe von 0,9% NaCl.

2.3.2.3 EINFLUSS VON ANP AUF DIE AKUTE EXPERIMENTELLE PANKREATITIS
Im Anschluss an diese Vorversuche sollte nun der Effekt der hormonellen Priakonditionierung

mit ANP auf eine mogliche Protektion des Pankreas vor einer akuten Caerulein- induzierten

Pankreatitis am in vivo Modell untersucht werden.
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Aufgrund der in 2.2.1 und 2.2.2 dargestellten Ergebnisse wurden folgende experimentelle
Bedingungen fiir die Untersuchung des protektiven Effektes auf die experimentelle Pankreati-
tis gewdhlt.

ANP wurde zusammen mit 2,5 ml 0,9% NaCl, um den Blutdruck stabil zu halten und ein zu
starkes Absenken des Blutdrucks zu vermeiden, in einer Dosierung von 40 pg/kg/min oder
80 ng/kg/min iiber 20 Minuten i.v. verabreicht. Dafiir wurden die Ratten narkotisiert und ein
zentralvenoser Katheter in die Vena jugularis gelegt, iiber den anschlieend das ANP/NaCl-
Gemisch infundiert wurde.

In einer ersten Versuchsreihe erfolgte die Induktion der Pankreatitis mit Caerulein direkt im
Anschluss an die ANP Infusion, in Analogie zu den verwendeten Protokollen in Modellen des
Ischimie/Reperfusionsschadens der Leber (Bilzer et al., 1994; Gerbes et al., 1998).

In einer zweiten Versuchsreihe erfolgte die Induktion der Pankreatitis mit Caerulein 24h nach
erfolgter ANP Gabe. Dies geschah in Anlehnung an das Prékonditionierungsmodell mit
Hyperthermie.

Kontrollen erhielten ausschlieBlich 2,5 ml NaCl ohne ANP.

/[ // /L.
20 min // 10 min // / 2h /
ANP 117 Il caerulein / / Gewebeentnahme
Bolus
NaCl Cga;::::m Gewebeentnahme
// // /1]
2omin [ 2anff /] 2nf/
ANP 117 /17 Caerulein 17 11 Gewebeentnahme
Bolus_
NaCl CaBe;Iul::m Gewebeentnahme
Bild 2.13: Schematische Darstellung des experimentellen Vorgehens zur Induktion der

Caerulein- Pankreatitis nach Prikonditionierung.

Wihrend in der ersten Versuchsreihe Caerulein bereits 10 Minuten nach der ANP Infusion
gegeben wurde (oberer Teil) lagen in der anderen Versuchsreihe 24 h zwischen Prikonditio-
nierung und Caerulein Gabe (unterer Teil).

2.3.2.3.1 Ermittlung der nétigen Caerulein- Dosierung fur die Induktion einer experimen-
tellen Pankreatitis

Die Induktion einer akuten experimentellen Pankreatitis bei Tieren erfolgt standardméaBig
durch die Verwendung von Caerulein. Dabei handelt es sich um ein synthetisches Analogon
zu Cholezystokinin (CCK), das sich von diesem nur durch zwei zusitzliche Aminosiduren

unterscheidet, die sich im Anschluss an das fiir die biologische Aktivitdt zwingend notwendi-
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ge Heptapeptid befinden. Die Wirkungen von Caerulein und CCK auf das Pankreas sind aber
identisch.

Da die Induktion einer Pankreatitis durch Caerulein dosisabhéngig ist, erfolgte zunichst eine
Dosisfindung, um die genaue Menge an Caerulein zu ermitteln, die notig ist, um eine Pan-
kreatitis zu induzieren und damit sowohl auf biochemischer wie auch auf histologischer
Ebene charakteristische Veridnderungen hervorzurufen.

Dabei wurde zuerst eine Dosis von 10 ug/kg Korpergewicht Caerulein i.v. verabreicht. Dabei
kam es aber lediglich zu einer geringfiigigen Verdnderung der biochemischen Parameter. Die
Serum- Amylase Spiegel stiegen von basal 1003+191 U/l auf 22104463 U/l (p=0.043) und
die entsprechenden Lipase Werte lagen basal bei 2,45+0,38 U/l und stiegen nach Caerulein-
gabe auf 59+22.5 U/l (p=0,026). Die Werte an aktiven Trypsin im Pankreas lagen basal bei
3,43+0,4 fmol/mg Protein und stiegen auf 10,25+1 fmol/mg Protein (p=0,000085) nach
Caeruleingabe. Das prozentuale Verhiltnis von Trocken- zu Gesamtgewicht, welches eine
Aussage iiber das Ausmal} der (")dembildung macht, sank von 25,03+0,75 % auf 21,6+ 0,41
%. Im Gegensatz dazu konnten histologische Verdnderung des Pankreasgewebes kaum
beobachtet werden.

Deshalb wurde die Caeruleindosis zum einen auf 50 pg/kg und zum anderen auf 100 pg/kg
erhoht. Hierbei zeigten sich die erwarteten biochemischen und auch histologischen Verédnde-
rungen aller Parameter 2 h nach der Gabe von Caerulein.

Serum- Amylase Spiegel stiegen nun von basal 1003+191 U/l auf 2995+147 U/l
(p=0.000066) nach der Bolusgabe von 50 pug/kg Caerulein und auf 3884+820 U/l (p=0.0024).
Fiir die Lipase ergaben sich Veridnderungen von basal 2,45+0,38 U/l auf 264+84 U/I (p=0,03)
und 251+48 U/1 (p=0,0035).

Die Anderung des Pankreas- Trypsingehalts stellt sich dar in einer Steigerung des Basalwertes
von 3,43+0,4 fmol/mg Protein auf 20,12+4.34 fmol/mg Protein (p=0,00071) und 34,6+11.3
fmol/mg Protein (p=0,0025).

Das Verhiltnis von Trocken- zu Gesamtgewicht sank von basal 25,03+0,75 % auf 17,67+
1,29 % (p=0,00071) und weiter auf 15,64+1.24 % (p=0,00048).

Bei den hoheren Caerulein- Konzentrationen waren nun auch histologische Veridnderungen
des Pankreasgewebes zu sehen. Der histologische Score stieg von 3,0+0 auf 6,67+0,67
(p=0,005) nach 50 pg/kg Caerulein und 7,0+1 (p=0,016) nach der Gabe von 100 pg/kg
Caerulein.

Obwohl 100 pug/kg Caerulein zu etwas stirkeren Verdnderungen der pankreatitisspezifischen

Parameter fiihrte, war aber kein statistisch signifikanter Unterschied zu beobachten, vergli-
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chen mit der Gabe von 50 ug/kg Caerulein. Deshalb wurden alle folgenden Experimente mit

der Gabe eines Caeruleinbolus von 50 pg/kg durchgefiihrt um eine Pankreatitis zu induzieren.
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Bild 2.14: Dosisabhiingige Caeruleineffekte auf biochemische und histologische
Parameter der Pankreatitis
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Versuchstiere erhielten 10, 50 oder 100 pg Caerulein in Form einer i.p. Bolusinjektion.
Kontrollen erhielten keine Behandlung. Typische Parameter fiir eine Pankreatitis wurden 2h
nach Abschluss der Behandlung beurteilt. In Abhiingigkeit von der Caeruleindosis stiegen alle
Pankreatitisparameter an. Dargestellt sind die Graphiken aus 3-5 voneinander unabhéngigen
Experimenten. Gezeigt sind jeweils die Mittelwerte + SEM. *p<0,05 wurde als statistisch
signifikant im Vergleich zur Kontrolle betrachtet.

Um sicherzugehen, dass weder ANP noch NaCl einen Einfluss auf biochemische und histolo-
gische Pankreasparameter hat, wurde die Auswirkung einer ANP- bzw. NaCl- Infusion ohne
Gabe von Caerulein auf die Pankreatitis Parameter untersucht. Dabei zeigten sich, wie
erwartet, keinerlei Veridnderungen der Parameter verglichen mit den Basalwerten. Die kleinen
Unterschiede in den Amylase- und Lipase- Werten zeigen keinen signifikanten Unterschied
zwischen Kontrolle und einer ANP- bzw. NaCl- Prikonditionierung, sondern stellen normale
Werteschwankungen dar. Die einzige Anderung betraf das prozentuale Verhiltnis von
Trocken- zu Gasamtgewicht, das eine Aussage beziiglich der Stirke der Odembildung macht,

nach ANP-Infusion. Es kam zu einem leichten Anstieg des Wassergehalts, der aber mit der

vasodilatierenden Eigenschaft des ANP zu erklidren ist (Valentin et al., 1988).
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Bild 2.15: Untersuchung des Einfluss von ANP und NaCl alleine auf biochemische
und histologische Parameter der Pankreatitis

Versuchstiere erhielten 80 pg/kg/min ANP in 2.5 ml 0,9% NaCl iiber 20 min oder 2,5 ml
0,9% NaCl iiber die Jugularvene. Kontrollen erhielten keine Behandlung. Typische Parameter
fiir eine Pankreatitis wurden 2 h nach Abschluss der Behandlung beurteilt. Dabei zeigte sich,
dass ANP und NaCl keinerlei Einfluss auf die biochemischen und histologischen Pankreati-
tisparameter haben. Die Amylase und Lipase Werte zeigen keinen signifikanten Unterschied
zwischen Kontrolle und ANP- oder NaCl- Prikonditionierung. Nur ANP wirkte sich leicht
auf den Wassergehalt des Pankreas aus. Dargestellt sind die Graphiken aus 3-5 voneinander
unabhéngigen Experimenten. Gezeigt sind jeweils die Mittelwerte + SEM. *p<0,05 wurde als
statistisch signifikant im Vergleich zur Kontrolle betrachtet.

2.3.2.3.2 Einfluss der ANP Prakonditionierung auf die Pankreatitisparameter

Nach Abschluss der Voruntersuchungen wurde der protektiven Effekt der hormonellen
Prikonditionierung mit ANP auf das Pankreas beziiglich der akuten experimentellen Pankrea-
titis untersucht.

Um eine Aussage iiber die Protektion durch ANP treffen zu konnen, wurden Ratten direkt im
Anschluss an die Priakonditionierung ein Caerulein- Bolus verabreicht. Zwei Stunden nach der
Caeruleingabe wurden die pankreatitisspezifischen Parameter analysiert.

Dieser Versuchsaufbau lehnte sich an das Modell an, dass fir die Protektion der Ischi-
mie/Reperfusionsschidigung der Leber verwendet wurde (Bilzer et al., 1994; Gerbes et al.,
1998).

Bei der Untersuchung der pankreatitisspezifischen Parameter zeigte sich, dass die Behandlung
mit ANP keine protektive Wirkung auf den Verlauf der Pankreatitis hat, da es zu keiner
Verbesserung der Parameter kam, im Vergleich zu nicht mit ANP vorbehandelten Tieren. So
zeigte sich nach der Prikonditionierung mit 80 pg/kg/min ANP kein Unterschied in der
Entwicklung der Pankreatitis und im Schweregrad zu Tieren, die vor der Caeruleingabe nur
NaCl statt ANP infundiert bekamen. Serum- Amylase Spiegel stiegen bei ANP prikonditio-
nierten Tieren auf 3184+407 U/l und bei NaCl behandelten Tieren auf 2910+296 U/I.
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Die entsprechenden Werte fiir Lipase, Trypsin, prozentuale Verhiltnis von Trocken- zu
Gesamtgewicht und der histologische Befund unterschieden sich auch nicht zwischen den
beiden Gruppen:

271+63 U/l und 264479 U/ fiir Lipase

19,38+1,57 und 19,55+3,31 fmol/mg Protein fiir Trypsin

17,67+1,42 % und 17,79+1,43 % fiir das Pankreasodem und

6,67+0,88 % und 5,67+1,43 % fiir die histologischen Verinderungen.
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Bild 2.16: Caerulein induzierte Pankreatitis nach ANP Priikonditionierung

Erfolgt die ANP Infusion direkt vor der Caeruleingabe, so kommt es zu keiner feststellbaren
Verdnderung des Schweregrades der Pankreatitis. Tiere erhielten 80 pg/kg/min ANP direkt
vor der Gabe von 50 pg/kg Caerulein. Die Pankreatitis wurde beurteilt durch Messung
biochemischer und morphologischer Parameter. Kontrollen erhielten keinerlei Behandlung.
Dargestellt sind die Graphiken aus 3-5 voneinander unabhingigen Experimenten. Gezeigt
sind jeweils die Mittelwerte + SEM. *p<0,05 wurde als statistisch signifikant im Vergleich
zur Kontrolle betrachtet.

Aufgrund dieser Ergebnisse wurde eine zweite Versuchsreihe konzipiert, bei der in Anleh-
nung an die Pridkonditionierung mit Hyperthermie die Gabe des Caerulein-Bolus von
50 pg/kg Caerulein erst 24h nach durchgefiihrter ANP- Prikonditionierung erfolgte.

Hierbei konnte eine deutliche Reduktion der meisten Pankreatitisparameter im Vergleich zu
Tieren, die keine ANP- Prikonditionierung vor der Caeruleingabe erhalten haben, beobachtet
werden. Damit zeigte sich, dass die Priakonditionierung eine Milderung der akuten Pankreati-
tis bewirken konnte.

Der Vergleich der pankreatitisspezifischen Parametern zwischen der Versuchsgruppe mit
direkter Gabe des Caerulein und der Versuchsgruppe, die erst 24 h nach der Prikonditionie-
rung Caerulein verabreicht bekamen, zeigt eine deutliche Reduktion der meisten Parameter.
Die einzige Ausnahme waren die Serum- Amylase Spiegel, die nach wie vor sehr hoch waren

und sich nicht durch die Prikonditionierung 24 h vor der Caeruleingabe senken lieen.

Caeruleingabe direkt 1m Caeruleingabe 24h nach
Anschluss an Prikonditionie- Prikonditionierung

rung

Amylase 2995+147 U/ 3391+540 U/

Lipase 264+84 U/l 33+11 U/

Trypsin 20,12+4,34 fmol/mg Protein ~ 9,21+0,4 fmol/mg Protein
Pankreasodem 17,67+1,42 % 22,44+0,66 %
Histologischer Befund 6,67+0,88 3,67+0,33

Tabelle 2.1 Pankreatitisspezifische Parameter nach ANP-Prikonditionierung mit
direkter Caeruleingabe und 24 h nach erfolgter Prikonditionierung.
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Dartiiber hinaus zeigte sich aber, dass auch bei Tieren die nur eine Infusion von 2,5 ml 0,9%
NaCl ohne ANP 24 h vor der Caeruleingabe erhielten, der Schweregrad der Pankreatitis
deutlich schwicher war. Das Ausmal} der Protektion ist dabei vergleichbar mit dem, das
durch ANP hervorgerufen wurde. Auch bei den histologischen Verdnderungen des Pankreas-
gewebes infolge einer Caerulein induzierten Pankreatitis konnte ein protektiver Effekt durch
die Vorbehandlung 24 h vor der Caeruleinbolusgabe beobachtet werden. Allerdings war die
Protektion wiederum unabhingig von der Art der Prikonditionierung. Sowohl die Behand-
lung mit ANP als auch mit 0,9% NaCl alleine fiihrten zu einer deutlichen Verbesserung des
histologischen Befundes.

Caeruleingabe 24h  nach Caeruleingabe 24h  nach

Infusion von 0,9% NaCl ANP- Prikonditionierung
Amylase 3528+792 U/ 3391+540 U/
Lipase 151+43 U/ 33+11 U/l
Trypsin 9,02+0,73 fmol/mg Protein 9,2140,4 fmol/mg Protein
Pankreasodem 21,01+0,7 % 22,44+0,66 %
Histologischer Befund 3,33+0,33 3,67+0,33

Tabelle 2.2  Pankreatitisspezifische Parameter 24 h nach ANP- Prikonditionierung und
24 h nach Infusion von 0,9% NaCl
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Bild 2.17:

Caerulein induzierte Pankreatitis nach ANP Prikonditionierung

Tiere erhielten 80 pg/kg/min ANP oder 0,9% NaCl 24 h vor der Gabe von 50 ug /kg Caeru-
lein. Pankreatitis wurde beurteilt durch Messung biochemischer als auch morphologischer
Parameter. Kontrollen erhielten keinerlei Behandlung. Eine Vorbehandlung mit ANP oder
0,9% NaCl unter Anésthesie 24 h vor der Caeruleingabe fiihrte jeweils zu einer Reduktion des
Schweregrades. Dargestellt sind die Graphiken aus 3-5 voneinander unabhéngigen Experi-
menten. Gezeigt sind jeweils die Mittelwerte + SEM. *p<0,05 wurde als statistisch signifikant
im Vergleich zur Kontrolle betrachtet.
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Bild 2.18: Prikonditionierung vermindert den histologischen Schweregrad der caerulei-
ninduzierten Pankreatitis

Bild A zeigt Pankreasgewebe eines Tieres ohne Behandlung. Bild B: 2,5 ml 0,9 % NaCl
direkt vor Caeruleingabe; Bild C: ANP Gabe direkt vor Caerulein- Bolus; Bild D: nur Gabe
von ANP; Bild E: 2,5 ml 0,9 % NaCl 24 h vor Caeruleingabe; Bild F: ANP 24 h vor Caeru-
leingabe. Typische Caerulein induzierte Verdnderungen des Pankreasgewebes wurden durch
eine direkt vorher durchgefiihrte Infusion von ANP oder 0,9 % NaCl ohne ANP nicht beein-
flusst. Im Gegensatz dazu waren die histologischen Veridnderungen des Pankreasgewebes 24
h nach Prikonditionierung weniger stark ausgeprigt, allerdings unabhingig davon, ob die
Vorbehandlung mit ANP oder mit 0,9 % NaCl alleine erfolgte.

2.3.2.3.3 Induktion von HSP70 durch ANP
Die Hormonelle Prikonditionierung wurde am Modell des Ischdmie/Reperfusionsschaden

schon erfolgreich untersucht und man hat dabei entdeckt, dass ANP eine Induktion von
HSP70 im Lebergewebe bewirkt und dariiber wohl der protektive Effekt von ANP zustande
kommt, da Hitzeschockproteine eine Protektion gegeniiber Stressereignissen bieten. Die
Induktion der Expression von HSP70 durch ANP erfolgt vermutlich iiber eine Aktivierung
des HSF (Kiemer et al., 2002). Deshalb wurde das Pankreasgewebe der prikonditionierten
Ratten auf die Expression von HSP70 mittels Western Blot untersucht.

Dabei zeigte sich, dass eine 20-miniitige ANP Infusion alleine vom Zeitraum her wohl zu
kurz ist, um eine sichtbare und signifikante Hochregulation von HSP70 im Pankreasgewebe

zu induzieren. Dagegen lisst sich nach 24 h eine deutliche Induktion von HSP70 im Pankreas
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beobachten. Die Expression war dabei aber deutlich schwicher ausgeprigt, als sie nach einer
Hyperthermie Prikonditionierung zu beobachten ist.

Allerdings war auch bei Tieren die nur mit 0,9 % NaCl ohne ANP vorbehandelt wurden, eine
vergleichbare Expression von HSP70 im Pankreasgewebe zu erkennen. Diese Beobachtungen
weillen darauf hin, dass fiir die Induktion der HSP70 Expression und der beobachteten
Protektion hauptsichlich die Anisthesie und Katheterisierung der Jugularvene verantwortlich
sind und weniger die ANP Behandlung.

ANP NaCl ANP NacCl
24h 24h 0,4h 0,4h

vor
K, K _Caerulein 50(ug/kq)
- T HSP70

Bild 2.19: HSP70 Expression nach Prikonditionierung in Narkose

Im Western Blot zeigte sich, dass HSP70 weder nach 20-miniitiger ANP- oder 0,9 % NaCl-
Infusion im Pankreas exprimiert wird. Dagegen zeigt sich eine schwache HSP70 Expression
im Pankreas 24 h nach erfolgter Priakonditionierung mit ANP und 0,9 % NaCl ohne ANP.

(K, = HSP70 positiv Kontrolle, K = Kontrolle ohne eine Vorbehandlung)

2.3.3 GENERIERUNG TRANSGENER MAUSE — SELEKTIVE UBEREXPRESSION VON HSP70 IM
PANKREAS

Die Hyperthermie-induzierte Protektion des Pankreas vor einer Pankreatitis, durch die
gesteigerte Expression von Hitzeschockproteinen im Pankreasgewebe, ist nicht nur im
Rahmen dieser Arbeit, sondern auch von anderen Forschergruppen eingehend untersucht und
verifiziert worden. Das protektive Agens und der protektive Mechanismus konnten aber noch
nicht eindeutig dargestellt werden. In unserer Arbeitsgruppe wird HSP70 eine zentrale Rolle
fiir die Protektion zugeschrieben. Mit dem Ziel, diese Vermutung eindeutig zu beweisen,
sollte versucht werden, transgene Miuse zu generieren, die eine Uberexpression der induzier-

baren Form von HSP70 aufweisen. Eine transgene Maus wiirde ein optimales Modell darstel-
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len, die Bedeutung von HSP70 fiir die Protektion des Schweregrades der akuten Pankreatitis
zu untersuchen. Durch den eingesetzten Promotor fiir die Generierung wire eine selektive
Uberexpression im Pankreas gewihrleistet und damit eine ubiquitire Expression im Organis-
mus, wie sie nach einer Hyperthermie Behandlung vorliegt, unterbunden. Des weiteren wire
im Gegensatz zu einer Prikonditionierung mit Hyperthermie kein weiteres Hitzeschockprote-
in im Pankreas hochreguliert. Trotz der erfolgreichen Generierung transgener Méduse kam es
nicht zu einer messbaren Expression von HSP70 Protein im Pankreas, so dass die weiterfiih-
renden Fragen nicht beantwortet werden konnen. Der Vollstindigkeit halber sollen die

Ergebnisse aber dennoch présentiert werden.

2.3.3.3 ZUSAMMENBAU DES PLASMIDS

Um eine spezifische Expression im Pankreas zu erreichen, wurde ein Konstrukt hergestellt,
das sich aus dem Elastase Promotor, der induzierbaren Isoform des Ratten HSP70 und einem
Teil des menschlichen Wachstumshormons zusammensetzt (Bild 4.1 S.47). Im Restriktions-

verdau zeigte sich das gewiinschte Bandenmuster wie im Bild 2.20 dargestellt.

1 2 3 4 5 6 7 8 9

Bild 2.20: Schnittmuster des Restriktionsverdaus

Lane 1 GroBenstandard 100 bp

Lane 2 Grofenstandard 100 bp

Lane 3 Hind III/BamH I Elastase Promotor  525+9635

Lane 4 BamH I/EcoR V HSP70 1959+8291
Lane 5 Xba hGH 217047990
Lane 6 Hind III/EcoR V ELP+HSP70 2484+7676
Lane 7 BamH I/EcoR 1 HSP70+hGH 4129+6031

Lane 8 Hind III/ EcoR I ELP+HSP70+hGH 4654+5506
Lane 9 ungeschnitten
In Bahn 3 ist die untere Bande bei 525 im eingescannten Bild nicht gut zu erkennen.
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Die anschlieBend durchgefiihrte Sequenzierung ergab die erwartete Sequenz. Die Sequenzie-
rung wurde von einem kommerziellen Anbieter durchgefiihrt. Ebenso die Prédparation und
Aufreinigung in grofleren Mengen.

AAGCTTATCGTatgaaaaaaaaagcaatcctcactcttcatcttggatttttattaccgtgtttacctatctatgeact-
catggtgtgtgtatgtgtatgtatatgtatatgtatgatgtatgtatatgtatecatgagea-
catgctcgttgtggtcaggggacaacttgecaggaacccatccactctttctgccatgt-
cagttccaggggattgaatgtgggetggtcAgectGgeggccaatggcttcagecatcttgaa-
gaccctettaggatcGATCcegetggatgcaactcagetggggtcagetcagtegacttgggt-
taact[gagtgccggccttgttctgtcttt{gaatatcagataaatgagttgacttaa—

aatttgttC Atttgtactttcatgtcacctgtgcttttccctgecttctaceca-
cagcectgeccagetggcAggaggaaggtcagecagagetgetgataagagecgtataaa-
gagggttccgcetcatggcaaggggcagtggtctCGGGATCCActagtccagtgtggtggaattgeccttgeccaccatgg

ccaagaaaacagcgatcggcatcgacctgggeaccacctactcgtgegtgggcgtgttccag-
cacggcaaggtggagatcatc gcclaacgaccagggcaaccgcac|gacccccagc—
tacgtggccttcaccgacaccgageggctcatcggggacgecgecaagaaccaggtggegct-
gaacccgcagaacaccgtgttcgacgcgaageggcetgatcggecgcaagttcggce-
gacceggtggtgcagtcggacatgaageactggeccttccaggtggtgaacgacggega-
caagcccaaggtgcaggtgaactacaagggcgagaaccggtegtictacccggagga-
gatctcgtccatggtgctgaccaagatgaaggagatcgecgaggegtacctgggeccacceggt-
gaccaacgcggtgatcaccgtgcccgectacttcaacgactcgcageggeaggecaccaag-
gacgcgggcgtgatcgegggtetgaacgtgetgecggatcatcaacgageccacggeggccge-
catcgcctatgggctggaccggaccggcaagggcgagegeaacgtgetcatctte-
gacctgggggoocggacacgttcgacgtgteccatcctgacgatcgacgacggceatcttcgaggt-
gaaggccacggegggcgacaccgacctgggeggggaggacttcGacaaccggetggtgage-
cacttcgtggaggagtticaagaggaagcacaagaaggacatcagccagaa-
caagcgegceggtgeggcgectgegeacggegtgcgagaggeccaagaggacgetgtegtccag-
cacccaggccagectggagatcgactctctgttcgagggcatcgacttctacacgtccat-
cacgegggegeggttcgaggagctgtgctcggacctgttccgeggeacgetggagecegtgga-
gaaggccctgegegacgecaagetggacaaggegeagatccac-
gacctggtgctggtgggcggctcgacgegeatccccaaggtgcagaagetgetgeag-
gacttcttcaacgggcgegacctgaacaagagcatcaatccggacgaggeggtggcc-
tacggggcggcggtgcaggcggecatcctgatgggggacaagtcggagaacgtgcag-
gacctgetgetgetggacgtggcgeegetgtegetgggtetggagaccgegggeggegtgat-
gacggcgcetcatcaagcgcaactccaccatccccaccaageagacgceagaccttcaccacc-
tactcggacaaccagcccggggtgctgatccaggtgtacgagggcgagagggccatgacgcgc-
gacaacaacctgctggggcgcettcgagttgageggeatccecgecggetcccaggggcgtgcce-
cagatcgaggtgaccttcgacatcgacgccaacggcatcctgaacgtcacggecacggacaa-
gagcaccggcaaggccaacaagatcaccatcaccaacgacaagggecgectgagcaaggagga-
gatcgagcgcatggtgcaggaggccgagegcetacaaggeggaggacgaggtgcagegega-
gagggtggctgccaagaatgcgetcgagtectacgecttcaatatgaagagegeegtggag-
gacgagggtctcaagggcaagatcagegaggctgacaagaagaaggtgctggacaagtgccag-
gaggtcatctcctggctggactcta_c gtgcacaagegg-
gaggagctggagegggtgtgcaacccgatcatcagegggctgtat-
cagggtgcgggtgetcecggggcetgggggeticggggeccaggegeccaagg-
gaggctctgggtecggggcccAccatcgaggaggtggattagaagggcaattctgcagatatc-
cagcacagtggeggcecgcetcgagictagacaaggcccaactccccgaaccact-
cagggtecctgtggacagetcacctageggeaatggctacaggtaagegeecctaa-

aatccctttgggcacaatgtgtcetgaggggagaggcagegacctgtagatgggacggggg-
cactaaccctcaggtttggggcttctgaatgtgagtatcgecatgtaageccagtatttgge-
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caatctcagaaagctcetggtecctggagggatggagagagaaaaacaaacagetectggag-
cagggagagtgcte geetelgeteteeggetecetetgteccetetggtttctecc-
caggcteceggacgtecctgetectggcttttggectgetetgectgeectggcttcaa-
gagggcagtgccttcccaaccattcecttatccaggetttttgacaacgcetatgetcegegec-
catcgtctgcaccagetggectttgacacctaccaggagtttgtaagetettggg-
gaatgggtgcgcatcaggggtggcaggaaggggtgactttcececegetgggaaataagaggag-
gagactaaggagctcagggtttttcccgaagcgaaaatgcaggcagatgageacacgetgagt-
gaggttcccagaaaagtaacaatgggagcetggtcetccagegta-
gaccttggtgggcggtecttctcctaggaagaagectatatcccaaaggaacagaagtatt-
cattcctgecagaacccecagaccteectetgtttctcagagtcetattccgacaccetecaa-
cagggaggaaacacaacagaaatccgtgagtggatgccttctceccaggeggggatggggga-
gacctgtagtcagageccecgggeageacagecaatgecegtecttcecctgeagaaccta-
gagctgctecgeatcteectgetgetcatcecagtegtggctggageccgtgcagttectcag-
gagtgtcttcgccaacagectggtgtacggegectctgacageaacgtctatgacctecta-
aaggacctagaggaaggcatccaaacgctgatggggstgagggtggcgccaggggtece-
caatcctggagecccactgactttgagagcetgtgttagagaaacactgetgecctctttttag-
cagtcaggccctgacccaagagaactcaccttattettcatttccectcgtgaatecte-
caggcctttctctacaccctgaaggggagggaggaaaatgaatgaatgagaaagggagggaa-
cagtacccaagcgcttggectctecttetettecttcactttgcagaggctggaagatgg-
cagcccecggactgggceagatcttcaagecagacctacageaagttcgacacaaactcaca-
caacgatgacgcactactcaagaactacgggctgctctactgettcaggaaggacatgga-
caaggtcgagacattcctgegeatcgtgeagtgecgetetgtggagggcagetgtggctte-
tagctgcecgggtggeatecctgtgaccecteeccagtgectetectggecctggaagttge-
cactccagtgcccaccagecttgtectaataaaattaagttgeatcattttgtctgac-

taggtgtccttctataatattatggggtggaggggogtggtatggagcaaggggcaagttgg-

gaagacaacctgtagggcctgeggggtctattcgggaaccaagetggagtgcagtggca-
caatcttggctcactgcaatctcegectectgggttcaagegattctectgectcagectecc-

gagttgttgggattccaggcatgcatgaccaggctcagctaatttttgttttittggtaga-
gacggggtttcaccatattggccaggcetggtctccaactectaatctcaggtgatctace-
caccttggectcccaaattgctgggattacaggegtgaac-
cactgctcccttcectgtecttetgattttaaaataactataccagcaggaggacgtccaga-
cacagcataggctacctgGeceatgeccaaccggtgggacatttgagtigettgettgg-
cactgtcctctcatgegttgggtccactcagtagatgectgttgaattcc Tteragagggeccgeggttcgaa

Primer 1 und 2, 528 bp grau hinterlegt

Primer 3 und 4, 349 bp (kursiv umrahmt)

Fett: ATG = HSP70 Start, TAG = HSP70 Stop

Kursiv, Sequenzen aus Vektoren

Kursiv unterstrichen, Sequenz aus Vektor pc dann 3.1-V5-His TOPO

Bild 2.21: Sequenz des Inserts und die Lage der beiden Primerpaare

Die Sequenz des Insert setzt sich zusammen aus dem Elastase Promotor, der induzierbaren
Isoform des Ratten HSP70 und dem Intron des menschlichen Wachstumshormons. Um das
Insert eindeutig nachweisen zu konnen wurden zwei verschiedene Primerpaare eingesetzt.
Das erste Paar liegt zwischen dem Ende des ELP und dem Anfang von HSP70. Das zweite
Primerpaar liegt zwischen dem Ende der HSP70 Sequenz und dem Anfang des hGH Introns.

2.3.3.4 HERSTELLUNG VON KOPIENSTANDARDS FUR DIE PCR GENOTYPISIERUNG

Fiir die Genotypisierung transgener Tiere mit Hilfe der Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
muss diese Nachweismethode so konzipiert sein, dass das fiir die Herstellung der transgenen

Tiere verwendete Insert auf Ein-Kopien Ebenen detektiert werden kann. Um nun diese
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Sensitivitidt nachzuweisen, wurden DNA, isoliert aus Schwanzbiopsien von Wildtyp Miusen,
mit definierten Mengen des Inserts vermischt um Kopienstandards des Transgens herzustel-
len.

Dafiir wurden die Kopienstandards folgendermallen berechnet: es wurde angenommen, dass
der Haploide Chromosomensatz eines tierischen Genoms 3x10° Basenpaare betrdgt und man
2 ug Schwanz DNA zur Verfiigung hat. Sind die transgenen Founderméduse homozygot, so
errechnet sich die Masse an Insert, die fiir den jeweiligen Kopienstandard eingesetzt werden

muss, wie folgt:

Masse an transgener DNA = N bp transgener DNA
1ug genomischer DNA 3x10” bp genomischer DNA

Das verwendete Insert hat eine Gesamtldnge von 4654 bp

=> die Masse an Insert die eingesetzt werden muss, um einen Standard mit einer Kopie zu
bekommen = 4654 bp Insert DNA
3x10” bp genomische DNA  x 1 ug genomischer DNA

= 1,55 pg
= Um einen 1 Kopienstandard herzustellen wurden 1,55 pg transgener DNA zu 2 ug
Schwanz DNA zugegeben
= 0,1 Kopienstandard 0,155 pg Insert
= 10 Kopienstandard 15,5 pg Insert
= 100 Kopienstandard 155 pg Insert

Die Kopienstandards wurden in die PCR eingesetzt und mit zwei verschiedenen Primerpaaren
durchgefiihrt. Das Ergebnis der PCR ist in Bild 4.14 dargestellt.
Als PCR Standard wurde fiir die Genotypisierung der Nachkommen jeweils der 1 Kopien-

standard eingesetzt.
1 2 3 4 5 6 7

Primerpaar |
GAGTGCCGGCCTTGTTCTGTCTTT
AACGACCAGGGCAACCGCACGAC
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Primerpaar II
CACGCTGGCTGAGAAAGAGGAGTT
CCTCTTGCTCTCCGGCTCCCTCTG

Bild 2.22: Kopienstandards fiir die PCR Genotypisierung - Austestung der Primerpaare
Um die Sensitivitdt der in PCR verwendeten Primerpaare zu testen, wurden verschiedene
Kopienstandards hergestellt, indem Schwanz- DNA von Méusen mit entsprechenden Mengen
an Transgen so vermischt wurde, dass es einem Mengenverhiltnis zwischen 0,1 und 100
Kopien Transgen pro Genom entsprach. Selbst in der niedrigsten Konzentration lies sich eine
ausreichende Sensitivitit der Primerpaare nachweisen. Abbildung A zeigt die PCR mit
Primerpaar I (ELP-HSP70) und Abbildung B zeigt die PCR mit Primerpaar II (HSP70-hGH).
Lane 1 1 kb DNA-Leiter

Lane 2 0,1 Kopie
Lane 3 1 Kopie

Lane 4 10 Kopien
Lane 5 100 Kopien
Lane 6 pos. Kontrolle
Lane 7 neg. Kontrolle

2.3.3.5 ERGEBNIS DER MIKROINJEKTION — HSP70 FOUNDER

Das Insert wurde anschlieBend aufgereinigt (kommerziell) und durch Mikroinjektionstechnik
(EMBL Heidelberg) in den minnlichen Vorkern befruchteter Eier injiziert. Anschlieend
wurden die Eier in das Ovidukt von 6 scheinschwangeren Weibchen transplantiert. Nach ca. 3
Wochen wurden von den schwangeren Weibchen insgesamt 63 potentielle Founder geboren.
Durch PCR- Analyse von DNA, prépariert aus Schwanzbiopsien, wurde getestet, ob die
injizierte DNA in das Genom von Mausnachkommen integriert wurde. Dabei fand sich bei
fiinf der Nachkommen ein positiver Nachweis auf das injizierte Insert. Der Nachweis erfolgte
auf Grund des sehr langen Inserts (4654 bp), zum eindeutigen Nachweis, mit zwei verschie-
denen Primerpaaren. Das erste Primerpaar umfasste dabei einen Sequenzabschnitt zwischen
dem ELP und HSP70, das zweite Primerpaar lag zwischen HSP70 und dem hGH Intron.

AusschlieBlich bei den fiinf Foundern zeigten sich bei beiden Primerpaaren Banden. Alle
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anderen Tiere hatten bei keinen der Primerpaare positive Banden, so dass ein falsch positives
Ergebnis ausgeschlossen werden konnte. Die transgenen Tiere wurden dann durch Auszucht
und damit durch Kreuzung mit den entsprechenden weiblichen und minnlichen Wildtyp
Maiusen weitervermehrt. Der Nachweis der Transgenitit erfolgte auch bei der daraufhin

geborenen F1-Generation durch PCR-Analyse mit DNA aus Schwanzbiopsien.

ikb M1 M2 M3 W1 W2 K+ K- ikb M1 M2 M3 W1 W2 K+ K-

Bild 2.23: Nachweis der erfolgreichen Integration des Inserts bei fiinf Nachkommen.
Mittels PCR- Analyse mit aus Schwanzbiopsien isolierter DNA, wurde die erfolgreiche
Integration des Inserts in das Genom von fiinf Jungtieren nachgewiesen. Dabei wurden drei
minnliche (M1-M3) und zwei weibliche (W1, W2) transgene Tiere identifiziert. Diese
wurden anschlieBend fiir die Auszucht transgener Nachkommen verwendet.

2.3.3.6 ANALYSE DER HSP70 EXPRESSION IM PANKREAS IM WESTERN BLOT

Fiir den Nachweis der Uberexpression des inserierten HSP70 im Pankreas auf Proteinebene
wurden Western Blot Proben aus Pankreasgewebe von sechs genotyp transgenen Tieren und
zwel Wildtyptieren aus der F1-Generation angefertigt. Diese wurden im Western Blot aufge-
trennt und mit dem spezifischen Antikorper fiir die induzierbare Isoform des HSP70 versetzt.
Allerdings zeigte sich bei keinem der in der PCR transgenen Tiere fiir HSP70 ein positives
Signal auf Proteinebene. Einzig die aufgetragene Positivkontrolle gibt ein Signal, so dass ein

falsch negatives Ergebnis ausgeschlossen werden konnte.
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Bild A
Transgen Wildtyp Ki Ko

Bild B
Transgen Wildtyp Ko

HSP70

K, = Positivkontrolle
K., = Negativkontrolle

Bild 2.24: Nachweis der Expression des Transgens auf Proteinebene

Der Nachweis erfolgte an sechs in der PCR positiven Tieren und 2 negativen Tieren der F1-
Generation. Dafiir wurde aus Pankreasgewebe Western Blot Proben hergestellt. Dabei zeigt
sich bei keinen der Tiere eine detektierbare Expression des Transgens auf Proteinebene.
Einzig die aufgetragene Positivkontrolle schlieBt ein falsch negatives Ergebnis aus.
Abbildung A zeigt den Nachweis des Transgens in der PCR Analyse

Abbildung B zeigt den Nachweis der Expression des Transgens im Western Blot

Aufgrund der fehlenden Expression des Transgens auf Proteinebene, fehlte die Grundlage fiir
weitere Untersuchungen, um die Bedeutung von HSP70 fiir die Protektion bei der akuten

experimentellen Pankreatitis eindeutig untersuchen und aufdecken zu konnen.



3 DISKUSSION

Die Stressreaktion der Bauchspeicheldriise steht im Zentrum des Interesses dieser Arbeit.
Zum einen lassen weitergehende Untersuchungen zur Stressreaktion erhoffen, die Mechanis-
men, die zur Entstehung einer akuten Pankreatitis fithren, noch besser zu verstehen. Zum an-
deren konnte bereits gezeigt werden, dass eine Prikonditionierung durch geeignete Stresso-
ren, z.B. Hyperthermie, geeignet ist, eine akute Pankreatitis, zumindest im Tiermodell, zu
verhindern oder wenigstens deutlich abzuschwichen. Gerade bei iatrogener Pankreatitis wire
es daher durchaus sinnvoll, Strategien zur Prikonditionierung zu entwickeln. Es sollte daher
versucht werden, die Mechanismen der HSP- vermittelten Induktion ndher zu charakterisie-
ren. Aulerdem stand die Untersuchung eines pharmakologischen Ansatzes zur Prikonditio-

nierung mit ANP im Zentrum der Arbeit.

3.1 HYPERTHERMIE-PRAKONDITIONIERUNG - EINFLUSS DER HYPERTHERMIE
AUF DAS VERHALTEN ISOLIERTER AZINUSZELLEN

Durch vorangegangene eingehende Untersuchungen ist mittlerweile erwiesen, dass auch das
Pankreas auf eine geeignete Prikonditionierung mit der Expression von Hitzeschockproteinen
reagiert. Dies hat eine verbesserte Resistenz gegeniiber anderen Noxen, die eine Pankreatitis
auslosen, zur Folge. Wenn zum Beispiel Ratten einer Hyperthermie Behandlung ausgesetzt
werden und anschlieBend eine Induktion einer akuten Pankreatitis durch Injektion von Caeru-
lein erfolgt, kann man eine deutliche Protektion beobachten (Wagner et al., 1996; Frossard et
al., 1999; Bagaht et al., 2002; Frossard et al., 2002). Der Mechanismus der hinter diesem pro-
tektiven Effekt steckt, ist dabei aber unklar geblieben. Eine Reihe von Hitzeschockproteinen
sind in diesem Zusammenhang als ursdchliche Protektoren vermutet worden. Insbesondere
HSP70 wird eine entscheidende Rolle zugeordnet (Wagner et al., 1996; Bhagat et al., 2000;
Bagaht et al., 2002; Frossard et al., 2002).Nach einer Hyperthermiebehandlung konnten so-
wohl im Pankreasgewebe, als auch in den Azinuszellen eine Reihe von HSPs nachgewiesen
werden. Besonders deutlich ist der Effekt bei HSP70 ausgepriagt. Da HSP70 unter normalen
Bedingungen nicht exprimiert wird und erst durch ein einwirkendes Stressereignis gebildet
wird, liegt es nahe, HSP70 den hauptsichlichen protektiven Effekt zuzuschreiben. Nicht nur
erscheint HSP70 als das einzig nur unter Stressbedingungen exprimierte HSP, im Gegensatz
z.B. zu HSP25, HSP32 oder HSP60 (Wagner et al., 1996), es gibt auch eine Reihe indirekter
Hinweise, dass gerade HSP70 entscheidend wichtig fiir die Protektion sein konnte. Bhagat et
al. untersuchten den protektiven Effekt von HSP70 bei der Caerulein- induzierten Pankreatitis

mit Hilfe von Antisense- und Sense- Oligonukleotiden. Dabei konnten sie einen Zusammen-
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hang zwischen HSP70 und Reduktion des Schweregrades der akuten experimentellen
Pankreatitis aufzeigen. Sie konnten zum einen zeigen, dass durch die Hochregulation von
HSP70 die frithzeitige intrazelluldre Trypsinaktivierung verhindert wird. Zum anderen zeigten
ihre Untersuchungen, dass die Gabe von Antisense- Oligonukleotiden vor der Hyperthermie-
behandlung die Expression von HSP70 verhinderte. Die Folge der fehlenden HSP70 Expres-
sion war, dass trotz Hyperthermiebehandlung kein protektiver Effekt auf die akute experimen-
telle Pankreatitis zu sehen war (Bhagat et al., 2002). Diese Beobachtungen von Bhagat et al.
machen deutlich, dass HSP70 eine entscheidende Rolle bei der Protektion spielt.

Dariiber hinaus ist HSP70 die bislang bekannteste und am besten untersuchte Familie von
zytoprotektiven Hitzeschockproteinen. Untersuchungen am Herzen haben gezeigt, dass durch
eine Hyperthermiebehandlung und die dadurch hervorgerufene Induktion von HSP70 zum
einen die Toleranz isolierter Rattenherzen gegeniiber Ischimie gesteigert, und zum anderen
die Infarktgrofle infolge einer Ischdmie im entsprechenden Modell reduziert werden konnte.
(Currie et al., 1987; Donnelly et al., 1992; Hutter et al., 1994) ). Das Ausmal} der HSP70 Ex-
pression korreliert dabei mit dem protektiven Effekt. Auch Arbeiten von Bilzer et al. 1994
und 1995 und Kiemer et al. 2002 an isoliert perfundierten Rattenlebern konnten einen Zu-
sammenhang zwischen HSP70 und der Reduktion des Ischimie/Reperfusionsschadens der
Leber herstellen. Sie konnten zeigen, dass es durch eine Prikonditionierung von Rattenlebern
mit ANP zu einer Induktion der Hitzeschockantwort und zu einer Hochregulation von HSP70
und dariiber vermittelt zu einer Protektion von Rattenlebern gegeniiber des  Ischia-
mie/Reperfusionsschadens kommt (Bilzer et al., 1994/1995; Kiemer et al., 2002).

Ein weiteres an der Protektion moglicherweise beteiligtes Hitzeschockprotein, das im Rah-
men dieser Arbeit allerdings nicht behandelt wurde, ist HSP27. Die Regulation und Funktion
von HSP27 im Pankreas ist bereits recht gut untersucht (Schifer et al., 1999) und scheint auch
wie HSP70 ein protektives Potential im Bezug auf die akute Pankreatitis zu haben. Ahnlich
wie andere Hitzeschockproteine auch, wird die Expression des schon genuin vorliegenden
HSP27 durch Stress hochreguliert und eine Uberexpression fiihrt zu erhohter Widerstandsfi-
higkeit gegeniiber Hitze oder anderen Stressfaktoren in einer Reihe von Zelllinien. HSP27 ist
offensichtlich an der Regulation des Zytoskeletts, insbesondere des Aktins beteiligt und eine
HSP27 Uberexpression fiihrt zu einer Stabilisierung der Aktin Mikrofilamente (Schifer et al.,
1999). Somit scheint neben HSP70 auch HSP27 ein protektives Potential gegeniiber Stresser-
eignissen im Rahmen der akuten Pankreatitis aufzuweisen.

Verschiedene Studien der letzten Jahre konnten zeigen, dass die Entstehung und Entwicklung

einer akuten Pankreatitis ihren Anfang in der Azinuszelle nimmt und die friithzeitige und in-
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trazelluldr stattfindende Aktivierung von Verdauungsenzymen dabei eine entscheidende Rolle
spielt (Saluja et al., 1999; Leach et al., 1991; Whitcomb et al., 1999). Deshalb wurde unter-
sucht, ob dieser protektive Effekt auf die akute Pankreatitis durch eine vorangegangene Hy-
perthermie und die damit verbundene Expression von HSP70 in einer Anderung dieser initial
in der Zelle ablaufenden schidlichen Mechanismen liegt. Dafiir wurden Modelle gewihlt, mit
denen es moglich war, die intrazelluldre Aktivitdt von Trypsin und die Sekretion von Enzy-
men darzustellen und zu quantifizieren. Zunédchst wurde ein Modell herangezogen, in dem
allein mit frisch isolierten Azinuszellen gearbeitet werden sollte. Dabei wurde die Hyperther-
miebehandlung an Azinuszellen durchgefiihrt, in dem das Inkubationsmedium 20 min lang
eine Temperatur von 42°C aufwies. Die anschlieBende Untersuchung des Einflusses der Hy-
perthermiebehandlung der Azinuszellen auf ihr Sekretionsverhaltens und die friihzeitigen
Trypsinaktivierung zeigte aber, dass die Zellen durch die vorangegangene Hyperthermie so in
ihrer Funktionalitit geschiddigt waren, dass keine Reaktion mehr auf die Stimulation mit ver-
schiedenen CCK- Konzentrationen erfolgte. Die Untersuchung der LDH- Werte machte zwar
deutlich, dass die Zellintegritit noch weitgehend erhalten war. Durch den Verlust der sekreto-
rischen Stimulierbarkeit erbrachte dieses experimentelle Vorgehen aber kein brauchbares
Modell, um die Effekte der Hyperthermie auf die Ereignisse in der Frithphase der akuten
Pankreatitis eingehender untersuchen zu konnen. Uber die genauen Ursachen der fehlenden
Stimulierbarkeit kann nur spekuliert werden. Am ehesten diirfte es aufgrund der langen Inku-
bationszeit, gekoppelt mit der Hyperthermie zu metabolischen Stérungen und damit zu einer
Beeintrichtigung des Energiehaushaltes gekommen sein (Lepock JR 2003). Zusitzlich konn-
ten durch die Hyperthermie auch fiir die Signaltransduktion wichtige Proteine teilweise dena-
turiert und in Threr Funktion gestort worden sein (Lepock JR 2003). Nachdem sich dieses
Modell als nicht praktikabel herausstellte, um den Einfluss von HSP70 auf das Sekretionsver-
halten und die frithzeitige intrazelluldre Trypsinaktivierung eingehender zu untersuchen, wur-
de ein Modell verwendet, das eine in vivo Hyperthermiebehandlung von Ratten mit einem in
vitro Modell der experimentellen Pankreatitis an frisch isolierten Azinuszellen, gewonnen aus
den vorbehandelten Tieren, kombinierte. Denn durch eine Ganzkorperhyperthermie kommt es
auch in Azinuszellen zu einer Expression von HSPs. Die Untersuchung der hormonregulierten
Sekretion von Amylase und Lipase zeigte sich hier unverdndert durch die vorangegangene
Hyperthermie. Allerdings konnte beobachtet werden, dass es zur Auslosung der sekretori-
schen Blockade einer deutlich hoheren CCK- Konzentration bedurfte, als dies ohne Hy-
perthermie- Vorbehandlung der Fall war. Daraus ldsst sich schlieBen, dass die Hyperthermie

und die damit verbundene HSP70 Expression ein gewisses zytoprotektives Potential ausiiben.
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Dieses zytoprotektive Potential von HSP70 wird vermutlich durch die Hochregulation eines
weiteren Hitzeschockproteins, HSP27, unterstiitzt. HSP27 liegt konstitutiv im Pankreas vor
und wird durch eine Hyperthermie stark exprimiert. HSP27 stellt ein Phosphoprotein dar und
spielt eine wichtige Rolle bei der Regulation und Stabilisierung des Zytoskellets, insbesonde-
re des F-Aktins. Hohe Dosierungen von CCK fiihren zu negativen Veridnderungen des Aktin-
zytoskellets und damit zu einer Unterbindung der Exozytose von Zymogengranula aus den
Azinuszellen in die Pankreasginge. Eine Uberexpression von HSP27 bewirkt aber eine Stabi-
lisierung der Aktin- Mikrofilamente und inhibiert damit die negativen Folgen von unphysio-
logisch hohen Konzentrationen von CCK. Somit konnte ein Synergismus von HSP70 und
HSP27 fiir das zytoprotektive Potential, bedingt durch die Hyperthermie, vorliegen (Schaefer
et al., 2000; Schaefer et al., 1999, Kubisch et al., 2004).

Betrachtet man aber nun die Auswirkung der Hyperthermie auf die Trypsinaktivierung, so
zeigt sich eine direkte Inhibierung der frithzeitigen und intrazelluldren Aktivierung von
Trypsin nach Gabe supramaximaler CCK- Konzentrationen. Interessanterweise zeigten Azini,
welche von Hyperthermie- prikonditionierten Tieren gewonnen wurden, eine wesentlich
schwichere Aktivierung des intrazelluldaren Trypsins durch supramaximale Stimulation mit
CCK, als dies bei den Zellen der Fall war, welche von Ratten isoliert wurden, die nicht zuvor
prakonditioniert waren. Zusammen mit der ebenfalls beobachteten starken Expression von
HSP70 kann dies zumindest als weiteres Indiz dafiir gewertet werden, dass der Mechanismus
der Protektion gegen die Entstehung einer Pankreatitis in der verringerten Aktivierung des
intrazelluldren Trypsins zu sehen ist. Wie in der Einleitung unter 1.3.2.2 S. 8-11erldutert wur-
de, stellt die intrazelluldre Aktivierung von Trypsin ein zentrales Phidnomen fiir die pathophy-
siologischen Vorginge in der Frithphase der akuten Pankreatitis dar. Die Unterbindung dieser
schidlichen Aktivierung von Trypsin in der Azinuszelle spielt vermutlich eine entscheidende
Rolle fiir die Abschwichung des Schweregrades des Verlaufs der akuten experimentellen
Pankreatitis und diirfte auch einen entscheidende Rolle fiir die Protektion des Pankreas in die-
sem Zusammenhang spielen.

Da wie oben schon erwédhnt auch Azinuszellen, welche von Tieren gewonnen wurden, die
zuvor einer Priakonditionierung per Ganzkorperhyperthermie unterzogen worden waren, ihre
volle Funktionstiichtigkeit im Hinblick auf die hormonregulierte Sekretion behalten haben
und somit der CCK- Rezeptor als auch die nachgeschaltete intraazinidre Signaltransdukti-
onskaskade intakt waren, konnte ausgeschlossen werden, dass die Inhibierung der Trypsinak-
tivitdt auf eine Disfunktionalitit der Azinuszellen, hervorgerufen durch die Hyperthermie,

zuriickzufiihren ist. Als ursdchliches Agens fiir das zytoprotektive Potential kommt HSP70 in
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Frage. Vorangegangene Studien, die den Effekt der Hyperthermie am in vivo Modell unter-
suchten, kamen eindeutig zu dem Schluss, dass die Protektion, hervorgerufen durch thermalen
Stress, auf die Expression von HSP70 zuriickzufiihren ist (Bhagat et al., 2002; Frossard et al.,
2002; Wagner et al., 1996). Der Mechanismus durch den HSP70 in die CCK bzw. Caerulein
induzierte intrazelluldre Trypsinaktivierung eingreift bleibt allerdings weiter unklar. Viele
Arbeitsgruppen nehmen an, dass der Prozess der intrazelluldren Aktivierung durch eine Colo-
kalisation von Trypsinogen und anderen Zymogenen mit lysosomalen Hydrolasen insbeson-
dere Cathepsin B in instabilen intrazelluldren Organellen hervorgerufen wird (Steer et al.,
1993). Die dargestellten Ergebnisse im Zusammenhang mit den Beobachtungen anderer Ar-
beitsgruppen in unterschiedlichen Systemen legen nahe, dass HSP70 eine bedeutende Rolle
bei der Protektion der friihzeitigen intrazelluldren Trypsinaktivierung spielt, in dem vermut-
lich HSP70 in das CCK bzw. Caerulein induzierte Colokalisationsphanomen eingreift. Um
diese Vermutung niher zu untersuchen wurden schon Cathepsin B -/- knock-out Méuse gene-
riert. Experimente mit diesen knock-out Tieren zeigten, dass die Caerulein induzierte, intra-
zelluldare Trypsinaktivierung bei diesen Mdusen um bis zu 90% reduziert gegeniiber Wild-
typméusen, aber nicht génzlich verschwunden ist. Damit wird die Pankreatitis nur lokal abge-
schwicht, aber nicht verhindert. Auch die systemischen Auswirkungen, zum Beispiel auf die
Lunge, sind nicht verdndert (Halangk ef al., 2000). Somit brachte auch dieses Modell keinen
eindeutigen Beweis fiir bzw. gegen die Colokalisationshypothese und es ist damit weiterhin
unklar, welche Rolle Cathepsin B bei der friihzeitigen intrazelluldren Trypsinaktivierung
spielt.

Eine Publikation von Kriiger et al., die im Lauf der vorliegenden Arbeit erschienen ist, be-
schiftigte sich auch mit der behandelten Fragestellung. Ubereinstimmend mit den hier vorge-
legten Daten zeigte sich, dass eine Hyperthermie-Prikonditionierung auf zelluldrer Ebene zu
einer Inhibierung der Trypsinaktivitdt in den Azinuszellen fiihrt. Dariiber hinaus konnten sie
auch erfolgreich eine Hyperthermie-Prikonditionierung an frisch isolierten Azinuszellen
durchfiihren. Diese Azinuszellen zeigten im Gegensatz zu denen, die im Rahmen dieser Ar-
beit untersucht wurden, eine vollig intakte Funktionstiichtigkeit. Auch an diesem Modell lief3
sich die vollige Inhibierung der intrazelluldren Trypsinaktivitit zeigen. Allerdings geht diese
Arbeitgruppe davon aus, dass die Hyperthermie alleine und nicht die damit verbundenen In-
duktion von HSP70 einen direkten protektiven Effekt auf die friihzeitige intrazelluldre
Trypsinaktivierung ausiibt (Kriiger et al., 2001). Unbestritten zeigt sich aber aus den gewon-
nenen Beobachtungen, dass eine Hyperthermie ein potentes Prikonditionierungsmodell fiir

die akute experimentelle Pankreatitis darstellt und dass es durchaus einen Zusammenhang
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zwischen der Hyperthermie und der dadurch hervorgerufenen verstidrkten Expression von
Hitzeschockproteinen und der Protektion des Pankreas gibt. Allerdings lédsst sich klinisch eine
Hyperthermie bei Patienten nicht anwenden, um bei ihnen die Inzidenz fiir das Auftreten einer
iatrogen verursachten Pankreatitis zu senken. Dafiir miissen andere Prikonditionierungsmo-
delle am Tier zunéchst untersucht werden, die auf pharmakologischen Weg die potentiellen
Protektoren einer Hyperthermie, also die Hitzeschockproteine, zu induzieren vermogen. Eine
mogliche Variante stellt hier die Prikonditionierung mit dem Atrial Natriuretischen Peptid

dar.

3.2 HORMONELLE PRAKONDITIONIERUNG MIT ANP
Prikonditionierung als Moglichkeit Organschddigungen vorzubeugen und das Ausmal} der

Schidigung zu reduzieren ist ein intensiv erforschtes Thema. Eine Prikonditionierung eignet
sich jedoch nicht zur Protektion von spontan erworbenen bzw. auftretenden Erkrankungen.
Hingegen ist sie eine durchaus sinnvolle Methode, um iatrogen verursachte Schidigungen,
wie z.B. bei ERCP induzierter Pankreatitis, zu minimieren (Raeburn et al., 2001; Clevland et
al., 2001; Serracino-Inglott et al., 2001).

Viele Forschergruppen glauben, dass eine Induktion von Hitzeschockproteinen, im speziellen
HSP70, eine zentrale Rolle fiir die protektive Wirkung der Prikonditionierung spielt. Zusitz-
lich zu den typischen Ursachen, die zu einer akuten Pankreatitis fithren konnen, wie Alkoho-
labusus, eingeklemmte Gallensteine, Einnahme bestimmter Medikamente, kann eine Pankrea-
titis auch iatrogen ausgelost werden z.B. nach einer ERCP oder nach extrakorporalem Kreis-
lauf in der Herzchirurgie. Dadurch, dass eine Pankreatitis einen sehr schweren und mitunter
lebensbedrohlichen Verlauf nehmen kann, wire eine klinische anwendbare Form der Prikon-
ditionierung von gréfftem Nutzen.

Eine etablierte experimentelle Methode ist die Hyperthermie-Priakonditionierung. Hier wurde
schon innerhalb dieser Arbeit der Beweis erbracht und dariiber hinaus auch von verschiede-
nen Arbeitsgruppen, dass diese Methode zu einer Induktion der HSP70 Expression im Pank-
reas fiihrt und dadurch Schutz vor einer Pankreatitis bietet (Wagner et al., 1996; Bhagat et al.,
2002; Bhagat et al., 2000). Auch bei der Ischamie Reperfusionschidigung am Herzen konnte
eine Hyperthermie Prikonditionierung die InfarktgroBe deutlich verringern (Currie et al.,
1988, Currie et al., 1993, Donnelly et al., 1992). Dieses Verfahren der Hyperthermie Prikon-
ditionierung ist jedoch klinisch nicht einsetzbar.

Seit vielen Jahren ist die pharmakologische Pravention der post- ERCP Pankreatitis Gegen-
stand zahlreicher Studien. Dabei wurden zahlreiche Substanzen, die ein vielversprechendes

Potential aufwiesen untersucht. Zum Einsatz kamen Somatostatin, Octreotid, Gabexatmesilat,
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Corticosteroide und einige andere Substanzen. Allen gemeinsam ist, dass sie entweder kein
protektives Potential aufwiesen oder nur einen sehr geringen Benefit brachten, der in keinem
Kosten/Nutzen Verhiltnis stand, um als Erfolg oder weiter zu verfolgendes Ziel gewertet
werden zu konnen (Mariani, 2003; Testoni, 2003). Daher geht die Suche weiter, geeignete
Pharmaka zu suchen und zu erforschen, die in der Prophylaxe einsetzbar sind.

Eine vielversprechende Substanz stellte das Atrial Natriuretische Peptid dar. ANP wurde bis-
her nur an einem experimentellen Prikonditionierungsmodell der isoliert perfundierten Rat-
tenleber getestet. Dabei zeigte sich eine protektive Wirkung gegeniiber der Ischimie
/Reperfusionschidigung der Leber (Bilzer et al., 1994; Gerbes et al., 1998; Kiemer et al.,
2002; Bilzer et al., 1995). Als Ursache fiir das protektive Potential von ANP wird dabei
HSP70 diskutiert. ANP vermag den heat shock transcription factor (HSF) zu aktivieren, wo-
durch die Bildung des Heat Shock Protein HSP70 induziert wird, das damit an der Vermitt-
lung des protektiven Effekts von ANP beteiligt sein konnte (Kiemer et al., 2002).

Nachdem schon vor Jahren entdeckt wurde, dass Pankreas- Azinuszellen ANP- Rezeptoren
aufweisen, liegt es nahe, zu iiberpriifen, ob das Konzept der pharmakologischen Prikonditio-
nierung mit ANP auf das System der akuten Caerulein-induzierten Pankreatitis iibertragbar
ist. Immerhin wire damit zumindest theoretische eine Grundlage geschaffen, die iatrogen ver-
ursachten Pankreatitiden vorbeugend behandeln zu konnen.

Aus diesem Grund wurde in dieser Arbeit die pharmakologische Prikonditionierung mit ANP

auf das Pankreas iibertragen (Ploessl et al., 2004).

3.2.1 EINFLUB VON ANP AUF CGMP-SPIEGEL

Vor iiber 15 Jahren konnte durch in vitro Autoradiographie mit '*>J markiertem ANP festge-
stellt werden, dass Azinuszellen iiber ANP-Rezeptoren verfiigen (Chabot et al., 1987). Diese
Rezeptoren haben auch eine biochemische Bedeutung, denn es konnte gezeigt werden, dass
Azini auf die Stimulation mit nanomolaren Konzentrationen von ANP mit einem raschen do-
sisabhédngigen Anstieg der cGMP Konzentration in den Azinuszellen reagieren (Heisler et al.,
1987). Allerdings hat dieser Anstieg von cGMP keinerlei Einfluss auf die Sekretion von Ver-
dauungshormonen und —enzymen. Interessanterweise konnte im Modell der isoliert perfun-
dierten Leber gezeigt werden, dass der intrazelluldre Anstieg von cGMP zu einer Aktivierung
des HSF und dadurch letztendlich zu einer Expression von HSP70 fiihrt (Kiemer et al.,
2002;). Auch in unserem Modell zeigte die Untersuchung des Effekts von ANP auf Azinus-
zellen einen dosisabhidngigen Anstieg der azindren cGMP Konzentration. Bereits bei 10 nM
ANP wurde die maximale cGMP Konzentration erreicht. Hohere Konzentrationen von ANP

fiihrten aber zu keiner weiteren Steigerung der cGMP- Bildung, noch zu einer Inhibierung der
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Ausschiittung. Vielmehr stellt sich nach dem Erreichen des Maximums ein Plateau ein, aus
dem zu schlielen ist, dass ab einer bestimmten Séttigungskonzentration kein gesteigerter Ef-
fekt mehr hervorgerufen werden kann. Diese Beobachtung bestétigte zum einen die Untersu-
chung von Heisler et al (Heisler et al., 1987) und zum anderen, dass das eingesetzte ANP
auch voll biologisch aktiv und damit gewéhrleistet ist, dass die ANP- Prikonditionierung zu
einem Anstieg an cGMP fiihrt. Der Dosis-Wirkungsbereich entspricht dabei den aus der Lite-
ratur bekannten Angaben (Heisler et al., 1987).

3.2.2 EINFLUS VON ANP AUF MITTLEREN ARTERIELLEN DRUCK

Aufgrund der sehr groBen Menge an ANP, die eingesetzt wurde und der bekannten stark blut-
drucksenkenden Wirkung von ANP wurde in einer Versuchsreihe die Beeinflussung des
Blutdrucks durch eine ANP- Infusion untersucht. ANP ist im Organismus an der Regulation
des Blutdrucks beteiligt. Eine erhohte Ausschiittung von ANP fiihrt dabei zu einer Reduktion
des Blutdrucks. Somit ist anzunehmen, dass eine mogliche, nicht unbedenkliche Nebenwir-
kung der ANP- Prikonditionierung eine starke Herabsetzung des Blutdrucks darstellt. Des-
halb wurden die bekannten biologischen Auswirkungen der ANP- Infusion auf den Blutdruck
untersucht.

Die in den Experimenten eingesetzte hohe Dosierung von ANP fiihrte dabei, wie erwartet, zu
einer deutlichen Reduktion des mittleren arteriellen Drucks um 25-30% und zu ANP Plas-
maspiegeln zwischen 57 und 179 nM. Dariiber hinaus bewirkte ANP einen leichten Anstieg
des Wassergehalts von Pankreasgewebe, hatte aber ansonsten keine weiteren Effekte auf bio-
chemische oder histologische Pankreasparameter. Die beobachteten biologischen Effekte von
ANP stehen damit im Einklang mit frither verdffentlichten Daten. So konnte dort schon ge-
zeigt werden, dass Ratten mit einer Senkung des MAP auf ANP Infusionen reagieren (Harri-
son-Bernard et al., 1991; Allen und Gellai, 1987). Des Weiteren bewirkte ANP auch eine
Verinderung der vaskuldren Permeabilitit, womit sich auch der Anstieg des
Pankreaswassergehaltes erkldren ldasst (Valentin et al., 1988; Kiemer et al., 2002). Der
Mechanismus iiber den ANP die vaskuldre Permeabilitit erhoht, ist noch nicht eindeutig
geklirt. Es wird aber diskutiert, dass ANP das intravaskulidre Volumen beeinflusst. ANP soll
dabei einen direkten Effekt auf das vaskuldre Endothel ausiiben, wodurch es zu einer
Erhohung der Permeabilitidt des Endothels fiir intrazellulidre Fliissigkeit und wahrscheinlich

auch fiir Plasmaproteine kommen soll (Groban et al., 1990).

3.2.3 EINFLUB VON ANP AUF AKUTE EXPERIMENTELLE PANKREATITIS
Da die ANP-Infusion auf den Organismus die bekannten und erwarteten Auswirkungen zeig-

te, wurde nun untersucht, ob eine Prikonditionierung, die unter dhnlichen Bedingungen wie
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im Lebermodell erfolgt, neben der Steigerung des cGMP Spiegels auch zu einer Induktion der

HSP70 Expression im Pankreas fiihrt.

3.2.3.1 EINFLUSS DER ANP PRAKONDITIONIERUNG AUF PANKREATITISPARAMETER

Die gewihlten Bedingungen fiir die ANP Infusion erfolgten in Anlehnung an vorangegangene
Veroffentlichungen iiber den protektiven Effekt von 200 nM ANP auf das Leber-Ischimie-
Reperfusionsmodell (Bilzer et al., 1994). Aus dem im Punkt 4.3.2 S. 40 angestellten Uberle-
gungen zur Festsetzung der zu infundierenden Menge an ANP, sowie der Zeitdauer der Infu-
sion wurde eine Konzentration von 40 pg/kg KG/ min als kontinuierliche Infusion iiber 30
min errechnet, die ausreicht, um einen Plasmaspiegel in der gewiinschten Konzentration von
200 nM ANP zu erhalten. Des Weiteren fand sich in der Literatur der Hinweis (Harrison-
Bernard LM et al., 1991), dass eine Infusion von 100 ng/kg/min ANP iiber 2h zu Plasmaspie-
geln von 260 pM ANP fiihrt. Deshalb wurden auch Experimente mit 80 ug/kg KG/min ANP
iiber 20 min durchgefiihrt, um sicherzugehen, dass die gewiinschte Plasmakonzentration an
ANP auf jeden Fall erreicht wurde und damit die Moglichkeit zur Entfaltung des protektiven
Protentials gegeben war. Eine Infusion von 80 pg/kg KG/min ANP fiihrte zu einem Plas-
maspiegel von 179 nM im Gegensatz zu nur 54 nM bei einer Infusion von 40 pg/kg KG/min
ANP. Trotz dieses Unterschiedes wurden beide Konzentrationen verwendet, wenn auch die
Dosierung von 80 pg/kg KG/min ANP am besten unseren Bedingungen entsprach.

Die erste Versuchsreihe wurde durchgefiihrt, indem nach der erfolgten 20-miniitigen ANP-
Infusion iiber den Jugularvenenkatheter ein Caerulein-Bolus gegeben wurde um eine akute
Pankreatitis zu induzieren. Die anschlieBende Analyse der Pankreatitis- typischen Parameter
zeigte jedoch, dass sich der Verlauf und der Schweregrad der experimentellen Pankreatitis
weder biochemisch noch histologisch durch die ANP Prikonditionierung beeinflussen lieen.
Dies zeigte sich iibereinstimmend in beiden Versuchsreihen mit 40 pg/kg KG/min bzw. 80
pg/kg KG/min ANP im Vergleich zu Tieren, die nur NaCl erhalten hatten. Passend dazu zeig-
te sich auch keine messbare Induktion der Expression von HSP70 auf Proteinebene.

Diese Beobachtung zeigte somit, dass sich die Ergebnisse, die im Modell der Ischi-
mie/Reperfusionsschidigung der Leber gemacht wurden (Bilzer et al., 1994; Gerbes et al.,
1998; Kiemer et al., 2002), nicht direkt auf das Pankreas iibertragen lassen. Im Unterschied zu
dem von uns zunichst gewihlten Ansatz, war allerdings bei diesen Untersuchungen am Mo-
dell der isoliert-perfundierten Rattenleber 200 nM ANP direkt vor der Herausnahme des Or-
gans infundiert worden und die Leberschddigung erst nach einer 24-stiindigen kalten Isché-
miephase und anschlieBender Reperfusion analysiert worden. Der protektive Effekt war dabei

zeit- und dosisabhédngig. Eine Infusion von 200 nM ANP iiber 10 min oder die Gabe von nur
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20 nM iiber 20 min zeigten beispielsweise keinerlei protektives Potential. Untersuchungen
wiesen daraufhin, dass die Protektion durch ANP in diesem Modell iiber eine Aktivierung des
HSF und eine Expression von HSP70 erfolgte. Mit dem Ziel, die experimentellen Bedingun-
gen moglichst anzupassen und auch in Analogie zum Verfahren der Priakonditionierung mit
Hyperthermie, wurde daher ein zweiter Ansatz gewdhlt. Hier wurden die Tiere identisch mit
ANP prikonditioniert, die Induktion der Pankreatitis erfolgte allerdings erst nach 24 h. Dieser
Ansatz entsprach vom Zeitablauf daher noch genauer dem Ansatz der Lebermodelle und auch
dem Ansatz der Hyperthermieprikonditionierung und gewéhrleistete eine ausreichende Zeit,
um eine Expression von HSP70 zu erlauben. Bei der Hyperthermie- Prikonditionierung wur-
de die akute experimentelle Pankreatitis erst 24 h nach erfolgter Hyperthermie induziert und
es konnte dabei eine signifikante Protektion des Pankreas gezeigt werden (Wagner et al.,
1996; Bhagat et al., 2002). Diese Zeitspanne von 12h - 24h ist somit notig, um eine hohe Ex-
pression von HSP70 zu gewdhrleisten.

Die Auswertung der Pankreatitisparameter am modifizierten Modell zeigte dann auch die er-
hoffte Protektion des Pankreas gegeniiber einer experimentell induzierten Pankreatitis. Aber
nicht nur mit ANP behandelte Tiere, sondern auch Tiere, die statt ANP eine 0,9 % NaCl- In-
fusion erhielten, waren geschiitzt gegeniiber einer Pankreatitis. Somit wurde der zu beobach-
tende protektive Effekt nicht durch die vorangegangene ANP- Infusion hervorgerufen, da eine
Infusion von NaCl ohne ANP Zusatz die gleichen Effekte auf die pankreatitisspezifischen
Parameter zeigte und damit das gleiche protektive Potential aufwies. Bei der Untersuchung
der Expression von HSP70 im Western Blot zeigte sich bei beiden Versuchsgruppen eine ver-

gleichbare Induktion von HSP70.

3.2.3.2 INDUKTION VON HSP70 DURCH ANP PRAKONDITIONIERUNG

Im Western Blot wurde dann die Expression von HSP70 untersucht. In der ersten Versuchs-
reihe konnte keine HSP70 Expression beobachtet werden, was die Vermutung bekriftigte,
dass fiir die Expression von HSP70 und damit fiir die Sicherstellung des protektiven Effekts
mehr Zeit erforderlich ist.

Die zweite Versuchsreihe war so konzipiert, dass ein ausreichender Zeitraum von 24 h ge-
wihlt wurde, um eine HSP70 Expression sicherzustellen. Allerdings zeigte sich, bei sowohl
mit ANP als auch mit 0,9 % NaCl behandelten Tieren eine gewisse Protektion gegeniiber ei-
ner Caerulein induzierten Pankreatitis. Im Western Blot zeigte sich dann das Phidnomen, dass
sowohl im Pankreas von ANP- als auch von NaCl- Tieren eine Expression von HSP70 nach-
weisbar war. Es zeigte sich auch kein Unterschied im Expressionsgrad von HSP70 zwischen

den beiden Gruppen. Der Grad der HSP70 Expression war aber deutlich geringer im Ver-
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gleich zum Expressionsgrad nach einer Hyperthermie-Prikonditionierung. Anscheinend ist
aber auch eine geringe Expression ausreichend um eine Protektion zu gewéhrleisten.

Da Hitzeschockproteine und damit auch HSP70 durch verschiedenste Formen von Stress in-
duziert oder hochreguliert werden konnen, scheint im gewéhlten System der Stress, der durch
die Anisthesie und die Legung des Jugularvenenkatheters auf den Rattenorganismus einwirk-
ten, so stark gewesen zu sein, dass er ausreichte, um eine HSP70 Expression zu induzieren
und damit eine Protektion gegeniiber einer experimentellen Pankreatitis zu gewéhrleisten.
Diese Ergebnisse machen eindeutig klar, dass ANP fiir eine mogliche pharmakologische Pri-
konditionierung des Organismus zum Schutz vor einer akuten Pankreatitis nicht geeignet ist.
Andererseits zeigen die Beobachtungen, dass jegliche Form der Prikonditionierung, die eine
Expression von HSP70 hervorrufen kann, zu einer Protektion fithrt und dass schon eine
schwache aber deutlich detektierbare Expression dafiir auszureichend scheint. Deshalb bedarf
es weiterer Anstrengungen, um geeignete Modelle fiir eine Prikonditionierung zu finden, die
eine Expression von HSP70 erméglichen und fiir eine spitere Ubertragung vom Tiermodell
auf den Menschen in Frage kommen. Auch die Funktion von HSP70 bei der Protektion bedarf
weiterer eingehender Untersuchungen, um die Mechanismen noch genauer zu verstehen und

neue Anhaltspunkte fiir das Verstidndnis der Stressreaktionen des Pankreas zu erhalten.

3.3  GENERIERUNG EINER TRANSGENEN MAUS ZUR UNTERSUCHUNG DES PRO-
TEKTIVEN EFFEKTS VON HSP70 AUF DIE AKUTE EXPERIMENTELLLE PANKREATITIS

Aufgrund der gewonnenen Ergebnisse mit Hyperthermieprikonditionierung ist deutlich ge-
worden, dass Hyperthermie gegen eine experimentelle Pankreatitis schiitzen kann. Die Ver-
mutung liegt nahe, dass dieser Effekt zum groflen Teil durch die gesteigerte Expression von
Hitzeschockproteinen erklédrbar ist. Insbesondere HSP70 kann dabei eine entscheidende Rolle
zugeordnet werden. Um diese Vermutung nun eindeutig beweisen zu konnen, dass HSP70 fiir
die Protektion vor einer akuten experimentellen Pankreatitis die entscheidende Rolle spielt,
wurde das Ziel verfolgt, transgene Méuse herzustellen, die konstitutiv im Pankreas die indu-
zierbare Form von HSP70 iiberexprimieren. Damit wiirde ein Modell zur Verfiigung stehen,
mit dem die Bedeutung von HSP70 fiir die akute Pankreatitis eindeutig geklart werden konn-
te.

In anderen Systemen konnte bereits gezeigt werden, dass eine Uberexpression von HSP70 zu
einer verstiarkten Resistenz myogener Zelllinien gegeniiber Endotoxinen fiihrt. Des weiteren
konnte gezeigt werden, dass eine Uberexpression von HSP70 im Herzen unter Kontrolle des
Aktinpromotors bei transgenen Méiusen zu einer gesteigerten Toleranz gegeniiber ischidmi-

schen Ereignissen fiihrt (Marber et al., 1995; Plumier et al., 1995).
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Aufgrund dieser Daten und der Erkenntnis, dass Hyperthermie eine Protektion bietet, kann
vermutet werden, dass Tiere, die HSP70 im Pankreas iiberexprimieren, gegeniiber einer Cae-
ruleinpankreatitis geschiitzt sein sollten. Diese Tiere konnten somit zum Beweis der Vermu-
tung, dass HSP70 eine Protektion vor einer experimentellen akuten Pankreatitis durch Inhibie-
rung der frithzeitigen intrazelluldren Trypsinaktivierung bietet, dienen. Des Weiteren wiirden
Azinuszellen dieser Miuse ein hervorragendes Modell darstellen, um die HSP70 vermittelte
Protektion und die Beeinflussung der azinidren Signaltransduktion durch HSP70 auf zellulédrer
Ebene, eingehend untersuchen zu konnen.

Aufgrund der Datenlage (siehe 1.6 S. 23-26) haben wir einen Vektor, bestehend aus dem
Elastasepromotor, dem HSP70 Gen und einem Stiick des Wachstumshormongenes konstruiert
und das Insert in Oozyten scheinschwangerer Miuse injiziert. Tatsdchlich ist die Inkorpora-
tion des Transgenes auch bei 6 Foundertieren gelungen. Diese zeigten allerdings keine HSP70
Expression auf Proteinebene, so dass auch keine Protektion gegeniiber der Pankreatitis zu
erwarten ist. Die Ursache der fehlenden Proteinexpression bleibt leider im Unklaren. Aller-
dings gibt es Hinweise, dass die Expression von Genen unter der Kontrolle des Elastasepro-
motors zwar hochselektiv aber nicht sehr effizient sein kann. Alternativ wire daher denkbar,
einen dhnlichen Vektor z.B. mit dem CMV Promotor zu konstruieren. Obwohl zunichst die
Annahme bestand, dass dieser Promotor zu einer Genexpression in fast allen Geweben fithren
wiirde (Schmidt et al., 1990), haben aber Arbeiten gezeigt, dass Gene, die unter der Kontrolle
des CMV Promotors stehen nur in einigen Organen zur Expression gebracht werden.
Pankreasazinuszellen scheinen interessanterweiser Gene, die unter Kontrolle des CMV Pro-
motors stehen, besonders gut zu exprimieren (Natori et al, 1998; Baskar et al, 1996;
Koedood et al., 1995). Diese Strategie konnte schon erfolgreich zur Generierung einer trans-
genen Mauslinie, die HSP27 im Pankreas iiberexprimiert, zum Einsatz gebracht werden. Von
Nachteil fiir unser Vorhaben war aber, dass die Gewebespezifitit nicht in gleicher Weise ge-
geben ist, wie im Falle des Elastasepromotors. Die Generierung eines zweiten Konstruktes
mit dem CMV Promotor als vielversprechende Option hitte aber den Rahmen der vorliegen-
den Arbeit iiberzogen, so dass diese Frage in der vorliegenden Arbeit nicht weiter untersucht

wurde.



4 ZUSAMMENFASSUNG

Im Rahmen dieser Arbeit wurde an Hand dreier verschiedener Ansitze, die Bedeutung von
HSP70 fiir die Stressreaktion der Bauchspeicheldriise und den Schweregrad bei der akuten
experimentellen Pankreatitis untersucht. Im Zentrum stand dabei die Frage, ob durch die ver-
schiedenen gewihlten Prikonditionierungsmodelle HSP70 induziert werden kann und welche
Auswirkungen HSP70 auf die pankreatitisspezifischen Parameter, insbesondere der friihzeiti-
gen intrazelluldren Trypsinaktivierung hat. Von besonderem Interesse war zudem die hormo-
nelle Priakonditionierung mit dem Atrial Natriuretischen Peptid zur Privention vor einer Cae-
rulein- induzierten Pankreatitis durch Induktion von HSP70. Dieser Teil der Arbeit ist inzwi-
schen publiziert (Ploessl et al., 2004). Weiterhin wurde die Bedeutung der Hyperthermie-
Prikonditionierung an isolierten Azinuszellen eingehend studiert und schlieBlich durch die
Generierung einer transgenen Maus versucht, die genaue Funktion von HSP70 bei der akuten

experimentellen Pankreatitis aufzudecken.

Am Modell frisch isolierter Azinuszellen wurde untersucht, ob und in welchem Ausmal es
durch eine Hyperthermie Prikonditionierung zu Veridnderungen in der azinidren Antwort
auf eine CCK- Hyperstimulation kommt. Die Hyperthermie fiihrt sowohl im Pankreas als
auch in Azinuszellen zu einer verstirkten Expression von Hitzeschockproteinen, insbesondere
von HSP70. Die Untersuchung des Effekts der Hyperthermie an isolierten Azinuszellen, die
einer Hyperthermie Prikonditionierung unterzogen wurden, stellte sich als ein nicht prakti-
kables Modell heraus, da die Zellen durch die vorangegangene Hyperthermie so in ihrer
Funktionalitit geschddigt waren, dass sie keine Reaktion mehr auf die Stimulation mit ver-
schiedenen CCK- Konzentrationen zeigten. Die Kombination einer in vivo Hyperthermiebe-
handlung von Ratten mit einem in vitro Modell der experimentellen Pankreatitis an frisch
isolierten Azinuszellen, gewonnen aus den vorbehandelten Tieren, zeigte dann eine sehr deut-
liche Reduktion der CCK- vermittelten intrazelluldren Trypsinaktivierung. Dies spricht dafiir,
dass die Prikonditionierung und die darausfolgende gesteigerte HSP70 Expression eine Pro-
tektion des Pankreas bewirkt und dadurch eine Reduktion der pathophysiologisch fiir die Ent-
stehung der Pankreatitis bedeutsamen friihzeitigen intrazelluldren Trypsinaktivierung hervor-

ruft.

Die hormonelle Prikonditionierung mit ANP hat sich als wirksamer Schutz vor Ischimie-

Reperfusionsschiden in der isoliert perfundierten Rattenleber herausgestellt. Untersuchungen
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haben gezeigt, dass der protektiven Effekt von ANP iiber einen Anstieg des cGMP- Spiegels,
eine Aktivierung des Hitzeschocktranskriptionsfaktors (HSF) und die dadurch hervorgerufene
Expression von HSP70 zustande kommt. Pankreas- Azinuszellen weisen ANP- Rezeptoren
auf und reagieren auf ANP mit einem Anstieg des cGMP- Spiegel. Deshalb wurde der Effekt
der intravendsen ANP- Prikonditionierung untersucht, als mogliche Protektion des Pankreas
vor einer Caerulein- induzierten Pankreatitis. Eine Gabe von ANP 20 Minuten vor der Induk-
tion einer akuten Pankreatitis erwies sich aber als nicht protektiv. Dagegen konnte 24 h nach
einer Priakonditionierung eine Induktion der HSP70 Expression und eine Protektion des Pank-
reas vor einer experimentellen Pankreatitis beobachtet werden. Jedoch zeigte sich bei der
Kontrollgruppe, die nur mit NaCl vorbehandelt wurde, der gleiche Effekt auf ANP. Dies lasst
darauf schlieen, dass Stress hervorgerufen durch die Anésthesie und die Katheterisierung der
Jugularvene fiir eine Priakonditionierung und damit fiir eine Protektion ausreichend ist und
damit ANP, im Gegensatz zum Modell des Ischdmie-Reperfusionsschadens Leber, nicht fiir

eine Prikonditionierung des Pankreas eingesetzt werden kann.

Die Generierung einer transgenen Maus, zum definitiven Beweis des protektiven Potentials
von HSP70, fiihrte zwar zu einer Inkorporation des Transgens, aber zu keiner Expression von

HSP70 auf Proteineben, so dass hier keine neuen Erkenntnisse gewonnen werden konnten.



S METHODEN

5.1 ARBEITEN MIT ISOLIERTEN AZINUSZELLEN

5.1.1 GEWINNUNG VON AZINUSZELLEN

Anfang der 70er Jahre wurde von Amsterdam und Jamieson eine Methode entwickelt die eine
Isolierung von Azinuszellen durch enzymatischen Verdau und mechanische Zerkleinerung
ermoglichte (Amsterdam and Jamieson, 1972 und 1974). Diese Methode wurde 1978 von J.A.
Williams modifiziert (Williams et al., 1978). Die Gewinnung von Azinuszellen erfolgt in An-
lehnung an das Protokoll von J.A. Williams und unter Verwendung von Plastikmaterial aus
Polycarbonat (PC).

Fiir die Isolierung von Azinuszellen wurden Ratten in einem Exsikkator mit Isofluran betidubt
und anschlieBend durch Dekapitation getotet und ausgeblutet. AnschlieBend wurde der
Bauchraum geoffnet und das Pankreas entnommen. Nach der Entfernung von Fettgewebe und
Lymphknoten erfolgte der Verdau des Organs mittels Collagenase P. Diese wurde mit Hilfe
einer 27 G Kaniile (BD Microlance) in das Organ injiziert bis sich die einzelnen Pankreas-
lappchen klar voneinander separierten. AnschlieBend wurde das Gewebe im Inkubator bei
37°C 30-40 min unter einmaligem Mediumwechsel nach 10 min in einem 25 ml Erlenmeyer-
PC-Kolben geriittelt (120x/min). Danach wurde das verdaute Gewebe mit Hilfe von Pipetten
mit absteigend groBen Ansaugoffnungen (@ 3mm-0,9mm) mechanisch homogenisiert. Die
erhaltene Gewebe-Zell-Suspension wurde durch ein befeuchtetes Nylonnetz filtriert und die-
ses mit der Waschlosung gespiilt. Die Azinuszellen wurden dann iiber einem Albumingra-
dienten 3x gewaschen, wobei der Sedimentationsiiberstand jeweils verworfen wurde. Nach
den drei Waschgédngen setzte sich das Ergebnis der Praparation zu 95% aus intakten Azinus-
zellen, kleinen Resten von Inselzellen, einigen Gangzellen, kleinen Blutgefidfen und unidenti-
fizierbaren beschiddigten Zellen zusammen. Zelltrimmer waren nach dem Waschgang nicht
mehr vorhanden, was die Effizienz der Reinigung verdeutlicht (Amsterdam und Jamieson,
1974).

AnschlieBend wurden die isolierten Azinuszellen in die Inkubationslosung iiberfiihrt und fiir

1h bei 37°C priinkubiert.

5.1.2 STIMULATION
Es wurden verschiedene Stimulationsverfahren an jeweils frisch isolierten Ratten-

Azinuszellen durchgefiihrt.
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5.1.2.1 CHOLEZYSTOKININ

Frisch isolierte Ratten-Azinuszellen wurden mit verschiedenen Konzentrationen CCK stimu-
liert, um das Enzymsekretionsverhalten von Azinuszellen zu untersuchen.

CCK-Verdiinnungsreihe: (Herstellung erfolgte ausgehend von einer 10* M Stock-Losung)

10 ul 10*°MCcCcK  + 990 ul Aqua dest. =>10°M CCK
100 ul 10°MCcCcK  + 900 ul Aqua dest. => 10" M CCK
100 ul 10"MccK  + 900 ul Aqua dest. =>10®* M CCK
100 ul 10%MCcCcK  + 900 pul Aqua dest. => 10" M CCK

Vor Beginn der Stimulation wurde eine definierte Menge an Zellsuspension fiir folgende
Messwerte genommen:

Ty = Nullwertprobe: Enzymsekretion zum Zeitpunkt null. Die Bestimmung erfolgt aus dem
Zelliiberstand. Im Zelliiberstand befindet sich die Menge an Amylase/Lipase, die bis zum
Zeitpunkt des Aliquotierens freigesetzt wurde. Dieser Wert Ty wurde daher in der Berechnung
von allen anderen Werten abgezogen.

Py = Gesamtmenge an Amylase bzw. Lipase: ermittelt wird der Gesamtgehalt der Amyla-
se/Lipase, der sich aus intra- und extrazelluldren Anteilen zusammensetzt. Dieser Wert dient
zur Ermittlung des prozentualen Anteils der durch die Stimulation freigesetzten Amyla-
se/Lipase, die in % des Gesamtgehalts dargestellt wird.

T, = Basalsekretion: entspricht der basalen Sekretion von Amylase/Lipase innerhalb der Sti-
mulationsphase ohne Zusatz von CCK als Sekretagoga.

Stimulationsansatz: 2 ml Zellsuspension pro CCK-Konzentration, Ansatz im Duplett.
Stimulationskonzentrationen: 30 pM, 100 pM, 300 pM, 1 nM, 10 nM, 100 nM CCK
Inkubationsbedingungen: kurzes Begasen mit O,, 30 min, 37°C, leichtes Schiitteln

Nach Ende der Inkubationszeit wurde jeweils eine definierte Menge an Zellsuspension von
jeder Probe genommen und 15 s bei RT und 13.400 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde
abgenommen und fiir die Bestimmung der Amylase/Lipase Konzentration verwendet (sieche
5.4.5.1/5.4.5.2). Das erhaltene Pellet wurde fiir die Trypsinbestimmung verwendet (siche
5.4.5.3).

5.1.2.2  ATRIAL NATRIURETISCHES PEPTID

Frisch isolierte Ratten-Azinuszellen wurden mit verschiedenen Konzentrationen an ANP sti-
muliert. Dabei wurden die Zellen in zwei Gruppen aufgeteilt. Die eine Gruppe wurde vor der

Stimulation 15 min mit IBMX priinkubiert, die andere erhielt keine IBMX-Zugabe.

ANP-Verdiinnungsreihe: (Herstellung erfolgte ausgehend von einer 10* M ANP-
Stocklosung)
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10l 10*M + 90 ul Aqua dest. =>10° M ANP
101 10°M + 90 ul Aqua dest. =>10° M ANP
10 ul 10°M + 90 ul Aqua dest. =>10" M ANP

Stimulationsansatz: 2 ml pro ANP-Konzentration, Ansatz im Duplett

IBMX-Konzentration: 0,5 mM

ANP-Konzentrationen: 1 uM, 10 uM, 100 uM, 1 nM ANP

Inkubationsbedingungen: 5 min, 37°C, leichtes Schwenken

Nach Beendigung der Inkubationszeit wurde jeweils der gesamte Inkubationsansatz zentrifu-
giert bei 4°C, 10.000 rpm, 20s und anschlieBend der Uberstand verworfen und das Zellpellet
bis zur Bestimmung der cGMP-Konzentration (siehe 5.3.6.4) in fliissigem N, schockgefroren

und bei -80°C aufbewahrt.

5.2 PRAKONDITIONIERUNG VON RATTEN MIT HYPERTHERMIE

Fiir die Hyperthermiebehandlung wurden Ratten narkotisiert. Fiir die Einleitung der Anésthe-
sie wurden die Ratten in einem Glasexsikkator mit 4% Isofluran in Sauerstoff iiber einen I-
sofluran Vaporisator narkotisiert Die eigentliche Narkose erfolgte unter Einsatz von Ketamin-
hydrochlorid (Ketavet®) in einer Dosierung von 40 mg/kg Korpergewicht und Xylazin
(Rompun®) in einer Dosierung von 3 mg/kg Korpergewicht. Die Verabreichung des Narkoti-
kums erfolgte intraperitoneal.

Die Tiere wurden anschlieBend in eine Heizdecke eingepackt und auf 42°C Korpertemperatur
erwiarmt. Die Kontrolle der Korpertemperatur erfolgte iiber ein rektal appliziertes Digital-
thermometer.

Im Abstand von ca. fiinf Minuten erfolgte die i.p.-Verabreichung von 1 ml isotonischer Koch-
salzsalzlosung iiber eine Fliigelkaniile, um das Austrocknen der Tiere zu vermeiden.

Die Ratten wurden nach Erreichen der Korpertemperatur von 42°C fiir 20 min konstant bei
dieser Korpertemperatur gehalten.

24 h nach der Hyperthermiebehandlung erfolgte die Entnahme des Pankreas und die Isolie-
rung der Azinuszellen.

Kontrolltiere wurden einer Narkose ohne Hyperthermie unterzogen.

5.3 PRAKONDITIONIERUNG VON RATTEN MIT ANP

5.3.1 ANASTHESIE

Fiir die Einleitung der Anésthesie wurden die Ratten in einem Glasexsikkator mit 4% Isoflu-

ran in Sauerstoff {iber einen Isofluran Vaporisator betidubt. Die eigentliche Narkose erfolgte
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dann durch i.p.-Gabe eines Gemisches aus Ketaminhydrochlorid in einer Dosierung von 40
mg/kg Korpergewicht und Xylazin in einer Dosierung von 3 mg/kg Korpergewicht.

AnschlieBend wurden die Tiere auf eine Heizdecke gelegt, um das Auskiihlen der Tiere zu
vermeiden. Die Korpertemperatur wurde iiber ein rektal appliziertes Digitalthermometer ii-

berwacht und auf 36,5-37,5°C gehalten.

5.3.2 KONTINUIERLICHE ANP INFUSION

Mit Hilfe eines Stereomikroskops (Leihgabe des AK PD Dr. med. W.M. Franz Med. Klinik I
Klinikum GroBhadern) wurde die rechte Jugularvene pripariert und ein PE10 Katheter in die
Vene eingefiihrt. Der Katheter wurde mit 50 pl isotonischer Kochsalzlésung und 50 U Hepa-
rin gespiilt und iiber eine 30 G Perfusorleitung an einen Perfusor angeschlossen.

Die gewihlten Bedingungen fiir die ANP Infusion erfolgten in Anlehnung an vorangegangene
Veroffentlichungen iiber den protektiven Effekt von 200 nM ANP auf das Leber-Ischimie-
Reperfusionsmodell (Bilzer et al., 1994).

Folgende Uberlegungen fiihrten zur Festsetzung sowohl der zu infundierenden Menge an
ANP, als auch der Zeitdauer der Infusion in vivo:

Am Modell der Ischdmie/Reperfusion der Leber an isolierten perfundierten Rattenlebern wur-
de ein protektiver Effekt von ANP bei Konzentrationen von 200 nM beobachtet. Die notige
Infusionsdauer betrug 20 Minuten (Bilzer et al., 1994).

Das Blutvolumen von Ratten liegt zwischen 50-75 ml Blut/kg Korpergewicht
(BVA/FRAME/RSPCA/UFAW Joint Working Group, 1993). Demzufolge haben Ratten mit
einem Korpergewicht von 250-320 g ein Blutvolumen von 13-23 ml.

Die Halbwertszeit mit der ANP aus dem Plasma entfernt wird liegt unter einer Minute
(Murthy KK et al., 1986).

Daraus wurde errechnet, dass eine Konzentration an ANP von 40 pg/kg KG/min als kontinu-
ierliche Infusion iiber 20 min ausreicht, um einen Plasmaspiegel in der gewiinschten Kon-
zentration von 200 nM ANP zu erhalten.

Des Weiteren fand sich in der Literatur der Hinweis (Harrison-Bernard LM et al.,), dass eine
Infusion von 100 ng/kg/min ANP iiber 2h zu Plasmaspiegeln von 260 pM ANP fiihrt. Deshalb
wurden auch Experimente mit 80 pg/kg KG/min ANP durchgefiihrt.

Die verabreichte Menge an ANP wurde jeweils gewichtsadaptiert berechnet und infundiert.

5.3.3 BESTIMMUNG DER ANP SPIEGEL
Die Messung des ANP Gehalts im Plasma nach erfolgter ANP-Infusion erfolgt durch Aspira-

tion von Blut nach Punktion der Schwanzvene. Die Messung erfolgte durch die Mitarbeiter
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des Labors von Herrn PD Dr. med. M. Bilzer (Med. Klinik IT Klinikum Grofhadern) mittels
RIA-Technik.

Zunichst wurde mit Hilfe der Amprep = minicolumns (RPN 1902) der Firma Amersham ANP
aus den Plasma-Proben extrahiert. Diese Sdulen enthalten eine unpolare stationdre Phase aus
C8 Octyl-Resten. Die Sdulen wurden mit 2 ml Methanol und 2ml H,O gewaschen und die
FlieBgeschwindigkeit auf < 5 ml/Minute eingestellt. 1 ml des gewonnen Plasmas wurden mit
0,25 ml 2M HCI angesiduert, zentrifugiert und auf die Saule aufgebracht. Die Sédule wurde
anschlieBend mit 5 ml 0,1% Trifluoressigsdure (TFA) gespiilt. Die Eluation der Proben von
der Siule erfolgte mit 4 ml einer Losung aus Methanol und 0,1% TFA. Der Gehalt an Metha-
nol im Gemisch betrug 60%. Die Proben wurden anschlieBend in einer Vakuumzentrifuge
lyophilisiert und das erhaltene Pellet in 250 ul 0,025 M Phosphatpuffer pH 7,2 aufgenommen.
Die Quantifizierung der ANP Konzentration erfolgte exakt nach dem Protokoll des Human
aANP['*T] Biotrak Radioimmunoassay System with Magnetic Separation Kits (Amersham

Biosciences, Freiburg).

5.3.4 MESSUNG DES MITTLEREN ARTERIENDRUCKS

Um die Auswirkung der hohen Mengen an ANP auf den mittleren arteriellen Druck (MAP) zu
untersuchen wurden Ratten mit 40 pg/kg/min bzw. 80 pg/kg/min ANP iiber 20 min behandelt.
Eine Kontrollgruppe erhielt nur NaCl. Fiir die Messung des MAP wurde die rechte Arteria
femoralis katheterisiert. Nach Anschluss des Arterienkatheters an einen Druckwandler (Bec-
ton Dickinson, 84070 Utah) erfolgte eine kontinuierliche Aufzeichnung des MAP (Sirecust
302, Siemens, Miinchen, Deutschland).

5.3.5 INDUKTION EINER AKUTEN EXPERIMENTELLEN PANKREATITIS

Eine experimentelle akute Pankreatitis wurde durch die einmalige intraperitoneale Bolus-
Injektion von verschiedenen Konzentrationen an Caerulein (10-100 pg/kg Korpergewicht)
induziert.

In einer Versuchsgruppe wurde das Caerulein direkt im Anschlul an die ANP-
Prikonditionierung appliziert.

In einer weiteren Versuchsgruppe erfolgte die Gabe von Caerulein 24h nach der ANP-
Behandlung. In jeder Versuchsgruppe erhielten Kontrolltiere nur isotonische Kochsalzlosung.
Zwei Stunden nach der erfolgten Caerulein- oder NaCl 0,9%-Injektion wurden die Tiere
durch Dekapitation getdtet und dabei Blut aufgefangen und bei 4°C, 14,000rpm, 15 min
zentrifugiert. Das Serum wurde abgenommen und fiir weitere Messungen bei -80°C aufbe-

wabhrt.
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Die Pankreata wurden entnommen, in mehrere Stiicke geteilt, schockgefroren und bis zu ihrer
Weiterverwendung bei —80°C aufbewabhrt.
Aus den gewonnenen Proben erfolgte die Bestimmung wichtiger Pankreatitis-Parameter.

(Siehe 5.4.6.1-5.4.6.3; 5.4.7)

5.3.6 BIOCHEMISCHE ASSAYS

5.3.6.1 AMYLASE

Die Messung der a-Amylase-Konzentration erfolgte zum einen im Uberstand stimulierter
Azinuszellen und zum anderen im Serum bei in vivo Versuchen. Durchgefiihrt wurde die
Messung nach Anleitung des Infinity Amylase Reagenz von Sigma Diagnostics. Hierbei wird
das im Reagenz enthaltene Substrat Ethyliden-p-Nitrophenol-G7 durch a-Amylase in kleinere
Fragmente gespalten, auf die dann a-Glucosidase einwirken kann unter Freisetzung von p-
Nitrophenol als Chromophor. Die Geschwindigkeit der Bildung von p-Nitrophenol ist dabei
proportional zur Aktivitdt der a-Amylase. Die Aktivitidt wurde durch den Extinktionsanstieg

bei 405 nm iiber einen Zeitraum von 120 s im UV/VIS-Spektrometer gemessen.
1. 5 E-pNP-G7 + 5H,0O

l a-Amylase
E-G3 + pNP-G4 + 2 E-G4 + 2 pNP-G3 + 2 E-G5 + 2 pNP-G2

2. pNP-G4 + 2 pNP-G3 + 2 pNP-G2+ 14 H,O

l o-Glucosidase

5 p-Nitrophenol + 14 G

Die Aktivitit der o-Amylase errechnet sich wie folgt:
Aktivitdt in U/l = AAbs/min x Faktor
Faktor (405 nm) = Vg x 1000

VepxExP
Vg = Gesamtreaktionsvolmen in ml
Vp = Probenvolumen in ml
E = millimolarer Extinktionskoeffizient von p-Nitrophenol bei 405 nm: 10,13
P = Kiivettendurchmesser in cm
Faktor = 1,025 x 1000 =4047

0,025 x 10,13 x 1
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5.3.6.2 LIPASE

Die Messung der Lipase-Konzentration erfolgte zum einen im Uberstand stimulierter Azinus-
zellen und zum anderen im Serum bei in vivo Versuchen. Durchgefiihrt wurde die Bestim-
mung nach den Herstellerangaben des Lipase Kits LIP von Roche Diagnostics. Hierbei han-
delt es sich um einen enzymatischen Farbtest der auf der Umsetzung des Substrats 1,2-O-
Dilauryl-rac-glycero-3-glutarsdure-(6-methylresorufin)-ester mit Lipase im alkalischen Milieu
zu 1,2-O-Dilauryl-rac-glycerin + Glutarsdure-(6-methylresorufin)-ester.
Glutarsdure-(6-methylresorufin)-ester ist eine instabile Zwischenstufe und zerfillt spontan im
alkalischen Milieu zu Glutarsdure und dem roten Farbstoff Methylresorufin. Dabei ist die
Farbintensitidt des gebildeten Farbstoffs direkt proportional zur Lipaseaktivitit. Die Messung
der Aktivitit erfolgt photometrisch bei einer Wellenldnge von 570 nm in einem Zeitraum von
90 s.

1. 1,2-O-Dilauryl-rac-glycero-3-glutarsidure-(-methylresorufin)-ester

l Lipase
1,2-O-Dilauryl-rac-glycerin + Glutarsiure-(6-methylresorufin)-ester

2. Glutarsédure-(6-methylresorufin)-ester

l spontaner Zerfall
Glutarsiure + Methylresorufin

Berechnung der Lipaseaktivitit: Faktor x AE
Faktor (570 nm) =  Vgx 1000

Vepx exdx At
Vg = Gesamtvolumen in pl: 1610 pl
Vp = Probenvolumen in pl:10 pl
€ (570nm) = molarer Extinktionskoeffizient: 48,35
d = Kiivettendurchmesser in cm: 1 cm
At = Messzeitraum in min: 1,5 min
Faktor (570 nm) = 1610 x 1000 =2219,9

10x48,35x1x 1,5

Aufgrund der Bestimmung des Gesamtgehaltes an Lipase und Amylase wurden die in vitro
von Azinuszellen sezernierten Mengen als % des Gesamtgehaltes aufgetragen. Der Wert der
Doppelbestimmungen wurde gemittelt und die Ergebnisse von mindestens drei Experimenten

als Mittelwert plus Standardabweichung (standard error of means SEM) ausgedriickt.
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5.3.6.3 TRYPSIN

Die Bestimmung der Trypsinaktivitit erfolgte zum einen aus Zellhomogenaten und zum ande-
ren aus frischem Pankreasgewebe. Die Messung der Aktivitit erfolgte fluorimetrisch (Perkin
Elmer) mit Hilfe des Substrats Boc-Gln-Ala-Arg-AMC-HCI nach der Methode von Kawabata
et al. (Kawabata et al., 1988) Das Substrat wird durch Trypsin, nicht aber durch Trypsinogen
gespalten, wodurch eine fluoreszierende Verbindung entsteht.

Die Messung erfolgte bei einer Anregungswellenlidnge von 380 nm, die Lichtemission wurde
bei 440 nm gemessen. Der Anstieg der Fluoreszenz wurde iiber einen Zeitraum von 300 s
gemessen. Vor der Vermessung der Proben wurde immer eine Standardkurve mit definierten
Trypsinkonzentrationen vermessen.

Die fiir die Standardkurve eingesetzten Standardkonzentrationen wurden durch entsprechende
Verdiinnung eines Trypsin-Stock mit einer Konzentration von 10 mg/ml hergestellt.

eingesetzte Standardkonzentrationen:

0,05 ng/ml 5 ul 10 ng/ml
0,1 ng/ml 10 pul 10 ng/ml
0,25 ng/ml 25 pl 10 ng/ml
0,5 ng/ml 50 pl 10 ng/ml
Substrat:

Das Substrat wurde in DMSO in einer Konzentration von 10 mM gelost. Die Aliquots wurden
bei -20°C aufbewahrt. Fiir die Messung wurden 20 puM Substrat pro Einzelmessung einge-

setzt.

Bestimmung aus Zellen:
Die Zellpelletts wurden in 250 pl frischen eiskalten Mops-Puffer aufgenommen und lysiert.
AnschlieBend wurden die Zelltrimmer abzentrifugiert bei 4°C, 3000 rpm, 5 min. Der Uber-

stand wurde sofort fiir die Trypsinmessung verwendet.

Bestimmung aus frischem Pankreasgewebe:

0,05 g frisches Pankreasgewebe wurden in 1 ml eiskaltem Mops-Puffer aufgenommen und
mit einem Handhomogenisator mechanisch zerkleinert. Die Gewebetriimmer wurden bei 4°C,
3000 rpm. 5 min abzentrifugiert und der Uberstand sofort fiir die Vermessung verwendet.

Fiir die Messung wurde folgender Ansatz eingesetzt:

700 pl Tab-Puffer

100 pul Substrat (20 uM)

200 ul Probe
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Bei zu hoher Intensitit der Probe, wurde diese entsprechend verdiinnt und der Verdiinnungs-

faktor hinterher in das Ergebnis eingerechnet.

5.3.6.4 BESTIMMUNG DES CGMP-SPIEGELS IN AZINUSZELLEN

Fiir die Bestimmung des cGMP Spiegels in mit ANP stimulierten Azinuszellen wurden die
bei -80°C aufbewahrten Zellpellets zundchst lysiert. Die gefrorenen Pellets wurden dabei zur
Proteinfillung mit kalter 6 % (m/v) Trichloressigsdure im Verhiltnis 1:10 versetzt und sonifi-
ziert. Die Zellsuspension wurde anschlieend bei 2000 g, 4°C fiir 15 min zentrifugiert. Das
Pellet wurde verworfen und der Uberstand 4mal mit der 5-fachen Menge wassergesittigtem
Ether gewaschen, um {iiberschiissiges Protein zu entfernen. Der Etheriiberstand wurde nach
jedem Waschgang verworfen. Der Wasseranteil in der verbleibenden wissrigen Phase wurde
anschliefend in einer Vakuumzentrifuge vollstindig verdampft und das erhaltene Pellet in 50
mM Acetatpuffer aufgenommen. Die Quantifizierung der cGMP Konzentration erfolgte exakt
nach Protokoll 4 des cGMP Enzymimmunoassay System (EIA) Kits (Amersham Biosciences,

Freiburg)

5.3.6.5 LACTATDEHYDROGENASE

Die Messung der Lactatdehydrogenase-Konzentration, zur Abschidtzung der Menge an abge-
storbenen Azinuszellen nach erfolgter Isolation, erfolgte im Azinuszellmedium. Dafiir wurden
500 ul Medium abgenommen und 15 s bei 13 000 rpm zentrifugiert. 200 ul des Uberstands
wurden fiir die LDH-Bestimmung abgenommen. Fiir die Bestimmung der Gesamt-LDH wur-
den 500 ul Medium sonifiziert und 1+10 mit 0,9% NaCl verdiinnt. Durchgefiihrt wurde die
Messung nach Anleitung des NobiFlow LDH Kits von NOBIS Labordiagnostica. Hierbei
katalysiert LDH die Umwandlung von Pyruvat zu Lactat. Dabei wird NADH zu NAD" oxi-
diert. Die Geschwindigkeit der NADH Abnahme ist dabei direkt proportional zur LDH-
Konzentration und wird photometrisch gemessen. Die photometrische Messung erfolgte bei
einer Wellenldnge von 340 nm. Die Extinktionsabnahme wurde iiber einen Zeitraum von 3
min zu den Zeitpunkten 0, 1, 2, 3 min im UV/VIS-Spektrometer gemessen.

Pyruvat + NADH + H" LDH ,  Lactat + NAD"

Aus den Extinktionsdifferenzen pro Minute wurden die Mittelwerte gebildet (AE/min) und
diese in nachfolgende Berechnungsformel eingesetzt:

LDH (U/N) = (AE/min) x F

F (340 nm) = 4127

Als Ergebnis wurde der prozentuale Anteil der LDH-Konzentration der Probe bezogen auf die

Gesamt-LDH Konzentration angegeben.
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5.3.7 PANKREASODEM

Fiir die Bestimmung des Pankreasddems wurde ein Stiick Pankreasgewebe in ein zuvor aus-
gewogenes Reaktionsgefill gegeben, gewogen und anschlieend bei 90°C 48h bis zur Ge-
wichtskonstanz getrocknet. Danach erfolgt erneut die Bestimmung des Gewichts. Aus der
resultierenden Abnahme des Gewichts wurde der prozentuale Anteil des Feuchtgewichts am

Gesamtgewicht bestimmt.

54 GENERIERUNG EINER TRANSGENEN MAUS

Die Herstellung des Konstrukts erfolgte durch die Mithilfe von Herrn Harald Schmidt (MTA)

aus Marburg.

5.4.1 HERSTELLUNG DES KONSTRUKTS

Das Konstrukt fiir die Injektion in fertilisierte Eizellen setzt sich zusammen aus der Elastase
Promotor Region, bestehend aus den Nukleotiden +8- -500 (Accession No L00112), welche
von RJ Mc Donald zur Verfiigung gestellt wurde. An diese Region schliefit sich die induzier-
bare HSP70 Isoform der Ratte (Accession No X75357) an, welche von WH Dillmann bereit-
gestellt wurde. Als Intron wurde ein funktionell inaktives Fragment des menschlichen
Wachstumshormons (Accession No J03071) angefiigt, welches von R. Urrutia stammt.
Zunachst wurde HSP70 mittels PCR amplifiziert und anschlieBend in den
pcDNA3.1/V5/HIS-TOPO Vektor (Invitrogen) iiber die TOPO-Schnittstelle einkloniert. Der
Elastase Promotor (ELP) wurde iiber die Schnittstellen Hind III und BamH I ebenfalls einklo-
niert. Uber die Schnittstellen Hind III und EcoR V wurde dann das Konstrukt ELP-HSP70
ausgeschnitten und in pcDNA3.1/V5-His B (Invitrogen) umkloniert. Zusitzlich wurde dann in
dieses Plasmid das hgH Intron iiber Xba I kloniert. Fiir die Amplifikation des Konstrukts
wurde der Vektor in One Shot® TOP10 Chemically Competent E.coli Bakterien (Invitrogen)
chemisch transformiert. Die Durchfithrung erfolgte jeweils nach dem Protokoll des Herstel-
lers (Invitrogen). Zur genauen Identifizierung des Inserts wurde ein Restriktionsverdau mit
den unter 6.2 angegebenen Restriktionsenzymen und den entsprechenden REact®-Puffern

(Invitrogen) nach Anleitung des Herstellers durchgefiihrt.
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Bild 4.1: Plasmidkarte des Konstruktes aus Elastasepromotor (rELP), HSP70 und hGH

in pcDNA3.1 zur Generierung transgener Méuse.

5.4.2 MIKROINJEKTION

Die Mikroinjektion des Konstruktes erfolgte durch das Transgen Labor am Zentrum fiir Mo-
lekulare Biologie (ZMBH) der Ruprecht-Karls-Universitiat Heidelberg.

Das Konstrukt wurde dabei in den Vorkern befruchteter Eier injiziert und diese bis zum
Zweizellstadium inkubiert. AnschlieBend erfolgte der Transfer der Oozyten in die Ovidukte

von scheinschwangeren Weibchen.

5.4.3 AUFZUCHT TRANSGENER MAUSLINIEN

Fiinf Foundertiere wurden anschlieBend fiir die Auszucht transgener Nachkommen mit wt-
Minnchen bzw. Weibchen gepaart.

Die Auszucht wurde im Tierstall des Instituts fiir Chirurgische Forschung durch Frau B.

Blount und Herrn C. Kollmar durchgefiihrt.
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5.5 WESTERN BLOT

5.5.1 PROBENBEREITUNG

Azinuszellen oder Pankreasgewebe wurde in 250 pl bzw. 500 pl Homo-Puffer mit Protea-
seinhibitor iiberfiihrt und mit Ultraschall (Bandelin Electronic, Berlin) bzw. mit einem Ho-
mogenisiergerdt (Kinematica AG, Littau/Luzern, Schweiz) aufgeschlossen. AnschlieBend
wurden die Homogenate dreimal fiir je 15 min bei 4°C und 14,000 rpm zentrifugiert. Das Pel-
let wurde jeweils verworfen. Der klare Uberstand wurde fiir die folgende Proteinquantifizie-

rung und Proteinelektrophorese verwendet.

5.5.2 QUANTITATIVE PROTEINBESTIMMUNG

Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte photometrisch nach der Bradford-
Methode.

Das Prinzip der Quantifizierung beruht auf einer bathochromen Verschiebung des Absorpti-
onsmaximums, durch Bindung des Farbstoffs Coomassie Brillant Blau an Proteine im sauren
Milieu. Die Kalibriergerade wurde mit definierten BSA Standards (0,2-0,8 mg/ml) angefer-
tigt. Die Verdiinnung des Reagenz und die Durchfiihrung erfolgten nach den Angaben des

Herstellers.

5.5.3 BEREITUNG DER PROBEN FUR DIE ELEKTROPHORESE
Vor der Proteinelektrophorese wurden die Proteinproben denaturiert und negativ geladen

durch Zugabe von Laemmli- Puffer und anschlieBendem 5 miniitigen Kochen der Proben.

5.54 SDS-POLYACRYLAMID-GELELEKROPHORESE

Die  Protein-Auftrennung  erfolgte  mittels  denaturierender ~ SDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese (SDS-PAGE) nach der Methode von Laemmli (Laemmli 1970). Zur Dena-
turierung der Proteine wurden die Proben mit Laemmli-Puffer versetzt und fiir 5 min bei 95°C
gekocht. AnschlieBend wurden die Proben im elektrischen Feld anhand ihres Molekularge-
wichts aufgetrennt. Als Molekulargewichtsstandard wurde Prestained SDS-PAGE Standards,
Low Range (BioRad, Miinchen) verwendet. Die elektrophoretische Trennung der Proteine
erfolgt bei 150 V fiir 60 min in 10%-igen SDS-Trenngelen, die mit Sammelgelen iiberschich-
tet wurden. Es wurden 7,3 x 8,0 x 0,1 cm groe Mini-Protein-Gele eingesetzt. Unmittelbar
nach Beendigung der Elektrophorese wurden die aufgetrennten Proteine mit Hilfe des Mini
Trans-Blot Elektroblotsystems auf eine Nitrocellulosemembran transferiert. Der Transfer er-
folgte bei 300 mA innerhalb einer Stunde. Um unspezifische Bindungsstellen abzusittigen,
wurde die NC-Membran nach erfolgtem Transfer 1h lang in Blockldsung bei Raumtemperatur

geschwenkt.
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Anschlieend wurde die Membran mit dem primédren Antikorper in Waschpuffer iber Nacht
bei 4°C inkubiert. Vor der Zugabe des Zweitantikdrpers wurde die NC-Membran dreimal fiir
10 min in Waschpuffer geschwenkt. AnschlieBend erfolgte die Inkubation mit dem gegen den
Primdrantikorper gerichteten und Peroxidase gekoppelten Sekundérantikorper in Waschpuf-
fer. Die Inkubationszeit betrug 60 Minuten bei Raumtemperatur. Daraufthin wurde die NC-
Membran wieder dreimal fiir 10 min in Waschlosung geschwenkt. Danach erfolgte die Detek-
tion der Proteine mit Hilfe verstiarkter Chemilumineszenz (ECL, Amersham) nach Angabe des
Herstellers. Die Auflagezeit des Films fiir eine zuverldssige Detektion betrug ca. 5-10 min.
Die korrekte Hohe des erwarteten Signals wurde zum einen durch den Vergleich mit dem
Protein-Standard-Marker und zum anderen durch das Mitlaufen einer Positivkontrolle festge-

stellt.

5.6 DNA-ISOLIERUNG

5.6.1 VERDAU

Fiir die Genotypisierung der Miduse wurden diesen mit Hilfe von Einmalskalpellen ein ca.
Icm langes Stiick Schwanz abgeschnitten. Die genommenen Schwanzbiopsien wurden iiber
Nacht in TNES-Puffer mit 580 pg/ml Proteinase K bei 55 °C im Inkubator bei leichtem
Schiitteln lysiert.

5.6.2 ISOLIERUNG

Nach dem Verdau wurden die Proben mit 166,7 pul 6 M NaCl versetzt und 15 min bei RT und
13.000 rpm zentrifugiert. Das Pellet wurde verworfen und der Uberstand zur Prizipitation der
DNA mit eiskaltem Ethanol abs. versetzt. In der oberen Alkoholphase befindet sich die DNA,
welche mittels des geschlossenen Endes einer Schmelzpunktkapillare isoliert wurde. Die Ka-
pillare mit der DNA wurde dann 10 min an der Luft getrocknet, bevor die erhaltene DNA
durch Klopfen und Drehen der Kapillare in TE-Puffer resuspendiert wurde. Zur vollstdndigen

Suspendierung wurden die Proben 10 min bei 65°C im Inkubator behandelt.

5.6.3 MESSUNG DER DNA-KONZENTRATION
Die Quantifizierung der DNA erfolgte photometrisch durch Messung der Absorption bei 260
nm in einer Spectrosil Microzelle. Um eine Aussage iiber die Reinheit der Nukleinsdurel6-

sung machen zu konnen, wurde das Verhéltnis Ajgo/Azso bestimmt.
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5.7 POLYMERASE-KETTENREAKTION (PCR)

5.7.1 MASTER-MIX UND REAKTIONSBEDINGUNGEN

5.7.1.1 PCR zuM NACHWEIS VON HSP70 AUS MAUSSCHWANZ DNA

Master-Mix

MgCl, 2,5 mM
10x Puffer 1,25 x
Primer sense 0,25 uM
Primer antisense 0,25 uM
dNTP 250 uM
Taq DNA Polymerase 1,25U
H,O ad 19,75 pl
DNA 200 nM

Die Zubereitung erfolgte auf Eis.

PCR-Bedingungen:

Initiale Denaturierung 94°C 2 min
Denaturierung 94°C 0.5 min
Annealing 56°C 1 min
Polymerisation 72°C 1 min
abschlieBende Polymerisation 72°C 10 min
Zyklenzahl 40

5.7.2 ELEKTROPHORESE DER AMPLIFIZIERTEN PRODUKTE

Zur Auswertung der amplifizierten Produkte wurden die Proben durch Gelelektrophorese auf-
getrennt. Dafiir wurden 1% Agarosegele mit TAE-Puffer hergestellt und nach Abkiihlung der
Losung auf ca. 60°C 0,5 pg/ml Ethidiumbromid zugefiigt. Proben und DNA Leiter wurden
mit Ladepuffer gemischt. Der Grofenstandard wurde zur Grofenbestimmung und zur Zuord-
nung der Nukleinsdurefragmente und PCR-Produkte mit aufgetragen. AnschlieBend erfolgte
die elektophoretische Auftrennung (120 V, TAE-Puffer, 40 min). Die Detektion der amplifi-
zierten Produkte erfolgte unter UV-Licht bei 254 nm an einer Kodak Image Station durch
Interkalierung des Ethidiumbromids mit der DNA. Die Darstellung erfolgte durch ein CCD

Kamerasystem.
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5.8 HISTOLOGISCHE UNTERSUCHUNGEN

5.8.1 HAMATOXYLIN/EOSIN-FARBUNG

Histologische Schnitte des Pankreas wurden am Institut fiir Pathologie des Universititsklini-
kums GroBhadern, Miinchen unter Anleitung von Prof. Dr. med. J. Diebold angefertigt und
mit Hamatoxylin-Eosin gefarbt. Die formalinfixierten Gewebeproben wurden in einem Ein-
bettautomaten iiber Nacht in Paraffin eingebettet. Aus den Paraffinblocken wurden 2 pum di-
cke Schnitte angefertigt und in einem Féarbeautomat mit Himatoxylin und Eosin angeférbt.
Die Schnitte wurden maschinell von einem Eindeckautomat mit Deckgldschen versehen.

Die durch Caerulein hervorgerufene Schiddigung des Pankreasgewebes wurde von einem
Pathologen in einem verblindeten Verfahren eingeschitzt. Um den Schweregrad der
Pankreatitis quantifizieren und vergleichen zu kdnnen, wurden sieben Parameter festgelegt,
mit denen die Charakterisierung des Pankreasgewebes durchgefiihrt wurde. Diese Parameter
umfassten Acidophilie, Vesikulation und Vakuolisierung von Azinuszellen, Hyperidmie,
Odem und Granulozyten und round cell Einwanderung in den Interstitialraum. Entsprechend
des Schweregrades wurden O bis 3 Punkte fiir jeden Parameter vergeben. Die maximal

erreichbare Punktzahl war demzufolge 21.

5.9 STATISTIK

Die statistische Auswertung erfolgte mit Sigma Stat, Version 3.0. Es sind jeweils die Mittel-
wert und standard error of means (SEM) angegeben. Die Signifikanz der Ergebnisse wurde
mit dem one sample t-test oder dem student’s t-test ermittelt. p<0,05 wurde als statistisch sig-

nifikant betrachtet.



6 MATERIAL

6.1 CHEMIKALIEN
30% Acrylamide/Bis Solution
Agarose
Ammoniumpersulfat
Benzamidin

Blotting Grade Blocker Non-Fat Dry Milk
Brij® 30% w/v
Bromphenolblau
Calciumchlorid

Chloroform

Diethylether
Dimethylsulfoxid
Dinatriumhydrogenphosphat
DL-Dithiothreitol

EDTA

EGTA

Ethanol absolut

Ethanol 70%
Ethidiumbromid

Glucose

L-Glutamin

Glycerol

Glycerolphosphat

Glycin

BioRad, Miunchen, Deutschland
PegLab, Erlangen, Deutschland
Sigma, Deisenhofen, Deutschland
Sigma

BioRad

Sigma

Sigma

Sigma

Sigma

Fluka, Taufkirchen, Deutschland
Fluka

Sigma

Sigma

Sigma

Sigma

Merck, Darmstadt, Deutschland

Merck

Merck

Sigma

Sigma

Sigma

Sigma

Sigma

2-[4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl]-ethansulfonsdure

(HEPES)
3-Isobutyl-1-methylxanthin
Isofluran ,,Forene®“
Isotonische Kochsalzlosung
Kaliumchlorid

Kaliumdihydrogenphosphat

Sigma

Sigma

Abbott GmbH, Wiesbaden
Braun, Melsungen, Deutschland
Sigma

Sigma
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Ketaminhydrochlorid (Ketavet® 100 mg/ml)

Magnesiumchlorid
Magnesiumsulfat
B-Mercaptoethanol
Methanol

Mops

Natriumchlorid
Natriumdodecylsulfat
Natriumfluorid
Natriumhydragencarbonat
Natriumhydroxid
Natriumorthovanadat
Nicht-essentielle Aminoséduren
Paraformaldehyd
Rinderserumalbumin
Salzsédure

Sucrose
N,N,N",N"-Tetramethylethylendiamin (TEMED)
Top Block
Trifluoressigsdure (TFA)
TrisBase

TrisHCI

Trizol®Reagenz
Tween®20

Trypanblau

Xylazin (Rompun®2%)

6.2 ENZYME UND HORMONE

Atrial Natriuretisches Peptid, Rat
Caerulein
Boc-GlIn-Ala-Arg-AMC-HCI
Cholezystokinin CCK-8
Collagenase P

Pharmacia & Upjohn GmbH, Erlangen,
Deutschland
Sigma
Sigma
Sigma
Merck
Sigma
Sigma
BioRad
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
Merck
Fluka
Merck
Sigma
BioRad
Fluka
Sigma
Sigma
Sigma
Invitrogen
Sigma
Invitrogen

BayerVital, Leverkusen, Deutschland

Calbiochem, La Jolla, Canada
Sigma

Bachem, Heidelberg, Deutschland
Research Plus

Roche Diagnostics, Mannheim,

Deutschland
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Proteinase K
Trypsin
Restriktionsenzyme
BamH I

EcoR 1

EcoR V

Hind III

Xbal

REact® Puffer

6.3 REAGENZIEN UND KITS

6.3.1 AMYLASE/LIPASE BESTIMMUNG
Infinity™ Amylase-Reagenz

LIP Lipase Farb-Test

6.3.2 ANP BESTIMMUNG
Amprep  Minicolumns C8 octyl (RPN1902)

Human (xANP[125 I] Biotrak Radioimmunoassay

System with Magnetic Separation

6.3.3 LDH BESTIMMUNG
NobiFlow LDH

6.34 PCR

AmpliTaq Gold® with GeneAmp

10X PCR Gold Buffer & MgCl, Solution
Desoxy-Ribonucleotid-Triphosphate (ANTPs)

6.3.5 PROTEINBESTIMMUNG
BioRad Protein Assay
Protease Inhibitor Cocktail Setl

6.3.6 CGMP BESTIMMUNG

cGMP enzyme immunoassay kit

6.3.7 WESTERN BLOT
ECL Western Blotting Detection Reagents

Roche Diagnostics

Sigma

Invitrogen
Invitrogen
Invitrogen
Invitrogen
Invitrogen

Invitrogen

Sigma

Roche Diagnostics

Amersham Biosciences

Amersham Biosciences

NOBIS Labordiagnostica GmbH,
Endingen

Roche Applied Biosystems, Branchburg,
New Jersey, USA
PegLab, Erlangen, Deutschland

BioRad
Calbiochem, La Jolla, Kanada

Amersham Biosciences, Freiburg,
Deutschland

Amersham Biosciences
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6.4 GERATE UND MATERIALIEN

Analysenwaage
Aufnahmesystem fiir Agarosegele
Blot Kammer

SLT Spectra, ELISA Reader

Fluoreszenz Sektrometer LS50B
Gel Jet Imager

Isofluran Vaporator

MiniSpin Zentrifuge
Magnetriihrer RCTbasic
Minigelapparatur
PCR-Thermo-Cycler PTC 200
pH Meter InoLab pH Level 1
Perfusor BSP-99M

Pipetten

Polytron Homogenisator
Speed Vac

Stereomikroskop Stemi 200
Ultrospec 3100 pro

Inkubator GFL 1083

Sirecust 302

Sonoplus Bandelin HD 2070
Zentrifuge 541712
Kreisriittler Rocky 3D

Power Supply

Vortex Mixer 2020
Nitrocellulosemembran ,,Protran‘
Agarose Gelkammer biosmart
Gel-Blotting Papier

Hyperfilm™ ECL™
Einmal-Kiuvetten, UV

Halbmikro-Fluoreszenz-Kiivetten

Satorius, Gottingen

Bio-Rad

Bio-Rad

SLT Labinstruments, Crailsheim,
Deutschland

Perkin Elmer Instruments

Intas, Gottingen

Driger, Liibeck

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

IKA Werke, Staufen, Deutschland
Bio-Rad

Biozym, Oldendorf

WTW, Weilheim, Deutschland
Braintree sientific, Braintree, MA, USA
Eppendorf, Hamburg

Kinematica AG, Littau/Luzern, Schweiz
Bachofer, Reutlingen, Deutschland

Carl Zeiss, Gottingen Deutschland
Amersham Pharmacia Biotech

GFL, Burgwedel, Deutschland
Siemens, Miinchen, Deutschland
Bandelin Electronic, Berlin, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Frobel Labortechnik, Lindau, Deutschland
Amersham Pharmacia Biotech,
Buckinghamshire, UK

neoLab

Schleicher & Schiill, Dassel, Deutschland
BioRad

Schleicher&Schiill

Amersham Pharmacia Biotech

Sarstedt, Numbrecht, Deutschland
Hellma GmbH & Co. KG
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Quarzglas SUPRASIL® Miilheim, Deutschland

6.5 TIERE

Fiir die ANP-Prikonditionierung und fiir die Priparation von isolierten Azinus-Zellen wurden
ménnliche Sprague-Dawley Ratten (Charles River Wiga, Sulzfeld, Deutschland) mit einem
Korpergewicht von 150-220 g Korpergewicht, fiir die Generierung der transgenen Méuse und
fiir die Auszucht der Founder wurden méannliche und weibliche B6SJL-Méduse (Charles River
L, Arbresle, Frankreich) eingesetzt. Die Tiere wurden in vollklimatisierten Stidllen mit einem
konstanten 12h Licht-Dunkel-Zyklus mit freiem Zugang zu Wasser und Futter (Ssniff Soest,
Deutschland) und entsprechend den Bedingungen des Tierschutzgesetzes gehalten. Vor der
Durchfiihrung von Experimenten wurden die Tiere iiber Nacht niichtern gehalten mit freiem
Zugang zu Wasser. Die Tierversuche waren von der zustindigen Behorde genehmigt. (AZ:

211-2531-34/2001)

6.6 LOSUNGEN UND PUFFER

6.6.1 DNA-ISOLIERUNG

TE-Puffer

TrisBase 10 mM
EDTA 1 mM
pH 8,0

TNES-Puffer

TrisBase 10 mM
NaCl 400 mM
EDTA 100 mM
SDS 0,6%
pH7,5

6.6.2 AGAROSE-GELELEKTROPHORESE
Elektrophorese-Laufpuffer(TAE-Puffer)

TrisBase 16,6 mM
EDTA 1,27 mM
Essigsdure 20 mM

pH 7,8
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6.6.3 SDS-PROBENAUFBEREITUNG/WESTERN BLOT

Homo-Puffer

Glycerolphosphat
Benzamidin

Brij

Glycerol

EGTA

NanO4

NaF

DTT
B-Mercaptoethanol

Protease-Inhibitor Cocktail

auffillen mit PBS
pH 7.4

PBS

NaCl

KCl

Na,HPO, x 7HO
KH,PO,

pH 7.4

Laemmli-Puffer

Tris HCI

SDS
B-Mercaptoethanol
Bromphenolblau
Glycerol

Trenngelpuffer

TrisBase
SDS
pH 8,8

Sammelgelpuffer

TrisBase
SDS
pH 6,8

Lauf-Puffer
TrisBase

Glycin
SDS

50 mM
2 mM
0,03%
5%

1 mM
2 mM
1 mM
1 mM
0,1%
1x

0,14 M
2,7 mM
10 mM
1,8 mM

0,2 M (pH 6,8)
8%

10%

0,2%

40%

I,5M
0,014 M

0,125 M
0,014 M

25 mM
02M
10 mM
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Transfer-Puffer

TrisBase 25 mM

Glycin 0,2 mM

SDS 10 mM

Methanol 5M

Tris-gepufferte Kochsalzlosung + Tween®20 (TBS-T)

TrisBase
NaCl
Tween® 20
PH 7,6

Blocklosung

TBS-T
Non-Fat Dry Milk/Top Block

Waschlosung

TBS-T
Non-Fat Dry Milk/Top Block

Trenngel 10%

30% PAA-Losung
Trenngelpuffer
APS 10%
TEMED

Aqua dest.

Sammelgel

30% PAA-Ldsung
Sammelgelpuffer
APS 10%
TEMED

Aqua dest.

6.6.4 TRYPSIN-BESTIMMUNG
Mops-Homogenisatpuffer

Sucrose
MOPS
MgSOZ
pH 6,5

20 mM
140 mM
0,15 %

5%

2%

5,3 ml
4,0 ml
75 ul

37,5 ul
6,7 ml

1,6 ml
2,5 ml
60 ul
20 ul
5,9 ml

250 mM
5 mM
1 mM
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Trypsin-Assay-Puffer (TAB-Puffer)

TrisBase
NaCl
C&Clz
BSA

pH 8,1

6.6.5 AZINUS-ZELLISOLIERUNG

HEPES-Ringer-Puffer

Glucose

Nicht essentielle. Aminosiuren

Glutamin
NaCl

Mng

KCl
Na,HPO,
HEPES
C&Clz

pH 7,45-7,48

Krebs-Ringer-Puffer

Glucose

Nicht essent. Aminoséuren
Glutamin

NaCl

Mng

KCl

Na,HPO,

NaHCO;

C&Clz

pH 7,35-7,4

Collagenase-Losung

10 ml KBR
25 mg BSA
3000 U Collagenase

Wasch-Losung

10 ml KBR
100 mg BSA

Sedimentationslosung

50 ml KBR
2 g BSA

50 mM
150 mM
1 mM

1 mg/ml

22 mM
20x

2 mM
0,127 M
0,565 mM
4,7 mM
0,55 mM
10 mM
1,275 mM

22 mM
20x

2 mM
0,110 M
1,13 mM
4,7 mM
0,55 mM
32,5 mM
0,51 mM
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Inkubationslosung

200 ml HBR
200 mg BSA

6.6.6 HAMATOXYLIN/EOSIN-FARBUNG

PBS gepuffertes Formalin

Paraformaldehyd 4%

in PBS

pH 7.4

6.7 DNA UND MOLEKULARGEWICHTSSTANDARDS

Prestained SDS-PAGE Standards, Low Range BioMol, Miinchen, Deutschland
1 kb plus DNA Leiter PegLab, Erlangen, Deutschland

6.8 OLIGONUKLEOTIDE

6.8.1 PCR-DNA

ELA-HSP70
sense 5°CAC GCT GGC TGA GAA AGA GGA GTT 3~

antisense 5'CAG AGG GAG CCG GAG AGC AAG AGG 37

HSP70-HGH
sense 5'GAG TGC CGG CCT TGT TCT GTC TTT 3¢

antisense 5’GTG CGG TTG CCCTGG TCGTT 3™

6.9 ANTIKORPER UND PROTEINE

Hase Anti-HSP25 Monoklonaler Antikorper StressGen, Kanada
Hase Anti-HSP32 Monoklonaler Antikorper StressGen, Kanada

Maus Anti-HSP60 Monoklonaler Antikdrper StressGen, Kanada

Maus Anti-Hsp70 Monoklonaler Antikorper StressGen, Canada
Maus Anti-Hsp90 Monoklonaler Antikorper StressGen, Canada
Maus Ig, HRP-linked Whole Antikorper Amersham Biosciences,
Freiburg,Deutschland
Hase Ig, HRP-linked Whole Antikorper Amersham Biosciences,
Freiburg,Deutschland

HeLa Cell Lysate (heat Shocked) StressGen, Canada
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6.10 VEKTOR

pcDNA3.1/V5-His B MCS Invitrogen, Freiburg
pcDNA3.1-V5-His-TOPO Invitrogen, Freiburg

6.11 BAKTERIENSTAMME

One Shot® TOP10 Chemically Competent E.coli  Invitrogen, Freiburg



7 VERZEICHNIS DER VERWENDETEN ABKURZUNGEN

% (m/V) Massenprozent

9% (VIV) Volumenprozent

°C Grad Celsius

u Mikro (10°)

p Piko (10™%)

n Nano (10”)

f Femto (10™°)

A Azinuszelle

abs. absolut

8-Br-cGMP 8-Bromoguanin-3-,5"-zyclisches Monophosphat
AMC 7-Amino-4-methylcoumarin

ANP Atriales Natriuretisches Peptid

ATP Adenosin-5"-triphosphat

APS Ammoniumperoxodisulfat

AS Aminosduren

Azini Azinuszellen

BNP Brain oder B-Typ Natriuretisches Peptid
bp Basenpaare

BSA Rinderserumalbumin

bzw beziehungsweise

cAMP zyklisches Adenosin-3",5 "-monophosphat
CCK Cholezystokinin

CCK-A Cholezystokininrezeptor - A

cDNA komplementire Desoxyribonukleinsidure
CFTR Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator
cGMP zyklisches Guanosin-3”,5 -monophosphat
CNP C-Typ Natriuretisches Peptid

Da Dalton

DAG Diacylglycerol

dATP 2’-Desoxyadenosin-5 -triphosphat

dCTP 2’-Desoxycytosin-5“-triphosphat

dGTP 2’-Desoxyguanosin-5 -triphosphat
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DMSO
DNA
DNP
dNTP
DTT
dTTP
E.coli
EDTA
EGTA
ELP
ERCP

GAPDH
GRP

HEPES
hGH
(HO)-1
HSF
HSP
IBMX
IegG

IL
iNOS
Int

IP;

L.p.

1.v.

LDH

Dimethylsulfoxid

Desoxyribonukleinsdure

Dendroaspis Natriuretisches Peptid

dATP, dCTP, dGTP oder dTTP
Dithiothreitol
2’-Desoxythymidin-5"-triphosphat
Escherichia coli
Ethylendiamintetraessigsidure
Ethylenglycol-bis(aminoethylether)-tetraessigsdure
Elastase Promotor

Endoskopische retrograde Cholangiopankreatographie
Gramm
Glyceraldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase
Glucose regulated protein

Stunde
2-[4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl]-ethansulfonsdure
humanes Wachstumshormon
Héamoxygenase-1

Heat Shock Transkriptionsfaktor
Hitzeschockprotein

Isobutylmethylxanthin

Immunglobulin G

Interleukin

induzierbare NO-Synthase

Intensitét

Inositoltriphosphat

intraperitoneal

intravenos

Kontrolle negativ

Kontrolle positiv

Kilo

Kilobasen

Liter

Lactatdehydrogenase
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M

m
MAP
min
MOPS
mRNA
NC
NF-«B
NO
NP
NPR

PAF
PBS
PC
PCA;
PCR

PIP,

PK

PLC

PP

RNA
rpm
RT-PCR
SDS
SDS-PAGE
S

SEM
SPINK
TAP
TBS-T
TE
TEMED

Molaritét (mol/l)

Milli (10)

Mittlerer Arteriendruck

Minute

3-(N-Morpholino)-propansulfonsdure
Messenger Ribonukleinsédure

Nitrocellulose

Nukledrer Faktor-kB

Stickstoffmonoxid

Natriuretische Peptide

Natriuretischer Peptidrezeptor

Pankreas

Plittchen-aktivierender Faktor
Phosphatgepufferte Kochsalzlosung
Polycarbonat

Procarboxypeptidase A;
Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction)
potentia Hydrogenii
Phosphtidylinositol-4,5-biphosphat
Proteinkinase

Phospholipase C

Proteinphosphatase

Ribonukleinsédure

Umdrehungen pro Minute (rounds per minute)
Reverse Transkription Polymerase Kettenreaktion
Sodiumdodecylsulfat
Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Sekunde

Standardfehler des Mittelwerts

Serine Protease Inhibitor Type KAZAL I
Trypsinogen activated peptide

Tris-gepufferte Kochsalzlosung mit Tween
Tris-EDTA Puffer

Tetramethylethylendiamin
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TFA Trifluoressigsiure

TNFa Tumor Nekrose Faktor-a

TRIS Tris-hydroxymethyl-aminomethan

U Unit

UV Ultraviolett

Verd. Verdiinnung

VIP Vasoaktives intestinales Peptid
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