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Einleitung

1. Einleitung

Das Pankreas reagiert recht einformig auf eine ganze Reihe unterschiedlicher
schadlicher Einflisse und Noxen. Klinisches Korrelat dieser Reaktion ist die
Pankreatitis. Im Folgenden soll kurz das aktuelle gedankliche Rahmenkonzept
zur Pathogenese der akuten Pankreatitis dargelegt werden (1.1). Anschlie3end
erfolgt ein kurzer Uberblick liber die Rolle der Chemo- und Zytokine bei der
akuten Pankreatitis (1.2) sowie eine Vorstellung des JAK/STAT-
Signaltransduktionsweges (1.3). AbschlieRend wird auf die Fragestellung der

vorliegenden Arbeit eingegangen (1.4).

1.1. Akute Pankreatitis

1.1.1. Epidemiologie, Atiologie, Verlauf und Therapie der akuten Pankreatitis

Die akute Pankreatitis ist in den Industrielandern eine relativ haufig vorkom-
mende Erkrankung mit einer Inzidenz von 20-100 Féallen pro 100.000 Menschen
jahrlich. Die zwei Hauptursachen fur ca. 80-90% der Falle der akuten Pankreati-
tis sind in den westlichen Landern ein biliarer Aufstau im Rahmen von Gallen-
wegserkrankungen (Gallensteine, Gallengangsstenosen) und Alkoholabusus
(Steer und Meldolesi 1987). Seltenere Ursachen sind Medikamente, hereditare
Formen, iatrogene Formen nach ERCP oder Traumata. Die akute Pankreatitis
kann einen milden (interstitiell-6dematdsen) oder einen schweren (hamorrha-
gisch-nekrotisierenden) Verlauf mit bis zu 20% Mortalitdt haben. Die Therapie

ist bislang rein symptomatisch, eine kausale Therapie gibt es nicht.

1.1.2. Physiologie des exokrinen Pankreas

Zum Verstandnis und fir eine kausale Therapie der akuten Pankreatitis ist die
Physiologie des exokrinen Pankreas unerlasslich. Das exokrine Pankreas hat
zwei Bestandteile: das duktale System, das Flussigkeiten und Elektrolyte nach

Sekretinstimulation freisetzt, und die Azinuszellen, die durch Cholezystokinin
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(CCK) oder cholinerge Stimulation Verdauungsenzyme sezernieren (Steer und
Meldolesi 1987). Beim Menschen werden die CCK-Effekte tiber neuronale Ein-
flusse vermittelt, wobei die CCK-Rezeptoren auf prasynaptischen cholinergen
Neuronen lokalisiert sind (Owyang und Logsdon 2004). Die Schutzmechanis-
men des Pankreas, die bewirken, dass es nicht durch seine eigenen Produkte
geschadigt wird, umfassen im Einzelnen Folgendes: zum einen werden die po-
tenziell schadlichen Verdauungsenzyme als inaktive Vorstufen oder Zymogene
sezerniert und erst im Duodenum aktiviert. Weiterhin werden die Enzyme von
der Synthese bis zu ihrer Sekretion durch membrangebundene Organellen, den
sogenannten Zymogengranula, vom Zytoplasma der Azinuszellen getrennt.
Zymogengranula besitzen zuséatzliche Schutzmechanismen: sie beinhalten
Trypsininhibitoren, die Spuren vorzeitig aktivierten Trypsins inaktivieren kbnnen.
AulRerdem liegt der pH-Wert der Zymogengranula im sauren Bereich weit un-
terhalb des pH-Optimums der meisten proteolytischen Enzyme. Schliellich sor-
gen Proteasen daflrr, dass schon vorhandene aktive Enzyme degradiert werden
(Lerch und Gorelick 2000).

1.1.3. Pathophysiologische Konzepte der akuten Pankreatitis

Die akute Pankreatitis ist eine pl6tzlich auftretende, primér nicht-infektiése Ent-
zundung der Bauchspeicheldriise. Sie unterscheidet sich von der chronischen
Pankreatitis dadurch, dass es in aller Regel zu einer vollstdndigen Restitution
ohne nachweisbare morphologische Veranderungen (z.B. Verkalkungen, Gang-
veranderungen, Pankreassteine) kommt. Die Pathophysiologie der akuten
Pankreatitis konnte bisher nicht vollstandig aufgeklart werden. In der klassi-
schen Hypothese von Opie (Opie 1901a; Opie 1901b) wird Gallereflux in den
Ductus wirsungianus als Ursache angesehen, wobei die Pankreatitis durch di-
rekte toxische Effekte der Galle auf Pankreasgang und —azinuszellen erklart
wird. Diese Theorie basierte auf dem bei zwei an Pankreatitis verstorbenen Pa-
tienten erhobenen, autoptischen Nachweis von Gallensteinen, welche die Papil-
la major verschlossen. Allerdings findet sich ein gemeinsamer

Ausfiihrungsgang von Pankreas- und Gallenwegen, der lang genug ware, um
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einen Gallereflux im Falle einer steinbedingten Okklusion der Papille zu erlau-
ben, nur bei weniger als 20% der Bevdlkerung.

In den letzten Jahren hat sich ein Konzept der Pathophysiologie etabliert, das
erlaubt, drei wichtige Phanomene in der Frihphase der akuten Pankreatitis zu
definieren (James H. Grendell 1997; Steer 1997). die sekretorische Blockade
(Saluja, Saluja et al. 1989; JD Gardner 1993), die frihzeitige intrazellulare
Trypsinaktivierung (Saluja, Donovan et al. 1997; Hofbauer, Saluja et al. 1998;
Saluja, Bhagat et al. 1999), und schlief3lich die Bildung entzindlich aktiver Me-
diatoren wie z.B. TNF-a (Gukovskaya, Gukovsky et al. 1997), aber auch ande-
rer Zytokine (Brady, Christmas et al. 1999) einschlie3lich der Chemokine
(Grady, Liang et al. 1997; Han und Logsdon 1999; Han und Logsdon 2000).

Diese Phanomene sollen im Folgenden genauer erlautert werden.

= Sekretorische Blockade

Allgemein wird die akute Pankreatitis als autodigestives Geschehen betrachtet
(Saluja, Donovan et al. 1997). Das heil3t, dass das Pankreas durch die Verdau-
ungsenzyme, die es normalerweise produziert und sezerniert, geschadigt wird
(Steer 1997).

In der Frihphase der akuten Pankreatitis kommt es zu einer Zerstdérung des
Aktinzytoskeletts an der basolateralen Membran der Azinuszelle. Hierduch wird
der Transport der Verdauungsenzyme aus der Zelle heraus unterbrochen. Da
trotz der Blockade weiterhin Verdauungsenzyme synthetisiert werden, kommt

es zum Anstau der Enzyme in der Drise.

= Frihzeitige intrazellulare Trypsinaktivierung

Eine Pankreatitis entsteht, wenn inaktive pankreatische proteolytische Enzyme
wie z.B. Trypsinogen im Organ selbst aktiviert werden. Normalerweise liegt
Trypsinogen im Pankreassaft bis zum Erreichen des Duodenums in einem inak-

tivierten Zustand vor (s.0.).
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Die initialen Triggermechanismen zur Aktivierung von Trypsinogen sind noch
weitgehend unbekannt. Derzeit existieren zwei Theorien. Demnach wird die
Aktivierung der Verdauungsenzyme durch eine lysosomale Hydrolase, welche
Trypsin nach Fusion der Zymogengranula und Lysosomen aktiviert, initiiert. Al-
ternativ hierzu konnte die Aktivierung innerhalb des normalen intrazellularen
Sekretionsweges als Folge einer Blockade entstehen (sekretorische Blockade).
Gemeinsam ist beiden Theorien die Kolokalisation von Verdauungsenzymen
mit lysosomaler Hydrolase und anschlielBender Aktivierung der Zymogene.
Durch die sekretorische Blockade kommt es zu einer Umverteilung der Enzyme,
die normalerweise in Lysosome im Pankreas transportiert wirden. Lysosomale
Enzyme werden folglich in intrazytoplasmatischen Organellen mit Verdauungs-
enzymen kolokalisiert (siehe Abbildung 1). Durch diese Kolokalisation kommt es
Zu einer vorzeitigen Aktivierung von Trypsinogen zu Trypsin, wobei besonders
das lysosomale Enzym Cathepsin B eine wichtige Rolle spielt (Hofbauer, Saluja
et al. 1998; Halangk, Lerch et al. 2000), wobei im Cathepsin B-knock-out-
Mausmodell die vorzeitige Aktivierung von Trypsinogen zu Trypsin allerdings
nicht hundertprozentig gehemmt wurde. Die vorzeitige Aktivierung verursacht
ein Ungleichgewicht zwischen Proteasen und Antiproteasen (Dugernier, Laterre
et al. 2005). Einige Daten werfen allerdings noch Zweifel an der Bedeutsamkeit
der Kolokalisationshypothese bei der vorzeitigen Trypsinaktivierung auf. So
wurde zum einen eine Kolokalisation lysosomaler und sekretorischer Verdau-
ungsenzyme auch nach Stimulation mit Bombesin beschrieben, welches keine
Pankreatitis auslost (Grady, Dabrowski et al. 1996). AulRerdem konnte elektro-
nenmikroskopisch gezeigt werden, dass Cathepsin B und Verdauungsenzyme
auch in gesundem Pankreasgewebe bereits teilweise in den gleichen Organel-
len vorkommen (Willemer, Bialek et al. 1990). Insgesamt lasst sich festhalten,
dass der frihzeitigen intrazellularen Trypsinaktivierung eine wichtige Rolle flr
die Entstehung der Pankreatitis zukommt, wobei die Rolle der Kolokalisation

hierbei noch nicht abschlie3end geklart ist.
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Zytoplasma

Abbildung 1: Zellulare Geschehnisse, die zur akuten Pankreatitis fihren kdnnen. Reproduziert
nach Steer (1997).

=  Bildung entziindlich aktiver Mediatoren

Im Rahmen der friihzeitigen intrazellularen Trypsinaktivierung kommt es gleich-
zeitig zu einer zunehmenden Fragilitat der Zellorganellen, so dass nach deren
Ruptur die aktivierten Verdauungsenzyme den freien intrazytoplasmatischen
Raum erreichen und dort eine Zellschadigung verursachen kénnen (Lerch, Ha-
langk et al. 2000). Hierdurch beeinflussen nach Initialisierung der Autodigestion
vornehmlich auf3erazinare Faktoren den Schweregrad einer Attacke (James H.
Grendell 1997). Die Aktivierung von Leukozyten und die Freisetzung von Zyto-
kinen als biochemische Mediatoren der Immunreaktion spielt eine besondere
Rolle (Gross, Leser et al. 1993).

Aus den beschriebenen pathophysiologischen Zusammenhangen lassen sich
folgende Schlussfolgerungen fiur eine potentielle kausale Therapie ziehen. Die

Trypsinaktivierung ist ein sehr frihzeitiges Geschehen im Ablauf der akuten
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Pankreatitis. Das Zeitfenster zur Antagonisierung dieser Trypsinaktivierung ist
daher relativ klein. Die immunologische Reaktion hingegen setzt verhaltnisma-
RBig spat ein, ist lang anhaltend und beeinflusst den Schweregrad der akuten
Pankreatitis nachhaltig. Daher ist sie ein besonders viel versprechender An-
satzpunkt zur Beeinflussung des Schweregrades der akuten Pankreatitis. Da
die immunologische Reaktion durch die Zytokinwirkung vermittelt wird, stellt
deren Modifizierung einen potentiell kausaltherapeutischen Ansatz grof3er Re-
levanz dar. Beispielsweise wird von verschiedenen Zytokinen angenommen,
dass sie zur Apoptoseinduktion fahig sind (Chin, Kitagawa et al. 1997; Gu-
kovskaya, Gukovsky et al. 1997; Barber 2000; Gukovskaya, Gukovsky et al.
2002; Alam 2003). Da der Schweregrad der akuten Pankreatitis zum Ausmalf}
der Apoptose umgekehrt proportional ist (Bhatia 2004b), stellt die Apoptosein-
duktion mittels Zytokinen in der akuten Pankreatitis einen potentiell protektiven
Mechanismus dar (Alam 2003).

1.2. Zytokine, Chemokine und ihre Rolle bei der akuten Pankreatitis

1.2.1. Zytokine

Zytokine sind eine Gruppe korpereigener Peptide, die im Rahmen der immuno-
logischen Reaktion in verschiedenen Zelltypen der meisten Organe gefunden
werden. Manche Zytokine werden nur von einer sehr begrenzten Anzahl ver-
schiedener Zelltypen produziert, wahrend andere von fast dem kompletten
Spektrum aller bekannten Zelltypen produziert werden. Durch einen entspre-
chenden Stimulus sind somit fast alle Zelltypen zur Sekretion von Zytokinen
fahig. Einige Zytokine werden konstitutiv exprimiert, andere sind induzierbar.
Sie haben vielféltige, vor allem proinflammatorische und immunregulatorische
Funktionen. Zu den Zytokinen gehoéren unter anderem die Gruppen der Inter-
leukine (IL), Interferone (IFN), Wachstumsfaktoren und chemotaktische Zytoki-
ne (Chemokine).

Zytokine unterscheiden sich von Hormonen in mehreren Hinsichten. Sie wirken

Ublicherweise auf ein gro3eres Spektrum von Zielzellen, als dies bei Hormonen
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der Fall ist. AuRerdem werden Hormone nur von bestimmten spezialisierten, in
Drisen organisierten Zellen produziert, wahrend der Ursprung der Zytokine

sehr viel variabler ist.

1.2.2. Chemokine

Chemokine (chemotaktische Zytokine) stellen eine Untergruppe der Zytokine
dar. Sie sind eine wachsende Familie von interzellularen Mediatoren, die in ih-
ren Zielzellen viele wichtige biologische Antworten auslésen kdnnen (Leonard
2003). Zur Zeit sind Gber 40 Chemokine bekannt. Ihnen eigen sind einige struk-
turelle Gemeinsamkeiten sowie die Fahigkeit, Leukozyten anzulocken.

Chemokine sind 8-10 kD schwere Proteine und weisen 20-70% Homologie in
ihren Aminosauresequenzen auf (Luster 1998). Sie induzieren die Zellmigration
und -—aktivierung, indem sie an spezifische G-Protein-gekoppelte Zellober-
flachenrezeptoren auf den Zielzellen binden. Es sind verschiedene Chemokin-
rezeptoren bekannt, wobei einige nur auf bestimmten hamatopoietischen Zellen
vorkommen, wahrend andere weiter verbreitet sind. Einige Chemokine werden
konstitutiv exprimiert, andere sind induzierbar. Die Hauptstimuli zur Chemo-
kinproduktion sind frihe proinflammatorische Zytokine wie z.B. Interleukin-1 (IL-
1), Tumornekrosefaktor-a (TNF-a), Interferon-y (IFN-y), bakterielle Produkte wie
z.B. Lipopolysaccharide und virale Infektionen. Die Chemokine spielen neben
der Leukozytenattraktion eine wichtige Rolle bei der immunologischen Reakti-

on.

1.2.3. Rolle der Zyto- und Chemokine bei der akuten Pankreatitis

Sobald die akute Pankreatitis durch die lokale Schadigung des Pankreas mit
sekretorischer Blockade und frihzeitiger intrazellularer Aktivierung von Verdau-
ungsenzymen initiiert wurde, haben diese Faktoren wahrscheinlich keinen nen-
nenswerten Einfluss mehr auf den Schweregrad der Krankheit. stattdessen wird
dieser hauptsachlich von der gleichzeitig ablaufenden immunologischen Reak-

tion bestimmt. Hierbei kommt es zu einer Aktivierung von Makrophagen und
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Lymphozyten, die sowohl lokal (im Pankreas) als auch systemisch (insbesonde-
re in der Lunge) eine Entzindung in Gang setzen und so zu schweren Schaden
fuhren (Gross, Leser et al. 1993; Norman, Fink et al. 1995). Im Rahmen der
immunologischen Reaktion werden diverse pro- und auch antiinflammatorische
Zytokine und Wachstumsfaktoren freigesetzt, wie z.B. Monozyten-
chemotaktisches-Protein-1 (mcp-1), mob-1 (Grady, Liang et al. 1997; Gu-
kovskaya, Gukovsky et al. 1997), Interleukin-13 (IL-1B) (Fink und Norman
1997), Interleukin-6 (IL-6) (Leser, Gross et al. 1991; Viedma, Perez-Mateo et
al. 1992; Gross, Leser et al. 1993; Heath, Cruickshank et al. 1993), Platelet ac-
tivating factor (PAF) (Kald, Kald et al. 1993; Zhou, Levine et al. 1993) und Tu-
mornekrosefaktor-a (TNF-a) (Hughes, Gaber et al. 1995; Hughes, Henry et al.
1995). Diese Zytokine werden nicht nur von einwandernden Immunzellen pro-
duziert, sondern auch von den Azinuszellen selbst (Gukovskaya, Gukovsky et
al. 1997). Die Bauchspeicheldriise beeinflusst folglich aktiv die immunologische
Reaktion im Rahmen der Pankreatitis durch Chemokin-vermittelte Anreicherung
des Pankreasgewebes mit weil3en Blutzellen sowie deren Aktivierung durch
Zytokine. Nicht bekannt ist bisher allerdings, ob bzw. Gber welche Signal-
transduktionswege die Azinuszellen selbst auf Zytokine reagieren kénnen. Ein
besseres Verstandnis dieser Mechanismen kénnte zu neuen Therapieansatzen

zur Beeinflussung des Schweregrads der akuten Pankreatitis fuhren.

1.3. Der JAK/STAT-Signaltransduktionsweg

Interzellulare Signaltibertragung ist eine wichtige Voraussetzung fir die Regula-
tion der Entwicklung, des Wachstums und der Homdoostase in vielzelligen Or-
ganismen. Eine Mdglichkeit fir Zellen, miteinander zu kommunizieren, stellt der
JAK/STAT-Signaltransduktionsweg dar.

Die grundséatzlichen Bestandteile sowie die Funktionsweise dieses Signaltrans-
duktionsweges sind mittlerweile gut erforscht (Darnell, Kerr et al. 1994; lhle,
Witthuhn et al. 1995; Darnell 1996; Leonard 1996; Horvath und Darnell 1997).
Insbesondere ist flr viele Zyto- und Chemokine sowie Interferone bekannt, dass

sie ihre Wirkung Uber den JAK/STAT-Signaltransduktionsweg entfalten. Dieser
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Signalweg stellt ein sehr schnelles und direktes System der SignalUbertragung
von der Zellmembran zum Zellkern dar. Die Anzahl der unterschiedlichen betei-
ligten Proteinkomponenten ist die Grundlage fur die Spezifitat der durch ver-

schiedene Zytokine induzierten Signale (Leonard und O'Shea 1998).

1.3.1. Die Familie der Janus Kinasen

Bislang sind vier verschiedene Mitglieder der JAK-Familie bekannt: JAK1,
JAK2, JAK3 und TYK2. JAKs sind relativ groRe Kinasen mit einem Molekular-
gewicht von 120 — 130 kD. Wahrend JAK1, JAK2 und TYK2 quasi ubiquitar vor-
kommen, wird JAK3 nur in spezifischen Geweben exprimiert. In Naturlichen
Killerzellen (NK) wird JAK3 in gro3en Mengen konstitutiv exprimiert, wohinge-
gen es in T-Zellen, B-Zellen und myeloiden Zellen induzierbar ist (Kawamura,
McVicar et al. 1994; Musso, Johnston et al. 1995; Tortolani, Lal et al. 1995;
Gurniak und Berg 1996; Sharfe, Dadi et al. 1997). Neben dem Vorkommen in
hamatopoietischen Zellen wird JAK3 auch in glatter Gefal3muskulatur und En-
dothel exprimiert (Verbsky, Bach et al. 1996).

Rezeptor-Bindungsregion

AT
AXAYAN
J

H6 JH5  JH4 JH3  JH2 (Pseudoki- JH1
nase-Domaéne) (Kinase-
Domaéne)

Abbildung 2: Struktur der Janus Kinasen.

Allen Mitgliedern der JAK-Familie ist gemein, dass sie sowohl eine Kinase- als
auch eine Pseudokinase-Domane beinhalten, was auch zur Namensgebung als
»~Janus Kinasen“ gefuhrt hat (nach dem doppelgesichtigen rémischen Gott der
Pforten). Zusatzlich wurden zwischen den verschiedenen JAKs mehrere soge-
nannte JAK-Homologien gefunden (JHs 1-7, siehe Abbildung 2), deren Funktion
bislang unklar ist (Yamaoka, Saharinen et al. 2004). Die N-Termini der JAKs
sind relativ unterschiedlich. Sie ermdglichen die Bindung an Zytokinrezeptoren
(Frank, Gilliland et al. 1994; Frank, Yi et al. 1995; Zhao, Wagner et al. 1995;
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Chen, Cheng et al. 1997; Kohlhuber, Rogers et al. 1997). Fiur viele Zytokine ist
bekannt, welche JAKs und STATs sie aktivieren. Der durch IFN-a und IFN-3
vermittelte Signalweg bendtigt JAK1 und TYK2, IFN-y dahingegen JAK1 und

JAK2 (Velazquez, Fellous et al. 1992; Muller, Briscoe et al. 1993; Silvennoinen,
lhle et al. 1993; Watling, Guschin et al. 1993). Einen kurzen Uberblick tber die
jeweils am JAK/STAT-Signaltransduktionsweg beteiligten Proteine gibt Tabelle

1.

Tabelle 1: JAKs und STATSs, die von Zytokinen aktiviert werden (modifiziert nach Leonard und

O’Shea 1998).

Typ | Zytokine
IL-2, IL-7, IL-9, IL-15

-4

IL-3, IL-5, GM-CSF

IL-6, IL-11, OSM, CNTF, LIF, CT-1
Wachstumshormon

Prolaktin, Erythropoietin, Thrombopoietin
IL-13

IL-12

Leptin

Typ Il Zytokine

Interferone

IFN-a, IFN-B

IFN-y
IL-10 (kein Interferon)

JAKs

JAK1, JAK3

JAK1, JAK3

JAK2

JAK1, JAK2, TYK2
JAK2

JAK2
JAK1, JAK2, TYK2
JAK2, TYK2

JAK1, TYK2
JAK1, JAK2
JAK1, TYK2

STATs

STATb5a,
STAT3
STAT6
STAT5a, STAT5b
STAT3
STATb5a,
STAT3
STAT5a, STAT5b
STAT6

STAT4

STAT3

STATSb,

STATSb,

STAT1, STAT2
STAT1
STAT3
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1.3.2. Die Familie der “Signal transducers and activators of transcription”
(STATS)

Bislang sind sieben Mitglieder der STAT-Familie bekannt: STAT1, STATZ2,
STAT3, STAT4, STAT5a, STAT5b und STAT6 (Aaronson und Horvath 2002).
STATs mussen sechs essenzielle Funktionen erflllen: (1) die Funktion, an
phosphorylierte Tyrosine zu binden, (2) selbst tyrosin-phosphoryliert zu werden,
(3) zu dimerisieren, (4) in den Zellkern zu translozieren, (5) an DNA zu binden
und (6) die Genexpression zu modulieren. Die strukturelle Basis flr einige die-
ser Funktionen ist eindeutig: so kommt die Fahigkeit zur Bindung an phosphory-
lierte Tyrosine durch eine SH2-Domane zu Stande, wobei die Variabilitat dieser
Domane zur Spezifitdt der Signaltransduktion beitragt. Aul3erdem ist eine spezi-
fische Doméane bekannt, die selbst Tyrosinkinaseaktivitat aufweist und die Di-
merisation bewirkt. Weiterhin existieren eine Sequenz-spezifische DNA-
Bindungsdoméane (Ehret, Reichenbach et al. 2001), die an ein bestimmtes Motiv
(TTCNNNGAA) der DNA der Zielzelle bindet (,Konsens-Bindungsstelle®, siehe
Abbildung 3 und 4). Desweiteren gibt es eine C-terminale Doméane fir die Akti-
vierung der Transkription (TAD= transcriptional activation domain) und ver-
schiedene Regionen, die fur Protein-Protein-Interaktionen verantwortlich sind
(Horvath 2000).

77/ 1

STAT Dimeri- DNA SH2
sierungs Do- Bindungs-
mane Domane

Abbildung 3: Struktur der STATS.

STAT Proteine sind als Transkriptionsfaktoren in inaktivem Zustand als Teil von
Protein-Komplexen mit hohem Molekulargewicht im Zytoplasma der unstimulier-
ten Zielzellen lokalisiert. Nach ihrer Aktivierung formen die meisten STAT Prote-
ine (aulBer STAT2) Homodimere, manchmal auch Heterodimere (z.B. STAT1

und STATZ2 nach Aktivierung durch IFN-a). Die jeweilige Art der Dimerisierung

11
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hangt von der Spezifitdt der SH2-Doméne und von der Mikroumgebung des

phosphorylierten Tyrosins ab.

1.3.3. Funktionsweise des JAK/STAT-Signaltransduktionsweges

Der JAK/STAT-Signaltransduktionsweg stellt eine Mdglichkeit dar, extrazellula-
re Signale zum Zellkern zu Ubertragen und dort eine Veranderung der Ge-
nexpression zu bewirken (siehe Abbildung 4).

Nach Bindung des Liganden bilden Zytokinrezeptoren Homo- oder Heterodime-
re, wobei auch schon die Dimerisierung von Zytokinrezeptor-Untereinheiten
ausreicht, die Signaltbertragung in Gang zu setzen (de Vos, Ultsch et al. 1992;
Nakamura, Russell et al. 1994; Walter, Windsor et al. 1995). Die anschliel3ende
Dimerisierung der Rezeptor-assoziierten Janus Kinasen bewirkt die Tyro-
sinphosphorylierung des Zytokin-Rezeptors (Leonard und O'Shea 1998).

Die durch die JAKs phosphorylierten Tyrosinreste stellen Bindungsstellen fur
STATs dar. Nach Aktivierung von Oberflachenrezeptoren werden diese aus
dem Zytosol mobilisiert und binden an die Rezeptoren, wo sie tyrosinphospho-
ryliert werden. Dies bedingt die Ablésung vom Rezeptor, Homo- oder Heterodi-
merisierung und Translokation in den Nukleus.

Nur die dimerisierte Form der STATs ist in der Lage, in den Zellkern zu translo-
zieren, wo die Expression von Zielgenen moduliert wird. Wahrscheinlich wird
diese Translokation bewirkt, indem durch die Dimerisierung der STATs ein
.Kern Lokalisations Signal“ (=nuclear localization signal, NLS) freigelegt wird,
das noch nicht naher bekannt ist. Im Kern kdnnen die Dimere in den meisten
Fallen direkt an die DNA binden, wobei semipalindromische Motive
(TTCNNNGAA, sogenannte Konsens-Bindungsstelle, siehe Abbildung 4) er-
kannt werden, die ,IFN-y- aktivierte Sequenzen” (GAS, siehe Abbildung 4) hei-
Ben, da sie urspringlich als die durch STAT1-Homodimere erkannten
Sequenzen nach IFN-y Stimulation entdeckt wurden. Typ | Interferone bilden
hierbei eine Ausnahme: sie bendtigen zur DNA- Bindung p48 (Horvath und

Darnell 1997) und erkennen ein nonpalindromisches Motiv.

12
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Zytokine

@ y ——— Y

Zytosol /

Nukleus ( C,) Y_> >
STAT STAT
Y®

e000cec0occcooco o TTCNNNGAA EENXENNNENNN NN NN N

DNA GAS

Abbildung 4: Modell der Zytokin-Signaltransduktion via JAK/STAT-Signaltransduktionsweg (mo-
difiziert nach Leonard und O"Shea 1998).

Generell kdbnnen durch Transkriptionsfaktoren Zielgene entweder aktiviert oder
reprimiert werden. Im Fall der STATs konnte bisher Gberwiegend eine Genakti-
vierung und vermehrte Transkription nachgewiesen werden, nur selten wurde
eine Transkriptionsrepression beschrieben (Gil, Bohn et al. 2001; lvanov,
Bhoumik et al. 2001; Ramana, Gil et al. 2001). Zusatzlich zu ihrer intrinsischen
transkriptionsaktivierenden Aktivitdt konnen manche STATs physisch und funk-
tionell mit Koaktivatoren assoziieren. Dabei kann dasselbe STAT Protein mit
mehreren verschiedenen Koaktivatoren assoziieren, was dazu fihrt, dass in

unterschiedlichen Zelltypen oder Aktivierungszustanden verschiedene Gene in
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ihrer Expression beeinflusst werden kénnen, je nachdem, welcher Koaktivator
exprimiert ist.

Wird die STAT-Aktivitdt nicht mehr bendtigt, so stehen verschiedene Mecha-
nismen zur Deaktivierung zur Verfigung. So kann durch Dephosphorylierung
die Dimerisierung rickgéngig gemacht und die DNA-Bindung geldst werden
(Haspel, Salditt-Georgieff et al. 1996). Weiterhin wird zumindest STAT1 durch
eine Ubiquitin/ Proteasom- vermittelte Degradation abgebaut (Kim und Maniatis
1996). Ebenso existieren fir STAT1 zwei alternative Splicing-Formen, von de-
nen nur die langere aktiv ist (Horvath und Darnell 1996). Wird die STATL1-
Aktivitat nicht mehr bendtigt, so wird vermehrt die kirzere und damit inaktive
Variante produziert. Ausserdem kann die durch Zytokin-Stimulation ausgeloste
katalytische Aktivitdt der JAK Proteine durch verschiedene Proteine inhibiert
werden. Hierzu zahlen ,suppressors of cytokine signal-1* (SOCSs-1), ,JAK-
binding protein“ (JABs) und ,STAT-induced STAT inhibitor-1* (SSls-1) (Endo,
Masuhara et al. 1997; Naka, Narazaki et al. 1997; Starr, Willson et al. 1997).
Durch sie kdnnen STAT-abhé&ngige Signale sowohl direkt inhibiert, als auch im
Sinne eines negativen Ruckkopplungsmechanismus reguliert werden. Zusétz-
lich kbnnen sogenannte ,protein inhibitors of activated STATs" (PIAs) an aktive
STAT-Dimere binden, wodurch eine DNA-Erkennung verhindert wird (Shuai
2000).

Die Funktion des JAK/STAT-Signaltransduktionsweges im menschlichen Orga-
nismus ist vielfaltig, eine Vielzahl verschiedener Gene wird durch STAT Protei-
ne reguliert (Ouchi, Lee et al. 2000; Zhang und Darnell 2001). Allgemein dient
der JAK/STAT-Signaltransduktionsweg der Zellkommunikation bei Proliferation,
Differenzierung sowie der immunologischen Abwehr von Pathogenen.

Da viele bei der akuten Pankreatitis eine Rolle spielende Zyto- und Chemokine
sowie viele Akutphaseproteine in vielen Zelltypen (ber den JAK/STAT-
Signaltransduktionsweg ihre Wirkung ausiben, ist es Ziel dieser Arbeit, zu un-
tersuchen, ob die an der immunologischen Reaktion beteiligten Zytokine mittels
dieses Signaltransduktionsweges auch eine direkte Wirkung auf Pankreasazi-

nuszellen ausiuben kdnnen.
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1.4. Fragestellung

Die Bedeutung der immunologischen Reaktion fir den Schweregrad der Or-
ganschadigung sowie die systemischen Auswirkungen im Rahmen der akuten
Pankreatitis ist inzwischen gut belegt (Gross, Leser et al. 1993; James H.
Grendell 1997; Norman 1998; Bhatia, Brady et al. 2000; Mayer, Rau et al. 2000;
Gomez-Cambronero, Sabater et al. 2002). Intrapankreatische Zytokine kdnnen
zum einen von einwandernden Immunzellen sezerniert werden, zum anderen
sind aber auch die Azinuszellen selbst fahig, Chemo- und andere Zytokine zu
exprimieren. Nicht geklart ist hingegen bis jetzt, ob Azinuszellen auch direkt auf
Zytokine reagieren kénnen. Dies sollte in der vorliegenden Arbeit untersucht
werden, um hierdurch den Einfluss der immunologischen Reaktion direkt auf die
Azinuszellen besser zu verstehen.

In orientierenden Vorversuchen wurde die Expression verschiedener JAK- und
STAT-Proteine in Azinuszellen im Rattenmodell untersucht. Hierbei ergaben
sich Hinweise auf das Vorkommen dieser Proteine, so dass folgende Aufga-

benstellung zu bearbeiten war:

1. Welche Proteine aus der Familie der JAKs bzw. STATSs werden in

Pankreasazinuszellen konstitutiv exprimiert?

2. Sind die STAT-Proteine im Pankreas aktivierbar (i.e. phosphorylierbar)?

Falls ja, wie?

a) Durch physiologische Stimuli (z.B. Sekretagoga)?
b) Durch Stress?

3. Ist der Stimulationsmechanismus vergleichbar mit dem anderer Organe

(sind also JAKs an der Signaltransduktionskette beteiligt)?
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2. Material und Methoden

2.1. Verwendete Materialien und Tiere

Aus Grinden der Ubersichtlichkeit werden die verwendeten Materialien dem
Text in Materiallisten vorangestellt, wobei eine Unterteilung in allgemein benutz-

te und speziell fur die jeweiligen Methoden bendétigte Materialien erfolgt.

2.1.1. Allgemeine Chemikalien

Ammoniumpersulfat (APS)
Benzamidin

Bovines Serum Albumin (BSA)
Brij00 30% wiv
Bromphenolblau

CacCl

Collagenase P
DL-Dithiothreitol (DTT)
EGTA

Glucose

L-Glutamin

Glycerol

Glycerolphosphat

Glycin

HCI

HEPES

Isofluran ,Forene*
Isotonische Kochsalzlésung
KCI

KH,PO,
B-Mercaptoethanol

MgCl,

NacCl

NaF

NaHCO;

Na,HPO,

Sigma, Steinheim, Deutschland

Sigma, Steinheim, Deutschland

Sigma-Aldrich, Seelze, Deutschland

Sigma, Steinheim, Deutschland

Sigma, Steinheim, Deutschland

Sigma-Aldrich, Seelze, Deutschland

Roche Diagnostics, Mannheim, Deutschland

Sigma, Steinheim, Deutschland
Sigma, Steinheim, Deutschland
Sigma, Steinheim, Deutschland
Sigma, Steinheim, Deutschland
Sigma, Steinheim, Deutschland
Sigma, Steinheim, Deutschland
Sigma, Steinheim, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland

Sigma, Steinheim, Deutschland

Abbott GmbH, Wiesbaden, Deutschland

Braun, Melsungen, Deutschland
Sigma, Steinheim, Deutschland
Sigma, Steinheim, Deutschland
Sigma, Steinheim, Deutschland
Sigma, Steinheim, Deutschland
Sigma, Steinheim, Deutschland
Sigma, Steinheim, Deutschland
Sigma, Steinheim, Deutschland

Sigma, Steinheim, Deutschland
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NaOH

NazVO,

Nicht-essentielle Aminoséuren
Protease-Inhibitor-Cocktail-Set |
Sodiumdodecylsulfat (SDS)
TrisBase

Trypsin-Inhibitor

Sigma, Steinheim, Deutschland
Sigma, Steinheim, Deutschland
Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
Calbiochem, La Jolla, Californien
Fluka BioChemika, Buchs, Schweiz
Sigma, Steinheim, Deutschland

Sigma, Steinheim, Deutschland

2.1.2. Allgemeine Puffer und Losungen

HEPES-Ringer-Puffer (HRB):

Inkubationslésung:

Lysispuffer mit Phosphatase- und
Proteinase-Inhibitoren:

400 mg Glucose

4 ml nicht essentielle Aminosauren
4 ml Glutamin

10,8 ml NaCl

0,5 ml MgCl,

1,0 ml KCI

1,0 ml Na;HPO,

20 ml HEPES

0,5 ml CacCl,

Aqua dest. ad 200 ml
pH-Titration auf pH 7,45 — 7,48

150 ml HRB

150 mg BSA

15 mg Trypsin-Inhibitor
430mg Glycerolphosphat
8mg Benzamidin

50 pl Brij 35, 30% Lsg.
2,5 ml Glycerol

0,5 ml EGTA (100 mM)
0,5 ml NagVO, (200 mM)
0,5 ml NaF (100 mM)

50 ul DTT (1 M)

50 ul B-Mercaptoethanol
500 ul Protease-Inhibitor-Cocktail
PBS pH 7,4 ad 50 ml
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Lysispuffer mit Phosphatase- und
ohne Protease-Inhibitor-Cocktail

Phosphat-gepufferte Kochsalzlésung (PBS):

Sodiumdodecylsulfat-Puffer
(SDS-Puffer):

s.0., aul3er 500 pl Protease-Inhibitor-Cocktail

8 g NaCl
0,2 g KClI

2,68 g Na,HPO,4x 7H,0
240 mg KH,PO,

Aqua dest. ad 1000 ml
pH-Titration auf pH 7,4

3,03 g TRIS Base

14,4 g Glycin

19 SDS

100 ml B-Mercaptoethanol
Aqua dest. ad 1000 ml

2.1.3. Allgemeine technische Geréate und sonstige Materialien

Analysenwaage

Blot Kammer
Einmal-Kuvetten, UV
Gel-Blotting Papier
Kreisrittler Rocky 3D
Hyperfilm™ ECL™

Isofluran Vaporator
Kanllen, 27G

MiniSpin Zentrifuge
Magnetrihrer RCTbasic
Minigelapparatur
Nitrocellulosemembran ,Protran®
pH Meter InoLab pH Level 1
Pipetten

Power Supply

Sonoplus Bandelin HD 2070
Uberkopfrotator

Satorius, Géttingen, Deutschland
BioRad, Miinchen, Deutschland

Sarstedt, Numbrecht, Deutschland
Schleicher & Schilll, Dassel, Deutschland
Frobel Labortechnik, Lindau, Deutschland

Amersham Phamacia Biotech, Bucking-
hamshire, UK

Drager, Lubeck, Deutschland

Becton Dickinson GmbH, Heidelberg,
Deutschland

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

IKA Werke, Staufen, Deutschland
BioRad, Munchen, Deutschland
Schleicher & Schill, Dassel, Deutschland
WTW, Weilheim, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Amersham Phamacia Biotech, Bucking-
hamshire, UK

Bandelin Electronic, Berlin, Deutschland

Frobel Labortechnik, Lindau, Deutschland
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Ultrospec 3100 pro

Vortex Mixer 2020
Wasserbad GFL 1083
Zentrifuge 541712

Amersham Phamacia Biotech, Bucking-
hamshire, UK

neolLab, Heidelberg, Deutschland
GFL, Burgwedel, Deutschland

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

2.1.4. Spezielle Chemikalien, Puffer, Losungen und Gerate

" Materialien fur die LAppchen- und Azinuszellpraparation

Krebs-Ringer-Puffer (KRB):

Kollagenase-L6sung:

Wasch-Ldsung:

Sedimentationslésung:

400 mg Glucose

2 ml nicht essentielle Aminosauren
2 ml Glutamin

4,65 ml NaCl

0,5 ml MgCl,

0,5 ml KCI

0,5 ml Na,HPO,

6,5 ml NaHCO4

0,1 ml CacCl,

Aqua dest. ad 100 ml
pH-Titration auf pH 7,35 - 7,4

10 ml KRB
25 mg BSA
3000 U Kollagenase

10 ml KRB
100 mg BSA
1 mg Trypsin-Inhibitor

50 ml KRB
2g BSA
5 mg Trypsin-Inhibitor
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" Materialien fur die Behandlung der L&ppchen und Azini mit IFN-); IL-6,

EGF,TNF-a, CCK und AG-490

Tyrphostin AG-490
CCK

EGF

IFN-y

IL-6

TNF-a

Calbiochem, La Jolla, Californien
Research Plus, Manasquan, New Jersey
Pepro Tech EC, Ltd., London, UK
Pepro Tech EC, Ltd., London, UK
Pepro Tech EC, Ltd., London, UK
Pepro Tech EC, Ltd., London, UK

" Materialien fur die Immunprazipitation

Anti-JAK1-Antikdrper
Anti-JAK2-Antikdrper

Protein A Agarose Beads

Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, Cali-
fornien

Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, Cali-
fornien

Amersham Biosciences, Freiburg, Deutsch-
land

" Materialien fur Sodiumdodecyl-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-

PAGE) und Western-Blotting

Anti-JAK1-Antikdrper
Anti-JAK2-Antikdrper
Anti-TYK2-Antikdrper
Anti-STAT1-Antikorper
Anti-STAT2-Antikorper
Anti-STAT3-Antikorper
Anti-STAT4-Antikorper

Anti-STAT5-Antikorper

Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, Cali-
fornien

Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, Cali-
fornien

Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, Cali-
fornien

Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, Cali-
fornien

Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, Cali-
fornien

Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, Cali-
fornien

Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, Cali-
fornien

Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, Cali-
fornien
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Anti-STAT6-Antikorper

Anti-phospho-STAT1-
(pTyr701)-Antikdrper

Anti-phospho-STAT3-
(pTyr705)-Antikdrper

Anti-Kaninchen-Meerrettich-Peroxidase-
Antikdrper vom Schaf

Anti-Maus-Meerrettich-Peroxidase-Antikdrper
vom Schaf

ECL Western Blotting Detection Reagents

Methanol

PAA-LOsung (Acr-Bis)

Protein Standard broad range
Protein Standard low range
Tetramethylethylendiamin (TEMED)
Top Block

Trockenmilchpulver

TrisHCI

TweenJ20

Laemmli-Puffer:

Trenngelpuffer:

Sammelgelpuffer:

Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, Cali-
fornien

Upstate Biotechnology, Waltham, Massa-
chusetts

Upstate Biotechnology, Waltham, Massa-
chusetts

Amersham Biosciences, Freiburg, Deutsch-
land

Amersham Biosciences, Freiburg, Deutsch-
land

Amersham Biosciences, Freiburg, Deutsch-
land

Merck, Darmstadt, Deutschland
BioRad, Miinchen, Deutschland
BioRad, Miinchen, Deutschland
BioRad, Miinchen, Deutschland
BioRad, Miinchen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Seelze, Deutschland
BioRad, Miinchen, Deutschland
Sigma, Steinheim, Deutschland

Sigma, Steinheim, Deutschland

0,2 M Tris HCI (pH 6,8)
8% SDS

10% p-Mercaptoethanol
0,2% Bromphenolblau
40% Glycerol

45,4 g TRIS Base

19 SDS

Aqua dest. ad 250 ml
pH-Titration auf pH 8,8

15,14 g TRIS Base

1g SDS

Aqua dest. ad 250 ml
pH-Titration auf pH 6,8

21




Matherial und Methoden

Laufpuffer:

Transfer-Puffer:

Tris-gepufferte Kochsalzlésung +
Tween/720 (TBS-T):

Blocking-L&sung:

Waschldsung:

Trenngel 10%:

Sammelgel:

Stripping-Puffer:

3,03 g TRIS Base
14,4 g Glycin

19 SDS

Aqua dest. ad 1000 ml
3 g TRIS Base

14,41 g Glycin
3gSDS

200 ml Methanol
Aqua dest. ad 1000 ml

2,41 g TRIS Base

8,0 g NaCl

Aqua dest. ad 1000 ml
pH-Titration auf pH 7,6

1,5 ml Tweend20

TBS-T

5% Top Block / Non-Fat Dry Milk

TBS-T
2% Top Block / Non-Fat Dry Milk

4 ml Trenngelpuffer

6,7 ml Aqua dest.

5,3 ml PAA-L6sung (30%)
75 ul APS (10%)

37,5 Wl TEMED

1,25 ml Sammelgelpuffer
2,95 ml Aqua dest.

0,8 ml PAA-L6sung (30%)
30 pl APS (10%)

10 pl TEMED

100 ml TrisHCI (62,5 mM, pH 6,7)
2 g SDS
704 ul B-Mercaptoethanol
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] Materialien fur die Immunhistochemie

IFN-y Pepro Tech EC, Ltd., London, UK

Formaldehyd Amersham Biosciences, Freiburg, Deutsch-

Paraffin ISair(;;(rj11¢';1, Steinheim, Deutschland

Xylen Sigma, Steinheim, Deutschland

Ethanol Merck, Darmstadt, Deutschland

3% H,0, Merck, Darmstadt, Deutschland

Target Retrieval Solution DakoCytomation, Glostrup, Denmark

Anti-STAT 1-Antikorper Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz,
Californien

Anti-phospho-STAT1- Becton-Dickinson, Heidelberg, Deutschland

(pTyr701-) Anktikorper

PicTure-Anti-Maus-Sekundarantikdrper Zymed Laboratories, South San Francisco,
Californien

AEC-Losung Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz,
Californien

Hamatoxylin Merck, Darmstadt, Deutschland

2.1.5. Tiere

Fur die Praparation von Lappchen und isolierten Azinuszellen wurden mannli-
che Sprague-Dawley Ratten (Charles River Wiga, Sulzfeld, Deutschland) mit
einem Kdrpergewicht von 150 — 220 g verwendet. Die Tiere wurden in vollklima-
tisierten Stallen mit einem konstanten 12 h Licht-Dunkel-Zyklus mit freiem Zu-
gang zu Wasser und Futter und entsprechend den Bedingungen des
Tierschutzgesetzes gehalten. Die Tierversuche wurden von der zustandigen
Behotrde genehmigt (AZ: 211-2531-34/2001) und entsprechend den Bedingun-
gen des Tierschutzgesetzes (BGB1 S. 1105 vom 25.05.1998) durchgeflnhrt.
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2.2. Methoden

2.2.1. Lappchen- und Azinuszellpraparation

Nach Dekapitation unter Isofluran-Narkose wurde das Ratten-Pankreas unter
Entfernung anhangenden Fettgewebes entnommen und wahrend der weiteren
Verarbeitung in isotonischer Kochsalzlosung auf Eis gelagert.

Zur Gewinnung von Lappchen wurde das Organ sofort in ca. 2 x 2 mm grol3e
Fragmente geteilt. Die Fragmente wurden anschliel3end ohne weitere Verzoge-
rung in Inkubationslosung inkubiert, wobei pro Probe ca. 5 Fragmente verwen-
det wurden, um eine ausreichende Menge Protein zu erhalten.

Die Gewinnung von Azinuszellen erfolgte in Anlehnung an das Protokoll von
J.A. Williams (Williams, Korc et al. 1978) und unter Verwendung von Plastikma-
terial aus Polycarbonat (PC), da Vorversuche ergeben hatten, dass Kontakt mit
Glas die Azinuszellen stark beschadigt.

Zum Verdau wurde hierbei mit einer 27 G Kanule Kollagenase-L6sung in das
Organ injiziert, bis sich die einzelnen Pankreas-La&ppchen klar voneinander se-
parierten. AnschlieRend wurde das Gewebe in einem 25 ml Erlenmeyer-PC-
Kolben fir 30-40 min bei 37°C im Wasserbad geruttelt (120/min), wobei nach
10 min das Medium einmalig gewechselt wurde. Das so verdaute Gewebe wur-
de mit Hilfe von Pipetten mit absteigend grof3en Ansaugo6ffnungen (O 3 mm- 0,9
mm) mechanisch zu einer Gewebe-Zell-Suspension homogenisiert, die durch
ein angefeuchtetes Nylonnetz mit einer Maschengréf3e von 150 pum filtriert und
mit Waschlésung nachgespult wurde. Im Anschluss wurden die Azinuszellen
Uber einen Albumingradienten dreimal gewaschen, wobei der Sedimentations-
Uberstand jeweils verworfen wurde, und entweder direkt weiterverarbeitet oder

bei 37°C in Inkubationslosung inkubiert.
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2.2.2. Behandlung der L&ppchen und Azini mit IFN-); IL-6, EGF,TNF-a und
CCK

Die Préaparation der Pankreaslappchen allein fuhrte zu keiner signifikanten
STAT1-Phosphorylierung, so dass die Stimulation mit den verschiedenen Sub-
stanzen direkt im Anschluss an die Praparation durchgefiihrt werden konnte.
STAT3 hingegen war nach der Pankreasexplantation spontan phosphoryliert,
wobei die Phosphorylierung auch nach 8 h nicht reversibel war.

Vor der Stimulation der Pankreas-Azinuszellen wurden diese fur 8 h in Inkubati-
onsldésung bei 37°C unter stiindlicher Begasung mit O, inkubiert, um die durch
die Isolationsprozedur hervorgerufene reversible STAT1-Phosphorylierung
rickgéngig zu machen.

Fur die Stimulationsversuche wurden die Lappchen bzw. Azinuszellen bei 37°C
in Inkubationslésung mit den jeweils im Text angegebenen Konzentrationen

CCK, EGF, IFN-y, IL-6 oder TNF-a fir die angegebenen Zeitspannen inkubiert.

2.2.3. Vorbehandlung der Lappchen und Azini mit AG-490

Die Pankreaslappchen wurden fir 1 h in Inkubationslésung mit verschiedenen
Konzentrationen AG-490 prainkubiert. AG-490 wurde in DMSO aufgeldst, wobei
die hochste DMSO-Konzentration in den Proben 0,6% betrug. Zur Abschatzung
potentiell toxischer Effekte im Rahmen dieser DMSO-Konzentration wurde eine
Kontrollprobe mit 0,6% DMSO ohne AG-490 inkubiert. Nach der Prainkubation
wurden die Lappchen mit 300 U/ml IFN-y fir 30 min inkubiert. Anschlie3end
wurden die Proben wie oben beschrieben fir SDS-PAGE und Western-Blotting

vorbereitet.

2.2.4. Immunprézipitation

Zuerst wurden Protein A Agarose Beads in einem 1,5 ml Eppendorf-Réhrchen

mit Lysispuffer ohne Protease-Inhibitoren gewaschen, um Ethanolrtickstdnde zu

entfernen. Nach der Gewinnung von Pankreaslappchen bzw. Azinuszellen (Ab-
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schnitt 2.2.1) wurde das Material in eiskaltem Lysispuffer sonifiziert. Die Prote-
in-Konzentration wurde bestimmt und auf 1 mg/ml verdinnt. Pro Probe wurden
500-1000 pl Homogenat mit 40 pl vorgewaschenen Protein A Agarose Beads
vermischt und fir 60 min bei 4°C im inkubiert, um unspezifische Proteinbindun-
gen zu vermindern. Alle Inkubationsschritte erfolgten im Uberkopfrotator unter
standiger Durchmischung. Die Beads wurden 1 min bei 4°C und 14000 rpm
abzentrifugiert und der Uberstand mit den entsprechenden Antikdrpern in einer
Konzentration von 1:100 — 1:1000 fur 2 h bei 4° inkubiert. Die Proben wurden
anschlieBend mit 20 pl gewaschenen Protein A Agarose Beads fur 2 h bei 4°C
inkubiert und daraufhin abzentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das
Pellet zwei Mal mit Lysispuffer inklusive Protease-Inhibitoren gewaschen, in je
20 pl SDS-Puffer resuspendiert und 5 min bei 95°C gekocht. Die Immunprazipi-
tate wurden bis zur Weiterverarbeitung (SDS-PAGE und Western-Blotting) bei -
80°C aufbewahrt.

2.2.5. SDS-PAGE und Western-Blotting

. SDS-PAGE

Pankreaslappchen oder Azinuszellen wurden in 500 pl bzw. 250 pl eiskalten
Lysispuffer tUberfuihrt und sonifiziert. Die im Lysispuffer enthaltenen Phosphata-
se- und Proteinase-Inhibitoren sowie die konsequente Kihlung diente der Anta-
gonisierung der aus den Pankreaslysaten freigesetzten Phospatasen und
Proteinasen. Die Sonifikate wurden im Anschluss fur jeweils 15 min bei 4°C und
14000 rpm zentrifugiert, das Pellet wurde verworfen. Die im klaren Uberstand
enthaltenen Proteine wurden nach Proteinquantifizierung in der Proteine-
lektrophorese aufgetrennt.

Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte photometrisch nach der
Bradford-Methode. Die Kalibriergerade wurde mit definierten BSA-Standards
(0,2 — 0,8 mg/ml) angefertigt. Die Verdinnung des Reagenz und die Durchfih-

rung erfolgten nach den Angaben des Herstellers.
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Nach Verdunnung auf je 1 mg/ml Protein wurden die Proben in Laemmli-Puffer
aufgenommen und 5 min bei 95°C gekocht, wobei durch das im Puffer enthal-
tene B-Mercaptoethanol sowie die hohe Temperatur Disulfidbricken gespalten
und Proteine denaturiert wurden.

Von jeder Probe wurde eine Proteinmenge von 25 ug aufgetragen. Die Proben
wurden im elektrischen Feld anhand ihres Molekulargewichts aufgetrennt. Als
Molekulargewichtsstandards wurden Prestained SDS-PAGE Standards ver-
wendet. Die elektrophoretische Trennung der Proteine erfolgte fir 10 min bei
100 V, dann fur 50 min bei 200 V in 10%-igen SDS-Trenngelen (7,3 x 8,0 x 0,1

cm), die mit Sammelgelen tberschichtet wurden.

" Western-Blotting (Transfer)

Unmittelbar nach Beendigung der Elektrophorese wurden die aufgetrennten
Proteine mit Hilfe des Mini Trans-Blot Elektroblotsystems auf eine Nitro-

cellulosemembran (NC) transferiert. Der Transfer erfolgte bei 300 mA fur 1 h.

] Detektion

Um unspezifische Bindungsstellen abzusattigen, wurde die NC-Membran nach
erfolgtem Transfer 1 h lang bei Raumtemperatur in Blocking-Losung ge-
schwenkt. AnschlieRend wurde die Membran mit dem primaren Antikorper in
Waschlésung (1:1000) bei 4°C uber Nacht inkubiert. Die Membran wurde drei
Mal fur 10 min gewaschen, bevor der gegen den Primarantikdrper gerichtete
Sekundarantikorper in Waschlésung (1:10000) zugegeben und die Membran
nochmals fir 1 h inkubiert wurde. Nach einem erneuten Waschzyklus wurden
die jeweils nachzuweisenden Proteine durch verstarkte Chemilumineszenz
nach Angabe des Herstellers detektiert. Die Filme wurden exponiert, bis die
gewunschte Signalintensitat erreicht war (30 sec - 10 min). Die Gridsse der de-
tektierten Proteine wurde mit Hilfe eines Protein-Standard-Markers abgeschétzt.
Zusatzlich wurden Positivkontrollen fir die entsprechenden Antikoérper verwen-

det. Als Positivkontrollen kamen zur Anwendung:
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Tabelle 2: verwendete Antikdrper und entsprechende Positivkontrollen

Antikorper Positivkontrolle

JAK1 Jurkat-Zelllysat

TYK2 Humanes Endothelzelllysat
STAT1 A431-Zelllysat

STAT?2 K-562-Zelllysat

STATS3 A431-Zelllysat

STAT4 Zelllysat aus Rattenhoden
STATS Humanes Endothelzelllysat
STAT6 Jurkat-Zelllysat

" Oberflachenreinigung (,Stripping”) und Neutestung der Membran

Nach der Detektion phosphorylierter STATs mit Phosphotyrosin-spezifischen
Antikérpern wurden die Primar- und Sekundarantikorper selektiv mittels Strip-
ping von der Membran entfernt und diese anschlieRend mit den korrespondie-
renden gesamt-STAT-Antikdrpern getestet, um sicherzustellen, dass gleiche
Proteinmengen aufgetragen wurden. Hierzu wurde die Membran genau 30 min
lang bei 50°C in Stripping-Puffer unter leichtem Rdutteln inkubiert, da langere
Inkubationsperioden auch die Proteine von der Membran gewaschen héatten. Es
folgten zwei zehnminltige Waschgange in TBS-T und eine 30 minttige Inkuba-
tion in Blocking-L6sung. Danach wurden die entsprechenden Primarantikorper

und Sekundéarantikdrper analog obigem Protokoll verwendet.

2.2.6. Immunhistochemie

Pankreasgewebe wurde mit oder ohne 1000 U/ml IFN-y in Inkubationslosung ftr
30 min bei 37°C inkubiert. Anschlieend wurde das Gewebe Formaldehyd-

fixiert, nach einem standardisierten Verfahren im Histomaten in Paraffin einge-

bettet und in diinne Schichten geschnitten. Die Immunhistochemie wurde nach
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der modifizierten Methode von Krupinski (Krupinski, Slevin et al. 2003) durchge-
fuhrt. Die Paraffinschnitte des Formalin-fixierten Gewebes wurden in Xylen fur
30 min entparaffiniert und in einer absteigenden Ethanolreihe dehydriert. Um
die endogene Peroxidase-Aktivitat zu blockieren, wurden die Schnitte fiir 10 min
bei Raumtemperatur in 3% H,O, inkubiert. Es schloss sich ein 30 mindtiges
Erhitzen auf 98°C der in ,Target Retrieval Solution* schwimmenden Schnitte an.
Bei Raumtemperatur wurden sie Gber 20 min abgekuhlt und anschliessend in
Tris-Puffer gewaschen. Jeder Schnitt wurde fir 10 min mit 100 ul Protein-
Blocking-L6sung inkubiert, um unspezifische Bindungsstellen abzuséttigen, be-
vor er fur 20 h bei 4°C mit Gesamt-STAT1- bzw. Phosphotyrosin-spezifischen
STAT1-Antikorpern inkubiert wurde. Bevor der Sekundarantikérper fir 30 min
zugefugt wurde, wurden die Schnitte mehrfach in Tris-Puffer gewaschen. Einige
Kontrollschnitte wurden nur mit Sekundarantikorper markiert. Die Ergebnisse
wurden visualisiert, indem die Schnitte mit AEC-LOsung bis zur gewlnschten
Farbintensitat inkubiert wurden. Zuletzt wurden die Schnitte gewaschen und mit

Hamatoxylin gegengefarbt.

29



Ergebnisse

3. Ergebnisse
3.1. Expression von JAK- und STAT-Proteinen in Pankreasazinuszellen
Zum Nachweis der Expression der einzelnen JAK- und STAT-Proteine in

Pankreasazinuszellen wurden sowohl Homogenate frischer Pankreaslappchen

als auch isolierte Azinuszellen mittels Western-Blot untersucht.

A B P A
JAKL- _— C(P)  STATL pe——
JAK2- — -(P)  STAT2: = —— —=
Tyk2- STAT3-

P A STATS s ——

Abbildung 5: Expression von JAK- und STAT-Proteinen im Pankreas. Es wurden jeweils Proben
aus Pankreaslappchen (P) sowie Azini (A) gewonnen. TYK2 und die STAT-Proteine konnten
direkt nachgewiesen werden, wahrend JAK1 und JAK2 zuvor durch Immunopréazipitation (IP)
angereichert werden mussten. Fir STAT4 wurde ein Lysat aus Rattenhoden als Positivkontrolle
(+) benutzt.

Im Falle eines Vorliegens der entsprechenden Proteine in Pankreaslappchen
sollte mit der nachfolgenden Testung isolierter Pankreasazinuszellen sicherge-
stellt werden, dass diese die Hauptlokalisation darstellen. JAK3 wurde aufgrund
der bekannten restriktiven Expression in myelopoetischen und lymphatischen
Vorlauferzellen (Gurniak und Berg 1996) sowie negativen Ergebnissen in eige-
nen, orientierenden Vorversuchen nicht naher untersucht. STAT1, STATZ2,
STATS3, STAT5, STAT6 und TYK2 konnten direkt aus Pankreasgewebe- bzw.
Azinuszellproben nachgewiesen werden, wahrend JAK1 und JAK2 erst durch

Immunprazipitation angereichert werden mussten.
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Auf jede Probentasche wurden gleiche Mengen Protein (25ug) der jeweiligen
Probe aufgetragen, mittels SDS-PAGE aufgetrennt, mittels Blotting aus dem
Gel auf eine Membran transferiert und anschlielend die Membranen mit einem
gegen das entsprechende JAK- bzw. STAT-Protein gerichteten Antikdrper ge-
farbt (siehe Abbildung 5). Die Signalintensitat fur STAT1, STAT2, STAT3 und
STATS war sowohl in Gewebe- als auch in Azinuszellproben &hnlich stark. Das
STATG6-Signal dagegen war in Azinuszell-Proben deutlich schwécher als in
Proben aus Pankreashomogenat. STAT4 konnte nur schwach in Pankreas-
gewebe nachgewiesen werden, gar nicht hingegen in isolierten Azinuszellen.
Proteinlysate aus Rattenhoden dienten als Positivkontrolle fir den STAT4-
Antikérper. Um Pipettierfehler auszuschliel3en, wurden alle Experimente min-
destens drei Mal durchgefuhrt, wobei jeweils vergleichbare Ergebnisse erzielt

wurden.

3.2. Zellpraparationsstress induziert die STAT1-Phosphorylierung

Zum Nachweis einer STAT1-Aktivierung im Pankreas wurden Antikorper ver-
wendet, welche spezifisch tyrosinphosphoryliertes STAT1 erkennen (pTyr 701).
Direkt nach Organexplantation gewonnene Pankreasgewebeproben zeigten
keine STAT1-Phosphorylierung (siehe Abbildung 6A, Bahn 1), wohingegen iso-
lierte Azinuszellen direkt nach der Préparationsprozedur schon deutlich
phosphoryliert (siehe Abbildung 6A, Bahn 3) waren. Zum Nachweis der Spezifi-
tat des pTyr701-Antikérpers wurde eine Probe ohne Phosphatase-Inhibitoren
lysiert und mit alkalischer Phosphatase (1U/1,5 pg Protein) fir 30 min bei 37°C
inkubiert. Hierdurch wurde das tyrosinphosphorylierte STAT1-Signal entfernt,
nicht aber das gesamt-STAT1-Signal (siehe Abbildung 6A, Bahn 2). Wurde den
Zellen anschlieRend Gelegenheit zur Regeneration gegeben, indem sie bei
37°C in HEPES Puffer inkubiert wurden, so bildete sich die STATI1-
Phosphorylierung innerhalb von 8 h auf ein Niveau zurtick, das an der Grenze
der Nachweisbarkeit lag (siehe Abbildung 6A, 4-8). Somit ist der Effekt der Pra-

parationsstress-bedingten STAT1-Phosphorylierung reversibel.
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Abbildung 6: Der Zellpraparationsstress induziert die reversible Phosphorylierung von STAT1.
A: Die gezeigten Proben entsprechen: direkt nach Explantation des Organs gewonnenes
Pankreashomogenat (1), isolierte Azinuszellen nach Inkubation fir die jeweils vermerkten Zeit-
perioden (0-8 h). Eine Azinuszellprobe wurde direkt nach ihrer Praparation (0 h) fir 30 min bei
37°C mit alkalischer Phosphatase verdaut (aP) (2).

B: Nach jedem Schritt der Azinuspraparationsprozedur wurde eine Probe abgenommen und
weiterverarbeitet. Die folgenden Proben wurden entnommen: direkt nach Pankreasentnahme
(1), auf Eis mitgefuhrtes Pankreaslappchen (2), bei Zimmertemperatur mitgefiihrtes Pankreas-
l[Appchen (3), nach Kollagenaseeinspritzung (4), nach Inkubation bei 37°C unter Riitteln im
Wasserbad (5), nach mechanischer Zerkleinerung (6), nach Filtration durch ein Nylon-Netz (7),
nach Zentrifugation Uber einen Albumingradienten (8).

Im nachsten Schritt wurde bestimmt, welcher Teil der Praparationsprozedur
hauptsachlich zur Phosphorylierung von STAT1 beitragt. Hierzu wurden nach
jedem einzelnen Praparationsschritt Proben abgenommen und sofort weiterver-
arbeitet (siehe Abbildung 6B und Tabelle 3).
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Tabelle 3: Schritte der Azinuszell-Isolationsprozedur

Nr: Vorgang:

1 Pankreasexplantation (s. Abb. 6A und B, Bahn 1)
Kollagenase-Injektion (s. Abb. 6B, Bahn 4)
3 Inkubation unter Riitteln im 37°C warmen Wasserbad fur 20 min (s.

Abb. 6B, Bahn 5)

mechanische Zerkleinerung des Organs (s. Abb. 6B, Bahn 6)

Filtration des Homogenats durch ein Nylon-Netz (s. Abb. 6B, Bahn 7)
Zentrifugation der Azinuszellen tber einen Albumingradienten (s. Abb.
6B, Bahn 8)

Die Pankreasexplantation hatte noch keinen Effekt auf die STATL1-
Phosphorylierung (siehe Abbildung 6B, Bahn 1). Eine direkt nach Pankreasent-
nahme wahrend der Praparationsprozedur auf Eis mitgefihrte Probe zeigte
ebenso wenig eine STAT1-Phosphorylierung (siehe Abbildung 6B, Bahn 2),
wéahrend ein Mitfihren der Probe bei jeweils in der Azinuszellisolationsprozedur
erforderlicher Temperatur bereits zu einer deutlichen STAT1-Phosphorylierung
fuhrte (siehe Abbildung 6B, Bahn 3). Wahrend Schritt 2 der Azinuszell-
Isolationsprozedur noch keine STAT1-Phosphorylierung bewirkte (siehe Abbil-
dung 6B, Bahn 4), zeigte sich ab Schritt 3 eine zunehmende STATI1-
Phosphorylierung (siehe Abbildung 6B, Bahn 5), die wahrend der folgenden
Praparationsschritte (siehe Abbildung 6B, Bahnen 6-8) kontinuierlich zunahm.
Zum Nachweis, dass in allen Proben vergleichbare Proteinmengen aufgetragen
wurden, wurden die Oberflachen aller Membranen gereinigt und mit einem pan-
STAT1-Antikorper erneut gefarbt (siehe Abbildung 5B, unterer Teil).

Beruhend auf diesen Ergebnissen wurden die folgenden Experimente z.T. in
Pankreaslappchen durchgefiihrt, da bereits gezeigt worden ist, dass die jeweili-
gen STATs in den Azinuszellen lokalisiert sind. Zuséatzlich erforderte die Prapa-
ration der Pankreaslappchen weniger Aufwand als die der Azinuszellen und rief
keine Phosphorylierung der STATs hervor. Die in dieser Arbeit dargestellten
Versuche beschrdnken sich im Folgenden auf STAT1 und STAT3, da diese
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beiden STAT-Proteine in zwei der Haupt-Stresssignaltibertragungswege invol-
viert sind. So aktiviert IFN-y STAT1, wahrend IL-6 STAT3 phosphoryliert
(Ahmed und Ivashkiv 2000; Bhatia, Brady et al. 2000; Ortmann, Cheng et al.
2000; El-Hashemite und Kwiatkowski 2005).

3.3. Behandlung mit IFN-yinduziert die STAT1-Phosphorylierung

Zur Untersuchung der STAT1-Phosphorylierung nach physiologischer Stimula-
tion im Pankreas wurden Stimulationsreihen mit IFN-y durchgefihrt, da IFN-y in
vielen Zellarten ein klassischer Aktivator von STAT1 ist und einen gut beschrie-
benen JAK/STAT-Signaltransduktionsweg initiiert, der tber JAK1 und JAK2 zu
STATL1 fuhrt (Darnell, Kerr et al. 1994). Um auszuschliel3en, dass die Stimulati-
onsergebnisse in Pankreaslappchen auf extraazinare STAT Expression zurick-
zufiuhren sind, wurden zusatzlich ahnliche Experimente in isolierten
Azinuszellen durchgefihrt.

Pankreaslappchen wurden direkt nach ihrer Praparation bei 37°C in HEPES
Puffer mit verschiedenen Konzentrationen IFN-y fur verschiedene Zeitintervalle
inkubiert (siehe Abbildung 7A), da Vorversuche gezeigt hatten, dass es durch
die Praparation zu keiner nennenswerten STAT1-Phosphorylierung kommt.
Zum Nachweis, dass in allen Proben vergleichbare Proteinmengen aufgetragen
wurden, wurden die Oberflachen aller Membranen gereinigt und mit einem pan-
STAT1-Antikorper erneut gefarbt. (siehe Abbildung 7A, unterer Teil).

Es konnte gezeigt werden, dass alleinige Inkubation der Pankreasl&ppchen bei
37°C ohne IFN-y zu keiner STAT1-Phosphorylierung fuhrte (Abbildung 7A,
Bahnen 2 und 6), wahrend nach einer Inkubationszeit von 30 min bei jeder der
verwendeten Interferonkonzentrationen eine deutliche STAT1-Phosphorylierung
zu beobachten war (Abbildung 7A, Bahnen 3-5 und 7-9).

Fur die Stimulation frisch praparierter Azinuszellen wurden diese fir 8 h bei
37°C unter stuindlicher Sauerstoffoegasung in HEPES Puffer prainkubiert, um
die stressinduzierte STAT1-Phosphorylierung zu minimieren (siehe Abbildung
7B, Bahn 2 oben und unten). AnschlieRend wurden die Zellen mit IFN-y in un-

terschiedlichen Konzentrationen fur unterschiedliche Zeitspannen inkubiert.
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Zum Nachweis, dass in allen Proben vergleichbare Proteinmengen aufgetragen
wurden, wurden die Oberflachen aller Membranen gereinigt und mit einem pan-

STAT1-Antikorper erneut gefarbt (siehe Abbildung 7B, jeweils unterer Teil).
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Abbildung 7: IFN-yinduziert zeit- und konzentrationsabhangig die STAT1-Phosphorylierung.

A: Abgebildet sind: unstimulierte Pankreaslappchen sofort nach Lappchenpraparation (1) und
nach Inkubation bei 37°C mit IFN-yin den angegebenen Konzentrationen fir die angegebenen
Zeitintervalle (2-9).

B: Pankreasazinuszellen wurden prapariert und fir 8 h unter stindlicher O,-Begasung in
HEPES Puffer bei 37°C inkubiert. Anschlieend wurden die Zellen mit IFN-y entweder fir eine
Zeitspanne von 30 min (oben) mit den vermerkten Konzentration IFN-y (oben, 3-8), oder mit
IFN-yin einer Konzentration von 100 U/ml (unten) fir die vermerkten Zeitspannen (unten, 3-8)
inkubiert. Kontrollproben ohne Behandlung mit IFN-ydienten zum Nachweise eines Rickgangs
der stressinduzierten STAT1-Phosphorylierung und wurden direkt nach der Préaparation (oben
und unten, 1) sowie nach achtstiindiger Inkubation bei 37°C (oben und unten, 2) gewonnen.

Phosphorylierung von STAT1 war bei einer Inkubationsperiode von 30 min ab
IFN-y-Konzentrationen von 10 U/ml erkennbar und zeigte eine dosisabhéngige
Steigerung (siehe Abbildung 7B, Bahnen 6-8 oben). Nach Inkubation mit Inter-

feron-Konzentrationen von 100 U/ml konnte eine deutliche STAT1-
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Phosphorylierung beobachtet werden, die bereits nach 5 min einsetzte, nach 15
min zunahm und auch nach 30 min nicht zurtickging (siehe Abbildung 7B, Bah-
nen 6-8 unten).

Es konnte somit gezeigt werden, dass die STAT1-Phosphorylierung nach ihrem
Auftreten durch Praparationsstress innerhalb von 8 h praktisch vollstandig zu-
riackgebildet und durch konsekutive Stimulation mit IFN-y reinduzierbar ist. Au-
Rerdem wurde gezeigt, dass die Reaktion von Pankreasazinuszellen auf IFN-y
prompt, bereits durch physiologische Konzentrationen induzierbar (Muller, Bris-
coe et al. 1993; Watling, Guschin et al. 1993) und zeit- sowie konzentrationsab-

hangig ist.

3.4. AG-490 inhibiert die IFN-y-induzierte STAT1-Phosphorylierung

In vielen Zellen und Geweben existiert ein gut beschriebener JAK/STAT-
Signaltransduktionsweg, der tber JAK1 und JAK2 zur Phosphorylierung von
STATL1 fuhrt (Darnell, Kerr et al. 1994). Wir préainkubierten Pankreasgewebe vor
Stimulation mit IFN-y mit dem JAK2-Inhibitor Tyrphostin AG-490, um zu unter-
suchen, ob der in Pankreasazinuszellen durch IFN-y aktivierte JAK/STAT-
Signaltransduktionsweg JAK2-abhangig ist, was auf einen analogen Mechanis-
mus in diesem Gewebetyp schliessen liesse. Tyrphostin AG-490 ist ein selekti-
ver JAK2-Inhibitor (Meydan, Grunberger et al. 1996), folglich lasst sich
hierdurch ermitteln, ob JAK2 an der Signaltransduktion beteiligt ist.

Da AG-490 in DMSO aufgeldst wurde und héhere DMSO-Konzentrationen ab-
hangig vom Zelltyp toxisch sind, wurde in einer Reihe von Vorversuchen die
Toxizitat von DMSO auf Azinuszellen tberprift. Trypanblau-Farbung von Azini
und L&ppchen, vorbehandelt mit den in unseren Experimenten verwendeten
Hdchstkonzentrationen von 0,6% DMSO, zeigten einen nachweisbaren Einfluss
auf die Zellviabilitat isolierter Azinuszellen, jedoch keinen Einfluss auf die Viabi-
litat frisch gewonnener Gewebelappchen. Daher wurden die weiteren Versuche

an Pankreaslappchen durchgefihrt.
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Abbildung 8: Die IFN- pinduzierte STAT1-Phosphorylierung wird durch AG-490 inhibiert.
Pankreaslappchen wurden prapariert und fur 1 h bei 37°C mit AG-490 (in DMSO geldst) in den
gezeigten Konzentrationen prainkubiert (4-7). Anschlielend wurden die Lappchen fir 30 min
mit 300 U/ml IFN-yinkubiert (2-7). Eine Kontrollprobe wurde fiir 1,5 h ohne IFN-yinkubiert, um
zu zeigen, dass die Praparation und Inkubation der L&ppchen nur eine minimale STAT1-
Phosphorylierung bewirkte (1). Eine weitere Kontrollprobe wurde mit 0,6% DMSO ohne AG-490
inkubiert, um die potentielle Toxizitat des Losungsmittels beurteilen zu kdnnen (3).

Die Lappchen wurden fur 1 h mit AG-490 in Konzentrationen von 100 uM bis 1
mM prainkubiert und anschlieend mit 300 U/ml IFN-y behandelt. Als Kontrolle
wurde eine Probe ohne AG-490 oder IFN-y fur 1,5 h inkubiert, was erwartungs-
gemass zu keiner STAT1-Phosphorylierung fuhrte (siehe Abbildung 8, Bahn 1).
Die durch IFN-y hervorgerufene STAT1-Phosphorylierung konnte durch AG-490
komplett inhibiert werden, wobei die Inhibition konzentrationsabhéngig war (sie-
he Abbildung 8, Bahnen 4-7). Sie setzte bei einer Konzentration von 0,1 mM
AG-490 ein und steigerte sich bis zu einer Konzentration von 1,0 mM. Diese
Hochstdosierung AG-490 fuhrte zu einem volligen Verschwinden des STAT1-
Phosphotyrosin-Signals (siehe Abbildung 8, Bahn 7). Behandlung einer Probe
mit DMSO in einer Konzentration von 0,6% ohne AG-490 (siehe Abbildung 8,
Bahn 3) diente zum Ausschluss potentieller unspezifischer DMSO Effekte. Ver-
gleicht man Bahn 2 und 3 in Abbildung 8, so kdnnte man meinen, dass DMSO
einen geringfugigen Effekt auf die Phosphorylierung von STAT1 hat. Zwar wur-
de keine Densitometrie durchgeftihrt, um diese Vermutung endgultig zu wider-
legen. Allerdigs lasst sich auch ohne Densitometrie schon erkennen, dass auf
Bahn 2 mehr Gesamtprotein aufgetragen wurde. Zum Nachweis, dass in allen
Proben vergleichbare Proteinmengen aufgetragen wurden, wurden die Oberfla-
chen aller Membranen gereinigt und mit einem pan-STAT1-Antikbrper erneut

gefarbt (siehe Abbildung 8, unten).
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3.5. Nach IFN-y-Behandlung wird STATL1 in den Zellkern verlagert

Die STAT-Proteine wandern nach ihrer Phosphorylierung vom Zytosol in den
Zellkern, binden dort spezifische DNA-Sequenzen und regulieren dadurch die
Expression von Zielgenen (Darnell 1996). Zum Nachweis der phospho-
rylierungs- und damit aktivierungsabhangigen nuklearen Translokation von
STAT1 in Pankreasazinuszellen wurden immunhistochemische Farbungen mit
Antikorpern gegen gesamt-STAT1 sowie spezifisch gegen phosphoryliertes
STAT1 vorgenommen. Dadurch konnte sowohl die intrapankreatische als auch
intrazellulare Verteilung von STAT1 vor und nach Behandlung mit IFN-y be-
stimmt werden.

Schnitte unbehandelten Pankreasgewebes zeigten eine diffuse STATI1-
Verteilung im Zytoplasma der Azinuszellen (siehe Abbildung 9A) (Briscoe, Gu-
schin et al. 1996). Nach Stimulation des Pankreasgewebes mit IFN-y konnte
STAT1 zusatzlich und akzentuiert im Zellkern nachgewiesen werden (siehe Ab-
bildung 9B). Im Gegensatz dazu zeigten die mit dem spezifischen Phosphotyro-
sinantikdrper gefarbten Schnitte kein phosphoryliertes STATL1 in unstimuliertem
Pankreasgewebe (siehe Abbildung 9C). Behandlung von Pankreasgewebe mit
IFN-y fuhrte zur nukledren Anreicherung (siehe Abbildung 9D). Zum Ausschluss
unspezifischer Antikérper-Bindung wurden Kontrollschnitte nur mit sekundarem
Antikorper gefarbt. Diese Schnitte zeigten kein Signal (in der Abbildung nicht
gezeigt).
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Abbildung 9: Nach Behandlung mit IFN-ywird STAT1 vom Zytosol in den Zellkern verlagert.
Pankreasgewebeproben wurden in HEPES Puffer fir 30 min mit bzw. ohne 1000 U/ml IFN-y
inkubiert und fur die Immunhistochemie prapariert. Die Gewebeschnitte wurden entweder mit
einem Antikdrper gegen gesamt-STAT1 (STAT1) oder spezifisch gegen tyrosinphosphoryliertes
STATL (pTyr701) gefarbt. Abgebildet sind reprasentative Schnitte fir gesamt-STATL1 vor (A)
und nach (B) Behandlung mit IFN-y und fur phosphoryliertes STAT1 vor (C) und nach (D) Be-
handlung mit IFN-). Die Pfeile in (A) zeigen eine diffuse zytoplasmatische Farbung. Die einge-
fugten Bilder in (B) und (D) zeigen eine VergroRerung des jeweils markierten Ausschnitts, um
die Expression im Zellkern zu veranschaulichen.

Bei der Beurteilung der Ergebnisse ist zu beachten, dass die IFN-y-induzierte,
grof3tenteils randstandige Farbung das erwartete Resultat dieses Experimentes
darstellt und nicht als methodologisches Artefakt gewertet werden sollte: Lapp-
cheninkubation mit IFN-y betrifft nur die aul3eren Anteile der Lappchen, da IFN-y

unter diesen in-vitro Bedingungen nicht tiefer in das Pankreasgewebe eindringt.
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3.6. Durch Behandlung mit TNF-a, EGF oder IL-6 wird die STATI1-

Phosphorylierung nicht induziert

Die folgenden Experimente dienten dazu, den Phosphorylierungsstatus von
STAT1 nach Stimulation mit einer Reihe von Wachstumsfaktoren und Zytokinen
zu bestimmen, von denen bekannt ist, dass sie in der akuten Pankreatitis eine
Rolle spielen.

Zur Vereinfachung der Experimente wurden daher die zur Dosisbestimmung
und Orientierung dienenden Vorversuche in Pankreaslappchen durchgefihrt.
Die Ergebnisse wurden dann in isolierten Pankreasazinuszellen bestéatigt.
Untersucht wurde die STAT1-Phosphorylierung nach Stimulation mit Epidermal
Growth Factor (EGF), Interleukin-6 (IL-6) und Tumornekrosefaktor-a (TNF-a).
Von diesen ist sowohl bekannt, dass sie bei der Entwicklung der akuten
Pankreatitis eine Rolle spielen, als auch dass sie in anderen Zellarten STAT1
aktivieren konnen (Darnell, Kerr et al. 1994; Hemmann, Gerhartz et al. 1996;
Gukovskaya, Gukovsky et al. 1997; Inagaki, Hoshino et al. 1997; Guo, Dunbar
et al. 1998; Dembinski, Warzecha et al. 2000). Die Lappchen konnten ohne sig-
nifikante Induktion von STAT1 gewonnen werden und bendétigten somit keine
achtstiindige Prainkubation vor der eigentlichen Stimulation (siehe Abbildung 6,
Bahn 1). Obwohl eine grol3e Anzahl verschiedener Konzentrationen und Zeitin-
tervalle zur Anwendung kamen, konnte keine STAT1-Phosphorylierung festge-

stellt werden (Abbildungen nicht gezeigt).
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3.7. Pankreasentnahme fuhrt zZu lang anhaltender STAT3-

Phosphorylierung

Der Aktivierungsstatus von STAT3 im Pankreasgewebe wurde mittels eines
spezifischen Phosphotyrosin-Antikérpers (pTyr705) im Western-Blot getestet.
Direkt nach der Organexplantation gewonnene Homogenate aus Pankreasge-
webe zeigten keine konstitutive STAT3-Phosphorylierung (siehe Abbildung 10A,
Bahn 1). Wurden die Proben allerdings nach der Lappchenpraparation gewon-
nen (siehe Abbildung 10A, Bahnen 2-6), zeigte sich eine STATS3-
Phosphorylierung, die sich auch nach einer Inkubationszeit von 8 h nicht zu-
rickbildete (das schwéchere phospho-STAT3-Signal nach einer Inkubationszeit

von 8 hist auf die geringere Gesamtproteinmenge zurtickzufthren).

A
B pTyr705- e N Wy W—— === .92 kDa
STAT3- e S A i - . -92kDa
12 3 4 5 6 7 8
P

Abbildung 10: Der Lappchen- sowie Azinuspraparationsstress induziert die irreversible STAT3-
Phosphorylierung.

A: Direkt nach Organexplantation wurden Lappchen prapariert. Die Proben wurden direkt nach
der Lappchenpréaparation (1) sowie nach 1-8 h Inkubation bei 37°C in HEPES Puffer abgenom-
men (2-7).

B: Nach jedem Schritt der Azinuspraparationsprozedur wurde eine Probe abgenommen und
weiterverarbeitet, siehe Legende Abbildung 6B und Tabelle 2.

Ebenso wiesen isolierte Azinuszellen direkt nach der Praparationsprozedur
(siehe Abbildung 10B) eine deutliche STAT3-Phosphorylierung auf, die sich
auch nach einer Prainkubationszeit von 8 h bei 37°C in HEPES Puffer nicht

vollstandig zuriickbildete (Abbildungen nicht gezeigt). Eine potentielle, spéater
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auftretende Ruckbildung konnte nicht untersucht werden, da langere Prainkuba-
tionsintervalle der isolierten Azinuszellen (>8 h) zum Absterben eines grol3en

Teils der Zellen fuhrte.

3.8. Durch Behandlung mit IFN-y, EGF, IL-6 oder TNF-a wird keine zusatz-
liche STAT3-Phosphorylierung induziert

Die Stimulation der Pankreaslappchen direkt nach Gewinnung bzw. der Azinus-
zellen nach einer achtstiindigen Prainkubationszeit mit IFN-y, EGF, IL-6 bzw.
TNF-a wurde fir eine Reihe verschiedener Konzentrationen tiber mehrere Zeit-
intervalle durchgefthrt (Abbildungen nicht gezeigt). Behandlung mit keinem der
genannten Faktoren fuhrte zu einer nachweisbaren Verstarkung der vorhande-
nen, praparationsbedingten STAT3-Phosphorylierung in Pankreaslappchen
bzw. in isolierten Azinuszellen nach achtsttindiger Prainkubation.

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass anhand der durchgeftihrten Expe-
rimente die Regulierung der STAT3-Aktivitat im Pankreas nicht eindeutig beur-
teilt werden kann, da bereits sowohl die Praparation der Pankreaslappchen als
auch der Azini zu einer schnellen und lang anhaltenden STAT3-
Phosphorylierung fihrte und keines der genannten Zytokine zu einer klaren

zusatzlichen Induktion der STAT3-Phosphorylierung fihrte.

3.9. Durch Behandlung mit Cholezystokinin wird die STAT1- oder
STAT3- Phosphorylierung nicht induziert

Cholezystokinin (CCK) fuhrt in physiologischen und insbesondere in supraphy-
siologischen  Konzentrationen zur Aktivierung verschiedener Stress-
Signaltransduktionswege in Pankreasazinuszellen (Groblewski, Grady et al.
1997; Gukovsky, Gukovskaya et al. 1998; Schafer, Ross et al. 1998; Wagner,
Metzler et al. 1999; Wagner, Mazzucchelli et al. 2000; Bi und Williams 2004;
Gukovsky, Cheng et al. 2004). Da der JAK/STAT-Signaltransduktionsweg in
mehrerlei Hinsicht ebenfalls einen Stress-Signaltransduktionsweg darstellt
(Gatsios, Terstegen et al. 1998; Carballo, Conde et al. 1999; Pan, Fukuda et al.
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1999), sollte in einer Versuchsreihe der Aktivitdtsstatus der am starksten in
Pankreasazinuszellen exprimierten STAT Proteine (STAT1 und STAT3) nach
Stimulation mit CCK untersucht werden.

Die Versuche wurden sowohl in Pankreasl&ppchen als auch in isolierten Azi-
nuszellen durchgefihrt, wobei in Stimulationsreihen Konzentrationen im phy-
siologischen Bereich (10, 100 pM) sowie im supraphysiologischen Bereich (1,
10, 100 nM) fur 5 bzw. 30 min verwendet wurden (siehe Abbildung 11). Mit IFN-
y behandelte Proben dienten als Positivkontrolle fir STAT1 (siehe Abbildung
11A, Bahn 2, Abbildung 11B Bahn 3 und 10). Im Gegensatz zur Phosphorylie-
rung von STAT1 durch Préparationsstress oder durch Stimulation mit IFN-y be-
wirkte CCK in keiner der verwendeten Konzentrationen eine Phosphorylierung
von STATL1. Ebenso wenig liess sich, soweit beurteilbar, eine Verstarkung der
Hintergrundphosphorylierung von STAT3 durch CCK in Pankreaslappchen bzw.

isolierten Azinuszellen nachweisen.
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Abbildung 11: CCK induziert nicht die STAT1-Phosphorylierung.

Pankreaslappchen (A) und isolierte Azinuszellen (B) wurden mit CCK in den angegebenen
Konzentrationen und fir die angegebenen Zeitintervalle inkubiert (A: 3-7, B: 4-8 und 11-15).
Eine Probe wurde jeweils direkt nach der Organexplantation weiterverarbeitet (A 1), als Positiv-
kontrolle dienten mit 1000 U/ml IFN-y stimulierte Lappchen (A 2). Die Proben der Azinuszellsti-
mulationsreihe entsprechen Azinuszellen nach achtstiindiger Prainkubation (B 1), sowie nach
funfmindtiger (B 2) bzw. 30 minitiger (B 9) Inkubation ohne CCK. Als Positivkontrollen dienten
mit IFN- yfir funf (B 3) bzw. 30 min (B 10) stimulierte Azini.
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Abbildung 12: CCK verandert nicht den Phosphorylierungszustand von STAT3.

Pankreaslappchen (A) und isolierte Azinuszellen (B) wurden mit CCK in den angegebenen
Konzentrationen und fir die angegebenen Zeitintervalle inkubiert (A: 3-7, B: 4-8 und 11-15).
Eine Probe wurde jeweils direkt nach der Organexplantation weiterverarbeitet (A 1). Ebenfalls
aufgetragen wurden mit 1000 U/ml IFN-y stimulierte Lappchen (A 2). In der Azinuszellstimulati-
onsreihe wurden Azini nach achtstiindiger Prainkubation aufgetragen (B 1), sowie nach funfmi-
nitiger (B 2) bzw. 30 mindtiger (B 9) Inkubation ohne CCKEbenfalls aufgetragen wurden mit

IFN- yfr finf (B 3) bzw. 30 min (B 10) stimulierte Azini.
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4. Diskussion

4.1. Zusammenfassung und kritische Bewertung der Experimente

4.1.1. Expression von JAK- und STAT-Proteinen in Pankreasazinuszellen

Zusammenfassend wurde in den durchgefiuihrten Experimenten gezeigt, ob und
welche JAK- bzw. STAT-Proteine in Pankreasazinuszellen exprimiert werden,
und dass ein aus anderen Zellarten bekannter JAK/STAT-Signaltrans-
duktionsweg analog auch in Pankreasazinuszellen existiert. Weiterhin wurde
die Regulation dieses Signaltransduktionsweges durch verschiedene, den
Schweregrad einer akuten Pankreatitis beeinflussenden Zytokine, Hormone und
Wachstumsfaktoren untersucht, um das Zusammenspiel von immunologischer
Reaktion einerseits und Pankreasazinuszellen andererseits zu beleuchten.
Mittels Western-Blot wurde untersucht, welche JAK- und STAT-Proteine in
Pankreasazinuszellen exprimiert werden. Die meisten STAT Proteine waren
stark genug exprimiert, um sie ohne vorangehende Anreicherung durch Immun-
prazipitation nachweisen zu kénnen. JAK1 und JAK2 allerdings war erst nach
Immunprazipitation nachweisbar. Dies weist auf eine im Vergleich zu den
STAT-Proteinen relativ niedrige Expression der JAK-Proteine in Pankreas-
azinuszellen hin.

Die Tatsache, dass Pankreashomogenate und isolierte Pankreasazinuszellen
bei gleichen Proteinmengen vergleichbare Signalintensitaten fir STATL1,
STAT2, STAT3 und STATS aufwiesen, lasst darauf schlie3en, dass diese STAT
Proteine im Pankreas ihren Ursprung hauptsachlich in den Azinuszellen haben
und nicht, wie ebenfalls vorstellbar gewesen ware, in duktalen Epithelzellen,
endokrinen, vaskularen oder Blutzellen. Die immunhistochemischen Untersu-
chungen von Pankreasgewebeschnitten bestatigten diese Schlussfolgerung fir
STATL, welches vornehmlich in den Pankreasazinuszellen lokalisiert war. Ana-
log lasst der Nachweis von STATG6 lUberwiegend in Pankreashomogenaten und
nur in geringem Ausmald in Azini auf ein hauptsachliches Vorkommen dieses

Proteins in non-azinaren Zellen des Pankreas schliessen. Die Erkenntnis, dass
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alle STAT-Proteine bis auf STAT4 in Pankreasazinuszellen nachweisbar waren,
stimmt mit den bislang publizierten Expressionsmustern der STATs gut Uberein.
Die Expression von STAT1, STAT2, STAT3, STAT5 und STAT6 wurde in vielen
Geweben beschrieben, wahrend STAT4 hauptsachlich in Thymus-, Milz-, Ho-
den- und myeloiden Zellen sowie Monozyten vorkommt (Yamamoto, Quelle et
al. 1994; Zhong, Wen et al. 1994; Frucht, Aringer et al. 2000). Der schwache
Nachweis von STAT4 in Pankreashomogenat bei gleichzeitig vélligem Fehlen
von STAT4 in isolierten Pankreasazinuszellen kann somit am wahrscheinlichs-
ten als Kontamination unserer Proben mit geringen Mengen nicht azinarer Zell-

typen (z.B. Blutzellen) in Pankreaslappchen interpretiert werden.

4.1.2. Aktivierung von STAT1 und STAT3 im Pankreas

Da die meisten JAK- und STAT-Proteine in Pankreasazinuszellen exprimiert
wurden, lag es nahe, dass auch ein funktioneller JAK/STAT-Signaltrans-
duktionsweges in diesen Zellen existieren koénnte. Die JAK/STAT-Signal-
transduktionskaskade beinhaltet unter anderem die Aktivierung der STAT-
Proteine durch Phosphorylierung, sowie ihre konsekutive Translokation in den
Zellkern. Daher wurde im Rahmen dieser Arbeit sowohl der Phosphorylierungs-
status von STAT1 und STAT3 untersucht als auch die intrazellulare Verteilung
von STATL1.

Direkt nach der Organexplantation gewonnene Pankreashomogenate zeigten
keine konstitutive STATI1-Phosphorylierung. Der Stress der Azinuszell-
isolationsprozedur hingegen stellte einen adaquaten Reiz dar, um eine starke,
langanhaltende und reversible STAT1-Phosphorylierung hervorzurufen. Dies
kann durch verschiedene Stressstimuli verursacht worden sein, die wahrend
der Isolationsprozedur auftreten, wie z.B. Hypoxie, metabolischen Stress, sowie
den durch die Unterbrechung der Zell-Zell-Kontakte ausgelOste Stress. Die
STAT1- Phosphorylierung trat relativ friih wahrend der Azinusisolationsprozedur
auf. Erstmals konnte sie nach Inkubation des Organs fur 30 min bei 37°C unter
Rutteln im Wasserbad nachgewiesen werden, also nach dem Kollagenase-

verdau. Im Gegensatz dazu zeigte sich keine STAT1-Phosphorylierung nach 90
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minutiger Inkubation bei 37°C von Pankreaslappchen, die ohne Kollagenase
prapariert wurden (siehe Abbildung 8, Bahn 1). Dies deutet darauf hin, dass die
STAT1-Phosphorylierung hauptsachlich durch den Kollagenaseverdau und die
damit verbundene L6sung der Zell-Zell-Kontakte initiiert wird (Luster 1998;
Blinman, Gukovsky et al. 2000). Da die STAT1-Phosphorylierung wahrend der
folgenden Isolationsschritte noch weiter zunahm, kdnnten die auf den Kollage-
naseverdau folgenden mechanischen, metabolischen und hypoxischen Stress-
stimuli zusatzlich beigetragen haben.

Im Gegensatz zur STAT1-Phosporylierung, die erst durch Azinuszell-
isolationsstress und die damit einhergehende Losung von Zell-Zell-Kontakten
ausgeldst wurde, wurde die STAT3-Phosphorylierung bereits durch Praparation
der Pankreaslappchen direkt nach der Organexplantation induziert, ohne dass
ein Kollagenaseverdau stattgefunden hatte. Auf3erdem war die STAT3-Phos-
phorylierung im Gegensatz zur Phosphorylierung von STAT1 nicht innerhalb
von 8 h reversibel. Dies lasst auf eine unterschiedliche Regulation der stress-
induzierten Phosphorylierung von STAT1 und STAT3 im Pankreas schliessen.
Fur STAT3 ist bekannt, dass es durch oxidativen Stress sowie durch die Deh-
nung von Muskelfasern phosphoryliert wird, wahrend dies fir STAT1 nicht zu-
trifft (Carballo, Conde et al. 1999; Pan, Fukuda et al. 1999; Xuan, Guo et al.
2001). Dies konnte die schnelle und irreversible Phosphorylierung von STAT3
durch den Praparationsstress erklaren.

Als nachstes wurde die Aktivierbarkeit von STAT1 in Pankreasazinuszellen
durch Stimulation mit IFN-y untersucht, da in vielen anderen Zelltypen ein durch
IFN-y aktivierbarer JAK/STAT-Signaltransduktionsweg beschrieben wurde. Die-
ser involviert auRer STAT1 auch JAK1l und JAK2. Die Aktivierung dieses
Signaltransduktionsweges durch IFN-y fuhrt zur Assoziation des IFN-y-
Rezeptor-Komplexes, wodurch wiederum die rezeptorassoziierten JAK1 und
JAK2 transaktiviert werden. Dies fuhrt zur Rekrutierung und Phosphorylierung
von STAT1 aus dem Zytosol, woraufhin STAT1-Homodimere geformt und in
den Nukleus transloziert werden, wo sie an spezifische DNA-Sequenzen binden
und dadurch die Transkription von Zielgenen bewirken (Darnell, Kerr et al.

1994). Die Ergebnisse dieser Arbeit belegen, dass ein analoger Signaltransduk-
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tionsweg im Pankreas existiert: IFN-y bewirkt in Pankreasazinuszellen schnell
und bereits in physiologischen Konzentrationen eine STAT1-Phosphorylierung.
Die konzentrationsabhangige Inhibierbarkeit der STAT1-Phosphorylierung
durch den JAK2-Inhibitor AG-490 wies hierbei darauf hin, dass auch in
Pankreasazinuszellen JAK2 Voraussetzung fir diesen Mechanismus ist. Denk-
bar ist allerdings auch, dass die stressinduzierte STAT1-Phosphorylierung tber
p38 vermittelt wird (Bode, Gatsios et al. 1999) Die immunhistochemischen Un-
tersuchungen konnten zusatzlich zeigen, dass in unstimulierten Pankreasge-
webeschnitten nur unphosphoryliertes STAT1 diffus im Zytoplasma verteilt ist.
Schnitte hingegen, die nach Behandlung des Gewebes mit IFN-y angefertigt
wurden, zeigten eindeutig eine nukledre Translokation des phosphorylierten
STATL.

Um eine potentielle STAT-Aktivierung durch andere physiologische Stimuli im
Pankreas zu untersuchen, wurde zusétzlich die STAT1- Phosphorylierung nach
Stimulation mit EGF, TNF-a und IL-6 untersucht. Diese Zytokine aktivieren ei-
nerseits STAT1 in verschiedenen Zelltypen, andererseits spielen sie wahrend
der akuten Pankreatitis eine Rolle (Darnell, Kerr et al. 1994; Hemmann,
Gerhartz et al. 1996; Gukovskaya, Gukovsky et al. 1997; Inagaki, Hoshino et al.
1997; Guo, Dunbar et al. 1998; Dembinski, Warzecha et al. 2000). Unerwarte-
terweise konnte weder in Pankreaslappchen noch in isolierten Azinuszellen
durch Stimulation mit den gennanten Zytokinen eine STAT1-Phosphorylierung
nachgewiesen werden. Die Tatsache, dass in Pankreasazinuszellen IFN-y, aber
nicht EGF, TNF-a oder IL-6, in der Lage ist, eine Phosphorylierung von STAT1
auszul6sen, lasst darauf schlie3en, dass die STAT1-Signaltransduktion in die-
sem Zelltyp auf wenige Zytokine beschrankt ist. Allerdings sind weiterfihrende
Untersuchungen in anderen experimentellen Modellen, insbesondere in-vivo

Studien, zur Bestatigung einer Generalisierbarkeit dieser Ergebnisse notig.

Zwar spielen STAT2 und STATS5 im Rahmen der inflammatorischen Reaktion

ebenfalls eine gewisse Rolle. Auf Ihre ndhere Untersuchung musste in Erman-
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gelung der entsprechenden phosphotyrosinspezifischen Antikérper allerdings

an dieser Stelle verzichtet werden.

Die Signalubertragung, die durch CCK in Pankreasazinuszellen ausgel6st wird,
beinhaltet viele verschiedene intrazellulare Mechanismen (Williams 2001). Phy-
siologische Stimulation und insbesondere Hyperstimulation des CCK-Rezeptors
fuhrt zur Aktivierung verschiedener Stress-Signaltransduktionswege, zur Induk-
tion von Hitzeschockproteinen und zur Aktivierung von Transkriptionsfaktoren
wie z.B. nukledrem Faktor- kB (NF-kB) (Duan und Williams 1994; Duan, Zheng
et al. 1995; Weber, Gress et al. 1995; Dabrowski, Grady et al. 1996; Grady, Li-
ang et al. 1997; Groblewski, Grady et al. 1997; Gukovsky, Gukovskaya et al.
1998; Schafer, Ross et al. 1998; Wagner, Metzler et al. 1999; Wagner, Mazzuc-
chelli et al. 2000; Williams, Sans et al. 2002; Gukovsky, Cheng et al. 2004).
Weiterhin verstarkt CCK die Tyrosinphosphorylierung vieler Proteine in
Pankreasazinuszellen sowie die gesamte Tyrosinkinaseaktivitat (Williams
2001). Aligemein ist bekannt, dass Hormone auch den JAK/STAT-
Signaltransduktionsweg aktivieren kdnnen (Schindler und Strehlow 2000). Al-
lerdings ist bislang wenig Uber seine Beteiligung an der durch CCK ausgeldsten
Signaltbertragung bekannt. Daher wurde in der vorliegenden Arbeit zum einen
untersucht, ob CCK in hohen Konzentrationen eine STAT-Phosphorylierung
bewirkt (analog zu Praparationsstress-induzierter STAT-Phosphorylierung), und
zum anderen, ob Pankreasazinuszellen auf physiologische Dosierungen CCK
mittels Aktivierung des JAK/STAT-Signaltransduktionsweges reagieren. Uber-
raschenderweise konnte keinerlei Einfluss von CCK, weder in physiologischer
noch in supraphysiologischer Dosierung, auf den Phosphorylierungsstatus von
STAT1 oder STAT3 gezeigt werden. Dementsprechend ergaben sich keine
Hinweise auf eine Beteiligung des JAK/STAT-Signaltransduktionsweges an der
durch CCK ausgeltsten Signaltibertragung im Pankreas. Im Hinblick auf STAT1
zeigen diese Daten weiterhin, dass CCK- bzw. praparationsinduzierter Stress in
Pankreasazinuszellen tber unterschiedliche Signaltransduktionswege vermittelt

werden.
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Als nachstes wurde untersucht, wie STAT3 auf Stimulation mit verschiedenen
Zytokinen reagiert, da es bekanntermal3en bei der Signallbertragung vieler Zy-
tokine (insbesondere IL-6) eine Rolle spielt. STAT3 zeigte hierbei eine deutliche
konstitutive STAT3-Phosphorylierung, die auch innerhalb von 8 h nicht vollstan-
dig reversibel war. Langere Prainkubationsperioden konnten aufgrund eines
nach 8 h zunehmenden Absterbens der Zellen nicht betrachtet werden. Auf-
grunddessen war die STAT3-Phosphorylierung nach Stimulation mit IFN-y,
CCK, EGF, TNF-a und IL-6 nur eingeschrankt beurteilbar, da lediglich Verglei-
che mit der immer vorhandenen Hintergrundphosphorylierung von STAT3 an-
gestellt werden konnten. Diese Vergleiche erbrachten keinen Hinweis auf einen
zusatzlichen Einfluss dieser Zytokine, Wachstumsfaktoren und Hormone auf die
vorhandene STAT3-Phosphorylierung. Einschrankend muss jedoch angemerkt
werden, dass das benutzte System zur Beurteilung der STAT3-Aktivierung of-
fensichtlich nicht optimal ist, so dass die hier vorgestellten Ergebnisse nicht als

endgultig zu betrachten sind.

4.2. Mogliche Bedeutung des JAK/STAT-Signaltransduktionsweges im

Pankreas

Der Vorgang der Zellpraparation wird allgemein als Stressstimulus fir Pankrea-
sazinuszellen angesehen (Blinman, Gukovsky et al. 2000). Allerdings wurde
eine Beteiligung des JAK/STAT-Signaltransduktionsweges im Rahmen dieser
Stressreaktion bislang nicht beschrieben, obwohl Stress den JAK/STAT- Signal-
transduktionsweg in vielen anderen Zellarten aktivieren kann (Gatsios, Terste-
gen et al. 1998; Bode, Gatsios et al. 1999; Carballo, Conde et al. 1999;
Peterson, Wang et al. 2000; Xuan, Guo et al. 2001). Wir zeigten in dieser Arbeit
erstmals, dass Praparationsstress in Pankreasazinuszellen zur Aktivierung des
JAK/STAT-Signaltransduktionsweges fuhrt. Da die praparationsinduzierte
JAK/STAT-SignalUbertragung in Pankreasazinuszellen zu verdnderten Reaktio-
nen auf verschiedene Behandlungen fihren kann, besonders wenn die Mes-

sung direkt nach der Praparationsprozedur durchgefihrt wird, sollte dies in
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Studien, die die Effekte insbesondere von Stressstimuli auf Pankreasazinuszel-

len untersuchen, unbedingt beachtet werden.

Eine wichtige Aussage dieser Arbeit ist, dass in Pankreasazinuszellen ein funk-
tioneller JAK/STAT-Signaltransduktionsweg existiert, der unter anderem durch
IFN-y reguliert werden kann. IFN-y scheint eine wichtige Rolle fir die Entwick-
lung der akuten Pankreatitis zu spielen, wobei allerdings noch nicht geklart ist,
ob die Effekte von IFN-y fuir den Verlauf der akuten Pankreatitis vorwiegend pro-
tektiv oder im Gegenteil sogar schéadlich sind (Demols, Le Moine et al. 2000;
Demols, Le Moine et al. 2002; Uehara, Gothoh et al. 2003; Bhatia 2004a). In
einer Studie wurde die Entwicklung der akuten experimentellen Pankreatitis in
Mausen mit defekter IFN-y-abhéngiger Signallibertragung untersucht. Defektive
IFN-y-abhangige Signaltibertragung wurde dabei sowohl durch einen IFN-y-
Rezeptor Knockout als auch durch die Gabe von IFN-y-Antikérpern erreicht
(Demols, Le Moine et al. 2002). Da die Pankreatitis bei den betroffenen Méausen
einen schwereren Verlauf zeigte, liegt die Vermutung nahe, dass IFN-y im Ver-
lauf der Erkrankung vornehmlich protektive Effekte austibt. Da die Mause mit
fehlerhafter IFN-y-abh&ngiger Signaltbertragung einen schwereren Pankreati-
tisverlauf und gleichzeitig eine signifikante Reduktion apoptotischer Azinuszel-
len aufwiesen (Demols, Le Moine et al. 2002), lassen sich die protektiven
Effekte von IFN-y wahrscheinlich der Induktion von Apoptose durch IFN-y in
Azinuszellen zuschreiben, da bereits gezeigt worden ist, dass die Induktion von
Apoptose den Schweregrad experimenteller Pankreatitiden reduzieren kann
(Bhatia, Wallig et al. 1998; Gukovskaya, Gukovsky et al. 2002). Untermauert
wird diese These dadurch, dass IFN-y auch in vielen anderen Zellarten dazu in
der Lage ist, effektiv die Apoptose zu induzieren (Barber 2000). Apoptoseinduk-
tion ist in vielen Zellarten von einer funktionellen STAT1-Signaltibertragung ab-
hangig (Chin, Kitagawa et al. 1997; Xu, Fu et al. 1998; Lee, Smith et al. 2000).
Sollten die protektiven Effekte von IFN-y wahrend der akuten Pankreatitis also
durch die STAT1-vermittelte Apoptoseinduktion ausgeldst werden, so ist das
Vorliegen eines funktionellen JAK2/STAT1-abhangigen Signaltransduktionswe-

ges in Azinuszellen eine notwendige Bedingung hierfur. Diesen Signaltransduk-
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tionsweg haben wir in dieser Arbeit zum ersten Mal nachgewiesen, so dass die
Voraussetzungen fur die beschriebene Signallbertragung erfullt sind. Allerdings
existieren einige Ungereimtheiten im Hinblick auf die durch IFN-y ausgeldsten
Effekte, die durch die Ergebnisse einer anderen Studie veraunschaulicht wer-
den kdnnen: Obwohl CD4-positive T-Zellen die Hauptquelle fir IFN-y darstellen
(Mosmann und Sad 1996), zeigen T-Zell-defiziente Nacktmause, die quasi kei-
ne intrapankreatische IFN-y Expression haben, verglichen mit Kontrollmé&usen
eine signifikante Reduktion des Schweregrades der akuten Pankreatitis.
Gleichzeitig bewirkte der Transfer von T-Zellen in Nacktmause und die damit
verbundene Erh6hung der intrapankreatischen IFN-y Expression die teilweise
Wiederherstellung des Schweregrades der akuten Pankreatitis (Demols, Le
Moine et al. 2000). Diese Beobachtungen widersprechen auf den ersten Blick
der Vermutung, dass IFN-y bei der akuten experimentellen Pankreatitis eine
protektive Rolle spielt. Andererseits erscheint es nicht unwahrscheinlich, dass
die (antiprotektive) Wirkung der aufgehobenen IFN-y Signaltransduktion durch
die starkere (protektive) Wirkung des fast vollstandigen Fehlens der T-Zellen in
diesen Tieren neutralisiert wurde. Zusammengenommen betonen die Ergebnis-
se dieser Arbeit die besondere Bedeutung der Immunantwort fir die Entwick-
lung der akuten Pankreatitis, wobei die genaue Rolle von IFN-y in diesem

Zusammenhang noch nicht abschliessend geklart ist.

4.3. Mogliche Bedeutung der Interaktion von Immun- und Pankreasazi-

nuszellen fur die akute Pankreatitis

Das Konzept, dass Pankreasazinuszellen mit Immunzellen interagieren kénnen,
wird durch die in dieser Arbeit gewonnenen Ergebnisse weiter untersttitzt und
veranschaulicht. Neben der bekannten Fahigkeit der Azinuszellen zur Produkti-
on und Freisetzung von Chemo- und anderen Zytokinen bei der Entwicklung
der akuten Pankreatitis wurde in dieser Arbeit erstmals gezeigt, dass Pankrea-
sazinuszellen auch selbst auf Zytokine, insbesondere IFN-y, Uber den
JAK/STAT-Signaltransduktionsweg reagieren kdnnen. Diese Hypothese von der

Reagibilitat der Pankreasazinuszellen auf Zytokine ist neu und wird bislang nur
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durch wenige andere Studien unterstitzt. Es wurde gezeigt, dass IL-22 die Ex-
pression des Pankreas-assoziierten Proteins (PAP1) im Mausepankreas und in

isolierten Pankreasazinuszellen induziert (Aggarwal, Xie et al. 2001).

4.4. Ausblick und weiterfuhrende Experimente

Die vorliegende Arbeit konnte zeigen, dass sowohl Préaparationsstress als auch
die Behandlung mit IFN-y die STAT1-Aktivierung bewirken kénnen. Allerdings
sind weiterfihrende Untersuchungen in anderen experimentellen Modellen, ins-
besondere in-vivo Studien, zur Bestatigung einer Generalisierbarkeit dieser Er-
gebnisse notig. Da die praparationsinduzierte JAK/STAT-Signaltbertragung in
Pankreasazinuszellen zu veranderten Reaktionen auf verschiedene Behand-
lungen fuhren kann, sollte hierbei in Studien zu den Effekten von Stressstimuli
auf Pankreasazinuszellen besondere Ricksicht genommen werden. Aul3erdem
sollte durch weitere Arbeiten die Rolle von IFN-y wéhrend der Immunreaktion im
Rahmen der akuten Pankreatitis eingehender untersucht werden. Da AG-490
die IFN-y induzierte STAT1-Phosphorylierung komplett unterbinden konnte, und
da AG-490 intraperitoneal verabreicht von Mausen gut vertragen wird (Xuan,
Guo et al. 2001), sollten in-vivo Untersuchungen STAT1-vermittelter Effekte von
IFN-y im Verlauf der akuten Pankreatitis als Anschluss-Studie durchgefihrt

werden.

Im Hinblick auf die Regulierung von STAT3 im Pankreas konnte aufgrund der
konstitutiven Phosphorylierung keine eindeutige Aussage Uber den Einfluss der
verschiedenen Zytokine, Wachstumsfaktoren und Hormone auf den Phosphory-
lierungsstatus gemacht werden. Zur eindeutigen Beurteilung der Regulierung
von STAT3 im Pankreas werden daher bessere Modelle bendtigt. Da insbeson-
dere fur IL-6 schon gut beschrieben ist, dass es in vielen Zellarten zur Aktivie-
rung von STAT3 fuhrt, und da an genetisch veranderten Mausen gezeigt wurde,
dass IL-6 den Schweregrad der akuten Pankreatitis modulieren kann
(Cuzzocrea, Mazzon et al. 2002; Schafer, Tietz et al. 2005), ist es wahrschein-

lich, dass IL-6 auch in Pankreasazinuszellen zur Aktivierung von STATS3 fuhrt.
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Diese Vermutung wird zwar weiterhin dadurch bekraftigt, dass nach Behand-
lung von Pankreasazinuszellen mit TNF-a und IL-6 eine deutlich verstarkte Ex-
pression von STAT3 mMRNA nachgewiesen werden kann (Vona-Davis,
Frankenberry et al. 2005), allerdings ist die Validitat dieser Studie hochst zwei-
felhaft, da die in ihr verwendete Zellinie (AR42J) stark dedifferenziert ist und
nicht mehr in derselben Weise wie Azinuszellen reagiert.

In AML-Zellen ist beschrieben worden, dass es durch autokrine Sekretion von
IL-6 zur konstitutiven Tyrosinphosphorylierung von STAT3 kommt (Schuringa,
Wierenga et al. 2000). Auch in Pankreasazinuszellen ist dies ein vorstellbarer
Mechanismus zur Auslésung der konstitutiven STAT3-Phosphorylierung. So
kénnte eine autokrine IL-6 Sekretion durch den Praparationsstress der Pankre-
aslappchen verursacht werden. Vermeiden liel3e sich eine solche konstitutive
Phosphorylierung folglich nur durch in-vivo-Modelle bzw. durch (praktisch un-
madgliche) in-vitro-Modelle ohne jeglichen Praparationsstress. Ebenfalls moglich
ware es, die Pankreaslappchen vor der jeweiligen Stimulation mit anti-IL-6 Anti-
korpern zu prainkubieren (Suzuki, Miyasaka et al. 2000), da in AML-Zellen be-
schrieben wurde, dass diese Behandlung zur Reinduzierbarkeit der STAT3-

Phosphorylierung fiihrt (Schuringa, Wierenga et al. 2000).

Schliesslich sollten noch weitere Versuche zur Beschreibung der Regulation der
anderen Mitglieder der JAK/STAT-Familie in Pankreasazinuszellen an geeigne-
ten Modellen durchgefuhrt werden, da die vorliegende Arbeit hauptsachlich die
Regulation von STAT1 und STAT3 in Pankreasazinuszellen untersucht. Von
besonderem Interesse durfte hierbei die Regulation der anderen STAT-Proteine
nach Stimulation mit Zytokinen, Wachstumsfaktoren und Hormonen, die den
Schweregrad der akuten Pankreatitis beeinflussen, sein. Hierdurch soll das Zu-
sammenspiel zwischen Pankreasazinuszellen und Immunzellen bei der Ent-
wicklung der akuten Pankreatitis besser verstanden werden, woraus sich
wiederum Moglichkeiten zur Beeinflussung des Verlaufs dieser Krankheit ablei-
ten lassen konnten. Insbesondere immunmodulatorische (Bhatia, Neoptolemos
et al. 2001) sowie die Apoptose beeinflussende Therapien (Alam 2003) er-

scheinen zum heutigen Zeitpunkt Erfolg versprechend zur Eingrenzung des
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Schweregrades der akuten Pankreatitis. So konnte gezeigt werden, dass eine
Einschrankung der Aktivitat von IL-13 und TNF-a sowie die Gabe von IL-10 die
systemische Stressreaktion wahrend der akuten Pankreatitis im Tiermodell mil-
dern kann und somit zu einer leichten Abnahme der Mortalitat fuhrt (Bhatia,
Brady et al. 2000). Dementsprechende Erfolge in klinischen Studien konnten
jedoch bislang noch nicht erreicht werden, so dass ein besseres Verstandnis
der zugrundeliegenden Mechanismen bei der immunologischen Reaktion durch
weitere Grundlagenuntersuchungen noétig ist, was schliesslich zur Entwicklung

eines verlasslichen Therapieansatzes fuihren kénnte.
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5. Zusammenfassung

Die akute Pankreatitis beginnt in den Azinuszellen, allerdings bestimmen die
sich anschlieBenden aul3erazindren, immunologischen Geschehnisse den
Schweregrad der Erkrankung. Diese immunologische Reaktion wird tber Zyto-
kine vermittelt, die hauptsachlich von Immunzellen, zusatzlich aber auch von
Pankreasazinuszellen selbst sezerniert werden. In dieser Arbeit wurde unter-
sucht, ob Pankreasazinuszellen in der Lage sind, auf autokrin oder parakrin frei-
gesetzte Zytokine zu reagieren. Der JAK/STAT-Signaltransduktionsweg, eine
Phosphorylierungskaskade, die von Oberflachenrezeptoren initiierte Signale in
den Zellkern weiterleitet, stellt den Haupteffektor der meisten Zytokine dar. Wir
konnten mittels Immunoprézipitation und Western-Blot die meisten JAK und
STAT Proteine in Pankreasazinuszellen nachweisen (JAK1, JAK2 und TYK2
sowie STAT1, STATZ2, STAT3, STATS5 und STAT®6). Dartber hinaus konnten wir
zeigen, dass einige dieser Proteine in Pankreasazinustellen durch physio-
logische (Zytokine), aber auch unphysiologische (Stress) Stimuli phosphoryliert
und damit aktiviert werden. Dies belegt neben der Expression zusatzlich eine
Regulation dieser Proteine und damit eine funktionelle Rolle des JAK/STAT-
Signaltransduktionsweges im Pankreas. Exemplarisch wurde mitttels Immun-
histochemie gezeigt, dass IFN-y Gber JAK2 und STAT1-Phosphorylierung eine
Verlagerung von STAT1 in den Zellkern bewirkt, was nahelegt, dass der
JAK/STAT-Signaltransduktionsweg in Pankreasazinuszellen analog zu den in
Immunzellen beschriebenen Mechanismen funktioniert. Uberraschenderweise
ergaben sich keine Hinweise fur eine CCK-abhangige Phosphorylierung von
STAT1 und STAT3 im Pankreas, obwohl einerseits CCK zur Aktivierung vieler
Stress-Signaltransduktionswege im Pankreas fuhrt, andererseits der JAK/STAT
Signaltransduktionsweg durch Stress aktiviert wird.

Zusammengenommen unterstiitzen die in dieser Arbeit erhobenen Daten die
Hypothese, dass Pankrasazinuszellen mit Immunzellen nicht nur mittels Sekre-
tion von Zytokinen, sondern zusatzlich auch mittels Reaktion auf Zytokine inter-
agieren konnen. Da solche Azinuszell-/Immunzellinteraktionen den Schwere-

grad einer akuten Pankreatitis beeinflussen konnen, koénnte ein besseres
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Verstandnis der zugrundeliegenden Mechanismen zu therapeutischen Ansat-

zen bei dieser Erkrankung fuhren.
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Abkurzungsverzeichnis

7. Verzeichnis der verwendeten Abklrzungen

APS Ammoniumpersulfat

BSA Rinderserumalbumin (bovines Serumalbumin)

CCK Cholezystokinin

DAG Diacylglycerol

DMSO Dimethylsulfoxid

DTT Dithiothreitol

EGF Epidermal Growth Factor

EGTA Ethylenglycol-bis(aminoethylether)-tetraessigsaure

ERCP Endoskopische retrograde Cholangio-
Pankreatikographie

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

HRB HEPES-Ringer-Puffer

IFN-y Interferon-y

IL Interleukin

JAB JAK-binding protein

JH JAK Homologie

kDa Kilodalton

KRB Krebs-Ringer-Puffer

MAPK Mitogen-aktivierte Protein Kinase

Min Minute

NC Nitrocellulose

NK Natdrliche Killerzellen

PAA Polyacrylamid

PAF Platelet activating factor

PBS Phosphatgepufferte Kochsalzlésung

Rpm Umdrehungen pro Minute (rounds per minute)

s.a. Siehe auch

SDS Sodiumdodecylsulfat
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SDS-PAGE

SH2

SOCS
SSI
TBS-T
TEMED
TNF-a
TRIS

Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese

Src-Homologie-Domane-2 (Phosphotyrosinbinden-
de Domane)

suppressor of cytokine signal

STAT-induced STAT inhibitor

Tris-gepufferte Kochsalzlésung mit Tween
Tetramethylethylendiamin

Tumornekrosefaktor-a

Tris-hydroxymethyl-aminomethan
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