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EINLEITUNG 1

1 Einleitung

1.1 Einfdhrung

,von dieser Druse fliel3t eine dem Speichel ahnliche Flussigkeit in den Darm, die der
Verbesserung der Verdauung dient.“ Dieses die exokrine Funktion des Pankreas
beschreibende Zitat wird einem griechischem Anatom, Eudemos, bereits um das
Jahr 300 v. Chr. zugeschrieben (Schirmer 1893; Howard and Hess 2002). Es
erscheint umso erstaunlicher, da die vermutete Erstbeschreibung des Pankreas
durch den griechischen Anatom und Chirurg Herophilus (335 - 280 v.Chr.) nur
wenige Jahre zurtcklag (Fitzgerald 1980). Fast 2 % Jahrtausende spater hat die
Aussage Eudemos immer noch Giultigkeit. Die Physiologie des Pankreas scheint
weitgehend erforscht. Dies steht jedoch in starkem Kontrast zu der Tatsache, dass
wir bis heute fur eine seiner bedeutendsten Erkrankungen, der akuten Pankreatitis,
keine spezifische Behandlungsform bzw. Prophylaxe kennen. Auch sind die
pathophysiologischen Vorgange, die zur Auslosung der Pankreatitis fihren, zum Teil

noch immer unklar.

In den letzten Jahrzehnten gab es grofRe Fortschritte beim Verstandnis der
molekularbiologischen Vorgange, die zur Pankreatitis fihren. Zum Beispiel wurde
die zentrale Rolle der intrazellularen Zymogenaktivierung bewiesen, die
Kolokalisationstheorie beschrieben sowie die Rolle der MAP-Kinasen und
Hitzeschockproteine bei der akuten Pankreatitis gezeigt (Schafer and Williams 2000).
Experimentelle Studien lassen auf mogliche neue Therapieformen aus diesen
Erkenntnissen hoffen, bis jetzt konnte aber noch kein Modell wirksam auf den

Menschen Ubertragen werden.

In einem anderen, sehr viel jingeren Bereich der biomedizinischen Forschung kam
es in den letzten Jahren zu bedeutenden Fortschritten: dem Endocannabinoidsystem
(ECS): Dieses stellt ein aus mindestens zwei verschiedenen Rezeptor-Typen
(Cannabinoid 1 und Cannabinoid 2-Rezeptoren) und zahlreichen endogenen
Liganden bestehendes Informationssystem dar. Neben seinen physiologischen
Aufgaben, deren Fulle sich uns gerade erst aufzudecken scheint, wurden einige
Aspekte beschrieben, die in Hinblick auf die akute Pankreatitis hoffnungsvoll

erscheinen. So besitzt das ECS und besonders der Cannabinoid 2-Rezeptor anti-
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inflammatorische sowie analgetische Potenz (Burstein and Zurier 2009) und scheint
die oben erwahnten MAP-Kinasen (Derkinderen, Ledent et al. 2001) zu beeinflussen.
Mittlerweile wurde bereits der protektive Effekt des selektiven Cannabinoid 1-
Rezeptor-Agonisten HU210 am Mausmodell der Pankreatitis beschrieben (Michalski,
Laukert et al. 2007). Das therapeutische Potential des Cannabinoid 2-Rezeptors

wurde hingegen noch nicht weiter untersucht.

Aufgrund dieser Tatsachen liegt es nahe, die Rolle von Cannabinoid 2-Rezeptoren
bei der akuten Pankreatitis ndher zu untersuchen. Im Weiteren sollen zuerst die
Grundlagen des Pankreas (1.2), der akuten Pankreatitis (1.3) , der MAP-Kinasen
(1.4) und der Cannabinoide (1.5) erlautert, danach die verwendete Methodik (2)
erklart, die Ergebnisse (3) dargestellt und anschliel3end die Rolle der Cannabinoid 2-
Rezeptoren bei der akuten Pankreatitis diskutiert werden (4).

1.2 Pankreas

Im Wesentlichen stellt das Pankreas eine exokrine und endokrine Driise dar. Es liegt
hinter dem Magen, retroperitoneal auf Hohe des zweiten Lendenwirbels am Boden
des Omentum minus. Makroskopisch lasst sich das Pankreas in Drisenlappchen
untergliedern. Diese setzen sich wiederum aus kleinen Lobuli zusammen, die sich
durch mehrere Gangverzweigungen in beerenférmige Endstlcke, die Azini, aufteilen.
Diese Azini stellen sowohl die morphologische als auch die funktionelle Grundeinheit
des exokrinen Pankreas dar. Diffus im Pankreas verteilt liegen die Langerhans-
Inseln. Sie stellen Zellagglomerate mit einem durchschnittlichen Durchmesser von
100 bis 200 pum dar. Insgesamt sind dies ca. 1 bis 2 Millionen. Sie bilden etwa ein bis

drei Prozent der Gesamtmasse des Pankreas.

1.2.1 Physiologie

Die Hauptaufgaben des Pankreas bestehen in der Synthese und Sekretion des flr
die Verdauung wichtigen Pankreassekrets und der Regulation des
Kohlenhydratstoffwechsels mittels Hormonen. Histologisch und funktionell lassen

sich ein endokriner und ein exokriner Anteil voneinander unterscheiden.

1.2.1.1 Endokrines Pankreas

Reprasentanten des endokrinen Pankreas sind die Langerhans-Inseln, in denen die
Hormone Insulin, Glukagon, Somatostatin und das Pankreatische Polypeptid gebildet

werden. Bei den pathophysiologischen Vorgangen der akuten Pankreatitis spielen
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die endogenen Funktionen des Pankreas nach heutigem Kenntnisstand keine
wesentliche Rolle. In der vorliegenden Arbeit soll deswegen nicht naher auf sie

eingegangen werden.

1.2.1.2 Exokrines Pankreas

Neben den endokrinologischen Funktionen durch die Langerhans-Inseln erfillt das
Pankreas wichtige Funktionen fur die Verdauung mit der Synthese und Sezernierung
des Pankreassekrets. Diese bestehen in der Neutralisation des sauren pH-Wertes
des Nahrungsbreis nach der Magenpassage und der Sezernierung von Enzymen fur

die Verdauung.

1.2.1.2.1 Histologischer Aufbau

Der exokrine Anteil des Pankreas ist eine rein serdse Druse. Er macht 97 — 99 % der
Gesamtmasse des Pankreas aus (Welsch 2003) und besteht aus tubuloazinéren
Endstticken (Azini), die ihr Sekret in ein umfangreiches Gangsystem abgeben.

Abbildung 1: Darstellung eines Azinus

Die Azini sind aus den pyramidenformigen Azinuszellen aufgebaut und begrenzen das Azinuslumen mit ihrer mit
Mikrovilli besetzten, apikalen Membran. Azinuszellen stellen typische proteinsezernierende Driisenzellen mit
einem grof3en, aktiven Zellkern, viel rauem ER, einem groRen supranukledren Golgi-Apparat und apikal
gelegenen, azidophilen Sekretionsgranula dar. Zwischen den Azini befinden sich Fibrozyten, zwischen denen
eingebettet die Aufzweigungen der BlutgefaRe und der Nerven verlaufen. Diese enden mit ihren Synapsen an der
basalen Plasmamembran der Azinuszellen, wobei sie von deren Basallamina umhullt werden.
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1.2.1.2.2 Pankreassekret

Das menschliche Pankreas bildet am Tag ca. 1,5 | des Pankreassekrets. Dieses ist
eine isotone Losung mit einem pH-Wert zwischen 8,0 und 8,3 (Schwacha and
Semmo 2006). Bicarbonat (HCO; ) macht den grof3ten Anteil der Anionen aus,
gefolgt vom Chlorid (C17). Natrium (Na*) und Kalium (K*) stellen den Hauptteil der
Kationen. Die Verdauungsenzyme setzen sich aus verschiedenen Protein-
(Proteasen), Kohlenhydrat- (Amylase), Fett- (Lipase) und Nukleinsdure-spaltenden
Enzymen (Nukleasen) zusammen. Die Hauptvertreter der Proteasen sind das

Trypsin, Chymotrypsin, Elastase und die Carboxypeptidase (Siegenthaler 2006).

1.2.1.2.3 Stimulation

Die Erforschung der Sekretionsmechanismen des exokrinen Pankreas lautete zu
Beginn des 19. Jahrhunderts ein neues Zeitalter fir das Verstandnis der Physiologie
ein. Pawlow stellte durch seine Versuche an Hunden fest, dass die
Bauchspeicheldriise schon beim Anblick von Essen durch einen tUber den Nervus
Vagus vermittelten Reflex zur Sekretion angeregt wird, was ihn schlussendlich auch
zur Beschreibung der Konditionierten Reflexe fuhrte (Pawlov 1898; Pawlov 1901;
Pawlov 1906). Bayliss und Starling beschrieben daraufhin 1902 die Herstellung eines
Praparates aus Mukosa des Jejunums, welches auch nach Durchtrennung der
nervalen Versorgung des Pankreas dieses zur Sekretion anregte, und nannten es
Sekretin (Bayliss and Starling 1902). Drei Jahre spater schlug Starling daraufhin
erstmals den Begriff ,Hormon® fur ahnliche korpereigene mit dem Blut transportierte
fernwirkende Stoffe vor (Starling 1905). Einige dieser Préparate regten auch die
Gallenblase zur Kontraktion an, woraufhin vy und Oldberg 1928 aus diesen eine
Substanz, die fur diese Wirkung verantwortlich gemacht werden konnte, isolierten

und sie ,Cholezystokinin“ nannten (Ilvy and Oldberg 1928).

Heute wissen wir, dass sowohl die durch Pawlov beschriebenen muskarinergen,
cholinergen Nerven (Dufresne, Seva et al. 2006) als auch die strukturell eng
verwandten Hormone Sekretin (Gregory, Hardy et al. 1964) und Cholezystokinin
(Mutt and Jorpes 1968; Dufresne, Seva et al. 2006) eine Rolle bei der Stimulation
des exokrinen Pankreas spielen. Das exokrine Pankreas sezerniert sein Sekret auf
zwei verschiedene Weisen: Sekretin stimuliert die Abgabe eines dunnflissigen
Elektrolyt und Bicarbonat reichen Sekretes (hydrokinetische Funktion) aus den Zellen

des duktalen Systems. Cholezystokinin (CCK) sowie muskarinerge, cholinerge
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Stimulation fuhren zur Sezernierung der Verdauungsenzyme (ekbolische Funktion)
aus den Azinuszellen (Siegenthaler 2006). Cholezystokinin wird von den I-Zellen des
Duodenums und Jejunum gebildet und als Antwort auf die Nahrungsaufnahme ins
Blut abgegeben. Seine Wirkung entfaltet es durch Stimulation spezifischer CCK

Rezeptoren.

1.2.1.2.4 CCK-Rezeptoren

Die CCK-Rezeptoren (CCKR) gehoéren zu der Gruppe der G-Protein-gekoppelten
Rezeptoren. Es existieren zwei Subtypen, CCK1R (Wank, Harkins et al. 1992) und
CCK2R (Wank, Pisegna et al. 1992), wobei CCK1R spezifisch von Cholezystokinin
(Gigoux, Escrieut et al. 1998), CCK2R in gleichem MalRe von Gastrin aktiviert wird
und von seiner Funktion als der ,Gastrin Rezeptor begriffen werden kann (Dufresne,
Seva et al. 2006).

Die CCK-Rezeptoren aktivieren in der Zelle zahlreiche Signalwege. Beschrieben ist
unter anderem die Aktivierung der Mitogen-aktivierten Protein Kinasen c-jun n-
terminale Kinase (JNK) (Dabrowski, Grady et al. 1996) und p38 (Schafer, Ross et al.
1998) durch CCK1-Rezeptoren (Dufresne, Seva et al. 2006).

Die Stimulation des exokrinen Pankreas zur Sekretion der Verdauungsenzyme
geschieht beim Menschen wie auch beim Nager Uber die Aktivierung von CCK1-
Rezeptoren (Cantor, Olsen et al. 1991). Es liegen widersprichliche Studien zu der
Lokalisation der CCK1-Rezeptoren auf den Azinuszellen vor. Beim Menschen lassen
sie sich dort, im Unterschied zum Nager, nur in geringer Konzentration nachweisen.
Unter anderem befinden sie sich jedoch auf abdominalen Asten des afferenten
Nervus Vagus und kénnen so Uber einen vagalen Reflex vermittelt die Azinuszellen
zur Sekretion anregen (Dufresne, Seva et al. 2006). Die Stimulation der Azinuszellen
durch CCK scheint zumindest in physiologischen Dosen im Wesentlichen Uber
diesen indirekten Weg zu geschehen (Adler, Beglinger et al. 1991; Beglinger,
Hildebrand et al. 1992; Soudah, Lu et al. 1992; Owyang and Logsdon 2004). Die
weitere Unterscheidung der CCK1R in Rezeptoren mit niedriger und hoher Affinitét,
welche unterschiedliche Wirkungen von CCK ubermitteln, kdnnte Diskrepanzen
friherer Studien erklaren (Owyang and Logsdon 2004). Nach externer Gabe
unnaturlich hoher Dosen CCK, wie in den hier beschriebenen Versuchen, ist jedoch

zusatzlich eine direkte Wirkung an den Azinuszellen anzunehmen.
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Neben der Regulierung der Proteinsynthese und vermehrter Bildung der
Verdauungsenzyme sind auch morphologische Veranderungen der Azinuszelle nach
CCK-Stimulation beobachtbar (Niederau, Luthen et al. 1994). So kommt es zum
Umbau des Zytoskeletts (O'Konski and Pandol 1990) und zur Regulation des

Zellwachstums (Povoski, Zhou et al. 1994; Feurle, Hamscher et al. 1995).

efferenter
Vagus

afferenter
Vagus

Abbildung 2: Wirkmechanismus physiologischer Dosen CCK auf die Sekretion der Azinuszellen
(Modifiziert nach Dufresne, Seva et al. 2006)

Das in den I-Zellen des Duodenums gebildete CCK aktiviert CCK-Rezeptoren auf afferenten, vagalen Nerven.
Uber einen Reflex werden daraufhin die Azinuszellen zur Sekretion angeregt. (Ach = Acetylcholin; CNS =
Zentrales Nerven System)

1.2.1.2.5 Sekretionsvorgang

Fur das pathophysiologische Verstandnis der akuten Pankreatitis ist besonders der
Vorgang der Sekretion interessant, fir dessen Charakterisierung George E. Palade
1974 den Nobelpreis fur Medizin erhielt. Nach der Bildung der Verdauungsenzyme
und lysosomaler Hydrolasen an den Ribosomen des rauen endoplasmatischen
Retikulums werden diese zum Golgi-Apparat transportiert. Dort werden sie in
Vakuolen verpackt, welche zu Zymogengranula mit einer héheren Konzentration der
Enzyme heranreifen. Die Verdauungsenzyme und die Hydrolasen werden getrennt
voneinander in verschiedenen Vakuolen transportiert und aufbewahrt, um ihre
gegenseitige Aktivierung zu verhindern. Die Vesikeln mit den Verdauungsenzymen
wandern zur apikalen Membran und entleeren ihren Inhalt per Exozytose in das
Azinuslumen (Palade 1975). Am apikalen Zellpol befinden sich Aktinmikrofilamente

des Zytoskeletts, die dort das sogenannte ,terminal web“ bilden und vermutlich an
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der Exozytose der Zymogengranula beteiligt sind (Bendayan, Marceau et al. 1982;
Drenckhahn and Mannherz 1983).
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Abbildung 3: Schematische Darstellung der Funktionen einer Azinuszelle

Durch die Bindung der Liganden an den Rezeptoren der basalen Zellmembran werden verschiedene Signalwege
aktiviert. Neben der Regulation der Proteinsynthese, der Energieproduktion, der Genexpression, des Wachstums
und der Mitogenese wird auch die Sekretion der Verdauungsenzyme induziert. Am apikalen Zellpol bilden
Aktinmikrofilamente das ,terminal web*, welches vermutlich an der Sekretion beteiligt ist.

1.2.1.2.6 Autoprotektive Mechanismen

Die Azinuszelle ist darauf spezialisiert ein Sekret zur Verdauung von organischem
Gewebe zu bilden. Um sich dabei vor der Selbstverdauung zu schitzen, sind im
Laufe der Evolution mehrere Mechanismen entstanden. Zum einen werden samtliche
Proteasen und die Phospholipase A in inaktiven Vorstufen, sogenannten Zymogenen
(z.B. Trypsinogen), synthetisiert, in Vesikeln gespeichert und sezerniert. Zusatzlich
bilden die Azinuszellen einen spezifischen Trypsininhibitor, welcher ca. 20 % der sich
im Pankreas befindenden Trypsinaktivitat (Teich, Ockenga et al. 2000) bindet und mit
dem Trypsinogen sezerniert wird. Durch das Uberangebot an aktiviertem Trypsin
wird dieser im Duodenum inaktiviert (Schwacha and Semmo 2006). Weitere
Schutzmechanismen sind zudem der fur die Enzyme nichtoptimale pH-Wert in den
Vesikeln sowie Proteasen, die aktivierte Verdauungsenzyme degradieren (Pandol,
Saluja et al. 2007).
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1.3 Akute Pankreatitis

Im Wesentlichen stehen drei Krankheiten des exokrinen Pankreas im Vordergrund:
Dies sind die chronische und die akute Pankreatitis sowie das Pankreaskarzinom. Im
Gegensatz zur chronischen Pankreatitis ist bei der akuten Pankreatitis nach dem
Ausschalten der Ausloser bzw. Komplikation mit einer Ausheilung, ggf. mit

morphologischen Defekten zu rechnen (Renz-Polster, Krautzig et al. 2004).

1.3.1 Atiologie

Yadav und Lowenfels verglichen 12 europaische Longitudinalstudien zur
Epidemiologie der akuten Pankreatitis. Die haufigsten Ursachen sind Gallensteine
(10.8 - 56 %), Alkohol (3 - 66 %) sowie die idiopathische akute Pankreatitis (IAP) (8 -
44 %). Pradestinierendes Alter ist die 6. Lebensdekade. Die Inzidenz scheint zu
steigen, vermutlich durch einen Anstieg der durch Alkohol und Gallensteine
induzierten Pankreatitiden (Yadav and Lowenfels 2006). Die Gesamtmortalitat
betragt ca. 5 %, wobei sie bei den Patienten mit nekrotisierender (17 %) hoher ist als
bei denen mit 6dematdser (3 %) Pankreatitis. Allerdings haben weit mehr Patienten
eine 6dematdse Pankreatitis (85 % verglichen mit 15 % mit nekrotisierender
Pankreatitis). Ist das nekrotische Gewebe wiederum infiziert, betragt die Mortalitat 30
% im Gegensatz zu 12 % (Banks and Freeman 2006).

Das Vorhandensein eines Organversagens spielt eine entscheidende Rolle fur die
Prognose der akuten Pankreatitis. Die Mehrzahl der frihen Tode (innerhalb der
ersten zwei Wochen) werden einem Organversagen zugeschrieben und stellen
zumindest die Halfte der Gesamtmortalitat (Banks and Freeman 2006). Patienten mit
nekrotisierender Pankreatitis entwickeln weitaus haufiger ein Organversagen (50 %
im Vergleich zu 5 - 10 % bei ddematdser Pankreatitis). Bei Patienten mit
nekrotisierender Pankreatitis und fehlendem Organversagen betragt die Mortalitat
nahezu 0 %. Versagt ein Organ, ist die Mortalitat unter 10 %, versagen mehrere
Organe, betragt sie 35 % - 50 % (Yadav and Lowenfels 2006). Besonders das akute
Lungenversagen (ARDS) stellt eine der Hauptursachen fir die Mortalitdt bei der

akuten Pankreatitis dar (Bhatia, Neoptolemos et al. 2001).

1.3.2 Klinik

Die Leitsymtome der akuten Pankreatitis sind abdominale Schmerzen und die
Erhéhung der Amylase und Lipase im Blut. Typisch sind abrupt einsetzende heftige,
dumpf empfundene Oberbauchschmerzen. Oft strahlen diese gurtelférmig in den
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Rucken aus. Bei bilidrer Genese konnen diese gleichzeitig von rechtsseitigen, ggf.
kolikartigen Oberbauchschmerzen (berlagert sein. Oft bestehen Ubelkeit und
Erbrechen (Renz-Polster, Krautzig et al. 2004). Bis heute existiert keine effektive
spezifische Therapie der Pankreatitis. Die angewandten Therapieformen bestehen
hauptséachlich aus supportiven sowie schmerzstillenden Mal3nahmen. Dazu gehdren
eine adaquate Schmerztherapie, eine ausreichende parenterale Flussigkeitszufuhr,
parenterale Erndhrung zur Schonung des exokrinen Pankreas und eventuell die

Verhinderung von Infektionen nekrotischen Gewebes durch Antibiotikaprophylaxe.

1.3.3 Pathophysiologie

Bei der Pankreatitis spielen mehrere intra- sowie extrazellulare Faktoren eine Rolle.
Am Anfang des pathologischen Verlaufes stehen intrazellulare Ereignisse in den
Azinuszellen. Im Modell der Cerulein-Pankreatitis sind diese teilweise schon wenige
Minuten nach Cerulein-Injektion nachweisbar: Dies sind ein erhdhter Kalziumspiegel,
die Kolokalisation von lysosomalen und Verdauungsenzymen, die intrazellulare
Aktivierung von Verdauungsenzymen, der Zusammenbruch des Zytoskeletts mit
einhergehender sekretorischer Blockade und die Bildung entziindlicher Mediatoren
(DiMagno and DiMagno 2007). Im weiteren Verlauf spielen wahrscheinlich
extrazellulare Ereignisse die Hauptrolle: Es kommt zu Gefal3reaktionen bis hin zur
Bildung von  Nekrosen, Immigration von Entzindungszellen, Bildung
inflammatorischer Zytokine bis hin zum SIRS und ARDS.

Intrazelluldre Faktoren Extrazelluldre Faktoren

ARDS
TR o s SIRS
B let S R e i e

5 Kolokalisation
2! Verdauungsenzym-Aktivierung Gefalreaktionen
j Inhibierung der Sekretion k ‘ Immigration von Entziindungszellen
7 | erhéhter Kalziumspiegel Bildung inflammatorischer Zytokine
H
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Abbildung 4: Ubersicht der Geschehnisse bei der akuten Pankreatitis
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1.3.3.1 Model der Autodigestion

Das Modell der Autodigestion bei der Pankreatitis besagt, dass es nach einer
intrazellularen Aktivierung der Verdauungsenzyme zur ,Selbstverdauung” des
Pankreas kommt. In der Tat konnte nachgewiesen werden, dass die intrazellulare
Aktivierung von Zymogenen ganz am Anfang der pathophysiologischen Vorgéange,
lange vor dem Auftreten der anderen Kennzeichen der Pankreatitis, stattfindet
(Bialek, Willemer et al. 1991; Luthen, Niederau et al. 1995; Mithofer, Fernandez-del
Castillo et al. 1998). So lasst sich im Tiermodell bereits 10 Minuten nach dem
Auslosen einer Pankreatitis eine Zymogenaktivierung im Pankreasgewebe
nachweisen. Die anderen Merkmale der Pankreatitis wie das Auftreten einer
erhoéhten Vakuolisierung in den Azinuszellen, erh6hte Amylasewerte im Blut und ein
Pankreasddem treten hingegen erst friilhestens nach 30 Minuten auf (Grady, Saluja
et al. 1996). Dies beweist, dass die intrazellulare Zymogenaktivierung nicht als die
Folge der Pankreatitis gesehen werden kann sondern vielmehr ganz am Anfang der
pathophysiologischen Vorgange eingeordnet werden muss. Unterstitzt wird dies
durch die Beobachtung, dass die Cerulein-induzierte Pankreatitis durch
Vorbehandlung mit Protease Inhibitoren verbessert wird und den Schaden an den
Azinuszellen lindert (Suzuki, Isaji et al. 1992; Grady, Mah'Moud et al. 1998; Saluja,
Bhagat et al. 1999). Ein Modell zur Kausalitdt der Zymogenaktivierung stellt die
Kolokalisationstheorie dar.

1.3.3.1.1 Kolokalisationstheorie

Die Kolokalisationstheorie besagt, dass zu einem frilhen Zeitpunkt der Pankreatitis
die Zymogene in das gleiche Organell mit den lysosomalen Enzymen wie zum
Beispiel Cathepsin B kolokalisiert werden und durch diese aktiviert werden. Die
Kolokalisierung von Lysosomen und Zymogengranula konnte durch subzellulare
Fraktionierung (Saluja, Hashimoto et al. 1987) und Immunolokalisationsstudien
(Watanabe, Baccino et al. 1984) beobachtet werden. Die Kolokalisation hatte bereits
nach 15 min, der gleichen Zeit, zu der auch die Trypsinaktivierung gemessen wurde,
stattgefunden (Grady, Saluja et al. 1996). Die anderen mit der Pankreatitis
einhergehenden Phanomene wie die Erhdhung des Amylasespiegels im Serum, das
Pankreasddem und der Azinuszellschaden konnten erst spater beobachtet werden.
Die Kolokalisationstheorie konnte nicht nur in der Cerulein-induzierten Pankreatitis
sondern auch in anderen Modellen der Pankreatitis beobachtet werden und konnte
auch auf die Pankreatitis des Menschen anwendbar sein (Saluja, Saluja et al. 1989;
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Hirano, Manabe et al. 1993; Hirano 1999). Zwar besitzt Cathepsin B ein pH-Optimum
von 5 und damit am Ort der Kolokalisation bei einem neutralen pH nicht viel Aktivitat.
Jedoch haben Studien gezeigt, dass dies zur Aktivierung von Trypsinogen ausreicht
(Greenbaum, Hirshkowitz et al. 1959; Figarella, Miszczuk-Jamska et al. 1988; Lerch,
Saluja et al. 1993). Unterstutzt wird dies durch die Feststellung, dass die
Vorbehandlung mit zellgangigen Cathepsin-Inhibitoren die Aktivierung von
Trypsinogen verhindert (Saluja, Donovan et al. 1997; Van Acker, Saluja et al. 2002).
Die Rolle von Cathepsin B konnte auch durch Cathepsin B - knockout Mause
bestatigt werden. So kam es zu einer um 80 % verminderten Trypsinaktivitat. Die
spezifische Inhibition von Cathepsin B verhindert zudem nicht die Kolokalisation
jedoch die Aktivierung von Trypsin. Dies zeigt, dass die Zymogenaktivierung als
Folge der Kolokalisation und nicht anders herum betrachtet werden muss (Van

Acker, Weiss et al. 2007).

lysosomale
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Zymogene - Zymogene
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Abbildung 5: Schematische Darstellung der Kolokalisationstheorie

Die Verdauungsenzyme und lysosomalen Enzyme werden am rauen ER gebildet und in den Golgi-Apparat
transportiert. Dort werden sie in Vakuolen getrennt voneinander verpackt. Die Vakuolen mit den Zymogenen
kondensieren zu kleineren Zymogengranula hdherer Dichte und werden am apikalen Zellpol ins Azinuslumen
sezerniert. Durch bisher unbekannte Vorgange kommt es bei der Ausbildung der Pankreatitis zur Kolokalisation
lysosomaler Enzyme und der Zymogene. Die Zymogene werden durch die lysosomalen Enzyme aktiviert. Es
kommt zur Ruptur der Vakuolen, der Zerstérung des Zytoskeletts und der Blockade der Sekretion.
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1.3.3.1.2 Erh6dhte Kalziumspiegel

Intrazelluldres Kalzium stellt einen zentralen Baustein der Stimulus-
Sekretionskopplung dar (Williams 2008). Zusatzlich ist Kalzium sowohl fir die
Aktivierung der Zymogene als auch zur Ausbildung einer Pankreatitis notwendig.
Fragwirdig ist jedoch, ob ein erhohter Kalziumspiegel an sich schon eine
Pankreatitis auslésen kann. Obwohl es Beflirworter dieser Theorie gibt (Raraty, Ward
et al. 2000) sprechen einige Studien dafur, dass ein alleinig erhdhter Kalziumspiegel
nicht zur Trypsinaktivierung ausreicht (Pandol, Saluja et al. 2007).

1.3.3.1.3 Hemmung der Sekretion

Wie oben beschrieben ist das Aktinskelett am Vorgang der Exozytose der
Zymogengranula involviert. Wahrend der Frihphase der Cerulein-induzierten
Pankreatitis lasst sich eine Reorganisation und Zerstérung des Aktinzytoskeletts der
Azinuszelle beobachten (O'Konski and Pandol 1990; Jungermann, Lerch et al. 1995).
Es kommt zur Blockade des intrazellularen Transportes und zum Ausbleiben der

Exozytose (Lampel and Kern 1977).

1.3.3.2 Extrazellulare Faktoren

Es wird davon ausgegangen, dass der Schweregrad der Pankreatitis durch

Ereignisse bestimmt wird, die nach dem Azinuszellschaden auftreten.

1.3.3.2.1 Perfussionsstdrungen

Unter anderem kommt es zum Auftreten von Makro- (Takeda, Mikami et al. 2005)
und Mikrozirkulationsstorrungen (Klar, Endrich et al. 1990; Bockman 1992; DiMagno,
Williams et al. 2004), wobei den Mikroperfusionsstérung eine Schlisselrolle bei der
Ausbildung von Nekrosen zuzuschreiben zu sein scheint (Pandol, Saluja et al. 2007).

1.3.3.2.2 Bildung inflammatorischer Mediatoren, SIRS und ARDS

Die Azinuszellen des Pankreas kénnen in Stresssituationen selbststandig Zytokine
synthetisieren und sezernieren (Pandol, Saluja et al. 2007). Van Acker konnte
zeigen, dass die Bildung proinflammatorischer Zytokine wie IL-6 nicht als Folge der
Zymogenaktivierung sondern als parallel verlaufendes Ph&nomen angesehen
werden muss (Van Acker, Weiss et al. 2007). Durch die erhtéhten Zytokinspiegel
werden Entzindungszellen wie Makrophagen und Granulozyten rekrutiert, die
wiederum weitere pro-inflammatorische Mediatoren wie TNF-qa, IL-1, IL-2, IL-6 usw.
sowie anti-inflammatorische Faktoren wie IL-10 und IL-1-Rezeptor-Antagonisten
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sezernieren (Makhija and Kingsnorth 2002). Im weiteren Verlauf kdnnen sich durch
Einschwemmung pro-inflammatorischer Zytokine wie IL-6 in die Lunge und der
daraus folgenden Einwanderung von Entziindungszellen ein Lungenschaden und ein
akutes Lungenversagen (ARDS) entwickeln (Bhatia and Moochhala 2004; Puneet,
Moochhala et al. 2005). Dabei stellt die Einwanderung von neutrophilen
Granulozyten ein entscheidendes pathologisches Ereignis dar (Frossard, Saluja et al.
1999). Die Einwanderung der neutrophilen Granulozyten lasst sich im Tierversuch
durch Messung der Aktivitdt der Myeloperoxidase im Lungengewebe quantifizieren
(Siehe Abschnitt 2.2.3.).

1.4 Mitogen-aktivierte-Protein-Kinasen (MAPK)

Die Mitogen-aktivierten Protein-Kinasen (MAPK) gehoéren zur Gruppe der
Serin/Threonin-Protein-Kinasen. Sie stellen intrazellulare Signaltransduktions-
kaskaden dar und kommen in einer Vielzahl eukaryotischer Zellen von der Hefe bis

hin zum Saugetier vor. Es werden drei Untergruppen unterschieden:

o extrazellular-signal-regulated kinases (ERK): Die wichtigsten Vertreter, Erk 1
und Erk 2 sind auch nach ihrem Molekulargewichten von 42 bzw. 44 kD als
p42/p44 bekannt (Boulton, Yancopoulos et al. 1990)

e c-Jun N-terminale Kinasen (JIJNK): Sie sind nach der Fahigkeit, den
Transkriptionsfaktor c-Jun zu aktivieren (Hibi, Lin et al. 1993; Derijard, Hibi et al.
1994; Kyriakis, Banerjee et al. 1994) benannt.

e p38: Ist nach ihrem Molekulargewicht von 38 kD (Han, Lee et al. 1994, Lee,
Laydon et al. 1994; Rouse, Cohen et al. 1994) benannt.

Aktiviert werden sie durch eine Vielzahl verschiedener Stimuli wie Zytokinen,
Wachstumsfaktoren, Neurotransmitter, Hormone und Stressoren und kontrollieren
Prozesse wie Zellwachstum und Differenzierung, Inflammation und Apoptose (Xia,
Dickens et al. 1995). lhre Funktionen variieren jedoch in den verschiedenen Spezies
und sogar in den verschiedenen Zelltypen eines Gewebes (Schafer and Williams
2000).

Gemeinsam ist den MAP-Kinasen, dass das Signal durch jeweils drei in Serie
geschaltete Proteinkinasen weitergegeben wird. Die Aktivierung geschieht dabei
durch duale Phosphorylierung von Thyrosin- und Threonin-Resten. Die MAP-Kinasen
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(p38, JNK und Erk) werden durch die MAPK-Kinasen (MAPKK) phosphoryliert, diese
wiederum durch die MAPKK-Kinasen (MAPKKK). Initiiert wird die Signalkaskade
durch die Aktivierung der MAPKKK durch sogenannte ,kleine GTPasen“ (small
guanosin triphosphat (GTP) binding proteins) der Ras-Superfamilie (Minden and
Karin 1997). Diese stellen den molekularen Schalter der Signalkaskade dar und sind
eng mit der Zellmembran assoziiert. Sie kdnnen entweder durch zellulare Stressoren
direkt oder durch Rezeptoren auf der Zelloberflache in ihren aktiven Zustand
Uberfahrt werden. Hierfur sind G-Protein gekoppelte Rezeptoren (GPCR) (Wan,
Kurosaki et al. 1996), Integrine (Lin, Aplin et al. 1997) und Rezeptor Tyrosin Kinasen
(RTKs) (Marshall 1995) beschrieben. Die MAP-Kinasen (p38, JNK, Erk1/2) geben
das Signal auf verschiedene Weisen weiter. Zum einen phosphorylieren und damit
aktivieren sie diverse Kinasen im Zytosol der Zelle, zum anderen tragen sie die
Information auch in den Zellkern, indem sie in den Zellkern translozieren (Chen,
Sarnecki et al. 1992; Raingeaud, Gupta et al. 1995; Kallunki, Deng et al. 1996) und

bestimmte Transkriptionsfaktoren aktivieren.

Im Gegensatz zu den ERK, welche hauptsachlich durch Hormone und
Wachstumsfaktoren aktiviert werden, werden JNK und p38 durch pro-
inflammatorische Zytokine (IL-1), Tumornekrosefaktor-a (TNF-a), Lipopolysaccharide
(Raingeaud, Gupta et al. 1995) und Stressoren wie UV-Strahlung (Radler-Pohl,
Sachsenmaier et al. 1993), Hyperosmolaritat und Hitzeschock (Davis 1994; Karin
1995; Haussinger, Schliess et al. 1999) aktiviert, weswegen sie auch Stress-
aktivierte-Protein-Kinasen (SAPK) oder ,Stresskinasen® genannt werden. P38
(Schafer, Ross et al. 1998; Wagner, Metzler et al. 1999) und die JNK (Dabrowski,
Grady et al. 1996; Schafer and Williams 2000) spielen eine Rolle in der Pathologie
der akuten Pankreatitis und der vorliegenden Arbeit. Deswegen sollen sie im

Folgenden naher dargestellt werden.

1.4.1 c-jun n-terminale Kinase (JNK)

Die Hauptaufgabe der JNK scheint die Auslosung der Inflammation und der
Apoptose zu sein (Xia, Dickens et al. 1995; Robinson and Cobb 1997; Ip and Davis
1998). Die JNK-Signalkaskade wird durch die GTPasen Cdc42, Racl und Rho
initiiert (Coso, Chiariello et al. 1995; Teramoto, Coso et al. 1996; Teramoto, Crespo
et al. 1996). Diese aktvieren die MAPKK-Kinasen MEKK1-5, MLK2/3, ASK1, TAK
und Tpl2 (Minden, Lin et al. 1994; Yan, Dai et al. 1994; Derijard, Raingeaud et al.
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1995; Liu, Gorospe et al. 1995; Fanger, Gerwins et al. 1997; Gerwins, Blank et al.
1997), welche wiederum die MAPK-Kinasen MKK4 und MKK7 aktivieren (Tournier,
Whitmarsh et al. 1997; Wu, Wu et al. 1997). Es existieren drei verschiedene
Isoformen der JNK (JNK1/2/3). Diese phosphorylieren unter anderem c-jun, c-fos

und das ,serum response factor accessory protein-1“ (Sap-1).

Die JNK wird auch in den Azinuszellen des Pankreas exprimiert und im Tiermodell
der Cerulein-induzierten Pankreatitis ist ihre Phosphorylierung eines der ersten
beobachtbaren Phdnomene (Duan and Williams 1994; Dabrowski, Grady et al. 1996;
Grady, Dabrowski et al. 1996). Wagner et al konnten zeigen, dass die Inhibition der
JNK durch den spezifischen Inhibitor CEP-1347 den Verlauf der Cerulein-induzierten
Pankreatitis verbessert (Wagner, Mazzucchelli et al. 2000), was auf eine pro-
inflammatorische Rolle der JNK bei der Pankreatitis hinweist.

1.4.2 p38-MAPK (p38)

Cdc4z2 ist als beteiligte GTPase der p38-Signaltransduktionskette bekannt (Bagrodia,
Derijard et al. 1995) und aktiviert vier parallel geschaltete MAPKKK. Diese sind
ASK1, TAK, MLK2 und MEKK1 (Ichijo, Nishida et al. 1997), die wiederum drei
MAPK-Kinasen, K3, MKK4 und MKK®6 aktivieren (Derijard, Raingeaud et al. 1995;
Liu, Gorospe et al. 1995; Han, Lee et al. 1996; Raingeaud, Whitmarsh et al. 1996;
Stein, Brady et al. 1996). Als nachste Stufe (MAPK) werden vier verschiedene
Isoformen von p38 (a, B, y und &) (Widmann, Gibson et al. 1999) aktiviert, welche
mehrere Wirkungen vermitteln. Bekannte Substrate fir p38 sind die Kinasen Mnk1/2
(Fukunaga and Hunter 1997; Waskiewicz, Flynn et al. 1997) und MAPKAPK-2/3
(MK2/3) (Freshney, Rawlinson et al. 1994; Rouse, Cohen et al. 1994; McLaughlin,
Kumar et al. 1996) sowie die Transkriptionsfaktoren CREB, ATF-1 (Tan, Rouse et al.
1996), ATF-2 (Raingeaud, Whitmarsh et al. 1996), CHOP (Wang and Ron 1996) und
MEF-2C (Han, Jiang et al. 1997).

MK2 befindet sich im Nukleus und transloziert nach Aktivierung durch p38 ins Zytosol
(Engel, Kotlyarov et al. 1998). Dort aktiviert es unter anderem das Hitze-Shock-
Protein 27 (Hsp 27) (Stokoe, Engel et al. 1992), welches zur Regulierung des
Aktinskeletts beitragt (Miron, Vancompernolle et al. 1991) (Naheres zu Hsp 27 in
Abschnitt 1.4.3). MK2 ist zudem ein notwendiges Element in der Regulation der

Zytokin-Sekretion (Kotlyarov, Neininger et al. 1999).
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Auch p38 spielt eine Rolle bei der Auslosung der Apoptose (Graves, Draves et al.
1996; Brenner, Koppenhoefer et al. 1997; Kawasaki, Morooka et al. 1997; Kummer,
Rao et al. 1997) und induziert die Bildung einiger pro-inflammatorischer Zytokine wie
IL-1, TNF-a (Lee, Laydon et al. 1994; Brook, Sully et al. 2000) und IL-6 (Beyaert,
Cuenda et al. 1996). Zudem induziert p38 die Proliferation von T-Zellen (Crawley,
Rawlinson et al. 1997) und verstarkt die Stress-induzierte Transkription von c-jun und

c-fos in Fibroblasten (Hazzalin, Cano et al. 1996).

Die p38-MAPK wird auch in den Azinuszellen exprimiert und ihre Aktivierung ist
eines der ersten beobachtbaren intrazellularen Phdnomene nach Stimulation durch
CCK (Wagner, Metzler et al. 1999). Schafer et al. zeigten, dass p38 an den durch
CCK verursachten Veranderungen des Aktinzytoskeletts beteiligt ist (Schafer, Ross
et al. 1998). Jedoch ist die Rolle von p38 bei der akuten Pankreatitis nicht so
eindeutig wie die der JNK. Sie aktiviert teils pro-, teils anti-inflammatorische
Mechanismen. Die Beobachtung, dass die Inhibition von p38 mit dem spezifischen
Inhibitor SB203580 den Verlauf der Pankreatitis verschlechtert (Fleischer, Dabew et
al. 2001), lasst auf einen Uberwiegend protektiven Einfluss schliel3en. Speziell die
durch p38 aktivierte Kinase MK2 vermittelt teils pro-, teils anti-inflammatorische
Effekte. Zum einen fuhrt die MK2-Aktivierung zur Bildung der pro-inflammatorischen
Zytokine TNF-a (Kotlyarov, Neininger et al. 1999) und IL-6 (Beyaert, Cuenda et al.
1996; Kotlyarov, Neininger et al. 1999). Zum anderen aktiviert MK2 das Hsp 27
(Freshney, Rawlinson et al. 1994; Rouse, Cohen et al. 1994; Wang and Ron 1996;
Groblewski, Grady et al. 1997), welches sich abmildernd auf die Pankreatitis auswirkt
(Schafer, Clapp et al. 1999; Kubisch, Dimagno et al. 2004). MK2-knockout Méause
(MK2 -/-) reagieren auf Stimulation durch CCK zum einen mit drastisch verminderten
Anstiegen von TNF-a und IL-6 und mit dem Ausbleiben der Phosphorylierung von
Hsp 27 (Tietz, Malo et al. 2006).

1.4.3 Hitze-Schock-Proteine (Hsp)

In Stresssituationen produzieren Zellen sogenannte Hitze-Schock-Proteine (Hsp), die
sie vor toxischen Einflissen schutzen (Jacquier-Sarlin, Fuller et al. 1994). Diese
stellen molekulare Chaperone dar, die den Proteinen helfen, wéhrend der
Stresssituation in ihrer fur ihre Funktion notwendigen Struktur zu verweilen (Ellis
1987; Schlesinger 1990; Craig, Weissman et al. 1994; Schafer and Williams 2000).
Im Pankreas werden sie durch Stressoren wie Hitzeschock, Wassereinstrom,
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Hyperosmolaritat, Chemikalien oder supramaximalen Dosen CCK (Groblewski,
Grady et al. 1997; Schafer, Ross et al. 1998) aktiviert (Pandol, Saluja et al. 2007).
Nach Injektion von Cerulein werden verstarkt HSP 27 (Groblewski, Grady et al. 1997;
Schafer, Clapp et al. 1999), HSP 60 und HSP 70 (Otaka, Okuyama et al. 1997) in
den Azinuszellen gebildet. Die HSP schitzen die Zellen und lindern den Verlauf der
Pankreatitis ab (Wagner, Weber et al. 1996; Lee, Bhagat et al. 2000; Weber, Wagner
et al. 2000; Bhagat, Singh et al. 2002). Hsp 27 wird indirekt durch p38 (Guay,
Lambert et al. 1997) Uber MK2 vermittelt, aktiviert (Stokoe, Campbell et al. 1992;
Stokoe, Engel et al. 1992). Hsp 27 agiert als ein molekulares Chaperon, indem es die
Faltung von teilweise denaturierten Proteinen in ihre aktiven Konformationen
erleichtert (Jakob, Gaestel et al. 1993; Knauf, Jakob et al. 1994). Zusatzlich kénnen
sich kleine Oligomere oder Monomere von Hsp 27 (Welsh and Gaestel 1998) am
Zytoskelett anlagern und die Aktinpolymerisation hemmen (Miron, Vancompernolle et
al. 1991; Lavoie, Hickey et al. 1993; Benndorf, Hayess et al. 1994; Huot, Houle et al.
1996). Auf diese Weise stabilisiert Hsp 27 die Mikrofilamente der Zellen gegen
verschiedene Stressoren. Die Uberexpression von Hsp 27 schiitzt vor Cerulein-
induzierter Pankreatitis (Kubisch, Dimagno et al. 2004). Auch bei den durch CCK-
Stimulation verursachten Veranderungen des Zytoskeletts spielt Hsp 27 eine Rolle
(Schafer, Ross et al. 1998). Die Hauptaufgabe scheint dabei im Erhalt der fir die
Funktion der Zelle notwendigen Struktur der Aktinfilamente zu bestehen (Schafer,
Clapp et al. 1999; Kubisch, Dimagno et al. 2004). Abbildung 6 zeigt eine Ubersicht
der Funktionen der Stresskinasen p38 und JNK in der Azinuszelle.
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Abbildung 6: Ubersicht tiber die Funktionen der Stresskinasen p38 und JNK in der Azinuszelle

Die Stresskinasen p38 und JNK werden bei der Pankreatitis verstarkt aktiviert. Die JNK aktiviert die
Transkriptionsfaktoren c-jun, c-fos und Sap-1. Die Inhibition durch den spezifischen Hemmstoff CEP-1347 mildert
die Pankreatitis ab, was flr eine pro-inflammatorische Rolle der JNK spricht. Die p38 MAP-Kinase vermittelt
sowohl protektive als auch pro-inflammatorische Effekte, wobei die protektiven Effekte zu Uberwiegen scheinen,
da die Inhibition durch den spezifischen Hemmstoff SB203580 zur Verstarkung der Pankreatitis fuhrt. Unter
anderem werden diese Effekte durch die downstream Kinase MAPKAPK 2 (MK2) vermittelt. Diese sind die
Stabilisierung des Zytoskeletts und der Schutz vor Denaturierung verschiedener Proteine durch die Aktivierung
von Hsp 27 und die Induktion der pro-inflammatorischen Zytokine TNF-a und IL-6.

1.5 Cannabinoide

Cannabinoide erhielten ihren Namen von den natirlichen Wirkstoffen
(Phytocannabinoide) der Hanfpflanze (Cannabis sativa). Zu lhnen zahlen neben
diesen auch korpereigene Signalstoffe, die Endocannabinoide sowie synthetisch

hergestellte Wirkstoffe.

1.5.1 Cannabis sativa

Die Hanfpflanze (Cannabis sativa) ist eine der am langsten vom Menschen
kultivierten Pflanzen. Es gibt Hinweise durch Radiokohlenstoff-Datierungen, dass
Cannabis sativa schon vor ca. 6000 Jahren in China vom Menschen zur Herstellung
von Seilen, Ol und als Nahrungsmittel genutzt wurde (Li 1973). Der erste bekannte
medizinische Einsatz von Cannabis wurde mundlich aus dem 28. Jahrhundert v. Chr.
Ubermittelt. Kaiser Shen-Nung soll damit Krankheiten wie Beriberi und Malaria
behandelt haben (Russo 2004).
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Trotz der langen Geschichte des Hanfs als Therapeutikum und Droge wurden seine
Wirkstoffe verhaltnismaRig spéat entdeckt. Zwar gelang es zu Beginn des 20.
Jahrhunderts, Wirkstoffe der Cannabispflanze zu isolieren (Adams 1940). Es dauerte
allerdings bis 1963 bzw. 1964 bis die Hauptwirkstoffe, Cannabidiol (Michoulam and
Shvo 1963) und 6-9-THC (Gaoni 1964), in ihrer Struktur endgultig entschlisselt
werden konnten. Heute sind dber 60 pflanzliche Cannabinoide bekannt (EISohly
2002). Zu den Strukturformeln der Phytocannabinoide gibt Abbildung 10 Auskunft.

1.5.2 Endocannabinoid-System (ECS)
1.5.2.1 Rezeptoren

Aufgrund ihrer starken Fettloslichkeit wurde zuerst eine unspezifische Penetration
der Zellmembranen als Wirkmechanismus der Cannabinoide angenommen. Durch
die synthetische Herstellung der Cannabinoide und ihrer Enantiomere konnte jedoch
beobachtet werden, dass ihre Aktivitat von ihrer stereochemischen Struktur abhéngig
ist, das heif3t, dass die verschiedenen Enantiomere unterschiedlich starke Wirkungen
hervorrufen, was einen spezifischeren Wirkmechanismus nahe legt (Mechoulam,
Lander et al. 1980; Mechoulam, Lander et al. 1987). 1988 konnte dann ein
spezifischer Bindungsort im Gehirn von Ratten identifiziert (Devane, Dysarz et al.
1988) und 1990 das heute als CB1-Rezeptor bekannte Protein geklont werden
(Matsuda, Lolait et al. 1990). Drei Jahre spater konnte ein Protein mit teilweise
homologen Abschnitten geklont werden (Munro, Thomas et al. 1993), welches sich

als zweiter Cannabinoid-Rezeptor (CB2-Rezeptor) herausstellte.

Der CB1- und der CB2-Rezeptor gehéren beide zur Rhodopsin-Untergruppe der G-
Protein-gekoppelten-Rezeptoren. lhre Proteinstrukturen sind nur zu 44 % identisch
(Bei den anderen Rezeptor-Untergruppen sind es durchschnittlich 70 - 80 % Identitat
(Howlett, Barth et al. 2002)). An der extrazellular gelegenen Bindungsstelle fur die
Liganden sind die Proteinsequenzen zu 68 % identisch. Die CB1-Rezeptoren der
Maus und des Menschen besitzen zu 97 — 99 % identische Aminosduresequenzen
(Howlett, Barth et al. 2002). Die CB2-Rezeptoren der Maus und des Menschen sind
nur zu 82 % identisch (Shire, Calandra et al. 1996; Howlett, Barth et al. 2002). Beide
Rezeptoren bestehen aus sieben transmembrandsen Domanen mit jeweils drei intra-

und extrazellularen Schleifen und sind intrazellular an ein G-Protein gekoppelt.
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1.5.2.2 Wirkungen an nicht-CB1-, nicht-CB2-Rezeptoren

Die Komplexitdt des Endocannabinoid-Systems scheint sich uns gerade erst zu
offenbaren. So wurden neben den CB1- und CB2-Rezeptoren diverse andere
Wirkmechanismen fir die gangigen Cannabinoide beschrieben (Kreitzer and Stella
2009). Die Vielfalt der beschriebenen Wirkungen soll am Beispiel von Anandamid,
einem korpereigenem Cannabinoid, dargestellt werden: So wurde beschrieben, dass
Anandamid Serotonin- (Kimura, Ohta et al. 1998; Xiong, Hosoi et al. 2008) und
Glyzinrezeptoren (Lozovaya, Yatsenko et al. 2005) sowie muskarinerge
(Christopoulos and Wilson 2001) und nikotinerge (Oz, Ravindran et al. 2003)
Acetylcholinrezeptoren aktiviert. Anandamid hemmt zudem verschiedene Typen von
Kalzium- und Kaliumkanalen (Oz 2006) und fungiert als Agonist am Vanilloid
Rezeptor 1 (TRPV1) (Zygmunt, Petersson et al. 1999; Smart, Gunthorpe et al. 2000),
einem nichtselektivem Kationenkanal der Familie der ,sechs-transmembrandsen-
Domanen transient Rezeptor Potential“ (TRP) Kanale. Durch Versuche mit TRPV1-
knockout Mausen konnte gezeigt werden, dass zumindest einige der
pharmakologischen Effekte von Anandamid durch TRPV1 vermittelt werden (Pacher,
Batkai et al. 2004). Anandamid aktiviert zusatzlich den nuclear-peroxisome-
proliferator-activated-Rezeptor (PPAR) a (Sun, Alexander et al. 2006) und vy
(Bouaboula, Hilairet et al. 2005). PPAR sind eine sich im Zellkern befindliche
Rezeptorklasse, die die Expression verschiedener Gene zur Regulation des
Metabolismus und der Immunantwort kontrollieren (O'Sullivan, Randall et al. 2007).

In letzter Zeit verdichten sich zudem die Hinweise, dass das bisher als ,Waisen®“-
Rezeptor bekannte Protein GRP55 als Cannabinoid-Rezeptor angesehen werden
muss (Pertwee 2002; Ryberg, Larsson et al. 2007; Lauckner, Jensen et al. 2008).
GRP55 befindet sich sowohl im ZNS als auch in peripheren Organen und zeigt wenig
Homologie mit den CB1- oder CB2-Rezeptoren (De Petrocellis and Di Marzo 2009).
Es liegen jedoch widersprichliche Daten hinsichtlich der Wirkungen der einzelnen
Cannabinoide am GRP55 Rezeptor vor; einige Studien streiten die Wirkungen von
Anandamid und 2-AG in physiologischen Dosen sogar ab (Oka, Nakajima et al.
2007; Henstridge, Balenga et al. 2009). Auch lassen sich einige der bisher
ungeklarten Wirkungen der Cannabinoide nicht durch den GRP55 erklaren, sodass
weitere Cannabinoid-Rezeptoren denkbar scheinen (Mackie and Stella 2006; Johns,
Behm et al. 2007).
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1.5.2.3 Intrazellulare Wirkungen der Cannabinoid-Rezeptor-Aktivierung

Die Bindung eines Agonisten an den Cannabinoid-Rezeptoren fuhrt zu einer
Konformitatsanderung und damit zur Aktivierung eines G-Proteins an der Innenseite
der Zellmembran. Die beiden Cannabinoid-Rezeptoren vermitteln daraufhin
verschiedene Wirkungen in der Zelle. Im Gegensatz zu den Cannabinoid 1-
Rezeptoren, welche zahlreiche lonenkanédle wund intrazellulare Signalwege
beeinflussen (Howlett 2005), kommt es nach Aktivierung der CB2-Rezeptoren
lediglich zur Hemmung der Adenylatzyklase (Rinaldi-Carmona, Barth et al. 1994) und
dadurch verminderten Aktivitat der cAMP-abhangigen Proteinkinase A (PKA) was die
verminderte Phosphorylierung deren Zielproteine zur Folge hat, sowie zur Erhéhung
der intrazellularen Konzentration an freiem Ca?* (Sugiura, Kodaka et al. 1996;
Sugiura, Kodaka et al. 1997) und zur Aktivierung der Mitogen-aktivierten-Protein-
Kinasen (MAPK): Bouaboula beschrieben 1995 bzw. 1996 erstmals, dass CB1- und
CB2-Rezeptoren die MAP-Kinasen Erkl und Erk2 aktivieren (Bouaboula, Poinot-
Chazel et al. 1995; Bouaboula, Poinot-Chazel et al. 1996). Auch die Aktivierung der
p38 MAP-Kinase (Derkinderen, Ledent et al. 2001; Chen, Errico et al. 2005) und der
c-Jun N-terminalen Kinase (JNK-Kinase) (Derkinderen, Ledent et al. 2001) in Zellen
des Hippocampus von Mausen wurden beschrieben. Der Einfluss der Cannabinoid-

Rezeptor-Aktivierung auf die MAPK im Pankreas wurde bisher nicht untersucht.

Abbildung 7: Intrazellulare Wirkmechanismen der CB2-Rezeptor-Aktivierung

Die Aktivierung von CB2-Rezeptoren fuhrt zur Hemmung einer membranstandigen Adenylatzyklase, zur
Aktivierung der MAP-Kinasen Erk 1/2, p38 und JNK sowie zur Erhéhung der intrazellularen Ca?*-Konzentration.

1.5.2.4 Verteilung der Rezeptoren

Die beiden Cannabinoid-Rezeptoren zeigen hinsichtlich ihrer Expression eine
unterschiedliche Verteilung im Korper. Die urspringliche Einteilung in zentrale (CB1-
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Rezeptoren) und periphere Cannabinoid-Rezeptoren (CB2-Rezeptoren) scheint aber

zunehmend an Gultigkeit zu verlieren:

Der CB1-Rezeptor ist hauptsachlich im ZNS, mit besonders hohen Dichten in den
Basalganglien, der Pars Retikulata der Substantia nigra, dem inneren und auf3eren
Kern des Globus Pallidus sowie im Gyrus Dentatus des Hippocampus, im Kleinhirn
und im limbischen Teil des Cortex (Herkenham, Lynn et al. 1991) zu finden und wird
somit fur die zentralen, allen voran fur die psychischen Effekte der Cannabinoide
verantwortlich gemacht. Es konnte gezeigt werden, dass CB1-Rezeptoren im
Hippocampus und in den sensiblen Bahnen des Rickenmarks prasynaptisch auf
GABA-haltigen Interneuronen lokalisiert sind und die Ausschittung von GABA
hemmen (Katona, Sperlagh et al. 1999; Katona, Sperlagh et al. 2000; Pertwee 2001).
Aul3erhalb des ZNS konnte der CB1-Rezeptor beim Menschen in diversen Geweben,
wie z.B. im Vas Deferens, Hoden (Gerard, Mollereau et al. 1991), in Spermazellen
(Schuel, Chang et al. 1991), Endothelzellen (Sugiura, Kondo et al. 1996),
prasynaptisch auf sympathischen Nervenendigungen (Ishac, Jiang et al. 1996) und
im Gastrointestinaltrakt im Osophagus, Magen, lleum (Storr, Gaffal et al. 2002), in
der Leber (Lotersztajn, Teixeira-Clerc et al. 2008) sowie dem intestinalen
Nervensystem (Croci, Manara et al. 1998; Coutts, Irving et al. 2002; Casu, Porcella
et al. 2003) nachgewiesen werden. Im Pankreas wurde der CB1-Rezeptor auf
Azinuszellen, BlutgefaRen, Nerven sowie den Sternzellen beschrieben (Michalski,
Laukert et al. 2007; Michalski, Maier et al. 2008).

Der CB2-Rezeptor ist hauptsachlich auf Zellen des Immunsystems zu finden: Neben
B-und T-Lymphozyten, Monozyten, Makrophagen und Mastzellen auch im Thymus,
in der Milz und den Tonsillen (Howlett, Barth et al. 2002). Er wird jedoch in
zunehmendem Male in anderen Geweben nachgewiesen. So ist er im
Gastrointestinaltrakt prasent, nachweiRlich in Osophagus, im Magen, lleum (Storr,
Gaffal et al. 2002), in der Leber (Lotersztajn, Teixeira-Clerc et al. 2008) und dem
intestinalen Nervensystem (Duncan, Davison et al. 2005). Im Pankreas wurde der
CB2-Rezeptor ebenfalls - jedoch in einer schwacheren Konzentration wie der CB1-
Rezeptor - nachgewiesen. In der Immunhistochemie konnten ihn verschiedene
Arbeitsgruppen mit schwachem Signal auf Azinuszellen und Nerven nachweisen, auf
den Zellen des Tubulussystems stellten sie eine starke Expression fest (Michalski,
Laukert et al. 2007; Michalski, Maier et al. 2008; Linari, Agostini et al. 2009).
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Abbildung 8: Vereinfachte Darstellung der Verteilung der Cannabinoid-Rezeptoren

1.5.2.5 Anti-inflammatorische und analgetische Potenz der CB2-Rezeptoren
Immunzellen exprimieren neben den CB2- auch CB1-Rezeptoren. Die Quantitat der
Expression variiert jeweils mit dem Reifegrad der Immunzelle. So exprimieren reife
B-Zellen viele CB1- und CB2-Rezeptoren, naive T-Zellen jedoch nur sehr wenige
(Bouaboula, Rinaldi et al. 1993). Speziell dem CB2-Rezeptor wird dabei eine
immunmodulatorische (Lunn, Reich et al. 2006) und analgetische (Anand, Whiteside
et al. 2009) Wirkung zugesprochen. Die analgetische Wirkung kommt zum einen
durch die Unterdrickung der Inflammation und der dadurch reduzierten
Sensibilisierung afferenter Nerven fur Schmerzreize als auch durch Aktivierung von
CB2-Rezeptoren direkt auf afferenten Nerven zustande (Wright, Duncan et al. 2008).
Die Aktivierung der CB1- und CB2-Rezeptoren auf Immunzellen fuhrt zur Hemmung
der Produktion verschiedener Immunmodulatoren wie diverser Zytokine (Klein,
Newton et al. 2003; Walter and Stella 2004; Cabral and Staab 2005). In der Folge
kommt es zu einer verringerten Migration, Adhasion und Infiltration von Immunzellen
(Lunn, Reich et al. 2006; Wright, Duncan et al. 2008). Ein Groldteil der anti-
inflammatorischen Eigenschaften der Cannabinoide werden vermutlich auf diese
Weise vermittelt. Jedoch haben Versuche mit Palmitylethanolamide (PEA), einem
Analog von Anandamid mit starker anti-inflammatorischer Potenz (Lambert,
Vandevoorde et al. 2002), einen weiteren bisher unbekannten Rezeptor auf
Immunzellen vermuten lassen. PEA reduziert den mit einer Inflammation
verbundenen Schmerz (Calignano, La Rana et al. 1998; Jaggar, Hasnie et al. 1998).
Dieser Schmerz kann durch den selektiven CB2-Antagonisten SR144528 geblockt
werden, obwohl PEA nicht an den CB2-Rezeptoren bindet (Griffin, Tao et al. 2000).
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Dies lasst die Existenz eines weiteren PEA sensitiven Rezeptors, an dem SR144528

ebenfalls antagonisiert, vermuten.

1.5.2.6 Endocannabinoide

Nachdem spezifische Rezeptoren entdeckt waren, stellte sich die Frage nach ihrer
physiologischen Bedeutung und damit ihrer physiologischen Liganden. 1992
entdeckten Devane et al im Gehirn von Schweinen einen Stoff (Arachidonoyl
Ethanolamid), der an dem CB1-Rezeptor bindet (Devane, Hanus et al. 1992). Dieser
wurde Anandamid (nach dem Wort “Ananda”, das in der altindischen Sprache
Sanskrit ,Gllckseligkeit® bedeutet) benannt. Bald darauf wurde festgestellt, dass der
bereits bekannte endogene Metabolit 2-Arachidonoylglycerol (2-AG) ebenfalls als
Ligand an CB-Rezeptoren agiert (Mechoulam, Ben-Shabat et al. 1995; Sugiura,
Kondo et al. 1995). Seitdem wurden mehrere Endocannabinoide entdeckt. Sie
gehoren alle zu den Eicosanoiden (Pertwee 2005). Darunter befinden sich unter
anderem 2-Arachidonyl-Glycerolether (Noladin Ether) (Hanus, Abu-Lafi et al. 2001),
N-Arachidonoyl-Dopamin (NADA) (Bisogno, Melck et al. 2000; Huang, Bisogno et al.
2002) und Virodhamin (Porter, Sauer et al. 2002). Zu ihren Strukturformeln siehe
Abbildung 10.

1.5.2.7 Bildung, Abbau und transmembrandéser Transport

Anandamid und 2-AG stellen heute die am besten erforschten und verstandenen
Endocannabinoide dar. lhre Stoffwechselwege sind weitestgehend bekannt. Beide
werden bei Bedarf durch die Erhdéhung der intrazellularen Kalziumkonzentration
vermittelt und aus Phospholipiden der Zellmembran gebildet (Howlett, Barth et al.
2002; DiMarzo, De Petrocellis et al. 2005). Anandamid wird durch vier alternative
Stoffwechselwege aus N-Arachidonoyl-Phosphatidylethanolamin (NArPE) gebildet,
wobei eine N-Acyl-Phosphatidylethanolamin-selektive Phosphodiesterase (NAPE-
PLD) eine Hauptrolle spielt (Di Marzo, Fontana et al. 1994). N-Arachidonoyl-
Phosphatidylethanolamin (NArPE) wiederum wird durch den Transfer von
Arachidonsaure von der sn-1 Position von Phospholipiden auf das Stickstoffatom von
Phosphatidylethanolamin durch N-Acyltransferasen gebildet (Cadas, di Tomaso et al.
1997). Vorlaufermolekile fur 2-AG stellen fast ausschlie3lich Diacylglyerole (DAG)
mit Arachidonsaure in der 2. Position dar. Die Umwandlung geschieht durch
Hydrolyse mittels den sn-1 selektiven DAG-Lipasen (DAGL a und b). Die

Diacylglyerole werden entweder durch eine von der Phospholipase C katalysierten
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Hydrolyse von Phosphatidylinositol oder durch Hydrolyse von Phosphatidilsaure
gebildet (Di Marzo, De Petrocellis et al. 1996; Bisogno, Sepe et al. 1997; Stella,
Schweitzer et al. 1997)(Bisogno, Melck et al. 1999).

Die Beendigung der Wirkung der Endocannabinoide geschieht durch ihre
Wiederaufnahme in die Zelle und anschlieRendem Abbau. Der Mechanismus der
Wiederaufnahme ist unter Forschern umstritten. Wahrend einige Forscher auf Grund
der lipophilen Eigenschaften der Endocannabinoide von einem unspezifischen
Ubertritt durch die Zellmembran mittels Diffusion ausgehen (Glaser, Abumrad et al.
2003; Glaser, Kaczocha et al. 2005; Kaczocha, Hermann et al. 2006), mehren sich
die Anzeichen eines spezifischeren, durch Proteine vermittelten Transportes
(Beltramo, Stella et al. 1997; Hillard, Edgemond et al. 1997; Beltramo and Piomelli
2000; Hillard and Jarrahian 2000; Rakhshan, Day et al. 2000). So kann durch
spezifische Inhibitoren die Aufnahme von Anandamid unabhangig von seinem
enzymatischen Abbau gehemmt werden (Ortar, Ligresti et al. 2003; Fegley, Kathuria
et al. 2004, Ligresti, Morera et al. 2004). Dieser Mechanismus wurde hauptsachlich
fur Anandamid erforscht und deswegen zunachst Anandamid Membran Transporter
(AMT) benannt. Es mehren sich jedoch die Anzeichen, dass auch die anderen
Endocannabinoide Uber den Selben Mechanismus transportiert werden (Beltramo
and Piomelli 2000; Fezza, Bisogno et al. 2002), weswegen er auch Endocannabinoid
Membran Transporter (EMT) genannt wird. Er konnte auf molekularer Basis noch
nicht naher identifiziert werden. Es wurde jedoch gezeigt, dass die Wiederaufnahme
von Anandamid und 2-AG temperaturabhangig verlauft (Rakhshan, Day et al. 2000),
durch NO aktiviert wird (Maccarrone, Bari et al. 2000; Bisogno, MacCarrone et al.
2001), einer Sattigung unterliegt (Hillard, Edgemond et al. 1997) sowie unabhangig
von Energie in Form von ATP-Hydrolyse oder in Form eines lonengradienten ablauft
(Maccarrone, Bari et al. 2000; Rakhshan, Day et al. 2000; Bisogno, MacCarrone et
al. 2001; Day, Rakhshan et al. 2001; Deutsch, Glaser et al. 2001; Hillard and
Jarrahian 2003; Hermann, Kaczocha et al. 2006).

Nachdem Anandamid und 2-AG wieder in die Zelle aufgenommen wurden, werden
sie durch enzymatische Hydrolyse ihrer Amid- bzw. Esterbindung inaktiviert. Dies
wird bei Anandamid durch die Fettsaure-Amid-Hydrolase-1 (FAAH) (Cravatt, Giang
et al. 1996) und bei 2-AG hauptsachlich durch verschiedene Monoacylglycerollipasen
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(MAGL) aber ebenfalls durch FAAH katalysiert (Karlsson, Contreras et al. 1997,
Dinh, Carpenter et al. 2002). Einen Uberblick verschafft Abbildung 9.
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Abbildung 9: Ubersicht (iber die Biosynthese und Inaktivierung der beiden am besten erforschten
Endocannabinoide, Anandamid und 2-AG (Modifiziert nach Petrocellis 2009)

Es existieren jeweils mehrere Stoffwechselwege fir Bildung und Abbau. Anandamid (1) stammt von einem
Phospholipid, dem N-Arachidonoyl-Phosphatidyl-Ethanolamine (NArPE)(2) ab, welches wiederum durch Transfer
von N-Arachidonsaure (3) auf Phosphatidylethanolamin (4) durch N-Acyltransferasen (NAT) (5) gebildet wird.
NArPE wird durch vier alternative Stoffwechselwege in Anandamid umgewandelt, wobei dies hauptséchlich durch
eine N-Acyl-Phosphatidylethanolamine-selektive Phosphodiesterase (NAPE-PLD) (6) katalysiert wird. 2-AG (7)
wird fast ausschlief3lich aus Diacylglycerolen mit Arachidonséure in der 2- Position (8) gebildet. Die Umwandlung
geschieht durch Hydrolyse durch die sn-1 selektiven DAG Lipasen (DAGL a und b) (9). Nach der
Wiederaufnahme in die Zelle durch einen bisher ungeniigend charakterisierten Prozess (Endocannabinoid
Membran Transporter = EMT) (10), wird Anandamid durch die Fatty Acid Amide Hydrolase-1 (FAAH) (11) und 2-
AG durch verschiedene Monoacylglyerol-Lipasen (MAGL) (12) metabolisiert. 2-AG kann ebenfalls durch FAAH
degradiert werden. (PLD = Phospholipase D; PLA;;, = Phospholipase A,/ A,; PTPN22 = Protein Tyrosin
Phosphatase N22, Biosynthesewege in schwarz, Degradierung in blau dargestellt. Dicke Pfeile stellen
Fortbewegung dar)

1.5.3 Ubersicht der Liganden

Mittlerweile sind diverse Liganden an den Cannabinoid-Rezeptoren bekannt, die sich
nach ihrer Aktivitat, ihrer Selektivitat fir die beiden Cannabinoid-Rezeptoren, ihrer
Herkunft (pflanzlich, endogen, synthetisch) sowie ihrer Struktur unterscheiden

lassen.
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1.5.3.1 Selektivitat

Es gelang Wirkstoffe zu entwickeln, die an den beiden Cannabinoid-Rezeptoren
jeweils selektiv binden. Mittlerweise existieren jeweils diverse selektive Agonisten,
neutrale Antagonisten und inverse Agonisten fur die beiden Cannabinoid-

Rezeptoren.

1.5.3.2 Aktivitat an den Cannabinoid-Rezeptoren

Nach ihrer Aktivitat an den Cannabinoid-Rezeptoren konnen die Liganden in
Agonisten, neutrale Antagonisten und inverse Agonisten unterteilt werden (Pertwee
2005). Ohne der Bindung eines Liganden befinden sich die Cannabinoid-Rezeptoren
zu einer bestimmten Wahrscheinlichkeit im aktiven Zustand. Die Bindung eines
Agonisten erhoht diese Wahrscheinlichkeit. Die Bindung eines neutralen
Antagonisten &ndert die Wahrscheinlichkeit nicht, blockiert jedoch die Aktivierung
durch andere Cannabinoide. Die Bindung eines inversen Agonisten vermindert
hingegen die Offnungswahrscheinlichkeit und filhrt zu den  Agonisten
entgegengesetzten Wirkungen. Am CB2-Rezeptor ist dieses Phanomen besonders
stark bei SR144528 (Ross, Gibson et al. 1999) ausgepragt aber auch bei AM630
vorhanden (Ross, Brockie et al. 1999). Neutrale Antagonisten kdnnen jedoch
ahnliche den Agonisten entgegengesetzte Wirkungen hervorrufen, indem sie die
Wirkung endogener Agonisten am Rezeptor kompetitiv. hemmen und so einen
inversen Agonismus vortaduschen (Pertwee 2005).

1.5.3.3 Struktur

Anhand ihrer Struktur konnen die Cannabinoid-Rezeptor-Liganden in finf Gruppen
unterteilt werden (Howlett, Barth et al. 2002; Kreitzer and Stella 2009):

e Klassische Cannabinoide: trizyklische Dibenzopyranderivate bestehend aus
einem Phenolring mit einer Pentylgruppe in Metastellung, einem zentralen
Pyranring und einem einfach ungeséttigten Zyklohexylring (Mechoulam 1970;
Mechoulam, Shani et al. 1970). Hierzu gehdren samtliche Phytocannabinoide
sowie einige synthetische Analoga (z.B.: HU210 und JWH133).

e Nichtklassische Cannabinoide: &hnliche Struktur wie die klassischen
Cannabinoide jedoch fehlender Dihydropyranring (z.B.: CP55940)

e Aminoalkylindole (z.B.: AM630)
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e Eicosanoide: Arachidonsaurederivate (z.B.: Anandamid und andere

Endocannabinoide)

e Diarylpyrazole: Diese stellen inverse Agonisten am CB1-Rezeptor dar: z.B.:
SR141716A und AM251 (Rinaldi-Carmona, Barth et al. 1994; Felder, Joyce et
al. 1995; Ruiu, Pinna et al. 2003)

Abbildung 10 zeigt eine Ubersicht typischer Vertreter:
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Abbildung 10: Ubersicht der Liganden der Cannabinoid-Rezeptoren (Modifiziert nach Howlett, 2002)

Die Liganden lassen sich nach ihrer Struktur, ihrer Aktivitat, ihrer Selektivitat sowie ihrer Herkunft unterteilen.
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1.5.3.4 Verwendete Wirkstoffe

JWH133 ist ein spezifischer Agonist (Ki = 3,4 nM) am CB2-Rezeptor. Er hat eine ca.
200 mal starkere Aktivitat am CB2- als am CB1-Rezeptor (Huffman, Liddle et al.
1999; Pertwee 1999).

AMG630 ist ein Antagonist / inverser Agonist (Ki = 31,2 nM) am CB2-Rezeptor (Ross,
Brockie et al. 1999). Die Aktivitat am CB1-Rezeptor wird widersprichlich
beschrieben: Hier wird er entweder als partieller Agonist (Pertwee, Fernando et al.
1996; Hosohata, Quock et al. 1997; Hosohata, Quock et al. 1997; Pertwee 1999;
Ross, Brockie et al. 1999) mit geringer Affinitdt oder als niedrigpotenter inverser
Agonist (Landsman, Makriyannis et al. 1998; Vasquez, Navarro-Polanco et al. 2003)
beschrieben. Seine Affinitdt zum CB2-Rezeptor ist jedoch 165 mal starker
(Hosohata, Quock et al. 1997; Hosohata, Quock et al. 1997; Landsman, Makriyannis
et al. 1998; Ross, Brockie et al. 1999).

1.6 Gegenstand dieser Arbeit

In dieser Arbeit werden die Rolle und therapeutische Potenz von Cannabinoid 2
(CB2) - Rezeptoren in einem Tiermodell der akuten Pankreatitis untersucht. Die

wesentlichen Fragestellungen hierbei sind:

e Werden CB2-Rezeptoren im Pankreas der Maus exprimiert? Wenn ja, auf
welchen Zellen? Werden sie im Verlauf der Pankreatitis verstarkt exprimiert?

e Wie sieht die physiologische Rolle der CB2-Rezeptoren bei der akuten
Pankreatitis aus? Werden sie bei der akuten Pankreatitis verstarkt aktiviert?

e Hat die prophylaktische Aktivierung der CB2-Rezeptoren durch synthetische
Agonisten einen protektiven Einfluss auf den Verlauf der akuten Pankreatitis?

e Welche Rolle spielen die Stresskinasen JNK und p38 sowie die MAPKAP-

Kinase 2 bei der Vermittlung der Wirkung?
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2 Methoden
2.1 Tiermodell

Um eine akute Pankreatitis experimentell zu simulieren, wurde das Modell der
Cerulein-induzierten Pankreatitis gewahlt (Lampel and Kern 1977). Dieses aul3ert
sich in Ratten als rein 6dematdse Pankreatitis, in Mausen kommt es auch zum
Auftreten von Nekrosen. Zur Induktion der Pankreatitis werden den Versuchstieren
repetitiv supraphysiologische Konzentrationen des Cholezystokinin-Analoga Cerulein
(siehe Abschnitt 2.1.3.3) verabreicht. Insgesamt wurden sechs stiindliche Gaben in
den Intraperitonealraum injiziert, woraufhin es zum Zusammenbrechen des
Aktinskeletts, dem Verlust der Zellpolaritat, der Akkumulation grofRer intrazellularer
Vakuolen und der funktionellen Blockade der Verdauungsenzymsekretion kommt
(Burnham and Williams 1982; O'Konski and Pandol 1990; Jungermann, Lerch et al.
1995; Torgerson and McNiven 2000). Klinisch auB3ert sich die Pankreatitis bei den
Versuchstieren unter anderem durch eine erh6hte Aktivitat der Amylase im Serum,
ein interstitielles Odem des Pankreas, eine verstarkte lysosomale Aktivitat in den

Azinuszellen sowie durch die Fusion von Zymogengranula (Lampel and Kern 1977).

2.1.1 Versuchsaufbau
Aus den Fragestellungen im Vorfeld der Versuche (siehe 1.6) ergaben sich folgende

4 Versuchs-Settings:

Fragestellung Versuchssetting Aussage

Haben die mit dem CB2-
Antagonisten vorbehandelten
Mause einen besseren,
schlimmeren oder
vergleichbaren Verlauf der
Pankreatitis?

Vergleich der Gruppen:
Antagonist+Cerulein/Cerulein

Physiologische Bedeutung
der CB2-Rezeptoren

Haben die mit dem CB2-
Agonisten vorbehandelten
Mause einen milderen
Verlauf der Pankreatitis?

Vergleich der Gruppen:
Agonist+Cerulein/Cerulein

Anwendung als Medikament
denkbar?

Falls eine protektive Wirkung
vorhanden ist: Kann diese
durch die vorherige Gabe

Nachweis des
Wirkmechanismus uber den

Vergleich der Gruppen:
Antagonist+Agonist+Cerulein/

des CB2-Antagonisten
verhindert werden?

Cerulein

CB2-Rezeptor

Wie wirkt der CB2-Agonist in
MK?2 -/- mit akuter
Pankreatitis?

Vergleich der Gruppen:
Agonist+Cerulein/Cerulein in
MK2 -/-

Ist MK2 bei der Vermittlung
der Wirkung des CB2-
Rezeptors beteiligt?
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Um zusatzlich die Wirkung der Cannabinoide auf das gesunde Pankreas zu

erforschen und trotzdem die Versuchsbedingungen fur die verschiedenen
Behandlungsgruppen gleich zu halten, wurde jeweils einigen Tieren anstelle von

Cerulein das gleiche Volumen an physiologischer Kochsalzlésung injiziert.

2.1.2 Versuchstiere
Fur die Versuche in Wildtyp Tieren wurden C57 / black - Mause von Charles River

(Wiga, Sulzfeld, Deutschland) verwendet. Die MK2-knockout Mause wurden

ebenfalls aus C57 / black - Mausen generiert (Kotlyarov, Neininger et al. 1999).

Genotyp Anzahl Geschlechterverteilung | Durchschnittliches | Minimales | Maximales
Mannlich / weiblich Gewicht Gewicht Gewicht

Wildtyp 79 65/14 2439 16 g 35¢g

MK2 -/- 27 13/14 29,09 210g 43,59

Tabelle 1: Ubersicht der Versuchstiere

Die Tiere wurden in vollklimatisierten Stéllen mit einem konstanten 12 h Licht-
Dunkel-Zyklus mit freiem Zugang zu Wasser und Futter (Ssniff Soest, Deutschland)
und entsprechend den Bedingungen des Tierschutzgesetzes gehalten. Ein
Mindestabstand von zwei Tagen wurde zwischen Transport und Experiment
Vor

Experimenten wurden die Tiere Uber Nacht nichtern gehalten mit freiem Zugang zu

eingehalten, um Stresszustande zu vermeiden. der Durchfuhrung von

Wasser. Die Tierversuche waren von der zustandigen Behdrde genehmigt.

2.1.3 injizierte Substanzen

Alle Substanzen wurden den Mausen intraperitoneal ins linke untere Abdomen
injiziert. Verwendet wurden hierfir Kantlen der GroRe 27G. Die injizierten Volumina
betrugen jeweils 10 ul / g Korpergewicht fir NaCl, Cerulein und AM630. JWH133
wurde wegen unterschiedlichem Ldsungsverhalten in einem Volumen von 20 pl / g

Korpergewicht injiziert.
2.1.3.1 CB2-Agonist

JWH133 gel6st in Tocrisolve™ von Tocris®

2.1.3.2 CB2-Antagonist

AM630 von Tocris®. AM630 wurde mit Hilfe von Dimethylsulfoxid (DMSO) in 0,9 %
NaCl gel6st. In der Arbeitsgruppe wurde bereits gezeigt, dass DMSO in dieser
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Konzentration (1,2 % DMSO) keinen Einfluss auf die gemessenen Parameter bei der

Cerulein-induzierten Pankreatitis hat.

2.1.3.3 Cerulein

Cerulein ist ein Cholezystokinin-Analoga welches urspriinglich von der Haut des in
Australien heimischen Frosches ,Hyla caerulea“ gewonnen wurde (De Caro, Endean
et al. 1968). Dieses Dekapeptid unterscheidet sich von Cholezystokinin nur durch 2
zusatzliche Aminoséauren, die sich im Anschluss an das fur die biologische Aktivitat
zwingend notwendige Heptapeptid befinden (Mutt and Jorpes 1968). Die Wirkung

von Cerulein und CCK an den CCK-Rezeptoren sind aber identisch.

2.1.3.4 0,9 % NaCl

Als Kontrollsubstanz an Stelle der Prakonditionierung und der Cerulein-Injektionen

wurde 0,9 % NaCl in den jeweils gleichen Volumina (10 pl / g KG) verabreicht.

2.1.4 Versuchsablauf
2.1.4.1 Prakonditionierung

Da es sich in diesem Versuchsaufbau um die Untersuchung von protektiven Effekten
von CB2-Rezeptoren handelte, wurden die Tiere bereits vor dem Auslésen einer
Pankreatitis mit den zu untersuchenden Pharmaka oder Kontrollsubstanzen
behandelt. Am Versuchstag wurden die Tiere gewogen und unter standigem Zugang
zu Futter und Wasser zu hodchstens drei Tieren in einem Ka&fig gehalten. Zum
Versuchsbeginn wurden der CB2-Agonist JWH133 bzw. der CB2-Antagonist AM630
oder im Falle der Kontrolltiere 0,9 % NaCl intraperitoneal ins linke untere Abdomen
injiziert. Bei den Tieren, die sowohl JWH133 als auch AM630 verabreicht bekamen,
wurde zuerst AM630 und 30 min spater JWH133 injiziert. Anstelle der Pharmaka

wurde einigen Tieren 0,9 % NaCl im gleichen Volumen (10 pl / g KG) verabreicht.

2.1.4.2 Induktion der Pankreatitis

30 Minuten nach der Injektion der Pharmaka bekamen die Tiere die erste Cerulein-
Dosis verabreicht. In stindlichen Abstanden wurden insgesamt 6 mal 50 pg
Cerulein/g Korpergewicht injiziert. Den Kontrolltieren, die zwar mit den zu
untersuchenden Substanzen (JWH133 / AM630 / JWH133 & AM630 / NacCl), jedoch
nicht mit Cerulein behandelt wurden, wurde jeweils analog zu den Cerulein-

Injektionen 0,9 % NaCl in den gleichen Volumina injiziert.
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Untersuchung einer

%" i.p. Gabe des CB2-Agonisten/
Antagonisten bzw. der

Untersuchung von Antagonist und Agonist
gleichzeitig

i.p. Gabe des
Antagonisten

Kontrollsubstanz

Substanz

i.p. Gabe des

30 min Agonisten

)
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6 X_ i

=

i.p. Cerulein bzw 0,9 %
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Narkose und anschlieBende Totung der Tiere

i.p. Cerulein bzw 0,9 %
NaCl stiindlich

1 h nach letzter
Ceruleingabe

Abbildung 11: Versuchsablauf

2.1.4.3 Versuchssettings

Um die Versuchsbedingungen fir die verschiedenen Tiere so konstant wie méglich
zu halten, wurden an einem Versuchstag jeweils 8 - 9 Tiere parallel behandelt. Dies
beinhaltet z.B. den selben zeitlichen Ablauf, die Verwendung des gleichen Materials
wie etwa die selben Medikamentenansatze und Spritzen sowie gleiche Bedingungen
aller auferen Einflussfaktoren und maoglichen Stressoren. Insbesondere fir die
guantitative Bestimmung der Stresskinasen-Phosphorylierung erschien dies sinnvaoll,

da diese auf mdgliche Storgrof3en sehr empfindlich reagieren.

Setting #1:

Tier # 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Vorbehandlung: - | Antagonist | Antagonist | Antagonist | Antagonist | Antagonist - - -
Injektionen: 0,9% 0,89 % . . . . _ _ :
6xVolu KG NaCl NaCl Cerulein Cerulein Cerulein Cemnulein | Cerulein | Cerulein | Cerulein
Setting # 2:

Tier# 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Vorbehandlung: - Agonist | Agonist | Agonist | Agonist | Agonist - - -
Injektionen: 0,9% | 09% - _ - . . . .
&xVolumen/KG Nacl | Naci Cerulein | Cerulein | Cerulein | Cerulein | Cerulein | Cerulein | Cerulein
Setting # 3:

Tier# 1 2 3 4 S 6 7 8 9

. Antagonist | Antagonist | Antagonist | Antagonist | Antagonist

Vorbehandhung: - +Agonist | +Agonist | +Agonist +Agonist +Agonist - - -
Injektionen: 0.9% 0,9% . _ . i . B .
exVolumen/KG | NaCl NaCl Cerulein Cerulein Cerulein Cerulein | Cerulein | Cerulein | Cerulein

Abbildung 12: Ubersicht der verschiedenen Versuchssettings

Jedes Versuchssetting wurde mindestens dreimal durchgefuhrt. Setting # 1 wurde zusétzlich bei den MK2 -/-
angewandt.
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2.1.4.4 Totung und Praparation

Eine Stunde nach der letzten Cerulein-Injektion wurden die Tiere durch Inhalation mit
4 % Isofluran und Sauerstoff narkotisiert und anschlieend durch Dekapitation
getotet. Dabei wurde das Blut gesammelt und nach Zentrifugation (10 min bei 14.000
rpm und 4°C) das Serum gewonnen. Dieses wurde sofort in flissigem Stickstoff
schockgefroren und zur spateren Bestimmung der Amylase (siehe 2.2.1) und
Interleukin-6 (siehe 2.3) bei -80°C aufbewahrt. Anschlie3end folgte die Préparation
des Pankreas und der Lunge. Nach der Eroffnung des Abdomens durch einen
medialen Langsschnitt wurde die Milz aufgesucht und von ihrer Unterseite aus das
Pankreas vorsichtig von Magen, Duodenum, Dinndarm und dem Mesenterium
abgetrennt. Nach kompletter Darstellung und Freilegung des Pankreas wurde dieses
in isotoner Kochsalzlosung gespult und von den letzten Gewebs-, Fett- und
Blutresten geséubert. AnschlieRend wurde das Pankreas mit Zellstoff getrocknet und
gewogen. Jetzt folgte die Enthahme eines Stiickchens des Caput fir die Histologie
und eines fur die Bestimmung der Feucht- / Trockengewichtsratio (zum weiteren
Vorgehen 2.5.1). Die Gewebeprobe fiur die Histologie wurde sofort in
Paraformaldehyd gegeben und bis zur Ubergabe ans Pathologische Institut der LMU
Munchen, Klinikum Innenstadt, bei +4°C aufbewahrt. Das restliche Pankreas wurde
nun in vier gleichgroRe Teile zerschnitten, sofort in flussigem Stickstoff

schockgefroren und bis zur weiteren Verarbeitung bei -80°C aufbewabhrt.

Nach der Praparation des Pankreas folgte die Eroffnung des Thorax durch einen
radidren Schnitt durch das Zwergfell und durch das Sternum. Die beiden
Lungenfliigel wurden am Hilus von Gefal3en und Trachea getrennt und griindlich in
isotoner Kochsalzlésung (0,9 % NaCl) gespult. AnschlieRend mit Zellstoff getrocknet
und einzeln gewogen. Nach dem Schock-Gefrieren in flissigem Stickstoff folgte die
Aufbewahrung bei -80°C.

2.2 Enzymaktivitdtsmessungen

2.2.1 Aktivitat der Amylase im Serum

Die Aktivitat der a-Amylase im Blutserum wurde mit dem Phadebas®-Amylase Test
nach Herstellerangaben durchgefuhrt (Arbeitsanweisung, Phadebas Amylase Test,
1994, Pharmacia AB, Uppsala, Schweden). Bei diesem Verfahren wird einem
definiertem Volumen Serum als Substrat Starke zugefuhrt, an welche blaue

Farbmoleklile gebunden sind. In der zugefihrten Form ist dieses Substrat
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weitgehend wasserunléslich. Wird es jedoch durch die a-Amylase im Serum
gespalten, so entstehen kleinere, wasserlosliche Fragmente. Die Menge der sich im
Uberstand befindenden I6slichen Fragmente ist also proportional zur Aktivitat der

Amylase im Serum und zur im Photometer messbaren Absorption bei 620 nm.

2.2.1.1 Durchfiuhrung

2 Phadebas®-Tabletten wurden in 28 ml Amylase-Puffer unter standigem Ruhren
geldst. Zu 10 ul Serumprobe, beziehungsweise 10 pl destilliertem Wasser fur den
Nullabgleich, wurden jeweils 1000 pl dieses Gemisches gegeben, im Vortex-Mischer
gemischt und im Wasserbad bei 37°C unter standigem Schiitteln inkubiert. Nach funf
Minuten wurde diese Reaktion durch Zugabe von 300 ul Stopplésung (0,5 M NaOH,
4°C) durch einen pH-Umschlag ins Alkalische gestoppt und nach der Verdinnung mit
5 ml destilliertem Wasser im Vortex-Mischer gemischt. Sofort danach folgte die
Zentrifugation bei 4°C fir 5 Minuten bei 4000 rpm. AnschlieBend wurde 1 ml
Uberstand vorsichtig in eine Kuvette wberfihrt und die Absorption bei einer
Wellenldnge von 620 nm im UV-Spektrometer gegen den Nullabgleich gemessen.

Die Aktivitat der Amylase wurde jeweils im Doppelansatz bestimmt.

2.2.1.2 Auswertung

Zur Auswertung wurden zuerst die Mittelwerte der beiden gemessen Absorptionen
aus dem Doppelansatz bei 620 nm ermittelt. Dieser Mittelwert wurde mit dem
Verdinnungsfaktor 725 multipliziert um die Aktivitat der Amylase pro Volumen Serum

zu erhalten [U/I].

2.2.1.3 Mixturen
Stopp-Ldsung 0,5 M NaOH, 4°C
Amylase-Puffer 0,5 M NacCl

0,02 M NaH,PO,

0,02 % NaNj
pH 7.4

2.2.2 aktiviertes Trypsin im Pankreas

Die Trypsin-Aktivitat wurde nach der Methode von Kawabata et al. (Kawabata, Miura
et al. 1988) in einem Lumineszenz Spektrometer (Perkin Elmer) fluorimetrisch
bestimmt. Hierbei wird der Probe eine definierte Menge Substrat zugefihrt (Boc-Glu-
Ala-Arg-MCA-HCI). Trypsin, nicht jedoch Trypsinogen, spaltet dieses Substrat in eine
fluoreszierende Verbindung. Nach der Anregung mit einer Wellenlange von 380 nm
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werden dessen Emissionen bei 440 nm gemessen. Die zeitliche Zunahme der
gemessenen Emissionen kann mit einer Standardkurve verglichen werden und so

Ruckschluss auf die Trypsin-Aktivitat geben.

2.2.2.1 Aufbereitung der Proben

Ein ca. 0,05 - 0,1 g schweres, bei -80°C gefrorenes Stick Pankreasgewebe wurde in
1 ml eiskaltem (4°C) MOPS-Puffer aufgenommen und bei 2400 rpm unter standiger
Kidhlung mittels Potter-Homogenisator homogenisiert. Nach Zentrifugation fiar 5
Minuten bei 4°C und 3.000 rpm wurde der Uberstand gewonnen und zur spateren

Proteinbestimmung nach Bradford (siehe Abschnitt 2.9) 5 pl entnommen.

2.2.2.2 Messung

Vor jeder Messung wurde jeweils eine Standardkurve mit definierten Trypsin-
Konzentrationen vermessen. Hierzu wurde ein Trypsin-Stock (10 mg/ml) durch TAB-
Puffer (Trypsin assay buffer) auf 0,05 ng/ml, 0,1 ng/ml, 0,25 ng/ml bzw. 0,5 ng/ml
verdunnt und anschlielend Substrat zugesetzt. Aus der Zunahme der Fluoreszenz
pro Zeit in Abhangigkeit von der Trypsin-Konzentration im Volumen lie3 sich die
Eichgerade zur spateren Auswertung (in Substratumsatzes / Zeit / mg Trypsin)
bestimmen. Nun wurde den Proben Substrat zugesetzt und die Zunahme der
Fluoreszenz / Zeit gemessen. Zur Auswertung wurde die Steigung mit der
Eichgerade verglichen und die erhaltene Trypsin-Aktivitat / ml auf die vorher
gemessenen Proteinkonzentration (Methode nach Bradford, siehe Abschnitt 2.9) der
Probe bezogen. Die Ergebnisse wurden anschlieend in Trypsin-Aktivitat (in mU) pro
mg Protein angegeben. Die Messungen der Standardkurve und der Proben wurden

jeweils im Doppelansatz durchgefuhrt.

2.2.2.3 Mixturen

TAB-Puffer (=Trypsin-Assay-Buffer): 50 mM TRIS Base
150 nM NacCl
1 mM Cacl,
0,01 % BSA
pH 8,1
Aufbewahrung bei 4°C
Gebrauch bei Raumtemperatur
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MOPS-Puffer: 250 mM Sucrose
5 mM MOPS
1 mM MgS0,
pH 6,5
Aufbewahrung und Gebrauch bei 4°C

Substrat: Boc-GIn-Ala-Arg-AMC<HCI
Bachem [-1550
Stammlésung: 10 mM Loésung in DMSO
Aufbewahrung bei 4°C
Arbeitslésung: 1:50 verdinnt mit H,O

Trypsin fur die Kalibrier-Kontrolle: Sigma T-4665
Stammldsung: 10 mg/m |
Aufbewahrung bei 4°C

2.2.3 Aktivitat der Myeloperoxidase in der Lunge

Als zusétzlichen Parameter fur die systemische Inflammation und der Schadigung
der Lunge wurde die Aktivitait der Myeloperoxidase aus Lungenhomogenisat
gemessen, wodurch sich die Einwanderung neutrophiler Granulozyten in die Lunge
abschatzen lasst. Hierzu wurde die Methode nach Molero et al in modifizierter Weise
verwendet (Molero, Guarner et al. 1995; Kubisch, Dimagno et al. 2004).

2.2.3.1 Herstellung der Proben

Zur Herstellung der Probe wurde jeweils ein Lungenfligel verwendet, der seit der
Praparation bei -80°C aufbewahrt wurde. Das Gewicht der Lungenfligel wurde
bereits am Praparationstag gemessen. Am Tag der Probenherstellung wurde ein
Stuck unter standigem Koihlen mit Eis 1:10 mit eiskalten (4°C) Homogenisations-
Puffer verdinnt (Gewebegewicht x 9 = Menge an Homogenisations-Puffer und in
einem Polytron-Homogenisator bei 2.400 rpm homogenisiert. Das Homogenisat
wurde anschlielend fir 10 Minuten bei 10.000 G und 4°C zentrifugiert und der
Uberstand verworfen. Das Pellet wurde anschlieRend in 500 pl Extraktionspuffer
(weniger bei kleineren Stiicken) resuspendiert. Jetzt wurden alle Proben in flissigem
Stickstoff (-196°C) schockgefroren und fur 5 Minuten in einem Wasserbad bei 37°C
aufgetaut. Dieser Zyklus wurde jeweils 4 mal wiederholt. Danach wurden alle Proben
2 x fur 10s mit jeweils 7 x 10 Zyklen/min bei 75 % Leistung mit Ultraschall behandelt.
Nach erneuter Zentrifugation fir 5 Minuten bei 10.000 G und 4°C wurde der

Uberstand gewonnen, Schock gefroren und bis zur Messung bei -80°C gelagert.
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2.2.3.2 Messung

Zur Messung wurde der Uberstand in ein Reaktionsmix, bestehend aus 1 ml
KH,PO,-Puffer (pH 6,0), 10 ul o-Dianisidine und 10 pl H,0,, gegeben. Zuerst wurde
die Absorption des Reaktionsgemisches bei 460 nm Uber eine Minute gemessen und
dann 50 — 200 pl des Uberstands hinzugefiigt und die Absorption fiir weitere 4 min
gemessen. AnschlieRend wurde die Aktivitat der MPO aus der Steigung der
Absorption errechnet. Die gemessene Aktivitdt der Myeloperoxidase wurde auf das
Feuchtgewicht der verwendeten Lungenfligel bezogen. Hierfir wurden die

Lungenfliigel gleich nach der Praparation gewogen.

2.2.3.3 Mixturen

Homogenisations-Puffer: 20 mM KH,PO,
pH 7,4
gelagert bei 4°C

Mess-Puffer: 50 mM KH, PO,
pH 6,0
gelagert bei Raumtemperatur

Extraktionspuffer-Stock: 5 mM EDTA
pH 6,0
gelagert bei 4°C

SBTI (Soy Bean Trypsin Inhibitor): 100 uM SBTI in Hepes Ringer Puffer pH 7,4
Hepes: 2-[4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl]-
ethansulfonséaure (SIGMA)
gelagert bei -20°C

PMSF (Phenylmethylsulfonylfluorid): 1 mM PMSF geldst in Methanol/Isopropanol 1:1
gelagert bei -20°C

Hexadecyltrimethylammoniumbromid: 5 % Hexadecyltrimethylammoniumbromid /
Messpuffer
gelagert bei Raumtemperatur

H,0,: 7 ul 30 % H,0, / ml Messpuffer
gelagert auf Eis

2.3 Interleukin-6 Messung

Zur Messung des Interleukin-6 Spiegels im Serum wurde ein ELISA Kit (Quantikine®
Mouse IL-6 Kit, R&D Systems, Inc., 614 McKinley Place NE, Minneapolis, MN 55413,
USA) verwendet. Anfangs wurde eine Standardreine durch Verdinnung der
Standardlésung mit Calibrator Diluent mit Konzentrationen von 500 pg/ml, 250 pg/mi

in absteigenden Konzentrationen bis hin zu einer Verdinnung von 7,8 pg/ml
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hergestellt. Zuerst wurden alle zu benutzenden Wells mit 25 pl Assay Diluent gefulit,
um eine bessere Antikorperbindung zu gewdahrleisten. AnschlielRend wurden je 50 pl
der Standard-Verdinnungsreihe im Doppelansatz in aufsteigenden Konzentrationen
in die Wells eingebracht und anschlieend ebenfalls je 50 ul der zu testenden
Serumproben im Doppelansatz in die verbleibenden Wells verteilt. Nach vorsichtigem
Schitteln fir 1 min wurde die Platte fur 2 h bei Raumtemperatur inkubiert.
Anschliel3end wurde der Inhalt der Wells verworfen und die Wells jeweils 5 mal mit
300 - 400 pl Waschlosung (bestehend aus 25 ml Konzentrat in 600 ml H,0) gesplilt.
Nach Einbringen von 100 ul des Konjugates pro Well wurde wiederum fir 2 h bei
Raumtemperatur inkubiert und die oben beschriebenen Waschgénge wiederholt.
Jetzt wurden die Color Reagents A und B im Verhaltnis 1:1 gemischt und jeweils 100
pl in die Wells pipettiert. Nach Inkubation im Dunkeln bei Raumtemperatur fir 30 min
und Einbringen von 100 pl Stoplésung pro Well wurde im ELISA-Reader die
Absorption bei 450 nm Wellenlange gemessen. Die IL-6 Spiegel der Proben konnten

nun aus dem Vergleich der Absorptionen mit der Standardreihe errechnet werden.

2.4 Histologie

Die Pankreassticke fir die Histologien wurden nach der Praparation in
Paraformaldehyd aufbewahrt und zu einem spateren Zeitpunkt in Paraffin fixiert.
Anschlie3end wurden 5 pm dicke Schnitte mit Hamatoxylin/Eosin gefarbt und diese
anhand von 4 Kriterien (Odembildung, Vakuolisierung, Nekrose und Inflammation)

bewertet.

2.5 Pankreasddem

Bei der akuten Pankreatitis kommt es durch Wassereinstrom zu einer Odembildung
und damit Gewichtszunahme des Pankreasgewebes. Um dieses zu quantifizieren

wurden zwei Methoden angewandt.

2.5.1 Pankreasgewicht-/Korpergewicht-Ratio

Um einen Anhalt auf den Grad der Odemisierung des Pankreas zu erhalten, wurde
innerhalb der Arbeitsgruppe der Begriff des Odemisierungsgrades eingefiihrt. Um
diesen zu bestimmen, werden die Pankreata direkt nach der Préparation gewogen.
Anschlie3end wird das Verhaltnis zwischen dem Pankreasgewicht x 1.000 und dem

Korpergewicht der Mause gebildet:
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Pankreasgewicht x 1.000
Korpergewicht

"Odemisierungsgrad" =

Eine Odembildung des Pankreas geht mit einer Zunahme des Wassergehalts und
damit der Masse des Pankreas einher. Ein hoher Odemisierungsgrad spricht somit

fur eine starke Odembildung.

2.5.2 Feucht-/Trockengewicht-Ratio

Bei der Praparation der Pankreata wurde zusatzlich jeweils ein Stuck fur die
anschlieBende Bestimmung des Wassergehalts reserviert. Dieses wurde sofort nach
der Praparation mit einer Feinwaage gewogen und danach fir mindestens 48
Stunden in einem Ofen bei 80°C getrocknet. AnschlielBend wurde das getrocknete
Gewebe noch einmal gewogen. Der Gewichtsverlust entspricht der Masse des
verdunsteten Wassers. Nun wurde das Verhaltnis des Gewichtsverlusts bei der
Trocknung zum Feuchtgewicht bestimmt. Diese Ratio stellt den Anteil des Wassers
an der Gesamtmasse des Pankreasstiuckchens in % dar und ist bei einer
Odembildung erhoht:

Feuchtgewicht — Trockengewicht

Anteil des Wassers an der Gesamtmasse = -
Feuchtgewicht

2.6 Westernblot

Der Nachweis der Stresskinasen und des CB2-Rezeptors erfolgte durch Westernblot,
ein Verfahren zum Nachweis von Proteinen (Renart, Reiser et al. 1979; Towhbin,
Staehelin et al. 1979; Burnette 1981). Dabei werden zuerst die verschiedenen
Proteine voneinander getrennt. Dies geschieht durch das Anlegen einer elektrischen
Spannung, woraufhin die Proteine in unterschiedlicher Geschwindigkeit, abhangig
von ihrem Molekulargewicht und ihrer Ladung, durch ein Acrylamidgel wandern.
Durch unterschiedlich hohe Spannungen und unterschiedliche Konzentrationen
Acrylamid im Gel kann die Wanderungsgeschwindigkeit variiert werden. Nach dem
Auftrennen werden die Proteine auf eine Nitrozellulose-Membran Ubertragen. Dies
geschieht durch das Anlegen einer weiteren Spannung, diesmal quer zur vorherigen
Laufrichtung, woraufhin die Proteine aus dem Gel auf die seitlich aufliegende
Nitrozellulose-Membran wandern. AnschlieBend werden die nachzuweisenden
Proteine durch spezifische Antikdrper gebunden. In einem weiteren Arbeitsschritt
werden sogenannte Zweitantikdrper, die gegen die bereits gebundenen Antikérper

gerichtet sind, hinzugeflgt. An diesen Zweitantikbrpern ist ein Enzym gebunden,
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welches durch Reaktion mit einem zugegebenen Substrat die Visualisierung der
Antikorper-Proteinbindung ermdglicht. Hier wurden Zweitantikbrper verwendet, an
denen eine Meerrettich-Peroxidase gebunden war. Nach Zugabe des Substrates
Luminol (bzw. dessen Derivate) wird dieses durch die Meerrettich-Peroxidase in
seine oxidierte Form umgewandelt. Bei diesem Vorgang kann eine Lumineszenz
detektiert werden, welche durch einen gewdhnlichen Rontgenfilm sichtbar gemacht

werden kann.

2.6.1 Aufbereitung der Proben

Zur Herstellung der Westernblot-Lysate wurde jeweils ein 50 - 100 pug schweres, bei
-80°C aufbewahrtes Pankreasstuck in 1 ml Homogenisations-Puffer homogenisiert
(Polychrom). Nach der Zentrifugation fir 5 min bei 4°C und 14.000 rpm wurde der
Uberstand tberfuhrt und das Pellet verworfen. Nach Mischen im Vortex-Mischer
wurde der Uberstand fir 30 min auf Eis gelagert und alle 5 min im Vortex-Mischer
erneut gemischt. (Ablauf der Lyse). Danach wurde das Lysat fur 30 Minuten erneut
bei 4°C und 14.000 rpm zentrifugiert und der Uberstand uberfiihrt. Nun wurden 5 pl
fur die anschlieBende Proteinkonzentrationsbestimmung nach Bradford (siehe
Abschnitt 2.9) entnommen. Nachdem die Proteinkonzentrationen der Lysate
gemessen waren, wurden die Lysate jeweils mit den entsprechenden Mengen des
Homogenisations-Puffer, SDS-Puffer und Mercaptoethanol gemischt, sodass das
Gemisch eine Proteinkonzentration von 2 mg/ml mit einem Volumenanteil von 25 %
SDS-Puffer und 0,025 % Mercaptoethanol erhielt. Anschlielend wurden diese fur 5
min auf 95°C erhitzt und bis zum Ablauf der Gelelektrophorese bei -80°C aufbewahrt.

2.6.1.1 Mixturen

SDS-Puffer: 253,81 mmol/L Tris-HCI,
20 Spatelspitzen/L Bromphenolblau,
400 mmol/L Glycerol
600 ml/L destilliertes Wasser
277,41 mmol/L SDS
pH 6,8


http://de.wikipedia.org/wiki/Lumineszenz
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Homogenisations-Puffer: 50 mM Tris / HCI
100 mM KCI
50 mM R-Glycerolphosphat
1 mMDTT
20 mM NaF
2 mM EGTA
0,2 mM EDTA
1 mM Benzamidin
pH 7,4
vor Verwendung Zugabe 1 Spatelspitze NazVO,4/ 10 ml und
100pl Proteaseinhibitor-Cocktail Set 1 (Calbiochem, La Jolla,
Kanada) / 10 ml
gelagert auf Eis

2.6.2 Gelelektrophorese und Proteinnachweis

Die Proben der Tiere eines Versuchstages (siehe 2.1.1) wurden jeweils in der
gleichen Gelelektrophorese aufgetrennt. Nach dem Gie3en der Gele (10 %
Acrylamid) wurden diese in eine mit dem Trennpuffer geflllte Elektrophorese-
Vorrichtung gegeben und mit jeweils 40 pg Protein/Tasche beladen. Als
Referenzmarker wurde dabei 5 pl Proteinstandard (All Blue der Firma BioRad)
verwendet. Danach wurden die Proteine bei 150 V fir ca. 90 min getrennt und unter
Kihlung bei 300 mA unter Verwendung des Transferpuffers auf eine Nitrozellulose-
Membran transferiert. Daraufhin wurden die Membranen fir 1 h bei Raumtemperatur
in 5 % entfetteter Trockenmilch (Firma BioRad; in TBST geltst) geblockt, um eine
unspezifische Antikdrperbindung zu vermeiden. Nun folgte die Inkubation mit dem 1.
Antikdrper bei 4°C uUber Nacht unter standigem Schwenken. Am néchsten Tag
wurden die Membranen 3 mal fiur jeweils 5 min in TBST gewaschen und
anschlieBend mit dem Zweitantikérper fir 1 h bei Raumtemperatur unter Schitteln
inkubiert. Es folgten weitere 3 Waschgéange mit TBST. Daraufhin wurde die Membran
unter Schwenken in dem im Mischverhdltnis 1:1 verwendeten Lésungen ECL1 und
ECL2 inkubiert. Anschliel3end wurden die Filme mit einer Belichtungszeit zwischen
wenigen Sekunden bis zu einer Stunde (abhéngig vom nachzuweisenden Protein)
entwickelt.

Da der Nachweis der phosphorylierten Proteine (Phospho-p38 und Phospho-JNK)
eine weitaus langere Belichtungszeit (Faktor > 100) bendtigte wie der Nachweis der
unphosphorylierten Proteine (p38 und JNK), konnten beide Proteine hintereinander
auf derselben Membran nachgewiesen werden. Hierfir wurde die Membran zuerst
mit dem Antikdrper gegen das phosphorylierte Protein verwendet, anschliel3end eine

Reprobe mit dem Antikérper gegen das unphosphorylierte Protein durchgefihrt.
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Durch die kurze Belichtungszeit fur Anti-p38 und Anti-JNK konnte das schwache
Signal des Anti-Phospho-p38 und Anti-Phospho-JNK-Antikorpers bei der Reprobe
vernachlassigt werden. Die nachzuweisenden Proteine wurden anschliel3end anhand
ihrer GroR3e identifiziert. Die JNK lasst sich als Dimer mit Molekilgrof3en von 42 bzw.
50 kD, die p38-MAPK mit 38 kD und der CB2-Rezeptor mit einer Molekilgro3e von

45 kD nachweisen.

2.6.2.1 Mixturen

Trenn-Gel (10 % Acrylamid): 4 ml Trenngelpuffer
6,7 ml destilliertes Wasser
5,3 ml 30 % Acrylamid/Bis-L&sung
50 pul 10 % Ammonium Persulfat

25 ul TEMED
Trenn-Gel-Puffer: 1492,54 mmol/l TRIS Base
13,87 mmol/l SDS
pH 8,8
Sammel-Gel: 2,5 ml Sammelgelpuffer

5,9 ml destilliertes Wasser
1,6 ml 30 % Acrylamid/Bis-L6sung
60 pl 10 % Ammonium Persulfat

20 ul TEMED
Sammel-Gel-Puffer: 500 mmol/l TRIS Base
13,87 mmol/l SDS
pH 6,8
Lauf-Puffer: 25,02 mmol/l TRIS Base

192,3 mmol/l Glycin
3,47 mmol/l SDS

Transfer-Gel-Puffer: 24,75 mmol/l TRIS Base
192,31 mmol/l Glycin
10,40 mmol/l SDS
20 % Methanol

Losung fur Waschgange und zur Herstellung 19,9 mmol/l TRIS Base
der Milch: 136,89 mmol/l NaCl
1,5 ml/l TWEEN 20
pH 7,6
eventuell zusatzlich 50 g/l entfettete
Trockenmilch zur Herstellung der Milch

2.6.3 Quantifizierung
Wie im Abschnitt 2.1.1 beschrieben wurden bei den Tierversuchen jeweils 9 Tiere

zeitgleich behandelt, getotet und prapariert. Die gewonnen Proben eines
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Versuchstages, so auch die fur die Westernblots, wurden zeitgleich verarbeitet und
auf dem selben Gel bei den Westernblots aufgetrennt. Dies sollte auf gro3tmdagliche
Weise Storfaktoren ausschlieRen. Nach dem Entwickeln der Filme wurden diese
eingescannt und mit dem Programm ImageJ Version 1.41 bearbeitet. Hierbei wurden
die Scans der Westernblots in Graustufen umgewandelt und die Pixel der einzelnen
Proteinnachweise quantifiziert. Anschlie3end wurden diese ins Verhéaltnis zum NacCl-
Kontrolltier des gleichen Scans gesetzt, um weitere Storfaktoren wie verschiedene
Inkubationszeiten und Belichtungszeiten bei verschiedenen Gelelektrophoresen und
Filmentwicklungen auszuschlie3en. Die anschlieende Auswertung erfolgte mit dem
Programm SPSS Version 15.0.

2.7 PCR

2.7.1 Amplifikation

Die RT-PCR zum Nachweis der Expression des CB2-Rezeptors wurde nach dem
,hot start®- Verfahren durchgefiihrt. Dieses unterscheidet sich von der
konventionellen PCR nur im ersten Schritt. Dabei wird die Polymerase-
Kettenreaktion erst gestartet, nachdem das Reaktionsgemisch auf eine
Mindesttemperatur erwarmt wurde. Die Polymerisation beginnt somit erst nachdem
die Primer spezifisch an die DNA Sequenz gebunden haben, wodurch weniger
Artefakte entstehen. Es wurde das ,HotStar Taq DNA Polymerase Kit®“ der Firma
,Qiagen®“ verwendet und nach dem mitgelieferten Protokoll vorgegangen. Nach
dem Umschreiben der mRNA in DNA mittels einer reversen Transkriptase wurde das
Master-Mix entsprechend dem Protokoll aus dem mitgelieferten PCR-Puffer, dem
dNTP Gemisch, der Primer-Losungen und des MgCl, entsprechend dem Protokoll
angefertigt und in Tubes verteilt. Nach Zugabe der Template-DNA und genomischer
DNA als Positiv- sowie Wasser als Negativkontrolle wurden die Tubes in den

Thermozykler gegeben und das Thermozyklus-Programm gestartet. Dieses lief wie

folgt ab:

Vorgang Temperatur | Dauer
initiale Denaturierung: 95 5 min
Denaturierung: 95 30s
Annealing: 58 50 s
Polymerisation: 72 1 min
abschliel3ende Polymerisation: | 72 3 min
Zyklen: 38
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2.7.2 Detektion

Anschliel3end wurde das PCR-Produkt durch Agarose-Gelelektrophorese aufgetrennt
und anhand seiner Molekulgrol3e identifiziert. Hierfir wurde 3 g Agarose in 100 ml
TAE-Puffer gegeben und in einer Mikrowelle fur 1 min aufgekocht. Nach Mischen
und Abkuhlen wurden 10 pl Ethidiumbromid zugegeben und wiederum gemischt.
Anschlielend wurde das Gel gegossen und nach dem Abkihlen mit TAE-Puffer
bedeckt. Nun wurden jeweils 10 pl der Proben mit 1 pl Bromphenolblau gemischt und
in die Geltaschen geladen. In die erste Geltasche wurden 10 pl eines
Basenpaarleiters gegeben. Jetzt wurden die Proben bei 120 V und 300 A fur 10 min

aufgetrennt und das Gel anschlieRend Photographiert.

2.7.3 Mixturen und Primer

Reaktionsgemisch: 104,5 pl H,0 dest.
22 pl Puffer
8,25 MgClI2
5,5 dNTP
11 pl Primer
44 ul Q-Solution
2,75 pl Tag-Polymerase
198 pl Gesamtvolumen

TAE-Puffer (Tris-Acetat-EDTA-Puffer): 242,3 g/l Tris
18,6 g/l EDTA-Na,
60,05 g/l Acetat

Primer:

muriner CB2R: 10 pmol/pl
CB2-forward: 5 -CCCTACCTGTAATCCCAGCA-3
CB2-backward : 5 -GCAGTCTGTGCT CTCAACCA-3

murines B-actin: 4 pmol/ul
B-actin mouse forward: 5 — CAT TGC TGA CAG GAT GCAGAA -3’
B-actin mouse backward: 5 — GCT GAT CCACAT CTG CTG GAA-3’

2.8 Immunhistochemie

Von den vorher in Paraffin gebetteten Stiicken der Pankreata wurden jeweils ca.
sechs 3 pum dicke Gewebeschnitte angefertigt und zu je 2 - 3 Schnitten auf zwei
Objekttrager verteilt. Ein Objekttrager wurde spater zur Analyse und der andere als
Negativ-Kontrolle verwendet. Danach wurde das Gewebe durch je 5-minttige
Spulungen mit Xylol und anschliel3end mit einer absteigenden Alkoholreihe (100 %,
96 %, 70 %, 50 % Ethanol, 100 % Aqua dest.) entparaffiniert und rehydriert. Nach 3
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5-mindtigen Waschgangen mit TBS wurde das Gewebe in Citratpuffer (pH 6,0) fur 30
min bei 120°C im Autoklaven aufgekocht, um die Proteine zu demaskieren. Nach drei
weiteren 5-minutigen Waschgangen mit TBS wurde die endogene Peroxidase durch
Zugabe von 0,3 %igem H,0O, (in Methanol) fir 10 min bei Raumtemperatur geblockt
und anschlieBend zuerst 3 mal fur je 5 min mit TBS-Tween (0,1 % Tween 20, pH 7,4)
gewaschen und danach fur 45 min bei Raumtemperatur mit Blotto (1 % BSA und 1 %
Milch in TBST) geblockt. Die Inkubation mit dem CB2-Antikdrper (CB2-Receptor
Polyclonal Antibody, Cayman Chemicals, Katalognr.: 101550, Verdinnung 1:100 in
Blotto) erfolgte nun bei 4°C Uber Nacht. Der Objekttrager mit den Negativ-Kontrollen
wurde nicht mit dem 1. Antikdrper inkubiert, ansonsten gleich behandelt. Am
nachsten Tag wurde das Gewebe erneut 3 mal fir je 5 min mit TBST gewaschen und
daraufhin mit dem mitgelieferten Super Enhancer (DCS Innovative Diagnostik-
Systeme, Peppenbitteler Chaussee 36, 22397 Hamburg) vorbehandelt. Nach
erneutem 3-maligem Waschen in TBST fur je 5 min folgte die Inkubation mit einem
an Meerrettichperoxidase gebundenen 2. Antikdrper fur 20 min bei Raumtemperatur
(Polymer-HRP IHC-kit ebenfalls von DCS). Nach erneutem 3-maligem Waschen in
TBST fir je 5 min folgte die Visualisierung durch Zugabe von 3,3’-Diaminobenzidine
(DAB) fur ca. 5 min bei Raumtemperatur. Es folgte ein Waschgang mit destilliertem
Wasser fir 5 min und die Gegenfarbung mit Hamalaun (1:10 in H2O) fir 5 min.
Abschlie3end folgten eine aufsteigende Alkoholreihe (50 %, 70 %, 96 %, 100%) und
Behandlung mit Xylol fir 10 min bei Raumtemperatur. Die fertigen Praparate wurden
von zwei unabhangigen Beobachtern auf verblindete Art und Weise mikroskopiert
(Mikroskop: Olympus BX41, Vergro3erungen: 200 / 400, Software: Olympus Cell*A)
und bewertet.

2.9 Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford

Fir die Bestimmung der Proteinkonzentrationen der Westernblot- und der Trypsin-
Proben wurde die Methode nach Bradford angewandt (Bradford 1976). Dies ist eine
empfindliche Methode zur quantitativen, photometrischen Bestimmung der
Proteinkonzentration. Sie beruht auf der Komplexbildung des Triphenylmethan-
Farbstoffes Coomassie-Brillant-Blau G-250 mit den kationischen und hydrophoben
Seitenketten der Proteinkomplexe. Der ungebundene Farbstoff hat ein
Absorptionsmaximum bei 465 nm (rot). Durch die Komplexbildung kommt es zu einer

Ladungsverschiebung innerhalb des Farbstoffes, und das Absorptionsmaximum
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verschiebt sich auf 595 nm (Compton and Jones 1985). Die Zunahme der Absorption

bei 595 nm gegenuber der Nullprobe ist proportional zur Proteinkonzentration.

Nach der Homogenisation der Westernblot-Proben (vor dem Mischen mit SDS und
Mercaptoethanol, siehe Abschnitt 2.6.1) und der Trypsin-Proben wurden diesen nach
dem Mischen im Vortex-Mischer jeweils 5 pl entnommen und mit 45 pl destilliertem
Wasser auf 1:10 verdunnt. Das Protein-Dye Reagenz wurde auf 1:5 verdinnt und
jeweils zu 1 ml in Plastikkiivetten verteilt. Zu Anfang jeder Messung wurde eine
Eichgerade hergestellt. Hierfir wurde ein BSA Proteinstandard mit definierter
Konzentration mit dem 1:5 verdinnten Protein-Dye-Reagenz gemischt, um die
verschiedenen Konzentrationen fur die Standardreihe zu erhalten. Fir die Messung
wurden jeweils 10 — 20 pl der Proben fir die Standardreihe und der zu
untersuchenden Proben in die vorbereiteten Plastikkivetten gegeben, gemischt und
fur mindestens 5 min inkubiert. Nun wurde die Absorption bei 595 nm gemessen. Zur
Auswertung wurde aus den Absorptionen der Standardreihe ein Koeffizient und die

Proteinkonzentrationen der Proben errechnet.

2.10 Statistische Auswertung

Fur die Auswertung der Daten wurden die Programme SPSS Version 15.0 und
Microsoft Excel 2007 verwendet. Die Diagramme zeigen jeweils die Mittelwerte und
die Fehlerbalken den einfachen Standardfehler (S.E.M.). Die Signifikanzen wurden
mit dem Student-T-Test flr unabhangige Stichproben bestimmt (p < 0,05 wurde als

Signifikant definiert).
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2.11 Sonstiges Material

2.11.1 Chemikalien

Firma Praparat Vollnamen, Verwendungszweck
Artikelnr.

R&D Systems, Inc, ELISA IL-6 Kit Quantikine® Mouse | IL-6 Bestimmung

614 McKinley Place
NE, Minneapolis,
MN 55413, USA

IL-6 Kit

QIAGEN
QIAGEN Strasse 1,
40724 Hilden

HotStarTag DNA
Polymerase;

10x PCR Buffer, 5x
Q-Solution, 25 mM
MgCl,

203203

PCR: CB2-Rezeptor

Abbott GmbH & Co. | Forene Isofluran (1-Chloro- | Narkosegas
KG 2,2,2,-trifluorethyl-
Wiesbaden, Dtl. difluoromethylether)
Aldrich Wasserstoffperoxid | H,O, 30%
AMERSHAM Anti-mouse 1gG peroxidase-linked Antikorper
BIOSCIENCE species-specific
Freiburg, Dtl whole antibody
(from sheep)
NA 931
AMERSHAM Anti-rabbit 19G peroxidase-linked Antikorper
BIOSCIENCE species-specific
Freiburg, Dtl whole antibody

(from donkey)
NA 934

Bachem, Bubendorf,

Trypsin Substrat

Bachem |-1550

Substrat zur Trypsin-

Schweiz Bestimmung

BIO RAD Blotting Grade Blocking Non Fat

Munchen, Dtl. Dry Milk

BIO RAD Protein Dye Protein Assay Dye Protein-Bestimmung
Minchen, Dtl. reagent concentrate

BIO RAD TEMED Quervernetzung des
Munchen, Dtl. SDS-Gel Pages

Calbiochem, USA

Proteaseinhibitor

Cat# 539131

Protease-Inhibierung

Cayman Chemicals,

CB2-Receptor
Polyclonal Antibody

Katalognr.: 101550

Cell Signaling phospho p38 Phospho-p38 MAP | Antikdrper
Technology Kinase

Frankfurt am (Thr180/Tyr182)

Main, Dtl Antibody #9211

Cell Signaling phospho SAPK/INK | Phospho-SAPK/INK | Antikorper
Technology (Thrl83/Tyr185)

Frankfurt am Antibody #9251

Main, Dtl
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Cell Signaling SAPK/INK SAPK/INK Antikorper
Technology Antibody #9252
Frankfurt am
Main, Dtl
FLUKA BSA Bovines Serum Blocking Lésung
Biochemika Albumin
Seelze, Dtl.
FLUKA SDS Sodium dodecyl
Biochemika sulfat C1,H,5NaO,S
Seelze, Dtl
MERCK TRIS Tris(hydroxy-
Darmstadt, methyl)-
Dtl. aminomethan
H.NC(CH,0Hy)
Pharmacia&Upjohn | Glycin CssH114026 Amylase Bestimmung
Uppsala, S
PIERCE Phadebas-Tabletten | Phadebas
Bonn, Dtl. Amylase Test
R&D ELISA IL-6 Kit ELISA IL 6 Bestimmung
Roth Tween 20 Polyoxyethylene Blocking-Ldsung
Sorbitan
Monolaurate
Santa Cruz p38 sc-535 Antikorper
Biotechnology phospho ATF2 (F1)
Santa Cruz, ATF2 (N96)
USA
Sigma MOPS (3-N-Morpholino)
Seelze, Dtl. propanesulfonic acid
C;H1sNO,S
Sigma o-Dianisidine C14H1N505
Seelze, Dtl.
Sigma Cerulein pGlu-GIn-Asp- Stimulation
Seelze, Dtl. Tyr[SO3H]-Thr-Gly-
Trp-Met-Asp-Phe-
NH2
Sigma EDTA EDTA
Seelze, Dtl. C10H14N2OgNa,
Sigma APS Ammonium Auslosung der
Seelze, Dtl. Persulfat (NH4),S,0g | Polymerisationsreaktion
im SDS-Gel
Sigma Trypsin T-4665 Kalibrier-Kontrolle
Seelze, Dtl.
Sigma SBTI Trypsin inhibitor, Trypsin-Bestimmung
Seelze, Dtl. Type I-S From
Soybean T9003
Sigma PMSF Phenylmethylsulfat-
Seelze, Dtl. flourid
Sigma Natrium NazVO, Funktion als Protease-
Seelze, Dtl. orthovandate Inhibitor




50

METHODEN

2.11.2 Gerate

Firma

Gerat

Amersham Pharmacia Biotech,
Buckinghamshire, UK

Power Supply
Ultrospec 3100 pro

Bandelin Electronic, Berlin, Dtl.

Sonoplus Bandelin HD 2070

Becton Dickinson GmbH, Heidelberg, Dtl.

Kantlen, 27G

BioRad, Miinchen, Dtl.

Blot Kammer, Kdmme, Glasplatten

B. Braun, Dtl.

Wasserbad Thermomix 1441

Corning, NY, USA

Stripette (2ml — 25ml)

Drager, Lubeck, Dtl.

Isofluran Vaporator

Eppendorf, Hamburg, Dtl.

MiniSpin Zentrifuge
Pipetten
Zentrifuge 541712

Frobel Labortechnik, Lindau, Dtl.

Kreisrittler Rocky 3D

GFL, Burgwedel, Dtl.

Wasserbad GFL 1083

Hettich, Dtl.

Zentrifuge EBA 12R

Hybraid

Mini Oven Trockenofen

IKA Werke, Staufen, Dtl.

Magnetruhrer RTCbasic

Kinematika, Luzern, Ch.

Polytron Homogenisator PT 2100

Millipore MilliQ A10TOC Entsalzungsanlage
NeoLab, Heidelberg, Dtl. Vortex Mixer 2020
PerkinElmer Luminescence Spectrometer LS 50B

Sarstedt, Niumbrecht, Dtl.

Einmal-Klvetten, 10x4x45mm Ref. 67.742

Satorius, Goéttingen, Dtl.

Analysenwaage

Scaltec, Heiligenstadt, Dtl.

Waage

Schleicher & Schill, Dassel, Dtl.

Gel-Blotting Papier
Nitrocellulosemembran ,Protran®

Schdtt, Dtl. HomogenPlus
Teflon-Pistille
Glaskolben konisch 40ml
Techne DriBlock DB 2A Heizblock

WTW, Weilheim, Dtl.

pH-Meter InoLab pH Level 1
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3 Ergebnisse

3.1 Rezeptor-Nachweis

Der Nachweis der Expression des CB2-Rezeptors im Pankreasgewebe erfolgte zum
einen auf MRNA-Ebene durch RT-PCR und zum anderen auf Protein-Ebene durch
Westernblot. Zusatzlich wurde die genaue Verteilung der CB2-Rezeptoren im

Pankreasgewebe mittels Immunhistochemie untersucht.

3.1.1 RT-PCR
Bei der RT-PCR wurde Gewebe von Hirn, Milz, Herz sowie der Pankreata der
Versuchstiere miteinander verglichen. Die mRNA des CB2-Rezeptors liel3 sich in

allen Pankreasproben sowie der Milz nachweisen.

gen. DNA
Hirn

Milz

Herz
Pankreas
Pankreas
Pankreas
Pankreas
Pankreas
Pankreas
Wasser

CB2-R

Abbildung 13: Nachweis der Expression der CB2-Rezeptoren im exokrinen Pankreas durch RT-PCR

Genetische DNA diente als Positiv- und Wasser als Negativkontrolle. Es liel3 sich ein positives Signal in
samtlichen Pankreasproben sowie der Milz nachweisen.

3.1.2 Westernblot
Durch Westernblot lie3 sich das Protein des CB2-Rezeptors mit starkem Signal im
Pankreasgewebe sowie mit schwacherem Signal im Hirn und der Milz der

Versuchstiere nachweisen.

Pankreas
Pankreas

Niere
Leber
Colon
Milz
Herz

CB2-R

’ Hirn

]

Abbildung 14: Nachweis des CB2-Rezeptors im exokrinen Pankreas durch Westernblot
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3.1.3 Immunhistochemie

Die Expression bzw. Verteilung der CB2-Rezeptoren im Gewebe des exokrinen
Pankreas wurde durch Immunhistochemie in physiologischen Bedingungen (NaCl-
Gruppe) und bei der Pankreatitis (Cerulein-Gruppe) untersucht. Zusatzlich wurde der
Einfluss der Aktivierung (JWH133-Gruppe) bzw. Antagonisierung (AM630-Gruppe)
der CB2-Rezeptoren auf deren Expression untersucht, um eventuelle
Regulierungsmechanismen aufzudecken. In den Kontrolltieren, die kein Cerulein
erhalten hatten, liel? sich ein schwaches Signal des CB2-Rezeptors auf Gang-,
Nerven- und Azinuszellen beobachten. Nach dem Auslésen der Pankreatitis kam es
zu einer leichten Erhéhung der Expression der CB2-Rezeptoren auf den Azinus-
sowie Gangzellen. In nekrotischem Gewebe kam es hingegen zu einer starken
Zunahme der Immunreaktivitdt auf den Azinuszellen. Die Negativ-Kontrollen, die
nicht mit dem 1. Antikdrper inkubiert wurden, zeigten keine Immunreaktivitat, was auf
eine spezifische Reaktion schlieRen lasst. Die Vorbehandlung mit dem CB2-
Agonisten (JWH133) sowie Antagonisten (AM630) hatte weder bei den Kontrolltieren
noch bei den Pankreatitis-Tieren einen signifikanten Einfluss auf die Expression der
CB2-Rezeptoren. Eine Ubersicht zeigt Abbildung 15.
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6 stundliche NaCl-Injektionen 6 stundliche Cerulein-Injektionen

NaCl

JWH133

VORBEHANDLUNG
AM630

AM630 + JWH133

Abbildung 15: Immunhistochemische Untersuchung der CB2-Rezeptor Expression im exokrinen
Pankreas
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3.2 Tierversuche

Als Basiswert fur die Bewertung samtlicher Parameter diente die nur mit NacCl
behandelte Gruppe. Die Tiere, die die Pharmaka (AM630 und JWH133), jedoch kein
Cerulein erhielten, verhielten sich hinsichtlich der Laborparameter grundsétzlich
gleich oder ahnlich wie die der NaCl-Gruppe. Der besseren Ubersicht wegen wird in
den Erklarungen der klinischen Parameter nicht naher auf sie eingegangen werden.

Abbildung 16: Histologie des exokrinen Pankreas eines nur mit NaCl behandelten Tieres (HE-Farbung)

Das normale Pankreasgewebe zeigt die polaren Azinuszellen mit apikal gelegenen, azidophilem
Sekretionsgranula. Zwischen den Azini befinden sich Fibrozyten, zwischen denen eingebettet die Aufzweigungen
der BlutgefaRe und der Nerven verlaufen. Es zeigt sich kein Anzeichen fur Odem, erhéhter Vakuolisierung,
Einwanderung von Immunzellen oder Nekrose.

Die repetitiven Gaben Cerulein fihrten bei den Versuchstieren wie erwartet zur
Ausbildung einer akuten Pankreatitis, was in einem starken Anstieg aller
gemessenen Parameter deutlich wurde. Das aktivierte Trypsin (+ 73 %), die Aktivitat
der Amylase (+ 173 %), IL-6 (+ 82 %) und der Odemisierungsgrad (+ 29 %) stiegen
dabei mit einer Signifikanz von p < 0,01, die Aktivitat der MPO in der Lunge (+ 114
%) mit einer Signifikanz von p < 0,05. Hinsichtlich der Stresskinasen kam es zu einer
leicht verminderten Phosphorylierung von p38 (- 50 %, p < 0,01) und einer erheblich

verstarkten Phosphorylierung der INK (+ 351 %, p < 0,01).
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Abbildung 17: Hlstologle des exokrinen Pankreas eines mit Cerulein behandelten Tieres (HE-Féarbung)

Es zeigt sich das histologische Bild der akuten Pankreatitis mit erhohter (azidophiler) intraazinarer Vakuolisierung,
Odembildung, der Einwanderung von Immunzellen wie neutrophiler Granulozyten und vereinzeltem Auftreten von
Nekrosen.

Die Wirkung der Pharmaka auf den Schweregrad der Pankreatitis wird jeweils in
Relation zur Cerulein-Gruppe bewertet werden. Als Referenzwerte dienen dabei die
durch Cerulein-Gabe verursachten Anstiege der Laborparameter, also die Differenz
der Mittelwerte der Cerulein-Gruppe und der der NaCl-Gruppe. Wirkt sich ein
Pharmakon z.B. protektiv aus, so bedeutet dies, dass die klinischen Parameter
weniger stark ansteigen als die der Cerulein-Gruppe. Es kommt also zu einer

Reduktion des Anstiegs. Diese errechnet sich wie folgt:

([X Gruppe] — [NaCl Gruppe]) — ([Cerulein Gruppe] — [NaCl Gruppe])
[Cerulein Gruppe] — [NaCl Gruppe]

Grundsatzlich wurde die Phosphorylierung der Stresskinasen in allen Versuchstieren
bestimmt. Der besseren Ubersicht halber werden pro Versuchssetting exemplarisch
ein Westernblot der p38- und einer der JNK-Phosphorylierung gezeigt. Die
Auswertungen der Pixelmessungen der Westernblots enthalten die Daten aller

Versuchstiere.
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3.2.1 Versuche mit Wildtyp Mausen
3.2.1.1 Prophylaktische CB2-Stimmulation
3.2.1.1.1 Histologie

Abbildung 18: Histologie des exokrinen Pankreas eines mit JWH133 und Cerulein behandelten Tieres

Es zeigt sich das Bild der akuten Pankreatitis. Dieses ist gegenuber der Cerulein-Gruppe abgeschwéacht mit einer
geringeren Odembildung, einer verminderten (azidophilen) Vakuolisierung und nur sehr vereinzeltem Auftreten
von Nekrosen. Im Vergleich zur Cerulein-Gruppe ist eine starke Verminderung der Immigration von Immunzellen
zu erkennen.

3.2.1.1.2 Einfluss auf die klinischen Parameter

Die Vorbehandlung mit JWH133 wirkte sich protektiv gegeniber den Cerulein-
Injektionen aus und resultierte in abgeschwéachten Anstiegen samtlicher Parameter.
Dies liel3 sich besonders ausgepréagt beim aktivierten Trypsin mit einer Reduktion
des Anstiegs um - 92 % (p < 0,01) sowie beim IL-6 mit einer Reduktion des Anstiegs
um - 62 % (p < 0,05) beobachten. Die Abschwéachungen der Anstiege der Aktivitaten
der MPO (- 7 %, n.s.), der Amylase (- 8 %, n.s.) und des Odemisierungsgrades (- 17
%, n.s.) fielen leichter aus und waren nur als Trend beobachtbar.
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Abbildung 19: Einfluss der JWH133-Vorbehandlung auf die klinischen Parameter in Wildtyp Mausen
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3.2.1.1.3 Einfluss auf die Stresskinasen-Phosphorylierung

3.2.1.1.3.1 p38
Die Vorbehandlung mit JWH133 fuhrte zu einer verstarkten p38-Phosphorylierung.

Dies lie3 sich sowohl bei den Kontrolltieren im Vergleich zu den mit NacCl
behandelten Tieren (+ 255 %, p < 0,01) als auch nach der Induktion der Pankreatitis

durch Cerulein (+ 119 %, p < 0,05) nachweisen.
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Abbildung 20: Einfluss der JWH133-Vorbehandlung auf die p38-Phosphorylierung in Wildtyp Mausen

3.2.1.1.3.2 JNK
Die Vorbehandlung mit JWH133 hatte zwar einen signifikanten Einfluss auf die

Phosphorylierung der JNK bei den Kontrolltieren (+ 74,8 %, p < 0,01), dieser war

jedoch bei den mit Cerulein behandelten Tieren nicht mehr nachzuweisen (+ 5,3 %,

n.s.).
c c c c - Pixelmessung JNK
0 0 0 O 600 * n.s.
2 2 2 2 f : \——
L . — — |
O ©® O® O £ 500 T
O O O O = |
© B hh ® H
c e e & o
e B T T T B 2 400
o XL T T T T 2 2 2 S
T 222232 0 80 £ S0 *
Z 5 5 5 5 5 0 0 0O 5 A
] 00 4
INK e > St s e - % 200 T
=
$ 100
Phospho-JNK e S St — -2 .
O L
Fehlerbalken zeigen den Standardfehler & & O A
n = Anzahl der Versuchstiere o & & S
* =p=0.01 ¥ & & &
# =p=0,05 o ,,_;5"0
n.s.= nicht signifikant &
S

Abbildung 21: Einfluss der JWH133-Vorbehandlung auf die JNK-Phosphorylierung in Wildtyp Mausen
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3.2.1.2 Prophylaktische CB2-Antagonisierung
3.2.1.2.1 Histologie

Abbildung 22: Histologie eines mit AM630 und Cerulein behandelten Tieres (HE-Farbung)

Es zeigt sich das Bild der akuten Pankreatitis mit stark erhohter (azidophilen) Vakuolisierung, Odembildung,
verstéarkter Einwanderung von neutrophilen Granulozyten und dem Auftreten von Nekrosen. Im Vergleich zur
Cerulein-Gruppe lasst sich kein signifikanter Unterschied erkennen.

3.2.1.2.2 Einfluss auf die klinischen Parameter

Die Vorbehandlung mit AM630 fuhrte nach dem Ausldsen der Pankreatitis zu einem
stark erhohten Anstieg der gemessenen Laborwerte. Besonders die systemischen
Parameter IL-6 im Serum und die Aktivitat der MPO in der Lunge stiegen drastisch
an. Nach Cerulein-Administration stiegen die IL-6 Serumspiegel bei den mit AM630
vorbehandelten Tieren um 196 % stérker an als bei den nicht vorbehandelten Tieren
(p < 0,01). Die Aktivitdt der Myeloperoxidase stieg um 195 % starker an (p < 0,01).
Die fur das Pankreas spezifischen Parameter, aktiviertes Trypsin (+ 27 %, n.s) und
der Odemisierungsgrad (+ 21 %, n.s.) stiegen im Verhaltnis nur leicht verstarkt an
oder blieben wie im Falle der Aktivitdt der Amylase anndhernd unverandert (- 6 %,
n.s.).
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3.2.1.2.3 Einfluss auf die Stresskinasen-Phosphorylierung

3.2.1.2.3.1 p38
AM630 hatte weder bei den Kontrolltieren noch bei den mit Cerulein behandelten

Tieren einen signifikanten Einfluss auf die p38-Phosphorylierung.
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Abbildung 24: Einfluss der AM630-Vorbehandlung auf die p38-Phosphorylierung in Wildtyp Mausen
3.2.1.2.3.2 JNK
Die Gabe des CB2-Antagonisten fuhrte bei den Kontrolltieren zu einer leicht

verstarkten JNK-Phosphorylierung (+ 54 %, p < 0,05). Nach der Auslésung einer
Pankreatitis durch Cerulein kam es zu einer drastisch verstarkten Phosphorylierung
der JNK durch die Vorbehandlung mit dem CB2-Antagonisten (+ 204 %, p < 0,01).
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Abbildung 25: Einfluss der AM630-Vorbehandlung auf die INK-Phosphorylierung in Wildtyp Mausen
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3.2.1.3 Vorbehandlung mit Antagonist und Agonist

3.2.1.3.1 Einfluss auf die klinischen Parameter

AM630 konnte die protektive Wirkung von JWH133 auf die Cerulein-induzierte
Pankreatitis hinsichtlich aller klinischen Parameter antagonisieren. Einige Parameter
stiegen sogar gegeniber der Cerulein-Gruppe an. Der Anstieg fiel jedoch schwacher
aus als bei den nur mit AM630 behandelten Tieren. So kam es zu einem um 103 %
erhohten Anstieg des aktivierten Trypsins (p < 0,01), zu einem um 57 % erhOhten
Anstieg des IL-6 (p < 0,05), einem um 34 % erhohten Anstieg des
Odemisierungsgrades (p < 0,05) und einer um 28 % erhohten Aktivitat der MPO
(n.s.). Hinsichtlich der Aktivitat der Amylase (- 6 %, n.s.) verhielten sich die Tiere

annahernd wie die nicht vorbehandelten Tiere.
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3.2.1.3.2 Einfluss auf die Stresskinasen-Phosphorylierung

3.2.1.3.2.1 p38
AM630 konnte die Wirkung von JWH133 auf die p38-Phosphorylierung nur teilweise

antagonisieren. So kam es noch immer zu einer verstarkten Phosphorylierung von
p38 bei den mit beiden Medikamenten vorbehandelten Tieren. Dies konnte bei den
Kontrolltieren (+ 51 %, p < 0,05) und den mit Cerulein behandelten Tieren (+ 39 %,

n.s.) beobachtet werden, fiel jedoch schwacher aus als bei den nur mit JWH133

vorbehandelten Tieren.
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Abbildung 27. Einfluss der AM630 und JWH133 -Vorbehandlung auf die p38-Phosphorylierung in Wildtyp
Mausen

3.2.1.3.2.2 JNK
Die Vorbehandlung mit AM630 und JWH133 fuhrte bei den Kontrolltieren zu keiner

wesentlichen Veranderung der JNK-Phosphorylierung (- 6 %, n.s.). Bei den
Pankreatitis-Tieren kam es zu einem leicht erh6hten Anstieg um 41 % (n.s.).
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3.2.2 Versuche mit MK2-knockout Mausen

3.2.2.1 Wirkung auf die klinischen Parameter

Die Cerulein-Injektionen fuhrten auch in den MK2 -/- Mausen zur Auslésung einer
akuten Pankreatitis, was sich im Anstieg samtlicher Parameter &auflerte. Das
aktivierte Trypsin stieg um 83 % (n.s.), die Aktivitat der Amylase um 116 % (p <
0,01), die IL-6 Spiegel um 75 % (p = 0,058), die Aktivitdt der MPO um 30 % (n.s.)
und der Odemisierungsgrad um 55 % (p < 0,05).

Die prophylaktische CB2-Stimulation hatte in den MK2 -/- einen &hnlichen Einfluss
auf die fur die Pankreatitis spezifischen Parameter aktviertes Trypsin und Aktivitat
der Amylase wie in den Wildtyp Tieren: Nach dem Auslésen der Pankreatitis kam es
zu einem um - 15 % (n.s.) reduzierten Anstieg des aktivierten Trypsins und um - 8 %
(n.s.) reduzierten Anstieg der Aktivitat der Amylase. Allerdings liel3 sich dies nur als
Trend beobachten, was unter anderen an den geringen Stiickzahlen liegen kdnnte.
Erstaunlicherweise hatte die CB2-Stimulation in den MK2 -/- beztiglich der Parameter
der systemischen Inflammation genau den gegenteiligen Effekt wie in den Wildtyp
Mausen. So kam es zu einer Verstarkung der Inflammation durch JWH133. Diese
aulRerte sich durch einen um 287 % erhdhten Anstieg der IL-6 Spiegel (p = 0,06),
einem um 103 % erhdhten Anstieg der Aktivitat der MPO (n.s.) sowie einen um 35 %

erhohten Anstieg des Odemisierungsgrades (n.s.).

Interessanterweise verhielt sich AM630 in den MK2 -/- bezogen auf seine Wirkung in
Wildtyp Mausen analog zu JWH133. So hatte auch AM630 bezuglich des aktivierten
Trypsins und der Aktivitat der Amylase in den MK2 -/- den gleichen Effekt wie in
Wildtyp Tieren. Dies &uflerte sich in einer mittleren Erhéhung des Anstiegs der Werte
des aktivierten Trypsins (46 %, n.s.) und in nahezu unveranderten Werten der
Amylase (- 1 %, n.s.). Bezuglich der anderen Parameter verhielt sich AM630 in MK2
-/- zwar nicht grundlegend gegensatzlich wie in Wildtyp Mausen, jedoch keinesfalls
gleich. So kam es zu einer vergleichsweise sehr schwachen Erhéhung des Anstiegs
des IL-6 (+ 8 %, n.s.) und der Aktivitat der MPO (+ 26 %, n.s.) und sogar zu einem
abgeschwachten Anstieg des Odemisierungsgrades gegeniber der Cerulein-Gruppe
um - 18 % (n.s.).
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MK2 -/- : Trypsin-Aktivitat im Pankreas
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Abbildung 29: Einfluss der JWH133-Vorbehandlung auf die klinischen Parameter in MK2 -/-
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3.2.2.2 Wirkung auf die Stresskinasen-Phosphorylierung

3.2.2.2.1.1 p38
Die MK2 -/- reagierten bezlglich der intrapankreatischen p38-Phosphorylierung

ahnlich auf die Vorbehandlung mit JWH133 wie die Wildtyp Mause. Es kam zu einer
verstarkten Phosphorylierung bei den Kontrolltieren (+ 77,84 %, n.s.) sowie den mit
Cerulein behandelten Tieren gegeniber den nicht mit JWH133 vorbehandelten
Tieren (+ 199 %, p < 0,01).
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Abbildung 30: Einfluss der JWH133-Vorbehandlung auf die p38-Phosphorylierung in MK2 -/-
3.2.2.2.1.2 JNK
JWH fiihrte bei der Pankreatitis in MK2 -/- parallel zu den verstarkten systemischen

Laborparametern ebenfalls zu einer (+ 137 %, p < 0,01) verstarkten Phospho-
rylierung der JNK. Die verstarkte JNK-Phosphorylierung war auch in den

Kontrolltieren (+ 22 %, n.s.) als Trend beobachtbar.
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Abbildung 31: Einfluss der JWH133-Vorbehandlung auf die JNK-Phosphorylierung in MK2 -/-
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4 Diskussion

Diese Arbeit soll einen Beitrag zur Beantwortung mehrerer Fragen liefern: Als
wichtigsten Punkt soll sie klaren, ob CB2-Agonisten eine Option zur Entwicklung
spezifischer Medikamente fur die Behandlung oder Prophylaxe der akuten
Pankreatitis darstellen. Zum anderen soll sie wunserem Verstandnis der
physiologischen Rolle der Cannabinoid 2-Rezeptoren im Pankreas und bei den
pathophysiologischen Vorgangen der akuten Pankreatitis Hilfe leisten. Die
Untersuchung der Stresskinasen p38 und JNK im Pankreas lasst Aussagen uber
deren Rolle bei der Vermittlung der Wirkungen der Cannabinoide sowie uber ihre
grundséatzliche Rolle bei der akuten Pankreatitis zu, was durch die Verwendung von

MK2 -/- Mausen weiter spezifiziert werden kann.

4.1 Allgemeine Diskussion

4.1.1 Akute Pankreatitis

Trotz grundlegender Fortschritte im Verstdndnis des Krankheitsgeschehens der
Pankreatitis und den daraus folgenden vielversprechenden neuen Therapieansatzen
konnte bisher kein Modell erfolgreich auf den Menschen Ubertragen werden. Speziell
zur Prophylaxe der Post-ERCP-Pankreatitis wurden bereits diverse klinische Studien

durchgefuhrt.

4.1.1.1 Post-ERCP-Pankreatitis Prophylaxe

Nach erfolgter ERCP entwickeln 3,8 (Bhatia, Garg et al. 2006) bis 10 % (Wilcox,
Varadarajulu et al. 2006) der Patienten eine akute Pankreatitis, sodass eine
Prophylaxe erstrebenswert ist. Zudem koénnte die friihzeitige, prophylaktische
Administration eines Medikamentes die Mdoglichkeit erdffnen, auch auf die frihen
azindren Ereignisse einzuwirken und diese eventuell verhindern. Es wurden
zahlreiche Studien mit verschiedenen Pharmaka durchgefuhrt, z.B. mit N-
Acetylcystein (Milewski, Rydzewska et al. 2006), Octreotid (Thomopoulos, Pagoni et
al. 2006; Li, Pan et al. 2007), dem Protease Inhibitoren Gabexat (Xiong, Wu et al.
2006) und Ulinastatin (Fujishiro, Adachi et al. 2006) und Glyceryltrinitrat (Kaffes,
Bourke et al. 2006). Die Studienlage zu den Wirkungen ist teils widersprichlich. Trotz
einzelner Erfolgsmeldungen wird an der Wirksamkeit gezweifelt (DiMagno and
DiMagno 2007).
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4.1.1.2 Rolle der Stresskinasen

Die Rolle von p38 bei der akuten Pankreatitis wurde in der Literatur bisher
widersprichlich beschrieben. Zum einen werden ihr pro-inflammatorische, zum
anderen auch protektive Fahigkeiten zugeschrieben. Moégliche Erklarungen sind die
Bildung der pro-inflammatorischen Zytokine IL-6 und TNF-a auf der einen Seite und
die Aktivierung des protektiv agierenden Hsp 27 auf der anderen Seite. Die durch
JWH133 verursachte p38-Phosphorylierung korrelierte mit einem abgemilderten
Verlauf der Pankreatitis, was die Hypothese der protektiven Rolle von p38

unterstiutzt.

Die Rolle der JNK bei der akuten Pankreatitis ist eindeutiger. Die JNK wird durch
Entzindungsmediatoren aktiviert und induziert selbst pro-inflammatorische
Transkriptionsfaktoren. Die Hemmung von Cathepsin B fuhrt zwar zur verminderten
Trypsinaktivierung, nicht jedoch zur Verminderung der JNK-Phosphorylierung (Van
Acker, Weiss et al. 2007). Dies zeigt, dass die JNK-Aktivierung nicht die Folge der
Zymogenaktivierung ist und somit entweder in der Chronik der pathophysiologischen
Ablaufe vor die Zymogenaktivierung eingeordnet werden muss oder ein parallel
ablaufendes Phanomen ist, dass die Klinik der Pankreatitis verschlimmert. Die
Ergebnisse dieser Arbeit unterstiitzen die Theorie, dass die JNK-Aktivierung in der
Azinuszelle als Reaktion auf pro-inflammatorische Zytokine angesehen werden
muss. Die verstarkte JNK-Phosphorylierung durch JWH133 in den Azinuszellen der
MK2 -/- ging mit einer verringerten Aktivierung von Trypsinogen einher, korrelierte
aber mit den erhdhten IL-6 Werten im Serum.

4.1.1.3 IL-6

Wie auch die JNK-Aktivierung, so stellt auch die Bildung und Sezernierung von IL-6
bei der akuten Pankreatitis ein zu der Zymogenaktivierung zumindest in der
Anfangsphase parallel und nicht als Folge verlaufendes Phanomen dar. So werden
durch Inhibierung von Cathepsin B zwar die Aktivierung von Trypsin und der

Schweregrad der Pankreatitis vermindert, nicht jedoch die IL-6 Spiegel (Van Acker).

4.1.2 Endocannabinoid-System (ECS)
Das Endocannabinoid-System stellt ein hochaktuelles Forschungsthema dar, in dem
es jahrlich zur Entdeckung neuer Komponenten wie neuen Wirkorten,

Endocannabinoid-verwandten Molekilen ohne Aktivitat an den bekannten CB-
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Rezeptoren und neuen Enzymen zur Biosynthese und Abbau der Endocannabinoide
kommt. Infolge dessen ist mehr Grundlagenforschung tber das Endocannabinoid-
System notwendig, um die Bedeutung dieser Arbeit vollkommen interpretieren zu
kénnen, da z.B. die Wirkungen der verwendeten Pharmaka an bisher unbekannten

Rezeptoren mdglich scheint.

4.1.2.1 Physiologische Bedeutung

Zahlreiche Studien lassen vermuten, dass das Endocannabinoid-System ein
parakrines Informations- und Regulationssystem mit raumlich und zeitlich begrenzter
Wirkung darstellt. Es dient der Homdostase verschiedener anderer Systeme, indem
es durch Ruckkopplung einer GberschieRenden Aktivitat entgegenwirkt. Zum Beispiel
inhibieren CB1-Rezeptoren die Sekretion verschiedener Neurotransmitter und
verhindern so die Entwicklung exzessiver neuronaler Aktivitdt im ZNS (Pertwee
2008). Desweiteren wird dem Endocannabinoidsystem eine Rolle bei der Regulation
von Stimmung (Witkin et al., 2005), Appetit (Kirkham and Tucci, 2006), Fortpflanzung
(Wang et al., 2006), Spastizitat (Pertwee, 2002), Schmerz (Hohmann and Suplita,
2006), Neurodegeneration (Battista et al., 2006) und der Immunantwort (Ashton,

2007) zugesprochen.

Ziring et al. stellten fest, dass CB2-knockout Mause schwerwiegende Defizite der
Immunkompetenten Zellen der Nieren-,Randzone“, B- und T Lymphozyten sowie
naturlichen Killer Zellen aufzeigen und stellten die Vermutung auf, dass CB2-
Agonisten die Entwicklung und Aktivitat von Immunregulatorischen Zellen verandern
und das Endocannabinoid-System fiur die Bildung der verschiedenen Untertypen von
T-und B- Zell und damit der Immunhoma@ostase notwendig sei (Ziring, Wei et al.
2006). Die Aktivierung von CB2-Rezeptoren auf Immunzellen hemmt zudem die
Freisetzung von Zytokinen (Ehrhart, Obregon et al. 2005); ihre Migration (Miller and
Stella 2008) und die Antigen-Préasentation (Buckley, McCoy et al. 2000). CB2-
Agonisten stellen somit vielversprechende Kandidaten fur die Entwicklung von
Medikamenten gegen entzindliche Krankheiten dar. So konnte bereits gezeigt
werden, dass die CB2-Stimulation vor entzindlichen Darmerkrankungen schitzt
(Ziring, Wu et al. 2007; Storr, Keenan et al. 2009). Da der CB1-Rezeptor ebenfalls
auf Immunkompetenten Zellen gefunden wurde, muss davon ausgegangen werden,
dass die Wirkungen der Cannabinoide auf das Immunsystem nicht alleine durch die

CB2-Rezeptoren vermittelt werden (Kreitzer and Stella 2009).
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4.1.2.2 Gastroentestinales Endocannabinoid-System

Dem Endocannabinoid-System werden diverse Funktionen im Gastrointestinaltrakt
zugesprochen. Es scheint in verschiedenen Extremsituationen hochreguliert zu
werden, um die Homoostase wiederherzustellen. So wurden zum Beispiel erhthte
Endocannabinoid-Spiegel in Vergiftungszustanden (l1zzo, Capasso et al. 2003), bei
Nahrungsmangel (Gomez, Navarro et al. 2002) und beim kolorektalem Karzinom
(Ligresti, Bisogno et al. 2003) gefunden. Auch bei inflammatorischen Erkrankungen
des Gastrointestinaltrakts wurden durchweg erhthte Endocannabinoid-Spiegel
gemessen (D'Argenio, Valenti et al. 2006; Di Marzo and 1zzo 2006; 1zzo and Camilleri
2009). Hierzu zahlen die chronisch entzindlichen Darmerkrankungen (Massa,
Marsicano et al. 2004; D'Argenio, Valenti et al. 2006), die Divertikulitis (Guagnini,
Valenti et al. 2006) und die Zoliakie (D'Argenio, Petrosino et al. 2007). Michalski et al.
konnten auch beim Cerulein-induzierten Modell der akuten Pankreatitis einen um das

6,6-fach erhohten Anandamid-Spiegel messen (Michalski, Laukert et al. 2007).

CB1-Rezeptoren werden im Intestinaltrakt wahrend eines Entzindungszustandes
hochreguliert (Izzo et al.,, 2001; D’Argenio et al., 2006) und der erhdhte
Endocannabinoid-Spiegel schitzt das Epithel vor Schaden (Wright et al., 2005)
sowie erhdhter intestinaler Motilitat (I1zzo et al., 2003; Massa et al., 2004). Auch die
Relaxation des unteren Osophagussphinkters und die Inhibition der Sauresekretion
im Magen werden weitestgehend dem CB1-Rezeptor zugesprochen (Massa, Storr et
al. 2005). Bei der akuten Pankreatitis werden ebenfalls vermehrt CB1-Rezeptoren
exprimiert. Die Zunahme konnten Michalski et al. besonders stark in den
Azinusgangzellen und in mittlerer Starke in den Azini und Nerven feststellen. In
nekrotischem Gewebe kam es zu einer starken Zunahme der CB1l-Rezeptor-

Expression auf Azinuszellen (Michalski, Laukert et al. 2007).

Die Funktionen des CB2-Rezeptors und seine genauen Lokalisationen im
Gastrointestinaltrakt  sind  bisher  weniger eindeutig. Im  menschlichen
Gastrointestinaltrakt wurden CB2-Rezeptoren primér in Makrophagen und
Plasmazellen der Lamina Propria gefunden. Dem CB2-Rezeptor scheint
Hauptsachlich die Rolle eines Bremssystems der Inflammation und der Erleichterung
ihrer Symptome zuzukommen (Wright, Duncan et al. 2008). So spielt er unter
anderem eine Rolle bei der Regulation abnormer Motilitat (Izzo 2004). CB2-

Rezeptoren werden bei Entziindungsreaktionen verstarkt exprimiert.
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So kdénnen CB2-Rezeptoren, die im normalen Kolongewebe kaum nachweisbar sind,
in der akuten Phase chronisch entztindlicher Darmerkrankungen mit relativ starkem
Signal im Zytoplasma und der Zellmembranen nachgewiesen werden (Wright,
Rooney et al. 2005). lhre verstarkte Aktivierung durch synthetische CB2-Agonisten
mildert die Colitis im Tierversuch ab (Storr, Keenan et al. 2009). Die CB2-Rezeptor-
Aktivierung soll auch vor akuten und chronischen Leberschaden sowie Leberfibrose
schitzen (Lotersztajn, Teixeira-Clerc et al. 2008). Analog zu den Ergebnissen der
vorliegenden Arbeit konnten Michalski et al. eine Zunahme der Expression von CB2-
Rezeptoren auf Azinus- und Gangzellen bei der akuten Pankreatitis feststellen. Diese
fiel wie auch bei den in dieser Arbeit dargestellten Ergebnissen bei der ddematdsen
Pankreatitis schwach, in nekrotischem Gewebe und dabei besonders auf

Azinuszellen stark aus (Michalski, Laukert et al. 2007).

4.1.2.3 Bisherige Literatur zu Cannabinoiden und Pankreatitis

Bisher wurden widerspriichliche Daten Uber die Rolle von Cannabinoiden bei der
Pankreatitis veroffentlicht: Neben den von Michalski et al. beschriebenen protektiven
Effekten von HU210 in Mausen zeigen andere Studien, dass die CB1-Aktivierung
durch Anandamid die Pankreatitis in Raten verstarkt (Dembinski, Warzecha et al.
2006) und dass die Vorbehandlung mit dem CB1-Rezeptor-Antagonisten AM251 die
Uberlebensrate von Raten mit akuter Pankreatitis erhoht (Matsuda, Mikami et al.
2005). Eine weitere Studie beschreibt, dass die Wirkung von Anandamid vom
Zeitpunkt der Administration abhéngt. Die prophylaktische Gabe flihrte zur
Verstarkung, die therapeutische zur Abmilderung (Dembinski, Warzecha et al. 2008).
Zusatzlich wurden Félle akuter Pankreatitiden nach Cannabiskonsum beschrieben
(Grant and Gandhi 2004; Wargo, Geveden et al. 2007).

Linari et al. berichteten, dass WIN55.212, ein Agonist an CB1- und CB2-Rezeptoren,
die Sekretion der Amylase verminderte. Da diese Wirkung in isolierten Azini, in
denen keine Nerven vorhanden sind, ausblieb, nahmen sie keine direkte Wirkung
von WIN55.212 an der Azinuszelle sondern eine indirekte Wirkung Uber die
Beeinflussung der nervalen und CCK-vermittelten Stimulation an. Sie stellten fest,
dass CB1-Rezeptoren sich auch im Pankreas in hoher Konzentration auf Synapsen
befinden, die unter anderem CCK sezernieren und vermuteten, dass die Aktivierung
der CB1-Rezeptoren zur verminderten Ausschittung von CCK fuhrte (Linari, Agostini

et al. 2009). Diese Theorie wird durch eine Studie unterstitzt, die eine verminderte
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CCK-Ausschuttung durch CB1-Stimulation im Hippocampus von Raten fand
(Beinfeld and Connolly 2001).

Michalski beschrieb 2007 die protektive Rolle des selektiven CB1-Agonisten HU210
auf den Verlauf der Cerulein-induzierten Pankreatitis. HU210 besitzt allerdings auch
eine ca. 8,5-fach schwachere Aktivitat am CB2-Rezeptor (Felder, Joyce et al. 1995).
Zwar liegt bisher keine Literatur zur Wirkung von CB2-Agonisten auf die akute
Pankreatitis vor, jedoch verwendeten Michalski et al. ebenfalls AM630, um die
Wirkungen von HU210 am CB2-Rezeptor zu antagonisieren, woraufhin es zu einer
Abschwachung der Wirkung von HU210 kam (Michalski, Laukert et al. 2007). Da
AM630 sehr spezifisch am CB2-Rezeptor bindet, lasst dies indirekt eine Aussage
Uber die Beteiligung von CB2-Rezeptoren an der protektiven Wirkung von HU210 zu
und bestatigt das in dieser Arbeit beschriebene protektive Potential der CB2-

Rezeptor-Aktivierung.

Eine mogliche Erklarung der sich widersprechenden Studien zur Rolle von
Cannabinoiden auf den Verlauf der Pankreatitis liefern 1zzo und Camilleri. Sie stellen
die Vermutung auf, dass Anandamid in niedrigen Dosen uber die Aktivierung von
CB1- und CB2-Rezeptoren anti-inflammatorisch, in hoheren Dosen jedoch durch die
Aktivierung von TRPV1 pro-inflammatorisch wirken kénnte (Izzo and Camilleri 2009)
(Siehe Abbildung 32).
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Abbildung 32: Mdgliche Erklarung der widersprichlichen Wirkungen von Anandamid auf die
Inflammation im Gastrointestinaltrakt (Modifiziert nach 1zzo et al. 2009)

verstarkende Effekte in
intestinaler Inflammation

Anandamid kann uber die Aktivierung von CB1- und CB2-Rezeptoren anti-inflammatorische, Uber die Aktivierung
von TRPV1 Rezeptoren pro-inflammatorische Wirkungen vermitteln. Da die Aktivierung von TRPV1 héhere
Konzentrationen Anandamid benétigt als die Aktivierung der Cannabinoid-Rezeptoren kodnnten in niedrigen
Dosen die anti-, in htheren Dosen die pro-inflammatorischen Wirkungen Gberwiegen.

4.2 Spezieller Teil

4.2.1 Kritische Auseinandersetzung mit den Experimenten

Wie jedes Modell, so stellt auch die Cerulein-induzierte Pankreatitis bei der Maus nur
ein Abbild dar, dass nicht unbedingt 1:1 auf den Menschen Ubertragen werden kann.
Zum einen verlauft die durch repetitive Gaben von Cerulein verursachte Pankreatitis
nicht zwangslaufig exakt wie die Pankreatitis des Menschen, die ja auch durch
andere Noxen (z.B. Alkohol oder Gallengangs-Obstruktion) ausgelost wird. Ein
anderes Problem stellt dar, dass man bei der Pankreatitis des Menschen (mit
Ausnahme der Post-ERCP-Pankreatitis) wohl nie prophylaktisch, also vor der
Auslosung der Pankreatitis, die Medikamente verabreichen kann. Deshalb steht
zumindest vor therapeutischen Versuchen am Menschen noch der Beweis aus, dass
CB2-Agonisten auch bei der Administration nach dem Auslosen der Pankreatitis
einen posittiven Effekt aufweisen. Desweiteren kénnten zu hohe oder zu niedrige
Dosen der verwendeten Medikamente auch fehlende oder lbertriebene Wirkungen
darstellen, da die hier verwendete Dosis wegen eventueller starker Nebenwirkungen
nicht unbedingt auf den Menschen Ubertragbar ist. Weitere Probleme z.B. bei der

Bewertung der Rolle der Stresskinasen sind die bei in vivo Versuchen zahlreich
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vorhandenen Storfaktoren und damit einhergehenden Fehlerquellen, die die
Bewertung molekularbiologischer Vorgange stark erschweren.

4.2.2 Diskussion der Ergebnisse

4.2.2.1 Wirkung der JWH133-Vorbehandlung

Die Vorbehandlung mit JWH133 fiihrte zu einer um 92 % verminderten Aktivierung
des Trypsinogens nach Induktion der Pankreatitis. Diese Reduktion war
hochsignifikant (p < 0,01) und beweist, dass die Aktivierung der CB2-Rezeptoren
durch JWH133 ein protektives Potential gegentber der Pankreatitis besitzt. Die
Reduktion der Anstiege der IL-6 Spiegel um - 62 % viel ebenso sehr deutlich aus und
muss als signifikant bezeichnet werden (p < 0,05). Die Reduktionen der anderen
Parameter fielen nicht so eklatant aus, sodass die Gréf3e des protektiven Potentials

der CB2-Stimulation unklar erscheint.

Die Aktivierung von p38 durch JWH133 (Anstieg: 255 %, p < 0,01) fiel deutlich aus.
Interessanterweise blieb die verstarkte Aktivierung auch nach dem Auslésen der
Pankreatitis erhalten (Anstieg: 119 %, p < 0,05), sodass die Vermittlung der
protektiven Wirkungen von JWH133 durch p38 moglich erscheint. Im Vergleich zu
den Kontrolltieren liel3 sich grundsatzlich die Phosphorylierung von p38 nach
Cerulein-Injektion nicht verstarkt nachweisen, es kam sogar zu einer Reduktion (- 50
%, p < 0,01). Dies steht im Kontrast zur bisherigen Literatur. Wagner et al.
untersuchten den zeitlichen Verlauf der p38-Phosphorylierung nach Cerulein-
Stimulation in Raten und stellten fest, dass der Zenit bereits nach 30 min erreicht war
und die p38-Phosphorylierung danach stark abfiel (Wagner, Metzler et al. 1999). Ein
ahnlicher Verlauf der p38-Phosphorylierung in Mausen kénnte die hier beobachtete
niedrige p38-Phosphorylierung in den Cerulein-Tieren erklaren, bleibt jedoch bis auf

weiteres spekulativ.

4.2.2.2 Wirkung der AM630-Vorbehandlung

Die Vorbehandlung mit AM630 fiihrte zum drastischen Anstieg samtlicher
gemessener Laborparameter sowie der JNK-Phosphorylierung bei den Tieren mit
Pankreatitis, nicht jedoch bei den Kontrolltieren. Dies zeigt, dass es beim Ablauf der
Pankreatitis zu einer verstarkten Aktivierung der CB2-Rezeptoren vermutlich durch
eine erhohte Bildung endogener Liganden kommt, wodurch der Verlauf der

Pankreatitis abgemildert wird. Dies konnte durch den von Michalski et al.
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beschriebenen starken (6,6-fachen) Anstieg des Anandamid-Spiegels im
Pankreasgewebe bei der akuten Pankreatitis erklarbar sein (Michalski, Laukert et al.
2007). Die der CB2-Stimulation durch JWH133 entgegengesetzte Wirkung von
AM630 kann somit vermutlich zum Grol3teil durch die Antagonisierung endogener
Liganden und nicht nur durch inversen Agonismus erklart werden. Die verstarkte
Aktivierung der CB2-Rezeptoren bei der Pankreatitis resultiert ebenfalls in einer
Hemmung der Phosphorylierung der JNK. Dies kdnnte entweder direkt Uber CB2-
Rezeptoren auf den Azinuszellen oder indirekt tGber die Hemmung der Synthese pro-
inflammatorischer Zytokine durch Zellen des Immunsystems vermittelt werden. Die
Tatsache, dass die AM630-Administration mit verhaltnismafRig stark erhohten
Anstiegen der allgemeinen, nicht Pankreatitis-spezifischen Parametern IL-6 (+ 196
%, p < 0,01) und MPO (+ 195 %, p < 0,01) einhergeht, deutet jedoch an, dass der
Hauptwirkmechanismus der physiologischen CB2-Rezeptor-Aktivierung in der
Hemmung der systemischen Entziindungsreaktion und nicht in der direkten Wirkung
an der Azinuszelle zu suchen ist. Die beobachtete verstarkte JNK-Phosphorylierung
(+ 204 %, p < 0,01) muss somit vermutlich als Antwort auf eine vermehrte Bildung

pro-inflammatorischer Zytokine durch Immunzellen erklart werden.

4.2.2.3 Wirkung der AM630 und JWH133 - Vorbehandlung
AM630 konnte die protektiven Effekte von JWH133 auf den Verlauf der Pankreatitis

hinsichtlich aller klinischen Parameter antagonisieren und zeigt, dass die protektive
Wirkung von JWH133 uber die Aktivierung von CB2-Rezeptoren vermittelt wird. Die
Werte des aktivierten Trypsins, der IL-6 Spiegel und des Odemisierungsgrades
stiegen sogar an. Dies konnte durch die zusatzliche Antagonisierung der

Endocannabinoide erklarbar sein.

Die vorherige Gabe von AM630 konnte allerdings nicht die verstarkte p38-
Phosphorylierung durch JWH133 aufheben. Dies war bei den Kontrolltieren und den
mit Cerulein behandelten Tieren zu beobachten und kdnnte durch ungentigende
Antagonisierung von JWH133 durch AM630 (eventuell durch zu hohe Dosen
JWH133 oder zu niedrige Dosen AM630) an den CB2-Rezeptoren verursacht sein.
Eine andere Madglichkeit ware, dass JWH133 dber einen anderen, bisher
unbekannten CB2-Rezeptor unabhangigen Mechanismus, der nicht durch AM630

antagonisiert wird, zur p38-Phosphorylierung fuhrt.
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Die durch Vorbehandlung mit AM630 verstarkte Phosphorylierung der JNK in der
Cerulein-Gruppe war nach der zusatzlichen Gabe von JWH133 nicht mehr
nachweisbar. Die JWH133 Administration hatte nach Gabe von AM630 einen
abmildernden Effekt auf die intra-azindre JNK-Aktivierung. Dies koénnte abermals
zum einen durch ungentgende Antagonisierung durch AM630 der relativ hohen
Dosen JWH133 erklarbar sein. Wie im Fall der p38-Phosphorylierung kdnnte jedoch
auch ein vom CB2-Rezeptor unabhangiger Wirkmechanismus fur JWH133
existieren. Auch diese Mechanismen kdnnten sich entweder direkt an der Azinuszelle
oder vermittelt durch eine geanderte Zytokin-Bildung auch an den Immunzellen

abspielen.

4.2.2.4 Versuche in MK2-knockout Mausen

Auch in den MK2 -/- fuhrte die Vorbehandlung mit JWH133 zu reduzierten Anstiegen
der Aktivitdten von Trypsin und Amylase. Allerdings lie3 sich dies, vermutlich auf
Grund der geringen Stiuckzahlen, nur als Trend beobachten. Bezuglich der
Parameter der systemischen Inflammation hatte die CB2-Stimulation in den MK2 -/-
erstaunlicherweise den gegenteiligen Effekt wie in den Wildtyp Mausen. So kam es
zu einem verstarktem Anstieg von IL-6 Spiegeln (+ 287 %, p = 0,06) und der MPO-
Aktivitat (+ 103 %, n.s.) sowie des Odemisierungsgrades des Pankreas.

Die MK2 -/- reagierten bezlglich der intrapankreatischen p38-Phosphorylierung
ahnlich auf die Vorbehandlung mit JWH133 wie die Wildtyp Méause. Es kam zu einer
verstarkten Phosphorylierung sowohl bei den Kontrolltieren als auch bei den mit
Cerulein behandelten Tieren gegeniuber den nicht mit JWH133 vorbehandelten
Tieren. Da die verstarkte intra-azindre p38-Phosphorylierung auch mit reduzierten
Aktivitdten von Trypsin und Amylase einherging, bestétigt dies die Theorie der
Vermittlung der protektiven Wirkung der CB2-Stimulation auf die Zymogenaktivierung

Uber die Aktivierung von p38.

Interessanterweise fuhrte JWH in den MK2 -/- parallel zu den verstarkten
systemischen Laborparametern ebenfalls zu einer verstarkten Phosphorylierung der
JNK nach dem Auslosen der Pankreatitis. Dies ist ein Indiz dafir, dass die
protektiven Effekte von JWH133 nicht durch Inhibierung der JNK in den Azinuszellen
vermittelt werden, denn die verstarkte JNK-Phosphorylierung wurde in den

Azinuszellen gemessen, wo ein protektiver Effekt von JWH133 auf die Trypsinogen-
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Aktivierung festgestellt wurde. Die verstarkte JNK-Phosphorylierung korrelierte
hingegen mit den erhohten IL-6 und MPO Werten. Vermutlich ist die JNK-
Phosphorylierung somit nur als Antwort auf pro-inflammatorische Zytokine wie IL-6

usw. zurickzufiihren.

4.2.3 CB2-Rezeptoren bei der akuten Pankreatitis

CB2-Rezeptoren werden im Pankreas der Maus unter anderem auf Gang- und
Azinuszellen exprimiert. Bei der akuten Pankreatitis kommt es zu einer verstarkten
Expression, die in nekrotischem Gewebe besonders stark ausfallt. Wéahrend der
akuten Pankreatitis werden die CB2-Rezeptoren, vermutlich durch vermehrt
gebildete Endocannabinoide, verstarkt aktiviert und schwéchen die Pathologie der
Pankreatitis ab. Zusatzlich kommt es zu einer verminderten JNK-Phosphorylierung
durch die endogene CB2-Stimulation. Dies konnte indirekt durch Aktivierung von
CB2-Rezeptoren auf Immunzellen und konsekutiv verminderter Bildung pro-
inflammatorischer Zytokine und daraufhin verminderter Aktivierung der intra-azinéren
JNK vermittelt werden. Die prophylaktische, pharmakologische Uberstimulation der
CB2-Rezeptoren wirkt sich protektiv auf den Verlauf der akuten Pankreatitis aus und
fuhrt unter anderem zur verminderten Aktivierung von Trypsinogen in den
Azinuszellen und verminderten IL-6 Spiegeln im Serum. Parallel zu der protektiven
Wirkung lasst sich auch eine verstarkte Phosphorylierung von p38 beobachten.
Diese konnte die protektive Wirkung vermitteln, was dadurch bestatigt wird, dass
JWH133 in MK2 -/- zumindest auf die Parameter der systemischen Inflammation, IL-
6 und MPO, nicht protektiv wirkt. Die protektive Wirkung von JWH133 auf die
Aktivierung von Trypsinogen verlauft somit MK2-unabhangig, die Verminderung der
systemischen Inflammation hingegen MK2-abhangig. Daraus lasst sich folgern, dass
die positive Beeinflussung der friihen azinaren Ereignisse durch CB2-Aktivierung
nicht durch MK2 vermittelt wird. Die Beeinflussung der darauffolgenden
systemischen Inflammation wird jedoch zumindest teilweise Uber MK2 und damit

vermutlich auch tber die p38-Aktivierung vermittelt.

Die Beobachtung, dass die Vorbehandlung mit AM630 mit einem starkem Anstieg
hauptsachlich der Parameter der systemischen Inflammation IL-6 und MPO
einherging, legt nahe, dass die physiologische Aktivierung der CB2-Rezeptoren bei
der akuten Pankreatitis ihre Hauptwirkung nicht auf die frihen azindren Ereignisse

sondern auf die darauffolgende Immunreaktion ausiibt. Da die Stimulation mit dem
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synthetischen Cannabinoid JWH133 jedoch zu einer signifikanten Reduktion der
Trypsin-Aktivierung fuhrte, ist eine Beeinflussung der frihen azinaren Ereignisse
ebenfalls vorhanden. Eine weitere Erklarung des starken inversen Agonismus durch
AM630 ware auch, dass AM630 nicht nur den CB2-Rezeptor sondern auch einen
anderen, noch unbekannten Rezeptor antagonisiert. Versuche in CB2-knockout
Tieren koénnten die tatsachliche Vermittlung der Wirkung von JWH133 durch die

CB2-Rezeptoren beweisen.

4.2.4 Rolle der Stresskinasen bei der Vermittlung der Wirkung des CB2-
Rezeptors

Die JNK-Phosphorylierung korrelierte stark mit den IL-6 Spiegeln im Serum und der
Aktivitat der MPO in der Lunge, jedoch nicht so stark mit den Pankreatitis-
spezifischen Parametern Trypsin und Amylase. Da zudem die JWH133
Vorbehandlung in MK2 -/- zu einer verstarkten intra-azinaren JNK-Phosphorylierung
fuhrte, diese aber mit verringerten Trypsin und Amylase Werten einherging, scheint
ein kausaler Zusammenhang zwischen JNK-Aktivierung und Zymogenaktivierung
unwahrscheinlich. Die JNK-Aktivierung scheint somit als ein zu der Zymogen-
Aktivierung parallel verlaufendes Phanomen angesehen werden zu missen, welches
durch Induktion pro-inflammatorischer Transkriptionsfaktoren die Entzindungs-
reaktion auslést und im weiteren Verlauf durch erhdhte Zytokin-Spiegel im Plasma

wiederum aktiviert wird und die Entziindungsreaktion weiter verstarkt.

Die Blockade der endogenen CB2-Stimulation durch AM630 fiihrte zu einer drastisch
verstarkten JNK-Phosphorylierung, die mit stark erhéhten IL-6 Spiegeln und MPO-
Aktivitaten korrelierte. Die endogene CB2-Stimulation bei der Pankreatitis fihrt somit
zur Hemmung der JNK-Phosphorylierung in den Azinuszellen. Diese kdnnte
entweder direkt durch CB2-Rezeptoren auf der Azinuszelle und intrazellularen
Hemmung der JNK-Aktivierung oder indirekt durch die Hemmung der Zytokin-Bildung
durch Immunzellen und konsekutiv verminderter Aktivierung der JNK in Azinuszellen
vermittelt werden. Weitere Studien sind notwendig, um die genauen
Wirkmechanismen, die zur JNK-Inhibition durch die CB2-Rezeptoren flhren,
aufzuklaren. Zum Beispiel kdonnte die Phosphorylierung der MAPK an isolierten
Azinuszellen untersucht werden, um festzustellen, ob die Cannabinoide auch in

Abwesenheit der Immunzellen die Phosphorylierung der Stresskinasen beeinflussen.
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Die beobachtbare p38-Phosphorylierung korrelierte mit protektiven Effekten von
JWH133 auf den Verlauf der Pankreatitis. Diese protektiven Effekte scheinen,
zumindest bezogen auf die Abmilderung der systemischen Entziindungsreaktion,
durch Aktivierung von MK2 vermittelt zu werden. In den Azinuszellen werden die
protektiven Effekte von JWH133 nicht tber MK2 vermittelt, da es auch in MK2 -/- zu
einer Reduktion der Trypsinaktivitdt kam. Da die p38-Phosphorylierung besonders
stark mit verringerten Trypsin-Aktivitdten korrelierte, scheint jedoch ein durch p38

vermittelter, MK2-unabhangiger Wirkmechanismus nicht unwahrscheinlich.

4.2.4.1 Rolle von MK2 bei der Vermittlung der Wirkung von JWH133

Die verwendeten Medikamente vermitteln unterschiedliche Wirkungen in Wildtyp und
MK2 -/- Mausen. Dies bedeutet, dass MK2 zumindest teilweise an den Wirkungen
von AM630 und JWH133 beteiligt sein muss. MK2 kdnnte durch die Aktivierung der
CB2-Rezeptoren entweder aktiviert oder gehemmt werden. Allerdings erscheint ein
aktivierender Einfluss sehr viel wahrscheinlicher, da p38, ein direkter Aktivator von
MK2 nachweislich verstarkt durch die CB2-Stimulation aktiviert wurde. JWH133 und
AM630 verhalten sich bezuglich der Trypsinaktivierung gleich in MK2 -/- wie in
Wildtyp Mausen, nicht jedoch beziglich MPO und IL-6. Die Wirkungen des CB2-
Rezeptors auf die Trypsinogen-Aktivierung werden zumindest nicht zum Hauptteil
Uber MK2 vermittelt, da ansonsten unterschiedliche Wirkungen von AM630 und
JWH133 in Wildtyp und in MK2 -/- Mausen zu erwarten waren. Die Wirkungen des
CB2-Rezeptors auf die Reduktion von IL-6 und MPO sind jedoch zum Grol3teil Uber
MK2 vermittelt, da ansonsten AM630 und JWH133 in Wildtyp als auch in MK2 -/-

Mausen gleiche Wirkungen hervorrufen wirden.

Die Beteiligung von MK2 an der Zytokin-Ausschittung und der systemischen
Inflammation wird durch Studien bestatigt, allerdings fuhrt ein nicht vorhandenes
oder insuffizientes MK2 dabei zu einer Reduktion von TNF-a und IL-6, sodass die
durch den CB2-Rezeptor vermutete Aktivierung von MK2 mit einhergehender
Reduktion von IL-6 dazu im Widerspruch steht (Kotlyarov, Neininger et al. 1999;
Tietz, Malo et al. 2006).

In der Anwesenheit von MK2 hat JWH133 keinen Einfluss auf die JNK-Aktivierung.
Ein mdogliches Modell zur Erklarung ware, dass durch JWH133 verschiedene
Signalwege  aktiviert werden, darunter pro-inflammatorische und anti-

inflammatorische, wobei die anti-inflammatorischen in der Wildtyp Maus dominieren.
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MK2 ist Teil des anti-inflammatorischen Signalweges oder hemmt in der Wildtyp
Maus den pro-inflammatorischen Signalweg, sodass in MK2 -/- nun die pro-
inflammatorische Signalwege Uberwiegen. MK2 kodnnte, aktiviert durch den CB2-
Rezeptor, zum Beispiel die Phosphorylierung der JNK hemmen oder durch
Hemmung der Zytokinproduktion durch Immunzellen indirekt die Aktivierung der
intra-azinaren JNK abschwéachen.

wildtyp / JWH133 MK2-knockout _— JWH133

.
- p38 / __ p38
N \ / v \
\ ; / \

\ ! N \
) / \ \
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| TNF-a | |
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Abbildung 33: Theorie zur méglichen Rolle von MK2 bei der Vermittlung der Wirkungen von JWH133

JWH133 vermittelt unterschiedliche Wirkungen, teils protektiv, teils pro-inflammatorisch. In den Wildtyp M&usen
fuhrte die JIWH133 Vorbehandlung zur Abschwéachung der systemischen Inflammation. Dies wird vermutlich tiber
die Aktivierung von CB2-Rezeptoren die wiederum p38 aktivieren vermittelt. P38 aktiviert wiederum MK2 welches
seine protektiven Effekte Uiber Hsp 27, seine pro-inflammatorischen Effekte tber die Induktion von IL-6 und TNF-a
ausubt. In den MK2 -/- fuhrte die Vorbehandlung mit JWH133 zu uberwiegend pro-inflammatorischen Effekten.
Die durch MK2 vermittelten protektiven Effekte scheinen das Quéntchen an der Waage darzustellen.

4.3 Ausblick

4.3.1 Weitere Fragestellungen

Weitere Studien konnten kléaren, ob sich JWH133 auch in einem therapeutischen
Versuchsansatz d.h. bei der Gabe nach Induktion der Pankreatitis ebenfalls lindernd
auf die Pankreatitis auswirkt. Es kdnnten verschiedene Zeitpunkte,
Applikationsformen und Dosen von JWH133 variiert werden, um die optimale
Wirkung zu erhalten. Zusatzlich konnte durch Einsatz von CB2 -/- Mausen der
Beweis erbracht werden, dass die Wirkungen von JWH2133 tatséchlich tber die CB2-
Rezeptoren vermittelt werden. In isolierten Azini kdnnte desweiteren durch die
Abwesenheit von Immunzellen untersucht werden, ob die Beeinflussung der
Stresskinasen-Aktivitdten direkt durch CB2-Rezeptoren auf den Azinuszellen
geschieht. Weitere Studien kénnten die Regulationsmechanismen, die zur erhdhten

Expression der CB2-Rezeptoren auf Azinuszellen fuhren, sowie die Mdoglichkeit,
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diese fur therapeutische Zwecke (z.B. durch eine pharmakologische ,Hochregulation)

ZU nutzen, untersuchen.

4.3.2 Studien am Menschen

4.3.2.1 Ubertragbarkeit des Pankreatitis Modells auf den Menschen

Fir diese Arbeit wurde das Modell der Cerulein-induzierten Pankreatitis verwendet.
Auch viele zitierte andere Studien beruhen auf diesem Modell, sodass, obwohl die
verschiedenen Studien in sich schlissig sein sollten, noch zu beweisen gilt, ob CB2-
Rezeptoren und die MAP-Kinasen p38 und JNK bei der akuten Pankreatitis des
Menschen die gleiche Rolle spielen. Die Cerulein-induzierte Pankreatitis scheint
beim Nagetieren durch direkte Aktivierung von CCK1-Rezeptoren auf den
Azinuszellen ausgeldst zu werden (Saluja, Saluja et al. 1989), jedoch sind die CCK1-
Rezeptoren auf den Azinuszellen des Menschen kaum nachweisbar (Dufresne, Seva
et al. 2006), was somit die Ubertragbarkeit des Modelles auf den Menschen in Frage
stellt. Allerdings zeigte eine Klinische Studie am Menschen mit dem CCK-
Antagonisten Loxiglumide einen lindernden Effekt auf die Pankreatitis, was wiederum
die Rolle von CCK bei der Pankreatitis des Menschen bestatigt (Shiratori, Takeuchi
et al. 2002). Zum anderen konnten die Ergebnisse auf Grund von genetischen
Unterschieden der Arten schlichtweg nicht auf den Menschen ubertragbar sein. So
unterscheiden sich z.B. CB2-Rezeptoren von Mensch und Maus relativ stark. lhre
Primarstruktur ist nur zu 82 % identisch (Shire, Calandra et al. 1996; Howlett, Barth
et al. 2002).

4.3.2.2 Mogliche Nebenwirkungen

Die Durchfuhrung klinischer Studien mit CB1-Rezeptor Liganden bereitet wegen ihrer
psychotropen Nebenwirkungen Probleme. So wurde der CB1-Antagonist
Rimonabant (SR141716), der von der Firma Sanofi Aventis zur Therapie der
Adipositas vertrieben wurde, wegen des Auftretens von Depressionen und
Suizidalitat wieder vom Markt genommen. Auf den selektiven CB2-Agonisten ruht
viel Hoffnung, da durch die weitestgehende Abwesenheit der CB2-Rezeptoren im
Endhirn keine psychotropen Effekten vermutet werden (Malan, lbrahim et al. 2003;
Fox and Bevan 2005; Lunn, Reich et al. 2006). Mittlerweile wurden allerdings CB2-
Rezeptoren im ZNS, genauergesagt im Hirnstamm nachgewiesen (Van Sickle,
Duncan et al. 2005), sodass die tatsachliche Abwesenheit der psychotropen Effekte
von spezifischen CB2-Agonisten zu beweisen Dbleibt. Andere denkbare
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Nebenwirkungen der Cannabinoide kdnnten z.B. eine Veranderung der Fruchtbarkeit
(Maccarrone 2007), des Essverhaltens und Stoffwechsels oder der Muskelspannung

sein.

4.3.2.3 Mogliche Anwendungsgebiete

Speziell die dem CB2-Rezeptor zugeschriebene immunomodulatorische und
analgetische  Wirkung sowie die vermutete Abwesenheit psychotroper
Nebenwirkungen macht die Einfihrung von spezifischen CB2-Agonisten fir eine
Reihe inflammatorischer Erkrankungen interessant. Ein weiterer vielversprechender
Therapieansatz besteht darin, den Endocannabinoid-Spiegel anzuheben, indem man
deren Abbau spezifisch hemmt. Mittlerweile wurden diverse Inhibitoren fir FAAH
(Ahn, Johnson et al. 2009) und MAGL (King, Duranti et al. 2007) entwickelt. Es
konnte bereits gezeigt werden, dass FAAH-Inhibitoren im Tierversuch die Colitis
abmildern (Storr, Keenan et al. 2008). Ebenso ist es mdglich, durch spezifische
Inhibition von DAGL die Bildung der Endocannabinoide zu hemmen (Ortar, Bisogno
et al. 2008; Bisogno, Burston et al. 2009)

4.3.2.4 Therapeutische Anwendung

Interessante Aspekte von JWH133 beschrieben Kimball et al.. Nachdem sich
JWH133 als protektiv gegeniber einem Tiermodel der Colitis herausgestellt hatte,
testeten sie ebenfalls die Gabe von JWH133 nach dem Auslosen der Colitis.
Interessanterweise war JWH133 in dem therapeutischen Setting weit wirksamer als
in dem protektiven Ansatz (Kimball, Schneider et al. 2006). Diese kénnte durch die
wahrscheinlich hauptsachliche Wirkung von CB2-Agonisten auf die Hemmung der
infiltrierenden Immunzellen zu erklaren und auf die akute Pankreatitis Gbertragbar
sein. Da das Zeitfenster zur Beeinflussung der frihen azinaren Ereignisse bei der
akuten Pankreatitis sehr klein ist, scheint die Chance auf eine medikamentdose
Beeinflussung mit Ausnahme bei der Post-ERCP-Pankreatitis begrenzt. Die
anschlieBend ablaufende Entziindungsreaktion spielt nicht nur eine Hauptrolle im
weiteren Verlauf der Pathologie, sie ist auch der medikamentésen Therapie besser

zuganglich, weswegen sie einen vielversprechenden Ansatzpunkt darstellt.

4.4 Zusammenfassung

Cannabinoid 2-Rezeptoren werden im Pankreas der Maus unter anderem auf

Azinuszellen exprimiert. Bei den pathophysiologischen Vorgangen der akuten
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Pankreatitis werden Cannabinoid 2-Rezeptoren verstarkt exprimiert und vermutlich
durch erh6hte Endocannabinoid-Spiegel verstarkt aktiviert. Diese Aktivierung fiihrt zu
einer Abmilderung der akuten Pankreatitis. Mdgliche Wirkmechanismen kénnten ein
direkter Einfluss durch CB2-Rezeptoren auf den Azinuszellen oder indirekt durch

Hemmung der Bildung pro-inflammatorischer Zytokine durch Immunzellen sein.

Die prophylaktische Behandlung mit dem CB2-Agonisten JWH133 fuhrt zu einer
Abmilderung der Pankreatitis. Vermutlich wird dies durch die Stimulation von CB2-
Rezeptoren vermittelt. Da diese Effekte jedoch nicht vollstdndig durch die vorherige
Gabe des Antagonisten aufgehoben werden konnten, scheinen weitere
Wirkmechanismen fir JWH133 mdéglich. Versuche mit CB2-knockout Tieren kénnten
diese Frage klaren. Die protektive Wirkung von JWH133 kénnte durch eine zu
beobachtende verstarkte Phosphorylierung der p38-MAPK in den Azinuszellen
vermittelt werden. Die Versuche mit MK2 -/- legen nahe, dass die von p38
downstream gelegene Kinase MK2 an der Vermittlung zumindest eines Teils der
Wirkungen wie der Reduktion des IL-6 Spiegels und der Infiltration von neutrophilen

Granulozyten in die Lunge beteiligt ist.

Die Aktivierung der CB2-Rezeptoren bei der akuten Pankreatitis fuhrt ebenfalls zur
verminderten Phosphorylierung der JNK in den Azinuszellen. Dieses Phanomen ist
vermutlich Ausdruck der Hemmung der Bildung pro-inflammatorischer Zytokine durch
Aktivierung von CB2-Rezeptoren auf Immunzellen und nicht einer direkten Hemmung

durch CB2-Rezeptoren auf den Azinuszellen.
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