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1. Einleitung

1.1. Chronische Pankreatitis

1.1.1. Definition, Klinik und Epidemiologie

Die chronische Pankreatitis (CP) ist eine kontinuierliche oder in Schiiben verlaufende
entzindliche Erkrankung, die mit irreversiblen morphologischen Veranderungen der
Bauchspeicheldrise  einhergeht und im  Verlauf zu  fortschreitender
Funktionseinschrankung, sowohl des exokrinen als auch des endokrinen
Kompartiments fithren kann.*2113

Morphologisches Substrat ist vor allem eine zuerst meist fokal auftretende
Fibrosierung des Organs, die sich diffus oder segmental ausbreitet und im Verlauf
der Erkrankung zu einem Ersatz der Azinus- und Inselzellen durch narbige
Bindegewebsstréange fuhrt. AuRerdem finden sich Zeichen der chronischen
Entzindung mit leukozytarer Infiltration, sowie Veradnderungen der Gange, mit

Obstruktionen, Konkrementbildung und Dilatation, vor allem des Hauptganges.**"*

Das hervorstechende klinische Merkmal der CP sind starke, andauernde oder
intermittierende epigastrische Schmerzen, welche oft girtelférmig ausstrahlen. Die
CP kann bei einigen Patienten jedoch auch als schmerzlose Erkrankung auftreten.
Weitere Symptome sind, bedingt durch die exokrine Insuffizienz, Zeichen der
Maldigestion wie Steathorr6 und Gewichtsverlust. In den spéteren Stadien der
Erkrankung kann sich aul3erdem als Ausdruck des endokrinen Funktionsverlusts ein
Diabetes mellitus entwickeln (pankreopriver Diabetes mellitus, Typ llic), der durch die
gleichzeitige Zerstorung von Insulin- und Glukagon-produzierenden Zellen oft schwer
einstellbar ist.

Haufige Komplikationen der CP sind Pseudozysten und Choledochusstenosen durch
Steine oder narbige Strikturen. AufRerdem ist das Risiko, an einem

Pankreaskarzinom zu erkranken bei Patienten mit CP signifikant erhoht.* 7882141

Die Inzidenz der chronischen Pankreatitis belauft sich in den Industrienationen auf
etwa 1-14,4/100.000 Einw. pro Jahr, wobei Manner deutlich haufiger

erkranken, 3737593



1.1.2. Atiologie

Es sind zahlreiche atiologische Risikofaktoren fir die Entwicklung einer CP bekannt,
der bedeutendste ist der langjahrige schwere Alkoholabusus, der fir 60-90% der
Erkrankungen verantwortlich sein soll.**%3

Einen Uberblick tiber wichtige Formen der CP und ihrer &tiologischen Risikofaktoren

gibt Tabelle 1.

Toxisch-metabolisch Autoimmun
Alkohol Isolierte Autoimmun-CP
Rauchen Syndromische Autoimmun-CP
Hyperkalziamie (Sjogren-Syndrom-assoziiert,
Hypertriglyzeridamie CED-assoziert, PBC-assoziiert)
Chronische Niereninsuffizienz Obstruktiv
Medikamente Gangobstruktionen (Tumor,
Toxine Steine, Parasiten, Trauma)

"ldiopatisch" Pancreas divisum
SPINK1-Mutationen Sphinkter Oddi Dysfunktion?
CFTR-Mutationen Tropisch- kalzifizierend
CTRC-Mutationen SPINK1-Mutationen
Weitere Mutationen? CTRC-Mutationen

Hereditar Ernéhrung?

PRSS1-Mutationen
CTRC-Mutationen
Weitere Mutationen?

Tabelle 1: Einteilung der CP nach atiologischen Risikofaktoren (modifiziert nach Etemad et al. 2001)44

In den weiteren Abschnitten soll nun né&her auf die héaufigsten Formen der CP
(alkoholische, idiopathische und hereditare) eingegangen werden.



1.1.2.1. Alkoholische chronische Pankreatitis (ACP)

Wie bereits erwahnt stellt die alkoholische chronische Pankreatitis (ACP) die
haufigste Form der CP in den Industrielandern dar. Die Inzidenz der Erkrankung
korreliert dabei mit der zugefuhrten Alkoholmenge und mit der Dauer des Konsums,
wobei es jedoch keinen festen toxischen Grenzwert zu geben scheint.*? Es fallt auf,
dass nur etwa 10% der schweren Alkoholiker im Verlauf eine CP entwickeln, was auf
zusatzliche Faktoren hinweist, die das Auftreten der Erkrankung begunstigen.
Vermutet werden als Einfluss- oder Trigger-Faktoren zum Beispiel protein- und

fettreiche Ernahrung, Nikotinabusus®"°

und die Art des zugefuhrten Alkohols.
Auffallig ist, dass Afroamerikaner haufiger betroffen sind als Kaukasier’®, was
maoglicherweise durch Ernahrungsgewohnheiten oder auch durch

Genpolymorphismen im Alkoholstoffwechsel bedingt ist.*®

1.1.2.2. Hereditare chronische Pankreatitis (HCP)

Unter der Bezeichnung hereditare chronische Pankreatitis (HCP) wird
klassischerweise eine autosomal-dominant vererbte CP mit einer Penetranz von 70-
80% und stark variabler Auspragung verstanden.®*?:?* Die Erkrankung beginnt
Ublicherweise bereits im Kindesalter und verlauft in den meisten Fallen eher milde,
mit einer relativ spaten Entwicklung von exokriner und/oder endokriner Insuffizienz.®®
Das kumulative Risiko zur Entwicklung eines Pankreaskarzinoms bei Patienten mit
HCP allerdings wird mit bis zu 40% angegeben.’”” 1996 konnten Whitcomb und
Mitarbeiter zeigen, dass Mutationen im Gen des kationischen Trypsinogens (PRSS1)
zu einer hereditaren CP fiihren kénnen.® Am haufigsten treten dabei die Mutation
R122H'° und N29I*° auf, welche zu gesteigerter Autoaktivierung des Proenzyms
und verminderter Degradation fihren. Da bei einem Teil der HCP-Patienten keine
Mutationen im PRSS1-Gen gefunden wurden, mussen hier weitere Mutationen in

6

bisher unbekannten Genabschnitten angenommen werden,'®® so zum Beispiel im

CTRC-Gen, das fur Chymotrypsin C kodiert. In diesem Gen wurden ebenfalls

Mutationen gefunden, die mit einer HCP assoziiert sind.*’
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1.1.2.3. Idiopathische chronische Pankreatitis (ICP )

Bei etwal0-30% der Patienten mit CP kann weder ein exogener Ausloser identifiziert,
noch eine positive Familienanamnese erhoben werden. Diese Félle werden als
idiopathisch  klassifiziert, eine Bezeichnung die durch die Identifizierung
verschiedener, mit der idiopathischen chronischen Pankreatitis (ICP) assoziierter,
Genmutationen zunehmend in Frage gestellt wird. So konnten in den letzten Jahren
bei Patienten mit ICP gehauft Mutationen in den Genen fur SPINK1, PRSS1 und
CFTR nachgewiesen werden.

SPINK1 codiert die Sequenz des Serinproteinase-Inhibitors Kazal Typ 1. Dieses
Protein ist eine starke Antiproteinase, welche aktiviertes Trypsin zeitlich begrenzt
hemmen kann. Die Assoziation von SPINK1-Mutationen mit der CP wurde erstmals
bei Patienten mit ICP™*® beschrieben, konnte spater jedoch auch bei Patienten mit

tropisch-kalzifizierender CP?® und ACP**°

gefunden werden.

Mutationen im kationischen Trypsinogen-Gen (PRSS1) sind als Ursache der HCP
bekannt, vor allem die R122H- und die N29I-Mutation. Die A16V-Mutation des
PRSS1-Gens hingegen findet sich ausschlielllich bei Patienten ohne
Familienanamnese und scheint daher mit der ICP assoziiert zu sein.***

Des Weiteren wurde bei Patienten mit ICP eine Haufung von Mutationen im Gen fir
CFTR (Cystic fibrosis transmembrane conductance regulator) gefunden.*®*® CFTR
kodiert fur ein auf epithelialen Zellen vorkommendes Transmembranprotein, das als
cAMP-abhangiger Chloridkanal dient. Einige Mutationen im CFTR-Gen, von denen
heute weit Giber 1000 verschiedene bekannt sind, kdnnen eine zystische Fibrose (CF)
verursachen.®194119 Bej einem Teil der Patienten mit CF liegt neben der pulmonalen
Manifestation der  Erkrankung auch eine exokrine und endokrine
Pankreasinsuffizienz vor, 1-2% der Erkrankten leiden unter einer Cp,>40:118:120

Bei der ICP wurde bei etwa 20-30% der Betroffenen mindestens eine CFTR-
Mutationen gefunden, wobei das Risiko bei mehreren CFTR-Mutationen deutlich
erhoht ist, noch starker allerdings bei einer Kombination von Mutationen im PRSS1-
und im SPINK1-Gen.'®*® Welche der Mutationen oder Kombinationen von CFTR-
Mutationen allerdings entscheidende Bedeutung zur Auslosung einer CP haben, ist
bislang noch unklar, da die Zahl der bekannten Mutationen sehr hoch ist und bisher

nur kleine Kollektive untersucht wurden.
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In einer neueren Studie wurde eine Assoziation von Mutationen in der genomischen
Sequenz von Chymotrypsin C (CTRC) und der ICP nachgewiesen werden.’*” Bei
Patienten mit HCP sind Mutationen im CTRC-Gen im Vergleich zu SPINK- oder

CFTR-Mutationen jedoch seltener.

1.1.2.4. Atiologie der CP: Zusammenfassung und Ausblick

Insgesamt kann man davon ausgehen, dass es sich bei der Atiologie der CP meist
um ein multifaktorielles Geschehen handelt, bei dem bestimmte pradisponierende
Faktoren wie die erwdhnten Genmutationen im Zusammenspiel mit Umwelteinflissen
wie Alkoholkonsum zur Krankheitsmanifestation fihren. Daher ist die gebrauchliche
Einteilung der CP in idiopathisch, hereditar oder alkoholisch nicht mehr als ganz
korrekt anzusehen, da bei allen Formen der CP bestimmte Genmutationen gehauft
anzutreffen sind, auch bei den bisher als ,idiopathisch® klassifizierten chronischen
Pankreatitiden. Sogar bei der ACP wurde eine Haufung der N34S-Mutation des oben
bereits erwahnten SPINK1-Gens'*® gefunden.

Erst vor wenigen Jahren wurden Mutationen des fir Chymotrypsin C kodierenden
CTRC-Gens entdeckt, die sowohl mit der ACP, als auch mit HCP, ICP und TCP
assoziiert sind und alle zu einer verminderten Aktivitat oder Sekretion des Trypsin-
degradierenden Enzyms fuhren. Bei der ACP steht vor allem die R254W-Mutation im
Vordergrund, die wahrscheinlich eine verminderte Produktion des Enzyms
verursacht.’ Da die erwahnten Mutationen aber auch im Zusammenhang mit
Alkoholabusus nicht obligat krankheitsauslésend sind, muss davon ausgegangen
werden, dass es weitere bisher unbekannte Pradispositionsfaktoren gibt, die noch zu

identifizieren sind.

1.1.3. Pathogenese der chronischen Pankreatitis

1.1.3.1. Physiologische Aktivierung der Pankreasenz ~ yme

Physiologischerweise werden die meisten der pankreatischen Enzyme fir die

Proteinverdauung von den Azinuszellen in inaktiver Form sezerniert. Diese

12



Zymogene sind intrazellular in Granula verpackt und werden dann mittels Exozytose
in das Ganglumen ausgeschittet. Erst wenn die inaktiven Proenzyme in das
Duodenum gelangt sind, werden sie dort in ihre aktive Form umgewandelt. Dies
geschieht Uber eine Enzymkaskade, wobei zuerst Trypsinogen durch die im
Dunndarm gebildete Eneteropeptidase (Synonym Enterokinase) zu Trypsin
gespalten wird. Trypsin wandelt daraufhin alle pankreatischen Proenzyme in ihre
aktive Form um (Abbildung 1). Dadurch wird im gesunden Pankreas verhindert, dass

die Verdauungsenzyme bereits intrazellular oder intrapankreatisch aktiviert

werden.'%?
Pankreassekret
H,0O, HCOj3', Lipase,
Amylase, Hormone usw.
Proenzyme Trypsinogen
Enteropeptidase >
(Duodenum) @ @
(autokatalytische L :
Aktivierung) i R Mesotrypsin
v
Trypsin |<— SPINK1
|<— Autolyse
Chymotrypsinogen Chymotrypsin
Pro-Elastase v Elastase
— Kallikreinogen » Kallikrein
Pro-Carboxypeptidase A/B Carboxypeptidase A/B
Pro-Colipase Colipase

Abbildllézng 1: Physiologische Aktivierung der Pankreasenzyme (modifiziert nach Rinderknecht et al.-
1986)

Zusatzlich existieren noch weitere Mechanismen, die die vorzeitige Aktivierung der
Enzyme verhindern. So hemmen zum einen anionisches Trypsin und Mesotrypsin die
13



spontane, nicht-enzymatische Umwandlung von Trypsinogen in Trypsin, zum
anderen kann der l6sliche Trypsininhibitor SPINK1 durch Komplexbildung
intrapankreatisch ~ aktiviertes Trypsin temporar hemmen.?*®” Ein weiterer
Sicherheitsmechanismus ist die autolytische Degradation von Trypsin, die die
Trypsinaktivitat zeitlich limitiert. Zusatzlich verhindern der durch die hohe
Bicarbonatkonzentration des Pankreassekrets alkalische pH-Wert sowie die niedrige

Kalziumkonzentration® eine nicht-enzymatische Aktivierung von Trypsinogen.'®?

1.1.3.2. Autodigestion als pathophysiologisches Mod ell

Storungen der oben beschriebenen Schutzmechanismen kdénnen offensichtlich zu
intrapankreatischer Enzymaktivierung und damit zu Schaden des Organs durch
Autodigestion  fihren, die Hans Chiari schon 1896 als madgliches
pathophysiologisches Konzept der Pankreatitis postulierte.*” Diese These wird heute
durch die verschiedenen Pankreatitis-assoziierten Genmutationen unterstutzt. So
fuhrt zum Beispiel die bei der hereditaren CP am haufigsten beobachtete Mutation
R122H im kationischen Trypsinogen (PRSS1)™* zu einer verstéarkten Autoaktivierung
von Trypsinogen zu Trypsin sowie zur erhohten Stabilitdit des Enzyms bezuglich
autolytischer Inaktivierung.**® Es ist anzunehmen, dass die mit der ICP assoziierten
Mutationen des Trypsininhibitors SPINK1 zu einer Funktionseinschrankung des
Proteins fuhren, die zur Folge hat, dass intrapankreatisch aktiviertes Trypsin von
SPINK1 nicht mehr gehemmt werden kann,**® funktionelle Daten liegen jedoch hierzu
nicht vor.

Wie die CFTR-Mutationen zum klinischen Bild der CP flhren, ist bisher nicht
abschlieBend geklart. Vermutet wird, dass es durch den verminderten
Bicarbonatgehalt des Pankreassekrets und den dadurch erniedrigten pH-Wert, durch
den die Autoaktivierung von Trypsinogen beginstigt wird, ebenfalls zu einer

intrapankreatischen Enzymaktivierung kommt.*’

14



1.1.3.3. Pathophysiologie der ACP

Die genauen pathophysiologischen Mechanismen der ACP sind trotz intensiver
Bemuihungen zu einem grof3en Teil noch immer unbekannt, da es bisher nicht
gelungen ist, aussagekraftige Tiermodelle zu etablieren. Mit Alkohol gefitterte Tiere
entwickeln spontan keine chronische Pankreatitis, was auf die unterschiedliche
Suszeptibilitat verschiedener Spezies hinweist. In einigen Tiermodellen konnten
jedoch durch die Administration von Alkohol in Kombination mit anderen Substanzen,
39  oder Lipopolysaccharid  (LPS)*?, ~ CP-ahnliche

Verdnderungen erzeugt werden. Trotz des Fehlens eines umfassenden

wie  Cholezystokinin

pathophysiologischen Konzepts der ACP sind durch zahlreiche in-vitro und in-vivo-
Studien einige mdgliche Mechanismen der alkoholbedingten Schadigung gezeigt
worden. Eine in friheren Jahren favorisierte Theorie war die durch chronischen
Alkoholkonsum ausgeloste Dysfunktion des Sphinkter Oddi, welche &hnlich wie bei
der bilidren akuten Pankreatitis durch die Abflussstbérung des Pankreassekrets zu
einer Entziindungsreaktion fuhrt. Infolge der unklaren Datenlage jedoch wurde diese
These durch die sogenannte "Ductal-Plug”-Theorie abgeldst. Diese geht von einer
Formation von Protein-"plugs”, aus, die die kleinen Génge verstopfen und so zu
Atrophie und Fibrose fiihren.*'! Diese Hypothese wird heute durch weitere Daten
unterstitzt, die eine erleichterte Bildung von Proteinpréazipitaten in den
Ausfuhrungsgangen durch erhdhte Enzymkonzentration des Pankreassekrets und

13101 orhghte Lithostatinsynthese' und verminderten GP2

der Zymogengranula,
(Glykoprotein 2)-Gehalt® bei chronischem Alkoholabusus belegen.
Als weitere flr die Pathogenese der ACP wichtige Ursache wurde aul3erdem eine

erhohte Fragilitat von Zymogengranula und Lysosomen festgestellt,***>% die

103,109 7 einer

zusammen mit einem erhdhten Proteingehalt des Pankreassekrets
intrazellularen Aktivierung der Verdauungsenzyme und damit zur Selbstverdauung
fuhren konnten.

Ahnlich wie die Hepatozyten scheinen auch Azinuszellen in der Lage zu sein, Alkohol
zu metabolisieren.’®” Dabei entstehen beim oxidativen Stoffwechsel freie Radikale,
welche zu oxidativem Stress filhren und auf diese Weise zytotoxisch sind.”* Die beim
nicht-oxidativen Alkoholstoffwechsel entstehenden Metaboliten wie
Fettsaureethylester (FAEES) und Acetaldehyd scheinen ebenso toxische Effekte auf

die Azinuszelle zu haben.***
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1.1.3.4. Entwicklung des Gewebeschadens

Lange Zeit galt vor allem die ACP als eine primér chronische Erkrankung, die akut
exazerbieren kann. Zum einen wurde diese Theorie unterstitzt durch die Tatsache,
dass manche Patienten schon bei der ersten Episode einer Pankreatitis
radiologische und histologische Veranderungen im Sinne einer CP aufweisen,®**%
zum anderen wurden im Autopsiematerial von Patienten mit chronischem
Alkoholabusus fibrotische Verdnderungen der Bauchspeicheldriise gefunden, auch
ohne dass vorausgegangene akute Pankreatitiden bekannt waren.%®

Heute wird das sogenannte Nekrose-Fibrose-Konzept favorisiert. Dabei wird die CP
als eine Folge von akuten Episoden von Entziindung und Nekrosen angesehen, die

zu irreversiblen Schaden und zur Fibrose filhren (Abbildung 2).**%*

A

Episoden akuter
Pankreatitis

Abbildung 2: Entwicklung des Gewebeschadens (modifiziert nach Witt et al. 2007)141

Dieses Konzept wird von klinischen Langzeitstudien untermauert, in denen gezeigt

wurde, dass die Wahrscheinlichkeit der Entwicklung einer CP mit der Haufigkeit der

78 und von neueren Tiermodellen, bei denen durch

akuten Episoden zunimmt
wiederholte Induktion von akuten Entzindungen eine pankreatische Fibrose

ausgelést werden konnte. So zum Beispiel durch wiederholte Gaben des
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Superoxiddismutaseinhibitors Diethyldithiocarbamat (DDC)®3 oder
supraphysiologischer Mengen von Cholezystokinin (CCK) alleine®® oder in
Kombination mit anderen Verfahren, wie Alkohol->*>% oder LPS- Administration.**?

1.1.4. Die pankreatische Sternzelle (PSC)

Eine zentrale Rolle bei der Entwicklung der CP und der pankreatischen Fibrose, wird
heute der pankreatischen Sternzelle (PSC) zugeschrieben. lhren Namen erhielt die
von Bachem et al. 1998 charakterisierte’’ PSC in Anlehnung an die hepatische
Sternzelle (HSC, auch Kupffersche Sternzelle genannt), mit der sie morphologisch
wie biochemisch Ahnlichkeiten aufweist. Ruhende PSCs speichern, ebenso wie die
HSCs, Fett und Retinoide, sind vor allem interlobular oder interazinar lokalisiert und
besitzen lange Zytoplasmaauslaufer mit denen sie die Azini umgeben. In den PSCs
kénnen verschiedene Intermediarfilament-Proteine wie Desmin, GFAP (glial fibrillary
acidic protein), Vimentin oder Nestin nachgewiesen werden. Verschiedene
pathologische Umstande kdnnen zur Aktivierung von PSCs fiihren. Diese Aktivierung
kann aber auch in isolierten PSCs in der Zellkultur erzeugt werden. Aktivierte PSCs
sind vor allem charakterisiert durch die Expression von a-SMA (alpha smooth muscle
actin) und ahneln Myofibroblasten. In aktiviertem Zustand beginnen die Zellen zu
proliferieren und produzieren Extrazellularmatrix (ECM)-Proteine wie Kollagen | und
11, sowie Fibronektin.'’

Uber die Expression von ECM-degradierenden Metalloproteinasen (MMPs, matrix
metalloproteinase) und ihren Inhibitoren, den TIMPs (tissue inhibitor of
metalloproteinase), regeln sie die Deposition von ECM. PSCs werden durch bei
Entzindungen und Nekrose freigesetzte Zytokine wie Interleukinl (IL-1), IL-6, TNF-a
(tumor necrosis factor alpha), PDGF (platelet derived growth factor), TGF-3
(transforming growth factor beta),®* sowie Angiotensin 11" und Endothelin-17
aktiviert. PSCs konnen diese Aktivierung durch autokrine  Stimulation
aufrechterhalten. Das Gleichgewicht zwischen MMPS und TIMPs wird durch
aktivierte PSCs zugunsten der TIMPs verschoben, was zur erhdhten ECM-
Deposition beitragt.®”’

17



1.1.5. Pathogenetisches Modell der CP: Nekrose-Fibr  ose-Sequenz

Das heute allgemein akzeptierte pathogenetische Modell der chronischen
Pankreatitis stellt sich aufgrund klinischer und experimenteller Daten wie folgt dar:
Verschiedene Faktoren wie die Autodigestion durch intrapankreatische
Trypsinaktivierung oder die toxische Wirkung durch Ethanol und seine
Stoffwechselmetaboliten fliihren zur Nekrose der Azinuszellen. Durch diese primar
sterilen Nekrosen werden Entziindungszellen in das Pankreasparenchym rekrutiert.
Die infiltrierenden Zellen, insbesondere Makrophagen, sezernieren dann
Wachstumsfaktoren wie TGF-B, PDGF u.a. sowie proinflammatorische Zytokine
(TNF-qa, IL-1, IL-6), welche in der Lage sind, ruhende PSCs in ihre aktive Form zu
transformieren. Wiederholte Episoden von Nekrosebildung, mit den dabei
freigesetzten Entzindungsmediatoren, fuhren zu einer fortdauernden Aktivierung der
PSCs, die diese durch autokrine Stimulation aufrechterhalten kénnen.

Durch die dauerhaft aktivierten PSCs kommt es zu einem veranderten Gleichgewicht
zwischen ECM-Synthese und Degradation mit Uberwiegen der Produktion und damit
zur Fibrose des Organs. * (Abbildung 3)

Alkohol

aktivierte
PSC

TGF-B
PDGF Makrophage

Aktivierung

Abbildung 3: Nekrose-Fibrose-Sequenz (modifiziert nach Treiber et al. 2008)*?®

18



1.2. NF-kB (nuclear factor kappa B)

Die Familie der NF-kB (nuclear factor kappa B)-Transkriptionsfaktoren wurden 1986
entdeckt™*” und zuerst fir spezifisch in B-Zellen exprimierte Proteine gehalten. Bald
stellte man jedoch fest, dass sie im Zytoplasma fast jeder Art von Zellen vorkommen,
wo sie physiologischerweise in inaktiver Form vorliegen und erst durch Stimulation in
den Zellkern gelangen, um dort die Expression der entsprechenden Zielgene zu
regulieren. Inzwischen kennt man eine Vielzahl an Zielgenen, bei deren Transkription
Faktoren der NF-kB-Familie eine Rolle spielen. Dazu gehéren Zytokine, Chemokine,
Adhasionsmolekiile, Rezeptoren sowie andere Transkriptions- und
Wachstumsfaktoren. Aul3erdem spielt NF-kB eine wichtige Rolle bei der Regulation
des Zellzykluses und scheint antiapoptotische Wirkung zu haben.*® Damit sind die
NF-kB-Proteine zu einer der am meisten beforschten Gruppen von
Transkriptionsfaktoren, sowohl im Zusammenhang mit Entzindungs- und

Immunprozessen als auch in der Onkologie geworden.

1.2.1. NF-kB-Aktivierung und Signalwege

Die Gruppe der NF-kB-Transkriptionsfaktoren setzt sich aus funf verschiedenen
Proteinen zusammen, die alle strukturelle Ahnlichkeit haben. Zur NF-kB- Familie
gehoren Rel (auch c-Rel genannt), RelA (auch p65 oder NF-kB3), RelB, NF-kB1
(auch p50) und NF-kB2 (auch p52). Alle Proteine besitzen eine sogenannte Rel-
Homologie-Doméane (RHD), die zur Dimerisierung, DNA-Bindung und Regulation
dient. Am C-terminalen Ende verfigt die RHD uber eine Kern-Translokationssequenz
(NLS, nuclear localization sequence). Die NLS ist in unstimulierten Zellen durch die
Bindung von IkB-Proteinen (Inhibitor of NF-«B) blockiert. Die IkB-Proteine enthalten
alle sechs bis sieben Ankyrin-Wiederholungen, ein Helix-Turn-Helix-Strukturmotiv,
die mit der RHD interagieren und die NLS maskieren kénnen. Dies fuhrt dazu, dass
NF-kB nicht in den Zellkern translozieren kann und damit inaktiv bleibt.®**?2

Die verschiedenen Rel-Proteine kommen in dimerisierter Form in unterschiedlichen
Kombinationen vor, das p65:p50-Dimer, das als erstes identifiziert wurde, ist das

haufigste. p50 (NF-kB1) und p52 (NF-kB2) missen erst aus ihren Vorlauferproteinen
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p105 bzw. p100 abgespalten werden. Diese Vorlauferproteine enthalten wie alle NF-
kKB-Proteine eine RHD mit NLS, die aber an ihrem C-terminalen Ende direkt in eine
IkB-Domane ubergeht. So konnen diese NF-kB-Proteine durch intramolekulare
Interaktion von ihrem IkB-Ende inhibiert werden und verbleiben im Zytoplasma, wo
sie allerdings trotzdem mit anderen Rel-Proteinen dimerisieren konnen. Wenn dann
p105 konstitutiv (nicht-reguliert) oder p100 signal-abhangig (reguliert) gespalten wird,
werden Dimere, die die p50 bzw. p52 Untereinheit enthalten, freigesetzt und kénnen
so in den Zellkern translozieren. pl100 bzw. p52 dimerisiert bevorzugt mit RelB,
wahrend pl05 bzw. p50 keine Bevorzugung eines speziellen Rel-Proteins
zeigt.64'65’122

Zur Aktivierung der meisten NF-kB-Dimere wird das die NLS maskierende IkB von
der IKK (IkB-Kinase) phosphoryliert, darauf folgt die Ubiquitinmarkierung und der
Abbau von IkB durch das 26S-Proteasom. Die NLS liegt nun frei und das Rel-Dimer
kann in den Kern translozieren, wo es die Transkription verschiedener Zielgene
reguliert. Die klassische (kanonische) Aktivierung erfolgt durch
Entzindungsmediatoren, wie zum Beispiel TNF-a und IL-1, bakterielle Produkte wie
LPS oder einer Vielzahl anderer Stoffe. IkB wird dabei von einem aus den drei
Untereinheiten IKKa, IKKB und IKKy/NEMO bestehenden Komplex phosphoryliert
und daraufhin degradiert. Der alternative (nicht-kanonische) Aktivierungsweg erfolgt
Uber die Rezeptorbindung anderer Proteine, wie zum Beispiel LTa/B (Lymphotoxin
a/B), CD40-Ligand oder BAFF (B-cell activating factor), woraufhin ein Homodimer
aus IKKa selektiv p100/RelB Komplexe prozessiert und p52/RelB-Dimere entstehen,
die in den Zellkern gelangen konnen. Wéhrend der klassische Aktivierungsweg
vorwiegend der Regulation der angeborenen Immunabwehr sowie der Apoptose
dient, ist der alternative Signalweg bei der Organentwicklung lymphoider Organe und
der B-Zell Reifung (humorale Immunitat) entscheidend. Ein dritter Aktivierungsweg ist
IKK-unabhangig und kann zum Beispiel durch UV-Strahlung in Gang gesetzt
Werden.62'64’66

Die in den Zellkern translozierten NF-kB-Dimere binden an kB-Sequenzen der DNA,
die aus 9-10 Basenpaaren bestehen und Teil der Promotorregion der
entsprechenden Zielgene sind. Die verschiedenen Dimere besitzen unterschiedliche
Bindungsaffinitdten und kdnnen die Expression bestimmter Gene aktivieren. Die
Transkription anderer Gene wird jedoch durch bestimmte NF-kB-Dimere supprimiert,

dabei scheint es sich vor allem um p50-Homodimere zu handeln. (Abbildung 4)
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TMF-o,LPS, LT of,cO40L,
CD40L u.a. BAFF u.a.

Phosphorylierung
Ubiguitinmarkierung

proteasomale proteasomale

Degradation ~ Degradation

...........

Abbildung 4: Schematische Darstellung der NF-kB Signalwege (modifiziert nach Karin et al.2004)**

Die Aktivierung von NF-kB ist ein zeitlich begrenzter Prozess, der in den meisten
Zellen nur etwa 30-60min andauert. Um eine Daueraktivierung zu verhindern gibt es
Ruckkopplungsmechanismen, die eine Down-Regulierung von NF-kB bewirken. Da
eines der NF-kB-Zielgene IkBa ist, kann das neusynthetisierte Inhibitor-Protein,
nachdem es in den Zellkern gelangt ist, das Abdissoziieren von NF-kB von der DNA
bewirken, worauf dieses in inaktiver Form wieder aus dem Zellkern ins Zytoplasma

gelangt 22,49,56,64,65,84,122

1.2.2. Genetische Studien zu NF- kB: Knockout-Modelle

Um die genaue Rolle der unterschiedlichen Rel-Proteine und ihrer Inhibitoren zu

untersuchen, wurden Mausmodelle mit genetischen Knockouts der einzelnen
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Proteine entwickelt. Die Defizienz eines der Proteine fuhrt jeweils zu
unterschiedlichen Phénotypen, wobei héufig Stérungen des Immunsystems
beobachtet wurden. Einige Phanotypen sind letal, so die Knockouts fir IKKB und
IKKY/NEMO "©1%  ebenso wie der RelA-Knockout %*. Das Fehlen eines dieser
Proteine fuhrt zur Apoptose von Hepatozyten wéhrend der Embryonalentwicklung
und zum intrauterinen Tod. Die Defizienzen anderer NF-kB-Proteine haben weniger
schwerwiegende Auswirkungen, die zumeist das Immunsystem betreffen. So hat die
Deletion von c-Rel eine Stérung der B-und T-Zellaktiverung zur Folge “%, das Fehlen
von RelB fuhrt zu einer abnormalen B-Zell-Antwort und damit zu gestoérter
Immunitat.** p52-defiziente Mause zeigen Verénderungen der T-Zellfunktion, sowie
eine abnormale Milz- und Lymphknotenarchitektur *. Bei Deletion von IkBa ** wurde
eine entziindliche Dermatitis beobachtet, die ebenso wie der Knockout von IKKa *°,
der Hautdefekte zur Folge hat, zum Tod der Versuchstiere in der frihen
Neonatalphase fuhrt.

Alle diese Studien weil3en auf die wichtige Rolle von NF-kB vor allem auch fir eine
intakte Immunfunktion hin. Klassische Knockout-Modelle mit kompletter Deletion
eines Proteins sind jedoch in zweierlei Hinsicht problematisch. Zum einen kénnen
intrauterin letale Phanotypen nicht weiter untersucht werden. Andererseits kdnnen
mit der kompletten Deletion eines Proteins kaum Aussagen uber gewebs- und
krankheitsspezifische Wirkungen des jeweiligen Proteins gemacht werden. Um letale
Mausmodelle zu umgehen und um die gewebespezifische Funktion einzelner
Proteine besser analysieren zu koénnen wurden daher konditionale Knockout-

Konstrukte entwickelt, welche weiter unten ndher beschrieben werden.

1.2.3. Untersuchungen zur Rolle von NF- kB in der Pankreatitis

Die Rolle der NF-kB-Proteine wurde schon friih in verschiedenen Modellen akuter
oder chronisch entziindlicher Erkrankungen untersucht. So gibt es auch eine Vielzahl
von Arbeiten Uber die Rolle von NF-kB in der akuten Pankreatitis. In verschiedenen
Mausmodellen wurde eine NF-kB-Aktivierung nach Induktion einer akuten

Pankreatitis mit Caerulein,®**?* Taurocholat **° oder Arginin *® nachgewiesen. Die
Aktivierung zeigt einen zweigipfligen Verlauf. Die frithe Phase hat ihren H6hepunkt

bereits etwa 30 min nach Stimulation, der zweite Gipfel zeigt sich nach 3-6 Stunden.
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Die Degradation von IkBa setzt bereits kurz nach der Stimulation ein, nach ca. 6
Stunden ist der Proteingehalt wieder auf dem Ausgangsniveau. Nach géangigem
Modell fuihrt die Aktivierung von NF-kB zu einer erhdhten Expression von Zytokinen
und Adhasionsmolekilen, die die Migration von Entzindungszellen ins Gewebe
bewirken. Diese Zellen scheinen durch die Ausschittung von TNF-a fir den zweiten
Gipfel der NF-kB-Aktivierung mitverantwortlich zu sein; es konnte gezeigt werden,
dass die zweite Aktivierungswelle durch TNF-a-Inhibition unterbunden werden
kann.>?

Die Frage ob die Aktivierung von NF-kB bei der akuten Pankreatitis fur das
Pankreasgewebe eine protektive Rolle hat oder aber fur die deletaren Effekte im
Verlauf der Entzindung ursachlich ist, wurde lange Zeit kontrovers diskutiert. In
friheren Modellen wurde die Induktion einer akuten Pankreatitis in Kombination mit
der Gabe von NF-kB-Inhibitoren wie  N-Acetylcystein (NAC) oder
Pyrrolidindithiocarbamat (PDCT) durchgefihrt. Steinle et al. zeigten in einem Modell
Caerulein-induzierter akuter Pankreatitis einen schwereren Verlauf bei Mausen, die
mit PDCT oder NAC vorbehandelt waren. *** Im Gegensatz dazu konnten Gukovsky
et al, ebenfalls in einem Modell Caerulein-induzierter Pankreatitis, eine
Verbesserung der Serumparameter nach NAC-Behandlung nachweisen *2. Satoh et
al., ebenso wie Rakonczay et al. beschrieben einen milderen Verlauf von
Taurocholat- bzw. Arginin-induzierter Pankreatitis durch die Gabe von PDCT.%*
Ursache dieser widerspriichlichen Ergebnisse sind moglicherweise die geringe
Spezifitat der pharmakologischen NF-kB-Inhibitoren und deren zusétzliche Wirkung
auf andere Signalwege.

Auch Studien, die mit klassischen, d.h. kompletten Knockouts arbeiteten, liegen vor.
So beschrieb Altavilla et al. ein Mausmodell zur Caerulein-induzierten Pankreatitis an
p105-Knockout-Mausen. Hierbei wurde ebenfalls ein milderer Verlauf der Pankreatitis
bei den Knockout-Tieren festgestellt °. Solche Modelle sind allerdings, aufgrund der
teilweise letalen Phanotypen nicht bei allen Proteinen durchfiihrbar, und auch nur
begrenzt aussagekraftig, da NF-kB im Verlauf der Pankreatitis in verschiedenen
Gewebs- bzw. Zelltypen aktiviert wird und bei einem klassischen Knockout nicht
zwischen lokalen und systemischen Auswirkungen der NF-kB-Aktivierung
unterschieden werden kann.

Um dieses Problem zu umgehen, wurden neue genetische Ansatze entwickelt, die

eine genauere, gewebespezifische Untersuchung der NF-kB-Signalwege und Effekte
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zulassen. In zwei neueren Modellen zur Wirkung von IKK, wurden transgene Mause
generiert, die eine pankreasspezifische mit Doxycyclin induzierbare Suppression von
IKK2 (IKK2-DN/dominant negativ) oder eine Daueraktivierung von IKK2 (IKK2-
CAl/consitutivley active) aufwiesen. Bei den Tieren mit IKK2-CA wurde, nach
Aktivierung mit Doxycyclin, eine sich spontan entwickelnde akute Pankreatitis
beobachtet, die auch mit pankreatischer Fibrose einherging. Tiere mit IKK2-DN
hingegen zeigten nach der Induktion einer akuten Pankreatitis mit Caerulein einen

milderen Verlauf als die Kontrollen®?!,

Dieses Modell spricht zwar fir die
entzindungsverstarkende Rolle von NF-kB, weil3t aber einige Schwachen auf, da
zum einen mit transgenen Tieren gearbeitet wurde, deren Phanotyp immer auch
durch die Insertion des Konstrukts an einer unbekannten Stelle im Genom beeinflusst
sein kann. Zum anderen ist die Expression des transgenen Produkts innerhalb eines
Organs sowie unter den einzelnen Versuchstieren nicht immer homogen.

Ein neueres Modell stellt der konditionale Knockout von RelA/p65 mit der Cre/loxp-
Strategie dar’. Damit konnte RelA/p65 durch die, unter dem ptfla-Promoter
exprimierte, Cre-Rekombinase pankreasspezifisch deletiert werden. An diesem
Mausmodell wurden die Auswirkungen einer Caerulein-induzierten akuten
Pankreatitis untersucht. Hierbei wurde eine protektive Rolle von azinar lokalisiertem
RelA/p65 wahrend der Pankreatitis nachgewiesen. Sowohl der pankreatische
Schaden als auch die systemischen Komplikationen waren bei RelA/p65-defizienten
Tieren wesentlich starker ausgepragt. Wahrend die Wildtyp-Mause lediglich
morphologische und biochemische Zeichen einer milden 6dematdsen akuten
Pankreatitis aufwiesen, hatten RelA/p65-defiziente Mause eine schwere
nekrotisierende Verlaufsform mit systemischer Beteiligung von Leber und Lunge.
Diese Effekte wurden vor allem auf die Down-Regulierung von PAP1 (pancreatitis
associated protein 1), einem akute Phase Protein, bei den Knockout-Mausen
zuruckgefuhrt. PAP1 scheint dabei sowohl antiapoptotische als auch anti-nekrotische
Wirkung zu haben. Durch die fehlende Induktion von PAP1 in RelA/p65-defizienten
Mausen bleibt NF-kB in Entziindungszellen langer aktiviert. Dies ist ein wichtiger
Hinweis auf die zellspezifische Wirkung von NF-kB. So kénnte die Aktivierung in
Entzindungszellen einen schéadigenden Effekt, in Azinuszellen aber einen

protektiven Effekt haben?®.

24



2. Fragestellung

Die Rolle von NF-kB in der Entstehung und Aufrechterhaltung von Entzindung ist in
den letzten Jahren Gegenstand intensiver Forschungsbemihungen geworden. Zum
Thema der NF-kB-Aktivierung und Wirkung in der akuten Pankreatitis (AP) liegen
inzwischen mehrere Studien vor.

Eine kurzlich  veroffentlichte  Arbeit Uber Caerulein-induzierte AP  bei
pankreasspezifischem RelA/p65-Knockout legt die pankreas-protektive Rolle von NF-
KB nahe und spricht somit gegen eine pharmakologische Inhibition als moglichen
therapeutischen Ansatz. ° Die Rolle von NF- kB in der Pathogenese der chronischen
Pankreatitis (CP) ist bisher nicht bekannt.

In der vorliegenden Studie soll nun die Wirkung von NF-kB in der CP untersucht
werden. Die CP wurde durch repetitive Induktion von akuten Pankreatitiden mit
Caerulein Uber 6 Wochen induziert, um dann die Auswirkungen an RelA/p65-
defizienten Mausen im Vergleich zu Wildtyp-Mausen zu analysieren. Ziel der
Untersuchung war es, die Wirkung von RelA/p65 in verschiedenen bei der CP
beteiligten Zelltypen zu definieren. In erster Linie sollte die Wirkung von RelA/p65
wahrend der CP in Zellen des Pankreas untersucht werden. Hierzu wurden Mause
mit einem konditionalen, pankreasspezifischen Knockout von RelA/p65 verwendet. In
einem weiteren Ansatz sollte die Auswirkung der zusétzlichen Defizienz von
RelA/p65 in myeloiden Zellen wahrend der CP untersucht werden. Dazu wurde
RelA/p65 auch in myeloiden Zellen funktionell inaktiviert. Im Mittelpunkt des
Interesses standen morphologische und biochemische Veranderungen, welche
typischerweise bei der CP beobachtet werden: Fibrose, Infiltration, Proliferation und

Regeneration.
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3. Methoden

3.1.Versuchstiere

Da der klassische homozygote RelA/p65-Knockout bei Versuchsmausen durch
Apoptose der Leber bereits in der Embryonalphase zum Tod fiihrt % sind in diesem
Modell keine Aussagen zur Rolle von RelA/p65 bei chronischer Pankreatitis méglich.
Aus diesem Grund wurde in der vorliegenden Studie ein konditionaler Knockout
mittels Cre/loxP-Technologie verwendet. Hierbei werden vor und hinter die
entscheidenden kodierenden Abschnitte des zu deletierenden Genes, mittels
homologer Rekombination, loxP-sites eingebracht. loxP-sites kommen im
eukaryoten Genom naturlicherweise nicht vor und haben per se keinen Einfluss auf
die Genexpression. In einem weiteren Ansatz wird, ebenfalls mittels homologer
Rekombination, eine knock-in Maus generiert, welche unter der Kontrolle eines
gewebespezifischen Promotors die Cre-Rekombinase exprimiert. Diese erkennt
spezifisch loxP-sites; bei Vorhandensein zweier loxP-sites sowie der Cre-
Rekombinase kommt es zur Rekombination und somit zur Deletion des zwischen den
loxP-sites liegenden Genabschnittes.

Dadurch wird das entsprechende Gen nur in Geweben mit Cre-Expression deletiert
und somit Gewebespezifitat erreicht®®,

Die Cre-Rekombinase wird im vorliegenden Modell unter dem Ptfla-Promoter
anstelle der kodierenden Sequenz von Exonl exprimiert. PTF1 ist ein basisches
Helix-Loop-Helix-Protein, das aus drei Untereinheiten besteht. Die p48-Untereinheit
wird nur im Pankreas exprimiert und ist entscheidend fur die Entwicklung vor allem
des exokrinen Kompartiments. Da der homozygote Phénotyp von Ptf1aCreExbicreex) _
Mausen letal ist &, wurden heterozygote Tiere (Ptf1a*c"®®) verwendet.

Im RelA/p65-kodierenden Genabschnitt wurden in den Introns 6 und 10 loxP-Sites
inseriert, so dass im rekombinierten Allel die Exons 7 bis 10 deletiert sind, die die
funktionell entscheidenden Proteinstrukturen NLS (nuclear localization site) und RHD
(Rel homology domain) enthalten. Dies fuhrt dazu, dass RelA/p65 nicht in den Kern
translozieren kann, sondern im Zytoplasma verbleibt und somit funktionell inaktiv ist.
AlA

Um Mause mit pankreasspezifischem Knockout fur RelA/p65 (rela
wurden Ptfla?c®®D.Tiere mit rela"™* Tieren verkreuzt (Abbildung 5). Als

) zu erhalten

Kontrollen wurden rela "™/".Mause ohne Cre-Rekombinase verwendet.
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Abbildung 5: Schema zur Generierung von Versuchstieren mit pankreasspezifischem Knockout von
RelA/p65 mit der Cre/loxP-Strategie.

Um einen Knockout von RelA/p65 auch in myeloiden Zellen zu erhalten wurde ein
zusatzliches Allel eingekreuzt. Bei diesem Konstrukt wird die Cre-Rekombinase
durch den Lysozym M-Promoter kontrolliert, was zu einer Expression (und damit
Deletion von gefloxten Genen) in Makrophagen und Granulozyten fihrt, auf3erdem
zu einer partiellen Expression (bzw. Deletion von RelA/p65) in CD11c+ dendritischen
Zellen der Milz, nicht jedoch in B- und T-Zellen (rela®’4™®). 3°

Alle Mauslinien wurden mindestens sieben Generation bevor sie fir die Experimente

verwendet wurden auf einen C57BL/6-Hintergrund zuriickgekreuzt.

3.2. Tierhaltung

Die Haltung der Tiere erfolgte in speziellen einzelbellfteten Kafigen zur Haltung von
Mausen (Thoren-Caging-System). Bis zu 6 Mause wurden dabei in einem
Mausekafig (US-GroRe 9 (Hohe: 143 mm, Breite: 197 mm, Tiefe: 308 mm) fir 6
Mause) und bis zu 10 Mause in einem Rattenkafig (US-Grol3e 4 (Hohe: 184 mm,
Breite: 308 mm, Tiefe: 308 mm) fiur 3 Ratten) gehalten. Futter (Autoklaviertes
Mausefutter Fa. Altromin) und Wasser (Trinkwasser bei Wechsel der Trankflaschen 2

X pro Woche) erhielten die Tiere ad libidum. Spezielles Holzgranulat diente als
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Einstreu bei einmaligem Wechsel pro Woche. Die Raume wurden speziell als
Tierhaltungsrdume konzipiert (personenlimitierte Zutrittskontrolle, Pflege durch
ausgebildete Versuchstierpfleger, Klimatisierung, Hell-Dunkel-Rhythmus von je 12

Stunden mit Dammerungsphase).

3.3. Induktion einer chronischen Pankreatitis

Fur die Experimente wurden Geschwistertiere mit oder ohne Cre-Expression
verwendet. Die Geschlechtsverteilung war in allen Gruppen gleich. Zu Beginn des
Experiments waren die Tiere zwischen 2,5 und 3,5 Monate alt. Zur Induktion einer
chronischen Pankreatitis wurden den Versuchstieren tber einen Zeitraum von sechs
Wochen supramaximale Dosen von Caerulein intraperitoneal injiziert. Innerhalb
dieser 6 Wochen wurden den Versuchstiere dreimal wochentlich jeweils 6 Injektionen
a 50 mg/kg KG Caerulein (gelost in NaCl 0,9%) appliziert, insgesamt also 108
Injektionen pro Maus (Abbildung 6).

1. Woche 2.Woche | 3. Woche | 4. Woche | 5. Woche 6. Woche Ende der

Stimulation
Mo Mi Fr
I I
T T I I
/ o 8
o o o <t
Oo Ow 2 o
LI LIl
AAAAA
Injektionen

Abbildung 6: Spritzschema zur Induktion einer CP

Caerulein ist ein kunstlich hergestelltes Cholezystokinin (CCK)-Analogon, das in
physiologischen Dosen die Ausschittung der pankreatischen Verdauungsenzyme
bewirkt. In supramaximaler Dosis verursacht CCK durch Desintegration von
zytoskelettalen Strukturen die Hemmung der Exozytose von Zymogengranula und
bewirkt so eine intrazellulare Aktivierung der Enzyme. Dies fuhrt zur Autodigestion

und zur Auslosung einer Pankreatitis. Als Mausmodell wurde die Induktion einer
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akuten Pankreatitis mit Caerulein 1979 von Adler et al. erstmalig beschrieben. Die
Auslésung CP-ahnlicher Verdanderungen bei Mausen durch repetitive Stimulationen
mit Caerulein  Uber einen Zeitraum von mehreren Wochen wurde 2000 von

Neuschwander-Tetri et al. Nachgewiesen.®

3.4. Praparation und Materialgewinnung

Eine bzw. sechs Wochen nach der letzten Injektion wurden die Tiere mit einer
Uberdosis Isofluran euthanasiert und das Korpergewicht bestimmt. Nach Freilegung
der Bauch- und Thoraxhohle erfolgte zuerst die Entnahme von Blut (V. cava inf.).
Anschlieend wurden Pankreas, Leber, Milz, Duodenum und Lunge entnommen.
Nach Bestimmung des Pankreasgewichts wurden Teile des Organs zur Protein- und
RNA-Gewinnung verwendet. Das restliche Pankreas und die anderen enthommen
Organe wurden in 4% Paraformaldehyd fixiert oder fur die Gefrierschnitte in
Eindeckmedium (Cryo) schockgefroren. Zur Nachgenotypisierung der verwendeten

Mause wurden die Schwanzspitzen abgetrennt.

3.5. Histologie

3.5.1. Paraffin-Schnitte

Nach der Fixierung der Organe in Paraformaldehyd (4%) fir 24 Stunden wurden die
Organe im Institut fur Pathologie, Klinikum rechts der Isar, nach einem
Standardprotokoll entwassert und in Paraffin eingebettet.

Fur die histologischen Farbungen wurde das in Paraffin eingebettete Gewebe mit
dem Mikrotom in 3um dicke Schichten geschnitten, auf gelatinebeschichtete
Objekttrager aufgezogen und Uber Nacht getrocknet.

3.5.1.1. Hamatoxylin-Eosin-Farbung

Zur morphologischen Darstellung des Pankreas und der Ubrigen entnommenen

Organe erfolgte die Hamatoxylin-Eosin (H.E.)-Farbung nach einem Standartprotokoll.
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3.5.1.2. Masson-Trichrom-Féarbung

Die Masson-Trichrom-Farbung zur verbesserten Darstellung fibrotischer Areale
wurde nach den Angaben des Herstellers (Sigma Aldrich, Accustain ® Trichrome
Stain (Masson)) durchgefuhrt. Bei dieser Farbung stellt sich Kollagen blau dar,
Zytoplasma rot und Zellkerne schwarz.

3.5.1.3. Perjodsaure-Schiff-Farbung

Diese Farbung wird verwendet, um Muzine darzustellen. Folgendes Protokoll wurde
angewendet:
1. Deparaffinisierung in Rotihistol-Losung und Rehydrierung in
absteigender Alkoholreihe
5min 0,5% Perjodsaure-Losung
Spulen in Aqua dest.
20min Schiff-Reagens
Spilen in lauwarmem Leitungswasser
Gegenfarbung in Mayers-Hamatoxylin

Spulen unter flieBendem Leitungswasser

© N o g s~ w D

Rehydrierung und Eindecken

3.5.2. Gefrierschnitte

Die in Eindeckmedium (Cryo) schockgefrorenen Gewebsstiicke wurden mit dem
Cryotom in 8um dicke Schichten geschnitten, auf gelatinebeschichtete Objekttrager
aufgezogen und bei —80T aufbewahrt. Vor dem Féarben wurden die Schnitte 30min

bei Raumluft getrocknet.

3.5.2.1. Oil-Red-O-Farbung

Mit der Oil-Red-O-Farbung wird Fett rot dargestellt. Sie wurde an Gefrierschnitten
nach dem folgenden Protokoll durchgefiihrt:
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© © N o O

Fixierung der Schnitte 5min in eiskaltem 10%igem Formalin

Spulen in Aqua dest.

5min reines Propylenglykol

Bei 60C 8min 0,5% Oil Red O Lo6sung (gelést in 100%
Propylenglycol)

Waschen mit 85%iger Propylenglykol-Losung

Spulen in Aqua dest.

30 Sekunden Gills Hamatoxylin-Lésung

Spulen mit flieBendem Leitungswasser

2x 3min Aqua dest.

10.Eindecken mit Glycerol

3.6. Immunhistochemie

3.6.1. Aligemeines Protokoll

N o g M ow N

o

Deparaffinisierung und Rehydratation der Gewebsschnitte
Antigendemaskierung:  kurzes Aufkochen in  Citrat-Losung,
anschlieRend 10min knapp unter dem Siedepunkt

Abkduhlen flr 15min bei Raumtemperatur

3x5min Waschen in PBS

15min 3%ige Wasserstoffperoxid-Losung

3x5min Waschen in PBS

Block mit 5% Serum (siehe Tab. 2) und 4 Tropfen Avidin-Losung/ml
in PBS (1 h)

3x5min Waschen in PBS

9. Inkubation mit Erstantikbrper: Erstantikdrper in der jeweiligen

Konzentration (siehe Tab. 2); Tragerlosung: 5% Serum und 4
Tropfen Biotin/ml (in PBS). Inkubation Gber Nacht bei 4C

10.3x5min Waschen in PBS

11.Inkubation mit Zweitantikbrper: Zweitantikorper in der jeweiligen

Konzentration (siehe Tab. 2); Tragerlosung: 5% Serum in PBS. Eine

Stunde Inkubation bei Raumtemperatur.
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12. 3x5min Waschen in PBS
13.Inkubation in AB-L6sung (30min vorher angesetzt): auf 2,5 ml PBS

je 1 Tropfen Losung A und B,

Inkubation fiir 30min bei

Raumtemperatur

14.3x5min Waschen in PBS
15.Inkubation mit Diaminobenzidin-(DAB)-Losung (1 Tropfen Buffer-

Stock-Losung, 1 Tropfen Hydrogen-Peroxid-Losung und 2 Tropfen

DAB auf 2,5ml Aqua dest.): ca. 2-3min Inkubation bis zum Einsetzen

der Braunfarbung. Danach sofortiges Abwaschen in Aqua dest.

16.Gegenfarbung in Meyers Hamatoxylin

17.Spulen unter flieBendem Leitungswasser

18.Rehydrierung und Eindecken der Gewebsschnitte

Erstantikorper Blocklésung veitantikbrper  Besonder heiten
Anti-BrdU Kaninchen- Anti-Ratte Inkubation mit
(Ratte) Serum (Kaninchen) Erstantikérper fur 1
1:250 1:500 Stunde
Anti-Amylase Ziegen-Serum Anti-Kaninchen

(Kaninchen) (Ziege)

1:1000 1:300

Anti-aktivierte Ziegen-Serum Anti-Kaninchen Waschen mit PBS
Caspase 3 (Ziege) und 0,1% Tween®
(Kaninchen) 1:500

1:400

Anti-CK19 Kaninchen- Anti-Ratte

(Ratte) Serum (Kaninchen)

1:250 1:500)

Anti-TGF-31 Kaninchen- Anti-Ratte

(Ratte) Serum (Kaninchen)

1:250 1:500

Anti-a-SMA Ziegen- Serum | Anti-Kaninchen Waschen mit TBS
(Kaninchen) (Ziege)

1:250 1:500

Anti-Grl Kaninchen- Anti-Ratte Antigen-

(Ratte) Serum (Kaninchen) demaskierung  mit
1:500 1:500 TBS+0,005% Tween
Anti-F4/80 Kaninchen- Anti-Ratte Antigen-

(Ratte) Serum (Kaninchen) demaskierung  mit
1:100 1:500 20pg/ml  Proteinase

K in 10mMTris/HCI
pH 8,0

Tabelle 2: Verwendete Erst-

und Zweitantikdrper fur die Immunhistochemie
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3.6.2. Morphometrie

Zur Quantifizierung von fir einen bestimmten Antikorper positiven Zellen wurden fur
einige immunhistochemische Farbungen manuelle Auszéhlungen durchgefihrt.
Dabei wurden mit der AxXioCAM abfotografierte Abschnitte in 100 oder 200-facher
VergroBerung (BrdU 100x, aktivierte Caspase3 200x, F4/80 200x, PAS 100x)
verwendet. Von jeder Gewebeprobe wurden drei reprasentative Bildausschnitte
(mindestens 4 Tiere pro Gruppe) fotografiert und verblindet ausgezahlt, aus diesen
jeweils drei Werten wurde ein Mittelwert gebildet.

Diese Methode wurde fir die Quantifizierung von F4/80-, BrdU- PSA- und aktivierter

Caspase3-positiven Zellen verwendet und nach Unterschieden zwischen den rela®

und rela™"

-Tieren statistisch ausgewertet.

Bei der Farbung fur Amylase wurde die Quantifizierung nach Festlegung eines
bestimmten Farbspektrums (braun fir Amylase-positive Zellen) in Prozent der
abgebildeten Flache mit Photoshop CS 8.0 software (Adobe) ausgewertet. Ebenso
wurde bei der Masson-Trichrom-Farbung verfahren. Hier wurde das Farbspektrum
auf blau gefarbte Flachen, die Kollagenfasern darstellen, zur Quantifizierung der
Fibrose, begrenzt. Fur beide Quantifizierungen wurden mit AxioCAM abfotografierte

Abschnitte in 200-facher Vergro3erung verwendet.

3.6.3. Fluoreszenzfarbungen

3.6.3.1. Paraffinschnitte

Die Fluoreszenzfarbungen wurden im Allgemeinen nach dem oben genannten
Protokoll durchgefiihrt, dabei entfiel jedoch das Blocken der endogenen Peroxidase
mit Wasserstoffperoxid (Schritt 5). Die Inkubation mit den verschiedenen Antikérpern
erfolgte sequentiell, wobei zur Demarkierung der gebundenen Erstantikbrper mit
unterschiedlichen Fluoreszenzfarbstoffen markierte Zweitantikrper verwendet
wurden. (Erst- und Zweitantikbrper siehe Tab. 3). Somit konnte beim Blocken auf die
Zugabe von Avidin bzw. Biotin, sowie von AB und DAB-LOosung fir den
Farbumschlag verzichtet werden. Nach Schritt 12 des obigen Protokolls erfolgte das

Eindecken der Schnitte mit Eindeckmedium, welchem 4’,6-Diamidin-2’-
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phenylindoldihydrochlorid

(DAPI)

oder

Sytox®-Grin

zur zusatzlichen

Fluoreszenzdarstellung der Zellkerne (blau bzw. griin) zugesetzt war. Anschlie3end

wurden die Deckglaser mit Nagellack abgedichtet.

1.Erst-AK  |1.Zweit-AK | 2.Erst-AK | 2.Zweit-AK |Block Besonderheite n
Anti-Maus- | Anti- Anti-CK19 |Anti-Ratte |Ziegen-
Amylase Kaninchen (Ratte) Alexa488- |Serum
(Kaninchen) | Cy3-markiert |1:250 markiert
1:1000 (Ziege) (Ziege)

1:500 1:500
Anti-Maus- | Anti- Anti-BrdU | Anti-Ratte | Ziegen-
Amylase Kaninchen (Ratte) Alexa488- |Serum
(Kaninchen) | Cy3-markiert |1:250 markiert
1:1000 (Ziege) (Ziege)

1:500 1:500
Anti-Maus- | Anti- - - Ziegen- Nach AB-LOsung
p65 Kaninchen Serum Inkubation mit
(Kaninchen) | (Ziege) TSA-Kit  (Alexa
1:100 1:500 568)

Tabelle 3: verwendete Erst- und Zweitantikérper fir Fluoreszenzfarbungen

3.6.3.2. Gefrierschnitte

Fur Fluoreszenzfarbungen, die an Paraffinschnitten schwierig oder nicht durchfiihrbar

waren, wurden Gefrierschnitte verwendet.

beschrieben vorgegangen, wobei

Deparaffinisierung,

Dazu wurde im Prinzip wie oben

Rehydratation, sowie die

Antigendemaskierung mit Citrat entfielen und dafir lediglich eine Fixation der

Schnitte fir 10min in Paraformaldehyd bei 4T erfol gte. AnschlieRend wurde mit

Aqua dest. gewaschen und wie oben genannt weiter verfahren.

Zweitantikorper siehe Tab.4)

(Erst- und
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1.Erst-AK 1.Zweit-AK | 1.Block 2.Erst-AK | 2.Zweit-AK |2.Block
Anti-Maus- Anti-Ziege Esel-Serum | Anti-Maus- | Anti-Ratte | Ziegen-
TNF-A Cy3-markiert |(+1%BSA) |F4/80 Alexa488- |Serum
(Ziege) (Esel) (Ratte) markiert (+1%BSA)
1:75 1:500 1:250 (Ziege)

1:500
Anti-Maus- | Anti-Ratte Esel-Serum | Anti-Maus- | Anti-Ratte | Ziegen-
TGF-R3 Cy3-markiert |(+5%BSA) |F4/80 Alexa488- |Serum
(Ratte) (Esel) (Ratte) markiert (+5%BSA)
1.250 1.250 (Ziege)

1:500

Tabelle 4 : verwendete Erst- und Zweitantikdrper fur Fluoreszenzfarbungen an Gefrierschnitten

3.7. Genotypisierung

3.7.1. DNA-Extraktion

Zur

Bestimmung des Genotyps der Versuchstiere erfolgte die Analyse des

entsprechenden DNA-Abschnitts mittels Polymerasekettenreaktion (PCR). Dazu

wurde den zu untersuchenden Tieren ein ca. 0,5cm langes Stiick der Schwanzspitze

abgetrennt und daraus DNA nach dem folgenden Protokoll isoliert:

© N o g bk w0 DN

Verdauen der Schwanzspitze tiber Nacht bei 55C in jeweils 750 pl Lysepuffer
(50mM Tris (pH 8), 100mM EDTA (pH 8); 100mM NacCl; 1%SDS; dH20;
0,5mg/ml Proteinase K)

Zugabe von 250ul 6M NacCl, vortexen

Zentrifugation 30min bei 10.000 rpm und 4T

Uberfiihren der wassrigen Phase in neue Gefalke

Ausféllung der DNA mit Isopropanol (1:1)

Zentrifugation 10min bei 13.000 rpm und 4

Verwerfen des Uberstandes

Zweimaliges Waschen des Pellets mit eiskaltem Ethanol (75%) (15min bei
13.000 rpm)

Trocknen des Pellets fur ca.15min, danach Aufnahme in TE-Puffer (Tris
10mM, EDTA 1mM, pH 8,0)

10.L6sen ca. 2h bei RT
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3.7.2. Polymerasekettenreaktion

Die Amplifikation der zu untersuchenden Genabschnitte erfolgte mittels
Polymerasekettenreaktion (PCR), wobei sich der Ansatz pro Well wie folgt
zusammensetze: 2,8ul Puffer (100mM Tris-HCI (pH8,0), 500mM KCI, 15mM MgCl,,
0,1% Gelatine), 400uM Desoxynukleotidtriphosphat (in dquimolaren Mengen jedes
dNTPs), je 0,1uM Primer fw und re, 1,25U DNA-Polymerase und 1pl genomische
DNA in einem Gesamtvolumen von 30ul. Die PCR wurde in einem automatischen
Thermocycler unter folgenden Bedingungen durchgefuhrt: Initial erfolgte ein
Denaturierung der DNA fir 10min bei 95T. AnschlieB end folgten 40 Zyklen
Denaturierung der DNA fur 20s bei 95C, Anlagerung der Primer (Annealing) fur 40s
bei 58T Elongation fur 90s bei 72T und eine absch lieBende Extension fur 2min bei
72<T.

Dabei wurden folgende Primer verwendet:

RelA: Fw: 5-GAG CGC ATG CCT AGC ACC AG-3', Re: 5-GTG CAC TGC ATG
CGT GCA G-34

ptfiaCre: Fw: 5-GTC CAA TTT ACT GAC CGT ACA CCA A-3, Re: 5-CCT CGA
AGG CGT CGT TGA TGG ACT GCA-3';

LysMCre: Fw: 5-CTT GGG CTG CCA GAATTT CTC-3', Re: 5'-TTA CAG TCG GCC
AGG CTG AC-3

3.7.3. Gelelektrophorese

Die Auftrennung der amplifizierten PCR-Produkte erfolgte mittels Gelelektrophorese.
Die Gele wurden aus TAE-Puffer (Tris-Acetat-EDTA; 40mM Tris-Acetat, 1mM Na-
EDTA, pH 8,5) mit 1,5% Agarose und 0,1ug/ml Ethidiumbromid gegossen. Die PCR-
Produkte, sowie eine Negativkontrolle (PCR-Ansatz mit Zugabe von dH20 anstatt
einer DNA-Probe) wurden mit je 6ul Laufpuffer (30% Saccharose, 0,05% Orange G)
vermischt und jeweils 15ul der Mischung in die Taschen des Gels pipettiert. Zur
Bestimmung der BandengrofRe wurde in jeder Reihe eine Tasche mit einer DNA-

Leiter beladen.
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Die Gele wurden nun in eine mit TAE-Puffer gefillte Elektrophoresekammer gegeben
und eine Spannung von 120V angelegt. Nach ausreichender Auftrennung konnten
die amplifizierten PCR-Produkte durch UV-Licht auf einem Durchleuchtungsgeréat

sichtbar gemacht und abfotografiert werden.

3.8. Quantitative PCR

Um Angaben uber die Expression bestimmter Gene (Gehalt an mRNA) machen zu
kénnen, wurde das Verfahren der quantitativen reverse-transcripton-PCR verwendet.
Dazu wurde aus den zu untersuchenden Gewebsstiicken RNA isoliert, die dann
mittels reverser Transkription in cDNA umgeschrieben wurde. Aus Proben mit
demselben Gehalt an Gesamt-cDNA wurde dann, nach dem Prinzip einer
klassischen PCR, die in cDNA umgeschriebene mRNA eines bestimmten Gens
amplifiziert. Unter der Annahme der exponentiellen Vermehrung der gesuchten
cDNA, kann so auf die Ausgangsmenge in verschiedenen Gewebeproben
rickgeschlossen werden. Dazu muss die PCR allerdings noch in der exponentiellen
Phase abgestoppt werden, was durch Anpassung der Zyklenzahl und der
Denaturierungstemperatur (T) erreicht wurde. Als Ladekontrolle diente ein sog.

Haushaltsgen (hier Cyclophilin), dessen Expression stets gleichbleibend hoch ist.

3.8.1. RNA-Extraktion

Die Gewebsstlcke fur die Gewinnung von RNA wurden sofort nach Praparation des
Organs, aus drei definierten Abschnitten des Pankreas (Kopf, Corpus und Schwanz)
entnommen und in einer Losung aus 100 Teilen RLT-Puffer und einem Teil
Mercaptoethanol homogenisiert. Daraufhin wurden die Homogenisate sofort in
flissigem Stickstoff schockgefroren und bei —80C g elagert.

Die Extraktion der RNA aus den Proben erfolgte mit dem RNeasy®-Kit nach
Angaben des Herstellers (Quiagen). Der RNA-Gehalt der verschiedenen Proben
wurde an einem Nanodrop-Photometer gemessen, direkt im Anschluss folgte die

Transkription in cDNA.
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3.8.2. cDNA-Synthese

Das Umschreiben von RNA in cDNA wurde mit SuperScript II-Reverser-
Transkriptase® nach Angaben des Herstellers (Invitrogen) durchgefiihrt. Dabei
wurden jeweils 5ug RNA in cDNA umgeschrieben. Nach der Messung des cDNA-
Gehalts der Proben erfolgte die Einstellung der Konzentration mit dH,O auf 100ng/ul.

3.8.3. PCR

Die Amplifikation der cDNA erfolgte wie oben bei der klassischen PCR aufgefihrt,
wobei sich der PCR-Ansatz pro Well wie folgt zusammensetzte: 2,8ul Puffer (100mM
Tris-HClI  (pH8,0), 500mM KCI, 15mM MgCl,, 0,1% Gelatine), 400uM
Desoxynukleotidtriphosphat (in &quimolaren Mengen jedes dNTPs), je 0,1uM Primer
fw und re, 1,25U DNA-Polymerase und 1l cDNA in einem Gesamtvolumen von 30pl.
Zyklenzahl und Temperatur des Denaturierungsschrittes (T,) wurden fir die

Untersuchung der entsprechenden Proteine jeweils empirisch modifiziert (Tabelle 5).

Protein Zyklenzahl | Tp,(in Primer fw Primer re
C)

Cyclophilin {30 58 5- ATG GTC AAC|5- TTC TGC TGT CTT
CCCACCGTGT-3 |TGGAACTTT GTC-3

Fibronektin |30 60 5- TGT ACC ATT|5- CCA TTC CCC TTT
GCA AAT CGC TGC-|TCC ATT TCC-3
3

Kollagen al |30 58 5- GCC AAG AAG|5- GCC ATT GTG GCA
ACATCC CTG AA-3' |GAT ACA GA-3

Kollagen alll| 30 58 5- TAC ACC TGC|5- GAG ACC TGG TTG
TCCTGT GCTTC -3’ | TCCTGG AA-3

PDGF 40 56 5- ACT CCG TAG|5- GCT TCT CGG GCA
GGG CTG AGG AT-3' |CAT GGT TA-3

TGF-R3 30 58 5- TGG CTG AAC|5- TGT CAT GGA TGG
CAA GGA GAC GGA-|TGC CCA GGT-3
3

TNF-a 50 54 5- ATG AGA AGT|5- ATG AGA AGT TCC
TCC CAA ATG GCC-|CAA ATG GCC-3
3

Tabelle 5: Fur die quantitativen PCR-Analysen der verschiedenen Proteine verwendete Primer, sowie
Zyklenzahl und Denaturierungstemperatur T,
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3.8.4. Gelelektrophorese

Die Auftrennung der PCR-Produkte erfolgte wie unter 3.7.3 beschrieben.

3.9. Westernblotting

3.9.1. Proteinlyse und Proteinbestimmung

Zur Analyse der Proteine mittels Westernblotting wurden reprasentative
Gewebestiucke aus den Pankreata der Versuchsméuse entnommen. Diese wurden in
IP-Puffer (50 mM HEPES pH 7,9; 150 mM NacCl; 1mM EDTA pH 8,0; 0.5% NP-40;
10% Glycerol) mit Proteinaseinhibitor im Verhaltnis 1:200 homogenisiert und bei
1300rpm bei 4°C fiir 10min zentrifugiert. Danach wu rde der Uberstand fur die
weiteren Analysen abpipettiert.

Der Proteingehalt der Lysate wurde mit dem BCA Protein-assay-kit (Thermo Fisher
scientific) mittels photometrischer Analyse nach den Angaben des Herstellers
bestimmt. Die Proben wurden nun mit IP-Puffer auf eine Proteinkonzentration von
1pg/ul eingestellt und mit 5x Lammli-Puffer (10% SDS, 50% Glycerin, 300 mM
Tris/HCI, 0,05% Bromphenolblau, 5% Mercaptoethanol in dH,0) versetzt.

3.9.2. Gelelektrophoretische Auftrennung der Protei ne und Membrantransfer

Die Polyacrylamid-Gele zur gelelektrophoretischen Auftrennung der Proteine wurden
aus 10%-Trenngel (380mM TrisHCI; pH8,8; 100mM Acrylamid; 1mM SDS; 0,5mM
APS; 1,5mM TEMED in dH20 in einem Gesamtvolumen von 5ml) und dem
Sammelgel (125mM TrisHCI, pH6,8; 44mM Acrylamid; 1mM SDS; 0,5mM APS; 2mM
TEMED in dH20 in einem Gesamtvolumen von 2,5ml) gegossen, in denen mittels
eines Kammes Taschen fur das Beladen mit den Proteinproben ausgespart blieben.
Vor dem Beladen der Polyacrylamid- Gele wurden die mit Lammli-Puffer versetzten
Proteinlysate bei 95T in einem Thermoblock 5min la ng denaturiert.

Pro Gelkammer wurden 10 pg Proteinlysate verwendet und mittels 10% SDS-PAGE

aufgetrennt. Die Auftrennung nach dem Molekulargewicht erfolgte in einer
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Gelelektophoresezelle mit Laufpuffer (3,5mM SDS, 25mM TRIS-A; 50mM Glycin in
dH20) und einer angelegten Spannung von 100V.

Mittels Transferpuffer (25 mM Tris , 192 mM Glycin, 20% Methanol; pH8,3) wurden
nun die Proteine in einer Blottingzelle bei 350mA fur 120min auf eine mit Methanol

und H,O aktivierte Nitrocellulose-Membran tbertragen.

3.9.3. Proteindetektion

Zunéchst wurde die Membran mit 5% Trockenmilch in PBS fur 1h bei RT geblockt
und anschlielend in PBS gewaschen. Daraufhin erfolgte die Inkubation mit dem
jeweiligen Erstantikorper Gber Nacht bei 4 T. Nach nochmaligem Waschen mit PBS
erfolgte nun die Inkubation mit dem Zweitantikdrper, ebenfalls fir 1h bei RT. Erst-
und Zweitantikorper siehe Tab. 6) Die Detektion der AK-Komplexe erfolgte mittels
Chemilumineszenz. Dazu wurde ECL-Reagens und auf die Membran gegeben und
die Signale auf Chemilumineszenz-Film tGbertragen und mit einem Filmentwickler

sichtbar gemacht.

Erstantikbrpe r Zweitantikorpe r

Anti-p65 (Kaninchen) 1:500 Anti- Kaninchen 1:1000 mit Meerrettich-
Peroxidase gekoppelt

Anti-ERK1/2 (Maus) 1:500 Anti-Maus 1:1000 mit Meerrettich-
Peroxidase gekoppelt

Tabelle 6 : Beim Westernblotting verwendete Erst- und Zweitantikorper

3.10. Statistik

Fur die statistischen Auswertungen wurde der Students-T-Test verwendet. P-Werte
unter 0,05 wurden als statistisch signifikant angesehen. Fur die Analysen wurde das

Programm Microsoft ® Exel 2000 verwendet.
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4. Materialien und Geréate

4.1.Induktion einer CP

Spritzen
Nadeln
Caerulein

NacCl

Isofluran
Histologiekassetten
Paraformaldehyd
Waage
Homogenisator
Zentrifuge
Tierfutter

Kafige

Sterican® Gr.20
BD Microlance ™ 3
Caerulein C-9026

Isotonische
Natriumchloridlésung
(0,9%)

Forene®

Bio-Cassettes 07-7130
Paraformaldehyd, reinst
BP 2100 S

DIAX 900

Centrifuge 5415 R

4.2 .Histologie und Immunhistochemie

Mikrotom
Objekttrager

Deckglaser
Pipetten
Pipettenspitzen

Falcons
Parafilm

Hamatoxylin nach Meyer

Hamalaun nach Meyer
Hamatoxyllin modifiziert
nach Gill 1l

Eosin

Masson-Trichrom-
Reagenzien

Histolog. Losungsmittel
Perjodsaurelésung
Schiff-Reagens

Ethanol

Eindeckmedium
Eindeckmedium (Cryo)

Cryotom

Microm HM355S
Superfrost® Plus

#1 H868; 24x60mm
Reference
SafeSeal-
Tips®Professional
Falcon®

Parafiim® PM-992

Merck 1.09249.2500
Merck 1.05174.2500

2C140 Eosin
Accustain® Trichrom Stain

Rotihistol

pertex®

Tissue Tek ® O.C.T
Compound

Microm H560

™

B.Braun, Melsungen

BD, Franklin Lakes, USA
Sigma-Aldrich
St.Louis,USA
DeltaSelect, Pfullingen

Abbott, Wiesbaden
Bio-Optica, Mailand,lt.
Merck, Darmstadt
Sartorius,Gottingen
Heidolph, Kehlheim
eppendorf, Hamburg
Altromin, Lage
Thoren-Caging-System —
IVC, Hazelton, USA

MICROM, Walldorf
Menzel-Glaser,
Braunschweig

Carl Roth, Karlsruhe
eppendorf, Hamburg
Biozym, Hess.Oldendorf

BD, Franklin Lakes, USA
Pechiney plastic
packaging, Brampton,USA
Apotheke Klinikum rechts
der Isar, Mlnchen

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Waldeck, Munster
Sigma
St.Louis,USA
Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe

aldrich,

Apotheke Klinikum rechts
der Isar, Minchen
medite, Burgdorf
sakura
Himeppenheim
MICROM, Walldorf

Finetek,
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Mikroskop/Kamera
Fluoreszenzmikroskop/
Kamera
Propylenglycol

Oil Red O Ldsung
Unmasking Solution
Glycerol

H»0>

Avidin/Biotin

Seren

BSA 20%

DAB

AB-Ldsung

PBS

Tween

Proteinase K
Tris/Hcl

Mikrowelle

Mounting Medium mit DAPI

TSA-Kit

Sytox ® Green

4.2.1.Antikorper

BrdU
p65
Amylase

CK19
F4/80

AXIO Imagerl.0 AxioCam
HRC
ApoTome

Antigen
Solution, H-330

Unmasking-

Wasserstoffperoxidlosung
30%

Avidin/Biotin Blocking Kit
SP 2002

DAB Substratte kit
Peroxidase SK-4100
Vectastain® ABC Kit
Elite Standard PK-6100
Instamed  9,55¢g/ PBS
Dulbecco

Tween®20

for

TRIS-hydrochlorid
Vectashield®

TSA™ Kit #24 *with HRP—
streptavidin  and Alexa
Fluor® 568 tyramide Cat.

No. T-20934
S7020

2060
sc-109
sc-46657

TROMA II
MF-48000

Zeiss, Oberkochen
Zeiss, Oberkochen

Sigma-Aldrich,
St.Louis,USA
Sigma-Aldrich,
St.Louis,USA

Vector Labs, Burlingame,
USA

Sigma-Aldrich,
St.Louis,USA

Merck, Darmstadt

Vector
USA
Sigma-Aldrich,
St.Louis,USA
Sigma-Aldrich,
St.Louis,USA

Vector Labs Burlingame,
USA

Vector Labs, Burlingame,
USA

Biochrom AG, Berlin

Labs Burlingame,

C.Roth, Karlsruhe
Invitrogen

C.Roth, Karlsruhe
Siemens. Miinchen

Vector Labs, Burlingame,
USA

Invitrogen, Karlsruhe

Invitrogen, Karlsruhe

AbD Serotec Kiddlington,
USA

Santa Cruz Biotechnology,
Inc. , Santa Cruz, USA
Santa Cruz Biotechnology,
Inc. , Santa Cruz, USA
DSHB, lowa City,USA
Caltag Laboratories,
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Aktivierte Caspase 3
a-SMA

TNF-a

TGF-B1

F4/80 (Cryo)
Zweitantikorper
Fluoreszenz-
Zweitantikorper

Grl
4.3.DNA-Extraktion

Tris
EDTA

SDS
TE-Puffer
Ethanol
Isopropanol

Feinwaage
Vortexer

Thermoblock/Schittler

Zentrifuge
EppendorfgefalRe
Pipetten
Pipettenspitzen

Reagenzien:

Lysepuffer: 50mM Tris (pH 8), 100mM EDTA (pH 8); 100mM NaCL; 1%SDS; dH20;
0,5mg/ml Proteinase K

9664

5694-100
1793
A75-3
6640-250
Biotinylated
1gG

550291

TRIS Ultra Qualitat

Sodium Dodecyl Sulfate

Tris/EDTA pH 8,0

analytic

RELAX top
THERMOMIXER compact
Centrifuge 5415 R

Reference
SafeSeal-
Tips®Professional

TE-Puffer: Tris 10mM, EDTA 1mM, pH 8,0

4.4.PCR

10XPCR-Puffer
MgCl
DNA-Polymerase
Desoxynukleotide
Primer
Thermocycler

Tag DNA-Polymerase

Gen Amp® PCR Systems Applied Biosystems, Foster
43

Anti-Rabbit

Hamburg

Cell Signaling,
USA

abcam, Cambridge, USA
abcam, Cambridge, USA
BD, Franklin Lakes, USA
abcam Cambridge, USA
Vector Laboratories

invitrogen, Karlsruhe

BD, Franklin Lakes, USA

C.Roth, Karlsruhe Roth
Sigma-Aldrich,
St.Louis,USA

MP Biomedicals,
USA

Apotheke Klinikum rechts

der Isar, Miinchen

Apotheke Klinikum rechts

der Isar, Miinchen

Apotheke Klinikum rechts

der Isar, Minchen
Sartorius, Goéttingen
Heidolph, Kehlheim
eppendorf, Hamburg
eppendorf, Hamburg
eppendorf, Hamburg
eppendorf, Hamburg
Biozym, Hess. Oldendorf

Quiagen, Hilden
Quiagen, Hilden
Quiagen, Hilden
Peglab, erlangen
MWG, Ebersberg

Danvers,

Irvine,



9700
TAE-Puffer Tris-Acetat-EDTA
Agarose Biozym LE Agarose

Ethidiumbromid
Orange G
Saccharose

DNA-Leiter

Elektrophoresekammer Wide Mini-Sub® Cell GT

Netzgerat Electrophoresis Power
Supply E844

Durchleuchtungsgerat/ GelDocXR

Entwickler

Reagenzien:

City, USA

Apotheke Klinikum rechts
der Isar, Minchen

Biozym, Hess. Oldendorf
Sigma-Aldrich, St.Louis,
USA

Sigma-Aldrich, St.Louis,
USA

Sigma-Aldrich, St.Louis,
USA

peglab, Erlangen

Biorad, Hercules, USA
consort, Turnhout, Belgien

Biorad, Hercules, USA

PCR-Puffer: 100mM Tris-HCI (pH8,0), 500mM KCI, 15mM MgCI2, 0,1% Gelatine

Laufpuffer: 30% Saccharose, 0,05% Orange G

4.5. RT-PCR

RLT-Puffer RLT lysis buffer
Mercaptoethanol

RNAseZAP® R-2020

RNA-Kit Rneasy ®Mini Kit
Spektralphotometer Nanodrop ND-1000
Reverse Transkriptase SuperScript Il  Reverse

Transcriptase
Agua ad iniectabilia
Primer

Reagenzien:
Laufpuffer: 30% Saccharose, 0,05% Orange G

Quiagen, Hilden
Sigma-Aldrich,
St.Louis,USA
Sigma-Aldrich,
St.Louis,USA

Quiagen, Hilden

peglab, Erlangen
Invitrogen, Carlsbad, USA

Delta Select, Pfullingen
MWG, Ebersberg

TAE-Puffer: Tris-Acetat-EDTA; 40mM Tris-Acetat, 1ImM Na-EDTA, pH 8,5

4.6. Westernblotting

Kamme
Platten
Gelstander
Filmentwickler

ECL-Reagens

Bio Rad, Hercules, USA
Bio Rad, Hercules, USA
Bio Rad, Hercules, USA
amersham /GE Healthcare
Little Chalfont, UK
amersham/ GE Healthcare
Little Chalfont, UK
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Chemilumineszenz-Film
BCA Protein-assay-kit
Blottingzelle Mini Trans- Blot Zelle

Wathman-Papier
Nitrozellulose-Membran

Anti-Maus-p65 (Kaninchen) Santa Cruz sc-372

AK

Anti-Maus ERK1/2 (Maus) Santa Cruz, sc-93, sc-154,
AK

Anit-Kaninchen AK  mit

Meerrettichperoxidase

HEPES-Puffer
TEMED

APS
Acrylamid

Tris
SDS

TRIS Ultra Qualitat
Sodium Dodecyl Sulfate

NP-40
Bromophenolblau
Mercaptoethanol

Glycerin
Tween 20

Trockenmilch-Pulver

Reagenzien:
TBST: 20mM Tris (pH 7,6) 137 mM NacCl, 1% Tween

amersham/ GE Healthcare
Little Chalfont, UK
Thermo Fisher
Waltham, USA
Bio Rad, Hercules, USA

scientific,

Millipore, Bedford, USA

Santa Cruz Biotechnology,
Inc. , Santa Cruz, USA
Santa Cruz Biotechnology,
Inc. , Santa Cruz, USA
GE Healthcare
Chalfont, UK

Little

Sigma-Aldrich,
St.Louis,USA
Sigma-Aldrich,
St.Louis,USA
Sigma-Aldrich,
St.Louis,USA

Invitrogen, Carlsbad, USA
C.Roth, Karlsruhe Roth
MP Biomedicals, Irvine,
USA

Sigma-Aldrich,
St.Louis,USA

Merck, Darmstadt

Sigma-Aldrich,
St.Louis,USA
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich,
St.Louis,USA
Sigma-Aldrich,
St.Louis,USA

IP-Puffer: 50 mM Tris-HCI, 150 mM NacCl, 0.1% NP-40, 10% Glycerin; pH 7.5
TAE-Puffer: Tris-Acetat-EDTA; 40mM Tris-Acetat, 1ImM Na-EDTA, pH 8,5
Lammli-Puffer: 10% SDS, 50% Glycerin, 300 mM Tris/HCI, 0,05% Bromphenolblau,

5% Mercaptoethanol in dest.H,O

Trenngel: 380mM TrisHCI; pH8,8; 100mM Acrylamid; 1mM SDS; 0,5mM APS;
1,5mM TEMED in dH20 in einem Gesamtvolumen von 5ml
Sammelgel: 125mM TrisHCI, pH6,8; 44mM Acrylamid; 1mM SDS; 0,5mM APS; 2mM

TEMED in dH20 in einem Gesamtvolumen von 2,5ml

Laufpuffer: 3,5mM SDS, 25mM TRIS-A; 50mM Glycin in dH20) Transferpuffer (25

mM Tris , 192 mM Glycin, 20% Methanol; pH8,3

Transferpuffer: 25 mM Tris , 192 mM Glycin, 20% Methanol; pH8,3
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5. Ergebnisse

5.1. Induktion einer chronischen Pankreatitis

Die Induktion einer akuten Pankreatitis durch das synthetische Cholezystokinin-
Analogon Caerulein wurde bereits 1979 durch Adler et al. erstmalig beschrieben.* In
der vorliegenden Arbeit wurde davon ausgegangen, dass wie in neueren Modellen
zur CP-Entwicklung angenommen, wiederholte Episoden einer AP zu dem Bild einer
CP fithren kénnen.”® Den Mé&usen wurden zur repetitiven Induktion einer AP (iber
einen Zeitraum von insgesamt 6 Wochen dreimal pro Woche jeweils sechsmal pro
Tag eine supraphysiologische Menge Caerulein intraperitoneal injiziert, um so nach
dem Modell von Neuschwander-Tetri eine CP zu induzieren.®® Die Tiere wurden
entweder eine oder 6 Wochen nach Ende der Injektionen euthanasiert und
untersucht. Keines der Tiere starb wahrend der 6 Wochen Caerulein-Administration.
(Siehe Abbildung 6/Methoden)

5.2. Deletion von RelA/p65

Um die Relevanz von RelA/p65 in der CP zu untersuchen, wurde die Aktivierung,

FF_und rela®’-

d.h. die nukleare Translokation, von RelA/p65 im Pankreas von rela
Mausen analysiert. Dabei wurde zun&chst mittels Immunoblots von
Pankreasproteinlysaten die Deletion von RelA/p65 bei den Versuchstieren tberprift.
Hierbei wurde ein Antikdrper verwendet, der spezifisch an ein Epitop des C-
terminalen Endes von RelA/p65 bindet. Der Antikorper detektiert sowohl das
verkurzte (inaktive) Protein (ARelA/p65, ca. 42kD) als auch das Wildtyp-Protein
(RelA/p65, 65kD). In den Pankreasproteinlysaten von unstimulierten Mausen erkennt
man bei rela” -Mausen wie erwartet die Wildtypbande bei 65kD (Abbildung 7A). Die

Proteinlysate von rela®4

-Mausen zeigen eine starke Bande bei ungefahr 42kD und
ein sehr schwaches Signal bei 65kD. Die 42kD-Bande stammt hierbei von den
Pankreaszellen, bei denen durch die PTFla-Cre-Rekombinase der gefloxte rela-
Genabschnitt deletiert wurde, die schwache Wildtyp-Bande stammt dagegen von

nicht-pankreatischen (mesenchymalen) Zellen. Nach Caerulein-Langzeitstimulation
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Abbildung 7

unstimuliert 1 Wo. CP

rela FIF AlA FIF AlA

p65 -—— W =

Ap65 — ——

ERK2 —
ERK1 | W -

rela™ 1 wo. cp

rela?? 1 wo. cP

Abbildung 7

A: Westernblot-Analyse von Proteinlysaten aus Pankreasgewebe von rela” - und rela®®-Mausen vor
und nach Induktion einer CP zum Nachweis der Deletion von Exon 7-10 von RelA. (n=4, eine
reprasentative Probe abgebildet. Ladekontrolle mit ERK1 und 2)

B: Immunfluoreszenz mit einem Antikdrper gegen das C-terminale Ende von RelA/p65, der sowohl
das Wildtyp- als auch das inaktivierte Protein detektiert. Kernfarbung mit Sytox-Grin. Bei den rela™ -
Tieren zeigt sich eine Woche nach Ende der Caerulein-Stimulationen in den Azinuszellen eine
nukledre Translokation des Proteins (Pfeil), wahrend es bei rela”®-Mausen im Zytoplasma der

Azinuszellen verbleibt (Pfeilspitze) und nur in infiltrierenden Zellen im Kern nachgewiesen werden
kann (Stern).
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nimmt bei den rela®’?

-Mausen das 42kD Signal ab, wohingegen die 65kD-Bande
starker wird. Dies deutet auf eine Verminderung der pankreatischen Zellen sowie
eine vermehrte Infiltration von Zellen nicht-pankreatischen Ursprungs hin.

In der Fluoreszenzfarbung fir RelA/p65 zeigte sich bei den unstimulierten Tieren
beider Genotypen das Protein wie erwartet im Zytoplasma (Abbildung 7B). Nach
Caeruleinstimulation konnte jedoch p65 bei den gefloxten Tieren nun im Zellkern
nachgewiesen werden (Abbildung 7B, Pfeil), wohingegen die Tiere mit funktionell
inaktiviertem RelA/p65 erwartungsgemald kein nuklear lokalisiertes RelA/p65
aufwiesen (Abbildung 7B, Pfeilspitze). In infiltrierenden Zellen zeigt sich jedoch auch
bei den rela’4-Mausen RelA/p65 im Zellkern (Abbildung 7B, Stern). Dies zeigt
einerseits, dass RelA/p65 wahrend der Entstehung der CP aktiviert wird und damit
hochstwahrscheinlich eine Rolle spielt. Zum anderen zeigen die Experimente, dass
die Deletion der Exons 7-10 die Aktivierung bzw. die nukleare Translokation von

RelA/p65 effizient unterbinden kann.

5.3. Verlust von azinarem Gewebe nach repetitiver S timulation mit Caerulein

In der makroskopischen Ubersicht (Abbildung 8A) der Pankreata von rela®-

FIF

und

rela”"-Mausen, zeigte sich ein deutlicher GroRenunterschied zwischen

caeruleinstimulierten Mausen und unstimulierten Kontrolltieren. Um diese
Beobachtung zu verifizieren wurde das Pankreasgewicht von stimulierten und
unstimulierten Tieren direkt nach der Isolation in Relation zum jeweiligen
Kopergewicht der entsprechenden Maus gesetzt, um so das relative
Pankreasgewicht zu ermitteln. Hier zeigte sich ein signifikanter Unterschied, sowohl

zwischen stimulierten und unstimulierten Tieren, als auch zwischen den stimulierten

AlA

Mausen der verschiedenen Genotypen (Abbildung 8B). Bei rela™ -Mausen nahm das

relative Pankreasgewicht nach Stimulation signifikant starker ab als bei den rela™"-

Tieren. Ebenso zeigte sich, dass auch sechs Wochen nach Ende der Stimulation das

relative Pankreasgewicht der rela®?

FIF

-M&ause deutlich vermindert blieb, wahrend
Pankreata von rela™ -Tieren das Ausgangsgewicht fast wieder erreicht hatten.

Um den Verlust an Pankreasgewebe auch mikroskopisch zu untersuchen, wurden
mit Hamatoxylin/Eosin (H.E.) gefarbte Gewebeschnitte der Mause analysiert

(Abbildung 9A).
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Abbildung 8
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Abbildung 8

A: Makroskopische Ubersichtsaufnahme der Pankreata von rela™ - und rela®- Mausen mit sichtbarer
Reduktion der PankreasgroRRe eine Woche nach Ende der Caerulein-Stimulation. Bei den rela®"-
Tieren zeigt sich auch nach sechs Wochen keine sichtbare Erholung.

B: Relatives Pankreasgewicht von rela”"- und rela”*-Mausen, in Prozent des Kdrpergewichts (pro
Gruppe n=5; n.s.: nicht signifikant; Fehlerbalken geben die Standardabweichung an).
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Abbildung 9

unstimuliert

1Woche CP

6 Wochen CP

rela ©f

rela v

unstimuliert

1Woche CP

6 Wochen CP

rela ©F

rela %%

50



Abbildung 9
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Abbildung 9

A: Hamatoxylin-Eosin-gefarbte Gewebeschnitte von rela™- und rela””-Tieren zu den verschiedenen
Zeitpunkten. Die rela”*-Mause zeigen eine Woche nach Ende der Caeruleinstimulation Merkmale einer
chronischen Pankreatitis mit fehlender Rickbildungstendenz auch nach 6 Wochen.

B: Immunhistochemie von Pankreasgewebeschnitten mit einem Antikdrper gegen Amylase zu den
verschiedenen Zeitpunkten. Der Verlust von funktionellem Pankreasgewebe vor allem bei den rela®® -
Méausen ist an der deutlichen Reduktion der Amylase-positiven Azinuszellen sichtbar.

C: Morphometrische Analyse der Amylase-Immunhistochmie. Es wurden die Amylase-positiven Areale in
Prozent der Pankreasgewebeflache berechnet. (pro Gruppe n=4).

51



Die Pankreata der unstimulierten Kontrolltiere beider Genotypen wiesen keine
morphologischen Unterschiede auf, die Pankreasarchitektur war normal. Nach
Langzeitstimulation mit Caerulein war jedoch bei den Tieren mit funktionell
inaktiviertem pankreatischem RelA/p65 eine drastische Verminderung von

FF_Mausen ebenso vorhanden, jedoch

Azinuszellen zu verzeichnen, die bei rela
deutlich geringer ausgepragt war. Um diese Beobachtungen zu bestatigen, wurden
immunhistochemische Farbungen mit einem Antikérper gegen Amylase durchgefuhrt,
der spezifisch Azinuszellen anfarbt. Wie in Abbildung 9B ersichtlich, farbten sich bei

den stimulierten rela®

-Mausen deutlich weniger Zellen Amylase-positiv an. In der
morphometrischen Analyse zeigte sich ebenfalls eine statistisch signifikant starkere
Reduktion von Amylase-positivem Gewebe bei den rela?“-Tieren (Abbildung 9C).
Auch nach sechs Wochen war das Azinusgewebe immer noch sichtbar reduziert.
Dabei wurden die azinaren Zellen durch andere Zelltypen ersetzt, die im Weiteren

noch naher differenziert werden.

5.4. Infiltration von Makrophagen

Ein charakteristisches Merkmal der chronischen Pankreatitis stellt die Infiltration von
Makrophagen in das Pankreasgewebe dar. Makrophagen spielen durch ihre
Fahigkeit zur Aktivierung von pankreatischen Sternzellen*™® eine bedeutende Rolle
bei der Pathogenese der Erkrankung. Bezuglich der Infiltration durch Makrophagen
wurden daher Pankreasgewebeschnitte mit einem Antikorper gegen F4/80, einem
Oberflachenprotein von Makrophagen, untersucht. Bei unstimulierten Tieren beider
Genotypen konnten nahezu keine F4/80-positiven Zellen im Pankreas nachgewiesen
werden, nur in der angrenzenden Mesenterialwurzel farbten sich einige Zellen positiv

FIF

an (Abbildung 10A, Stern). Bei den Caerulein-stimulierten rela™ -Tieren zeigten sich

eine Woche nach Ende der Stimulation einige das Parenchym infiltrierende
Makrophagen (Abbildung 10A, Pfeil). Diese waren jedoch 6 Wochen nach Ende der

AlA

Stimulation nur noch vereinzelt zu beobachten. Die Pankreata von rela™ -Tieren

zeigten eine deutlich starkere Infiltration durch Makrophagen, die meist in Gruppen
angeordnet waren (Abbildung 10A, Pfeilspitze). Nach 6 Wochen war bei den rela®-

Mausen keine substantielle Verminderung der F4/80-positiven Zellen zu verzeichnen.
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Abbildung 10
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Abbildung 10:

A: Immunhistochemische Anfarbung von Makrophagen mit einem Antikérper gegen F4/80. In
unstimulierten Tieren waren Makrophagen nur im angrenzenden Gewebe der Mesenterialwurzel
nachzuweisen (Stern), aber nicht im Parenchym. Nach Caerulein-Stimulation zeigte sich vor allem bei
rela””- Mausen eine Infiltration des Pankreasgewebes durch Makrophagen, die héufig in Clustern
periduktal oder perivaskular angeordnet waren (Pfeilkopf). Bei rela”™ -Tieren zeigten sich zu beiden
Zeitpunkten nur vereinzelt positive Zellen im Parenchym (Pfeil).

B: Quantifizierung der Makrophagen-Infiltration bei rela™ - und rela”- Mausen zu den verschiedenen
Zeitpunkten anhand von reprasentativen Gewebeschnitten, die mit einem AK gegen F4/80 angeféarbt
wurden (n=5, n.s.: nicht signifikant; Fehlerbalken geben den Standardfehler an)

C: Immunhistochemische Darstellung der granulozytéren Infiltration mit einem Antikérper gegen Gr-1
bei rela™ - und rela®“- Mausen.

53



Um die Infiltration durch Makrophagen zu quantifizieren, wurden die F4/80-positiven
Zellen im Pankreasgewebe anhand von reprasentativen Schnitten in 200facher
Vergro3erung ausgezahlt. Die Unterschiede zwischen den stimulierten Tieren der
beiden Genotypen waren zu beiden Zeitpunkten signifikant (Abbildung 10B).

Neben Makrophagen erfolgte auch eine deutlich vermehrte Infiltration von
Granulozyten in das Gewebe von stimulierten Tieren. Auch hier zeigten in der
immunhistochemischen Féarbung fur den Granulozytenmarker Grl Caerulein-

stimulierte rela®’? FIF_

-Mause sichtbar mehr positive Zellen im Vergleich zu den rela
Tieren. Insgesamt war die Infiltration durch Granulozyten gegentber der durch

Makrophagen deutlich geringer ausgepragt (Abbildung 10C).

5.5. Fibrogenese nach Langzeitstimulation mit Caeru  lein

Bereits in den H.E.-gefarbten Gewebeschnitten war vor allem bei den stimulierten

rela?/®

-Mausen eine betréachtliche Anhaufung fibrotischen Gewebes zu beobachten.
Um eine genauere Vorstellung von der Fibroseentwicklung zu erhalten, wurden nun
Pankreasgewebeschnitte mittels Masson-Trichrom-Farbung untersucht. In dieser
Farbung stellen sich Kollagenfasern blau dar, wahrend das Zytoplasma rot und
Zellkerne schwarz angefarbt werden. Erwartungsgemafld farbte sich bei den
unstimulierten Tieren nur das Bindegewebe um Blutgefalle oder die
Mesenterialwurzel blau an (Abbildung 11A). Nach Langzeitstimulation mit Caerulein

konnte eine deutliche Zunahme von kollagenen Fasern, vor allem bei den rela®-

FF_Mausen war eine

Tieren, festgestellt werden. Auch bei den stimulierten rela
merkliche Fibrose zu erkennen, die vor allem interlobular lokalisiert war und auch
sechs Wochen nach Ende der Stimulation noch bestand. Auch zum spéaten Zeitpunkt
waren die kollagenen Fasern nicht vermindert und erschienen noch dichter

angeordnet. Bei den rela®?

-Mausen war die Fibrosierung nicht nur weitaus starker
ausgepragt, sondern auch inter- und intralobulér zu beobachten.

Als nachstes sollte nun das Ausmalf} der Fibrose quantifiziert werden. Hierzu wurden
zwei unabhangige Verfahren gewahlt. Zunéchst sollte das Ausmal} der Fibrosierung
beider Mauslinien mittels morphometrischer Analyse von repréasentativen Masson-
Trichrom-gefarbten Gewebeschnitten verifiziert werden. Eine statistisch signifikante

AlA

Vermehrung des Bindegewebes bei den rela™"-Mausen konnte flir die stimulierten
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Abbildung 11
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Abbildung 11:

A: Masson-Trichrom-Farbung von Pankreasgewebeschnitten von rela” - und rela®®-Mausen zu den

verschiedenen Zeitpunkten mit Blaufarbung von Kollagen-Fasern.

B: Morphometrische Analyse von fibrotischen (=blau angefarbten) Arealen im Pankreasgewebe von
rela™- im Vergleich zu rela”’*-Tieren eine und sechs Wochen nach Ende der Caeruleinstimulation
anhand von Masson-Trichrom-gefarbten Schnitten (n=4 pro Gruppe). Die rela”-Mause weisen nach
Caeruleinstimulation im Durschnitt einen signifikant héheren Anteil an fibrotischem Gewebe auf.
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Tiere, sowohl eine, als auch sechs Wochen nach Ende der Stimulation,
nachgewiesen werden (Abbildung 11B). Des Weiteren wurde die Transkription der
fibrogenetisch wirksamen Proteine Kollagen | und Ill, sowie Fibronektin, die bei der
durch Pankreatitis verursachten Fibrose vorherrschend sind,®® untersucht. Um die
Transkription dieser Gene zu quantifizieren, wurde zunachst die aus den Pankreata
isolierte mMRNA, revers in cDNA transkribiert. Danach erfolgte die Amplifikation der
cDNA mit spezifischen Primern fur die zu untersuchenden Gene durch quantitative
PCR-Analyse. Wie in Abbildung 12A zu erkennen, wurden bei den unstimulierten
Tieren keine Transkripte dieser Gene detektiert. Nach Stimulation mit Caerulein war

AlA

jedoch bei rela™ -Mausen die Transkription von Kollagen I, Kollagen 11l und

Fibronektin zu beiden Untersuchungszeitpunkten deutlich hochreguliert. Bei den

FIF

rela” -Mausen konnte nach Caerulein-Stimulation nur die Transkription von Kollagen

| nachgewiesen werden, die aber geringer als die der rela’”

-Tiere war.

Im n&chsten Schritt wurden nun die Zellen ndher untersucht, die fur die gesteigerte
Fibrogenese verantwortlich sein kdnnten, die pankreatischen Sternzellen (PSC). Wie
schon in zahlreichen experimentellen und Beobachtungs-Studien gezeigt wurde, sind
PSCs im normalen Pankreas in ihrer inaktiven Form vorhanden. Nach Stimulation mit
Wachstumsfaktoren und verschiedenen proinflammatorischen Zytokinen koénnen
PSCs in ihre aktive Form umgewandelt werden, in der sie Ahnlichkeit mit
Myofibroblasten haben. Aktivierte PSCs exprimieren typischerweise a-SMA und sind
in der Lage Extrazellularmatrix-Proteine zu produzieren. In der chronischen
Pankreatitis sowie beim Adenokarzinom des Pankreas stellen sie die Hauptquelle der
Fibrose dar.'%1418

Um herauszufinden, ob auch im vorliegenden Modell nach Langzeitstimulation mit
Caerulein eine Aktivierung von PSCs stattfindet, wurden Gewebeschnitte der

FF_ und rela®?

Pankreata von rela -Mausen mit einem Antikérper gegen a-SMA
gefarbt (Abbildung 12B). a-SMA wird physiologisch in den die Blutgefal3en
umgebenden Myozyten exprimiert, die als Positivkontrolle dienten, und stellt wie
bereits weiter oben erwéhnt einen Marker fir aktivierte PSCs dar. In den
unstimulierten Kontrollen beider Genotypen zeigte sich erwartungsgemal nur in den
Gefallwanden eine positive Farbung fur a-SMA (Abbildung 12B, Pfeil). Bei den

stimulierten Tieren jedoch konnte vor allem bei den rela®”

-M&usen eine starke
Zunahme an a-SMA-positiven Zellen beobachtet werden (Abbildung 12B,

Pfeilspitze).
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Abbildung 12

A: Vergleich der fibrotischen Reaktion bei rela™- und rela®®-Mausen mittels quantitativer PCR von
Kollagen | und Ill, sowie Fibronektin. Ladekontrolle mit Cyclophillin. (pro Gruppe n=4, jeweils eine

reprasentative

B:

Probe abgebildet)

Immunhistochemische Analyse des Pankreasgewebes mit einem Antikérper gegen a-SMA als

Marker fur aktivierte PSCs. Wéahrend a-SMA bei unstimulierten Tieren nur in glatten Muskelzellen von

BlutgefalRen (Pfeil) detektiert werden konnte, waren nach Stimulation mit Caerulein aktivierte PSCs
(Pfeilspitze) erkennbar.
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Zum spaten Zeitpunkt nach Ende der Stimulation mit Caerulein, konnten bei den

FIF

rela” -Mausen kaum noch positive Zellen nachgewiesen werden, wohingegen die

rela?®

-Tiere immer noch eine betrachtliche Zahl von aktivierten PSCs zeigten.
Zusammengefasst zeigen diese Beobachtungen eine gesteigerte Aktivierung von
PSCs in den Mausen mit funktionell inaktiviertem pankreatischem RelA/p65. Diese

AlA

Aktivierung wird in rela™ -Mausen aufrechterhalten, was zu einer verstarkten

Synthese von profibrotischen Proteinen fihrt.

5.6. Mechanismen der vermehrten Fibrogenese

Nachdem eine gesteigerte Fibrosierung bei rela®”

-M&usen nach wiederholter
Stimulation mit Caerulein festgestellt wurde, sollte nun der zugrundeliegende
Mechanismus der PSC-Aktivierung naher beleuchtet werden. PSCs kdnnen
bekanntermaf3en durch verschieden Wachstumsfaktoren und Zytokine in ihre aktive
Form transformiert werden.***® Um nun herauszufinden, ob die genannten Faktoren
auch im vorliegenden Modell eine bedeutende Rolle fir die Aktivierung der PSCs
spielen, wurden die Expressionslevel mit quantitativer PCR-Analyse untersucht. Wie
in Abbildung 13A gezeigt wird, ist die Expression von TGF-B bei den stimulierten

rel aA/A F/F

-Mausen gegenuber den rela™ -Tieren deutlich erhéht, wohingegen PDGF nur
leicht hochreguliert ist. IL-1 und IL-6 unterschieden sich bei den beiden Genotypen
nicht wesentlich (Daten ohne Abbildung). In der immunhistochemischen Farbung fur
TGF-B, (Abbildung 13B) sowie in der Immunfluoreszenz-Doppelfarbung fur TGF-
und F4/80 (Abbildung 13C) erwiesen sich vor allem infiltrierende Makrophagen als
die Quelle fur die TGF-B-Expression. TNF-a lie3 sich in der Immunfluoreszenz
ebenfalls in infiltrierenden Zellen, wie auch in gangahnlichen Komplexen nachweisen
(Abbildung 13D). Zusammengenommen weisen diese Ergebnisse daraufhin, dass
TGF-B, TNF-a und zu einem geringeren Ausmald auch PDGF, die vor allem von
infiltrierenden Zellen produziert werden, fir die Aktivierung von PSCs und die daraus

AlA

resultierende Fibroseentstehung bei den Caerulein-stimulierten rela™"-Mausen

verantwortlich sind.
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Abbildung 13

TNF-a/DAPI

rela?2 1 Wo. CP

Abbildung 13

A: Quantitative PCR von TGF-B1 und PDGF, Cyclophillin als Ladekontrolle. Es zeigte sich eine
erhbhte Expression, vor allem von TGF-B1, bei den mit Caerulein stimulierten rela®*-Tieren. (pro
Gruppe n=4, jeweils eine reprasentative Probe abgebildet)

B: Immunhistochemie von Pankreasgewebe mit einem Antikdrper gegen TGF-f1. Die TGF-1-
Expression war nach Caerulein-Stimulation bei rela®®-Mausen deutlich verstarkt. Ein Teil der TGF-B1-
Expression wurde in infiltrierenden Zellen (Pfeil) verzeichnet, ein geringerer Anteil in den
gangahnlichen Komplexen (Stern).

C: Immunfluoreszenz-Doppelfarbung fur F4/80 (grin) und TGF-f1 (rot) von rela™- und rela™”-
Mausen, die eine Woche nach der letzten Injektion eine Coexpression der beiden Proteine in den
Pankreata von Caerulein-stimulierten Tieren zeigt.

D: Immunfluoreszenz mit einem Antikérper gegen TNFa (rot) , Kernfarbung mit DAPI (blau) bei einer

rela®®- Maus eine Woche nach Ende der Caerulein-Stimulation. TNF-a lasst sich vermehrt sowohl in
Infiltrierenden Zellen (rechte Seite), als auch in gangdhnlichen Komplexen nachweisen (linke Seite).
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5.7. Regeneration von Azinuszellen nach Caerulein-L  angzeitstimulation

Die beim Menschen stark limitierte Regenerationsfahigkeit des Pankreas ist eines
der fundamentalen Probleme beim Management von Erkrankungen wie der
chronischen Pankreatitis oder dem Diabetes mellitus. Allerdings wurde in einigen
Modellversuchen an Nagetieren eine Regeneration nach Schéadigung von
pankreatischem Gewebe beobachtet.?®** Vor allem die Proliferation von endokrinem
Pankreasgewebe wurde von vielen Autoren untersucht. In den meisten dieser
Studien wurde eine Vorlauferzelle als Ursprung der Regeneration des endo- und
exokrinen Pankreas vermutet. In einer genetischen Untersuchung wurden jedoch
auch ausdifferenzierte exokrine Zellen als Ursprung der Regeneration des
endokrinen Gewebes postuliert.*

Nachdem im vorliegenden Modell Zeichen einer schweren Schadigung von
Pankreasgewebe festgestellt werden konnte, war nun von Interesse, ob auch
Regeneration stattfindet. Um die Proliferation der pankreatischen Zellen zu
untersuchen, wurden Gewebeschnitte mit einem Antikérper gegen den
Proliferationsmarker Bromodesoxyuridin  (BrdU) angefarbt. BrdU, das den
Versuchstieren jeweils zwei Stunden vor der Euthanasierung injiziert worden war, ist
ein Thymidinanalogon, das in neu synthetisierte DNA eingebaut wird und somit
Zellen, die gerade die S-Phase des Zellzyklus durchlaufen, markiert. Wie auch
bereits publiziert,® konnten auch in den Analysen bei unstimulierten Tieren beider
Genotypen kaum proliferierende Zellen nachgewiesen werden (Abbildung 14A/B).
Nach dem durch Langzeitstimulation mit Caerulein verursachten Gewebeschaden
konnte jedoch eine bemerkenswerte Zunahme von BrdU-positiven Zellen festgestellt
werden. Erstaunlicherweise war die Proliferation zu beiden Zeitpunkten bei den

AlA F/F

rela™“-Mausen signifikant héher als bei den rela™ -Tieren. Diese Ergebnisse waren

unerwartet, da zuvor eine reduzierte Regenerationsfahigkeit bei den rela®?

-Mausen
beobachtet wurde, wie das reduzierte Gewicht und die reduzierte Grof3e des
Pankreas (Abbildung 8) sowie der Verlust von azindrem Gewebe (Abbildung 9)
zeigen. Die Quantifizierung der Proliferation durch Auszahlung der BrdU-positiven
Zellen an reprasentativen immunhistochemisch gefarbten Gewebeschnitten
bestétigte diese Beobachtung (Abbildung 14 B). Obwohl einige proliferierende

Gangzellen gefunden werden konnten, war der GrofR3teil der BrdU-positiven Zellen
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Abbildung 14
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Abbildung 14

A: Immunhistochemische Farbung des Pankreasgewebes von rela”"- und rela®®- Mausen mit einem
Antikérper gegen Bromodesoxyuridin (BrdU), das den Tieren 2 Stunden vor der Euthanasierung
intraperitoneal injiziert wurde. Vor allem bei den rela”®-Mausen zeigt sich eine deutliche Zunahme von
proliferierenden (BrdU-positiven) Zellen.

B: Quantifizierung BrdU-positiver Zellen. Nach repetitiver Caerulein- Stlmulatlon war die Zahl der
positiven Zellen pro reprasentativem Blldausschnltt nach einer Woche bei rela™-Mausen und rela®"-
Mausen erhoht. Bei stimulierten rela®* Mausen zeigte sich eine signifikant héhere Zahl von BrdU-
positiven-Zellen gegeniber den stimulierten rela” -Mausen.

C: Immunfluoreszenz-Doppelfarbung fiir Amylase und BrdU. Die Coexpression von Amylase und
BrdU zeigt, dass die proliferierenden Zellen azindren Ursprungs sind.
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Abbildung 15
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Abbildung 15

A: IHC mit einem Antikdrper gegen aktivierte Caspase 3, einem Apoptosemarker. Im Gegensatz zu
unstimulierten Tieren zeigten sich eine Woche nach Ende der Caerulein-Stimulation Apoptosen
innerhalb der Azini, sowohl bei den rela™-, als auch bei den rela®”-Tieren.

B: Quantifizierung Caspase 3-positiver Zellen anhand der Auszdhlung an reprasentativen
Gewebeschnitten, die mit einem AK gegen aktivierte Caspase 3 gefarbt wurden. Bei unstimulierten
Tieren ergaben sich keine Unterschiede. Nach repetitiver Caeruleinstimulation zeigte sich ein
signifikanter Anstieg von positiven Zellen bei beiden Genotypen (pro Gruppe n=5). Der Unterschied

zwischen den stimulierten rela™ - und rela®-Tieren war jedoch statistisch nicht signifikant.
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azindren Ursprungs, wie in der Immunfluoreszenz-Doppelfarbung fir BrdU und
Amylase deutlich wird (Abbildung 14C).

Um die Ursache des trotz der gesteigerten Proliferationsrate deutlichen Verlusts an
azindrem Gewebe zu eruieren, wurden zudem Pankreasgewebeschnitte mit einem
Antikdrper gegen aktivierte Caspase-3 gefarbt, um die Zahl der in Apoptose

gehenden Zellen zu bestimmen. Hier zeigte sich zwar bei den stimulierten rela®-

Mausen im Vergleich zu den rela™

-Tieren eine leicht erhéhte Zahl an apoptotischen
Zellen, der Unterschied bei der Auszahlung war jedoch nicht statistisch signifikant
(Abbildung 15), so dass eine erhthte Apoptoserate nicht als Erklarung fir den
Zellverlust angenommen werden kann.

Diese Diskrepanz zwischen der erhohten Proliferationsrate und der verminderten
Effizienz der Regeneration von Azinuszellen kdnnte durch zwei Mechanismen erklart
werden: zum einen konnte die Zahl der Zellnekrosen die Regenerationskapazitat
Ubersteigen, was zu einem Nettoverlust an Zellen fihren wirde, zum anderen
konnten die proliferierenden Zellen einen Defekt in der Differenzierung haben,
moglicherweise als Folge der chronischen Entzindung, die ein unginstiges
zellulares Milieu verursacht. In diesem Fall wirde der Differenzierungsdefekt dazu
fuhren, dass aus den proliferierenden Zellen keine funktionsfahigen Azinuszellen

entstehen.

5.8. Transdifferenzierung von azinaren Zellen nach repetitiver Caerulein-

Stimulation

Ein haufig beschriebenes und bis jetzt nur unzureichend geklartes histologisches
Merkmal der chronischen Pankreatitis stellt die Formation von gangéhnlichen

Strukturen (duct-like structures) dar.?® Auch im vorliegenden Modell zeigten sich, vor

AlA

allem bei den rela™"-Tieren, nach Langzeitstimulation mit Caerulein, vermehrt

gangéhnliche Formationen im azinaren Gewebe. Um diese Beobachtung néaher zu
untersuchen, wurden Schnitte mit einem Antikorper gegen den Gangmarker
Zytokeratin 19 (CK19), der duktale Zellen epithelialer Herkunft anzeigt, gefarbt. Hier

zeigte sich eine deutlich Anfarbung der tubuldren, gangahnlichen Komplexe

AlA

(Abbildung 16A) die vor allem bei den stimulierten rela®™"-M&usen in gro3er Zahl

FIF

vorhanden waren, in sehr geringem Mal3 auch bei den stimulierten rela™ -Mausen.
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Abbildung 16

A: IHC mit einem AK gegen den duktalen Marker Zytokeratin 19 (CK19). Bei den rela®“-Tieren zeigt
sich nach Caerulein-Stimulation eine gro3e Zahl gangéhnlicher Komplexe, die auch zum spéten
Zeitpunkt noch persistiert.

B: Immunfluoreszenz-Doppelfarbung fir Amylase und CK19. Die doppelt positiven Zellen in dem
gangahnlichen Komplex (Stern) deuten auf eine Transdifferenzierung von Azinuszellen in duktale

Zellen hin.

C: Perjodséaure-Schiff-(PAS) Farbung von Wildtyp- und Knockout-Tieren jeweils eine Woche nach
Ende der Stimulation. Die rétliche Farbung weist Muzin nach. Die rela®”-Tiere zeigen eine deutlich
starkere Anfarbung.
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Um zu untersuchen, ob diese CK-19-positiven Gangzellen azinaren Ursprungs sind
und sich unter Caerulein-Stimulation transdifferenziert haben, wurde zusatzlich eine
Doppelfarbung fir CK-19 und Amylase durchgefuhrt. Hierbei konnten auch noch
sechs Wochen nach der letzten Stimulation Zellen innerhalb der tubularen Komplexe
identifiziert werden, die sowohl fur CK-19, als auch fir Amylase positiv waren
(Abbildung 16B). Anhand dieser Untersuchungen kann man davon ausgehen, dass
es sich um Zellen azindren Ursprungs handelt, die unter der Stressreaktion des
Gewebes ihre azinare Differenzierung und damit ihre Funktion als Amylase-
produzierende Zellen verloren und sich in duktale Zellen umgewandelt haben.

Da die Formation von gangéhnlichen Komplexen auch als ein Anfangsstadium auf
dem Weg zur pankreatischen intraepithelialen Neoplasie (PanIN) angesehen wird,
wurde aul3erdem eine Perjodsaure-Schiff(PAS)-Farbung durchgefihrt. In dieser
Farbung stellen sich muzinproduzierende Zellen positiv dar, diese Muzinproduktion
ist auch ein frihes Merkmal der PanINs. In der PAS-Farbung zeigten die
gangahnlichen Komplexe bei Caerulein-stimulierten Tieren eine positive Farbung fur
Muzine (Abbildung 16C).

Die Ergebnisse sowohl der CK-19- als auch der PAS-Farbung legen nahe, dass die

Al FIF_Geschwistern unter

Pankreaszellen der rela™“-Mause im Vergleich zu den der rela
Zellstress-Situationen ihre azinare Differenzierung nicht in vollem Ausmalf3
aufrechterhalten kénnen und vermehrt in duktale bzw. muzinproduzierende Zellen
Ubergehen. Dies deutet im Umkehrschluss auf eine mégliche Schutzfunktion von

RelA/p65 gegeniiber Trans- und Dedifferenzierung wahrend der CP hin.®®

5.9. Zusétzliche Deletion von RelA/p65 in myeloisch  en Zellen

Trotz der bekannten proinflammatorischen Rolle von RelA/p65 weisen die
Ergebnisse der vorliegenden Arbeit auf eine protektive Rolle des
Transkriptionsfaktors hin, da die funktionelle Inaktivierung in exokrinen
Pankreaszellen zu einem aggravierten Phanotyp fuhrt. Allerdings ist RelA/p65 in

rela?/®

-Mausen nur in pankreatischen Zellen funktionell inaktiv, nicht jedoch in
anderen Zelltypen, die bei der CP involviert sind. Myeloische Zellen, vor allem
Makrophagen, spielen eine entscheidende Rolle in der Pathogenese der chronischen

Entzindung des Pankreas, da sie in der Lage sind die Fibrogenese durch parakrin
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sezernierte Zytokine, die die PSCs zur Produktion fibrotischer Fasern aktivieren, zu
initiieren.*®

Die meisten dieser Zytokine werden unter der Kontrolle von NF-kB exprimiert und
besitzen eine Bindungsstelle fir RelA/p65.%* Daher sollten nun die Auswirkungen
einer zusatzlichen Deletion von RelA/p65 in myeloischen Zellen in der
experimentellen CP untersucht werden.

Wie bereits in (Abbildung 7B) gezeigt wurde, ist RelA/p65 im Pankreas stimulierter
Wildtyp-Mause aktiviert und nuklear transloziert. Bei rela®” -Mausen wurde in
azindren Zellen keine RelA/p65-Aktivierung festgestellt, jedoch in infiltrierenden
Zellen (Abbildung 7B, Stern). Dies legt nahe, dass RelA/p65 in myeloischen Zellen
eine Rolle bei der Pathogenese der CP spielt. Diese sollte in den folgenden
Experimenten weiter charakterisiert werden.

Um nun eine zusatzliche Deletion von RelA/p65 in myeloischen Zellen zu erreichen,

AlA

wurden rela”™“-Tiere mit einer anderen Mauslinie verkreuzt, die die Cre-Rekombinase

unter der Kontrolle des Lysozym M-Promoters exprimiert. Bei diesen Mausen (im

folgenden rela®4™e

genannt), ist RelA/p65 also nicht nur in Zellen pankreatischen
Ursprungs, sondern auch in Zellen myeloischer Herkunft (Makrophagen,
Granulozyten, nicht jedoch B und T-Zellen) deletiert *°.

Nachdem auch an diesen Mausen das o0.g. Schema der Caeruleininjektionen
durchgefiihrt worden war, wurden die Tiere ebenfalls eine Woche nach der letzten
Injektion euthanasiert und das Pankreasgewebe analysiert. Makroskopisch

erschienen die Pankreata der rela®/4™e

-Mause nach der Langzeitstimulation mit
Caerulein wie die Organe der stimulierten Wildtyp-Tiere, auch das relative
Pankreasgewicht unterschied sich nicht signifikant (Abbildung 17A). Anhand der
histologischen Untersuchungen konnte zunéchst festgestellt werden, dass die

AlAmye

Caerulein-Langzeitstimulation bei den rela -Mausen zu einem vergleichbaren

Verlust an azinaren Zellen gefuhrt hatte wie bei den Mausen, mit rein

pankreasspezifischer Deletion von relA/p65 (rela®”

). Die Abnahme an funktionellem
exokrinem Pankreasgewebe war jedoch nicht in demselben Mal3e mit einer
Fibrosierung des Organs vergesellschaftet, wie bei den rela®“-Tieren (Abbildung

17B). Uberraschenderweise erschienen bei den rela®4™®

-Tieren die Azinuszellen
vielmehr durch fettspeichernde Zellen ersetzt worden zu sein, die die Morphologie
von Adipozyten zeigten und sich positiv fir den Fett-Marker Oil-Red-O anfarbten

(Abbildung 17C).
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Abbildung 17
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Abbildung 17
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Abbildung 17
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Abbildung 17
A: Relatives Pankreasgewicht von rela™ -, rela®®- und rela®”™°- Mausen in Prozent des
Kdrpergewichts. (n=5, n.s.: nicht signifikant; Fehlerbalken geben die Standardabweichung an)

FIF AlAmye

B: Histologische Eigenschaften von rela™, rela®- und rela Mausen eine Woche nach der
Ietzten Caerulein-Injektion, jeweils in der Hamatoxylin- Eosm und der Masson-Trichrom Farbung. Die
rela®*™°.Tiere entwickelten im Vergleich zu den rela “_Tieren einen vergleichbaren Verlust von
Azinuszellen, allerdings weniger Fibrose. Bei den rela®®™®-Mausen wurden die Azinuszellen durch
fettspeichernde-Zellen ersetzt.

C: Oil-Red-O-gefarbte Pankreasgewebeschnitte von rela”’2™¢- Mausen eine Woche nach der letzten
Caerulein-Injektion. Fett stellt sich in dieser Farbung rétlich-orange dar. Links Ubersicht mit deutlicher
fettiger Degeneration des Pankreasgewebes, rechts einzelne Zellen mit intrazytoplasmatischen
Fetteinlagerungen.

FIF AlAmye

D: Quantifizierung der Makrophagen-Infiltration bei rela™, rela®- und rela Mausen zu den
verschiedenen Zeitpunkten anhand von reprasentativen Gewebeschnitten, die mit einem AK gegen
F4/80 angefarbt wurden. Bei zusétzlicher Inaktmerung von RelA in myeloiden Zellen (reIaA’Amye ) war
die Zahl der F4/80-positiven Zellen mit der der rela™ -Mause vergleichbar. (pro Gruppe n=5, n.s.:
nicht signifikant; Fehlerbalken geben die Standardabweichung an)

E: Morphometrlsche Analyse der Amylase-positiven Areale in Prozent im Pankreasgewebe von rela™,
rela¥®- und rela® ™°- Mausen anhand von immunhistochemisch mit einem AK gegen Amylase

gefarbten Schnitten (pro Gruppe n=4).

F: Quantitative PCR von TNFa, TGF-B1, Kollagen | und Ill von rela™, rela®® und reIaA’Amye-Méusen.
Nach Langzeitstimulation mit Caerulein war dle Expression aller Gene bei den rela “.Tieren deutlich
erhoht. Das Expressionsniveau war in rela®™°-Mausen verglichen mit den rela” -Mausen ebenfalls
hoher, jedoch niedriger als in rela®®-Mausen. (pro Gruppe=4, je eine reprasentative Probe abgebildet)
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Die Vermutung war nun, dass nach der funktionellen Inaktivierung von RelA/p65 in
myeloischen Zellen die Fahigkeit zur Gewebsinvasion reduziert war, da auch die

Expression der meisten Zytokine NF-kB abhangig reguliert wird. Daher wurden

AlAdmye

Pankreasgewebeschnitte von rela Mausen nun ebenfalls mit einem Antikdrper

gegen den Makrophagenmarker F4/80 gefarbt. Wie in Abbildung 10A und B gezeigt,

war die Zahl der infiltrierenden Makrophagen eine Woche nach Ende der Stimulation

AlA F/F

bei rela™ -Mausen, signifikant erhoht im Vergleich zu rela™ -Mausen. Bei

zusatzlicher funktioneller Inaktivierung von RelA/p65 in myeloischen Zellen

AlAmye

(rela ) zeigte sich wiederum eine deutlich geringer ausgepragte Infiltration durch

Makrophagen, die mit der von Wildtyp-Tieren vergleichbar war (Abbildung 17D). Aus
diesen Ergebnissen lasst sich schliel3en, dass die Deletion von RelA/p65 in
pankreatischen Zellen zu einer erhéhten Anfalligkeit gegenltber exogen induzierter
Pankreatitis fuhrt und demzufolge durch vermehrte Nekrosen auch in erhéhtem
Mal3e myeloische Zellen angelockt werden. Die zusétzliche Deletion von RelA/p65 in
myeloischen Zellen fiuhrt jedoch dazu, dass sich deren Fahigkeit zur Gewebsinvasion

bei einem Entzindungsprozess vermindert.

AlAmye

Die Fibrosereaktion der rela FIF_

QA

-Mause im Vergleich zu den rela und rela

Tieren wurde ebenfalls mittels morphometrischer Analyse von M.T.-gefarbten

Gewebeschnitten untersucht. Hier war das AusmaR der Fibrose bei den rela®/2me-

FIF

Mausen vergleichbar mit denen der rela™ -Tiere. Im Vergleich zu den Mausen mit nur

pankreatisch inaktiviertem RelA/p65 ergab sich ein signifikant geringerer Anteil.
(Abbildung 17E)

Nun wurde an Proben von stimulierten rela™"

Q1A AlAmye

, rela™”, sowie rela -Mausen mittels

guantitativer PCR die Expression von Zytokinen untersucht, die fur eine PSC-

Aktivierung verantwortlich sind (Abbildung 17F). Es konnte eine deutlich geringere

Hochregulierung von TNF-a und TGF-B bei rela®”™®

AlA

-Tieren im Vergleich zu den

rela™“-Mausen beobachtet werden. Diese weniger stark ausgepragte Expression von

PScC-aktivierenden Faktoren resultierte in einem milderen Ausmafd von Fibrose bei

den rela?/4mve

-Tieren, wie morphologisch und biochemisch nachgewiesen wurde
(Abbildung 17 E/F). Diese Ergebnisse zeigen, dass eine funktionelle Inaktivierung
von RelA/p65 im Pankreas und zusatzlich in myeloischen Zellen, den Phanotyp nicht

AlA

vor dem massiven Verlust von Azinuszellen bewahrt, den man an rela™“-Mausen

feststellen konnte. Allerdings fihrt die verminderte Infiltration von wei3en Blutzellen
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auch zu einer geringeren entzindungsbedingten Aktivierung von PSCs und damit

auch zu einer weniger stark ausgepragten Fibrosierung.
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6. Diskussion

NF-kB gilt als bedeutender proinflammatorischer Faktor, der die Transkription
verschiedener Proteine reguliert und in der Entstehung und Aufrechterhaltung von
Entzindung eine kritische Rolle spielt. Die genaue Funktion und Bedeutung der
verschiedenen Rel-Proteine sowie deren Wirkung in unterschiedlichen Geweben und
einzelnen Erkrankungen sind in den letzten Jahren Gegenstand intensiver Forschung
geworden. #6263

Uber die Rolle von NF-kB in der chronischen Pankreatitis liegen keine Daten vor. Die
Rolle von NF-kB in der akuten Pankreatitis war zwar Gegenstand mehrerer Studien,
diese kamen jedoch zu teilweise widerspruchlichen Ergebnissen. So finden sich zum
einen Studien, die einen protektiven Effekt von NF-kB nahelegen, jedoch auch
Arbeiten, die gegen diese Annahme sprechen.®°299114.124

Das vorliegende Modell stellt einen neuen Ansatz zur Untersuchung der Rolle von
NF-kB in der CP dar. Die Crel/loxP gesteuerte Inaktivierung (Abbildung 5) von
RelA/p65 ermdglicht eine prazise gewebs- und krankheitsspezifische Untersuchung
ohne unspezifische Effekte, wie beispielsweise bei der pharmakologischen Inhibition.
Die repetitive supramaximale Stimulation der Mause mit dem Cholezystokinin-
Analogon Caerulein imitiert den pathophysiologischen Ablauf der Erkrankung.
(Abbildung 6)

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie legen eine zellspezifische Rolle von NF-kB
wahrend der CP nahe. Wahrend RelA/p65 in azinaren Zellen protektive Effekte zeigt,
welche Zelluntergang, Inflammation und Fibrose abmildern, hat RelA/p65 in
myeloiden Zellen eine proinflammatorische Wirkung und ist in der Lage, die

Fibrogenese zu initiieren.

In der vorliegenden Arbeit zeigte sich bei den rela®-Tieren ein erheblich starkerer
Untergang an azindrem Gewebe nach der Stimulation mit Caerulein, der sowohl
makroskopisch als auch mikroskopisch sichtbar war. Auch das relative
Pankreasgewicht der rela®”® FIF-
vermindert. (Abbildung 8/9)

Um die Ursache des gesteigerten Gewebsunterganges zu untersuchen, wurde

-Mause war gegeniber dem von rela™ Tieren deutlich

zunachst die Apoptoserate untersucht. Obwohl NF-kB als antiapoptotischer

Transkriptionsfaktor gilt,*® konnte in diesem experimentellen CP-Modell kein
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FIF

signifikanter Unterschied zwischen rela®® und rela™-Mausen gefunden werden

(Abbildung 15). Andererseits war die Proliferationsrate bei rela®®

-M&usen nach
Caeruleinstimulation  erhéht  (Abbildung 14), so dass der vermehrte
Gewebsuntergang in diesen Mausen nicht durch einen Proliferationsdefekt erklart
werden kann.

Die Ursache des ausgepragten Verlusts azinarer Zellen nach der 6-wdchigen
Caerulein-Applikation scheint daher in dem unterschiedlichen Ausmal der Nekrose
zu liegen. Innerhalb der Arbeitsgruppe konnte in einem Modell der akuten
Pankreatitis gezeigt werden, dass die akute Caeruleinstimulation bei rela”*-Mausen

PF_Tieren

zu Nekrosen in erheblichem Ausmald fihrten, wahrend bei den rela
vergleichsweise geringe Nekroseareale entstanden.® Aufgrund der immunologischen
Abbaureaktionen sind die nekrotischen Zellen jedoch nur fur kurze Zeit
morphologisch erfassbar, so dass sich das Ausmald der Nekrose bei der chronischen
Pankreatitis nicht untersuchen lie3. Da in dem vorliegenden Modell der CP jedoch
wiederholt akute Pankreatitiden aneinandergereiht wurden um so eine chronische
Entzindungsreaktion zu induzieren, ist davon auszugehen, dass auch bei der
repetitiven Caeruleinstimulation durch die Injektionen wiederholt Nekrosen verursacht
wurden.

Offensichtlich kann auch die starker ausgepragte Proliferation der

Pankreasparenchymzellen nicht den erhéhten Zelluntergang bei rela®”

-Mausen
kompensieren. Denkbar ist auch, dass die RelA/p65-defizienten proliferierenden
Azinuszellen nicht zu funktionsfahigen Azinuszellen differenzieren, so dass die
gesteigerte Proliferation nicht oder nur teilweise zur Gewebsregeneration beitragt.

Bei den rela®®

-Tieren konnte eine starke Vermehrung der fir die CP typischen,
gangahnlichen Komplexe nachgewiesen werden.”® Anhand der Ergebnisse von
Doppelfarbungen fur den Gangmarker CK-19 und den Azinuszellmarker Amylase,
scheint es sich hier um eine Transdifferenzierung azinarer Zellen zu handeln, welche
dadurch ihre azinére Funktion verlieren (Abbildung 16). Wéahrend die gangahnlichen
Komplexe in anderen Modellen eine hohe Proliferationsrate haben und als
Ursprungszelle der pankreatischen (exokrinen und endokrinen) Regeneration
diskutiert wurden,*?”*** konnte im vorliegenden Modell keine vermehrte Proliferation

in den gangahnlichen Komplexen beobachtet werden.
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Diese zeigten jedoch eine positive Farbung fur Muzine (PAS-Farbung). Muzine
werden auch von PanIN-Lasionen (pankreatische intraepitheliale Neoplasien) und
anderen Vorlaufer-Lasionen des Pankreaskarzinoms exprimiert.?® Da die
gangéahnlichen Strukturen jedoch keine nennenswerte Proliferation aufwiesen und
keine weiteren praneoplastischen Verdnderungen in den Gewebsschnitten
festgestellt wurden, kdnnen diese nicht als histologisches Korrelat einer malignen

Transformation interpretiert werden.

Nach Caerulein-Stimulation fiel bei den rela®*-Mausen auch eine signifikant erhohte
Infiltration von Entziindungszellen in das Pankreasgewebe auf. Dies widerspricht der
Erwartung, dass RelA/p65 als proinflammatorisch wirksamer Transkriptionsfaktor
vermehrt zur Migration myeloider Zellen beitragt. In den Caerulein-stimulierten
rela®2-Mausen war vorwiegend die, flr die CP typische Infiltration von Makrophagen
und, in geringerem Ausmal3, auch von Granulozyten zu beobachten (Abbildung 10).
Die Ursache der gesteigerten Infiltration von Entziindungszellen in das Pankreas von
rela®*-Mausen liegt vermutlich in der erhdhte Rate nekrotischer Zellen. Diese stellen
einen proinflammatorischen Stimulus dar, welcher zur Migration myeloider Zellen in

das Gewebe fiihrt.?’

Bei den rela®®-Mausen wurde nach Caeruleinstimulation eine erhebliche
Fibrosierung des Pankreas festgestellt. Die rela®?-Mause zeigten weitaus mehr

FF_Kontrollmause

Kollagenfasern in der Masson-Trichrom-Farbung als rela
(Abbildung 11). Auch das Transkriptionslevel von Kollagen | und Il sowie Fibronektin
war deutlich erhoht (Abbildung 12A). Diese Proteine sind typischerweise die
Hauptbestandteile des fibrotischen Gewebes in der CP.*"19%°

Passend hierzu konnten nach Caeruleinstimulation in rela®2-Mausen vermehrt
aktivierte pankreatische Sternzellen gefunden werden (Abbildung 12B). Diese waren

in den rela®?

-Mausen auch 6 Wochen nach der letzten Caerulein Applikation noch
nachweisbar, was flr eine von dem urspringlichen Stimulus unabhéngige und
dauerhafte Aktivierung spricht.

PSCs sind bereits als bedeutsame Zellen der Fibroseentstehung im Pankreas
beschrieben worden, welche durch die von Makrophagen sezernierten Zytokine und
Wachstumsfaktoren aktiviert werden und Extrazellularmatrix-Proteine sezernieren

konnen %11
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Die oben diskutierten Beobachtungen unterstiitzen das Konzept der Nekrose-
Fibrose-Sequenz der chronischen Pankreatitis. Durch nekrotische Zellen werden
vermehrt Leukozyten angelockt, die das Gewebe infiltrieren. Durch Sezernierung von
proinflammatorischen Zytokinen und Wachstumsfaktoren kdnnen die infiltrierten
Zellen dann die inaktiven PSCs zu myofibroblastendhnlichen Zellen aktivieren, die in
diesem Zustand Extrazellularmatrixproteine synthetisieren und so zur Fibrosierung
des Pankreasgewebes fuhren. Das hier beschriebene Modell vollzieht alle Schritte

der Nekrose-Fibrose-Sequenz.71'141

Durch die Kombination eines exogenen
Schadens und eines endogen suszeptiblen Pankreas werden Azinuszellnekrosen
ausgelost. Diese losen die Infiltration von Makrophagen und anderen myeloiden
Zellen aus, welche Wachstumsfaktoren und proinflammatorische Zytokine
sezernieren (Abbildung 13). Die Zytokine aktivieren die PSCs, welche dann
Extrazellularmatrix-Proteine synthetisieren und so zur Fibrose des Organs flhren
(Abbildung 12). Die pankreatische Fibrosierung ist bei den Tieren mit pankreatischer
RelA/p65-Inaktivierung auch nach 6 Wochen nicht reversibel (Abbildung 11). Somit
kann dieses Modell als erstes Tiermodell der Nekrose-Fibrose-Sequenz gesehen
werden, bei dem initiale azinare Nekrosen zu morphologischen Zeichen einer CP

fuhren.

Die Ursache des erheblich groReren Zellschadens der rela® -Mause nach repetitiver
Caerulein-Applikation kann aus dem Modell der akuten Pankreatitis aus unserer
Arbeitsgruppe gefolgert werden. In diesem Modell einer Caerulein-induzierten AP
zeigte sich bei den rela®®-Tieren ein weitaus schwererer Verlauf der Erkrankung, mit
vermehrtem Untergang an Parenchym und erhéhten Serumamylasewerten, sowie
schwerer Systembeteiligung mit Lungen- und Leberbeteiligung. * Auch bei der AP
hatte RelA/p65 in den Azinuszellen eine protektive Wirkung. Diese ist zumindest
teilweise durch eine pankreasspezifische RelA/p65-abhéngige Hochregulierung des
Proteins PAP1 (pancreatitis associated protein) bedingt. PAP1 wird normalerweise
wahrend der Pankreatitis spezifisch im Pankreas exprimiert, dem Protein werden
antiapoptotische,  anti-nekrotische und antiinflammatorische  Eigenschaften
zugeschrieben, es inhibiert die TNFa- und IL-6- Produktion und auf3erdem die TNFa-
mediierte Aktivierung von NF-kB.34081:9292130 pja eingeschrankte Expression von
PAP1 in rela®-Méausen fithrt dann zu einer verlangerten spaten Aktivierung von NF-

kB in inflammatorischen Zellen®. Dies erklart auch die im Modell der experimentellen
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CP gemachten Beobachtung der persistierenden Infiltration von Makrophagen,
welche die Aktivierung von PSCs auslost.

An diesem Punkt scheint die Schwelle zu sein, an der die protektive Wirkung von
RelA/p65 in eine nachteilige umschlagt. Wahrend RelA/P65 die Azinuszelle vor
exogenem Schaden schutzt, kann derselbe Transkriptionsfaktor in infiltrierten
myeloiden Zellen zur Expression von Zytokinen fuhren, welche die inflammatorische

Reaktion der mesenchymalen Zellen auslost.

Aufgrund dieser Uberlegungen sollte in dem Modell der CP nun auch die

Auswirkungen einer zusatzlichen RelA/p65-Inaktivierung in myeloiden Zellen

A/lAmye

untersucht werden. Diese, als rela bezeichneten Mause, wurden nach dem

FF_ und rela®®-Tiere. In der

A/Amye_

gleichen Schema mit Caerulein stimuliert wie die rela
makroskopischen Ubersicht und beim relativen Pankreasgewicht der rela

AIA

Mause zeigte sich tatsachlich ein signifikanter Unterschied zu den rela™"-Mausen,;

wahrend rela®®-Mause ein atroph wirkendes Pankreas mit im Vergleich zu rela™"-

Méausen reduziertem relativen Pankreasgewicht hatten, war dies bei rela®~™®-
Mausen nicht der Fall (Abbildung 17A). Die Ubersichtshistologie zeigte jedoch, dass

der Verlust an funktionellem azniarem Gewebe der rela®2mve

-Méuse in etwa dem von
rela”’A-Mausen entsprach (Abbildung 17B). Hier fiel jedoch eine deutlich andere
Morphologie auf, die sich vor allem in einer fettigen Degeneration des Parenchyms
darstellte, wahrend die fibrotischen Veréanderungen im Hintergrund standen. Diese
Beobachtung wurde mittels der Fettfarbung mit Oil-Red-O verifiziert (Abbildung 17C).
Wie diese Umwandlung von Pankreasgewebe in Fettgewebe bei den rela®A™e.
Mausen zu Stande kommt, kann hier nicht abschlieRend geklart werden. Ob die
Zunahme an Fettgewebe durch eine Transdifferenzierung von Azinuszellen, oder
aber durch eine Proliferation des umliegenden Fettgewebes entsteht, lasst sich
methodisch mit dem hier verwendeten Versuchsaufbau nicht beantworten. Es fiel
jedoch auf, dass die fettspeichernden Zellen nicht nur vom angrenzenden
mesenterialen Fettgewebe ausgingen, sondern auch direkt zwischen und um
einzelne Azini lokalisiert waren, was fur eine Transdifferenzierung von Azinuszellen
spricht.

Auffallend war bei den rela®Ame

-Mausen zusatzlich eine sichtbar geringer
ausgepragte Fibrose im Vergleich zu rela®2-Mausen, was sowohl histologisch mit der

Masson-Trichrom—Farbung (Abbildung 17B/E), als auch biochemisch mittels
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guantitativer PCR-Analyse der profibrotischen Proteine nachgewiesen werden konnte
(Abbildung 17F).
Auch die mit der F4/80-Farbung bestimmte Infiltration durch Makrophagen war in

ARmye_Mausen wesentlich geringer ausgepragt als bei rela®-Mausen (Abbildung

rela
17D). Passend hierzu wurde eine geringer ausgepragte Expression der
proinflammatorischen Zytokine und Wachstumsfaktoren gefunden (Abbildung 17F),
welche die Aktivierung von PSCs bewirken. Diese Ergebnisse unterstiitzen die
Annahme, dass die NF-kB-Aktivierung in den myeloiden Zellen tber eine Aktivierung
der PSCs fur die Fibrosereaktion entscheidend ist. Damit kommt RelA/p65 eine duale
Rolle in der Pathogenese der CP zu. Wahrend RelA/p65 fur die Integritat der
Azinuszelle wichtig ist und damit einen gegeniber Zellstress protektiven Effekt hat,
hat dasselbe Protein in myeloiden Zellen eine proinflammatorische Wirkung und ist

fur die Fibrosierungsreaktion mitverantwortlich.

Die Rolle von NF-kB in verschiedenen Krankheitsbildern und die Wirkungen in
unterschiedlichen Geweben und Zellpopulationen sind ein umstrittenes Thema. In
friheren Arbeiten wurde die Rolle von NF-kB in der akuten Pankreatitis durch
pharmakologische Inhibition (N-Acetyl-L-Cystein, Pyrrolidindithiocarbamat)
untersucht. Die Ergebnisse dieser Arbeiten waren jedoch widerspriichlich,>?99114124
und konnten die Rolle von NF-kB in der AP nicht klaren. Die Aussagekraft dieser
Beobachtungen ist zusatzlich durch die unspezifischen Wirkungen der verwendeten
pharmakologischen NF-kB-Inhibitoren deutlich eingeschrankt.

Unsere Arbeitsgruppe konnte in einem Modell der Caerulein-induzierten akuten
Pankreatitis bereits einen protektiven Effekt von RelA/p65 in Azinuszellen
nachweisen.® In anderen genetischen Modellen zeigten sich jedoch ebenso
scheinbar widersprtichliche Ergebnisse. So beschrieben Altavilla et al. einen milden
Verlauf der Caerulein-induzierten AP bei p105 knock-out Mausen (klassischer, nicht
gewebespezifischer knock-out).> Aleksic et al. und Baumann et al. beschrieben in
einem transgenen Modell mit Deletion bzw. Uberaktivierung von IKK2 eine
entziindungsverstarkende Rolle von NF-kB.??!

Anhand dieser Studien wird klar, dass der klassischen NF-kB-Aktivierungskaskade in
der Pathogenese der AP keine eindeutige protektive oder deletare Rolle
zugeschrieben werden kann. Vielmehr zeigt sich, dass den einzelnen NF-kB-

Proteinen eine sehr spezifische Rolle zukommt. Ob diese Rolle protektiv oder
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krankheitsverstarkend ist, scheint nicht nur davon abzuhangen, ob NF-kB gehemmt

oder aktiviert wird.

Betrachtet man die Rolle von NF-kB bezlglich der Fibrosereaktion in anderen
Geweben bzw. bei anderen Krankheitsbildern, so kommt man auch dort zu dem
Schluss, dass die unterschiedlichen Komponenten des NF-kB-Systems bzw. deren
Inhibitoren teilweise sehr unterschiedliche Effekte haben, welche sich auf den ersten
Blick teilweise widersprechen.

Von Oakley et al. wurde ein protektiver und fiborosehemmender Effekt von p50 bei
Carbotetrachlorid-induziertem Leberschaden nachgewiesen,’® ebenso zeigte sich in
Untersuchungen zur chronischen Hepatitis C beim Menschen die RelA/p65-
Expression im Gewebe als invers mit dem AusmaR der Fibrose korreliert.*?

Andere Arbeiten wie von Beraza et al. ergaben jedoch einen antifibrotischen Effekt
durch die pharmakologische Inhibition von IKK2,% Son et al. zeigten eine geringer
ausgepragte Leberschadigung und Fibrose bei spezifischer Inhibition von NF-kB in
Lebermakrophagen, nicht jedoch bei spezifischer Inhibition in hepatischen Zellen
selbst.'*® Transfektionsexperimente mit Fibroblasten und hepatischen Sternzellen
wiederum konnten einen deutlichen antifibrotischen Effekt vor allem von RelA zeigen,
welches die Expression der al-Kollagen-Synthese hemmte.'®

Fur das Lungengewebe ist die Datenlage ubersichtlicher, hier konnte in
verschiedenen Kompartimenten von Fujimoto et al. (T-Zellen)*® und Broide et al.
(Bronchialepithel)*® eine profibrotische Wirkung von NF-kB gezeigt werden. Ebenso
ist bekannt, dass bei der zystischen Fibrose das Fehlen von CFTR unter anderem
auch zu einer erhdhten NF-kB Aktivierung fiihrt.*3

Ein Modell zur chronischen Kolitis von Wu et al. deutet auf eine im Darmgewebe

ebenfalls Fibrose-fordernde Wirkung von NF-kB hin.**?

Diese Arbeiten scheinen zunachst verwirrend bzw. widerspriichlich zu sein. Man
muss daher zu dem Schluss kommen, dass zum einen die einzelnen Proteine der
NF-kB Familie eine sehr spezifische Wirkung haben und zum anderen deren Wirkung
in unterschiedlichen Geweben, Zellpopulationen, Erkrankungen und maoglicherweise
auch Erkrankungsstadien mitunter kontrar sein kann. Allgemeine Feststellungen wie
»,NF-kB ist proinflammatorisch” oder ,NF-kB ist profibrotisch* scheinen dabei zu kurz

zu greifen, eine generelle Aussage ist hier nicht méglich.
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Mit den hier beschriebenen Daten konnte gezeigt werden, dass Mause mit
pankreatisch inaktiviertem RelA/p65 nach repetitiver Stimulation mit dem CCK-
Analogon Caerulein Zeichen der chronischen Pankreatitis entwickeln. Diese sind im
Vergleich zu den Wildtyp-Tieren deutlich starker ausgepragt. Die Inflammations-
induzierte Fibrose wird bei diesem Modell durch myeloide Zellen vermittelt.
Zusétzliche Inaktivierung von RelA/p65 in myeloiden Zellen fuhrte zu einem
abgeschwachten Phéanotyp.

Dieses genetische Modell, das mit repetitiven inflammatorischen Stimuli zum
Untergang azinarer Zellen und Fibrose fihrt, ist das erste in-vivo Modell fir die
Nekrose-Fibrose Sequenz in der CP. In der vorliegende Studie konnte einerseits eine
protektive Rolle von RelA/p65 in azindren Zellen und andererseits eine
proinflammatorische und profibrotische Funktion in myeloiden Zellen in der CP
gezeigt werden. Diese Beobachtungen lassen deutliche Zweifel an einer
pharmakologischen NF-kB-Inhibition als mdoglichem therapeutischem Konzept zur

Behandlung der chronischen Pankreatitis aufkommen.
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7. Zusammenfassung

Die chronische Pankreatitis ist eine wiederkehrende Entziindung des Pankreas,
welche mit gartelférmigen Oberbauchschmerzen einhergeht und nach langjahrigem
Verlauf oftmals zum exokrinen und/oder endokrinen Funktionsverlust des Organs
fuhrt. Welche Rolle die Transkriptionsfaktoren der NF-kB-Familie bei der
Pathogenese der Erkrankung spielen, ist im Wesentlichen unbekannt. Ziel dieser
Arbeit war es, die Funktion des pro-inflammatorischen Transkriptionsfaktors
RelA/p65, einem Mitglied der NF-kB Familie, in verschiedenen Zellkompartimenten
bei der chronischen Pankreatitis zu untersuchen.

Um die Funktion von RelA/p65 zu untersuchen, wurden unter Zuhilfenahme der
Cre/loxP-Technologie Mause generiert, bei denen RelA/p65 entweder im Pankreas

AlAmye

alleine (rela®®) oder im Pankreas und in myeloiden Zellen (rela ) funktionell

inaktiviert war. Als Kontrollen dienten gefloxte Tiere, welche die Cre-Rekombinase

nicht exprimierten (rela™"

). An diesem genetischen Modell mit inaktiviertem RelA/p65
wurde dann durch repetitive supraphysiologische Stimulation mit dem
Cholezystokinin-Analog Caerulein Uber 6 Wochen eine chronische Pankreatitis
induziert. Die Pankreata der Versuchstiere wurden eine oder 6 Wochen nach der
letzten Stimulation histologisch, immunhistologisch und biochemisch untersucht.

AIA

Nach der Caeruleinstimulation hatten die rela™"-Tiere einen ausgepragten Phanotyp

FF_Mause

mit typischen Zeichen der chronischen Pankreatitis, wohingegen die rela
nur milde Verdnderungen aufwiesen. Die Veranderungen waren grof3tenteils nicht
reversibel und auch 6 Wochen nach der letzten Caeruleinstimulation noch
festzustellen. Wahrend unstimulierte Tiere mit inaktiviertem RelA/p65 ein normales
Pankreas mit typischer histologischer Architektur aufwiesen, war das Pankreas der
mit Caerulein stimulierten rela®*-Mause von Makrophagen infiltriert, welche
Wachstumsfaktoren und proinflammatorische Zytokine sezernierten. Durch die
Sekretion dieser Faktoren wurden ruhende pankreatische Sternzellen aktiviert, was
die Expression fibrotischer Extrazellularmatrixproteine nach sich zog und schlief3lich
zur Fibrose des Organs filhrte. Die rela®*-Mause rekapitulierten die verschiedenen
Schritte der Nekrose-Fibrose-Sequenz, welche bei der humanen chronischen
Pankreatitis als Modell der Pathogenese allgemein akzeptiert ist. Die zusatzliche

Inaktivierung von RelA/p65 in myeloiden Zellen (rela®*™®

AlA

) fuhrte zu einem im

Vergleich zu den rela™“-Mausen abgeschwachten Phanotyp, bei dem es zwar auch
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zum Untergang azinarer Zellen kam, wobei jedoch die entziindliche und fibrotische
Reaktion auf die Caerulein-Stimulationen deutlich geringer ausgepragt war.

Die Ergebnisse dieser Arbeit legen eine zellspezifische Rolle von RelA/p65 wahrend
der chronischen Pankreatitis nahe. Wahrend RelA/p65 in azindren Zellen einen
protektiven Effekt ausubt, erfullt RelA/p65 in myeloiden Zellen eine pro-
inflammatorische Rolle und ist in der Lage, die Fibrogenese des Pankreas zu
initiieren. Angesichts dieser Ergebnisse muss eine pharmakologische RelA/p65-

Inhibition als méglicher Therapie-Ansatz mit Skepsis betrachtet werden.
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