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1 Einfuihrung und Fragestellung

11 Einleitung

Die Pankreatitis ist sowohl in ihrer akuten als auch in der chronischen Form eine in Mitteleuropa
relativ hdufige Erkrankung des Gastrointestinaltraktes (Pravalenz: 25-30 auf 100.000
Einwohner). Trotz aller Fortschritte in der Diagnostik und der Therapie ist sie noch nicht in
ausreichendem MaB beherrschbar. Die akute Pankreatitis verlduft unter dem Bild des akuten
Abdomens, heilt in den meisten Fillen jedoch folgenlos aus.! Die chronische Pankreatitis
hingegen fiihrt zu irreversibler Schiadigung des Organs durch Fibrose. Nicht selten kommt es
nach jahrelangem Verlauf mit rezidivierenden Attacken zur exokrinen und spéter auch zur
endokrinen Insuffizienz.? Die akute Pankreatitis ist in der Regel bilidrer oder alkoholischer
Genese, wihrend der chronischen Pankreatitis meist ein jahrelanger Alkoholabusus sowie

auch ein Nikotinabusus zugrunde liegt. Nicht geklart ist bislang die Frage, warum die akute
Pankreatitis nach einem kurzen Zeitraum zur Riickbildung und Ausheilung gelangt, wihrend die
chronische Pankreatitis meist tiber Jahre persistiert, in Intervallen exazerbiert und schlieBlich zur
Fibrose fiihrt.

In den vergangenen Jahren riickte eine Enzymgruppe in den Mittelpunkt des wissenschaftlichen
Interesses, mit deren Hilfe der Korper die Bildung und Aufrechterhaltung des Bindegewebes
reguliert. Dabei handelt es sich um die Matrix- Metalloproteinasen (MMPs). Sie bilden eine
Enzymgruppe, die fiir den Abbau der Extrazelluldren Matrix verantwortlich ist und sind in der
Lage, Bestandteile der Extrazellularmatrix (ECM) zu spalten. Thnen gegeniiber stehen die Tissue
Inhibitors of Matrix Metalloproteinases (TIMPs), welche mit den MMPs eine nicht-kovalente
Bindung im Verhéltnis 1:1 eingehen und sie dadurch hemmen. MMPs und TIMPs stehen dabei
in einem Gleichgewicht, welches sehr genau den Auf- und Abbau der ECM steuert. Im gesunden
Gewebe ist das Gleichgewicht von MMPs und TIMPs entscheidend fiir physiologische Prozesse.’
Wenn diese Regulation nicht mehr funktioniert, kommt es zu einer Minderproduktion von
MMPs und einer vermehrten Ablagerung von ECM.

MMPs sind sowohl bei physiologischen, als auch bei pathologischen Prozessen des Korpers von
entscheidender Bedeutung. In der Embryonalentwicklung sind sie ein wichtiger Faktor fiir die
Ausbildung von Organen und der Implantation des Embryos.** Sie spielen ebenfalls eine wichtige
Rolle bei der Narbenbildung®’ und der Metastasierung von malignen Tumoren.?

Ein entscheidender Vorgang im Krankheitsverlauf der chronischen Pankreatitis ist die
Fibrosierung des Pankreasparenchyms. Dabei handelt es sich um einen noch nicht vollstandig
pathogenetisch verstandenen Prozess, der nach wie vor nicht therapeutisch beeinflussbar ist.
Pankreatische Stellatezellen (PSC) spielen als wesentliche Produzenten der ECM vermutlich
eine Schliisselrolle bei der Fibrogenese.’ Es ist davon auszugehen, dass die Wechselwirkungen
von MMPs und TIMPs hinsichtlich der Fibrosierung auch von grofler Bedeutung sind. Daher
war es das Ziel der vorliegenden Arbeit, die Expression von MMPs und TIMPs im Verlauf der
chronischen Pankreatitis zu analysieren. Langfristig sollten sich aus diesen Untersuchungen
Ansatzpunkte fiir neue therapeutische Strategien ergeben.



1.2 Materialgewinnung

Untersuchungen zu den pathogenetischen Mechanismen der chronischen Pankreatitis werden
limitiert durch die Verfiigbarkeit von humanem Pankreasgewebe. Pankreasgewebe steht generell
nur nach chirurgischen Eingriffen zur Verfiigung. Diese werden jedoch meist nur im Endsta-
dium der Erkrankung durchgefiihrt. Bei einer mit Hilfe der Bildgebung gesicherten chronischen
Pankreatitis wird auf Biopsien verzichtet, da diese keine therapeutischen oder diagnostischen
Konsequenzen haben. Ein invasiver und risikobehafteter Eingriff ist allein aus Forschungsz-
wecken ethisch nicht vertretbar. Aus diesem Grund sind am humanen Gewebe keine Verlaufsun-
tersuchungen moglich.

Zur molekularbiologischen Forschung und fiir einen moglichen therapeutischen Ansatz ist es
notwendig, Material der chronischen Pankreatitis zu gewinnen, wenn sich die Erkrankung noch
in der Initialphase befindet. Am Tiermodell kann die Entziindung von Beginn an in ithrem Verlauf
erforscht werden.

Fiir Untersuchungen des Verlaufes der chronischen Pankreatitis ist das Dibutylzinn-Dichlorid
(DBTC) Modell an der Ratte (Siehe Kapitel 1.6.7) sehr gut geeignet. Die Induktion der chronis-
chen Pankreatitis ist einfach durchzufiihren. Die Pankreatitis entwickelt sich vom ersten Tag an,
der Verlauf kann untersucht werden und verschiedene Pankreasgewebe konnen untereinander
verglichen werden. Der Versuchsansatz ist nicht invasiv. Die Tiere miissen nicht z. B. fiir Injekti-
onen in den Pankreasgang operiert werden. Dies hat den Vorteil, dass das Pankreas manuell nicht
manipuliert wird. Dadurch werden zusitzliche Storfaktoren ausgeschlossen.

Die geplanten Untersuchungen zur Expression von MMPs und TIMPs im Verlauf der chronischen
Pankreatitis wurden daher am DBTC-Modell der Ratte durchgefiihrt.

1.3 Pankreaserkrankungen

1.3.1 Die akute Pankreatitis

Die akute Pankreatitis ist klinisch gezeichnet durch Oberbauchschmerzen, Fieber, Ubelkeit,
Erbrechen und Blutdruckabfall bis hin zum Schock. Das Abdomen ist aufgrund des obligaten
Subileus massiv gebldht und gespannt, so dass es palpatorisch als so genannter Gummibauch
imponiert. Die Computertomographie ist neben den klinischen Symptomen diagnostisch wegwei-
send. Es lassen sich eine 6dematdse Auflockerung und Schwellung des Pankreas und eventuelle
Nekrosen des Organs darstellen. Des Weiteren stiitzt sich die Diagnostik auf die sonografische
Darstellung des Pankreas, sowie auf den serologisch nachweisbaren Anstieg der Pankreasenzyme
Amylase und Lipase. Histologisch zeigt sich bei der akuten Pankreatitis eine von neutrophilen
Granulozyten dominierte entziindliche Infiltration des Organs.

In Verlauf und Prognose ist die akute Pankreatitis ein duBerst variables Krankheitsbild. Die
Organschidigung beginnt durch die Schidigung von Azinuszellen durch vorzeitige Aktivierung
von Pankreasenzymen. Nach der Atlanta-Klassifikation von 1992 unterscheidet man eine milde
exsudative und eine schwere hdmorrhagisch nekrotisierende Verlaufsform. In etwa 80% der
Krankheitsfille kommt es zur exsudativen akuten Pankreatitis. Diese ist klinisch gezeichnet
durch einen in aller Regel komplikationslosen Verlauf ohne nennenswerte Einschrinkung der



Organfunktion mit Riickbildung der akuten Symptomatik bei addquater Therapie innerhalb von
2-3 Tagen. Das pathologisch-anatomische Korrelat ist die interstitiell-6dematdse Entziindung mit
Exsudationen innerhalb der Bauchspeicheldriise, sowie in ihrer Umgebung mit héchstens mikro-
skopisch kleinen Nekrosen.

Im Gegensatz dazu kommt es bei ca. 20% der Fille zur schweren Verlaufsform mit Ausbildung
von Hédmorrhagien und groBe Teile des Pankreas erfassenden Nekrosen. Mdogliche Folgen sind
lokale Komplikationen, wie die Entstehung von Pseudozysten oder Infektion der Nekrosen.
AuBerdem drohen Komplikationen wie Schock, ARDS und Nierenversagen. Seltener kommt es
zur disseminierten intravasalen Gerinnung mit anschlieBender Verbrauchskoagulopathie und
einem Multiorganversagen. Hierzu kommt es durch Aktivierung verschiedener Mediatorsysteme
und Invasion der betroffenen Organe durch neutrophile Granulozyten.

Die schwere Form der Pankreatitis weist eine Letalitdt von 10-20% auf. Die frithe Erkennung
schwer verlaufender Fille, deren Komplikationen und die friithzeitige Einleitung intensivthera-
peutischer MaBnahmen sind entscheidend fiir die Prognose.

Die frithzeitige Einschédtzung des Krankheitsbildes gestaltet sich in der Praxis schwierig. Zwischen
den Werten der Pankreasenzyme im Serum und dem Schweregrad der Erkrankung besteht keine
Korrelation. Auch die Ausprdgung der klinischen Symptomatik gibt nicht immer verlédssliche
Hinweise. Aus diesem Grund werden verschiedene Scores eingesetzt, z. B. die Ranson Kriterien,
der APACHE-2 Score und andere, deren Wert, Praktikabilitdt und Aussagekraft allerdings unter-
schiedlich beurteilt werden.'*!!

Die Therapie der akuten Pankreatitis ist prinzipiell symptomatisch: Hospitalisation, Kontrolle und
Korrektur des Wasser- und Elektrolythaushaltes, Schmerztherapie, Fliissigkeits- und Nahrungska-
renz, sowie Absaugen von Sekret iiber eine Magensonde zur Entlastung der exokrinen Driise.
Schwere Verldufe erfordern eine intensivmedizinische Betreuung. Diese umfasst Monitoring
der Herz-Kreislaufparameter und die engmaschige Durchfithrung von Laborkontrollen, die
neben Elektrolyten, Blutbild und Pankreasenzymen auch Gerinnung und Nierenretentionswerte
umfassen. Wichtig ist ebenfalls eine ausreichende Volumengabe unter genauer Bilanzierung der
renalen Ausscheidung. Ob der Einsatz von Antibiotika bei der Pankreatitis bereits als Prophylaxe
oder erst beim Auftreten von Fieber oder dem Nachweis von Nekrosen gerechtfertigt ist, wird
kontrovers diskutiert.

Bei Vorliegen eines konservativ nicht beherrschbaren Verlaufes, insbesondere mit infizierten
Nekrosen, besteht eine Indikation zur chirurgischen Intervention. Haufig angewandte Verfahren
sind die Nekrosektomie und die offene oder geschlossene Lavage. Ist die akute Pankreatitis
bei Cholezystolithiasis bilidrer Genese, so ist neben der Revision des Ductus choledochus im
Rahmen einer ERCP  ¢ine Cholezystektomie indiziert."!?

1.3.2 Die chronische Pankreatitis

Die chronische Pankreatitis ist eine chronisch fibrosierende Entziindung der Bauchspeicheldriise
mit progredientem diffusen, fokalen oder segmentalen narbigen Ersatz des exokrinen Parenc-
hyms. Dabei kann es sowohl zur Bildung von Pseudozysten, als auch zu Verkalkungen im Gang-
system kommen.



Alkoholabusus ist die hiufigste Ursache fiir die chronische Pankreatitis. Der Anteil der durch
Alkohol induzierten chronischen Pankreatitiden wird in der Literatur mit 60-90% angegeben. Am
héufigsten erkranken Ménner. Das durchschnittliche Manifestationsalter betrigt 40 Jahre.!>'*

Bei der unkomplizierten chronischen Pankreatitis ldsst sich der klinische Verlauf prinzipiell in
zwei Phasen untergliedern.

Die erste Phase ist von kontinuierlichem oder rezidivierendem Oberbauchschmerz gekenn-
zeichnet. Nach einigen Jahren kommt es in der zweiten Phase zu zunehmendem Parenchym-
und Funktionsverlust der Driise, einhergehend mit einem Riickgang der Schmerzsymptomatik.
Typische Spatkomplikationen sind extrapankreatische Kompressionserscheinungen, meist durch
Pseudozysten, wie beispielsweise eine Cholestase oder Duodenalstenose.

Im Falle einer komplizierten chronischen Pankreatitis, kann sich eine ebenfalls von Schmerzen
geprigte dritte Phase im Krankheitsverlauf anschliefen.!>16:17

Morphologisch ist die chronische Pankreatitis von einer unregelméBig verteilten Fibrosierung
infolge der Destruktion des exokrinen Pankreas geprdgt. Das endokrine Pankreas ist nicht
betroffen und wird erst bei weit fortgeschrittener Fibrose in Mitleidenschaft gezogen. Histologisch
findet sich neben einer Infiltration des Gewebes, vorwiegend mit Lymphozyten und kleineren
Nekrosen, auch ein zunehmender Verlust von Azinuszellen, die im Verlauf der Erkrankung durch
kollagenes Bindegewebe ersetzt werden. Dies fiihrt letztendlich zur Pankreasfibrose, Verkalkung
und infolge des Verlusts von Driisengewebe zu exokriner und spéter auch endokriner Organinsuf-
fizienz. Klinisch zeigt sich in weit fortgeschrittenen Stadien der Erkrankung eine Maldigestion
mit Diarrhden und Fettstiihlen, sowie ein Diabetes mellitus.'®

Die unkomplizierte chronische Pankreatitis wird in der Regel konservativ behandelt. Das
Auftreten von Komplikationen erfordert hingegen hiufig eine chirurgische Intervention, wie zum
Beispiel die Drainage von Pseudozysten, Teilresektionen der Bauchspeicheldriise oder eine Duod-
enopankreatektomie.

Wihrend die Méglichkeit des Ubergangs der akuten Form in die chronische Form umstritten ist,
kann es umgekehrt im Verlauf der chronischen Pankreatitis immer wieder zu akuten Exazerba-
tionen kommen, die klinisch der akuten Form &hneln. Die sichere Unterscheidung der akuten von
der chronischen Pankreatitis ist daher hédufig erst unter Beobachtung des Verlaufes iiber einen
langeren Zeitraum moglich."” Die Ergebnisse der Computertomographie sollen eine gute Korrela-
tion zur Gewebeuntersuchung aufwiesen."”

Die wichtigsten Methoden zur Diagnosestellung der chronischen Pankreatitis sind der Ultra-
schall, die Endoskopisch-Retrograde-Cholangio-Pankreatographie (ERCP) und die Computerto-
mographie (CT). Die einzige kausale Therapie der dthyltoxischen chronischen Pankreatitis besteht
in dem Absetzen der Noxe, d.h. einer absoluten Alkoholkarenz. Als symptomatische Therapie
stehen die Behandlung der Schmerzen mit Analgetika, der exokrinen Insuffizienz mit Pankrea-
senzymen, der Malabsorption mit Didt und Vitaminsubstitution, sowie der eventuellen endo-
krinen Insuffizienz mit Insulin im Vordergrund. Rezidivierende Pseudozysten, die nach Punktion
immer wiederkehren, kann man iiber den Magen oder das Duodenum operativ oder endoskopisch



drainieren. Jeder zweite Patient mit chronischer Pankreatitis bendtigt im Laufe seines Lebens eine
Operation oder eine interventionelle Endoskopie. In Abhédngigkeit vom Ausmal3 der Pankreatitis
wird unter verschiedenen Operationsverfahren gewihlt. Am hiufigsten durchgefiihrt werden die
Whippel-Operation und die Pylorus erhaltende Pankreaskopfresektionen.!!

1.4 Tiermodelle zur Pankreatitis

Um Untersuchungen der pathophysiologischen Zusammenhénge zu erméglichen, wurden in den
vergangenen Jahrzehnten zahlreiche Tiermodelle sowohl zur akuten, als auch zur chronischen
Pankreatitis entwickelt. Diese experimentellen Modelle haben einen besonders hohen Stellen-
wert, da bei zumeist konservativer Therapie der Pankreatitiden menschliches Gewebe nur selten
verfiigbar ist. Resektionen in spéten Stadien und bei schweren Verldufen weisen in aller Regel
erhebliche Verdnderungen des Pankreas auf.

In der Literatur wird eine Vielzahl von Modellen zur Induktion der Pankreatitis beschrieben,
deren ausfiihrliche Darstellung den Rahmen der vorliegenden Arbeit sprengen wiirde. Aus diesem
Grund soll nur auf eine Auswahl der Pankreatitismodelle eingegangen werden.

1.5 Modelle der akuten Pankreatitis

1.5.1 Cerulein Pankreatitis

Mit Hilfe des Cholezytokininanalogons Cerulein ldsst sich bei Ratten eine akute Pankreatitis
erzeugen. Hierbei entwickelt sich eine Entziindung aufgrund supramaximaler Stimulation der
Produktion sekretorischer Proteine. Dies fiithrt an der Ratte zur Proliferation von azindren Zellen,
erhohter mitotischer Aktivitdt von Fibroblasten und der Expression von Kollagen I/IIT und Fibro-
nectin.?®?22 Zwei Wochen nach Induktion der Pankreatitis bildet sich der Kollagengehalt des
Pankreas wieder auf Normalwerte zuriick, welches auf eine vollstindige Regeneration schlieBen
lasst.”® Eine wiederholende Induktion der Cerulein Pankreatitis fiihrt nicht zur Induktion einer
Fibrose.?*

Dieses Modell der akuten Pankreatitis bei der Maus wurde 1975 von Lampel und Kern entwickelt
und ist seither von zahlreichen Autoren zum Teil erheblich modifiziert worden.”> Wéhrend die
Erstbeschreiber das Cerulein liber einen in der Vena jugularis liegenden Katheter infundierten,
ist auch die intraperitoneale Applikation moglich.?

1.5.2 Cholinarme ethionin-haltige Diat

Dieses Modell basiert auf der Fiitterung einer Diit, die neben einem Mangel an Cholin auflerdem
auf Azinuszellen zytotoxisch wirkendes Ethionin enthélt. Das Cholin-Defizit bewirkt gemeinsam
mit der Toxizitdt des Ethionins binnen 5 Tagen die Entstehung einer von intra- und extrapankre-
atischen Nekrosen, Hiamorrhagien und massiver entziindlicher Infiltration geprdgten Pankrea-
titis.?’

1.5.3 Das Trypsinmodell

Durch Infusion von Trypsin in den biliopankreatischen Gang der Ratte ldsst sich eine akute



hamorrhagische Pankreatitis erzeugen. Binnen 12 Stunden entwickelt sich bei den Versuchstieren
initial eine 6dematdse Entziindung, gefolgt von Ischdmie, Himorrhagien und Nekrosen.

1.5.4 Operative Obstruktion des Duodenums

Durch operative Obstruktion des Duodenums ldsst sich eine akute Pankreatitis hervorrufen.
Binnen 24 Stunden nach dem Eingriff ist ein Pankreasddem nachweisbar. Die Ursache der Zell-
schddigung ist hier ein duodenaler Reflux. Im Verlauf der Erkrankung kommt es zur Ausbildung
massiver Parenchymnekrosen, sowie intraabdominaler Nekrosen und Aszites.”

1.6 Modelle der chronischen Pankreatitis

1.6.1 Operative Obstruktion des Duodenums

Neben einer akuten Pankreatitis ist es auch moglich, mittels Duodenalobstruktion eine chronische
Pankreatitis hervorzurufen. Erméglicht man ein Uberleben der Tiere, kommt es nach Revision
der Obstruktion nach 3 Wochen zu progredientem Parenchymverlust, Fibrose des Organs und
einer chronischen Infiltration mit Entziindungszellen.”

1.6.2 Das Zein-Olsdure-Linolsdure Modell

Die retrograde Injektion einer viskdsen Zein-Olsdure-Linolsdure-Losung in den biliopankreati-
schen Gang fiihrt zur Entstehung einer chronischen Pankreatitis. Entsprechend der Annahme
einer Okklusion der kleinen Pankreasgéinge durch Proteine bei der humanen alkoholinduzierten
chronischen Pankreatitis, wird hierbei ein Verschluss derselben durch die beschriebene viskdse
Losung herbeigefiihrt. Binnen 6 Wochen entwickelt sich histomorphologisch ein Krankheits-
bild, das der chronischen Pankreatitis des Menschen sehr dhnlich ist, mit entziindlicher Infiltra-
tion, degenerativen Verdnderungen, Fibrose des Parenchyms, Fetteinlagerungen und der Bildung
tubuldarer Komplexe.*

1.6.3 Uberexpression vom Transforming Growth Factor-a im Pankreas an der trans-
genen Maus

Eine Uberexpression von Transforming Growth Factor-o. (TGF-0) im Pankreas der transgenen
Maus zeigt eine progressive Fibrose und einen strukturellen Ubergang von aziniren Zellen zu
tubuldren Komplexen.*'*? Diese azindren Zellen scheinen sich zu duktalen Zellen zu differenzi-
eren, wobei sie tubuldre Komplexe bilden und duktale Marker exprimieren.” In diesem Modell
kommt es zwar zur Fibrose, es entsteht jedoch keine Entziindung. Vielmehr kommt es nach einem
Jahr zur Ausbildung eines duktalen Pankreastumors.*

1.6.4 Uberexpression vom Transforming Growth Factor-B im Pankreas an der trans-
genen Maus

Eine Uberexpression von Transforming Growth Factor-p (TGF-B) im Pankreas der transgenen
Maus fiihrt zu einer zelluldren Infiltration von Makrophagen und neutrophilen Granulozyten.
Gleichzeitig entwickelt sich eine Fibroblastenproliferation mit abnormaler Ablagerung von extra-
zelluldrer Matrix innerhalb des Pankreas.**2® Es kommt allerdings im Laufe der Fibrose zu einem



frithzeitigen Umbau der Inselzellen, der bei der humanen Pankreatitis erst sehr spit oder bei sehr
schweren Verlaufsformen auftritt. Die Anzahl pankreatischer Stellatezellen (PSC) nimmt parallel
mit einer vermehrten Ablagerung von Kollagen zu.*’

1.6.5 Transgene Maus mit dominant-negativer Mutante des TGF-B Typ Il Rezeptors.

Um den TGF-B Signalweg in epithelialen Zellen funktionell zu inaktivieren, wurde eine transgene
Maus generiert, welche eine dominant-negative Mutante des TGF-f Typ II Rezeptors aufweist.
Diese TGF-B Typ II Mutante blockiert die Signaltransduktion fiir alle drei TGF-f Isoformen in
hepatozytidren und pankreatischen Azinus-Zellenkulturen. Die Azinuszellen aus dem Pankreas
der transgenen Maus zeigen eine gesteigerte Proliferation und eine stark verénderte azindre Diffe-
renzierung. Zusitzliche Verdnderungen des Pankreas sind Fibrose, Neoangiogenese und eine
leichte Makrophageninfiltration.*

1.6.6 Pankreasfibrose induziert durch Trinitrobenzen Sulfonsédure (TNBS)

Bei dieser Methode wird Trinitrobenzen Sulfonsdure (TNBS) in den Ductus pancreaticus einer
Ratte infundiert. Die Infusion von TNBS fiihrt zu einer nekrotischen Entziindung des Pankreas,
der innerhalb von 4 Wochen eine Fibrose des Pankreas folgt. Mikroskopisch zeigen sich eine
periduktuldre und interstitielle Fibrose und eine akute und chronische Infiltration von Entziin-
dungszellen mit Driisenatrophie. Dieses Bild der experimentellen chronischen Pankreatitis d&hnelt
der chronischen Pankreatitis des Menschen.*

1.6.7 Chronische experimentelle Pankreatitis induziert durch Dibutylzinn-Dichlorid.

In den frithen siebziger Jahren kam es zu einer Anhdufung von akuten Pankreatitiden unter
Arbeitern in einer Rostocker Werft. Nach ndheren Untersuchungen stellte man fest, dass diese
Arbeiter mit einer speziellen Farbe umgingen, die zum Anstreichen von Schiffsriimpfen bestimmt
war. Die Aufgabe dieser Farbe war es, das Anwachsen von Seetang, Muscheln und anderen Meer-
estieren zu verhindern. Dazu wurde unter anderem die zinnorganische Verbindung Dibutylzinn-
Dichlorid (DBTC) beigemischt, welches in der Farbe als Toxin wirkte.

Um die Toxizitdt und die T, Konzentration festzustellen, wurden daraufhin tierexperimentelle
Untersuchungen mit DBTC an Ratten vorgenommen. Diese entwickelten nach i.v. Verabreichung
von DBTC eine akute Pankreatitis. Nach weiteren Studien fand man eine Beziehung zwischen
Dosis und Verlauf der Pankreatitis.** Der Verlauf war durch die Dosis beeinflussbar und fiihrte
entweder zu einer akuten oder einer chronischen Pankreatitis.

Die experimentelle akute Pankreatitis wird durch iv. Applikation von 4mg/kg DBTC bei der
Ratte induziert.** Dies fiihrt zu einer akuten 6dematdsen Pankreatitis, die nach 7 Tagen in eine
vollstdndige restitutio ad integrum miindet.

Die experimentelle chronische Pankreatitis wird durch intravenose Applikation von 8mg/kg
DBTC bei der Ratte induziert.*! Es ist damit die nichtinvasive Induktion der chronischen Pankre-
atitis bei einer gesunden Ratte moglich. Es kommt innerhalb von 24 Stunden zu einer akuten
0dematosen Pankreatitis. Nach sieben Tagen entwickelt sich eine massive Infiltration von mono-
nuklearen Zellen, gefolgt von einer Fibrose des Pankreas. Parallel zur Zellinfiltration findet eine
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Hochregulation der mRNA von TGF-f1 und Kollagen Typl statt.** Pathogenetisch ist die DBTC-
Pankreatitis ein zweiteiliger Prozess mit einer bilidren und einer himatogenen Komponente. Im
Mittelpunkt steht dabei die Entstehung eines Azinuszellschadens, dem eine Entziindung des
gesamten Pankreas folgt.

Der Schliissel fiir die Induktion der Pankreatitis ist der zytotoxische Effekt des DBTC auf das
Epithel des Gallenganges. Dieser zytotoxische Effekt entsteht durch die schnelle und hochkon-
zentrierte bilidre Exkretion von Organozinn tiber die Galle. Er fiihrt am bilioprankreatischen
Gangsystem zur epithelialen Nekrose mit Gangobstruktion, daraufhin zur Cholestase und zur
interstitiellen Pankreatitis. Der hamatogene Effekt des DBTCs fiihrt zu direkter Schiadigung des
Pankreasparenchyms (mitochondrialer Schaden, Autophagie, Zellnekrosen), gefolgt von einer
Entziindung des Pankreas und einem generellen interstitiellen Odem.

Eine gesteigerte Konzentration von Hyaluronsdure im Serum wurde als Marker der Fibrose bei
der humanen chronischen Pankreatitis nachgewiesen.* Bei der DBTC Pankreatitis finden sich
erhohte Konzentrationen von Hyaluronsdure und Hydroxyprolin im Urin als weitere Marker der
Pankreasfibrose. Es wurde beschrieben, dass TGF-f eine Schliisselrolle in der Entstehung von
fibrosierenden Erkrankungen spielt; zum Beispiel bei Leberzirrhose oder Lungenfibrose.*** Im
Verlauf der Pankreatitis entwickelt sich eine vermehrte mRNA Expression von Kollagen Typl
und TGF-B1. Zugleich kommt es zu einer Infiltration von Lymphozyten und Makrophagen, sowie
einer umfassenden Umwandlung des Pankreas mit periduktaler und interstitieller Fibrose.*® Diese
Fibrose setzt sich fort, bis nach acht bis 15 Wochen das Pankreas vollstindig fibrosiert ist. Nur
Inseln mit Langerhansschen Zellen verbleiben im Pankreas. Diese unterliegen 36 Wochen nach
Induktion der DBTC ebenfalls einem Umbau.

Im Vergleich mit anderen Modellen zur chronischen Pankreatitis oder Pankreasfibrose ist das
DBTC-Modell charakterisiert durch eine massive Infiltration von mononuklearen Zellen in
ausgedehnten Fibrosearealen. Im Gegensatz zu anderen Modellen findet bei der DBTC-Pankre-
atitis aber keine Pankreasatrophie oder Lipomatose statt. Es entsteht eine Fibrose des exokrinen
Pankreas, spéter auch des endokrinen Pankreas.

Erginzend kommt hinzu, dass das Modell der DBTC-Pankreatitis keinen operativen Eingriff
erfordert und deshalb einfach zu handhaben ist. Es verursacht keine hohen Kosten, da keine
spezielle Ziichtung von Knock-out Ratten notwendig ist. Das DBTC-Modell zur chronischen
Pankreatitis bietet deshalb eine sehr gute Moglichkeit, den Verlauf der Fibrose im Rahmen der
chronischen Pankreatitis am Ratten-Tiermodell zu erforschen.

In vorhergehenden Studien wurde an diesem Rattenmodell festgestellt, dass in den ersten 14
Tagen der chronischen experimentellen Pankreatitis eine erhohte Expression von Komponenten
der Extrazelluldrmatrix (ECM) nachweisbar war. Diese ECM fand sich allerdings nicht in histolo-
gischen Schnitten dieses Zeitraumes. Erst nach 14 Tagen lieB3 sich histologisch eine Vermehrung
des Bindegewebes in der chronischen Pankreatitis feststellen.* Eine Erkldrung, weshalb am
Beginn der chronischen Pankreatitis eine vermehrte ECM Produktion stattfindet, diese aber nicht
abgelagert werden, konnen vermutlich Bindegewebe abbauende Enzyme liefern. Die Gruppe der
Matrix Metalloproteinasen (MMPs) spalten physiologisch die Strukturen des Bindegewebes zur
biologischen Erneuerung. Ein Schutz des Korpers vor Fibrose konnte daher eine Erhohung der
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MMPs im Gewebe darstellen, wihrend Fibrosierung ein Mangel an MMPs bedeuten wiirde. Zur
Bedeutung von MMP und deren Inhibitoren siehe Kapitel 1.8.

1.7 Pankreatische Stellatezellen

Im Pankreas befinden sich Vitamin A speichernde Zellen. Sie sind sternformig mit langen zyto-
plasmatischen Ausldufern. Bezeichnet werden diese Zellen wegen ihrer Sternform (stellate [eng.]
Stern) und der morphologischen Ahnlichkeit zu hepatischen Stellatezellen (HSC) als pankrea-
tische Stellatezellen (PSC).**% Im gesunden Pankreas befinden sie sich in einem Ruhezustand.
Sie werden identifiziert durch Vitamin A haltige Fetttropfen im Zytoplasma. Bei einer Sché-
digung des Pankreas werden die PSC aktiviert und entwickeln sich vom ruhenden Phénotyp zu
Myofibroblasten dhnlichen Zellen. Diese exprimieren das Zytoskelettprotein a-smooth muscle
actin (a-SMA) und produzieren Kollagene und andere extrazelluldire Matrixkomponenten. Die
morphologischen und metabolischen Verdnderungen, die mit der Aktivierung der PSC verbunden
sind, treten auch auf, wenn die Zellen in einer Zellkultur geziichtet werden. PSC spielen eine
Schliisselrolle in der Fibrogenese der chronischen Pankreatitis.” Aus diesem Grund wurden die
PSC in die vorliegenden Untersuchungen einbezogen. Insbesondere sollte die Expression von
MMP in isolierten PSC der Ratte wihrend der Aktivierung in der Zellkultur analysiert werden.

1.8 Matrix Metalloproteinasen und Tissue Inhibitors of Matrix Metalloprotei-
nases

Die extrazelluldre Matrix (ECM) besteht aus der Basalmembran und dem interstitiellen Stroma.
Sie funktioniert als unterstiitzendes Netzwerk fiir parenchymale Zellen und als physikalische
Barriere, welche den Eintritt von Zellen in das Gewebe reguliert. Die Integritdt der ECM wird
von den Matrix Metalloproteinasen (MMPs) und ihren Antagonisten, den Tissue Inhibitors of
Matrix Metalloproteinases (TIMPs), reguliert. Die MMPs und TIMPs beeinflussen physiolo-
gische Entwicklungsprozesse wie zum Beispiel die Embryonalentwicklung*®, die Implantation
der Eizelle®, den Endometriumauf- und abbau® sowie die Wundheilung.®’ Sie spielen eine bedeu-
tende Rolle in pathologischen Prozessen bei der rheumatoiden Arthritis,” der Osteoarthritis, der
Tumorinvasion und der Metastasierung.’>® Es lassen sich vier wesentliche physiologische Einfluss-
moglichkeiten der MMPs klassifizieren (Abbildung 1).
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monphogenasis

Abbildung 1: Zellfunktionen unter dem Einfluss proteolytisch wirksamer MMPs. (A) Degradation der ECM und
Zellmigration. (B) Induktion von Proliferation oder Apoptose. (C) Modulation von Mediatoren und deren Rezep
toren. (D) Aktivierung von weiteren Proteasen durch Spaltung ihrer Proenzyme oder ihres Inhibitors (Vu and
Werb, 2000).

Matrix Metalloproteinasen sind eine Gruppe von {iber 20 bekannten zinkabhidngigen Proteasen.
Diese sind in der Lage, die wesentlichen Komponenten der extrazelluliren Matrix, wie zum
Beispiel Kollagen, Laminin, Fibronektin oder Elastin, abzubauen. Bedingt durch ihren Aufbau
aus verschiedenen Doménen kénnen MMPs in vier Gruppen eingeteilt werden: Matrylisin,
MMPs mit Himopexin dhnlicher Domédne, MMPs mit Transmembrandoméne, MMPs mit Fibro-
nektin dhnlicher Doméne.

Alle MMPs haben eine zur Sekretion erforderliche Region, liegen im latenten Zustand vor und
verfiigen tiber eine katalytische Region, welche die aktive Zink-Bindungsstelle beinhaltet.>

Die Klassifikation der MMPs erfolgt jedoch durch eine Einteilung in Familien, welche die
Substrate der MMPs zusammenfassen (Tab. 1).%
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MMP Familie Alternativer Name Nummer Grundlegende Substrate

Kollagenasen Intestinale Kollagenase MMP-1 Kollagen Type |, I, Il
Neutrophile Kollagenase MMP-8
Kollagenase-3 MMP-13
Xenopus Kollagenase MMP-18
Gelatinasen Gelatinase A, 72kDa MMP-2 Kollagen Type IV, V
Kollagenase
Gelatinase B, 92 kDa MMP-9
Kollagenase
Stromelysine Stromelysin-1 MMP-3 Proteoglycane, Laminin, Fibronectin,
Stromelysin-2 MMP-10 nichtfibrillares Kollagen
Matrilysin MMP-7
Stromelysin-3 MMP-11
Elastase Metalloelastase MMP-12 Elastin, Nichtfibrillares Kollagen
Membranstandige ~ MT-MMP-1 MMP-14 ProMMP-2
MMPs MT-MMP-2 MMP-15
(Membran type, MT-MMP-3 MMP-16
MT-MMPs) MT-MMP-4 MMP-17
MT-MMP-5 MMP-21
Unklassifiziert MMP-19 Unbekannt
MMP-20
MMP-23
MMP-24

Tab. 1: Substratbasierte Klassifikation der Matrix Metalloproteinasen.s

Obwohl die Nummerierung der MMPs zurzeit bis 24 reicht, spiegelt sie nicht die Anzahl der
Enzyme wieder. So wurden MMP-4, MMP-5 und MMP-6 aus der Nomenklatur herausgenommen.
Diese MMPs waren doppelt klassifiziert. Die membranstindigen MMPs (MT-MMPs) sind an der
Zelloberfliche verankert. Die MT-MMPs konnten noch nicht vollstindig charakterisiert werden.
Eine ihrer wichtigen Funktionen ist jedoch die Aktivierung von sezernierten proMMP-2 und
proMMP-13.545

MMPs werden als inaktive Pro-Enzyme produziert und miissen zur Aktivierung proteolytisch
gespalten werden. Dabei wird ein Peptid am N-terminalen Ende abgelost. Die Regulation der
MMPs auf Proteinebene erfolgt durch Proteasen, wie zum Beispiel Cathepsine, Trypsin oder dem
Urokinase-Plasminogen-System.*® Dabei aktiviert der Urokinase-Plasminogenaktivator (uPA)
Plasminogen, welches dann Pro-Kollagenasen und Pro-Stromelysine in ihre aktive Form bringt.
Aktive MMPs einer Familie konnen wiederum andere MMPs aktivieren (Abbildung 2).%

Die biologische Aktivitdt der MMPs wird durch spezifische Inhibitoren, die TIMPs, herabgesetzt.
Bis jetzt sind vier verschiedene TIMPs bekannt. Bei zwei TIMPs konnte die spezifische Funktion
noch nicht definiert werden (Tab. 2). TIMPs binden nicht-kovalent an der katalytischen Doméne
der MMPs. Dies geschieht im Verhiltnis 1:1, wodurch die proteolytische Aktivitdt der MMPs
gehemmt wird.

Die TIMPs weisen verschiedene Affinititen zu den MMPs auf. TIMP-1 bindet an MMP-1,
MMP-3 und MMP-9 sowie an Pro-MMP-9 und Pro-MMP-2. Die Affinitdt zu Pro-MMP-9 ist
jedoch groBer als die zu Pro-MMP-2. TIMP-2 hat eine hohere Affinitdt zu MMP-2 als zu MMP-9.
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Dies gilt auch fiir die Pro-Enzyme. Das Uberlappen der Spezifitidt wird durch die 50%ige
Sequenzhomologie von TIMP-1 und TIMP-2 erklart.?!

Die resultierende MMP-Aktivitdt hdngt von dem Verhiltnis der MMPs und TIMPs im Gewebe
ab. Anderungen in diesem Gleichgewicht fiihren entweder zu einer signifikant erhdhten Proteoly-
seaktivitdt der MMPs* oder zu einer gesteigerten Fibrogenese.*

Name Funktion

TIMP-1 Hemmt Pro-MMP-9 und andere aktive MMPs
TIMP-2 Hemmt Pro-MMP-2 und aktives MMP-2
TIMP-3 Nicht definiert

TIMP-4 Nicht definiert

Tab. 2: Tissue Inhibitors of Matrix Metalloproteinases (TIMPs) und ihre Funktionen

pro-MMP 2

~— )\ T\(\p] —~— MT-MMPs

uPA
PAI :i>‘
PLASMINOGEN St p| A SMIN CATHEPSINS
PAI t:i>' \ /

tPA

pro-MMPs

autoactivation
active MMP 2 active MMPs

N e

MATRIX DEGRADATION

i

TIMPS STROMA

Abbildung 2: Kaskade der Aktivierung von Matrix Metalloproteinasen durch Cathepsin und Plasmin. Autoakti
vierung von Pro MMPs durch aktive MMPs und MT MMP 1. Hemmung des Matrixabbaues durch TIMPs. (Evans
et al. 1999)"
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1.9 Fibrose, pankreatische Stellatezellen und Matrix Metalloproteinasen

Die Fibrose bei der alkoholischen chronischen Pankreatitis entsteht durch eine pathologisch
vermehrte Ablagerung von Bindegewebe. Es kommt zu einem Ungleichgewicht zwischen ECM
Synthese und Abbau.®>% Die Schliisselenzyme zur Regulation des Bindegewebsstoffwechsels sind
die Matrix Metalloproteinasen. Eine Dysregulation zwischen MMPs und TIMPs kann entweder
zur Fibrose oder zum vermehrten Abbau von Bindegewebe fithren. Im Rahmen der vorliegenden
Arbeit soll die Expression dieser Enzyme in der Relation zur Fibrose und zum Verlauf der experi-
mentellen chronischen Pankreatitis untersucht werden.

Vorhergehende Studien am Pankreasgewebe von Patienten mit chronischer Pankreatitis und tier-
experimentelle Untersuchungen der Pankreasfibrose lassen vermuten, dass aktivierte PSC eine
wesentliche Rolle im Pankreas spielen.*%6¢ PSC werden definiert als eine fett- und Vitamin
A speichernde Zellpopulation. Sie transformieren bei einer Pankreasschddigung in vivo oder
bei ldngerer Zellkultivierung in vitro von einem ruhenden in einen aktivierten Zustand. Dabei
verlieren sie ihre Vitamin A haltigen Fettvakuolen und exprimieren vermehrt a-smooth muscle
actin (SMA) gefolgt von der Bildung von Kollagenen.5”¢8

Neuere Daten zeigen die Vielfiltigkeit der Stellatezellen im Hinblick auf die Regulation physiolo-
gischer und pathologischer Prozesse. Neben der Synthese von Extrazelluldrer Matrix produzieren
PSC auch Zytokine und Chemokine. Sie konnen dadurch einen groen Einfluss auf Entziindung-
sprozesse ausiiben.**"
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien

2-Mercaptoethanol 0.1mol/I

Sigma, MUnchen, Deutschland

Acrylamidstammldsung 40%

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Aluminiumsulfat

Sigma, Munchen, Deutschland

APS (Ammoniumpersulfat)

Roth, Karlsruhe, Deutschland

CaCl,

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Chlorhydrat

Sigma, Munchen, Deutschland

Chloroform-isoamylalcohol

Appligene, lllkirch Cedex, Frankreich

Kollagenase (Clostridum histolyticum)

Sigma, Munchen, Deutschland

Comassie blue

Sigma, Munchen, Deutschland

DBTC Sigma, Munchen, Deutschland
DDT Gibco, Karlsruhe, Deutschland
DEPC Sigma, Munchen, Deutschland

DNA-Marker (100bp DNA Ladder)

Gibco, Karlsruhe, Deutschland

DNase

Sigma, Munchen, Deutschland

dNTP Gibco, Karlsruhe, Deutschland
EDTA Sigma, MUnchen, Deutschland
Eisessig Sigma, Munchen, Deutschland

Eosin (Colour Index No. 45380)

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Essigsaure 96%

Sigma, Munchen, Deutschland

Ethanol 96%

Sigma, Munchen, Deutschland

Ethidiumbromid Roth, Karlsruhe, Deutschland
Ficoll 400 Roth, Karlsruhe, Deutschland
Glucose 1g/l Sigma, Munchen, Deutschland
Glycin Sigma, Munchen, Deutschland

Guanidium-Thiocyanat

Fluka, Buchs, Schweiz

HBSS (Hanks gepufferte Salzlésung)

Gibco BRL, Eggenstein, Deutschland

HBSS ohne Ca*/Mg**

Gibco BRL, Eggenstein, Deutschland

Hematoxilin (Colour Index No. 75290)

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Isocove Medium

Gibco BRL, Eggenstein, Deutschland

Isopropanol

Sigma, Munchen, Deutschland

Kalberserum, fotales (FCS)

Gibco BRL, Eggenstein, Deutschland

MgCl,

Promega, Mannheim, Deutschland

MMTV

Quiagen, Hilden, Deutschland
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Natriumazetat 2 mol/L, pH4.0

Appligene, lllkirch Cedex, Frankreich

Natriumiodit

Sigma, Munchen, Deutschland

Nicht essentielle Aminosduren (0.1mM)

Difco Laboratories, Detroit, USA,

Nycodenz 30% Nycomed, Olso, Norwegen
OligodT,, 4 Gibco BRL, Eggenstein, Deutschland
Orange G Roth, Karlsruhe, Deutschland

PCR - Puffer 10x

Promega, Mannheim, Deutschland

Penicillin 100U/ml

Difco Laboratories, Detroit, USA,

Protease X

Sigma, Munchen, Deutschland

Restriktionsendonukleasen:
Sphl, Notl

Promega, Mannheim, Deutschland

RNAsiIn

Promega, Mannheim, Deutschland

RT x5 Puffer

Gibco BRL, Eggenstein, Deutschland

Sarcosyl 0.5%

Sigma, MUnchen, Deutschland

SDS

Sigma, MUnchen, Deutschland

Streptomycin 100pg/ml

Difco Laboratories, Detroit, USA,

Tag — Polymerase

Promega, Mannheim, Deutschland

TEMED (Tetramethylethylendiamin)

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Tris-HCI

Sigma, Munchen, Deutschland

wassergesattigtes Phenol

Appligene, llikirch Cedex, Frankreich

Zitronensaure

Sigma, Munchen, Deutschland

2.1.2 DNA Oligonukleotide

DNA-Oligonukleotide wurden von BioleZ, Berlin bezogen. Die Sequenzen sind in 5° = 3’

Richtung aufgefiihrt.
MMP - 2 CTATTC TGT CAG CAC TTT GG
Amplifikatlange: 309 bp Lange: 20 bp
MMP -2 Antisense CAG ACT TTG GTT CTC AAC TT
Lange: 20 bp

MMP -9 AAA TGT GGG TGT ACA CAG GC

Amplifikatlange: 309 bp Lange: 20 bp

MMP - 9 Antisense TTC ACC CGG TTG TGG AAACT
Lange: 20 bp

Actin — Rat CTA TCG GCA ATG AGC GGT TC

Amplifikatlange: 601 bp Lange: 20 bp

Actin — Rat Antisense

CTT AGG AGT TGG GGG TGG CT
Lénge: 20 bp

TIMP — 1
Amplifikatlange: 552 bp

CTT CCA GTA AAG CCT GTA GCT GT
L&nge: 23 bp

TIMP — 1 Antisense

CAA GGT ATT GCC AGG TGC ACA AA
Lénge: 23 bp
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TIMP -2
Amplifikatlange: 453 bp

CAA CAG GCG TTT TGC AAT GCA GA
Lange: 23 bp

TIMP - 2 Antisense

CCC ATT GAT GCT CTT CTC TGT GA
Lange 23 bp

Vektoren

pQR2 und pQR3 von Graham M.A. Wells, Neures Limited, UK.

2.1.3 Puffer und Lésungen

Comassie Blue Losung

1 Teil Eisessig (50ml)

3 Teile Isopropanol(150ml)

6 Teile H20(300ml)

Dazu 0.25g Comassie Blue auf 100ml (1,25g).

DBTC-Lésung

DBTC mit in zwei Teilen Ethanol 96% l6sen.
AnschlieBend mit drei Teilen Glycerol vermengen.

DEPC- H,0

11dH,0 mit 1%DEPC Uber Nacht inkubieren.
Das DEPC anschlieBend durch Autoklavieren
inaktivieren.

Eosin

2,59  Eosin (Colour Index No. 45380)
500ml
H,O

HBSS + FCS

50ml HBSS und 15ml FCS 4%, auf Eis stellen.

Mayers Hematoxylin

In 750ml Wasser werden gelost:

50g Aluminiumsulfat

(KAISO,),12H,0)

1g Hematoxylin (Colour Index No. 75290)
0,1g Natriumiodit (NalO,

1,0g Zitronenséaure

50g Chlorhydrat

Ad H,O bis 1000ml

PBS (Phosphate Buffer Saline)

120mM NaCl

170 mM NaH,PO,

3 mM KCI

26 mM KH,PO,, pH 7,2

Polyacrylamid-Elektrophoresepuffer

3.03g (0,025M) Tris

14.1g (0,152M) Glycin

1.0g (0,1%) SDS

auf 1000mlI mit H,0O aufgefullt.

Puffer P1, Qiagen

50mM Tris pH 8.0
10mM EDTA
Rnase A (400ug/ml)

Puffer P2, Qiagen

200mM NaOH
1% SDS

Puffer P3, Qiagen

2.55M KAc pH 4.8

Puffer QBT, Qiagen

750mM NaCl
50mM MOPS
15% Ethanol
pH 7.0
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Puffer QC, Qiagen

1M NaCl
50mM MOPS
15% Ethanol
Ph 7.0

Puffer QF, Qiagen

1.25M NaCl
50mM MOPS
15% Ethanol
pH 8.2

Stopp-Lésung

25mg Orange G
2,59 Ficoll 400
EDTA 0,5M

Substratpuffer

50mmol/I Tris pH8 + 5mmol/I CaCl2

TAE-Puffer 1L

242 g Tris

57 ml Essigséure 96%
100 ml EDTA 0,5M pH8
Auf 1000ml H,O bidest.

Tris-Puffer

Tris-HCI 1 M in DEPC-H,0, pH 7,4

Tritonlésung 2,5%

10ml Triton + 490ml H20

2.1.4 Bakterienkulturmedien

Als Bakterienstamm wurde Escherichia coli Stamm DHS5a, Firma Gibco BRL (Eggenstein,

Deutschland) verwendet.

Kulturmedien zur Bakterienanzucht wurden von Difco Laboratories, Detroit, USA bezogen.

Ampicillin LB-Agarplatten

Zugabe von 100mg/l Ampicillin auf LB Agarplatten.

LB-Agarplatten

5g Hefeextrakt

10g tryptisches Pepton
10g NaCl aqua dest.
15g Agar

H,O bidest zu 1l

Luria Bertani (LB)- Medium

5g Hefeextrakt

10g tryptisches Pepton

10g NaCl aqua dest.

Mit 1 N NaOH einstellen auf pH 7,4 H,O bidest. zu 1 |

Transformationspuffer

10%(wt/vol) Polyethylene Glycol 1500
30mM MgCl, in LB-Medium

2.1.5 Kits

Qiagen Miniprep

Qiagen, Hilden, Deutschland

Qiagen Maxiprep

Qiagen, Hilden, Deutschland

QIAquick Spin

Qiagen, Hilden, Deutschland

RNeasy Mini Kit

Qiagen, Hilden, Deutschland
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2.1.6 Versuchstiere

Als Versuchstiere wurden mannliche Inzuchtratten (LEW-1W, Karlsburg, Deutschland) mit einem
Gewicht von 150-170g benutzt. Die Tiere wurden unter Standardbedingungen gehalten sowie mit

Nagetierfutter und Wasser ad libitum ernéhrt.

2.1.7 Verbrauchsmaterialien

Impfése

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Pipetten (1ul, 10ul, 100pl, 500ul, 1ml, 10mi)

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Pipettenspitzen

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

ReaktionsgefaBe (500pl, 1000ul, 150041, 200041)

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Zellsieb mit 150um mesh,

Sigma, Munchen, Deutschland

Sterile Erlenmeyerkolben, Becherglas, Pinzette, Schere, Punktionsnadel, Parafilim, Vaseline, Spacer,
Klammern, Gelatine, Elektrophoreseplatten, Mikroliternadel, Harzkleber, Deckglaser.

2.1.8 Geréte

Dokumentationsystem, UV Photographie,
Programm E.A.S.Y.

Herolab, Wisloch, Deutschland

Eppendorfschttler Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Gelkammer Biorad, MUnchen, Deutschland

GeneAmp PE-2400 Thermocycler PerkinElmer, Jugesheim, Deutschland

Photometer DU640 Beckman, Fullerton, USA

Unimag Vortexer Uniequip, Munchen, Deutschland

2.2 Induktion der chronischen DBTC-Pankreatitis

Die chronische DBTC-Pankreatitis der Ratte wurde in Anlehnung an das Protokoll von Merkord
& Henninghausen (1989)"' sowie Merkord et al. (1991)? induziert.

Die DBTC-Losung (8 mg/kg Korpergewicht) wurde in einem Volumen von 200 pl Losung in die
Schwanzvene injiziert. In der Kontrollgruppe wurden die Tiere mit dem Losungsmittel behandelt.
An den Tagen 1, 3, 5, 7, 14, 28 und 60 nach Gabe von DBTC wurden jeweils 5 Tiere getotet. Dies
erfolgte durch Dekapitierung unter Pentobarbital-Anésthesie.

Das Pankreas wurde freigelegt, entfernt, unverziiglich in fliissigem Stickstoff eingefroren und
dann gelagert. Ein Teil des Pankreasgewebes wurde zur histologischen Untersuchung in Paraffin
eingebettet und spiter geschnitten.

2.3 RNA-Extraktion aus dem Pankreas

Der Umgang mit RNA erfordert eine saubere Arbeitsweise. RNA spaltende Enzyme (RNasen)
sind ubiquitdr vorhanden und stabiler als andere Enzyme. So werden RNasen durch Erhitzen
nicht komplett inaktiviert. Untersuchungen am Pankreas als Produktionsort der Verdauungsen-
zyme erfordern deshalb besondere Techniken.
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Die Gesamt-RNA des Pankreas wurde nach einem von Sparmann et al.”? modifizierten Protokoll
von Chomczynski und Sacci’™ vorgenommen.

Gefrorene Pankreasproben wurden mittels Morser und Stofel in 4 mol/l Guanidium-Thiocyanat
auf fliissigem Stickstoff homogenisiert. Danach erfolgte die Zugabe von 0.1 mol/l 2-Mercaptoet-
hanol und 0.5% Sarcosyl.

Die Losung wurde 10 Sekunden im Ultraturrax homogenisiert und der Reihe nach 0.1 Teile 2
mol/L Natriumazetat, pH 4.0, 1 Teil wassergesittigtes Phenol und 0.2 Teile Chloroform-Isoa-
mylalcohol zugegeben.

Nach griindlichem Mixen wurde die Losung 15 Minuten auf Eis gestellt und anschlieBend bei
5000g fiir 30min zentrifugiert. Die wéssrige Phase enthielt die RNA, die durch den Zusatz von
Isopropanol tiber Nacht bei -20°C gefillt werden konnte.

Die anschlieBende Zentrifugation erfolgte bei 5000g fiir 30min bei 4°C. Die Losung wurde
dekantiert und das RNA-Pellet zweimal mit 75% Ethanol gewaschen, luftgetrocknet und in
ribonukleasefreiem Wasser (DEPC-H20) gelost. Nach Quantifizierung der RNA wurde die
Losung bis zur Weiterverarbeitung bei -80°C gelagert.

2.4 Nachweis der mRNA-Expression

Der Nachweis der mRNA-Expression erfolgte mit Hilfe der kompetitiven DNA Polymerase
-Kettenreaktion (PCR).

Dazu muss die RNA in DNA umgeschrieben werden. Dies geschieht mit Hilfe eines viralen
Enzyms, der reversen Transkriptase. Die daraus entstehende DNA wird copy DNA (cDNA)
genannt.

Die Gesamt-RNA wurde aus dem Pankreasgewebe isoliert und die mRNA anschlieBend revers
transkribiert (RT-PCR). Die Menge der so erhaltenen cDNA war proportional zu der mRNA in
der Zelle. Der cDNA-Nachweis erfolgte nun mit der kompetitiven PCR. Dazu wurde ein interner
Standard verwendet (Kontrollfragment, KF). Dieses Kontrollfragment besal} identische Primerse-
quenzen, wobei sich das PCR-Produkt von der cDNA in der Lange unterscheidet. Das Kontroll-
fragment wurde in definierten Konzentrationen eingesetzt. Deshalb konnte nach elektrophore-
tischer Trennung der PCR-Produkte im ethidiumbromid-haltigem Agarosegelen aus der Floures-
zenzintensitdt auf die mRNA-Expression geschlossen werden.

2.5 Kontrollfragment

Das Kontrollfragment diente als interner Standard zur Quantifizierung der PCR-Produkte. Dies
geschah mittels einer kompetitiv-quantitativen Messung. Das Kontrollfragment besal3 die gleichen
Primersequenzen wie die zu amplifizierende DNA. Das Amplifikationsprodukt des Kontrollfrag-
mentes hatte eine Linge von 210 Basenpaaren und war kiirzer als das der zu untersuchenden
DNA. Es wandert daher in der Elektrophorese weiter. Ein Vergleich der Floureszensintensitét der
beiden Banden lie3 eine Aussage iiber die Konzentration der zu untersuchenden DNA zu. In der
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vorliegenden Arbeit war das synthetische DNA-Fragment zur Amplifikation in einen bakteriellen
Vektor eingebracht worden, der uns freundlicherweise von Graham M.A. Wells, Neures Limited,
UK, zur Verfiigung gestellt wurde.” Dieser Vektor wurde mit Hilfe von E. coli Bakterien
vermehrt. AnschlieBend konnte das Plasmid isoliert und das Kontrollfragment mit Hilfe von
Restriktionsendonukleasen herausgeschnitten werden.

2.5.1 Plasmid DNA

Plasmide sind zirkuldre DNA-Sequenzen, die in Bakterien extrachromosomal amplifiziert
werden. Entsprechende DNA-Sequenzen, z. B. Antibiotika resistente Gene, konnen hinein
kloniert werden (Transformation). Durch Kultivierung des Bakteriums erfolgt die Amplifikation
des Plasmids. Ein Nachweis der erfolgreichen Klonierung wird durch den Nachweis der Anti-
biotikaresistenz erbracht. Zur Testung des korrekten Plasmids wird die DNA-Sequenz mit Hilfe
der entsprechenden Restriktasen wieder herausgeschnitten. Ein Nachweis der DNA erfolgt in der
Elektrophorese anhand der bekannten Grof3e der DNA.

Das Kontrollfragment wurde nach der Amplifikation des Plasmids mit den Restriktionsendo-
nukleasen Sphl und Nofl herausgeschnitten. Die DNA-Menge konnte photometrisch bestimmt
werden. Die Plasmid-DNA enthielt auBler einem Ampicillin resistenten Gen die introniibergrei-
fenden Sequenzen von MMPs und B-actin. Die Primersequenzen hatten jeweils eine Lénge von
20 Basen (Abbildung 3).

pGEM-T

T7 promoter

rat collagenase

MMP-7

MMP-2

MMP-9

MMP-3

MMP-10

MMP-11

E-actin

GAPDH

210bp
LINKER

rat collagenase

MMP-7

MMP-2

MMP-3

MMP-3Z

MMP-10

MMP-11

E-actin

GAPDH

d(A20

pGEM-T

Abbildung 3: Karte des MMP Ratten Kontrollfragmentes. Es enthielt komplementdiire Sequenzen fiir die jewei
ligen MMP Primer, wobei immer ein Amplifikat mit der Ldnge von 210 Basenpaaren entstand.
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2.5.2 Ampilifikation von Bakterien

1. Herstellung kompetenter Bakterien:

E. coli Bakterien wurden in 5 ml LB-Medium bei 37°C auf einem Schiittler mit 225 u/min tiber
Nacht inkubiert. 500 pl dieser Kultur wurden in 50ml LB-Medium verdiinnt und bei 37°C mit
225 u/min bis zur frithen exponentielle Wachstumsphase vermehrt. Danach erfolgte die Pelle-
tierung der Bakterien mittels Zentrifugation bei 2200g fiir 10 min bei 4°C. Nach Dekantierung
des Uberstandes wurde das Pellet in 5 ml eiskaltem Transformationspuffer aufgenommen, auf Eis
gestellt und in Portionen von 100 pl in vorgekiihlte sterile 1,5 ml Tubes pippetiert.

2. Transformation:

Fiir die Transformation wurden 100 pg der Plasmid-DNA in 100 pl Bakterienansatz gegeben.
Nach Zugabe der Plasmid-DNA fand die Cloning Reaction statt. Anschlieend erfolgte die Inku-
bation der Bakterien auf Eis und die Zugabe von LB-Medium auf ein Endvolumen von 1 ml.

3. Amplifikation:

Nun wurden die Bakterien in einem Eppendorfschiittler mit 600 u/min bei 37°C eine Stunde
geschiittelt. Dabei wird das Antibiotikaresistenzgen exprimiert. Anschlieend wurde ein Teil der
Zellen auf Ampicillin beimpfte LB Agarplatten aufgebracht und tiber Nacht bebriitet. Transfor-
mierte Bakterien konnten auf den Ampicillinplatten wachsen. Eine gewachsene Kolonie wurde
mit einer Impfose aufgenommen, in 4 ml LB-Medium gel6st und tiber Nacht bei 37°C auf dem
Schiittler inkubiert. Am néchsten Tag erfolgte die Pelletierung in der Zentrifuge und die Dekan-
tierung des Uberstandes.

4. Mini-Préiperation von Plasmid-DNA aus E. coli (Qiagen Miniprep)

Es wurde nun tiberpriift, ob das Kontrollfragment erfolgreich amplifiziert wurde. Dazu wurden
die hergestellten Plasmide gewonnen. Die Methode der Plasmidprédparation beruht auf dem
Prinzip der alkalischen Lyse von Bakterien.”*”” Es wird selektiv chromosomale DNA denaturiert
und bei der anschlieBenden Reneutralisierung zu einem unldslichem komplexen Doppelstrang-
konglomerat zusammengelagert, wéahrend die Plasmid-DNA in Losung bleibt. Die Plasmid-DNA
konnte so durch Zentrifugation isoliert werden. Zur Plasmidpréparation wurde ein kommerzielles
Kit der Firma Qiagen angewendet:

* Resuspendieren des Bakterienpellets in 4 ml Puffer PI.
* Danach Zugabe von 4 ml Puffer P2 und fiinfminiitige Inkubation bei Raumtemperatur.

* Dann Zugabe von 4 ml Puffer P3, vorsichtiges Mischen und 30 min Zentrifugation bei
15000 g bei 4°C.

« Uberstand in ein neues Tube geben. Erneutes Zentrifugieren des Uberstandes bei 15000 g
bei 4°C.
« 10 ml QBT Puffer durch ein Qiagen-Tip 100 durchleiten und den Uberstand aus dem

vorigen Schritt einfiillen und durchlaufen lassen. Das Plasmit wird an der Sdulenwand
adsorbiert.

24



» Waschen des Qiagen-Tips mit 10 ml Puffer QC, Waschlosung verwerfen.
* Eluieren des Plasmides aus dem Qiagen-Tip mit 5 ml Puffer QF, Losung auffangen.

* Prezipitation des Plasmides mit 0,7 fachen des Volumens Isopropanol bei Raumtempe-
ratur.

» Zentrifugation bei 4°C fiir 30 min

* Vorsichtiges Dekantieren des Tubes und Waschen des Plasmides mit 70% Ethanol. Luft-
trocknen lassen fiir 5 min und Auflosen des Plasmidpellets in TAE-Puffer.

* Maxi-Prdparation von Plasmid-DNA (Quiagen Maxiprep)

Durch eine proportionale Erhéhung der Mengen, wie sie in der Mini-Préparation eingesetzt
wurden, lieBen sich mehrere mg Plasmid gewinnen. Dazu wurde das Maxi-Priperationskit der
Firma Qiagen benutzt.

Der Nachweis der erfolgreichen Priaperation des Plasmids erfolgte in einem 1,3% Agarosegel mit
Hilfe eines kommerziellen Molekulargewichtsmarkers. Dem Agarosegel wurde 0,04 pug/ml Ethi-
diumbromid zugesetzt. Dieses interkaliert an Nukleinsduren und fluoresziert unter UV-Licht. Die
Intensitét der Fluoreszenz der Nukleinsdurebande wurde mit dem geeichten Molekulargewichts-
marker verglichen. Dies gab einen Aufschluss tiber die vorhandene Nukleinsduremenge.

5. Restriktionsenzymbehandlung des Plasmids

Die Plasmid-DNA wurde einer Restriktionsverdauung unterworfen. Dies diente der Isolierung
vom DNA-Fragment (Kontrollfragment), das fiir die quantitative PCR benétigt wurde. Fiir einen
vollstandigen Restriktionsverdau wurden 500 ng Plasmid-DNA eingesetzt.

Als Restriktionsendonukleasen wurden Sphl und Notl verwendet. Fiir die Spaltung von 1 pg DNA
wurden jeweils 1-2 U Sphkl, 1-2 U Nofl und 1/10 des Endvolumens an passendem 10 x Restrikti-
onspuffer benutzt. Fiir die Verdauung wurde die Reaktionsmischung fiir eine Stunde bei der fiir
das Enzym optimalen Temperatur (37°C) inkubiert. Nach der Verdauung wurde das Spaltprodukt
im Agarosegel vom Plasmid getrennt. Das Fragment enthaltende Gel wurde ausgeschnitten und
mit Hilfe des Kits QIAquick Spin isoliert. Danach wurden die Nukleinséuren quantifiziert (Siche
Kapitel 2.5.3).

2.5.3 Quantifizierung von Nukleinséduren

Nukleinsduren absorbieren Licht einer bestimmten Wellenldnge. Sowohl DNA als auch RNA
haben eine maximale Absorption von 260 nm. Es besteht eine lineare Verbindung zwischen der
Absorption von Licht und der Konzentration von RNA und DNA. Mit Hilfe eines Spektrophoto-
meters kann man die Konzentration von RNA oder DNA messen. Eine Probe wird ultraviolettem
Licht von 260 nm ausgesetzt und ein Fotodetektor misst das Licht, das durch die Probe fillt. Je
mehr Licht absorbiert wird, desto hoher ist die Konzentration in der Probe.

Um die Reinheit der Probe festzustellen und eine Verunreinigung mit Phenol oder Protein
auszuschlieBen, wird die Ratio zwischen der maximalen Absorption von Ribonukleinsdure (260
nm) und der maximalen Absorption von Protein (280 nm) bestimmt. Eine A260/A280 Ratio die
groBer ist als 1,8 bei einer RNA Probe, zeigt an, das die Probe grofitenteils frei von Proteinen ist.
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Es wurde eine Verdiinnung von 1:500 der Nukleinsdurelosung in DEPC behandeltes Aqua dest.
vorgenommen und die Absorption im Vergleich zu aqua dest. in einer Quarzkiivette bestimmt.

2.6 RNA Elektrophorese

Um die Integritit der isolierten RNA zu priifen, wurden 1 pg der jeweiligen Probe in 1,3% Agaro-
segel elektrophoretisch aufgetrennt. Dem Agarosegel wird Ethidiumbromid zugefiihrt. Ethidi-
umbromid interkaliert in die Nukleinsduren und fluoresziert unter UV-Licht bei 305 nm. Intakte
RNA imponiert nach der Elektrophorese mit zwei eindeutigen Banden die die ribosomale 28s
RNA und 18s RNA darstellen.

28s >
18s

Abbildung 4: Agarose Gel Elektrophorese einer RNA Probe zur Uberpriifung der Integritcit. Prominent die 28s
und die 18s Bande.

2.7 Reverse Transkriptase

Um die mRNA 1n einen stabileren Zustand zu tiberfiihren, wurde mit Hilfe der Reversen Trans-
kriptase (RT) die mRNA in copy DNA (cDNA) zuriickgeschrieben und in der PCR eingesetzt.

Jede eukariotische mRNA besitzt an ihrem 3'-Ende eine lange Adenosin-Nukleotidkette Im
englischen poly(4) tail genannt. Sie verschafft einen Weg, mRNA spezifisch von RNA zu
trennen, da diese die poly(A) Kette nicht besitzt. Die Trennung geschieht mit Hilfe eines poly(T)
Nukleotids (Oligo dT) welches als Startsequenz (Primer) in der RT-Reaktion benutzt wird. Ein
virales Enzym, die reverse Transkriptase, amplifiziert im néchsten Schritt die mRNA zu einer
doppelstrangigen DNA, die copy DNA oder cDNA.

Ein Standardansatz fiir die RT Reaktion enthielt folgende Komponenten:

Puffer x5 8ul
DDT 2,5mM
dNTP 2mM
RNAsin 0,4U
Oligo dT 2,5uM
MMTV 2,50
RNA Sug
RNAse freies H20 ad 30ul
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Zunéchst wurde die RNA und das Wasser in ein Eppendorftube gegeben und die Losung in einem
PCR-Heizblock bei 85°C fiir 5 min zur Denaturierung inkubiert. Wahrenddessen wurde der Rest
der Reagenzien zusammenpipettert und nach Ende der Inkubation dem Tube zugegeben. Dieser
Mix wurde nun 50 min bei 41°C zur Hybridisierung der oligo(dT) Ketten und der cDNA Ampli-
fikation inkubiert und anschlieBend 4 min bei 95°C denaturiert. Die synthetesierte cDNA wurde
nun in der PCR eingesetzt.

2.8 Kompetitive Polymerase - Kettenreaktion

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) ist ein Standardverfahren der Molekulargenetik. Mit Hilfe
eines Primers und einer DNA-Polymerase wird ein bestimmter DNA-Abschnitt vervielfiltigt. Die
PCR besteht aus drei sich wiederholenden Schritten:

* Denaturierung: der Doppelstrang wird getrennt.
 Annealing: die Primer binden sich an die DNA.

* Elongation: die DNA-Polymerase synthetisiert aus Nukleotiden (ANTP) einen neuen
Komplementdrstrang.

Die kompetitive in vitro-Amplifikation von DNA mit Hilfe von zwei Oligonukleotid-Startern
(Primern) erfolgte in Anlehnung an die Protokolle von Mullis et al. (1986),” Mullis & Faloona
(1987)” und Siegling et al. (1994).%° In der vorliegenden Arbeit wurde die PCR zum Messung
der RNA-Konzentration von Proteasen und deren Inhibitoren innerhalb des Pankreas verwendet.
Dabei wurde ein synthetisches DNA-Kontrollfragment als interner Standard verwendet. Das
Kontrollfragment beinhaltete spezifische Primer fiir mehrere Matrix Metalloproteinasen sowie
dem housekeepig Protein B-actin. Die Proben ¢cDNA und die Kontrollfragment-DNA wurden
zusammen in einem Tube mit denselben Primern co-amplifiziert. Die Proben cDNA und die
Kontrollfragment-DNA konnten durch unterschiedliche Amplicons nach der Elektrophorese
unterschieden werden. Die Eingangskonzentration des Kontrollfragmentes war bekannt. Die
Amplifikation des Kontrollfragmentes lief parallel mit der Amplifikation der Proben cDNA.
Dadurch war es hinterher moéglich die Konzentration der cDNA zu bestimmen.

Die Matrix Metalloproteinasen und B-actin Primer wurden zur Amplifikation mit dem Kontroll-
fragment ibernommen von Wells et. al. (1996).”” Dankenswerterweise wurden uns der Standard
von Wells et al. zur Quantifizierung der cDNA tiiberlassen und amplifiziert. TIMP-Primer wurden
iibernommen von Nishiura & Abe (1999).%

Eigene MMP-2 und MMP-9 Primer wurden introniibergreifend mit Hilfe eines Primerkonstruk-
tionsprogramms generiert.*” Dabei wurde darauf geachtet, eine moglichst gleiche Annealingtem-
peratur des Forward- und Reverse-Primers zu erreichen.

Ein kommerzieller Standardansatz fiir die PCR setzte sich aus folgenden Komponenten
zusammen:

27



PCR Puffer 10x 25wl

MgCI2 2 mM
dNTP Mix 0,22 mM
Primer Sense 25 pM
Primer Antisense 25 pM
cDNA 1wl
Optionell Kontrollfragment I ul

Taq Polymerase 05U
Aqua dest. ad 25 ul

Die PCR wurde in mehreren Zyklen bei verschiedenen Temperaturen durchgefiihrt. Zunichst
wurde der PCR-Ansatz bei 95°C inkubiert (denaturiert). Dies fithrte zur Losung der Verbind-
ungen zwischen den Nukleotidstrangen. Es lagen nun ausschlieBlich Einzelstrangnukleotide vor.
Eventuell vorhandenes Protein wurde denaturiert. Das Herunterkiihlen auf eine Temperatur um
60°C fiihrte zur Hybridisierung der Startersequenzen (Primer) an den entsprechenden Abschnitten
der Nukleotidketten (Annealing). Diese Temperatur war optimalisiert fiir jedes Primerpaar (Anne-
alingtemperatur). Sie war abhingig von deren Linge und der Menge der verschiedenen Nukleo-
tiden. AnschlieBend wurde der PCR-Ansatz der optimalen Arbeitstemperatur des Polymerisa-
tionsenzyms ausgesetzt. Es kam zur Polymerisation einer weiteren DNA-Kette ausgehend vom
Primer (Elongation). Danach begann der Zyklus wieder von vorne. Je mehr Zyklen durchlaufen
wurden, desto mehr cDNA wurde amplifiziert.

Das Amplifikationsprogramm wurde mit einem steuerbaren PCR-Heizblock mit beheizbarem

Deckel nach folgendem Schema durchgefiihrt:

Denaturierung Primer - Polymerisation Stopp
Bindung (Elongation)
(Annealing)
0 95°C, 4 min
1-34 95°C, 30 sek 57°C, 30 sek 72°C, 2 min
35 72°C, 7 min 4°C, o

Nach der PCR wurde die amplifizierte cDNA elektrophoretisch ausgewertet.

Dazu wurde die cDNA aus verschiedenen Proben auf Grundlage ihres B-actin Gehaltes auf die
gleichen Ausgangskonzentrationen gebracht. AnschlieBend wurde die cDNA mit dem Kontroll-
fragment und dem entsprechendem Primerpaar co-amplifiziert.

Da die Ausgangskonzentration des B-actin Kontrollfragmentes bekannt war, konnten anhand
der unterschiedlichen Expression von Kontrollfragment und Ziel-cDNA Riickschliisse auf die
Eingangskonzentration der Ziel-cDNA gezogen werden. Wenn nun die Expression des Kontroll-
fragmentes gleich der Expression der Ziel-cDNA war, lagen beide in gleichen Ausgangskonzen-
trationen vor.

28



2.9 Elektrophorese der PCR-Produkte und Floureszensauswertung

Die elektrophoretische Auftrennung der DNA erfolgte in 1,2%igen Agarosegelen zu der 0,04 mg/
ml Ethidiumbromid zur spéteren Visualisierung der DNA hinzu gegeben wurden. Dazu wurden
1,2 g Agarose in 100 ml TAE-Puffer in der Mikrowelle erhitzt und gelost. AnschlieBend wurden
4 pl Ethidiumbromid (10mg/ml) hinzu pipettiert. Das fliissige Produkt wurde in vorgefertigte
Kammern mit Kédmmen gegossen. Nach Erstarren des Gels wurden die Kdmme gezogen und die
Kammern mit TAE-Puffer gefiillt.

Die DNA-Lo6sungen wurden mit je 1 pl einer Stopp-Losung versetzt. Das dort enthaltene EDTA
stoppt die PCR-Reaktion. Ficoll beschwert die Probe und Orange G firbt sie. Je 20 ul der DNA
Losung wurden in die Geltaschen pippetiert. Zugleich wurde 3 pl eines DNA-Lédngenstandards
mit aufgetragen (DNA-Marker).

Zur Floureszensauswertung wurde das Gel auf ein UV-Durchleuchtungstisch gelegt, mit Hilfe
einer digitalen Kamera fotografiert und das Bild computergestiitzt ausgewertet. Das gespeicherte
Bild hat eine 8bit Bildauflosung und wird in Graufarben dargestellt. Mit Hilfe des Auswertung-
sprogramms E.A.S.Y. Win32 von Herolab wurde um jede Bande ein rechteckiges Auswertungs-
raster gezogen. Die Fliche des Rechteckes blieb dabei fiir jede Bande gleich. Fiir jedes Bildpixel
innerhalb des Auswertungsrechtecks wurde die Farbtiefe bestimmt. Bei einer 8bit Farbtiefe liegen
die Werte fiir ein Bildpixel als Grauwert zwischen 0 und 255. Das Emissionsvolumen einer Bande
ergibt sich aus der Summe aller Grauwertstufen. Sie ist eine dimensionslose Grof3e.

Je groBer das Emissionsvolumen ist, desto mehr PCR-Produkte befinden sich in der Bande. Ein
Vergleich der Konzentrationen der PCR-Produkte innerhalb eines Gels ist damit moglich.

Die Verhiltnisse der PCR-Produkte zu dem mitamplifizierten Kontrollfragment gaben einen
Hinweis auf die relative cDNA-Konzentration im Vergleich zur bekannten Konzentration des
Kontrollfragmentes.

Zur Aquilibrierung der unterschiedlichen cDNA-Proben auf gleiche Ausgangskonzentrationen
wurde das ,house-keeping’ Gen B-actin verwendet (Abbildung 9). Die so eingestellten Proben
wurden in die PCR fiir die MMP eingesetzt und zusammen mit dem MMP-Kontrollfragment
amplifiziert. AnschlieBend wurde die Konzentration des Kontrollfragmentes verglichen mit der
Konzentration des jeweiligen cDNA-Amplifikats. Daraus lie} sich eine relative Konzentrations-
dnderung der MMP im Versuchsverlauf feststellen.

2.10 Praparation der pankreatischen Stellatezellen

Pankreatische Stellatezellen wurden nach einer leicht modifizierten Methode, beschrieben von
Apte et al. (1998), isoliert:

Einwiegen von 25 mg Kollagenase, 10 mg Protease und 5 mg DNase I (0.5 ml). Danach wurden
50 ml Falconrohrchen mit 40 ml HBSS auf etwa 37°C im Wasserbad erwdrmt. Anschlieend
wurden die Enzyme in jeweils 1 ml der 40 ml HBSS gelost.

Bei einem pH-Anstieg, erkennbar an der dunkelrot bis violetten Farbung des Phenolrots im
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HBSS, wurde mit ca. 10 pl steriler HCl Losung der pH-Wert wieder eingestellt. Die Losung
wurde daraufhin wieder gelblich.

Das Abdomen von pentobarbital-anédsthesierten Ratten wurde erdéffnet und die Ratten
durch Herzpunktion exsanguiniert. In das Pankreas wurden intraductal ca. 6 ml einer
HBSS Losung pH 7.4 injiziert. Diese Losung enthielt 0.05% Kollagenase, 0.02% Protease
IX, 50 pg/ml DNase. Das Pankreas wurde entnommen, mit der Schere zerkleinert und
in einen Erlenmeyerkolben gefiillt. Dieser wurde bei 37°C ins Wasserbad gestellt, mit
Parafilm verschlossen und 10 min bei 160 rpm geschiittelt.

Danach wurde das vorzerkleinerte Pankreas in eine Petrischale gegeben, mit der Schere
nochmals moglichst klein geschnitten und mit einer 10 ml Pipette etwa zehn Mal auf und
nieder pipettiert. Dann wurde das Produkt im Erlenmeyerkolben mit frischer Enzym-
16sung auf 20 ml aufgefiillt, mit Parafilm verschlossen und geschiittelt wie oben.

Zugabe von 250 pl DNase mit etwa 7-10 min Einwirkzeit. Die Zellsuspension wurde
im 50ml Falconréhrchen bei 4°C mit 1400 g (2800 rpm) fiir 7 min zentrifugiert und der
Uberstand abpippetiert.

AnschlieBend wurden die Zellen mit 15 ml HBSS + FCS resuspendiert. Erneute Zentri-
fugation im 50 ml Falconréhrchen bei 4°C 1400 g fiir 7 min und Abpipettieren des Uber-

standes.

Das Zellpellet wurde nun mit 12 ml HBSS + FCS resuspendiert. 8 ml 12% Nycodenz
wurde dazu pipettiert und vorschtig vermischt.

7 ml HBSS wurden nun in ein Gradienten-Tube gefiillt und die 20 ml Zell-Nycodenz-
Suspension mit einer Punktionsnadel vorsichtig unterschichtet. Zwei Fraktionen werden

nach Zentrifugation (4°C und 1400 x g (2800 rpm) fiir 20 min, ohne Bremse) in je 1 x 50
ml Falconréhrchen pippetiert:

1. Klarer Uberstand (etwa 4 ml)
2. Triiber Ring der Interphase

3. Untere Phase wird verworfen

Die pankreatischen Stellatezellen sind fetthaltig. Sie haben eine geringere Dichte und finden sich
als triiber Ring in der Interphase.

Falconr6hrchen mit den Zellen aus der Interphase wurden mit Iscove-Medium aufgefiillt und
zentrifugiert (1400 g, 7 min, 20°C), der Uberstand abgegossen, Zellpellets erneut in Iscove-

Medium suspensiert, in entsprechende ZellkulturgefdBe eingebracht und zum Anwachsen auf
Kulturplatten in den Brutschrank gestellt.

2.11 PCR von pankreatischen Stellatezellen

Nach der Isolierung der PSC aus dem Rattenpankreas wurden die Zellen in mehreren Parallel-
ansitzen kultiviert. An den Tagen 1, 2, 3, 4, 5 und 7 konnte dann im Verlauf der Zellaktivierung

RNA mit Hilfe eines kommerziellen Kits (RNeasy Mini Kit) aus den Zellen isoliert werden. Die
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RNA wurde in cDNA umgeschrieben und mit dem Kontrollfragment in der PCR co-amplifiziert
(Siehe Kapitel 2.8). Es erfolgte die Analyse der Expression von MMP-2 und MMP-9.

2.12 Zymografie

Mit Hilfe einer SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese wurden Proteine nach ithrem Molekularge-
wicht aufgetrennt. Durch Zugabe von Gelantin in das Trenngel bekamen Gelatinasen (MMP-2
und MMP-9) nach deren Auftrennung die Moglichkeit, diese unter bestimmten Bedingungen
innerhalb des Geles zu verdauen. Das Trenngel wurde anschlieBend gefiarbt, wobei sich der
Farbstoff an das Gelantin band. Es entstanden farblose Banden an den Stellen, wo Gelatinasen
das Gelantin verdaut hatten. Die Gréfe der dadurch entstandenen Banden war der Aktivitédt des
Proteins ungeféhr proportional.

Fiir diesen Versuch wurden kultivierte pankreatische Stellatezellen verwendet. Die Aktivitdt von
sezerniertem MMP konnte quantitativ im Zellkulturiiberstand erfasst werden. Untersucht wurde
die MMP-Aktivitdt im Zellkulturiiberstand drei und sieben Tage nach Zellkulturansetzung.

2.12.1 Probengewinnung

Der Zelliiberstand wurde je nach zwei und sieben Tagen abpipettiert und jeder Uberstand in
ein eigenes grofles Eppendorfrohrchen pippetiert. Die Rohrchen wurden kurz anzentrifugiert um
vorhandene Zelltriimmer abzuzentrifugieren. Der Uberstand wurde in 4 Fraktionen in kleine
Eppendorfrohrchen zu je 75 pl aufgeteilt. Eine Probe je Zellansatz wurde weiterverwendet, die
anderen bei -80°C eingefroren.

Den Proben wurde 25 ul Probenpuffer hinzugegeben. Dieser bestand aus 10% SDS (Natriumlau-
rylsulfat), 4% Sucrose, 0,25 mmol/l Tris-HCI pH 6.8 und 0,1% Bromphenolblau.

2.12.2 Trenn- und Sammelgel

Die Elektrophoresekammer wurde vorbereitet und die Kanten mit Vaseline abgedichtet.

Ein Trenngelansatz enthélt:

H20 14,5 ml
Gelatineldsung 3,3 ml
Acrylamidstammldsung 40% 6,7 ml
Trispuffer pH 8.8 8,25 ml
APS 100 pl
TEMED 17 ul

TEMED und APS wurden als letztes hinzugefiigt. APS (Ammoniumpersulfat) ist ein Polyme-
risationskatalysator. Zusammen mit TEMED (Tetramethylethylendiamin) als Vernetzer wird
die Polymerisation des Gels gestartet. Diese wird durch das Vorhandensein der Gelatine noch
beschleunigt.
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Das Trenngel wurde bis ca. 1,5 cm unterhalb der Taschenoberkante in die Elektrophoresekammer
eingefiillt und das Gel vorsichtig mit aqua dest. tiberschichtet. Das Gel polymerisierte im Laufe
von 10 bis 15 Minuten.

Als Sammelgel wurden zusammengegeben:

H,0 5,08 ml
Acrylamidstammldsung 40% 1,0 ml
Trispuffer pH 6,8 2,08 ml
APS 29,2 |
TEMED 8,35 |

Das Wasser iiber dem Trenngel wurde dekantiert und das Sammelgel auf das bereits polymeri-
sierte Trenngel bis zur Taschenoberkante gegossen.

2.12.3 Durchfiihrung der Elektrophorese und Auswertung

Die Geltaschen wurden beladen und anschlieBend die Elektrophorese durchgefiihrt. Das Gel
inkubierte anschlieBend bei Raumtemperatur fiir 30 min in 2.5% Tritonlosung. Nach 15 Minuten
wurde die Tritonlosung einmal gewechselt.

Danach wurde das Gel iiber Nacht in Substratpuffer bei 37°C im Wasserbecken inkubiert.

Anschlieend farbte man das Gel fiir 30 min in Comassie Blue Losung. Mit Eisessig-Isopropanol-
H,O Losung (1:3:6) wurde unter Sicht entfdrbt und die Losung ein- bis zweimal gewechselt.
Gelatinfreie Banden erschienen nun weil3 durchscheinend durch das blaue Gel.

Das Gel wurde mit einem PC und entsprechender Dokumentationssoftware ausgewertet und
dokumentiert (E.A.S.Y. Win32, HEROLAB, Deutschland) und anschlieBend auf dem Schnell-
trockner eingespannt und getrocknet.

2.13 Hematoxylin & Eosin - Farbung

Ein Teil des gewonnenen Pankreasgewebes (sieche Kapitel 2.2) wurde in Paraffin eingebettet, mit
dem Mikrotom in 3-4 um diinne Schnitte geschnitten, auf einen Objekttrager aufgebracht und
mit Hematoxylin & Eosin (HE) gefirbt.3* Die Farbung wurde folgendermaB3en durchgefiihrt:

* Die Schnitte wurden entparaffinisiert und in Mayers Hematoxylin fiir 3 min inkubiert.
* Waschen in H,O fiir 2-3 min.

* Inkubieren in der Eosin-Losung fiir 30 sek.

+ Waschen in H,O fiir 30 sek.

* Dehydrieren der Schnitte erst in 75% Ethanol, dann in 95% Ethanol fiir jeweils etwa 1
min.

* Waschen in Xylol fiir wenige Sekunden. Zum Schluss fixierung des Schnittes mit einem
Harzkleber und einem Deckglas.
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3 Ergebnisse

3.1 Histologie der DBTC-Pankreatitis

Im Verlauf der DBTC-Pankreatitis kam es zu einer Entziindung mit ausgedehnter Pankreas-
fibrose. Die morphologischen Verdnderungen im Rattenpankreas wurden durch histologische
Untersuchungen erfasst. Am 7. Tag nach Induktion der Pankreatitis mit DBTC zeigte sich histo-
logisch eine beginnende periduktuldre Fibrose. Erkennbar waren eine massive Infiltration von
mononukledren Zellen und eine beginnende Ablagerung von fibrotischen Material (Abbildung 6).
Nach 14 Tagen hatte die Fibrose und die Infiltration mit Lymphozyten und Makrophagen weiter
zugenommen (Abbildung 7). 60 Tage nach Induktion der chronischen Pankreatitis war ein grof3er
Teil des exokrine Pankreasgewebes zerstort und durch fibrotisches Material ersetzt. Es fanden

sich noch einzelne exokrine Driisenreste. Die Inselzellen waren noch nicht vom Umbau betroffen
(Abbildung 8).

Die Zerstorung des Pankreasparenchyms, eine massive Infiltration von mononukledren Entziin-
dungszellen und eine ausgepridgte Pankreasfibrose kennzeichnen histologisch eine chronische
Pankreatitis.

Abbildung 5: Histologischer Schnitt von einem gesunden Rattenpankreas in HE Fiirbung.
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Abblldung 6 Histologischer Schnitt eines Rattenpankreas in HE Farbung 7 Tage nach Induktion der DBTC
Pankreatitis. Beginnende periduktuldre Fibrose. Infiltration mit Entziindungszellen.

Abbildung 7: Histologischer Schnitt eines Rattenpankreas in HE Farbung 14 Tage nach Induktion der DBT( C
Pankreatitis. Zunehmende Pankreasfibrose. Lymphozyten und Makrophageninfiltration.
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Abbildung 8: Histologischer Schnitt eines Rattenpankreas in HE Féirbung 60 Tage nach Induktion der DBTC
Pankreatitis. Ausgedehnte Fibrose des gesamten Pankreas, tubuldre Komplexe, einzelne erhaltene Azini.

3.2 Einstellung der cDNA mittels B-actin

Es sollte im Verlauf der experimentellen chronischen DBTC-Pankreatitis die quantitative Expres-
sion der Matrix Metalloproteinasen im Pankreas bestimmt werden.

Die cDNA-Konzentration der verschiedenen Proben wurde mit Hilfe der kompetitiven PCR auf
das housekeeping Gen B-actin eingestellt (Abbildung 9). Nach Separation der PCR-Produkte und
des co-amplifizierten B-actins wurden die Banden verglichen. Gegebenenfalls wurde die cDNA
weiter verdiinnt oder konzentriert bis nach der PCR beide Banden nahezu gleiche Fluoreszenzin-
tensitidten aufwiesen. Auf diese Weise konnte die Ausgangskonzentration standardisiert werden.
Die Proben waren untereinander vergleichbar.

Abbildung 9: Agarose Gel Elektrophorese von PCR Produkten der 5 actin cDNA im Verlauf der DBTC Pankrea
titis. Co amplifikation mit 8 actin Kontrollfragment. d=Tage nach DBTC Gabe. M = Molekulargewichtsmaker,
neg=Negativkontrolle. X=cDNA, Y=Kontrollfragment. Co= Kontrollprobe vom gesunden Pankreas
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3.3 Expression von Matrix Metalloproteinasen im Gewebe

3.3.1 Expression von MMP-9

Es wurde die Expression von MMP-9 auf RNA-Ebene im Pankreas im Verlauf der chronischen
Pankreatitis bestimmt (Abbildung 10). In Abbildung 11 ist die relative Expression bezogen auf die
Kontrolle angegeben. Da eine kleine Stichprobe vorlag (n 5), wurde zur Darstellung der Median
und die Spannweite gewdhlt. Nach Induktion der chronischen Pankreatitis zeigte sich bereits
am ersten Tag ein Anstieg der MMP-9 Expression auf das ca. 120-fache der Kontrolle. Danach
sanken die Werte bis zum 5. Tag nahezu wieder auf das Ausgangsniveau. Am Tag 7 war erneut
ein Anstieg auf das 250-fache zu beobachten. Nach einer geringen Reduktion der Werte an den
Tagen 14 und 28, nahm die Expression am Ende des Beobachtungszeitraumes von 60 Tagen mit

einer ungeféhr 250-fachen Expression des Kontrollwertes wieder erheblich zu.

Abbildung 10: Agarose Gel Elektrophorese von PCR Produkten der MMP 9 ¢cDNA im Verlauf

der DBTC Pankreatitis. Co amplifikation mit MMP 9 Kontrollfragment. d=Tage nach DBTC Gabe.
M=Molekulargewichtsmarker. neg=Negativkontrolle. X=cDNA, Y=Kontrollfragment. Co=Kontrollprobe vom
gesunden Pankreas.
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Abbildung 11: Expression von MMP 9 im Verlauf der chronischen Pankreatitis. Control=Kontrollpankreas ohne
DBTC Applikation. n=5. Die Expression wurde auf die mit 1 gleichgesetzte Kontrolle bezogen. *=p<0,05

3.3.2 Expression von MMP-2 und MMP-3

Nach Induktion der chronischen Pankreatitis nahm die MMP-2 Expression zu, stieg jedoch nicht
mehr als das zweifache des Wertes im Normalgewebe an. Dieser Anstieg ist wahrscheinlich ein
Ausdruck der vermehrten Zellinfiltration und nicht einer gesteigerten Expression und hat vermut-
lich keinerlei Relevanz (Abbildung 13).

Abbildung 12: Agarose Gel Elektrophorese von PCR Produkten der MMP 2 ¢cDNA im Verlauf der

DBTC Pankreatitis. Co amplifikation mit MMP 2 Kontrollfragment. d=Tage nach DBTC Gabe.
M=Molekulargewichtsmarker. neg=Negativkontrolle. X=cDNA, Y=Kontrollfragment. Co=Kontrollprobe vom
gesunden Pankreas.
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Abbildung 13: Expression von MMP 2 im Verlauf der chronischen Pankreatitis. Ko=Kontrollpankreas ohne
DBTC Applikation. n=5. Die Expression wurde auf die mit 1 gleichgesetzte Kontrolle bezogen.

Eine Expression von MMP-3 konnte weder bei der chronischen Pankreatitis, noch bei Kontroll-
pankreata nachgewiesen werden.

3.4 Expression von Tissue Inhibitor of Matrix Metalloproteinases im Gewebe

TIMPs sind die Antagonisten der MMPs. Sie stehen mit den MMPs im Gleichgewicht und
konnen sie durch 1:1 Komplexbildung inhibieren.

3.4.1 Expression von TIMP-1

Die Expression von TIMP-1 nahm einen dhnlichen Verlauf wie die von MMP-9. Nach Induktion
der chronischen Pankreatitis stieg die Expression von TIMP-1 auf das sechs- bis achtfache an.
Dies geschah schon am ersten Tag nach Induktion der Pankreatitis. Am 5. Tag fiel die Expression
wieder nahezu auf Normalwerte ab, wiahrend sie am 7. Tag wieder auf das acht- bis zehnfache
anstieg um bis zum Ende des Beobachtungszeitraumes am 60. Tag hoch zu bleiben (Abbildung 14).

Abbildung 14: Agarose Gel Elektrophorese von PCR Produkten der TIMP 1 ¢cDNA im Verlauf der DBTC
Pankreatitis. d=Tage nach DBTC Gabe. M=Molekulargewichtsmarker. neg=Negativkontrolle Co=Kontrollprobe
vom gesunden Pankreas.
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3.4.2 Expression von TIMP-2

Die Expression von TIMP-2 stieg dhnlich der von MMP-2 im Verlauf nach DBTC-Gabe leicht
an. Es zeigen sich jedoch keine wesentlichen Unterschiede wéhrend des Beobachtungszeitraumes.
(Abbildung 15)

M
' Co Co d1 d3 d5 d7 di14 d28 d60 neg

w-«-“ﬂ“"“““

Abbildung 15: Agarose Gel Elektrophorese von PCR Produkten der TIMP 2 ¢cDNA im Verlauf der DBTC
Pankreatitis. d=Tage nach DBTC Gabe. M=Molekulargewichtsmarker. neg=Negativkontrolle Co=Kontrollprobe
vom gesunden Pankreas.

3.5 MMP in pankreatischen Stellatezellen

Pankreatische Stellatezellen (PSC) spielen eine wichtige Rolle in der Pathogenese der chroni-
schen Pankreatitis. Die Aktivierung von PSC ist unter anderem verbunden mit einer gesteigerten
Expression von Kollagen und MMPs.

In der Zellkultur werden die pankreatischen Stellatezellen durch den Kontakt mit der Ober-
fliche der Zellkulturgefalle aktiviert. Sie beginnen zu proliferieren und ihre Fettspeicherve-
sikel abzustoBen. Dabei verlieren sie auch das darin gespeicherte Vitamin A und verdndern ihre
Morphologie.

Das MMP-9 Protein wird intrazellular gebildet, in seiner Pro-Form sezerniert und dann extrazel-
lular aktiviert. Jeweils 3 und 7 Tage nach Ansetzen der Zellkultur wurde die Konzentration von
aktiviertem MMP-9 im PSC-Kulturiiberstand mit Hilfe der Zymografie gemessen.

Drei Tage nach Beginn der Zellkultur fand sich eine relativ hohe Aktivitdt an MMP-9 im Zellkul-
turiiberstand der PSC.

Am 7. Tag der Zellkultur und somit nach der Aktivierung der PSC fiel die MMP-9 Aktivitit
im Kulturiiberstand bei allen Proben deutlich ab. Dieses Ergebnis entsprach der Reduktion der
MMP-9 Expression wihrend der experimentellen Pankreatitis ab Tag 3 bis 7.

Die Aktivitdt von MMP-2 war im Zelliiberstand der PSC gering. Sie dnderte sich nicht nach Akti-
vierung der PSC (Abbildung 16).
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Abbildung 16: Zymografie des Zelliiberstandes von pankreatischen Stellatezellen (PSC). d=Tage nach Ansetzen
in Zellkultur. 92kDa=proMMP 9, 83kDa=aktiviertes MMP 9.

Zusitzlich wurden pankreatische Stellatezellen kultiviert, um im Verlauf der Aktivierung die
RNA-Expression von MMP-9 zu erfassen. Die Expression von MMP-9 war bereits am ersten Tag

der Zellkultur hoch und verblieb in dieser Auspriagung bis zum Tag 4 (Abbildung 17). An den
folgenden Tagen fiel die RNA-Expression von MMP-9 deutlich ab.

Abbildung 17: Agarose Gel Elektrophorese von PCR Produkten der MMP 9 ¢cDNA in Pankreati

schen Stellatezellen. Co amplifikation mit MMP 9 Kontrollfragment. d=Tage nach Ansetzen in Zellkultur.
M=Molekulargewichtsmarker. neg=Negativkontrolle. X=cDNA, Y=Kontrollfragment.n=3

Parallel zum Nachweis der RNA-Expression von MMP-9 wurde die Expression von MMP-2 im
Verlauf der PSC-Kultur analysiert. Im Untersuchungszeitraum veridnderte sich die RNA-Expres-
sion von MMP-2 nicht (Abbildung 18). Es kann daher von einer konstitutiven Expression ausge-
gangen werden.
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Abbildung 18: Agarose Gel Elektrophorese von PCR Produkten der MMP 2 ¢cDNA in Pankreati
schen Stellatezellen. Co amplifikation mit MMP 2 Kontrollfragment. d=Tage nach Ansetzen in Zellkultur.
M=Molekulargewichtsmarker. X=cDNA, Y=Kontrollfragment. n=3

3.6 Statistik

Signifikanz bedeutet im statistischen Sinne, dass ein Resultat nicht mehr einem Zufall zuge-
schrieben werden kann. Wichtig ist nicht nur die statistische Signifikanz, sondern auch die prak-
tische Relevanz.® Relevant war der Anstieg der Expression von MMP-9 am ersten Tag. Verglichen
mit der Expression am Kontrollpankreas war dieser Wert statistisch signifikant (p<0.05).
Die Reduktion der Expression am Tag 5 fithrte zu Werten dhnlich der Kontrolle. Die erneute
Zunahme der Expression von MMP-9 an den Tagen 7, 14 und 60 war signifikant verglichen mit
dem Normalpankreas (p<0.05).

Die Messung der Expression von MMPs wurde an einer kleinen Stichprobe durchgefiihrt (n 5).
Zur Berechnung der Signifikanz wurde der Wilcoxon-Paarvergleich benutzt.
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4 Diskussion

4.1 Der Verlauf der DBTC-Pankreatitis

Die chronische Pankreatitis beim Menschen ist eine Entziindung des Pankreasgewebes, die zu
einer irreversiblen Schiadigung und dem Untergang des exokrinen Pankreas fiihrt. Gleichzeitig
entwickelt sich eine ausgepragte Organfibrose.*%’

Die Fibrose ist ein besonderes Kennzeichen der chronischen Pankreatitis. Es kommt dabei zur
Bildung und Ablagerung von Kollagenen und anderen Komponenten der ECM.38#° Weiterhin ist
die chronische Pankreatitis durch ein Entziindungsinfiltrat charakterisiert, welches hauptséchlich
aus Lymphozyten und Makrophagen besteht.?*”°

Hauptsédchlich wird ein chronischer Alkoholabusus als Ursache fiir die chronische Pankreatitis
verantwortlich gemacht. Der Schiddigungsmechanismus ist nicht vollstdndig gekldrt. Die Patho-
genese ist jedoch ein multifaktorielles Geschehen. Man geht von einer Nekrose-Fibrose-Sequenz
aus. Die chronische Pankreatitis entwickelt sich tiber akute Schiibe, bei denen sich autodigestiv
Nekrosen bilden. Diese werden von Makrophagen resorbiert und durch Fibrose ersetzt. Die
Fibrosen entstehen zunéchst perilobuldr und erfassen im fortgeschrittenen Stadium der Pankrea-
titis auch die Lobuli. Die Fibrosierung beeintrachtigt die GefalBversorgung des Parenchyms. Der
Fibrosierungsprozess verdndert das Lumen der Pankreasgénge, so dass der Fluss des Pankreas-
sekretes behindert wird. Es kommt zu einer Stagnation, die eine spontane Prazipitation des kalzi-
umbhaltigen Sekretes ermoglicht. Die so entstehenden Calculi verstdrken die Behinderung des
Sekretabflusses, so dass schlieflich in den vorgeschalteten Lobuli die Azinuszellen verschwinden
und durch eine intralobuldre Fibrose ersetzt werden.”'->

Es ist kaum moglich, die Entstehung und den Verlauf der chronischen Pankreatitis am Menschen
zu untersuchen. Das Pankreas ist bei der Diagnosestellung meist schon chronisch verdndert. Auch
ist es ethisch nicht vertretbar, aus Forschungszwecken eine Pankreaspunktion durchzufiihren, die
viele Risiken fiir den Patienten birgt. An einem humanen Pankreaspunktat lieBe sich aullerdem
immer nur ein Ist-Zustand feststellen. Fiir eine Verlaufsbeschreibung ist es deshalb notwendig,
die chronische Pankreatitis am Tiermodell zu untersuchen.

Zur Untersuchung der MMP-Expression bei der chronischen Pankreatitis wurde das Modell
der DBTC-Pankreatitis gewéhlt. Nach Injektion von 8 mg/kg DBTC kam es zu einer massiven
Einwanderung von Lymphozyten und Monozyten in das Pankreas, die an der Entziindungsre-
aktion beteiligt waren und wihrend der chronischen Pankreatitis im Pankreas persistierten. Es
entwickelte sich eine Dilatation des Ductus pancreaticus durch Obstruktion mit Zelldetritus
und einer Stase des Pankreassekretes. HE-Schnitte des Pankreas zeigten eine Schidigung von
exokrinem Pankreasgewebe und eine sich entwickelnde Fibrose, die iiber 60 Tage hinweg progre-
dient war. Es wurden als Ersatz fiir das untergegangene Pankreasgewebe vermehrt Kollagen und
Komponenten der extrazelluliren Matrix produziert und abgelagert. Dieser Vorgang war irrever-
sibel und fiihrte im Verlauf zu einer ausgeprégten Fibrose des Pankreas mit Verlust der exokrinen
Funktion. Im Finalstadium waren auch Inselzellen betroffen, so dass es auch zu einem Verlust
der endokrinen Funktion und damit zu einem insulinabhéngigen Diabetes mellitus kam.*
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Durch DBTC wird vermutlich zundchst eine akute Pankreatitis induziert, die nach 5-7 Tagen, in
einen chronischen Prozess tibergeht. Bei der Gabe von einer geringeren Menge DBTC (4 mg/kg)
entwickelt sich eine akute interstitielle Pankreatitis, die eine vollstdndige restitutio et integrum
zur Folge hat. Es kommt nicht zu einem chronischen Verlauf der Pankreatitis.”

Das Modell der DBTC-Pankreatitis an der Ratte erfiillt die histologischen Kriterien einer chroni-
schen Pankreatitis, wie sie auch beim Menschen vorkommt. Dieses Modell bietet damit eine gute
Maoglichkeit, an der Ratte die Pathogenese der chronischen Pankreatitis zu untersuchen.

In tierexperimentellen Untersuchungen wurde nachgewiesen, dass nach DBTC-Gabe die Expres-
sion von Kollagen zunimmt. Das gebildete Kollagen wird allerdings im Laufe der ersten zwei
Wochen nicht im Gewebe abgelagert. Erst nach zwei Wochen ist eine Vermehrung des Binde-
gewebes und damit eine beginnende Fibrose nachzuweisen.”” Der Grund fiir eine verzogerte
Ablagerung von Kollagen konnte an einer nicht abgeschlossenen Proteinsynthese liegen, in der
die Expression von Kollagen-RNA ansteigt, wihrend die Translation in das Protein unterbleibt.
Auch eine nicht stattfindende Aktivierung von pro-MMP9 zu aktiviertem MMP-9 wire denkbar.
Dies ist allerdings weniger wahrscheinlich, da Aktivatoren von MMP-9, zum Beispiel MMP-2,
MT-MMP-1 und Trypsin,”® vorhanden wiren. Zusétzlich konnen sich MMPs untereinander selbst
aktivieren.””®%° Das Ausbleiben der Kollagenablagerung in den ersten Tagen der experimentellen
chronischen Pankreatitis lieBe sich auch durch den sofortigen Abbau der Kollagene durch die im
Gewebe vorhanden MMPs erkléren.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Expression von MMPs im Verlauf der chronischen Pankrea-
titis untersucht. MMPs und deren Inhibitoren spielen eine bedeutende Rolle im Aufbau, bei dem
physiologischen und pathologischen Umbau, der Regulation und dem Abbau der extrazelluldren
Matrix.

4.2 MMP-9

4.21 MMP-9 aus Leukozyten

MMPs konnen von einer Vielzahl von Zellen gebildet werden, die sowohl MMPs als auch TIMPs
produzieren. Dazu zidhlen unter anderem Epithelzellen,'**!°! Endothelzellen,!”* Nervenzellen,!%%104
Makrophagen'® und neutrophile Granulozyten.'” Eine steigende Anzahl von Untersuchungen

belegte die Beteiligung immunkompetenter Zellen in der Pathogenese der chronischen Pankrea-
titis.107’108’109

Es ist bekannt, dass MMP-9 von neutrophilen Granulozyten,"® Monozyten und Makrophagen
sezerniert wird."""'"? Neutrophile Granulozyten produzieren jedoch kein MMP-2."® Unterdriickt
wird die Produktion von MMP-9 unter anderem durch IL-4,"* IL-10"5 und IF-B."'® Die Produktion
kann gesteigert werden durch TNF-a, welches an Fibronektin gebunden ist.""” Die Anwesenheit
von TGF-B unterdriickt die Expression."® Bestimmte Matrixproteine, wie zum Beispiel SPARC
(secreted protein acidic and rich in cystine), bilden einen stiandigen Stimulus fir Makrophagen
zur Produktion von MMP-9. SPARC findet sich vor allem im Gewebe mit natiirlicher Regenera-
tion, wie zum Beispiel in der Darmmucosa oder heilenden Wunden. Auch ist es besonders haufig
in Tumoren und fibrotischem Gewebe zu finden."”® Dies konnte unter anderem bei der Fibrose der
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Leber gezeigt werden, ausgehend von den Ito-Zellen.'?° Da vermutet wird, dass die Fibrose in der
Leber und im Pankreas dhnlich verlduft und von einer vergleichbaren Zellpopulation ausgeht, ist
es moglich, das SPARC auch in hohen Konzentrationen wéihrend der chronischen Pankreatitis
exprimiert wird. Dazu liegen jedoch keine Daten vor.

Die Aufgabe von MMP-9 ist nicht nur die Regulation des Bindegewebes, sondern auch die Akti-
vierung und Regulation von immunomodulierenden Zytokinen. Ein gutes Beispiel fiir die Regu-
lation ist die Aktivierung von IL-1 durch Proteolyse."”! Sie spielt eine entscheidende Rolle fiir die
MMP-9 Produktion in Leukozyten, da aktiviertes IL-1 die MMP-9 Produktion erhéht. 22

Ein weiteres Beispiel ist die Potenzierung von bereits aktiven IL-8 durch MMP-9 mittels Abspal-
tung von sechs Aminosduren am aminoterminalen Ende. Das daraus entstehende IL-8 hat eine
zehnfach hohere Potenz zu Rezeptorbindung, Calcium signaling, Ausschiittung von MMP-9
aus Neutrophilen und Vermittlung von Chemotaxis. Diese Fahigkeit scheint MMP-2 nicht zu
haben.'”

IL-8 ist in einer hohen Konzentration innerhalb der chronischen Pankreatitis vorhanden, wihrend
es im normalen Pankreas nicht nachzuweisen ist.'**!?* Es ist anzunehmen, dass ein gleichzeitiges
Auftreten von Zytokinen und MMP einen verstdrkenden Effekt auf den Entziindungsvorgang
innerhalb des Pankreas hat, unter anderem durch den potenzierenden Effekt, den MMP-9 auf das
IL-8 ausiibt. Die Induktion von MMP-9 durch IL-8 setzt wiederum eine Reaktion in Gang, die
selbstverstiarkend wirken kann.

4.2.2 Beziehung zwischen der Basalmembran und MMP-9

MMP-9 spielt eine entscheidende Rolle bei der Regeneration der Basalmembran. Eine erhohte
Konzentration von MMP-9 oder eine Reduktion des Inhibitors TIMP-1 kann einen vermehrten
Abbau der Basalmembran zur Folge haben. Dies fiihrt zu einer gesteigerten Durchldssigkeit der
Basalmembran wodurch Enzyme aus dem Pankreasgang leichter in das Interstitium eindringen
konnen. Unterstiitzt wird dieser Vorgang durch eine Druckerhohung innerhalb des Ductus pankre-
aticus, welche Folge einer Obstruktion des Ganges, u. a. durch Proteinprézipitate ist.*” Immun-
kompetente Zellen haben ebenfalls die Fahigkeit MMP-9 und TIMP-1 zu bilden. Damit sind sie
in der Lage von der Blutbahn ausgehend die Basalmembran der Gefélle zu durchbrechen, um
weiter in das Interstitium einwandern zu konnen.'?1?7128 Eine erhohte Durchldssigkeit der Basal-
membran erleichtert damit immunkompetenten Zellen die Einwanderung aus der Blutbahn in das
Pankreas und verstédrkt die Entziindungsreaktion.

4.3 Sythese von MMP-9 in PSC

Bei Untersuchungen zur Pathogenese der chronischen Pankreatitis sind die so genannten pankre-
atischen Stellatezellen (PSC) in den Vordergrund geriickt. Die PSC werden inzwischen als
wesentlicher Pathogenesefaktor fiir die Fibrose des Pankreas betrachtet.”'?* Sie haben die gleiche
Eigenschaft wie HSC, sich von ruhenden, retinoid-speichernden Zellen zu aktiven und kollagen-
produzierenden Zellen zu entwickeln.****B! Diese Aktivierung kann durch mehrere Zellen und
Mediatoren vermittelt werden. Dazu gehoren aktivierte Makrophagen,'*> Tumor growth factor-§
(TGF-B),** und Patelet-derived growth factor (PDGF)."** Im Entziindungsprozess der Pankreatitis
werden PSC unter anderem durch TGF-f aktiviert.
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Durch Préiparation und Kultivierung in vitro wurden PSC aktiviert.!”® In den kultivierten PSC
war die Expression von MMP-9 auf RNA-Ebene gut nachweisbar. Im Verlauf der Aktivierung
nahm diese Expression ab. Drei Tage nach PSC Préparation fand sich eine hohe Konzentration
von MMP-9 im Kulturmedium, wie die Ergebnisse der Zymografie zeigten. Sieben Tage nach
Prdparation sank die Konzentration von MMP-9 in der Nahrlosung erheblich ab. Somit fiihrt die
Aktivierung der PSC zunéchst zur Expression von MMP-9 auf RNA- und auf Proteinebene, die
jedoch im weiteren Verlauf der Kultivierung deutlich abnimmt.

In vielen Studien wird die MMP-Produktion gemessen, die jedoch keine Aussage dariiber zulésst,
wie viel aktives MMP wirklich vorhanden ist. Auch die Zymografie zum Nachweis des aktivierten
Enzyms ist keine absolut zuverldssige Methode die interstitielle Aktivitdt von MMP zu messen.
Wenn MMPs an TIMPs gebunden werden, sind sie in vivo inaktiv. Durch das in der Zymografie-
elektrophorese verwendete Sodiumdodecylsulfat, dissoziiert der MMP-TIMP-Komplex wieder.'!
MMP liegt wieder ungebunden vor. Dies kann iiber die Proteaseaktivitit einen falschen Eindruck
vermitteln, da die Aktivitit des MMP-9 gemessen wird, welches vorher moglicherweise durch
TIMP-1 inaktiviert war. Die Gesamtaktivitdt von produziertem MMP-9 ist allerdings messbar.

4.4 RNA-Expression von MMP-9 bei der chronischen DBTC-Pankreatitis

Wie gezeigt werden konnte, stieg die Expression von MMP-9 wihrend der experimentellen chro-
nischen Pankreatitis unmittelbar nach der DBTC-Applikation an. Nach etwa einer Woche verrin-
gerte sich die Expression, um danach wieder auf ein hohes Niveau anzusteigen, welches bis zum
Ende des Beobachtungszeitraumes persistierte. Der Anstieg von MMP-9 innerhalb der ersten
Tage konnte verantwortlich dafiir sein, dass in den ersten zwei Wochen keine vermehrte Kolla-
genablagerung im entziindeten Pankreas festgestellt werden konnte.

Der Anstieg von MMP-9 bei der chronischen Pankreatitis entsprach anderen Untersuchungen an
Modellen der akuten Pankreatitis. Zum Beispiel wurde eine vermehrte Enzymaktivierung von
MMP-2 und MMP-9 in der Peritonealfliissigkeit und im Lungengewebe von Ratten gefunden,
bei denen eine akute Pankreatitis mittels retrograder Injektion von Natrium Taurocholate in
den Pankreasgang induziert wurde. In dieser Studie wurden systemische Komplikationen und
Lungenversagen bei schwerer akuter Pankreatitis analysiert.*® Das Pankreas wurde dabei nicht
untersucht. Dies zeigt den Einfluss, den MMPs auf andere, das Pankreas nicht direkt betreffende
Organe haben.

Histologisch fand sich im Verlauf der chronischen DBTC-Pankreatitis 5 bis 7 Tage nach
der Induktion eine Lymphozyteninfiltration im Pankreas. Die Expression von lymphozy-
taren Zytokinen, wie IL-2 und IFNy stieg auch erst ab diesem Zeitraum an."*” Bei den durch-
gefithrten Untersuchungen nahmen die Konzentration von MMP-9 und die Leukozyteninfil-
tration in der DBTC-Pankreatitis ebenfalls ab Tag 7 wieder zu und blieben bis zum Ende des
Beobachtungszeitraumes auf hohem Niveau. Dies ldsst auf einen Zusammenhang zwischen
MMP-9 und der Leukozyteneinwanderung wihrend der DBTC-Pankreatitis schlie3en.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Expression der MMPs und TIMPs innerhalb des chronisch
entziindlich verdnderten Pankreas erfasst. Daher war es nicht moglich, die MMP-Expression der
einzelnen Zellpopulationen getrennt zu analysieren. Die vermehrte Expression von MMP-9 kann
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somit sowohl durch die Stellatezellen als auch durch die vermehrte Einwanderung von Leuko-
zyten bedingt sein. Wesentliche Zielstruktur von MMP-9 ist das Kollagen IV in den Basalmem-
branen. MMP-9 konnte die Durchléssigkeit der Basalmembranen fiir einwandernde Leukozyten
erhohen, die wiederum MMP-9 produzieren. MMP-9 hilft Leukozyten bei der Migration in das
Gebiet einer Entziindung als Antwort auf eine Chemotaxis.”*® Somit wiirde ein sich selbst verstir-
kender Effekt hinsichtlich der Leukozyteninfiltration vorliegen. Gleichzeitig fordert die Degrada-
tion der Basalmembran die pathologische Ablagerung von Kollagenen.'*

Es wurde nachgewiesen, dass sich nach Induktion der DBTC-Pankreatitis Makrophagen vermehrt
im Pankreas befinden. Die Makrophagenzahl erreichte ihren Hohepunkt am Tag 3. Es folgt
eine Reduktion auf nahezu normale Werte am Tag 5 und ein darauf folgender Anstieg bis zum
Ende des Beobachtungszeitraumes von 60 Tagen.'** Diese Kurve korreliert mit der Expression
von MMP-9 und TIMP-1, die in der vorliegenden Arbeit gemessen wurde. Offenbar sind auch
Makrophagen am Anstieg von MMP-9 im Beobachtungszeitraum beteiligt. Makrophagen produ-
zieren MMP-9 immer in Kombination mit TIMP-1."*! Der Verlauf der Expression von TIMP-1
innerhalb der experimentellen Pankreatitis liee sich so auch erkléren.

4.5 RNA-Expression von MMP-2, MMP-3, TIMP-1 und TIMP-2 bei der chroni-
schen DBTC-Pankreatitis

Die Expressionen von MMP-2 und TIMP-2 wiesen keine signifikanten Verdnderungen im Verlauf
der experimentellen chronischen Pankreatitis auf. Ein nahezu paralleler Verlauf zur Expression
von MMP-9 zeigte sich bei der Expression von TIMP-1.

TIMP-1-Expression und -Sekretion konnte bei PSC nicht nachgewiesen werden.'*

Allerdings kam
es zu einer signifikanten Erh6hung der TIMP-1-Expression im Verlauf der experimentellen chro-
nischen Pankreatitis. Das Vorhandensein einer gesteigerten TIMP-1-Expression im Verlauf der
chronischen Pankreatitis und die fehlende Produktion von TIMP-1 in aktivierten PSC zeigt, dass
PSC nicht selbst in der Lage sind, das interzelluldr anfallende MMP-9 zu hemmen. In Makrop-
hagen werden MMP-9 und TIMP-1 immer in Kombination produziert."! Es ist anzunehmen, dass
der in dieser Arbeit gemessene Anstieg von TIMP-1 zu einem groBlen Teil den Makrophagen

zuzuschreiben ist.

PSC produzieren im Gegensatz zu den hepatischen Stellatezellen kein TIMP-1. Moglicherweise
soll die Leukozyteninfiltration im Pankreas gegeniiber der Leber erleichtert werden. Dazu sind
jedoch keine Daten bekannt.

MMP-9 wurde hochreguliert, wahrend die Hochregulierung von MMP-2 ausblieb. Dies ist
moglicherweise auch durch die unterschiedliche Aktivierung durch Zytokine zu erkléren.
Verschiedene Zytokine beeinflussen unterschiedlich die MMP-Expression, obwohl MMP-2 und
MMP-9 das gleiche Substrat als Zielstruktur haben. Unter TNF-o wird MMP-9 vermehrt expri-
miert. Auf die MMP-2-Expression hat TNF-a keinen Effekt."*>'* PSC wurden in vitro erfolgreich
durch TNF-a stimuliert. TNF-a kann durch Hochregulierung von MMP-9 einen Einfluss auf die
Entwicklung einer chronischen Pankreatitis haben.

Eine Expression von MMP-3 konnte in der vorliegenden Arbeit weder bei Kontrollpankreata,
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noch bei chronischer Pankreatitis nachgewiesen werden. Dieses Ergebnis deckt sich mit Unter-
suchungen anderer Arbeitsgruppen am humanen Pankreas.'*

4.6 Schlussfolgerungen

Die Expression von MMP-2, MMP-3, MMP-9, TIMP-1 und TIMP-2 auf RNA-Ebene im Pankre-
asgewebe wurde im Verlauf der durch DBTC induzierten chronischen Pankreatitis der Ratte
untersucht. Zusétzlich konnte die MMP-9-Expression und -Sekretion von PSC im Verlauf der
Aktivierung gezeigt werden. Fibroblasten sind dazu nicht in der Lage.'* Dabei handelt es sich um
einen wichtigen Unterschied zwischen Fibroblasten und PSC.

Wihrend MMP-3 im geschilderten Versuchsansatz nicht nachweisbar war, blieb die Expres-
sion von MMP-2 und TIMP-2 im Verlauf der chronischen Pankreatitis weitgehend unveridndert.
Auftillig war ein charakteristischer Verlauf der MMP-9- und der TIMP-1-Expression wiahrend
der tierexperimentellen Pankreatitis.

Eine Aktivierung der PSC mit gleichzeitiger Expressionssteigerung von MMP-9 konnte
moglicherweise ein Schliisselausloser fiir die chronische Pankreatitis sein. Es kommt zunéchst
zu einer akuten Entziindung des Pankreas mit Kollagenbildung. Das Kollagen wird zu Beginn
der chronischen Pankreatitis allerdings noch abgebaut unter Beteiligung des vermehrt gebildeten
MMP-9. Die Expression von MMP-9 durch die aktivierten PSC nimmt im weiteren Verlauf der
Pankreatitis bis zum 5. Tag wieder ab. Die im gewdhlten Tiermodell persistierende Obstruk-
tion des Gallen-Pankreasganges stellt jedoch einen anhaltenden Stimulus der Entziindung dar.
Zunehmend wandern Makrophagen in das Pankreasgewebe ein. Die anhaltende Expression von
MMP-9 durch PSC, Makrophagen und neutrophilen Granulozyten fiihrt zur Destabilisierung der
Basalmembran. Daraufhin kommt es zu einer Einschwemmung von Pankreasenzymen in das
Interstitium, die dort aktiviert werden. Dies fithrt wiederum zu einer vermehrten Leukozytenin-
filtration, Zytokin- und auch MMP- Freisetzung. Somit verstérkt sich der Entziindungsprozess im
weiteren Verlauf selbst.

Die Pathogenese der chronischen Pankreatitis ist insgesamt zu komplex, um sie allein auf Wech-
selwirkungen von MMPs und TIMPs zurtickfithren zu konnen. Der Verlauf der MMP-9-Expres-
sion im tierexperimentellen Modell weist jedoch auf einen interessanten Ansatzpunkt fiir neue
therapeutische Strategien hin.

47



)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

9)

Thesen

Bei der chronischen Pankreatitis handelt es sich um eine chronisch entziindliche Erkrankung
mit irreversibler Schiddigung des Pankreasgewebes. Charakteristisch ist der fibrotische Umbau
des Pankreasgewebes, der tiber mehrere Jahre in Schiiben verlaufen kann. Héufig ist ein chro-
nischer Alkoholabusus die Ursache der Erkrankung.

Ziel der vorliegenden Arbeit waren Untersuchungen zur Expression von Matrix Metallopro-
teinasen (MMPs) und deren Inhibitoren, den Tissue Inhibitors of Matrix Metalloproteinases
(TIMPs), im Verlauf einer tierexperimentellen chronischen Pankreatitis.

Matrix Metalloproteinasen (MMPs) und deren Inhibitoren (TIMPs) spielen eine Schliissel-
rolle bei dem physiologischen und pathologischen Umbau der extrazelluliren Matrix. Sie sind
im menschlichen Korper ubiquitdr vorhanden und stehen miteinander im Gleichgewicht. Ein
Uberschuss von Matrix Metalloproteinasen ermdglicht einen verstirkten Abbau von extrazel-
luldrer Matrix. Ein Mangel an Matrix Metalloproteinasen kann zu verstdrkter Matrixabla-
gerung und zur Fibrose des umliegenden Gewebes fiihren.

Aktivierte pankreatische Stellatezellen (PSC) sind die wichtigsten Produzenten der Extraze-
lluldren Matrixproteine (ECM) im Pankreas. Thnen kommt eine wesentliche Rolle bei der
Fibrogenese im Rahmen der chronischen Pankreatitis zu.

Da humanes Pankreasgewebe fiir Verlaufsuntersuchungen bei der chronischen Pankrea-
titis nicht zur Verfiigung steht, sind tierexperimentelle Arbeiten erforderlich. Als Modell
wurde die durch Dibutylzinn-Dichlorid (DBTC) induzierte chronische Pankreatitis der Ratte
gewihlt.

Zur Untersuchung der Expression von MMPs und TIMPs im Verlauf der DBTC-Pankreatitis
wurden die Tiere an den Tagen 1, 3, 5, 7, 14, 28 und 60 nach Induktion der Pankreatitis zur
Entnahme des Pankreasgewebes getotet.

Analysiert wurde die RNA-Expression von MMP-2, MMP-3, MMP-9, TIMP-1 und TIMP-2
im Pankreasgewebe der Ratte. Die Analyse der Expression von MMPs und TIMPs erfolgte
mit Hilfe der Kompetitiven Polymerase Kettenreaktion.

In einem weiteren Versuchsansatz wurden PSC der Ratte isoliert und kultiviert. Im Verlauf
der wihrend der Kultivierung stattfindenden Aktivierung der Zellen konnte die Expression
von MMP-2 und MMP-9 auf RNA-Ebene in den Zellen untersucht werden. Zuséitzlich wurde
mit Hilfe der Zymografie im Zellkulturtiberstand die Aktivitit von MMP-2 und MMP-9
erfasst.

Im Verlauf der DBTC-Pankreatitis zeigte sich ein Anstieg der MMP-9-Expression, die am Tag
3 einen Hohepunkt ereichte und bis zum Tag 5 nahezu auf den Normalwert abfiel. Danach
stieg die RNA-Expression erneut bis iiber das 20-fache der Normalwerte an. Diese Erh6hung
persistierte bis zum Ende des Beobachtungszeitraumes.

10) Bei der chronischen DBTC-Pankreatitis war der Verlauf der RNA-Expression von TIMP-1 im
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Pankreas dem Verlauf der MMP-9-Expression sehr dhnlich. Einem initialen Anstieg folgte
die Reduktion und eine erneute ausgeprdgte Zunahme.

11) Die Expression von MMP-2 und TIMP-2 blieb im Beobachtungszeitraum weitgehend
unverdndert. MMP-3 konnte nicht nachgewiesen werden.

12) Pankreatische Stellatezellen durchlaufen wéhrend der Kultivierung einen Aktivierungs-
prozel3, der in einen myofibroblastiren Phénotyp miindet. Die anfianglich deutliche RNA-
Expression von MMP-9 verringert sich im Verlauf des Aktivierungsprozesses. Parallel dazu
konnte am Tag 3 nach der Zellisolierung eine hohe Aktivitit von MMP-9 im Zellkulturme-
dium nachgewiesen werden. Am Tag 7 sank diese Aktivitét deutlich ab.

13) In pankreatischen Stellatezellen waren die RNA-Expression und die Produktion von MMP-2
gering und blieben auch unveridndert wihrend der Aktivierung der Zellen.

14) Da die MMP- und TIMP-Expression im Gewebe untersucht wurde, konnte deren Synthese in
den einzelnen Zellpopulationen nicht differenziert werden. Es sind nur indirekte Schlussfol-
gerungen hinsichtlich der Herkunft von MMP-9 und TIMP-1 moglich. Sowohl PSC als auch
Makrophagen und neutrophile Granulozyten kénnen MMP-9 produzieren.

15) Aktivierte pankreatische Stellatezellen synthetisieren in betrachtlichem Malle MMP-9. Dies
begiinstigt moglicherweise die Infiltration immunokompetenter Zellen in das Pankreas,
welche zu einer Verstiarkung und zur Chronifizierung der Pankreatitis beitragt.

16) An der Expression von MMP-9 und von TIMP-1 sind offenbar Makrophagen wesentlich
beteiligt. Auch Ergebnisse anderer Untersuchungen sprechen fiir eine wesentliche Rolle dieser
Zellen bei der Fibrogenese.

17) Die beschriebenen Ergebnisse weisen auf Ansatzpunkte neuer therapeutischer Strategien hin,
auch wenn sich die komplexe Pathogenese der chronischen Pankreatitis nicht allein auf die
Wechselwirkungen von MMPs und TIMPs zurtickfiihren lésst.
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6 Abkilirzungsverzeichnis

APACHE
APS
ARDS

cDNA
CT

DBTC
DEPC
DNA

EDTA
ERCP
HSC
KF

MMP
MOPS
MRNA
MT-MMP

PCR
PSC

RNA
RNAsen
rRNA
RT-PCR

SDS
SMA
SPARC

TEMED
TGF-B
TNF-a
tRNA

Acute Physiologic and Chronic Health Evaluation
Ammoniumpersulfat
Acute Respiratory Distress Syndrome

Copy DNA
Computertomographie

Dibutylzinndichlorid
Diethylpyrocarbonate
Desoxyribonukleinsdure

Ethylendiamintetraessigsaure

Endoskopische Retrograde Cholezysto-pakreatikoskopie
Hepatische Sternzellen

Kontrollfragment

Matrix Metalloproteinase

3 ( N-Morpholino )-Propansulfonséure
Messenger Ribonukleinsdure
Membrantype MMP

Polymerase-chain-reaction
Pankreatische Stellatezellen

Ribonukleinsaure

RNA spaltende Enzyme
Ribosomale Ribonukleinsaure
Reverse Transkriptase PCR

Natriumlaurylsulfat
Smooth muscle actin
Secreted Protein acidic and Rich in Cystine

Tetramethylethylendiamin
Tumor Growth Factor beta
Tumor Nekrose Faktor alpha
Transport Ribonukleinsaure
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