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Einleitung

1 Einleitung

Die akute Pankreatitis ist eine der hdufigsten Erkrankungen in der Gastroenterologie und geht mit
einer hohen Rate an Hospitalisierungen sowie mit einer hohen Morbiditdt und Mortalitét einher
(Crockett et al. 2018). Derzeit gibt es noch keine verfiigbare spezifische Therapie (Garber et al. 2018),
sodass es erforderlich ist die Regulation der Entziindungsmechanismen besser zu verstehen, um

gezielte Therapien entwickeln zu konnen.

Das Immun- und Nervensystem kommunizieren iiber ein ausgedehntes Netzwerk miteinander
(Steinman 2004). Das Calcitonin Gene-Related Peptide (CGRP) ist ein Neuropeptid mit weit
verbreiteter Expression im zentralen und peripheren Nervensystem (Poyner et al. 2002). Friihere
Untersuchungen deuten auf eine wichtige Rolle des CGRP-Signalwegs als antiinflammatorischer
Modulator der angeborenen Immunantwort hin (Holzmann 2013). Der CGRP-Rezeptor besteht aus
zwel Untereinheiten: dem Receptor Activity Modifying Protein 1, RAMP1 und dem Calcitonin
Receptor-like Receptor, CLR (McLatchie et al. 1998). In fritheren Studien wurde eine CGRP-
Immunreaktivitit in Nervenfasern nachgewiesen, die das Pankreas innervieren (Sternini, De Giorgio,
and Furness 1992). Der Einfluss von CGRP im Rahmen der akuten Pankreatitis ist noch nicht
abschlieffend geklart. Durch die Verwendung eines RAMP1-Knock-out-Mausmodells (RAMP1-KO-
Mausmodell) wurde in der vorliegenden Arbeit die Rolle und Funktion des CGRP-Rezeptors in der

akuten Phase der Caerulein-induzierten Pankreatitis untersucht.

1.1 Akute PanKkreatitis

1.1.1 Definition und Diagnose

Eine akute Pankreatitis ist eine akut einsetzende Entziindung der Bauchspeicheldriise. Durch die
Entziindung werden sowohl die endokrinen als auch die exokrinen Funktionen des Pankreas fiir eine
variable Dauer beeintrachtigt. Haufig ist die akute Pankreatitis mit einer systemischen Inflammation

verbunden, wodurch es zu einer Funktionseinschrinkung anderer Organsysteme kommen kann.

Die Diagnose einer akuten Pankreatitis erfordert zwei der drei folgenden Kriterien (Banks et al. 2013)

(Uhl et al. 2002) (Arvanitakis et al. 2004) (Bollen et al. 2007):

(1) abdominelle Schmerzen: akuter Beginn eines anhaltenden, schweren, epigastrischen

Schmerzes, der oft in den Riicken strahlt
(2) Erhohte Serum-Lipase-Aktivitdt (mindestens 3x hoher als die obere Normgrenze)

(3) charakteristische Befunde einer akuten Pankreatitis bei der Kkontrastverstarkten
Computertomografie, seltener bei der Magnetresonanztomografie oder der transabdominalen

Sonografie.
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1.1.2 Pathophysiologie

Pathophysiologisch ldsst sich die akute Pankreatitis in vier Phasen unterteilen (Felderbauer et al.

2005):
1. Zellschadigung
2. lokale Inflammation
3. systemische Inflammation
4. Infektion der Pankreasnekrose

Unter physiologischen Bedingungen befinden sich die inaktiven Verdauungsenyzme, die sogenannten
Zymogene in den Azinuszellen. Bei Eintritt in das Darmlumen werden sie durch die Enterokinase oder
durch Trypsin in ihre aktive Form iberfiihrt (Logsdon and Ji 2013). Trypsin ist dabei das
entscheidende Enzym, denn es fordert nicht nur seine eigene Aktivierung, sondern auch die
Aktivierung anderer Verdauungsenzyme wie z. B. Chymotrypsinogen, Procarboxypeptidase und

Proelastase.

Die akute Pankreatitis wird durch eine pathologische Aktivierung von Trypsin in den Azinuszellen des
Pankreas verursacht, welche zu einer Autodigestion des Pankreasgewebes fiihrt. Eine Co-
Lokalisierung lysosomaler Hydrolasen, wie Cathepsin B, mit Verdauungsenzyme spielt eine
entscheidende Rolle bei der intrazelluldren Aktivierung der Verdauungsenzymen (van Acker, Perides,
and Steer 2006). Verschiedene Studien haben gezeigt, dass potenzielle Schliisselmodulatoren wie z. B.
Calcium (Kruger, Albrecht, and Lerch 2000) und maifig niedrige pH-Werte (Leach et al. 1991)

ebenfalls eine wichtige Rolle bei der vorzeitigen Trypsinogenaktivierung spielen.

Die Phase der lokalen pankreatischen Inflammation ist vor allem durch die Expression von Zyto- und
Chemokinen gekennzeichnet (Felderbauer et al. 2005). Die Zytokine sind unter anderem fiir das
Anlocken und fiir die Aktivierung von Entziindungszellen verantwortlich. Die Aktivierung des
Immunsystems fiihrt unter anderem zu einer antiinflammatorischen Reaktion, die das Fortschreiten der

systemischen Komplikationen beeinflusst (Leliefeld et al. 2016).

In der dritten Phase kommt es zu einer extrapankreatischen Entziindungreaktion (Weber and Adler
2001) (Bhatia et al. 2005) (Norman 1999). Ein systemisches Entziindungsreaktionssyndrom spiegelt
den Einfluss der Zyto- und Chemokinen auf dem gesamten Organismus wider. Durch die Vielzahl
verschiedenen Faktoren kann sich dieser systemischen Entziindungsreaktion in Form einer
respiratorischen Insuffizienz (Zhou et al. 2010), einem prérenalen Nierenversagen aufgrund eines
Volumenmangels (Petejova and Martinek 2013) oder Sepsis aufgrund einer bakteriellen Translokation

(Schietroma et al. 2016) manifestieren.

Eine nekrotisierende Pankreatitis tritt auf, wenn das Pankreasgewebe aufgrund der Entziindung

zugrunde geht und ist die wichtigste lokale Komplikation im Verlauf einer akuten Pankreatitis. Uber
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welchen Mechanismus die interstitielle, 6dematése Form einer akuten Pankreatitis in die
nekrotisierende Form {ibergeht, ist bisher unklar (Felderbauer et al. 2005). Das diffuse oder lokale
Gebiet des nekrotisierenden Parenchyms ist initial steril, kann aber durch Bakterien aus dem Darm
(Fritz et al. 2010), durch Reflux von infizierter Gallenfliissigkeit, himatogen oder durch direkte
transperitoneale Ausbreitung infiziert werden. Die Infektion einer Pankreasnekrose beinhaltet die
vierte und letzte pathophysiologische Phase der akuten Inflammation des Pankreas und ist die
Haupttodesursache, die mit einer schlechten Prognose einhergeht (Felderbauer et al. 2005). Die
Mortalitdt bei Patienten mit nekrotisierender Pankreatitis liegt bei ca. 15 % und bei Patienten mit
infizierter Nekrose (die zu einem bestimmten Zeitpunkt im klinischen Verlauf bei ca. einem Drittel der
Patienten mit Nekrose auftritt) bei bis zu 30-39 % (Petrov et al. 2010) (Banks, Freeman, and Practice
Parameters Committee of the American College of 2006) (Frossard, Steer, and Pastor 2008).

1.1.3 Atiologie

Um eine optimale symptomatische Therapie initiieren zu kdnnen, ist eine Klirung der Atiologie
erforderlich. Zu den Hauptursachen, auf die ca. 60-80 % aller Félle zuriick zu fiihren sind, z&hlen
Gallensteine und Alkoholmissbrauch (Roberts et al. 2017). Weitere seltenere Ursachen einer akuten

Pankreatitis werden in der Tabelle 1 dargestellt.

Tabelle 1: Atiologische Faktoren der akuten Pankreatitis, in Anlehnung an (Harper and Cheslyn-Curtis 2011)

Hyperlipiddmie

Hypercalcédmie
Post-ERCP

Posttraumatisch / Postoperativ

Medikamente (z. B. Azathioprin, Valproinsdure, Virostatika)

Virale Infektion (Ebstein-Barr, Coxsackie, Cytomegalovirus)

Bakterielle Infektion (Mykoplasmen, Salmonellen)

Ausschlussdiagnose / Idiopatisch

1.1.4 Schweregrade

Die Schweregrade einer akuten Pankreatitis konnen in mild, moderat und schwer unterteilt werden
(Banks et al. 2013) (sieche Tabelle 2). Diese Einteilung ermdglicht es Patienten mit potenziell schweren
Verlaufen friihzeitig zu identifizieren und einer facharztlichen Behandlung zuzufiihren (Banks et al.
2013). In der Friihphase sollte tdglich eine Reevaluation des Schweregrades erfolgen. Die Mortalitét
einer mittelschweren akuten Pankreatitis ist deutlich geringer als die einer schweren akuten

Pankreatitis (Vege et al. 2009).
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Tabelle 2: Schwergrade einer akuten Pankreatitis nach (Banks et al. 2013)

) o kein Organversagen
Milde akute Pankreatitis: _ ] o
keine lokalen oder systemischen Komplikationen

lokale oder systemische Komplikationen ohne anhaltendes
Moderate akute Pankreatitis: | Organversagen und/oder

voriibergehender Organausfall (Organversagen < 48 h)

anhaltendes - Einzelorganversagen

Schwere akute Pankreatitis:
Organversagen (> 48 h) - multiples Organversagen

1.1.5 Therapie

Die Therapie der akuten Pankreatitis besteht hauptsichlich aus supportiven MaBnahmen. Einen
wichtigen Stellenwert hat hierbei die Volumenersatztherapie sowie eine ausreichende Analgesie und
die Vorbeugung von Komplikationen. Durch die Sequestration von Volumen kommt es sehr friith zu
einer intravaskuldren Hypovoldmie. Um eine ausreichende Gewebeperfusion aufrecht zu erhalten
sollte ein adidquater Volumenersatz vor allem mit kristalloiden Losungen erfolgen (Leppaniemi et al.
2019). Im Rahmen von Studien konnte gezeigt werden, dass eine Volumensubstitution in den
Anfangsstadien einer akuten Pankreatitis die Morbiditdt und Mortalitit reduziert (Talukdar and

Swaroop Vege 2011).

Schmerz ist das Leitsymptom der akuten Pankreatitis und seine Linderung hat klinische Prioritit.
Opioide sind sicher, wirksam und kénnen den Bedarf an zusétzlicher analgetischen Medikation
verringern (Basurto Ona, Rigau Comas, and Urrutia 2013). Randomisierte kontrollierte Studien, in
denen verschiedene Analgetika verglichen wurden, sprachen nicht eindeutig fiir ein bestimmtes
Analgetikum zur Schmerzlinderung aus (Meng et al. 2013). In den meisten Krankenhdusern wird
Hydromorphon gegeniiber Morphin oder Fentanyl bevorzugt (Leppaniemi et al. 2019). Patienten mit
starken Schmerzen benétigen eine intravendse Analgesie und eine patientengesteuerte Analgesie sollte

in Betracht gezogen werden (Stigliano et al. 2017).

Neben der symptomatischen Therapie sollten die auslosenden Faktoren behoben werden. Bei V.a. eine
ethyltoxische Genese der Pankreatitis sollte z. B. eine absolute Alkoholkarenz eingehalten werden.
Eine Metaanalyse von Tse und Yuan zum optimalen Zeitpunkt einer endoskopisch retrograden
Cholangiographie (ERC) (<24 vs. <72 h) bei bilidrer Pankreatitis ohne Cholangitis zeigte kein
Unterschied in der Letalitdit (Tse and Yuan 2012). Daher sollte bei schwerer Pankreatitis mit
Steinnachweis im Gallengang ohne Cholangitis die ERC mit endoskopischer Papillotomie < 72 h nach
Symptombeginn erfolgen (Gutt et al. 2018). Bei Patienten mit akuter Pankreatitis, bei denen eine
Cholangitis oder eine Cholestase mit Ikterus vorliegt, soll primir eine endoskopische retrograde

Cholangiopankreatikographie mit therapeutischer Zielstellung innerhalb von 24 Stunden nach der



Einleitung

Aufnahme erfolgen (Tenner et al. 2013) sowie unverziiglich eine Antibiotikatherapie beginnen

werden.

Derzeit gibt es keine Empfehlungen zur routineméfigen Verwendung von Antibiotika bei Patienten
mit akuter Pankreatitis (Tenner et al. 2013). Insgesamt scheint es, dass der Einsatz von
prophylaktischer Antibiotika zur keinen Verringerung der Héufigkeit von Komplikationen,
chirurgischen Eingriffen und Mortalitdt fiihrt (Stigliano et al. 2017). Antibiotika werden bei einer
infizierten akuten Pankreatitis empfohlen und Serummessungen von Procalcitonin kénnen hilfreich

sein, um das Risiko einer infizierten Pankreasnekrose vorherzusagen (Leppaniemi et al. 2019).

Nach Maglichkeit sollte eine enterale Erndhrung erfolgen. In Studien konnte gezeigt werden, dass die
enterale Erndhrung mit weniger Infektionen und Organversagen sowie mit einer geringeren Mortalitét
assoziiert ist (Y1 et al. 2012). Die Verabreichung der Nahrung kann dabei sowohl {iber eine Magen- als
auch eine iiber eine Jejunalsonde erfolgen. Eine randomisierte Studie von Eatock et. al zeigte keinen
Vorteil einer jejunalen Erndhrung gegeniiber einer Erndhrung {iber die Magensonde (Eatock et al.

2005).

Die intravendse Anwendung von Proteasechemmern bei Patienten mit akuter Pankreatitis ist umstritten.
Eine 2014 durchgefiihrte Metaanalyse von Seta et al. zeigte keine Mortalitdtreduktion nach

prophylaktischer intravendser Anwendung von Proteaseinhibitoren (Seta et al. 2014).

Ist eine dieser Therapiestrategien nicht erfolgreich oder treten Komplikationen auf, sollten
chirurgische MafBnahmen in Betracht gezogen werden (Leppaniemi et al. 2019). Eine klinische
Verschlechterung mit Anzeichen oder starkem Verdacht auf eine infizierte narkotisierende Pankreatitis
kann durch das Durchfiihren einer Intervention mit einer perkutanen oder endoskopischen Drainage
behandelt werden (Leppaniemi et al. 2019). Wenn perkutane oder endoskopische Strategien nicht

helfen konnen, sollten weitere chirurgische Strategien beriicksichtigt werden.

Aufgrund der Komplexitét der akuten Pankreatitis ist ein besseres Verstdndnis der zugrundeliegenden

Pathophysiologie wichtig, um geeignete Therapiestrategien fiir diese Patienten zu entwickeln.

1.1.6 Rolle des Immunsystems

Immunzellen sind entscheidende Mediatoren und ein wesentlicher Bestandteil der Pathogenese einer
akuten Pankreatitis. Als Reaktion auf die Inflammation und Schidigung des Pankreas werden durch
Azinuszellen Entziindungsmediatoren freigesetzt, die Immunzellen an den Ort der Entziindung
bringen. Das Gleichgewicht zwischen pro- und antiinflammatorischen Mediatoren ist der Schliissel fiir
die Schwere der Erkrankung (Habtezion 2015). Zunichst werden Neutrophile Granulozyten und
Monozyten rekrutiert, gefolgt von T-Zellen und dendritischen Zellen. Eine Aktivierung von
Trypsinogen zu Trypsin reguliert die Infiltration von Neutrophilen in das Pankreas (Hartwig et al.

1999). Die Migration von Immunzellen ist ein Prozess, an dem verschiedene Adhéisionsmolekiile
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beteiligt sind. Das sogenannte Intercellular Adhesion Molecule 1 (ICAM-1), ein Protein, welches fiir
die Adhésion von Neutrophilen Granulozyten erforderlich ist, wird bei geschidigten Azinuszellen in
groBBerer Menge produziert, was zu einer erhdhten Neutrophilenadhésion fiihrt. Leukozyten spielen bei
der Bestimmung der Schwere einer akuten Pankreatitis eine grofie Rolle (Mayerle 2009). Es wird
vermutet, dass Neutrophile in der frithen Phase der Krankheitsentwicklung entscheidend sind, da sie
zur Aktivierung von Trypsinogen und zur Progression der schweren Inflammation beitragen (Abdulla
et al. 2011). Makrophagen sind neben den Neutrophilen einer der Hauptentziindungsmediatoren im
Rahmen der akuten Pankreatitis. Makrophagen werden durch Rekrutierungssignale, wie z. B. durch
den CC-Chemokin-Ligand-3 (CCL3) beeinflusst. Die proinflammatorischen Zytokine werden primér
von den beschidigten Azinuszellen freigesetzt. Die Makrophagen multiplizieren dann diese Signale
(Bhatia et al. 2000). Diese Signalverstirkung kann in einer systemischen Entziindungsreaktion
resultieren. Bei einer schweren akuten Pankreatitis werden Peritonealmakrophagen aufgrund der
iiberméaBigen Produktion von Zytokinen und Pankreasenzymen aktiviert und koénnen zu
schwerwiegenden Komplikationen fithren (Takeyama et al. 1999). Neutrophile Granulozyten
stimulieren nicht nur die Reparatur des Pankreas, sondern eine anhaltende Entziindung kann die
Neutrophilen zu einer verstirkten Freisetzung von verschiedenen Zytokinen induzieren, welche zur
Rekrutierung von pro-inflammatorischen Makrophagen fiihren, die die Regeneration des Pankreas
beeintrachtigen (Folias et al. 2014). T-Zellen werden, basierend auf ihrer Funktion, in CD4 und CDS8
unterteilt. T-Zellen sind auch in geringerer Anzahl an Entziindungsstellen vorhanden und scheinen fiir

die Progression einer akuten Pankreatitis notwendig zu sein (Demols et al. 2000).

1.1.7 Murines Pankreatitismodell

Bei der Cerluein-induzierten Pankreatitis handelt es sich um ein etabliertes Tiermodell (Niederau,
Ferrell, and Grendell 1985) (Watanabe et al. 1984), mit einem dem Menschen &hnlichen
histopathologischen Befund. Dieses Modell gilt als repréisentatives Modell einer milden akuten
Pankreatitis und wird hiufig zur Erforschung der Pathogenese der akuten Pankreatitis im Hinblick auf
eine intrazelluldre, enzymatische Aktivierung und Infiltrationsmechanismen der Entziindungszellen
eingesetzt (Hyun and Lee 2014). Die stiindlichen intraperitonealen Injektionen des Cholezystokinin-
Analogons in supramaximaler Dosierung induzieren intrazelluldre, ultrastrukturelle Verdnderungen,
die in einer Hemmung der Sekretion der Azinuszellen resultieren (Saluja et al. 2007). Hierdurch
kommt es zu einer Akkumulation von Trypsinogen sowie zu einer Exposition von akkumuliertem
Trypsinogen mit Faktoren, die zu einer frithzeitigen Trypsinogenaktivierung fithren z. B. zu einer Co-

Lokalisierung von Zymogengranulaten mit aktivierendem Cathepsin B (Saluja et al. 2007).
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1.2 Calcitonin Gene-Related Peptide (CGRP)

1.2.1 Struktur

Das Neuropeptid CGRP besteht aus 37 Aminosduren und ist eng mit Hormonen wie z. B. Calcitonin,
Adrenomedullin oder Amylin verwandt. Es ist hauptsidchlich an sensorischen Fasern lokalisiert und
somit an der Schmerzweiterleitung beteiligt. Derzeit sind zwei Isoformen bekannt: a-CGRP und j-
CGRP (Amara et al. 1985). Beide Isoformen unterscheiden sich beim Menschen durch drei
Aminosduren. Die Gene fiir beide Isoformen befinden sich auf dem Chromosom 11 (Alevizaki et al.
1986). a-CGRP befindet sich hauptsdchlich an sensorischen Neuronen, wihrend B-CGRP im
enterischen Nervensystem und in der Hypophyse zu finden ist (Mulderry et al. 1988) (Wimalawansa
1996). Die genauen funktionellen Unterschiede zwischen aCGRP und BPCGRP sind derzeit noch nicht
bekannt (Tsujikawa et al. 2007).

1.2.2 Regulierung der Synthese und Freisetzung

Es ist bekannt, dass die CGRP-Synthese in Modellen von Nervenschadigungen hochreguliert ist (Fu et
al. 2013). Es wird angenommen, dass die Synthese des Peptids in Geweben mit einer bereits
durchgemachten Entziindungsreaktion verstarkt wird (Donnerer and Stein 1992). Eine Aktivierung des
transienten Rezeptor-Potential-Kationenkanals der Unterfamilie V (fiir Vanilloid), Subtyp 1 (Transient
Receptor Potential Cation Channel Subfamily V. Member 1, TRPV1) vermittelt ebenfalls die
Freisetzung von CGRP (Meng et al. 2009). Eine Pankreasentziindung erhoht signifikant die
Expression und die funktionellen Eigenschaften von TRPV1 sowie die Erregbarkeit der sensorischen
Neuronen des Pankreas (Schwartz et al. 2011). CGRP wird nach der Synthese in Vesikeln innerhalb
des sensorischen Nervenendstiicks gespeichert und nach neuronaler Depolarisation der Nervenenden

iiber calciumabhéngige Exozytose freigesetzt (Meng et al. 2007).

1.2.3 Verteilung und Distribution

CGRP ist im zentralen und peripheren Nervensystems weit verbreitet und wird von trigeminalen
Ganglienzellen und dem Spinalganglion freigesetzt (Gibson et al. 1984). CGRP kann ebenfalls in
perivaskuldren Endigungen von capsaicinsensiblen Nervenfasern gefunden werden (Sams-Nielsen,
Orskov, and Jansen-Olesen 2001). Wahrend die Nerven als primére Quelle von CGRP angenommen
werden (Hoffmann et al. 2012), haben Studien gezeigt, dass CGRP auch in nicht neuronalen Zellen,
wie z. B. Endothelzellen, exprimiert wird (Ozaka et al. 1997). Immunzellen, wie z. B. Makrophagen,
mononukledre Zellen des peripheren Blutes und aktivierte B-Lymphozyten, sind ebenfalls in der Lage,

CGRP zu produzieren (Linscheid et al. 2004) (Wang et al. 2002) (Bracci-Laudiero et al. 2002).
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1.2.4 CGRP-Rezeptor

Der CGRP-Rezeptor besteht aus zwei Komponenten: dem Calcitonin Receptor-like Receptor (CLR)
und dem Receptor Activity-modifying Protein 1 (RAMP1) (McLatchie et al. 1998). Der CLR, der aus
siecben Transmembrandomédnen besteht, kann entweder als CGRP-Rezeptor oder als
Adrenomedullinrezeptor agieren, je nachdem, mit welchem Mitglied der Single-Transmembran-
Doménen-Proteine der RAMP-Familie er exprimiert wird (McLatchie et al. 1998). Der CLR gehort
zur Klasse B der sekretindhnlichen G-Protein-gekoppelten Rezeptoren, die auch als Rezeptoren fiir
Calcitonin, vasoaktives, intestinales Polypeptid, hypophysdres adenylatcyclaseaktivierendes
Polypeptid und Parathormon fungieren (Russell et al. 2014). Die RAMP-Proteinfamilie besteht aus
drei Mitgliedern: RAMP1, RAMP2 und RAMP3, jeweils mit einer Sequenzhomologie von < 30 %,
die jedoch eine dhnliche Struktur aufweisen (Russell et al. 2014). Sie sind kleine Membranproteine,
die einen groBen extrazelluliren NH2-Terminus, eine einzelne Transmembrandoméne und eine kurze
intrazelluldre Doméne von 10 Aminosduren besitzen (Russell et al. 2014). RAMPs haben die Aufgabe,
CLR zu binden und zur Plasmamembran zu transportieren (McLatchie et al. 1998). Ihre Bindung
induziert den Transport des Rezeptors zur Zellmembran sowie moduliert die Funktion des Rezeptors
selbst. Die Kombination von CLR mit RAMP2 und -3 ergibt die Adrenomedullin-Rezeptoren: den
AM1-Rezeptor mit RAMP2 (CLR/RAMP2) und den AM2-Rezeptor mit RAMP3 (CLR/RAMP3)
(Hay et al. 2003). Der CLRL/RAMP1-Rezeptorkomplex bildet den CGRP-Rezeptor (Barwell et al.
2012). Das Receptor Component Protein, RCP, ist ein zusitzliches Protein, welches fiir einen optimal
funktionierenden CGRP-Rezeptor erforderlich ist (Dickerson 2013). Obwohl eine Unterbrechung der
RCP-Synthese keine Auswirkung auf die Fahigkeit von CGRP hat, an seinen Rezeptor zu binden,
konnten Evans et al. zeigen, dass das RCP mit dem CLR-Protein co-immunoprazipitiert, was bestétigt,
dass die Assoziation von RCP mit dem CGRP-Rezeptor fiir eine optimale Signaliibertragung wichtig
ist (Evans et al. 2000). Die Bindung des CGRP-Liganden an den CLR/RAMPI1-Rezeptorkomplex
kann die Aktivierung mehrerer Signalwege und die anschlieBende Rekrutierung vieler weiterer

nachgeschalteter Effektoren bewirken.

CGRP-Rezeptorkomponenten werden in verschiedenen Organen exprimiert. RAMP1 wird in vielen
Geweben, einschlieBlich Herz, Uterus, Blase, Gehirn, Pankreas, Skelettmuskel und Magen-Darm-
Trakt exprimiert (McLatchie et al. 1998). Die Expressionen beider Rezeptorkomponenten, CLR und
RAMPI1, wurden bei Langerhans-Zellen (Ding et al. 2008) und Makrophagen (Fernandez et al. 2001)
nachgewiesen. Beide Rezeptoren wurden auch in humanen CD34+-hdmatopoetischen Vorlduferzellen

nachgewiesen, fehlen jedoch in reifen Neutrophilen des peripheren Blutes (Harzenetter et al. 2002).

1.2.5 Funktionen des CGRP-RAMP Signalwegs

Zahlreiche Organe und Organkomplexe werden durch die Freisetzung von CGRP durch

unterschiedliche Signalwege beeinflusst. CGRP hat eine gefdalerweiternde Wirkung und zdhlt zu den
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derzeit wirksamsten mikrovaskuldren Vasodilatatoren (Brain et al. 1985). Zunehmend deuten Studien
darauf hin, dass die CGRP-Aktivitdt wichtig ist, um dem Auftreten von Bluthochdruck und vaskulédrer
Dysfunktion entgegenzuwirken (Gangula et al. 2000). Es wird vermutet, dass CGRP eine Rolle beim
Schutz gegen Herzinsuffizienz spielen kann (Brain and Grant 2004). Takami et al. konnten zeigen,
dass diese Neuropeptide an der Modulation von Herzmuskelkontraktionen beteiligt sind (Takami et al.
1985). Die Aufrechterhaltung der Schleimhautintegritit im Magen-Darm-Trakt wird unter anderem
durch CGRP gefordert (Szolcsanyi and Bartho 2001). Im Magen stimuliert Magensiure die
Freisetzung von CGRP durch Aktivierung von lokalen afferenten Neuronen. CGRP selbst orchestriert
die Sekretion von chemischen Faktoren, die die Magensduresekretion hemmen und die
Muskelreparatur induzieren (Aihara et al. 2005). CRGP spielt zudem eine wichtige Rolle im Rahmen
der Pathophysiologie der Migrane. Eine intravendse Infusion von CGRP kann z. B. migranedhnliche
Attacken bei Migranepatienten induzieren (Lassen et al. 2002). Des Weiteren konnten Studien zeigen,
dass CGRP die Wundheilung und Angiogenese fordern kann (Toda et al. 2008). CGRP kann
zusétzlich die Makrophagenpolarisation regulieren und Entziindungen in murinen Makrophagen
hemmen (Duan et al. 2017). In einer von Joyce et al. publizierten Studie konnte gezeigt werden, dass

der CGRP-Plasmaspiegel bei Patienten mit Sepsis erhoht ist (Joyce et al. 1990).

Dariiber hinaus ist CGRP ein negativer Regulator der angeborenen Immunantwort, der im Rahmen
einer Inflammationen zur Begrenzung der Gewebeschadigung beitrdgt (Holzmann 2013), z. B. wird
die Hochregulierung von proinflammatorischen Mediatoren durch eine Vorbehandlung mit CGRP-
Antagonisten verhindert (Massaad et al. 2004). Im gesamten Gastrointestinaltrakt konnten signifikante
CGRP-Konzentrationen gemessen werden (Mulderry et al. 1985). Der Einfluss von CGRP im Rahmen

der akuten Pankreatitis wurde aber bisher noch nicht geklart.

1.2.6 Molekulare Mechanismen und Modulation der Immunantwort

CGRP vermittelt eine Vielzahl von Immunregulationsmechanismen, die fiir die Abwehr des Wirts
relevant sind. Es wird angenommen, dass der Mechanismus der CGRP-Bindung an seinen Rezeptor
sich durch das von Hoare entworfene Zwei-Doménen-Modell erkldren ldsst (Hoare 2005). Der C-
Terminus von CGRP bindet zuerst mit hoher Affinitit an die N-terminalen Regionen des CLR und
RAMPI1, wodurch eine Affinitétsstelle gebildet wird. Aufgrund der erhéhten lokalen Konzentration
von CGRP ist der N-Terminus des Peptids in der Lage, mit der Juxtamembran-Region von CLR zu
interagieren, die den Rezeptor aktiviert (Hoare 2005). RAMP1 dient als Chaperon und bringt CLR an
die Oberfliche (McLatchie et al. 1998), was auch fiir die Bindung von CGRP an den Rezeptor wichtig
ist. Die Bindung von RAMP1 an CLR erfolgt im Verhéltnis 1:1. Nach Aktivierung des CLR/RAMP1-
Rezeptorskomplexes steigt nach G-Protein-abhéngiger Stimulation der Adenylatcyclase die
Konzentration des Cyclisches Adenosinmonophosphats (¢cAMP) (Anderson and Seybold 2004). Dies

fiihrt unter anderem zur Aktivierung der Proteinkinase A (PKA), welche iiber verschiedene
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Signalwege die Gentranskription beeinflussen kann und zur Phosphorylierung mehrerer
stromabwirtiger Targets fiihrt (Anderson and Seybold 2004). PKA kann in den Nukleus translozieren,
den Transkriptionsfaktor cAMP Response Element-binding Protein (CREB) phosphorylieren und
somit aktivieren (Mayr and Montminy 2001). Aktiviertes CREB kann wiederum die Gentranskription
von Inducible cAMP Early Repressor (ICER) und Interleukin-10 (IL-10) induzieren. ICER konkurriert
mit dem Activating Transcription Factor 2 (ATF2) um die Bindung an den Promotor von
verschiedenen Zytokinen wie z. B. dem Tumornekrosefaktor o (TNF-a) und inhibiert dadurch direkt
die Promotoraktivitit (Altmayr, Jusek, and Holzmann 2010). Durch Inhibition des Promotors kommt
es zu einer Suppression der Expression von TNF-a. TNF-a ist ein starkes proinflamatorisches Zytokin
und gilt als zentraler Regulator der proinflammatorischen Zytokinproduktion (Maini et al. 1995). IL-
10 ist ein entziindungshemmendes Zytokin, dass die Entziindung einddmmt und unerwiinschte
Gewebeschdden verhindert, wodurch es eine entscheidende Rolle bei der Kontrolle der
Immunantworten spielt (Saraiva and O'Garra 2010). Ein anderer Signalweg, mit der PKA die
Inflammation herunterreguliert, ist tiber den Nuclear Factor 'Kappa Light Chain Enhancer' of
Activated B-cells (NF-kB)-Transkriptionsfaktor. Unter Ruhebedingungen bindet das Inhibitormolekiil
Nuclear factor of Kappa Light Polypeptide Gene Enhancer in B-cells Inhibitor, alpha (IxkBa) den NF-
kB-Transkriptionsfaktor als inaktiven Komplex im Zytoplasma (Jacobs and Harrison 1998). PKA
kann dariiber hinaus die NF-kB-Aktivitdt hemmen, indem es die Phosphorylierung und den Abbau von
IxBa beeinflusst und NF-kB-p50-Proteine phosphoryliert (Guan, Hou, and Ricciardi 2005). Wenn NF-
kB aktiviert wird, tritt eine Kaskade von Signalereignissen auf, was die Freisetzung von NF-xB
ermdglicht und die Translokation von NF-kB in den Zellkern erleichtert, wo es die Transkription von
Genen fordert, die an entziindungsfordernden Prozessen beteiligt sind (Medzhitov and Horng 2009). In
Abbildung 1 ist der inhibitorische Signalweg des CGRPs schematisch dargestellt.

Wihrend der Inflammation nehmen sowohl der lokale als auch der systemische CGRP-Spiegel rasch
zu (Holzmann 2013). Dadurch hat CGRP gravierende entziindungshemmende Wirkungen auf das
angeborene Immunzellensystem. Diese entziindungshemmenden Aktivititen von CGRP koénnen auf
der einen Seite vorteilhafte Konsequenzen haben, wie z.B. die Abschwichung iiberméBiger
Entziindungen und Organschdden. Auf der anderen Seite konnen sie aber auch zu einer
Beeintrachtigung der Pathogenabwehr und zu einer Immunsuppression fithren. Ein besseres
Verstdandnis der immunologischen Interaktion und des Signalweges von CGRP ist von entscheidender

Bedeutung, um Schliisselwege fiir neue Behandlungsstrategien der akuten Pankreatitis aufzudecken.
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Abbildung 1: Modell der inhibitorischen Wirkungen von CGRP. Der CGRP/cAMP/PKA Signalweg
vermittelt die Transkription von IL10 und ICER und inhibiert die NF-kB-Bindungsaktivitit, in Anlehnung an
(Holzmann 2013).

1.3 Zielsetzung

Bisher verdffentlichte Studien unterstreichen die Bedeutung des CGRP-Signalweges bei
verschiedenen inflammatorischen Erkrankungen. Trotzdem ist die genaue Bedeutung des CGRP-
Signalweges in der frilhen Phase der akuten Pankreatitis noch unbekannt. Daraus ergibt sich die
Fragestellung, welche Rolle die Neuropeptid-Rezeptoruntereinheit RAMP1 auf das angeborene

Immunsystem im Rahmen der akuten Pankreatitis spielt.

Zur Klarung der Fragestellung wurde in der vorliegenden Arbeit untersucht, wie sich die Intensitét der
Inflammation zwischen RAMP1-Knock-out (RAMP17)- und Wildtyp (WT)-M#use nach Caerulein-
Behandlung unterscheidet und welcher zugrunde liegende pathophysiologische Mechanismus dazu
beitragt. Zur Beantwortung dieser Fragen wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit ein
caeruleininduziertes Pankreatitis-Modell mit RAMP1”- und WT-Miusen verwendet. Um die Rolle der
pankreatischen Azinuszellen zu untersuchen, wurden isolierte Azinuszellen aus WT-Méiusen

verwendet.
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2 Material und Methoden

2.1 Material und Bezugsquellennachweis

2.1.1 Gerite

Tabelle 3: Gerite

Geriite

Aperio AT2

BOND RX

Centrifuge 5424 R

Denver Instrument TP-214
Duomax 1030
Folienschwei3gerédt Futura Junior
Heidolph 3001

Heidolph reax top

HM 355S Mikrotome
Hyper Processor

Kern 440-43N

Labtherm® von Liebisch
Leica ASP300 S

Leica EG1150 H
LightCycler® 480
Maxwell 16

Multiskan™ FC

NanoDrop™ 2000 Spektralphotometer

pH Basic Meter PB-11
PowerPac™ Basic Power Supply
T100™ Thermal Cycler

Zeiss AX10, Imager Al

Zeiss Axistar Plus

Hersteller
Leica Biosystems
Leica Biosystems

Eppendorf AG

Denver Instrument Company

Heidolph Instruments
Audion Elektro GmbH
Heidolph Instruments
Heidolph Instruments
Thermo Fisher Scientific
Amersham Biosciences
Kern & Sohn GmbH
Liebisch Labortechnik
Leica Biosystems

Leica Biosystems

Roche Diagnostics
Promega Corporation
Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific
Sartorius AG

Bio-Rad Laboratories
Bio-Rad Laboratories
Carl Zeiss AG

Carl Zeiss AG

12
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2.1.2 Chemikalien und Reagenzien

Tabelle 4: Chemikalien und Reagenzien

Chemikalien & Reagenzien

0.1 MDTT

2-Mercaptoethanol

5X First Strand Buffer

Albumin Fraktion V (BSA)

Antigen Unmasking Solution
Caerulein

dNTP Deoxynucleotide Mix 10mM
Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline
EDTA

Ethanol 70 %, 96 %, 100 %
Ethanolische Eosinldsung

Glycine

Hydrogen Peroxidase 30 %
LightCycler 480 SYBR Green I Master
Lysis Buffer RA1

Mayers Hamalaun Losung

Methanol

Natriumchlorid (NaCl)
Natriumhydroxid (NaOH)

Nonidet P 40 Substitute
nukleasefreies Wasser

Oligo(dT)12-18 (500pug/ml)
PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder
Paraformaldehyd Solution 4 % PBS
PBS Dulbecco w/o Ca?* Mg?*

Pertex

Phosphatase Inhibitor Cocktail Tablets
Protease Inhibitor Cocktail Tablets
RNAlater Stabilization Reagent
RNasel ZAP

Roti-Histol

Rotiphorese Gel 30

Salzséure

SDS

Skim Milk Powder

13

Hersteller

Invitrogen

Sigma-Aldrich

Invitrogen

Carl Roth GmbH + Co. KG
Vector Laboratories
American Peptide Company
Sigma-Aldrich

Life Technologies
Sigma-Aldrich

Otto Fischar GmbH & Co. KG

Klinikum rechts der Isar
Sigma-Aldrich

Merck Millipore

Roche Diagnostics
Macherey Nagel

Merck Millipore

Carl Roth GmbH + Co. KG
Carl Roth GmbH + Co. KG
Carl Roth GmbH + Co. KG
Sigma-Aldrich

Promega Corporation
Promega Corporation
Thermo Fisher Scientific
Santa Cruz Biotechnology
Biochrom AG

Medite Medical GmbH
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

Qiagen

Sigma-Aldrich

Carl Roth GmbH + Co. KG
Carl Roth GmbH + Co. KG
Merck Millipore

Carl Roth GmbH + Co. KG
Sigma-Aldrich
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Sodium Deoxycholate
SuperScript I RT
TEMED

Tris-Base
Tris-Hydrochloride
Triton X-100

Tween 20

Ziegenserum

2.1.3 Allgemeine Materialien fiir die Zellkultur

Tabelle 5: Zellkultur

Zellkultur

CGRP

Collagenase P

Dexamethason 100mg

FBS Serum

Hank's Balanced Salt Solution

Penicillin Stretomycin SOL 100ml

Trypsin Inhibitor from Glycinemas (Soybean) 100mg
Waymouth MB 752/1 Medium 10x

2.1.4 Biochemische Kits

Tabelle 6: Biochemische Kits

Biochemische Kits
Avidin/Biotin Blocking Kit
DAB Peroxidase (HRP) Substrate Kit

Maxwell 16 LEV simplyRNA Tissue Kit
Pierce™ BCA Protein Assay Kit
VECTASTAIN Elite ABC HRP Kit

Amersham ECL Prime Western Blotting Detection Reagent

Sigma-Aldrich

Invitrogen

Carl Roth GmbH + Co. KG
Carl Roth GmbH + Co. KG
Carl Roth GmbH + Co. KG
Sigma-Aldrich

Carl Roth GmbH + Co. KG
Sigma-Aldrich

Hersteller

Bachem Holding
Roche Diagnostics
Sigma-Aldrich
Life Technologies
Sigma-Aldrich
Life Technologies
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

Hersteller

Vector Laboratories
Vector Laboratories
Promega Corporation
Thermo Fisher Scientific
Vector Laboratories

GE Healthcare Life Sciences
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2.1.5 Verbrauchsmaterial

Tabelle 7: Verbrauchsmaterial

Verbrauchsmaterial

CL-XPosure Film

Dako Pen

Deckgliser (Menzel Glaser)

Filterpapier

Filtertips Safeseal professional
ImmEdge Hydrophobic Barrier PAP Pen
Immobilon-FL PVDF Membran
LightCycler 480 Multiwell Platte
Rotilabo®-Einbettkassetten
Pipettenspitzen

Zellkulturplatte

2.1.6 Primer

Tabelle 8: Primer

Protein

CCL3

CCL4

ICER

IL-1B

MISTI1

SOX9

15

Hersteller

Thermo Fisher Scientific
Agilent Technologies
Thermo Fisher Scientific
GE Healthcare Life Sciences
Biozym Scientific GmbH
Vector Laboratories

Merck Millipore

Roche Diagnostics

Carl Roth GmbH + Co. KG
Sarstedt AG & Co. KG

Corning Incorporated

Primer Sequenz

fwd: CAAGTCTTCTCAGCGCCATA
rev: GGAATCTTCCGGCTGTAGG

fwd: CCTCTCTCTCCTCTTGCTCGT
rev: GGAGGGTCAGAGCCCATT

fwd: ATGGCTGTAACTGGAGATGAAACT
rev: CTAATCTGTTTTGGGAGAGCAAATGTC

fwd: TGTAATGAAAGACGGCACACC
rev: TCTTCTTTGGGTATTGCTTGG

fwd: GCGCGTACGGCCTCG
rev: GGGCCGGTTTTTGGTCTTCAT

fwd: CCACGTGTGGATGTCGAAG
rev: CTCAGCTGCTCCGTCTTGAT
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2.1.7 Versuchstiere

Tabelle 9: Mauslinien

Versuchstiere

C57BL/6N Wildtyp

RAMP1”7 Miuse

2.1.8 Antikorper

Tabelle 10: Antikorper

Primirantikorper

Anti-CD4(MS) aus Ratte (KLON:GHH4)
Anti-CD8(MS) aus Ratte (KLON:GHHS)
Anti-Cytokeratin 19

Anti-F4/80 Antibody

Cleaved Caspase-3

CREB

HSP90

Mouse Carboxypeptidase Al

MPO light Chain

NF«B p65 Antikorper

pCREB

Purified Mouse Anti Human Ki-67

Sekundirantikorper

Biotinylated anti-goat IgG
Biotinylated anti-mouse IgG
Biotinylated anti-rabbit IgG
Goat anti-rabbit IgG HRP

Hersteller

Charles River Laboratories

(Tsujikawa et al. 2007)

Hersteller

Dianova GmbH

Dianova GmbH

Abcam

Abcam

Cell Signaling Technology
Cell Signaling Technology
Cell Signaling Technology
R&D Systems

Santa Cruz Biotechnology
Santa Cruz Biotechnology
Cell Signaling Technology

BD Biosciences

Hersteller

Vector Laboratories
Vector Laboratories
Vector Laboratories

Abcam

Yerwendung

(Verdiinnung)
THC (1:100)

THC (1:100)
THC (1:1000)
THC (1:300)
THC (1:200)
WB (1:1000)
WB (1:1000)
THC (1:300)
THC (1:350)
THC (1:200)
WB (1:1000)
THC (1:400)

THC (1:1000)
THC (1:1000)
THC (1:1000)
WB (1:10.000)
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2.1.9 Puffer, Losungen, Gele und Ansitze

Tabelle 11: Puffer, Losungen, Gele und Ansitze

Immunhistochemie (IHC)
IBS-T

0,1 % (v/v) Tween

in 1x TBS

Unmasking Solution

1:100 Antigen Unmusking Solution, low pH,
Citrat Based in dH20 16sen

EDTA Puffer
0,39 g EDTA in 800 ml dH20 aufldsen

pH-Wert mit NaOH auf 8.0 einstellen

Volumen auf 1 L bringen

DAB-Lésung

1,6 % (v/v) Buffer pH 7,5
2,0 % (v/v) DAB

1,6 % (v/v) H202

in dH20

Western Blot (WB)
IM Tris pH 8,8 /6,8
121,1 g Tris-Base in 800 ml dH20 aufldsen

pH-Wert mit HCI auf den gewiinschten Wert einstellen

Volumen auf 1 L bringen

Ripa-Buffer

3,02 g Tris-HCI

4,38 g NaCl

5 ml Np-40

2,5 g NaDeoxycholate
0,5 g SDS

in 500 ml dH20

17

PBS
9,55 g PBS Dulbecco
in 1 L dH20

3 % H»0:
30 % H202 in Solution 1:10 in dH20 verdiinnen

VECTASTAIN Elite ABC-Reagent
2 % (v/v) Reagenz A

2 % (v/v) Reagenz B

in 1x PBS

IBS

24,2 g Tris HCL
80 g Na-Cl

8,5 ml HCL, pH 7.6
in 1 L dH20

10X TBS
24,2 g Tris + 80g Na-Cl in 800 ml dH20 aufldsen
pH-Wert mit HCI auf 7,6 einstellen

Volumen auf 1 L bringen

10X Laufpuffer
30,3 g Tris
10,0 g SDS
144,2 g Glycin
in 1 L dH20
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10X Transferpuffer
288 g Glycine

60,3 g Tris

in 2 L dH20

10 % SDS
10 g SDS
in 100 ml dH20 auflésen

Trenngel 12 %
2,05 ml dH20

4,0 ml 30 % Acrylamide Mix

3,75 ml 1.0M Tris (pH 8.8)

0,1 ml 10 % SDS

0,1 ml 10 % Ammonium Persulphate
0,004 ml TEMED

SX Auftragspuffer
5gSDS

1,8 g Tris Base
0,025 g Bromphenolblau
25 ml Glycerin

IX Transferpuffer

100 ml von 10X Transferpuffer
200 ml von Methanol

700 ml von dH-0

10 % APS
0,2 g APS

in 2 ml dH»0 auflésen

Sammelgel 5 %
3,4 ml dH20

0,83 ml 30 % Acrylamide Mix

0,63 ml 1.0M Tris (pH 8.8)

0,05 ml 10 % SDS

0,05 ml 10 % Ammonium Persulphate
0,005 ml TEMED

in 20ml dH20 auflésen und pH auf 7,4 einstellen

Aliquoten mit 5 % Mercaptoethanol versetzen

Azinuszellen-Kultur

Kulturmedia Kollagenase P
Waymouth’s media 2mg/5ml HBSS / Maus
10 % FBS

1 % Pen/Strep

100 pg/ml Trypsin-Inhibitor

1 pg/ml Dexamethason
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2.2 Induktion der akuten Pankreatitis durch Caerulein

Alle im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Tierversuche wurden nach dem Tierschutzgesetz
durchgefiihrt und von der Regierung von Bayern und der Technischen Universitdit Miinchen
genehmigt. Die RAMP1"-M#use wurden fiir 10 Generationen mit C57BL/6N-Miusen riickgekreuzt
und in einer spezifisch pathogenfreien Anlage gehalten. Als WT-Méause wurden C57BL/6N-WT-
Mause (Charles River) eingesetzt. Die verwendeten Versuchstiere waren zwischen acht und zehn
Wochen alt. Das mittlere Korpergewicht lag bei den RAMP1” M#usen bei 19.8 g und bei den WT
Mausen bei 19.5 g.

Die Pankreatitisinduktion erfolgte durch die wiederholte intraperitoneale Injektion des
Cholezystokinin-Analogons Caerulein. Zur Induktion einer akuten Pankreatitis wurde Caerulein
verwendet, verdiinnt in phosphatgepufferter Salzlosung (0,2 pug pro Injektion). Die intraperitonealen
Injektionen erfolgten dann stiindlich in den linken oder rechten Unterbauch iiber einen Zeitraum von

acht Stunden (modifiziert nach (Jensen et al. 2005)).

Die Versuchstiere wurden 8 und 24 Stunden sowie 2 und 7 Tagen nach der ersten Caeruleininjektion
mit einer Uberdosis Isofluran euthanasiert (siche Abbildung 2). Als interne Kontrolle (Kontrollméiuse)
erhielten RAMP1”"- und WT-Miuse intraperitoneale Injektionen mit phosphatgepufferter Salzlosung
(Phosphate-Buffered Saline, PBS) und wurden 7 Tage nach der ersten Injektion euthanasiert.

Nach der Euthanasie mit Isofluran wurden die Méause auf einem Sektionsbrett fixiert. Der Korpus
wurde anschlieBend eroffnet. Danach erfolgte eine Exsanguination durch Punktion der V. cava

inferior. Das Blut wurde fiir die weiteren Serumanalysen asserviert.

Im nichsten Schritt wurde das Pankreas mit einer Prazisionsschere freiprapariert und ohne
umliegendes Gewebe entnommen. Das Pankreas wurde anschlieBend auf einer Feinwaage gewogen.
Ein Teil des Pankreas wurde dann fiir proteinbiochemische Analysen bei minus 80 °C aufbewahrt. Ein
weiterer Teil wurde fiir die Ribonukleinsdure-Isolierung (RNA-Isolierung) in 200 ul RNAlater
(Qiagen) zur Stabilisierung der RNA {iberfiihrt und ebenfalls bei minus 80 °C gelagert. Das restliche

Pankreasgewebe wurde fiir die histologischen Analysen verwendet.

i.p. Injektionen

LLLLLLL] | |

8h 24h 2d 7d

Abbildung 2: Schematischer Versuchsaufbau der regenerativen akuten Pankreatitis. Die Induktion der akuten
Pankreatitis erfolgte durch acht intraperitoneale Injektionen von Caerulein (0,2 pg pro Injektion). Die Analyse
erfolgte 8 h, 24 h, 2 d und 7 d nach der ersten Caeruleininjektion. Quelle: eigene Darstellung.
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2.3 Histologische Methoden

2.3.1 Aufbereitung des Gewebes fiir Paraffinschnitte

Nach der Entnahme des Pankreas wurde das Gewebe in Einbettkassetten gelegt und iliber Nacht in
4 %iger Paraformaldehydlosung fixiert. Am néichsten Tag erfolgte die Entwésserung des Gewebes in
einer aufsteigenden Alkoholreihe (von 70 % iiber 96 % in 100 %), Durchtrankung in Roti®-Histol und
Einbettung in Paraffin. AnschlieBend wurde das heile Paraffin fiir 30 Minuten erkaltet. Mit einem
Mikrotom wurden dann 2,5 um dicke Schnitte angefertigt, auf Objekttrager aufgezogen und iiber

Nacht bei Raumtemperatur getrocknet.

2.3.2 Himatoxylin-Eosin-Firbung

Fiir die histologischen Analysen wurden die Schnitte mit einer Himatoxylin-Eosin-Farbung (HE-
Férbung) angeférbt. Die getrockneten Schnitte wurden zuerst entparaffiniert und in einer absteigenden
Alkoholreihe rehydriert (Roti®-Histol I & II fiir 5 Minuten gefolgt von dreimaliger Inkubation in
100%igem Ethanol fiir jeweils 1 Minute).

Um die sauren Zellstrukturen anzufirben wurden die Gewebeschnitte fiir 3 Minuten in Mayers
Hamalaunlésung getaucht. Im Anschluss wurden die Schnitte in destilliertem Wasser (dH,0) und
Ammoniak gewaschen und mit Salzsdure gespiilt. Als nichstes erfolgte eine Gegenfarbung mit Eosin
fir 1 Minute. Eosin farbt die basischen Zellstrukturen rot. Zuletzt erfolgte eine Inkubation in

100%igem Ethanol und in Roti®-Histol sowie die Eindeckung der Schnitte.

2.3.3 Immunhistochemie

2.3.3.1 Methodische Grundlagen
Die Immunhistochemie ermoglicht die Lokalisierung von Antigenen in Geweben mithilfe markierter
Antikorper (Brandtzaeg 1998). Der Primérantikorper erkennt die Epitope des zu detektierenden
Proteins und bindet spezifisch daran. Ein Sekundarantikorper, der mit Biotin kovalent gebunden ist,
detektiert den Primérantikdrper. Bei der Avidin-Biotin-Methode kommt es zur Bildung von
Komplexen aus biotinmarkierten Sekunddrantikérpern mit Meerrettichperoxidase-markierten
(Horseradish peroxidase, HRP) Avidin-Biotin-Komplexen (Avidin Biotin Complex, ABC) (siche
Abbildung 3). Die Bindung dieses Komplexes an die Biotin-Einheiten fiihrt zu einer hohen
Férbeintensitit (Hsu, Raine, and Fanger 1981). Als letzter Schritt wird dann das Peroxidasesubstrat
3,3-Diaminobenzidintetrahydrochlorid (DAB) durch die HRP oxidiert und zu einem chromogenen

Produkt umgewandelt, das das Zielantigen markiert.
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y y
@>)Y<@¥<@  Avidin-Biotin-
6 6 Peroxidase-Komplex

y y
\\ o X-o-X<o
Biotinylierter

Sekundarantikorper

) k Primérantikorper

Antigen

Abbildung 3: Prinzip der ABC-Methode. Die Reihenfolge der Reaktion ist Folgende: Primérantikdrper —
biotinmarkierter Sekundirantikdrper — Bildung von Avidin-Biotin-Enzymkomplex — Substrat-Reaktion
durch DAB. Quelle: eigene Darstellung.

2.3.3.2 Entparaffinierung und Rehydrierung
Die getrockneten Schnitte wurden zuerst in Roti®-Histol I fiir 3 Minuten und in Roti®-Histol II fiir
5 Minuten inkubiert, dadurch entparaffiniert und anschliefend in einer absteigenden Alkoholreihe
rehydriert (jeweils 3 Minuten in 2 x 100 % Ethanol, 2 x 96 % Ethanol und 2 x 70 % Ethanol). Es

folgte eine zweimalige Spiilung von jeweils 3 Minuten mit dH0.

2.3.3.3 Antigendemaskierung
Mit dem hitzeinduzierten Epitopdemaskierungsverfahren mithilfe von Mikrowellen, werden vernetzte
Proteinepitope entfaltet (Taylor et al. 1996), wéihrend Pufferlosungen bei der Aufrechterhaltung der
Konformation eines entfalteten Proteins helfen. Fiir die Farbungen mit den Antikoérpern anti-Ki-67,
anit-Cleaved Caspase-3, anti-Carboxypeptidase Al (CPA1), anti-Cytokeratin 19 (CK19), anti-p65 und
anti-Myeloperoxidase (MPO) wurde im Rahmen dieser Arbeit eine sogenannte unmasking Solution als
Puffer verwendet, die Schnitte wurden fiir 5 Minuten bei 700 Watt gekocht und anschlieBend fiir
15 Minuten bei 120 Watt erhitzt. Bei der Verwendung von anti-F4/80 wurden die Gewebeschnitte mit
Ethylendiamintetraacetat-Puffer (EDTA-Puffer, pH-Wert 8.0) fiir 10 Minuten bei 700 Watt
demaskiert. Die Schnitte wurden nach der Erhitzung fiir 30 Minuten bei Raumtemperatur abgekiihlt

und danach mit dH»0 gespiilt.

2.3.3.4 Blockierung unspezifischer Bindungen
Nach der Demaskierung der Gewebeschnitte folgte eine Inkubation in 3%igem Wasserstoffperoxid fiir
10 Minuten (bei der Verwendung von anit-p65 erfolgte eine Inkubation fiir 15 Minuten). Die
Gewebeproben wurden fiir 2 Minuten in dH>0 gespiilt und danach fiir 3 Minuten mit 0,3%igem
sogenannten Triton X in PBS inkubiert (bei der Verwendung von Anti-p65 erfolgte eine zweimalige

Inkubation fiir jeweils 3 Minuten). Triton X ist ein nicht ionisches Tensid, das die Penetration des
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Antikdrpers verbessert. Die Schnitte wurden danach fiir 30 Minuten bei Raumtemperatur in einer
feuchten Kammer blockiert. Das sogenannte blocking verbessert die Empfindlichkeit der Proben,
indem es die Hintergrundinterferenz verringert und das Signal verbessert. Fiir die Farbungen mit den
Antikorpern anti-Ki-67, anit-Cleaved Caspase-3, anti-CPA1, anti-CK19 wurde 5%ige Albumin
Fraktion V (BSA) als Blockierungspuffer verwendet, fiir den Antikdrper anti-MPO 10%ige BSA und
fiir den Antikorper anti-F4/80 10%iges Ziegenserum. Fiir die Schnitte mit dem gegen p65-gerichteten
Antikorper wurde folgende Blockierungslosung verwendet: Tris-Buffered Saline-Tween (TBS-T) mit

5%igem Ziegenserum und 25%iger BSA.

2.3.3.5 Spezifische Firbung mithilfe der ABC-Methode und Detektion
Die Gewebeschnitte wurden mit PBS fiir 3 Minuten gewaschen und mit dem Primérantikorper tiber
Nacht bei 4 °C inkubiert (bei dem Antikérper p65 wurde TBS-T als Waschlosung verwendet). Der
Primédrantikorper bindet dabei an die darzustellenden Proteine. Alle Primérantikdrper wurden in der
Blockierungslosung verdiinnt. Wegen des verstiarkten Hintergrundes bei den Antikdrpern F4/80 und
p65 wurde das Avidin-Biotin-Blocking-Kit  verwendet (8 Tropfen Avidinauf 1 ml
Blockierungslosung, sowie 8 Tropfen Biotin pro 1 ml Losung der Primérantikérper). Das Avidin-
Biotin-Blocking-Kit dient der Reduktion von Hintergrundsignalen. Am ndchsten Tag wurden die
Gewebeschnitte bei Raumtemperatur fiir 20 Minuten aufgewdrmt und in PBS gewaschen.
AnschlieBend erfolgte eine einstiindige Inkubation mit dem biotinmarkierten Sekundéirantikdrper. Die
Verdiinnung der Primdr- und Sekunddrantikdrper wird detailliert in Tabelle 10 dargestellt. Die
Sekundarantikorper fiir die Farbungen mit den Antikorpern gegen Ki-67, Cleaved Caspase-3, CPA1
und CK19 wurden in 5%iger BSA verdiinnt. Fiir die MPO-Féarbung wurde der Sekundérantikdrper in
10%iger BSA verdiinnt, fiir die F4/80- und p65-Farbungen in 10%igem Ziegenserum. Das
VECTASTAIN Elite ABC-Reagent (Vector Laboratories) wurde bereitgestellt und 30 Minuten bei
4 °C inkubiert. Die Gewebeschnitte wurden in PBS gewaschen und danach mit dem VECTASTAIN
Elite ABC-Reagent fiir 45 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Nach der 45-miniitigen
Inkubationszeit wurden die Gewebeschnitte in PBS gewaschen (bei dem anti-p65 AK wurde
Phosphate-Buffered Saline-Tween (PBS-T) verwendet) und anschlieBend mit der DAB-L6sung unter
dem Mikroskop inkubiert und die exakte Zeit bis zur Reaktion gemessen. Fiir jeden der zu
analysierenden Zeitpunkte (8 h, 24h, 2d und 7d) wurden pro Antikorper die gleiche DAB-
Inkubationszeit verwendet. Somit waren die Schnitte vergleichbar und somit fiir eine statistische
Auswertung geeignet. Nach der gewiinschten Zeit wurden die Schnitte in dH»0 getaucht, um die

Reaktion zu stoppen und danach in dH,0 gewaschen.
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2.3.3.6 Gegenfirbung und Einbettung
Nach der spezifischen Farbung erfolgte eine Gegenfarbung des Gewebes mit Hématoxylin fir
5 Sekunden. Das Gegenfarben hilft, die genaue Position der positiven Zellen zu lokalisieren und liefert
dariiber hinaus einen Kontrast, sodass die antikorpergefdarbten Zellen optisch hervorstechen.
Nachfolgend wurden die Schnitte mit dH,0 gewaschen und in einer aufsteigenden Alkoholreihe
dehydriert (Alkohol 70 %, 96 %, 100 % jeweils zweimal fiir 2 Minuten, Roti®-Histol I und II fiir
jeweils 5 Minuten). AbschlieBend erfolgte die Eindeckung der Schnitte.

2.3.3.7 Auswertung der Immunhistochemie

Die so hergestellten Objekttrager wurden eingescannt und mittels Aperio ImageScope ausgewertet
(Version 12.3.2.8013, Leica Biosystems Pathology Imaging). Die Auswertung von zehn zufillig
ausgewihlten Gesichtsfeldern (HPF = high power fields) erfolgte in 20-facher VergroBerung. Fiir die
Féarbungen mit den Antikérpern anti-Ki-67 und anti-Cleaved Caspase-3 wurden jeweils 862 Pixels fiir
die Quantifizierung verwendet, fiir die Antikorper anti-MPO, anti-F4/80, anti-CD4 und anti-CD8
wurden je 1190 Pixels verwendet. Die Erhebung des Odem-, Nekrose- und Inflammations-Scores
erfolgte an HE gefarbten Schnitten (modifiziert nach (Rongione et al. 1997) und (Folias et al. 2014))
(siehe Tabelle 12).

Tabelle 12: Histologische Auswertung der Inflammation, Odembildung und Nekrose, modifiziert nach

(Rongione et al. 1997)

Score Inflammation Odem Nekrose
0 Abwesend Abwesend Abwesend
Diffuse Expansion der 1 —4 nekrotische Zellen
1 Um den Duktusrand )
interlobulédren Septen /HPF
5 Im Parenchym 1+ diffuse Ausdehnung der | 5 —10 nekrotische Zellen
(<50 % der Lobuli) interlobulédren Septen /HPF
. Im Parenchym 2+ diffuse Ausdehnung der 11 —15 nekrotische Zellen
(51 % - 75 % der Lobuli) | interlobuldren Septen /HPF
Im Parenchym 3+ diffuse Ausdehnung der )
4 ) ) >16 nekrotische Zellen /HPF
(> 75 % der Lobuli) interlobulédren Septen
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2.4 Molekularbiologische Methoden

2.4.1 Quantitative Realtime Reverse-Transkriptase-PCR

2.4.1.1 Methodische Grundlagen
Durch Isolierung der RNA besteht die Moglichkeit, die Funktion der Zellen zu einem bestimmten
Zeitpunkt zu erhalten. Bei dieser Methode wird RNA zuerst durch eine reverse Transkriptase aus der
Gesamt-RNA in komplementdre DNA (cDNA) umgeschrieben. Die cDNA wird dann als Matrix fiir
eine quantitative Realtime Polymerase-Kettenreaktion (QRT-PCR) verwendet (siche Abbildung 4). Die
qRT-PCR ist eine Vervielfaltigungsmethode fir Nukleinsduren durch enzymatische Amplifikation
bestimmter Nukleinsdureabschnitte (Saiki et al. 1988). Bei der Amplifikation verlingern DNA-
Polymerasen das freie 3’~-OH-Ende der Primer und ermdglicht es so, den gezielten DNA-Abschnitt zu
vervielfachen. Die Quantifizierung erfolgt mithilfe von Fluoreszenzmessungen. Diese Messungen
konnen in Echtzeit (Realtime, RT) erfasst werden. Die Fluoreszenzintensitét ist dabei proportional zu

der Menge der PCR-Produkte (Livak et al. 1995).

| Pankreasgewebe ‘

RNA Isg;lierung
+

RNA

| .
reverse Trinskrlptase

: 1

|Denaturierung|—b ‘Primerhybridisierung‘—) |Elongation|

Abbildung 4: Grundprinzip der qRT-PCR. Die aus dem Pankreasgewebe isolierte RNA dient der reversen
Transkriptase als Substrat fiir die cDNA-Synthese. Die cDNA wird anschlieBend mittels PCR amplifiziert, in
Anlehnung an (Santos et al. 2004).

2.4.1.2 RNA-Isolierung
Die RNA Extraktion erfolgte mit Hilfe von Maxwell® 16. Zuniichst wurde das Pankreasgewebes mit
600 ul Lysis-Buffer und 6 ul Mercaptoethanol vermengt und homogenisiert. Fiir die Spaltung von
DNA wurde die DNase-1-Solution wie folgt hergestellt: den Injektionsflaschchen mit lyophilisierter
DNase-1 wurde 275 ul nukleasefreies Wasser hinzugefiihrt und sanft gewirbelt. AnschlieBend wurden
dieser Losung 5 pl Blue Dye zugefiihrt. Die Patronen wurden in dem Patronengestell der Maxwell-
Maschine platziert, wobei den 0,5 pl-Patronen in der Stelle vor jeder Patrone 50 pl nukleasefreies
Wasser hinzugefiihrt wurde. Das mit RNAlater-vorbehandelte Pankreasgewebe wurde mit 200 pl

Lysis-Buffer fiir 15 Sekunden am Vortex gemischt. AnschlieBend wurde das gesamte Volumen an die
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erste Stelle der Patrone pipettiert. An der vierten Stelle jeder Patrone wurden 10 ul der DNase-I-
Solution hinzugefiihrt. Das Patronengestell wurde schlieBlich in die Maxwell-Maschine gestellt und
die Maschine geméll den Herstelleranweisungen programmiert. Das so gereinigte RNA-Gemisch

wurde nach Ende des Prozesses auf Eis gestellt und die RNA-Konzentration gemessen.

2.4.1.3 Reverse Transkription: Umwandlung von RNA in cDNA
Um die Genexpressionsanalyse durchzufiihren zu kénnen, wurde die gereinigte RNA (2 pg) mithilfe
der SuperScript™ II-Reverse-Transkriptase in ¢cDNA umgeschrieben und mittels PCR-Methode
vervielfaltigt. Der AnsatzA (siche Tabelle 13) wurde in einem nukleasefreien
Mikrozentrifugenrdhrchen zusammen pipettiert. Um die Hybridisierung der Primer an die RNA zu
ermdglichen, erfolgte nach kurzer Zentrifugierung eine 5-miniitige Inkubation bei 65 °C. Danach
wurden die Proben kurz auf Eis gestellt. Im nichsten Schritt wurde der Ansatz B hinzugefiigt (siche
Tabelle 13). Nach kurzer Zentrifugierung erfolgte eine 2-miniitige Inkubation bei 42 °C. Pro Probe
wurde danach 1 ul (200 Units) SuperScript™ II-Reverse-Transkriptase hinzugefiihrt. Die Proben
wurden danach bei 42 °C fiir 50 Minuten inkubiert und anschlieend fiir die Inaktivierung der reversen

Transkriptase fiir 15 Minuten auf 70 °C erhitzt.

Die so entstandene ¢cDNA wurde im Verhéltnis 1:10 mit nukleasefreiem Wasser verdiinnt und die
Proben bei minus 20 °C gelagert. Das genutzte Programm fiir die cDNA-Synthese wird in
Abbildung 5 dargestellt.

Tabelle 13: Ansitze fiir die cDNA Synthese

1 ul Oligo(dT)lz.ls (500ug/m1)
Ansatz A: 10 pl total RNA
1 ul ANTP Mix

Ansatz B: 4 ul 5X First Strand Buffer
2u 0.1 MDTT
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Abbildung 5: Schematisch zeitlicher Verlauf der cDNA-Synthese. Quelle: eigene Darstellung.

2.4.1.4 Quantitative Realtime PCR (qQRT-PCR)
Um gezielte DNA-Molekiile zu quantifizieren, wurde eine quantitative PCR in Echtzeit (quantitative

Realtime PCR, qRT-PCR) durchgefiihrt.

Pro Well wurde der folgende Ansatz hergestellt:

Tabelle 14: Angewendete Mischung fiir qRT-PCR

Primer-Gemisch 2 ul
nukleasefreies Wasser 3ul
Mastermix 10 w
cDNA 5ul

Das Primer-Gemisch bestand aus den Primern 5°— 3’ und 3’— 5°. Beide Primer wurden im
Verhiltnis 1:10 mit nukleasefreiem Wasser verdiinnt. Der Mastermix enthélt eine FastStart-Taq-DNA-
Polymerase und einen DNA-Doppelstrang-spezifischen SYBR-Green-I-Farbstoff. Jede Probe wurde
als Duplikat angesetzt. Nach dem pipettieren der Proben wurde die Platte kurz bei 4 °C bei 1000 rpm
zentrifugiert und in den LightCycler® eingebracht. Die Programmeinstellung von LightCycler® ist in

der Tabelle 15 abgebildet.
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Tabelle 15: LightCycler-Programmeinstellung

Zeit (mm:ss) Temperatur Zyklus

Pre-Inkubation 5:00 95 °C 1x
0:20 95 °C

Amplifikation 0:20 60°C 45x
0:20 72 °C

Schmelzkurve 0:05 95°C 1x
1:00 65 °C

Kiihlung 0:30 37 °C Ix

2.4.1.5 Auswertung der qRT-PCR
Die Bestimmung der Konzentration der PCR-Produkte erfolgte mithilfe von Kreuzungspunkten
(Crossing Point, CP-Wert). Der CP-Wert beschreibt den Teil der Kurve, in dem das Signal erstmals
iiber den Hintergrundwert ansteigt. Am CP-Wert erhalten alle Proben die gleiche Menge an
neusynthetisierter DNA. Fiir die Auswertung wurde Microsoft Excel 2017 fiir Mac (Version 15.27,
Microsoft) benutzt. Die Auswertung erfolgte mithilfe der relativen Quantifizierung. Die Expression
des untersuchten Gens wurde auf ein zweites, ubiquitir exprimiertes Gen bezogen. Das hier
beschriebene Protokoll lieferte eine gute RNA-Qualitdt. Abgebaute Proben mit schlechter RNA-
Qualitdt konnen jedoch auftreten und wurden durch hohere CP-Werte des sogenannten Haushaltsgens
(Housekeeping Gene) XS13 identifiziert. Wenn die Proben keine realistischen CP-Werte fiir das

Haushaltsgen ergaben, wurden sie ausgeschlossen.
In einem ersten Schritt wurde der CP-Wert des Zielgens von dem zu untersuchenden Gen subtrahiert:
A(jpl = CPZiclgcnl - CPRcfcrcnzgcn] (1)

ACp2 = CP7zicigen2 — CPRreferenzgen2 (2)
Um den Fehler bei den Messungen zu minimieren, wurden immer Duplikate verwendet.
Von den beiden Differenzen ACp; und ACp, wurde danach der Mittelwert berechnet:
Mittelwert = (ACp; + ACpz) / 2
SchlieBlich wurde von dem Mittelwert die Ratio wie folgt berechnet:

Ratio = 2—Miuclwcrt
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2.5 Proteinbiochemische Methoden

2.5.1 Western Blot

2.5.1.1 Methodische Grundlagen
Die Western-Blot-Methode ermdglicht den Nachweis der Proteinexpression. Bei dieser Technik wird
das Proteingemisch aufgrund des Molekulargewichts durch Gelelektrophorese getrennt (Laemmli
1970). Diese Ergebnisse werden dann auf eine Membran iibertragen (Towbin, Stachelin, and Gordon
1979). Die Membran wird darauthin mit einem fiir das gesuchte Protein spezifischen Primérantikérper
inkubiert. Ein HRP-gekoppelter Sekundarantikérper bindet an den Primirantikérper. Die HRP
katalysiert durch die sogenannte Chemolumineszenzreaktion (ECL) die Umsetzung von Luminol in
seine oxidierte Form (siehe Abbildung 6), wodurch Lumineszenz entsteht. Durch das Entwickeln auf
einen Film werden die gebundenen Antikdrper in Form eines Bands abgebildet. Die Dicke des Bandes
entspricht der vorhandenen Proteinmenge. Ladekontrollen (Haushaltsgene) werden verwendet, um zu
bestdtigen, dass die Proteinbeladung tiber das Gel gleich ist. Ladekontrollen sind Proteine, die eine
hochrangige Expression in der Probe haben. Die zu untersuchende Proteinmenge wird nach

Normalisierung mit den Ladekontrollen bestimmt.

Licht
ECL Reagenz

Sekundarantikorper
+ HRP Konjugat

J L Primarantikorper

. Target Protein

Membran
Abbildung 6: ECL-Prinzip. Der Primérantikorper bindet selektiv an das Target-Protein. Ein mit dem Enzym
HRP konjugierter Sekundérantikorper, bindet an den Fc-Teil des Primérantikdrpers. Dieses Enzym wird

durch Wasserstoffperoxid aktiviert, Luminol wird oxidiert und emittiert Licht, welches auf dem Film
nachgewiesen werden kann. Quelle: eigene Darstellung.

2.5.1.2 Proteinextraktion
Um eine Proteindegradierung zu verhindern, wurden die Proben bis zur Zelllyse in gefrorenem
Zustand in fliissigem Stickstoffmonoxid gelagert. Eine Losung mit 10 pl Ripa-Buffer, einer Tablette
Protease-Inhibitor-Cocktail und einer Tablette Phosphatase-Inhibitor-Cocktail wurden bereitgestellt.
Dies ermoglicht eine geeignete Zelllyse. Das Gewebe wurde im Anschluss mit 300 pul der oben

genannten Losung fiir 20 Sekunden homogenisiert und auf Eis gestellt. Das Produkt wurde dann fiir
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10 Sekunden auf Eis im Ultraschallbad behandelt und danach fiir 30 Minuten auf Eis inkubiert.
AbschlieBend wurden die Proben bei 4 °C fiir 10 Minuten zentrifugiert und das Protein-Lysat ohne

den Zelldegradierungsiiberschuss mit einer Pipette aufgenommen.

2.5.1.3 Messung der Proteinkonzentration
Um sicherzustellen, dass die gleichen Proteinmengen fiir die Westernblot-Analyse aufgetragen
werden, ist es entscheidend die Proteinmenge der zu untersuchenden Proben zu kennen. Die
Bestimmung der Proteinmenge wurde im Rahmen dieser Arbeit mithilfe eines Bicinchoninic Acid
Assay (BCA-Assays) bestimmt (Smith et al. 1985). Dabei wird die Gesamtproteinkonzentration durch
eine Farbendnderung der Probenldsung im Verhéltnis zur Proteinkonzentration angezeigt, die dann

unter Verwendung kalorimetrischer Techniken gemessen werden kann.

Zuerst wurden jeweils 100 ul der BSA-Losung wie folgt hergestellt:

Tabelle 16: Berechnung der Proteinkonzentrationen fiir den Western Blot

0,1 0,2 0.4 0,6 0,8 1,0
BSA 10 ul 20 ul 40 ul 60 ul 80 ul 100 pl
Ripa-Buffer 90 ul 80 ul 60 pl 40 pl 20 pl 0wl

Das Arbeitsreagenz wurde vorbereitet, indem ein Gemisch aus Reagenz A und Reagenz B aus dem
Pierce™ BCA-Protein-Assay-Kit bereitgestellt wurde (50:1, Reagenz A:B). Fiir die BSA-Kurve
wurden pro Well 10 ul der bekannten BSA-Solution und 190 ul der Arbeitsreagenz pipettiert. Fiir die
Proben wurden pro Well 2 ul der Proteinprobe und 198 ul des Arbeitsreagenzes pipettiert. Fiir alle
Proben sowie fiir die BSA-Kurve wurden Triplets angesetzt. Die Platte wurde dann fiir 30 Minuten bei

37 °C inkubiert. Anschlieend wurde die Konzentration fotometrisch gemessen.

2.5.1.4 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Fir die Analyse der Proteinmischungen wurde eine Sodium Dodecyl Sulfate PolyAcrylamide Gel
Electrophoresis (SDS-PAGE) verwendet (Smith 1984). Zunichst erfolgte das Gielen eines 12%igen
Trenngels, welches mit 70%igem Alkohol iiberschichtet wurde. Nach der Polymerisation des
Trenngels wurde der Alkohol entfernt. AnschlieBend wurde ein 5%iges Sammelgel gegossen. Hier
wurde ein Kunststoffkamm zur Ausformung der Ladetaschen eingesetzt. Proben mit einer
Gesamtproteinkonzentration von 40 ug wurden vorbereitet. Die zu analysierenden Proben wurden mit
dH-0 verdiinnt. Das Gesamtvolumen aus Probe und dH»0 betrug 22,5 ul. Pro Probe wurde 7,5 ul 5X
Auftragspuffer hinzupipettiert (Gesamtvolumen 30 pl) und dann wurden die Proben fiir die
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Proteindenaturierung fiir 5 Minuten auf 95 °C erhitzt, kurz auf Eis gestellt und fiir eine Minute

zentrifugiert.

Das Gel mit den Glasplatten wurde nach dem Auspolymerisieren in die Kammer eingesetzt. Zudem
wurde die Kammer mit 10X Laufpuffer befiillt. Nach Entfernung des Kunststoffkamms wurden die
Geltaschen kurz mit Laufpuffer gespiilt und anschlieBend mit den vorbereiteten Proben befiillt. Die
erste Tasche wurde mit 7,5 ul eines definierten ProteingroBen-Standards beladen. AnschlieSend

erfolgte eine elektrophoretische Auftrennung fiir eine Stunde bei 35 mA.

2.5.1.5 Blotting
Nach der elektrophoretischen Auftrennung erfolgte der Transfer der Proteine auf einer
Polyvinylidenfluorid-Membran (PVDF-Membran), die zuerst fiir 1 Minute in Methanol inkubiert und
somit aktiviert wurde. Das Sammelgel wurde entfernt, PVDF-Membran und Filterpapier wurden auf
die GelgroBe zugeschnitten und auf ein  Gel-Membran-Filter-Sandwich  luftblasenfrei
zusammengefiigt. AnschlieBend wurde das Gel-Membran-Filter-Sandwich in den Transfertank
vertikal gelegt und der Transfertank mit dem 1X Transferpuffer befiillt. Vom Gel zu der Membran
wurden die Proteine unter der Kontrolle eines elektrischen Feldes transferiert, welches durch eine
parallel zum Gel-Membran-Filter-Sandwich verlaufende Elektrodenplatte erzeugt wurde. Der

Proteintransfer wurde auf Eis bei konstanter Spannung von 100 V fiir 90 Minuten durchgefiihrt.

2.5.1.6 Proteinmarkierung mit Antikérper und Immundetektion
Die Membran wurde anhand des Proteingrof3en-Standards so geschnitten, dass die zu untersuchenden
Proteine detektierbar waren und anschlieBend in TBS-T gewaschen. Es folgte das Blocking mit
5%igem Skim Milk Powder (Sigma-Aldrich) in TPS-T fiir 30 Minuten. Nachdem die Membran
nochmal in TBS-T gewaschen wurde, wurde jeder Membranteil mit dem jeweiligen Priméarantikdrper
iiber Nacht bei 4 °C inkubiert. Die Antikdrper wurden in 5%iger BSA-Losung in TBS-T verdiinnt. Die
Verdiinnung der Antikdrper ist der Tabelle 10 zu entnehmen. Am néchsten Tag wurde die Membran
fir 4 x 5Minuten in TBS-T gewaschen. AnschlieBend wurde die Membran mit dem
Sekundédrantikorper fiir 45 Minuten inkubiert. Der Sekundarantikérper wurde in 5%igem Skim Milk
Powder (Sigma-Aldrich) verdiinnt. Es folgte das Waschen fiir 4 x 5 Minuten mit PBS-T und ein 5-
miniitiges Waschen mit Tris-Buffered Saline (TBS). Das ECL-Detektionsreagenz (Amersham ECL
Prime Western Blotting Detection Reagent, GE Healthcare) wurde bereitgestellt (Volumen des ECL
und Wasserstoffperoxid im Verhéltnis 1:1) und damit die Membran fiir 5 Minuten inkubiert.

AbschlieBend wurde ein Bild der Membran mithilfe eines Rontgenfilms aufgenommen.

Die Detektion von phosphoryliertem-CREB (pCREB) und CREB fand auf der derselben Membran
statt. Es wurde zuerst das pCREB detektiert. Die Membran wurde nach der Inkubation und Detektion
von dem pCREB-Antigen gestrippt. Stripping bezeichnet die Entfernung der Primér- und
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Sekunddrantikorper aus einer Western-Blot-Membran. Nach der Rontgenfilmaufnahme wurde die
Membran in PBS gewaschen und dieser Teil der Membran in dH,0 weiter gewaschen. Das Stripping
erfolgte mit 1 M NaOH fiir 5 Minuten. Anschlieend wurde die Membran in dH,0 und PBS fiir jeweils
5 Minuten gewaschen. Nachdem die Membran mit 5%igem Skim Milk Powder (Sigma-Aldrich) fiir
30 Minuten geblockt wurde, erfolgte eine Inkubation iiber Nacht bei 4 °C mit dem CREB-Antikorper.
Der Antikdrper gegen CREB wurde wie oben bereits beschrieben detektiert.

2.5.1.7 Quantifizierung des Western Blots
Die in Abschnitt 2.5.1.6 beschricbenen Filme wurden eingescannt. Die Auswertung und
Quantifizierung der Bénder erfolgte mit ImageJ 1.50i (National Institutes of Health, USA). Zuerst
wurde das Bild invertiert, da die hochauflésenden Bénder, die auf dem Film dunkel erscheinen, hohe
numerische Werte haben, wenn sie gemessen werden. Im Anschluss wurde der mittlere Grauwert
jedes Bandes dreimal bestimmt und ein Mittelwert errechnet. Der mittlere Grauwert ist die Summe der
Grauwerte aller Pixel dividiert durch die Anzahl der Pixel. Alle Bander wurden so dreimal unter den
gleichen Bedingungen gemessen. Das Ergebnis wurde nach Normalisierung mit der Ladekontrolle

bestimmt.

2.6 Zellbiologische Methoden

Fir die Azinuszellkulturen wurden die zuvor von Means et al.,, Pinho et al. und Figura et al.
beschriebenen Protokolle in modifizierter Form verwendet (Means et al. 2005), (Pinho et al. 2011)
(von Figura et al. 2014).

2.6.1 Zellkultur

Die im Rahmen dieser Dissertation durchgefiihrten Arbeiten fanden an einer Sterilbank statt. Die
Arbeitsflache wurde vor Gebrauch mit 70%igem Ethanol desinfiziert. Alle verwendeten Losungen und

Medien waren sterilfiltriert. Die eingesetzten Materialien waren autoklaviert bzw. sterilisiert.

2.6.2 Isolation und Ziichtung primirer Azinuszellen

In diesem Teil der Arbeit wurden unbehandelte WT-Méduse verwendet. Die WT-Mause wurden im
Rahmen einer tierschutzkonformen Tétung durch eine Uberdosis Isofluran euthanasiert. AnschlieBend
wurden die Mause durch eine mediane Laparoskopie erdffnet und das Pankreas entnommen. Es folgte

das Waschen des Pankreas mit kaltem Hanks' Balanced Salt solution (HBSS). Danach wurde das
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Pankreasgewebe mit einer Schere in kleine Stiicke geschnitten. Nach der Zentrifugierung bei 720 G
fiir 2 Minuten bei 4 °C wurde der Uberstand verworfen. Das so entstandene Pellet wurde in 5 ml
Kollagenase P resuspendiert und bei 37 °C und 5%igem CO, fiir 10 Minuten inkubiert. Dies
ermoglicht eine Verdauung des Pankreasgewebes. Die Solution wurde danach auf Eis gestellt und ein
Gemisch aus 10 ml HBSS und 5%igem Fotalen Kalberserum (FBS) zugefiihrt. Es folgte eine
Zentrifugierung bei 720 G fiir 2 Minuten bei 4 °C. Der Uberstand wurde auch hier verworfen und das
Pellet mit 10 ml HBSS und 5%igem FBS gewaschen. Dieser Vorgang wurde zweimal wiederholt.
Danach erfolgte eine abschlieBende Zentrifugierung bei 400 G fiir 2 Minuten bei 4 °C. Der Uberstand

wurde im Anschluss erneut verworfen.

Das Pellet wurde in 10 ml HBSS und 5%igem FBS resuspendiert und das Gesamtvolumen durch einen
100 uM-Filter filtriert. Der Filter wurde mit 10 ml HBSS und 5%igem FBS gewaschen, sodass am
Ende ein Gesamtvolumen von 20 ml entstanden ist. Das Gesamtvolumen wurde sorgfiltig auf 20 ml
HBSS und 30%igem FBS pipettiert und bei 180 G fiir 2 Minuten bei 4 °C zentrifugiert und der
Uberstand verworfen. Das Pellet wurde in je nach Volumen des Pellets in Kulturmedium

resuspendiert. Im Anschluss wurden die Zellen gleichmiBig auf einer Zellenplatte in Wells verteilt.

In einem weiteren Experiment wurden die Azinuszellen von einer WT-Maus isoliert, mit CGRP-
behandelt und kultiviert. Fiir die Behandlung der Zellen wurden neun Wells gebildet und die Zellen in
drei Gruppen mit jeweils drei Wells pro Gruppe geteilt. Bei der einen Gruppe wurden die Zellen nicht
behandelt, bei der anderen wurden sie mit CGRP in einer Konzentration von 100 nM behandelt und
bei der dritten Gruppe wurden sie mit CGRP in einer Konzentration von 500 nM inkubiert (siche
Abbildung 7). Die behandelnde Substanz (CGRP) wurde in Kulturmedia in der jeweiligen
Konzentration (100 nM und 500 nM) verdiinnt und 100 pl davon in jedes Well pipettiert. Bei den nicht
behandelten Zellen wurden 100 pl Kulturmedium dazugegeben, sodass alle Proben letztendlich das
gleiche Volumen erhielten. Die Zellenplatte wurde bei 37 °C und 5%igem CO; inkubiert und die
Zellen nach 24 Stunden gesammelt. Von den gesammelten Zellen wurde nach der Zentrifugierung der

Uberstand verworfen und einem Gemisch aus Lysis Buffer RA1 (Macherey Nagel) und
Mercaptoethanol im Verhéltnis 100:1 zugefiihrt (Gesamtvolumen 200 pl).

Zerkleinerung und enzymatische Waschen und Filtern Behandlung mit Kultivierung
Dissoziation des Pankreas CGRP der Azinuszellen

‘g, e B B OO Q) |kontrolgruppe

o O QO mcer

Abbildung 7: Schematischer Versuchsaufbau der Isolierung, Behandlung und Kultivierung von Azinuszellen.
Quelle: eigene Darstellung.
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2.7 Statistik

Die statistische Auswertung sowie die Erstellung der Graphen erfolgte mittels der Prism Software
(Version 6.0, GraphPad). Die Ergebnisse wurden als Mittelwerte + Standardfehler des Mittelwerts
(SEM) angegeben. Die statistische Analyse erfolgte mittels Mann-Whitney-U-Tests. P-Werte < 0,05
wurden als signifikant gewertet. Alle Abbildungen dieser Arbeit wurden mit Hilfe von Affinity
Designer 1.8 erstellt.
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3 Ergebnisse

Mithilfe von RAMP”- und WT-Miusen wurde der Einfluss des RAMPI1-Proteins in einem
caeruleininduzierten Pankreatitismodel untersucht. In vorhergehenden Studien konnte gezeigt werden,
dass die intraperitoneale Injektion einer supramaximalen Caerulein-Dosis zu einer entziindlichen
Infiltration, einer exokrinen Atrophie sowie zu einem interstitiellen Odem des Pankreas fiihrt (Jensen
et al. 2005). Die Analysen nach 8 und 24 Stunden sowie nach 2 Tagen ermoglichen die Beurteilung
der akuten Pankreasschiadigung. Zur Bewertung der Regenerationskapazitit erfolgte eine zusitzliche
Analyse 7 Tage nach der Caerulein-Behandlung. In WT Mausen konnte bereits gezeigt werden, dass
das Pankreasgewebe nach 7 Tagen komplett regeneriert ist (Kopp et al. 2012) (von Figura et al. 2014).
Als interne Kontrolle erhielten RAMP1- und WT-Mause (Kontrollméduse) intraperitoneale Injektionen

mit PBS und wurden 7 Tage nach der ersten Injektion euthanasiert.

3.1 RAMPI1-Einfluss auf die Pankreasorganogenese

In einem ersten Schritt konnte gezeigt werden, dass der RAMP1™" knock out keinen Einfluss auf die
Pankreasorganogenese hat. In den HE-gefirbten Schnitten zeigte sich sowohl bei den RAMP1”
Mausen als auch bei den WT Maiusen eine normale Pankreashistologie mit intakten Pankreasazini.
Dariiber hinaus fanden sich histologisch keine Hinweise auf eine Inflammation, auf ein Odem oder

eine Vakuolisierung (Abbildung 8, A und B).

Immunhistochemisch zeigten sich ebenfalls normale Expressionsmuster der Marker CK19 und CPA1
in RAMPI” und WT Mausen. Die Untersuchung beider Epitope erfolgte an unbehandelten
Versuchstieren. CK19 wird von den duktalen Epithelzellen der Pankreasginge und in der Schleimhaut
des Magen-Darm-Trakts exprimiert (Chu and Weiss 2002). Die Carboxypeptidase Al wird vom
exokrinen Pankreasgewebe sezerniert und spielt eine wichtige Rolle im Rahmen der Verdauung. Bei
der Farbung mit dem anti-CPA1-Antikorper wurde untersucht, ob die Azini sowohl bei den WT- als
auch bei der RAMP1"-Miusen in der Lage sind, dieses Enzym zu sezernieren und somit ihrer
physiologischen Funktion nachzugehen. In beiden Mauslinien waren die Marker CPA1 und CK19 in
gleichem Ausmal} nachzuweisen (Abbildung 8, B). Dies weist darauf hin, dass ein knock out von

RAMPI1 keinen Einfluss auf die Pankreashomoostase hat.
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RAMP1-/-

WT

RAMP1/-

Abbildung 8: Histologische Gewebeanalysen unbehandelter WT- und RAMP1”-Miuse. (4) Histologische HE-
Ubersichtsaufnahme des Pankreas. (B) Histologische HE- und immunhistochemische Firbungen mit einem
CK19- und einem CPAl-Antikorper bei WT- und RAMP1”"-Méusen (MaBstabskala HE-Férbung: 500 pm;
Immunhistochemie: 100 pm).

3.2 Die murine caeruleininduzierte akute Pankreatitis

3.2.1 Makroskopische und histologische Verianderungen bei RAMPI1-
Defizit

In der akuten Phase der Pankreatitis 8 und 24 h post-Caeruleininjektion war das Verhiltnis zwischen
Pankreas- und Korpergewicht (PG/KW) bei den RAMP17"- im Vergleich zu WT-Méusen signifikant
erhoht (8 h: p=0.01; 24 h: p =0.03, Abbildung 9, B).

Parallel zu meinen Untersuchungen wurde zu Beginn dieser Arbeit in Zusammenarbeit mit Frau Dr.
med. Leonie S. Jochheim die histologische Untersuchung von Nekrose, Odem und Inflammation
analysiert. Die histologischen Unterschiede zwischen den beiden Versuchsgruppen wurden mit Hilfe
eines Nekrose-, Odem-, und Pankreatitisscores quantifiziert. RAMP1”- Miuse wiesen histologisch in
der akuten Phase der Pankreatitis (8 und 24 h) eine signifikant héhere Infiltration von Immunzellen
(8 h: p=0.04; 24 h: p<0.0001, Abbildung 9, E) sowie eine signifikant hohere Odembildung bei 8 h
(p =0.03, Abbildung 9, D) auf. Das Nekrose-Score ergab zwischen RAMP1”- und WT-Méusen bei 8
und 24 h keinen signifikanten Unterschied (8 h: p = 1.00; 24 h: p = 0.60, Abbildung 9, C).
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Abbildung 9: Erhéhtes PG/KG und verstéirkte Inflammation bei RAMP1---Miusen 8 und 24 h nach Caerulein-
Behanldung. (4) Makroskopische Veridnderungen und (B) PG*1000/KG der Pankreata von WT und RAMP1™",
(B) Reprisentative HE-geférbte, formalinfixierte Paraffinschnitte (MaBstabskala: 500 um). (C) Nekrose-Score,
(D) Odem-Score und (D) Inflammations-Score von WT- vs. RAMP1”--Miusen. Daten reprisentieren Mittelwert
+ SEM, *p < 0.05, ****p < 0.0001. Der Nekrose-, Odem- und Inflammations-Score wurde in dieser Arbeit von
Frau Dr. med. Leonie S. Jochheim zur Verfiigung gestellt.

3.2.2 Charakterisierung des Immunzellinfiltrats

In der frithen Phase der akuten Pankreatitis (8 und 24 h) zeigte sich bereits in den HE Férbungen eine
signifikant stirkere Immunzellinfiltration in das Pankreas bei den RAMP1"- im Vergleich zu den
WT- Méusen (Abbildung 9, B und E). Zur genauen Differenzierung des Immunzellinfiltrats erfolgten

immunhistochemische Farbungen.

3.2.2.1 Histologische Quantifizierung der F4/80"-Zellen
Um in der hier beschriebenen Studie die Makrophagen sichtbar zu machen, wurde ein Antikérper
gegen F4/80 verwendet. Der Antikdrper gegen F4/80 bindet an alle Makrophagen und stellt deswegen
einen gut definierten Marker fiir die Makrophagen in Mausmodellen dar (Austyn and Gordon 1981).
Makrophagen spielen eine zentrale Rolle im angeborenen Immunsystem und kdnnen zu einer

Verstiarkung der entziindlichen Reaktion fiihren (Eming, Krieg, and Davidson 2007). In der frithren
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Phase der akuten Pankreatitis (8 h post Cerlulein Injektion) zeigten sich bei den RAMP1”- Miusen
signifikant mehr Makrophagen als bei den WT-Mausen (8 h: p =0.05, Abbildung 10). Die maximale
Anzahl an Makrophagen wurde am zweiten Tag nach der Induktion der akuten Pankreatitis sowohl bei
RAMPI1-defizienten Mausen (Median: 40.4) als auch bei WT-Miusen (Median: 31.0) gemessen. Bei
24 h sowie bei 2 und 7 d zeigte sich kein signifikanter Unterschied (24 h: p=0.92; 2d: p=0.73;
7d:p=0.79).
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Abbildung 10: Erhohte Anzahl F4/80%-Zellen 8 h nach Caerulein-Behandlung bei RAMPI”-M&usen.
(A) Reprisentative immunhistochemische Abbildungen mit einem F4/80-Antikorper (MaBstabskala: 100 pm).
(B) Quantifizierung der F4/807-Zellen in Pankreas von WT- vs. RAMP1”-Miusen. Daten reprisentieren
Mittelwert + SEM, *p < 0.05, n > 6 Tiere pro Gruppe.

3.2.2.2 Histologische Quantifizierung der MPO"-Zellen
Neutrophile Granulozyten spielen bei der frithen Phase einer Inflammation eine sehr wichtige Rolle.
Die Myeloperoxidase ist ein Enzym in neutrophilen Granulozyten, welches zur Beseitigung von
Bakterien und anderen Pathogenen benutzt wird. Es ist ein lysosomales Protein, dass wéhrend der
Degranulation in den extrazelluliren Raum freigesetzt wird (Kinkade et al. 1983). Die
Myeloperoxidase kann als Marker fiir die Anzahl der Neutrophilen im Gewebe eingesetzt werden
(Bradley et al. 1982). Im vorliegenden Modell wurden die neutrophilen Granulozyten bei der friihen
Phase der Inflammation, bei 8 und 24 h, quantifiziert. Bei 24 h war die Anzahl der Neutrophilen bei
den RAMPI1-KO-Miusen im Vergleich zu den WT-Maiusen signifikant erhoht (8 h: p=0.60;
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24 h: p=0.0002, Abbildung 11). Bei der Farbung sind auch apikale Bereiche von Azinuszellen, vor
allem der KO-M4use, positiv gefarbt. Dies kdnnte durch eine unspezifische Reaktion der Antikdrper
mit dem Gewebe zustande gekommen sein, was durch die vermehrte Nekrose und die pH-

Verinderung wihrend der Entziindung zu erkldren ist.
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Abbildung 11: Erhohte Anzahl MPO*-Zellen 24 h nach Caerulein-Behandlung bei RAMPI”-M&usen.
(A) Représentative immunhistochemische Abbildungen mit einem MPO-Antikdrper (MaBstabskala: 100 pm).
(B) Quantifizierung der MPO*-Zellen in Pankreas von WT- vs. RAMP1”-Miusen. Daten reprisentieren
Mittelwert £ SEM, ***p < 0.001, n > 7 Tiere pro Gruppe.

3.2.2.3 Histologische Quantifizierung der CD4"-Zellen

CD4"-Lymphozyten helfen, Immunantworten zu unterdriicken oder zu regulieren und unterstiitzen
durch die Freisetzung von T-Zell-Zytokine die Aktivitit anderer Immunzellen. Nach einer
Wechselwirkung mit dem Haupthistokompatibilititskomplex werden die CD4"-Lymphozyten aktiviert
und konnen in spezifischen Subtypen unterteilt werden, welche hauptsdchlich vom Zytokin-Milieu der
Umgebung abhingen (Luckheeram et al. 2012). Wihrend die maximale Anzahl an CD4'-Zellen bei
den WT-Maiusen nach 24 h beobachtet wurde (Median: 4.20), wurde bei den KO-Méiusen ein
maximaler Anstieg am siebten Tag post-Caeruleininjektion gemessen (Median: 6.00). Die Anzahl der
CD4"-Zellen 7 d post Behandlung war bei den RAMP1 KO Miusen im Vergleich zu den WT-Miusen
signifikant erhoht (7 d: p =0.005, Abbildung 12). Im beiden Gruppen fand sich 8 h, 24 h sowie 2 d
post Behandlung keinen signifikanten Unterschied (8 h: p=10.16; 24 h: p=0.26; 2 d: p=0.13).
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Abbildung 12: Immunhistochemische Analyse und Auswertung CD4'-Zellen. (A4) Reprisentative
immunhistochemische Abbildungen mit einem CD4-Antikérper (MaBstabskala: 100 pm). (B) Quantifizierung
der CD4%-Zellen in Pankreas von WT- vs. RAMPI”-Miusen. Daten reprisentieren Mittelwert + SEM,
**p < 0.01, n> 6 Tiere pro Gruppe.

3.2.2.4 Histologische Quantifizierung der CD8"-Zellen
Die CD8'-Lymphozyten spielen eine wichtige Rolle bei der Immunabwehr gegen intrazellulire
Pathogene, einschlieBlich Viren und Bakterien, und bei der Tumoriiberwachung. Sobald eine CD8"-T-
Zelle ihr Antigen erkennt und aktiviert wird, kann sie Zielzelle durch verschiedene Mechanismen
zerstoren, wie z. B. durch die Zytokinsekretion, durch die Freisetzung von zytotoxischen Granulaten
oder durch die Fas/FasL-Interaktion mit anschlieBender Caspasen-Aktivierung (Andersen et al. 2006).
Die CD8"-Zellen verhielten sich bei beiden Genotypen #hnlich. Die Anzahl der Zellen nahm mit
spateren Zeitpunkten post Injektion weiter zu. Es wurden zu keinem Zeitpunkt signifikante

Unterschiede gemessen (8 h: p=0.31; 24 h: p=0.18; 2 d: p=0.28; 7 d: p=0.10, Abbildung 13).
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Abbildung 13: Immunhistochemische Analyse und Auswertung CDS8'-Zellen. (A4) Reprisentative

immunhistochemische Abbildungen mit einem CD8-Antikorper (MaBstabskala: 100 pm). (B) Quantifizierung

von CD8"-Zellen in Pankreas von WT- vs. RAMP1”-Miusen. Daten reprisentieren Mittelwert = SEM, n>5

Tiere pro Gruppe.

3.2.2.5 Uberblick iiber die Inflammation und Analyse des CD4/CD8-Verhiltnisses
In der Abbildung 14 (A und B) wurden die quantifizierten Immunzellen in den friihen Phasen der
Inflammation (8 und 24h) zum jeweiligen Zeitpunkt abgebildet. Es ist zu sehen, dass im hier
beschriebenen Modell in den friilhen Phasen der akuten Pankreatitis F4/80"- und MPO’-Zellen

zahlenmiBig die grofte Rolle bei der Entziindung spielen.

Fiir eine Ubersichtlichere Darstellung der Ergebnisse und um besser verstehen zu kdnnen, wie sich die
T-Zellen immunologisch im vorliegenden Modell verhalten, wurden die Ergebnisse der
Quantifizierung der CD4'- und CDS8'-Zellen in einem Graphen mit einer CD4":CD8'-Ratio
dargestellt, die das Verhiltnis von T-Helferzellen zu zytotoxischen T-Zellen darstellt
(Abbildung 14, C). Es konnten zu keinem Zeitpunkt signifikanten Unterschiede zwischen WT- und
RAMP1-KO-Maiusen festgestellt werden (8 h: p=0.77; 24 h: p=0.21; 2d: p=0.09; 7d: p=0.10,
Abbildung 14, C).
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Abbildung 14: Zusammenfassung der Inflammationszellen 8 und 24 h post Behandlung sowie Analyse der

CD4:CD8-Ratio. Anzahl der Inflammationszellen pro HPF bei 8 h (4) und 24 h (B). (C) Statistische Analyse der
CD4:CD8-Ratio. Daten reprasentieren Mittelwert + SEM, *p < 0.05, ***p < 0.001.

3.2.3 Einfluss von RAMP1 auf die Azinuszellen nach akuter Pankreatitis

3.2.3.1 Histologische Quantifizierung der Ki-67"-Zellen
Um den Einfluss von RAMPI1” auf die Proliferationsrate zu untersuchen, fiihrten wir
immunhistochemische Analysen durch. Das Ki-67-Antigen befindet sich im Zellnukleus und kann als

Tumorproliferationsmarker verwendet werden (Menon et al. 2019).

Als baseline wurden aus beiden Gruppen Schnitte von Kontrollmausen mit dem Antikérper Anti-Ki67
gefarbt. In beiden Gruppen zeigten sich bei den Kontrollmdusen wenige Ki-67 positive Zellen
(Median: WT: 0.40; RAMP1”: 0.85) ohne einen signifikanten Unterschied zwischen WT und
RAMPI1” Miusen (p = 0.08, Abbildung 15). Acht Stunden post-caerulein Injektion wiesen RAMP17
Mause signifikant weniger Ki-67 positive Zellen auf als die WT-Méuse (8 h: p =0.004; Abbildung
15). Insgesamt zeigte sich in beiden Gruppen ein signifikanter Anstieg der Proliferationsrate im
Vergleich zur baseline (WT: p <0.0001 und RAMP17: p = 0.0002). Zu den spéteren Zeitpunkten 24 h
und 2 d ergaben sich keine Unterschiede zwischen den WT und RAMP1”Mausen (24 h: p=0.15; 2 d:
p=0.37). Die maximale Zellproliferationrate wurde in beiden Gruppen am zweiten Tag post-

Cerluleininjektion beobachtet (Median: WT: 49.7; RAMP17: 44.0).
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Abbildung 15: Reduzierte Proliferation 8 h nach Caerulein-Behandlung bei RAMP1”-Méiusen. (A)
Représentative immunhistochemische Abbildungen mit dem Ki-67-Antikdrper (MafBstabskala: 100 um).
(B) Quantifizierung der Ki-67"-Zellen am Pankreas von WT- vs. RAMP1”-Miusen. Bei allen Messungen
wurden nur Ki-67"-Azinuszellen als positiv ausgewertet. Daten repriasentieren den Mittelwert £ SEM,
**p < 0.01, n> 6 Tiere pro Gruppe.

3.2.3.2 Histologische Quantifizierung der Cleaved Caspase-3*-Zellen
Analog zur Analyse der Proliferationsrate wurde mit Hilfe Immunhistochemischer Farbungen mit dem
Antikorper Anti-Cleave-Caspase 3, der Einfluss von RAMP1” auf die Apoptose untersucht. Die
Caspase-3 spielt bei der Apoptose eine tragende Rolle und ist fiir die apoptotische
Chromatinkondensation und die DNA-Fragmentierung erforderlich (Porter and Janicke 1999).

Bei der Quantifizierung der WT- und RAMP1”"-Kontrollmiusen sowie bei 8 h zeigten sich in beiden
Gruppen wenige Cleaved Caspase-3 positiven Zellen ohne signifikante Unterschiede (Kontrollméiuse:
p=0.47;, 8 h: p=0.21, Abbildung 16). In dem in dieser Arbeit verwendeten Modell erfolgte eine
Caspase-Aktivierung erst nach 24 h (Median: WT: 7.60; RAMP17: 19.9) mit einer signifikant hoheren
Anzahl Cleaved Caspase-3 positiver Zellen bei den RAMP17" im Vergleich zu den WT Miusen (24 h:
p =0.002; Abbildung 16). An Tag 2 nahm die Expression der Cleaved Caspase-3 in beiden Gruppen
ab (Median: WT: 2.45; RAMP17: 1.30). RAMP1”" Miuse wiesen an Tag 2 eine signifikant
verminderte Anzahl an Cleaved Caspase-3 positiven Zellen im Vergleich zu den WT Méusen auf (2 d:

p =0.035; Abbildung 16).
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Abbildung 16: Gesteigerte Apoptose 24h nach Caerulein-Behandlung bei RAMPI”-M&usen.
(A) Représentative immunhistochemische Abbildungen mit dem Cleaved-Caspase-3-Antikdrper (Malistabskala:
100 pm). (B) Quantifizierung der Cleaved-Caspase-3*-Zellen in Pankreas von WT- vs. RAMP1""-Miusen. Daten
reprasentieren Mittelwert = SEM, *p < 0.05, **p < 0.01, n > 4 Tiere pro Gruppe.

3.2.4 Regeneration des Pankreas nach akuter Pankreatitis

Um die Regenerationskapazitit des Pankreas zu beurteilen, erfolgte eine histologische Analyse der HE
gefirbten Schnitte 7 d post-Caeruleininjektion. Sowohl bei den RAMP17" als auch bei den WT Méausen
war das Pankreasgewebe nach 7 d vollstdndig regeneriert. Exemplarische Schnitte sind in Abbildung

17 dargestellt.
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Abbildung 17: Histologische HE-Gewebeanalysen an WT- und RAMP1”-Miusen 7 d post-Caerulein-
Behandlung. Reprisentative HE-Férbungen der angegebenen Genotypen 7 d nach Induktion einer akuten
Pankreatitis (MafBstabskala: 100 pm).

3.2.5 Mechanismen der vermehrten Inflammation

Um den zugrundeliegenden Mechanismus fiir den Phinotyp und die signifikant erhdhte Anzahl von
Makrophagen bei 8 h und Granulozyten bei 24 h post Behandlung néher zu charakterisieren, wurde die

Expression einiger relevanter Gene gemessen.

In dem durch RAMP1 untersuchten Signalweg spielen einige Chemokine eine groB3e Rolle. Es wurde
deswegen die Expression von zwei Chemokinen gemessen, die zur Migration von Immunzellen
beitragen. CCL3 wirkt als Chemoattraktant fiir neutrophile Granulozyten (Johnston et al. 1999) (Lee et
al. 2000). Zum Zeitpunkt 24 h wurde eine signifikant erhdhte Expression von CCL3 bei den RAMP1™
-Miusen (24 h: p = 0.008) im Vergleich zu den WT-Mé&usen gemessen (Abbildung 18, A). CCL4 (CC-
Chemokin-Ligand-4) ist ein weiteres Chemokin, welches mit CCL3 interagiert (Guan, Wang, and
Norcross 2001). CCL4 wirkt ebenfalls als Chemoattrraktant fiir Monozyten, natiirliche Killerzellen
und verschiedene andere Immunzellen. Bei den Messungen der Expression dieses Chemokins zeigte
sich bei 24 h zusitzlich eine hohere Expression von CCL4 in RAMP1-defizienten Méusen, die jedoch
statistisch nicht signifikant war (24 h: p = 0.20, Abbildung 18, C).

Das Interleukin-1B (IL-1PB) ist eines der wichtigsten Zytokine im Rahmen der angeborenen
Immunantwort auf sterile Verletzungen. Zudem gibt es Hinweise darauf, dass IL-1f eine Rolle bei der
Initiierung einer sterilen Entziindungsreaktion nach einer Pankreasverletzung spielt (Hoque et al.
2011). In dem hier verwendeten Modell zeigte der IL-1B3-mRNA-Spiegel einen signifikanten Anstieg
nach 24 h post Injektion bei den RAMP1-KO-Miusen (24 h: p=0.01) im Vergleich zu den WT-
Mausen (Abbildung 18, B).

Nach Bindung des Liganden CGRP an den RAMPI1-CLR-Komplexrezeptor kommt es zu einer

gesteigerten Konzentration von cAMP mit einer konsekutiven Aktivierung der PKA. Nach
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Phosphorylierung und Aktivierung des Transkriptionsfaktors CREB durch die PKA kann CREB die
Transkription von ICER fordern, welches die Expression verschiedener inflammatorischer Gene
supprimiert (Holzmann 2013). Nach 8 h konnte eine leicht erniedrigte, aber nicht statistisch
signifikante Expression von ICER in den RAMPI1-KO-Maiusen gemessen werden (8 h: p=0.81,
Abbildung 18, D).
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Abbildung 18: mRNA-Expression wihrend der frithen Phase der akuten Pankreatitis. qRT-PCR-Analysen der
Chemokinexpression CCL3 (A4), IL-1B (B), CCL4 (C) sowie des Transkriptionsfaktors ICER (D) bei WT- vs.
RAMP1”-Méusen 8 h und 24 h post Behandlung. Alle untersuchten Gene wurden mit XS13 normiert. Die Daten
reprasentieren den Mittelwert + SEM, **p < 0.01, n > 7 Tiere pro Gruppe.

Eine Aktivierung des NF-kB-Signalweges wird als zentrales Ereignis beim Fortschreiten der
Entziindung der akuten Pankreatitis betrachtet. Die NF-kB-Aktivierung innerhalb der fritheren Phase
der akuten Pankreatitis wurde immunhistochemisch durch die Detektion von p65, einer Untereinheit
des NF-kB-Transkriptionskomplexes, untersucht. Mit Caerulein-behandelten Mausen wiesen bereits
nach 8 h eine Lokalisation von aktiviertem NF-kB im Zellkern der Azinuszellen (Abbildung 19, E).
Bei betrachten der p65-Farbung konnte kein Unterschied zwischen WT- und RAMPI1-defizienten
Mausen festgestellt werden (Abbildung 19, E).

Zur Untersuchung des CREB-Transkriptionsfaktors wurde mittels Western Blot die Konzentration des
phosphorylierten und gesamten CREB analysiert. Um die Ergebnisse bei den unterschiedlichen Proben
vergleichen zu konnen, wurden die verschiedenen Proben durch die jeweilige HSP90-Expression
dividiert und dadurch normiert. HSP90 gilt als ein sehr stabiles Haushaltsgen unter Stressbedingungen
(Sinha et al. 2015). Es wurden 7 WT- und 6 RAMP1”-Miuse zum 8 h Zeitpunkt analysiert. Der gegen
pCREB gerichtete Antikorper wurde bei 43 kDa detektiert. Nach dem Waschen der Membran wurde
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auf derselben Membran der gegen CREB gerichtete Antikorper ebenfalls bei 43 kDa detektiert. Der
Transkriptionsfaktor CREB regelt verschiedene Reaktionen in der Zelle, wie z. B. Proliferation und
Differenzierung. Sobald CREB phosphoryliert ist, kommt es zu einer Wechselwirkung zwischen
CREB mit seinem Co-Aktivatorprotein, dem CREB-bindendem Protein, um die Transkription von
CREB-responsiven Genen zu initiieren (Shaywitz and Greenberg 1999). Es wurden im Rahmen dieser
Studie keine signifikanten Unterschiede zwischen den beiden Genotypen beobachtet, weder bei der
pCREB- (p = 0.18) noch bei der gesamten CREB-Proteinexpression (p = 0.10) (Abbildung 19, B und
C). Um das pCREB:CREB-Verhiltnis zu messen, wurde die pCREB-Expression durch die CREB-
Expression dividiert. Dabei zeigte sich ebenfalls kein signifikanter Unterschied im pCREB:CREB-
Verhiltnis im Vergleich zu WT- und RAMP1-defizienten Méusen (p = 0.63, Abbildung 19, D).
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Abbildung 19: CREB-Western-Blot-Analyse und immunhistochemische p65-Analyse 8h nach
Behandlungsende. (4) Western-Blot-Analyse wurde mit Antikdrpern gegen pCREB und CREB durchgefiihrt.
HSP90 wurde als Haushaltsgen verwendet. (B, C und D) Quantifizierung des Western Blots. Die CREB (B) und
pCREB (C) Proteinexpression wurde durch die HSP90-Proteinexpression normiert. Fiir das pCREB:CREB-
Verhéltnis (D) wurde die pCREB durch die CREB-Proteinexpression geteilt. (E) Immunhistochemische p65-

Firbung nach 8 h bei WT- vs. RAMP1”-Miusen. Daten reprisentieren Mittelwert = SEM, n = 7 bei WT Méuse,
n = 6 bei RAMP1-defizienten M&usen.
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3.3 Analyse der isolierten pankreatischen Azinuszellen

3.3.1 Detektion der RAMP1-Expression durch Realtime PCR

Da bei den bereits dargestellten Ergebnissen systemische RAMP1 knock out Méausen verwendet
wurden, war es nicht unterscheidbar, ob zellextrinsische oder zellintrinsische Mechanismen, den
Phéanotyp verursacht haben. Daher wurde zunéchst durch die Isolierung von Azinuszellen untersucht,
inwieweit die pankreatischen Azini RAMP1 exprimieren als Voraussetzung fiir eine weitere

experimentelle Untersuchung mit Isolierung, CGRP-Behandlung und Kultivierung der Azinuszellen.

Direkt nach der Isolierung wurden die isolierten Azini unter dem Mikroskop analysiert (Abbildung 20,
A). Frithere Veroffentlichungen zeigten MIST1 als entsprechenden Marker fiir die Azinuszellen
(Pinho et al. 2011), sowie SOX9 als korrespondierenden Marker fiir die duktalen Zellen (Houbracken
et al. 2011). Basierend auf diesen Grundlagen, wurde eine MIST 1-Expression bei isolierten duktalen
Zellen als Negativkontrolle und eine SOX9-Expression bei diesen Zellen als Positivkontrolle
verwendet (Abbildung 20, C und D). Fiir diese Analyse wurden frisch isolierte duktale Zellen

verwendet, die von Frau Dr. Ana Hidalgo-Sastre zur Verfiigung gestellt wurden.

AnschlieBend wurde sichergestellt, dass die Azini das RAMP1-Protein als Teil des CGRP-Rezeptors
exprimieren (Abbildung 20, B). Als Positivkontrolle wurde Hirngewebe verwendet. Aus der Literatur
ist bekannt, dass Hirngewebe RAMPI1 in hohem Male exprimiert (Ueda et al. 2001). Als
Negativkontrolle wurde RAMP1"-Pankreasgewebe verwendet. In diesem Teil der Arbeit wurde

gezeigt, dass RAMPI in den isolierten Azinuszellen zur Expression kommt.
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Abbildung 20: Analyse der RAMP1-Expression an isolierten Azinuszellen. (4) Mikroskopische Abbildung von
frisch isolierten Azinuszellen (10-fache und 20-fache VergroBerung). (B) mRNA-Expressionsanalyse von
RAMP1 bei isolierten Azinuszellen, Hirngewebe von WT-Miusen und RAMP1-KO-Pankreasgewebe. (C, D)
Expressionslevel von MIST1 und SOXO9 in isolierten Azinuszellen und duktalen Zellen. Alle zu untersuchenden
Gene wurden mit XS13 normiert. Die Daten reprasentieren Mittelwert = SEM, isolierte Azinuszellen: n =3
Tiere, Hirngewebe: n = 2 Tiere, duktale Zellen: n = 1 Tier.

3.3.2 CGRP-Einfluss auf isolierte pankreatische Azinuszellen

Nachdem die Expression von RAMP1 als Teil des CGRP-Rezeptors bei den isolierten Azini gezeigt
werden konnte, wurden die Zellen mit einem CGRP-Liganden behandelt und untersucht, inwieweit
sich die Expression von CCL3 und ICER post CGRP-Behandlung verdndert. Bei diesem Teil des
Experiments wurden die Azinuszellen von einer WT-Maus isoliert, behandelt und kultiviert. Die Azini
wurden direkt nach der Isolierung und nach 24 h mikroskopisch untersucht. Es konnten bei den drei
Gruppen jedoch keine mikroskopischen Unterschiede beobachtet werden (Abbildung 21, A). Bei 24 h
waren einige pankreatische Azinuszellen zu finden, die sich zu mehrzelligen Clustern reaggregiert
hatten. Anhand der Expression von MIST1 und SOX9 bei den Azini in Vergleich zu duktalen Zellen,
begleitet von den mikroskopischen Abbildungen der Zellen 24 h nach Kultivierung, wurde von einer
erfolgreichen Isolierung und Kultivierung ausgegangen. Eine MIST1-Expression wurde bei isolierten
duktalen Zellen als Negativkontrolle, eine SOX9-Expression bei den duktalen Zellen als
Positivkontrolle verwendet (Abbildung 21, B und C).

Die Expression von ICER und CCL3 wurde durch eine qRT-PCR 24 h nach der Behandlung und
Kultivierung gemessen. Die Expression der gesuchten Gene war zwischen nicht behandelten und mit
100 nM-CGRP behandelten Zellen vergleichbar (ICER: p =0.70; CCL3: p > 0.99, Abbildung 21, D
und E). In einer statistischen Analyse zwischen nicht behandelten und mit 500 nM-CGRP behandelten
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Zellen zeigte sich ebenfalls keine signifikanten Unterschiede (ICER: p=0.40; CCL3: p>0.99,
Abbildung 21, D und E). Diese Ergebnisse konnen demnach nicht bestitigen, dass die Expression von
ICER und CCL3 bei isolierten Azinuszellen 24 h post Behandlung durch CGRP beeinflusst werden

kann.
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Abbildung 21: Isolierung, Kultivierung und CGRP-Behandlung der Azinuszellen. (4) Mikroskopische
Abbildungen der Azinuszellen direkt nach der Isolierung sowie nach 24-stiindiger Kultivierung (10-fache
Vergrofierung). (B, C) Expressionslevel von MIST1 und SOX9 nach 24-stiindiger Kultivierung der Azinuszellen
sowie isolierten nicht kultivierten duktalen Zellen. (D, E) qRT-PCR-Analyse fiir CCL3 und ICER bei
kultivierten Azinuszellen ohne Behandlung sowie bei behandelten Zellen mit 100 nM und 500 nM CGRP. Alle
zu untersuchenden Gene wurden mit XS13 normiert. Die Daten repriasentieren Mittelwert + SEM.
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4 Diskussion

Das Pankreas wird von parasympathischen und sympathischen Neuronen innerviert, die sowohl die
endokrine als auch die exokrine Funktion modulieren (Niebergall-Roth and Singer 2001). Zusitzlich
wird das Pankreas mit sensorischen Neuronen versorgt, die Neuropeptide wie CGRP enthalten (Seifert
et al. 1985) (Larsson 1979). Diese Nerven sind verantwortlich fiir die Signalweiterleitung
schmerzhafter Reize, die ihren Ursprung im Pankreas haben. Immunsystem und Nervensystem
kommunizieren iiber ein ausgedehntes Netzwerk von festen Verbindungen miteinander (Steinman
2004). In der vorliegenden Studie wurde untersucht, inwieweit das Ausmal} der Entziindungsreaktion
im Pankreas nach einer Caerulein-Behandlung durch den Neurotransmitter CGRP beeinflusst werden
kann. Da RAMP1 der Schliisselrezeptor zur Unterstiitzung der CGRP-Aktivitdt ist, ist das RAMP1-
KO-Mausmodell ein gutes Hilfsmittel, um die Rollen von CGRP durch das KO von RAMPI in vivo
zu untersuchen. Im Rahmen dieser Studie wurde der Einfluss von RAMP1-Verlust auf die murine

experimentelle Pankreatitis untersucht.

4.1.1 RAMP1"-Miuse sind phinotypisch normal

Durch HE- und immunhistochemische Féarbungen konnte gezeigt werden, dass das Fehlen von
RAMP1 bei den in dieser Studie verwendeten KO-Miusen keinen Einfluss auf die
Pankreasorganogenese hat (Abbildung 8). Die duktalen und azinédren Strukturen des Organs bei beiden
Genotypen erschienen intakt. Es wurden keine Anomalien im Aufbau des Pankreas festgestellt. Dieser
Umstand konnte dadurch erkldrt werden, dass diese Farbungen an unbehandelten Versuchstieren
erfolgten und die CGRP Freisetzung insbesondere durch die Stimulation peripherer Nozizeptoren
durch Schmerzreize hervorgerufen wird (Russell et al. 2014) und bei der normalen

Pankreasentwicklung keine Rolle spielt.

4.1.2 Verstarkte Inflammation bei den RAMP1-KO-Mausen

Durch Caerulein kommt es zu einer Pankreassekretion, welche zu einer Pankreasfehlfunktion fiihrt
und in einer akuten Pankreatitis resultiert (Willemer, Elsasser, and Adler 1992). Eine Caerulein-
induzierte akute Pankreatitis erhoht signifikant die Expression von TRPV1 (Schwartz et al. 2011).
Eine Aktivierung von TRPV1 fiihrt zur Freisetzung von CGRP (Assas, Pennock, and Miyan 2014).
Publikationen deuten darauf hin, dass CGRP durch den RAMPI1-Signalweg als negativer Regulator
der angeborenen Immunantworten wirkt und zur Begrenzung von Gewebeschdden bei einer
Inflammation beitrdgt (Holzmann 2013). Basierend auf diesen Erkenntnissen konnte in der

vorliegenden Studie gezeigt werden, dass eine Caerulein-Behandlung bei den RAMP1-KO Méusen zu
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einem signifikant erhohten PG/KG-Verhéltnis mit einer verstiarkten Inflammationsreaktion nach 8 und
24 h sowie Odembildung nach 8 h fiihrte (Abbildung 9). Das erhohte PG/KG-Verhiltnis ist durch ein
verstirktes intra- und peripankreatisches interstitielles Odem mit entsprechender Organomegalie zu
erkldren. Unsere Ergebnisse stimmen mit fritheren Ergebnisse von Kawashima-Takeda et al {iberein,
die bei einem dextrannatriumsulfatinduzierten Kolitis-Modell gezeigt haben, dass RAMP17-Miusen
eine verstirkte Inflammation im Vergleich zu WT-Miusen aufwiesen (Kawashima-Takeda et al.

2017).

Diverse Untersuchungen zeigten, dass RAMP1 durch T-Zellen (Kawashima-Takeda et al. 2017) und
Makrophagen (Mishima et al. 2017) exprimiert wird. Der entziindungshemmerde Effekt von
CGRP/RAMP1 Signalweg auf Immunzellen, einschliefSlich Makrophagen (Inoue et al. 2018),
Neutrophilen (Jusek et al. 2012) und T-Zellen (Mikami et al. 2011) ist bereits bekannt. An dieser
Stelle stellte sich die Frage, wie sich die Infiltration der verschiedenen Immunzellen in der frithen
Phase der akuten Pankreatitis durch den knock out von RAMP1 verandert. Die Charakterisierung der
infiltrierenden Entziindungszellen erfolgte mithilfe der Immunhistochemie. Es zeigte sich eine
signifikant erhéhte Anzahl von Makrophagen bei 8 h und neutrophilen Granulozyten bei 24 h bei den
KO-Maiusen (Abbildung 10 und 11). Bei einem septischen Peritonitis-Modell von Jusek et al. fiihrte
das Fehlen von RAMPI in der frithen Phase der Inflammation ebenso zu einer erhéhten Rekrutierung
und Aktivierung von neutrophilen Granulozyten (Jusek et al. 2012). In Ubereinstimmung mit unseren
Ergebnissen  zeigte eine  Studie von  Kawashima-Takeda et al. bei einem
dextrannatriumsulfatinduzierten ~ Kolitis-Modell ~ ebenfalls  eine  erhohte = Anzahl  der
Makrophageninfiltration bei RAMP1-KO-Maiusen (Kawashima-Takeda et al. 2017). Bei einer
weiteren  Studie ~ wurden  die = Makrophageninfiltrate  innerhalb  der  choroidalen

Neovaskularisationslasionen in CGRP/-Méusen ebenfalls verstiarkt (Toriyama et al. 2015).

Um hierfiir Erklarungen zu finden und basierend auf der Kenntnis, dass die Rekrutierung von
Entziindungszellen durch Chemokine induziert wird, wurde die Expression von proinflammatorischen
Zytokinen, einschlieSlich CCL3, CCL4 und IL-1B, im Pankreasgewebe unter Verwendung der qRT-
PCR bestimmt. CCL3 vermittelt eine feste Adhidrenz und Transmigration von Neutrophilen (Reichel et
al. 2009). CCL4 kann als Chemoattraktant fiir Monozyten, natiirliche Killerzellen und eine Vielzahl
von anderen Immunzellen wirken (Bystry et al. 2001). IL-1p ist ein potentes, proinflammatorisches
Zytokin, das vorwiegend von Makrophagen abgeleitet wird (Scholmerich 1996) und spielt eine Rolle
bei der Einleitung einer sterilen Entziindungsreaktion nach Pankreasverletzung (Hoque et al. 2011). In
der Verodffentlichung von Kawamura et al wurde bereits gezeigt, dass Neuropeptide die
Zytokinproduktion beeinflussen konnen (Kawamura et al. 1998). In der vorliegenden Arbeit zeigte
sich eine signifikant erhohte Expression der Zytokine CCL3 und IL-1B sowie eine etwas hdhere
Expression von CCL4 bei den RAMP1-KO-Mausen 24 h post Behandlung (Abbildung 18, A, B und
C). Diese Ergebnisse liefern Hinweise, dass die hochregulierte Expression dieser Zytokinen bei den

RAMPI”-Msusen die iibermiBige Rekrutierung von Makrophagen und neutrophilen Granulozyten
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verursachen kann. Unsere Daten stimmen mit einer Publikation von Kawashima-Takeda et al. bei, die
bei einem Kolitis-Maus-Modell ebenfalls eine erhohte Expression der entziindungsférdernden
Zytokine CCL3 und IL-1B bei RAMP1-KO-Miusen zeigte (Kawashima-Takeda et al. 2017). In den
letzten Jahren konnte in Studien gezeigt werden, dass CGRP sowohl CCL3 (Baliu-Pique, Jusek, and
Holzmann 2014) als auch CCL4 (Harzenetter et al. 2007) herunterregulieren kann.

Trotz zahlreicher Hinweise auf die negative Regulation der Immunantwort durch CGRP, bleiben die
molekularen Mechanismen der CGRP Wirkung auf Immunzellen weitgehend unklar. Arbeiten von
Fox et al. und Torii et al. konnten demonstrieren, dass CGRP bestimmte immunsuppressive
Aktivitdten durch die Hochregulierung der IL-10-Produktion in Zielzellen vermitteln kann (Fox et al.
1997) (Torii et al. 1997). Alternativ haben Harzenetter et al. 2007 einen IL-10-unabhingigen
entziindungshemmenden Weg von CGRP beschrieben, der eine verringerte Sekretion von Zytokinen
verursacht und mit der schnellen und cAMP-abhéngigen Induktion der ICER-Expression verbunden
ist (Harzenetter et al. 2007). Aufgrund dessen wurde in der vorliegenden Arbeit die Expression von
ICER als moglicher Modulator der akuten pankreatischen Inflammation untersucht. Es zeigte sich bei
8 h eine leicht erniedrigte, aber nicht statistisch signifikante Expression von ICER in den RAMPI-
KO-Miusen (Abbildung 18, D). Daher unterscheiden sich unsere Ergebnisse von denen fritheren
Berichten, die gezeigt haben, dass die Behandlung von Méusen mit CGRP die Expression des
Transkriptionsrepressors ICER induzieren kann (Kroeger et al. 2009). Es sollte jedoch beachtet
werden, dass in der von Kroeger et al. Studie ein Lipopolysaccharide-induziertes Hepatitismodell mit
IL-10 knock out Mausen verwendet wurde (Kroeger et al. 2009). Einschrankend ist auch darauf
hinzuweisen, dass hier Gesamtpankreasgewebe fiir die Expressionsanalyse verwendet wurde und
damit auch z. B. Expressionsunterschiede, die nur in Zellsubpopulationen stattfinden, nicht detektiert

werden konnten.

Um Erkldrungen fiir die erhohte Expression von CCL3 und IL-1B zu finden, wurde der NF-xB
Signalweg als moglicher Regulator dieser Zytokine untersucht. NF-kB ist ein Proteinkomplex, der
unter anderem fiir die Expressionskontrolle verschiedener Signalwege bei der Inflammation
verantwortlich ist (Brasier 2006) (Gilmore 2006). Es gibt zahlreiche Hinweise darauf, dass
supramaximale Dosen von Caerulein zu einer NF-kB Aktivierung im Pankreas fithren (Hietaranta et
al. 2001). Zudem gibt es Hinweise, wonach NF-kB sehr frith in der Caerulein-induzierten akuten
Pankreatitis aktiviert wird (Gukovsky et al. 1998). Wenn NF-kB aktiviert wird, tritt eine Kaskade von
Signalereignissen auf, die schlielich zum IkBoa-Abbau fiihrt, der die Freisetzung von NF-«B
ermdglicht und die Translokation von NF-xB in den Zellkern erleichtert, wo es die Transkription von
proinflammatorischen Genen fordert (Ghosh and Hayden 2008) (Medzhitov and Horng 2009).
Caerulein induziert NF-xB und Trypsinogen-Aktivierung zeitgleich, beide Ereignisse sind aber in
Azinuszellen unabhéngig voneinander (Dawra et al. 2011). Der NF-kB-Signalweg wurde in dieser
Studie durch Immunhistochemie mithilfe eines gegen p65 gerichteten Antikdrpers analysiert. Die p65-

Farbung zeigte 8 h nach Behandlung ecine Lokalisation des p65-Antikérpers im Zellkern der
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Azinuszellen (Abbildung 19, E). Flandez et al. zeigten immunhistochemisch ebenfalls eine gesteigerte
p65-Detektion bereits 8 h post Caerulein-Administration (Flandez et al. 2014). In der Literatur wurde
beschrieben, dass die Verabreichung von Caerulein in Dosen, die Pankreatitis verursachen, zur
Aktivierung von NF-kB in der Bauchspeicheldriise fiihrt, und diese Aktivierung mit einer nuklearen
Translokation von p65 und p50 einhergeht (Steinle et al. 1999) (Rakonczay et al. 2008). Ein
Unterschied der Anzahl von p65'-Azinuszellen bei den beiden Genotypen konnte in der vorliegenden
Studie nicht gezeigt werden (Abbildung 19, E). Altmayer et al. berichteten ebenfalls, dass CGRP
keinen Einfluss auf die Rekrutierung von NF-kB-p65 hatte (Altmayr, Jusek, and Holzmann 2010).
Stattdessen beruht die hemmende Funktion von CGRP nach Altmayr et. al. auf der Inhibition des
Promotors von ATF2 durch ICER und zufolge Hemmung der Produktion von verschiedenen
Zytokinen (Altmayr, Jusek, and Holzmann 2010). Es ist ebenfalls bekannt, dass die NF-xB-
Aktivierung an sich fiir die Entwicklung einer frithen aziniren Zellverletzung durch supramaximale

Stimulation von Caerulein nicht erforderlich ist (Hietaranta et al. 2001).

CREB ist ein Transkriptionsfaktor, der verschiedene zellulire Reaktionen reguliert, einschlieflich
Uberleben, Differenzierung und Proliferation (Shaywitz and Greenberg 1999) (Mayr and Montminy
2001) (Sakamoto and Frank 2009). CGRP aktiviert durch die Bindung an den RAMPI-CLR-
Rezeptorkomplex die Adenylatcyclase, die das intrazellulire cAMP erhdht und die PKA aktiviert, was
zur Phosphorylierung von CREBs fithren kann (Russell et al. 2014). Somit kénnte CREB ein
Modulator der Immunantwort unseres Models sein. Aus diesem Grund war es interessant zu
untersuchen, ob es in der vorliegenden Arbeit zu einer verminderten Phosphorylierung von CREB bei
den RAMP1-KO-Méusen gekommen ist. Mithilfe des Western Blots wurde die Proteinmenge von
pCREB und gesamtem CREB bei dem friihen Zeitpunkt 8 h nach Behandlung analysiert. Es wurden
keine signifikanten Unterschiede zwischen WT- und RAMP1”-Miusen gemessen (Abbildung 19, B
und C). Das Verhéltnis von pCREB zur Gesamt-CREB zeigte ebenfalls keine signifikanten
Unterschiede bei den beiden Genotypen (Abbildung 19, D). Ubereinstimmend konnte in einer
weiteren Studie von Altmayer et al nachgewiesen werden, dass eine Behandlung von dendritischen
Zelle mit CGRP die Toll-like-Rezeptor 2-induzierte Rekrutierung von ATF2, jedoch nicht von CREB,
an den TNFa-Promotor verhindert (Altmayr, Jusek, and Holzmann 2010). Hingegen wurden bei
einigen Publikationen eine Phosphorylierung des CREBs durch CGRP in einem Modell von
Primérkulturen dissoziierter Ratten-Riickenmarkszellen (Seybold et al. 2003) und bei einem
zerebralen Ischdmie-Reperfusionsmodell (Zhang et al. 2010) beobachtet, was einen Hinweis auf die
Beteiligung des Transkriptionsfaktors CREB geben kann. Einschrinkend ist zu unseren Daten auch

hier darauf hinzuweisen, dass Gesamtpankreasgewebe fiir die Proteinexpression verwendet wurde.

Warum keine verminderte CREB-Phosphorylierung durch das RAMP1 knock out beobachtet werden
konnte, kann mehrere Grunde haben. Zunidchst sollte beriicksichtigt werden, dass bei den
durchgefiihrten Western Blots Pankreasgewebe von Méusen eingesetzt wurde, was die Detektion von

Unterschieden in kleineren Zellpopulationen unwahrscheinlich macht. Es sollte in Betracht gezogen
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werden, dass bei isolierten Azinuszellen eine Caerulein-Behandlung nicht nur zu einer cAMP-
abhingigen Aktivierung der PKA fiihren kann, sondern cAMP kann zusétzlich iiber das cAMP-
bindende Protein Epac wirken (Chaudhuri et al. 2007). Die Aktivierung beider cAMP-abhingiger
Wege oder die selektive Aktivierung von Epac kann Einfluss auf die CREB Phosphorylierung haben.
Es kann aber auch sein, dass die CREB Phosphorylierung in einem fritheren oder spéteren Zeitpunkt

stattgefunden hat.

CGRP moduliert die Adhdsion und Migration von T-Zellen (Levite et al. 1998). T-Lymphozyten,
insbesondere CD4'-T-Zellen, spielen eine entscheidende Rolle bei der Entwicklung einer akuten
experimentellen Pankreatitis (Demols et al. 2000). Basierend auf der Erkenntnis, dass CGRP die T-
Zellen-Migration stimuliert (Talme, Liu, and Sundqvist 2008), wurde in dieser Arbeit die Anzahl von
CD4- und CDS8-positiven Zellen zu allen untersuchten Zeitpunkten gemessen. Ein signifikanter
Anstieg der Anzahl von T-Zellen, und zwar CD4 " Zellen, wurde 7 d post Caerulein-Injektionen bei
den RAMP1-KO-Miusen beobachtet (Abbildung 12). Die Anzahl von CD8'-Zellen war zwar am
siebten Tag nach Behandlung bei den RAMP1”-Miusen ebenfalls hoher, es hat sich jedoch kein
signifikanter Unterschied im Vergleich zu den WT-Mé&usen ergeben (Abbildung 13). Beim Kolitis-
Modell von Kawashima-Takeda et al. war die Anzahl der CD3"-Zellen, welche den T-Zellen
entsprechen, in RAMP1”"-Miusen im Vergleich zu denen in WT-Miusen erhoht (Kawashima-Takeda
et al. 2017). Interessanterweise zeigt eine Studie von Inoue et al., dass das Fehlen von RAMPI
ebenfalls zu einem Anstieg der CD4'-Zellen fiihrt, ohne einen Einfluss auf CD8"-Zellen zu haben
(Inoue et al. 2018). Betrachtet man die Veroffentlichung von Inoue et. al, wird als Ursache dafiir die
Herunterregulierung der Expression von TNF-o und Interferon-y in T-Zellen durch die RAMPI1-
Signaliibertragung diskutiert. Diese Ergebnisse stimmen mit vorherigen Ergebnissen iiberein, die
darauf hinweisen, dass CGRP die Interferon-y Produktion in vitro (Tokoyoda et al. 2004) und in vivo
(Mikami et al. 2011) unterdruckt. Des Weiteren hemmt der RAMP1-Signalweg die Produktion von
IL-17 (Kawashima-Takeda et al. 2017), das eine Rolle bei der Vermittlung der CD4-intrinsischen

Immunresistenz spielt (Crawford et al. 2020).

Zusammenfassend gibt die vorliegende Studie Hinweise darauf, dass die RAMP1-Signaliibertragung
in der akuten Pankreatitis an der Rekrutierung von Neutrophilen, Makrophagen und T-Zellen beteiligt
ist. Bei den RAMP1”"-Musen ergab sich eine signifikant erhdhte Anzahl von Makrophagen 8 h, von
Neutrophilen 24 h und von CD4"-Zellen 7 d nach Pankreatitisinduktion. Die vorliegenden Ergebnissen
schlieBen sich fritheren Publikationen an, die gezeigt haben, dass CGRP unter anderem durch die
Hemmung von CCL3 und IL-1B (Kawamura et al. 1998) die Funktion von T-Zellen (Miyauchi et al.
2002), und zwar CD4"-Zellen (Inoue et al. 2018), neutrophilen Granulozyten (Jusek et al. 2012) und
Makrophagen (Kawashima-Takeda et al. 2017) wihrend einer Entziindung reguliert.
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4.1.3 RAMPI1-Mangel beeintrichtigt die Regeneration und induziert die

Apoptose der Azinuszellen

Neben der Inflammation wurde in einem weiteren Teil dieser Studie die Regeneration und Apoptose
der Azinuszellen analysiert. Die Proliferation von Azinuszellen ist ein kritischer Prozess in der
Pathophysiologie der akuten Pankreatitis, da eine begrenzte oder fehlerhafte Proliferation mit einer
Storung der Organregeneration verbunden ist. Die Zahl der proliferierenden Azinuszellen war bei den
Kontrollmdusen, die mit intraperitonealen Injektionen mit phosphatgepufferter Salzlosung behandelt
wurden, zwischen den KO- und WT-Gruppen ohne signifikanten Unterschied (Abbildung 15). Kiraly
et al. haben 2015 bereits gezeigt, dass die Proliferation der Azini ohne Inflammation minimal ist und
erst bei der akuten Phase bzw. regenerativen Phase ansteigt (Kiraly et al. 2015). Eine mogliche
Erklarung dafiir wurde in der DNA Schidigung durch die Pankreasentziindung gefunden (Kiraly et al.
2015). Diese kann einerseits durch Verdnderungen des Zytokinsspiegels und anderseits durch die
Freisetzung von reaktiven Sauerstoff- und Stickstoff-Verbindungen durch die Immunzellen verursacht
werden (Kiraly et al. 2015). In der vorliegenden Arbeit konnte eine signifikante Reduktion der
Proliferation nach 8 h bei den RAMP1”-Miusen im Vergleich zu den WT-Miusen gezeigt werden
(Abbildung 15). In Bezug auf die proliferativen Wirkungen von CGRP auf verschiedene Epithel- und
Endothelzellen wurde berichtet, dass CGRP die Proliferation von humanen Endothelzellen
(Haegerstrand et al. 1990), Atemwegsepithelzellen (White et al. 1993) und Alveolarepithelzellen
(Kawanami et al. 2009) induziert. So konnten Haegerstrand et al. eine Verstarkung der Proliferation
durch CGRP durch die cAMP-Bindung zeigen (Haegerstrand et al. 1990), diskutierten Kawanami et.
al. eine dosis- und zeitabhéngige proliferierende Wirkung von CGRP iiber den CGRP-Rezeptor und
den ERK-Signalweg (Kawanami et al. 2009). Andere Studien zu diesem Thema zeigten, dass CGRP
die Yes-Associated Protein/Transcriptional Co-activator with PDZ-binding motif (YAP/TAZ)-
vermittelte Hepatozytenproliferation iiber den CGRP-RAMP1-Signalweg steuern kann (Laschinger et
al. 2020).

Eine leichte akute Pankreatitis ist hauptsdchlich mit Apoptose und weniger mit Nekrose verbunden
(Kaiser et al. 1995). Daher ist das Verstindnis der Regulation von Apoptose bei Untersuchungen zur
Pathogenese von Pankreatitis von auBerordentlicher Bedeutung. In der vorliegenden Arbeit wurde die
Apoptose durch ein gegen Caspase-3 gerichteten Antikdrper erfasst (Bressenot et al. 2009). Es zeigte
sich in unserer Arbeit ein Anstieg der Apoptose 24 h nach Induktion der akuten Pankreatitis, der
signifikant hoher bei den RAMP1”-M#usen war (Abbildung 16). Eine mogliche Erklirung dafiir
konnte die signifikant erhhte Anzahl von neutrophilen Granulozyten zu diesem Zeitpunkt sein. Diese
Erklarung basiert auf einer Studie von Rau et al., die zeigte, dass Neutrophile iiber einen TNF-a-
abhédngigen Mechanismus an dem apoptotischen Azinuszelltod beteiligt sein kdnnen (Rau et al. 2001).

Pankreatische Azinuszellen sind ebenfalls in der Lage, TNF-o zu produzieren und freizusetzen
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(Gukovskaya et al. 1997). Das von Azinuszellen freigesetztes TNF-o kdnnte somit genauso an der

Azinuszellapoptose beteiligt sein (Gukovskaya et al. 1997).

Die Apoptose nahm bei 2 d in beiden Gruppen ab und RAMP1”~ Miuse wiesen nun eine signifikant
verminderte Anzahl an Cleaved Caspase-3 positiven Zellen im Vergleich zu den WT Mausen auf
(Abbildung 16). Eine Hypothese dafiir ist, dass das Pankreasgewebe von RAMP1”~ Miusen verstirkt
bzw. schneller abgebaut wurde. Die Ursache dafiir kann aber auch in einer verstarkten Phagozytose
der apoptotischen Zellen durch die Makrophagen liegen, die bei den RAMP1-KO-Méusen in Uberzahl
zu finden sind. Dieser Hypothese entsprechen auch die Daten aus Miyanishi et al., die zeigten, dass
apoptotische Zellen von Makrophagen schnell tiber einen Mechanismus entfernt werden, der von der

Exposition von Phosphatidylserin auf der Zellmembran abhidngt (Miyanishi et al. 2007).

Die Neuropeptid-Rezeptoruntereinheit RAMP1 scheint eine wichtige Rolle bei der Inhibition der
Apoptose zu spielen. In Studien wurde eine noradrenalininduzierte Apoptose durch CGRP gehemmt
(Ma, Guo, and Sun 2013). Zu einem dhnlichen Ergebnis gelangte die Arbeitsgruppe von Luo et al, die
bei einem intestinalen Ischdmie-Reperfusionsverletzungs-Modell eine CGRP-Vorbehandlung zu
signifikant niedrigerer Expression von Caspase-3-Proteinen fiihrte (Luo et al. 2016). Aulerdem wurde
durch CGRP die Apoptose in menschlichen Osteoblasten gehemmt (Mrak et al. 2010). Aus den
ermittelten Ergebnissen der Arbeit von Mrak et al. geht hervor, dass CGRP den WNT-Signalweg
aktiviert, indem es Glycogen Synthase Kinase 3 Beta durch die PKA-Signaliibertragung hemmt, was
zur nukledren Translokation von B-Catenin fiihrt (Mrak et al. 2010). In einer von Wu et al. publizierter
Studie wird eine Forderung der Proliferation und Hemmung der Apoptose in endothelialen
Progenitorzellen durch Hemmung der MAPK-Signaliibertragung gezeigt (Wu et al. 2018). Wu et al.
fanden heraus, dass eine Behandlung mit CGRP zu einer Erhéhung des Spiegels des anti-
apoptotischen Molekiils B-cell lymphoma 2 (Bcl-2) und einer Abnahme des Spiegels des pro-
apoptotischen Molekiils Bcl-2-assoziiertes X Protein (Bax) fiihrte, was zu einem signifikant erhéhten
Bcl-2/Bax-Verhéltnis resultierte (Wu et al. 2018), welches einen schiitzenden Effekt bei der
Zellapoptose hat (Cakir et al. 2011). Als Ursache fiir die Induktion der Proliferation durch CGRP
diskutierten Wu et al. die Hochregulierung des Genexpressionsniveaus von Cyclin D1 und Cyclin E

(Wu et al. 2018).

Die oben genannten Publikationen machen sichtbar, dass CGRP {iber verschiedenen
(patho)physiologischen Signalwege Proliferation und Apoptose modulieren kann und zeigen, dass die
molekulare Aktivierungswege durch CGRP sehr komplex und vielfdltig sind. Die hier prisentierte
Ergebnisse stimmen mit zuvor verdffentlichten Daten {iberein, die die Auswirkungen von CGRP auf
die Proliferation und Apoptose unterstreichen (Wu et al. 2018), jedoch blieb in dieser Arbeit der

genaue Mechanismus fiir diese Verdnderungen weitgehend unklar.
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4.1.4 Vollstindige Regeneration des Pankreas post Caerulein-

Behandlung

Sobald die Inflammation nach der Caerulein Behandlung abgeklungen ist, konnen sich Azinuszellen
durch Selbstreplikation und mogliche Redifferenzierung schnell wieder in einen normalen und
funktionellen Azinuszustand regenerieren (Zhou and Melton 2018). Das durchgefiihrte Caerulein-
Protokoll fiihrte sowohl bei den KO- als auch bei den WT-Méusen am siebten Tag histologisch zu
einer vollstdndigen Regeneration des Pankreasgewebes (Abbildung 17). Die Verdnderungen im hier
beschriebenen =~ Mausmodell schienen, trotz der deutlichen Entziindungsreaktion und
Gewebezerstorung, keinen Einfluss auf die langfristige Organregeneration zu haben. Diese rasche
Regeneration nach Caeruleinpankreatitis innerhalb einer Woche ist in der Literatur vorbeschrieben
und zeigt, dass RAMP1 Verlust keinen Einfluss auf die spitere Regenerationsphase nach akuter

Schadigung hat (Quan et al. 2018) (Lampel and Kern 1977) (Eisses et al. 2014).

4.1.5 Einfluss der CGRP-Behandlung bei isolierten pankreatischen

Azinuszellen

Die bereits diskutierten Experimente wurden mit systemischen RAMP1 knock out Miusen
durchgefithrt. Somit war nicht unterscheidbar, ob die beobachteten Ergebnisse auf die
Entziindungszellen oder aber auf die Azinuszellen (also =zellextrinsisch oder =zellintrinsisch)
zuriickzufithren sind. Daher wurde in diesem Teil der Arbeit ein mdglicher Einfluss von
CGRP/RAMPI1 auf die Azinuszellen untersucht. Azinuszellen haben die Fahigkeit, verschiedene Arten
von Entziindungsmediatoren als Reaktion auf schiddliche Reize zu produzieren (Brady et al. 2002).
Azini, die Verletzungen erfahren, setzen Zymogene frei, insbesondere Trypsin, die wiederum
Makrophagen zur Synthese und Freisetzung von proinflammatorischen Zytokinen induzieren (Raraty
et al. 2005) (Lundberg et al. 2000). Eine Schidigung der Azinuszellen fiihrt zu einer lokalen
Entziindungsreaktion. Die Entziindungsmediatoren gelangen jedoch auch in den allgemeinen Kreislauf

und bestimmen dementsprechend die Schwere der akuten Pankreatitis (Bhatia et al. 2000).

Im Experiment konnte mithilfe qRT-PCR bei isolierten pankreatischen Azinuszellen die Expression
von RAMP1 gezeigt werden (Abbildung 20, B), was zumindest die Voraussetzung schafft, dass der
CGRP-Signalweg in diesen Zellpopulationen fiir die Regulation der beobachteten Inflammation
mitverantwortlich sein kann. Frithere Studien haben bereits die Expression von RAMPI in vielen
Geweben einschlieBlich Pankreas, Herz, Gebarmutter, Blase, Gehirn, Skelettmuskel und Magen-
Darm-Trakt gezeigt (McLatchie et al. 1998). Inwieweit CGRP die Expression von pro- und
antiinflammatorischen Mediatoren in Azinuszellen beeinflusst, wurde in einem weiteren Teil dieser

Arbeit detaillierter untersucht, indem isolierte Azinuszellen mit CGRP-behandelt und kultiviert
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wurden. Eine CGRP-Behandlung zeigte in der vorliegenden Arbeit keinen Einfluss auf den Spiegel
der ICER- oder CCL3-Expression bei isolierten Azinuszellen nach 24-stundiger Kultivierung im

Vergleich zur Kontrollgruppe (Abbildung 21, D und E).

In einer Veroffentlichung von Holzmann wurde der direkter Effekt von CGRP auf Makrophagen und
dendritischen Zellen untersucht (Holzmann 2013), der Einfluss von CGRP in Azinuszellen ist jedoch
noch nicht weiter erforscht. Frithere Studien zeigten, dass eine CGRP Behandlung zur
Herunterregulierung der Expression von CCL3 bei Knochenmark stammende Makrophagen (Baliu-
Pique, Jusek, and Holzmann 2014) und Mikroglia/Astrozyten-Co-Kulturen (Consonni et al. 2011)
fiihren kann. Auflerdem konnten Kroeger er al. zeigen, dass eine Vorbehandlung mit a-CGRP Mause
vor Leberschadigung durch Unterdriickung der proinflammatorischen Zytokinreaktion in Verbindung

mit der Induktion von ICER schiitzen kann (Kroeger et al. 2009).

Die RAMP1 Expression bei isolierten pankreatischen Azinuszellen weist darauf hin, dass die Wirkung
von CGRP auf diese Zellpopulationen zur beobachteten Pathologie in dem caeruleininduzierten
Pankreatitis-Modell beitragen kann. Dennoch fithrte eine CGRP-Behandlung auf isolierten
Azinuszellen zu keinem signifikanten Einfluss auf die Expression der untersuchten Gene CCL3 und
ICER. Um hierfiir Erklarungen zu finden, sollen die Isolierungsanordnungen naher betrachtet werden.
Da CGRP aus Peptiden entsteht, ist ein mdglicher Abbau von CGRP nicht auszuschlieen. Bei der
Isolierung der Azinuszellen wurde fiir die Disaggregation von Geweben und Isolierung der Zellen
Kollagenase P verwendet. Diese wurde durch das Waschen mit kaltem HBSS und FBS wieder
inaktiviert. Es kann trotzdem sein, dass eine geringe Menge der Kollagenase P als aktivierte Form in
der Suspension geblieben ist. Dieses Enzym ist fiir das Aufbrechen der Peptidbindungen im Kollagen
verantwortlich. Da diese Enzymmischung eine zusdtzliche Protease-Aktivitit aufweist, kdnnte es zu
einer Interaktion und Abbau des CGRPs fiihren. Ein kritischer Schritt der Isolierung ist die
Enzymatische Verdauung durch Kollagenase P. Moglicherweise konnte eine verstirkte enzymatische
Dissoziation der Zellen durch Kollagenase zu einer Stérung der Integritit der Zellmembran oder zu
einer erhohten Zelltodrate der Azinuszellen gefiihrt haben. Ebenfalls kann es sein, dass die applizierte
CGRP-Dosis zu gering oder die Behandlungsdauer der Azinuszellen zu kurz war, um eine relevante

Stimulation des RAMP1-Rezeptors zu erreichen.

4.2 Ausblick

Die Ergebnisse dieser Arbeit unterstreichen, im Einklang mit fritheren Studien, die Bedeutung des
CGRP-Signalweges fiir die Aufrechterhaltung des Gleichgewichts von pro- und antiinflammatorischen
Mediatoren bei akuter Pankreatitis. Dies vorliegende Studie gibt experimentelle Hinweise, die
belegen, dass CGRP die Funktion und Entwicklung von Entziindungs- und Immunzellen in der akuten

Pankreatitis beeinflussen kann. Angesichts der kiirzlichen Veroffentlichung eines vollstdndig humanen
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monoklonalen Antikérpers gegen den CGRP-Rezeptor zur Behandlung von Migriane (Goadsby et al.
2017), ist es wichtig, die aus Mausmodellen gewonnenen Erkenntnisse zu beriicksichtigen,
einschlieBlich der hier dargestellten Ergebnisse, in Bezug auf mogliche entziindungsverstérkte
Nebenwirkungen bei Stérungen des CGRP-Signalweges. Anhand dieses Mausmodells unterstreicht
diese Studie die essenzielle Rolle des CGRP-Weges als zentralen Modulator der angeborenen

Immunantwort wahrend der Akutphase einer Pankreatitis.
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Zusammenfassung

S Zusammenfassung

Die akute Pankreatitis ist durch eine sterile Inflammation im Pankreas nach Organschadigung
gekennzeichnet. Die Bedeutung des Calcitonin-Gene-related-Peptide-Signalweges (CGRP) in diesem
Prozess ist bislang unbekannt. CGRP wirkt als neuronaler Modulator der angeborenen Immunantwort.
Der CGRP-Rezeptor besteht aus zwei Untereinheiten: dem Receptor Activity-modifying Protein 1
(RAMPI1) und dem Calcitonin Receptor-like Receptor (CLR). CGRP kann Immunzellen und ihre
Fahigkeit zur Produktion entziindlicher Zytokine beeinflussen. In dieser Studie wurde unter
Verwendung einer RAMP1-Knock-out-Maus (RAMP17") die Rolle des CGRP/RAMP1-Signalwegs in

der Akutphase der durch Caerulein induzierten akuten Pankreatitis untersucht.

Es wurden stiindliche Caerulein-Injektionen iiber einen Zeitraum von acht Stunden in RAMP17"- und
Wildtyp-Méausen (WT) durchgefiihrt. Die Analyse erfolgte 8 h, 24 h, 2d und 7 d post Caerulein-
Behandlung. Um den Schweregrad und das AusmalB der Inflammation in RAMP1”"- und WT-Méusen
zu vergleichen, wurden histologische und immunhistochemische Analysen durchgefiihrt. Die
Zytokinexpression wurde unter Verwendung der quantitative Realtime Polymerase-Kettenreaktion
(qQRT-PCR) gemessen und die Proteinmenge durch einen Western Blot quantifiziert. Isolierte

Azinuszellen von WT-Mausen wurden zur weiteren Charakterisierung des Phanotyps verwendet.

Firbungen des Pankreasgewebes bei RAMP1”- und WT-Miusen zeigten, dass das Fehlen von
RAMPI1 keinen Einfluss auf die Pankreasorganogenese hat. AuBerdem konnte eine komplette
Regeneration des Pankreasgewebes 7 d nach Behandlungsende sowohl bei den RAMP17"- als auch bei
den WT-Miusen beobachtet werden. RAMP1”-Miuse zeigten 8 h nach Behandlung ein erhdhtes
Pankreasfeuchtgewicht, eine reduzierte Proliferation und eine verstarkte Infiltration der Immunzellen
mit einer Vermehrung F4/80-positiver Zellen im Vergleich zu WT-Méusen. Weiterhin kam es 24 h
post Behandlung zu einer verstarkten Apoptose und zu einer erhdhten Anzahl MPO-positiver Zellen
bei den RAMP17"-Miusen, ohne Unterschiede in der Anzahl der CD8"- und CD4"-Zellen. Dariiber
hinaus wurde eine signifikant erhdhte Expression der Zytokine CCL3 und IL-1f bei den RAMP1-
Knock-out-Mausen 24 h post Injektionen gemessen. Bei der Analyse der isolierten pankreatischen
Azinuszellen wurde gezeigt, dass Azinuszellen RAMPI1 exprimieren, eine CGRP-Behandlung

beeinflusste jedoch die Expression von ICER und CCL3 bei isolierten Azinuszellen nicht.

Schlussfolgernd fiihrt RAMP1 Verlust vor allem in der frithen Phase der akuten Pankreatitis zu einer
verstdrkten Inflammation im Pankreas. Die vorliegende Studie unterstreicht die wichtige Rolle von

CGRP zur Inhibierung der angeborenen Immunantwort im Rahmen einer akuten Pankreatitis.
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