A6 Rau

2. Abgeschlossenes Teilprojekt A6
Abschlufibericht
Thema des Projekts:  Proteaseninduzierte Zytokinaktivierung im Patho-
mechanismus lokaler und systemischer Komplika-

tionen bei akuter Pankreatitis

Projektleiterin: PD Dr. Bettina Rau
Abt. fiir Allgemeine und Viszeralchirurgie

Universitatsklinikum Ulm

2.1 Stand der Forschung zum Zeitpunkt der Antragsstellung

Die Aktivierung inflammatorischer Zytokine stellt einen zentralen Schritt im Patho-
mechanismus entziindlicher Erkrankungen dar. Bei akuter Pankreatitis bestimmt das Ausmalf}
der intrapankreatischen Schiddigung den systemischen Schweregrad (Beger et al., 1986,
Isenmann et al., 1999), welcher signifikant mit der Freisetzung bzw. Aktivierung
verschiedener Zytokine korreliert (Norman et al., 1998, Mayer et al., 2000). Die post-
translationelle Prozessierung durch spezifische Proteasen ist hierbei ein wesentlicher Schritt
zur Aktivierung verschiedener Zytokine, die {iber deren biologische Funktion entscheidet.

Ein klassisches Beispiel hierfiir ist die intrazelluldre Spaltung der inaktiven IL-18 Proform
durch die Cystein-Protease Caspase-1, auch Interleukin-18 Converting Enzym (ICE) genannt,
in das biologisch aktive IL-1B (Thornberry et al., 1992). Initial wurde der Caspase-1 eine
tragende Rolle im Pathomechanismus des apoptotischen Zelltodes zugeschrieben, die jedoch
gegeniiber deren Bedeutung in der Pathogenese entziindlicher Erkrankungen zuriickgetreten
ist (Thornberry NA, 1998, Zeuner et al., 1999), was auch fiir die akute Pankreatitis
eindriicklich gezeigt werden konnte (Norman et al., 1997, Rau et al., 2001a, Paszkowski et
al., 2002). Dieser Effekt wurde im wesentlichen der Hauptfunktion dieses Enzyms, der
proteolytischen Aktivierung des IL-1B, zugeschrieben. Interleukin-18 (IL-18), initial als
interferon-gamma (IFN-y) inducing factor bezeichnet (Ghayur et al., 1997), ist ein kiirzlich
charakterisiertes Zytokin, welches dem IL-18 sowohl in Struktur und biologischer Wirkung
verwandt und ebenfalls Caspase-1 abhdngig aktiviert wird (Fantuzzi et al. 1999). Ersten
klinischen Untersuchungen bei  akuter  Pankreatitis zufolge fanden wir  eine

hochsignifikante
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Korrelation zwischen lokalen und systemischen IL-18 Konzentrationen und schweren
Krankheitsverldufen (Rau et al., 2001). Zudem weisen tierexperimentelle Studien bei LPS-
induziertem Schock (Netea et al. 2000) auf eine dhnlich tragende Rolle dieses Zytokins im
Pathomechanismus inflammatorischer Erkrankungen hin und koénnten somit den
beobachteten Wirkmechanismus der Caspase-1 Inhibition erkldren.

Neben der Caspase-1 werden zunehmend alternative Wege fiir IL-18, IL-18 sowie ein
weiteres, ,,zentrales* Zytokin, das TNF-a, beschrieben. So kommt fiir die Aktivierung des IL-
18 eine in neutrophilen Granulozyten und Monozyten synthetisierte Serin Protease, die
Proteinase-3, in Frage, die auch hinsichtlich der IL-18 und TNF-a Aktivierung eine Rolle zu
spielen scheint (Coeshott et al. 1999). Auch Mitglieder der Familie der Matrix-
Metalloproteinasen, einer Gruppe zinkabhéngiger, am Abbau extrazelluldrer Matrix
beteiligter Enzyme, wie Stromelysin (MMP-3), Gelatinase A (MMP-2) und insbesondere
Gelatinase B (MMP-9) werden als alternative Aktivierungsmechanismen des IL-18, bislang
jedoch nicht fiir das IL-18, beschrieben (Schonbeck et al. 1998). Da bei akuter Pankreatitis
gezeigt werden konnte, dafl die intrapankreatische MMP-2, -3, und -9 Aktivitit stark
gesteigert ist (Miiller-Pillasch et al. 1997) konnte auch dieser Weg als alternativer
Aktivierungsmechanismen beider Zytokine in Frage kommen.

Unser Projekt zielte schwerpunktméssig auf die Analyse der Rolle des IL-18 als weiteres,
Caspase-1 abhingig aktiviertes Zytokin im Pathomechanismus der akuten Pankreatitis. Durch
Vorbehandlung mit neutralisierenden Antikérpern gegen IL-18 und IL-18B sollte ein direkter
Vergleich der hieraus resultierenden Effekte auf den Verlauf der Pankreatitis gewonnen
werden. Uber die Applikation eines Proteinase-3/Neutrophilen-Elastase-Inhibitors (P3/NE-I)

wurde der Einfluss der Caspase-1 unabhingigen Aktivierung beider Zytokine untersucht.

2.2 Methoden

2.2.1 Tierexperimenteller Versuchsaufbau

Zur Induktion der als “nekrotisierend* bezeichneten Pankreatitis wurde einerseits das durch
retrograde Injektion von Na-Taurocholat-Losung provozierbare Refluxmodell an ménnlichen
Wistar-Ratten (250 - 300 g), andererseits das durch wiederholte intraperitoneale (i.p.)
Caeruleininjektion induzierte Hyperstimulationsmodell an ménnlichen Méusen (C57BL6, 20
- 25g) gewdhlt. Zur Analyse der frilhen Verdnderungen diente vorwiegend das
Caeruleinmodell der Maus mit Beobachtungsintervallen von 3h, 6h, 12h und 24h nach

Pankreatitisinduktion. Das Na-Taurocholat-Modell wurde zur Analyse der spéteren
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Verdanderungen sowie der Letalitdt mit Beobachtungsintervallen von 6h, 12h, 24h und 3
Tagen nach Panktreatitisinduktion verwendet. In allen Versuchsgruppen wurde die
Behandlung 30 Minuten vor bzw. zum Zeitpunkt der Pankreatitisinduktion begonnen und bis
zum Versuchs-ende fortgesetzt. Nach Dosisfindungsstudien mittels dreier verschiedener
Konzentrationen der neutralisierenden Antikérper bzw. des P3/NE-I wurden die
nachfolgenden Versuche durch-gefiihrt.

A: Caeruleinpankreatitis der Maus:

Gruppe 1A: CE-Pankreatitis + 100ul PBS i.p. alle 12h.

Gruppe 2A: CE-Pankreatitis + 100ul irrelevantes IgG i.p. alle 12h

Gruppe 3A: CE-Pankreatitis + 100ul neutralisierender IL-18 AK i.p. alle 12h
Gruppe 4A: CE-Pankreatitis + 100ul neutralisierender IL-18 AK i.p. alle 12h

B: Caeruleinpankreatitis der Maus:

Gruppe 1B: CE-Pankreatitis + 100ul PBS i.p. alle 6h
Gruppe 2B: CE-Pankreatitis + 100ul P3/EL-I i.p. alle 6h
C: Na-Taurocholat-Pankreatitis der Ratte:

Gruppe 1C: TC-Pankreatitis + 100ul PBS i.v. alle 6h
Gruppe 2C: TC-Pankreatitis + 100ul P3/EL-I 1.v. alle 6h

Zielparameter:

Histomorphologie und Ausmal3 des inflammatorischen Infiltrates wurden an Paraffin- bzw.
Kryoschnitten, ultrastrukturelle Untersuchungen mittels Elektronenmikroskopie untersucht.
Im Serum bzw. Plasma der Tiere wurden die Parameter IL-1 und IL-18, MCP-1 und MIP-
la mittels kommerzieller Sandwich-type ELISAs bestimmt. Es wurde ferner eine
quantitative RT-PCR zur Analyse des intrapankreatischen Expressionsprofils fiir IL-18, IL-
18, TNF-a und Caspase-1 etabliert und anschlieBend in den Pankreata des Versuchsteils A
bestimmt. Die Chemokine MCP-1 und MIP-1a wurden im Gewebe mittels molekularb-
iologischer Techniken auf mRNA (semiquantitative PCR) und Proteinebene (Westernblot,

Immunhistochemie) nachgewiesen.

2.2.2 Pankreatitis beim Menschen
Bei Patienten mit laborchemisch und morphologisch gesicherter, akuter Pankreatitis wurde
nach deren Einwilligung iiber einen Zeitraum von 14 Tagen Serum / Plasma bzw. Aszites

asserviert, aliquotiert und bei — 70°C gelagert. Ein Serumpool an 71 Patienten stand fiir
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unsere Zytokin- (IL-18, IL-18, IFN-y) und Chemokin- (MCP-1, MIP-1a, MIP-1B) Studien

zur Verfiigung.

2.3 Ergebnisse und deren Bedeutung

Bei Caerulein-induzierter experimenteller Pankreatitis der Maus konnten wir zeigen, dass
sowohl die Neutralisation des IL-18 als auch diejenige des IL-18 den intrapankreatischen
Parenchymschaden durch Nekrose sowie das inflammatorische Infiltrat signifikant
vermindert (Rau et al., Pancreas 2003). Bei unbehandelten Tieren kam es zu einer friihen
intra- pankreatischen Uberexpression von IL-18, IL-18 und Caspase-1 auf mRNA Ebene, die
fiir IL-1B am ausgeprdgtesten war. Die Behandlung mit neutralisierendem IL-18 und IL-18
AK fiihrte zu einer signifikant geringeren IL-18 und Caspase-1 mRNA Expression, das IL-18
mRNA Expressionsprofil wurde hingegen nicht beeinflusst. In der mit anti IL-18 AK
behandelten Gruppe kam es erwartungsgemill zu einer Reduktion der systemischen IL-18
Freisetzung in den Bereich gesunder Kontrolltiere. Im Gegensatz hierzu verblieb die
systemische IL-1B Konzentration in sdmtlichen Versuchsgruppen unterhalb der Nachweis-
grenze. Es konnte somit erstmals gezeigt werden, dass IL-18 eine wesentliche Rolle im
Pathomechanismus der akuten Pankreatitis besitzt. Der sowohl prophylaktisch als auch
therapeutisch dullerst wirksame Effekt der Caspase-1 Inhibition bei schwerer akuter
Pankreatitis erklart sich somit nicht, wie bisher angenommen, iiber das IL-18 alleine, sondern
ebenso tliber die Wirkung des IL-18. Interessanterweise decken sich die tierexperimentellen
Ergebnisse hierbei vollstindig mit den Beobachtungen bei humaner akuter Pankreatitis (Rau
et al., Crit Care Med 2001). Einerseits wird IL-18 bei akuter Pankreatitis in quantitativ
signifikant hoherer Konzentration als IL-18 freigesetzt, andererseits erreicht das IL-18 nur bei
klinisch sehr schwer verlaufender Pankreatitis systemisch detektierbare Bereiche. Das von
uns eingesetzte Caerulein-induzierte Pankreatitismodell der Maus geht aufler der
Entwicklung  von  limitierten  intrapankreatischen =~ Nekrosen  ohne relevante
Organkomplikation und Letalitdit einher. Demnach entsprechen die bei unseren
Tierexperimenten unter der Nachweisgrenze befindlichen systemischen IL-18
Konzentrationen unseren bisherigen Beobachtungen.

Der Einfluss der Caspase-1 unabhéngigen IL-18 bzw. IL-18 Aktivierung iiber die Proteinase-
3, einer von aktivierten PMN-Leukozyten freigesetzten Serin-Protease, wurde am
Caeruleinmodell der Maus und am klinisch schwer verlaufenden Taurocholatmodell der

Ratte untersucht. Der FEinsatz eines kombinierten Proteinase-3/Neutrophilen-Elastase-
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Inhibitors fiihrte ebenfalls zu einer signifikanten Reduktion des intrapankreatischen
Parenchymschadens und der leukozytiren Infiltration. Am Taurocholatmodell konnte zudem
gezeigt werden, dass hierbei vornehmlich die Infiltration durch neutrophile Granulozyten,
gemessen an der Myeloperoxidase-Aktivitat, deutlich inhibiert war. Neben der Verminderung
des intra-pankreatischen Schidigungsausmalles fiihrte die Behandlung dariiber hinaus zu
einer Reduk-tion systemischer Verdnderungen im Sinne einer deutlich geringeren
pulmonalen PMN-Infiltration und einer geringer ausgeprigten Hadmokonzentration. Von
besonderem Interesse ist hierbei die hochsignifikante Verbesserung (p<0,009) des
Uberlebens in der behandelten Gruppe (Tabelle 1). Die Ergebnisse stehen somit im Einklang
mit unseren Beobachtungen der ersten Forderphase und konnten neben der Inhibition der
Caspase-1 ein weiteres potentielles therapeutisches Target bei schwerer akuter Pankreatitis

darstellen.

Tabelle 1: Versuchsgruppen-Letalitét P3/EL-Inhibition bei TC-Pankreatitis.

n iy %
SAP + PBS 6h 10 0
12 h 10 0
24 h 13 3 23,1
3d 22 13 59,1%*
SAP + P3/EL-I 6 h 10 0
12 h 10 0
24 h 10 1 10,0
3d 12 1 8,3%

* p = 0,009

Weitere Ergebnisse unserer Untersuchungen legen nahe, dass zwischen der Caspase-1 und
der Familie der Chemokine gegenseitige Regulationsmechanismen bestehen. Sowohl bei
humaner als auch experimenteller Pankreatitis konnten wir lokal und systemisch einen
hochsignifikanten Anstieg des CC-Chemokins MCP-1 verzeichnen (Rau et al., Intensive
Care Med 2003; Kriiger et al., Pancreas 2001, 23:447), welches unter den Mitgliedern der
CC-Chemokin-Familie eine dominierende Rolle zu spielen scheint. Die Inhibition der
Caspase-1 fiihrte bei experimenteller Pankreatitis vor allem zu einer Reduktion der
systemischen MCP-1 Freisetzung, welche wiederum mit dem deutlich geringeren

Gesamtschweregrad und der geringeren Letalitdt korrelierte. Inwieweit hierbei die Caspase-1
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selbst oder deren Substrate IL-18 bzw. IL-18 die Synthese bzw. Freisetzung der CC-

Chemokine beeinflussen, bleibt Gegenstand zukiinftiger Untersuchungen.

24 Vergleiche mit Arbeiten auflerhalb des Sonderforschungsbereiches

Die Arbeitsgruppe um Prof. Singer in Mannheim beobachtete signifikant erhdhte systemische
IL-18 Konzentrationen auch bei Patienten mit chronischer Pankreatitis (Schneider et al.,
Pancreas 2001, 23: 459). In jiingster Zeit konnte durch verschiedene Arbeitsgruppen gezeigt
werden, dafl IL-18 bei weiteren inflammatorischen Krankheitsbildern wie chronisch
entzlindlichen Darmerkrankungen und Sepsis eine pathogenetisch wichtige Rolle zu spielen
scheint. Hierbei trigt dieses Zytokin im Rahmen chronischer Entziindungsprozesse zur
Persistenz des lokalen Entziindungsprozesses bei (Lochner et al., Pathobiology 2002, 70:164-
169). Bei Infektionen und Sepsis konnte im Tiermodell gezeigt werden, dass IL-18 eine dem
IL-1B deutlich iibergeordnete pathophysiologische Funktion besitzt. Die bei Caspase-1
defizienten Méusen beobachtete signifikant geringere Letalitit an gram-negativer Sepsis ist
nicht durch die Abwesenheit von aktivem IL-18 begriindet, sondern ist vielmehr dem Fehlen
von IFN-gamma zuschreiben. Interessanterweise ist jedoch der letalititssenkende Effekt
ebenfalls nicht durch IFN-gamma bedingt, sondern wird letztendlich durch die Anwesenheit
von aktiviertem IL-18 bestimmt (Dinarello et al: JID 2003, 187: 370). Unseren bisherigen
Ergebnissen bei Caerulein-induzierter Pankreatitis zufolge scheint das IL-18 ebenfalls einen
potenteren Einfluss auf die Auspragung des lokalen Schidigungsmusters zu besitzen als dies
fiir das IL-18 der Fall ist.

Hinsichtlich der Rolle der MMP-9 bei akuter Pankreatitis wurden kiirzlich interessante
Ergebnisse publiziert. Sowohl bei humaner als auch bei experimenteller Pankreatitis konnte
die MMP-9 als bedeutender Faktor in der Pathogenese pulmonaler Komplikationen
identifiziert werden (Keck et al., Gastroenterol 2002, 122: 188; Werner et al., Pancreas 2003,
27: 417). Die durch den Einsatz eines MMP-9 Inhibitors beobachteten protektiven Effekte auf
die Entwicklung der pulmonalen Schidigung wurden jedoch nicht hinsichtlich des

beschriebenen IL-18 aktivierenden Potentials der MMP-9 analysiert.
2.5 Offene Fragen

Durch den Arbeitsplatzwechsel der Projektleiterin von Ulm in die Abteilung fiir Allgemein-,

Viszeral-, und Gefédf3chirurgie der Universitétskliniken des Saarlandes in Homburg/Saar konn-
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ten nicht alle der geplanten Fragestellungen im verbleibenden Bewilligungszeitraum bis

31.08.2003 bearbeitet werden. Die noch zu bearbeitenden Punkte sind folgende:

l. Analyse der intrapankreatischen IL-18 und IL-18 Expression auf Proteinebene
(Western-Blot, Immunhistochemie) zum Beweis der bereits auf mRNA-Ebene gewonnenen
Erkenntnisse. Durchfiihrung eines analogen Versuchsansatzes (siche Versuchsaufbau A) am
Caerulein-induzierten Modell der akuten Pankreatitis an genetisch verdanderten, IL-18, IL-18
und Caspase-1 defizienten Méusen zum Ausschluss moglicher, durch den Einsatz der neutra-
lisierenden Antikorper bedingten Einfliisse.

2. Analyse der intrapankreatischen, pulmonalen und systemischen IL-18 und IL-18
Expression bei den mit P3-/EL-I behandelten Tieren mit Caerulein- und Taurocholat-
induzierter Pankreatitis.

1. Stellenwert alternativer, Caspase-1 unabhéngiger Aktivierungsmechanismen des IL-18
bzw. des IL-18: Der Projektteil zum Thema der Matrix Metalloproteinasen (MMP-2, -3, -9)

steht noch zur Bearbeitung an.
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