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A549/8 humane Alveolarepithel-Karzinomzellen

AIRE Atuimmun-Regulator

AKN-1 humane Leberzellen

AP-1 Aktivator Protein-1

APC Antigen-prasentierende Zelle (antigen-presenting cell)

APS Ammoniumperoxodisulfat

ARE AU-reiches Element

ATF-2 activating transcription factor 2

ATP Adenosintriphosphat

AUF-1 ARE/poly-(U)-binding factor

BH, 5,6,7,8-Tetrahydrobiopterin

bp Basenpaare

BSA Rinderserumalbumin (bovine serum albumin)

bzw. beziehungsweise

Cll Kollagen Typ Il

Cha Complement component 5a

cDNA (zur mRNA) komplementare DNA

cAMP cyclisches Adenosinmonophosphat

Camp cathelicidin antimicrobial peptide

CCL chemokine (C-C motif) ligand

CD cluster of differentiation

cds fir ein Protein codierende Sequenz eines Gens (coding
sequence)

CFA Komplettes Freund’sches Adjuvans

CIA Kollagen-induzierte Arthritis (collagen-induced arthritis)

CM Zytokingemisch (cytokine mixture; IFN-y (100 U/ml), IL-1B
(50 U/ml) und TNF-o (10 ng/ml))

CO unbehandelte (nicht mit Zytokinen behandelte) Zellen

COL2A Kollagen 2A

COX Cyclooxygenase

CREB cAMP-responsives Element-bindendes Protein

CRP C-reaktives Protein

Defb6 beta-Defensin 6

DEPC Diethylpyrocarbonat

Dex Dexamethason
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DLD-1
DMARD
DMEM
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DNase
DNA
dNTP
DTT
EDTA
EGFP
ELAV
eNOS
ERK1/2
FACS
FAD
FCS
FGF
FITC
FMN
Foxc1
g

GIT
GK
GM-CSF

GR

h
hnRNP
hsp
HuR
ICAM
IFN-y

I-xB
IL-1B

iINOS

humane Kolon-Adenokarzinomzellen

disease modifying anti-rheumatic drug
Dulbecco’s modified Eagle Medium
Dimethylsulfoxid

Desoxyribonuklease

Desoxyribonukleinsaure (deoxyribonucleic acid)
Desoxynucleotidtriphosphat

1,4-Dithiothreitol

Ethylendiamintetrasessigsaure

enhanced green fluorescent protein

embryonic lethal abnormal vision

endotheliale Isoform der NOS (NOS IlI)
extrazellular regulierte Kinase 1/2
Fluoreszenz-aktiviertes Zell-Sortieren
Flavin-Adenin-Dinukleotid

Fotales Kélberserum (fetal calf serum)
fibroblast growth factor
Fluorescein-Isothiocyanat
Flavin-Mononukleotid

Forkhead box 1

Erdbeschleunigung bzw. Gramm
Guanidiniumisothiocyanat-haltiger Puffer
Glukokortikoid
Granulozyten/Monozyten-Kolonie-stimulierender Faktor
(granulocyte/monocyte colony stimulating factor)
Glukokortikoid-Rezeptor

Stunde

heterogenes nukleares Ribonukleoprotein
Hitzeschockprotein

ELAV-(,embryonic lethal abnormal vision®)-Protein
intercellular adhesion molecule

Interferon-y

Immunglobulin

Inhibitor von kB

Interleukin-18

Interleukin

induzierbare Isoform der NOS (NOS II)
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IRF
JAK
JNK
kb

kDa
KSRP
L-NMMA
LWAR
LPS
Luc
MAPK
MCP
min
MIP
MMP
Mpo
mRNA
MTX
NADH
NADPH
NF-AT
NF-xB
Nm
nNOS
NO
NOS
Notch2
NSAID
oD
Ogn
PABP
PBS

PCR
PDGF
PE
PLB

Interferon-regulierter Faktor
Januskinase

c-jun N-terminale Kinase
Kilo-Basen

Kilo-Dalton

KH-type splicing regulatory protein
L-N®-monomethyl-Arginine-Citrat
langwirksame Antirheumatika
Lipopolysaccharid

Luciferase

Mitogen-aktivierte Proteinkinase
monocyte chemotactic protein
Minute

macrophage inflammatory protein
Metalloproteinase

Myeloperoxidase

messenger-RNA

Methotrexat
Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid
Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat
Nuclear factor of activated T-cells
Nuklearer Faktor-«xB

nano-Meter

neuronale Isoform der NOS (NOS )
Stickstoffmonoxid (nitric oxide)
Stickstoffmonoxid-Synthase (nitric oxide synthase)
Notch gene homolog 2

nonsteroidal anti-inflammatory drug
optische Dichte

Osteoglycin

Poly-A-bindendes Protein
Phosphat-gepufferte Kochsalzlésung (phosphate buffered
saline)

Polymerase-Kettenreaktion

platelet derived growth factor
Phycoerithrin

passive lysis buffer
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PKA/PKC
Ppib
PBMC
Pred

PTB
gRT-PCR
RNA
Upm

RA
RANTES

ROS

RT
S100A8
SC

SDS

secC

SEM
siRNA
STAT-1a

TBE
TBS
TEMED
TGF-B

TNF-a
TTP
UTR
VCAM
VEGF

VS.
z.B.

Proteinkinase A/C

peptidyprolyl isomerase B
periphere Blutmonozyten (periphere blood mononuclear cell)

Prednisolon

Polypyrimidin-Trakt-bindendes Protein
quantitative realtime RT-PCR
Ribonukleinsaure (ribonucleic acid)

Umdrehungen pro Minute
rheumatoide Arthritis

Secreted
reaktive Sauerstoffspezies (reactive oxygen species)

Reverse Transkription

S100-Calciumbindeprotein A8

S-Curvularin

Natriumdodecylsulfat (sodium dodecyl sulfate)

Sekunde
standard error of mean

small interfering RNA

Signal-Transduktor und Aktivator der Transkription-1(]
(signal transducer and activator of transcription-1]
Tris-HCI-, Borsaure- und EDTA-haltiger Puffer
Tris-gepufferte Kochsalzlésung (tris buffered saline)
N, N, N’,N’-Tetramethylethylendiamin
Transformierender Wachstumsfaktor-f3

(transforming growth factor-f3)

Tumornekrosefaktor-o
Tristetraprolin

untranslatierte Region eines Gens
vascular cell adhesion molecule
vaskularer endothelialer Wachstumsfaktor
(vascular endothelial growth factor)

Versus

zum Beispiel

Regulated upon Activation, Normal T-cell Expressed, and
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IV. Einleitunq

IV.1 Die rheumatoide Arthritis als Beispiel einer pro-
inflammatorischen Erkrankung

Chronisch-entziindliche Erkrankungen wie rheumatoide Arthritis (RA, chronische Polyarthritis),
Morbus Crohn und Asthma gehéren zu den héaufigsten Indikationen von
Arzneimittelverordnungen in der westlichen Welt. Weiterhin ist schon langer bekannt, dass
eine permanente Entziindung einen starken Risikofaktor fur eine karzinogene Entartung von
Zellen in den betroffenen Geweben darstellt. Bei allen chronisch-inflammatorischen
Erkrankungen scheint die fehlgesteuerte Expression pro-inflammatorischer Gene, die
Induktoren oder Mediatoren entzlindlicher Prozesse sind, einen zentralen Teil der
Pathogenese auszumachen.

Die Ursache der rheumatoiden Arthritis ist noch weitgehend ungeklart. Die Krankheit ist
durch eine oft symmetrisch auftretende und fortschreitende Entziindung der Gelenke
gekennzeichnet, die schubweise vorwiegend die kleinen Gelenke der Finger und der Zehen
befallt. Die Entziindung flhrt letztendlich zur Schadigung des Knorpels und zum Abbau des
Knochens. Seltener werden durch die Erkrankung weitere Organe, wie die Augen oder die
Haut befallen. Die Anzahl der RA-Erkrankungen weltweit wird auf etwa 0,5 — 1 % geschatzt.
Pro 100 000 Einwohner werden jahrlich ca. 25-30 Neuerkrankungen gemeldet (Alamanos et
al., 2005). Insgesamt sind 2-3 Mal mehr Frauen wie Manner von der Krankheit betroffen. Bei
Patienten kann eine erhéhte Sterblichkeit als Folge von gleichzeitig auftretenden Krankheiten
beobachtet werden. So sterben 42% der RA-Patienten an kardiovaskularen Erkrankungen,
die wiederum vermutlich durch die chronische Entziindung verursacht werden (Callahan et
al., 1995; Maradit-Kremers et al., 2005).

IV.1.1 Die Pathogenese der rheumatoiden Arthritis

An der Entwicklung und Aufrechterhaltung der rheumatoiden Arthritis (RA) ist eine Vielzahl
genetischer und nicht-genetischer Faktoren beteiligt. Als Ursache wird die Présentation eines
bisher noch unbekannten Antigens durch Antigen-prasentierende Zellen (APC) gegeniber
T-Lymphozyten betrachtet. Diese Antigenprasentation fuhrt zu einer Aktivierung von
T-Zellen, fir welche auBerdem noch ko-stimulatorische Molekule bendtigt werden (Voll et al.,
2005). Zusatzlich kommt es zu einer Stimulation von Monozyten, Makrophagen und
synovialen Fibroblasten, was zu einer abnormalen Akkumulation von Immunzellen im Gelenk

fihrt (Joosten et al., 1999). Diese Zellen synthetisieren und sekretieren ein komplexes
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Gemisch von pro-inflammatorischen Zytokinen (tumor necrosis factor a:TNF-a., interleukin
1B:IL-1B und IL-6), was wiederum zu einer zuséatzlichen Stimulation der aktivierten
Immunzellen fihrt. TNF-o spielt dabei eine wichtige Rolle als Induktor anderer pro-
inflammatorischer Zytokine, IL-1 bei der Vermittlung des Abbaus und der Zerstérung des
Knochens (Joosten et al., 1999). IL-6 hat eine Erhdhung der Synthese von akuten Phase-
Proteinen (z.B. dem C-reaktivem Protein; CRP) zur Folge und steigert die Bildung von
Autoantikérpern, den sogenannten Rheumafaktoren. Zusétzlich kommt es zu einer
verstarkten Aktivierung von autoreaktiven T-Zellen und zu einer Steigerung der
Osteoklastogenese, der Bildung von Knochen-abbauenden Zellen (Korb et al, 2006).
Neuere Arbeiten zeigen, dass IL-12, IL-17, IL-15, IL-18 und IL-23 ebenfalls eine wichtige
Rolle in der Pathogenese der RA zu spielen scheinen (Joosten et al., 2006; Kotake et al.,
1999; Petrovic-Rackov et al., 2006).

A
Antigen q" ‘p Aktmerung
« Aktlwerung B-Zelle \
Bildung v. Antikérpern;
Aktivierung des
Komplementsystems
TNF-a, IL-1, IL-6, | — Makrophage
Chemokine, efc.
Aktw|erung i Einwandern von
Immunzellen
in den Knorpel
| Osteoklasten | ‘ Flbroblasten ‘ Chondrozyten ‘ g

Bildung ven
Kollagenasen u.

Abbau des
Knochens

Abb. 1: Die Pathogenese der rheumatoiden Arthritis

Die Prasentation eines Antigens gegenlber Antigen-présentierenden Zellen (APC) fuhrt zu einer
Aktivierung von T-Zellen. Zusammen mit Makrophagen sekretieren APCs und T-Zellen pro-
inflammatorische Mediatoren, die wiederum zu einer Aktivierung von Osteoklasten, Fibroblasten und
Chondrozyten fihrt. Fibroblasten und Chondrozyten bilden daraufhin Kollagenasen und
Metalloproteinasen (MMP), die den Abbau des Knorpels verursachen; Osteoklasten flihren zu einer
Destruktion des Knochens. T-Zellen aktivieren ihrerseits B-Zellen, die daraufhin Antikdrper bilden. Die
Bildung von Immunkomplexen fiihrt zu einer Aktivierung des Komplementsystems, was das

Einwandern von Immunzellen in den Knorpel und die Ausbildung des Pannus verstarkt.
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Die freigesetzten Zytokine aktivieren ihrerseits wiederum Chondrozyten, Osteoklasten und
Fibroblasten, die daraufhin Kollagenasen und Metalloproteinasen bilden. Diese bewirken
einen Abbau der extrazellularen Matrix, was letztendlich zu einer Schadigung des Knochens
fuhrt (Feldmann et al, 1999; Harris, 1990). Auf der anderen Seite bewirken die
T-Lymphozyten eine Aktivierung von B-Zellen, die daraufhin Immunoglobuline und Antikérper
produzieren. Die Bildung von Immunkomplexen sowie die Freisetzung von destruktiven
Mediatoren fihren zu einer Entziindung des Synoviums. Als Folge kommt es zu einer
Aktivierung des Komplementsystems und zur Freisetzung von Komplementfaktoren wie des
.,complement factor 5a“ (Cb5a). Diese sind verantwortlich fir das Einwandern von
Immunzellen aus der Peripherie des Gelenks in den Knorpel. Dies flhrt zur Ausbildung des
sogenannten Pannus (Afuwape et al, 2002), der aus mesenchymalen und vom
Knochenmark stammenden Zellen besteht. Der Pannus lagert sich durch invasiv-
destruktives Wachstum in den Knorpel ein und ruft Knochenerosionen hervor. Die Bildung
des Pannus stimuliert zuséatzlich die Freisetzung von IL-1, dem ,Platelet-derived growth
factor* (PDGF) wund Prostaglandinen aus Makrophagen, was ebenfalls zur
Knorpelschadigung und zum Knochenabbau fihrt (Voulgari, 2008).

Im Synovium von RA-Patienten ist die Produktion pro- und auch anti-inflammatorischer
Zytokine erhéht. Allerdings kann ein Ungleichgewicht in Richtung der pro-inflammatorischen
Mediatoren beobachtet werden.

IV.1.2 Die Bedeutung der pro-inflammatorischen Genexpression in der

Pathogenese der rheumatoiden Arthritis

Die RA stellt eine multifaktorielle Krankheit dar, die durch eine chronische Entziindung der
Gelenke charakterisiert ist. Durch eine Ansammlung von Immunzellen im Gelenk kommt es
zur Ausbildung des Pannus und schlieBlich zu einem Abbau des Knorpels und der
Schadigung des Knochens. An diesem Prozess ist eine Vielzahl von Zytokinen (TNF-a;; I1L-1,
IL-6, IL-17, IFN-y, etc.), Chemokinen (MCP-1, MCP-4, CCL18, etc.), Adhasionsmolekilen
(ICAM-1, VCAM-1, etc.), verschiedene Transkriptionsfaktoren (z.B. NF-xB, STATs, AP-1,
NF-AT) und inflammatorische Enzyme (iNOS, COX-2, lésliche Phospholipase A,
Matrixmetalloproteinasen) beteiligt (Elenkov et al., 2002; Firestein, 2003; LaDuca et al.,
2001; Smolen et al, 2003). Zytokine und Chemokine regulieren das Wachstum, die
Differenzierung und die Funktion einer Vielzahl von Zellen und spielen eine wichtige Rolle
sowohl als Mediatoren der Immunantwort als auch bei der Entstehung und Aufrechterhaltung
von Entziindungsprozessen. Nach Bindung an ihren Rezeptor induzieren die Molekule durch
die Aktivierung verschiedener Transkriptionsfaktoren, wie NF-xB (,nuclear factor kB“) und

STAT (,signal transducer and activator of transcription) verschiedene intrazelluléare
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Signaltransduktionswege, die zumeist in einer veranderten Genexpression der Zielzelle
resultieren (Barnes et al., 1998; Holloway et al., 2002; Kracht et al., 2002).

Die Analyse der in der Synovialflissigkeit vorhandenen Zytokine von RA-Patienten ergab,
dass vor allem pro-inflammatorische Mediatoren wie TNF-o, IL-1, IL-6, IL-8 und
GM-CSF in groBen Mengen nachweisbar sind (Feldmann et al., 1996).

Verschiedene Experimente liefern Hinweise, dass TNF-o eine zentrale Rolle in der
Pathogenese der RA zu spielen scheint. So konnte gezeigt werden, dass TNF-a in den
Gelenkhaut- und Knorpelzellen die Bildung verschiedener Matrixmetalloproteasen wie
Kollagenase (MMP-1) oder Stromlysin (MMP-3) und von Prostaglandin E, (PGE,) steigert
und die Proteoglykansynthese inhibiert. Diese Faktoren sind an der Zerstérung der
extrazellularen Matrix beteiligt. Somit verursacht TNF-a die Zerstérung des Knorpels und
seiner angrenzenden Knochenflachen (Feldmann et al, 1992). Ferner konnte gezeigt
werden, dass TNF-a die Expression von pro-inflammatorischen Zytokinen wie IL-1, IL-6, IL-8
und GM-CSF erhéht (Bagasra et al., 1995; Butler et al., 1997; Dinarello, 1997; Feldmann,
1996). Dartber hinaus induziert TNF-o in Endothelzellen die Expression verschiedener
Adhasionsmoleklle (z.B. Bo-Integrin, ICAM-1, E-Selektin) und férdert die Synthese von
Chemokinen (z.B. MIP-1a, MCP-4, RANTES) (Akahoshi et al., 1993; Cope, 1998; Feldmann,
1996; Taylor et al., 2000). Diese locken Immunzellen wie z.B. Monozyten, Neutrophile,
T- und B-Lymphozyten an, die an der Entzindungsreaktion beteiligt sind.

T-Zellen kénnen aufgrund der von ihnen sezernierten Zytokine in zwei Gruppen eingeteilt
werden, die jeweils unterschiedliche Funktionen wahrnehmen. Dabei ist die eine
Subpopulation an der Ausbildung der Zell-vermittelten Immunantwort beteiligt, wahrend die
andere Subpopulation eine Rolle bei der humoralen Immunantwort spielt. Als Typ 1-T-Zellen
(Tu1-T-Zellen) werden solche Lymphozyten bezeichnet, welche typischerweise IFN-y, IL-2
und TNF-o sezernieren. Zytokine wie IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 und IL-13 sind charakteristisch fur
T-Zellen vom Typ 2 (Mosmann et al., 1986).

An der Entstehung der RA sind ebenfalls autoreaktive T-Zellen vom Ty1-Typ beteiligt
(Feldmann et al., 1996). So konnten aus der Synovialmembran oder aus dem peripheren
Blut von RA-Patienten autoreaktive T-Zellen isoliert werden, die gegen gelenkspezifische
Proteinantigene wie z.B. Kollagen Typ Il gerichtet waren (Londei et al., 1989). Diese Zellen
sezernierten nach Stimulation Gberwiegend die Ty1-Zytokine wie IFN-y und IL-2 (Kasama et
al., 1995; Londei et al., 1989; Miltenburg et al., 1992; Schulze-Koops et al., 1995; Simon et
al., 1994). DarlUber hinaus wurde gezeigt, dass in entziindeten Gelenken IL-12, welches die
Entwicklung von Ty1-Zellen férdert, ebenfalls vorhanden ist (Feldmann et al., 1998). Diese
Untersuchungen zeigen, dass Ty1-Zytokine an der Entstehung und Aufrechterhaltung der RA
beteiligt sind (Miltenburg et al., 1992; Simon et al., 1994).
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IV.1.2.1 Die Rolle von NO bei entziindlichen Gelenkerkrankungen

Die Bedeutung von Stickstoffmonoxid (NO) ist besonders gut fir die Pathogenese
entzindlicher Gelenkerkrankungen untersucht. Dabei stellt NO nicht nur einen Marker flr die
Erkrankung dar, sondern ist ebenfalls Mediator der Entziindung.

In Streptokokken-induzierter Arthritis in Ratten konnte ex vivo eine erhdhte NO-Produktion im
Synovialgewebe und in neutrophilen Granulozyten im Vergleich zu den gesunden
Kontrolltieren gemessen werden. Eine Behandlung mit L-NMMA, einem unspezifischen
NOS-Inhibitor, verringerte sowohl die ex vivo NO-Produktion, als auch das AusmaB der in
vivo-Entziindungsreaktion (McCartney-Francis et al., 1993). Die tierexperimentellen
Ergebnisse konnten durch eine Reihe von Studien an Patienten bestétigt werden. In
Patienten, die an RA erkrankt waren, konnten gegenlber der Kontrollgruppe signifikant
erhdhte Nitrit-Serumkonzentrationen gefunden werden. Auf eine intraartikuldare NO-
Produktion konnte durch die viel héhere Nitritkonzentration in der Synovialflissigkeit im
Vergleich zu den korrespondierenden Serumproben geschlossen werden (Farrell et al.,
1992). Bei Patienten mit einem akuten Schub einer RA wurde eine um das 8-fache
gesteigerte Urinnitritausscheidung gegentiber gesunden Kontrollpersonen nachgewiesen
(Stichtenoth et al., 1995; Ueki et al., 1996). Nach erfolgter Therapie, welche zu einer
deutlichen Besserung des klinischen Befundes und zur Normalisierung der CRP-Menge im
Serum gefthrt hat, war die Nitritausscheidung signifikant reduziert, aber nicht normalisiert.
Dies wurde auf eine persistierende NO-Produktion in den verbliebenen entziindeten
Gelenken zurlckgefuhrt (Stichtenoth et al.,, 1995). Dabei konnte man eine Korrelation der
Serumnitritkonzentrationen sowohl mit den klinischen und laborchemischen Parametern der
Entzindungsaktivitét als auch mit den Serumkonzentrationen der Zytokine TNF-o und IL-6
feststellen. Ein Hinweis auf eine NO-abhéngige oxidative Schadigung liefern erhdhte
Nitrotyrosin-Konzentrationen, die im Serum und der Synovia von Patienten mit RA, nicht
jedoch in Arthrose-Patienten oder gesunden Kontrollpersonen gefunden wurden (Kaur et al.,
1994). Nitrotyrosin wird durch die Reaktion von Peroxynitrit mit Tyrosin gebildet und stellt, da
Peroxynitrit das Reaktionsprodukt von NO mit Superoxidradikalen ist, einen Index-Parameter
fir die NO-abhangige oxidative Schadigung in vivo dar.

Zusétzlich zu Monozyten, Makrophagen und neutrophilen Granulozyten, die in der Blutbahn
und im entzindeten Gelenk zu finden sind, sind auch Mastzellen, Synoviozyten,
Osteoblasten, Osteoklasten und Chondrozyten nach Induktion der iINOS durch Zytokine in
der Lage, groBe Mengen NO zu bilden (Mclnnes et al., 1996; Ralston et al., 1994; St Clair et
al., 1996). Die intraartikulare NO-Produktion ist dabei mitverantwortlich fir die
Gelenkzerstérung, da sie zu Knochenabbau, verminderter Kollagen- und
Proteoglykansynthese (Taskiran et al., 1994), einer Aktivierung von Metalloproteinasen (Hirai
et al., 2001) und Knorpelzellapoptose (Clancy et al., 1997; van't Hof et al., 2000) flhrt. Eine
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hohe Konzentration von Sauerstoffradikalen tragt ebenfalls zur Knorpelzellnekrose bei
(Blanco et al., 1995b; Ralston et al., 1994).

IV.1.3 Die Therapie der rheumatoiden Arthritis

Bei der medikamentésen Therapie der RA kdnnen vier Hauptgruppen von Medikamenten
unterschieden werden, die sich durch ihre unterschiedlichen Wirkungen und therapeutischen
Zielsetzungen unterscheiden. Um eine optimale Behandlung zu erzielen, werden sie deshalb
h&ufig miteinander kombiniert.

Zur symptomatischen Therapie werden vor allem nicht-steroidale Antiphlogistika, wie z.B.
NSAIDs (nonsteroidal antiinflammatory drugs) verabreicht. Es handelt sich hierbei um
Substanzen, deren entzindungshemmende Wirkung im Wesentlichen durch eine nicht-
selektive Hemmung der Cyclooxygenase (COX-1/2) vermittelt wird und zu einer Inhibition der
Prostaglandinsynthese fiihrt. Die am haufigsten auftretenden Nebenwirkungen der NSAIDs
sind Magenschleimhautschadigungen mit Ulkusbildungen und bei der Langzeittherapie
konnte eine nierenschadigende Wirkung beobachtet werden. Zu den NSAIDs werden z.B.
Salicylsaurederivate wie die Acetylsalicylsaure und Arylessigsaure- und
Arylpropionsaurederivate wie Diclofenac und Ibuprofen gezahlt.

Als weitere Gruppe werden Glukokortikoide zur anti-inflammatorischen Therapie eingesetzt.
Die Gabe von Glukokortikoiden fihrt unter anderem zu einer Hemmung der Phospholipase A
und zu einer Hemmung der Transkription pro-inflammatorischer Gene.

Zu den sogenannten Basistherapeutika werden die krankheitskontrollierenden Medikamente
(disease modifying anti-rheumatic drugs, DMARD) und langwirksame Antirheumatika
(LWAR) gezahlt. Diese Substanzen vermindern die Krankheitsaktivitdt und verlangsamen
das Fortschreiten der Erkrankung. Ein Vertreter dieser Gruppe ist das Immunsuppressivum
Methotrexat (MTX), das in 38% aller Erkrankungen in niedrigen Dosen verabreicht wird
(Blumberg et al., 2001). Allerdings werden nur 50% aller Patienten, die anfanglich mit MTX
behandelt wurden, nach finf Jahren weiterhin mit diesem Immunsuppressivum therapiert,
was auf toxische Effekte der Substanz zurlickgefihrt werden kann. So wird ein erhdhtes
Risiko fur Leberschadigungen durch die Kombination von MTX und Leflunomid vermutet
(Kremer et al., 2002). Cyclosporin, das ebenfalls immunsupprimierend wirkt, kann alleine
oder in Kombination mit MTX verabreicht werden. Trotz seiner Effizienz ist der Einsatz von
Cyclosporin aufgrund seiner nachteiligen Effekte auf die Nierenfunktion begrenzt (Zachariae,
1999). Zu den Basistherapeutika werden noch weitere Substanzen wie Chloroquin oder
Sulfasalazin gezahlt.

Um optimale Ergebnisse bei der Behandlung der RA zu erzielen, werden haufig neben den
Basistherapeutika zuséatzlich Glukokortikoide oder NSAIDs verabreicht. Glukokortikoide
kénnen das Fortschreiten der RA verlangsamen (Bijlsma et al, 2003). Eine
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Langzeitbehandlung mit Glukokortikoiden kann aber zu kardiovaskuldren und metabolischen
Problemen flhren. Der Einsatz der entziindungshemmenden NSAIDs wird durch seine
Nebenwirkungen, die es auf den Gastrointestinaltrakt und die Niere auslbt, begrenzt. Des
Weiteren missen negative Effekte auf das kardiovaskulare System in Betracht gezogen
werden.

Neuere Basistherapeutika, sogenannte Biologicals, sind in Form von Antikérpern, I6slichen
Rezeptoren oder Antagonisten gegen pro-inflammatorische Zytokine wie TNF-a und IL-1
gerichtet. Zu den Biologicals zahlen die TNF-a-Antikérper Infliximab und Adalimumab sowie
der losliche TNF-a-Rezeptor Etanercept. Ein IL-1-Rezeptor-Antagonist (Anakinra) ist
ebenfalls fir die Therapie verflgbar. Seit 2006 ist ein CD20-Antikérper zugelassen, der in
der B-Zell-Therapie eingesetzt wird. Die Biologicals kénnen ebenfalls als Monotherapie oder
in Kombination mit DMARDs eingesetzt werden (Klareskog et al., 2004; Lipsky et al., 2000;
Weinblatt et al., 2003). Ihre Effektivitdt kann durch die Kombination mit MTX oder anderen
DMARDs noch gesteigert werden und sie werden besser von den Patienten toleriert. Trotz
der beeindruckenden klinischen Effekte erhéht sich aber z.B. das Risiko von Infektionen wie
Tuberkulose nach der Hemmung von TNF-o durch den Einsatz der TNF-o-Antikérper
(Hamilton, 2004).

1IV.1.3.1 Glukokortikoide in der Therapie der rheumatoiden Arthritis

Bei Glukokortikoiden (GK) handelt es sich um sehr potente Pharmaka, die bei der
Behandlung einer Vielzahl von inflammatorischen Autoimmunerkrankungen wie rheumatoide
Arthritis und Asthma zum Einsatz kommen. Die Aufklarung der Transkriptionsmechanismen
und Signaltransduktionswege bei einer Inflammation fihren zu einem besseren Verstandnis
des Wirkmechanismus, Uber den Glukokortikoide viele an der Inflammation beteiligten
Signaltransduktionswege hemmen (Barnes et al., 2003; Leung et al., 2003). Glukokortikoide
reduzieren im Hintergrund der RA hauptséchlich die Expression pro-inflammatorischer Gene
wie Zytokine (TNF-a., IL-1, etc.) und inhibieren das Einwandern von Leukozyten ins Gelenk.
GKs beeinflussen weiterhin die Funktion und die Entwicklung von natirlichen Killerzellen,
T-Lymphozyten und unreifen B-Zellen.

Glukokortikoide binden im Zytoplasma an Glukokortikoidrezeptoren (GR), die normalerweise
mit molekularen Chaperonen (z.B. heat shock protein 90) assoziiert sind. Diese verhindern
die Translokation des Rezeptors in den Zellkern (Wu et al., 2004). Glukokortikoidrezeptoren
werden durch ein einziges Gen kodiert. Durch alternatives SpleiBen kénnen jedoch
verschiedene Isoformen des Rezeptors entstehen. Dabei kénnen GKs direkt an die
o-Isoform binden, wohingegen die B-Isoform zwar an DNA binden kann, aber nicht durch

GKs aktiviert wird (Pujols et al., 2002). Nach der Bindung von GKs an den Rezeptor
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dissoziiert der Komplex von den molekularen Chaperonen und wird in den Zellkern
transportiert. Dort reguliert der Komplex aus Rezeptor und Glukokortikoid die Genexpression
vieler Gene, zu denen unter anderem IL-1a, IL-1B, NF-xB, I-xB, TNF-o, Lipocortin-1, IL-10
und COX-2 gehdren.

Trans-
Aktivierung

z.B.IL-10,
Ik-B

Abb. 2: Der Wirkmechanismus von Glukokortikoiden

Glukokortikoide (GC) diffundieren in das Zytoplasma und binden an den Glukokortikoidrezeptor
(GRa), welcher vorher einen Komplex mit Heat-Schock-Proteinen (HSP) bildet. Es kommt zur
Dissoziation des GC-GR-Komplexes und zum Transport in den Zellkern. Dort kann es einerseits durch
eine Interaktion mit der DNA am Gilukokortikoid-Response-Element (GRE) zur Transaktivierung anti-
inflammatorischer Gene kommen. Andererseits kann der GC-GR-Komplex durch eine Interaktion mit
Transkriptionsfaktoren wie z.B. AP-1, der aus den Proteinen fos und jun gebildet wird, die pro-
inflammatorische Genexpression inhibieren, was als Transrepression bezeichnet wird. IL-10:
Interleukin 10; Ix-B: Inhibitor von x-B; IL-1B: Interleukin-1f; TNF-a: Tumornekrosefaktor-o; AP-1:

Aktivatorprotein-1

Ihre Effekte auf die Genexpression erreichen GKs auf zwei Wegen. Im Kern binden zwei GK-
Rezeptor-Komplexe als Homodimer an spezifische Elemente in Promotorregionen,
sogenannten ,glucocorticoid responsive elements® (GREs). Die Interaktion der GR mit GREs
fihrt normalerweise zu einer Induktion der Transkription (frans-Aktivierung). Die Bindung
kann aber auch zu einer Hemmung der Genexpression (trans-Repression) fihren (Dostert et

al., 2004). Uber die Bindung von anderen aktivierten Transkriptionsfaktoren (z.B. NF-kB,
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AP-1) kann der GR ebenfalls Einfluss auf die Genexpession nehmen (Almawi et al., 2002).
Die weitreichenden anti-inflammatorischen Effekte der GKs kénnen also auf der einen Seite
durch die verstarkte Transkription einer kleinen Anzahl anti-inflammatorischer Gene, wie
Annexin-1, IL-10 und den Ix-B (Inhibitor von NF-kB) erklart werden. Auf der anderen Seite
inhibieren GKs die Expression pro-inflammatorischer Gene, in dem der aktivierte GK-GR-
Komplex mit Transkriptionsfaktoren wie NF-xB und AP-1 interagiert (Karin, 1998). Dabei
stellt die Repression den Hauptwirkmechanismus der GKs dar. Die inhibitorischen Effekte
der GKs scheinen auf die Interaktion des aktivierten GR und Transkriptionsfaktoren wie
AP-1, NF-xB und C/EBPP zurlckzuflhren sein (Karin, 1998). Eine direkte Protein-Protein-
Interaktion des GR mit Transkriptionsfaktoren konnte fir AP-1 (Jonat et al, 1990; Pfahl,
1993), die p65-Untereinheit von NF-kB (Adcock et al., 1994; Caldenhoven et al., 1995; Ray
et al., 1994) und einige STAT-Proteine (STAT3, STAT5, STAT6) (Moriggl et al., 1997;
Stocklin et al., 1996; Zhang et al., 1997) gezeigt werden. GRs sind auBerdem in der Lage,
die c-Jun-Phosphorylierung und anschlieBend die AP-1-Aktivierung zu verhindern, was zu
einer Hemmung der Induktion des JNK-Signaltransduktionswegs fuhrt. Die aktivierten
Rezeptoren kdnnen anderen JNK-aktivierte Transkriptionsfaktoren, wie Ets-like-1 (Elk-1) und
activating transcription factor-2 (ATF-2) entgegenwirken (Caelles et al., 1997; Rider et al.,
1996; Swantek et al., 1997; Ventura et al., 1999). Weiterhin kénnen GR durch die Erhéhung
der Transkription von spezifischen Ribonukleasen, deren Zielstrukturen AU-reiche Elemente
in der 3-UTR von mRNAs darstellen, den Abbau von mRNAs (z.B. GM-CSF, COX-2)
beschleunigen (Bickel et al., 1990; Newton et al., 1998; Ristimaki et al., 1996).

Seit der erste RA-Patient mit GKs behandelt wurde, war klar, dass diese Substanzklasse
einen sehr schnellen Effekt auf die Krankheitsaktivitat austibt. Allerdings ist die Frage noch
ungeklart, ob die frihen positiven Veranderungen wichtig fir eine Langzeitbehandlung sind.
Viele Studien konnten allerdings belegen, dass eine Langzeitbehandlung mit GKs die
Zerstérung des Knochens verlangsamen kann (1954; 1959; Kirwan, 1995; Larsen et al.,
1977). Genauso scheint eine Kombinationstherapie mit DMARDs erfolgreicher zu sein als
eine Monotherapie mit GKs (Boers et al., 1997; Landewe et al., 2002).

Allerdings zeigen GKs als pleiotrop wirkende Hormone viele Nebenwirkungen, die ihre
Verwendung in der Behandlung der RA einschrédnken (McDougall et al., 1994; Saag et al.,
1994). Die auftretenden unerwlinschten Wirkungen kdnnen in direkte, spate und spezifische
Effekte eingeteilt werden. Zu den direkten Nebenwirkungen werden Wasseransammlungen,
Gewichtszunahme und Hypertension gezahlt (Jackson et al., 1981; Kalbak, 1972; Lieberman
et al., 1972). Zu den spater eintretenden Effekten gehdren Veranderungen im Knochen (z.B.
Osteoporose), im Fettstoffwechsel und der Nebenniere. Osteonekrose und die Entwicklung
eines grauen Stars werden zu den spezifischen und nicht vorhersehbaren Nebenwirkungen
der GKs gezahlt. AuBerdem wurde eine um 1,5-fach erhdéhte Sterblichkeit bei GK-
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behandelten RA-Patienten beobachtet. Die Ursachen daflr sind aber noch unbekannt
(Gabriel et al., 1999; Wolfe et al., 1994).

Subkutane Blutungen und ein dinner Werden der Haut sind meist die ersten
Nebenwirkungen, die bei Patienten nach einer Behandlung mit GKs auftreten (Saag et al.,
1994). Weitere dermatologische Effekte kdnnen das Auftreten von Akne, Hirsutismus und
eine verzdgerte Wundheilung sein.

Bei einer Langzeittherapie mit GKs kénnen ebenfalls gastrointestinale Nebenwirkungen, wie
Ulkusbildung (Messer et al., 1983; Piper et al, 1991), Entzindungen der
Bauchspeicheldriise (Nelp, 1961) und eine Perforation des Darms auftreten (Canter et al.,
1971; Gabriel et al., 1991). Da GKs in der RA-Therapie oft in Kombination mit NSAIDs
verabreicht werden ist jedoch nicht vollstdndig geklart, welche Substanz letztendlich die
gastrointestinalen Nebenwirkungen verursacht. Studien zeigen jedoch, das GKs unabhéangig
von einer NSAID-Behandlung Geschwire verursachen kdnnen. Eine Kombination beider
Substanzen bringt ein um 2-4-fach gesteigertes Risiko von gastrointestinalen Beschwerden
mit sich (Gabriel et al., 1991).

Die Frage, ob GKs mit einem frihzeitigen Auftreten von Atherosklerose in Verbindung
gebracht werden kann, ist noch nicht endgiltig beantwortet (Moreland et al., 2001; Raynauld,
1997). Zusatzlich zu den auftretenden Wassereinlagerungen kdénnen GKs eine
Hypercholesterinamie  und  Hypertriglyzeriddmie  vorantreiben, welche bekannte
Risikofaktoren fiir koronare Herzkrankheiten darstellen.

Die schwerwiegendste und am besten untersuchte Komplikation bei langzeitiger GK-
Behandlung ist das Auftreten von Osteoporose (Hall et al., 1993; Haugeberg et al., 2000;
Peel et al, 1995). GKs steigern die Osteoklasten- und hemmen direkt die
Osteoblastenfunktion (Lukert et al., 1990; Manolagas et al., 1999). Es wurde aber auch
schon beschrieben, dass eine Therapie mit low-dose GKs vor dem Knochenabbau durch
eine Erhdéhung der Osteoklastenaktivitdt und somit durch eine Reduktion pro-
inflammatorischer Zytokine schitzen kann (Gough et al., 1994; Sambrook et al., 1989;
Verhoeven et al., 1997).

IV.2 Stickstoffmonoxid (NO) und NO-Synthasen

Erst 1987 wurde entdeckt, dass das zuvor nur als Umweltgift bekannte Stickstoffmoxid (NO)
von Saugetieren produziert wird und ein wichtiger Mediator fir die Regulation des Blutdrucks
und der Plattchenfunktion ist. Kurz danach wurde auch die Bedeutung von NO als
Effektormolekll der Immunabwehr und als Neurotransmitter bekannt.

Die lokale exzessive Bildung von NO ist an der Pathogenese verschiedener

autoimmunologischer und chronisch-entziindlicher Prozesse, wie z.B. der rheumatoiden
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Arthritis und Asthma beteiligt ist. Bei diesen pathophysiologischen Prozessen fihrt NO zu
irreversiblen Zellschaden am Entziindungsort (Kleinert et al., 2003; Kroncke et al., 1998). Fir
die Bildung von NO im Entziindungsgeschehen ist die induzierbare Form der NO-Synthase
(INOS) verantwortlich. Es scheint daher sinnvoll, im Rahmen einer Therapie dieser
Erkrankungen spezifisch die NO-Bildung durch die iINOS zu hemmen.

1IV.2.1 NO und Isoformen der NO-Synthase

Stickstoffmonoxid (NO) ist das kleinste bioaktive Molekil (Forstermann et al., 1995b) und
wird von fast allen tierischen und pflanzlichen Zelltypen endogen gebildet (Hausladen et al.,
1998) (Choi 1995).

Die Biosynthese von NO wird durch das Enzym NO-Synthase (NOS; EC 1.14.13.39)
katalysiert, das im S&ugetier in drei Isoformen vorkommt (Hausladen et al., 1998): die
neuronale NOS (nNOS), die induzierbare NOS (iNOS) und die endotheliale NOS (eNOS)
(Forstermann et al., 1995b; Geller et al., 1998). Anfang der neunziger Jahre wurde erstmals
in Neuronen des Ratten- und Schweinekleinhirns die nNOS identifziert. Die eNOS konnte
zuerst in bovinen Aorten-Endothelzellen gefunden werden (Bredt et al., 1990; Forstermann
et al., 1991; Schmidt et al., 1991). Diese beiden Enzyme werden konstitutiv exprimiert. Die in
Lipopolysaccharid (LPS)-stimulierten murinen Makrophagen gefundene induzierbare NOS
ist in ruhenden Zellen normalerweise nicht nachweisbar (Lowenstein et al, 1993). lhre
Expression kann allerdings durch verschiedene Stimuli wie Zytokine oder LPS induziert
werden (Hevel et al., 1991; Stuehr et al., 1991). Alle Isoformen katalysieren die Bildung von
NO aus der Aminosaure L-Arginin, bei der molekularer Sauerstoff (O,) und Nicotinamid-
Adenin-Dinukleotid-Phosphat (NADPH) als Ko-Substrate bendtigt werden. Als Ko-Faktoren
des Enzyms wurden Flavin-Adenin-Dinukleotid (FAD), Flavin-Mononukleotid (FMN) und Ham
beschrieben (McMillan et al, 1992; White et al, 1992). Bei der Regulation der NO-
Synthasen werden als weitere Ko-Faktoren Calmodulin und 5,6,7,8-Tetrahydrobipterin (BH,)
benétigt. Nach einem Anstieg der intrazelluldren Ca®*-Konzentration erfolgt die Aktivierung
des NOS-Enzyms durch die Bindung des Ca**-Calmodulin-Komplexes. Im Unterschied zu
der konstitutiv exprimierten eNOS und nNOS st die Aktivitat der INOS Ca®*-unabhéngig, weil
Calmodulin auch in Abwesenheit von Ca®* als Untereinheit fest an das Enzym bindet (Cho et
al., 1992; Stuehr et al., 1991). Durch die daraus resultierende permanente Enzymaktivitat
flhrt dies zu einer um bis zu drei Zehnerpotenzen héheren NO-Produktion im Vergleich zu
der von eNOS und nNOS freigesetzten NO-Menge (Geller et al., 1998), die nach einem
Anstieg der Ca®*-Konzentration nur einige Minuten NO produzieren. Alle drei NOS-Enzyme
sind nur als Homodimere katalytisch aktiv.
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IV.2.2 Die induzierbare NO-Synthase (iNOS)

Die induzierbare NO-Synthase wird unter physiologischen Bedingungen nicht oder nur in
sehr geringer Konzentration exprimiert. lhre Expression kann allerdings in einer Vielzahl von
Zellen durch verschiedene Stimuli induziert werden (Hevel et al., 1991; Stuehr et al., 1991;
Yui et al., 1991).

In Makrophagen und den meisten anderen untersuchten Zellen fuhrt eine Behandlung der
Zellen mit LPS oder einzelnen pro-inflammatorischen Zytokinen wie IFN-y, IL-1B, IL-6 oder
TNF-a zu einer Induktion der INOS-Expression. Eine Erhdhung der iNOS-Expression konnte
in einer Vielzahl von Zellen beobachtet werden, unter anderem in Lymphozyten, neutrophilen
und eosinophilen Granulozyten und Mastzellen der Ratte (Bandaletova et al., 1993) als auch
in Chondrozyten des Menschen (Charles et al., 1993). Eine konstitutive Expression der iNOS
konnte z.B. im Bronchialepithel von Ratte und Mensch (Guo et al., 1995; Kobzik et al., 1993)
und im menschlichen Nasenepithel (Guo et al., 1995) nachgewiesen werden.

Das Enzym ist nach seiner Synthese permanent aktiv und produziert groBe Mengen von NO,
das in zu hohen Konzentrationen zytotoxisch wirken kann. Makrophagen machen sich
diesen Effekt zunutze, um Bakterien, Pilze, Viren, Parasiten oder Tumorzellen abzutéten
(Green et al., 1990a; Green et al., 1990b; Karupiah et al, 1995). NO stellt somit einen
essentiellen Bestandteil der unspezifischen Immunabwehr dar (Bogdan, 2001; Kroncke et
al., 1995; MacMicking et al., 1997).

Durch seine Fahigkeit, die Synthese von VEGF und Kollagen zu steigern, tréagt von der iNOS
gebildetes NO zur Wundheilung bei (Frank et al., 1998; Thornton et al., 1998). In Mausen,
die ein nicht-funktionelles iINOS-Gen exprimieren (INOS™), wurde eine verzdgerte
Wundheilung beobachtet, die durch einen adenoviralen Retransfer des INOS-Gens wieder
hergestellt werden konnte (Yamasaki et al, 1998). NO wird des Weiteren eine
hepatoprotektive Eigenschaft zugeschrieben (Bohlinger et al., 1995; Harbrecht et al., 1997).
Neben diesen positiven Effekten spielt die INOS auch bei zahlreichen pathophysiologischen
Prozessen eine wichtige Rolle (Bogdan, 2001; Kroncke et al., 1998). Da sich das
zytotoxische Potential von NO bei diesen Vorgangen gegen koérpereigene Zellen richtet, ist
es an der Pathogenese vieler Autoimmunerkrankungen und chronisch-inflammatorischen
Zustanden beteiligt. Durch das von der iINOS gebildete NO werden z.B. B-Zellen des
Pankreas beim Diabetes mellitus Typ | zerstért (Corbett et al., 1992; Kolb-Bachofen, 1996;
Kolb et al., 1992).

Weiterhin spielt NO eine wichtige Rolle bei der Entstehung der rheumatoiden Arthritis
(Stichtenoth et al., 1998). Eine selektive Hemmung der iNOS in vivo fihrt zu einer Reduktion
der Entziindungssymptome und der krankheitsbedingten Veradnderungen des Knochens
(Connor et al., 1995; Pelletier et al., 1998; Pelletier et al., 1996). Des Weiteren wird
angenommen, dass NO zu einer Hemmung der Kollagensynthese (Cao et al, 1997;
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Hauselmann et al.,, 1994; Taskiran et al., 1994), einer Steigerung der MMP-Aktivitat und der
Chondrozytenapoptose beitragt (Blanco et al,, 1995b; Clancy et al., 1998; Sasaki et al.,
1998). NO steigert zusatzlich die Empfindlichkeit der Knorpelzellen gegenilber einer
Schadigung durch andere Oxidantien wie H.O, (Clancy et al., 1997; Loeser et al., 2002). In
iNOS™-Mausen ist es nicht méglich, eine Arthritis zu induzieren (van de Loo et al., 1998).
NO-Inhibitoren tben einen schitzenden Effekt auf den Knorpelabbau in Tiermodellen der
Arthritis aus (Ohtsuka et al., 2002; Pelletier et al., 2000). Diese Ergebnisse lassen vermuten,
dass die INOS und dem von dem Enzym gebildeten NO eine Rolle bei der
Knorpelschadigung im Krankheitsbild der RA einnehmen.

NO wird ebenfalls eine Bedeutung bei chronisch entziindlichen Darmerkrankungen (Kimura
et al., 1998; Singer et al., 1996), multipler Sklerose (Bagasra et al., 1995; De Groot et al.,
1997), Asthma bronchiale (Barnes, 1996a; Barnes, 1996b; Hamid ef al, 1993),
systemischem Lupus erythematodes und bestimmten Glomerulonephritiden und Vaskulitiden
(Forstermann, 1994; Mulligan et al., 1991) zugeschrieben. Des Weiteren ist von der iNOS
synthetisiertes NO an der unspezifischen Form der GewebeabstoBung beteiligt (Langrehr et
al., 1991) und es scheint fir den massiven Blutdruckabfall beim septischen Schock
verantwortlich zu sein (MacMicking et al., 1995). Die Induktion der iINOS-Expression erfolgt
dabei in glatten GefaBmuskelzellen als Antwort auf LPS, das als Antigen in der Zellwand
gram-negativer Bakterien zu finden ist. Das daraufhin gebildete NO hat den gleichen
Wirkmechanismus wie von der eNOS produziertes NO und fihrt durch Vasodilatation zu
schwerer Hypotension und Mikrozirkulationsstérungen. Gleichzeitig scheint die INOS bei der
Sepsis jedoch auch protektive Funktionen auf die Niere (Markewitz et al., 1993) und den
Darm (MacKendrick et al., 1993) auszutben.

Die Rolle der iNOS bei der Tumorentstehung ist noch nicht endgultig geklart. NO stellt auf
der einen Seite ein wirksamer Abwehrmechanismus gegen das Tumorwachstum dar, auf der
anderen Seite férdert NO aber auch die Vaskularisierung und Perfusion und damit die
Tumorproliferation (Chinje et al., 1997). Weiterhin konnte gezeigt werden, das von der iINOS
produziertes NO und dessen reaktiver Metabolit Peroxynitrit die Aktivitat der
Cyclooxygenase-2 (COX-2) steigern, was zur Bildung von Prostaglandinen fihrt. Diese
férdern ihrerseits wieder das Tumorwachstum (Rao, 2004).

IV.3 Die Regulation der Genexpression

Seit der vollstdndigen Analyse des humanen Genoms ist bekannt, dass nur etwa 1,5% des
genetischen Materials fir Proteine kodiert (Lander et al., 2001; Venter et al., 2001). Der
weitaus gréBere Teil der genomischen DNA ist an der Regulation der Genexpression
beteiligt. Eine differentielle Regulation der Genexpression ist in Zellen von entscheidender
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Bedeutung. Sie stellt die Grundlage fir die Zelldifferenzierung dar und ermdglicht es den
Zellen, auf eine Anderung durch chemische Reize oder wechselnde Umweltbedingungen zu
reagieren. Die Regulation der Genexpression erfolgt in mehreren, differentiell regulierten
Schritten im Zellkern und im Zytoplasma. Im Zellkern erfolgt die Transkription der Gene in
pra-messenger-RNAs (pra-mRNA), die einer Reihe von nukledren Reifungsschritten
unterliegen. Prozessierte mRNAs werden daraufhin ins Zytoplasma transportiert, wo die
Translation in Proteine stattfindet. Gleichzeitig kann die mRNA dort durch verschiedene
Prozesse abgebaut werden. An der Regulation der Genexpression sind viele
multifunktionelle Proteine im Zellkern und im Zytoplasma beteiligt, die zwischen den beiden
Kompartimenten pendeln (Wilkinson et al., 2001).

Die Transkription wird durch eine Reihe von allgemeinen und spezifischen
Transkriptionsfaktoren, RNA-Polymerasen und von in der DNA lokalisierten cis-Elementen
wie Promotoren, Enhancern oder Silencern kontrolliert. Alilgemeine Transkriptionsfaktoren
sind dabei essentiell fur die Transkription und kénnen dabei direkt an Promotorelemente
(z.B. die TATA-Box), an die RNA-Polymerase oder an Proteine des
Transkriptionsinitiationskomplexes binden. Spezifische Transkriptionsfaktoren, wie NF-«B,
STAT, p53 oder CREB werden meist durch Proteinkinasen aktiviert und sind nur in den
Zellen aktiv, in denen ein bestimmtes Gen aktiviert oder reprimiert werden soll. Die
transkribierte pr&-mRNA unterliegt nun weiteren Reifungsprozessen, bevor sie als reife RNA
ins Zytoplasma exportiert und zu einem Protein translatiert wird. Zu den Reifungsschritten
wird das Entfernen von Introns (SpleiBen), das Anfliigen einer 7-Methyl-Guanosin-Gruppe am
5-Ende der pra-mRNA (,Capping“) sowie die Synthese eines Poly(A)-Schwanzes am 3’-
Ende des letzten Exons gezahlt. Das SpleiBen der pr&-mRNA dient dabei nicht nur dem
Entfernen von Introns, sondern fUhrt durch den alternativen Gebrauch von Exons zu
unterschiedlichen RNA-Transkripten. Nach der Transkription kann auBerdem ein
Basenaustausch stattfinden, der als ,mRNA-Editing“ bezeichnet wird. Dadurch kann die
mRNA-Sequenz von der zugehdrigen DNA-Sequenz abweichen.

Die entstandene reife mRNA besitzt eine Struktur, die in eine 5 -untranslatierte Region
(5"-UTR), die kodierende Sequenz (cds) und eine 3’-untranslatierte Region (3-UTR)
unterteilt werden kann. Die untranslatierten Regionen spielen bei der post-transkriptionellen
Regulation der Genexpression eine wichtige Rolle. Die UTRs sind am Transport der mRNA
aus dem Zellkern, der Effektivitdt der Translation (van der Velden et al., 1999), der
subzellularen Lokalisation (Jansen, 2001) sowie der Stabilitit der mRNA beteiligt
(Bashirullah et al., 2001).

Als Beispiel eines zentral an der Immunantwort beteiligten Gens soll im Folgenden die
Regulation der Genexpression der induzierbaren NO-Synthase (iNOS) betrachtet werden.
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IV.3.1 Die Regulation der Genexpression am Beispiel der induzierbaren NO-
Synthase (iNOS)

Die Expression der iNOS als induzierbares Gen unterliegt transkriptionellen und post-
transkriptionellen Mechanismen (Geller et al., 1998; Kleinert et al., 2003). Das Enzym bildet
nach seiner Synthese bis zu seiner Degradation kontinuierlich NO, so dass auf dieser Ebene
nur wenige Méglichkeiten zur Beeinflussung der Enzymaktivitdt bestehen (Forstermann et
al., 1995a; Geller et al., 1998; Kleinert et al., 2004; MacMicking et al., 1997). Eine Regulation
der Aktivitat der INOS durch eine Interaktion des Enzyms mit Proteinen, die die
Dimerisierung verhindern (Daniliuc et al., 2003; Ratovitski et al., 1999a; Ratovitski et al.,
1999b), durch eine Verminderung der Arginin-Verfligbarkeit (Bruch-Gerharz et al., 2003; Mori
et al., 2000), sowie durch die Veranderung der intrazellularen Konzentration des Ko-Faktors
BH, (Muhl et al., 1994) wurde beschrieben. Die Modulation der iINOS-Expression stellt
jedoch den wichtigsten Faktor in der Regulation der iNOS dar (Kleinert et al., 2004; Kleinert
et al., 2003).

In humanen Zellen ist fur eine signifikante Erhéhung der Expression des Enzyms in vitro
meist ein Zytokingemisch aus IFN-y, IL-18 und TNF-a notwendig (Kleinert et al., 2003).
Weiterhin wurden auch cAMP-erhéhende Substanzen (z.B. Forskolin, 8-Bromo-cAMP,
Dibutyryl-cAMP) (Eberhardt et al., 1998; Koide et al., 1993), Proteinkinase C-Aktivatoren wie
TPA (Hortelano et al., 1993; Kleinert et al., 1996b) und Wachstumsfaktoren wie PDGF und
FGF (Gilbert et al., 1993; Kunz et al., 1997) als Induktoren der iINOS beschrieben. Einen
inhibitorischen Effekt auf die iINOS-Induktion wurde flr anti-inflammatorische Zytokine wie
IL -4 (Bogdan et al., 1994; Sands et al., 1994), IL-10 (Cunha et al., 1992; MacMicking et al.,
1997), IL-13 (Saura et al., 1996; Wright et al., 1997), Wachstumsfaktoren (z.B. TGF-p1, 2, 3)
(Vodovotz et al., 1993), Tyrosinkinase-Inhibitoren (z.B. Genistein, Herbimycin A und
Tyrphostin) (Dong et al., 1993), Inhibitoren des Transkriptionsfaktors NF-xB (z.B. PDTC)
(Sherman et al., 1993) und Glukokortikoide (De Vera et al., 1997; Kleinert et al., 1996b; Kunz
et al., 1996) gezeigt. Jedoch kann eine Substanz im einen Zelltyp stimulierend, in einem
anderen aber inhibierend auf die INOS-Expression wirken. So bt z.B. TGF-f in murinen
Makrophagen und glatten GeféBzellen der Ratte eine inhibitorische Funktion auf die INOS-
Expression aus, fahrt in murinen 3T3-Fibroblasten jedoch zu einer Stimulation des Enzyms
(Forstermann et al., 1992; Gilbert et al., 1993; Schini et al., 1992).

An der Regulation der iINOS-Expression scheint hauptsachlich der JAK/STAT-(Janus-
Kinase/Signal-Transduktor und  Aktivator der Transkription-) und der NF-xB-
Signaltransduktionsweg beteiligt zu sein (Kleinert et al., 2004; Kleinert et al., 2003). Eine
Beteiligung des IFN-y-JAK/STAT-Signaltransduktionswegs an der Induktion der iNOS-
Expression konnte in murinen (Kleinert et al., 1998a; Meraz et al., 1996; Nishiya et al., 1997;
Singh et al., 1996), Ratten- (Doi et al., 2002; Kitamura et al., 1996) und humanen Zellen
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(Ganster et al., 2001; Kleinert et al., 1998a) beobachtet werden. In murinen 3T3-Fibroblasten
fihren der Zytokin- und Wachstumsrezeptor-Tyrosinkinase-Signaltransduktonsweg, der
cAMP-Proteinkinase A (PKA)- und Proteinkinase C (PKC)-Weg, die in diesen Zellen allesamt
eine iINOS-Induktion herbeifiihren kénnen, zu einer Aktivierung des Transkriptionsfaktors
NF-xB (Kleinert et al., 1996b). In humanen Zellen scheint die iINOS-Induktion jedoch nur
teilweise von der NF-kB-Aktivierung abhangig zu sein (Kleinert et al., 1998Db).

An der Regulation der iINOS-Expression sind ebenfalls die Mitogen-aktivierten
Proteinkinasen (MAP-Kinasen) beteiligt. Es handelt sich dabei um eine Familie von
Threonin- oder Serinkinasen, die in drei Gruppen unterteilt werden: die extrazellular-
regulierten Kinasen (ERKs), zu denen p44-MAPK (ERK1) und p42-MAPK (ERK2) gehdren,
die Stress-aktivierten Proteinkinasen (SAPKSs), die auch als c-jun amino-terminale Kinasen
(JNKs) bezeichnet werden, und die p38-MAPK.

Fir die IL-1B- oder IFN-y-vermittelte iNOS-Induktion in Myozyten und kardialen
Endothelzellen der Ratte wurde eine Beteiligung von ERK1/ERK2 beschrieben (Singh et al.,
1996). In murinen Makrophagen (Caivano, 1998) oder humanen DLD-1-Zellen (Kleinert et
al., 1998a) hat eine Inhibition von ERK keinen Effekt auf die Zytokin-induzierte iNOS-
Expression. Eine Behandlung von murinen Astrozyten mit einer Kombination aus IL-1o und
TNF-a induziert die INOS-Expression und aktiviert alle drei MAP-Kinasen. Eine Hemmung
der p38-MAPK, aber nicht der ERKs fuhrt in diesen Zellen zu einer Hemmung der iNOS-
Expression (Da Silva et al., 1997). In Ratten-Mesangialzellen nimmt die p38-MAPK die
Funktion eines negativen Regulators der INOS-Expression ein. Eine Hemmung des Enzyms
fihrt dabei zu einer Verstarkung des expressionssteigernden Effekts von IL-1p auf die INOS-
Expression (Guan et al., 1997).

1V.3.1.1 Die Regulation der iNOS-Promotoraktivitat

Die Analyse des iINOS-Promotors in den meisten Spezies zeigte, dass dieser in der 5°-
flankierenden Region neben einer ,TATA®-Box, die etwa 30 bp vom Transkriptionsstartcodon
lokalisiert ist, weitere Bindungsstellen fir Transkriptionsfaktoren besitzt, die durch Zytokine
induzierbar sind (Linn et al., 1997).

Bei der Regulation der iNOS-Promotoraktivitéat spielt der Transkriptionsfaktor NF-xB eine
wichtige Rolle (Ghosh et al., 1998). Pro-inflammatorische Stimuli wie LPS, IL-1B und TNF-a
vermitteln Uber eine Aktivierung von NF-xB eine Induktion der iNOS, wohingegen
Glukokortikoide, TGF-B1, Antioxidantien und Inhibitoren der phosphatidylcholinspezifischen
Phospholipase durch Inaktivierung des Transkriptionsfaktors die iINOS-Expression hemmen
(Kleinert et al., 2004). Da der iINOS-Promotor jedoch kein Glukokortikoid-responsives
Element aufweist (Chu et al.,, 1998; Lowenstein et al., 1993; Xie et al., 1993; Zhang et al.,
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1998), kann die Hemmung der iNOS-Expression durch Glukokortikoide Uber eine verstarkte
Expression von |-xB (De Vera et al., 1997), eine inhibitorisch wirkende Protein-Protein-
Interaktion des aktivierten Glukokortikoidrezeptors mit NF-xB (Kleinert et al., 1996b) oder
durch post-transkriptionelle Mechanismen erklart werden (Cetkovic-Cvrlje et al., 1993; Kunz
et al, 1996). Weitere induktionsférdernde Transkriptionsfaktoren sind STAT-1a, der
Interferon-regulierende Faktor IRF-1 und das ,cAMP-responsive binding“-Protein CREB.
Einen negativen Einfluss auf die iNOS-Expression scheint der Transkriptionsfaktor AP-1
auszuuben, der durch die Zusammenlagerung der Proteine c-jun und c-fos gebildet wird.
Eine Uberexpression von AP-1 durch die Kotransfektion von c-jun- und c-fos-
Expressionsvektoren fihrte in humanen DLD-1- und A549/8-Zellen zu einer verminderten
iINOS-Promotoraktivitat (Kleinert et al., 1998b).

IV.3.1.2 Die Regulation der iINOS-mRNA-Stabilitéat

In humanen Zellen korreliert die INOS-Promotoraktivitat nicht mit der Expression der iNOS-
mRNA. Transfektionsanalysen mit einem 16kb-Fragment der 5’-flankierenden Sequenz des
humanen iINOS-Gens und ,nuclear run on“-Analysen haben gezeigt, dass die Induzierbarkeit
der iINOS-mRNA-Expression (mehr als 20-fach) nicht allein durch die Zytokin-induzierte
iINOS-Promotoraktivitat (etwa 2-5-fach) erklart werden kann (de Vera et al., 1996; Rodriguez-
Pascual et al, 2000). Es mussen also noch weitere Zytokin-abhangige
Regulationsmechanismen zur Kontrolle der iINOS-Expression vorhanden sein. Die
Modulation der mRNA-Stabilitdt stellt neben der Regulation der Promotoraktivitdt einen
wichtigen Mechanismus in der Regulation der Genexpression dar (Guhaniyogi et al., 2001)
und scheint auch bei der Regulation der iINOS eine zentrale Rolle einzunehmen.

Bisher sind verschiedene Untersuchungen zur Regulation der iNOS-Expression durch die
Modulation der mRNA-Stabilitdt bekannt. Die Hemmung der IL-1B-induzierten iNOS-
Expression in humanen Chondrozyten durch eine Erhéhung der intrazelluldren Ca®**-
Konzentration (Geng et al., 1995) wurde mit einer Destabilisierung der iINOS-mRNA erklart.
In murinen Makrophagen erniedrigt TGF-1 die IFN-y-induzierte iINOS-Expression durch eine
Verminderung der iNOS-mRNA-Stabilitdt, Inhibierung der iINOS-Translation und
Verringerung der iNOS-Protein-Stabilitat (Vodovotz et al., 1993). Eine Hemmung der JNK in
murinen J774-Makrophagen flhrt zu einer verminderten LPS-induzierten iNOS-Expression
durch Destabilisierung der INOS-mRNA (Lahti et al., 2003). Ebenso wurde die Erhéhung der
LPS/IFN-y-induzierten iNOS-Expression in glatten Muskelzellen der Ratte durch Zugabe von
Tetrahydrobiopterin  (BH,) der dadurch resultierenden Stabilisierung der iINOS-mRNA
zugeschrieben (Linscheid et al., 1998). Die Dexamethason-vermittelte Hemmung der LPS-
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induzierten iINOS-Expression in murinen RAW-Makrophagen wurde durch die verminderte
Stabilitat der INOS-mRNA erklart (Korhonen et al., 2002).

In den 3’-untranslatierten Regionen (3 -UTR) von mRNAs kénnen sich AU-reiche Elemente
(ARE) befinden, die Zielstrukturen fir die mRNA-Degradation darstellen. AREs sind durch
Adenylat- und Uridylat-reiche Sequenzbereiche charakterisiert. Eine Vielzahl von Proteinen
kann an diese Sequenzelemente binden, was zu einer Destabilisierung von Zytokin- und
Onkogen-mRNAs fiihrt (Caput et al., 1986; Dean et al., 2001). Der Mechanismus des ARE-
vermittelten mRNA-Abbaus ist noch nicht vollstandig geklart. Fir den 3"-5"-Abbau von ARE-
haltigen mRNAs wird das Exosom bendtigt (Mitchell et al, 2000). Das Exosom kann
allerdings nicht alleine den Abbau vermitteln, sondern bendtigt zusatzlich noch ARE-
bindende Proteine (ARE-BP). Die ARE-BPs interagieren mit dem Exosom und flhren dieses
zu unstabilen RNAs, wo sie zum schnellen Abbau in 3°-5"-Richtung beitragen (Chen et al.,
2001). Es sind aber auch ARE-BPs bekannt, die eine stabilisierende Funktion auf mRNAs
ausuben.

In der 3"-UTR der humanen iNOS-mRNA sind ebenfalls fiinf AU-reiche Elemente zu finden
(Geller et al., 1993). Die gleichen Sequenzmotive finden sich zweimal in der murinen iNOS-
mMRNA (Lyons et al., 1992) und viermal in der INOS-mRNA der Ratte (Galea et al., 1994).

In Transfektionsexperimenten fihrte die 3-UTR der humanen iINOS-mRNA zu einer
Reduktion der Expression eines heterologen Reportergens (Rodriguez-Pascual et al., 2000).
In den letzten Jahren sind mehrere Proteine identifziert worden, die an AU-reiche Elemente
in den 3"-UTR verschiedener instabiler RNAs binden. Das ELAV-(,embryonic lethal abnormal
vision“)-Protein HuR interagiert mit der 3"-UTR der iINOS-mRNA, in dem es an die AU-
reichen Elemente bindet und so die Stabilitdt der INOS-mRNA in DLD-1-Zellen erhéht
(Rodriguez-Pascual et al., 2000). Der gleiche Effekt wird durch das Polypyrimidin-Trakt-
bindende Protein PTB (Pautz et al., 2006) vermittelt. Tristetraprolin (TTP), das nicht direkt an
die INOS-mRNA binden kann, kann jedoch zur Stabilisierung durch eine Interaktion mit dem
,KH-splicing regulatory protein® KSRP beitragen (Fechir et al., 2005). KSRP ist als iNOS-
mRNA-destabilisierendes Protein bekannt, in dem es das Exosom zur mRNA rekrutiert und
dadurch den Abbau beschleunigt (Linker et al., 2005). Der ARE/poly-(U)-binding factor
(AUF-1), ein weiteres RNA-bindendes Protein, ist an der Destabilisierung ARE-haltiger
mRNAs beteiligt (Misquitta et al., 2001; Mitchell et al., 2000). Eine Uberexpression von
AUF-1 in DLD-1-Zellen fuhrt zu einer Verminderung der humanen iNOS-Expression, in dem
es die Stabilitat der INOS-mRNA vermindert (Pautz et al., 2009).

1IV.3.1.3 Die Regulation der iNOS-Proteinexpression und der Proteinstabilitéat

Ein weiterer Mechanismus der iINOS-Regulation ist auf Ebene der Translation zu finden.

Humane primare Kardiomyozyten exprimieren in vitro nach Stimulation mit Zytokinen die



IV. Einleitung 33

INOS-mRNA, es kann allerdings kein iNOS-Protein nachgewiesen werden (Luss et al.,
1997). In COS-Zellen, die mit der aus den Kardiomyozyten isolierten iINOS-cDNA-transfiziert
wurden, konnte eine INOS-Proteinexpression beobachtet werden. Der Retransfer von cDNA-
Fragmenten in die Kardiomyozyten, die nur die fiir das Protein kodierende Region enthielten,
fOhrte ebenfalls zu einer Expression des iINOS-Proteins. In menschlichen Kardiomyozyten
mussen also Faktoren vorhanden sein, welche die Translation der iNOS durch Interaktion mit
der 5°- und/oder 3-UTR der iNOS-mRNA inhibieren (Luss et al., 1997). Des Weiteren
scheint die Inhibition der INOS-Expression durch Substanzen wie TGF-B1 in priméaren
murinen Makrophagen (Vodovotz et al, 1993) oder Dexamethason in Ratten-
Mesangialzellen (Kunz et al., 1996) Uber eine Destabilisierung von iNOS-mRNA und iNOS-
Protein vermittelt zu werden.

In humanen Nierenzellen (HEK293), welche die iINOS Uberexprimieren, wurde gezeigt, dass
das Proteasom am Abbau des iNOS-Proteins beteiligt ist (Musial et al., 2001). Nach Zugabe
des Proteasom-Inhibitors Lactacystin war in humanen Epithelzellen und murinen
Makrophagen 48 Stunden nach Induktion der iINOS eine Erhéhung des iINOS-Proteins
nachweisbar (Musial et al., 2001). In humanen DLD-1-Zellen war durch eine Interaktion von
Calveolin-1 mit der iINOS ein gesteigerter Abbau des iINOS-Proteins durch das Proteasom zu
beobachten, der durch Zugabe von Proteasom-Inhibitoren hemmbar war (Felley-Bosco et al.,
2000).

IV.4 Wirkstoffe aus Pilzen als Inhibitoren der Expression pro-
inflammatorischer Enzyme

Selektiv wirkende Naturstoffe sind wertvolle biochemische Werkzeuge der Untersuchung von
komplexen Stoffwechselwegen, die bei Erkrankungen eine Rolle spielen. Biologisch-aktive
Naturstoffe, die aus Pilzen und Pflanzen isoliert wurden, haben sich als nutzliche Quelle
neuer Pharmaka erwiesen und eine Reihe von Naturstoffen oder von ihnen abgeleitete
Derivate befinden sich unter den umsatzstéarksten Medikamenten weltweit.

Entsprechend ihrem pharmazeutischen Potential werden Sekundé@rmetabolite aus Pilzen
bereits seit mehr als 70 Jahren erforscht. Nach der Entdeckung des Penicillins durch
Fleming im Jahr 1929 war der nachste Meilenstein die Entdeckung des Cyclosporins, einem
immunsupprimierenden Fermentationsprodukts aus z.B. Tolypocladium inflatum (Dreyfuss,
1976).

Es ist auch heute noch von Bedeutung, neue Naturstoffe zu finden, die als maégliche

Therapeutika zum Einsatz kommen kénnen.
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IV.4.1 Der Pilzwirkstoff S-Curvularin als Inhibitor der humanen iNOS

Zur |dentifizierung neuer Naturstoffe, die als Inhibitoren der pro-inflammatorischen
Genexpression eingesetzt werden kdnnen, wurden aus Pilzen Verbindungen isoliert, die
durch die Hemmung des JAK2-STAT1a-Signaltransduktionswegs die Induktion der iINOS-
Expression in A549/8-Zellen negativ beeinflussen. Auf diesem Weg konnten drei
Verbindungen aus unterschiedlichen Penicillium-Stdmmen isoliert werden. Bei diesem
Screening-Verfahren wurde S-Curvularin gefunden, ein Naturstoff, der schon friiher aus
Kulturen von Aspergillus oryzae, Hansfordia pulvinata und aus Alternaria-, Curvularia- und

Penicillium-Spezies isoliert wurde.
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Abb. 3: Struktur von S-Curvularin

S-Curvularin fihrte in A549/8-Zellen zu einer Hemmung der iNOS-Promotoraktivitat, der
iINOS-mRNA-Expression und der iNOS-vermittelten NO-Produktion. Des Weiteren konnte
gezeigt werden, dass S-Curvularin die Zytokin-abhangige Phosphorylierung von Tyrosin 701
von STAT-1a inhibiert. Die Phosphorylierung dieser Aminosaure stellt ein essentieller Schritt
fir die Dimer-Bildung, den nukledren Transfer und somit fir die Aktivierung des
Transkriptionsfaktors dar und fihrt somit zu einer Reduktion der INOS-Expression (Yao et
al., 2003).

IV.5 Modelle zur Untersuchung der Pathogenese der rheumatoiden
Arthritis

IV.5.1 Humane immortalisierte Chondrozyten als in vitro-Modell der RA

Gelenkknorpel besteht fast ausschlieBlich aus Chondrozyten, die einzeln in Knorpelhéhlen
zu finden sind. Diese sind wiederum durch ein engmaschiges Netzwerk von Kollagenfasern
umgeben, die aus den Kollagenen Typ Il, IX und XI bestehen und die extrazellulare Matrix
des Knorpelgewebes (Knorpelmatrix) bilden. Unter physiologischen Bedingungen regulieren
die Chondrozyten das Gleichgewicht zwischen der Synthese und dem Abbau von
Matrixkomponenten. Die Proliferation der Knorpelzellen ist unter diesen Bedingungen stark
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begrenzt. Die Versorgung mit Nahrstoffen erfolgt einzig Gber die Diffusion von der
Gelenkoberflache in die Chondrozyten. Im Krankheitsbild der RA spielt der Abbau der
Knorpelmatrix eine wichtige Rolle. Da Chondrozyten am Auf- als auch am Abbau der Matrix
beteiligt sind, ist es mdglich, dass diese Zellen aktiv zu den destruktiven Prozessen bei der
Pathogenese der RA beitragen.

Da Primarkulturen von humanen artikularen Chondrozyten hauptsachlich eine postmitotische
Zellpopulation reprasentieren, ist ihre Verwendung zur Untersuchung der Zellphysiologie
sowie der Mechanismen des degenerativen Knochenabbaus stark eingeschrankt (Aigner et
al, 2001a). AuBerdem zeigen die Zellen nach ihrer Isolation kaum noch
Proliferationsaktivitdt. Wenn dennoch eine Vermehrung der Zellen zu beobachten ist, geht
dies mit einem Verlust ihres differenzierten Phanotyps einher, was durch Verédnderungen der
Genexpression deutlich wird (Stokes et al, 2002). Die Gewinnung von priméren
Chondrozyten ist auBerdem sehr schwierig und es sind groBe Unterschiede zwischen
einzelnen Patienten zu beobachten (Aigner et al., 2001b).

Um ein reproduzierbares Zellkultursystem zu etablieren, wurden priméare Chondrozyten mit
dem groBen T-Antigen des Simian-Virus 49 (SV40) retroviral transfiziert. So wurde die
T/C-28a2-Zelllinie generiert, von denen die Zelllinien C-28/12 und T/C-28a4 abgeleitet
wurden (Goldring et al., 1994). Diese Zelllinien zeigen ein vergleichbares Expressionsprofil
wie primare Chondrozyten. Die Expression von SOX-9, der als Hauptregulator der
Differenzierung von Chondrozyten angesehen wird, stellt dabei ein guter Marker des
chondrogenen Phéanotyps dar (Finger et al., 2003). Ein Problem von immortalisierten Zellen
ist die geringe Synthese von Matrixkomponenten. Die C-28/12-Zellen zeigen von allen
untersuchten Zelllinien die héchste Expression von Matrix-abbauenden und —aufbauenden
Genen. Diese Zelllinie ist also sehr gut geeignet, die anabolen und katabolen Vorgange
sowie ihre Regulation in der Pathogenese der RA zu untersuchen (Finger et al., 2003).

1IV.5.2 Das Tiermodell der Kollagen-induzierten Arthritis (CIA)

Tiermodelle bieten experimentelle Méglichkeiten, um die zu Grunde liegenden Mechanismen
einer Krankheit aufzuklaren. Zum Beispiel kann die Pathogenese einer Arthritis zu
verschiedenen Zeitpunkten, das heiBt vor und nach der Entwicklung klinischer Symptome
untersucht werden. Im Gegensatz dazu werden Patienten immer erst dann behandelt, wenn
die Krankheit schon ausgebrochen ist und sich bereits Arthritissymptome zeigen. AuBBerdem
kénnen durch die Verwendung von genetisch identischen Tieren unter stabilen und
kontrollierbaren Lebensbedingungen die Einflisse von Umweltfaktoren weitestgehend
ausgeschlossen werden.
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Kollagen-Typ-II (Cll) wird von Chondrozyten synthetisiert und ist nur in der extrazellularen
Matrix von Knochen und Knorpel zu finden (Cremer et al., 1998). Von Trentham et al. wurde
1977 erstmal die Induktion einer destruktiven Arthritis in bestimmten Ratteninzuchtstdmmen
nach einer intradermalen Immunisierung mit homologem (Ratte) oder heterologem (Huhn,
Mensch) nativem Kollagen Typ Il (Cll) in Adjuvans beschrieben (Trentham, 1988; Trentham
et al., 1977). Spéater konnte das Modell der Kollagen-Typ-ll-induzierten Arthritis (CIA) auf
Mause (Bakker et al., 1990; Wooley et al., 1981) und Primaten (Cathcart et al., 1986;
Trentham, 1982) lbertragen werden und gilt als anerkanntes Modell flr die RA (Trentham,
1982). Im Mausmodell fiihrt die Immunisierung mit heterologem CIlI zur Entwicklung einer
akuten Arthritis (Courtenay et al., 1980; Wooley et al., 1981). Die Rétung und Schwellung der
betroffenen Gelenke sind ein Hinweis auf die entstehende Entziindungsreaktion (Holmdahl
et al., 1986).

Histologisch sind die RA und die CIA durch eine stark ausgepragte Synovitis, also eine
Entzliindung der Gelenkkapsel, gekennzeichnet, die mit einer Abnutzung des Knorpels und
des Knochens durch den Pannus einhergeht (Stuart et al, 1985). Des Weiteren wird
angenommen, dass Cll ebenfalls als potentielles Antigen bei der RA fungiert (Jasin, 1985;
Stuart et al., 1983; Watson et al., 1986). Die Autoimmunantwort wird bei der CIA durch ClI-
spezifische T- und B-Zellen und ihre sekretierten Zytokine vermittelt und stellt somit ebenfalls
eine Gemeinsamkeit zur Pathogenese der RA dar (Wooley et al., 1981).

Zur Untersuchung der pro-inflammatorischen Genexpression im ClA-Modell wurden TCR-
Btg-Mause verwendet. Diese exprimieren die B-Kette eines T-Zellrezeptors, die aus einem
Kollagen-arthritogenen T-Zell-Klon isoliert wurde. Die Expression dieser transgenen B-Kette
fihrt zu einer starkeren Reaktion auf die Immunisierung mit heterologem CIll und somit zu
einer erhéhten Empfindlichkeit einer CIA (Mori et al., 1992).

IV.5.3 Das Modell der LPS-induzierten akuten Inflammation

Das Modell der LPS-induzierten akuten Inflammation bietet die Moglichkeit, die frihen
Vorgéange im Organismus wahrend einer Entziindungsreaktion zu untersuchen.
Lipopolysaccharide sind Bestandteile der Zellwand gram-negativer Bakterien und wirken bei
einer Infektion als Endotoxine. LPS bindet an ,Toll-like“-Rezeptoren (TLRs), die von
Immunzellen, wie Makrophagen, Monozyten und Granulozyten, exprimiert werden. Diese
Zellen synthetisieren und sekretieren daraufhin pro-inflammatorische Zytokine und setzen
NO frei. Dies flhrt letztendlich zu den pathophysiologischen Symptomen der Sepsis, wie
Fieber, Tachykardie, Hypotonie, Mangel an Leukozyten, verstarkte Blutgerinnung bis zum
multiplen Organversagen.
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V. Zielsetzunq der Arbeit

Far die Entstehung und Aufrechterhaltung chronisch-inflammatorischer Erkrankungen wie
der rheumatoiden Arthritis (RA) ist die Induktion pro-inflammatorischer Mediatoren wie
Zytokine (IL-1B, IFN-y, TNF-q, IL-6), Chemokine (IL-8, MCP-1), Adhasionsmolekile (ICAMs)
und inflammatorische Enzyme (iNOS, COX-2) von groBer Bedeutung. Aufgrund dieser
multifaktoriellen Genese erscheint es sinnvoll, die RA mit Pharmaka zu behandeln, die auf
Ebene der Genexpression die Synthese entziindungsrelevanter Zytokine und Enzyme
unterdricken. Glukokortikoide, die zur Behandlung inflammatorischer
Autoimmunerkrankungen eingesetzt werden, vermitteln ihre anti-inflammatorische Wirkung
durch die Hemmung der pro-inflammatorischen Genexpression. Als pleiotrop wirkende
Hormone besitzen sie jedoch viele Nebenwirkungen, wodurch ihr Einsatz in der anti-
inflammatorischen Therapie begrenzt wird. Somit sind neue, die pro-inflammatorische
Genexpression hemmende Substanzen fir die anti-inflammatorische Therapie von
entzindlichen Gelenkerkrankungen von hoher Bedeutung.

In Vorarbeiten konnten mit Hilfe molekulargenetischer Screeningverfahren Wirkstoffe aus
imperfekten Pilzen isoliert werden, die die humane IFN-y-JAK-STAT-, die NF-xB- und die
IL-6-abhangige Genexpression effizient hemmen.

Im Rahmen dieser Arbeit sollte die Wirkung der anti-inflammatorischen Substanz
S-Curvularin auf die inflammatorische Genexpression im Vergleich zu Dexamethason im
Modell der RA untersucht werden.

Zunachst sollten Analysen der Signaltransduktionswege in der humanen Chondrozyten-
Zelllinie C-28/12 durchgefihrt werden, die an der Expression der iNOS beteiligt sind.
AnschlieBend sollte die Wirkung von S-Curvularin im Vergleich zu dem etablierten
Glukokortikoid Dexamethason in diesem humanen Zellkulturmodell untersucht werden.

Die Wirksamkeit und die molekularen Wirkmechanismen des isolierten Pilz-Wirkstoffs
S-Curvularin sollte weiterhin im Tiermodell der Kollagen-induzierten Arthritis (CIA) Uberprift
werden. Dabei sollten zur Identifizierung zentraler Angriffspunkte in der Regulation der pro-
inflammatorischen Genexpression, die bei der RA eine Rolle spielen, Mikroarray-Analysen
durchgefiihrt werden.

Des Weiteren sollte die Wirkung von S-Curvularin ebenfalls in einem Modell der akuten
Inflammation analysiert werden. Dazu wurde das Lipopolysaccharid (LPS)-induzierte
Entziindungsmodell verwendet, um Veranderungen der Genexpression in der akuten Phase

einer Entziindung untersuchen zu kénnen.
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VI. Material und Methoden

VI.1 Laborgerate

Tabelle 1: Ubersicht der verwendeten Laborgerite

Art Gerat Bezeichnung Hersteller
Elektrophorese Gleichstromquellen Power Pac 300, Power Pac BioRad
HC
Vertikal-Gelelektrophorese- Mini Protean BioRad
Kammer
Zentrifugen Tischzentrifuge Biofuge 13 Heraeus
Kihlzentrifuge Biofuge fresco Heraeus
Vakuumzentrifuge Speed Vac SC-110 mit Savant
Kihlfalle und Vapor Trap
RVT 100
Messgerate Photometer ND-1000 Spectrophotometer Nano Drop
Luminometer Centro LB 960 Berthold
NO-Analyzer Nitric Oxide Analyzer NOA FMI GmbH
pH-Meter ®32 pH-Meter Beckmann
PCR-Gerét iCycler BioRad
Sonstige Pipetten 1-20 pl, 20-200 pl und 100- Gilson
1000 pl
Multipette Multipette Eppendorf
Mikroliterspritze 50 ul Hamilton
Wasseraufbereitungsanlage Milli-Q plus Millipore
Sterile Werkbank Vacusafe comfort IBS Integra Bioscience
Brutschrank Hera Cell Heraeus
Zahlkammer fir Zellen Neubauer-Zahlkammer Labotec

Semi-Dry blot Trans-Blot SD  Semi-dry BioRad
Transfer Cell

Wasserbad Julabo TW20 Julabo

Mikroskop Leitz DMIL Leica

Prazisionswaagen Kern 440-35n, Kern EW Kern

Homogenisierer
Hybridisierungsgerat
Microarray Scanner

Ultra-Turrax T25 Janke & Kunkel
Lucidea Slide Pro Hybridizer Amersham Bioscience
ScanArray Express Perkin EImer
Microarray Scanner

VI.2 Chemikalien und Losungen

Tabelle 2: Ubersicht iiber die verwendeten Chemikalien und Lésungen

Chemikalie/L(")sung Hersteller

Acrylamid:Bisacrylamid (30:0,8) Roth

Agarose Life Technologies, Paisley, Schottland
Anti-rabbit IgG Serum Sigma-Aldrich

Ammoniumchlorid (NH4CI) Sigma-Aldrich
Ammoniumperoxodisulfat (APS) Sigma-Aldrich

ATP AppliChem

Biorad Protein Assay Biorad

Borsaure

AppliChem
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Chemikalie/L6sung Hersteller
Bovines Serum Albumin, Fraktion V (BSA) AppliChem
Bromphenolblau AppliChem
Chloroform AppliChem
Coenzym A AppliChem
Collagen Type Il (chicken) Sigma-Aldrich
Complete Freund’s Adjuvant (CFA) Otto Nordwald
Diethylpyrocarbonat (DEPC) Sigma-Aldrich
Dimethylsulfoxid (DMSO) Roth
D-Luciferin AppliChem
DTT (1,4-Dithiothreitol) Biomol

EDTA AppliChem
Ethanol AppliChem
Ethidiumbromid Serva
Glycerin Roth

Glycin Roth
Guanidiniumisothiocyanat (GIT) Roth

HCI Roth
Isoamylalkohol AppliChem
Isopropanol AppliChem
Kaliumbicarbonat (KHCO3) Sigma-Aldrich
Magermilchpulver AppliChem
Magnesiumsulfat (MgSQ,) Roth
Methanol AppliChem
Natriumacetat Roth
Natriumazid (NaNs) Roth
Natriumchlorid Roth
Natriumcitrat Roth
N-Laurylsarcosine AppliChem
5x PLB (Passive Lysis Buffer) Promega
Phenol, Wasser-gesattigt Roth
Ponceau S Roth

SDS AppliChem
TEMED (N,N,N",N"-Tetramethylethylethylendiamin) Sigma-Aldrich
Tricin Sigma

Tris AppliChem
Tween 20 Sigma-Aldrich

VI.3 Plastikwaren

Alle Plastikwaren fir die Zellkultur wurden steril von Greiner BioOne oder Sarstedt bezogen.

Tabelle 3: Ubersicht iiber die verwendeten Plastikwaren

Artikel Beschreibung

Einweg-Auslaufpipetten
Zellkulturflaschen Filter Top
Beschichtete Gewebekultur-Petrischalen

Zellkulturplatten, 6-Loch
Zellkulturplatten, 12-Loch
Zentrifugenréhrchen
ReaktionsgefaBe

Plastikpipettenspitzen
PCR-Platten
Einwegspritzen
Kanilen

1ml,5ml, 10 ml und 25 ml

Kulturflasche/Volumen (cmz/ml): 75/250 und 25/50
Durchmesser/Wachstumsflache (cm/cmz):
14,5/145; 9,4/58 und 6,0/21

Kulturflache je Loch: 9,6 cm?

Kulturflache je Loch: 3,8 cm?

15 ml und 50 ml Spitzboden

0,2 ml, 1,5 ml und 2,2 ml Safe-Lock; Kryo-
Réhrchen

0,5-10 pl, 10-100 pl und 100-1000 pl
96-Lochformat

1ml

0,40 x 12 mm, 27G x 2* Luer-Lock




VI. Material und Methoden 40

V1.4 Reagenzien und Kits

Tabelle 4: Ubersicht iiber die verwendeten Reagenzien und Kits

Name Hersteller

Fugene HD Transfektionsreagenz Roche
High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit Applied Biosystems
RNeasy Midi Kit Qiagen

Super Script Plus Direct Labeling Kit Invitrogen

Experion RNA StdSens Analysis Kit BioRad

OpArray Hybridization Buffer Kit Operon

Proteome Profiler™ Mouse Cytokine Array Panel A Kit R&D Systems

VI.5 Zelllinien

Tabelle 5: Ubersicht liber die verwendeten Zelllinien

Zellen Beschreibung Quelle/Hersteller

A549/8 humane Alveolarepithel-Karzinomzellen  Edgell, J.
University of North Carolina
at Chapel Hill, USA

C-28/12 humane immortalisierte Knorpelzellen Goldring, MB.
Laboratory for Cartilage Biology, Hospital
for Special Surgery, Caspary Research
Biulding, New York, USA

EA.hy 926 Fusion aus HUVEC und A549/8 Edgell, J.
University of North Carolina at Chapel
Hill, USA

V1.6 Plasmide

Tabelle 6: Ubersicht {iber die verwendeten Plasmide

Plasmid Beschreibung Quelle/Hersteller

pNOS2(16)luc Luziferase-Reportergen unter der Geller, D.
Kontrolle eines 16 kb-Fragments
des humanen iNOS-Promotors (16
kb des humanen iINOS-Promotors
in pXP2), beschrieben in:de Vera,
M.E. et al. 1996

psiRNA_H1_GFP_Zeo shRNA-Expressionsplasmid, Invivogen
kodiert fir ein Fusionprotein, dass
das Antibiotikum Zeocin inaktiviert
und zum anderen grln fluoresziert

pHGO Expressionsplasmid des humanen Dr. Pierre Chambon, lllkirch,
Glukokortikoidrezeptor Frankreich

VI.7 Antikorper

Als Primarantikérper fur die Western-Blot-Analysen wurden die in Tabelle 7 aufgelisteten

Priméarantikérper verwendet.
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Tabelle 7: Ubersicht iiber die verwendeten Primarantikorper fiir Western Blot-Analysen

;l‘arpe"des Klasse Hersteller Verdiinnung Blockier- und Verdinnungs-
ntlkoreers Euffer
5 % Milchpulver
iINOS-Antikdrper monoklonal R & D Systems 1:5000 0,1 % Tween-20
In TBS
5 % Milchpulver
Tubulin-Antikdrper monoklonal Sigma 1:2000 0,1 % Tween-20
in TBS
Santa Cruz 5 % Milchpulver
S100A8-Antikdrper monoklonal Antibodi 1:200 0,1 % Tween-20
ntibodies .
in TBS
5% BSA
p38 MAPK-Antikdrper monoklonal Cell Signaling 1:500 0,1 % Tween-20
in TBS

Die Peroxidase-gekoppelten Sekundarantikérper anti-mouse-IgG, anti-goat-IgG und anti-
rabbit-lgG wurden vor Gebrauch 1:10000 in 5 % Milchpulver und 0,1 % Tween-20 in TBS
verdinnt.

Als Antikérper fur die fluoreszenzzytologischen Untersuchungen (fluorescence activated cell
sorting, FACS) wurden folgende Antikdrper verwendet:

Tabelle 8: Ubersicht iiber die verwendeten Antikérper fiir FACS-Analysen

Name des Antikorpers Verdiinnung Hersteller
anti-Maus CD4-PE (L3T4)(H129.19) 1:400 BD Biosciences
anti-Maus-1gG.,-PE 1:400 BD Biosciences
anti-Maus-IgG;-FITC 1:200 CALTAG Laboratories
anti-Maus-TCR-V;, 1:100 E. Schmitt, Institut fir Immunologie,
Johannes Gutenberg-Universitat
Mainz

VI.8 Zytokine

Alle Zytokine zur Untersuchung der iINOS-Expression wurden von Miltenyi Biotec (Bergisch-
Gladbach) bezogen. Sie wurden in sterilem PBS + 1% BSA gel6st, aliquotiert und bei -70°C

gelagert.

Tabelle 9: Ubersicht iiber die verwendeten Zytokine

thokin exerimiert in Konz. der Stocklc")sung Endkonzentration
Humanes rekombinantes IFN-y E. coli 1000 U/ul 100 U/ml
Humanes rekombinantes IL-13 E. coli 2000 U/ul 50 U/ml

Humanes rekombinantes TNF-a E. coli 10 ng/pl 10 ng/ml
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V1.9 Inhibitoren

Zur Untersuchung der iNOS-Expression in Zellkulturexperimenten wurden Inhibitoren
verschiedener Signaltransduktionswege verwendet. S-Curvularin wurde von Herrn PD Dr.
Erkel (Abteilung Biotechnologie, TU Kaiserslautern) fir die Analysen zur Verfligung gestellt.
Alle Ubrigen Inhibitoren wurden von Calbiochem bezogen.

Tabelle 10: Ubersicht Giber die verwendeten Inhibitoren

Inhibitor Inhibitor der/von Lésungsmittel Konz. der Endkonz.
Stocklc")sung

SP600125 c-Jun N-terminalen Kinase DMSO 10 mM 10 uM

PD98059 MEK, blockiert die Aktivierung DMSO 50 mM 50 uM
von ERK1/2

AG490 JAK2/3, blockiert die JAK2- DMSO 30 mM 30 uM
abhangige Aktivierung von STAT-
1a

SB203580 p38MAPK DMSO 10 mM 10 uM

Bay11-7082 Phosphorylierung von IkB-a und DMSO 30 mM 30 uM

somit der Translokation von NFkB
in den Zellkern

Dexamethason pro-inflammatorischen EtOH 5 mM 5uM
Transkriptionsfaktoren

Prednisolon pro-inflammatorischen MeOH 15 mM 15 uM
Transkriptionsfaktoren

S-Curvularin pro-inflammatorische EtOH 100 mM

Genexpression

VI.10 Zellbiologische Methoden

VI.10.1 Kultivierung eukaryoter Zellen

Tabelle 11: Medien und Lésungen fiir die Zellkultur

Komponente Hersteller

DMEM (Dulbecco’s modified Eagle Medium) mit 1 g/l Glucose, L-Glutamin  Sigma-Aldrich
und Phenolrot

DMEM (Dulbecco’s modified Eagle Medium) ohne Glucose/l, L-Glutamin Sigma-Aldrich
und Phenolrot

DMEM (Dulbecco’s modified Eagle Medium) mit 1 g/l Glucose, L-Glutamin, Sigma-Aldrich
ohne Phenolrot

PBS (steril) GIBCO
TrypLE™Express mit Phenolrot GIBCO
Trypanblau-Lésung 0,4 % Trypanblau in PBS Serva

fotales Kalberserum (FCS), Hitze-inaktiviert HyClone
L-Glutamin (100x) 200 mM PAN Biotech GmbH
Natrium-Pyruvat (100x) 100 mM GIBCO
Penicillin/Streptomycin (100x) 10 mg/ml PAA

Zeocin Invivogen

Zur Vermeidung von Kontaminationen der Zellkulturen mit Luftkeimen (Pilzsporen, Bakterien)
wurden die Arbeiten an sterilen Werkbanken unter Verwendung steriler Plastik- bzw.
Glasgeréte durchgefihrt.
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Die Kultivierung der Zellen erfolgte in Inkubatoren bei 37°C, 5 % CO,-Gehalt und gesattigter
Wasserdampfatmosphére in Zellkulturflaschen mit Filter-Top. Zur Kultivierung von C-28/12-
Zellen wurde Phenolrot-haltiges DMEM-Medium mit 10 % fétalem Kaélberserum (FCS)
verwendet, flr A549/8-Zellen wurde dem DMEM-Medium 5 % FCS zugesetzt. Die
Kultivierung von Ea.hy926-Zellen erfolgte in Phenolrot-freiem DMEM-Medium mit 10% FCS.
Vor Gebrauch wurde das Serum zur Inaktivierung von Komplementfaktoren 40 min bei 56°C
im Wasserbad inkubiert. Zusétzlich wurde das Kulturmedium mit L-Glutamin (2 mM),
Natriumpyruvat (1 mM) und Penicillin/Streptomycin (100 pg/ml) versetzt. Stabil transfizierte
Zellen wurden in DMEM-Medium, dem 0,2 mg/ml Zeocin zugesetzt wurde, selektioniert. Die
anschlieBende Kultivierung der transfizierten Zellen erfolgte anschlieBend in Medium mit
0,1 mg/ml Zeocin.

Das Passagieren der Zellen erfolgte alle vier Tage. Dazu wurden die Zellen mit 5 ml PBS
gewaschen und anschlieBend durch Inkubation bei 37°C mit TrypLE™Express abgeldst. Zur
Weiterflhrung der Kultur wurden 1/10 der Zellsuspension in der Kulturflasche belassen und
mit frischem Medium kultiviert. Die restlichen Zellen wurden bei Bedarf fir Experimente in
Zellkulturschalen bzw. Loch-Platten ausgesét, eingefroren oder verworfen. Nach zehn
Passagen wurde die Zellkulturflasche gewechselt. Nach 20 Passagen wurden die Zellen
verworfen, weitere Arbeiten wurden mit frisch aufgetauten Zellen durchgefihrt.

VI1.10.2 Herstellung einer Alginatkultur

Alginat besteht aus linearen Polymeren, die aus Braunalgen gewonnen werden. Ahnlich wie
Agarose bildet es in Gegenwart von Ca**-lonen ein groBporiges Gel.

Zur Kultivierung der Zellen in Alginatperlen wurden diese nach der Zellzghlung
abzentrifugiert und ein Mal mit Waschpuffer gewaschen. AnschlieBend wurden die Zellen in
einer steril filtrierten 1,2%-igen Alginatldsung resuspendiert. Fir die Herstellung der
Alginatperlen wurde die Zellsuspension anschlieBend in Calciumpuffer getropft. Nach 10-
minutiger Aushértung wurden die Alginatperlen mit PBS gewaschen und in entsprechendem
Medium inkubiert.

Tabelle 12: L6sungen und Puffer fir die Alginatkultur

Komeonente Konzentration
Waschpuffer
NaCl, pH 7,4 150 mM

Alginatlésung
Alginat 1,2% in Waschpuffer

Calciumpuffer
CaCl, 102 mM
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VI1.10.3 Bestimmung der Lebendzellzahl

Zur Bestimmung der Lebendzellzahl wurde ein Aliquot der Zellsuspension mit
physiologischer Trypanblau-Lésung verdinnt. Dabei wurden tote Zellen blau gefarbt,
wahrend lebende Zellen den Farbstoff aufgrund ihrer intakten Zellmembran nicht aufnehmen
kénnen. Mittels einer Neubauer-Zdhlkammer (Kammertiefe: 0,1 mm) wurden die Zellen
gezéhlt. Die Anzahl der lebenden Zellen eines GroBquadrates (bestehend aus 16
Einzelquadraten (N)) multipliziert mit dem Verdinnungsfaktor (V) und der Kammerkonstante
(10*) ergab dabei die Anzahl der lebenden Zellen pro ml Zellsuspension (N x V x 10*
= Zellzahl/ml).

VI1.10.4 Kryokonservierung und Rekultivierung von Zellen

Zur dauerhaften Aufbewahrung der Zellen wurden diese nach dem Ablésen in 5 ml Medium
resuspendiert, in 15 ml-Spitzbodenréhrchen Gberfihrt und bei 1200 Upm fir 5 min
zentrifugiert. Nach dem Absaugen des Uberstandes wurde das Zellpellet in Einfriermedium
(FCS und 10 % DMSO) aufgenommen und in 1,5 ml-Kryoréhrchen Gberfihrt. Diese wurden
fir eine Stunde bei -20°C eingefroren und danach in einen Tank mit flissigem Stickstoff
dberfuhrt.

Zur Rekultivierung wurden die Zellen schnell aufgetaut, in ein 15 ml-Spitzboden-Réhrchen
mit 5 ml Kulturmedium Uberfihrt und 5 min bei 1200 Upm zentrifugiert. Das Zellpellet wurde
in geeignetem Kulturmedium resuspendiert und in Kulturflaschen mit Filter-Top Ubertragen.

VI.10.5 Stimulation eukaryoter Zellen mit Zytokinen

Um die iINOS-Expression in Zellen zu induzieren wurden diese mit einzelnen Zytokinen,
verschiedenen Zytokinkombinationen oder einem Zytokingemisch (CM) behandelt, sobald
sie ungefahr 70-80 % konfluent waren. Etwa 18 Stunden vor der Zytokinbehandlung wurde
ein Mediumwechsel mit Serum-freiem Medium durchgeflhrt, so dass sich die Zellzyklen der
Zellen angleichen konnten. Die iINOS-Expression konnte dadurch einfacher induziert werden.
Zur Induktion wurden TNF-o (10 ng/ml), IFN-y (100 U/ml) und IL-1B (50 U/ml) alleine
oder in Kombination verwendet. Das Zytokingemisch bestand aus TNF-a, IFN-y und IL-1B in
den oben angegebenen Konzentrationen. Die Behandlung erfolgte fir die in den
Experimenten angegeben Zeitperioden.
Beim Gebrauch von Inhibitoren wurden die Zellen mit diesen in den angegebenen
Konzentrationen fiir eine Stunde vorbehandelt, die Zytokinstimulation erfolgte im Anschluss.
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VI1.10.6 Stabile Transfektion eukaryoter Zellen

Durch die stabile Transfektion wird DNA in die Zellen eingebracht und in das zelleigene
Genom stabil integriert. So wird die DNA permanent exprimiert und auch an die
Tochterzellen weitergegeben. Zellen, die die DNA aufgenommen haben, kénnen durch
Zugabe eines Antibiotikums in das Kulturmedium selektioniert werden. Da Wildtyp-Zellen
kein Resistenzgen gegen das Antibiotikum besitzen, sterben diese ab. Das Resistenzgen
liegt meist auf dem gleichen Plasmid wie das zu Ubertragende Gen bzw. wird durch eine Ko-
Transfektion in die Zellen eingebracht. Deshalb nimmt man an, dass Zellen, die eine
Resistenz zeigen, auch das gewlinschte Gen aufgenommen haben und exprimieren.

Fir die stabile Transfektion wurden 2 x 10° Zellen pro Loch einer 6-Lochplatte ausgeséat und
fir 24 h im Brutschrank inkubiert. Zum Ansetzen des Transfektionsgemisches wurden
zunachst 2 ug DNA in 100 ul Serum-freiem Medium verdinnt. AnschlieBend wurden 3 pl
Fugene-Transfektionsreagenz zugegeben, gemischt und 15 min bei Raumtemperatur
inkubiert. Wahrend der Inkubation konnten sich lipophile Komplexe aus DNA und
Transfektionsreagenz bilden. Das Gemisch wurde dann tropfenweise zu den Zellen
gegeben. Nach einer weiteren 24-stiindigen Inkubation wurden die Zellen mit PBS
gewaschen und durch TrypLE™Express-Behandlung abgeldst. Die Zellen konnten
anschlieBend in Medium aufgenommen und in eine & 10 cm-Zellkulturschale Uberflhrt
werden. Die Zellen wurden erneut fur 24 h kultiviert, bevor das Selektionsmedium auf die
Zellen gegeben wurde. Das Medium wurde in regelmaBigen Abstédnden gewechselt, um
abgestorbene Wildtyp-Zellen zu entfernen. Die nach einiger Zeit entstandenen Zellklone
wurden vereinigt und konnten mittels PCR und Luziferase-Messung auf die Integration und

Expression des transfizierten Genes untersucht werden.

VI.10.7 Analyse der NO-Produktion mit dem NO-Analyzer

Nach Behandlung der Zellen mit Zytokinen konnte die INOS-vermittelte NO-Produktion durch
die Bestimmung der Nitritmenge im Zellkulturiberstand gemessen werden. Unter
physiologischen Bedingungen reagiert NO schnell zu Nitrit, das bei der NO-Messung wieder
zu NO umgewandelt wird. Zunachst erfolgt die Reduktion von Nitrit in Anwesenheit von
Eisessig zum Nitrosonium-lon (NO*), welches schlieBlich durch Kaliumiodid zu gasférmigem
NO reduziert wird. Dieses entweicht in die Gasphase und reagiert im NO-Analyzer mit Ozon
unter Lichtemission zu Sauerstoff und Stickstoffdioxid.

Zur Messung der Nitritmenge wurden 50 pl der Zellkulturiberstédnde in eine Lésung aus
100 mM Kaliumiodid in 10 mM Eisessig eingespritzt. Die NO-Menge ist direkt proportional zu
der emittierten Lichtmenge. Zum Vergleich wurde eine Eichkurve mit definierten Nitritmengen
erstellt.



VI. Material und Methoden 46

VI.11 Molekularbiologische Methoden

VI.11.1 Isolierung von RNA aus Zellen und Geweben

Zur lIsolierung von Gesamt-RNA aus Zellen wurde die Methode von Chomczynski und
Sacchi (Chomczynski et al., 1987) angewendet. Es wurden RNAse-freie GeféaBe und
Pipettenspitzen verwendet. Alle L6sungen wurden mit DEPC-Wasser angesetzt.

Zunachst wurden die Zellen nach Absaugen des Kulturmediums durch Zugabe von GIT-
Puffer lysiert. Das Zelllysat wurde durch Zugabe von 0,1 Volumen 2 M Natriumacetat pH 4,0
angesauert. AnschlieBend wurde 1 Volumen saures, Wasser-gesattigtes Phenol zugegeben
und auf dem Vortex gut durchmischt. Nach dem Zugeben von 0,5 Volumen einer
Chloroform-Isoamylalkohol-Mischung (Verhéltnis 24:1) wurde erneut gut gemischt und die
Probe anschlieBend fir 15 min auf Eis inkubiert. Durch 20-minltige Zentrifugation bei
13000 Upm und 4°C wurde die wassrige, RNA enthaltende Oberphase von der Phenol-
haltigen Unterphase, in die die DNA durch das Absenken des pH-Wertes tberfuhrt wurde,
und der Protein-haltigen Interphase getrennt. Die Oberphase wurde in ein neues
Reaktionsgefal tberfuhrt und die RNA durch Zugeben von 1 Volumen eiskaltem Isopropanol
fir mindestens eine Stunde bei -20°C prazipitiert. Nach der Fallung wurde die RNA durch
Zentrifugation fir 20 min, 13000 Upm und 4°C pelletiert. Der Uberstand wurde verworfen und
die RNA mit 80 %-igem Ethanol gewaschen. Nach erneuter Zentrifugation (5 min,
13000 Upm, 4°C) wurde das Pellet getrocknet und in DEPC-Wasser gelést. Die so
gewonnene RNA wurde fur 6-8 Wochen bei -20°C bzw. langerfristig bei -70°C gelagert.

Zur Isolierung von RNA aus Gewebe wurde dieses zunachst mit Hilfe des UltraTurrax in GIT-
Puffer unter permanenter Kihlung auf Eis homogenisiert. Alle weiteren Schritte wurden wie
oben beschrieben durchgeflhrt.

Tabelle 13: Puffer und Lésungen fiir die RNA-Isolierung

Komponente Menge/Konzentration
GIT-Puffer
Guanidiniumisothiocyanat 4 M
Natriumcitrat pH 7,0 25 mM
N-Laurylsarcosine 0,5 %
vor Gebrauch 360 pl B-Mercaptoethanol/50 mi
zugeben
Natriumacetat 2M, pH 4,0
Phenol Wasser-gesattigt
Chloroform/lIsoamylalkohol Verhaltnis 24:1
DEPC-H20 200 pl DEPC
Ad 11H,0

16 h rihren und 2 x 60 min autoklavieren
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Zur Isolierung von RNA fir anschlieBende Microarray-Analysen wurde das RNeasy Midi Kit
von Qiagen nach Herstellerangaben verwendet.

VI.11.2 Photometrische Quantifizierung von Nukleinsauren

Die DNA- bzw. RNA-Konzentration einer L6sung wurde photometrisch mit dem Nano-
Drop ® ND-1000-Spektrophotometer bestimmt. Hierzu wurde 1,5 pl einer DNA- bzw. RNA-
Lésung auf das Ende einer optischen Kabel-Faser pipettiert (receiving fiber). Eine zweite
optische Faser (source fiber) wurde mit der Probe in Kontakt gebracht, so dass die
DNA- bzw. RNA-Lésung die Verbindung zwischen den beiden optischen Faser-Enden
bildete. Die Nukleinsdurekonzentration wurde automatisch aus der OD bei 260 nm und
einem fir die DNA bzw. RNA spezifischen Multiplikationsfaktor errechnet.

Das Verhaltnis der Absorption bei 260 nm und 280 nm gibt Auskunft Uber die Reinheit der
DNA. Ein Verhaltnis von 1,8 gilt hierbei als ,rein“ fir eine DNA- Probe, fiir eine RNA-Probe
betragt das Verhaltnis 2,0. Ist das Verhaltnis niedriger als vorher angegeben kann dies ein
Hinweis auf die Anwesenheit von Proteinen, Phenol oder andere Verunreinigungen sein, die
ihr Absorptionsmaximum bei oder in der Nahe von 280 nm besitzen.

VI.11.3 AQualitative Analyse von RNA mit dem Experion Automated
Electrophoresis System

Zur Analyse der Genexpression mittels Mikroarray-Experimenten ist die Qualitéat der
verwendeten RNA von entscheidender Bedeutung. Zur Uberpriifung der RNA-Qualitit wurde
das Experion Automated Electrophoresis System von BioRad verwendet. Dabei werden
kleine Mengen an RNA auf einem Mikrochip analysiert. Der Chip besteht aus einer Anzahl
von Plastikvertiefungen, die Uber eine kleine Glasplatte verbunden sind. Die Glasplatte ist
von einem Netzwerk von Mikrokanalen durchzogen, wobei jeder Kanal mit einer Vertiefung in
Kontakt steht. Zur Vorbereitung werden die Kanéle mit einer Gelldsung beladen und
anschlieBend die RNA-Proben in die entsprechenden Vertiefungen pipettiert. Mit Hilfe der
Elektrophorese-Station wird die RNA nach Anlegen einer Spannung durch die Mikrokanéle
geleitet. Mit diesem ,microfluid“-basierten System ist es méglich, in einem Vorgang eine
RNA-Probe aufzutrennen, zu férben, zu detektieren und zu analysieren.

Far die Analysen wurden Experion RNA StdSens Chips und das Experion RNA StdSens
Analysis Kit verwendet. Zundchst wurden alle Reagenzien fir mindestens 20 min auf
Raumtemperatur erwdrmt. Der RNA-Marker wurde auf Eis aufgetaut. Ein Reinigungschip
wurde mit 800 ul Elektroden-Reiniger luftblasenfrei beflllt, in das Gerat eingesetzt und fir
2 min darin belassen. AnschlieBend wurde ein Wasch-Chip mit 800 pul RNAse-freiem Wasser
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eingesetzt. Die Reinigung erfolgte nun far 5 min. Das Wasser wurde gewechselt und die
Elektroden nochmals fir 2 min gewaschen, bevor sie 1 min bei offenem Gerat getrocknet
wurden.

Vor dem Beladen des RNA StdSens-Chips wurden 600 pl der Gellésung bei 5400 Upm flr
10 min filtriert. Die gefilterte Lésung konnte nun fUr die Analysen verwendet werden. 65 pl
der filtrierten Gellbsung wurden mit 1 pl der Farbelésung gemischt und 9 pl in die
vorgesehene Vertiefung auf dem Chip pipettiert. AnschlieBend wurde der Analyse-Chip in die
Priming-Station eingelegt. Das Verteilen der Gellésung erfolgte fir 1 min. Dann wurden die
entsprechenden Vertiefungen mit 9 pl gefarbter bzw. ungefarbter Gellésung beladen. Alle
anderen Vertiefungen wurden zunachst mit 5 pl Lade-Puffer beflllt, bevor 1 ul RNA-Probe
(max. 500 ng) bzw. 1 pul RNA-Marker, die vorher fir 5 min bei 70°C Hitze-denaturiert wurden,
zugegeben wurde. AnschlieBend wurde der Chip in die Vortex-Station eingespannt, fir 1 min
gemischt, in die Elektrophorese-Station eingelegt und der Analyse-Lauf gestartet. Die
Auswertung erfolgte mit der Experion Software. Nach dem Lauf wurde der Chip entnommen,
die Elektroden durch Einlegen des Wasch-Chips fir 2 min gereinigt und anschlieBend
getrocknet.

VI.11.4 Agarose-Gelelektrophorese

Um DNA-Fragmente nach ihrer GrdBe aufzutrennen wurde eine Agarose-Gelelektrophorese
durchgefuhrt. Das Auftrennungsvermégen ist dabei abhdngig von der eingesetzten
Agarosekonzentration. Es handelt sich bei der Agarose um ein lineares Polymer, das aus
alternierenden D-Galactose- und 3,6-Anhydro-L-Galactose-Resten aufgebaut ist. Diese Reste
bilden je nach Konzentration der Agarose unterschiedlich dichte Netzwerke aus. Durch die
negative Ladung der DNA wandert diese in einem elektrischen Feld zur Anode. Es wird ein
Puffer verwendet, der lonen enthélt und somit den Strom leiten kann. Je kleiner die DNA-
Fragmente sind, desto schneller passieren sie das Agarose-Gel.

Tabelle 14: Puffer fiir die Agarose- Gelelektrophorese

Puffer Konzentration/Menge
TBE-Puffer (10x)

Tris/HCI, pH 8,0 890 mM
Borsaure 890 mM

EDTA 20 mM

vor Gebrauch 1:10 verdiinnen

DNA-Probenpuffer

Ficoll 500 20 %
Xylencyanol FF 0,1 %
Bromphenolblau 0,1 %

In TBE
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Die Agarose wurde vollstandig in 1 x TBE-Puffer durch Aufkochen in der Mikrowelle geldst
und mit Ethidiumbromid, einem interkalierenden Fluoreszenzfarbstoff, in einer
Endkonzentration von 0,25 pg/ml versetzt. Die gefarbte Gellldésung wurde in horizontale
Gelelektrophoresekammern gegossen. Nach Abklhlen und Erstarren der Agaroselésung
wurde das Gel in eine mit 1x TBE-Puffer geflllte Agarosegelkammer gelegt. In die Taschen
des Gels wurden entsprechende Mengen der zur analysierenden Probe, die mit
6 x Probenpuffer versetzt wurde, pipettiert. Der Probenpuffer erhdht die Dichte der DNA-
Lésung, die in die Tasche absinkt und nicht in den Laufpuffer diffundiert. Der Puffer enthalt
die Farbstoffe Xylencyanol und Bromphenolblau, so dass die DNA wéahrend des Laufs
besser verfolgt werden kann. Um die Fragmentgr6Ben bestimmen zu kénnen wurde der
GeneRuler 50 bp DNA ladder bzw. der A DNA/Eco91l (BstE Il) Marker von Fermentas
zusétzlich auf das Gel aufgetragen.

Die Auftrennung der DNA erfolgte bei einer angelegten Spannung von 80 V fur 60-90 min.
Nach der Elektrophorese wurde die DNA durch UV-Licht auf einem Transilluminator (Modell
M-20) sichtbar gemacht und das Gel zur Dokumentation fotografiert.

VI.11.5 Reverse Transkription (RT)

Mit Hilfe des High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems) wurde
RNA in einzelstrangige cDNA umgewandelt.

Bei dieser Methode wurde die MultiScribe™ Reverse Transkriptase verwendet, die cDNA
durch Verwendung von Random-Primern und bei Vorhandensein von RNA synthetisiert. Die
daraus resultierende cDNA konnte als Template fir die quantitative ,real-time“ Polymerase-
Kettenreaktion (QRT-PCR) eingesetzt werden.

In Tabelle 15 ist die Zusammensetzung einer Reaktion zu sehen.

Tabelle 15: Pipettierschema einer Reaktion fiir die cDNA-Synthese

Komponente Volumen pro Reaktion Endkonzentration
10x RT Buffer 2 ul 1x

10x Random Primers 2ul 1x

25x dNTP Mix (100 mM) 0,8 ul 1x
MultiScribe™ Reverse 1ul 50 U
Transcriptase (50 U/ul)

Steriles H,O 4.2 ul

RNA 10 ul

Um das wiederholte Pipettieren kleiner Mengen zu vermeiden wurde ein Master-Mix
angesetzt, dem nur noch die jeweiligen RNA-Proben zugegeben wurden. Der
Reaktionsansatz wurde vorsichtig auf dem Vortex gemischt und durch kurze Zentrifugation
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am Boden des ReaktionsgefaBes gesammelt. Der Ansatz wurde fir 10 min bei 25°C und
anschlieBend bei 37°C fir 2 h inkubiert. Wahrend des ersten Inkubationsschritts konnten die
Primer an die RNA binden, wodurch die reverse Transkription gestartet wurde. Die cDNA-
Synthese fand durch Inkubation bei 37°C statt. An die Inkubationsschritte schloss sich die
Denaturierung der Reversen Transkriptase bei 85°C fir 5 sec an. Danach wurde der
Reaktionsansatz auf 8°C heruntergekuhlt. Alle Inkubationsschritte wurden im Eppendorf
Mastercycler Gradient (Eppendorf) durchgefiihrt. Die cDNA konnte nun bei 2-8°C fir 1-2 h
oder bei —20°C fir langere Zeit gelagert werden.

VI1.11.6 Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

Mit Hilfe der PCR ist es mdglich, lineare doppelstrangige DNA-Fragmente zu vervielfaltigen.
Dazu muss das zu amplifizierende DNA-Fragment von zwei Primern flankiert werden, die als
Start- und Endpunkt der Reaktion dienen. Es handelt sich dabei zu Strang und Gegenstrang
komplementare Oligonukleotide. In Gegenwart von freien dNTPs wird dann der
korrespondierende Gegenstrang durch thermostabile Polymerasen an dem als Matrize

dienenden einzelstrangigen DNA-Strang in 5°— 3’- Richtung synthetisiert.

Die PCR setzt sich aus drei Schritten zusammen: Zuerst wird die doppelstrangige DNA
durch hohe Temperaturen in Einzelstrange aufgeschmolzen (Denaturierung). Nach
Absenken der Temperatur erfolgt die Anlagerung der Primer (Annealing) und als letzter
Schritt, der bei der Optimaltemperatur des verwendeten Enzyms stattfindet, die Neusynthese
des von den Primern eingerahmten DNA-Fragments (Elongation) durch die Polymerase.
Diese Schritte kdnnen beliebig oft wiederholt werden.

In dieser Arbeit wurden sowohl eine eigens hergestellte Tag-DNA-Polymerase als auch die
SAWADY Tag-DNA-Polymerase von peQlab verwendet.

Die Tabelle 16 zeigt einen Standardansatz fir die PCR.

Tabelle 16: Reaktionsansatz fiir die PCR

Komponente Menge
Reaktionspuffer (10x) 2,5 ul
MgCl, (25 mM) 4 ul
dNTP-Mix (10 mM) 2ul
Forward-Primer (10 pmol/pl) 1ul
Reverse-Primer (10 pmol/pl) 1ul
Template-DNA bzw. cDNA 100 ng bzw. 2 pl
SAWADY Tag-DNA-Polymerase (5 U/pul) 0,25 pl

H,0 ad 25 pl
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Die Reaktionen wurden im Mastercycler Gradient (Eppendorf) durchgefiihrt. Das verwendete
PCR-Programm ist der Tabelle 17 zu entnehmen.

Tabelle 17: PCR-Programm

Schritt Temeeratur [°C] Dauer

1 initiale Denaturierung 95 4 min

2 Denaturierung 95 30s

3 Annealing Tm—5 30s } 40x
4 Elongation 72 1 min/kb

5 abschlieBende Elongation 72 4 min

6 Pause 10 oo

Tm = Schmelztemperatur der verwendeten Primer

Die Schritte 2-4 wurden jeweils 40 x wiederholt. Die Elongationszeit ist von der Gr6Be des zu
amplifizierenden Fragments abhangig.

Tabelle 18: Verwendete Oligo-Sets fiir die PCR

Primer/Sonde Sequenz

huGR_sense_1 TTT GCT CCT GAT CTG ATT ATT AAT GAG C
huGR antisense_1 AGC CTG TGT AAC TCA GAG GAA ACATAC
huGR_sense 2 CCT AAG GAC GGT CTG AAG AGC
huGR_antisense 2 GCC AAG TCT TGG CCC TCT AT

VI.11.7 Quantitative “real-time”-PCR (qRT-PCR)

Die quantitative real-time PCR wird zur Quantifizierung einer spezifischen mRNA aus einer
Gesamt-Zell-RNA eingesetzt. Die quantitative Bestimmung der RNA-Menge wird durch die
Zugabe von sequenzspezifischen TagMan-Sonden ermdglicht. Die TagMan-Sonden
besitzen an ihrem 5°-Ende eine Markierung mit einem Reporter-Fluoreszenzfarbstoff
(z.B. 6-Carboxyfluorescein (FAM)), am 3’-Ende ist die Sonde mit einem Quencher
(z.B. Carboxytetramethylrhodamin (TAMRA)) markiert. Ist die Sonde komplementar an die
RNA gebunden senden die Farbstoffe durch ihre rdumliche N&he zueinander keine
Fluoreszenz aus. Da Tag-Polymerasen zusatzlich zu ihrer Polymerase-Aktivitat eine
5°-3’-Exonuklease-Aktivitat besitzen, wird die Sonde wahrend der Extensionsphase der PCR
gespalten, wodurch sich der Fluoreszenzfarbstoff und der Quencher voneinander entfernen
und ein Fluoreszenzsignal messbar wird. Dieses Signal ist direkt proportional zur Menge der
amplifizierten cDNA. Die Quantifizierung erfolgt letztendlich durch den Vergleich der Menge
der gewinschten mRNA mit der Menge einer mRNA eines in der Zelle konstitutiv
exprimierten Referenzgens (z.B. Pol2a).

Ein Ansatz fir die real-time PCR enthielt folgende Komponenten:
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Tabelle 19: Reaktionsansatz fiir die ,,real-time*“ PCR

Komeonente Konzentration/Menge
2x Tag-Polymerase Puffer 12,5 ul
dNTP’s

forward-Oligo 0,4 uM
reverse-Oligo 0,4 uM
Tag-Man Sonde 0,2 uM
Tag-DNA-Polymerase 0,5 ul

cDNA 2 ul

H.O ad 25 pl

Um Pipettierfehler zu vermeiden wurde ein Master-Mix angesetzt, der alle Komponenten
auBer der cDNA enthielt. Zu je 23 pl des Master-Mix wurden dann 2 pl der cDNA in eine
optische 96-Loch-PCR-Platte pipettiert. Fiir jede cDNA-Probe wurde zusétzlich ein zweiter
Ansatz zur Bestimmung der RNA-Menge des Referenzgens analysiert.

Die PCR wurde im iCycler (BioRad) unter folgenden Bedingungen durchgefihrt:

Tabelle 20: Programm fiir die ,,real-time“ PCR

Schritt Temeeratur [°C] Dauer

1 initiale Denaturierung 95 15 min

2 Denaturierung 94 15s

3 Annealing/Extension 60 60 s 40 x
4 Pause 4 oo

Die Fluoreszenzmessung erfolgte in jedem Annealing/Extension-Schritt. Alle Primer-Sonden-
Kombinationen wiesen Effizienzen von 100% (/. 10%) auf. Zur Auswertung der relativen
Expressionen wurde die 242°(M_Methode verwendet (Livak et al., 2001). Dabei wurden die
Schwellenwerte (C(T)-Werte) jeder Probe auf den jeweiligen C(T)-Wert des Referenzgens

normiert.

Tabelle 21: humane Primer/Sonden-Sets fiir die ,,real-time“ PCR

Primer/Sonde Sequenz

Pol2a sense GCACCACGT CCAATGACAT

Pol2a antisense GTG CGG CTG CTT CCATAA

Pol2a Sonde TAC CAC GTC ATC TCC TTT GAT GGC TCC TAT
iNOS sense TGC AGA CAC GTG CGT TAC TCC

iNOS antisense GGT AGC CAG CAT AGC GGA TG

iNOS Sonde TGG CAAGCACGACTTCCGGGTG

S100A8 sense CCA TGC CGT CTACAG GGA TG

S100A8 antisense TAT CCAACT CTT TGA ACCAGACGTC
S100A8 Sonde CTG AAG AAATTG CTAGAG ACCGAGTGTCCTCAGT
Col2A1 sense AGA TTG AGA GCA TCC GCA GC

Col2A1 antisense GCA GAA AAC CTT CAT GGC GTC

Col2A1 Sonde AGA GTG GAG ACT ACT GGA TTG ACC CCA ACC A




S100A8 sense
S100A8 antisense
S100A8 Sonde

TNF-o sense
TNF-o antisense
TNF-o. Sonde

IL-1B sense
IL-1B antisense
IL-1B Sonde
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Primer/Sonde Sequenz
SOX9 sense CAG TAC CCG CACTTG CAC AAC
SOX9 antisense GCT GGT ACT TGT AAT CCG GGT G
SOX9 Sonde CTG GGC AAGCTCTGGAGACTTCTG AACG
IL-8 sense GCC GTGGCTCTCTTG GC
IL-8 antisense TAG CACTCC TTG GCAAAACTGC
IL-8 Sonde CTT CCT GATTTC TGC AGC TCT GTG TGA AGG
RANTES sense ACA CCA GTG GCA AGT GCT CC
RANTES antisense GCACACACTTGGCGGTTCTT
RANTES Sonde ACC CAGCAGTCGTCTTTGTCACCCG
TTP sense ACT TCAGCG CTC CCACTCTC
TTP antisense ACG TCA GGG CTC AGC GAC
TTP Sonde ATG GAT CTG ACT GCC ATC TAC GAG AGC C
PTB sense CCT GAC CAAGGACTACGGCA
PTB antisense TTGAGATCCTCC TCGGAGACT G
PTB Sonde CTC ACC CCTGCACCGCTT CAAGA
HuR sense GTG AAC TAC GTG ACC GCG AAG
HuR antisense GAC TGG AGC CTC AAG CCG
HuR Sonde TGC AGA GAG AGC GAT CAACAC GCT GA
KSRP sense GCATCATTG GGG ATC CTT AC
KSRP antisense TCC GTACTC ATT CCG GTC CC
KSRP Sonde TGG ACATCC TCC GGG AAC GTG ACC
AUF-1 sense GCC TTT CTC CAG ATA CAC CTG AAG
AUF-1 antisense CTT ATT GGT CTT GTT GTC CAT GGG
AUF-1 Sonde TGGTGG TTT TGG TGA GGT GGA ATC CAT A
luc sense AAA AAGTTG CGC GGAGGAG
luc antisense TITTTCTTG CGT CGAGTTTTCC
luc Sonde TGT GTT TGT GGA CGA AGT ACC GAA AGG TCT TAC
Tabelle 22: murine Primer/Sonden-Sets fiir die ,,real-time*“ PCR
Primer/Sonde Seguenz
"Pol2asense = ACC ACG TCC AAT GAT ATT GTGGAG
Pol2a antisense ATG TCA TAG TGT CAC ACA GGA GCG
Pol2a Sonde CTG GGC ATT GAG GCT GTG CGG AA
iNOS sense CAG CTG GGC TGT ACAAACCTT
iNOS antisense CAT TGG AAG TGA AGC GTT TCG
iNOS Sonde CTG GGC ATT GAG GCT GTG CGG AA

CTC CGT CTT CAAGAC ATCGTT TG
TCATTC TTG TAG AGG GCATGG TG
CAA TGC CGT CTG AAC TGG AGA AGG CC

CAT CTT CTC AAAATT CGA GTG ACA A
TGG GAG TAG ACA AGG TAC AAC CC
CAC GTC GTA GCA AAC CAC CAAGTG GA

CAA CCA ACA AGT GAT ATT CTC CAT G
GAT CCA CAC TCT CCA GCT GCA
CTG TGT AAT GAA AGA CGG CAC ACCCACC
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Primer/Sonde Sequenz

IL-6 sense GAG GAT ACC ACT CCC AAC AGACC

IL-6 antisense AAG TGC ATC ATC GTT GTT CAT ACA

IL-6 Sonde CAG AAT TGC CAT TGC ACAACTCTTTTC TCA
MIP-1a sense CTG CAACCAAGT CTT CTC AGC

MIP-1o antisense CTG CCT CCAAGACTC TCA GG

MIP-10 Sonde ACTGCCTGCTGC TTCTCC TACAGCC

VI1.11.8 DNA-Mikroarray-Analyse

Genchips finden vor allem in der Genomanalyse, der Diagnostik und bei der Untersuchung
der differenziellen Genexpression Anwendung. Mit dieser Technik ist es mdglich, die
Expression vieler Gene parallel nachzuweisen. Fir die Analysen dieser Arbeit wurden
Mikroarrays verwendet, die auf synthetisch hergestellten Oligos beruhen. Diese dienen als
Sonden, die an definierten Positionen eines Glasobjekttragers aufgebracht werden. Zunachst
wird die RNA aus dem zu untersuchenden Gewebe isoliert und schlieBlich in einer Reaktion
zu cDNA umgeschrieben und gleichzeitig mit Fluoreszenzfarbstoffen markiert. Diese werden
dann mit den DNA-Mikroarrays hybridisiert. Hierbei bindet die markierte cDNA an ihr
komplementares Gegenstick auf dem Array. Nach verschiedenen Waschschritten wird das
Fluoreszenzsignal jeder Position des Genchips mittels eines Lasers ausgelesen.

oligonucleotides tast reference kgxcimr_ionf
I = .
: . AR laser 2
XX 26

reverse
transcription
abel with
fluor dyes
Al

robotic
printing

computer
hybridize target analysis

to microar ray

Abb. 4: Schematische Darstellung des Ablaufs einer Mikroarray-Analyse

Zur Herstellung eines Arrays werden Oligo-Sonden mittels eines Roboters auf den Mikroarray
aufgebracht. Aus den zu untersuchenden Populationen wird die RNA isoliert. Bei der reversen
Transkription wird die cDNA durch den Einbau fluoreszierender Farbstoffe markiert. Die so markierte
cDNA wird zu gleichen Teilen fir die Hybridisierung mit dem Mikroarray eingesetzt. Die einzelnen
Signale werden mit Hilfe eines Arrayscanners ausgelesen. Die daraus resultierenden Ergebnisse

werden mit Hilfe verschiedener Computerprogramme ausgewertet.
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VI.11.8.1 Isolierung und Markierung der RNA

Zuné&chst wurde die Gesamt-RNA aus tierischem Gewebe wie unter VII.11.1. beschrieben
isoliert. Nachdem die Qualitat der RNA mit dem Experion-System (VI1.11.3.) Gberprift wurde,
wurden 20 ug RNA fir die Markierungsreaktion eingesetzt. Zum Markieren der RNA mit den
Fluoreszenzfarbstoffen Alexa Fluor®555 und Alexa Fluor®647 wurde das SuperScript™ Plus
Direct cDNA Labeling System Kit von Invitrogen verwendet. Zunachst wurde folgender
Reaktionsansatz pipettiert:

Tabelle 23: Reaktionsansatz zur Markierung der RNA (A)

Komeonente Menge
Gesamt-RNA 20 ug
Anchored Oligo(dT)zo Primer (2,5 pg/ul) 2 ul
DEPC-H,O ad 15yl

Dieser Ansatz wurde fir 10 min bei 70°C inkubiert und anschlieBend fir 1 min auf Eis
gehalten. Dann wurden folgende Komponenten zu dem bereits vorhandenen
Reaktionsansatz gegeben:

Tabelle 24: Reaktionsansatz zur Markierung der RNA (B)

Komeonente Menge
5x First-Strand Buffer 6 pl
0,1 MDTT 3ul
10x Nucleotide Mix mit Alexa Fluor®555-aha-dUTP oder 3l
Alexa Fluor®647-aha-dUTP

RNaseOUT™ (40 U/p) 1ul
SuperScript™Ill RT (400 U/pl) 2ul

Die Einzelkomponenten wurden vorsichtig gemischt. Nach der Zugabe der
Fluoreszenzfarbstoffe ist es wichtig, die Reaktionen immer im Dunkeln zu halten, um ein
Ausbleichen zu verhindern. Es folgte eine Inkubation bei 46°C fir 3 h. In diesem Schritt
erfolgte die cDNA-Synthese und —Markierung.

Nach der Synthese wurde durch Zugabe von 15 pl 0,1 M NaOH zu jedem Reaktionsansatz
und einer Inkubation bei 70°C fir 30 min die Original-RNA degradiert. Zur abschlieBenden
Neutralisierung wurde zu jedem Ansatz 15 pl 0,1 M HCI gegeben.

Um CUberschissige Nukleotide und Reaktionspuffer zu entfernen wurde die Fluoreszenz-
markierte cDNA mit dem Purification-Modul aufgereinigt. Dabei wurde der Reaktionsansatz
zunachst mit 700 ul des Binding-Buffers gemischt und auf die Aufreinigungsséaulen gegeben.
AnschlieBend erfolgte eine Zentrifugation bei 5400 Upm fir 1 min. Das Filtrat wurde ein
zweites Mal Uber die Sdule gegeben und schlieBlich verworfen. Dann wurde die S&ule mit
600 pl Wash-Buffer durch Zentrifugation bei maximaler Geschwindigkeit fir 30 sec
gewaschen. Zum Trocknen der Saule wurde die Zentrifugation wiederholt. Um die cDNA zu
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eluieren, wurden 20 pl DEPC-H,O in die Mitte der Saule pipettiert, fir 1 min bei
Raumtemperatur inkubiert und bei maximaler Geschwindigkeit fur 1 min zentrifugiert. Das
Eluat wurde nochmals auf die Saule gegeben, inkubiert und zentrifugiert, um die
Konzentration der markierten cDNA zu erhéhen. Um die Effizienz der Markierung zu
bestimmen wurde diese mit Hilfe des NanoDrop-Spekirophotometers bestimmt. Die
gereinigte cDNA wurde dann bis zur Hybridisierung bei -20°C gelagert.

V1.11.8.2 Hybridisierung des Genchips

Far die Genexpressionsanalysen wurden total-genomische Mus musculus (mouse)
OpArrays™ von Operon mit dem dazugehdrigen OpHyb Hybridization Buffer Kit verwendet.
Diese Genchips enthalten 35 852 Sonden, die 25 000 Gene und etwa 38 000 Transkripte
reprasentieren. Vor der Hybridisierung wurden zunéchst die bendtigten Puffer angesetzt

bzw. nach Herstellerangeben verdiinnt.

Tabelle 25: Puffer fiir die Hybridisierung

Komponente Menge
20x SSPE-Puffer

NaCl 175,39
NaH2P04 27,6 g
EDTA 944
ad H,O 11

pH 7,4 mit NaOH einstellen, 20 min
autoklavieren, vor Gebrauch 1:20 verdiinnen

Waschlésung 1 OpArray Wash B 1:40 mit diH,O
verdlinnen

Waschlésung 2

OpArray Wash A 10 ml
OpArray Wash B 5ml
H,O ad 100 ml

vor Gebrauch auf 42°C erwdrmen

Waschlésung 3

OpArray Wash A 10

H,O ad 100 ml
Waschlésung 4

OpArray Wash A 1 ml

H-0 ad 100 ml

Pra-Hybridisierungspuffer
vor Gebrauch auf 42°C erwdrmen

Die Hybridisierung wurde im Lucidea Slide Pro Hybridizer (Amersham Bioscience)
durchgefiihrt. In Tabelle 26 ist der detaillierte Ablauf der Hybridisierung dargestellt. Zur
Hybridisierung wurden gleiche Teile der fluoreszenzmarkierten cDNA eingesetzt.
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Nach vollstandigem Trocknen der Chips wurden diese entnommen. Die Fluoreszenzsignale
wurden mit dem ScanArray 4000 System detektiert und mit der Software ScanArray Express
4.0 (Perkin-Elmer, Rodgau-Jugesheim) ausgewertet.

Tabelle 26: Ablauf der Hybridisierung

Schritt

Pra-Hybridisierung 60 min, 42°C
Waschen Waschlésung 1
Spilen dest. H,O
Spiilen EtOH absolut
Trocknen 37°C

SSPE-Puffer
Injizieren der markierten cDNA

Hybridisierung 42°C fir16 h

Waschen Waschlésung 2 bei 42°C
Abkuhlen auf Raumtemperatur

Waschen Waschlésung 3
Waschen Waschlésung 4
Trocknen

VI1.11.8.3 Auswertung der Genchips

Zur Bestimmung der Fluoreszenzsignale der einzelnen Spots auf dem Genchip wurde das
Programm ScanArray Express verwendet. Dazu wurde zunéchst im Easy Quant-Modus eine
Vorlage definiert, die dem Design des Arrays entspricht. Dazu wurde die mitgelieferte
Datei verwendet, in der Informationen fir jeden Spot des Arrays hinterlegt sind. Nach
anschlieBender Kontrolle der Positionierung des Gitters konnte der Genchip quantifiziert
werden. Als  Auswertungsmethode  wurde der ,Fixed circle“-Modus, als
Normalisierungsmethode die Total-Methode (Yang et al., 2001) gewahlt. Die so erhaltenen
Ergebnisse wurden als ,.csv“-Datei gespeichert. In dieser Datei sind Informationen wie die
Spotintensitaten des gesamten Genchips gespeichert.

Die weitere Auswertung der Mikroarrays erfolgte mit Hilfe von Mikroarray-Daten-
Verarbeitungsprogrammen, die am Institute for Genomic Research (TIGR) entwickelt
wurden. Zunachst wurde die ,.csv“-Datei im ,Express Converter“-Programm in sogenannte
~mev*-und ,.ann“ (annotation)-Dateien umgewandelt, die fir die Verwendung aller weiteren
Programme benétigt werden. Um weitere Berechnungen durchfiihren zu kénnen, missen die
gewulnschten (,good“ Spots; Gene) von den unerwinschten Informationen (,bad“ Spots;
Puffer, Marker, etc.) unterschieden werden. Dies wird durch eine Markierung mit den
Buchstaben ,A“ und ,C“ erreicht, wobei alle Gene mit einem ,C“ markiert werden. Alle

weiteren Berechnungen werden nur mit den ,,C“-markierten Informationen durchgefihrt.
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Abb. 5: Schematische Darstellung der Auswertung von Mikroarrays

Zur weiteren Normalisierung der Daten wurde das Programm ,TIGR MIDAS* (Microarray
Data Analysis System) verwendet. Es wurde ein 2-Stufen-Normalisierung durchgefiihrt. Im
ersten Schritt wurde fir die ,One Bad Channel Tolerance Policy“ die Einstellung ,generés®
gewahlt. Dabei wird, wenn ein Kanal die Intensitat < 0, der andere Kanal eine Intensitat > 0
aufweist, der Kanal mit der Intensitdt < 0 auf einen Wert gesetzt, der 10% der kleinsten
Intensitat entspricht. So wird verhindert, dass in diesem ersten Berechnungsschritt Daten
verloren gehen, die sich in den verschiedenen Versuchsgruppen stark unterscheiden. Im
zweiten Schritt wurden die Bedingungen stringenter gewahlt, wodurch Spots, deren Intensitat
< 0 ist, fir weitere Berechnungen nicht mehr berucksichtigt werden. In diesem Schritt wurde
die ,LOWESS*“-Normalisierung durchgefihrt. Die so erhaltene Datei konnte fiir alle weiteren
Berechnungen verwendet werden.

Um eine groBere Anzahl an Einzelexperimenten zu erhalten, wurden die Einzelintensitaten
aus der MIDAS-Normalisierung aller durchgeflhrten Genchips auf eine gemeinsame
Gesamtintensitat angeglichen. So war es mdoglich, die Ergebnisse verschiedener Arrays
untereinander zu vergleichen. Die korrigierten Daten wurden anschlieBend mit dem ,Multi
Experiment Viewer” (MeV) statistisch ausgewertet.

Der statistischen Auswertung wurden die korrigierten Daten zugrunde gelegt. Fir die
Analyse wurde zusatzlich die Annotationsdatei benétigt. Nach dem Offnen der beiden
Dateien erhielt man zuné&chst eine sogenannte ,heat-map®, in der die Expressionsstarke
eines einzelnen Gens in den verschiedenen Experimenten nebeneinander dargestellt wird.
Auf diesen Ergebnissen basierend wurde anschlieBend eine ,one-class“-SAM (significance
analysis of microarrays)-Analyse durchgefiihrt. Dabei werden signifikante Gene auf der Basis
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ihrer differentiellen Expression in verschiedenen Experimenten ermittelt. Daflr gilt die
Annahme, dass die Mehrzahl der Gene nicht reguliert wird. Fir die Analyse wurden 500
Permutationen durchgefiihrt. Des Weiteren wurde der g-Value berechnet. Als Ergebnis erhalt
man zundchst eine graphische Darstellung der Analyse (SAM-Graph). Die Anzahl der putativ
falsch signifikanten Gene sollte < 5% der signifikanten Gene betragen. Die aus der SAM-
Analyse resultierenden Ergebnistabellen wurden als Grundlage fir alle weiteren
Berechnungen verwendet.

AbschlieBend wurde zuerst der Logarithmus der Intensitaten in Verhaltnisse umgewandelt.
Nach der Bildung des Mittelwerts und der Standardabweichung der Intensitaten eines Gens
aus den Einzelexperimenten wurden die Gene ermittelt, deren g-Value < 5% und bei denen
der Mittelwert der Verhaltnisse behandelt/unbehandelt > 2 oder < 0.75 war. Nur solche Gene
wurden als signifikant angesehen.

Zur Darstellung der Ergebnisse wurden die Funktionen des ,Panther Classification“-Systems

verwendet.

V1.12 Proteinbiochemische Methoden

VI.12.1 Gewinnung von Proteinextrakten aus Zellen

Analysen der Proteinexpression wurden in Gesamtzellextrakten durchgefiihrt. Dazu wurden
die Zellen mit 200 ul PLB (Passive Lysis Buffer, Promega) lysiert und mindestens 1 h bei -
20°C eingefroren.

VI1.12.2 Quantifizierung von Proteinen

Der Bio-Rad Protein Assay zur Bestimmung von Proteinen beruht auf der Methode von
Bradford (Bradford, 1976). Nach Bindung des Farbstoffs einer sauren Coomassie Brilliant
Blue G-250-Lésung verandert sich deren Absorptionsmaximum von 495 nm auf 595 nm.
Diese Anderung kann photometrisch verfolgt werden.

Fir einen Standardansatz wurden 1-10 pl einer Proteinlésung mit H,O auf ein
Gesamtvolumen von 100 pl verdiinnt. Zu diesem Ansatz wurden 100 pl einer 40 %-igen Bio-
Rad Protein Assay-Lésung zugegeben. Da es sich um eine enzymatische Reaktion handelt,
wurden die Proben fir einige Minuten bei Raumtemperatur inkubiert, bevor die Absorption
bei 595 nm gemessen wurde. Zusatzlich wurde eine Eichgerade mit bekannten
Konzentrationen von BSA erstellt.
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VI.12.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Zur Analyse von Proteinen wurde die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)
verwendet. Bei der Komponente Natriumdodecylsulfat (SDS) handelt es sich um ein
anionisches Detergens. SDS kann alle hydrophoben Gruppen eines Proteins Uber seine
lipophile Kohlenwasserstoffkette binden und so seine negative Ladung auf das Protein
Ubertragen. Dies fuhrt zur Maskierung der eigentlichen Ladung des Proteins und stellt sicher,
dass alle Proteine ein nahezu identisches Ladung-Masse-Verhéltnis erhalten. Infolgedessen
werden die Proteine in einem SDS-Polyacrylamidgel fast ausschlieBlich nach ihrem
Molekulargewicht aufgetrennt (Laemmli, 1970).

Ein SDS-Polyacrylamidgel besteht aus einem kurzen Sammelgel und einem langen Trenngel.
Auf das niederprozentige, weitporige Sammelgel werden die Proteinproben aufgetragen und
nach Anlegen einer elektrischen Spannung konzentrieren sich die Proben an der Trennlinie
zwischen Sammel- und Trenngel. Im engporigen Trenngel werden die Proben dann nach

ihrem Molekulargewicht aufgetrennt.

Zur Herstellung eines SDS-Gels wurden zwei Glasplatten sorgfaltig mit Ethanol gereinigt, zu
einem Sandwich zusammengebaut und in eine Halterung zum GieBen des Gels
eingespannt. Zunachst wurde das Trenngel gegossen. Die genaue Zusammensetzung ist
Tabelle 27 zu entnehmen.

Tabelle 27: Pipettierschema fiir Trenngele

%iges Gel 7,5 % 10 % 15%
Komponente
30:0,8 2,8 ml 3,75 ml 5,5 ml
Acrylamid/Bisacrylamid
H,O 5,8 ml 4,5 ml 2,5 ml
1,5 M Tris/HCI pH 8,8 2,8 ml 2,8 ml 2,8 ml
10% SDS 112 pl 112 pl 112 ul
TEMED 7,5 pl 7,5 pl 7,5 pl
10% APS 75 pl 75 pl 75 pl

Nach dem GieBen des Trenngels wurde dieses vorsichtig mit Wasser Uberschichtet, um eine
gerade Grenzlinie zwischen Trenn- und Sammelgel zu erhalten. Die Polymerisierung erfolgte
bei Raumtemperatur. Das Wasser wurde vorsichtig mit einem Filterpapier entfernt, bevor das
Sammelgel auf das Trenngel gegossen wurde. Die Acrylamidkonzentration betrug 4%, so
dass eine weitere PorengrdBe entstand. Die Zusammensetzung des Sammelgels ist Tabelle
29 zu entnehmen.
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Tabelle 28: Zusammensetzung des Sammelgels (4%)

Komeonente Menge
30:0,8 Acrylamid/Bisacrylamid 650 ul
H.O 3,05 ml
0,5 M Tris/HCI pH 6,8 1,25 ml
10 % SDS 50 pl
TEMED 6,5 pl
10% APS 33 pl

Die Sammelgel-Mischung wurde bis zum Rand der Glasplatten eingefullt und ein Kamm
luftblasenfrei eingesteckt. Nach dem Auspolymerisieren des Gels wurde der Kamm wieder
entfernt. Das Gel wurde in die Gelkammer eingesetzt und die Gelkammer mit
1 x Laufpuffer geflllt. In die Geltaschen wurden nun die Proteinproben aufgetragen. Dazu
wurden die Proben mit Laemmli-Probenpuffer gemischt und 5 min bei 95°C inkubiert. Nach
der Denaturierung der Proteinproben wurden diese kurz bei Raumtemperatur in der
Tischzentrifuge (Hermle Z233 M-2) zentrifugiert. Nicht verwendete Taschen wurden mit
SDS-Probenpuffer geflllt, um ein gleichmaBiges Laufverhalten zu gewahrleisten. Zur
Bestimmung der Proteingr6Ben nach der Auftrennung wurde ein Molekulargewicht-Standard
( BenchMark™ Protein ladder, Invitrogen) aufgetragen. Es wurde eine Spannung von 80 V

angelegt.

Tabelle 29: Puffer und Lésungen fiir die SDS-PAGE

Komponente Menge/Konzentration
Lauf-Puffer (5x)

Tris 159

Glycin 729

SDS 59

HQO ad 11

Vor Gebrauch 1:5 verdiinnen

Laemmli-Probenpuffer (5x)

Tris/HCI pH 6,8 312,5 mM
EDTA 5 mM
Glycerin 50 %
SDS 15 %
Bromphenolblau 0,015 %
DTT 40 mM

VI1.12.4 Imnmunodetektion mittels Western Blot

In Western Blot-Analysen kdnnen Proteine aus einem Proteingemisch mit Hilfe von
spezifischen Antikérpern detektiert werden (Burnette, 1981; Towbin et al., 1992). In einem
SDS-Gel aufgetrennte Proteine werden in einem senkrecht zum Gel angelegten elektrischen
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Feld auf eine Nitrocellulose-Membran transferiert. AnschlieBend kann das Protein mit
spezifischen Antikérpern (Primarantikérper) detektiert werden. Der entstandene Antigen-
Antikdrper-Komplex wird dann mit Hilfe eines enzymgekoppelten Sekundarantikdrpers, der
meistens gegen die Fc-Bereiche des Primarantikérpers gerichtet ist, sichtbar gemacht. Das
an den Sekundarantikérper gebundene Enzym, meistens eine Peroxidase, katalysiert die
Umsetzung eines zugegebenen Substrats zu seiner oxidierten Form, bei der eine
Lumineszenz detektiert werden kann. Die Visualisierung erfolgt schlieBlich durch Belichtung
eines Positivfilms.

Um eine Antikérperdetektion von Proteinen durchfihren zu kénnen, wurden die Proteine
zuerst mittels SDS-PAGE (VI1.12.3) aufgetrennt und anschlieBend auf eine Nitrocellulose-
Membran (Millipore) transferiert. Die Membran wurde auf GelgréBe zugeschnitten und durch
Schwenken in Transferpuffer aktiviert. Zusatzlich wurde 3MM Whatmann-Papier auf GelgréBe
zurechtgeschnitten. Die Membran und die Filterpapiere werden ebenfalls vor dem
Zusammenbau in Transferpuffer &quilibriert. AnschlieBend wurde der Blot wie in
Abbildung 6 zusammengesetzt.

Tabelle 30: Lésungen fiir die Detektion mittels Western Blot

Komponente Menge/Konzentration
Transferpuffer
Tris/HCI, pH 7,8 25 mM
Glycin 960 mM
Methanol 20 %
Ponceau S-Farbelésung
Ponceau S 0,5 %
Eisessig 1%
TBS
Tris/HCI, pH 7,8 10 mM
NaCl 150 mM
Waschpuffer (TBST)
Tween-20 0,1 %
in TBS
Blockierungslésung
Milchpulver 5%
in TBST

Es muss darauf geachtet werden, dass sich zwischen dem SDS-Gel und der Nitrocellulose-
Membran keine Luftblasen befinden, da sonst der Transfer der Proteine aus dem Gel auf die
Membran beeintrachtigt wird. Der Transfer erfolgte 1-1,5 Stunden bei 12 V.
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Kathode

! ] 3 Lagen 3MM Whatman

D—— SDS-Gel
Nitrocellulose-Membran
i i 3 Lagen 3MM Whatman

Anode

Abb. 6: Aufbau eines Western Blots
Zum Transfer von Proteinen von einem SDS-Gel auf eine Nitrocellulose-Membran wurde der Westernblot in
angegebener Reihenfolge zusammengesetzt.

Nach erfolgtem Transfer wurde die Nitrocellulose-Membran zunachst fur einige Minuten mit
Ponceau S-Lésung gefarbt, um die Transfereffizienz zu kontrollieren. AnschlieBend wurde
die Membran durch Spilen mit Wasser wieder entfarbt. Um unspezifische Bindungsstellen
zu blockieren, wurde die Membran 60 min bei Raumtemperatur in 5 ml Blockierungslsung
inkubiert. AnschlieBend wird die Membran mit den entsprechenden Priméarantikdrpern, die in
Blockierungslésung verdiinnt wurden, tberschichtet und tGber Nacht bei 4°C geschwenkt. Die
Membran wurde nach der Antikérperinkubation 5 x fir je 5 Minuten mit Waschpuffer
gewaschen, um den Primarantikbrper zu entfernen. Der Blot wurde dann mit dem
entsprechenden  Peroxidase-gekoppelten  Sekundarantikbrper, der ebenfalls in
Blockierungslésung verdiinnt wurde, Uberschichtet. Die Inkubation erfolgte fir 1 h bei
Raumtemperatur. Nach erneuten Waschschritten mit Waschpuffer und TBS konnte der Blot
mit Hilfe des ECL-Systems (Western Lightning Chemiluminescence Reagent Plus, Perkin
Elmer) detektiert werden. Die dabei entstandene Chemilumineszenz wurde auf einen

Réntgenfilm Gbertragen.

V1.12.5 Immunodetektion mit dem Proteome Profiler™ (R&D Systems)

Zur Analyse pro-inflammatorischer Mediatoren in Gewebeproben von M&usen wurde das
,Mouse Cytokine Array Panel A“ von R&D Systems verwendet. Mit diesem Kit ist es mdglich,
die Expression vieler Zytokine und Chemokine gleichzeitig in einer Probe zu messen. Dies
wird durch spezifische Antikérper ermdéglicht, die in Duplikaten auf Nitrocellulose-Membranen
aufgebracht wurden.

Zur Herstellung der Zelllysate wurde das Gewebe in Lyse-Puffer mit Hilfe eines Ultraturrax
homogenisiert und anschlieBend bei 4°C fir 30 min auf einem ,end-over-end“-Schdittler
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inkubiert. Um Zellrlickstande aus der Probe zu entfernen, wurden die Proben bei 13000 Upm
und 4°C fiir 5 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein neues ReaktionsgefaB tberfiihrt.
Zur Bestimmung der Proteinmenge wurde ein BioRAD Protein Assay (VI1.12.2) durchgefihrt.
Zur Analyse wurden gleiche Mengen an Protein verwendet. Die Proben wurden
anschlieBend bei -80°C gelagert.

Alle Reagenzien wurden auf Raumtemperatur gebracht, die Proteinproben wurden auf Eis
aufgetaut. Zunachst wurden 2 ml des Array Buffer 6 in jede Kammer der Auffangschale
gegeben. Die Membranen wurden anschlieBend in jeweils eine Kammer gelegt und fir eine
Stunde bei Raumtemperatur geschwenkt. Die Proteinproben wurden mit Array Buffer 4 auf
ein Gesamtvolumen von 1,5 ml aufgefillt, mit 15 pl des Cytokine Array Panel A Detection
Antibody Cocktail gemischt und fir eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend
wurde der Puffer aus der Auffangschale vorsichtig entfernt und die vorbereiteten
Proteinproben auf die Membranen gegeben. Die Inkubation erfolgte bei 4°C Uber Nacht auf
einem Schiittler. Die Membranen wurden nach der Inkubation enthommen und in separaten
Schalen drei Mal mit jeweils 20 ml Wash Buffer fir 10 min gewaschen. Der Peroxidase-
gekoppelte Streptavidin-Antikérper wurde in Array Buffer 5 verdinnt und jeweils 1,5 ml in
jede Kammer der Auffangschale pipettiert. Die Membranen wurden wieder in die
Auffangschale Uberfihrt und fir 30 min bei Raumtemperatur geschwenkt. Nach erneutem
Waschen wurden die Membranen mit dem ,Western Lightning Chemiluminescence Reagent*
Plus Uberschichtet und eine Minute inkubiert. Die Detektion erfolgte durch Exposition von
Réntgenfilmen.

Tabelle 31: Reagenzien und Lésungen fiir den Proteome ProfilerTM

Komponente Menge/Konzentration
Lyse-Puffer

NP-40 1%

Tris/HCI pH 8 20 mM

NaCl 137 mM

Glyzerin 10%

EDTA 2mM

Aprotinin 10 pg/ml

Leupeptin 10 pgml

Array Buffer 4

Array Buffer 5

Array Buffer 6

Detection Antibody Cocktail in 100 pl H.O Iésen

25x Wash Buffer vor Gebrauch 1:25 mit H,O verdlinnen

Streptavidin-HRP vor Gebrauch 1:2000 in Buffer 5 verdiinnen
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VI.13 Tierexperimente

In den verschiedenen Experimenten wurden Mause aus Inzuchtstdmmen verwendet. Alle
Tiere wurden im institutseigenen Tierstall gezlichtet.

TCR-Btg-Méause (H-2% Dr. L. Mori, Exp. Immunologie, Kantonsspital (Basel)
C57BL/6-Mause (H-2°) ZNTE

Die Haltung der Mause erfolgte unter kontrolliert pathogenfreien Bedingungen mit einem
Tag-Nacht-Zyklus von 12 Stunden. Die Tiere hatten standigen Zugang zu Futter und
Wasser.

VI.13.1 Blutentnahme zum Nachweis von Zelloberflichenmolekiilen mittels
FACS-Analysen (fluorescence activated cell sorting)

Die Expression verschiedener Oberflachenmolekile auf Zellen kann mittels direkter oder
indirekter Immunfluoreszenz nachgewiesen werden. Fluoreszenzzytologische
Untersuchungen wurden mit Antikdrpern gegen Oberflachenmolekile durchgeflhrt, die
entweder direkt mit Fluoreszenzfarbstoffen markiert waren oder indirekt mittels markierter
Sekundarreagenzien. In der vorliegenden Arbeit wurden Fluoresceinisothiocyanat (FITC) und
Phycoerythrin  (PE) als Fluoreszenzfarbstoffe —verwendet. In einem FACScan-
Durchflusszytometer (Becton Dickinson, Mountain View, CA, USA) wurden die
Fluoreszenzfarbstoffgruppen mit einem Argon-Laserstrahl (488 nm) angeregt und die
Lichtemission gemessen. Detektiert wurde hierbei die Starke der Ableitung der Zellen im
elektrischen Feld, die proportional zur Menge der gebundenen Fluoreszenzmolekule und
damit zur Dichte des spezifisch zu detektierenden Antigens auf der Zelloberflache ist. Da
diese Detektion auf Einzelzellebene geschieht, liefert die FACS-Analyse nicht nur eine
qualitative Aussage Uber das Vorhandensein bestimmte Oberflachenantigene, sondern lasst
auch auf die Expressionsstarke des Antigens auf den einzelnen Zellen schlieBen. Als
Ergebnis ist die relative Anzahl der fluoreszierenden Zellen gegen die Intensitat der
Fluoreszenz dargestellt.

Die Typisierung der TCR-Btg-Mause erfolgte durch indirekte Doppelfluoreszenzfarbung von
TCR-VB42 und CD4. Die zu testenden Zellen wurden wie folgt vorbereitet:

Durch Anritzen der Schwanzvene wurde den Mausen 3-4 Tropfen Blut enthommen und in
1 ml EDTA-Puffer aufgefangen. Die zellularen Bestandteile des Blutes wurden far 5 min bei
2500 Upm abzentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen. Die Zellen wurden anschlieBend
in 4 ml kaltem ACK-Puffer resuspendiert und fir 5 min bei 4°C inkubiert. Nach erneuter
Zentrifugation wurde der Uberstand ebenfalls verworfen. Die Monozyten des peripheren
Blutes wurden auf eine 96-Loch-Spitzbodenplatte Uberflhrt, abzentrifugiert (2200 Upm,
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2 min, 4°C), die Uberstande dekantiert und die Zellen mit jeweils 100 pl GM-Puffer
gewaschen. AnschlieBend wurden die Zellen in jeweils 50 pul GM-Puffer mit anti-TCR-V[3.-
mAK (10 pg/ml) resuspendiert. Nach der Inkubation fiir 20 min bei 4°C wurden die Zellen
abzentrifugiert, zwei Mal mit 100 pul GM-Puffer gewaschen und anschlieBend mit anti-Maus-
lgG-FITC flr 20 min und 4°C inkubiert. Nach zweimaligem Waschen der Zellen wurden
diese in je 50 pl GM-Puffer mit Phycoerythrin-konjugiertem anti-CD4-Antikdrper oder
Isotypkontroll-Antikdrper (Maus-lgG.,, PE-konjugiert) fir 20 min bei 4°C inkubiert. Die
Isotypkontrolle diente spéater der Einstellung des Durchflusszytometers und der Bestimmung
der unspezifischen Fluoreszenz. AbschlieBend wurden die Zellen erneut zwei Mal mit 100 pl
GM-Puffer gewaschen und in 400 ul GM-Puffer in sterile FACS-Réhrchen Uberfihrt. Bis zur
Analyse wurden die Zellen bei 4°C und dunkel gehalten, um ein Ausbleichen der der
Fluoreszenzfarbstoffe zu verhindern.

Die Messungen erfolgten an einem FACScan.

Tabelle 32: Puffer fiir die FACS-Analysen

Komeonente Menge/Konzentration
EDTA-Puffer

EDTA 30 mM

NaNj; 0,01 %

in PBS

ACK-Puffer

NH,4CI 150 mM

KHCO4 1 mM

EDTA 0,1 mM

in H,O pH auf 7,3 einstellen
GM-Puffer

BSA 0,5%

EDTA 5 mM

NaN; 0,01 %

in PBS

Antikérper

anti-Maus CD4-PE (L3T4)(H129.19) 1:400 in GM-Puffer
anti-Maus-1gG.,-PE 1:400 in GM-Puffer
anti-Maus-IgG4-FITC 1:200 in GM-Puffer
anti-Maus-TCR-VpB, 1:100 in GM-Puffer

VI.13.2 Immunisierung von Mausen mit Kollagen Typ Il zur Induktion einer
Arthritis
Zur Induktion der Kollagen-induzierten Arthritis (CIA) wurden Mause des TCR-Btg-Stammes

verwendet. Dieser Stamm ist aufgrund der Expression einer transgenen T-Zellrezeptor-f-

Kette eines Kollagen Typ Il (Cll)-spezifischen, arthritogenen T-Zellklons besonders



VI. Material und Methoden 67

empfindlich gegeniber einer Immunisierung mit heterologem Kollagen Typ Il (CIl). CII wird
von Chondrozyten synthetisiert und kommt nur in der extrazellularen Matrix der Knochen und
des Knorpels vor. Cll stellt das potentielle Autoantigen bei der rheumatoiden Arthritis dar.

Zur Immunisierung wurde eine Emulsion aus gleichen Teilen einer wassrigen ClI-Lésung
(4 mg/ml in 0,01 M Essigsaure, 1:1 mit PBS (1x) verdinnt) und CFA hergestellt, das aus
einer Mineral6lfraktion und Hitze-inaktivierten Mycobakterien besteht. Die Vermischung
erfolgte unter Kiihlung auf Eis mit Hilfe eines Ultraturrax. Die fertige Emulsion enthielt eine
Konzentration von 1 mg/ml CIl. Jedem Tier wurden 200 pl Emulsion (entspricht 200 pg Cll)
intradermal (i. d.) mittels 1 ml Spritze und Kandile (0,40 x 12 mm, 27G x V2" Luer-Lock) in die
Haut beider Ohrmuscheln und an einer Seite des Rickenfells in der Ndhe der Schwanzbasis
injiziert. An Tag 11 und Tag 21 nach der Immunisierung erhielten alle Tiere eine zuséatzliche
Injektion (boost) von 100 pg CllI-Emulsion in die Schwanzbasis.

Tabelle 33: Lé6sungen und Reagenzien fiir die Immunisierung

Komeonente Menge/Konzentration
Essigsaure 0,01 M
Cll-Lésung 4 mg/mlin 0,01 M Essigsaure

Complete Freund's Adjuvant

VI1.13.3 Bestimmung des Arthritisindex

Die Mause wurden regelmaBig auf sichtbare Verdnderungen im Bereich der Extremitaten
untersucht. Als Arthritis-positiv. wurden Mause bewertet, bei denen entweder eine
beginnende Schwellung im Bereich des Kndchels oder der Pfote erkennbar war oder
mindestens ein peripheres Gelenk eine Schwellung zeigte. Die Bewertung der Schwere einer
Arthritis basierte auf folgendem Schema:

Tabelle 34: Bestimmung des Arthritisindex

Index Merkmale

Normale Gelenke

Schwellung an einem Interphalangeal-Gelenk

Schwellung an 2 - 3 Interphalangeal-Gelenken

Schwellung des Kndchelbereichs und des Metatarsus/-carpus

Extensive Schwellung der gesamten Pfote, eingeschrénkte Beweglichkeit

AWN—=O

Entsprechend der dargestellten Klassifizierung wurde far alle Extremitaten aller Tiere einer
Experimentalgruppe ein Einzelindex pro Pfote vergeben. Aus der Summe der vier
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Einzelindizes ergab sich der Arthritisindex (maximal 16) fur Einzeltiere. Der mittlere
Arthritisindex errechnete sich durch Addition der Arthritisindizes aller Tiere einer
Experimentalgruppe dividiert durch die Gesamtzahl der Tiere dieser Gruppe. Die Arthritis-

Schwere kommt als mittlerer Arthritisindex zum Ausdruck.

VI1.13.4 Behandlung der Kollagen-induzierten Arthritis

Die therapeutische Behandlung der Kollagen-induzierten Arthritis wurde an Tag 21 nach der
Immunisierung begonnen. Zu diesem Zeitpunkt zeigten die M&use deutlich klinische
Arthritissymptome.

Die Tiere wurden jeden zweiten Tag mit Dexamethason, S-Curvularin in den angegebenen
Konzentrationen oder dem Lésungsmittel fir 14 Tage behandelt. Alle 4 Tage wurden Tiere
aus allen Versuchsgruppen zur Organentnahme getétet. Weiterhin wurde der Arthritisindex

bestimmt.

Tabelle 35: Substanzen fiir die Behandlung der CIA

Komponente Konzentration/Menge
Dexamethason 5 mg/ml in EtOH
vor Gebrauch 1:10 in PBS verdiinnen

S-Curvularin 10 mg/ml in EtOH
vor Gebrauch 1:10 in PBS verdiinnen

VI.13.5 Lipopolysaccharid (LPS)-induziertes Inflammationsmodell

Lipopolysaccharide sind Bestandteile der &uBeren Membran gramnegativer Bakterien und
wirken in Sdugerzellen als Pyrogene. Durch intraperitoneale Applikation von LPS wurde eine

akute systemische Inflammation in den Mausen ausgeldst.

Tabelle 36: L6sungen und Substanzen fiir die Induktion einer akuten Entziindungsreaktion

Komeonente Konzentration/Menge
NaCl 0,9 %

LPS 0,5 mg/mlin 0,9 % NaCl
Dexamethason 5 mg/ml in EtOH

vor Gebrauch 1:10 in PBS verdiinnen

S-Curvularin 3, 10 und 30 mg/ml in EtOH
vor Gebrauch 1:10 in PBS verdiinnen

EtOH/PBS Verhéltnis 1:10
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Zur Behandlung wurden die Tiere zundchst mit Dexamethason, S-Curvularin in den
angegebenen Konzentrationen oder dem Ldsungsmittel als Kontrolle flr zwei Stunden
vorbehandelt. AnschlieBend wurde die akute Inflammation durch intraperitoneale Injektion
von LPS (5 pg/g Kérpergewicht) induziert. Nach weiteren sechs Stunden wurden die Tiere
zur Organentnahme getotet.

VI.14 Statistik

Zur statistischen Auswertung der Experimente wurde das Computerprogramm StatView
(ABACUS) verwendet. Erhaltene Messwerte wurden zunachst mit ANOVA (analysis of
variance) und anschlieBend mit dem Fisher's PLSD (,protected least significance
difference®)-Test analysiert. Dabei wurden p-Werte mit p< 0,05 als signifikant angesehen.
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VIl. Ergebnisse

VII.1  Analyse der iNOS-Expression in humanen C-28/I2-
Chondrozyten

VIl.1.1 Die iNOS-Expression in C-28/12-Chondrozyten ist abhangig vom
Differenzierungsgrad der Zellen

In der Pathogenese der rheumatoiden Arthritis (RA) ist die Uberexpression pro-
inflammatorischer Gene, wie die der iINOS, von entscheidender Bedeutung. Die genauen
Wirkmechanismen der iNOS im Krankheitsbild der RA sind jedoch noch weitestgehend
ungeklart. Deshalb sollten im Rahmen dieser Arbeit die Regulation der iINOS-Expression in
humanen C-28/12-Chondrozyten als in vitro-Modell fir entzindliche Gelenkerkrankungen
untersucht werden.

Um physiologische Bedingungen zu imitieren, wurden die Zellen in Alginatperlen kultiviert,
was den Zellen ermdglichte, in einem 3-dimensionalen Raum zu wachsen. Zum Vergleich
wurden Zellen in Monolayer-Kultur verwendet.

Zunachst wurde untersucht, ob die Zelldichte einen Einfluss auf die iINOS-Expression ausubt.
Dazu wurden die Zellen entweder in Monolayer- oder Alginatkultur fur einen (d1), zwei (d2)
oder sechs (d6) Tage inkubiert. Die Zellen wurden dann nach 18-stindiger Inkubation in
Serum-freiem Medium mit einem Zytokingemisch (CM) aus TNF-a (10 ng/ml), IFN-y
(100 U/ml) und IL-1B (50 U/ml) fir sechs Stunden behandelt, um die iINOS-Expression zu
induzieren. Nach dieser Stimulationszeit ist die maximale INOS-Expression zu erwarten.
Kontrollzellen (CO) wurden fir die gleiche Zeit in Serum-freiem Medium inkubiert. Nach
Isolation der RNA wurde diese mittels einer reversen Transkription zu cDNA umgeschrieben
und fir gPCR-Analysen mit einer Sonde gegen die INOS-mRNA eingesetzt. Zur Auswertung
wurde die iINOS-mRNA-Expression in Zytokin-behandelten Zellen, die einen Tag kultiviert
wurden, als 100% gesetzt.

In Kontrollzellen ist weder in der Alginat- noch in der Monolayerkultur eine signifikante iNOS-
mRNA-Expression detektierbar (Abb. 7A und B). Nach Zugabe des Zytokingemischs wird die
iINOS-mRNA-Expression induziert. Eine signifikante Erhéhung der iNOS-mRNA-Expression
nach Zytokinbehandlung ist erst nach einer Kulturdauer von sechs Tagen unter beiden
Kulturbedingungen zu erkennen. Da keine Unterschiede in der Stérke der iNOS-Expression
zwischen der Alginat- und Monolayer-Kultur gefunden werden konnten, wurden weitere
Analysen mit Zellen durchgeflhrt, die fur sechs Tage als Monolayer kultiviert wurden
(,superkonfluent®).
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Abb. 7: Die Induktion der iNOS-Expression in C-28/12-Zellen ist abhéangig von der Zelldichte

C-28/12-Zellen wurden fiir einen (d1), zwei (d2) oder sechs (d6) Tage in Monolayer- oder Alginatkultur kultiviert.
AnschlieBend wurde die iINOS-Expression flr sechs Stunden mit einem Zytokingemisch (CM) induziert.
Kontrollzellen (CO) wurden nicht mit CM behandelt. Dann wurde die RNA isoliert bzw. Zellen mit PLB fir die
Proteinanalyse lysiert.

(A) Auswertung von sechs unabhéngigen gRT-PCR-Analysen. Die Saulen (Mittelwert + SEM) repréasentieren
relative iINOS-mRNA-Mengen in Bezug auf die iINOS-mRNA-Menge in CM-behandelten Zellen nach d1 in
Alginatkultur (+*: p<0,01; ns: nicht signifikant verschieden von CM-inkubierten C-28/12-Zellen nach einem Tag in
Alginatkultur).

(B) Auswertung von sechs unabhéngigen gqRT-PCR-Analysen. Die Saulen (Mittelwert + SEM) repréasentieren
relative iINOS-mRNA-Mengen in Bezug auf die iINOS-mRNA-Menge in CM-behandelten Zellen nach d1 in
Monolayerkultur (+###: p<0,001; ns: nicht signifikant verschieden von CM-behandelten C-28/12-Zellen nach einem
Tag in Monolayerkultur).

(C) Repréasentativer Blot flr drei weitere, unabhéngige Western-Blot-Analysen mit 60 ug Gesamtproteinextrakt

von C-28/12-Zellen und monoklonalen Antikérpern gegen iNOS und a-Tubulin.
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Zur Analyse der iINOS-Proteinexpression wurden die Zellen mit PLB lysiert und anschlieBend
in Western-Blot-Analysen mit einem monoklonalen Antikdrper gegen iNOS detektiert. Als
Ladungskontrolle wurde die Expression von o-Tubulin bestimmit.

Auch auf Proteinebene ist eine deutliche INOS-Expression erst nach einer Kulturdauer von
sechs Tagen detektierbar (Abb. 7C).

Um zu sehen, ob die Zellen wahrend des 6-tdgigen Wachstums Differenzierungsprozesse
durchlaufen, wurde die mRNA-Expression von COL2A und SOX9, zwei Genen, deren
Expression wahrend der chondrogenen Differenzierung erhdht ist, in den bereits
vorhandenen Proben von unbehandelten C-28/12-Zellen mittels qRT-PCR-Analysen

untersucht.
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Abb. 8: Die Expression von Chondrozyten-Marker-Genen ist abhéngig von der Zelldichte

C-28/12-Zellen wurden fiir einen (d1), zwei (d2) oder sechs (d6) Tage kultiviert und RNA isoliert. Dargestellt ist die
Auswertung von vier unabhangigen qRT-PCR-Analysen.

(A) Die Saulen (Mittelwert + SEM) repréasentieren relative COL2A1-mRNA-Mengen in Bezug auf die COL2A1-
mRNA-Menge in Zellen, die fir einen Tag (d1) kultiviert wurden (x*#: p<0,001; ns: nicht signifikant verschieden
von flr einen Tag kultivierte C-28/12-Zellen).

(B) Die Saulen (Mittelwert + SEM) reprasentieren relative SOX9-mRNA-Mengen in Bezug auf die SOX9-mRNA-
Menge in Zellen, die fir einen Tag (d1) kultiviert wurden (*#: p<0,01; ns: nicht signifikant verschieden von fir
einen Tag kultivierte C-28/12-Zellen).
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Die mRNA-Expression beider Gene nimmt dabei ebenfalls mit der Kultivierungsdauer zu
(Abb. 8). Die INOS-Expression scheint demzufolge von der Zelldichte bzw. des
Differenzierungsgrads der Chondrozyten abhéngig zu sein.

VII.1.2 Die Induktion der iNOS-Expression ist abhangig von den verwendeten
Zytokinen und der Dauer der Zytokin-Behandlung

Es ist bereits bekannt, dass in humanen primaren Chondrozyten als auch in aus humanen
mesenchymalen Stammzellen differenzierten Knorpelzellen (hMSC; human mesenchymal
stem cells) eine Inkubation mit IL-1p alleine zu einer Induktion der iINOS-Expression flhrt.
Die humanen Kolonkarzinomzellen DLD-1 bendétigen hingegen dazu ein komplexes Gemisch
aus TNF-a, IFN-yund IL-13 (CM).

Zur Untersuchung der Abhangigkeit der iNOS-Induktion von verschiedenen Zytokinen
wurden superkonfluente immortalisierte C-28/12-Zellen mit IL-1 (50 U/ml), IFN-y (100 U/ml)
oder TNF-a (10 ng/ml) alleine oder in verschiedenen Kombinationen nach
vorangegangenem 18-stindigem Wachstum in Serum-freiem Medium flr sechs Stunden
inkubiert. Zur Kontrolle wurden Zellen (CO) in Serum-freiem Medium kultiviert. gRT-PCR-
Analysen zur Ermittlung der iNOS-mRNA-Expression wurden nach Isolation der RNA
durchgefiihrt. Zur Auswertung wurde die INOS-mRNA-Menge in mit CM-stimulierten Zellen
(CM) als 100% gesetzt.

Die Ergebnisse zeigen, dass die Behandlung der Zellen mit dem Zytokingemisch (CM) aus
IL-1B (50 U/ml), IFN-y (100 U/ml) und TNF-a (10 ng/ml) zu einem maximalen Anstieg der
iINOS-mRNA-Expression in humanen C-28/12-Chondrozyten flihrt (Abb. 9). Eine Inkubation
mit den einzelnen Zytokinen hatte keinen Effekt auf die INOS-mRNA-Menge. Eine
Behandlung der Chondrozyten mit IFN-y in Kombination mit IL-1B bzw. TNF-a fUhrte zu einer
geringen, aber nicht signifikanten Induktion der iINOS-mRNA-Expression im Vergleich zu
unbehandelten Kontrollzellen (CO), erreichte jedoch nur etwa 20% von der iINOS-mRNA-
Menge der CM-behandelten Zellen.
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Abb. 9: Die maximale Induktion der iINOS-mRNA-Expression wird durch die Behandlung mit einem
Zytokingemisch (CM) erreicht

C-28/12-Zellen wurden mit einzelnen Zytokinen, verschiedenen Kombinationen oder einem Zytokingemisch aus
TNF-a, IL-1B und IFN-y (CM) fir sechs Stunden behandelt. Kontrollzellen (CO) wurden in Serum-freiem Medium
gehalten. Gezeigt ist die Auswertung zwei unabhangiger qRT-PCR-Analysen. Saulen (Mittelwert + SEM)
reprasentieren relative INOS-mRNA-Mengen in Bezug auf die iINOS-mRNA-Menge in CM-behandelten C-28/12-

Zellen (#**: p<0,001 vs. CM-inkubierten C-28/12-Zellen; ns: nicht signifikant verschieden von Kontrollzellen).

Um die Zeitabhangigkeit der Zytokin-vermittelten iNOS-Induktion zu untersuchen, wurden
superkonfluente C-28/I12-Zellen nach 18-stiindiger Inkubation in Serum-freiem Medium fir
zwei (2 h), vier (4 h), sechs (6 h), acht (8 h) und 24 (24 h) Stunden mit dem Zytokingemisch
(CM) behandelt. Kontrollzellen (CO) wurden die gesamte Zeit in Serum-freiem Medium
inkubiert. Nach der RNA-Isolation wurde die iINOS-mRNA-Expression mittels qRT-PCR-
Analysen und einer Sonde gegen die iINOS bestimmt. Zur Auswertung wurde die iINOS-
mRNA-Menge nach einer Inkubation von 6 h mit CM als 100% gesetzt.

Die INOS-mRNA-Menge nimmt mit der Dauer der Zytokin-Behandlung stetig zu und erreicht
ihr Maximum nach vier bis sechs Stunden. Nach 24 h wurden nur noch 10% der maximalen
iINOS-mRNA-Menge detektiert (Abb. 10A). Zur Proteinanalyse mittels Western-Blot-
Experimenten wurden die Zellen mit PLB lysiert. Die Detektion des iNOS-Proteins erfolgte
mit einem monoklonalen Antikérper gegen die iNOS. Als Ladungskontrolle wurde ein
monoklonaler  Antikérper gegen B-Tubulin  verwendet. Eine maximale iNOS-
Proteinexpression konnte nach sechs bis acht Stunden der Zytokinbehandlung erreicht
werden (Abb. 10B).



VII. Ergebnisse 75

In allen Folgeversuchen wurden C-28/12-Zellen aufgrund dieser Ergebnisse zur Induktion der
iINOS-Expression fir sechs Stunden mit Zytokinen (CM) inkubiert.
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Abb. 10: Die maximale Induktion der iINOS-Expression ist abhdngig von der Dauer der Zytokinbehandlung
Superkonfluente C-28/12-Zellen wurden fiir zwei (2 h), vier (4 h), sechs (6 h), acht (8 h) und 24 (24 h) Stunden mit
einem Zytokingemisch (CM) behandelt, um die iNOS-Expression zu induzieren. Kontrollzellen (CO) wurden in
Serum-freiem Medium inkubiert. AnschlieBend wurde RNA isoliert bzw. Zellen mit PLB fir die Proteinanalyse
lysiert.

(A) Auswertung von vier unabhéangigen gRT-PCR-Analysen. Die Saulen (Mittelwert + SEM) reprasentieren
relative iINOS-mRNA-Mengen in Bezug auf die iINOS-mRNA-Menge in fir sechs Stunden (6 h) mit CM-
behandelten Zellen (**: p<0,001; ns: nicht signifikant verschieden von fir 6 h mit CM-inkubierten C-28/12-
Zellen).

(B) Représentativer Blot fiir zwei weitere, unabhéngige Western-Blot-Analysen mit 60 ug Gesamtproteinextrakt

aus C-28/I-Zellen und monoklonalen Antikérpern gegen iNOS und B-Tubulin.
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VIl.1.3 Eine Inhibierung der iNOS-Aktivitat hat keinen Einfluss auf die Zytokin-
induzierte iINOS-Expression

Es konnte bereits in verschiedenen Zelltypen gezeigt werden, dass Stickstoffmonoxid (NO)
die Expression der iNOS reguliert. Um diesen Effekt in C-28/I2-Chondrozyten zu
untersuchen wurden superkonfluente Zellen nach 18-stindiger Inkubation in Serum-freiem
Medium zundchst mit Aminoguanidin, einem spezifischen INOS-Inhibitor, in den
Konzentrationen 100 uM und 1 mM fir eine Stunde vorbehandelt. AnschlieBend wurde die
iINOS-Expression durch Zugabe des Zytokinmixes (CM +) induziert. Kontrollzellen (CM -)
wurden fir die gleiche Zeit in Serum-freiem Medium inkubiert.
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Abb. 11: Die Hemmung der iNOS-abhangigen NO-Produktion hat keinen Einfluss auf die iNOS-mRNA-
Expression

C-28/12-Zellen wurden fir eine Stunde mit 100 uM und 1 mM Aminoguanidin vorbehandelt. AnschlieBend wurden
die Zellen mit (CM+) oder ohne (CM-) das Zytokingemisch inkubiert.

(A) Analyse der iNOS-vermittelten NO-Produktion nach 24-stiindiger Behandlung mit CM. Die NO-Produktion
wurde als Nitrit im Zellkulturiberstand gemessen. Gezeigt ist die Auswertung von fiinf unabhangigen Analysen.
Die Saulen (Mittelwert + SEM) reprasentieren relative Nitritmengen in Bezug auf die Nitritmenge in CM-
behandelten C-28/12-Zellen (x+*: p<0,001; ns: nicht signifikant verschieden von CM-behandelten C-28/12-Zellen).
(B) Auswertung von finf unabh&ngigen gRT-PCR-Analysen. Die S&ulen (Mittelwert + SEM) reprasentieren
relative iINOS-mRNA-Mengen in Bezug auf die iINOS-mRNA-Menge in CM-behandelten C-28/12-Zellen (#x:
p<0,001; ns: nicht signifikant verschieden von CM-behandelten C-28/I12-Zellen).
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Das von den Zellen produzierte NO wurde nach 24-stindiger Zytokin-Behandlung im
Zellkulturiberstand als kumulatives Nitrit mit dem NO-Analyzer gemessen. Die produzierte
Nitritmenge in CM-stimulierten Zellen wurde als 100% gesetzt. Die Inkubation von
superkonfluenten Chondrozyten mit 1 mM Aminoguanidin und anschlieBender Induktion der
iINOS-Expression mit Zytokinen flhrten zu einer deutlichen Abnahme der iINOS-abh&ngigen
NO-Produktion (Abb. 11A). Allerdings konnte kein Effekt von Aminoguanidin auf die iNOS-
mRNA-Expression, die nach sechs-stiindiger Zytokin-Induktion in gRT-PCR-Analysen
detektiert wurde, gefunden werden (Abb. 11B).

VII.1.4 Einfluss der Hemmung verschiedener Signaltransduktionswege auf die
Zytokin-induzierte iNOS-Expression

Die Induktion der iINOS-Expression in humanen Zellen erfolgt Zelltyp-spezifisch und ist
abhangig von der Aktivierung verschiedener Signaltransduktionswege. Deshalb sollte in
C-28/12-Chondrozyten der Effekt auf die Zytokin-vermittelte iINOS-Expression nach der
Hemmung verschiedener Signaltransduktionswege untersucht werden.

Untersucht wurde die Wirkung der Inhibitoren des JNK (Jun-N-terminale Kinase)-, des ERK
(extrazellular regulierte Kinase)-, des p38-MAPK (Mitogen-aktivierte Proteinkinase)-, des
JAK2/STAT1a (“janus kinase and signal transducers and activators of transcription®)- und
des NF-xB (,Nuclear-factor kB“)-Signaltransduktionswegs auf die Zytokin-vermittelte iINOS-
Expression. Die Zellen wurden nach Inkubation in Serum-freiem Medium fir 18 Stunden
zunachst flr eine Stunde mit den Inhibitoren vorbehandelt. AnschlieBend wurde die INOS-
Expression durch Zugabe des Zytokingemischs (CM+) fir sechs Stunden induziert.
Kontrollzellen (CM-) wurden flr die gleiche Dauer in Serum-freiem Medium gehalten. Dann
wurde RNA isoliert und die INOS-mRNA-Menge mittels qRT-PCR-Analysen bestimmt. Dabei
wurde als Referenzwert die INOS-mRNA-Menge in nur mit Zytokinen behandelten Zellen als
100% gesetzt. Zur Analyse der Proteinexpression wurden die Zellen durch Zugabe von PLB
lysiert und anschlieBend mittels Western-Blot-Analysen und einem monoklonalen Antikérper
gegen die iINOS detektiert. Als Ladungskontrolle wurde die Expression von B-Tubulin

bestimmt.
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Abb. 12: Die Hemmung des p38-MAPK-, des JAK/STAT-1a- und des NF-xB-Signaltransduktionswegs
reduziert die Zytokin-induzierte iNOS-Expression in C-28/12-Chondrozyten

C-28/12-Zellen wurden zun&chst mit dem JNK-Inhibitor SP600125 (10 uM), dem ERK-inhibitor PD98059 (50 uM),
dem p38-MAPK-Inhibitor SB203590 (10 uM), dem JAK/STAT-1a-Inhibitor AG490 (30 uM) und dem NF-xB-
Inhibitor Bay11-7082 (30 pM) in DMSO vorinkubiert. Dann wurde die iINOS-Expression mit einem Zytokingemisch
(CM+) induziert. Die jeweiligen Kontrollzellen (CM-) wurden nicht mit Zytokinen behandelt.

(A) Die Saulen (Mittelwert + SEM) reprasentieren relative iNOS-mRNA-Mengen aus sechs unabhangigen qRT-
PCR-Analysen in Bezug auf die iNOS-mRNA-Menge in CM-behandelten C-28/12-Zellen, die nicht mit Inhibitoren
behandelt wurden  (**x: p<0,001; ns: nicht signifikant verschieden von CM-behandelten
C-28/12-Zellen).

(B) Reprasentativer Blot fur drei unabhangige Western-Blot-Analysen mit monoklonalen Antikérpern gegen iNOS
und B-Tubulin. Analysiert wurden 60 pug Gesamtproteinextrakt aus unstimulierten (CM-) oder flir sechs Stunden
mit Zytokinen behandelten (CM+) C-28/12-Zellen in Gegenwart oder Abwesenheit von verschiedenen Inhibitoren.
(C) Analyse der iNOS-vermittelten NO-Produktion in C-28/I2-Zellen nach Inkubation mit verschiedenen
Inhibitoren. Die NO-Produktion wurde nach 24-stliindiger Behandlung mit (CM+) oder ohne (CM-) Zytokine als
Nitrit im Zellkulturiberstand gemessen. Die Saulen (Mittelwert + SEM) repréasentieren relative Nitritmengen in
Bezug auf die Nitritmenge in CM-stimulierten C-28/I12-Zellen, die nicht mit Inhibitoren behandelt wurden (x::
p<0,001 vs. CM-inkubierte C-28/12-Zellen).
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Weder die Inkubation der C-28/12-Zellen mit dem direkten JNK-Inhibitor SP600125
(SP; 10 uM) noch dem ERK-Inhibitor PD98059 (PD; 50 uM; blockiert die Aktivierung von
ERK1/2) hatten einen Effekt auf die Zytokin-induzierte INOS-mRNA-Expression (Abb. 12A).
Die pharmakologische Hemmung der p38-MAPK mit SB203590 (SB; 10 uM, einem direkten
p38-MAPKo- und  —B-Inhibitor) sowie die Inhibierung des JAK2/STAT1o-
Signaltransduktionswegs mit AG490 (AG; 30 uM; blockiert die JAK2-abhangige Aktivierung
von STAT-1o) fihrten zu einer Reduktion der INOS-mRNA-Expression auf 40% im Vergleich
zu Zytokin-behandelten (CM +) Zellen (Abb. 12A). Eine Hemmung der iNOS-mRNA-Menge
um 90% im Vergleich zu Zytokin-induzierten (CM +) Chondrozyten konnte durch eine
Behandlung der Zellen mit dem Inhibitor Bay11-7082 (Bay; 30 uM) erreicht werden, der die
Phosphorylierung von I-xB und damit auch die Aktivierung von NF-xB inhibiert (Abb. 12A).
Dieses Ergebnis konnte in Western-Blot-Analysen bestatigt werden (Abb. 12B). Auch die
iINOS-vermittelte NO-Produktion, die als kumulatives Nitrit im Zellkulturiberstand nach 24-
stindiger Zytokin-Stimulation im NO-Analyzer gemessen wurde, konnte durch die
Behandlung der C-28/12-Zellen mit den Inhibitoren AG490 (AG; 30uM), SB203580
(SB; 10 uM) und Bay11-7082 (Bay; 30 uM) im Vergleich zu CM-behandelten Zellen reduziert
werden (Abb. 12C).

Die Ergebnisse lassen darauf schlieBen, dass an der Induktion der iINOS-Expression in
humanen C-28/12-Zellen hauptsachlich der p38-MAPK- der JAK2/STAT1a- und der NF-xB-

Signaltransduktionsweg beteiligt ist.

VII.1.5 Die Induktionsrate des humanen iNOS-Promotors in C-28/12-Zellen nach
einer Zytokin-Inkubation korreliert mit der iNOS-mRNA-Expression

Bisherige Untersuchungen haben gezeigt, dass die Induktion der iINOS-Expression in
humanen Zellen, wie AKN-1- und DLD-1-Zellen, nicht allein durch eine Steigerung der iINOS-
Promotoraktivitat erklarbar ist (de Vera et al., 1996; Rodriguez-Pascual et al., 2000). In
diesen Zellen kann eine basale iINOS-Promotoraktivitdit nachgewiesen werden, die durch
eine Zytokinbehandlung nur noch um das 2-5-fache steigerbar ist. Eine deutliche iINOS-
mRNA-Expression ist aber nur nach Stimulation der Zellen mit Zytokinen messbar.

Um den Einfluss der Promotoraktivitat auf die INOS-mRNA-Expression in C-28/12-Zellen zu
untersuchen, wurden die Knorpelzellen zunachst mit einem Reportergenplasmid stabil
transfiziert, in dem das Luziferase-Gen unter der Kontrolle eines 16 kb-Fragments des iNOS-
Promotors steht.

Die Chondrozyten wurden fir einen (d1) oder sechs (d6) Tage inkubiert. Die Zellen wurden
dann nach 18-stindiger Inkubation in Serum-freiem Medium mit dem Zytokingemisch (CM)
fir sechs Stunden behandelt, um die iINOS-Expression zu induzieren. Kontrollzellen (CO)
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wurden fur die gleiche Zeit in Serum-freiem Medium gehalten. Zur Ermittlung der Luziferase-
und iINOS-mRNA-Menge wurden nach Isolation der RNA gRT-PCR-Analysen durchgefihrt.
Zur Auswertung wurde jeweils die mRNA-Menge in CM-behandelten Zellen nach sechs
Tagen Wachstum als 100% gesetzt.
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Abb. 13: Die Zytokin-induzierte iNOS-mRNA-Expression ist auf eine erhéhte Promotoraktivitat
zuriickzufiihren

C-28/I12-Zellen wurden mit einem Reportergenplasmid stabil transfiziert, in dem ein Luziferase-Gen unter der
Kontrolle eines 16 kb-Fragments des iINOS-Promotors steht. Die Zellen wurden dann fir einen (d1) oder sechs
(d6) Tage kultiviert. AnschlieBend wurde die INOS-Expression fiir sechs Stunden mit einem Zytokingemisch (CM)
induziert. Kontrollzellen (CO) wurden nicht mit CM behandelt. AnschlieBend wurde RNA isoliert und die iNOS- (A)
und Luziferase (luc)- (B) mRNA-Expression mittels gqRT-PCR-Analysen ermittelt. Dargestellt ist die Auswertung
von vier unabhangigen Experimenten. Die Saulen (Mittelwert + SEM) reprasentieren relative mRNA-Mengen in
Bezug auf CM-behandelte Zellen (x*x: p<0,001 vs. CM-behandelte C-28/12-Zellen an d6; ns: nicht signifikant
verschieden von CM-behandelten C-28/12-Zellen an d1).

Die Ergebnisse zeigen, dass in den stabil transfizierten C-28/12-Zellen nach einem Tag in
Kultur keine signifikante Induktion der iINOS- noch eine Luziferase-mRNA-Expression nach
Zytokinbehandlung nachgewiesen werden kann. Erst nach einer Wachstumszeit von sechs
Tagen kann die iINOS-mRNA-Expression nach einer Stimulation mit dem Zytokingemisch
signifikant induziert werden. Eine signifikante Erhéhung ist unter diesen Bedingungen auch
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fir die Luziferase-mRNA zu beobachten. In den Zellen kann nach sechs Tagen keine basale
Expression der Luziferase-mRNA nachgewiesen werden. Die Induktionsrate der iNOS- und
Luziferase-mRNA nach einer CM-Behandlung ist an diesem Tag identisch (Abb. 13).

VII.1.6 Analyse der mRNA-Expression von RNA-bindenden Proteinen in C-28/12-
Chondrozyten

Die Modulation der iINOS-mRNA-Stabilitdt stellt einen wichtigen post-transkriptionellen
Regulationsmechanismus dar. Dabei spielen RNA-bindende Proteine eine wichtige Rolle.
Die RNA-bindenden Proteine Tristetraprolin (TTP), das Polypyrimidin-Trakt-bindende Protein
(PTB) und das zur ,embryonic lethal abnormal vision“(ELAV)-Proteinfamilie zugehérige
Protein HuR wurden als iNOS-mRNA-stabilisierende Proteine beschrieben. Eine
destabilisierende Funktion konnte fir das ,KH-type splicing regulatory protein® (KSRP) und
den ,ARE/poly-(U) binding factor* (AUF-1) gezeigt werden.

Um die Expression der RNA-bindenden Proteine in C-28/12-Zellen zu analysieren, wurden
die Zellen fir einen (d1) oder sechs (d6) Tage kultiviert. Zur Induktion der mRNA-Expression
wurden die Zellen nach 18-stiindiger Inkubation in Serum-freiem Medium mit dem
Zytokingemisch (CM) fiir sechs Stunden behandelt. Kontrollzellen (CO) wurden nicht mit CM
inkubiert. AnschlieBend wurde die RNA isoliert und die mRNA-Expression der RNA-
bindenden Proteine TTP, PTB, HuR und KSRP mittels qRT-PCR-Analysen bestimmt. Zur
Auswertung wurden die mRNA-Mengen in Kontrollzellen an Tag 6 als 100% gesetzt.

Nach einer Kultivierungsdauer von einem Tag sind weder eine TTP- noch eine PTB-mRNA-
Expression in den C-28/I-Zellen nachweisbar. Eine basale Expression ist erst an Tag sechs
detektierbar. Die Behandlung mit CM fuhrt zu einer 6-fachen Steigerung der TTP-mRNA-
Menge, die PTB-mRNA-Expression wird nach einer Behandlung mit dem Zytokingemisch um
das 3-fache erhéht (Abb. 14A und B). Die HUR-mRNA-Expression war an Tag 1 im Vergleich
zu superkonfluenten Zellen an Tag 6 um das vier-fache erhdht. Die Expression der HuR-
mRNA war dabei unabhangig von einer Zytokinbehandlung (14C). Die KSRP-mRNA wird an
beiden untersuchten Tagen gleich stark exprimiert und ist ebenfalls unabhangig von einer
Zytokin-Behandlung (Abb. 14D). Es konnte ebenfalls keine signifikante Veranderung in der
AUF-1-mRNA-Expression festgestellt werden (Abb. 14E).
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Abb. 14: Analyse der mRNA-Expression von TTP, PTB, HuR, KSRP und AUF-1 in C-28/I2-Chondrozyten

C-28/12-Zellen wurden fir einen (d1) oder sechs (d6) Tage kultiviert. AnschlieBend wurde die Genexpression fir
sechs Stunden mit einem Zytokingemisch (CM) induziert. Kontrollzellen (CO) wurden nicht mit CM behandelt.
AnschlieBend wurde RNA isoliert und die TTP (A)-, PTB (B)-, HuR (C), KSRP (D) und AUF-1 (E) -mRNA-
Expression mittels gRT-PCR-Analysen ermittelt. Gezeigt ist die Auswertung von drei unabhangigen qRT-PCR-
Analysen. Die Saulen (Mittelwert + SEM) représentieren relative mRNA-Mengen in Bezug auf die mRNA-Menge

in Kontrollzellen an d6 (+*x: p<0,001; *: p< 0,05; ns: nicht signifikant verschieden von Kontrollzellen an dé).
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VII.1.7 Glukokortikoide haben keinen Einfluss auf die iNOS-Expression in
C-28/12-Chondrozyten

Zur Hemmung von entziindungsvermittelten Symptomen inflammatorischer
Autoimmunerkrankungen, wie Asthma und rheumatoide Arthritis, werden Glukokortikoide
(GK) zur Pharmakotherapie verwendet. Ihre Wirkung beruht Uberwiegend auf der Hemmung
der Aktivitat pro-inflammatorischer Transkriptionsfaktoren (z.B. NF-xB) und der Stimulation
des mRNA-Abbaus pro-inflammatorischer Mediatoren. Es ist bekannt, dass GKs in
verschiedenen Zellsystemen und Tiermodellen die iNOS-Expression nach Induktion
inhibieren.
Um den Effekt von Glukokortikoiden auf die iINOS-Expression in C-28/12-Zellen aufzuklaren,
wurden diese nach sechs-tadgigem Wachstum 18 Stunden in Serum-freiem Medium inkubiert.
Dann wurden die Zellen zunachst mit den Glukokortikoiden Dexamethason (Dex; 5 uM) und
Prednisolon (Pred; 15 uM) fiir eine Stunde vorbehandelt, bevor die INOS-Expression durch
Zugabe eines Zytokingemischs (CM) flir sechs Stunden induziert wurde. Kontrollzellen
wurden in Serum-freiem Medium ohne Zytokine (CO) inkubiert. Dann wurde die RNA isoliert
und die INOS-mRNA-Konzentration mittels qRT-PCR-Analysen bestimmt. Zur Auswertung
wurde die iINOS-mRNA-Expression in Zytokin-stimulierten Zellen, die nicht mit GKs
behandelt wurden, als 100% gesetzt.
Eine Inkubation der Zellen mit den bereits genannten Glukokortikoiden hatte keinen Effekt
auf die Zytokin-induzierte INOS-mRNA-Expression (Abb. 15A).
Fir die Bestimmung der iNOS-Proteinexpression wurden die behandelten C-28/I2-
Chondrozyten in PLB lysiert und Western-Blot-Analysen mit einem monoklonalen Antikérper
gegen die humane iNOS durchgefihrt. Als Kontrolle fir eine gleichmaBige Beladung des
Gels wurde zusatzlich die Expression von B-Tubulin bestimmt. Auch die iINOS-
Proteinexpression wurde durch eine Dexamethason-Behandlung nicht verandert (Abb. 15B).
Eine Veranderung der iINOS-vermittelten NO-Produktion, die als kumulatives Nitrit im
Zellkulturiberstand nach 24-stiindiger Zytokin-Stimulation im NO-Analyzer gemessen wurde,
konnte nach Behandlung mit Dexamethason im Vergleich zu Zytokin-stimulierten Zellen nicht
festgestellt werden (Abb. 15C).
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Abb. 15: Die Co-Inkubation der C-28/I2-Zellen mit CM und Glukokortikoiden hat keinen Einfluss auf die
iNOS-Expression

Zunéchst wurden C-28/12-Zellen mit den Glukokortikoiden Dexamethason (5 pM; Dex) und Prednisolon (15 pM;
Pred) fir eine Stunde vorbehandelt. AnschlieBend wurden die Zellen fur sechs Stunden (mRNA- und Protein-
Analyse) bzw. fir 24 Stunden (Nitritproduktionsanalyse) mit Zytokinen (CM) stimuliert. Als Kontrolle (CO) dienten
unbehandelte Zellen. Aus den Zellen wurde RNA isoliert oder die Zellen fir Proteinanalysen mit PLB lysiert. Zur
Messung der Nitritproduktion wurden die ZellkulturGiberstande verwendet.

(A) Analyse der INOS-mRNA-Expression mittels qRT-PCR. Die Saulen (Mittelwert + SEM) représentieren relative
iINOS-mRNA-Mengen aus vier unabhangigen gRT-PCR-Analysen in Bezug auf die INOS-mRNA-Menge in CM-
stimulierten C-28/12-Zellen (+**: p<0,001; ns: nicht signifikant verschieden von CM-behandelten C-28/12-Zellen).
(B) Reprasentativer Blot flir zwei weitere Western-Blot-Analysen mit monoklonalen Antikérpern gegen iNOS und
B-Tubulin. Analysiert wurden 60 ug Gesamtproteinextrakt aus C-28/12-Zellen.

(C) Analyse der iNOS-vermittelten NO-Produktion in C-28/12-Zellen. Die Saulen (Mittelwert + SEM) représentieren
relative Nitritmengen in Bezug auf die Nitritmenge in CM-stimulierten C-28/12-Zellen (##*: p<0,001; ns: nicht

signifikant verschieden von CM-inkubierten C-28/12-Zellen).

Um einen spezifischen Effekt von Dexamethason auf die INOS-Expression ausschlieBen zu
kénnen, wurde in den bereits vorhandenen RNA-Proben die mRNA-Expression anderer
NF-xB-regulierter Gene nach Dexamethason-Behandlung analysiert.

Eine Vorbehandlung der Zellen mit Dexamethason hatte ebenfalls keinen Einfluss auf die
Zytokin-induzierte mRNA-Expression von RANTES und IL-8 (Abb. 16). Es kann also davon
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ausgegangen werden, dass in C-28/12-Chondrozyten Glukokortikoide generell keine
inhibitorische Wirkung auf die pro-inflammatorische Genexpression vermitteln.
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Abb. 16: Die Behandlung mit Dexamethason hat keinen Einfluss auf NFxB-regulierte Gene

Zunachst wurden C-28/12-Zellen mit dem Glukokortikoid Dexamethason (5 uM; Dex) fiir eine Stunde
vorbehandelt. AnschlieBend wurde die Genexpression durch Zugabe von Zytokinen (CM) fiir sechs Stunden
induziert. Als Kontrolle (CM -) dienten unbehandelte Zellen. Die mRNA-Expression wurde anschlieBend mittels
gRT-PCR analysiert. Die Saulen (Mittelwert + SEM) repréasentieren relative mRNA-Mengen aus zwei
unabhangigen qRT-PCR-Analysen in Bezug auf die mRNA-Menge in CM-stimulierten C-28/12-Zellen
(**+: p<0,001; ns: nicht signifikant verschieden von CM-behandelten C-28/12-Zellen).

Da die Effekte der Glukokortikoide hauptsachlich durch die Bindung und Aktivierung des
Glukokortikoidrezeptors (GR) vermittelt werden, wurde mittels RT-PCR untersucht, ob in
C-28/12-Zellen die mRNA des Rezeptors exprimiert wird. Dazu wurde RNA aus
superkonfluenten C-28/I2-Chondrozyten isoliert und anschlieBend in einer reversen
Transkription in cDNA umgeschrieben. Zusétzlich wurde RNA von humanen epithelialen
A549/8-Zellen und endothelialen Ea.hy926-Zellen verwendet. Fir beide Zelllinien wurden
Effekte auf die Genexpression durch Glukokortikoide beschrieben. Als Positivkontrolle wurde
Plasmid-DNA des eukaryotischen Expressionsvektors fir den humanen GR pGHO (CO)
verwendet. Die cDNA wurde dann fir PCR-Analysen eingesetzt. In der PCR-Reaktion
wurden zwei unterschiedliche Primer-Paare verwendet. Mit dem Primer-Set 1 war es
mdglich, die a-Isoform des GR nachzuweisen, Primer-Set 2 erméglichte einen Nachweis der
o- und B-Isoform des GR. Wie in Abb. 17 zu sehen, konnte in C-28/12-Zellen mit beiden
Primer-Paaren keine Expression des GR nachgewiesen werden. Im Gegensatz dazu konnte
in A549/8- und Ea.hy926-Zellen mit beiden Primer-Sets eine Expression des GR detektiert

werden.
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Abb. 17: C-28/12-Chondrozyten exprimieren keinen Glukokortikoidrezeptor

Zur Analyse der Expression des humanen Glukokortikoidrezeptors (GR) wurde RNA aus C-28/12-Chondrozyten,
humanen epithelialen A549/8- und Ea.hy926-Zellen isoliert. AnschlieBend wurden RT-PCR-Analysen mit den
Oligonukleotiden hGR_f1 und hGR_r1 (Set 1: Detektion der a-Isoform des humanen GRs; erwartete Gr6Be des
PCR-Fragments: 478 bp) bzw. hGR_f2 und hGR_r2 (Set 2: Detektion der a- und B-Isoform des humanen GRs;
erwartete GroBe des PCR-Fragments: 102 bp) durchgefiihrt. Als Positiv-Kontrolle (CO) diente Plasmid-DNA des
eukaryotischen Expressionsvektors fiir den humanen GR (pGHO0). Zur GréBenkontrolle wurde ein GréBenmarker
(M) aufgetragen.

VIl.1.8 Die Zytokin-induzierte iNOS-Expression wird in C-28/12-Chondrozyten

von S-Curvularin gehemmt

Eine Uberexpression pro-inflammatorischer Gene, wie zum Beispiel der iNOS, ist bei der
Entstehung und der Aufrechterhaltung der rheumatoiden Arhtritis von entscheidender
Bedeutung. Die Hemmung der Expression dieser Gene stellen Ansatzpunkte fir neue
Therapieanséatze dar. Glukokortikoide, deren anti-inflammatorische Wirkung tberwiegend auf
der Hemmung der pro-inflammatorischen Genexpression beruhen, zeigen aber als pleiotrop
wirkende Hormone viele Nebenwirkungen, die ihren Einsatz in der anti-inflammatorischen
Therapie begrenzen. Somit sind neue, die pro-inflammatorische Genexpression hemmende
Substanzen flr die anti-inflammatorische Therapie von entziindlichen Gelenkerkrankungen
von hoher Bedeutung. Mit Hilfe molekularbiologischer Screeningverfahren konnte mit
S-Curvularin aus Fermentationen einer Penicillium-Art ein Wirkstoff isoliert werden, der auf
der Ebene der Genexpression die Synthese entziindungsrelevanter Enzyme (iNOS, COX-2)
und Cytokine (TNF-o) unterdriickt. In Vorarbeiten konnte bereits gezeigt werden, dass

S-Curvularin auch im in vivo-Modell die LPS-induzierte iNOS-mRNA-Expression in Mausen
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zu hemmen vermag. Der genaue Wirkmechanismus von S-Curvularin muss jedoch noch
genauer untersucht werden. Zunachst sollte daher die Wirkung der Pilzsubstanz in vitro in
immortalisierten C-28/12-Chondrozyten als humanes Arthritismodell untersucht werden.

Dazu wurden superkonfluente Zellen nach 18-stiindiger Inkubation in Serum-freiem Medium
fir eine Stunde mit S-Curvularin (SC) in den angegebenen Konzentrationen inkubiert.
AnschlieBend wurde die INOS-Expression durch Zugabe des Zytokinmixes fliir sechs
Stunden induziert. Kontrollzellen (CM- bzw. CO) wurden fir die entsprechende Zeit in Serum-
freiem Medium inkubiert. AnschlieBend wurde die RNA isoliert und die iINOS-mRNA-
Expression mittels gRT-PCR-Analysen bestimmt. Zur Auswertung wurde die iNOS-mRNA-
Menge in mit Zytokinen behandelten Zellen (CM+ bzw. CM) als 100% gesetzt. Zur Analyse
der Proteinexpression wurden die Zellen nach der Inkubation durch Zugabe von PLB lysiert.
Die Detektion erfolgte mittels Western Blot-Analysen und einem monoklonalen Antikdrper
gegen iNOS. Als Ladungskontrolle wurde ein monoklonaler B-Tubulin-Antikérper verwendet.
Zur Analysen der iNOS-vermittelten NO-Produktion wurden die Zellen ebenfalls fir eine
Stunde mit 100 pM S-Curvularin (SC) vorbehandelt. AnschlieBend wurde durch Zugabe des
Zytokinmixes (CM+) die iINOS-Expression fir 24 Stunden induziert. Kontrollzellen (CM-)
wurden fUr die gleiche Dauer in Serum-freiem Medium gehalten. Die NO-Produktion wurde
dann als kumulatives Nitrit im Zellkulturiberstand gemessen. Die in CM-behandelten Zellen
gemessene Nitritmenge wurde als 100% gesetzt.

Die Behandlung mit S-Curvularin reduzierte die iINOS-mRNA-Expression auf 50% im
Vergleich zu CM-behandelten Zellen (Abb. 18A). Die iNOS-Proteinexpression (Abb. 18B)
konnte ebenfalls durch S-Curvularin konzentrationsabhangig gehemmt werden. Die iNOS-
vermittelte NO-Produktion (Abb. 18C) wurde durch die Behandlung der Zellen mit der
Pilzsubstanz vollstandig inhibiert.

In C-28/I2-Chondrozyten konnte die iINOS-Expression sowie die iNOS-vermittelte NO-
Produktion durch Behandlung der Zellen mit S-Curvularin deutlich gehemmt werden.
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Abb. 18: Die iNOS-Expression wird in C-28/12-Zellen nach Zytokin-Stimulation von S-Curvularin gehemmt
Zuné&chst wurden superkonfluente C-28/12-Zellen mit verschiedenen Konzentrationen von S-Curvularin (SC) fur
eine Stunde inkubiert. AnschlieBend wurde die iINOS-Expression durch Zugabe von Zytokinen (CM+ bzw. CM)
induziert. Als Kontrolle (CM- bzw. CO) dienten Zellen, die in Serum-freiem Medium gehalten wurden.

(A) Analyse der iINOS-mRNA-Expression mittels gqRT-PCR nach Vorbehandlung der Zellen mit 100 uM SC und
Stimulation mit (CM+) oder ohne (CM-) Zytokinen fir sechs Stunden. Die Séaulen (Mittelwert + SEM)
reprasentieren relative INOS-mRNA-Mengen aus finf unabhangigen gRT-PCR-Analysen in Bezug auf die iNOS-
mRNA-Menge in CM-stimulierten C-28/12-Zellen (+**: p<0,001 vs. CM-behandelte C-28/12-Zellen).

(B) Reprasentativer Blot fir zwei weitere Western-Blot-Analysen mit monoklonalen Antikérpern gegen iNOS und
B-Tubulin. Analysiert wurden 60 pg Gesamtproteinextrakt aus unstimulierten (CO) oder fiir sechs Stunden mit
Zytokinen behandelten (CM) C-28/I12-Zellen in Gegenwart oder Abwesenheit von 0,3 pg/ml, 1 pg/ml, 3 pg/ml, 10
pg/ml und 30 pg/ml SC.

(C) Analyse der iNOS-vermittelten NO-Produktion in C-28/12-Zellen nach Inkubation mit 100 uM SC aus drei
unabhéngigen Experimenten. Die NO-Produktion wurde nach 24-stiindiger Behandlung mit (CM+) oder ohne
(CM-) Zytokine als Nitrit im Zellkulturiberstand gemessen. Die Saulen (Mittelwert + SEM) reprasentieren relative
Nitritmengen in Bezug auf die Nitritmenge in CM-stimulierten C-28/12-Zellen, die nicht mit SC behandelt wurden
(**+: p<0,001 vs. CM-behandelte C-28/12-Zellen).
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VI.2 Die Wirkung von S-Curvularin auf die pro-inflammatorische
Genexpression im Tiermodell der Kollagen-induzierten Arthritis

VIl.2.1 Typisierung von TCR-Btg-Mausen

Zur Untersuchung der Wirkung von S-Curvularin  auf die pro-inflammatorische
Genexpression im Tiermodell der Kollagen-induzierten Arthritis (CIA) wurden DBA/1-Mause
verwendet, die transgen fir die T-Zellrezeptor-B-Kette eines Kollagen Typ I (CIl)-
spezifischen, arthritogenen T-Zellklon sind (Mori et al., 1992).

Zunachst wurden die TCR-Btg-Mause von L. Mori auf dem fir die Kollagen-induzierte
Arthritis nicht suszeptiblem genetischen Hintergrund des SWR/J-Stamm entwickelt. Es
konnte jedoch gezeigt werden, dass F1-Hybridmause zwischen dem fiir CIA suszeptiblen
Stamm DBA/1 und den TCR-Btg-SWR/J-Méausen eine schwere Arthritis mit hdherer Inzidenz
entwickeln als nicht transgene F1-Hybride. Dies lasst vermuten, dass die Expression der
TCR-B-Kette die Entstehung einer CIA férdert. Durch die Verpaarung von Mausen, die nicht
transgen fir die TCR-B-Kette sind, kénnte dieses Merkmal bei der Zucht verloren gehen.
Deshalb ist es von groBer Bedeutung, alle Mause vor dem Verpaaren auf die Expression des
Transgens zu untersuchen.

Dazu wurden zunéchst vier Tropfen Blut durch Anritzen der Schwanzvene gewonnen. Dann
wurden die Monozyten des peripheren Blutes wie unter VI.13.1 beschrieben isoliert und mit
den Fluoreszenzfarbstoff-gekoppelten Antikérpern markiert. Die Expression der transgenen
TCR-B-Kette wurde mittels FACS-Analyse und einem Antikérper untersucht, der die
transgene TCR-B-Kette erkennt (anti-TCR-VB:,-mAK). Die FACS-Analysen zeigen, dass die
CD4*-T-Zellen aus dem peripheren Blut der TCR-Btg-Mause die transgene TCR-B-Kette
exprimieren (Abb. 19). Mause werden als positiv bewertet, wenn mehr als 90% der CD4*-T-

Zellen die transgene TCR-Vp,-Kette exprimieren.
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Abb.19: Expression der transgenen TCR-VB12-Kette auf CD4+-T-Lymphozyten

Die peripheren Blutmonozyten wurden wie unter VI.13.1 beschrieben isoliert. Die Fluoreszenzmarkierung der
CD4"-T-Zellen und der TCR-VpBio-Kette erfolgte ebenfalls wie unter VI.13.1 beschrieben. In der Darstellung
reprasentiert jeder Punkt die CD4'- und TCR-VpBi>-Ketten-Expression einer individuellen Zelle. Die
Quadrantenmarker wurden anhand von Kontrollfarbungen mit irrelevanten Antikérpern festgelegt (LL = lower left,
ungeféarbte Zellen; LR = lower right, VB12-FITC-positive Zellen; UL = upper left, CD4-PE-positive Zellen; UR =
upper right, VB12-FITC-CD4-PE-doppel-positive Zellen).

VIl.2.2 Die Immunisierung mit Kollagen Typ Il fiihrt bei TCR-Btg-Mausen zur
Entstehung einer Arthritis

Die Kollagen-induzierte Arthritis (CIA) wurde durch intradermale Injektion in die Ohrmuscheln
und die Schwanzbasis einer Emulsion aus heterologem Kollagen Typ Il (Cll) und komplettem
Freund’schen Adjuvans (CFA) ausgel6st. An Tag 11 und Tag 21 nach der Immunisierung
erhielten die Mause eine zuséatzliche Injektion des Antigens in die Schwanzbasis. Ab Tag 21
wurden die Mause alle vier Tage hinsichtlich der Entwicklung klinischer Symptome einer
Arthritis beobachtet und der Arthritisindex wie unter VI.13.3 beschrieben ermittelt (Abb. 20).
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Abb. 20: Immunisierungsschema zur Induktion der Kollagen-induzierten Arthritis (CIA)

TCR-Btg-M&use wurden zur Induktion der CIA durch intradermale Injektion einer Emulsion aus
komplettem Freund’schen Adjuvans (CFA) und 200 ug Kollagen Typ Il (Cll) immunisiert. Diese Mause
erhielten an Tag 11 und Tag 21 nach der Immunisierung eine weitere Injektion (boost-Injektion) von
100 pg Cll in CFA in die Schwanzbasis. Ab Tag 21 wurde alle vier Tage jeweils der Arthritisindex
ermittelt.

Nach der Immunisierung der TCR-Btg-Mause mit Cll konnte beobachtet werden, dass der
Arthritisindex im Beobachtungszeitraum stetig ansteigt und bei einem Wert von 8 annéahernd
stabil bleibt (Abb. 21). Alle Mause zeigten eine ausgepragte klinische Symptomatik der CIA.
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Abb. 21: Entwicklung einer Arthritis nach Immunisierung von TCR-ftg-Méausen mit heterologem Kollagen
Typ Il

Zur Induktion einer Arthritis wurden TCR-Btg-Mause mit 200 pg Kollagen Typ Il (Cll) in komplettem Freund’schen
Adjuvans (CFA) immunisiert (siehe Abb. 19). Nach 11 und 21 Tagen erhielten alle Mause eine weitere Injektion
von jeweils 100 pg CIl in CFA. Kontrolltiere erhielten nach dem gleichen Schmema PBS-Injektionen. Die
Entwicklung klinischer Symptome einer Arthritis wurde Ulber einen Zeitraum von 37 Tagen beobachtet. Die
Auspragung einer Arthritis ist als mittlerer Arthritisindex (/. SEM) dargestellt (+#*: p<0,001 vs. PBS-behandelten
Mausen).
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In Abbildung 22 ist eine gesunde Hinterpfote einer TCR-Btg-Maus mit schlanken Zehen und
dinnen Knécheln zu sehen. Dargestellt sind ebenfalls die Hinterpfoten von Cll-immunisierten
Mausen in verschiedenen Stadien der Entwicklung einer Arthritis, die von der Schwellung
eines einzelnen Zehgelenks (Index = 1) bis hin zu einer ausgepragten Schwellung der
gesamten Pfote reichte (Index = 4).

normaIePfOte -

Index =
Index = 3
Index = 4

Abb. 22: Klinische Symptome einer Kollagen-induzierten Arthritis (CIA)
Dargestellt sind die Pfoten einer gesunden und einer kranken Maus in verschiedenen, durch den Index
beschriebenen Stadien der Entwicklung einer CIA.
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VIl.2.3 Die Behandlung einer etablierten Kollagen-induzierten Arthritis mit
S-Curvularin und Dexamethason fiihrt zu einer Verminderung der

Krankheitssymptome

Zur Untersuchung der méglichen therapeutischen Bedeutung des Pilzwirkstoffs S-Curvularin
bei inflammatorischen Erkrankungen wurde das Tiermodell der Kollagen-induzierten Arthritis
(CIA) bei Mausen verwendet.

Dazu wurden TCR-Btg-M&use an Tag 0 durch intradermale Injektion von 200 ug Cll in die
Haut beider Ohrmuscheln und in die Schwanzbasis immunisiert. Diese Mause erhielten an
Tag 11 und 21 eine boost-Injektion von jeweils 100 pg Cll in die Schwanzbasis.
Kontrolltieren wurde jeweils die entsprechende Menge PBS injiziert. Ab Tag 21 wurden die
mit Cll-immunisierten Tiere entweder mit S-Curvularin (10 mg/kg Korpergewicht) oder
Dexamethason (5 mg/kg Koérpergewicht) durch intraperitoneale Injektion behandelt. Die
Behandlung erfolgte alle zwei Tage. An jedem vierten Tag wurde der Arthritisindex der
Mause aus allen Behandlungsgruppen ermittelt und die Mause zur Organentnahme getétet
(siehe auch Abb. 23).
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Abb. 23: Immunisierungs- und Behandlungsschema der Kollagen-induzierten Arthritis (CIA)

TCR-Btg-Mause wurden zur Induktion der CIA durch intradermale Injektion einer Emulsion aus
komplettem Freund’schen Adjuvans (CFA) und 200 pg Kollagen Typ Il (Cll) immunisiert. Diese Mause
erhielten an Tag 11 und Tag 21 nach der Immunisierung eine weitere Injektion (boost-Injektion) von
100 pg Cll in CFA in die Schwanzbasis. Kontrollméduse wurden mit der entsprechenden Menge PBS
behandelt. Ab Tag 21 wurde ein Teil der Cll-immunisierten Mause jeden zweiten Tag mit
Dexamethason bzw. S-Curvularin behandelt. Kontrolltieren wurde Ldsungsmittel injiziert. Alle vier

Tage wurde der Arthritisindex ermittelt und die Tiere zur Organentnahme getétet.
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Nach Immunisierung der TCR-Btg-Mause mit CllI steigt der Arthritisindex im Vergleich zu den
PBS-behandelten Kontrolltieren im Verlauf des Experiments auf einen Wert von 8 an. Eine
Behandlung dieser Tiere mit Dexamethason (Cll+Dex) verringerte die klinischen Symptome
der Arthritis, was durch einen niedrigeren mittleren Index zum Ausdruck kommt. Die Pfoten
dieser Mause wurden mit einem durchschnittlich maximalen Wert von 2 bewertet. Diese
Wirkung konnte bereits nach zwei Behandlungen mit Dex beobachtet werden. Auch eine
Behandlung der immunisierten Tiere mit S-Curvularin (ClI+SC) verminderte die Auspragung
der Schwellung im Vergleich zu unbehandelten, immunisierten Tieren deutlich. Jedoch tritt
der Effekt im Vergleich zu Cll+Dex zeitlich etwas verzégert ein (Abb. 24).
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Abb. 24: Wirkung der Behandlung mit S-Curvularin und Dexamethason auf eine etablierte Kollagen Typ I
induzierte Arthritis in TCR-Btg-Mé&usen

TCR-Btg-Mause wurden mit 200 pg Kollagen Typ II (Cll) in komplettem Freundschen Adjuvans (CFA)
immunisiert. Nach 11 und 21 Tagen erhielten alle Mause eine weitere Injektion von jeweils 100 pg Cll in CFA. Ab
Tag 21 wurde jeweils acht Mausen im Abstand von zwei Tagen 5 mg/kg Dexamethason (Cll+Dex) oder 10 mg/kg
S-Curvularin (Cll+SC) durch intraperitoneale (i.p.) Injektion verabreicht. Die Kontrollgruppe wurde nach dem
gleichen Schema mit PBS behandelt (PBS). Die Entwicklung klinischer Symptome einer Arthritis wurde bis Tag
37 nach Immunisierung verfolgt. Dargestellt ist die Auspragung einer Arthritis als mittlerer Arthritisindex (*/. SEM)
(*##: p < 0,001; ns: nicht signifikant verschieden von PBS-behandelten Mausen; ###: p<0,001; ##: p<0,01; #: p<

0,05; nsy: nicht signifikant verschieden von Cll-immunisierten Tieren).

VIl.2.4 Analyse der mRNA-Expression pro-inflammatorischer Mediatoren in

peripheren Blutmonozyten und Pfoten von immunisierten TCR-Btg-Mausen

Zur initialen Untersuchung der anti-inflammatorischen Eigenschaften von S-Curvularin und
Dexamethason im Modell der Kollagen-induzierten Arthritis sollte deren Effekt auf die mRNA-

Expression bekannter pro-inflammatorischer Mediatoren wie z.B. TNF-o und IL-1B in
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peripheren Blutmonozyten und den Pfoten untersucht werden. Dazu wurden TCR-Btg-Mause
wie unter VII.2.2 beschrieben immunisiert und an Tag 37 nach der Immunisierung zur
Organentnahme getdtet. AnschlieBend wurde aus den peripheren Blutmonozyten und den
Pfoten die RNA isoliert und die mRNA-Expression verschiedener pro-inflammatorischer
Mediatoren mittels qRT-PCR-Analysen und den jeweiligen Sonden und zur Normierung der
Pol2a-mRNA analysiert. Um die mRNA-Expression der untersuchten Gene in Cll-
immunisierten Mausen im Vergleich zu PBS-behandelten Kontrolltieren zu ermitteln, wurde

die mRNA-Expression in den Kontrollmausen als 1 gesetzt.
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Abb. 25: Analyse der mRNA-Expression in peripheren Blutmonozyten und in den Pfoten im Modell der
Kollagen-induzierten Arthritis

TCR-Btg-Mause wurden mit 200 pg Kollagen Typ II (Cll) in komplettem Freundschen Adjuvans (CFA)
immunisiert. Nach 11 und 21 Tagen erhielten alle Mause eine weitere Injektion von jeweils 100 pg Cll in CFA. Die
Kontrollgruppe wurde nach dem gleichen Schema mit PBS behandelt (PBS). Die Tiere wurden an Tag 37 nach
der Immunisierung zur Organentnahme getétet. Dargestellt ist die Auswertung von zwei unhabangigen qRT-PCR-
Analysen und RNA aus peripheren Blutmonozyten (PBMCs) und Pfoten aus TCR-Btg-Mausen. Die Saulen
(Mittelwert + SEM) reprasentieren relative mRNA-Mengen in Bezug auf die mRNA-Mengen in unbehandelten

Kontrolltieren (+#*: p< 0,001; ns: nicht signifikant verschieden von PBS-behandelten Kontrolltieren).

In den Monozyten des peripheren Blutes konnte eine signifikant erhdéhte TNF-o— und iINOS-
mRNA-Expression im Vergleich zu PBS-behandelten Kontrolltieren detektiert werden. Die
mRNA-Menge von IL-6, IL-1B und MIP-1a ist nicht signifikant verandert (Abb. 25). Wie in
Abbildung 25 zu sehen konnte in den Pfoten ein deutlicher Anstieg der mRNA-Expression
nur fir IL-1p nachgewiesen werden.

Dieses Ergebnis macht deutlich, dass diese bekannten pro-inflammatorischen Mediatoren in
unterschiedlichen Geweben bzw. Zellen unterschiedlich exprimiert werden.
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VII.2.5 Analyse der iNOS-mRNA-Expression im Modell der Kollagen-induzierten
Arthritis

Bei der Entstehung und Aufrechterhaltung der rheumatoiden Arthritis spielt die
Uberexpression pro-inflammatorischer Gene, wie die der iNOS, eine wichtige Rolle. Da
Glukokortikoide, wie z.B. das etablierte Pharmakon Dexamethason (Dex), als pleiotrop
wirkende Hormone viele Nebenwirkungen besitzen, ist es von Bedeutung, neue, die pro-
inflammatorische Genexpression hemmende Substanzen flir die anti-inflammatorische
Therapie zu finden. Zunachst sollte deshalb die Wirkung von S-Curvularin (SC) im Vergleich
zu Dex als etabliertes Pharmakon auf die INOS-mRNA-Expression im Modell der Kollagen-
induzierten Arthritis  untersucht werden. Dazu wurde das Immunisierungs- und

Behandlungsschema wie unter VII.2.3 beschrieben (Abb. 23) verwendet.

Zur Untersuchung der iINOS-mRNA-Expression wurde aus den peripheren Blutmonozyten
(periphere blood mononuclear cells, PBMCs), den Pfoten und der Leber die RNA isoliert und
die INOS-mRNA-Expression in gRT-PCR-Experimenten mit einer Sonde gegen die iINOS-
und zur Normierung der Pol2a-mRNA analysiert. Um die Expression der iNOS in ClI-
immunisierten Mausen im Vergleich zu PBS-behandelten Kontrolltieren zu ermitteln, wurde

die INOS-mRNA-Expression in den Kontrolltieren als 100% gesetzt.

In PBMCs ist die INOS-mRNA-Expression in Cll-behandelten Tieren im Vergleich zu PBS-
behandelten Kontrolltieren nur an Tag 25 nach der Immunisierung um den Faktor 15 erhéht.
An Tag 29, 33 und 37 nach der Immunisierung konnte kein signifikanter Anstieg der relativen
iINOS-mRNA-Menge in Cll-behandelten Mausen detektiert werden (Abb. 26A). Auch in den
Pfoten (Abb. 27A) und der Leber (Abb. 28A) der immunisierten Tiere kann eine signifikante
Erhéhung der INOS-mRNA nur an Tag 25 nachgewiesen werden. An den Ubrigen Tagen ist
die INOS-mRNA-Expression zwischen Cll-behandelten Tieren und Kontrolltieren

unverandert.
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Abb. 26: Analyse der iNOS-mRNA-Expression in peripheren Blutmonozyten im Modell der Kollagen-
induzierten Arthritis

TCR-Btg-Méause wurden mit 200 pg Kollagen Typ II (Cll) in komplettem Freundschen Adjuvans (CFA)
immunisiert. Nach 11 und 21 Tagen erhielten alle Mause eine weitere Injektion von jeweils 100 pg Cll in CFA. Ab
Tag 21 wurde jeweils acht Mausen im Abstand von zwei Tagen 5 mg/kg Dexamethason (Cll+Dex) oder 10 mg/kg
S-Curvularin (Cll+SC) durch intraperitoneale (i.p.) Injektion verabreicht. Die Kontrollgruppe wurde nach dem
gleichen Schema mit PBS behandelt (PBS). Die Tiere wurden an Tag 25, 29, 33 und 37 nach der Immunisierung
zur Organentnahme getbtet. Dargestellt ist die Auswertung von zwei unhabangigen gRT-PCR-Analysen und RNA
aus peripheren Blutmonozyten (PBMCs) aus TCR-ftg-Mausen.

A) Die Messpunkte (Mittelwert */. SEM) entsprechen den relativen INOS-mRNA-Mengen in Bezug auf die iNOS-
mRNA-Mengen in PBS-behandelten Kontrolltieren (#*: p<0,01; ns: nicht signifikant verschieden von PBS-
behandelten Kontrolltieren).

B) Die Saulen (Mittelwert + SEM) reprasentieren die relativen iNOS-mRNA-Mengen in Bezug auf die iNOS-
mRNA-Menge in immunisierten, unbehandelten Kontrolltieren (Cll) (ns: nicht signifikant verschieden von

immunisierten, unbehandelten Kontrolltieren).
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Zur Analyse der Effekte der Dex- bzw. SC-Behandlung der CIA auf die iINOS-mRNA-
Expression in PBMCs, Pfoten und der Leber wurde zur Auswertung die INOS-mRNA-Menge
in Cll-behandelten Tieren als 100% gesetzt.
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Abb. 27: Analyse der iNOS-mRNA-Expression in den Pfoten im Modell der Kollagen-induzierten Arthritis
TCR-Btg-Mause wurden mit 200 pg Kollagen Typ II (Cll) in komplettem Freundschen Adjuvans (CFA)
immunisiert. Nach 11 und 21 Tagen erhielten alle Mause eine weitere Injektion von jeweils 100 pg Cll in CFA. Ab
Tag 21 wurde jeweils acht Mausen im Abstand von zwei Tagen 5 mg/kg Dexamethason (Cll+Dex) oder 10 mg/kg
S-Curvularin (Cll+SC) durch intraperitoneale (i.p.) Injektion verabreicht. Die Kontrollgruppe wurde nach dem
gleichen Schema mit PBS behandelt. Die Tiere wurden an Tag 25, 29, 33 und 37 nach der Immunisierung zur
Organentnahme getotet. Dargestellt ist die Auswertung von zwei unhabangigen gRT-PCR-Analysen und RNA
aus Pfoten von TCR-Btg-Mausen.

A) Die Messpunkte (Mittelwert */. SEM) entsprechen den relativen INOS-mRNA-Mengen in Bezug auf die iNOS-
mRNA-Mengen in PBS-behandelten Kontrolltieren (*: p<0,05; ns: nicht signifikant verschieden von PBS-
behandelten Kontrolltieren).

B) Die Saulen (Mittelwert + SEM) reprasentieren die relativen iNOS-mRNA-Mengen in Bezug auf die iNOS-
mRNA-Menge in immunisierten, unbehandelten Kontrolltieren (Cll) (##%: p< 0,001; ns: nicht signifikant

verschieden von immunisierten, unbehandelten Kontrolltieren).
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Abb. 26B zeigt, dass die iINOS-mRNA-Expression in PBMCs durch eine Behandlung mit
Cll+Dex und CII+SC im Vergleich zu Cll-Kontrolltieren nicht gehemmt wird. Auch in den
Leberproben kann kein Einfluss von Dex und SC auf die Expression der Cll-induzierte iINOS-
mRNA beobachtet werden (Abb. 28B). Ein inhibitorischer Einfluss der beiden
Behandlungsarten konnte lediglich an Tag 29 in den Pfoten nachgewiesen werden (Abb.
27 B)
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Abb. 28: Analyse der iINOS-mRNA-Expression in der Leber im Modell der Kollagen-induzierten Arthritis
TCR-Btg-Mause wurden mit 200 pg Kollagen Typ II (Cll) in komplettem Freundschen Adjuvans (CFA)
immunisiert. Nach 11 und 21 Tagen erhielten alle Mause eine weitere Injektion von jeweils 100 pg Cll in CFA. Ab
Tag 21 wurde jeweils acht Mausen im Anstand von zwei Tagen 5 mg/kg Dexamethason (Cll+Dex) oder 10 mg/kg
S-Curvularin (Cll+SC) durch intraperitoneale (i.p.) Injektion verabreicht. Die Kontrollgruppe wurde nach dem
gleichen Schema mit PBS behandelt. Die Tiere wurden an Tag 25, 29, 33 und 37 nach der Immunisierung zur
Organentnahme getotet. Dargestellt ist die Auswertung von zwei unhabangigen gRT-PCR-Analysen und RNA
aus der Leber von TCR-Btg-Mausen.

A) Die Messpunkte (Mittelwert */. SEM) entsprechen den relativen iNOS-mRNA-Mengen in Bezug auf die iNOS-
mRNA-Mengen in PBS-behandelten Kontrolltieren (#*: p<0,01; ns: nicht signifikant verschieden von PBS-
behandelten Kontrolltieren).

B) Die Saulen (Mittelwert + SEM) reprasentieren die relativen iNOS-mRNA-Mengen in Bezug auf die iNOS-
mRNA-Menge in immunisierten, unbehandelten Kontrolltieren (Cll) (ns: nicht signifikant verschieden von

immunisierten, unbehandelten Kontrolltieren).
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VII.2.6 Analyse der Proteinexpression wichtiger Zytokine und Chemokine im
Modell der Kollagen-induzierten Arthritis

Zur parallelen Analyse einer Vielzahl von Zytokinen und Chemokinen in den Pfoten von
Mausen wurde das ,Mouse Cytokine Array Panel A* von R&D Systems nach
Herstellerangaben verwendet (Abb. 29). Analysiert wurde die Proteinexpression in den
Pfoten von Tieren an Tag 37 nach der Immunisierung.
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Abb. 29: Darstellung eines Proteome Profiler ,,Mouse Cytokine Array“ zur Analyse der Proteinexpression
in Pfoten im Modell der Kollagen-induzierten Arthritis

TCR-Btg-Méause wurden mit 200 pg Kollagen Typ II (Cll) in komplettem Freundschen Adjuvans (CFA)
immunisiert. Nach 11 und 21 Tagen erhielten alle Mause eine weitere Injektion von jeweils 100 pg Cll in CFA. Ab
Tag 21 wurde jeweils acht Mausen im Abstand von zwei Tagen 5 mg/kg Dexamethason (Cll+Dex) oder 10 mg/kg
S-Curvularin (Cll+SC) durch intraperitoneale (i.p.) Injektion verabreicht. Die Kontrollgruppe wurde nach dem
gleichen Schema mit PBS behandelt. Die Tiere wurden an Tag 33 nach der Immunisierung zur Organentnahme
getotet. Gezeigt sind vier Membranen des Proteome Profilers. Analysiert wurden 60 pug Gesamtproteinextrakt.

Die quantitative Auswertung zeigte, dass eine Vielzahl pro-inflammatorischer Zytokine und
Chemokine durch die Immunisierung der TCR-Btg-Mausen in ihrer Expression induziert
wurden (Abb. 29). So flihrte die Kollagen-Injektion in den Tieren zu einer sieben- bis acht-
fachen Erh6hung von C5a (complement component 5a) und MCP-1 (monocyte chemotactic

protein 1) im Vergleich zu PBS-behandelten Kontrolltieren. Eine signifikante Erhéhung von
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MIP-1ac (macrophage inflammatory protein), MIP-13, MIP-2, CXCL12 und CCL17 konnte
ebenfalls nach einer Immunisierung detektiert werden. Es handelt sich dabei um
chemotaktische Proteine, die Immunzellen zu Orten inflammatorischen Geschehens
rekrutieren. Durch die Behandlung der Cll-induzierten Mause mit Dex und SC konnte die
erhdhte Expression der Proteine signifikant reduziert werden (Abb. 30A). Die in ClI-
behandelten Tieren erhéhte Expression des Chemokins CCL17 konnte durch die Gabe von
Dex und SC vollstandig inhibiert werden.
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Abb. 30: Quantitative Auswertung des Proteome Profiler zur Analyse der Proteinexpression in Pfoten im
Modell der Kollagen-induzierten Arthritis (CIA)

Dargestellt ist die quantitative Auswertung der in Abb. 37 gezeigten Proteome Profiler mit Proben aus Pfoten im
Modell der CIA. Die Quantifizierung wurde mit der Software Quantity One durchgefihrt.

A) Darstellung der signifikant regulierten Chemokine

B) Darstellung der signifikant regulierten Zytokine

(*: p< 0,05; ***: p< 0,001 vs. PBS-behandelten Kontrolltieren; #: p< 0,05; ##: p< 0,01; ###: p< 0,001 vs. Kollagen-
induzierten Mausen)
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Die Immunisierung von TCR-Btg-M&usen mit Kollagen hatte ebenfalls unter anderem eine
signifikante Erhéhung von IFN-y, IL-1B, IL-12p70 und TNF-o. zur Folge (Abb. 30B). Es
handelt sich bei diesen Proteinen um pro-inflammatorische Zytokine, die eine wichtige Rolle
bei der Immunabwehr spielen. Eine Behandlung der Tiere mit Cll+Dex als auch mit ClI+SC
fOhrte zu einer signifikanten Hemmung der IL-12p70- und TNF-o-Proteinmenge in den
Pfoten. Die Expression von IL-18 konnte nur durch eine Behandlung der Mause mit ClI+SC

reduziert werden.

VII.2.7 Genexpressionsanalysen in den Pfoten Kollagen-induzierter TCR-ftg-

Mause mittels DNA-Mikroarray-Analysen

Molekulare Untersuchungen zur Entstehung der RA sowie anderer chronisch-
inflammatorischer  Erkrankungen zeigen, dass ein komplexes Netzwerk pro-
inflammatorischer Gene an der Entwicklung dieser Krankheiten beteiligt ist. Die komplexe
Pathogenese chronisch-inflammatorischer Erkrankungen erfordert die Analyse der
Expression einer Vielzahl von Genen. Zur parallelen Analyse der Genexpression kann die
DNA-Mikroarray-Technik verwendet werden. Mit diesem experimentellen Ansatz sollten
Markergene identifiziert werden, die anschlieBend in real-time PCR-Analysen zur
Untersuchung des Krankheitsverlaufs der Kollagen-induzierten Arthritis eingesetzt werden
kdénnen.
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Abb. 31: Beispiel eines SAM-Graphs einer Zwei-Farben-Mikroarray-Analyse

Mikroarrays wurden wie unter VI.11.8 beschrieben ausgewertet. Gezeigt ist ein SAM-Graph als Beispiel einer
statistischen Analyse von Zwei-Farben-Mikroarrays. Bei der Analyse wurde der g-Wert < 5% gesetzt. Dargestellt
sind: rot = signifikant positiv, griin = signifikant negativ, schwarz = nicht regulierte Gene.
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Zunachst wurden TCR-Btg-Mause wie unter VII.2.3 beschrieben mit Kollagen (ClII)
immunisiert und mit Dexamethason (Cll+Dex) bzw. S-Curvularin (ClI+SC) behandelt.
AnschlieBend wurde die RNA aus den Pfoten der an Tag 33 getdteten Tiere wie unter
VI.11.8.1 beschrieben isoliert und mit Fluoreszenzfarbstoffen markiert. Die erhaltene
fluoreszenzmarkierte und aufgereinigte cDNA wurde dann nach dem in Tabelle 25
beschriebenen Schema mit den Genchips hybridisiert, die 35 852 Sonden, die 25 000 Gene
und etwa 38 000 Transkripte reprasentieren. Nach dem Einscannen der Mikroarray-Chips
wurden die erhaltenen Daten wie unter VI.11.8.3 beschrieben ausgewertet.

Abbildung 31 zeigt das Ergebnis einer statistischen Auswertung mehrerer Mikroarrays mit
Hilfe des ,SAM* (Significance Analysis of Microarrays)-Programms. Es wird deutlich, dass
die gréBte Anzahl der untersuchten Gene nicht reguliert wird (schwarz). Ein Teil der Gene
werden in ihrer Expression hochreguliert (rot), einige werden in ihrer Expression gehemmt
(grin). Somit konnte die Annahme, dass die Mehrzahl der Gene in ihrer Expression nicht
verandert wird, bestatigt werden.
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Abb. 32: Schematische Darstellung der Anzahl signifikant regulierter Gene im Modell der Kollagen-
induzierten Arthritis (CIA)

TCR-Btg-Mause wurden mit 200 pg Kollagen Typ II (Cll) in komplettem Freundschen Adjuvans (CFA)
immunisiert. Nach 11 und 21 Tagen erhielten alle Mause eine weitere Injektion von jeweils 100 pg Cll in CFA. Ab
Tag 21 wurde jeweils acht Mausen im Abstand von zwei Tagen 5 mg/kg Dexamethason (Cll+Dex) oder 10 mg/kg
S-Curvularin (Cll+SC) durch intraperitoneale (i.p.) Injektion verabreicht. Die Kontrollgruppe wurde nach dem
gleichen Schema mit PBS behandelt (PBS). An Tag 33 nach der Immunisierung wurden die Tiere getétet und
RNA aus den Pfoten isoliert. AnschlieBend wurden DNA-Mikroarray-Analysen wie unter VI.11.8.1 beschrieben
durchgefiihrt. Dargestellt ist die Anzahl signifikant regulierter Gene im Modell der CIA nach Immunisierung mit
Kollagen im Vergleich zu unbehandelten Kontrolltieren (Cll), nach der Behandlung mit Dexamethason (Cll+Dex)
und S-Curvularin (CII+SC) im Vergleich zu Cll-immunisierten Tieren sowie die Anzahl gemeinsam regulierter
Gene.
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Die vergleichende Auswertung aller Daten zeigte, dass 2228 Gene nach Immunisierung mit
CIl im Vergleich zu unbehandelten Kontrolltieren in ihrer Expression signifikant (g-Wert <
5 %) verandert waren. Die Behandlung von immunisierten Tieren mit Dex flhrte zu
Expressionsanderungen von 1819 Genen, wobei 663 Gene auch nur durch eine
Immunisierung mit Cll signifikant reguliert wurden. Eine signifikante Anderung von 1509
Genen hatte die Behandlung mit SC nach ClI-Injektion zur Folge. Davon konnten 349 Gene
ebenfalls durch die Gabe von Dex in ihrer Expression verandert werden, 314 der 1509 Gene
wurden allein durch die Injektion von CII verdndert. Insgesamt konnten in allen drei
Versuchsgruppen 101 Gene gefunden werden, die signifikant reguliert wurden (Abb. 32).

Die Gene, die nach der Auswertung als signifikant angesehen wurden, konnten mit Hilfe der
Funktionen des ,PANTHER (Protein ANalysis THrough Evolutionary Relationships)
Classification Systems* weiter spezifiziert werden. Mit diesem System ist es mdglich, Gene
anhand ihrer Funktion zu klassifizieren. Des Weiteren kénnen Proteine in Gruppen gleicher
Funktion eingeordnet werden, die dann anhand ihrer molekularen Funktion und des
biologischen Prozess, an dem sie beteiligt sind, kategorisiert werden.

Zunachst wurden die Gene analysiert, die nach der Immunisierung von TCR-Btg-Mausen mit
Kollagen signifikant im Vergleich zu unbehandelten Kontrolltieren in ihrer Expression
verandert waren. Die Gene wurden nach ihrer Beteiligung an biologischen Prozessen
eingeteilt. Dargestellt sind alle Gruppen, denen 40 oder mehr Gene zugeordnet werden
konnten. Wie in Abb. 33 A zu sehen, konnte die Mehrzahl der Gene nicht klassifiziert
werden. Etwa 300 Gene sind an Funktionen der Signaltransduktion beteiligt. Die Anzahl der
Gene, die in der Immunantwort- und -abwehr involviert sind, betragt etwa 100. Ein groBer
Anteil der als signifikant regulieten Gene ist an Prozessen des Nukleinsaure- und
Proteinmetabolismus sowie an Entwicklungsprozessen beteiligt.

In Abb. 33 B ist das Ergebnis der Analyse der Gene zu sehen, die nach der Behandlung mit
SC im Vergleich zu Cll-immunisierten Tiere in ihrer Expression signifikant veréandert waren.
Dargestellt sind die Gruppen, denen zehn oder mehr Gene zugeordnet wurden. Auch hier
konnte die Mehrzahl der Gene nicht klassifiziert werden. Der Grupppe ,Signaltransduktion®
konnten 35 Gene zugeordnet werden. Etwa 20 Gene wurden den Prozessen der Immunitat
und Abwehr zugeteilt. Eine Vielzahl der signifikant regulierten Gene nach der Behandlung
mit SC ist ebenfalls an Prozessen des Nukleinsdure- und Proteinmetabolismus sowie an
Entwicklungsprozessen beteiligt.
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Abb. 33: Einteilung der signifikant regulierten Gene anhand der Beteiligung an biologischen Prozessen

Gezeigt ist die mit dem ,PANTHER Classification Systems" erstellte Einteilung der signifikant regulierten Gene

nach ihrer Beteiligung an biologischen Prozessen. Rot markiert sind die Kategorien Signaltransduktion sowie

Immunitat und Abwehr.

A) Einteilung der nach Immunisierung (Cll) signifikant verdnderter Gene im Vergleich zu PBS-behandelten

Kontrolltieren.

B) Einteilung der nach S-Curvularin-Behandlung (SC) signifikant verédnderter Gene im Vergleich zu Kollagen-

induzierten Tieren (ClII).
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Zur Untersuchung der anti-inflammatorischen Eigenschaften von SC im chronischen
Entzindungsmodell der Kollagen-induzierten Arthritis sind solche Gene von Interesse, die
nach der Behandlung mit der Pilzsubstanz im Vergleich zu Cll-immunisierten Tieren in
entgegengesetzter Weise reguliert werden. Deshalb wurden solche Gene naher analysiert,
die nach der Injektion von Kollagen in ihrer Expression induziert und nach der Behandlung
mit SC gehemmt wurden (siehe Anhang, Tabelle 36).

A

Gene in SC-hehandelten Mausen im
Vergleich zu Cllimmunisierten Tieren
n

Anzahl der signifikant herabregulierten

Cellcycle

s tr.n,.uct.nE
=
-

Cell structure and matility

Immunity and defense

Intracellular protein traffic

Biglogical process unclassified
Protein metabolism and medification
Developmental processes

Nucleoside nuclectide and nucleic acid metabelism

mm Cll
B ClHDex
6.5 N C|+SC

7.5

5.5
4.5
3.5
254

[log,]

1.5
0.5
0.9
-1.91

Relative mRMNA-Expression in Pfoten

Anks1
Dsc2
Rab27b
Gpsm3
Sart1
Coro1a
Magid
Nr2e1
Camp
Ppib
Defb6
S100a8
Mpo
Cfp

Abb. 34: Darstellung der signifikant herabregulierten Gene nach S-Curvularin-Behandlung (SC) im
Vergleich zu Cll-behandelten Mausen

A) Einteilung der nach SC-Behandlung signifikant herabregulierter Gene im Vergleich zu Cll-induzierten Tieren.
Gezeigt ist die mit dem ,PANTHER Classification Systems" erstellte Einteilung der signifikant regulierten Gene
nach ihrer Beteiligung an biologischen Prozessen (Rot = Kategorie Signaltransduktion, Immunitat/Abwehr).

B) Dargestellt ist die relative mRNA-Expression signifikant herabregulierter Gene nach SC-Behandlung (Cl1+SC)
im Vergleich zu ClI- und Dex (Cll+Dex)- behandelten Tieren, die an der Signaltransduktion und der Immunitat
beteiligt sind.
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Die PANTHER-Analyse zeigte, dass acht Gene der Kategorie ,Signaltransduktion® und
sechs Gene der Gruppe ,Immunitat und Abwehr zugeordnet werden konnte (Abb. 34A).
Diese 14 Gene wurden nochmals genauer analysiert und dargestellt (Abb. 34B).

Eine Immunisierung mit CII fihrt unter anderem zur Induktion der mRNA-Expression einer
Vielzahl von Genen, die an der Immunitat beteiligt sind. So ist die mRNA-Menge der
antimikrobiellen Peptide Camp (cathelicidin antimicrobial peptide) (Zheng et al., 2007), Ppib
(peptidylprolyl isomerase B)(De Ceuninck et al., 2003) und Defb6 (defensin beta)(Wehkamp
et al., 2007) nach der Immunisierung mit Kollagen in ihrer Expression stark erhéht und kann
durch die Injektion von SC in den Pfoten der M&use signifikant reduziert werden. Des
Weiteren konnte ebenfalls eine starke Induktion der von Granulozyten gebildeten
Myeloperoxidase (Mpo) (Maki-Petaja et al., 2008) und des Calcium-bindenden Proteins
S100A8 (Frosch et al, 2000), das eine wichtige Rolle bei der Entstehung und
Aufrechterhaltung inflammatorischer Gelenkerkrankungen einzunehmen scheint, in Kollagen-
behandelten Tieren beobachtet werden (Abb. 34B). Die Expression dieser beiden Gene
konnte ebenfalls durch die Behandlung mit der Pilzsubstanz SC reduziert werden. Eine
signifikante inhibitorische Wirkung von Dexamethason konnte nur bei finf der ausgewéhlten
Gene beobachtet werden.

Der Effekt der Immunisierung mit Cll sowie der Behandlung mit Dexamethason oder
S-Curvularin auf die mRNA-Expression von Camp, Mpo, Defb6, Ppib und S100A8 (siehe
VI11.2.8) wurde anschlieBend mittels qRT-PCR verifiziert. Wie in Abbildung 35 gezeigt, flhrte
eine Immunisierung der Mause zu einer Induktion der untersuchten Gene. Die Camp-, Mpo-
und Ppib-mRNA-Expression wurde durch eine Behandlung der Tiere mit S-Curvularin
gehemmt, wobei der Effekt der Substanz auf die Camp-mRNA-Menge nicht signifikant war.
Durch eine Behandlung mit Dexamethason konnte die Cll-induzierte Mpo- und Ppib-mRNA-
Expression (Abb. 35 B + D) tendenziell gehemmt werden, wobei die Effekte nicht signifikant
waren. Ein Einfluss von S-Curvularin und Dexamethason auf die Defb6-mRNA-Expression
konnte nicht detektiert werden Abb. 35C). Des Weiteren hatte eine Anwendung von
Dexamethason keinen Einfluss auf die Cll-induzierte Camp-mRNA-Expression in den Pfoten
der Tiere (Abb. 35A). Die Expressionsdaten der Mikroarray-Analyse konnten also
weitestgehend in qRT-PCR-Experimenten bestatigt werden.
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Abb. 35: Analyse der mRNA-Expression von Camp, Mpo, Defb6 und Ppib im Modell der Kollagen-
induzierten Arthritis

TCR-Btg-Mause wurden mit 200 pg Kollagen Typ II (Cll) in komplettem Freundschen Adjuvans (CFA)
immunisiert. Nach 11 und 21 Tagen erhielten alle Mause eine weitere Injektion von jeweils 100 pg Cll in CFA. Ab
Tag 21 wurde jeweils acht Mausen im Abstand von zwei Tagen 5 mg/kg Dexamethason (Cll+Dex) oder 10 mg/kg
S-Curvularin (Cll+SC) durch intraperitoneale (i.p.) Injektion verabreicht. Die Kontrollgruppe wurde nach dem
gleichen Schema mit PBS behandelt. Die Tiere wurden an Tag 33 nach der Immunisierung zur Organentnahme
getdtet. Dargestellt ist die Auswertung von zwei unhabangigen qRT-PCR-Analysen und RNA aus den Pfoten von
TCR-Btg-Mausen. Die Saulen (Mittelwert + SEM) reprasentieren relative Camp-(A), Mpo- (B), Defb6- (C) und
Ppib- (D)-mRNA-Mengen in Bezug auf die mRNA-Mengen in Cll-behandelten Tieren (*: p< 0,05; ns: nicht

signifikant verschieden von Cll-behandelten Kontrolltieren).

Des Weiteren wurden solche Gene genauer analysiert, die nach der Immunisierung mit CIl in
ihrer Expression vermindert und durch eine Behandlung mit Dex bzw. SC induziert wurden
(siehe Anhang, Tabelle 37). So konnten sechs Gene identifiziert werden, die anhand des
PANTHER Classification Systems in die Gruppen ,Signaltransduktion“ und ,Immunitat und
Abwehr” eingeteilt wurden (Abb. 36A).

Die Ergebnisse zeigten, dass unter anderem die mRNA-Expression von Notch2 (Notch gene
homolog 2) und Foxc1 (forkhead box 1) nach Immunisierung der Tiere mit Kollagen im
Vergleich zu PBS-behandelten Kontrollm&usen reduziert und durch die Gabe von SC
induziert wurde. Des Weiteren konnte eine Hemmung von Gpr34 (G protein-coupled receptor
36) nach der Immunisierung und eine verstarkte Expression nach der Behandlung mit der
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Pilzsubstanz beobachtet werden. Bei allen hier aufgefiihrten Genen konnte ein signifikanter
Effekt von Dex nur fiir Notch2 und Ogn (Osteoglycin) nachgewiesen werden (Abb. 36B).
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Abb. 36: Darstellung der signifikant hoch regulierten Gene nach S-Curvularin-Behandlung im Vergleich zu
Cli-behandelten Mausen

A) Einteilung der nach S-Curvularin-Behandlung signifikant hoch regulierten Gene im Vergleich zu Kollagen-
induzierten Tieren. Gezeigt ist die mit dem ,PANTHER Classification System” erstellte Einteilung der signifikant
regulierten Gene nach ihrer Beteiligung an biologischen Prozessen. Rot markiert sind die Kategorien
Signaltransduktion sowie Immunitat und Abwehr.

B) Dargestellt ist die relative mMRNA-Expression signifikant hoch regulierter Gene nach S-Curvularin-Behandlung
(ClI+SC) im Vergleich zu ClI- und Dex (Cll+Dex)- behandelten Tieren, die an der Signaltransduktion und der
Immunitat beteiligt sind.
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VII.2.8 Analyse der S100A8-mRNA-Expression im Modell der Kollagen-
induzierten Arthritis

Die DNA-Mikroarray-Analysen hatten gezeigt, dass das Ca®"-bindende Protein S100A8
durch CII in seiner Expression auf mRNA-Ebene erhéht wird und S-Curvularin bzw.
Dexamethason dies hemmen. Um diese Daten mit einer weiteren Methode zu verifizieren,
wurde die mRNA-Expression des als pro-inflammatorischer Mediator wirkenden Proteins
S100A8, das von Immunzellen unter inflammatorischen Bedingungen exprimiert wird, im
Modell der CIA untersucht. Dazu wurden gqRT-PCR-Experimente mit den gleichen RNA-
Proben wie unter VII.2.4 durchgefihrt. Hierbei wurde die S100A8-mRNA-Menge in PBS-
behandelten Kontrolltieren als 100% gesetzt.
Wahrend des gesamten Behandlungszeitraums flhrte eine Immunisierung der TCR-Btg-
Méause mit Cll in PBMCs zu einer deutlichen Erhéhung der S100A8-mRNA-Expression im
Vergleich zu PBS-behandelten Kontrolltieren. Im Verlauf der Krankheit nimmt die relative
S100A8-mRNA-Menge im Vergleich zu Kontrollmausen jedoch von einer 20-fachen
Erhéhung an Tag 25 auf eine 4-fache Erh6hung an Tag 37 ab (Abb. 37A). In den Pfoten der
Cll-immunisierten Mause ist nur an Tag 25 nach der Immunisierung ein signifikanter Anstieg
der S100A8-mRNA-Expression detektierbar, wobei die Expression an Tag 29 und 33
tendenziell ebenfalls erhéht ist (Abb. 38A). In der Leber kann ein ahnlicher Verlauf der
Expressionsstarke der S100A8-mRNA wie in den PBMCs beobachtet werden. Die S100A8-
mRNA-Menge in CllI-Tieren ist im Vergleich zu PBS-Mausen an den Tagen 25, 29 und 33
signifikant erh6ht, wobei die relative mRNA-Menge im Verlauf ebenfalls abnimmt (Abb. 39A).
Zur Untersuchung der Effekte von Dex und SC auf eine etablierte Arthritis wurde die
relative S100A8-mRNA-Menge in immunisierten, aber unbehandelten Mausen als 100%
gesetzt.
Die Ergebnisse zeigen, dass in PBMCs beide Substanzen an Tag 25 und 33 keine
inhibitorische Wirkung auf die mRNA-Expression von S100A8 im Vergleich zu Kontrolltieren
besitzen. An Tag 29 nach der Immunisierung kann die S100A8-mRNA-Menge sowohl von
Dex als auch von SC auf etwa 30% reduziert werden. 37 Tage nach der Immunisierung
konnte die S100A8-mRNA-Expression durch eine Behandlung mit CIl+SC um 80% bezogen
auf Cll-behandelte Tiere vermindert werden (Abb. 37B).
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Abb. 37: Analyse der S100A8-mRNA-Expression in peripheren Blutmonozyten im Modell der Kollagen-
induzierten Arthritis

TCR-Btg-Mause wurden mit 200 pg Kollagen Typ II (Cll) in komplettem Freundschen Adjuvans (CFA)
immunisiert. Nach 11 und 21 Tagen erhielten alle Mause eine weitere Injektion von jeweils 100 pg Cll in CFA. Ab
Tag 21 wurde jeweils acht Mausen im Abstand von zwei Tagen 5 mg/kg Dexamethason (Cll+Dex) oder 10 mg/kg
S-Curvularin (Cll+SC) durch intraperitoneale (i.p.) Injektion verabreicht. Die Kontrollgruppe wurde nach dem
gleichen Schema mit PBS behandelt. Die Tiere wurden an Tag 25, 29, 33 und 37 nach der Immunisierung zur
Organentnahme getotet. Dargestellt ist die Auswertung von zwei unhabangigen gRT-PCR-Analysen und RNA
aus peripheren Blutmonozyten aus TCR-Btg-Mausen.

A) Die Messpunkte (Mittelwert */. SEM) entsprechen den relativen S100A8-mRNA-Mengen in Bezug auf die
S100A8-mRNA-Mengen in PBS-behandelten Kontrolltieren (x##: p<0,001; **: p< 0,01; *: p< 0,05; ns: nicht
signifikant verschieden von PBS-behandelten Kontrolltieren).

B) Die Saulen (Mittelwert + SEM) reprasentieren die relativen S100A8-mRNA-Mengen in Bezug auf die S100A8-
mRNA-Menge in immunisierten, unbehandelten Kontrolltieren (CII) (+##: p<0,001; *: p< 0,05; ns: nicht signifikant

verschieden von immunisierten, unbehandelten Kontrolltieren).
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Abb. 38: Analyse der S100A8-mRNA-Expression in den Pfoten im Modell der Kollagen-induzierten
Arthritis

TCR-Btg-Méause wurden mit 200 pg Kollagen Typ II (Cll) in komplettem Freundschen Adjuvans (CFA)
immunisiert. Nach 11 und 21 Tagen erhielten alle Mause eine weitere Injektion von jeweils 100 pg Cll in CFA. Ab
Tag 21 wurde jeweils acht Mausen im Abstand von zwei Tagen 5 mg/kg Dexamethason (Cll+Dex) oder 10 mg/kg
S-Curvularin (Cll+SC) durch intraperitoneale (i.p.) Injektion verabreicht. Die Kontrollgruppe wurde nach dem
gleichen Schema mit PBS behandelt. Die Tiere wurden an Tag 25, 29, 33 und 37 nach der Immunisierung zur
Organentnahme get6tet. Dargestellt ist die Auswertung von zwei unhabangigen gRT-PCR-Analysen und RNA
aus Pfoten von TCR-ftg-Méausen.

A) Die Messpunkte (Mittelwert */. SEM) entsprechen den relativen S100A8-mRNA-Mengen in Bezug auf die
S100A8-mRNA-Mengen in PBS-behandelten Kontrolltieren (x#*: p<0,001; ns: nicht signifikant verschieden von
PBS-behandelten Kontrolltieren).

B) Die Saulen (Mittelwert + SEM) reprasentieren die relativen S100A8-mRNA-Mengen in Bezug auf die S100A8-
mRNA-Menge in immunisierten, unbehandelten Kontrolltieren (Cll) (*+x: p<0,001; ns: nicht signifikant

verschieden von immunisierten, unbehandelten Kontrolltieren).
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In den Pfoten ClI-immunisierter und mit Dex- bzw. SC-behandelter TCR-tg-Mause konnte
eine signifikanten Reduktion der S100A8-mRNA-Expression im Vergleich zu Kontrolltieren
nur an Tag 25 nach der Immunisierung detektiert werden. An allen anderen Tagen wurde nur
eine tendenzielle Abnahme der S100A8-mRNA-Menge beobachtet (Abb. 38B).
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Abb. 39: Analyse der S100A8-mRNA-Expression in der Leber im Modell der Kollagen-induzierten Arthritis

TCR-Btg-Mause wurden mit 200 pg Kollagen Typ II (Cll) in komplettem Freundschen Adjuvans (CFA)
immunisiert. Nach 11 und 21 Tagen erhielten alle Mause eine weitere Injektion von jeweils 100 pg Cll in CFA. Ab
Tag 21 wurde jeweils acht Mausen im Abstand von zwei Tagen 5 mg/kg Dexamethason (Cll+Dex) oder 10 mg/kg
S-Curvularin (Cll+SC) durch intraperitoneale (i.p.) Injektion verabreicht. Die Kontrollgruppe wurde nach dem
gleichen Schema mit PBS behandelt. Die Tiere wurden an Tag 25, 29, 33 und 37 nach der Immunisierung zur
Organentnahme getotet. Dargestellt ist die Auswertung von zwei unhabangigen gRT-PCR-Analysen und RNA
aus der Leber von TCR-Btg-Mausen.

A) Die Messpunkte (Mittelwert */. SEM) entsprechen den relativen S100A8-mRNA-Mengen in Bezug auf die
S100A8-mRNA-Mengen in PBS-behandelten Kontrolltieren (#*: p<0,01; #*: p<0,05; ns: nicht signifikant
verschieden von PBS-behandelten Kontrolltieren).

B) Die Saulen (Mittelwert + SEM) reprasentieren die relativen S100A8-mRNA-Mengen in Bezug auf die S100A8-
mRNA-Menge in immunisierten, unbehandelten Kontrolltieren (Cll) (*: p<0,05; ns: nicht signifikant verschieden

von immunisierten, unbehandelten Kontrolltieren).
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Eine Behandlung von Mausen mit einer etablierten Arthritis hatte in der Leber keinen Effekt
auf die S100A8-mRNA-Expression im Vergleich zu unbehandelten Tieren. Die Behandlung
mit Dex flUhrte an Tag 37 nach der Immunisierung sogar zu einer signifikanten Erhéhung der
S100A8-mRNA-Menge (Abb. 39B).

VII.2.9 Analyse der S100A8-Proteinexpression im Modell der Kollagen-
induzierten Arthritis

Um die Wirkung von S-Curvularin (SC) im Vergleich zu Dexamethason (Dex) auf die
Proteinexpression im Modell der Kollagen-induzierten Arthritis zu untersuchen, wurden TCR-
Btg-Mause wie unter VII.2.3 beschrieben immunisiert (Cll) und mit Dex (Cll+Dex) bzw. SC
(ClI+SC) behandelt. AnschlieBend wurden die Pfoten der an Tag 33 getdteten Tiere zur
Herstellung der Zelllysate in Lyse-Puffer mit Hilfe eines Ultraturrax homogenisiert. Die
Detektion erfolgte zunachst mittels Western Blot-Analysen und einem monoklonalen
Antikdrper gegen S100A8. Als Ladungskontrolle wurde ein monoklonaler p38-MAPK-
Antikérper verwendet.
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Abb. 40: Analyse der S100A8-Proteinexpression in den Pfoten im Modell der Kollagen-induzierten
Arthritis

TCR-Btg-Mause wurden mit 200 pg Kollagen Typ II (Cll) in komplettem Freundschen Adjuvans (CFA)
immunisiert. Nach 11 und 21 Tagen erhielten alle Mause eine weitere Injektion von jeweils 100 pg Cll in CFA. Ab
Tag 21 wurde jeweils acht Mausen im Abstand von zwei Tagen 5 mg/kg Dexamethason (Cll+Dex) oder 10 mg/kg
S-Curvularin (Cll+SC) durch intraperitoneale (i.p.) Injektion verabreicht. Die Kontrollgruppe wurde nach dem
gleichen Schema mit PBS behandelt. Die Tiere wurden an Tag 33 nach der Immunisierung zur Organentnahme
getdtet. Gezeigt ist ein reprasentativer Blot fiir zwei weitere Western-Blot-Analysen mit monoklonalen Antikérpern
gegen S100A8 und p38-MAPK. Analysiert wurden 60 ug Gesamtproteinextrakt.
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Wie in Abb. 40 zu sehen flhrte eine Behandlung der CIA mit SC in den Pfoten zu einer
deutlichen Reduktion der S100A8-Proteinexpression im Vergleich zu unbehandelten Tieren.
Die S100A8-Menge konnte ebenfalls durch die Gabe von Dex vermindert werden.

VII.3 Wirkung von S-Curvularin im akuten LPS-induzierten
Entziindungsmodell

Im Gegensatz zu dem Modell der Kollagen-induzierten Arthritis, bei dem es sich um ein
chronisches Inflammationsmodell handelt, sollte die Wirkung von S-Curvularin ebenfalls in
einem akuten Inflammationsmodell analysiert werden. Dazu wurde das Lipopolysaccharid
(LPS)-induzierte Entziindungsmodell verwendet, um Veranderungen der Genexpression in
der akuten Phase einer Entziindung untersuchen zu kénnen. Die Injektion von LPS fihrt in
den Mausen zu einer systemischen Entziindung, die durch eine erhdhte Expression einer
Vielzahl von Zytokinen gekennzeichnet ist.

Zur Untersuchung der Wirkung von S-Curvularin im akuten Entziindungsmodell wurden
C57BL/6-Mause zunéachst mit S-Curvularin (10 mg/kg), Dexamethason (5 mg/kg) oder PBS
zur Kontrolle durch intraperitoneale Injektion fir zwei Stunden vorbehandelt. AnschlieBend
wurde eine akute Inflammation durch die Injektion von LPS (5 mg/kg; i.p.) induziert.
Kontrolltiere erhielten die entsprechende Menge 0,9%-iger Kochsalzlésung. Nach sechs
Stunden wurden die Mause zur Organentnahme getdtet. Es wurde die RNA aus peripheren
Blutmonozyten, Leber und Milz isoliert und die mRNA-Expression mittels gRT-PCR mit einer
Sonde gegen die iINOS-, S100A8- und als Referenz die Pol2a-mRNA analysiert. Zur
Auswertung wurden die mRNA-Mengen von LPS-induzierten Mausen als 100% gesetzt.

Wie in Abb. 41 zu sehen, fihrte die LPS-Injektion in den untersuchten Zellen und Geweben
nur zu einer 4-5fachen Erhéhung der iINOS-mRNA-Expression. In PBMCs als auch in der
Milz fihrte eine Behandlung der M&use mit S-Curvularin zu einer signifikanten Reduktion der
iINOS-mRNA-Menge (Abb. 41A und C) im Vergleich zu LPS-behandelten Tieren. In der
Leber konnte durch die Injektion von S-Curvularin nur tendenziell eine Abnahme der iINOS-
mRNA-Expression erzielt werden, wobei der Effekt jedoch nicht signifikant ist (Abb. 41B).
Durch die Behandlung der M&use mit Dexamethason konnte in PBMCs als auch in der Leber
die iINOS-mRNA-Expression signifikant reduziert werden (Abb. 41A und B). Im Gegensatz
dazu fuhrte die Gabe von Dexamethason in der Milz zu einer signifikanten Steigerung der
INOS-mRNA-Menge im Vergleich zu LPS-induzierten Tieren (Abb. 41C).
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Abb. 41: Analyse der iINOS-mRNA-Expression in PBMCs, Leber und Milz von C57BL/6-Méausen nach LPS-
Injektion

Mause wurden mit PBS, S-Curvularin (10 mg/kg; SC) oder Dexamethason (5 mg/kg; Dex) durch i.p.
Injektion fOr vorbehandelt. Zwei Stunden spéater wurde die Inflammation durch LPS-Injektion
(5 mg/kg; i.p.) ausgeldst. Kontrolltiere erhielten die entsprechende Menge an 0,9%-iger NaCl. Nach
sechs Stunden wurden die Mause zur Organentnahme getétet. Gezeigt ist die Auswertung aus drei
unabhéngigen gRT-PCR-Analysen mit RNA aus PBMCs (A), Leber (B) und Milz (C). Die S&ulen
(Mittelwert + SEM) reprasentieren relative INOS-mRNA-Mengen in Bezug auf die mRNA-Menge der
LPS-behandelten Tiere (*: p < 0,05; **: p< 0,01; *+*: p< 0,001; ns: nicht signifikant verschieden von
LPS-behandelten Tieren).

Als weiterer pro-inflammatorischer Marker sollte die Expression von S100A8 im Modell der
akuten Inflammation untersucht werden. Die Injektion von LPS fihrte in PBMCs als auch in
der Leber und der Milz von C57BL/6-Mausen zu einer signifikanten Induktion der S100A8-
mRNA-Expression (Abb. 42). Allerdings hatte eine Behandlung der Mause mit S-Curvularin
als auch mit Dexamethason keinen signifkanten Effekt auf die S100A8-mRNA-Menge im
Vergleich zu LPS-behandelten Tieren (Abb. 42A und B), wobei eine tendenzielle Abnahme in
der Leber beobachtet werden konnte. In der Milz konnte die erhéhte S100A8-mRNA-
Expression nach LPS-Induktion nach der Behandlung mit S-Curvularin wieder auf
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Ausgangsniveau gesenkt werden. Dexamethason hatte in der Milz keine Wirkung auf die
Expression der S100A8-mRNA (Abb. 42C).
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Abb. 42: Analyse der S100A8-mRNA-Expression in PBMCs, Leber und Milz von C57BL/6-Mausen nach
LPS-Injektion

Mause wurden mit PBS, S-Curvularin (10 mg/kg; SC) oder Dexamethason (5 mg/kg; Dex) durch i.p.
Injektion fOr vorbehandelt. Zwei Stunden spéater wurde die Inflammation durch LPS-Injektion
(5 mg/kg; i.p.) ausgeldst. Kontrolltiere erhielten die entsprechende Menge an 0,9%iger NaCl. Nach
sechs Stunden wurden die Mause zur Organentnahme getétet. Gezeigt ist die Auswertung aus drei
unabhangigen gRT-PCR-Analysen mit RNA aus PBMCs (A), Leber (B) und Milz (C). Die Saulen
(Mittelwert + SEM) reprasentieren relative S100A8-mRNA-Mengen in Bezug auf die mRNA-Menge der
mit LPS-behandelten Tiere (x: p < 0,05; #*: p< 0,01; #**: p< 0,001; ns: nicht signifikant verschieden

von LPS-behandelten Tieren).
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VIIl. Diskussion

VIII.1 Analyse der iNOS-Expression in humanen C-28/12-
Chondrozyten

VIIl.1.1 Die Induktion der iNOS-Expression in C-28/12-Chondrozyten ist von
unterschiedlichen Faktoren abhangig

Chondrozyten spielen eine wichtige Rolle bei der Entstehung, dem Wachstum und der
Aufrechterhaltung von artikularem Knorpel (Goldring et al., 2006), indem sie die Synthese
und den Abbau von Matrixkomponenten regulieren. In friiheren Studien konnte bereits
gezeigt werden, dass Knorpelzellen unter pathophysiologischen Bedingungen in der Lage
sind, eine Vielzahl von Zytokinen wie TNF-a und IL-1p zu produzieren und zu sekretieren.
Des Weiteren synthetisieren sie Metalloproteinasen (MMPs), Stickstoffmonoxid (NO),
Prostaglandine und andere pro-inflammatorische Mediatoren, die in hohen Konzentrationen
im Gelenk akkumulieren (Goldring et al., 2007; Otero et al., 2007) und die Entziindung
aufrechterhalten.

Im Krankheitsbild der RA scheint eine erhdhte iINOS-Expression und die daraus
resultierende gesteigerte NO-Bildung in die Pathomechanismen der Krankheit involviert zu
sein (Cuzzocrea, 2006; Goldring et al., 2007; Otero et al., 2007; Vuolteenaho et al., 2007),
indem es die Regulation der Chondrozytenfunktion (Goldring et al, 2004) und deren
Genexpression (Sasaki et al., 1998) beeinflusst. Aus diesem Grund sollte im Rahmen dieser
Arbeit zundchst die Regulation der INOS-Expression in immortalisierten C-28/12-
Chondrozyten als zellulares Modell der RA untersucht werden.

Um Bedingungen zu imitieren, wie sie im Knorpel zu finden sind, wurden die Zellen neben
der Monolayerkultur auch in Alginatperlen (Hauselmann et al., 1992) kultiviert, um ihnen ein
drei-dimensionales Wachstum zu ermdéglichen. Da Chondrozyten nach ihrer Isolation ihren
chondrogenen Charakter verlieren, kann die Alginatkultur zur Redifferenzierung der
Knorpelzellen verwendet werden (Chubinskaya et al., 2001; Heyland et al., 2006; Mok et al.,
1994). Als Marker der chondrogenen Differenzierung konnten Kollagen I, IX und X
nachgewiesen werden (Bonaventure et al., 1994; Petit et al., 1996). Da die iINOS unter
physiologischen Bedingungen nicht oder nur sehr gering exprimiert wird, wurde ihre
Expression durch die Zugabe eines Zytokingemischs aus TNF-a, IL-1B und IFN-y (Kleinert et
al., 2003) induziert. Die Ergebnisse zeigten (Abb. 7A+B), dass in einer subkonfluenten
Chondrozytenkultur die iINOS-mRNA-Expression durch eine Behandlung der Zellen mit
einem Zytokingemisch nicht oder nur sehr gering induziert werden konnte. Dabei spielte es
keine Rolle, ob die Zellen in Alginatperlen oder als Monolayer kultiviert wurden. Erst unter
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superkonfluenten Bedingungen nach sechs Tagen Wachstum konnte unter beiden
Kulturbedingungen die iNOS-mRNA- (Abb. 7A+B) und Proteinexpression (Abb. 7C) durch
eine Zytokinstimulation um einen dhnlichen Faktor signifikant erhdht werden. Dies bestatigt
Beobachtungen von Mais et al. (2006), die eine Induzierbarkeit der iINOS-Expression in
humanen mesenchymalen Stammzellen (hMSC) erst nach einer Differenzierungszeit von
sieben Tagen nachweisen konnten. Die C-28/I12-Zellen scheinen fir die Induktion der iINOS-
Expression Signale zu bendétigen, die erst wahrend einer langeren Wachstumsdauer
entstehen. Da die Zellen nach einer Kultivierungszeit von sechs Tagen in Monolayerkultur
(-superkonfluent®) ebenfalls ein Netzwerk bilden, sind keine groBen Unterschiede in der
Induzierbarkeit im Vergleich zur Alginatkultur zu finden. Da die Expression der iNOS auch in
Monolayerkultur induziert werden konnte, wurden die Zellen in allen nachfolgenden
Experimenten unter diesen Kulturbedingungen inkubiert.

Die verschiedenen Stadien der Knorpelzelldifferenzierung sind durch die Expression
unterschiedlicher Gene gekennzeichnet. Eine Erhéhung der Kollagen 2A1 (COL2A1)- und
der ,sex determining region Y-box 9“ (SOX-9)-Expression stellt dabei einen guten Marker fir
ausdifferenzierte Zellen dar (Goldring et al., 2006). In den C-28/I12-Zellen konnte ebenfalls
eine von der Wachstumszeit abhangige Erhéhung der COL2A1- und SOX9-mRNA-
Expression beobachtet werden (Abb. 8). Da diese beiden Gene wahrend der chondrogenen
Differenzierung exprimiert werden kann man darauf schlieBen, dass die Induktion der iINOS-
Expression in den verwendeten Knorpelzellen von ihrem Differenzierungsgrad abhangig ist
und nur in vollstandig ausdifferenzierten Chondrozyten exprimiert wird. Diese Abhangigkeit
konnte bereits auch fiar primare (Blanco et al, 1995a) und aus hMSC-stammende
Chondrozyten (Mais et al., 2006) gezeigt werden.

Es ist bekannt, dass in humanen Zellen fir die Induktion der iINOS-Expression ein
Zytokingemisch aus TNF-a, IL-1B und IFN-y (CM) nétig ist (Kleinert et al., 2003). In den
immortalisierten Chondrozyten war dieses komplexe Gemisch ebenfalls fir die Induktion der
iINOS-Expression notwendig (Abb. 9). Eine Inkubation mit einzelnen Zytokinen oder die
Kombination von TNF-o/IL1p hatte keinen, die Kombination von IFN-y/IL-1 und IFN-y/TNF-o
nur einen marginalen Effekt auf die INOS-mRNA-Expression. Diese Beobachtung steht im
Gegensatz zu Daten aus primaren Chondrozyten (Palmer et al., 1993), in denen eine
Inkubation der Zellen mit TNF-oo oder IL-1B alleine zu einer Akkumulation von NO im
Kulturmedium fahrte. Die erhdéhten NO-Mengen konnten dabei auf eine verstarkte
Expression der iNOS zurlckgefiuhrt werden. In aus hMSCs stammenden Chondrozyten
flhrte eine Inkubation mit IL-1 alleine ebenfalls zu einer Induktion der iINOS-Expression
(Mais et al., 2006).

In C-28/12-Zellen erreichte die INOS-mRNA-Expression ihr Maximum nach einer
Inkubationszeit von vier bis sechs Stunden mit CM, die Proteinexpression ist bei einer sechs-
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bis acht-stindigen CM-Behandlung am hdéchsten (Abb. 10). Aufgrund dieser Ergebnisse
wurden die C-28/12-Zellen nach einer Wachstumszeit von sechs Tagen zur Induktion der
iINOS-Expression flr sechs Stunden mit CM stimuliert.

VIIl.1.2 Regulation der iNOS-Expression in C-28/12-Chondrozyten durch NO

Die iINOS-Expression kann in verschiedenen Zellen durch NO selbst reguliert werden. So
fihrte eine Hemmung der iINOS-Enzymaktivitat in murinen RAW 264.7-Makrophagen zu
einer Erhéhung der LPS/IFN-y-vermittelten iNOS-Induktion und Promotoraktivitat, wahrend
NO-Donoren zu einer Reduktion der iNOS-Expression fihrte (Hinz et al., 2000; Peng et al.,
1998; Weisz et al., 1996). In Mesangialzellen der Ratte konnte dagegen durch extern
zugefiihrtes NO die IL-1B-induzierte INOS-Expression gesteigert werden (Muhl et al., 1995).
Es scheint, dass in diesen Zellen NO seine eigene Biosynthese Uber einen positiven
Rickkopplungsmechanismus erhéht. Fir Chondrozyten wurde ebenfalls beschrieben, dass
NO die Genexpression beeinflussen kann (Goldring et al., 2004).

In C-28/12-Chondrozyten hatte eine Hemmung der iNOS durch den Inhibitor Aminoguanidin
keinen Einfluss auf die iINOS-mRNA-Expression, wohingegen die NO-Produktion, die als
kumulatives Nitrit in  den Kulturlberstdnden gemessen wurde, signifikant durch
Aminoguanidin inhibiert werden konnte (Abb. 11). In den verwendeten Knorpelzellen findet
also keine Autoregulation der INOS-Expression durch NO statt.

VIIL1.3 An der Induktion der iNOS-Expression sind verschiedene
Signaltransduktionswege beteiligt

Die Induktion der iINOS-Expression zeigt eine Spezies- und Zelltyp-spezifische Beteiligung
verschiedener Signaltransduktionswege (Kleinert et al.,, 2004; Kleinert et al., 2003). Somit
sind unterschiedliche Effekte von spezifischen pharmakologischen oder molekularen
Inhibitoren dieser Wege in unterschiedlichen Zellsystemen beschrieben worden (Kleinert et
al., 2004; Kleinert et al., 2003).

Far die Zelltyp- und Spezies-spezifische Induktion der INOS wurde beschrieben, dass die zu
den MAP-Kinasen gehérenden extrazellular-regulierten Kinasen (ERK) und die Stress-
aktivierten Proteinkinasen (SAPKs; auch als die auch als c-jun amino-terminale Kinasen -
JNK bezeichnet) beteiligt sind (Kleinert et al., 2004; Kleinert et al., 2003). Eine Inhibierung
der JNK mit dem direkten JNK-Inhibitor SP600125 hatte keinen Einfluss auf die Zytokin-
induzierte iINOS-Expression in den C-28/12-Zellen (Abb. 12A). Auch eine Hemmung der
ERK-AKktivitat durch den Inhibitor PD98059, der die Aktivierung der ERK-Kinase und somit
die MAPK-Signalkaskade hemmt, zeigte keinen Effekt auf die iINOS-Induktion (Abb. 12A).
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Dieses Ergebnis steht im Einklang mit Beobachtungen in priméaren Chondrozyten, in denen
eine Hemmung des JNK- oder ERK-Signaltranduktionswegs ebenfalls keinen Einfluss auf
die AGE (,advanced glycation end products®)-induzierte INOS-Expression auslbte (Nah et
al., 2008).

Ein wichtiger Signaltransduktionsweg, der in den meisten Saugetierzellen an der Regulation
der iNOS beteiligt ist, ist der p38-MAPK-Signaltransduktionsweg (Kleinert et al., 2003). Eine
pharmakologische Blockierung der p38-MAPK mit SB203580 fiihrte in C-28/I12-Zellen zu
einer signifikanten Reduktion der Zytokin-induzierten iNOS-mRNA- und Proteinexpression
als auch der iNOS-vermittelten NO-Produktion (Abb. 12). Die p38-MAPK scheint also
ebenfalls essentiell an der Induktion der INOS-Expression in den verwendeten
immortalisierten Knorpelzellen beteiligt zu sein, was auch schon far primare humane
Chondrozyten beschrieben wurde (Nah et al., 2008). Generell wird angenommen, dass die
p38-MAPK-vermittelten Effekte auf die pro-inflammatorische Genexpression hauptsachlich
Uber post-transkriptionelle Mechanismen erfolgt (Clark et al, 2003). Fechir et al. (2005)
konnten zeigen, dass eine Hemmung der p38-MAPK durch SB203580 oder die
Uberexpression einer dominant-negativen Mutante der p38-MAPK in humanen DLD1-Zellen
die Zytokin-induzierte iINOS-Expression deutlich reduzierte. Da die iINOS-Promotoraktivitat in
diesen Zellen nicht gehemmt wurde, lassen diese Beobachtungen vermuten, dass die
Regulation der iINOS-Expression durch den p38-MAPK-Signaltransduktionsweg Uber post-
transkriptionelle Mechanismen erfolgt (Fechir et al, 2005). In DLD1-Zellen kann der
stabilisierende Effekt der p38-MAPK auf die INOS-mRNA unter anderem durch die Erh6hung
der Expression des RNA-bindenden Proteins Tristetraprolin (TTP) erklart werden (Fechir et
al., 2005; Linker et al., 2005). Es ist mdglich, dass &hnliche p38-MAPK-abhangige
Regulationsmechanismen an der iINOS-Expression in C-28/12-Zellen beteiligt sind.

Des Weiteren scheint die Zytokin-vermittelte Induktion der NF-xB-Aktivitat und des JAK2-
STAT1a-Signaltransduktionswegs an der iINOS-Induktion eine Rolle zu spielen (Kleinert et
al., 2004; Kleinert et al, 2003). In C-28/I12-Zellen flhrte eine Inhibierung der JAK2-
Aktivierung durch AG490 oder eine Hemmung der NF-kB-Aktivitat durch Bay11-7082, was
die Zytokin-induzierte I-kBa-Phosphorylierung inhibiert, zu einer deutlichen Abnahme der
Zytokin-induzierten iINOS-mRNA- und Proteinexpression sowie der iNOS-vermittelten NO-
Produktion (Abb. 12). Gleiche Ergebnisse wurden fir die NF-xB-abhangige iINOS-Expression
in humanen priméren Chondrozyten beschrieben (Shalom-Barak et al., 1998). In der murinen
Chondrozytenzelllinie ADTC5 konnte ebenfalls eine Abhangigkeit der INOS-Expression von
der JAK2-Aktivitdit gezeigt werden (Otero et al., 2005). Die Zytokin-induzierte iNOS-
Expression in Chondrozyten ist also auch von der Aktivierung des JAK2-STAT1a- und des

NF-xB-Signaltransduktionswegs abhangig.
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VIIl.1.4 Analyse der iNOS-Promotoraktivitat in C-28/12-Chondrozyten

Die Expression der iNOS wird sowohl auf transkriptioneller Ebene durch die Modulation der
Promotor-Aktivitat als auch durch post-transkriptionelle Mechanismen reguliert. Zun&chst
wurde daher die Aktivierung des iNOS-Promotors in C-28/I12-Zellen analysiert. Dazu wurden
C-28/12-Chondrozyten stabil mit einem Plasmid transfiziert, das ein Konstrukt aus einem
16 kb-Fragment des humanen iNOS-Promotors vor einem Luziferase-Reportergen enthielt.
In anschlieBenden qRT-PCR-Analysen war es mit diesem System mdglich, die endogene
INOS- getrennt von der Luziferase-mRNA-Expression zu analysieren. Die Starke der
Expression der Luziferase-mRNA stellt dabei ein MaB fir die Promotoraktivitat dar.

In C-28/12-Zellen war sowohl eine basale INOS- als auch Luziferase-mRNA-Expression nach
einer Wachstumsdauer von einem Tag nachweisbar, die nach Zytokin-Stimulation jedoch
nicht signifikant induziert werden konnte. Nach sechs Tagen in Kultur fihrte eine Behandlung
der C-28/12-16kb-Zellen mit Zytokinen zu einem signifikanten Anstieg der iNOS- und
Luziferase-mRNA-Expression, wobei die Induktionsraten beider mRNAs fast identisch waren
(Abb. 13). Da die Expression des Luziferase-Reportergens unter der Kontrolle des iNOS-
Promotors steht, kann die Luziferase-mRNA-Expression als indirektes MaB fir die
Promotoraktivitat verwendet werden.

Im Gegensatz zu AKN-1- oder DLD1-Zellen, in denen keine direkte Korrelation der iNOS-
Promotoraktivitdt und der INOS-mRNA-Expression gefunden werden konnte (de Vera et al.,
1996; Rodriguez-Pascual et al., 2000), scheint in C-28/I12-Zellen die Aktivierung des iNOS-
Promotors direkt mit der Induktion der INOS-mRNA-Expression in C-28/12-Zellen korreliert zu
sein. Somit scheint in C-28/12-Zellen die transkriptionelle Regulation von gréBerer Bedeutung

zu sein als in allen anderen bisher untersuchten humanen Zellen.

VIII.1.5 Analyse der mRNA-Expression RNA-bindender Proteine

Die Induktion der iINOS-Expression in humanen Zellen nach der Stimulation mit LPS oder
Zytokinen ist nicht alleine durch eine Steigerung der Promotoraktivitat erklarbar. Die
Modulation der mRNA-Stabilitat stellt auch bei der Regulation der iNOS einen wichtigen
post-transkriptionellen Mechanismus dar. Eine Stabilisierung oder Destabilisierung der
mRNA wird dabei durch die Bindung RNA-bindender Proteine an regulatorische Sequenzen,
sogenannte AU-reiche Elemente (ARE) in der 3’-untranslatierten Region (3°-UTR) der
mRNA, erreicht. Deshalb wurde die Expression der mRNA-bindenden Proteine
AUF-1, KSRP, TTP, HuR und PTB in den C-28/12-Chondrozyten untersucht.

Der ,ARE/poly-(U) binding factor 1“ (AUF-1) wurde als ein iNOS-mRNA-destabilisierendes
Protein beschrieben (Pautz et al., 2009). In DLD-1-Zellen filhrte die Uberexpression von
AUF-1 zu einer Reduktion der iINOS-mRNA- und Proteinexpression, indem es die mRNA-
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Stabilitat verringerte. Dabei ist die Bindung von AUF-1 an die 3-UTR der iNOS-mRNA von
entscheidender Bedeutung. In C-28/12-Zellen konnten keine signifikanten Unterschiede in
der AUF-1-mRNA-Expression nach unterschiedlichen Wachstumszeiten detektiert werden
(Abb. 14E). Eine Zytokinbehandlung der Zellen hatte ebenfalls keinen Einfluss auf die
mRNA-Expression von AUF-1. Durch die Bindung an AREs in der 3"-UTR der iINOS-mRNA
kéonnte AUF-1 in C-28/I12-Chondrozyten unter subkonfluenten Bedingungen zur
Destabilisierung der mRNA beitragen. Da nach sechs Tagen Wachstum eine signifikante
iINOS-mRNA-Expression nachweisbar ist, ist es moglich, dass stabilisierende RNA-bindende
Proteine um die gleiche Bindungsstelle mit AUF-1 konkurrieren und so eine Bindung und die
daraus resultierende Destabilisierung der INOS-mRNA verhindern.

Das ,KH-type splicing regulatory protein® KSRP wurde als ein am Exosom-vermittelten
Abbau von ARE-haltigen mRNAs beteiligtes Protein beschrieben (Chen et al., 2001; Gherzi
et al., 2004). Eine Destabilisierung der iNOS-mRNA durch KSRP konnte bereits in DLD1-
Zellen gezeigt werden. Dabei erfolgt der Abbau der mRNA vermutlich durch eine Zytokin-
unabhéngige Interaktion von KSRP mit dem Exosom (Linker et al., 2005). Dabei ist eine
Bindung von KSRP an die 3"-UTR der iINOS-mRNA essentiell. In den C-28/12-Zellen zeigten
sich nach unterschiedlichen Wachstumszeiten keine Unterschiede in der mRNA-Expression
von KSRP. Eine Zytokinbehandlung der Zellen hatte ebenfalls keine Veranderung der KSRP-
mRNA-Menge zur Folge (Abb. 14D).

Am exosomalen Abbau der mRNA sind jedoch noch weitere Faktoren wie das mRNA-
bindende Protein Tristetraprolin (TTP) beteiligt. Fir TTP wurde bisher ein destabilisierender
Einfluss auf AU-reiche mRNAs, wie die TNF-a- (Carballo et al.,, 1998) oder die GM-CSF-
mRNA (Carballo et al., 2000), beschrieben. In DLD1-Zellen Ubt TTP jedoch eine
stabilisierende Funktion auf die INOS-mRNA aus (Fechir et al., 2005). Linker et al. (2005)
konnten zeigen, dass nach einer Zytokinstimulation der DLD1-Zellen sowohl die TTP-
Expression als auch die TTP-KSRP-Interaktion erhéht war. Der stabilisierende Effekt der
iINOS-mRNA durch TTP konnte dabei auf eine verminderte Bindung des KSRP-Exosom-
Komplexes und eine verstarkte Interaktion von TTP und KSRP zurlckgefuhrt werden. In
C-28/12-Zellen konnte nach einem Tag in qRT-PCR-Analysen keine TTP-mRNA detektiert
werden. Erst nach einem sechs-tadgigen Wachstum war eine TTP-Expression nachweisbar,
die durch eine Stimulation mit Zytokinen um das sechs-fache erhéht werden konnte (Abb.
14A). Das Expressionsmuster der TTP-mRNA Kkorreliert somit also mit der iNOS-Expression.
An Tag 1 kénnte die Bindung von KSRP durch eine Interaktion mit dem Exosom in C-28-/12-
Zellen ebenfalls zu einer Destabilisierung der iINOS-mRNA fuhren. Die Zytokin-induzierte
TTP-Expression in superkonfluenten Zellen kénnte also durch die Interaktion mit KSRP zur
Stabilitdt der INOS-mRNA in den Knorpelzellen beitragen, in dem es den mRNA-Abbau
durch das Exosom verringert.
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Als weiteres in die Regulation der iINOS-mRNA-Stabilitat involviertes Protein wurde das
Polypyrimidin-Trakt bindende Protein (PTB) beschrieben. In DLD1-Zellen konnte nach einer
Zytokinstimulation eine erhéhte Bindung von PTB an die INOS-mRNA detektiert werden. Die
Uberexpression oder die siRNA-vermittelte Hemmung von PTB zeigten, dass PTB die
Zytokin-abhangige iINOS-Expression durch seine Bindung an die INOS-mRNA erhéht (Pautz
et al., 2006). Wie schon fir TTP beschrieben, konnte eine PTB-mRNA-Expression in
C-28/I12-Zellen erst nach einer Kulturzeit von sechs Tagen detektiert werden. In DLD1-Zellen
wird PTB Zytokin-unabhangig exprimiert. Im Gegensatz dazu fuhrte eine Inkubation der
Knorpelzellen mit Zytokinen zu einer signifikanten Induktion der PTB-mRNA-Expression
(Abb. 14B). Die erhdhte PTB-Expression an Tag 6 kénnte also in den C-28/12-Zellen
ebenfalls zu einer Stabilisierung der INOS-mRNA beitragen.

Das zur ,embryonic lethal abnormal vision“(ELAV)-Proteinfamilie zugehérige Protein HuR
wurde ebenfalls als stabilisierender Faktor von ARE-haltigen mRNAs beschrieben (Brennan
et al., 2001). Eine Interaktion von HuR mit der 3"-UTR der humanen iNOS konnte bereits in
DLD-1-Zellen gezeigt werden, in denen die Uberexpression des Proteins zu einer Erhéhung
der iINOS-Expression fiihrte (Rodriguez-Pascual et al., 2000). In spateren Arbeiten konnte
schlieBlich demonstriert werden, dass HUR und KSRP um die gleiche Bindungsstelle in der
iNOS-3"-UTR konkurrieren und die Bindung von HuR an die iNOS-mRNA durch Zytokine
erhéht wurde (Linker et al., 2005). Es wurde postuliert, dass in unbehandelten DLD-1-Zellen
KSRP an die 3"-UTR der iNOS bindet, was zur Rekrutierung des Exosoms und schlieBlich
zum Abbau der mRNA fUhrt. Nach einer Zytokinbehandlung werden die TTP-mRNA-
Expression sowie die TTP-KSRP-Interaktion erhéht, was zur Dislokation des Exosoms flihrt.
Dies ermdglicht HuR, an die mRNA zu binden und diese zu stabilisieren. In C-28/12-Zellen
konnte unter subkonfluenten Bedingungen eine um das flinf-fach héhere HuR-mRNA-
Expression als in superkonfluenten Zellen nach sechs Tagen Wachstum detektiert werden
(Abb. 14C). In superkonfluenten C-28/12-Chondrozyten hatte man aufgrund der hohen iNOS-
Expression eine gesteigerte Expression von HuR im Vergleich zu subkonfluenten Zellen
erwartet. Ein stabilisierender Einfluss von HuR scheint in C-28/I12-Zellen nach sechs Tagen
Wachstum also eher einer untergeordnete Rolle zu spielen. Stabilisierende Effekte scheinen
dabei hauptsachlich von TTP und PTB auszugehen.

VIIl.1.6 Einfluss von Glukokortikoiden auf die iNOS-Expression in C-28/I12-
Chondrozyten

Glukokortikoide (GK), die haufig fir die Behandlung von inflammatorischen Erkrankungen
wie der RA eingesetzt werden (Morand, 2007), kdnnen ebenfalls die iINOS-Expression
hemmen. So wird der GK-vermittelte anti-inflammatorische Effekt in der Behandlung von
Asthma auf die Hemmung der iNOS-Expression zurlickgefihrt (Barnes, 1995). Deshalb
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wurde die Wirkung von Dexamethason auf die iINOS-Expression ebenfalls in C-28/I2-
Chondrozyten untersucht. qRT-PCR-Analysen, Western Blot-Experimente und die
Nitritbestimmung zeigten, dass eine Behandlung der Knorpelzellen mit dem potenten GK
Dexamethason (Dex) die Zytokin-induzierte iNOS-mRNA- und Proteinexpression als auch
die iINOS-vermittelte NO-Produktion nicht verminderte (Abb. 15). Auch eine Inkubation der
Zellen mit Prednisolon, einem weiteren GK, hatte in diesen Zellen keinen Effekt auf die
iINOS-Expression. Dieses Ergebnis unterstiutzt Daten von Mais et al. (2006). In Studien
dieser Arbeitsgruppe hatte Dexamethason ebenfalls keinen Effekt auf die Zytokin-induzierte
und von der Differenzierung abhéangige NO-Produktion in humanen primaren und von hMSC-
stammenden Chondrozyten. Die Autoren postulieren eine GK-insensitive iINOS-Expression
als chondrogenen Differenzierungsmarker. Im Gegensatz dazu konnte die IL-17-induzierte
iINOS-Expression und die iNOS-vermittelte NO-Produktion in primdren humanen
Chondrozyten durch Dexamethason gehemmt werden (Shalom-Barak et al., 1998).

Die anti-inflammatorischen Eigenschaften von GKs werden unter anderem durch die
Interaktion mit dem Transkriptionsfaktor NF-xB vermittelt. gqRT-PCR-Analysen zeigten, dass
die Zytokin-induzierte mRNA-Expression von IL-8 und RANTES ebenfalls nicht durch eine
Behandlung mit Dexamethason verdndert wurde (Abb. 16). IL-8 und RANTES stellen
ebenfalls NF-xB-regulierte Gene dar. Somit kann ein spezifischer Effekt der GKs auf die
iINOS-Expression ausgeschlossen werden. Da die untersuchten Gene ebenfalls nicht auf
eine Behandlung mit Dexamethason reagieren, scheint es sich dabei also um einen
generellen Effekt der Glukokortikoide auf NF-kB-regulierte Gene zu handeln.

A549/8 oder Ea.hy926-Zellen zeigen GK-abhangige Veranderungen der Genexpression
(Kleinert et al., 1996a; Wallerath et al., 1999). Durch RT-PCR-Analysen wurde gezeigt, dass
diese Zellen sowohl die Glukokortikoid-Rezeptor (GR)-a- als auch die GR-B-mRNA
exprimieren (Abb. 17). In C-28/I12-Zellen konnte jedoch weder die mRNA der o-Isoform des
GR, noch die B-Isoform nachgewiesen werden. In C-28/12-Zellen kann die GK-Resistenz also
wahrscheinlich auf das Fehlen der Glukokortikoid-Rezeptor (GR)-mRNA zurlickgefiihrt

werden.

VII.1.7 Die iNOS-Expression in C-28/I2-Chondrozyten wird von S-Curvularin
gehemmt

Da die gegenwartig verfugbaren Therapeutika keine langfristige, nebenwirkungsfreie
Behandlung chronisch-entzindlicher Erkrankungen wie der RA ermdglichen, ist es von
Bedeutung, neue Substanzen zu finden, die als potentielle Therapeutika verwendet werden
kénnen. Da die lokale, exzessive Bildung von NO eine wichtige Rolle in der Pathogenese der
RA einzunehmen scheint, ist es sinnvoll, im Rahmen der Therapie dieser Erkrankung
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spezifisch die NO-Synthese durch die iINOS zu hemmen. Mit Hilfe eines molekularen
Screeningsystems in einem humanen Zellkulturmodell konnte in friheren Arbeiten die
Verbindung S-Curvularin aus einem Pilzextrakt isoliert werden, die die JAK2-STAT1a-
abhangige Genexpression inhibierte. In A549/8-Zellen reduzierte S-Curvularin die Induktion
des iINOS-Promotors, der INOS-mRNA- und Proteinexpression und die Nitritproduktion (Yao
et al., 2003).

Auch in C-28/12-Zellen war es mdglich, durch die Behandlung mit S-Curvularin die Zytokin-
induzierte INOS-Expression signifikant zu hemmen (Abb. 18). Es ist anzunehmen, dass die
Inhibierung der iINOS-Expression in den Knorpelzellen, wie fir A549/8-Zellen beschrieben,
durch die Hemmung der Phosphorylierung und somit der Aktivierung der Tyrosinkinase JAK2
und des Transkriptionsfaktors STAT1a erzielt wird (Yao et al., 2003).

Weitere Ergebnisse zeigten, dass die Inkubation der Chondrozyten mit Zytokinen ebenfalls
zu einer deutlichen Induktion der Expression anderer pro-inflammatorischer Gene, wie TNF-
o, COX-2 und CXCL10 fuhrte, die durch eine Behandlung mit S-Curvularin auf mRNA- als
auch auf Proteinebene deutlich gehemmt werden konnte (Daten nicht gezeigt). Da C-28/12-
Zellen keinen GR exprimieren, kénnen die anti-inflammatorischen Effekte von S-Curvularin
nicht durch die Transrepression des aktivierten GR vermittelt werden. Mit S-Curvularin
kénnte also eine Mdglichkeit bestehen, GK-resistente Krankheitsverlaufe der RA zu
therapieren.

VIIl.2 Die Wirkung von S-Curvularin auf die pro-inflammatorische
Genexpression im Tiermodell der Kollagen-induzierten Arthritis
(CIA)

VIIl.2.1 Die Immunisierung mit Kollagen Typ Il fihrt zur Entstehung einer CIA

Zur Untersuchung der pro-inflammatorischen Genexpression in einem in vivo-Modell wurde
die Kollagen-induzierte Arthritis (CIA) in M&usen verwendet. Als Mausstamm dienten dabei
sogenannte TCR-Btg-Mause. Diese Tiere exprimieren die B-Kette eines T-Zellrezeptors, die
aus einem Kollagen-arthritogenen T-Zell-Klon isoliert wurde, und zeichnen sich dadurch
durch eine erhéhte Empfindlichkeit gegenliber heterologem Kollagen Typ Il (CIl) aus (Mori et
al., 1992). Um dieses Genmerkmal stabil in einer Mausepopulation zu erhalten, ist es nétig,
die Zuchttiere vor dem Verpaaren auf die Expression des Transgens mittels FACS-Analysen
zu untersuchen. Die Ergebnisse zeigten, dass mehr als 90% der CD*-T-Zellen aus dem
peripheren Blut der Tiere die transgene TCR-B-Kette exprimieren (Abb. 19).

Zur Beurteilung der Schwere der Arthritis wurde der Arthritisindex verwendet. Wie von Mori

et al. (1992) beschrieben, flhrte eine Immunisierung von TCR-Btg-Mausen mit heterologem
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Cll im Vergleich zu PBS-behandelten Kontrolltieren zu einem kontinuierlichen Anstieg des
Arthritisindex und bleibt nach etwa 29 Tagen bei einem mittleren Index von 8 ann&hernd
stabil (Abb. 21). Alle Mause zeigten dabei eine deutliche klinische Symptomatik der CIA, die
von einer Schwellung einzelner Gelenke bis zu einer ausgepragten Schwellung der
gesamten Pfote reichte (Abb. 22). Tiere, deren gesamte Pfote von der Schwellung betroffen
war, waren zusatzlich in ihrer Bewegung stark eingeschrankt. Bei allen Tieren konnte zudem
noch eine Roétung der Pfote festgestellt werden. Die Schwellung der Pfoten kann dabei auf
das Einwandern von Immunzellen in die Gelenke zurlickgefiihrt werden. Die Rétung ist dabei
ein zusatzlicher Hinweis auf eine bestehende Entziindung. Da sich die chronische
Gelenkentzindung, die durch eine Immunisierung von TCR-Btg-Mausen mit heterologem Cl|
induziert werden kann, in ihrem Verlauf der rheumatoiden Arthritis beim Menschen sehr
ahnlich ist (Trentham, 1982; Wooley et al., 1981), eignet sich die CIA zur Untersuchung der
Pathogenese und der zugrunde liegenden Mechanismen der RA. Weiterhin bietet dieses
Modell die Méglichkeit, neue anti-inflammatorisch wirkende Substanzen zu analysieren.

VIIl.2.2 Therapeutische Ansatze zur Behandlung einer CIA

Bei einer CIA richtet sich die Immunantwort gegen korpereigene Antigene. Das
Behandlungsziel ist es, diese Antwort zu vermindern, um Gewebsschaden und
Funktionsstérungen zu verhindern. Im Rahmen dieser Arbeit stand die Untersuchung einer
entzindungshemmenden Therapie im Vordergrund. So sollte der Einfluss des Naturstoffs
S-Curvularin auf eine etablierte Arthritis analysiert werden. Um die Effekte von S-Curvularin
beurteilen zu kénnen, wurde gleichzeitig das potente Glukokortikoid Dexamethason zur
Behandlung der CIA eingesetzt. Die anti-inflammatorische Wirkung der GK kann
hauptsachlich auf eine Reduktion der Expression pro-inflammatorischer Mediatoren wie
Zytokine, Chemokine, Prostaglandine und NO zurlckgefuhrt werden (Feldmann et al., 1996;
Laan et al., 1999). Zusatzlich inhibieren sie das Einwandern von Leukozyten ins Gelenk. Die
GKs kénnen also auf vielféltige Weise in das Entzindungsgeschehen eingreifen.

Der Arthritisindex zeigte, dass eine Behandlung mit S-Curvularin zu einer deutlichen
Verminderung der Krankheitssymptome flUhrte. Allerdings zeigte Dexamethason eine
starkere Reduktion der Pfotenschwellung. Zusatzlich tritt der maximale Effekt direkt nach
Verabreichung der ersten beiden Injektionen ein, wohingegen die Wirkung von S-Curvularin
leichten Schwankungen unterliegt (Abb. 24). Die Effekte der Pilzsubstanz treten also im
Vergleich zu Dexamethason etwas verzdgert ein, sind aber dennoch deutlich vorhanden.
Dieser Unterschied kénnte darauf zurtickzufiihren sein, dass héhere Dosen der Pilzsubstanz
bendtigt werden, um maximale Effekte zu erzielen. Die Wirkung von Dexamethason steht im
Einklang mit Studien an RA-Patienten, die zeigen, dass die Behandlung mit Glukokortikoiden
ebenfalls zur Verminderung der Autoimmunreaktion fihrt (Laan et al., 1999). Jedoch wird
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unter anderem das kardiovaskuldre Risiko durch den Einsatz von GKs erhéht. Deshalb
eignen sich GKs nicht fir eine langfristige Therapie der RA. S-Curvularin kdnnte also eine
Alternative zur bisherigen RA-Behandlung darstellen. Allerdings muss noch geklart werden,
ob S-Curvularin nach langfristiger Anwendung weniger Nebenwirkungen zeigt als GKs.

VIIl.2.3 Analyse der mRNA-Expression pro-inflammatorischer Mediatoren im
Modell der CIA

Die RA stellt eine multifaktorielle Krankheit dar, die durch eine chronische Entziindung der
Gelenke gekennzeichnet ist. Pro-inflammatorische Zytokine gelten deshalb als
aussichtsreiche Zielstrukturen zur Entwicklung neuer selektiver entziindungshemmender
Substanzen. Die Hemmung ihrer Aktivierung durch z.B. l6sliche Rezeptoren oder Antikdrper
oder die Blockierung der Signaltransduktionswege, die durch die Zytokine aktiviert werden
und als Folge die Synthese weiterer pro-inflammatorischer Mediatoren induzieren, stehen
dabei im Mittelpunkt neuerer Untersuchungen (Kavanaugh, 2002; Smolen et al., 2003;
Yamamoto et al, 2001). Durch die Beteiligung einer Vielzahl von Zelltypen, pro-
inflammatorischen Zytokinen und Enzymen wie die iNOS und COX-2 erscheint es sinnvoll
Verbindungen zu entwickeln, die auf Ebene der Genexpression die Synthese dieser
entziindungsrelevanter Mediatoren verringern.

Zur initialen Untersuchung der anti-inflammatorischen Eigenschaften von S-Curvularin im
Vergleich zu Dexamethason wurde zunachst die mRNA-Expression bekannter pro-
inflammatorischer Mediatoren in peripheren Blutmonozyten und den Pfoten Cll-behandelter
Tiere untersucht. gRT-PCR-Analysen ergaben, dass die TNF-a- und iNOS-mRNA-
Expression in PBMCs Cll-immunisierter Mause erhéht ist. Die mRNA-Expression von IL-6,
IL-18 und MIP-1a0 war im Vergleich zu PBS-behandelten Kontrolltieren nicht veréndert. In
den Pfoten, die den Ort des Entziindungsgeschehens darstellen, konnte lediglich eine
signifikant induzierte IL-1B-mRNA-Expression gefunden werden (Abb. 25). Dieses Ergebnis
zeigt, dass bekannte pro-inflammatorische Mediatoren in der Pathogenese der CIA in
unterschiedlichen Zellen und Geweben unterschiedlich stark exprimiert werden.

VIll.2.4 Analyse der iNOS-mRNA-Expression im Modell der CIA

Viele verschiedene Studien lassen vermuten, dass NO eine wichtige Rolle in der
Pathogenese der RA zu spielen scheint. So wurde von Farrell et al. (1992) berichtet, dass im
Serum und der Synovialflussigkeit von RA- und OA-Patienten erhéhte Nitritmengen
nachgewiesen werden konnte. Die NO-Produktion und die iNOS-Expression in den an RA-
erkrankten Patienten waren dabei hauptsachlich auf das entziindete Synovium und den
Knorpel begrenzt. Dieses Ergebnis konnte 1996 von Mclnnes et al. bestatigt werden. Ueki et
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al. (1996) konnten auBerdem einen Zusammenhang der Serum-NO-Spiegel und der
Krankheitsaktivitdt der RA nachweisen. So konnte eine Verbindung der im Serum
gemessenen NO-Mengen mit Parametern wie Morgensteifigkeit, der Anzahl geschwollener
Gelenke und den Mengen des CRP gezeigt werden. AuBerdem zeigte die Gruppe eine
Korrelation der Serum-NO- mit den TNF-a- und IL-6-Mengen. Auch in verschiedenen
Tiermodellen konnte eine Beteiligung von NO am Krankheitsprozess gezeigt werden, indem
die Gabe von NOS-Inhibitoren die Entwicklung einer Arthritis verzdgerte. So hatte z.B. der
NOS-Inhibitor L-NMA einen supprimierenden Effekt auf die Entwicklung einer Streptokokken-
induzierten Arthritis (McCartney-Francis et al., 1993). Allerdings konnten Studien mit iNOS”-
Mausen diese Beobachtungen nicht vollstdndig bestatigen, da diese immer noch eine
Empfindlichkeit gegentber einer CIA aufwiesen (Visco, 1997). Die Autoren vermuten, dass
eine Induktion der iINOS ein nebenséachlicher, aber kein verursachender Faktor fir den
Krankheitsprozess darstellt.

Um einen weiteren Einblick in die Bedeutung von NO in der Aufrechterhaltung einer
Entziindung im Hintergrund der RA zu erhalten, wurde die iINOS-mRNA-Expression im
Modell der CIA genauer analysiert. qRT-PCR-Analysen zeigten, dass in peripheren
Blutmonozyten, den Pfoten und der Leber Cll-immunisierter Tiere nur an Tag 25 nach der
Immunisierung eine signifikant erhéhte INOS-mRNA-Expression im Vergleich zu PBS-
behandelten Kontrolltieren nachgewiesen werden konnte (Abb. 26A, 27A, 28A). An allen
dbrigen Tagen war die mRNA-Expression der iNOS im Vergleich zu den Kontrolltieren nicht
verandert. Dieser Effekt kann vermutlich auf die an Tag 21 durchgefiihrte ,boost*-Injektion
zurtickgefuhrt werden. Durch diese Injektion sollte eine zuséatzliche Aktivierung und somit
eine Verstarkung der Autoimmunreaktion erreicht werden. In Folge dessen kdnnte es zu
einer Stimulation von T-Zellen, die daraufhin unter anderem Zytokine, Chemokine und pro-
inflammatorische Mediatoren bilden, gekommen sein. Zytokine wie TNF-o. und IL-1 sind in
der Lage, die Expression der iNOS zu induzieren (Lotz et al., 1995). Es kénnte sich also um
einen kurzfristigen Effekt der UberschieBenden Immunreaktion handeln. Eine Behandlung
der Mause mit Dexamethason oder S-Curvularin hatte keine Wirkung auf die iINOS-mRNA-
Expression in Cll-immunisierten Tieren (Abb. 26B, 27B, 28B). Da die iINOS-mRNA-
Expression an Tag 29, 33 und 37 nach der Immunisierung in Cll- und PBS-behandelten
Kontrolltieren nicht verandert war, wurde keine Wirkung der beiden Substanzen erwartet. Die
Induktion der iINOS-Expression an Tag 25 konnte allerdings durch die Verabreichung von
Dexamethason oder S-Curvularin nicht normalisiert werden. Die iINOS-mRNA-Expression
stellt also keinen guten Marker fir die pro-inflammatorische Genexpression im Modell der
CIA dar. Die iNOS scheint also bei einer etablierten Arthritis in den untersuchten Geweben
und Zellen keine Rolle zu spielen. Allerdings ware noch zu untersuchen, ob zu friheren

Zeitpunkten des Krankheitsmodells eine verstarkte INOS-Expression nachweisbar ist.
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VIIl.2.5 Analyse der Proteinexpression im Modell der CIA

VIil.2.5.1 Analyse der Expression von Chemokinen im Modell der CIA

Chemokine spielen eine wichtige Rolle bei den pathophysiologischen Vorgéngen der RA,
indem sie Leukozyten zum Ort der Entziindung rekrutieren. In synovialem Gewebe und der
synovialen FlUssigkeit von RA-Patienten konnten erhdhte Konzentrationen verschiedener
Chemokine nachgewiesen werden (Kanbe et al., 2002; Patel et al, 2001). Obwohl
Makrophagen und Fibroblasten-ahnliche Synoviozyten als die potentesten Produzenten von
Chemokinen im Synovium angesehen werden, sind Chondrozyten ebenfalls in der Lage,
Chemokine zu produzieren (Hosaka et al., 1994; lwamoto et al., 2007; Momohara et al.,
2007; Villiger et al., 1992).

Um einen Einblick in das komplexe Zusammenspiel der Chemokine in der Pathogenese der
RA zu erhalten, wurde mit Hilfe eines ,Proteome Profiles” die Expression verschiedener
Chemokine im Modell der CIA analysiert (Abb. 29). Zusatzlich wurde der Einfluss von
Dexamethason und S-Curvularin auf die Chemokin-Expression genauer betrachtet. Dabei
zeigte sich, dass in den Pfoten die Proteinexpression der ,complement component 5a“
(C5a), des ,monocyte chemotactic protein 1“ (MCP-1), ,macrophage inflammatory protein
1o (MIP-1a), MIP-1B und MIP-2 sowie des ,stromal cell-derived factor* (SDF-1; CXCL12)
und des ,chemokine (C-C maotif) ligand“ (CCL17) nach der Immunisierung mit Cll signifikant
induziert wurde (Abb. 30).

MCP-1 tragt zur Rekrutierung von Monozyten, T-Zellen, natlrlichen Killerzellen und
Basophilen bei (likuni et al., 2006; Loetscher et al., 1994). Es wird in synovialem Gewebe
und der Synovialflissigkeit von RA-Patienten hauptséchlich von synovialen Makrophagen in
groBen Mengen exprimiert (Koch et al.,, 1992). Eine positive Korrelation der MCP-1-Mengen
mit den IL-1B-, IL-6- und IL-8-Konzentrationen in Kulturiberstdnden von Synoviozyten aus
RA-Patienten konnte bereits gezeigt werden. Dabei war die MCP-1-mRNA-Expression in
kultivierten synovialen Zellen mit IL-18 und TNF-a stimulierbar (Harigai et al., 1993). MCP-1
fohrt in Chondrozyten zu einer Stimulation der MMP3-Produktion und zu einer Hemmung der
Proteoglykansynthese (Borzi et al., 2000; Yuan et al., 2001). Im Modell der CIA konnte die
Cll-vermittelte Induktion der MCP-1-Proteinexpression durch eine Behandlung mit
S-Curvularin und Dexamethason signifikant reduziert werden. Dabei waren die Effekte beider
Substanzen vergleichbar (Abb. 30A). Durch die inhibitorische Wirkung von S-Curvularin und
Dexamethason auf die MCP-1-Expression kdnnte also die Infiltration des Gelenks mit
Immunzellen verringert werden. AuBerdem ware es mdglich, dass eine Behandlung ClI-
immunisierter Mause mit den beiden Substanzen zu einer Reduktion der MMP3-Produktion
beitrdgt und somit den Knochenabbau verlangsamen kénnte. Die S-Curvularin- und
Dexamethason-vermittelte Hemmung der MCP-1-Expression kénnte zusétzlich einen
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steigernden Effekt auf die Proteoglykansynthese ausiben, was ebenfalls in einer
Verbesserung der Knochenstruktur resultieren kdnnte.

MIP-1a als Beispiel eines von Makrophagen produzierten Proteins tragt zur Aktivierung von
Granulozyten bei. Dies fihrt zu einer akuten, durch Neutrophile gekennzeichnete
Entzindung. Des Weiteren kann MIP-1ac die Synthese wund Freisetzung pro-
inflammatorischer Zytokine, wie TNF-a und IL-1 aus Fibroblasten und Makrophagen
induzieren. In RA-Patienten konnten im Vergleich zu anderen arthritischen Erkrankungen
héhere Mengen von MIP-1a in der synovialen Flissigkeit nachgewiesen werden. Eine
Stimulation isolierter Fibroblasten-ahnlicher Synoviozyten mit LPS und TNF-a flhrte zu einer
Induktion der MIP-1a-mRNA-Expression (Koch et al., 1994). Im Modell der CIA konnte die
Expression von MIP-1o durch eine Behandlung der Cll-immunisierten Mause mit dem
Naturstoff S-Curvularin als auch mit dem etablierten Pharmakon Dexamethason reduziert
werden (Abb. 30A). Eine Hemmung der MIP-1a-Expression kdnnte also zu einer Reduktion
der Induktion weiterer pro-inflammatorischer Mediatoren beitragen und auf diese Weise die
Gelenkentzindung im Krankheitsbild der RA verbessern.

Ein weiteres Chemokin, dass im Synovium von RA-Patienten exprimiert wird, ist der ,stromal
cell-derived factor (SDF-1) oder CXCL12. CXCL12 stimuliert die Migration von
Gedéachtniszellen des Immunsystems in das Synovium (Nanki et al., 2000). Es handelt sich
dabei um spezialisierte Lymphozyten, die aus aktivierten B-Zellen hervorgehen. Bei
wiederholtem Kontakt mit einem Antigen werden sie sofort aktiviert und kénnen innerhalb
weniger Stunden eine Immunreaktion auslésen. Pathologische CXCL12-Konzentrationen
fihren jedoch zum Absterben von humanen Chondrozyten, was von der Aktivitat der p38-
MAPK abhangig ist (Wei et al., 2006). CXCL12 kann zusétzlich die Freisetzung von MMP-3
in Chondrozyten steigern. Im Gegensatz zu den bisher beschriebenen Chemokinen zeigten
sich bei CXCL12 die deutlichsten Unterschiede der inhibitorischen Eigenschaften von
S-Curvularin und Dexamethason. Obwohl beide Substanzen die Cll-induzierte CXCL12-
Proteinexpression in den Pfoten reduzierten, war der Effekt des Glukokortikoids um das
dreifache starker (Abb. 30A). Eine Hemmung der CXCL12-Expression kdnnte bei der RA
eine wichtige Rolle einnehmen, indem die Migration von Gedachtniszellen und somit die
Autoimmunreaktion abgeschwacht wird.

Die ,complement component 5a“ (C5a) als chemoattraktives Protein trdgt zur Rekrutierung
von Neutrophilen (Becker, 1972; Snyderman et al., 1970) und Makrophagen (Snyderman et
al., 1975) bei und kann die Aktivitat vieler Zelltypen modulieren. Auf diese Weise kann C5a
eine Vielzahl biologischer Funktionen innerhalb und auBerhalb des Immunsystems
beeinflussen. Im Serum von Patienten mit inflammatorischen Erkrankungen konnten erhéhte
Cb5a-Konzentrationen nachgewiesen werden (Grant et al., 2002; Woodruff et al., 2002). Im
Verlauf der RA werden von aktivierten autoreaktiven B- und T-Zellen Rheumafaktoren und
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Autoantikdrper produziert, die im Gelenk akkumulieren und Immunkomplexe bilden. Dies
fOhrt zur Aktivierung des Komplementsystems und zur Freisetzung von C5a. Der erhdhte
Cb5a-Spiegel rekrutiert und aktiviert Neutrophile und Monozyten, die sich im Synovium und
der synovialen Flussigkeit ansammeln. Aktivierte Neutrophile setzen zusétzlich
chemotaktische Molekdle frei, die wiederum zur Rekrutierung von inflammatorischen Zellen
wie Monozyten und Makrophagen fiihrt. Diese aktivieren ihrerseits synoviale Fibroblasten,
die darufhin Zytokine, Chemokine und Proteasen bilden. Es kommt zu einem positiven
Rickkopplungsmechanismus, der die Entziindungsreaktion verstarkt und letztendlich zu
einem Fortschreiten des Knorpel- und Knochenabbaus in der RA flhrt. Die Bedeutung von
Cbha fur die Entstehung einer Arthritis wurde bereits in verschiedenen Mausmodellen
untersucht. Eine Deletion von C5 verhinderte die Induktion einer Arthritis durch Kollagen und
anti-Glucose-6-Phosphat-Antikérpern (Ji et al., 2001; Johansson et al., 2001; Wang et al.,
2000). Dieses Ergebnis wird durch eine weitere Studie unterstitzt, in der die Gabe eines
anti-C5-Antikérpers eine CIA verhinderte und die Symptome einer etablierten Erkrankung
verbesserte (Wang et al, 1995). Durch die Hemmung der Expression von C5a durch
S-Curvularin bzw. Dexamethason im Modell der CIA (Abb. 30A) kénnte dieser Mechanismus
zu einem frihen Zeitpunkt der Kaskade unterbrochen werden, was zu einer Verminderung
der destruktiven Prozesse flhren kdnnte.

Im Modell der CIA hatte eine Behandlung der Mause sowohl mit S-Curvularin als
auch mit Dexamethason eine inhibitorische Wirkung auf die Cll-induzierte Proteinexpression
verschiedener Chemokine. Die Effekte beider Substanzen waren dabei nahezu identisch.
Eine Therapie mit einer der beiden Substanzen kdnnte den Krankheitsverlauf der CIA und
moglicherweise der RA positiv beeinflussen, indem die Infiltration des Gelenks mit
Immunzellen verringert wird. Da Chemokine auBerdem die Produktion und Freisetzung von
Zytokinen und MMPs stimulieren, kdénnte ebenfalls der Knorpelabbau und die Ausbildung

des Pannus durch eine Behandlung von Patienten mit S-Curvularin reduziert werden.

VIil.2.5.2 Analyse der Expression von Zytokinen im Modell der CIA

Zytokine regulieren ein breites Spektrum von inflammatorischen Prozessen, die in direktem
Zusammenhang mit der Pathogenese der RA stehen. Ein Ungleichgewicht zwischen pro-
und anti-inflammatorischen Zytokinaktivitaten begunstigt die Induktion der Autoimmunitat, die
chronische Entziindung und somit auch die Gelenkschadigung. Die Analyse der Expression
von Zytokinen im Modell der CIA ergab, dass eine Immunisierung mit CIl zu einer
signifikanten Induktion der Proteinmenge von IFN-y, IL-1f, IL-6, IL-10, IL-12p70 und TNF-a
fihrte (Abb. 30B).

Der Tumornekrosefaktor-oo (TNF-o) wird hauptsachlich von aktivierten Makrophagen

produziert, die in entziindetem Synovialgewebe von RA-Patienten zu finden sind. In
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isolierten Synoviozyten konnte TNF-a die Produktion von weiteren pro-inflammatorischen
Zytokinen, wie IL-1 (Buchan et al., 1988), IL-6 (Hirano et al., 1988), GM-CSF (Haworth et al.,
1991) und IL-8 (Brennan et al., 1990) induzieren. In weiteren in vitro-Sudien konnte gezeigt
werden, dass TNF-o durch die Induktion von proteolytischen Enzymen und
Metalloproteinasen sowie durch die Aktivierung von Osteoklasten zum Knorpelabbau (Dayer
et al., 1985) und zur Knochenzerstérung (Bertolini et al., 1986) beitragt. Darlberhinaus
stimuliert TNF-o die Produktion und die Freisetzung von Chemokinen, die wiederum
Leukozyten aus dem Blut ins Gelenk rekrutieren (Feldmann et al., 2001). Im Modell der CIA
fihrte eine Behandlung mit einem TNF-a-spezifischen Antikérper zu einer Verbesserung der
Entziindung und des Knochenabbaus (Williams et al., 1992). Jedoch ist noch nicht
vollsténdig geklart, ob es sich dabei um direkte oder indirekte Effekte von TNF-a handelt. In
der humanen Therapie der RA kommen ebenfalls TNF-a-Antikdrper zum Einsatz. So fihrte
z.B. eine Behandlung mit Infiximab zu einer Reduktion der Entzindungssymptome und der
CRP-Mengen im Serum (Elliott et al., 1993). Im Modell der CIA konnte die TNF-o-
Proteinexpression in den Pfoten durch eine Behandlung mit S-Curvularin signifikant gesenkt
werden (Abb. 30B). Es liegt daher nahe, dass die Verabreichung der Pilzsubstanz in den
Mausen ahnlich weitreichende Effekte auf den Krankheitsverlauf der CIA nehmen kdnnte,
wie sie bei der Antikdrpertherapie beobachtet werden kann. Des Weiteren kénnte durch die
SC-vermittelte Hemmung der TNF-a-Expression ebenfalls die Hemmung der Produktion der
pro-inflammatorischen Zytokine IL-1p und IL-6 erklart werden, die in den Pfoten detektiert
werden konnte. Im Gegensatz zu S-Curvularin hatte Dexamethason nur auf die IL-6-
Proteinexpression eine inhibitorische Wirkung, wohingegen die IL-1B-Expression gesteigert
wurde (Abb. 30B). Da TNF-a ebenfalls an der Aktivierung von Osteoklasten beteiligt ist,
kdénnte eine Hemmung der TNF-a-Expression zu einer Reduktion des Knorpelabbaus fuhren.

IL-1 wird genauso wie der natirliche IL-1-Rezeptorantagonist (IL-1ra) in groBen
Mengen in der Synovialmembran exprimiert. In in vitro-Experimenten induzierte IL-1 die
Zytokinproduktion in synovialen Monozyten, die Prostanoid- und MMP-Freisetzung durch
Fibroblasten, katabolische Prozesse und die Zytokinproduktion durch Chondrozyten sowie
die Knochenabnutzung durch Osteoklasten (Dayer, 2003). Studien mit einem IL-1-
Rezeptorantagonist (Anakinra) in der RA-Therapie zeigten eine signifikante, jedoch nur
maBige Unterdrickung der Krankheitsaktivitat (Bresnihan et al., 1998). In verschiedenen
Tiermodellen der Arthritis konnte die Entziindung als auch die Schadigung des Knorpels
durch eine zielgerichtete Interaktion eines Antikdrpers mit IL-1 und Rezeptorkomponenten
reduziert werden (Joosten et al., 1999; van den Berg et al, 1994). Eine Kreuzung von
humanen TNF-a-transgenen und IL-1-defizienten Mausen fihrt zu einer Verminderung der
Knochenschaden und der Osteoklastenbildung, jedoch nicht zu einer Hemmung der
Entzindung (Zwerina et al., 2007). In Studien mit IL-1ra-defizienten Mausen konnte gezeigt
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werden, dass diese Tiere spontan eine Arthritis entwickeln (Nakae et al., 2003). Diese Daten
lassen vermuten, dass die Knochen-schadigenden Effekte in der RA hauptséchlich durch
IL-1B, und nicht durch TNF-a verursacht werden. Da Dexamethason eine stimulierende
Wirkung auf die IL-1B-Expression in Cll-immunisierten Tieren auslbt, kédnnte man vermuten,
dass die durch IL-1B-vermittelten Knochen-schadigenden Effekte verstarkt werden. Auf diese
Weise kénnte auch die Nebenwirkung von GKs, eine Osteoporose zu entwickeln, erklarbar
sein. Eine Behandlung mit S-Curvularin flihrte zu einer signifikanten Reduktion der
Expression von IL-1p und stellt somit einen Gegensatz zur Wirkung von Dexamethason dar
(Abb. 30B). Die unterschiedlichen Effekte der beiden Substanzen lassen vermuten, dass an
der Wirkung von S-Curvularin andere Signaltransduktionswege beteiligt sind als bei
Dexamethason. Es ist also méglich, dass S-Curvularin keine Knochen-schadigenden Effekte
ausubt, wie sie fur das Glukokortikoid beschrieben sind.

IL-6 vermittelt unter anderem die Aktivierung von B- und T-Zellen, Makrophagen,
Osteoklasten, Chondrozyten und endothelialen Zellen und ist in die akute Phase-Reaktion in
der Leber involviert (Kishimoto, 2005). Eine Deletion des IL-6-Gens verhinderte in DBA/1-
Mausen die Induktion einer CIA (Alonzi et al., 1998). Mit dem Einsatz eines anti-IL-6-
Rezeptor-Antikdrpers (Tocilizumab) in RA-Patienten konnten Nishimoto et al. (2004) eine
signifikante Unterdrickung der Entziindung und der klinischen Krankheitsaktivitat erzielen. In
klinischen Studien konnte durch den Einsatz eines humanisierten |IL-6-Rezeptor-Antikdrpers
ebenfalls eine Verbesserung der Krankheitsaktivitdt und des Knochenabbaus in RA-
Patienten erzielt werden, die nicht auf eine Behandlung mit DMARDs ansprachen (Smolen et
al., 2008). Im Modell der CIA konnte die IL-6-Expression durch die Therapie CII-
immunisierter Mause signifikant von S-Curvularin und Dexamethason gehemmt werden
(Abb. 30B). Dies kénnte zu einer verminderten Aktivierung von B- und T-Zellen flhren, was
schlieBlich in einer schwécheren Immunreaktion resultieren kdnnte. Da IL-6 ebenfalls an der
Aktivierung von Knochen-abbauenden Osteoklasten beteiligt ist, kobnnte eine Reduktion der
IL-6-Menge die Knorpelschadigung bei Gelenkentziindungen verringern.

Bei IL-12 handelt es sich um ein Zytokin, das immunoregulatorische Eigenschaften besitzt
(Trinchieri, 2003). Es wird von APCs, dendritischen Zellen, Monozyten und Makrophagen als
Antwort auf bakterielle Produkte und Immunsignale freigesetzt. Es wird angenommen, dass
IL-12 durch seine stimulierende Funktion der IFN-y-Produktion (Chan et al., 1991) und seiner
Beteiligung an der Entwicklung der Ty1-Immunantwort (Manetti et al., 1993) eine Rolle bei
der Pathogenese der RA spielt. Im Gegensatz zur humanen RA, bei der unterschiedliche
Ergebnisse Uber die Serum-IL-12-Mengen existieren, ist die Rolle von IL-12 im Modell der
CIA Uberzeugender. In DBA/1-Mausen konnte durch eine Immunisierung mit Cll und IL-12
eine schwere Arthritis ausgeldst werden, die mit einer erhdhten IFN-y-Produktion einherging

(Germann et al., 1995). Die Schwere der Arthritis konnte in diesem Modell mit spezifischen
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IL-12-Antikérpern abgemildert werden (Malfait et al., 1998), obwohl eine langfristige Therapie
die Erkrankung verschlimmerte (Joosten et al., 1997). IL-12 scheint also bei der CIA eine
regulatorische Funktion einzunehmen, wobei es in friheren Stadien der Krankheit pro-
inflammatorische, zu spateren Zeitpunkten anti-inflammatorische Eigenschaften aufweist. Da
die Zytokinexpression in dieser Arbeit zu einem Zeitpunkt analysiert wurde, in der man von
einer etablierten Arthritis ausgehen kann, kénnte IL-12 eine anti-inflammatorische Funktion
zukommen. Eine Hemmung der IL-12-Expression durch S-Curvularin oder Dexamethason
(Abb. 30B) kdnnte sich durch die Hemmung der pro-inflammatorischen Genexpression durch
diese Substanzen erklaren. Es muss jedoch noch geklart werden, inwieweit diese Hemmung
einen negativen Einfluss auf den Krankheitsverlauf hat.

Immunantworten werden aufgrund der produzierten Zytokine als Ty1- oder Ty2-
Antwort klassifiziert. Ty1-Antworten, bei denen es sich um Zell-vermittelte Reaktionen
handelt, sind durch das Vorhandensein von IL-12 und IFN-y gekennzeichnet und reagieren
antagonistisch zu Ty2-Antworten. Im Modell der CIA fihrt die Immunisierung mit Cll zu einer
Tn1-Antwort, die sich durch die Produktion von IL-12 und IFN-y auszeichnet (Terato et al.,
1992). In Mausen, in denen IFN-y bzw. der IFN-y-Rezeptor deletiert wurde, verlauft die CIA
schneller mit einer deutlich schwereren Auspragung, obwohl keine IFN-y-vermittelte Antwort
stattfindet (Manoury-Schwartz et al., 1997; Vermeire et al., 1997). Trotz der Vermutung, dass
in der Abwesenheit von IFN-y eine kompensatorische Erhéhung von Ty2-Zytokinen
stattfinden wuirde, konnte bisher noch keine gesteigerte Expression von Ty2-Zytokinen in
diesem Modell demonstriert werden. Allerdings konnte in den Lymphknoten und in
Synoviozyten der IFN-y"-Mause erhdhte Mengen von IL-1B detektiert werden. Die Induktion
der IL-1B-Expression scheint fur die Entwicklung der CIA also eine wichtige Rolle zu spielen.
Die Behandlung der IFN-y"-Mé&use mit einem IL-1B-Antikérper konnte die Inzidenz und die
Schwere der Arthritis signifikant reduzieren (Guedez et al., 2001). Insgesamt zeigen diese
Studien die Komplexitat der Wechselwirkungen zwischen Ty1- und Ty2-Zytokinen, die bei
einer Immunerkrankung stattfinden. In den durchgefihrten Experimenten konnte eine
erhéhte IFN-y-Expression in den Pfoten Cll-immunisierter Mause detektiert werden. Die
Behandlung mit S-Curvularin hatte keinen Effekt auf die IFN-y-Menge. Im Gegensatz dazu
fihrte Dexamethason im Vergleich zu Cll-immunisierten Tieren zu einer Erhéhung der IFN-y-
Expression (Abb. 30B). Dies koénnte zu einer Verstarkung der Ty1-Antwort und zu einer
Aufrechterhaltung der Arthritis fihren. Eine Kompensation durch eine verstéarkte Expression
von Ty2-Zytokinen kann in diesem Fall vermutlich ausgeschlossen werden.

Ein Zytokin, das anti-inflammatorische Eigenschaften aufweist, ist IL-10. IL-10 konnte in
peripherem Blut und in synovialem Gewebe von RA-Patienten gefunden werden (Cush et al.,
1995; Katsikis et al., 1994). Die Beteiligung von IL-10 als ein immunoregulatorisches Zytokin
konnte in Tiermodellen gezeigt werden. In Synovialgewebe von Cll-immunisierten DBA/1-
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Mausen wurde eine Erhéhung der IL-10-Produktion beschrieben. Ein neutralisierender
Antikérper flhrte zu einem schnelleren Auftreten und zu einem schwereren Verlauf der
Arthritis (Kasama et al, 1995). Des Weiteren konnten die Symptome einer etablierten
Arthritis durch eine tagliche Behandlung mit IL-10 verbessert werden (Walmsley et al., 1996).
Eine Reduktion der IL-10-Expression in S-Curvularin- und Dexamethason-behandelten
Mausen (Abb. 30B) wirde die pro-inflammatorischen Prozesse also verstarken. In ClI-
behandelten Mausen ware demnach eine Reduktion des anti-inflammatorischen Zytokins
IL-10 zu erwarten gewesen. Die verminderte Expression von IL-10 nach einer Behandlung
mit S-Curvularin oder Dexamethason kénnte auch durch die Hemmung der pro-
inflammatorischen Genexpression durch beide Substanzen erklarbar sein. Da sich pro- und
anti-inflammatorische Mediatoren in ihrer Expression gegenseitig beeinflussen, kann die
Senkung der pro-inflammatorischen Genexpression zu einer Reduktion der Expression anti-
inflammatorischer Gene fiihren.

Die Untersuchung der Proteinexpression von Zytokinen und Chemokinen im Modell der CIA
zeigt, dass zwischen den einzelnen Proteinen ein komplexes Netzwerk und Interaktionen
bestehen. Da einzelne Zytokine teilweise unterschiedliche und zum Teil entgegengesetzte
Funktionen in verschiedenen Phasen der Erkrankung zu spielen scheinen, wird die
Entwicklung neuer Substanzen fir den therapeutischen Einsatz zusétzlich erschwert. Eine
Behandlung Cll-immunisierter Mause mit dem Naturstoff S-Curvularin als auch mit dem
etablierten Pharmakon konnte eine Vielzahl der Chemokine und Zytokine im Modell der CIA
hemmen. Die beiden Substanzen unterschieden sich in ihrer Wirkung auf die IFN-y- und
IL-1B-Expression in den Pfoten der Mause. Dexamethason hatte auf die Expression dieser
beiden Zytokine eine zusatzlich steigernde Wirkung, wohingegen S-Curvularin die IL-1B3-
Menge reduzieren konnte. Da IL-1B der wichtigste Mediator der Knochen-abbauenden
Effekte im Krankheitsbild der RA zu sein scheint, kbnnten diese durch eine Therapie mit
S-Curvularin - méglicherweise verringert werden. Der Naturstoff hatte auf die IFN-y-
Expression keine Wirkung. Da die Effekte beider Substanzen auf die meisten Zytokine und
Chemokine anndhernd identisch waren, stellt S-Curvularin eine potentielle Alternative zur
Glukokortikoidbehandlung von RA-Patienten dar. Durch S-Curvularin kénnte ebenfalls die
Maoglichkeit bestehen, GK-resistente Krankheitsverlaufe zu therapieren.

VIIl.2.6 Genexpressionsanalysen in den Pfoten Kollagen-induzierter TCR-ftg-
Mause mittels DNA-Mikroarray-Analysen

Zur ldentifizierung von weiteren Genen, die in der Pathogenese der RA eine wichtige Rolle
spielen kénnen, wurden totalgenomische DNA-Mikroarrays mit RNA aus den Pfoten CII-

behandelter TCR-Btg-Mause durchgefuhrt. Dieser experimentelle Ansatz ermdglichte die
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parallele Analyse der Expression von etwa 25.000 Genen. Die statistische Auswertung
mehrerer Analysen ergab, dass die Mehrzahl der Gene nicht reguliert wurde (Abb. 31). Die
Immunisierung der TCR-Btg-Mause mit ClI fihrte zu einer signifikanten Anderung der
Genexpression von 2228 Genen (Abb. 32). Eine Behandlung Cll-immunisierter Mause mit
Dexamethason hatte einen signifikanten Einfluss auf 1819 Gene, S-Curvularin beeinflusste
1509 Gene. 100 Gene wurden unter allen drei Bedingungen signifikant reguliert (Abb. 32).
Wie in Abbildung 33 gezeigt, wurden die nach Cll-lmmunisierung (Abb. 33A) und nach SC-
Behandlung (Abb. 33B) signifikant regulierten Gene durch die Annotation mit Hilfe von ,Gene
ontology” in verschiedene Untergruppen eingeteilt. Dabei stimmt die Reihenfolge der
Untergruppen in beiden Fallen weitestgehend Uberein. Von besonderem Interesse waren
solche Gene, die nach einer Behandlung mit SC entgegengesetzt zu Cll-immunisierten
Kontrolltieren exprimiert wurden. Deshalb wurden diese Gruppen nochmals genauer
analysiert. Der Fokus lag dabei auf der Analyse von Genen, die an
Signaltransduktionsvorgéangen oder der Immunantwort beteiligt sind.

Die Immunisierung mit Cll fihrte zu einer signifikanten Induktion des ,cathelicidin-related
antimicrobial peptide” Camp, das durch eine Behandlung sowohl mit S-Curvularin als auch
mit Dexamethason deutlich reduziert werden konnte (Abb. 34 B). Es handelt sich dabei um
anti-mikrobielles Peptid, was dem humanen Peptid LL-37 homolog ist. LL-37 wurde zuerst in
Neutrophilen identifiziert. Das Cathelicidin stimuliert in Neutrophilen die IL-8 Expression
durch die Aktivierung der p38-MAPK und ERK und verstarkt die Bildung von reaktiven
Sauerstoffspezies (ROS) (Zheng et al., 2007). Spater konnte die Expression von LL-37 auch
in Epithelzellen, Lymphozyten, Monozyten, Keratinozyten und verschiedenen Driisen
nachgewiesen werden (Niyonsaba et al., 2002). Kirzlich konnte gezeigt werden, dass LL-37
nicht nur als endogenes Antibiotikum fungiert, sondern auch Funktionen, wie die Regulation
von inflammatorischen Prozessen und der Immunantwort sowie die Rekrutierung von
Immun- oder Entziindungszellen zu Orten der Entziindung, austibt (Niyonsaba et al., 2006).
Weiterhin wurde berichtet, dass LL-37 Monozyten, T-Zellen, dendritische Zellen und
Keratinozyten stimuliert, was auf eine Beteiligung an der angeborenen und adaptiven
Immunantwort schlieBen l&sst (De et al,, 2000; Niyonsaba et al., 2005; Niyonsaba et al.,
2007). Ein weiterer Hinweis auf die Bedeutung des Cathelicidins lieferten Studien aus Camp-
defizienten Mausen, die gegenlUber Wildtyp-Mausen eine erhbéhte Anfalligkeit gegenlber
Streptokokken der Gruppe A aufwiesen (Nizet et al., 2001).

Ein weiteres Gen, dessen Expression durch eine Behandlung der Mause mit Cll stark erhéht
wurde, ist die Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase B (Ppib), die auch als Cyclophilin B
beschrieben ist. Eine Behandlung der Tiere mit S-Curvularin konnte die mRNA-Expression
von Ppib deutlich reduzieren, wohingegen Dexamethason keinen signifikanten Effekt auf die
Expression dieses Gens austibte (Abb. 34B). Das Protein induziert Chemotaxis in humanen
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Neutrophilen und T-Lymphozyten. Es wurde gezeigt, dass in vaskularen glatten Muskelzellen
oxidativer Stress mit einer erhéhten Sekretion von Cyclophilin B assoziiert ist. Dies lasst
darauf schlieBen, dass Ppib ein wichtiger Mediator der Effekte von ROS auf die vaskulare
Funktion darstellt (Liao et al., 2000). In interstitiellen renalen Fibroblasten konnte eine
Verbindung der Cyclophilin B-Expression mit einer interstitiellen Entzindung nachgewiesen
werden, was fir eine chronische Nierenerkrankung charakteristisch ist (Gonzalez-Cuadrado
et al., 1996). AuBerdem stellt Cyclophilin B eine wesentliche Komponente des Knorpels dar.
Das Protein kann von MMPs freigesetzt werden, was vermuten lasst, dass Ppib eine Rolle in
der Pathogenese von arthritischen Erkrankungen spielen kénnte (De Ceuninck et al., 2003).
Diese Hypothese wird durch das Ergebnis gestitzt, dass sein Rezeptor innerhalb des
entziindeten Gelenks auf T-Zellen und im Synovium vorhanden ist (De Ceuninck et al.,
2003).

Defensine sind ebenfalls endogene Antibiotika mit einer mikrobiziden Wirkung gegen gram-
negative und gram-positive Bakterien, Pilzen, Viren und Protozoen (Zasloff, 2002). Die
Expression einiger Defensine kann durch LPS, IL-1B und TNF-a stimuliert werden (Russell et
al., 1996) und waren in ihrer Expression in in vivo-Entzindungsmodellen erhdht. Eine
Erhéhung der Defensin-Expression konnte bisher in den Epithelien des Magen-Darm- und
Atmungstraktes sowie in der Haut (Harder et al., 2000; Singh et al., 1998) nachgewiesen
werden. Die 5°-flankierenden Regionen einer Vielzahl induzierbarer epithelialer Defensine
enthalten NF-xB-Bindungsstellen (Singh et al., 1998) und lassen somit eine Regulation Uber
den NF-kB-Signaltransduktionsweg vermuten. Neben ihren positiven Eigenschaften in der
Immunabwehr kdnnen neutrophile Defensine aber auch die Antigen-spezifische
Immunantwort erhdéhen. Im Modell der CIA konnte eine erhdhte B-Defensin 6 (Defb6)-
Expression in Cll-behandelten M&usen im Vergleich zu PBS-behandelten Tieren
nachgewiesen werden. Durch eine Behandlung der Tiere mit S-Curvularin konnte die
Expression signifikant reduziert werden. Dexamethason zeigte auch auf die Expression des
Defensins keinen Effekt (Abb. 34 B).

Im Krankheitsbild der CIA kdnnte die Expression von Camp, Ppib und Defb6 dazu beitragen,
die Entziindung aufrecht zu erhalten. Fir alle drei Gene wurde beschrieben, dass sie eine
Funktion bei der Immunabwehr einnehmen, in dem sie Immunzellen zu Orten der
Entzindung rekrutieren. Camp ist auBerdem in der Lage, die p38-MAPK und ERK zu
aktivieren. Diese beiden Kinasen sind an der Expression vieler pro-inflammatorischer Gene
beteiligt. Camp kénnte also durch diesen Mechanismus sowie durch die verstarkte Bildung
von ROS aktiv zu den Entziindungsprozessen im Gelenk beitragen. Ppib als wichtiger
Bestandteil des Knorpels wird durch MMPs freigesetzt. Da wahrend der Pathogenese der RA
eine Erh6hung der MMP-Expression vorzufinden ist, kdnnte Ppib also vermehrt wahrend der

Entzindung freigesetzt werden, was wiederum zu einer gesteigerten Chemotaxis von
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Neutrophilen und T-Zellen fahren kann. Durch seine Fahigkeit, die Antigen-spezifische
Immunantwort zu erhdhen, kann Defb6 ebenfalls zu den pathophysiologischen Vorgangen
bei der RA beitragen. Da die Expression einiger Defensine durch TNF-a, IL-1B oder LPS
stimuliert werden kann, besteht die Méglichkeit, dass die Immunantwort durch diesen
Prozess verstarkt wird. Im Hintergrund der RA spielt also nicht die mikrobizide Wirkung
dieser Proteine eine Rolle, sondern ihre Fahigkeit, die Immunantwort und das Rekrutieren
von Immunzellen zu verstarken. Im Modell der CIA wurde die Expression der drei Gene
durch S-Curvularin signifikant gehemmt. Somit kénnte durch eine Behandlung mit SC eine
Verbesserung der Symptome der CIA erreicht werden, in dem das Einwandern von
Immunzellen ins Gelenk vermindert wird.

Eine Immunisierung mit Cll fihrte auch zu einer signifikanten Erhéhung der Expression der
Myeloperoxidase (Mpo) (Abb. 34B). Die Myeloperoxidase wird in azurophilen Vesikeln
neutrophiler Granulozyten gespeichert. Das Enzym katalysiert die Oxidation von
Chloridionen mit Hilfe von Wasserstoffperoxid (Harrison et al, 1976). Die gebildeten
Hypochloridionen kénnen verschiedene Biomolekule oxidieren und tragen somit zur
Erkennung und Aufnahme apoptotischen Materials durch Phagozyten bei. M&ki-Petaja et al.
(2008) konnten zeigen, dass der MPO-Spiegel in RA-Patienten im Vergleich zu
Kontrollpersonen signifikant erhéht war. Die MPO-Mengen waren dabei positiv mit den CRP-
Mengen und der iINOS-Aktivitat, und negativ mit der endothelialen Funktion korreliert. Die
Studie zeigte auBerdem, dass eine Entziindung mdglicherweise durch die Aktivierung der
iINOS und einer erhdhten Produktion der MPO entsteht. Die daraus resultierende
Entkopplung der eNOS und die Reduktion der NO-Verfugbarkeit fihren zur Entstehung einer
endothelialen Dysfunktion. Diese Daten lassen vermuten, dass eine Hemmung der
Inflammation eine entscheidende Rolle bei der Verminderung Kkardio-vaskularer
Erkrankungen von RA-Patienten spielt. S-Curvularin kénnte in diesem Zusammenhang durch
die Hemmung der Mpo-Expression eine Reduktion des kardio-vaskularen Risikos bei RA-
Patienten bewirken.

Die Familie der Calcium-bindenden S100-Proteine ist an einer Vielzahl von regulatorischen
Prozessen beteiligt. Zu den Funktionen zahlen unter anderem die Regulation der
Phosphorylierung von Proteinen, der Ca*-Homdostase, von Enzym-Aktivitdten,
Transkriptionsfaktoren und der Entziindungsreaktion. Einige der Proteine Uben nach ihrer
Sekretion aber auch extrazellulare Funktionen aus. FUr ihre Aktivitat ist eine Dimerisierung
von entscheidender Bedeutung. Hohe Konzentrationen des S100A8/A9-Heterodimers
scheinen fUr entziindliche Prozesse charakteristisch zu sein. Es agiert als chemotaktisches
Molekul, das konstitutiv in Neutrophilen, aktivierten Monozyten und Makrophagen exprimiert
wird (Foell et al., 2004; Roth et al., 2003; Ryckman et al., 2003). Der Komplex konnte bereits
in Seren von Patienten nachgewiesen werden, die an cystischer Fibrose, RA oder an einer
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akuten Entziindung leiden (Kerkhoff et al., 1998; Passey et al., 1999) und wird deshalb als
moglicher Biomarker zur Kontrolle der Krankheitsaktivitat diskutiert (Foell et al., 2004). Unter
entzindlichen Bedingungen wird das Heterodimer aus S100A8/A9 von infiltrierenden
Neutrophilen und Monozyten exprimiert und sekretiert (Goebeler et al., 1994; Roth et al.,
1992). Die Expression Kkorreliert dabei mit der Krankheitsaktivitdt verschiedener
inflammatorischer Erkrankungen (Brun et al., 1994; Goebeler et al., 1994; Roth et al., 1992).
Im Modell der CIA war eine signifikant erhéhte S100A8-mRNA-Expression nach der
Immunisierung mit Cll nachweisbar, die ebenfalls durch Behandlung mit SC gehemmt wurde.
(Abb. 34B). Die CIA ist, genau wie die RA, durch eine Infiltration der Gelenke durch
Immunzellen gekennzeichnet. Diese Zellen sekretieren ein Gemisch unterschiedlicher
Zytokine, die wiederum die Expression von S100A8 induzieren kdnnen. Nach der Sekretion
kann S100A8 weitere Immunzellen rekrutieren, was zu einer Verstarkung der
Entzlindungsprozesse fuhrt. Durch die S-Curvularin-vermittelte Hemmung von S100A8 kann
also in die Entzindungsreaktion der RA eingegriffen werden, was zu einer Reduktion der
Einwanderung von Immunzellen und mdéglicherweise zu einer verminderten Ausbildung des
Pannus fihren kdnnte.

Eine wichtige Rolle bei der Aufrechterhaltung der Selbsttoleranz scheint der ,autoimmune
regulator® AIRE, ein Transkriptionsfaktor, zu spielen (Nagamine et al., 1997).
Autoimmunerkrankungen werden durch den Verlust von Mechanismen verursacht, die
normalerweise eine Immuntoleranz gegenlber kdrpereigenen Geweben aufrechterhalten.
Die negative Selektion von selbst-reaktiven Thymozyten, die in der Medulla des Thymus
stattfindet, stellt einen Hauptmechansimus der zentralen Toleranz dar (Anderson et al., 2007;
Takahama, 2006). Die epithelialen Zellen der Medulla exprimieren unter anderem Gewebe-
spezifische Antigene (,tissue-specific antigens”, TSAs) (Kyewski et al., 2006). Wahrend der
negativen Selektion erfolgt eine Prasentation der TSAs von den medullaren epithelialen
Zellen oder von dendritischen Zellen gegenlber sich differenzierenden Thymozyten
(Aschenbrenner et al., 2007; Gallegos et al, 2004). Dies fuhrt durch funktionelle
Inaktivierung, klonale Teilung oder klonaler Deletion von selbst-reaktiven T-Zellen zur
Induktion der Toleranz (Hogquist et al., 2005; Palmer, 2003; Yamagata et al., 2004).
Mutationen im humanen AIRE-Gen (Aire) fihren zum Krankheitsbild der ,Autoimmune
Polyendocrinopathy-Candidiasis-Ectodermal Dystrophy“ (APECED). Normalerweise wird der
Transkriptionsfaktor im Thymus, der Bauchspeicheldrise und in der Nebennierenrinde
exprimiert. AIRE ist daflr verantwortlich, dass Thymus-fremde Selbstantigene von Thymus-
Stromazellen exprimiert werden. Die T-Zellen kénnen dann anhand dieser Selbstantigene
"lernen", auf welche Antigene sie auBerhalb des Thymus nicht reagieren sollten. APECED-
Patienten leiden unter mehrfachen Stérungen des endokrinen Hormonsystems, chronischer
mukokutanen Candidiasis und ektodermaler Dystrophie (Perheentupa, 2006; Peterson et al.,
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2005). Wie bei APECED-Patienten beobachtet, entwickeln AIRE-defiziente Mause
Autoantikérper, die spezifisch flr viele periphere Gewebe sind. Diese werden im Verlauf der
Erkrankung von mononukledren Zellen infiltriert (Jiang et al., 2005; Kuroda et al., 2005;
Ramsey et al., 2002). Im Modell der CIA wurde die Expression von Aire durch eine
Immunisierung mit Cll in seiner Expression vermindert (Abb. 36B). Die Reduktion von AIRE
kénnte zu einer Abnahme der Expression von TSAs fihren und somit die Selbsttoleranz
herabsetzen. S-Curvularin war in der Lage, die AIRE-mRNA-Expression signifikant zu

erhdéhen, was wiederum zu einer geringeren Autoimmunreaktion beitragen kénnte.

VII.2.7 Analyse der S100A8-mRNA- und Protein-Expression im Modell der CIA

Als weiterer pro-inflammatorischer Mediator sollte die mRNA-Expression des Calcium-
bindenden Proteins S100A8 im Verlauf der CIA analysiert werden. In den durchgefiihrten
Mikroarray-Experimenten konnte bereits eine erhdhte S100A8-Expression in den Pfoten
nach der Immunisierung mit Cll nachgewiesen werden, die durch die Behandlung der Mause
mit S-Curvularin, aber nicht mit Dexamethason signifikant gehemmt werden konnte (Abb.
29B). gRT-PCR-Analysen mit RNA aus peripheren Blutmonozyten, der Pfoten und der Leber
zeigten, dass die S100A8-mRNA-Expression Cll-behandelter Tiere im gesamten
Untersuchungszeitraum im Vergleich zu PBS-behandelten Kontrolimausen erhéht war, wobei
in allen untersuchten Geweben bzw. Zellen eine tendenzielle Expressionsabnahme mit der
Dauer des Experiments beobachtet werden konnte (Abb. 37A, 38A, 39A). Allerdings fluhrte
eine Behandlung der Tiere mit Dexamethason und S-Curvularin nur an einzelnen Tagen zu
einer signifikanten Verminderung der S100A8-mRNA-Menge, obwohl generell eine Tendenz
zur Reduktion der S100A8-mRNA-Expression zu beobachten war (Abb. 37B, 38B, 39B). Das
Fehlen von signifikanten Effekten kann auf die groBen Schwankungen der S100A8-mRNA-
Expression in den Cll-immunisierten Tieren zurlickgefuhrt werden.

Obwohl bereits eine positive Korrelation der S100A8-Expression mit der Schwere der
Arthritis in RA-Patienten (Sunahori et al., 2006) als auch im Modell der Antigen-induzierten
Arthritis in Mausen (van Lent et al., 2008) gezeigt werden konnte, konnte dieses Ergebnis im
Modell der CIA nicht bestétigt werden. Im Modell der CIA nimmt die S100A8-mRNA-
Expression in Cll-immunisierten Tieren im Untersuchungszeitraum trotz Zunahme des
Arthritisindex ab. Die S100A8-Expression scheint in diesem experimentellen Arthritismodell
also negativ mit der Schwere der Erkrankung korreliert zu sein. Wahrend einer Arthritis
kommt es zur Infiltration des Gelenks mit Makrophagen (van den Berg et al.,, 1996). Diese
exprimieren und sekretieren nach Stimulation durch pro-inflammatorische Mediatoren wie
TNF-o und IL-1p das S100A8/A9-Heterodimer. Das Heterodimer induziert in Leukozyten und
endothelialen Zellen eine pro-inflammatorische Antwort (Ryckman et al., 2003; Vogl et al.,
2004), was zu einer Verstarkung der Entziindungsreaktion fihrt. Die héchste Expression des
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S100A8/A9-Heterodimers konnte im Pannus nachgewiesen werden (Kane et al, 2003;
Youssef et al, 1999), welcher den Hauptort der Knorpeldestruktion und der
Knochenschadigung darstellt. Somit hatte man in den Pfoten Cll-behandelter M&use die
héchste S100A8-mRNA-Expression erwartet. Jedoch konnte nur an Tag 25 eine signifikant
erhdhte Expression von S100A8 detektiert werden, die jedoch um das bis zu 10-fache héher
war als in der Leber und in PBMCs. Studien von van Lent et al. (2008) in S100A9”-Mausen,
die zusatzlich auch kein S100A8-Protein exprimieren, konnten die Bedeutung des
Heterodimers fir die Regulation der Gelenkentziindung bestatigen. So konnte in den von der
Gruppe verwendeten M&usen eine Reduktion der Pfotenschwellung als auch eine Hemmung
des MMP-vermittelten Knorpelabbaus beobachtet werden. Eine Hemmung der S100A8-
mRNA-Expression durch S-Curvularin  kénnte den Krankheitsverlauf also deutlich
verbessern. Tendenziell kann auch eine Reduktion der S100A8-Expression durch die
Behandlung der Mause mit SC erzielt werden. Die Effekte von SC sind mit den von
Dexamethason verursachten Effekten allerdings meist identisch. Dieses Ergebnis konnte
auch auf Proteinebene bestatigt werden. In Western Blot-Analysen konnte gezeigt werden,
dass die Immunisierung mit Cll zu einer deutlichen Induktion der S100A8-Proteinexpression
fihrte. Durch eine Behandlung dieser Mduse mit S-Curvularin und Dexamethason konnte die
S100A8-Proteinmenge wieder auf das Niveau der PBS-behandelten Kontrolltiere gesenkt
werden (Abb. 40).

VIII.3 Die Wirkung von S-Curvularin im akuten LPS-induzierten
Entziindungsmodell

S-Curvularin zeigte in den Zellkulturexperimenten mit C-28/12-Chondrozyten eine deutliche
Hemmung der Zytokin-induzierten iNOS-Expression. Im in vivo-Modell der Kollagen-
induzierten Arthritis fihrte eine Behandlung der Mause mit S-Curvularin zu einer deutlichen
Verminderung der Krankheitssymptome und einer Reduktion einer Vielzahl pro-
inflammatorischer Mediatoren. Da es sich bei der CIA um ein chronisches
Inflammationsmodell handelt sollte die Wirkung von S-Curvularin auBerdem im Modell der
LPS-induzierten akuten Inflammation untersucht werden.

Die Ergebnisse zeigten, dass eine Dosis von 5 mg/kg LPS in peripheren Blutmonozyten, der
Leber und der Milz zu einer signifikanten Induktion der iINOS- und S100A8-mRNA-
Expression im Vergleich zu PBS-behandelten Kontrolltieren fihrte (Abb. 41+42). Durch die
Behandlung mit S-Curvularin konnte die LPS-induzierte iNOS-Expression in PBMCs und der
Milz deutlich reduziert werden (Abb. 41A+C). Die mRNA-Expression der iINOS erreichte
dabei wieder das gleiche Niveau wie in PBS-behandelten Kontrolltieren. In der Leber konnte
nur eine tendenzielle Hemmung der INOS-mRNA-Expression durch S-Curvularin beobachtet
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werden (Abb. 41B). Dexamethason fiihrte sowohl in PBMCs als auch in der Leber zu einer
signifikanten Reduktion der iNOS-Expression. Wider Erwarten erhéhte die Behandlung mit
Dexamethason in der Milz deutlich die Expression der iNOS-mRNA (Abb. 41C). Dieses
Ergebnis steht im Gegensatz zu friheren Untersuchungen, in denen Dexamethason auch in
der Milz zu einer Hemmung der LPS-induzierten iNOS-Expression flhrte (nicht gezeigte
Daten).

Die LPS-induzierte Expression des Calcium-bindenden Proteins S100A8 wurde durch
S-Curvularin und Dexamethason in PBMCs nicht signifikant gehemmt (Abb. 42A), was auf
die groBen Schwankungen in den Versuchsgruppen zurtckgefihrt werden kann. In der
Leber konnte eine tendenzielle Abnahme der S100A8-mRNA beobachtet werden (Abb. 42B).
S-Curvularin fuhrte in der Milz zu einer signifikanten Reduktion der LPS-induzierten
Expression von S100A8. Dexamethason hatte in der Milz keine Wirkung auf die S100A8-
mRNA-Expression (Abb. 42C). Die Expression von S100A8 wird durch viele Faktoren wie
LPS, IFN-y, TNF-a, IL-1B in Makrophagen, Leukozyten und Monozyten (Hu et al., 1996; Xu
et al., 2000), aber auch in der endothelialen Zelllinie bEND3 (Yen et al., 1997) induziert.
Obwohl Glukokortikoide meist als anti-inflammatorische und immunsuppressive Substanzen
beschrieben werden, konnte eine zusatzliche Erhdéhung der LPS-induzierten S100A8-
Expression in murinen Makrophagen und bEND3-Zellen (Hsu et al, 2005) beobachtet
werden. Eine Erhéhung der S100A8-mRNA-Expression durch Dexamethason konnte im
Modell der akuten Inflammation nicht nachgewiesen werden, wobei auch keine signifikante
Reduktion detektiert werden konnte. Die Expression von S100A8 wird durch LPS induziert.
Dies fuhrt zu einer Rekrutierung von Neutrophilen und Monozyten, aber nicht zu deren
Aktivierung (Cornish et al., 1996). So ermdglichen GKs durch die Erhéhung der S100A8-
Expression, eindringende Organismen zu bekadmpfen, ohne dass es zu einer Schadigung
durch UberschieBende Abwehrreaktionen kommt. Der synergistische Effekt von LPS und
Dexamethason auf die S100A8-Expression kdénnte bei der durch gram-negative Bakterien
ausgeldsten Sepsis, bei der hohe endogene Kortikoidkonzentrationen und Endotoxinspiegel
zu finden sind, jedoch eine wichtige Rolle spielen. Abhangig von seiner Lokalisation, der
intrazellularen Konzentration und der Expression kann S100A8 also pro- oder anti-
inflammatorische Eigenschaften besitzen.

S-Curvularin ist auch in einem akuten Inflammationsmodell in der Lage, die LPS-induzierte
iINOS-Expression deutlich zu reduzieren. Die mMRNA-Expression von S100A8 konnte in der
Milz signifikant, in PBMCs und der Leber tendenziell durch S-Curvularin gehemmt werden.
Dabei waren die von S-Curvularin vermittelten Effekte mit den Veradnderungen durch
Dexamethason vergleichbar. Die einzige Ausnahme ist bei der mRNA-Analyse in der Milz zu
finden, in der das Glukokortikoid keine oder eine induzierende Wirkung auf die iNOS- und
S100A8-mRNA-Expression ausiibt. Uber welche Signaltransduktionswege die Wirkung von
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S-Curvularin in diesem Modell vermittelt wird, muss noch genauer untersucht werden. Da
sowohl der iINOS- als auch der S100A8-Promotor Bindungsstellen fir NF-xB und AP-1
enthalten, ist eine Regulation Uber diese Transkriptionsfaktoren wahrscheinlich.
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IX. Zusammenfassunq

An der Entwicklung und Aufrechterhaltung chronisch-inflammatorischer Erkrankungen wie
der rheumatoiden Arthritis (RA) ist die Fehlregulation verschiedener pro-inflammatorischer
Gene von entscheidender Bedeutung. Bei der RA filihrt unter anderem eine erhdhte
Expression der induzierbaren NO-Synthase (iNOS) zu einer gesteigerten NO-Produktion,
was schlieBlich zum Knochenabbau beitragt. Fur eine Therapie der RA werden haufig
Glukokortikoide eingesetzt, die jedoch viele Nebenwirkungen zeigen. Um eine mdgliche
Therapiealternative zu identifizieren, sollten die Effekte des anti-inflammatorisch wirksamen
Pilzmetaboliten S-Curvularin in verschiedenen Modellen der RA analysiert werden.

In humanen C-28/12-Chondrozyten als in vitro-Modell der RA fuhrte die Inkubation mit einem
Zytokingemisch zu einer Induktion der iINOS-Expression, die vom chondrogenen
Differenzierungsgrad der Zellen abhangig war. Entscheidend fir die iNOS-Induktion in
C-28/I12-Zellen ist hauptsachlich der p38-MAPK-, der JAK-STAT- und der NF-xB-
Signaltransduktionsweg. Eine Inkubation der Zellen mit S-Curvularin flihrte zu einer
deutlichen Hemmung der iINOS-Expression. Dexamethason hatte hingegen keinen Effekt auf
die  INOS-Expression, was vermutlich auf die fehlende Expression der
Glukokortikoidrezeptor-mRNA zuriickgefiihrt werden kann. Daher kénnen von S-Curvularin
abgeleitete Pharmaka mdglicherweise auch in Féllen einer Steroidresistenz zur Therapie von
RA-Patienten zum Einsatz kommen.

Im Tiermodell der Kollagen-induzierten Arthritis konnte die anti-inflammatorische Wirkung
von S-Curvularin auf mehreren Ebenen bestatigt werden. Die Pilzsubstanz reduzierte sowohl
die Schwellung der Pfoten als auch die Expression Cll-induzierter pro-inflammatorischer
Gene, wie z.B. S100A8, Defb6, Camp und Mpo. Dabei waren die Effekte von S-Curvularin
meist deutlicher als in Dexamethason-behandelten Mausen. Die Analyse von Zytokinen (z.B.
TNF-a, IL-18) und Chemokinen (z.B. MCP-1, MIP-1a) zeigte, dass die Cll-induzierte
Expression dieser pro-inflammatorischen Mediatoren in den Pfoten der Mause durch eine
Therapie mit S-Curvularin und Dexamethason wieder reduziert werden konnte, wobei
Unterschiede zwischen den Behandlungen beobachtet werden konnte.

Auch im Tiermodell der LPS-induzierten akuten Entziindung wurde die iNOS- und die
S100A8-Expression in verschiedenen Geweben S-Curvularin reduziert.

S-Curvularin ist also in der Lage, in verschiedenen Modellen der RA und im akuten
Entzindungsmodell die pro-inflammatorische Genexpression effizient zu hemmen und

kdénnte somit in Zukunft eine Rolle in der Therapie der RA einnehmen.
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Summary

Dysregulation of the expression of several pro-inflammatory genes is involved in the
development and progression of chronic inflammatory diseases such as rheumatoid arthritis
(RA). In RA, enhanced expression of inducible nitric oxide synthase (iINOS) leads to
inappropriate NO production and thereby contributes to joint destruction. Glucocorticoids
often used for the treatment of RA, display severe side effects. To identify new possibilities
for RA therapy, the effects of the anti-inflammatory fungal compound S-Curvularin was
analyzed in different models of RA.

In human C-28/12 chondrocytes, used as an in vitro model of RA, incubation with a cytokine
mixture induced INOS expression, which was dependent on chondrogenic differentiation.
Activation of the p38-MAPK, JAK-STAT1a and NF-xB pathway was essential for iNOS
induction in C-28/12 cells. Incubation of the cells with S-Curvularin significantly reduced iNOS
expression. Dexamethasone had no effect on iINOS expression which may be due to the
absence of the glucocorticoid receptor mRNA. Therefore, pharmaceuticals derived from
S-Curvularin may possibly be used in cases of steroid resistance for the treatment of RA
patients.

In the animal model of collagen-induced arthritis, the anti-inflammatory properties of
S-Curvularin could be confirmed on different levels. The fungal compound was able to
reduce the swelling of the paws as well as the expression of collagen-induced pro-
inflammatory genes such as S100A8, Defb6, Camp and Mpo. Thereby, the effects of
S-Curvularin were more pronounced as in dexamethasone treated mice. Analysis of
cytokines (e.g. TNF-a, IL-1B) and chemokines (e.g. MCP-1, MIP-1a) revealed that collagen-
induced expression of these pro-inflammatory mediators were reduced after treatment with
S-Curvularin and Dexamethason in the paws, whereas differences between both treatments
could be observed.

Also in the animal model of LPS-induced acute inflammation, iNOS and S100A8 expression
was decreased in different tissues after treatment with S-Curvularin.

In conclusion, S-Curvularin has the ability to inhibit pro-inflammatory gene expression
efficiently in different models of RA and in acute inflammation. In future, S-Curvularin could
play an important role in RA therapy.
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Tabelle 37: Signifikant herabregulierte Gene nach S-Curvularin-Behandlung (CIA_SC) im

Vergleich zu Cll-immunisierten (CIA) und Dexamethason-behandelten (CIA_Dex) Tieren

Name_Co_CIA

Entrez

gene name

description

q-Value
Co_CIA

MW
Co_ClA

SEM
Co_ClA

q-Value (MW

CIA Dex

ClA Dex

SEM
CIA Dex

q-Value
ClA SC

MW
ClA_SC

SEM
Cla_sc

ENSMUSG00000001128

18838

Pfe

Properdin {Factor P} {Fragment)
[Source:Uniprot/ SWISSPROT Acc:P1
18280]

0.000,

2838

0.340

0069

0.529

0119

0094

0492

008s

EMNSMUSGE00000001576

87458

0.000

9.955

3.732

ns

0.000]

0842

0391

ENSMUSG00000005897

22025

MNract

nuclear receptar subfamily 2, group C,

member 1; orphan receptor, TR2-11;

nuclear receptor subfamily 2, group H,

member 1
[Source:RefSeqAccNM_011829]

0.000

12481

4.031

0.220]

0.593

0.132

0.000]

0410

0109

ENSMUSG00000007739

12484

Cotd

T-complex protein 1, delta subunit
(TCP-1-delta) (CCT-delta) (Ad5)
[Source:Uniprot/ SWISSPROT Acc P8
0318]

1.685]

3474

0.920

ns

0.917]

0.545

0074

ENSMUSE00000007892

885298

2.029

12887

4.397]

ns

0.000]

0472

0158

ENSMUSG00000009350

17523

Mpo

Iyeloperoxidase precursor (EC
1.11.1.7) (MP Q)

[Source:Uniprot/ SWISSPROT AccP1
1247]

0.000,

11.748]

3.274

ns

0000

0.551

0328

ENSMUSG00000017588

16675

Krt1-c29

keratin complex-1, acidic, gene C29;
keratin complex-1, gene C29
[Source:RefSeqiccNM_010568]

2.029

2.010

0.294

ng

0.000]

0216

0024

ENSMUSG00000017969

19223

Ptais

Prostacyclin synthase (EC £.3.99.4)
(Prostaglandin 12 synthase)
[Source:Uniprot/ SWISSPROT Acc: O3
5074]

0.302

10.067]

3.493

ns

0.0G8)

0482

0.064

ENSMUSG00000018593

20892

Sparc

SPARC precursor (Secreted protsin
acidic and rich in cysteins)
{Ostecnectin} (ON] (Basement
membrane protein BM-40).
[Source:Uniprot/ SWISSPROT Acc PO
7214]

0.000,

3383

0.738

0.21g

0.573

0.077

0.000]

0518

0184

ENSMUSE00000020262

110532

adenosine deaminase, RNA-specific,
B1. [Source RefSeq Acc MNi_130895]

0.000

4.378)

0.755

ng

2504

0819

0152

ENSMUSE000000204563

56218

Zfo7s

zinc finger protein 278; transcription
factor (MAZ-related) MAZR, POZ-AT
hoak-zin finger pratein
[Source:RefSeqiccNM_019574]

0.000

16.916]

B.277|

ns

0.000]

0482

0144

EMNSMUSG00000021484

88390

Lman2

WVesicular integral-membrane protein
VIP38 precursor {Lectin, mannose-
binding 2.

[Source:Uniprot/ SWISSPROT Acc Q9
DEH5)

0.000

2.445

0.317

0.000]

0.383

0.058

0.098]

0488

0.0e7

ENSMUSE00000021763

0.000

4.112]

1.13

2.707]

0.893

0.094

0.194

0522

0123

ENSMUSGE00000021993

1E+08

Mipep

mitochondrial intermediate peptidass
[Source:RefSeqAccNM_027438]

3.444

10.568)

3.739

ns

0.000]

0305

0.080

ENSMUSG00000022123

64929

SCEL_MO
USE

Sciellin
[Source:Uniprot! SWISSPROT Acc:Q8
EQG3

0.504

4.627]

1.418

ng

3549

0604

0123

ENSMUSG00000022851

245195

resistin-like gamma; RELMgamma
[Source:RelSeqfcaNM_181596]

0.223

13.675]

£.325

ns

0.000]

0237

ooet

EMNSMUSE00000024099

72900

MNdufvz

MNADH-ubiquinone oxidoreductase 24
kDa subunit, mitochondrial precursor
(EC 1.8.5.3) (EC 1.899.3)
[SourceUniprot/ SWISSPROT Acc:Q9
De.8]

0.095

10354

3.438

ns

0.098)

0483

0.088

ENSMUSG00000024218

224850

Anks

[Ankyrin repeat and SAM domain
containing protein 1

[Source:Uniprat/ SWISSPROT AccPS
9872]

0.740

5973

3188

ng

3487

0570

0.091

EMNSMUSGE00000024331

12508

Dso2

Desmocollin 24/2B precursor
(Epithelial type 2 desmocollin)
[Source:Uniprat/ SWISSPROT Acc PS5
5297

0.000

2.482

0.843

ns

0.000]

0.389

0073

ENSMUSG00000024511

50718

Rab27h

Ras-related protein Rab-27B
[Source:Uniprot! SWISSPROT Acc:Q8
9P 58]

0.000

14 844

6.950

1.144

0.640

0132

3.209

0640

0172

ENSMUSE00000024 736

98170

Hspasbpi

heat shock T0kDa protein & binding
protein 1
[Source:RefSeq Acc:NM_133804]

0.000

10.627]

4.166|

0.000]

0.411

0.158

0188

0493

0100

EMNSMUSE00000024812

21873

Tip2

Tight junction protein ZO-2 (Zonula
occludens 2 protein) (Zona occludens
2 protein) (Tight junction protein 2)
[Source:Uniprot/ SWISSPROT Acc:Q9
Z0U]

3.185

2.589

0.908

2.978]

0.815

0.153

0.5237]

0528

0.093

ENSMUSGE00000025151

94275

Magedi

Melanoma-associated antigen D1
(MAGE-D1 antigen) (Meurotrophin
receptor-interacting MAGE homalog)
(Dhdn-1)

[Source:Uniprat/ SWISSPROT Acc:Q9
QYHE]

0.195

2.150

0.254

ng

0.000]

0380

0.083

ENSMUSG00000025402

17937

MNab2

MGFI-A binding protein 2 (EGR-1
binding protein 2)

[Source:Uniprot/ SWISSPROT Acc:Q8
1127

0.000,

21747

11.195)

ns

0.000]

0367

0093

EMNSMUSG00000025728

214931

0.000

15717]

8.899

2.707]

0.949

0.248

1.277]

0567

0128

ENSMUSG00000025793

15239

Has

HGF-regulated tyrosine kinase
substrate
[SourceRefSeqAccNM_008244]

0.000

132783

B2481

2.707]

0.701

0.149

3.549

0807

0120
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Name_Co_CIA

Entrez

gene name

description

q-Value
Co _CIA

MW
Co CIA

SEM
Co CIA

q-Value
CIA Dex

Mw
CIA Dex

SEM
ClA Dex

q-Value
CIA SC

MW
CIA SC

SEM
CIA_SC

ENSMUSGO0000025823

12304

Cai

Protein disulfide isomerase A4
precursor (EC 5.3.4.1) (Protein ERp-
T2)(ERp72)

[Source: Uniprat/SWISSPROT AccPD
8003]

1.758

5465

1.709

0.000

0.526

0.188

2.848

0583

0.062

ENSMUSG00000026790

18288

Odf2

outer dense fiber of gperm tails 2
[Source RefSeqAccNM_013815]

2722

2309

0.438

2985

0.748]

0.115]

0.000]

0453

0.123

ENSMUSGE00000026834

269275

Aovrle

0.000

15.920

4.698

ns

ns|

2647

0582

0.009

ENSMUSGO0000027 593

16383

Raly

RMA-binding protsin Raly (hnRMNP
associated with lsthal yellow protein)
(Maternally expreszed hnRNP C-
related protein)

[Source Uniprot/SWISSPROT Acc:Q8
4012

1.775)

7.387

3.%40

ns

ns|

3375

0564

0.080

ENSMUSGO0000027951

56417

Adar

Double-strandsd RNA-specific
adenosine deaminase (EC 3.5.4.)
(DRADA) (RNA adenosine deaminase
1)
[Source Uniprot/SWISSPROT Acc:08
auE]

0.199

2,747

0.527

ng

ns|

0.717]

0543

0.128

ENSMUSGO0000027 953

19729

Raga

recambination activating gene 1 gens
activation
[Source RefSeqAccNM_009057]

0.664

2.085

0.310

ng

ns|

0.000]

0331

0.024

ENSMUSGE00000027983

71519

Cyp2ut

Weakly similar ta RAT eytochrome P-
450B type E

[Source Uniprot/ SPTREMBL  Acc: QBB |
W3]

4.561

3.310

1.268

0.494

0.795

0.279

3.549

0812

0.142

ENSMUSGO0000023357

16662

Kif12

Kinesin-like protein KIF12
[Source Uniprot/ SWISSPROT Aoc:Q3
D278)

0.000

7.874

3.450

ns

ns|

4111

0584

0.089

ENSMUSGE00000028523

87344

1319

5388

1.984

ng

ns|

0.708

0804

0.204

ENSMUSGO0D00026988

2917

2471

0.605

0.292

0.052

0.000

0400

0133

ENSMUSG00000029213

27784

Commd8

COMM damain containing 8;
IMAGE 1958590
[Source RefSeq:Acc:NM_178599]

1.538

2919

0.788

ns

ns|

0.440

0515

0.082

ENSMUSG00000029687

14058

Ezh2

Enhancer of zeste homelog 2 (ENX-
1
[SourceUniprot/ SWISSPROT Acc:QE
1188

0.000

17.178

7123

ns

ns|

3318

0710

0.251

ENSMUSGO0000029663

12368

Casp2

Caspase-2 precursor (EC 3.4 22 -)
[CASP-2) {ICH-1 protease) (NEDD2
protein).

[Source Uniprat/SWISSPROT Acc P2
9594]

1.644

2.289

0.462

1.383)

0.721

0.150]

0.000]

0572

0212

ENSMUSGE00000030707

127

Corola

Coronin 14 (CGoronin-liks protein pS7)
{Coronindike protein &) {CLIPINAY
({Tryptophan aspartate-cortaining coat
protein) (TACO)
[Source:Uniprot/SWISSPROT Acc:08
9053

2.458

2785

0.890

ng

ns|

0.000

0274

0121

ENSMUSG00000030782

21804

Tafbid

transforming growth factor beta 1
induced transcript 1
[Source RefSeq;AccNM_009365]

0.128

8.381

2.879

ns

ns|

0.000

0588

0.309

ENSMUSG000000:31250

64103

Tnmd

Tenomaodulin (Teh) (mTeh)
(Chondromodulin-| like protein)
(ChMAL) {mChMIL) (Myoduling
(Tendin)

[Source Uniprot/SWISSPROT Acc:Q8
EP84]

0.195

5.868

2.049

ns

ns|

1515

0828

0.164

ENSMUSGEO0000031851

BE5EE

0.352

5845

1.688

4.192]

0.987

0.248

1865

0822

0158

ENSMUSGO0000032383

19035

Ppib

Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase B
precursor (EC 5.2.1.8) (PPlase)
{Rotamase) (Cyclophilin B) (S-
ayclophilin} (SCYLP) (CYP-31).
[Source Uniprot/SWISSPROT Acc P2
4389

0.000

43.257]

17.607

0.000

0.678]

0.299]

4763

0853

0.183

ENSMUSGO0000033429

73724

Mcee

1110007 A04Rik protein (Similar to
methylmalonyl CoA epimerase)
[Source Uniprot/ SPFTREMBL  Acc: QD
115]

3444

2.097

0.391

ng

ns|

3.297)

0584

0071

ENSMUSGO0000033641

0.000

10458

4384

0.550

0.084

0.000

0588

0.188

ENSMUSGO0000034 686

432783

0.000

4.697

1.108)

ns

ns|

0.168)

0.557

0.163

ENSMUSGO0000034 788

108512

Gpsm3

G-protein signalling modulator 3
(LG58 ke, C. elegans).
[Source RsfSeq;Acc:NM_134118]

0.000

4.802

1.197]

ng

ns|

3078

0859

0211

ENSMUSG00000035808

16718

kyphoscaliosis
[Source RefSeq AccNM_024291]

0.000

81.029

45.747]

ns

ns|

4088

0825

0.139

ENSMUSGO0D00035838

T3

0.778

8.048

4.797

ns

ns|

0.000

0420

0118

ENSMUSGEO00000364 84

0.000

3491

0.761

0728

0.203

0.000

0423

0132

ENSMUSGO0000036822

74772

ATY1_MOU
Sk

Probable cation-transporting ATPase
1(EC 3.8.3-) (Fragment)

[Source Uniprot/SWISSPROT Acc:Q8
CTGE]

0.000

32.279

14.792

ns

ns|

0.000]

0235

0.088

ENSMUSGO0D00037692

230793

3165

2.268

0.478

0.637

0.098

0.000

0353

0.084

ENSMUSGO0000037980

63480

0778

2965

0.718

ng

ns|

0.000]

029

0.110
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Name_Co_CIA Entrez |gene name |description davale MW SEM qValde) NI SEM aVale. MW SEM
- g P Co_CIA |Co CIA |Co CIA |CIA Dex |CIA Dex |CIA Dex |CIA_SC |CIA_SC |CIA_SC
Cathelin-related antimicrobial peptide
precursor (Cramp) (Cathelin- like
ENSMJSG00000038357 12798 [Camp protein) (CLP) 0.000] 124574 53814 ng ng ns| 0000 0437 0217
[Source Uniprat! SWISSPROT Acc PS5
1437]
squamous cell carcinoma antigen
ENSMUSGO0000039148  |20227  |Sart1 recognized by T-cells 1 0.250 3.183 0.718 3.788 0.731 0.188 000Dl 0388 o119
[SourceRefSeqAcc NW_018882]
{ubulin-spedific chaperone &,
ENSMUSGO0000039232 70430 |Thee progressive motor nsuropathy 0.225| 3.028] 0.822 ng| ng| ng| 000D 0439 o112
[Source RefSeqhoo NWM_178337]
Homeobox protein HLX1
ENSMUSG00000039377 15284  [Hbe [SourceUniprot! SWISSPROT Acc:Q8 0.054) 5841 2.288 1.144 0.720 0150 0.094) 0482 0109
18701
Growth-arrest-spsecific protein 8
(Growth arrest-specific 11)
ENSMUSG00000040220 1043468 (Gasd [Source Uniprot SWISSPROT Acc:08 0.000] 3.345 0.853 ng ng ns| 0000 0440 0088
0779
Protein-arginine deiminase type Vv (EC
3 5.3.15) (Peptidylarginine deiminase
ENSMUSG00000040035 242726 (Padig V) (Arginine deiminase-like protein) 0.000] 4.835 1374 3.78%) 0.795) 01900 0000 0427 0119
[BourceUniprot! SWISSPROT Acc:Q8
K]
ENSMUSGO0000041632  [218506 |Mipszy  |Titochondrial ribosomnal protein 527 oooo| 344 0759 ns ns ns| 00m0| 0518 0188
[SourceRefSeq oo NM_173757]
ENSMUSG00000041759 |- 0.000 11.230] 5102 ng| ng| ng| 1865 0BSD 0184
ENSMUSG00000042510 212439 1686  B.580) 3472 ng ng ns| 2387 0830 017
keratin associated pretein 168-4.
ENSMUSG000000430982 170654 (Krapig-4 [Source RefSeq Aas NM_130873] 0450 6.594| 2258 0.000) 0.531 0.151 0000l 0Z228 0074
ENSMUSG00000044272 |- 0.130] 15135 8.077 ng ng ns| 0194 0811 0228
Olfactory recsptor GA_xBK02T2PB.J9-
T589577-T588839
ENSMUSGO0000044705 384703 |OIfrB70 [SourcsUniprt'SPTREMBL Acc: Q7T 2.722) 7882 4.240] 0.000) 0.487 0.122 4915 0628 0148
RP3]
aarF domain containing kinase 2, EST
ENSMUSG00000048947 57369 [Adck2 AA408112 0.000] 10795 5470 ns ns ns| 0535 Ogss| 0232
[BourceRefSegAcaNM_178873]
lipocalin
ENSMUSG00000047358 332578 [Source RefSeq oo NM_178038] 1.194)  4.088 1320 ng ng ns| 0000 0442 0130
ENSMUSG00000048077 |- 1788 2488 0438 ng ng ns| 43833 0828 0136
epidermis-specific serine protease-
ENSMUSG00000049013 388202 like 0.000 8508 2532 ns ns ns| 0440 0571 0174
[Source:RefSeqAcc:NM_001001650]
ENSMUSG00000049357 271508 [QBCDF1 4413 8728 1927 ns ns ns 1.243 0892 0142
ENSMUSGO0000049372  |258522 0.098 3.244 0.782 0.883 0.885 0.257 0350 0518 o111
vestigial like 2 homolog
ENSMUSG00000049641 215031 [Vgll2 [SourceRefSeqAcs NM_153788] 2029 4189  1.318 0.000] 4.744 1.487 1.243) 0704 D301
olfactory receptor 185; olfactory
receptor MORZ279-1;
ENSMJSG00000050158 258488 (OIfr165 GA_xB4KRFPKGEP-15855184- 2531 2.844| 0.840 ns ns ns| 3704 0804 0123
15884223
[SourceRefSeqAcc NW_148488]
ENSMUSGO0000050758 (118746 [Debg  |dSfensinbeta 2683 15803 5197 ns ns ns| 3704 o800 0o
[SourceRefSeq;Acc: NW_054074] . | |
Zing finger protein 297 (BING1
= protein)
ENSMUSG00000051390 81830 [Kifs1 [Source Uniprat/ SWISSPROT hoc:09 1048 4894 1800 ns ns ns 0000] 0483 0187
Z0GT]
keratin assosiated protein 14, keratin-
ENSMUSGO0000051445 |- Kriapi4 associated protein 14. 1885 13.188) B.738 0.000] 0.858 0.308] 42401 0702 0210
[SourceRefSeq Acc NM_013707]
405 ribosomal protein $10
ENSMUSG00000052148 888274 (Rps10 [SourceUniprot! SWISSPROT Acc:PO 2458 9105 2.98% ns ns ns 3487 0708 0.201
a900]
ENSMUSG00000052170 |- 1251 25988 11408 ns ns ns| 0380 0887 0179
Protein arginine N-methyliransferase
1(EC 2.1.1-)
ENSMUSG00000052429 18469 [Hrmt1l2 [Source Unipr t/SWISSPROT Aco-09 0973 3.086 0718 ns ns ns 0000) 0473 0176
JIFQ]
membrans-associated guanylate
ENSMUSG00000052639 99470 kinase-related (MAGI-3) 4.2800 2238 0.327 ns ns ns 0094 0852 0213
[Source RefSeq Acc NM_133853]
Sirrilar to Q9H4T4 like (Fragment)
ENSMUSG000000584728 1218194 (Phactrd [Source:Uniprat/ SPTREMBL Acc: Q80 0.000] 9429 3782 0.000) 0.542) 0.220] 42400 0844 0144
VL9
ENSMUSGO0000054828 |- 0450 14825 9.582 0.24¢ 0.722) 0.20% 3704 0659 0178
CYT1 MO Stefin 1.
ENSMUSGO00D00054 205  |20863 NE [Sourcs:Unipret! SWISSPROT Acc:P3 0.884 3.214 0.741 1.485] 0.882 0.094 000Dl 0383 0.041
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q-Value |MW SEM q-Value (MW SEM q-Value |MW SEM

NarfieiCa-ClA Entrez | gendifidms, dssciiplion Co_CIA |Co_CIA |Co_CIA |CIA Dex |CIA Dex |CIA Dex |CIA SC |CIA SC |CIA_SC

Calgranulin A (Migration inhibitory
factor-related protein 8) (MRP-8) (P8)
(Leukocyte L1 complex light chain)
ENSIMUSGO0000058054 20201 |S100a8 {Chemetactic cytokine CP-10) (Pro- 0000 12507 3522 ns| ns| ns| 0000 0431 0142
inflammatony 3100 cytokine)

[Source Uniprat! SWISSPROT AcoP2
7005)

Iyeloblastin precursor (EC 3 4 21 78)

(Proteinase 3) (PR-3)

[Source Uniprat! SWISSPROT Acc:Q8

1096]

Septin &

ENSMUSGO00000528013 52398 |\ DEEABSe |[SourceUnipret! SWISSPROT Ace:Q8 ool 1rszt)  7.078 0.000 0.568 0167 0000 0488 0046
CHHY]

ENSMUSGOO000057729 19152 |Prin3 0000 8.242 3883 ns ns ns 2884 0707 o027

ENSMUSGROO0003T08  |88364 |QODCKE 0000  9.868) 3329 ng ns ns 0455 0521 0112
ENSMUSGOO000059234 |- 0778 45543 27838 ng ng ns 0000 0437 0127
ENSMUSGRO0D0081121 |- 1.685  8.781 2991 ng ns ng 0000 0454 0138
ENSMUSGRO000081139 |- 0.000] 3498 0791 2,707 2488 0.451 0699 0530 0086

H-2 class | histocompatibility antigen,
K-B alpha chain precursor (H- 2K(B}).

ENSMUSGO0000061232 | 1E+08 (H2-D1 [Source Uniprol/ SWISSPROT Ace R0 0oon| 11.848)  3.6893 ns| ns| ns| QOCO[ 0437 0404
1901]
ENSMUSG00000082955 |- 0000 18781 4918 0000 18443 7135 0081 0849 0233
ENSIMUSGE00000083083 |- 0.000| B5484) 23789 ns| ns| ns| 0000 0847 0472
ENSMUSGO0000063427 |- 0000 4480 1129 ns| ns| ns| 0481 0673} 0248
ENSMUSGE00000084205 |- 0195 2400 0474 0414 0.581 0.088( 0000 0357 0088
Chitinase-3like pratein 1 precursor
(Cartilage glycoprotein-39) (GP- 39)
ENSMUSGO0000084248 |12854  |Chidld (BRP 39 protein) 0000 18.239) 8029 ns| ns| ns| 0184 0528 0142
[SourceUniprat! SWISSPROT Ace:QB
1382]

ENSMUSGOO000084251 |- 0352 4575 1722 ns ns ns| 4888 0813 0124
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Vergleich zu Cll-immunisierten (CIA) und Dexamethason-behandelten (CIA_Dex) Tieren

GValue [MW SEM -Value  |MW SEM g-Value |RW SEM

Name CoCIA Enfrez  |ganenama Co_CIA |Co_CIA [Co_CIA |CIA Dex |CIA Dex |CIA_Dex [CIA_SC |CLA_SC |CIA_SC
Zine finger and BT B dornain cortaining
protein T {Leukemiadyrmphomnsa related

ENSMUSGO0000035011  |16969 Zhthy factor) 0.000) 0.218] 0040 ns ns| ns| 0.000] 4 278 1.106]
[Source:Uniprot/SWISSPROT, Acc: 0889
38]

EMSMUSGO0000025750 | QIDYY 0.000) 0.249] 0.066] 0.200] 5474 1.765] 0.814] 7.123] 2.666]

EMNSMUSG0000008436F | 0.000) 0,285 0.101 0.082] 1.034] 0470 411 3.068] 0.876]
WAS protein family, member 2

EMNEMUSGO0000028868 (242687 Wasf2 [Source RefSeq Act MM 153423] 0.000) 0.204) 0.081 ns| ns ns 0.000) 14,266 4.249]
T-bex transeription factor TBX6 (T-box
protein &)

EMNSMUSGO00000306589 (21289 Tbx6 [Source:UniprotSWISSPRAT Ac:PT03 0.000) 0.326] 0.074] ns| ns ns 0.285) 8.348 3.082]
27]
OBCxA (Fragment).

EMSMUSGE00000084581 [ Qboxd [Source:UniprotSPTREMBL Acc Q8WVH 0.000) 0,333 0.117] ng| ns ns 0.167| 33.009] 17.135
5]

ENSMUSGO0000022330  |20286 0.000) 0.335] 0111 ns ns| ns| 0.000] 4741 1.522]
Autoimmune regulator (Autairmmune
polyendocrinopathy candidiasis

ENSMUSG00000000731  [11634 pire fﬁﬁéég’gﬂ?ﬂﬁﬂg&’.ﬁ;‘“ homelog) o000 0338 0068 ns g ns| 3771 14883 5348
[Seurce:Uniprot/SWISSPROT, Acc Q820
E3
Hepcein 2 precurser.

ENSMUSGO0000S6978 (68438 HPCZ_MOUSE  |[Source:UniprotfSWISSPROT, Acc:QB0T 0.000) 0339 0,039 0083 4.307| 1.226| 2729 2.218| 0471
18]
RIMNG finger protein 12 (LIM domain
interacting RING finger protein) (RING

ENSMUSG00000056537 19820 |Rnf12 [‘ﬁ;’“""' Somgin: Mg protelit: 0000 0348 0100 s ns ns| o000l 11128 383
[Source:Uniprot/SWISSPROT, Ace 8
7]

EMSMUSG000000217 16 |67288 0.000) 0.345] 0.077] ns| ns ns 1.661 4.266] 1.649)
basic leucine zipper nuclear factor 1;

EMNEMUSGO00000265TT  [66362 Blzfl basic leucine zipper nuclear factor 1-like, 0.000) 0,363 0.124] 0.000] 13.600] £.429] 0.577] 5.075] 1.413
[Source:RefSeq Acc:NM_025505]
Zinc finger protein 238 (Z1p-238)
{Transcriptional repressor RPE8) (58

EMNSMUSG00000063659 (20028 Zfp238 kDa repressor protein;. 0.000) 0,356 0.103] ns| ns ns 1.376) 2.088) 0768
[Source:UniprobtSWISSPROT, Acc Q9N
UK6]

EMSMUSG00000022749  |67681 0.050) 0,369 0.081 ns| ns ns 0.131] 34.118] 256312
alpha isoformof regulatory subunit A,
protein phosphatase 2; serinefthrecnine

EMNSMUSGEDO0OO0UT5E4 (51792 Ppp2ria protein phosphatase A subunit bype 24, 0.000) .36 0070 ns ns| ns| 0.000] 3.784] 1.083]
protein phosphatase PP2A.
[Source:RefSeq AccNM_016831]

ENSMUSGO0000053160 |- 0.000) 0,338 0.108 1.300] 17 693 10.289] 2 357 6 483] 2541
Cell surface glycoprotein OX2 receptor
precursor (CD200 cell suface

ENSMUSGO000I022667 (67781 Cd200r1 glyooprotein receptor) 0.000) 041 0] 0.049] 0000} 3.616) 0.742] 1.843] 6 089 2.182|
[Source:UniprotSWISSPROT, Acc Q9E
S57]

EMSMUSG00000011254  |66628 QoDo55 0.000) 0.419] 0.173] ns| ns ns 0.583] 3.862] 1.084]
Meurogenic locus noteh hemelog protein

ENSMUSGO0000027878  |18129 Motchz lzsgfé:faogiéz"‘:g:,‘ﬁ)s(g"g"é%}%m_O355 ool od4ze| oos3|  zsezl 434y 1oo7]  oooo| 1os8s  oose
18]
Prabable G protein-coupled receplor

EMNSMUSGO0000040220 (23200 Gprid4 gziz' UniprotSWISSPROT A Q8R 0.000) 0.422] 0.083) 0.287| 0.923 0.309] 1.066] 2,693 0495
1] '

ENSMUSGO0000041 144 [1 00042162 0.049) 0.423] 0.085] 0,216 0 6445 0.204| 0.220] EXEH 1.238|

ENSMUSGO0000033863  [70979 Q8040 0.008 0432 0.098] 0.494] 5.304] 2194 1.539] £.048] 2.1149]
Syntenin 2 (Syndecan binding protein 2

EMSMUSG0000002F 456 228765 Sdchp2 [Source:UniprokSWISSPROT, Ace: Q99 0.000) 0433 0.108] ns| ns ns (0.896] 2538 0.353]
0]
Guanylyl cyclase GC-E precursor (EC

ENSMUSG00000020890 14919 Gucyze fsgﬂmzé_fﬁ;’g‘:gﬁg&'@;ﬁ&cc%ﬂ 03|  0438] 0103 ns ng| ns| 0224 55111 48515
6]

EMNSMUSG00000010104 | 0.032) 0443 0.078] ns| ns ns 0.360] 3807 1.174]
Ras-related protein Rab-8A (Cncogene
c-mel}

ENSMUSGO0000003037 17274 Rabsh [SoLree:UniprotSWISSPROT: Acc:PEE2 0.052) 0447 | 0140 ns ns| ns| 0000 40645 194841
58]
Mhyogienic factor & (Myf-&) (Herculin).

ENSMUSGO0000035823 17878 MyTE [Source:UniprotiSWISSPROT, AceP153 0.132) 0452 0.092] ns ns| ns| 1.509] 2983 0.722]
78]

EMNSMUSG00000051721  |23205F 0.311 0.452] 0.083) ns| ns ns 0.896] 4.865] 2.104]
Alphaactinin 2 (Alpha actinin skeletal
ruscle isoform 2) (F-actin cross linking

EMNSMUSG00000052374  [11472 Actn2 protein). 0.557] 0.464) 0.100) ns| ns ns 0.102) 46660 31.267)
[Source:Uniprot!SWISSPROT, Ace Q4|
91]
Trepenin |, fast skeletal muscle
(Troponin |, fast-twiteh isoform)

ENSMUSGO000031 087 219563 Tnni2 [Souree:UniprobSWISSPROT: Acc:P1 34 0.127] 0457 0.098] 1.300] 5.295( 1.874] 0.345] 3 586] 0 967 |
12]
Forkhead box protein C1 (Ferkhesd-
related protein FKHLY) (Forkhead
related transcription facter 3) (FREAC-3)

ENSMUSG00000050285  [17300 Fosxel w@gg&gfﬁ;;ﬁgﬁ;;ﬁﬁmead B 0191 0457|0110 ns ng| ns| 1843 8728 351
(MF-13
[Source:Uniprot3wWISSPROT, Acci Q615
72
Mimecan precursor (Osteoglycin

EMSMUSG00000021380  [18206 Qan [Eource:UniprolSWISEPROT, Acc: Q620 0.051 0,468 0.148) 0.568 3.087| 1.486] 0.892) 10345 4491
00)

EMSMUSG00000019718  |67217 0.311 0.466] 0.086) ns| ns ns 3.375) £.3265] 2.514]
Apolipoprotein B (Fragment)

ENSMUSGU0000IFEET |- Apob [Source:UniprotiSPTREMBL Ace: (261 31 0.088) 047 0] 0.1458] ns ns| ns| 1.646) 14193 8973
i
Lbiguitinrconjugating erzyme E2 A (EC
6.3.2 1_9_) (Umqurtinrprotem lgase Ay

ENSMUSGO0000016305 22208 Ubeza Efnﬂ‘;{”&? RPN LREN) o162l 0d477| oqts| o000 25760l 0126  ooon 6867 1479
[Source:Uniprot/SWISSPROT, Aco Q872
56)
Low-density lipoprotein receptor-related
protein 10 precursor.

ENSMUSGO0000022175  |65107 Lrpto [Bouros UniprstSWISSPRAT Aor 27T 0.280) 0.485] 0.092] 0000} 0.446) 0.098] 3.078] 2.850| 0793
QHT]

EMNSMUSG00000063067 | 0185 0.486] 0.065] ns| ns ns 2.522] 4.009] 1.117]

ENSMUSGO0000015580  |TE612 Q9D6Z2 0618 0.491 0.1 06| ns ns| ns| 0161 36194) 26962

EMSMUSG00000024078  [T4196 0.457] 0.497| 0.115] ns| ns ns 0.577] 6.815] 3.284]

EMNSMUSG00000057034 | 0.127] 0.497| 0.153] ns| ns ns 0.636] 8.841 3.330]

ENSMUSGO00000487 67 |- 0.504] 0499 0099 ns ns| ns| 0000 151 @I £.720]

Tabelle 38: Signifikant hochregulierte Gene nach S-Curvularin-Behandlung (CIA_SC) im
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