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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Rheumatoide Arthritis

1.1.1Die Krankheit im Uberblick

Rheumatoide Arthritis (RA) ist eine Autoimmunerkrankung, g mit Entziindungen der
Gelenke einhergeht. Sie ist diéufigste Art der entziindlichen Arthritis und hat eine Préavalenz
von etwa 1%in der Bevolkerung weltweitl,2) Eine sehr geringe Pravalenz tritt im landlichen
Afrika auf, eine hohéei bestimmten Stammen der amerikanhen Ureinwohner (Pima und
Chippewa)(3). Das Verhaltnis der betroffenen Frauen zu Mannern betragt etwa 2,5 zu 1,
weshalb, wie bei vielen Autoimmunerkrankungen, den Sexualhormonen eine wichtige Rolle
zugeschrieben wir@2¢4). RA kann in jedem Alter ausbrechen, die Inzidenz steigt jedoch mit
zunehmendem Alter. Am haufigsten bricht RA zwischen 40 urdéi@naus(3).

Obwohl die genaue Atiologiger RA unbekannt ist, gibt e&aktoren, die Einfluss auf
einen moglichen Ausbruch der Krankheit half®j®) Genetische Faktoren machen etwa%0
der Anfalligkeit fir die Krankheit ausvohingegen der sozioékonomischeatbs keinen
Einfluss auf die Pravalenz zu nehmen sah@,7)

Es gibt immer mehr Hinweise darauf, dass der iddim manifesten RA eine
asymptomatische Phase vorhergeht. Ein Merkmal dieser Phase ist eine nachweisbare
synoviale Entziindung, insbesondere mit Infiltration durch Makrophagen, schon bevor die
Gelenke anschwellen, schmerzhaft werden oder sonstige klinscheichen der RA auftreten
(8). Aufgrund dieser Erkenntnisse muss eine frihe RA bereitehmtsische Erkrankung
angesehen werden (8). Ein weiteres Anzeichen fur eine, der symptomatischen RA
vorhergehende, asymptomatische Phase der RA liegt im Nachweis von Autoantikdrper, die
oftmals schon Jahre vor Ausbruch der Krankheit nachweisbaf%ihal)

Der Verlauf der RA entwickelt sich sehr individualll wariabel bei den verschiedeme
Patienten, das typische klinische Merkmal ist jedoch eine symmetrische Arthritis, die
hauptsachlich die kleinen Gelenke der Hande und FulRe heiidht aber das Fingeoder
ZehenendgelenkAbbildungl) (1,3,5,6)
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Abbildungl: Deformationen an den Handen eirieA&Patientn. Dargestellt sind die linke (a) und rechte (b) Hand
einesRAPatienen mit Schwanenhalsdeformitat und Knopfloblaw. Boutonnieréeformitat. AuRerdem sind
dorsovolare Projektionsradiographien der linkerufm) rechten (d) Hand abgebildgtl).

Der Krankheitsbeginn ist meist schleichend und es kdbnnen mehrere Monate vergehen, bis eine
sichere Diagnose gestellt wif®). Die dominierenden Symptome sind &wrzen, Steifheit

und Schwellungen der peripheren Geler{8 In der frihen Phase betrifftie RAzunachst
meist die proximalemnterphalangealund Metacarpophalangealgeleekim weiteren Verlauf

die groReren Gelenke wie die dKsies, des Ellenbogens und dgsudggelenkg12). In den
ersten Wochen der Erkrankung kommt es vor allem zu Gewebeddemed
Fibrinablagerungerdie sich klinisch als Gelenkschwellung tsahmerzen aufRern konnga).
Typisch fir RA ist eine Entzindung der Synovia, Hyperplasie, Autoantikdrperproduktion
(RheumafaktolRFund Antikorper gegen citrullinierte ProteindCPA) und Zerstdérung von
Knorpel und Knochen (Abbildung 2) (12¢14). Systemische Symptome wie Mudigkeit,
Gewichtsverlust und leichtes Fieber kdnnebenfalls bei aktiver Erkrankung auftreten
(Abbildung3) (15).

Abbildung?2: Rheumatische Vorful3deformit@argestellt sind die Rontgenbilder des defomnteie VorfulRes eines
RAPatienten vor (a) und nach (b) einer korrigierenden OP. In (a) erkennt man einen vergrof3erten
1.intermetatarsalen Winkel, einen Hallux valgus und luxierte Kleinzehengrundgelenke II/lll. In (b) sind die
Gelenkkorrekturen nach der @Brgestellt(16).

Es kann schon in sehr frihen Stadien ideankheitzur Zerstérungdes Gelenkes kommedie

dazu in der Lage ist sehr schnaltarzuschreiten(3). Im ersten Jahr ist daFortschreiten der
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Gelenkschaden signifikant starker als im 2. und 3. @ah)rinnerhalb der ersten 2 bis 3 Jahre
kann bei etwa 786 der Patienten bereits radiologisch die Gelenkschadigung nachgewiesen
werden (3,17) Veranderungen, die im Rontgenbild ersichtlieterden, gehen einer
Fehlstellung und funktionellen Behinderung oftmals um Jahre voraus. Bis sich die korperliche
Deformitat bemerkbar macht, sind in der Rebeteitserhebliche irreversible Gelenkschaden
entstanden(Abbildungl und Abbildung?2) (3).

w Lipid particles altered
Proinflammatory HDL phenotype
Total cholesterol decreased

( Liver ( Blood vessels |

Small LDL increased I

Acute-phase response (CRP)
Iron redistribution (hepcidin)

Complement immune complexes
Interleukin-6

Atherogenesis
Myocardial infarction

TNF-a Stroke

*

Interleukin-6

TNF- TNF-a

nterleukin-6 > Interleukin-6 B
_ '"m*wkm 1 bk
SERT
Free fatty acid TNF-a L"'V
Adipocytokines Interleukin-1 HPA axis—_«
TNF-a
RANKL (”
Dkk-1
Low stress tolerance
Depression
Bone < o

P
o
4 Low bone mineral density
Fractures

Insulin resistance

Abbildung 3: Klinisch beobachtete Langzeitkomplikationder RAPatienten. Entziindungsmediatoren wie
Zytokine konnen zu einer Vielzakbn Komorbiditaten bei RAPatienen flihren, wie beispielsweise
kardiovaskulare, psychologische und skelettgere Storungen. CRP: -réaktives Protein, HDL:
High-DensityLipoprotein, HPA: HypothalamityypophyserNebennierenrindéchse LDL:
LowDensityLipoprotein, SERT: Serotonintranspo(is3)

Bei Patienten, die schon lange Zeit (Uber 3 Jahre) untdéeiBén, kommt es haufig, bei etwa
68 % der Patienten, zur Bildung von Knochenmarkdder(ie8). Die Anzahl der betroffenen
Knochen ist bei Patienten mit einer etablierten RA signifikant hoher als bei Patienten in einem
frihen Stadium der RA8). Knochenmarkddeme sind mit spateren radiologischen Erosionen
assoziier(19). Siekdnrnen Aussagen uber die Krankheitsaktivitdt geben und Marker dafir sein
(18). Weitere Faktoren,

die Verschlechterungen von radiologischen L&sionen und

Funktionsverluste vorhersagenkénnen, sind der Nachweis des Rheumafakbrs,
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BlutkdrperchasenkungsgeschwindigkeifBSG@, die Krankheitsaktivitat, das Alter bei
Krankheitsausbruch sowie das weibliche Geschl&R0,21)

Daes sich bei der RA um eine systemische Autoimmunerkrankung handelt, konnen in
einem spateren Stadium auch andere Teihel Organe des Korpers betroffen seils nur die
Gelenke(12) RAPatienen leiden beispielsweise oftmals unter Osteoporose, haben ein
erhohtes Risiko fur Myokardinfarkte sowkardiovaskulare, pulmonal@sychologische und

skelettbezogene Storungg@bbildung3 und Abbildungd) (13,22;24).

&

Abbildung4: Osteoporoselnnerhalb weniger Monate ist eine schwere gelenknahe Osteoporose bei einem
Patienten mit hochaktiver RA aufgetreten. Sie ist besonders deutlicldéligandwurzel undlenMCRGelenken
erkennbar(25).

AulRerdem habe®APatienen durch die langandauernde Entziindungsaktivitat ein erhéhtes
Risilo an Lungenkrebs sowie an Lymphomen zu erkranken, maistaggressiven, diffusen,
grol3zelligen EellTyp mit einer schlechte Prognose(26¢29). Zusatzlichfiihrt RA zu einer
erhdhten Todesrate, die im Zusammenhang mit dem klinischen Schwaeragd Aktivitat der
Erkrankung steh{15,30,31)

Bis in die frihen 2000efahre waren die Behandlungsmaglichkeiten der RA noch nicht
weit fortgeschritten. Mit andauernder Erkrankung kam es zu immer starkeren
Funktionsverlusten, die oft ziMotwendigkeit einer Operation mit Gelenkersatz fuhrten, da
die Symptome durch medizinische Behandlung nicht mehr zufriedenstellend beherrscht
werden konnten(15,19,30) Am Haufigsten wurde ein Gelenkersatz des Knies undlitte
durchgefthrt(15).

AulRerdem fuhrte RA in vielen Fallen zur Erwerbsunfahigkeit, oftmals schon in friihen
Phasen der Erkrankung. Eine Studie aus dem Jahr 2008 zeigte, dadsr2Batienten mit 1

bis 3 Jahren Krankhegtauer nicht erwerbstéatig waren, und der Anteil mit der Dauer der
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Erkrankung zunahm, soda85 % der Patientenmit 10 Jahren und 5% der Patienten mit
mehr als25 Jahren Krankheitsdauer nicht mehr erwerbstétig wa(@a).
In den letzten Jahren gab es jedoch grol3e Fortschritte in der Behandlung der RA, was
das Fortschreiten der Erkrankung und die Notwendigkeiere®P drastiscminimierte (33¢
35). Hierbei spieltereine bessere Diagnostik urdle Zulassung neuer Medikamentsd
damit frihere Behandlungsmaoglichkeiten eine grol3e Rollkaks bei immer mehr Patienten
eine Remission erreicht werden, bei der die Krankheitsaktivitat und die Symptome durch
individuelle, oftmals kombinierte Therapie mehrerer Medikamente auf ein sehr geringes

Ausmal’ reduziert werde(83¢35).

1.1.2Pathogenese der RA

Verschiedene Faktoren kdnnen zur Aktivierung BeptidytArgininDeiminasefiihren, die
daraufhin citrullinierte  Neuantigene erzeugt. Zu den wichtigsten umweltbedingten
Risikofaktoen gehoéren beispielsweise Tabakrauch undkosale KrankheitserregéB6,37)
Durch  humane LeukozytelntigenMolekile wird die Interaktion zwischen
antigenspezifischen-RBellen, ¥Zellen und antigenprasentierenden Zellerden sekundaren
lymphatischen Organen geférdert, wodurch die Reifung von ACPAs vorangetrieb&B8yird
ACPAs bestehen aus einer Gruppe von Antikérpern, die mit einer Vielzahl von
citrullinierten Antigenerinteragieren(38). Sie sind in der Lage Immunkomplexe zu bilden und
Makrophagen zu binden und aktivieren, mit Neutrophilen in einer sich selbst verstarkenden
Weise zu interagieren und durch Bindung von autoreaktivetelBendie citrullinspezifische
T-ZellReifungund -Differenzierungzu fordern. Durch all diese Vorgange kommt es zur
Freisetzung von proinflammatorischen Zytokinen und Chemokinen, die zur Entstehung der RA
beitragen. Aul3erdem fordern ACPAs bei direkter BinduegQhteoklastendifferenzierung
und aktivieren diese durch gebildete Immunkomplexe, was wiederum zur Freisetzung von
proinflammatorischen Zytokinen fiihrt. Zusatzlich sind die ACPAs dazu in der Lage durch
Interaktion mitcitrullinierten zellularen Proteinedie Fibroblastenmigration zu férdern, das
Komplementsystem zu aktivieren und durch Interaktion Typll-Kollagen im Gelenkknorpel

die Gelenkzerstérunguinduzieren(Abbildung5) (38).
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Abbildung 5: ACPAedingte Pathogenese der RBA) ACPAs bilden Immunkomplexe und binden an das
grp78-Protein und TLR4 auf der Oberflache von Makrophagen. Hierdurch werden diese aktiviert und eine
Immunreaktion mit Freisetzung von ZytokinemduChemokinen wird ausgeldst. (Bgutrophile und ACPAs
interagieren in einer sich selbst verstarkenden Wdligrch NETosis werden grol3e Mengen an citrullinierten
Antigenen freigesetzt, die wiederum die AGRAduktion und die Immunkomplexbildung stimidie Dadurch
werden weitere Vernetzungen gebildet und Zytekind Chemokinfreisetzung gesteigert. (@)toreaktive
B-Zellen, die OberflachehCPAs tragen, konnen als APCs dienen, um die citrullinspezifische
T-ZellReifung/Differenzierung zu férdern unénschiedene proinflammatorische Zytokine zu sezerni¢bgbie
direkte Bindung von ACPAs fordert die Osteoklastendifferenziebungh die Immunkomplexe werden die
Osteoklasten aktiviert und dReroduktion proinflammatorischer Zytokigeférdert (E) Durch die Interaktion von
ACPAs undcitrullinierten zellularen Proteinenwird die Fibroblastenmigration geférdert. (F) Die
Komplementaktivierung erfolgt sowohl tber den klassischen Weg als aucliéielternativen Weg. ACPAs
reagieren auch mit Typ-Kollagen im Gelenkknorpel, was zur Gelenkzerstérung (88)t

Im Serum und in der Synovialflissigkeit vonHéienten konnten Gber 150 citrullinierte
Proteine identifiziert werden, die als Citrullinom bezeichnet werden (68). Die Citrullinierung
ist ein physiologischer Vorgang, der lebaichtige zellulare Regulationen beeinflusst (69).
Erst bei Ubermagiger Citrullinierung, jenseits der physiologischen Regulation, kdénnen
citrullinierte Peptide potenziell zu Neoantigenen werden, welche die ABiIlFANg anregen

und damit die Entstehung vdRA fordern kdnnen. In diesem Fall entspricht die Citrullinierung

einem pathologischen Vorgang.

1.1.3Zellulare Veranderungen

Das Volumen der Synovialmembran kann Aussagen uber die Krankheitsaktivitat geben und
Marker dafur sein(18). Mit dem Verlauf der Krankheit &ndert sich die Synovia und es treten
vermehrt Entzindungsmerkmale a(if,3,12,39) Dienormalerweise zarte Synovialmembran
verwandeltsich in eine wuchernde, invasive Zellmasse oder einen Pannus, der das umliegende

Gewebe und deinochen erodiertAbbildung6) (1,3,12,39,4Q)
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Abbildung6: PannusBei einer Operation gedffnetes Kniegelenk einef&#enten, bei dem die zottenférmige
Proliferation der Synovialmembran ersichtlich wid).

Innerhalb kurzer Zeit wirdlie Synovialmembran hyperplastisalmd sie besteht dann aus
einer enorm vermehrten Zahl makrophagenartiger und fibroblastenartiger Synoviozyten
(3,39) Diese Zellen konnen durch von ihnen puoirte Faktorenbenachbarte Zellen
aktivieren und dadurch eine Entziindungsreaktion aufrechterhalignAber auch aktivierte
T-Zellen und EZellen infiltrieren die Synoviél,3,8,12) Plasmazellerstellen hierbeidie
vorherrschende Population der infikrenden mononuklearen Leukozyten in rheumatoiden
Synovialgewebedar (42).

T-Zellen spielen eine wichtige Rolle bei der Entstehung der RA, sisasirhl an der
Krankheitsinduktion als auch an der Krankheitserhaltung beteilig®,43) T-Zellen in
RAGelenken sinthauptsachlich vonT-Helfer Typ 1Th1-Typ (43).

Eine weitere entscheidende Zellart, die vermehrt in der entziindeten Synovia der
RAPatienten vorkommt sind synoviale Fibroblasten, die direkte Effektoren fur
Gewebeverletzungen und Matrixumbau in entzindeter Synovia g@@). Synoviale
Fibroblasten sind in der Lage eine Vielzafdn Zytokinen und Wachstumsfaktoren
freizusetzen, die die Entziindungsreaktion regulieren kon@é Zu den entscheidendsten
Enzymen, die synoviale Fibroblasten freisetzen konnen, gehdren die Metalloproteinasen
(3,40) Diese sind fur den Umbau und den Abbau derazdllularen Matrix verantwortlich
(3,40) Zusatzlich haben synoviale Fibroblasten aber auch Einfluss auf andere Zellen in ihrem
Umfeld, wodurch sie eine Synovitis induzieren kond). Sie liefernchemotaktische und
aktivierende Signalan residente parenchymale Zellen und infiltriereddenunzellerund sie
sind in der Lage, das Uberleben veZdllen und Neutrophilen zu induzier¢40,44)

AulRerdem kommt es bei der RA neben zellularer Hyperplasie zu einer ausgepréagten
Angiogenese und einer verénderte Expression valoberflacherAdhasionsmolekilen,

Proteinasen undProteinaselnhibitoren (3,1343,45) Des Weiteren sind bei der RA eine
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Vielzahion Chemokinen und Zytokinen vermehrt vorhanden und g@jvDiese sind sowohl
von anti als auch proinflammatorischer Natur, d&leichgewichtin der rheumatoiden
Synoviak ist jedochzur proinflammatorisben Seite hinverschoben(43). Dies fuhrt in den
meisten Fallen zu einer fortschreitenden Zerstérung von Knorpel und Knochen, die nach einer
Invasion dieser Gewebe durch das zellulare Synovialgewebe auftritt und vermutlich
hauptsachlich  durch die Zytokininduktion zerstérerischer Enzymeyor allem
Matrix-Metalloproteinasen, vermittelt wird(1,43) Auch SeriProteinasen und Aggrecane
sind fur die Zerstorung der Gelenkstrukturen und der extitalgen Matrix verantwortlich
(1).

Ein wichtiger Faktor, der grof3en Einfluss auf die RA hat, ist-tkek@ve Protein (CRP),
das zu den Akut®haseProteinen gehort. Es kann Aussagen uber die Krankheiwgékti
geben und erhOhte Werte prognostizieren radiologischen Lasionen und vermehrte
Funktionsverlustg6,15,20,21,46)Genauso wie das CRP sind \dlerte der BSCGbei aktiver
RA héaufig erh6h{15) Beides kann verwmlet werden, um die Krankheitsaktivitat und das
Ansprechen auf Medikamente zu verfolg@h). Ein weiterer wichtiger Regulator der RAr de
auch als Ansatzpunkt fur Therapien dient, ist TBIE5,4%52). Es spielt eine zentrale Rolle
bei der Kklinischen Manifestation der RA, der Entzindung der Synovia sowie der
fortschreitenden Schadigung der benachbarten Knochen und Knorpel, da dsr Spitze
einer proinflammaorischen ZytokirKaskade steht(3,43,49) AuBerdem spielt HL eine
wichtige Rolle bei der Entziindung der Synovia und der Zerstorung der Gégnke

Ein weiterer entscheidender Faktor bei der Entstehung der RA ist die Hypoxie. Der
Sauerstoffgehalt im Synovialgewebe einesHRéienten betragt zwisan 2 und 4% (53¢55).
Die Hypoxie hat Einfluss auf die entziindlichen Prozesse und kann diese ind(@85)
Dies geschieht unter anderem durch den Einfluss der Hypoxie auf eine Vielzahl von Zytokinen,
wie beispielsweise TNF-mi > L Cdag/ K&YWR | A y(5383) AuRRérdem hat die
Hypoxie Einfluss auf die Angiogenesiee Zellmigration undinvasion, die Apoptose, den
zellularen  Stoffwechsel und die Invasivitait des Pannu®3,55) Auch
Matrix-Metalloproteinasen (MMP) und ihre Gewebsinhibitoren (TIMPs)erden durch
Hypoxiereguliert(53).

AulRR3erdem spielt bei vermindertem Sauerstoffgehalt Higpoxieinduzerbare Faktor 1
(HIF1) eine groRe Rolle. Daus den zwei Untereinheiten HHE" und HIFLIT 06 Sa i SKSYy RS

Transkriptionsfaktor ist deiHauptregulator der zellularen und systemischent@i#indostase
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(56,57) HIF1 aktiviert die Transkription von Zielgenen, die fir das Zelliberleben und die
Adaption an Stress und Hypoxie entscheidend §43J56) Hierbei steuert es unter anderem
die Expression von Genen, die fur édagiogenese, Erythropoese, Glukoseaufnahmey de
Zellstoffwechselund die Apoptose entscheidend singb7). AuRerdem kommt es zainer
physikalischen und funktionellen Interaktion des-HiIfit der PKA5S6). Das PKAdoloenzym
istvor der Aktivierug an HIFLh gebunden und somit bereit, auf erhéhte Konzentratiormkas
zyklisch@ Adenosinmonophosphat(cAMP) mit der Stimuhtion der HIF1-Aktivitdt zu
reagieren (56). Die PKA erhohtlie HIF1-Aktivitat und Zielgenexpressignindem esden
proteasomalen Abbabhemmt unddie HIF1" -Stabilitat steigert(56).

1.1.4Diagnosstellung

Zur Diagnosestellung einer RA werden hauptsachlich die klinischen Manifestabewertet

(6). Dies gschieht oftmals auf der Grundlag der Kriterien des American College of
RheumatologyfACRfriiher AmericanRheumatism Associatipmon 1987, die beispielsweise
Morgensteifigkeit, Arthritis oder radiologisch detektierbare Erosionen bewe(&8) Um

auch frihe Stadien der RA detektieren zu kénnen wurden die Kriterien von 1987 Uberarbeitet
und 2010 veréffentlich{59). Im neuen Kriteriensatz basiert die Klassifizierung als "definitive
RA" auf dem bestatigten Vorhandensein einer Synovitimimdestens einem Gelenk, dem
Fehlen einer a&krnativen Diagnose, die die Synovitis besser erklart, und dem Erreichen einer
Gesamtpunktzahl vomindestens6 von 10 mdglichefPunkten fiir nachfolgende Kriterien
Anzahl und Ort der betroffenen Gelenk@-5), serologische Abnormita{0-3), erhdhte
Reakton in der akuten Phag@®-1) und Symptomdauer {0) (59).

Neben der Rontgendiagnostik gewinnen awlid Magnetresonanztomographie (MRT)
Untersuchungen bei RA an Bedeutung. Bei vielen Patienten sind radiologische Erosionen erst
frihestens 12 Monate nach Symptombeginn sichtl§a®) Das MRT ist sensitiver flr
Erosionen, weshalb diese bereits in frihen Phasen der RA (4 Monate nach Symptombeginn
detektiert werden kénnerwenn das Rontgenbild h&ufigoch normal ist(60) Auf3erdem
konnen mittels MRT Entindungen der Synoviand der Sehnen sowi&nochenddeme gut
erkannt werden (60¢62). Vor allem MRTs in frihen Phasen der RA konnendeei
Uberwachung der Krankheitsaktivitat niitzlich sein, Informationen tiber den Schweregrad der
Synovialitidiefern, radiologische Schaden und aggressive Verl&ofbersagen undei der

Prognose und damit der Auswahl der passenden spezifischen Theréigie (i8,19,62)
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Zusatzlich stitzt sich die Diagnasesr RAzunehmend auch auf serologische Marker wie
den Rheumafaktor oder Antikorper gegen citrullinierte Proteinder Peptide (63). Bei
RAPatienen konnen eine Vielzahl von Autoantikorpern detektiert werden, viele davon
bereits 4,5 Monate bis 9 Jahre vor den ers8mptomen, mit einer zunehmenden Haufigkeit
positiver Proben, je naher sie dem Zeitpunkt des Ausbruchs der Erkrankung kai@ien
DieZeit von der ersten Autoantikdrpdrositivitat in einer Serumprobe bis Ztmtwicklung von
Symptomen  betiigt durchschnittich 4,5 Jahre (9). Auch bei anderen
Autoimmunerkrankungen wie z.B. bei systemischem Lupus erythematedeund
insulinabhangigem Diabetes mellitk8nnen Autoantikdrper bereits gefunden werden, bevor
klinische Symptome auftretef64,65)

Die Autoantikorper unterscheiden sich stark in ihngpezifitat fur RA. Wahrend manche
bei vielen verschiedenen entziindlichen Erkrankungen zu finden sind, kommen andere nahezu
ausschlief3lich bei RA v@dr2). DieseRAspezifischen Antikorper kdnnen bei der Frihdiagmo
und Prognose der Erkrankung hilfreich s@ri12,63) Die bei Patienten mit RA am héaufigsten
gefundenen Autoantikérper sind Antikorper gegen IgG (RiMumafaktor) und\CPA9).

Der Rheumafaktoist einer der am langsten und besten bekannten Autoantikérper, der
erstmals von Waaler 1929 beobachtet wurdé€l). Der Reumafaktor ist ein
IgM-Autoantikorper, derdie FeRegion von IgG erkeh(3). Er wird oftmals als diagnostischer
Marker fir RA verwendet und ist eisder KriteriendesACRUr die Diagnosestellunder RA
(12) Der Rheumafaktohat eine Sensitivitat von 6%, eine Spezifitdt von 8% und eine
Gesamtgenauigkeit von ?8fur die Diagnoseler RA(66). Etwa 80% der RAPatienen sind
seropositiv fur diesen Fakt¢t,6,12,66)

Problematisch bei der Diagnose der RA mittids Rieumafaktorist jedoch, dass er
unter anderem bePatienten mit anderen AutoimmunerkrankungenBz.SjégrerSyndrom),
Infektionskrankheiten (8B. Hepatitis, Tuberkulosd)ei Gesunde(B-5 %) sowie vermehrt bei
alteren gesunden Menschegdl0-30%) gefundenwerden kann(1,6,12,15,67)Obwohl nicht
klar ist d die Symptome der RA direkt mit derhéRmafaktorzusammenhangen, weist sein
Vorkommen auf einen aggressiveren und destruktiveren Verlauflhi2) Die RFTiter sind
hierbeilinear mit der Schwere der Entziinduagsoziieri{12).

Zu den Antikorpern, die sehr spezifisch fir RA sind gehdren vor allem jene, die gegen
citrullinierte Antigene wie Sa, Filaggrund Keratin gerichtet sind66). Es konnte mehrfach

gezeigt werden, dass Antikérper gegen citrullinierte Peptide bei RA einaégedholle spielen
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(10,67,68) Doch auch bei anderen Krankheiten wie beispielswhlséipler Skleroseund
Schuppenflechte (Psoriapist dies der Fa(b68,69)

Bei derCitrullinierungkatalysieren PeptidylarginiBeiminase die Umwandlung von
proteingebundenem Arginin zu Citlml, einer nicht kodierten Aminosaure (68). Diese
posttranslational@ Modifikationenstellenfriihe Prozesse in der Progression zur Kranldseit
und kdnneneinen groRen Biluss auf die Struktur und Funktion des Zielproteins haben
(10,68)

Das Vorhandensein voACPAhat einen starken pradiktiven Wert fur die spatere
Entwicklungder RA(10). Sie sind bei fast Adder RAPatienen bereits in einer frihen Phase
der Erkrankungrorhanden(6). ACPApositive Patienten entwickelten signifikant schwerere
radiologische Schaden als Patienten, AfePAnegativ waren(6). Die Seropositivitat konnte
jedochkeine funktionelle Behinderung voragesyen(6).

Antikdrper gegerKeratinsind bei 3759 % der Patienten mit RAn Serumvorhanden
und manchmal schon vor dem klinischen Ausbruch der Erkrankung nachw@s3paveitere
oftmals bei RA detektierte Antikdrper sind beispielsweise gegen RA33 oder den perinukledren
Faktor gerichtet. Wéahrend erstere bei etwa 36 der RAPatienen vorkommen, kdnnen
Antikdrpergegen demperinuklearen Faktobei 4391 % der RAPatienen gefunden werden
(6,12) Die hochste Spezifitat fur RA erhalt man bei der Kombination der Nachweise
verschiedener Antikdrper. Es wurde gezedgss nur 326der RFRAPatientenauch positiv
fur Antikbrper gegenKeratin Filaggrin AntrSa oder ACPAsind, und dass Artba am
spezifischsten fur die Diagnoset (66). Kombiniert man den Nachweis von RF Amtikérpern
gegenFilaggrin AnttSaoder ACPAéhert sich die Spezifitat fir RA an 19Q66).

Zu den unspezifischen Antikdrperrdie bei RAPatienen gefunden werden kdnnen
gehoren solche, die gegen eine Vielzahl von Knorpelproteinen wie Kollagen und Fibronektin
gerichtet sind, aber auch Antiphospholipiahtikbrper und antineutrophile zytoplasmatische
Antikorper sind haufig zu findgi 2).

Diese serologischen Marker sind oftmals schon zu einem friihen Zeitpunkt detektierbar,
bevor die zuvor genannten Kriterien des ACR fiir die Diagnosestellung erful{63)nBies
ermoglicht, dass die Ansétze der Therapie der RA immer weiter zu aggressiveren Therapien in

sehr frihen Stadien der Erkrankungen tendie(é8).
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1.1.5Therapie

Da eine diagnostizierte RA nicht spontailt, ist der frihzeitige Beginn der Behandlung von
entscheidender Bedeutun@O). Ziele der Therapider RAsinddie Linderung der Symptome
sowie die Minimierung von Gelenkschmerzen undchwellungen AuRerdem solldas
Auftreten oder Fortschreiten von strukturellen Schaden an Knorpel und Knapteemmt
sowieextraartikulare Manifestationekontrolliert werden. Allgemein soll die Lebensqualitat
und Leistungsfahigkeit im sozialen und beruflichen Umfeld erhalten bzw. verbessert werden
(15,70)

Im Idealfall fihrt die Therapie derArzu eineHeilung in manchen Fallen kann jedoch
aucheine geringe Krankheitsaktivitétlie Remissionein akzeptables Ziel sei{@7,70) Die
Wahl der passenden Therapie hangt von verschiedenen Faktoren ab, die die Wirksamkeit
beeinflussen kdnnen. Patienten mit langer Krankheitsdauer sprechen weniger gut auf eine
Therapie an als Patienten in einer frihen PhaseRA(71). In frihen Stadien sind sowohl die
Kontrolle der Symptome und Anzeichen der Krankheitsaktjvéistaucheine Verbesserung
der funktionellen Kapazitatmadglich (72). Das therapeutische Fensteum Letzteres zu
verbessern liegt in den esten 2 Jahren der Erkrankur(@2). Im spateren Verlauf der
Erkrankungist eine zufriedenstellende symptomatische, klinische und labortechnische
Reaktionmoglich aber eine anhaltende Verbesserung der Behindehladpt aus(72).

Abgesehen von der Krankheitsdauer vor Therapiebeginn haben auf3erdem das
Geschlecht (Manner reagieren besser als Frauen), die Krankheitsaktivitat (je aktiver desto
besser die Wirksamkeit), eine frihere Therapie mit DMARDs und die Einschgader
Leistungsfahigkeitvichtige Auswirkungen auf die Wirksamkeit der Therapid). Abhangig
von der Vorhersage der Wirksamkeit der Therapie kann diese anpas$bei einer schlechten
Prognose gegebenenfalidih aggressiver gestaltaverden (71). Neben der vorausgesaayt
Wirksamkeit mussen weitere Faktoren bei der Auswahl der richtigen Therapie beachtet
werden. Komorbiditaten wie beispielweise Hepatitis, Krebserkrankungen, Herzinsuffizienz
oder auch eine Schwangerschaft haben Einfluss auf die Wahl der passenden Therapie
(15,47,70)

Bis 1999 waren die Standardmedikamente Glucocortic@@@) NSAIDgnonsteroidal
anti-inflammatory drug) und DMARDgDiseasemodifying antirheumatic drug. Hierzu
gehorten beispielsweise MethotrexatMTX) Goldsalze Hydroxychloroquin Sulfasalazin
Cyclosporinund Azathioprin auch in verschiedenen Kombination€s). 1999 wurden drei
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neue DMARDSs zugelassegf(itnomid,Banerceptund Infliximab)und einCOX2-spezifischer
NSAID @elecoxib) (3). Wahrend NSAIDs zu deweitgehend symptomatischen Mitteln
gehoren sollen DMARDs eitdemmung des Auftretens oder Fortschreitens gstmikturellen
Schaden an Knorpel und KnocHsswirken(70).

Sowohl das ACR im Jahr 2008 als auch die EUEWRpéan League Against
Rheumatismim Jahr 201@aben Empfehlungen zur Behandlungen der RA veréffentlicht und
diese mit em Erlangen @uer Erkenntnisse bzw. der Zulassung neuer Medikamente 2012 bzw.
2016und 2019 Uberarbeitet und aktualisig@7,70,7875). DieseEmpfehlungen spggein die
Ausgewogenheit der klinischen, funktionellen und strukturellen Wirksamkeit, der Sicherheit,
der Kosten und der Patientenwahrnehmung wid@t0). Die Standardtherapie der RA
entspricht einerpharmakologischen Therapie mit DMARDS,70) Diese sollte sofort nach
Diagnosestellungeginnen,und Methotrexatsollte Teil deersten Behandlungsstrategie sein
(70).

Bei der Gabe von MTX muss bedacht werden, dass erst nach 4 bis 8 Wochen eine
Wirkung eintritt (3). Es werdemmindestens 1Gng MTX pro Woche verschrieben und die
Dosierung kann bis 1% mg erhéht werden bzwbis die Nebenwirkungen zu stark werden
(3). Die Zugabe von dex Folsaure (Ing pro Tag) oder Folinsaurerttgy pro Woche) reduziert
selektive Nebenwirkungen wie Alopezie, Stomatitis, gastrointestinale Unvertréaglichkeit und
hamatopoetische toxische Effekte, ohne die Wirksamkeit wesentlich zu verri(@)ern

Neben MTX gehén Hydroxychloroquin, Leflunomid/inocyclin und Sulfasalaziru
den empfohlenen DMARDSs, von denen auch eine Kombination von 2 bis 3 Praparaten méglich
ist (47). Zu den biologischen Wirkstoffen gehdren monoklonale Antikdrper und rekombinante
Rezeptoren zur Blockierung von Zytokinee)chedie fir die RASymptome verantwortliche
Entziindungskaskade forde¢h5). Von den biologischen Wirkstoffen sind FINRibitoren die
am besten untersuchteRraparateund die Therapieler erstenWahl(15).

Die ersten Versuche am Menschen mit Reagenzien gegen TNF begadleanfrihen
1990erJahren(3). Sie sind sicher und gut vertragljd®nnen den Verlauf der Knocheand
Knorpelschadigung verlangsamen oder sogar verhindern und zu positiven iSegebinei der
Reduzierung der Entziindung bei klinischen Messparametern sowie den Laborwerten flhren
(48¢50).

TNFInhibitoren sind auch beianderen Krankheiten wieMorbus Crohn Morbus

Bechterew Psoriasis anBsoriasigArthritis wirksam(1). Empfohlenen TNfnhibitoren bei RA
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sind Adalimumab Infliximak Etanercept, Certolizumab pegol und Golimun(@b). Zu den
empfohlenenbiologisch@ Wirkstoffen, die nicht gegen TNF gerichtet singehérenzum
Beispiel Abatacept (Anti-T-ZellStrategie) Rituximab (Anti-B-ZellStrategie) Tocilizumab
(Anti-IL-6-Strategig und Sarilumab (AntlL-6-Strategie)70).

Eine Kombination verschiedener Préparate, vor allem zusammen mit MTX, hat sich
oftmals als vorteilhaft dargestelliKombinationstherapien helfeei frihem RAStadium
genausowie bei Patienten mit langjahriger RA, bei dersia klassisch&©MARDBTherapie
nicht angeschlagen h48,49) Kombinierte Therapie von Antikérpen gegenTNFund MTX
zeigten sich mehrfach als effekt{8,49,51,52) Die Kombination von Infliximab und MTX
beispielsweise zeigteine bessere Wirlkankeit algedes der Medikamentallein, Symptome
und Anzeichen der RA wurden signifikant starker reduziert und die Lebensqualitat signifikant
verbesser{3,49,51) AuRerdem konnte bei der Kombination, im Gegensatz zu MTX allein, kei
Fortschreiten der Gelenkschaden beobachtet wer@9).

Neben DMARDs werden zu Beginn der Therapie oftmals GCs verschrieben, die nach den
EULAREmMpfehlungen jedocko schnell wie klinisch machb@duziert bzw. abgesetaterden
sollten(70). Sie werderin erster Linie B Uberbrickungstherapie eingesebis die DMARDs
ihre Wirksamkeit zeigeand ausschleichend innerhalb von etwa 3 Monaten wieder abgesetzt
(70). NachNutzenRisikeAbwagunggibt es jedoch aucRheumatologendie eine Dauergabe
der GCsn niedriger Dosierung unterfg/Tagempfehlen(76¢78).

DMARDs sind oftmals nur méfRig wirksam und vertraglich bei Légjzandlungen(3).
Patienten benétigen Zugang zu mehreren Medikamenten mit unterschiedlichen
Wirkmechanismen, um die Heterogenitat der RA zu adressigt@nSe konnen lebenslang
mehrere aufeinanderfolgende Therapien benétigéid). Ba aktiver Erkrankung wird eine
regelmaRige Uberwachung der Wirksamkeit der Therapie im Abstand von 1 bis 3 Monaten
empfohlen (70) Spéatestens 3 Monate nach Behandlungsbeginn sollte eine Besserung
auftreten und nach 6 Monaten das Behandlungsziel erreicht sein. Ist dies nicht der Fall muss
die Therapie angepasst werd€n0). Tritt bei Patienten eine anhaltende Remission, eias
heil3t geringe Krankheitsaktivitat oder Rickgang der Symptokdenen die DMARDs
ausgeschlichen werde(v0,79) Velen Patienten ist es jedoch nicht méglich die Therapie

abzusetzenund sie benoétigen eine lebenslange BehandI(i#@).
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1.2 G-Proteingekoppelte Rezeptoren

1.2.1Allgemeims Uber Groteingekoppelte Rezeptoren
G-Proteingekoppelte Rezeptoren (GPCR),clawals "SieberlransmembraiRezeptoren”
(7TTMR)ekannt, stellen gk grofite, vielseitigste und ubiquitarste der verschiedenen Familien
von Membranrezeptorerdar (80¢82). GPCRs sind integrale Membranproteine, die sieben
0 NI y & Y S Y-Bleldes/ éithalten(83). Es gibt 3 extrazelluldre Schieifemit einem
extrazellularenAminoTerminus, und 3 intrazellulare Schleifen, mit einémtrazellularen
CarboxyTerminus(81,84;88). Die extrazellulare Region moduliert den Ligandenzugang, die
transmembrane Region bildet den strukturellen Kern, bindet Liganden und gibt diese
Information durch Konformationsdnderungen an die intrazellulare Region weiter. Diese bildet
die Schnittstelle zu zytosolischerProteinen, wie beispielsweise in Form einer
G-ProteinBindungsflacheund kanndie Aktivierung komplexer Signalnetzwerke bewirken
und zu einer zellularen Reaktion fuhrgg0,81,85,87)

Die Gesamtzahl der funktionellen GPCRs im menschlichen Genom biglé&g800,
davonsind 342 funktionale nichblfaktorische GPCRsowie 460olfaktorische Rezeptoren
bekannt (89). GPCRs in Wirbeltieren wemleaufgrund ihrer Sequenz und strukturellen
Ahnlichkeit tiblicherweise in fiinf Familien unterteilt: Rhodopsin (Familie A), Sekretin (Familie
B), Glutamat (Familie C), Adhasion und Frizzled/Td8&89) Die RhodopsHramilie ist bei
weitem die grofdte und vielfaltigste dieser Familien und die Mitglieder zeichnen sich durch
konservierte Sequenzmotive aus, diauf gemeinsame strukturelle Merkmale und
Aktivierungsmechanismen hindeut€&6,89) Sie besteht ausier Hauptgrupper(h =~ i ¥ ¢ dzy |
L (89)

Trotz der GroR3e und Vielfalt der GRSEperfamilie interagieren diese Proteine mit einer
relativ kleinen Anzahl von-Broteinen, um intrazellulare Signalkaskaden zu initii€8dr) Die
klassische Aufgabe von GPCRs ist es, diduBgy von Agonisten mit der Aktivierung
spezifischer heterotrimear G-Proteine zu koppeln, was zur Modulation von nachgeschalteten
Effektorproteinen flihrt(86,90) Als Reaktion auf ein¥ielzahlvon Reizenpeispielsweise
durch lonen, Hormone, WachstumsfaktorenNeurotransmitter organische Geruchsstoffe,
Amine, Peptide, Proteine, Lipide, Nukleotide und sogar Photoneguieren diese
Rezeptoren den StoffwechsekkretorscheEigenschaften, elektrische Aktivitat, die Form und

die Motilitdt von praktisch allen Saugetierzell@?c84,86,87,89,90)
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7TMR sind ein haufiges ®l von Medikamenten da ihre Signalaktivierung
oder -inaktivierungviele physiologische Pfade beeinflug82,91) Siesindbeispielsweisdei

der Behandlungon Herzfehlfunktionen, Asthma und Migraren Bedeutund87).

1.2.2Ablauf der Signalweiterleituragn GPCRs

GPCREkONnnen sowohl in einem aktiven, als auch einem inaktZrestand vorkommen, wobei
die Bindung eines Liganden das dynamische Gleichgewicht verschiebe(B8kamei einem
aktiven Zustand besitzt der GPCR eine Konformation bei demierheterotrimeren
G-Proteinen oder anderen Effektaneinteragierenkann (80,92) Doch auch ilAbwesenheit
eines Liganden zeigen die meisten GPCRs ein Grundniveau an
GuanosintriphosphdGTH-Austauschaktivitdt, was darauf hindeutet, dass es eine
Gleichgewichtspopulation des Rezeptgenz im Sinne des Massenwirkungsgeseiizesner
aktivenund inaktiven Forngibt (83).

Bei einen inaktiven Zustand besitzen die GPCRs dfmmformation mit einer
verschlossene G-ProteinBindungsoberfliche die nicht in der Lageist, den
G-ProteinNukleotidaustausch zu katalysiergi80). Verschiedene Liganden kénnen den
aktiven oder inaktiven Zustand férdern und werden nach dieser Fahigkegoinisten, inverse
Agonisten und Antagonisten unterte{iB5).

Agonisten, die an GPCRsden, fordern eine aktive Konformation, was einer
verstarkten Signalwirkungfuhrt (83,85,86) Umgekehrt hemmen inverse Agonisten die
spontane basale Signalaktivitat, indem sie eine inaktive Konformation der GPCRs stabilisieren
(83,85,86) Antagonisten haben keinen Einfluss auf das dynamische Gleichgewicht zwischen
der aktiven und inaktiven Konformatiotles GPCR, verhindern aber die Bindung sowohl von
Agonisten als auch von inversen Agonisi®5,86) Die Agonistenbindung erhoht die Neigung
zu intrazellularen Konformationsanderungen, die fur dir@teinBindung erforderlich sind,
aber die Agonistenbindung allein ist nicht aush&ind, um eine aktive Konformation des
gesamten Rezeptormolekils vollstdndig zu stabilisigf@n87) Erst nach Bindung eines
G-Proteins, Arrestins oder konformationsspezifischen Antikégswvird der vollstandig aktive
Zustand des Rezeptors zum dominanten Zus{&idl

Der Rezeptor assoziiert entweder durch konstitutive Aktivitat oder als Reaktion auf die
Bindung eines Agonisten starker mit dem -P@tein und wirkt als

GuaninNukleotidAustauschfaktor(81,83,85,90,9294). Dies fordert die Freisetzung von
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GuanosindiphosphaiGDB und dessen Ersatz durch GTP, das in deutlich hdheren zellularen
Konzentrationen als GDP vorligdl,83,85,90,92,93Durch die Aktivierung des Rezeptors
werden Konformationséanderungen in den Rezeptoren und den assoziierten heterotrimeren
G-Proteinen induziert die zurDissoziation der GUntereinheit vomi kKomplexfihren,
wodurch zwei funktionelle Untereinheiten fGind G ) entstehen(81,83,85,92,93)Sowohl
GTPASodzy RSy Sa Dh £ & | dzOK T NiBch Sidterakbon ‘mit & A y R
nachgeschalteten Effektorproteing8ignale zu initilerennd regulieren81,83,85,9294).
Zusatzlich zur Signalisierung dur@Proteine konnen GPCRs auch durch Arrestine
Signale weiterleiten, die aul3erdem grof3en regulatorischen EinflussliaufTMRs haben
(Abbildung7) (83). Durch ihre klassische Wirkung als Rezepiatkopplungsmolekile spielen
i -Arrestine bei der Desensibilisierung der 7TMRs eine groRe R8Re0,94) Zusatzlich
steuern sie den Abbau von cAMRIem sie Phosphodiesterasen (P¥8) ligandenaktivierte
Rezeptoren rekrutiere©4). Auch bei dednternalisierung vieler 7TMRnd sie essenzielila
sie als Adaptoren fungieren, die fur die Rekrutierung wichtiger Strukturkomponenten der

Clathrinbeschichteten Pits an agonistisch aktivierte Rezeptoren bendggiien(90,95)
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Abbildung7: Das Beispiel d&ignalweiterleitung eines2-AR.Derb2-AR kanrSignalesowohliberDh & | £ & I dzOK
D h wieiterleiten die in der Lage sind die Ag#atzyklase zu aktivieren bzau inhibieren. Die AC generiert CAMP,

das die PKA aktiviert, die wiederum eine Vielzahl zellularer Proteine reguliertbeigigielsweiseden
L-TypC&*Kanal und denb2-AR selbst Die cAMPKonzentration wird durch spezifische PDEs vermindert.
AuRerdem fart die Aktivierung de§2-AR zur Phgphorylierung des GPCR dumtie PKC unéRKs, was zur
Bindung von Arrestin fuhrt. Arrestin wiederum aktiviett, &zerhindert die Aktivierung dé®2-ARund fuhrt zur
Internalisierung des Rezeptors. Im Anschluss kamrReéaeptor entweder zuriick in die Membran integriert
werden oder im Lysosomen abgebaut werden. Aul3erdem ist in der Graphik in der linken unteren Ecke eine
Klassifizierung fur die Wirksamkeit verschiedener LigamigerGPCRdargestellt Die agonistenunabhigige

Aktivitat der GPCRs entspricht der basalen Aktivitdt. Wahrend inverse Agonisten diese basale Aktivitat
vermindern, haben neutralentagonisterdarauf keine Auswirkung. Partielle und volle Agonisten sind ibatgs,

die Aktivitdit der GPCRs Uber diasbale Aktivitdt hinaus zu steiger2-AR: b2-adrenerger Rezeptor, AC:
Adenylatzyklase, cAMP: zyklisches Adenosinmonophosphat, Frétainkinase APDE:Phosphodiesterase
GPCRG-Proteingekoppelte Rezeptor PKCProteinkinaseC, GRKG-Proteingekoppelte Rezeptorkinasérk:
Extracellularsignal Regulated Kinasé?6).

Durch die Vermittlung einer Vielzahl von Rezep8ignalisierungsind Regulationsprozessen
habeni -Arrestineauch positiven Einfluss auf die 7TMR2,90) Sie sind sowohl in der Lage

die Signale von mehreren Rezeptoreingdngen zu empfangen, als auch die Signale an
verschiedene Effektoren weiterzuleite82). i -Arrestine fungieren beispielsweiseals
multivalente Adaptorproteine, die eine Vielzahl von zytosolischen Proteinen an ihren Wirkort
an der Plasmamembran rekrutiereamd fiihren dadurch zuEntstehung neuer Signale von
7TMRs(82,90,94) Sie dienen auf3erdem agnaltbertrager und verbinden die aktivierten

Rezeptoren mit verschiedenen Signalwegen innerhalb der Z8@% Unter anderem
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vermitteln sie Endozytose aktivieren die MAPKinase E, tragen zur antigpoptotischen
Signalweiterleitundpei und bewirkenChemotaxis und Zellmotilitg§82,94,96)

Um die Starke der GP&Rgnale zu begrenzen und die Zelle in den nicht stimulierten
Zustandzurickzulingen,um sie vor einer GberschielBend&eaktionzu schiitzenmuss eine
weitere RezeptoG-ProteinKopplung verhindertwerden und die bereits synthetisierten
SecondMessengeiMolekile muissen abgebaut werden (88,94) Der Prozess der
Rezeptordesensibilisierungst ein autoregulatorischer Prozess urxkinhaltet mehrere
Mechanismen, die in akute Reaktionen (Entkopplung) und chronische Reaktionen
(Internalisierung undHerabregulatiof unterteilt werden kénnerund vomAusmald ad der
Dauerder Aktivierung abhangef84,88,96,97)

Der Prozess der Desensibilisierung kann sich von Zelle zu Zelle und von Gewebe zu
Gewebe deutlich unterscheidef88). Wahrend dieAgonisterinduzierte Desensibilisierung
bzw. Entkopplungnnerhalb von Sekunden bMinuten eingeleitetwird, dauert esStunden
bis Tage bis zur Herabregulation des Rezeptors(84). Fur die Initierung der
Rezptordesensibilisierung spielt die Phosphorylierung des Rezeptors eine entscheidende
Rolle (84). Sie istein effektiver Mechanismus zur Modulation der Ansprechbarkeit der
rezeptovermittelten Signaltransduktionskaska¢i#).

Fur die Phosphorylierung dei 2-AR sind beispielsweisedie cAMPabhéangige
Proteinkinase APKAund transient auch @roteingekoppelte Kinasen (GRKs), speziell GRK2,
verantwortlich (Abbildung 7) (84,96,97) Durch die Phosphorylierung kommt es zur
Rekrutierungund Bindungvon zytosolischem -Arrestin dasdie Kopplung des Rezeptors an
G's verhindert (88,97) Dies wiederum verhindert die Signaleiterleitung an die
Adenyhtzyklag, wodurchdie Rezeptorfunktion eigeschrankiwird (84,88)

AuRerdemkdnnen durch die geristbildende Wirkung deArrestineandere Proteine,
wie z.B. diePDE4in die Mikroumgebung des Rezeptors gebracht wer@) PDEs sind eine
Familie von Enzymen, die cAMP zu Nuklebtiflonophosphat (5AMP) hydrolysieren,
indem sie die Phosphodiesterbindung abbau®vird die PDE an den Rezeptor rekrutier
reduziert sie den lokalen cAMBpiegel und beendetadurchdie Signaleiterleitungiiber den
sekundaren BotenstofR S NJ @ 2 NKARSHEI&igh(88,96) Diese einfache Form der
Desendiilisierung ist ein vorubergehender Prozess und kann innerhalbMionten nach

Entfernen des Agonisten wieder riickgangig gemacht we(88h
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1.2.3G-Proteine

GuaninNukleotidbindende Proteine oderheterotrimere G-Proteine bestehen aus drei

Ly i SNB A Y KS A, il ywerdemR XizNIO K dzlikeMdBheih identifizier(81,85) Im
menschlichen Genom gibt es 16 -Gene, die fiir 23 bekannte "GProteine kodieren(98).

Basierend auf den Sequendzy R Cdzy 1 G A2y aNKyf A CProleifehin Bief &6 S NR
Familien eingeteiltDh ®¥ A~ Dh|j dzy R Dh MH ®

Ly RSONJYODWEEA S IA 00 S & (s btehtSiv Stimalaiichiizf B REMNX f Dh a
steht fiir olfaktoriscj® 2 NKNBY R Dha Ay RSy YSA&adSy wnStfti
spezifisch in den olfaktorischen sensorischen Neurongnimiert.

5 A S -Fanili&(i steht fur Inhibition)st die groRte und vielfaltigste Familie und umfasst
DhAMI DhAHZ DhAoZX Dh Pdteindsind In déhhnistairyZ&ityperh T & D
YIOK3ISgASaSYy ¢2NRSyd® Dh2 gANR &ud debpleidte/ b S dz
+ NAFYyGSyy Dh21 dzyR Dh2. & Dhid 60 adGSKG FNNI ¢
{iNOOKSYyT SttSy RS& ! dz3S4&8 SELINAYASNIZI 6NKNB
@2NJ 2YY(d® DhGastddacia)kaanin&asahmacksieteptorzellgefunden werden
DhT GANR AYy yYSdzNByl Sy DS6So6Sy dzyR Ay . dzi L3}

. SAY aSyaoOKSy -&orSvarit SAKSi RIzES DOWNIjlis Dh mmXI Dh mn
AAYR dzoAljdzA GNNJ SELINRA YA SNI T ¢ N stadneiRgedetira®kt 9 E LINS
Adalded® Dhmn GANR KI dzLJiaNOKf AOK Ay RSNJ bASNB:
spezifisch in hamatopoetischen Zellen exprimiert wird.

LYy RSMNJIDR@AS IA00G Sa DhwmH dzyR DhmMoX RAS )
werden (85).

In Abwesenheit einer Stimulation ist di¢" ®@ntereinheit GDRyebunden und mit den
i - dzy’ RUntereinheiten assoziier(93). Die h-Untereinheit des @roteins kann zwischen
einer inaktiven GDigebundenen Konformation, die fur die Interaktion mit einem aktivierten
Rezeptor vorbereitet ist, und einer aktiv&€TRPgebundenen Konformation wechseld1,98)

Im aktiven Zusind ist sie in der Lagmtrazellulare Signalkaskaden als Reaktion auf die
Aktivierung von @&roteingekoppelten Rezeptoren (GPCRS) durch extrazellulare Stmuli
modulieren(81,98)9 T ¥ S  S-geldpeh RBZepioren stimulierdreispielsweise eine
Vielzahion entziindungshemmendeEffekten (86).

5AS { { NHz]l Glimbdinheit Riehbhrdd "eine konservierte Proteinfaltung, die
sich aus einer GTPaB®mmane und einer helikalen Doméne zusammensetzt. Die
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GTPas®omane istbei allen Mitgliedern der &rotein-Superfamilie konserviert. Diese
52YNYS KeRNRfteaASNI D¢t dzyR a-DiférfGPCRRAUBI . AYF
Effektorproteine berei(81)5 A S KSt A1 € S 52 Y NyHteideduridl beStehy T A 3 N
'dza SAYySY . NyHeRds di@gngn DeckedDikbér deér NukleotRindungstasche
bilden und gebundene Nukleotide im Kern des Proteins begré®en

Die Aktivierung deD s-Untereinheiten fiihrtzu eineranschlieRenderstimulationvon
Adenyhtzyklasen (ACs), didenosintriphosphatzu cAMP hydrolysiererund dessen
intrazellulare  Konzentration erhohen (99,100) Es gibt neun verschiedene
membrangebundene Isoformen und eine l6sliche Isoform der Klasse 11l AC, die allefdairch G
aktiviert werden (96,101) D "-Rroteine hingegen kénnen bestimmte Isotypen von
Adenyhtzyklasen hemmen, was zaduzierten intrazellularen cAMBpiegeln fuhr{85). Als
sekundarer Botenstoffst cCAMP von entscheidender Bedeutung bei égulationeiner
Vielzahlvon biologischen Reaktionen im Mensch€B9). Hierzu gehéren unter anderem
EntzindungsprozesseApoptose undder Lipidstoffwechsel(39,99) Vor allem bei der
Signaltransduktion Uber Rezeptoren fir Histamin,  Prostaglandin und
N-Methyl-D-Asparaginsére & 2 ¢ A @d iadrenerge Rezeptoreist CAMP der wichtigste
Botenstoff(39).

Die intrinsische Guanosintriphosphatase(GTRa&iyvitat derD Untereinheit bewirkt
die Hydrolyse vorGTP zu GDRvodurch die G-Untereinheit in ihren inaktiven Zustand
zurtickkehrt (Abbildung 8) (85,92,93,98) Es kommt zuReassoziation der "GGDPR und
Di -Untereinteiten sowie zur Beendigung derSignalweiterleitung (85,92,93)
GTPase@ktivierende Proteine (GAPs) (wWiBzRG$ NP 1 SAYy S0 6AYyRSYy |y Dh X
geringe GTPase | U A @A (-WhtereifhSit\ell iR2schleuniggB5).
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Abbildung 8: Kreislauf der @roteinKonformation bei RezeptoraktivierungDas inaktive GDRjebundene

heterotrimere G-Protein kann durch die Interaktion mit einem GPCR aktiviert werdendera&ustausch des

GDP durch GTP bewirkt. Die @&EBunder D "Untereinheit I6st sich vom B5-Komplex und beide kdnnen

daraufhin Signalwege aktivieren. Durch die intrinsische GTR&ed A ( N (-UnterSimhkit vivd das GTP

hydrolysiert Dieser Vorgang wirdurch RGSProteinebeschleunigtDas GDRAS6 dzy RSy S Dh (1 Fyy Y
Gb' -Komplex reassoziieren und die Signalweiterleitung durch daBro®@in wird beendet GDP:
Guanosindiphosphat, &T Guanosintriphosphat, GPCRPGteingekoppelter RezeptpRGS: Regulators of

G-Protein Signaling93).

Wahrend die" -Untereinheit des @ roteinseinzeln algespalten werden kann, sindhdS- und
1-Untereinheiten eng miteinander verbunden und kdnnen als eine Funktionseinheit
betrachtet werden(Abb. 7)(85). Sowohl GTHgebundenes Gals auch freie® i sind in der
Lage,Signale durch Interaktion mitachgeschalteten Effektorproteinen zu initiier¢8).
G ‘Dimere sind eine ubiquitdr exprimierte Familie von Proteineton denen finf
verschiedené -und 12! -Untereinheiten beschriebenwden(85,93,102)Di m* Di v Di o
Din KIFIoSy K2KS {SljdzSy 1l NKYy o) wakKrgn8D\i (ipS yfigefilir 6 A & OK ¢
50%mit denl Y R S NBnfereheiteniibereinstimmt(85).

G ‘Untereinheiteninteragierenmit Rezeptoren, G-Untereinheiten, Effektoren und
regulatorischen Enzymen wi@RKsweshalb sie eine wichtige Rolle bei der Signallubertragung
von GPCRs spielen undre Funktionen nahezu jeden Aspekt der Zeltewebe und
Organphysiologieladecken(102) G ‘kannbeispielsweis&ir3-Kanale spannungsabhéngige
C&*-Kanale, Adenglzyklaselsoformen Phospholipase ,(Phosphoinositid 3 Kinaseund
Mitogen-aktivierte Proteinkinaseregulieren(102) DdzZNDO K w S | & & 2-GDPlwitdlie2 y Y A (i
D i -Signalweiterleitundpeendet(85).

Relativ wenige Arten von-Broteinen leiten Signale von einer riesigen Anzahl von GPCRs
weiter und so muss jedes Mitglied der-ReoteinFamilie in der Lage sein, mit vielen
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verschiedenen Rezeptoren zu interagie(8a). AuRerdem kdénnen viele Rg#eren mehrere
G-ProteinSignalwege aktivieren(81) Zahlreiche Faktoren konnen die Kinetik der
G-ProteinAktivierung beeinflussen, darunter LigandeRezeptorund GProteinAffinitaten,

intrazellulare Proteinkonzentrationen und die Kinetik &gRazeptorDeaktivierung81).

1.2.4i 2-AR
i -Adrenozeptoren(i -AR) werden in 3 verschiedene Gruppen unterteilZwischen den
a2 3Sy !l y-¥ (-83 Ri-Rézeptorerbesteht eine 634ge bis 70%ge Homologie Sie
konnenklassischerweise in der Herzmuskulatury d&atten Muskulatur der Atemwegend
im Fettgewebe identifiziert werde(88).

Traditionell wird die Rolle de-AR darin gesehen, die Aktivierung der Adatrglklase
Uber die Kopplung an"G zu bewirkerf97). DurchcAMP unddie PKAwerden auf diese Weise
weitgehend hemmende Signale auf Zellen des Immunsystemgeibt und damit
antiinflammatorische Signalweiterleitungen induzi€®6,100) Inzwischen ist bekannt, dass
RAS { A3yl f 3-ARsdagl Romplexed Mind zusatzlicheSignaltransduktionswege
aktivieren kanndie hemmende und/oder verstarkende Effekte auf Zellfuak&n austiben

kénnen(96).

1.2.5D h-ZA4D h-Umschaltung

5dzNOK | 32y AaiGSylowyRAYN EG I §Fa RIS ¢zNI-Sighalwegd WasNHzy 3 F
Uber die Aktivierung der Adenylatzyklase zu einem Anstieg des intrazellularen cAMP fihrt
(Abbildung9) (100) Dies wiederum aktiviert die PKA, die den mit dem Agonisten besetzen
Rezeptor phosphoryliert56,100) Dies ist ein wichtl§ NJ NB I dzf | G2 NK & @RS NI CI |
dadie Verringerung der Effizienz der Rezeptapplung an &s zu einer Desensibilisierung

fuhrt, wodurch die cAM#Produktion reduziert wird100)
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B-AR-Agonist

B2-AR

B-AR-Agonist

B2-AR
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. . ST
Proinflammatorische B-Arrestin

Signalweiterleitung

" a

Abbildung9: D h-ZA+D h-Umschaltung anb2-AR.In der oberen Abbildung (A) ist dargestellt, wie durch den

b-AR! 32y A&0GSy SAyS ' {1GABASNHzy3I RSNJ ! RSyetrdlejtlrasS N
cAMRKonzentration gesteigert. Dies fuhrt zur Initiierung antiinflammatorischer Signale undkiideing der

PKA, die den Rezeptor phosphoryliert. Im unteren Bild (B) ist die Signalweiterleitubg-ARsnach der

D h-ZuD h-Umschaltung dargestellt. Nachdem PDE4 umdrrestin gemeinsam an den durch die PKA
phosphorylierten Rezeptor gebunden haistaie Affinitatdedb-! w 1 dz Dh & GSNNAY3ISNI dzy R 1 ¢
Umschaltung bewirkt eine proinflammatorische Signalweiterleitung und cAMP wird nicht mehr gdipildet.

b-adrenerger RezeptpiAC AdenylatzyklasePKAPProteinkinase AcCAMP zyklsches Adenosinmonophosphat
PDE4Phosphodiesteras4, MAPKMitogenaktivierte Proteinkinase

AuRerdem kann es zu einer Umschaltung der Signalkaskade kommen. Hierbei wechselt der
Rezeptor nach der Phosphorylierung durch die BK#§rund einerKonformationgnderung
aSAYS Y2LILIX dzy 34 a LIS 1 (AbBilduidg®)i (10@) 2Eyitschiditleadfiiri didse D h A
' YaOKFfhdzy3d Aad RAS 3SYS-RAyedth ahSlen.phospRodgiedien 02 vy t
Rezeptor (97,103) Die A y Rdzl A SBmilusg v@hintlert, genauso wie die reduzierte
D h-Bindung, die Bildunggon cAMP(96,100) AuBerdem fiihrt dieKopplung an G zur
Signalweiterleitung Uber verschiedene meist proinflammatorische Signalwege wie
beigielsweise der NichtRezeptofTyrosinKinase ¢-Src und dem GProtein Rasund
MAPKinasen97,100)

Die drei wichtigsten Mitglieder der MAHFamilie sind die extrazellularen
signalregulierten Kinasenris) 1 und 2, die-dun Nterminalen Kinasen (JNKs) 1, 2 und 3 sowie
die p38lsoformenh ¥ ' und1 (104) Die MAPKSignalwege spielen eine Schliisselrolle bei
der Regulatiormehrerer grundlegender Prozesse, einschliel3lich Zellwachsantwicklung,

-differenzierung undApoptose(104)
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5AS4S ! YaOKIfiddzyd RS& (Iy2yAaOKSYsS FyUuAAy
SAYSY LINBAYTEIYYIl (2 NIKanOKBSYA YARBe/rfachbeSaachtdto S NJ D
werden, wie beispielsweise bei Immunzellen unter entzindlichen Bedingurogm
gemischten synovialen Zelleder RAPatienen (96,103,105) Beim Auftreten dieser
Umschaltunckames bei gemischten synovialen Zelter RAPatienen unterHypoxie durch
D h-Agonisten unerwarteterweise zu einer Erhdhung des TNF, bei Hemmung des
D h-gekoppelten Rezeptors zu einer verminderten IM&isetzund103)

Auch die Behandlung der Zellen mit Rolipraf@DE4nhibitor), oder Rolipram
1 dzal YYSyY YA dAgoSisteyi rifoterD tiei TNFKonzentration (103) AuRerdem
bewitkeRA S . SKI y Rt dzy 3 -AgoSistdn eesridéndkgmbividtidh mD Rodipna
eineerhohte pkkl/2-Expressionfl03) Die Tatsache, dass diese Effekte durch Behandlung der
Zellen mitPertussisToxin(D h-IRhibitor) undH89(PKAInhibitor) umgekehrt werdekonnten,
SYy i aLINR OKG KA SND S A-zuR SBischatungmit Kréidfl&nm&dsideherD h &
Auswirkungen(103) Zuvor konnte bereits mehrfach gezeigt werden, dakanonische
D h-Agonisten we Noradrenalin die proinflammatorische Zytokinsekretioon Zellen des
entzundeten Gewebeder RAPatienten kaum verringern oder nicht hemmés).

Ahnlicheswie bei den synovialen Zellen dBAPatienten konnte auch bei Monozyten
nach einer Verbrennungsverletzg beobachtet werden. Auch hier hattetypische
D h-gekoppelte  Rezeptoragonisten  keine antiinflammatorische sondern eine
proinflammatorische Wirkug, die sich ebenfalldurch TNFSekretionnachweisen lie§105)
In dieser Studie waH89 ebenfalls dazu in der Lage die proinflammatorischen Effekte
umzukehren(105)

Verschiedee Studies/ 12y Yy idSy 1 SA ZEYTSUmKRhaliusg witiz&or DM a
beschrieben stattfindet und zu proinflammatorischen Effekten fi{hé3,105) Die Erkenntnis
Uber die Umschaltung und die daraus resultierenden Folgen kénnen bisher ungeklarte bzw.
entgegen den Erwartungererlaufende Signhalkaskaden erkléaren dielklende therapeutische
Effekte vonrMedikamenten, wie zum Beispi&premilastbei RAerklaren(103) Apremilast ist
ein Phosphodiesteraselemmer, der bei der Behandlung v&soriasisArthritis wirksam ist
und Anzeichen und Symptome sowie die kérperliche Funktion verbessert. Apremitgst ze
ein akzeptables Sicherheitsprofil und ist im Allgemeinen gut vertraglieéé;108) Obwohl
ahnliche Ergebnissaie bei derPsoriasisArthritis auch bei RA erwartet wurae konnte bei

dieser Krankheit keine Wirksamkeit nachgewiesen weld€%,107)
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AuRerdemwird davonaugjegangel Rl &aa RdzZNOK SA Yy SArresifi 2 O | R

Interaktion, also der Unterbindung der Umschaltung, eine antiinflammatorische Wirkung
erzietwerden] | YY (ST 0S&a2yYRSNHE -Agohister@lo3p Ay GA2Y YAl

1.3 Ziel der Arbeit

Aufgrund vorangegangener Forschuegbekannt dass es bei verschiedenen Erkrankungen
im Rahmen eines Desensibilisierungsvorganges zu einer Umschattuegnea kanonischen
antiinflammatorischen Gs- zu eine proinflammatorischen G-Bignalwéerleitung am
i madrenergen Rezeptdcommt (96,97,103,105)Auch fir die hier behandelte Zielkrankheit
der RAvurde diese Umschaltung bereits in gemiszhsynovialen Zellenachgewieseif103)
Dabeiwurde jedoch nicht weiteruntersucht, welche Zelltypen der gemischten synovialen
Zellenan der Umschaltung beteiligtaren bzw. durch siebeeinflusst warden. Wahrend die
Rolle der MakrophagenZellen und EZellen noch zu untersuchest, wird in dieser Arbeit
detailliert auf Fiboblasten eingegangen. Verglichen werden synoviale Fibroblasten aus dem
Kniegelenk sowie stromale Fibroblasten aus ohguinalen Lymphknoten

Die gemischten synovialedellen aus denvorangegangenen Studiewurden aus
Synovialgewebe isoliert, das beim ggtreneiner Knie Totalendoprothesgewonnen wurde.
Zum Zeitpunkt der Durchfihrung einer derartigen Operation leidee meisten Patienten

bereits seit vielen Jahren unter RA. Nachdem gezeigt werden konnte, dass bei diesen

C

Patienten eine Umschaltung de@Sy | £ 6 SA (i S NI S A (i datfg@funded ¥fate@alta 1 dz D

es im nachsten Schritt zu untersuchen, zu welchem Zeitpunkt der RA diese Umschaltung
erstmals auftritt.

Aus anderen Arbeiterwar bereits bekannt, das®s schon in frihen Phasen der
Erkrankungzu Veranderungen der Zellaktivitat und dem Zytokinmilieu R&iPatienen
kommtund auchin denverschiedenen Phasen der Erkrankimgner wieder Veranderungen
auftreten konnen(40,109) Es wurden nicht nur bdRAPatienten in einer frihen Phase der
Erkrankung Veranderungen nachgewiesen, sondeauch bei Autoantikorperpositiven
Risikopatientenbereits vor Ausbruch der Krankheitvie bespielsweiseeine gesteigerte
Immunzellaktivierungund Verdnderungender BZellPopulationen in den Lymphknoten
(110,111) Um den Einfluss des zeitlichen Verldér RAErkankung auf eine Umschaltung
@2y Dbha lundersudherwuidazin dieser Arbeit Fibroblasten von Patienten in

verschiedenen Phasen der Erkrankung verglichen.
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Die Negativkontrolle bilden gesunde Probanden. Diesgden mit ACPApositiven
Risikopatiente ohne diagnostizierte RA verghien und mit RAPatienen kurz nach
Diagnosestellungoch vor der Behandlung nitMARD. Die Positivkontrolle stellen Patienten
mit langjahriger RA dar, die damit dem Zeitpunkt fiféheren Studierentsprechen. Es stdl
untersuchtwerden, ab wann erstmals Veranderungen in der Signalweiterleitung auftreten
und ab wann eine Umschaltung vorh ¥ 2 Y A 8 OKSYy | y i A A yJufelnemyY I G2 NA
LINR A Y Tt I Y Yl -SignhlllaiekikrBeyderRanii.

Ziel dieser Arbeivar es.eine Umschaltung des"G- zu & i-Signalweges in Fibroblasten
nachzuweisen Darliber hinaus sollte vor allem auf Proteinebene imVerlauf der

Krankheitsentstehunder RAdieserVorganggenauer untersuchund charakterisigrwerden
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2 Material undMethoden

2.1 Material

2.1.1Verbrauchsmaterialen

Tabellel: Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterialien

Hersteller

Aspirationspipette (2, &l)

Corning; New York, USA

Behalter fur flissigen Stickstoff

KGWiIsothem; Karlsruhe, Deutschland

Combitips (10ml)

Eppendorf; Hamburg, Deutschland

Deckglaschen (2mm Durdimesser)

Thermo Fisher Scientific; Waltham, USA

Deckglaschen fur Zzahlkammer

Thermo Fisher Scientific; Waltham, USA

Deckglaser (24x4@m)

CarlRoth; Karlsruhe, Deutschland

EinfriergefaRe CryoTube Vials

Thermo Fisher Scientific; Waltham, USA

Einwegskalpell

Feather; Osaka, Japan

High Profile Microtome Blades

Leica Biosystems; Nuf3loch, Deutschland

Nadeln (0,4nmx 19mm)

Becton Dickinson; Franklin Lakes, USA

Neubauer Zahlkammer 0,0025m?

Marienfeld Superiort.audaKoénigshofen,

Deutschland

Objekttrager Superfrost Plus

Thermo Fisher Scientific; Waltham, USA

Pipettenspitzen (10, 200, 10Q0)

Sarstedt; Numbrecht, Deutschland

Pipettenspitzen 5000l

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Reagenzreservoirs

VWR:Radnor USA

Reaktionsgefald (15, 50l)

Corning; New York, USA

SafeSeal SurPhob Spitzen (10, 20, 200, 3
1000l

Biozym Scientific; Hessisch Oldendorf,

Deutschland

Shandon Filter Cards

Thermo Fisher Scientific; Waltham, USA

Spitze (10ml)

Becton Dickinson; Franklin Lakes, USA

Spritzenfilter (0,22um)

TPPTrasadingenSchweiz

Stripette Costar (5, 10, 25, 5dl)

Corning; New York, USA

TCSchale 100, Standard

Sarstedt; Nimbrecht, Deutschland
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Urinbecher

SarstedtNUmbrecht, Deutschland

Zellkulturfalsche (25, 75, 175¢, jeweils
mit Filter)

Sarstedt; Numbrecht, Deutschland

Zellkulturplatten (6, 12, 24, 96 Wells)

Corning; New York, USA

Zellsieb (7Qum)

Greiner BieOne Kremsmiinster, Osterreicl

2.1.2Reagenzien

Tabelle2: Reagenzien

Reagenzien

Hersteller

1-Step Ultra TMEELISA

Thermo Fisher Scientific; Waltham, USA

2-Mercaptoethanol

SigmaAldrich; St. Louis, USKdrich

2-Propanol 706

B. BraunMelsungen Deutschland

Albumin (BSA) Fraction V

AppliChem; Darmstadt, Germany

Ciprofloxacin Kabi Infusionslosung

200mg/100ml

Fresenius KabBad Homburg vor der Hohe

Deutschland

D(+)}Saccharose

VWR;:Radnor USA

DAPI

Invitrogen;Carlsbad USA

DMEM, lowglucose, pyruvate

Gibco by life technologies; Carlsbad, USA

DMSO

CarlRoth; Karlsruhe, Deutschland

DNAEXitus Plus

AppliChem; Darmstadt, Germany

DPBS, no calcium, no magnesium

Gibco by life technologies; Carlsbad, USA

ErythrozytenLysepuffer

Qiagen; Hden, Deutschland

EselSerum

EquitechBio;Kerrville USA

Ethanol

SigmaAldrich; St. Louis, USKdrich

Fetal Bovine Serum, Research Grade

SigmaAldrich; St. Louis, USA

Fluorescence Mounting Medium

Dako;Glostrup, Danemark

Formalin

Merck; Darmstadt, Germany

FUGENE ®ransfektionsreagenz

PromegaMadison USA

Glutamin

SigmaAldrich; St. Louis, USA

Ham's F1L2 Nutrient Mix

Gibco by life technologies; Carlsbad, USA

HEPES uffer

SigmaAldrich; St. Louis, USA
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Hexadimethrinbromid

SigmaAldridh; St. Louis, USAIdrich

Humanes Fibronektin

PromoCellHeidelberg, Deutschland

Incidin OxyWipe S

EcolabSaint PaylUSA

KCI 5mM

SigmaAldrich; St. Louis, USKdrich

KohlensaureBikarbonatPufferTabletten

SigmaAldrich; St. LouigJSAAldrich

LB Agar (Lennox)

CarlRoth; Karlsruhe, Deutschland

LB Broth (Lennox)

CarlRoth; Karlsruhe, Deutschland

Liberase TM Research Grade Pulifie

Enzyme Blends

Roche; Basel, Schweiz

Lipofectamie 2000 Transfektionsreagenz

Invitrogen;Carlsbad USA

Lipofectamire 3000 Transfktionsreagenz

Invitrogen;Carlsbad USA

Luminex Drive Fluid

Luminex Corporation; Austin, USA

MgCh 2 mM

SigmaAldrich; St. Louis, USKdrich

NaCl 14mM

SigmaAldrich; St. Louis, USKdrich

Natronlauge

CarlRoth; Karlsruhe, Deutschland

Opti-MBEM, Reduced Serum Medium

Gibco by life technologies; Carlsbad, USA

PBSTabletten

SigmaAldrich; St. Louis, USKdrich

PenicillinStreptomycin

SigmaAldrich; St. Louis, USA

pMD2.G

Addgene Watertown, USA

PolyFect Transkgionsreagenz

Qiagen; Hilden, Deutschland

psPAX2

Addgene Watertown, USA

Puromycin Dihydrochlorid

CarlRoth; Karlsruhe, Deutschland

Recombinant Human FGF basic/FGF2/bH
(157 aa) Protein

R & D System$finneapolis, USA

RNAlater

SigmaAldrich; St. Louis, USA

RPM#1640 Medium

SigmaAldrich; St. Louis, USA

Schwefelsaure

SigmaAldrich; St. Louis, USKdrich

SOEMedium New England Biolabgpswich, USA
TissueTek Sakura; Alphen aaten Rijn, Niederlande
Triton %100 SigmaAldrich; St. Louis, USKdrich
Trypanblau SigmaAldrich; St. Louis, USXdrich
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Trypsin EDTA L6sung

SigmaAldrich; St. Louis, USA

Tween 20

Merck; Darmstadt, Germany

Vitrogen Collagen

CohesiorTechnologiesPalo Alto, USA

X-tremeGENE9 DNATransfektionsreagenz

Roche; Basel, Schweiz

ZiegenSerum

SigmaAldrich; St. Louis, USA

2.1.3Stimulanzien

Tabelle3: Stimulanzien

Reagenzien Wirkung

Konzentration/ | Geldst| Hersteller

Molaritat in

CCG215022 GRK2/8nhibitor

10’M DMSO| Hycultec;
Beutelsbach,

Deutschland

CMPD101 GRK2/3nhibitor

108M DMSO| Tocris
Bioscience;
Bristol,
Vereinigtes

Kdnigreich

DibutyrytcAMP Zellgangiges Analogon

PDEInhibitor

des cAMPPKAAktivator, Bioscience;

104M HO Tocris

Bristol,
Vereinigtes

Kdnigreich

Isoprenalin WARAgonist
Hydrochlorid

10°M H.O SigmaAldrich;
St. Louis, USA

Formoterol wARAgonist

Hemifumarat

10'M DMSO| Tocris
Bioscience;
Bristol,
Vereinigtes

Konigreich
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H89 PKAInhibitor 10°M H.O | Tocris
Dihydrochlorid Bioscience;
Bristol,
Vereinigtes
Konigreich
NKH477 Adenylatzyklasé\ktivator | 10°M H0O Tocris
Bioscience;
Bristol,
Vereinigtes
Konigreich
PertussisToxin D h-IRhibitor 100ng/ml HO | Tocris
Bioscience;
Bristol,
Vereinigtes
Kdnigreich
Re&ombinankes Entzindungsmediator | 20 pg/ml H0 PeproTech;
humaneslL-1i Rocky Hill,
USA
2.1.4Antikorper
2.1.4.1Antikdrper finmmunhistdogische Farbungen
Tabelle4: Antikorper fiimmunhistologische Farbungen
Antikorper Wirt Klonalitat | Konzentration| Hersteller
Anti-beta 2 Kaninchen monoclonal| 0,512ug/ml Abcam; Cambridge,
Adrenergic Vereinigtes Konigreich
Receptor
Anti-G protein | Kaninchen polyclonal | 3 pg/ml Abcam; Cambridge,
alpha inhibitor 1 Vereinigtes Konigreich
Anti-G protein | Kaninchen monoclonal| 2,05ug/mi Abcam; Cambridge,
alphainhibitor 2 Vereinigtes Konigreich
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Anti-G protein | Kaninchen polyclonal | 30,4ug/ml Abcam; Cambridge,
alpha S Vereinigtes Konigreich
Anti-GRK?2 Kaninchen polyclonal | 4,45ug/ml Abcam; Cambridge,
Vereinigtes Konigreich
Anti-GRKS5 Kaninchen polyclonal | 2 pg/ml Abcam; Cambridge,
Vereinigtes Konigreich
Anti-GRK6 Kaninchen polyclonal | 2,86ug/ml Abcam; Cambridge,
Vereinigtes Konigreich
Anti-PDE4 Kaninchen polyclonal | 1,24ug/ml Abcam; Cambridge,
Vereinigtes Konigreich
Anti-Beta Maus monoclonal| 5 ug/ml Abcam; Cambridge,
Arrestin2 Vereinigtes Konigreich
Anti-KCNQ1 Maus monoclonal| 8 ug/ml Abcam; Cambridge,
Vereinigtes Konigreich

2.1.4.2Antikorper furCeltbased ELISA

Tabelle5: Antikdrper fur Celbased ELISA

Primarantikorper Wirt Klonalitat Konzentration Hersteller
Anti-CEBP Beta Kaninchen polyclonal 0,125/1,25ug/ml | Abcam;
(phosphoT235+ T188) Cambridge,
Vereinigtes
Kdnigreich
Anti-CREB Kaninchen monoclonal | 4,095ug/ml Abcam;
(phosphoS133) [E113] Cambridge,
Vereinigtes
Konigreich
Phosphec-Jun (Ser63) Kaninchen monoclonal | 0,5ug/ml Cell Signaling
(E6I7P) XP Technology;
Danvers, USA
Phosphec-Jun (Ser73) Kaninchen monoclonal | 0,67pug/ml Cell Signaling
(D47G9) XP Technology;
Danvers, USA
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PhospheNF_B p65 Kaninchen monoclonal | 0,285ug/ml Cell Signaling
(Ser536) (93H1) Technology;
Danvers, USA

Phosphep44/42 Kaninchen monoclonal | 0,772ug/ml Cell Signaling

MAPK (Erk1/2) Technology;

(Thr202/Tyr204) Danvers, USA

(D13.14.4E) XP

Tabelle6: Isotypetkontroll-Antikérper

Isotypenkontrol-Antikorper Klonalitat Hersteller

MouselgG1 monoclonal Abcam; Cambridge,
Vereinigtes Konigreich

Mouse IgG2a monoclonal Dako; Glostrup, Danemark

Rabbit IgG monoclonal Abcam; Cambridge,
Vereinigtes Konigreich

Rabbit IgG polyclonal Abcam; Cambridge,
Vereinigtes Konigreich

Tabelle7: Sekundarantikdrper

Sekundarantikorper | Konjugat Klonalitat | Konzentration | Hersteller

Donkey antiRabbit | Alexa Fluor 594 polyclonal | 4 pg/ml Thermo Fisher

lgG (H+L) Highly Scientific;

CrossAdsorbed Waltham, U8

Secondary Antibody

F(ab")2Goat antt Alexa Fluor 48§ polyclonal | 4 pg/ml Thermo Fisher

Mouse IgG (H+L) Scientific;

CrossAdsorbed Waltham, U8

Secondary Antibody

F(ab")2Goat anti Alexa Fluor 48§ polyclonal | 4 pg/ml Thermo Fisher

Rabbit IgG (H+L) Scientific;

Waltham, U8B
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CrossAdsorbed
Secondary Antibody

Goat anttiRabbit IgG | HRP
(H+L) PoRHRP

Secondary Antibody

polyclonal

0,5ug/ml Thermo Fisher
Scientific;

Waltham, U&

2.1.5Kits

Tabelle8: Kits

Kits

Hersteller

Agilent RNA 6000 Nano Kit

Agilent TechnologiesSanta ClaraUSA

9[ L{! a!-u 5St-AES {

BioLegendSan DiegpUSA

Human BMP2 DuoSet ELISA

R & D System&/inneapolis, USA

Human BMF6 DuoSet ELISA

R & D System&/inneapolis, USA

Human CCL2/M#EL DuoSet HBA

R & D System$finneapolis, USA

Human CXCL12/SDhPuoSet HSA

R & D System&/inneapolis, USA

Human Dermal Fibroblast Nucleofector Ki

LonzaBasel, Schweiz

Human Gasl DuoSet ELISA

R & D Systems$finneapolis, USA

Human IE12 p70 DuoSet ELISA

R & D System&/inneapolis, USA

Human IkLra/IL-1F3 DuoSet ELISA

R & D Systems$finneapolis, USA

Human 133 DuoSet ELISA

R & D Systems$finneapolis, USA

Human IE6 ELISA Set

BectonDickinson; Franklin Lakes, USA

Human IE8/CXCL8 DuoSeL A

R & D System$finneapolis, USA

Human Magnetic Luminex Assay

R & D System&/inneapolis, USA

Human Osteoprotegerin/TNFRSF11B
DuoSet ELISA

R & D System&/inneapolis, USA

Human Serpifc1/PAI1 DuoSet ELISA

R & D System&/inneapolis, USA

Human VEGE DuoSet EEA

R & D System#jJinneapolis, USA

MAGPIX Calibration Kit

Luminex Corporation; Austin, USA

MAGPIX Performance Verification Kit

Luminex Corporation; Austin, USA

Plasmid Maxi iK

Qiagen; Hilden, Deutschland

35



Material und Methoden

Proteome Profiler Human Cytokine Array | R & D System$finneapolis, USA
Kit
RNeaswini Kit Qiagen; Hilden, Deutschland
2.1.6Zellen
Tabelle9: Zellen
Bezeichnung Zellart Quelle
51 ph E. coli Thermo Fisher Scientific;
Waltham, US
FLN Stromale Fibroblasten aus | Kooperation mit dem
inguinalen lymphknoten Academic Medical Center
der University of
Amsterdam Amsterdam
Niederlande
HEK293T Menschliche embryonale | American Typ€ulture
Nierenzelle Collection ManassasyUSA
RAFibroblasen Synoviale Fibroblasten aus| Kooperation mit dem
dem §novialgewebe des | Asklepios Klinikum Bad
Kniegelenks von Abbach Bad Abbach,
RAPatienten Deutschland
2.1.7Gerate
Tabellel0: Gerate
Gerate Hersteller

Agilent 2100 Bioanalyzer

Agilent Technologies; Santa Clara, USA

Autoklav VX150

Systec; Linden, Deutschland

Axiovision Fluoreszenz Mikroskop

Carl Zeiss; Oberkochen, Deutschland

Brutschrank Celligence SP

HeraeusHanau Deutschland

Digitalkamera D5100

Nikon;Minato, Japan

Eismaschine ZBE-38

ZIEGRA,; Isernhagen, Deutschland

Feinwaage PLE 20

Kern & Sohn; Balingen, Deutschland
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Gefrierschrank20 °C

Liebherr;Bulle FR, Schwei

Gefrierschrank80 °C

Thermo Fisher Scientific; Waltham, USA

GyroRocker lkubator S170

Stuart; Staffordshire, Vereinigtes Konigrei

Hypoxie Inkubator Galaxy 14 S

Eppendorf; Hamburg, Deutschland

Imaging System ChemiDoc XRS+

Bio-Rad;Hercules, USA

iMark Microplate Absorbance Reader

Bio-Rad; Hercules, USA

Kryotom Leica Biosystems; Nuf3loch, Deutschland
Kihlschrand °C Liebherr;Bulle FR, Schweiz
MAGPIX Luminex Corporation; Austin, USA

Mehrkanalpipetten (50, 30Ql)

Brand;Wertheim, Deutschland

Mikro Zentrifuge

Kisker;Steinfurt Deutschland

Mikro Zentrifuge Sprout

Kisker;Steinfurt Deutschland

Mikroskop Primo Vert

Carl Zeis®OberkochenDeutschland

NanoDrop 2.000 Spectrophotometer

Thermo Fisher Scientifigfaltham, USA

Nucleofector 2b Device

LonzaBasel, Schweiz

Pipetboy Acctlet Pro

Brand; Wertheim, Deutschland

Pipette (500Qul)

Sartorius; Géttingen, Deutschland

Pipetten (10, 100, 200, 10Q0)

Eppendorf; Hamburg, Deutschland

Schdttelgerat Titramax 1000

Heidolph; Schwabach, Deutschland

Shandon Cytospin3

Thermo Fisher Scientific; Waltham, USA

Sicherheitswerkbank Safe 2020

Thermo Fisher Scientific; Waltham, USA

Vakuumpumpe

KNF Neuberger; Freiburg, Deutschland

VortexGenie

Berder & Hobein AG; Zirich, Schweiz

Wasserbad W6

Labortechnik Medingen; Arnsdorf,

Deutschland

Zeiss Observer Z.1

Carl Zeiss; Oberkochen, Deutschland

Zentrifuge Biofuge fresco

HeraeusHanay Deutschland

Zentrifuge Rotina 420R

Hettich; Tuttlingen Deutschland
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2.1.8Programme

Tabellell: Programme

Programm

Verwendung

Hersteller

2100 Expert Software

Agilent 2100 Bioanalyzer

Agilent Technologies
Santa ClaraUSA

AXxio Vision Rel. 4.8

AxiovisionFluoreszenz

Carl Zeis®Oberkochen

Mikroskop Deutschland
CorelDRAW X8 Graphenbearbeitung Cord; Ottawa,Kanada
Image Lab Imaging System ChemiDoc | Bio-Rad; Hercules, USA
XRS+
ImageJ Datenauswertung Open Source

Microplate Manager 6

iMark Microplate Absbhance

Reader

Bio-Rad; Hercules, USA

Microsoft Office

Datenauswertung

Microsoft, Redmond USA

NanoDrop 2000

NanoDrop 2000

Thermo Fisher Scientific

Waltham, USA
SigmaPlot 13.0 Datenauswertung Systat Software GmhH

Erkrath Deutschland
XxPONENSoftware MAGPIX Luminex Corporation;

Austin, USA

ZEN Imaging Software

Zeiss Observer 7.1

Carl Zeis®Oberkochen

Deutschland

2.1.9L63ngen

2.1.9.1L6sungen fir die Zellkultur

Tabellel2: Saccharosédsung

Bestandteile

Menge/Volumen

Saccharose

250

PBS

12,5ml
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Tabellel3: Liberase

Bestandteile

Menge/Volumen

Lyophilisat 50mg
Aqua dest. 10ml
PBS 10ml

Tabellel4: Vollmedium R&ellen

Bestandteile

Menge/Volumen

RPMi1640 Medium

500ml

FBS (hitzeinaktivieftir 50ml
10min bei 42°Q

L-Glutamin 10ml
Penicillin/Streptomycin 5mi
HEPES uffer 5mi
Ciprofloxacin 2mi

Tabellel5: Vollmedium FLN

Bestandteile

Menge/Volumen

DMEM

500ml

FBS (hitzeinaktivieftir 50ml
10min bei 42°Q

L-Glutamin 5ml
Pericillin/Streptomycin 5ml
HEPES uffer 5mi
Ciprofloxacin 2ml
bFGF 500ng
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Tabellel6: Stimulationsmedium R2Zellen

Bestandteile

Menge/Volumen

RPM#1640 Medium

500ml

FBS (hitzeinaktivieftir 10ml
10 min bei 42°C)

L-Glutamin 10ml
Pericillin/Streptomycin 5ml
HEPES uffer 5mi

Tabellel7: Stimulationsmedium FLN

Bestandteile

Menge/Volumen

DMEM

500ml

FBS (hitzeinaktivieftir 10ml
10 minbei 42°Q

L-Glutamin 5ml
Penicillin/Streptomycin 5mi
HEPE® uffer 5ml

Tabellel8: Einfriermedium RZellen

Bestandteile

Menge/Volumen

FBS 80%
DMSO 10%
Vollmedium RAZellen 10%

Tabellel9: Einfriermedium FLN

Bestandteile

Menge/Volumen

Vollmedium FLN

40%

DMSO

40%

FBS

20%

40



Material und Methoden

2.1.9.2L06sungen fur immunhistologische Farbungen

Tabelle20: 10x PBS

Bestandteile

Menge/Volumen

PBSTabletten

5 Stick

Aqua dest.

1L

Tabelle21: Waschpuffer, PBS mit 0%/@Triton X

Bestandteile

Menge/Volumen

PBS

2L

Triton X

6 ml

Tabelle22: Blockierldsung histologische Farbungen (Zielyatikorper)

Bestandteile

Menge/Volumen

PBS mit 0,80Triton X 35ml
ZiegenSerum 5ml
FBS 5ml
BSA 5g

Tabelle23: Blockierldsung histologische Bangen EselAntikorper)

Bestandteile

Menge/Volumen

PBS mit 0,86 Triton X 35ml
EselSerum 5mi
FBS 5mi
BSA 59
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Tabelle24: Blockierlosung@istologische Farbungen (Doppelfarbung Esedl ZiegerAntikorper)

Bestandteile

Menge/Volumen

PBS mit 0,80Triton X 30ml
EselSerum 5ml
ZiegenrSerum 5mi
FBS 5ml
BSA 59

Tabelle25: Verdunnungslosunigistologische Farbungen

Bestandteile

Menge/Volumen

PBS mit 0,86 Triton X

45ml

BSA

59

2.1.9.3L6sungen fur ELISA u@dltbased ELISA
Tabelle26: Waschpuffer ELISA und @elbed ELISA

Bestandteile

Menge/Volumen

PBS

2L

Tween20

1ml

Tabelle27: Blockierlosung Cdilased ELISA

Bestandteile

Menge/Volumen

PBS mit 0,86 Triton X

49,5ml

BSA

059

Tabelle28: Verdinnungslésung GélhsedELISA, PBS mit @@Triton X

Bestandteile

Menge/Volumen

PBS

2L

Triton X

6 mi
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2.1.9.4L6sungen fur Transfektionen und TransduktionEpaeabhangigm

FREdSensor
Tabelle29: CoatingMedium

Bestandteile

Menge/Volumen

Ham's FL2 Nutrient Mix 97 ml
Humanes Fibronektin 1ml
Pencillin/Streptomycin 1mi
Collagen 333ul
BSA (7%ng/ml) 50 pl

Tabelle30: HEKMedium

Bestandteile

Menge/Volumen

DMEM 500ml
FBS 50 ml
L-Glutamin 5ml

Tabelle31: Losung fur LBlatten

Bestandteile

Menge/Volumen

LBAgar 18,59
Millipore-Wasser 500ml
Ampicillin (final 20Qug/ml) | 500ul

Tabelle32: LBMedium

Bestandteile

Menge/Volumen

LBBroth 18,5¢g
Millipore-Wasser 500mi
Ampicillin (final 210Qug/ml) | 500pl
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Tabelle33: PolyfectTransfektionsansatz

Bestandteile

Menge/Volumen

Opti-MEM 100l
PolyFect 10ul
DNA 1,5ul

Tabelle34: Mastermix fur Elektroporation

Bestandteile

Menge/Volumen

Nucleofector Solution

82l

Supplement

18l

DNA

31g

Tabelle35: Transfektionsansatz A fiir lentivirale Transduktion

Bestandteile

Menge/Volumen

Opt-MEM

2.340p

Lipofectamine 3.000

ool

Tabelle36: Transfektionsansatz B fiir lentivirale Transduktion

Bestandteile Menge/Volumen
Opt-MEM 2.340pl

P3.000 90l
pLVXPuro_EPAC187 42,849

psPAX 4284 ug
pMD2.G 423 ug
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Tabelle37: RingerLdsung

Bestandteile

Menge/Volumen

NaCl 146mM 46,7 ml
KCl 5mM 1ml
MgCh 2 mM 2ml
HEPE®uffer10 mM 50ml
ddH20 900,3ml

2.2 Methoden

2.2.1Patienten

Bei Patienten mit RA od@steoarthritis(lOA) wurde wéahrend des Einsetzens eines KEEs

synovialesGewebe vom behandelnden Arzt chirurgisch entnommen. Die Charakteristika der
in dieser Arbeit verwendeten RPRatienten sind in Tabelle 38 als Schnitt und

Vereinigungsmenge dargestelRie durchgefihrte Studie wurde von der Ethikkommission

genehmigt und die Patienten haben, nach vorheriger Aufklarung, schiritlichrer Teilnahme

zugestimmt.

Auch die somalen Fibroblasten aus ingnalen lymphknoten, die durch eine

Kooperationmit dem Academic Medical Centéer University of Amsterdamur Verfiigung

gestellt wurden, stammten von Patienten, die inZestimmung zu der Teilnahme an der

Studie gaben.
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Tabelle38: Charakteristika der untersuchten Patienten mit rheumatoider Arthridie Mittelwerte wurden
+ Standardfehler angegeben. In Klammern stehen Maximum und Minimum

Paraneter

Anzahl der Patienten mit rheumatoider Arthritis 27

Alter 62,4° 2,3 [2277]

Geschlecht 21 Frauen, 6 Manner

BlutkérperchenrSenkungsgeschwindigkeit, mm in 1. Std 32,8° 7,0

Greaktives Protein, mg/l 95,4° 30,3

Leukozyten, pro pl 8086° 499

Medikation
Mittleres Prednisdon in mg/Tag 51° 1,4
Prednisolon 52%
Methotrexat 26%
nicht-steroidale Antiphlogistika 74%
Anti-TNFStrategie 7%
Leflunomid 11%
Azulfidine 4%
OpioidAnalgetikum 15%

2.2.2Zellkultur

2.2.2.1Aufarbeitung desynovialen Gewebes

Das wahrend deg&insetzes eines KnieTEPs entnommene synoviale Gewebe von irW
OAPatientenwurde in PBS gelagert, gekthlt und steril ins Labor transportiert. Die Zeitspanne
zwischen der Operation und der Weiterverarbeitung des Gesebvurde mdglichst
kurzgehalten (max. 3 Std.)

Zunachst wurden ca. 0,2% grolRe Teile des Gewebes fir die spatere histologische
Untersuchung mit einem Skalpell abgetrennt und filindestens drei Tage in 3%gem
Formaln in PBSbei RT gelagert. Anschliend wurde das Gewebe iBaccharosédsung
Uberfuhrt und far weitere 24 Stunden bei RT inkubiert. Nachdem es in PBS gewaschen
war, um Zuckerkristalle zu entfernemvurde es in Tissu&€ekeingebettet und in flissigem
Stickstoff eingefrorenBis zur witeren Verarbeitung wurden die Gewebestlicke H20°C
aufbewaht.
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Das restliche Gewebe wurde mit dem Skalpell mdglichst klein geschnitten. Der
Gewebebrei wurde in ein Gefal3 Gberfiihrt, in das zuvombBBSund 1 ml Liberaserorgelegt
worden waren. Er wurde fur 1 Stunde bei auf einem Schdttler inkubierym durch den
Verdau die Zellemus dem Gewebeu lI6sen Die Enzymaktivitat wurde anschliel3end durch
Zugabe von 2fnl PBS gestoppt und die Zellsuspension durclerei#® um Zellsieb gegeben.

Die isolierten Zellen wurdefiir 8 min bei 4°Cund 1600rpm zentrifugiert DasPellet wurde
anschlieBendin 10ml ErythrozytenLysepuffer gelést und 10min bei RT inkubiert
Anschliel3end wurdéer Lysepuffer mit 2énl PBS deaktivietind de Zellsuspension wurde
erneutflr 8minbei 4°Cund 1600rpm zentrifugiert Das Zellpellet der gemischten synovialen
Zellenwurde in vorgewarmtemVollmedium gelésund in eine Zellkulturflache tGberfuhrt
Entsprechend der GréRBe des Pellets wurde es iml Medium fir eine 25cn?
Zellkulturflasche, 18l fur eine 75cn? Zellkulturflascheund 40ml fir eine 175cn?
Zellkulturflaschegeltst.Die ausgesaten Zellen wurden im Brutschrank B&GQ und 37°C
gelagert. Am Folgetag wurde das Anwachsen der Zellen optisch unter dem Mikroskop

kontrolliert unddasMedium gewechselt, um abgestorbene Zellen aus der Kultur zu entfernen.

2.2.2.2Kultivierensynovialer Fibroblasten udNs
Bis zur Durchfiihrung der Versuche wurd#ia Zellen im Brutschrank bei% CQ und 37°C
gelagert. Es wurde woéchentlich eine optische Kontrolle der Zellen durchgefihrt, um das
Wohlbefinden und das Wachstum der Zellen beurteilen zu kénnen. AuRerdem wurde einmal
wochentlich das Medium gewechsélton jeder Mediumflasche wurde eine Mediumkontrolle
angesetzt, bei der finl des Mediums in eine24-Well-Platteim Brutschrank inkubiert wurde
um eine mdogliche Kontamination des Mediums auszuschlie3en.

Wahrend die erste Passage noch eine gemischte synoviale Zellpopulation enthalten,
spricht man aliPassage 3on einer reinen synovialen Fibroblastenkultur. g Versuche
wurden Zellen der Paage 67 verwendet, um eine reineFibroblastekultur mit

ausreichender Zellzahl gewahrleisten

2.2.2.3Splitten kultivierter Zellen

Kurz vor Erreichen der Konfluenz wurden die Zellen gesplittet. Hierzu wurden sie zunéchst in
PBS geschwenkt, um Rickstande desMmdium enthaltenen Serums auszuwaschen.
Anschlielend wurdesine der Flaschengrof3e angepasste Mengeypsin auf die Zellen

gegeben und diese fur 5 bis frin im Brutschrank inkubiert. Nach dem Ablésen der Zellen
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und der visuellen Kontrolle unter dem Mikragk wurde das Trypsin mit dem doppelten
Volumen an Vollmedium inaktiviert. Die Zellsuspension wurde irb@iml Reaktionsgefald

uberfihrt und fur 10min bei RT und 1606pm zentrifugiert. Nachdem der Uberstand
abgenommen worden war, wurde das ZellpelletVinllmedium gelést und in eine neue

Zellkulturflasche UberfuhriDie Zellenwurdenim Verhéltnis 1:2 gesplittet.

2.2.2.4Einfrieren kultivierter Zellen

Die Zellen wurden nach demselben Vorgehen wie beim Splitten abtrypsiniert und das
Zellpellet anschlieRend in géhkltem Einfriermedium gel6st. Pro Kryordhrchen wurden ca. 1
bis 1,5 Millionen Zellen inrhl Einfriermediumeingefroren Die Zellen wurden Gber Nacht in
einer Einfrierbox, die ein schonendes Einfrieren mit einer Rate -AIGiC pro Minute
ermdglicht, bei-80 °Cinkubiert. Um ein langeres Aufbewahren der Zellen zu ermoglichen

wurden sie anschlieend in flissigem Stickstoff gelagert.

2.2.2.5Das IAKulturNehmengefrorener Zellen

Die gefrorenen Zellen wurden zunachst schonend auf Eis aufgetaut. UTioxi®stat des im
Einfriermedium enthaltenen DMSO zminimieren, wurden die aufgetauten Zellen
schnellstmoglich in eiRReaktionsgefa®nit 50 ml gekihltem Vollmedium tberfihrt und bei
4°Cfur 10min bei 1.600rpm zentrifugiert. Das Zellpellet wurde anscidend in 15ml

Vollmedium geldst und in eings cn? Zellkulturflascheaiberfihrt.

2.2.2.6Z&hlen der Zellen

Zur Bestimmung der Zellzahl wurden die Zellen wie zum Splitten abtrypsiniert. Das Zellpellet

wurde in einem geeigneten Volumen Medium geldst, um eine angereeierdinnung zum

Zahlen zu ermoglichen. 10 der Zellen wurden 1:1 mit Trypanblau gemischt und

anschlieBend auf eine NeubauZahlkammer aufgetragen und in den &uReren vier

Quadranten gezahlt. Die Gesamtzellzahl wurde nach folgender Formel berechnet:
n=x*Verdunnung KammerfaktotV

Hierbei steht daxftir den Durchschnittswert der vier ausgezahlten Quadranten. Dieser wird

entsprechend der Verdiinnung mit Trypanblanit 2, und entsprechend des Kammerfaktors

der Zahlkammer 1 10.000multipliziert. Aul3erdem wid mit dem Volumen multipliziert, in

dem das Pellet gelost wurde.
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2.2.2.7Stimubtionder Zellen

Um den Einfluss verschiedener Schlisselpunkte in der Signalkaskade der Umschaltung von
G's zu @i zu untersuchen wurden die Zellen mit Inhibitoren und Stimulanzen bagigrum

deren Auswirkungen auf RNAnd Proteinebene analysieren zu kénnen.

Hierzu wurden Zellen der Passage 6 und 7 verwendet. Sie wurden zunéchst abtrypsiniert
und gezahlt und anschlieBend ausgesat. Wahrend Normoxie den normalen
Kulturbedingungen entspricht, liegt bei den durchgefuhrten Versuchen unter Hypoxie ein
verminderter Sauerstoffgehalt vor. Dieser entspricht bei derZeken einem Anteil von %

bei den FLNsinem Anteil vorb %

2.2.2.7.1 Stimubtionfir denHumanCytokine Array

Es wurden jeweil§,4 Mio.Zellen in3 ml Vollmedium pro Well in einer-@Vell-Platte ausgesat
und far 3 Tage sowohl unt&ormoxieals auch unter Hypoxiaultiviert. Anschlie3endvurden
jeweils 3 ml NKH477 (167 M), in Stimulationsmedium vdiinnt, bzw. Stimulationsmedium
zur Kontrollepro Well fur 12h auf die Zellen gegebemie Uberstande aus verschiedenen
Wells desselbenPatientenund mit derselbenBehandlungwurden zusammengefihrt bei
1.600rpm fur 10min zentrifugiert und anschlielBendis zur Auswertung bei20°C
weggefroren. Analysiert wurden die Uberstande mittels d&oteome Profiler Human

Cytokine Array Kit

2.2.2.7.2 Stimubtionfur den RNAMicroarray

Es wurden jeweil§ Mio. Zellen in3 ml Vollimedium pro Well in einer-8/ell-Platte ausgesat
und fir 3 Tage unter Hypoxleaultiviert. AnschlieRend wurdejeweils3 ml NKH477 (10° M),
in Stimulationsmedium verdinnbzw. Stimulationsmedium zur Kontrolle pro Well fiin &uf
die Zellen gegebenDie Uberstande wurden bei 1.60pm fir 10min zentrifugiert und
anschlieend beR0 °Cweggefroren Aul3erdem wurde die RNAit dem RNeasy Kaus den

Zellen isolierund mit einemRNAMicroarrayanalysiert.

2.2.2.7.3 Stimubtionfur ELISA und Luminex

Eswurden jeweils 55.000 Zellen in 200 Vollmedium pro Well in einer 9&/ell-Platte
ausgesatund fur 3 Tage sowohl unteNormoxie als auch unter Hypoxi&ultiviert.
Anschlie3enavurden jeweils 20Qul der Stimulanzien, in Stimulationsmedium verdUrivgyv.
Simulationsmediumund DMSOzur Kontrolle pro Well fir 2B auf die Zellen gegeben
Stimuliertwurde mit und ohne Zugabe vaz0 pg/ml IL-1i zusatzlictzu den Stimulanziemie
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Uberstande aus verschiedenen WealksselberPatientenmit derselben Stimulatiomvurden
zusammengefuhyt bei 1.600pm fir 10min zentrifugiert und anschlieRend bis zur
Auswertung bei20°Cweggefroren.Die Auswirkungender Stimulationen wurdermittels

ELISA und Luminex analysiert

2.2.2.7.4 Stimubtionfir Cellbased ELISA

Es wurden jeweil225.000 Zellen in 20Ql Vollmedium pro Well in einer 9@&/ell-Platte
ausgesaund fur 3 Tage unter Normoxiaultiviert. Anschliel3endvurden jeweils 20Qul der
Stimulanzien, in Stimulationsmedium verdunbgzw. Stimulationsmediunund DMSOzur
Kontrolle pro Welin Duplikaterfur 1 h auf die Zellen gegeben. Stimuligrtirde mit und ohne
Zugabe von20pg/ml IL-1 zuséatzlichzu den StimulanzienDie Uberstandewurden

abgenommen undlie Zellen direkt imAnschlussnittels Celtbased ELIS#nalysert.

2.2.3Bestimmung der Parametatie mit derSignalumschaltung von
Dh & T1imzZZuBdmimenhang stehen

2.2.3.1RNAlsolation
Die RNAsolation aus den stimulierten Zellen wurde mit dem RNeasy Kit nach beiliegenden

Herstellerangaben durchgefihrt.

2.2.3.2RNAVermessung

Um dieKonzentration und den Degradierungsgrad der isolierten RN#egtimmen,wurde

das Agilent RNA 6000 Nano Kit verwendet. Das Vermessen wurde nach dem beiliegenden
Protokoll des Herstellers durchgefiihrt. Bis zur weiteren Verarbeitung desfRdlen wurden

diese bei80 °Caufbewahrt.

2.2.3.3RNAMicroarray

Um einen Uberblick tUber die Auswirkungen der Stimulation der Zellen aufERbife zu
gewinnenwurde ein RNAMicroarraydurchgefihrt. Hierzu wurde zunachst die Konzentration
und Reinheit, bzw. derdyradierungsgrad der isoliemteRNA mittels de&RNABioanalyzers
bestimmt. AnschlieBend wurden die Proben an désmpetenzzentrum Fluoreszente

Bioanalytikan der Universitat Regensburg geschickt, die &hAMicroarraydurchfihten.
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2.2.3.4Human CytokinArray

Um einen Uberblick tiber die Auswirkungen der Stimulation der Zellen auf ZyEikine zu
gewinnen wurde einHuman Cytokine Arragurchgefiihrt. Die abgenommenen Uberstande
wurden mit demHuman Cytokine Arrayach den beiliegenden Herstellerangaben analysiert
AnschlieBend wurde die Membraren mittels des Chemidoc aufgenommen und mit der

Image Lab Softwarausgewertet.

2.2.4Quantifizierung der Parameter, die durch Signalumschaltung
@2y Db deeinfisstiverden

2.2.4.1Cellbased ELISA

Nach derStimulation der Zellen wurden die Uberstande abgenommen und jeulBJ %iges
Formalin in PBS in jedes Well gegeben. Die Zellen wurden fiiinziei RaumtemperaturRRT)
inkubiert und anschliel3end Mlal mit 200ul 1 x PBS gewaschen. Danach wurden iD@er
Blockierlosung auf jedes Well pipettiert und fur eine Stunde bei RT inkubiert. Die
Blockierlosung wurde durcl-maliges Waschen mit Waschpuffer entfernt, bevor die
Primarantikdrper undsotypenkontrobAntikorper, in Verdiinnungslésung angesetzt, awg di
Zellen gegeben und tber Nacht bei@inkubiert wurden.

Am Folgetag wurden nicht gebundene Antikdrper duréimaliges Waschen mit
Waschpuffer entfernt. AnschlieBend wurden 10i0des Sekundarantikdrpers, angesetzt in
Verdiinnungslésung, auf die Zellenggben und fur h bei RT inkubiert. Die Zellen wurden
erneut 7Mal mit Waschpuffer gewaschen um Antikdrper zu entfernen, die nicht gebunden
hatten. Im Anschluss wurden 1@0 1-Sep Ultra TMB auf jedes Well pipettiert. Die
Inkubationszeit variierte von 2$zu 30min, abhangig von der Intensitét der Blaufarbung. Die
Reaktion wurde anschlieBend mit 1AD2 M Schwefelsaure gestoppt und die Absorption
mittels ELISA Reader bei einer Wellenlange vonnéd@emessen. Um unspezifisches Signal
bei der Datenauswéung auszuschlieRemwurden die Werte detsotypenkontroHAntikdrper

von den Werten der Wells mRrimarantikdrperrsubtrahiert.

2.2.4.2ELISA
Der Zytokingehalt in den Zellkulturiiberstanden der stimulierten Zellen wurde mittels ELISA
guantifiziert. Die Assays wden nach den beiliegenden Herstellerangaben durchgeftihrt und

ausgewertet.
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2.2.4.3Luminex
Fur eine Quantifizierung des Zytokingebkaltei sehr geringem Probenvolumen wurden
LuminexAnalysen der Zellkulturiiberstande durchgefiihrt. Die Durchfihrung entsprach den

dem Kitbeiliegenden Herstellerangaben.

2.2.5Histologische Farbungen
2.2.5.1Kryoschnitte

Die Gewebeblocke des synovialen Gewebes wurden in das Kryotom eingespannt und
bei -19°Cwurden 8um dicke Schnitte erstellt. Diese wurden auf Objekttragefgebracht
und bis zu histologischen Farbung b&i0 °Cgelagert.

2.2.5.2Cytospin

Die abtrypsinierten und gezahlten Zellen wurden erneut firmi@ bei 1.600rpm
zentrifugiert. AnschlieBend wurde der Uberstamdrworfen und das Pellet in 500l PBS
geldst. Nach Zugabe von 5Q03,7%gem Formalinn PBSvurden die Zellen fur 1&in bei

RT inkubiert. Im Anschluss wurden die Zellen erneut bei I@@dur 5 min zentrifugiert und

der Uberstand verworfen, bevor das Pellet in einem der Zellzahl entsprechenden Volumen
PB&rneut aufgenormenwurde. Die Endkonzentration der Zellsuspension entsprach 35.000
Zellen pro 13Qul.

Fur die Zentrifugation wurden die Objekttrdger zusammen mit dem Filterpapier und
dem Trichter in die dafur vorgesehene Vorrichtung gespannt und anschlieBenddptdein
Zentrifuge gegeben. Es wurden 130der Zellsuspension auf jeden Objekttrager pipettiert
und diese fir 8nin bei 500rpm zentrifugiert. Nachdem die Objekttrager fur ca.rdh bei RT

getrocknet worden waren, wurden sie bis zur Farbung-®@fCweggefroren.

2.2.5.3Farben der Schnitte und Cytospins

Die Objekttrager wurden zunachst fur eine dreiviertel Stunde bei RT unter dem Abzug
aufgetaut und getrocknet. Anschlie3end wurden sie fumiif bei RT in X PBS rehydriert

und, nachdem sie nochmals in PBS gewaschen worden wéied5min bei RT in der
Blockierlosung inkubiert. Im Anschluss wurden sie erneut fimrbin 1x PBS gewaschen,
bevor die Primérantikorper bzw.lsotypenkontroHAntikbrper, die zuvor in der
Verdinnungksung angesetzt worden waren, aufgetragearden. Die Objekttrager wurden

uber Nacht bei 4Cinkubiert.
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Am Folgetag wurden die Objekttrager fur min in Waschpuffer gewaschen, der
wahrenddessen mehrfach gewechselt wurde, um nicht gebundene Antikorpemtizrnen.
Im Anschluss wurde mit @PBS gewaschen, bevor der Sekundarantikorper, ebenfalls in
Verdinnungslosung angesetzt, auf die Objekttrager gegelnerftir 90 min bei RT inkubiert
wurde. Uberschiissige Antikérper wurden Hé-minutigemWaschen mit ém Waschpuffer
entfernt, der in dieser Zeit mehrmals ausgetauscht wurde. Es wurde erneut BB
gewaschen und anschlieRend wurde iR RBS verdinntes DA@,5ug/ml) fir 5min bei RT
auf die Objekttrager gegeben. AbschlieRend wurde ein letztes Mal mPBS gewaschen,
bevor die Objekttragermit Fluorescence Mounting Mediumnd Deckglasereingedeckelt
wurden. Die fertigen Objekttrager wurden bei°€ gelagert und innerhalb der néchsten

14 Tage mikroskopiert.

2.2.6FRETSensor fuden NachweisoncAMP

Zum Nachweis des cAMP in den Zellen sollten diese mit difpaeabhangign FREBensor
transfiziert werdenEpac ist ein Protein, das durch Bindung von cAMP aktiviert wird und als
GTPRAustauschfaktofir Rapl und Rap2 die(it12) Bei de& Bindung von cAMP kommt es zu
einer Konformationsanderung des Epac von einer gefalteten inaktiven zu einer entfalteten
aktiven Form(113) Beim Epacabhangign FREdSensor wurde aminoterminal ein cyan
fluoreszierendes Protein (CFP) und carboxyterminal ein gelb fluoreszierendes Protein (YFP)
angehangt(Abbildung10) (113) Durch die Messung des Forsteesonanzenergietransfer
(FRET) zwischen den beiden Fluorophoren kann eine Audasaiger getoffen werden, ob

Epac durch gebundenes cAMP aktiviert wurde.

Durch Stimulation der Zellen mit beispielsweise Isoprenalin, das durch die Aktivierung
der Adenylatzyklasalie cAMPKonzentration in der Zelle erhoht, kann der Energietransfer
unterbrochen werda, was durch einen Farbumschlag detektiert werden kann. Ein Anstieg der
Ration von CFP/YFP entspricht einer entfalteten Konfoomadies Epac und damit seiner
durch Bindung des cAMP aktivierten Fornil13) Durch Verminderung der

cAMRKonzentration kann das FREBignaln gleicher Weise wieder zuhmen (113)
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CFP
! YFP

* Ratio

Abbildungl0: Nachweis des cAMP mit einépacabhangigen FRETSensorin (A) istabgebildetwie die Bindung

des cAMP an Epac eine Konformatémgerurg induziert, welche die beiden an Epac gebundenen Fluorophore
CFP und YFP raumlich voneinander entfernt, sodass kein Energietransfer von CFP zu YFP mehr m(®)lich ist. In
ist dargegellt, wie duich die Stimulation der Zellen mit Forskolin ein Anstieg des cAMP induziert und damit ein
Anstieg der Ratio CFP/YFP detektiert werden k&pac Exchange protein activated by cAMBEP cyan
fluorescent proteinY FPyellow fluorescent protejrirors ForskolinAdenylatzyklaséktivator (113)

Nach der Transfektion der Zellen mit deEpacabhangign FREISensr wurde das
FREISignamittels Live Cell Imagingdetektiert. Es sollte beobachtet werden wie verschiedene
Stimulanziendie cAMPKonzentration in den Zellen reguliereRarallel zu derRAZellen
wurden auch HERellen als Kontrolletransfiziert. Das hierzu verwendete Konstrukt H187

wurde von der Gruppe von Kees Jalink zur Verfigung ggdigf)

2.2.6.1Transformation kompetenter Bakterien

Von demKonstrukt H187 wurdé pgauf einem Filterpapiezur Verfigung gestellEs wurde
herausgeschnitten unau 50 ul Millipore-Wasser in ein Reagenzgefal3 gegeben, um es zu
|6sen. Parallel wurdedie kompetenten Bakterien DH% auf Eis aufgetaut. 1Al des Plasmides
wurden auf die Zellen gegeben und diese furBh auf Eis inkubiert, in denen die Zellen
immer wieder auf und alpipettiert wurden. Anschliel3end erfolgte ein Hitzeschock bef@2

fir 45sec. Die Zellen wurden erneut fundn auf Eis inkubiertbevor Iml SO@Medium, das
zuvor auf 37Cvorgewarmtworden war, auf die Zellen gegeben wurde. Anschlie3end wurden
die Zellerfiir 30min bei 37°Cauf einem Schuittler inkubiert.

Von der Zellsuspension mit dem Plasmid wurden 2@Guf eine LBPlatte ggyeben und
tber Nachtim Brutschrank inkubiert. Nach etwa 17 Stunden wurdekéom von der Platte
genommenund in ein Reaktionsd@@&? gegeben, in das zuvornd LBMedium vorgelegt
worden waren.Die Bakterien wurden lier Nachtim Brutschrank inkubiertAm Folgetag
wurden 300ml LBMedium in einem Kolben vorgelegt undn8 der Bakterien zugegeben,
bevor diese erneut lier Nachtbei 37°Cauf einem Schiittler inkubiert wurden. Am néchsten
Tag wurde die Zellsuspension aufrBDReaktionsgefal3e aufgeteilt und tiin bei 3.500rpm

zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und die Pellets-B@PCweggefroren.
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2.2.6.2Plasmidgewinnung
Zur Gewinnung der Plasmide wurde das Plasmid Maxi Kit nach beiliegenden
Herstellerangaben verwendet. Anschliel3end wurde die Konzentrégstimmt, indem 2ul

der Plasmide mittels Nanodrop vermessen wurden.

2.2.6.3Transfektion mit.ipofectamine 2.000

Zur Transfektion der Zellen miiipofectamine2.000wurden 2ml Vollmedium pro Welin
einer 6Well-Platte vorgelegt, bevor jeweils 170 Zellsuspensn mit 150.000 Zellen
zugegeben wurdenDie Zellen wurden dber Nacht im Brutschrank inkubiér Folgetag
wurde zundchst deDNAMix aus 1ug DNA und 50Qu Opt-MEM angesetzt. Aul3erdem
wurden in einem separaten GefaluBLipofectamine 2.000 und 50Qul Opt-MEM gemischt.
Nach 5min Inkubation bei RT wurden die beiden Ansatze zusammengegeben undiin20
bei RT inkubiert. Das Medium vom Vortag wurde abgenommen und dunchfi2ssches
Vollmedium ersetzt, bevor die Lipatamine-Mischung zu derZellen gegeben wurdeie
Zellen wurden fir & im Brutschrank inkubierbevor sie abtrypsiniert und auf Deckglaschen
mit einem Durchmesser von 2bm in eine 6WellPlatte mit 2ml Vollmedium pro Well
gegeben wurdenDie Zellen wurdenhier Nachtim Brutsdirank inkubiert, bevor sian den

folgenden Tagemikroskopiert wurden.

2.2.6.4Transfektion mitipofectamine 3.000

Fir die Transfektion mit Lipaf&amine 3.000 wurden 250.000 Zellen auf Deckglaschen mit
25mm Durchmesser in einer-@/ell-Platte in 2ml Medium augesat. Es wurde eiDNAMix

mit 125ul Opti-MEM, 3ul DNA und @l P3.000 angesetzt. Aul3erdem wurdenul6
Lipofectamine 3.000 zu 12%l Opt-MEM gegeben. Die beiden Ansatze wurden
zusammengefuhrt und 1&in bei RTinkubiert, bevor das Gemisch auf die Zeligegeben
wurde und diese Uber Nacht im Brutschrank inkubiert wurden. Am néchsten Tag wurde das

Medium gewechselt und am Folgetag wurden die Zellen mikroskopiert.

2.2.6.5Transfekibn mit PolyFect

Zur Transfektion der Zellen mit Polyfect wurdemrmP Vollmedium pro Wellin einer
6-Well-Platte vorgelegt, bevor jeweils 170 Zellsuspension mit 150.000 Zellen zugegeben
wurden. Die Zellen wurden Gber Nacht im Brutschrank inkubi&rm Folgetag wurde das
Medium abgenommen und 1/l  frisches Medium vorgept. Das

PolyFeciTransfektionsreagenz wurde angesetzt und fundi@ bei RT inkubiert. Anschliel3end
55



Material und Methoden

wurden 600pul Vollmedium zugegeben und der Ansaizf die Zellenpipettiert. Die Zellen
wurden fur 6h im Brutschrank inkubiertbevor sie abtrypsiniert whauf Deckglaschen mit
einem Durchmesser von 2Bmin eine 6WellPlatte mit 2ml Vollmedium pro Well gegeben
wurden. Die Zellen wurden uber Nacht im Brutschrank inkubiert, bevor sie an den

daraufolgendenTagen mikroskopiert wurden.

2.2.6.6Transfektion durclkletroporation

Fur die Elektroporation wurden 450.000 Zellen in einmlfRe&ktionsgefald gegeben und fur

5 min bei 800rpm zentrifugiert.Das Pellet wurde in 1@ des Mastermixegeldst und in die
dafir vorgesehene Kiuvette Uberfuhrt. Die Kuvette mit den Zellen wurde in das
NucleofectorGerat eingesetzt und dageweilige Programm gestartet. Es wurde mit
verschiedenen Kuvetten sowoRI022 fiir eine hohe Uberlebensratds auchP-023fur eine
hohe Transfektionsratder Zellengetestet. Nach der Elektroporation wurden die Zellen aus
der Kivette auf Deckglaschen mit @Bn Durchmesser in eine-®9/ell-Platte zuje 2 ml
frischem Vollmedium gegeben. Die Zellen wurdeeriNachtim Brutschrak inkubiert, bevor

sie am Folgetag mikroskopiert wurden.

2.2.6.7Transfekon mit FuGenes

Fur die Transfektion mit FUGEBEvurden 250.000 Zellen auf Deckglaschen mim2b
Durchmesser in einer-@/ell-Platte in 2ml Medium ausgesét. Es wurden 1@00pt-MEM mit

6 pl FuGene Transfektionsreagenz gemischt und fumi bei RT inkubiert. AnschlieRend
wurden 2ug DNA zugegeben und es wurde erneut furniis bei RT inkubiertbevor dr
Ansatzauf die Zellen gegeben wurde und diese Uber Nacht im Brutsclm&okiert wurden.

Am nachsten Tag wurde das Medium gewechselt und am Folgetag wurden die Zellen

mikroskopiert.

2.2.6.8Transfekon mit X-treme Gene 9

Fur die Transfektion mit-Xeme Gene 9 wurden 250.000 Zellen auf Deckglaschen nmitr25
Durchmesser in einer-®/ell-Platte in 2ml Medium ausgesaks wurden 10@u Opt-MEM mit

6 ul Xtreme GENE 9 Transfaebtisreagenz gemischt. AnschlieBend wurdepg2DNA
hinzugegeben undat Ansatzfir 15min bei RT inkubiertbevor er auf die Zellegegeben
wurde und diese tbeNacht im Brutschrank inkubiert wurden. Am nachsten Tag wurde das

Medium gewechselt und am Folgetag wurden die Zellen mikroskopiert.
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2.2.6.9Transduktion mit Lentiviren
Das Konstrukii187wurde von Professor Rainer Schreiber in einen viralen Vektor eingebracht
(pL\XPuro_EPAC187) und zur Verfligung gestellt.

Zunachst wurde eine -@/ell-Platte mit 500ul CoatingMedium pro Well fir2h
inkubiert Anschlieend wurde das Coativiedium abgenommen und 500.008EKZellen
pro Well in HEKMedium ausgesatind fur 24h im Brutschrak inkubiert bevorsie mittels
Lipofectamine 3.000transfiziert wurden. Hierzu wurden die Transfektionsgemische A und B
zusammengefugtund fir 5min bei RT inkubiert. Anschliellend wurden 280des
DNALipofectamine Gemisches pro Well zu dem bekenden Medium gegebenAm
darauffolgendenTag wurde das Medium zu regularenEkMedium gewechselt und die
Zellen weitere 3 inkubiert.

AulRerdem wurden 350.000 RZellenauf Deckglaschemit 25mm Durchmessetin
6-Well-Platten in einem Volumen von ral Vollimedium ausgesatind Uber Nacht im
Brutschrank inkubiertAm néachsten Tag wurden die Virusiberstande dekEellen inein
15 ml Reaktionsgefa@berfuhrt und 3min bei 2.000rpm zentrifugiert um alle HEKZellen aus
dem Uberstand zu entfernerDer Uberstand wurde durch einen 4&m Filter in ein 50ml
Reaktionsgefa@egebenund es wurde Polybren zu einer finalen Konzentration veig/gl
hinzugegeben. Das Medium der Réllen wurde abgenommen und durchn der
VirusPolybrenMischung ersetzt. Die Rtan mit den RAZellen wurden h bei 25°Cund
220rpm zentrifugiert und anschlieBend fur 24 bei 37°Cund 5% CQ im Brutschrank
inkubiert. Am Folgetag wurde das Virus abgenommen und durch Vollmedium mit zusatzlich
1,25ugml Pyromycin ersetzt. Zum nlsten Mediumwechsel Jage spater wurde
Vollmedium mit zusétzlich 2i5/ml Pyromycin verwendet. ArdarauffolgendenTagwurde

das Medium erneugewechselt, bevor die Zellen mikroskopiert wunde

2.2.6.10 Mikroskopiererder trarsfiziertentransduzierten Zellen

Zum Mikroskopieren der transfizierten/transduzierten Zellen wurden die Deckglaschen mit
den Zellen in die Halterung des Mikroskops gelegt und mig280ngerLosung bedeckDas
FRETSignal wurde bei eingkbsorption vord30nm und einer Emission vod80nm/545 nm
vermessen.Nach Bestimmung der basalen cAMBnzentration wurden die Zellen mit
verschiedenen Reagenzien stimuliert und Areswirkungenauf die cMP-Konzentratio in

den Zellen durch Veranderungen des FSighals detektié. Hierzu wurdemacheinandeyin

unterschiedlichen Reihenfolgen und Kombinationksoprenalin(10 uM), Forskolin (1(tM),
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NKH477 (1 uM), Formoterol (@ uM), PertussisToxin (100ng/ml) und Dibuyryl-cAMP
(100uM) auf die Zellen gegebeAn einem angeschlossenen Computer konnten die Signale

gespeichert und ausgewertet werden.

2.2.7Statistische Auswertungen

Die Daten der Zytokinquantifizierung wurdprozentualzur jeweiligen Kontrolle dargestellt,
um eine bessere Vergleichbarkdier verschiedena Patienten zu ermdglichen. Die Boxplots
zeigen diel0., 25., 50. (Median)75. und 90.Perzentile. Ausreil3er wurdemit der Formel
Mittelwert+2*Standardabweichung bzwittelwert-2*Standardabweichundpestimmt und
gegebenenfalls ausgeschlossen. Zur Berechnung der Signifikanzen wurden die Werte der
Stimulanzien mit der Kontrolle mittels de#/ilcoxon Sgned Rank Test verglichen. Der
Mann-Whitney Rank Sum Testwurde verwendet, um Signifikanzen zwischen verschiedenen
Stimulanzen zu bestimmenErgebnisse innerhalb der DoMérkungskurve derselben
Stimulanz wurden miKruskalWallisOne Way Analysis oVariance orRanksauf Signifikanzen
Uberpruft. Eine Signifikaz lag bei einem p-Wert <0,05 vor, als hochsignifikant wurden

p-Werte <0,005 gewertet, pVerte <0,01wurden als Trendangesehen
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3 Ergebnisse

3.1 Zellkultur verschiedener Patienten

Um fur die Versuche eine reine Kultur von Fibroblasten zu erhalteh eine gentigende
Zellzahl fur die Versuche rureichen,wurden alle Zellemindestens bis Passage 6 kultiviert.
Hierbei sind grol3e Unterschiede in der Morphologie undnd&/achstum bzw.der

Teilungsgeschwindigkeit zwischen den verschiedenen Patienten aufgéfatibitdungll).

Abbildung 11: Morphologische bterschiede in der Zellkultur verschieder®&Patienen. Dargestellt sind
mikroskopische Aufnahmen synovialer Fibroblasten von verschieB&atienen. Manche Zellen (Aphmen
eine langliche Form an und bitda lange schmale Ausléaufer. Sieuchsen annahern parallel und dicht
beieinander. Andere Zellen (B) mten eine eher kugelige Form, wéahrend wieder andere (C) in Nestehsan.

Wie inAbbildungl1 zu seherist, gabesgroRe morphologische Unterschiedwischen den
Fibroblasten unterschiedlicher Patienten. Die meisten Zell@hmeneine fur Fibroblasten
typische Morphologie an, die durch ihre langliche Form mit langen schmalen Ausldufer
charakterisiert war. Diese wchsen meist in parallelen Bahnen und didbeieinander
(Abbildung11, A). Manche Fibroblasten bediten eine eher kugelige Formnd bildeten
vergleichsweise kurze Auslausars(Abbildungll, B) Die Zellen anderer Patienten wiederum
wuchsen in Nester(Abbildungll, C) was besonders oft bei den Zellen der Gesuraigrat.
Abhéngig von ihrer Morphologie untersellen sich auch die Zellzahlen pro Flasche.
Wahrend bei den parallel wachsenden schmalerieBetine Vielzahvon Fibroblasten pro
Passage geerntet werden konmtewurde beispielsweebei den in Nestern wachsenden
Zellenkeine vergleichbare Konfluenz erreiclites Weiterentraten grof3e Unterschiede im
Wachstums bzw. Teilungsverhalten deZellen unterschiedlicher Patienterauf. Manche

Zellen konnten bereits nach wenigen Tagen bis Wochen passagiert werden, wahrend andere
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mehrere Monatewachsemrmusstenpevor eineausreicheneé Zellzahbzw. Konfluenerreicht
wurde.

Einheitlich wuchsen die Zellenit ansteigender Passage langsamer. Aul3erflehauf,
dass die Zellen mit Kontakt Nachbarzellen ein schneller&achstumaufwiesen. Deshalb
wurden die Zellen erst bei nahezu vollkommener Konfluenz geteilt und lediglich auf zwei neue
Flaschen aufgeteilisodass sie auch dort direkt wiedgerihrungspunktenit anderen Zellen
bilden lonnten.

Die verwendeten priméren Fibroblasterarenbesonders anfallig fir Kontaminationen.
Trotz sterilem Arbeiten und der Zugabe von Antibiotika zum Medwanen in geringen
Abstéanden immer wieder Bakterien in den Kulturen herangewachsaa das Erreichen einer
hohen Pasagebzw. geniigender Zellzahl erschwerte.

Aufgrund der zuvor beschriebenen Probleme war die Durchfiihrung der nachfolgend
beschriebenen Versuche lediglich mit Zellen B&Patienten nach einer KEEPOperation
und den Zellen der Gesunden moglich. Diegeled Risikopatienten und derer in einetihen
Phase ihreRAErkrankungvaren entwederverkeimtoderwuchsenderart langsam, dass die
Zahl der Patienten, mit denen die Versuche durchgefilertden konntennichtausreichten,
um aussagekraftige Ergebnisse zu gewimoger um Statistiken durchzufiien.

Bei den ersten Versuchen mit den stromalen Fibroblasten der Gesunden unter Hypoxie
fiel auf, dass sie nicht in der Lagaren,sich an die verminderte Sauerstoffkonzentration von
1 %anzupassen. ObwoBlchdie Morphologie der synovialen Fibroblastdurch die Hypoxie
verédnderte und sie granuliertwirkten, blieben sie adharent. Die Fibroblasteus den
inguinalen Lymphknoterdagegen losten sich grof3tenteilom Boden ab sodass eine
Stimulation der Zellen mit anschlieRender Auswertung nicht mégleh sus diesem Grund
wurde der Sauerstoffgehalt unter Hypoxie bei den FibroblademGesundenon 1%auf 5%

erhoht.

3.2 Uberprifung deGrundvoraussetzungen fiir eine
Umschaltung des Signalweg@2 y Dh & | dz Dh A

Die untersuchte Umschaltung dgsA 3y | f §S3Sa @2y Dhadrendrgkn Dh A

Rezeptor auf96,97,100,103,105FEine Voraussetzung hierflr ist das gemeinsame Binden von

t 59 n -AreRin inunmittelbarerNihe zueinandef96,97,103)
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In den ersten immunhistologische Farbungen sollte Uberprift werden, ob die
+ 2 NJ dza & S 1 dzy-APy-Urisbhiiliurig imSynbBvalén Gewebe und den synovialen
Fibroblasten gegeben waren, abum Beispielein gemeinsames Binden von PDE4 und
i-l NNB a Ay -ARuid diRR &1y deri Umschiung beteiligten GProteine nachweisbar

waren.

3.2.11 Hadrenerger Rezeptor

Zunachst wurde eineiY Ydzy KA a2 OKS YA & OK SadreeMéhb BefeptorsR S &
durchgefiihrt5 dzZNOK RAS AYYdzyKAad2t 23A&30KS CNAD dzy 3
sowohl bei RAals aich bei OAPatienten stark vertreten warApbildungl12). Im synovialen
Gewebe konnte er hauptsachlich im sogenannten Lining Layer, der Grenzschicht zum
Gelenkinnenraunnund um Gefal3e detektieren werdeAlfbildungl?2). Auch in den synovialen
Fibroblasten liel3 sich seine Prasenz deutlich nachwefsanilflungl?). Zwischen OA und RA
konnte durch die optische Kontrolle kein maRgeblicher Unterschied bezlglich des
+ 2 NJ 2 YY S yARfeRgesiellt werden

Abbildungl2: Immurhistologische Farbung dé2-adrenergen Rezeptor€efarbt wurde deb2-AR(rot) undder
Zellkern (blau)m Gewebeder RAPatienten(A) und OAPatienten(C) sowie dendaraus isolierten synovialen
Fibroblasten (RA in B, OAOn Der Mal3stabsbalken entspricht fion.

3.22t 59 n -AmeRin |
LY yNOKauSy {OKNRUOUG ¢ dzZNRS -Rresin ubeppNdAbpidIBgy & SA Y

13). AulRerdem sollteintersuchtwerden, ob diese nah beieinander lokalisiert sind.
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PDE4 B-Arrestin Merge

Abbildungl3: Doppelfarbung von PDE4 udhrrestin in synovialem Geweller RAund OAPatienten Eswurde

PDE4 (rot) und-Arrestin (griin) sowie der Zellkern (blau) im Gewdbe RAPatienten (obere Reihe) und
OAPatienten (untere Reihe) gefarbt und anschlieBend ein Uberlagertes Bild aller Kandle erzeugt. Der
Mafstabsbalken entspricht 5m.

Im synovialen Gewebe der Rédnd OAt F G A SY G Sy 1 2 y-¥rieSiy, ahnlishowie dzy R
R S NJAR, Rauptséchlich im Lining Layer und GefaRe detektiert werdenAbbildung13).
t 59n -AmefRinwarengroRtenteils ardenselbenStellen in den Zellen lokalisiert, was an
dem Bild der Uberlagerten Kan&eutlicherkennbar war(Abbildungl3).
Bei den kultivierten synovialen Fibroblasten der R&nd OAPatienten konnte das
+ 2 NK I YRSy aS A y-Ar@stinebenfallSrachgeayleRemierden(Abbildungl4). Auch
bei diesen Farbungefiel beim Betrachten der Uberlagerten Kanéle auf, dass PDE4 und

i -Arrestin nahe beieinander lokalisiesaren (Abbildungl4).
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PDE4 B-Arrestin Merge

RA

OA

Spm \ 8y,

Abbildungl4: Dapelfarbung von PDE4 uifidArrestin in synovialen Fibroblasten der-RAd OAPatienten.Es
wurde PDE4 (rot) unfl-Arrestin (griin) sowie der Zellkern (blau) in synovialen Fibroblasten deatieften
(obere Reihe) und GRRatienten (untere Reihe) gefarbtind anschlieRend ein Uberlagertes Bild aller Kandale
erzeugt. Der Mal3stabsbalken entspricht 5a.

Fur die weiteren Versuche wurde auf den Vergleich zwischen OA und RA verzichtet und der

Fokus auf die Fibroblasten deAPatienten gelegt.

3.2.3G" a dzy R Dh A
I dzOK RS NJ bl Gézg B APEoteiReSaddeDdurdh immunbhistologische Farbungen
durchgefuhrt(Abbildungl5).

Abbildungl5: Immunhisté 2 3A 8 OKS CNNbdzy3d @2y Dh a3 DhdemnRARE§eRenDM AH A Y
Dargestellt ist die immunhistologische Farbung vbAG 6! 03 DhAmM 6. 0 dzy R DhAH 06/ 0 Ay
RAPatienten. Die €Proteinewurdengriin angefarbt, @ Zellkerne blau. Der Mal3stabsbalken entsprichps

SowohlDh &> | f & | dddkonnein dem syoayidken Bibroblasten deAPatienen
detektiert werden (Abbildungl5).
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3.3 Suche nacHlielparametern in Fibroblastedieeine
mdgliche Umschaltung des Signalwegesy Dh a 1 dz
zeigen
Im ersten Schritt der Untersuchungen mussten zunachst jEredparametergefunden
werden, die durch & mdgliche Umschaltungdes Signalwegebeeinflusst warden. Diese
Zielparameter mussten daher durch cAMBem zentralen Schlusselmolekul fur die
Umschaltungbeeinflussbar sein. Gunstig war es, Zielparameter zu finden, die durch hohes
cAMP gesteigert bzw. gehemmt wurdeiierfir wurde ein Human Cytokine Array
durchgefuihrt, um eine Aussage auf Proteinebene treffen zu kon(Adaildung 16). Des
Weiteren wurdenin einem zweiten Schrittie Auswirkungerauf RNAEbenemittels eines
RNAMicroarrays untersucht(Tabelle39).

Human Cytokine Array

0 m Normoxie

W Normoxie + NKH 477
60 B Hypoxie

W Hypoxie + NKH 477
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Abbildungl16: Human Cytokine Arrajpargestellt sind diprozentuaén Pixeldichten der Wells mit Antikorper
gegen 36 verschiedene Zytokine im VergleichmzMittelwert der Referenzwerte(100%) nach Abzug des
Mittelwertes der NegativkontrollenDie synovialen Fibroblasten wurden fiir 12 Stunden b8it M NKH477
stimuliert, bevor mit den Uberstanden der Human Cytokine Array durchgefiihrt widedbau: Normoxie,
dunkelbau Normoxiet NKH477, orange: Hypoxie, rotlypoxiet NKHA77. NKH477: AdenylazyklaseAktivator.

Beim Betrachten der Ergebnisse désman Cydkine Arraysstachen vor allem ig, 11-8 und
Serpin E1/PAL durch ihre hoha Konzentratioen heraus(Abbildung16). Wahrend PAL
unter allen getesteten Bedingungen sehr hoch exprimientde, waren IE6 und IL8 vor allem
unter Hypoxie und unter Hypoxie mit zusatzlicher Stimulatier Adenylatzyklasemit

NKH477 besonders stark exprimiefalso durch cAMP gesteigerte Proteir{pbildungl6).
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Aufgrund der hohen Konzentrationen der Zytokine im Uberstand wurde angenommen, dass
sie bei den synovialen Filblasten eine wichtige Rolle spielen. Aul3erdem wurde aufgrund
des Arrays HL2p70 und CXCL12/SIhFwegen ihrer Regulation und ihre bekannten
Assoziation miEntziindungsreaktionebei RA ausgewahl

Die negativen Werte ddPixeldichtemancher Zytokine imafgleich zum Referenzwert
kamen durch ein starkes Signal der Negativkontrolle zustande, das von den anderen
Messwerten subtrahiert wurde. Emegativer Wertbedeutet dder, dass das Signal aus dem
Well mit dem Antikdrper schwacher war als der Mittelwert éNegativkontrollen

Um weitere Zielparameter zu finden, die bei den synovialen Fibroblasten im
Zusammenhang mit einer méglichedmschaltungR S & - D dz -Bigndlwegesvon
Bedeutung sein kénnten, wurde auf3erdem ein RWidroarray durchgefihrt.

Die Ergebrise des RNMicroarrays wurden auf jene Gentranskripte durchsucht, die
am starksten positiv oder negativ durch die Stimulation der Adenylatzyklase reguliert worden
waren. Die am starksten regulierten Gentranskripte wurden im nachsten Schritt auf ihre
Relewanz bei RA Uberprift. Die Auswabhl fiel auf BMP@3ILOsteoprotegerin, Hlra, GAL,,
BMP2,VEGFKC und CCL2um im weiteren Vorgehen genauer analysiert zu werdesbélle
39). Diese Zytokine waren durch die Stimulation der Adenylatzyklase stark reguliert und alle
dieser Zytokine sind mit entziindlichen Reaktionen im Allgemeinen oder mit RA assoziiert.
Tabelle39 zeigt Proteine, die durch cAMP gesteigert (BMPG3ILOsteoprotegerin, ilra,
GAS1) oder gehemmtEMP2 VEGKC,CCR) wurden.

Tabelle39: RNAMicroarray. Nach Stimulation der synovialen Fibroblasten NiH477 (106 M) fur 6h unter
Hypoxie wurde die RNA isoliert und der RiNévoarray durchgefuhrt. Dargestellt sidéejenigen Gentranskripte

die sowohl im Vergleich zur unstimulierten Kontrollstark reguliert wrden als auch mit
Entziindungsreaktionen/rheumatisameErkrankungen assoziiert sind. Die Pfeilrichtung zeigt an, ob die
Gentranskriptém Vergleich zuanstimuliertenKontrolle verstarktrg) oder vermindert@ ) exprimiert varden.

Gen Gen-Beschreibung me:nli:r:g:\:nge Regulation
BMP6 Bone morphogenetic protein 6 19,29 ™
IL33 Interleukin 33 5,88 ™
TNFRSF11B Osteoprotegerin 4,28 ™
ILIRN Interleukin 1 Receptor Antagonist 3,39 ™
GAS1 Growth arrest-specific 1 2,99 T
BMP2 Bone morphogenetic protein 2 -2,13 NE
VEGF Vascular Endothelial Growth Factor C -2,22 J
CCL2 CC-chemokine ligand 2 -3,97 NE
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3.4 Quantifizierung der gefundenehelparameter

Die zuvor als relevant befundenéytokinewurden imFolgendemmittels ELISA quantifiziert.
Uberprift wurde die Abhangigkeit der Proteineon NKH477, einem Aktivator der
Adenylatzyklasejn verschiedena Konzentrationen (18M, 10”7 M, 10% M) im Vergleich zu
einer unstimulierten Kontrolleinter Normoxie und Hypoxisowie mit und ohne zusatzlicher

StimulationdurchlIL-m I

3.4.1DurchNKH477 positiv regulierte Proteine

Bei der Regulation des-8.konnte eine Abhangigkeit vom Sauerstoffgehalt, der Stimulation
mitibmi &2 6AS RS NJAfetyiatryhihse deteligit wBrdeNJWahrend bei der
unstimulierten Kontrolle unter Normoxie eine sehr geringe Konzentration dés van
110pgml vorlag, wurde sie untddypoxieauf1.426pgml gesteigert. Unter Normoxie IL-m i

lag die IE6-Konzentrationbei 6.654pg/ml und unter Hypoxie+ IL-m ibei 7.292pg/ml.

Eine deutliche Steigerung desdlwar auf3erdem durch Stimulation der Adenylatzyklase
zu beobachten Abbildung 17). Wahrend unter allen getesteten Bedingungen eine
DosisWirkungskurve erkennbar war, bewirkte lediglich die hdchste eingesetzte
Konzentration des NK&77 signifikante Anstiege der-6tKonzentration im Vergleich zur
unstimulierten KontrolleAbbildungl7). Dies war sowohl fir Normoxie, Normoxi€l-m i >~ | f &
auch fur Hypoxie- IL-m i R S Abil@undl #). Besonders stark ausgepragt war die Wirkung
der Stimulation der Adenylatzyklase unter Normoxie mit einem Anstieg #eKtnzentration

auf knapp 8006 Abbildungl?).
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Abbildung17: Regulation des 1& durch NKH77. Dargestellt ist die Regulation des@lbei Stimulation der
synovialen Fibroblasten von fRAtienten mit verschiedenen Molaritaten von NKH (168 M, 107 M, 10% M)
unter Normoxie, Hypoxie, NormoxielL-16 und Hypoxie- IL-1b im Verhaltnis zu einer unstimulierten Kontrolle
(100%). NKH77: Adenylatzyklas@ktivator.*=p<0,05 n(RA)Z-9. Die Skala derchse reicht bei Normoxie von
0% bis 3.000%6, bei den anderen Bedingungen vov bis 300Q%.

Die Reguation des Osteoprotegerins wurdebenfallsdurch Stimulation der Adenylatzyklase

positiv beeinflusstAbbildungl8). Doch auch der Sauerstoffgehalt und zusatzliche Stimulation

mit IL-m i KFGGaSy !'dzagAN] dzyISyd 2 NKNBYR RAS dzya
1.963pgml Osteoprotegerin enthielt, waren es unter Hypoxie 3.p4ml. Durch
Stimulation mit Ikm i & diblBdBzentrationdes Osteoprotegerins gesteigert, sodass der

Wert unter Normoxie bei 8.888g/ml und unter Hypoxie bei 7.98ig/ml lag.
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Abbildung 18: Regulation des Osteoprotegersn durch NKH477. Dargestellt ist die Regulation des
Osteoprotegeria bei Stimulation der synovialen Fibroblasten W&Patienten mit verschiedenen Molaritaten
von NKH477 (108 M, 107 M, 10%M) unter Normoxie, HypoxielNormoxie+IL-16 und Hypoxiet IL-1b im
Verhéltniszu einer unstimulierten Kontrolle (189. NKH477: Adenylatzyklaséktivator. *=p<0,05, **=p<0,001
n(RA)8-9.

Abhéangig von der Molaritat desdenylatzyklaséktivatorskamesunter Normoxiezu einem
signifikanten Anstieger OsteoprotegerirKonzentrationauf etwa 17®%bei 10’ M, bzw.bei
10%M NKH477 sogar zu einenmochsignifikanten Anstieg auf knapp 420Abbildung18).
Auch bei zusalicher Stimulation mit Hv i wurde unter Normoxie bei der hdchsten
Konzentration vorfNKHA477 eine signifikante Steigerunder OsteoprotegeriskKonzentration
auf etwa 140% erreicht (Abbildung18). Unter Hypoxiekonnte dieselbe Tendenz eaknt
werden, die jedoch nicht signifikantar (Abbildungl8). Bei zusatzlicher Stimulatiomit IL-m |
unter Hypoxieging die steigernde Wirkung dedlKH477 auf Osteoprotegerinverloren
(Abbildungl8).

3.4.2DurchNKH477negativ regulige Proteine

Durch Stimulation der Zellen mit deAdenylatzyklaséktivator wurden PAIL, VEGEE und
CCL2negativ reguliert Hier hemme also der cAMFAnstieg die ZielproteineHierbei war

ebenfalls, wie bei den positiv regulierten Proteinesowohl eine Abhangigkeit von der
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Konzentration desNKH477 als auch von der zusétzlichen Stimulatuer Fibroblastermit
IL-1i und dem Sauerstoffgehalt der Luft zu beobach{&hbildungl9 bis Abbildung21).

Die Regulation des RAlwurde ohne Stimulation der Adenylatzyklase véeraldurch
den verminderten Sauerstoffgehalt der Luft beeinflug3r Mittelwert der unstimulierten
Kontrolleentsprach unter Normoxid.020 pg/ml und wurde unter Hypoxie auif3.136 pg/mi
gesteigert. Auch die zusatzliche Stimulation mimlLsteigerte die PAL-Konzentration im
Vergleich zur Normoxie, jedoch nicht so stark wie es unter Hypoxie der Fall war. Unter
Normoxie+IL-mi 6 S NBi=KonRehtfationt derlLunstimulierten Kontroli@473pg/ml
und unter Hypoxie- IL-m 110.189 pg/ml.

Die Stimulation der Adenylatzyklase hatte ebenfalls groRe Auswirkungen auf die
PAl1-Regulation Abbildungl9). Obwohl es unter allen Bedingungen bei eif@mulation de
Fibroblasten mit 10°M NKH477 zu einer signifikanten Verminderung der
PAt1-Konzentration kam, gab es deutliche Unterschiede zwischen den getesteten
Bedingunger(Abbildung19). Unter Normoxie mit zusétzlicher Stimulation durchmlL ~ K I G G S
die Aktivierung der Adenylatzyklase die starkste AuswirkundgPadl, es wurde auf unter
40% der unstimulierten Kontrollegehemmt (Abbildung19). Auch ohne Hmi g NJ dzy G S|
Normoxie eine deutliche Reduzierudgs PAIL auf etwa 50% detektierbar (Abbildung19).

Unter Hypoxie war die Wirkung schwécher ausgepragt, es wurde lediglich eine Verminderung
auf knappe 8@% erreicht, sowohl mit als auch ohne zusatzlicBeémulation durch Hw i

(Abbildungl9).
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Abbildungl9: Regulation des PAldurchNKHA477. Dargestellt ist didRegulationdes PAI bei Stimulation der
synovialen Fibroblasten von fRAtienten mit verschiedenen Molaritaten vbiiKH477 (108 M, 107 M, 10% M)
unter Normoxie, Hypoxi&yormoxie+ IL-16 und Hypoxie+ IL-1b im Verhaltnis zu einer unstimulierten Kontrolle

(100%). NKH477: Adenylatzyklaséktivator.*=p<0,05, **=p<0,001n(RA)S-9.

Die Abhangigkeit des CCL2 vom Sauerstoffgehalt der Luft sowie der zusatzlichen Stimulation
mitilbmi £ ASG AAO0OK O0SNBAGA 0SAY . SGNFOKOSY RSNJ
feststellen die unter Normoxieeiner CCL-Konzentration vori89pg/ml und unter Hypoxie

von 256 pg/ml entsprachen Durch zusétzliche Stimulation deibroblastenmit IL-mi & dzZNR S

die CCL:Konzentration deutlich gesteigerinter Normoxie+IL-m i  1.3&6pg/ml und unter

Hypoxie+ IL-m iauf1.137pg/ml.

AuBBerdem wurde die CCIL-Regulation unter allen Bedingungen negativ von der
Stimulation der Adenylatzyklase beeinflus&bbildung20). Unter Normoxie und auch unter
Hypoxie fiedie Konzentration des CCL2 im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle B&il 10
NKH477 hochsignifikant knapp unter 40 @Abbildung20). Bei Zusatzlicher Stimulatiater
Fibroblastenmit ILm i ¢ dzNKoSzenRatidhdes CCL2 sowohl unter Normoxie als auch
unter Hypoxie lediglich auf etwas weniger als%Qeduziert, was ebenfalls signifikant war

(Abbildung20).
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Abbildung20: Regulationdes CCL2 durdiKH477. Dargestellt ist dicRegulationdes CCL2 bei Stimulation der
synovialen Fibroblasten vdRAPatienten mit verschiedenen Molaritaten vbiiKH477 (108 M, 107 M, 10% M)
unter Normoxie, Hypoxi&yormoxie+ IL-16 und Hypoxie+ IL-1b im Verhaltnis zu einer unstimulierten Kontrolle
(100%). NKH477: Adenylatzyklasé\ktivator. *=p<0,05, **=p<0,001n(RA)F-9.

Auch bei der Regulation des VEGEKonnte eine Abhéngigkeit vom Sauerstoffgehalt der Luft
sowie der zusétzlichen Stimulatidier Fibroblastemmit I.m i 6 S Nd&ABetéachturlgfer
Mittelwerte der unstimulierten Kontrollen detektiert werden. Ivergleich zur Normoxie
verminderte Hypoxie diese Werte. Die Mittelwerte der unstimulierten Kontrollen entsprachen
unter Normoxie 97®g/ml und unter Hypoxie 658g/ml. IbLmi A4 SA3ISNILS RAS Y:
des VEGE unter beiden Bedingungen. Die Werte bewngunter Normoxiet [L-m i
1.683pg/ml und unter Hypoxie- IL-m | Payn.

Durch die Stimulation der Adenylatzyklase wurde auch MEGfegativ reguliert
(Abbildung21). Die Hemmung war unter allen Bedingungen fir die hdchste Konzentration des
NKH477 hochsignifikantAbbildung2l). Auch bei VEGE wurde die Wirkung der Stimulation
der Adenylatzyklase durch zusétzliche Stimulation Flbroblastenmit IL-m i abgeschwécht
(Abbildung 21). Wahrend die VEGEKonzentration unter Normoxie auf etwa 80 der
unstimulierten Kontrolle reduziert wurde, waren es unter Hypoxi® %]l unter

Normoxie+ IL-m 180 % undunter Hypoxie+IL-mi % @bbildung2l).
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Abbildung21: Regulationdes VEGE durchiNKH477. Dargestellt ist didRegulationdes VEGE bei Stimulation
der synovialen Fibroblasten vd®APatienten mit verschiedenen Molaritaten vONKH477 (108 M, 107 M,
10°M) unter Normoxie, Hypoxié&yormoxie+ IL-1b und Hypoxiet+ IL-1b im Verhaltnis zu einer unstimulierten

Kontrolle (100/0). NKH477: Adenylatzyklaséktivator. *=p<0,05, **=p<0,001n(RA)8-9.

3.4.3Proteine, die nicht durcNKH477 reguliert wurden oder nicht
durch ELISA quantifizierbaaren

Nicht alle imHuman Cytokine rhay und RNAMicroarray gefundenen Proteineoknten

mittels ELFA quantifiziert werden, da dieskestsnicht sensitiv genug waren. So lagen BMP2,

BMP6, GAS, Il-1ra, 1:12p70, 1k21, SDFL und 11-33 unterhalb der Detektionsgrenzen bzw.

der Standardkurve weshalb keine Analyse mdglich war und diese Proteine nicht

weiterverfolgtwurden.

IL-8 war unter Normoxie weder unstimuliert noch nach Stimulation der Adenylatzyklase
detektierbar Abbildung22). Dennoch konnte ein deutlicher Eirdkider Hypoxie sowie des
IL-m I auf die IE8-Regulationdetektiert werden Abbildung 22). Unter Hypoxie lag der
Mittelwert der unstimulierten Kontrollebei 421 pg/ml, unter Normoxie+ IL-m ibei 770 pg/ml
und unter Hypoxie+IL-m i bei 2.929pgml. Durch die fehlenden Vergleichsvterunter

Normoxie und nur gering ausfallender, nicht signifikanter Regulation dés durch
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Stimulation der Adenylatzyklase wurde auch dieses Zytokin im Folgenden nicht weiter

analysiert.
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Abbildung22: Regulationdes IE8 durch NKH477. Dargestellt ist dieRegulationdes IE8 bei Stimulation der
synovialen Fibroblasten vdRAPatienen mit verschiedenen Molaritaten voN\KH477 (108 M, 107 M, 10% M)
unter Hypoxie Normoxie+ IL-16 und Hypoxiet IL-1b im Verhaltnis zu einer unstimulierten Kontrolle (290
NKH477. Adenylatzyklasé\ktivator. n(RA)4. Da unter Normoxie kein-8 detektierbar war, sind hier keine

Daten dargestellt.

3.5 Darstellungler GRKs
Da aus der Literatur hervorgeht, dass die verschiede@&Kslurch Phosphorylierung des
RezeptorEinfluss auf i Signalweiterleitundk S #ARhehmen, sollteauch ihre Bedeutung
in Bezug auf eine mogliche Signalumschaltung genauer untersueftten. Wahred die
t K2ZALIK2NEEf ASNHzy I RSa wlrheSinderiniNgie DRsnsDiksierBny S DwY
induziert,induzierenRA' S DwY p dzy-Rrefinv¥rmitteBerSigialweiterleitungos)

Zunachst sollte Uberpruft werden, ob diese GRKs im synovialen Gewebe und den
synovialen Fibroblasten vdRAPatienten vorhanden waren.

Die GRK2 war stark im synovialen Gewebe deP&#&nten vertreten Abbildung23).
Auch bei den isolierten synovialen Fibroblasten waren viele Zellen, einige sogar sehr stark,

positiv fir GRKgefarbt(Abbildung23). Es handelte sich um eine zytoplasmatische Farbung.

73



Ergebnisse

Abbildung23: Immunbhistologische Farbung der GRBefarbt wurde die GRK2 (griin) sowie der Zellkern (blau) in
synovialem Gewebe (A) und synovialdmdblasten (Byler RAPatienten. Der Mal3stabsbalken entspricht 56.

Auch die GRK5 kam sowohl im synovialen Gewebe als auch in den synovialen Fibroblasten vor
(Abbildung24). Bei den synovialen Fibroblasten fiel auf, dass fast alle Zellen positiv fur die
GRKS5 waren, jedoch keine einzelne so stark hervorstach, wie es bei der Farbung der GRK2 der
Fall war (Vergleit Abbildung 23 und Abbildung 24). Es handelte sich um eine

zytoplasmatische Farbgn

Abbildung24: Immunbhistologische Farbung der GRB&féarbt wurde die GRK5 (griin) sowie der Zellkern (blau) in
synovialem Gewebe (A) und synovialen FibroblastesefRAPatienten. Der Mal3stabsbalken entsprichy 0.

Dassynoviale Gewebe der RZatienten war deutlich positiv fur die GRK®bildung25). Auch

in den synovialen Fibroblasten konnte eine Farbung der Zellen, alsdéaidhandensein der
GRKG6, erkannt werde\Bbildung25). Diese war jedoch nur schwach ausgepragt, weshalb
davon auszugehen war, dass eine andere Zellart vorrangig fdedtéche Positivfarbung des
Gewebes verantwortlich war. Aul3erdemwar bei der Betrachtung der Farbung der isolierten
synovialen Fibroblasten détflig, dass die GRK6 zwar vorhanden war, jedoch nicht ganz so
stark vertreten zu sein schien, wie die zuvoragbfen GRK2 und GRKS5 (Vergléiiildung

23, Abbildung24 und Abbildung25).
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Abbildung25: Immunhistologische Farbung der GRBéfarbt wurde die GRK6 (griin) sowie der Zellkern (blau) in
synovialem Gewebe (A) und syiaben Fibroblasten (Bler RAPatienten. Der Mal3stabsbalken entsprichgs0.

Nachdem gezeigt werden konnte, dass die jeweiligen GRKs in den untersuchten synovialen
Fibroblasten vorhandewaren, sollten diese im nachsten Schritt, genauso wie einige weitere
Schlusselpunkte der Signalkaskade, stimuliert bzw. inhMierden,um derenEinfluss auf die

Zytokire spezifisch untersuchen zu kénnen.

3.6 Bedeutungverschiedener Schlisselpunkte in der
Signalkaskade

Um die Umschaltung des Signalweges genauer charakterisieren zu konnen, wurden
verschiedene Schlisselpunkte der Signalkaskade stimolir inhibiert, bevor die zuvor
festgelegten Proteine erneut quantifiziert wurdéAbbildung26). Ziel wares, den Einfluss
verschiedener Knotenpunkte besser beureilund den Signalweg, derrzRegulationder

jeweiligen Proteine fuhrtnachvollziehen zu kénnen

Formoterol: B-AR-Agonist

B2-AR
J . NKH 477: Aktivator der Adenylatzyklase

' (ac

) CMPD101: GRK2/3-Inhibitor
CCG21: GRK2/5-Inhibitor

Pertussis-Toxin: Gai-Inhibitor-
Proinflammatorische - 3 i
Signalweiterleitung . ©

H89: PKA-Inhibitor ‘ \ 'A

Abbildung26Y { GAYdzt I yT ASYy T dzNJ / KF NI} {1 GSNR&ASNUzy I HREBRJI ! Ya
Betaadrenerger Rezeptor, AC: Adenylatzyklase, PKA: Proteinkinase A, @&Ridteingekoppelte
RezeptorkinaseMAPK: Mitogenaktivierte Proteinkinase, cAMP: zyklisches Adenosinmonophosphat.

O
Py

Formoterol(107 M) wurde genutzt,dzY R $SAR zu stimuliererDie darais resultierenden
Effekte konnten mit einer direkten Stimulation der Adenylatzyklase diW€hi477 (10° M)
verglicherwerden,dzy 1 dz NOSNLINNFSy > 206 SAyS {A3dyrnt gSAi
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Adenylatzyklaserfolgte. AuRerdemwurde die Phosphorylieing des Rezeptors gehemmit,
indem die PKA durdHd89(10° M), GRK2/3 durch CMPD1Q10% M) und GRK2% durch CCG21
(10"M) gehemmt wurdea® ! Y 1 dz NOSNLINNFSy 4SSt OKS w2ftS I
spielte, wurde PertussisToxin(100ng/ml) als D h-IRhibitor genutzt. Die Inhibitoren wurden
2SsSAta FdzOK YAl RSY !\ (A S-ARAgAMEtE RaxbinigRIipie € | G 1
einen Zusammenhang der verschiedenen Schliisselpunkte untersuchen zu kénnen.

Im Folgendenwerden Aufféalligkeiten bei der Regulation der Zielparameter im Detall

betrachtet unddie wichtigsten Erkenntnissgnzeln ausgearbeitet.

3.6.1Die Regulation des-f.in Fibroblasten

Die Regulation des-B wurde genauer untersucht, da es nicht nur einer der wichtigste
Marker fur entzindliche Vorgéange ist, sondern auch eng mit der Entstehung und dem Verlauf
der RA verbunden is{115,116) IL-6 kann von einer VielzanMon Zellen des Synoviums
produziert werden, auch weneshauptséchlich von Makrophagen freigesetatd (115,117)

Es ist in der Lage lokale Entziindungen zu induzieren und aufrecht zu erhalten und dadurch
auch die Zerstorung der Gelenke zu beeinflus€elb,116) Zusatzlich ist es aber auch an
systemischen Symptomen genauso wie Komorbiditaten betedmyts quasi wie ein Hormon
auch andere Gebiete des Korpers beeinflussen k@) Es sind bereits Medikamente
zugelassen, wie beispielsweise drmanisiete Anti-IL-6-RezeptorAntikdrper Tocilizumab,

von dem RAPatienten durch dieUnterbindung der H6-Signalweiterleitung profitieren
(115,116)

RAPatienten
Die Konzentration des & in den Uberstanden der unstimulierten Kontrollen der
RAPatienten entsprach unter Normoxi&77 pg/ml und unter Hypoxie906 pg/ml. Unter
Normoxie+ IL-m iwar dielL-6-Konzentrationauf 11.183pg/ml und unter Hypoxie+ IL-m i auf
18.069 pgml gesteigert.Diese Daten sind in den Abbildungen nicht dargestellt.

Zunachst konnte belen RAPatientenbeobachtet werden, dass die Regulation vo® IL
unter den vier Bedingungen Normoxie, HypoXi@rmoxie+ IL-m i und Hypoxie+ IL-m i sehr

variierte (Abbidung27).

76



Ergebnisse

Normoxie Hypoxie
P 2000 -

6000 -

4000

2000 I

1800

1600

co
=1
=]

IL-6-Korzertration
[% der Konrtrolle]
IL-6-Korzentration
[% der Kortrolle]

.
1600 . .
400 " 1400
1500 4 . 1200 -
1000 1000 -
800 - *
L]

] 600 1 *
600 . N .
400 4 * 400 4 * 9

- * I i i
EAESSUNE NN PR TS R EEEE
& & £ P

-ZI‘ ‘ A £ & CI.) RS & & > cl> &
& «§ 2 :(“§ & 5-‘? c_)§ Py (SS, ((u§ F & & § 65‘3 & & &
& & 5 G & é g g
£ & £ &
[$) [4)
Normoxie + IL-1p Hypoxie + IL-1B
2000 2000 -
1800 | 1800
1600 | 1600
o 1400 1 1400
So Lo
S 1200 4 o 1200
£ 2
& 2 1000 - 8 2 1000 -
S o S
I s 3T 8w
T e =5
o= o=
600 600 4
400 * 400 4 N
200 4 * % * 2004 ¥
e S e .
T & A 5 @ 2 O & @ & T & A & & 2 5 & © &
x & 2 50 & @‘%’ G; d‘qo & f‘ﬁ & & 2 30 ﬁ d;é-’ c‘,§ dfco & f‘ﬁ
£ <] £ <]
< & & & Q & & &

J
Abbidung 27: Abhangigkeit der HB-Regulation bei RRatienten von H1b und dem Sauerstoffgehalt der Lulft.
Dargestellt sind die prozentualen Veranderungen, die durch Stimulation bzw. Inhibition der Fibroblasten mit
verschiedeneReagenzien, im Vergleich zu einer unstimulierten bzw. Dk&®@olle (1004, auftraten. NKH:
Adenylatzyklasé\ktivator, Form:b-ARAgonist PT:D h-IRhibitor, H89 PKAInhibitor, CMPDGRK2/3nhibitor,
CCGGRK2/8nhibitor. *=p<0,05**=p<0,001. n(RA)=2%13. Die Skala reicht unter Normoxie va¥bis 6.000%4
unter den anderen Bedingungen vofobis 2.000%

Wahrend die Wirkung der Stimulanzien bzw. Inhibitoren auf die Zellen unter Hypoxie bereits
deutlich geringerusfielals unterNormoxie war sie unter zusatzlicher Stimulation durchML
noch schwacher ausgepragt und unkgypoxie+ IL-m ikaum mehr vorhandenAbbidung27).
So l6sen sich mitder Simulation einerzunehmenden entzindlichen Situationlso mit
Hypoxie und Hli , die Regulationsmdglichkeiten der eingesetzten Stimulanzien auf

Wurde diell-6-Regulatiorder RAPatienten nach Stimulatioter Adenylatzyklasenter

den vier verschiedenen Bedingungegrglichen fiel auf, dass sie stark variigadbildung28).

77



Ergebnisse

Stimulation mit NKH 477
* %k

% % "

*

IL-6-Konzentration
[% der Kontrolle]

Abbildung 28 Regulation de IL-6 durch NKH477 bei RAPatienten. Dargestellt sind die prozentualen
Veranderungen, die durch Stimulation der Fibroblasten MH477, im Vergleich zu einer unstimulierten
Kontrolle (1000, auftraten. NKHAdenylatzyklaséktivator. *=p<0,05, **=p<0,001. ({RA)=12.

Ohne die Zugabe von-ii 1Y S& 1 dz SAy SN alkeKgnkehthalioh y i Sy |
unter Normoxie in deutlich ausgepragterer Weise (etwa 530%) als unter Hypoxie (et&& 200
(Abbildung 28). Wurden die Fibroblastenjedoch unter Normoxie gleichzeitig mit Hwm i
stimuliert, ging der Effekt der stimulierten Adenylatzykleméf die IE6-Regulationverloren
(Abbildung28). Unter Hypoxie+IL-m | kam es sogar zu einer gegensatzlichen Wirkung des
NKHA477, sodass di¢l-6-Konzentrationsignifikant auf etwa 8%ocreduziert wurde.Unter der
entzindlichsterder getesteten Bedingungen schlug dieigerndeWirkung der stimulierten
Adenylatzyklasén einehemmendeWirkung um(Abbildung28).

I dzOK 6 SA RSNJ . S NI o\RAgdnSENWE SVdhtided AiJerkeyidn RS & |
(Abbildung 29). Der i -ARAgonist allein bewirkte unter Normoxié&yormoxie+IL-m i und
Hypoxie eine Steigerung dé-6-Konzentration(370%, 120% und 150%) (Abbildung29).
Unter Normoxieund Hypoxie ohne die Zugabe vorMl 6 SGANJ 4GS C2N¥ 2 G SNJ
1 dz& | YY Sy Ynhibitdk &iné ethd gleich starke Steigerung deBlKonzentration
(Abbildung29). Bei denselben Patienten gab es unkmrmoxie+ IL-m i einen signifikanten
Unterschied zwischen der steigernden Wirkung des Formotdi@hund der Situation unter
Kombination von Formoterol und Pertus3iexin Abbildung29). UnterHypoxie+ IL-m i kam
Sa4 6SRSNJ RdzZNOK RASv {yiRAOKdzf RAZNIZK LRSKA 6IA G A2Y
Kombination zu einer signifikanten Regulatices t.-6 (Abbildung29).
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Abbildung29: Einfluss des Formoterol und Pertusgixin aufdie IL-6-Regulatio bei RAPatienten.Dargestellt

sind die prozentualen Veranderungen, die durch Stimulation bzw. Inhibition der Fibroblasten mit Formoterol,
PertussisToxin, sowie deren Kombination, im Vergleich zu einer unstimulierten bzw.-Rof&0lle (1004,
auftraten. Form: b-ARAgonst, PT: Gi-Inhibitor. *=p<0,05, **=p<0,001. n(RA)=13. Die Skala der-fichse

reicht bei Normoxie von%bis 6.000%4 bei den anderen Bedingungen vo#o0is 400%

l 0 KNY3IA3 @2y RSNJ dzy i SNA dzOK (i S-){RAgBiRen dlBelned ¢ dzNR
von den durch die GRKhibitoren regulierten Signalwegen beeinflugabbildung30).

Wahrend der #6-& i S A 3 S N/ R S -ARAgadniteniuSter R&riioxié unabhangig
von den durch die GRKhibitoren regulierten Signalwegen war, wurde unter Hypoxie und
Normoxie+ [L-m i RAS &idSA 3 S NIARAonistdn Naki degnabinafos anit den
GRKInhibitoren aufgehobenAbbildung30).
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Abbildung30: Einfluss des Formoterol, der GRRKibitoren, sowie deren Kombination auf digsiRegulatiorbei
RAPatienten. Dargestellt sind die prozentualen Verdnderungen, die durch Stimulation bzw. Inhibition der
Fibroblasten mit Formoterol, den GRHKibitoren, sowie deren Kombination, im Vergleich zu einer
DMSOGKontrolle (1004, auftraten. Form: b-ARAgonist, CMPD: GRK2#shibitor, CCG: GRK2iBhibitor.
*=p<0,05, **=p<0,001. n(RA)=11B. Die Skala der-fchse reicht bei Normoxie vor®bis 6.000%4 bei den
anderen Bedingungen vor8bis 500%

Gesunde

Die IL-6-Konzentrationen dewnstimulierten Kontrollender Gesunden entspracheuanter
Normoxie 975pg/ml, unter Hypoxie751pgml, unter Normoxie+ IL-m i 30.656 pg/ml und
unter Hypoxie+ IL-m i26.967 pg/ml. Diese Daten sind in den nachfolgenden Abbildungen nicht
dargestellit.

Bei den Gesunden kam es sowohl unter Normoxie als auch unter Hypoxie
signifikanten Regulationen des-8L (Abbildung 31). Aufféllig war jedoch, dass unter
Hypoxie+ IL-m idie meisten signifikanten Regulationen auftraten und dies auch dann, wenn
die unterschiedlichen Stimulanzien und Inhibitoren direkt miteinander verglichen waurde
(Abbildung 31). Unter Normoxie+IL-m i konnte dagegenkein getestetes Reagengine

signifikante Regulation bewirkeAljbildung31).
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Abbildung31: Abhangigkeit der tB6-Regulation bei Gesunden vonlft und dem Sauerstoffgehalt der Luft.
Dargestellt sind die prozentualen Veranderungen, diecld Stimulation bzw. Inhibition der Fibroblasten mit
verschiedenen Reagenzien, im Vergleich zu einer unstimulierten bzw-Kv8alle (1004, auftraten. NKH:
Adenylatzyklasé\ktivator, Form:b-ARAgonist PT D h-IRhibitor, H82 PKAInhibitor, CMPDGRK2/3nhibitor,
CCGGRK2/8nhibitor. *=p<0,05, **=p<0,001. n(FLN)=5.

Der Aktivator der Adenylatzyklase allein bewirkte bei den Gesunden unter keiner der
untersuchten Bedingungen eine signifikante Regulation dégAbbildung32). Nur unter der
Bedingung mit der starksten Entziindwngter Hypoxiet IL-m ikonnte durch die Kombination

des NKHI77 mit dem PKAnhibitor eine Steigerung des-@.auf 120 detektert werden, die

sich signifikant von der Stimulation der Fibroblasten mit dem Aktivator der Adenylatzyklase

allein unterschiedAbbildung32).
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Abbildung 32: Abhangigkeit der lB-Regulation bei Gesunden von N&KH, H89 und deren Kombination.

Dargestellt sind die prozentualen Veranderungen, die durch Stimulation bzw. Inhibition der Fibroblasten mit

NKH477, H89 und dereKombination im Vergleich zu einer unstimulierten Kontrolle (30 auftraten. NKH:
Adenylatzyklaséktivator, H89: PK#nhibitor. *=p<0,05, **=p<0,001. n(FLN)=5.

Die Bedeutung der untersuchten Bedingungen auf dié-Regulationbei Gesundemwurde

aucho S A

RSNJ SAyl StySy

S GARY DX Y iz @ S R Sudtdhitvra RSP dzy B¢

deutlich @Abbildung33). Wahrend Formoterol unter Normoxie uridormoxie+ IL-m i keine

signifikante Regulation des-BLbewirkte, kam es unter Hypoxie ubtypoxie+ IL-m izu einer

gesteigerten H6-Konzentratiorvon 230%und 140% (Abbildung33).
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Abbildung33: Einfluss des Formoterol und Pertusgixinsowie deren Kombinatioauf die IL6-Regulationbei
Gesunden.Dargestellt sind die prozentualen Verédnderungen, die durch Stimulation bzw. Inhibition der
Fibroblasten mit Formoterol, Pertus3iexin sowie deren Kombination, im Vergleich zu einer unstiteuibzw.
DMSGKontrolle (10®9, auftraten.b-ARAgonist,PT:D h-lIRhibitor. *=p<0,05. n(FLN)=5

5 S NJ-Iribibithr hatte unter Normoxie eine antiinflammatorische;6dhemmende Wirkung
(50%) (Abbildung33). Bei Simulation einer Entziindung unter Normoxie duren lL & dzNR S
diese RegulationaksIL-6 jedoch aufgehobenApbildung33). Durch Sauerstoffmangelurde
RAS 2 A NJ diyhibitorR i@ die Gefekrichtung umgeschaltet und es kam mit und ohne
IL-m I zu einer steigernden, proinflammatorischen Wirkugfpbildung33). Unter Hypoxie
wurde die IL-6-Konzentrationd SA L y KA 6 A&uf évh PO0RGesteig@thwhhrend sie
unter Hypoxiet+ IL-m jauf etwa 143%gesteigert wurdgAbbildung33).

Beim Betrachten der Wirkung des Formoterol und des Pertdssis fiel aul3erdem auf,
dass deren Kmbination unter keiner der getesteten Bedingungen zu einer signifikanten
Regulation dsIL-6 fuhrte (Abbildung33). Durch Kombinatiomler beiden Reagenziemurden
demnach etwaige Regulationen des-6lL welche die Reagenzien einzeln bewirkten,

aufgehoben Abbildung33).
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Auch beim Betrachten des Formoterol kombiniert mit den Giibitoren konnte
beobachtet werdendass sich die Signalwege, die durch die Rezga reguliert wurden,

gegenseitig in ihrer Wirkung adfe Regulation des 16 beeinflusster{Abbildung34).
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Abbildung34 Einfluss des Fmoterol, der GR#nhibitoren sowie deren Kombination auf diestRegulationbei
Gesunden.Dargestellt sind die prozentualen Verdnderungen, die durch Stimulation bzw. Inhibition der
Fibroblasten mit Formoterol, den GRHKibitoren sowie deren Kombinationim Vergleich zu einer
DMSGKontrolle (10®49, auftraten. Form: b-ARAgonist, CMPD: GRK2#shibitor, CCG: GRK2IBhibitor.
*=p<0,05. n(FLN)=5.

Der GRK2/89nhibitor bewirkte unter keiner der untersuchten Bedingungen eine signifikante
Regulation des 16 undder durch ihn regulierte Signalweghmauch keinen Einfluss auf die
Regulation des it R dzNX K-ARAgSnysten i Abbildung 34). Im Gegensatz dazu
0SSAYTfdzaaldSy &AO0OK RA-BARAgoistehluidaéTGRE2IBHROkE R dzND |
reguliert wurden, gegenseitig in ihrer Wirkung auf die Regulation dé¢Abbildung34). Die

unter Normoxie gesteigert&onzentrationdes 16 durch den GRK2/Bhibitor wurde bei

zusatzlicher Stimulation mit Formoterol aufgehobekbkildung 34). Unter Hypoxie und
Hypoxiet+IL-m i dagegen wrde die steigernde Wirkung des Formoterol auf die
IL-6-KonzentrationR dzZNJOK RA S Y 2 YARAggrisierh raitydenR 8K2/3Inhibitor

aufgehoben Abbildung34).
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Vergleich RAPatienten und Gesunde

Beim Vergleich der RPatienten mit den Gesundenwar auffallig dass unter Normoxie

deutlich mehr signifikante Unterschiede in der Regulation désdétektiert werden konnten

als unter den anderen getesteten Bedingung@bbildung 35 bis Abbildung 38). Durch

Simulation einer Entziindung mit-li 2 RSNk dzy R | 8L EAS 0S6ANJ (S
einziges Reagenz eine signifikant unterschiedliche Regulation dgszWischen den
RAPatienten uml den GesunderAbbildung36 bis Abbildung38).

Unter Normoxie wurde H6 bei denRAPatienten und Gesunden durch den Aktivator
der Adenylatzyklase allein und in Kombination mit dem -Rftdbitor sowie da
iI-AR! 32y A&a0GSy 1 2 Yo A yimiBithdiund YRbrinotei®ISz2dsaniinem mit den
GRHKInhibitoren unterschiedlich reguliertApbildung35). Wahrend bei den RRatienten
jeweils eine (hochsignifikante Steigerung der-&Konzentration beobachtet werden konnte
war bei den Gesunden duradfieselben Reagenzien kein signifikanter Unterschied in der
Regulation des 18, verglichen mit der unstimulierten Kontrolle, detektierbabpildung35).
Besonders stdr ausgepragt war der Unterschied zwischen den Gesunden usitaR&nten
in der IL6-Regulation beispielsweise bei Stimulation der Adenylatzykkaiskildung35). Der
Median der RAPatienten lag bei ca. 43®, wohingegen er bei den Gesunden lediglich bei
etwa 120% lag Abbildung35).
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Abbildung35: Unterscliedliche Regulation des-8.bei Gesunden und Fatienten unter Normoxidargestellt

sind die prozentualen Veranderungen, die durch Stimulation bzw. Inhibition der Fibroblasten mit verschiedenen
Reagenzien, im Vergleich zu einer unstimulierten bzw. Dik¢B@olle (100%), auftraten. Grin: Gesunde, rot:

RA. NKH: Adenylatzyklad&tivator, Form: b-ARAgonist, t ¢ Y -Inbibitér, H89: PK#nhibitor, CMPD:
GRK2/3nhibitor, CCG: GRK2Bhibitor. *=p<0,05, **=p<0,001. n(FLN)=5, n(RA)¥21
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Unter HypoxieF NKNIIS RAS |1 SYYdzyd RSa DhA 06SA DSadzyR!
der IL-6-Konzentration(200%), wahrend bei den RfRatienten keine Regulation detektiert
werden konnte Abbildung36). Die I-:6-Konzentrationder beiden Gruppen unterschied sich

hochsignifikant Abbildung36).
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Abbildung36: Unterschiedliche Regulation des6llbei Gesunden und HAatienten unter Hypoxidargestellt
sind die prozentualen Veréanderungen, die durch Inhibition der Fibroblasten mit Pefssisim Vergleich zu
einer unstimulieken Kontrolle (10084, auftraten. Grin: Gesunde, rot: RRT: Gi-Inhibitor. *=p<0,05,
**=p<0,001. n(FLN)=5, n(RA)=11.

Unter Normoxie+ IL-m iwar der GRK2/nhibitor das einzige Reagenz, das dieFR#ienten
und die Gesunden signifikant unterschiedliclyukerte, obwohl & jeweils keine signifikante

Regulation des 16 verglichen mit der unstimulierten Kontrolle bewirkigbbildung37).
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Abbildung37: Unterschiedliche Regulation des6llbei Gesunden und HRatienten unterNormoxie+ IL-16.
Dargestellt sind die prozentualen Veranderungen, die durch Inhibition der Fibroblasten mit CMPD, im Vergleich
zu einer DMS®ontrolle (1004, auftraten. Grin: Gesunde, rot: RBMPD: GRK2/mhibitor. *=p<0,05.
n(FLN)=5, n(RA)=12.

Unter Hypoxie+ IL-m i konnte der einzige signifikante Unterschied in der Regulaticlldé
zwischen den RA I G ASYy (iSy dzy R RSy BRAgdastBrSheobaRideNID K R

werden. Wahrend er die {&-Konzentration bei den Gesunden auf 140 steigerte,
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unterschied sich die 16-Konzentration im Uberstand der RRatienten nach der Stimulation

mit Formoterol nicht von jener der unstimulierten Kontrolkbpildung38).
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Abbildung 38: Unterschiedliche Regulation des6llbei Gesunden und FRatienten unterHypoxiet IL-16.
Dargestellt sind die prozentualen Veranderungen, die durch Stimulation der Fibroblasten mit Formoterol, im
Vergleich zu einer DMSControlle (100%), auftraten. Griin: Gesunde, rot: RA. FofimARAgonist *=p<0,05.
n(FLN)=5, n(RA)=12.

Beim Vergleich derdgulationendes IL6 zwischen den RRatienten und den Gesunden unter
Hypoxie+ IL-m iwurde auRerdemein wichtiger Unterschiedeutlich. In Abbidung27 wurde
gezeigt, @ss bei den RRatienten die meisten Regulationsmechanismen des-@Lbei
Hypoxie+ IL-m iabgeschaltewurden. Fir die Gesunden konnte dagegen gezeigt werden, dass
unter dieser Bedingung die meisten signifikanten Regulationen auftradbildung 31).
Wahrend die Simulation desntziindlichen Gewebes im hypoxischen Kniegelenk bei den
RAt F GASYGSy |fta2 SAYS Yd BPAIE Keghinderte Isdiiienh did 2 vy
Regulation dieser Pfade bei Gesunden erst unter dieser Bedingung richtig eingeschaltet zu
werden (Vergleicibbidung27 und Abbildung31).

3.6.2Die Regulation des Osteoprotegerins in Fibroblasten
Osteoprotegerin spielt eine entscheidende Rolle in der Pathogenese dériRZ120) Bei
RAPatienten konnte sowohl eine erhthte Expression des Osteoprotegerins als auch ein
erhdhtes Serumlevel im Vergleich zu gesunden Kontrollen nachgewiesen w@rt@nim
Zusammenspiel mit RANKL ist Osteoprotegerin an der Regulatiokndehenbildung und
Knochenresorptiorbeteiligt (120) Osteoprotegerin hemmt die Bildung von Osteoklasten und
damit die Knochenerosiofi18).
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RAPatienten

Bei der Messung des Osteoprotegerientsprachen die unstimulierten Kontrollen der
RAPatienten unter Normoxie einer Konzentration V681 pg/ml und unter Hypoxie war sie

nur minimal auf570pg/ml gesteigert Unter Normoxie+ IL-m i betrug die Konzentration des
Osteoprotegerins 3.557 pgml und unterHypoxie+ IL-m 12.389pg/ml. Diese Daten sind in den
folgenden Abbildungen nicht dargestellt.

Beim Betrachten der einzelnen Stimulanzien konnte eine deutliche Abhangdgkeit
Wirkung desNKH477 von den getesteten Bedingungen erkannt werd@bbildung39). Die
Aktivierung der Adenylatzyklase fihrte unter Normoxie bei denPB#enten zueiner
enormen Steigerung (58%) der OsteoprotegeriKonzentration(Abbildung39). Auch unter
Hypoxie und NormoxietIl-mi konnte eine signifikante  Steigerung der
OsteoprotegerirKonzentrationdetektiert werden, wenn auch deutlich geringer als unter
Normoxie (31®obzw. 170%) (Abbildung39). Unter Hypoxie mit zusatzlicher Stimulation der
ZellendurchMmi  RF 3S3Sy 4 dzZNR S -KBnkeBtratoedirh StigNBtionSdarS NR& y
Adenylatzyklase auf unter 28 gehemmt Abbildung39). Die cAMPNirkung hatte unter
Hypoxie+IL-m i im Gegensatz zu den anderen getesteten Bedingungen, eine
proinflammatorische, knochenschadigende,  Osteoprotegggmmende  Wirkung
(Abbildung39). Ein ahnliches Bild konnte zuvor bei der Messung délanzentration bei

RAPatienten nach Stimulation der Adenylatzyklas@lildung28 beobachtet werden.

Stim ulatioﬂ?*m it NKH 477
* %

1000 - _ *
* 3k

8

500

OsteoprotegerinKonzentration
[% der Kortrolle]

=

RS
&
Qé ’5“; "'\'—‘Q
$ &
Abbildung 39: Regulation de Osteoprotegerin durch NKH477 bei RAPatienten. Dargestellt sind die
prozentualen Veranderungen, die durch Stimulation der FibroblasterNK¥##477, im Vergleich zu einer
unstimulierten Kontrolle (10%), auftraten. NKH: Adenylatzyklagdtivator. *=p<0,05, **=p<0,001. n(RA)}Z3.
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AulRerdemwar bei derRegulation des Osteoprotegerins bei denPaienten aufidllig, dass
RAS I'10ABASNHzy3I RSNJ ! RSyetl a1 &1t ARSonisty RSNES
(Abbildung40).
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Abbildung40: Regulation deOsteoprotegerisdurchNKH477und Formoterol bei RRatienten Dargestellt sind

die prozentualen Veranderungen, die durch Stimulation bzw. Inhibition der Fibroblasten mit verschiedenen
Reagenzie, im Vergleich zu einer unstimulieten bzw. DM&@trolle (1004, auftraten. NKH:
Adenylatzyklasé\ktivator, Formp-ARAgonist. *=p<@5, **=p<0,001. n(RA)=83.

Unter Normoxie und Hypoxiekonnte jeweils eine hochsignifikante Steigerung der
OsteoprotegerifKonzentration R dzNO K -RR8\gonisten und den Aktivator der
Adenylatzyklase  beobachtet werden Albildung 40). Die Steigerung de
OsteoprotegeriAKonzentation war durch Formoterol jedoch signifikant geringer als durch
NKH477 (265% und 575% bzw. 185% und 310%) (Abbildung40). Unter Normoxie+ IL-m |
dagegen war die t8igerung der OsteoprotegeriKonzentration durch NKH477 und
Formoterolnicht signifikant unterschiedlich (1B5und 215%) (Abbildung40).

Unter Hypoxie+IL-m i regulierten der Aktivator der Adenylatzyklase und der
i -ARAgonistdas Osteoprotegerin in gegensatzliche Richtungémkildung40). Wahrend
NKH477 bei RAPatienten eie Hemmung auf etwa 7@ bewirke, steigerte Formoterol die

Konzentrationdes Osteoprotegerins auf 2680 (Abbildung40).
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Eine weitere wichtige Beobachtung war, dassi den RAPatienten unter allen
getesteten Bedingungedurch die Stimulation derFibroblastenmit H89 eine verminderte
OsteoprotegeriAKonzentrationvon 40% bis 6®%6 detektiert werden konnte Deshalb war
davon auszugehen, dass die PKA an Kegulationdes Oseoprotegerirs beteiligt war
(Abbildung4l).
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Abbildung 41: Regulation de Osteoprotegeria durch NKH477 und H89 sowie deren Kombination bei
RAPatienten. Dargestellt sind die prozentualen Veradnderungen, die durch Stimulation bzw. Inhibition der
Fibroblasten mit verschiedenen Reagenzien, im Vergleich zu einer unstimulierten Kontréfy @iftraten.

NKH Adenylatzyklaséktivator, H89PKAInhibitor. *=p<0,05, **=p<0,001. n(RA)-18.

Bei RAPatienten wurde die cAMBedingte Steigerung des Osteoprotegerins durch die
Aktivierung der Adenylatzyklase bei gleichzeitiger Hemmung der PKA unter Normoxie,
Hypoxie und Normoxie+IL-m i deutlich abgeschwacht Apbildung 41). Unter allen
Bedingungen kam es zu eineasignifikanten Unterschied zwischen der alleinigen Stimulation
der Acenylatzyklase und der Kombination mit détKAlnhibitor (Abbildung41). Das spricht
dafur, dass die PKuxter diesen Bedingungesim steigernden Effekt dekdenylatzyklase auf
die OsteoprotegerirKonzentratiorbeteiligt war.

Bei Kombination des Aktivators der Adenylatzyklase mit d@dAInhibitor unter
Hypoxie mit zusatzlicher Stimulation der Zellen miviL & A NJPEAMhibRoS dkr
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NKH477-Wirkung nicht mehr entgegen, sondern verstarkte dies@bbildung 41). Die
Aktivierung der Adenylatzyklase verminderiég Konzentrationdes Osteoprotegers auf
etwa 70% die Hemmug der PKAauf etwa 60% (Abbildung41). Bei der Kombination der
beiden Reagenzien wurde nur noch etwa %Qer OsteoprotegerirFKonzentrationder
unstimulierten Kontrokkn detektiert, was sich signifikant von der Stimulation der
Adenylatzyklase allein unterschiefibbildung4l).

Der Einflussdes durch derPKAInhibitor regulierten Signalwess auf die Wirkung der
aktivierten Adenylatzyklasauf Osteoprotegerinvariierte starkunter den verschiedenen
Bedingungen Abbildung 41). Wahrend sich die Osteoprotegerifonzentration durch
NKH477 allein und in Kombination mit H89 unter Normoxie um #®&nterschied, waren es
unter HypoxietIL-m i Y dzIS0 %y/¢bisidungal).

Beim Betrachten der RRatienten fiel auflerdem aufdass der durch den
i -ARAgonistenregulierte Signalwe@ seiner Wirkung auf Osteoprotegerin nicht signifikant

@2y RS Y-InRistérsbé&mflusstwurde (Abbildung4?).
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Abbildung42: Regulation de Osteoprotegerisdurch Formoterol und Pertussi®xin sowie deren Kombination

bei RAPatienten.Dargestellt sind die prozentualen Veranderungen, die durch Stimulation bzw. Inhibition der
Fibroblasten mit verschiedenen Reagenzien, im Vergleich zu einer unstimulierten bzwKoMSI: (100%),
auftraten. Form:b-ARAgonist, PT&" i-Inhibitor. *=p<0,05, **=p<0,001. n(RA)=83.
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Formoterol bewirkte bei den RAPatienten unter allen Bedingungen eine signifikante
Steigerung der Osteoprotegerionzentration(Abbildung42). Der D h-Ikhibitor hemmte
unter jeder der getesteten Bedingung die Osteoprotegétonzentration(Abbildung4?2). Bei
Kombination der beiden Reagenzien konnten signifikante Unterschiede zu der Wirkung des
PertussisToxin allein festgestellt werden, nicht aber zu der Wirkung des Formoterol allein
(Abbildung420 ® 5A Sa& 1 SA Pfaciy didkReguiatioRdeNOsdprotegerins tiber
R S y¥ARikeine entscheidende Rolle spielte.

Wie auch fur andere getesteteroteine gezeigt wurde, hatten die GRKs auch auf die

Regulation de Osteoprotegeris einigenEinfluss Abbildung43).
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Abbildung43: Reguhtion des Osteoprotegerisdurch Fornoterol, GRKInhibitoren sowie deren Kombination bei
RAPatienten. Dargestellt sind die prozentualen Veranderungen, die durch Stimulation bzw. Inhibition der
Fibroblasten mit FormoteroGRKInhibitoren, sowie dene Kombination, im Vergleich zu einer DM&@ntrolle
(100%), auftraten.Form:b-ARAgonist CMPDGRK2/3nhibitor, CCGGRK2/8nhibitor. *=p<0,05, **=p<0,001.
n(RA)=8L3.

Der  GRK2/3nhibitor und der GRK2Mnhibitor  allein steigerten die
OsteoprotegerirKonzentrationnur unter Normoxie(175% und 15%%6) Normoxie+IL-M |
(155% und 18Q®%0) und Hypoxie+IL-m i (250% und 25%%) signifikant Abbildung43). Bei

Sauerstoffmangel war durch diteemmung der GRKeine Stabilisierung der Rezeptorwirkung
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maoglich, dementsprechend auch keine gesteig&tmzentrationdes Osteoprotegerin®ies
wurde duch Simulation einergesteigerten Entziindung durch i i 0SK20 &y dzyR
Steigerung deOsteoprotegerirKonzentrationfiel untere Hypoxiet IL-m i sogar starker aus
als unter Normoxi@ind Normoxie+ IL.-m i (Abbildung43).

. SA 1 2YOAYASNISNI { GAYdzZ I-ARAgoyistenR BndJ dee St f Sy
GRKInhibitoren traten keine signifikanten Unterschiede zur alleinigen Stimulation der Zellen
mit Formoterol auf Abbildungd3) @ 5 A S 2 AARMgdnysEralR Ssieoprotegerinvar
demnach unabhéangigonden Signalwegen, die durch die GIRKibitoren reguliert wurden

Beim Vergleich der Regulation désteoprotegeris mit der Regulation der anderen
Zytokine war auffallig dass es das einzige Protein war, bei dem unter allen getesteten
Bedingungen starke Regulationen durch die Stimulanzien und Inhibitoren auftraten. Die
reguierenden Effekte der Reagenzien auf Osteoprotegerin wurden weder durch

vermindertenSauerstoffgehalboch durch zusatzliche Stimulation mitmML I dZF3SK206Sy @

Gesunde

Bei den Gesunden betrug die Osteoprotegéfmnzentrationder unstimulierten Kontrollen
unter Normoxie 5.297pgml und unter Hypoxie, kaum erhoht5.426pg/ml. Unter
Normoxie+ IL-m iwurde 8.581 pg/ml und unterHypoxie+ IL-m 15.991 pg/ml Osteoprotegerin
in den unstimulierten Kontrollemletektiert. DieseDatensindin den folgenden Abbildungen
nichtdargestellt

Von den getesteten Reagenzien bewirkten bei den Gesunden nur sehr wenige eine
signifikante Regulation de@steoprotegeris, unter HypoxierIL-mi 1 S A y(ABikyhdy A 3 S &
44). Wahrend bei den RRatientendash & 0 S 2 LINR (i S 3 S N ydzy R4 FPEAdeA R dzNJO|
reguliert wurde, galt dies nicht fur die Gesundefblbildung39, Abbildung42 und Abbildung
44).

Bei cenjenigen Reagenzien, die Osteoprotegerin bei Gesunden regulierten, war auffallig
dasssie alle eine hemmende Wirkung hatten, die zu einer verminde@mzentrationdes
Osteoprotegeris fihrten und damit den schitzenden Effekt auf die Knochen reduzierten
(Abbildung44).
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Abbildung44: Abhangigkeit der OsteoprotegeriRegulationbei Gesunden von-Ilb und dem Sauerstoffgehalt

der Luft.Dargestellt sind die prozentualen Veranderungen, die durch Stimulation bzw. Inhibition der Fibroblasten
mit verschiedenen Reagenzien, im Vergleich zu einer unstimulierten bzw.-iKivi8alle (1004, auftraten.

NKH: AdeylatzyklaseAktivator, Form: b-ARAgonist PT: D h-Ikhibitor, H89: PKAInhibitor, CMPD:
GRK2/3nhibitor, CCGGRK2/SInhibitor. *=p<0,05n(FLN)=%.

Unter Normoxie war der Aktivator der Adenylatzyklase das einzige Reagenz, das eine
signifikante Hemmunder OsteoprotegerifKonzentration bewirkte (7%0) Abbildung4d4und
Abbildung45). Auch unter Hypoxie hemmte er die Osteoprotegdfionzentration signifikant

(60%), wamend er durch Simulation einer Entziindung mitmlL a4 SA Yy S 2 A NJ dzy
Osteoprotegerin verlorAbbildung45b).
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Abbildung45: Regulation des €eoprotegerins durch NK&¥7 und H89 sowie deren Kombination bei Gesunden.
Dargestellt sind die prozentualen Veranderungen, die durch Stimulation bzw. Inhibition der Fibroblasten mit
NKH477, H89 sowie derdkombination im Vergleich zu einer unstimulierten Kontrolle (3)Q auftraten. NKH:
Adenylatzyklaséktivator, H89: PK#ahibitor. *=p<0,05. n(FLN)=5.

Die Hemmung der PKA hatte allein keinen signifikanten Einfluss auf die Regulation des
Osteoprotegerins Abbildung 45). Durch die Kombinatio des PKAnhibitors mit dem
Aktivator der Adenylatzyklase konnten jedoch Regulationen detektiert werden, die sich von
denen der Reagenzien einzeln unterschied@bbildung45). Unter Normoxie wurde die
hemmende Wirkung des NK&7 durch Hemmung der PKA aufgehob&bhildunga5). Unter
Hypoxie und NormoxielL-mi R | BoSrie8yfch die Kombination der Reagenzien eine
negative Regulationdes Osteoprotegerins beobachtet werden, die ssignifikantvon der
Wirkung des H89 allein unterschie@®5% und 7®%6) (Abbildung45). Unter Hypoxie- IL-m |
verloren beide Reagenzien, allein und in Kombination, ihre Wirleuhglie Regulationdes
OsteoprotegerinsAbbildung45b).

SAY +#SNHf SAOK RSNJ 2 ANJ dzy 3 RS a-ARApanistéhl G 2 NE
wurde deutlich, dass sie unterschiedlichen Esdllauf die OsteoprotegerRegulation bei

Gesunden hattenAbbildung46).
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Abbildung46: Regulation deOsteoprotegerindurchNKH477und Formoterol bei Gesundddargestellt sind die
prozentualen Verdnderungen, die durch Stimulation bzw. Inhibition der Fibroblasten mit verschiedenen

Reagenzien, im Vergleich zu einer
AdenylatyklaseAktivator, Formb-ARAgonist. *=p<@®5. n(FLN)=5.

unstimulierten bzw. DiK&®@olle (1004, auftraten. NKH:

Wahrend der Aktivator der Adenylatzyklase bei den Gesunden unter Normoxie und Hypoxie

eine Hemmung der Osteoprotegefifonzentrationbewirkte (75% und 60%), hatte der

i -ARAgonist unter keiner er getesteten Bedingungen signifikante Effekte aufRigulation

des Osteoprotegerinskonnte also keine cAMRbedingte Hemmung des Osteoprotegerins

bewirken (Abbildung 46). Dennoch war die Regulation des Osteoprotegerins durch den

1T 0AGF 02N RSNJ

unterschiedlich Abbildung46).

5 S NARAgonist bewirkte nur unter NormoxiellL-m i

eine signifikante Regulation des OsteoprotegeriAblildung47). Die beiden Reagenzien

12Y0A YA SNhibitaf A {

I RS yARAgotisted hur lurited Nodndxe siBnSikant |

hatten einzelnjeweils unter keiner der untersuchten Bedingungen einen signifikanten Einfluss

auf die OsteoprotegeriiRegulation Abbildung44). Auch in Kombination regulierten sie

Osteoprotegerin unter keiner anderen Bedingung als unter NormoeKievi ~ 6 S A

Hemmung der Osteoprotegeridonzentration auf 906 der unstimulierten Kontrolle

detektiert werden konnte Abbildung44 und Abbildung4?).
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Abbildung47: Regulation des Osteoprotegesi durch Formoterol, Pertusdisxin und deren Kombination bei
Gesundemunter Normoxiet IL-1b. Dargestellt sind die prozentualen Veranderungen, die durch Stimulation bzw.
Inhibition der Fibroblasten mit Formoterol, PertusBiin sowie deren Kombination, im Vergleich zu einer
unstimulierten bzw. DMS®ontrolle (100%), auftraten. Form: b-ARAgonist, PT: @-Inhibitor. *=p<0,05.
n(FLN)=5.
Vergleich RAPatienten und Gesunde
Beim Vergleich der Regulation des Osteoprotegerins bei ddpaiénten und den Gesunden
konntenviele signifikante Unterschiede unter allen Bedingundetektiert werden mehr als
bei den anderen untersuchten Proteinen

Unter Normoxie waren alle Regulationen des Osteoprotegerins bei dePaRénten
und den Gesundesignifikant unterschiedlighr dzi SNJ 6 SA RSNJ [t f SAYyA3ISy
durch Pertussidoxin Abbildung48). 5 S NJ-Irhibitbr war das einzige Reagenz, das unter
keiner der getesteten Bedingungen eine signifikant unterschiedliche Regulation des

Osteoprotegerins bei den RRatienten und den Gesunden bewirkte.
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Abbildungd8: Unterschiedliche Regulation des Osteoprotegerins bei Gesundé&tARatienten unter Normoxie.
Dargestellt sind die prozentualen Veranderungen, die durch Stimulation bzw. Inhibition der Fibroblasten mit
verschiedenen Reagenzien, im Vergleich zu einer unstimulierten bzw-Kiigalle (1004, auftraten. Grin:
Gesunde, rot: RA. NKH: Adenylatzyklakgvator, Form:b-ARAgonist,t ¢ Y -Inbibitar, H89: PKAnhibitor,
CMPD: GRK2/hibitor, CCG: GRK2Bhibitor. *=p<0,05, **=p<0,001. n(FLN}54n(RA)=9.

Am starksten war der Unterschied in der Regulation des Osteoprotegerins zwischen den
RAPatienten und den Gesunden unter Normoxie durch den Aktivator der Adenylatzyklase
(Abbildungd8). Wahrend NKHK77 dieKonzentratiordes Osteoprotegerins bei den Gesunden
auf 75% hemmte, steigerte es dkonzentratiorbei den RAPatienten auf 5786 @Abbildung

48).

Unter Hypoxie wurde das Osteoprotegerin signifikamterschiedlich bei den
RAPatienten und den Gesunden durch den Aktivator der Adenylatzyklase, den
I-AR! 32 Yy A & 0 S yinhibitét &gmbirieft it Formoterol und den PKAhibitor allein
und zusammen MiNKHA477reguliert Abbildung49).
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Abbildung49: Unterschiedliche Regulation des Osteoprotegerins bei Gesunden tatiBAten unter Hypoxie.
Dargestellt sind die prozentualen Veranderungdie durch Stimulation bzw. Inhibition der Fibroblasten mit
verschiedenen Reagenzien, im Vergleich zu einer unstimulierten bzw-Kdn8alle (1004, auftraten. Grin:
Gesunde, rot: RA. NKH: Adenylatzyklakgvator, Form:b-ARAgonist,t ¢ Y -Inbibitdr, H89: PKAnhibitor.
*=p<0,05, **=p<0,001. n(FLN)=5, n(RA)}221

Wie zuvor unter Normoxie bewirkte auch unter Hypoder Aktivator der Adenylatzyklase
den grol3ten Unterschied in der Regulation des Osteoprotegerins bdtaénten und
Gesunden Abbildung 49). Auch unter dieser Ringung wurde dieKonzentrationdes
Osteoprotegerinsdurch NKH{77 bei den Gesunden gehemm&0@6) und bei den
RAPatienten gesteigert310%) Abbildung49).

Unter Normoxie+IL-m i wurde Osteoprotegerin durch alle getesteten Reagenzien
signifikant unterschiedlich bei den Fatienten und den Gesundeeguliert, auRer durch den
D h-IRhibitor, den PKAnhibitor zusammen mit dem Aktivator der Adenylatzyklase und der
Kombination des GRK2[5y K A 6 A i 2 MRAGdnistenRARLNIUNGS50).
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Abbildung 50: Unterschiedliche Regulation des Osteoprotegerins bei Gesunden wiRhtiBdten unter
Normoxie+ IL-1b. Dargestellt sind die prozentualen Veranderungen, die durch Stimulation bzw. Inhibition der
Fibroblasten mit verschiedenen Reagenzien, im Vergleich zu einer unstimulierten bzwKos(z (1004,
auftraten. Griin: Gesunde, rot: RA. NKH: Adenylatzyidatigator, Formb-ARAgonist,t ¢ Y -Inbibitér, H89:
PKAInhibitor, CMPD: GRK2I8hibitor, CCG: GRK2Bhibitor. *=p<0,05, **=p<0,001. n(FLN)=5, n(RA)£32

Hochsignifikant unterschiedlich war beispielsweise die Regulation des Osteoprotegerins unter
Normoxie+Il-mi R dzNIOARAdgodsfen Abbildung50). Wahrend bei den Gesunden
keine signifikante Regulation detektiert werden konnte bewirkte er bei defP&#kenen eine
gesteigerteKonzentrationdes Osteoprotegerins auf 225 Abbildung50).

Auch unter Hypoxie+IL-m | wurde Osteoprotegerin durch die meisten getesteten
Reagenzien bei den Hratienten signifikant unterschiedlichu den Gesunden reguliert
(Abbildung510 @ b S0 SAR! BEYABGSY |t SAYy dzyR -ldhifitorY2 YO A Y
bewirkten auflerdem der PKWahibitor allein und kombiniert mit dem Aktivator der
Adenylatzyklase sowie d6RK2-L Y KA 6 A U2 NJ A Y Y 2ARAdonfstea un@dér YA G F
GRK2/8nhibitor allein und zusammen mit Formoterol eine signifikant unterschiedliche

Regulation des Osteoprotegerin bei den-R#tienten und den GesundeAlgbildung51).
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Abbildung 51: Unterschiedliche Regulation des Osteoprotegerins bei Gesunden uPR@tiBAen unter
Hypoxiet IL-1b. Dargestellt sind die prozentualen Veranderungen, die durch Stimulation bzw. Inhibition der
Fibroblasten mit verschiedenen Reagenzien, im Vergleich zu einer unstimulierten bzwKensit: (1004,
auftraten. Griin: Gesunde, rot: RA. NKH: Adenylatzyidateator, Formb-ARAgonist,t ¢ Y -InBibitér, H89:
PKAInhibitor, CMPD: GRK2I8hibitor, CCG: GRK2Bhibitor. *=p<0,05, **=p<0,001. n(FLN)=5, n(R&)£3.

Unter HypoxierlIbmi  dzy § SNAOKA SR &aAOK RAS wS3dzZ FGAz2Y
RAPaienten und den Gesunden am starksten durch kombinierte Stimulation der Fibroblasten
YA O RSLYy KDAhoM (0 2 NIJ-ARAGdisteR $bbildung 51). Wahrend die beiden
Reayenzien bei den Gesunden eine vermindekenzentrationdes Osteoprotegerins von
80% bewirkten, steigerten sie die Osteoprotegeiinonzentrationbei den RAPatienten auf
320% @bbildungs1).

Obwohl bei den Gesunden kaum signifikante Regulationen des Osteoprotederai
die Behandlung der Zellen mit den getesteten Reagenzien auftraten, waren diese meist
gegensatzlich zu den Rdationen, die durch dieselben Reagenzien bei derfP&#enten
auftraten Abbildung52).
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Abbildung52: Gegensatzliche Regulationsd@steoprotegerirs bei Gesunden und RZatienten.Dargestellt sind
die prozentualen Veranderungen, die durch Stimulation bzw. Inhibition der FibroblastéK it 7, H89, sowie
deren Kombination, im Vergleich zu einer unstimuliefbew. DMS&ontrolle (100%), auftraten. Griin: Gesunde,
rot: RA. NKH: Adenylatzyklag&tivator, H89: PKAInhibitor. *=p<0,05, **=p<0,001, 8=p<0,1. n(FLN)=5,
n(RA)=913.

Eine gegensatzliche Regulation des Osteoprotegdra Gesunden und RRatienten war
beispielsweise durch digtimulation der Adenylatzyklase detektierq@bbildung52). Unter
Normoxie bewirkte NKH477 bei den RAPatienten eine Steigerung der
OsteoprotegerirKonzentrationauf eéwa 575% und hemmte sie bei den Gesunden auf ca.
75% (Abbildung52). Ahnliches konnte auch unter Hypoxie bei alleiniger Stimulation der
Adenylatzyklase beobachtet werd (310% bzw. 65%) oder bei Kombination mit dem
PKAInhibitor (170%bzw. 70%) (Abbildung52).

3.6.3Die Regulation des RPAIn Fibroblasten

PALL ist von entscheidendeBedeutung bei der Regulation des fibrinolytischen Systems,
indem es die biologische Aktivitdt des UrokinasePlasminogenaktivater und des
Gewebeplasminogenaktivatekontrolliert und dadurch die Umwandlung des Plasminogen zu
Plasmin hemmt(121¢124) Obwohl die Hauptaufgabe des PRAlin der Inhibition der
Fibrinolyse liegt istsauch an einer Vielzahl andererozesse &teilig. Unter anderenist PAI1

mit rheumatoider Arthritis, Atherosklerosend Tumorangiogenesassoziier{122;127)
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Die Expression des PAlist im Gewebe der RRatienten erhoht und wird unter
anderem durch lokale proinflammatorische Zytokine beeinfluds26,127) Ein erhdhter
PAI1-Spiegelist mit der Krankhésaktivitat, einer verminderten Fibrinolyse und einem
erhohten kardiovaskularen Risikssoziiert(125,126,128)Neben vielen anderen Zellen sind
auch synoviale Fibroblasten der HRAtienten in der Lage groRe Mengen des-PAdu

produzieren(122)

RAPatienten
Bei der Messung des PAkntsprachen dienstimulierten Kontrollen der RRatienten unter
Normoxie einer Konzentration von 1.2p§ml, unter Hypoxie von 5.00@g/ml. Unter
Normoxie+IL-1 betrug die PAt1-Konzentration2.992pgml und unter Hypoxiet IL-1i
5.073pg/ml. Diese Daten sind in den folgenden Abbildungen nicht dargestellt.

Bei der PAl1-Regulation der RAPatienten war besonders auffallig, dass unter
Normoxie+IL-1i jedes getestete Reagenz eine signifikante Regulation bewitibildung
53).
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Abbildung53: Regulation des PAlbei RAPatienten Dargestellt sind die prozentualen Veranderungen, die durch
Stimulation bzw. Inibition der Fibroblasten mit verschiedenen Reagenzien, im Vergleich zu einer unstimulierten
bzw. DMS&ontrolle (10®%0), auftraten. NKHAdenylatzyklasé\ktivator, Form:b-ARAgonist PT D "-lRhibitor,

H89 PKAInhibitor, CMPDGRK2/3nhibitor, CCGGRK2/8nhibitor. *=p<0,05, **=p<0,001. n(RA)&-13.

Die durch alle getesteten Stimulanzien signifikante RegulagsnPAIL bei RAPatienten war
allerdings nur unteMormoxie+ IL-m i nachweisbar. Wahrend ohne-ii R S dzii f A OK
Reagenzien signifikante Effekte hervorriefen, fiel der Effekt der Stimulanzien und Inhibitoren
unter Hypoxieund Hypoxie+ IL-m inoch geringer aus, bzw. war in den meisten Fallen nicht
mehr signifikant (Abbildung 53). Der verminderte Sauerstoffgehalt hemmte die
Regulationsmdglichkeiten des PAliber die untersuchten Pfade.

Beim Betrachten der Regulation des RAielaul3erdemauf, dass der PKihibitor eine
wichtige Rolle spielte, die stark von der Bedingung abhinéggr der die Zellen stimuliert

wurden @Abbildung54).
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Abbildung 54: Regulation de PAIL durch H89 bei RRatienten. Dargestellt sind & prozentualen
Veréanderungen, die durch Inhibition der Fibroblasten mit H89, im Vergleich zu einer unstimulierten Kontrolle
(100%), auftraten. H89PKAInhibitor. *=p<0,05, **=p<0,001, 8=p<0,1. n(RA)ABL

g "

Ohne die Zugabe voriiLi 0 S ¢ A NJ-ldhBitorrei@e\signifikante bzw. hochsignifikante
Reduzierung der PAFKonzentrationunter Normoxie auf etwa 6% und unter Hypoxie auf
etwa 70% (Abbildung54). UnterHypoxie+ IL-m iverlor H89 seine Wirkung auf PAuNnd es
konnte keine signifikante Regulation mehr detektiert werd@bbildung54). Besonders
auffallig war jedoch, dass unté&ormoxie+IL-m i eine gegensatzliche Regulation auftrat als
unter den Bedingungen ohne-li ¥ RAS Tdz 2SRSNJ I yRSNBy 3ISi(Sa
unterschiedlich warAbbildung54). In diesem Fall wurddie Konzentratiordes PA}L nicht
gehemmt sonderngesteigert(etwa 115%) (Abbildung54).

Beim Vergleich der Regulation des RAdurch Behandlung der Zellen mit dem
PKAInhibitor allein und dessen Kombination mit dem Aktivator der Adenylatzykhzsse
auffallig dass es unter allen getesteten Bedingungensignifikanten Unterschieden kam

(Abbildungs5).
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Abbildung55: Regulation dePAIL durchNKH477, H89 und deren Kombination bei-RAtienten.Dargestellt
sind die prozentualen Veranderungen, die durch Stimulation bzw. Inhibition der FibroblaskétH#it7, H89,
sowie deren Kombination, im Vergleich zu einer unstimulierten Kontrolle %4§10@uftraten. NKH:
Adenylatzyklaséktivator, H89: PK#hibitor. *=p<0,05, **=p<0,001. n(RA)=16.

Verglich man jedocNKH477allein und dessen Kombination mit H89, so unterschied sich die
Regulation in keinem der getesteten Faldbildung55). Der durchH89regulierte Signalweg
beeinflusste die Wirkung desNKH477 auf PAIl demnach nicht. Dass der
Adenylatzyklas@ktivator unter allen Bedingungen, allein sowie in Kombination mit dem
PKAInhibitor, einesignifikante Hemmung des PAbewirkte zeige den starken Einfluss der

Adenylatzyklase aufie Regulation deBA}L bei RAPatienten Abbildung55).
AuRerdem hemmte 8 NJ -IBHibor die PAfl-Konzentration bei den RRatienten

unter allen Bedingungen signifikamifbildung56). Ein funktionierende®h A & LA St 0 S

ebenfallseine grol3e Rolle bei deteigerndenRegulation des PAl.
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Abbildung56: Regulation de PA} durch Pertussi§oxin bei RAatienten.Dargestellt sind die prozentualen
Veranderungen, die durch Inhibition der Fibroblasten mit Pertdssis, im Vergleich zu einer unstimulierten
Kontrolle (10®%), auftraten.PT:D "-IRhibitor. *=p<0,05, **=p<0,001. n(RA)=1B.

Obwohl unter allen Bedingugen eine signifikante Verminderudgr Konzentratiordes PAlL
RdzZNODK RAS LYKAOAGAZ2Y RS& DhA AYyRdzZ ASNI & dzNR S
der Regulation mit und ohne Zugabe vorvlL Abliildung56). Wahrend dieKonzentration
des PA unter Normoxie und Hypoxiehne Im iR dzZND K R&ibyitor pwelsauf knapp
60 %vermindertwurde, reduzierte sich diKonzentratiorbei Zugabe von 4ia iunter beiden
Bedingungen jeweilaur auf etwa 796 desWertes der unstimulierten KontrollgAbbildung
56). Die Simulation einegesteigertenEntziindung durchi-mi GSNXAYRSNIS RSy
PertussisToxirs auf die Regulation des RAlstark(Abbildung56).

Beim detaillierten Betrachten der RegulationsdAtl durch dieGRKInhibitoren bei
den RAPatientenkonnte erneut eine starke Abhangigkeit vom Sauerstoffgehalt der Luft und
der zusétzlichen Stimulatiomit IL-m | beobachtet werden(Abbildung57). Unter Normoxie
und unter Normoxie+IL-m i konnte eine signifikante Regulation des RAHdurch die
GRHKInhibitoren detektiert werden. Wahrend beide GRWibitoren unter Normoxie eine
Steigerung der PAl-Konzentrationbewirkten (190% bzw. 170%), verhielt es sich bei
zusétzlicher Stimulation mitL-m i 3§ 3 S y Abbildung 5V)O Rei Simulation der
gesteigerten Entziindung durch i | dzy G SN b2NXY2EAS 06S6ANJGS
Fibroblasten mit CMPD eine verrderte Konzentrationdes PAIl von etwa 734 CCG
bewirkte eine verminderteKonzentrationvon knapp 906 (Abbildung57). Eine ebenfalls
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gegensatzliche Regulation unteomhoxie undNormoxie+IL-m i konnte zuvor bereits in

Abbildung 54 durch die Stimulation defFibroblastenmit dem PKAnhibitor beobachtet

werden.

PAI-1-Konzentration
[% der Kontrolle]

Abbildung57: Regulation de PA}L durch GRKInhibitoren bei RAPatienten.Dargestellt sind die prozentualen
Veranderungen, die durch Inhibition der Fibroblasten®ftinhibitoren, im Vergleich zu einer DMB©ntrolle
(100%), auftraten. CMPDGRK2/3nhibitor, CCGGRK2/8nhibitor. *=p<0,05, **=p<0,001n(RA)=1-13.

Bei Sauerstoffmangel wurde die Wirkung der &iitibitoren aufgehoben(Abbildung57).
Unter Hypoxie mit und ohne lim i [iER sich keine signifikante Regulationsd®Atl durch
CMPD oder CQtachweisenAbbildung57).

Unter Normoxie konnte aul3erdem eine Abhangigkeit der Wirkungenddech den
i -ARAgonisten und de GRK2/8nhibitor regulierten Signalwegeoneinander festgestellt
werden @Abbildung 58). Wahrend CCG unter Normoxie eine Steigerung der
PAt1-Konzentration bewirkte (170%), kam es weder durch Formoterol noch deren
Kombination zu einer signifikanten Regulation desP@bbildung58). Dennoch unterschied
sich die Regulation @At nach Stimulation deFibroblasteny A i RARAgoriisten und
dem GRK2/8nhibitor zusammen signifikant von d&egulation der jeweiligen Reagenzien
allein Abbildung58).

Der GRK2/3nhibitor bewirkte bei den RfRatienten unter Normoxie zwar ebenfalls, wie
auch der GRK&/Inhibitor, eine gesteigertd&konzentrationdes PAIL (190%),der durch ihn
regulierte Signalwe® SSAY Ff dzaa i S RRAgonkstanbidf BAflJedoRiSricht |
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(Abbildung58). Formoterol allein und zusammen mit CMPD reguliertekdiszentrationdes
PALL nicht signifikant und es konnte auch kein signifikanter Unterschied zwischen der

2 A NJ dzy 2ARAREhEteni allein und in Kombination mit dem GRKibitor detektiert
werden Abbildung58).
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Abbildung 58: Regulation ds PAIL durch GRHhhibitoren sowie deren Kombination mit Formoterol bei
RAPatienten unter Normoxie urfdormoxie+ IL-1h. Dargestellt sind die prozentualen Veranderungen, die durch
Stimulation bzw. Inhibition der Fibroblasten mit Formoterol, -@BiRKitoren, sowie deren Kombination, im
Vergleich zu einer DMSntrolle (1004, auftraten. Form: b-ARAgonist, CMPD: GRK2hibitor, CCG:
GRK2/9nhibitor.*=p<0,05, **=p<0,001. n(RA)613.

Unter Normoxietll-mi | 2 Y Y U S -Patiénten dedbsthtet Werden, dass die Wirkung
des Formoterol von beide®ignalwegen, die durch di@RKinhibitoren reguliert wurden,
unabhéngig warAbbildung58). Die GR¥nhibitoren hemmten dieKonzentrationdes PA}1

unter Normoxie+ IL-m i signifikant (CMPD etwa auf P4 CCG etwa auf knappe 99
(Abbildung580 @ BARAgDnNist senkte di&onzentrationrdesPAH auf etwa 534 Eine fast
identische Henmung konnte auch bei Kombination des Formoterol mit CMPD bzw. CCG
beobachtet werden (jeweils ca. 30, weshallausgeschlossen werden konnte, dass die durch
die GRHKnhibitoren regulierten Signalwege Einfluss auf die Wirkung des Formoterol atif PAI
hatten (Abbildung58).

Bei vermindertem Sauerstoffgehalt mit und ohnemMlL. ¢ dzZNRS RA S wiS 3 dz |
a262 Kt RdzARDgoniskS §ls auch die GRtibitoren und deren Kombination
abgeschaltet, sodass keine signifikanten Unterschiede zur unstimulierten Kontiteie
Abhéangigkeiten derwvon den Reagenzierregulierten Signalwegeoneinander detektiert

werden konnten Abbildung53).
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Gesunde
Bei den Gesunden entsprachen die unstimulierten Kontrollen unter Normoxie einer
PA}1-Konzentration von5.194pg/ml, unter Hypoxie5.270pg/ml, unter Normoxie+ IL-m |
10.988pg/ml und unterHypoxie+IL-m i 10.626 pg/ml. Diese Daten sind in den Abbildungen
nicht dargestellt.

Eine wichtige Beobachtung bei den Gesunden war, dags IL RAS wS3dA | GA2Y

durch die getesteten Stimulanzien stark einschrar{Riebildung59).
Normoxie Hypoxie
180 180 -
160 160
140 * 140

*
120 * % k 120 * *

T

F @@@H : E@%@égé 1 E

PAK1-Korzertration
[% der Kontrolle]
*
7]
Hillt
|
1
PAl-1-Koreertration
[% der Kontralle]
*

60 4

20 20 q

& & T P & 8 z & £ 2 S & O 4
FLH£eFHEFLLSTS F £ EFELE S
g § °3 g Y A g
< 8 & & &
Normoxie + IL-1B Hypoxie + IL-1B

180 - 180 -
160 160

140 4 140

gy teeb bl

60 4 60 4

P Al-1-Korzertration
[% der Kontrolle]
PAl-1-Korzertration
[% der Kortralle]

40 4 40 4

20 20 4

r & & & o & 0 & o = r & A & 5 2 & & @ =

grqo«qqﬁé”gcgo«@,g g F T FEEEFLFEL S
& TF S g .

& &

Abbildung59: Regulation des PAl bei GesunderDargestellt sind die prozentualen Veranderungen, die durch
Stimulation bzw. Inhibition der Fibroblasten mitaghiedenen Reagenzien, im Vergleich zu einer unstimulierten
bzw. DMS&ontrolle (10®%), auftraten. NKHAdenylatzyklasé\ktivator, Form:b-ARAgonist PT:D h-IRhibitor,

H89 PKAInhibitor, CMPDGRK2/3nhibitor, CCGGRK2/8nhibitor. *=p<0,05, **=p<0,001. n(FLN)=5.

Unter Normoxie+ IL-m ibewirkte lediglich deAdenylatzyklasé\ktivatorNKH477und dessen
Kombination mitH89 eine signifikant vermindert&Konzentrationdes PAIL (jeweils 35%)
(Abbildungb9). Unter Hypoxie+ IL-m iwar NKH477die einzige Stimulanz, die eine signifikante
Regulatiordes PAl bewirkte (55%) (Abbildung59).
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Da der Aktivator der Adenylatzyklase als einziges Reagenz unter allen Bedingungen eine
signifikante Regulation des PAlbewirkte stellte er, wie zuvor auch bei den fRAtienten
beobachtet Abbildung53), einen wichtiga Regulator des PAl dar @Abbildung59).

Unter keiner der untersuchten Bedingungen traine signifikant unterschiedliche
Regulation des PAl durch NKH77 allein oder in Kombination mit H89 auf, weshalb davon
auszugehenwar, dass die hemmende Wirkung der aktivierten Adenylatzyklase auf die
PA}1-Konzentrationunabhangig von der Aktivitated PKAwar (Abbildung 60). Dass die
Wirkung der aktivierten Adenylatzyklasauf PAI1 nicht von dem Signalweg beeinflusst
wurde, der durchden PKAInhibitor reguliert wude, konnte zuvor ebenfalls bei den

RAPatienten beobachtet werderApbildung5s5).
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Abbildung60: Regulation dePA} durchNKH477, H89 und deren Kombination bei Gesundeargestellt sind
die prozentualen Veranderungen, die durch Stimulation bzw. Inhibition der FibroblasteéKit 7, H89, sowie
deren Kombination, im Vergleich zu einer unstimulierten Kontrolle Y300 auftraten. NKH:
Adenylatzyklaséktivator, H89: PKAnhibitor. *=p<0,05, **=p<0,001. n(FLN)=5.

''viSNI b2NXY2EAS 0 SARINDAYShA (3 216t28n0hibitdR@GMIIIETENI Dh A
Kombination eine signifikante Hemmung der RAdonzentration(Abbildung61). Durch die
Kombination der Reagenzien wurde die Wirkung des Formoterol signifikant verstarkt

(Abbildung61).
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Abbildung61: Regulation dePA}L durch Formoterol und Pertussi®xin sowie deren Kombination bei Gesunden.
Dargestellt sind die prozentualen Veranderungen, die durch Stimulation bzw. Inhibition der Fibroblasten mit
Formoterol, Pertussioxin, sowie dereKombination, im Vergleich zu einer unstimulierten bzw. Di8Qrolle
(100%), auftraten.Form:b-ARAgonst, PT:G'i-Inhibitor. *=p<0,05, §=p<0,1. n(FLN)=5.

Unter Hypoxiebewirkten die Reagenzien einzeln keine signifikante Regulation ded PAI
(Abbildung 61). Doch auch unter dieser Bedingung wurde durch die Kombination des
i-AR! 32y A &l Sy -Innbifor eR&signifikante Hemmung des RAbewirkt, die sich
signifikant vom Effekt des Formatd allein unterschied Abbildung 61). Unter
Normoxie+ IL-m ikonnte man den Effekt der Behandlung der Zeeh &  RARAgonisten,
RS Y -IbHibkor und deren Kombirtion nur als Trend detektiergnwéhrend unter
Hypoxiet+ IL-m | keine signifikante Wirkung mehr nachweisbamar (Abbildung 61). Die
Simulation einer Entziindung durchliL  2/&h8 Mioxie verhindertelemnachdie Wirkung
RS &RI 32y A a i Sy -IrduifitBrsaidf §ie PAReghlation bei deGesundenwenn sie
einzeln auf die Zellen gegeben wurdéxbbildung61). Die Wirkung bei Kombination der
beiden Reagenzien konnte nur durchMll F dzZF3SK20Sy 6SNRSyYy> 06Saz2:
starksten entziindlichen Situation dellypoxie+ IL-m i (Abbildung61).

Bei den Gesundenoknte unter NormoxieauRerdembeobachtetwerden, dass die
2 A NJ dzy FARRgbrasteniauf PAIL durch die von den GRKdhibitoren regulierten

Signalwegdeenflusst wurde Abbildung62).
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Abbildung62: Regulation de PA}L durchFormoterol, GRKInhibitoren sowie deren Kombination leesunden

unter Normoxie Dargestellt sind die prozentualen Verdnderungen, die durch Stimulation bzw. Inhibition der
Fibroblasten mit Formoterol, GRihibitoren, sowie deren Kombination, im Vergleich zu einer DKt8$®olle
(100%), auftraten.Form:b-ARAgonist, CMPD: GRK2ighibitor, CCG: GRK2¥IBhibitor. *=p<0,05. n(FLN)=5.

2 N K NB y RARRgmiEL unter Normoxie di&onzentrationdes PAIL bei den Gesunden
signifikant auf etwa 886 verminderte, steigerte der GRK2IBhibitor die Konzentration
signifikant auf knapp 11% (Abbildung62). Bei Kombination der beiden Substanzen hoben
sich die Wirkungen auf und es war keine signifikante Regulatidm detektierbar Abbildung
62). Obwohl CCG bden Gesunden allein keinen signifikanten Einfluss auflPrdtte, war
auch durch Hemmung der GRK2/5 die Aufhebung ddsektEf des Formoterol bei
kombinierter Gabe detektierbarApbildung62).

Entgegen dieser Beobachtung, dass unter Normoxie loddurch diegGRKInhibitoren
regulierten Signalweg€&influss auf die RegulationsleAlm R dzNJOARAGOSisfen hatten
konnte bei den RARatienten lediglich eine Abhangigkeit zwiscliem durch Formoterol und
CCG regulierten Signalwegeetektiert werden Abbildung58).

Der Einfluss dedurch dieGRKInhibitorenregulierten Signalwegauf die Wirkung des
I -ARAgonisten bei Gesundéonnte jedoch nur unter Normoxie beobachtet werden, unter
den drei anderen Bedingungen, die jeweils durch Hypoxie oder/umdilL SA Yy S 9y i1 Ny
simulierten, bewirkten wederdS NJARAgonist, noch die GRHKnhibitoren oder deren

Kombination eine signifikae Regulation des PAI (Abbildung59).
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Vergleich RAPatienten und Gesunde

Unter Normoxie unterschied sich die Regulation der-RKbnzentrationzwischen den
RAPatSy 1 Sy dzy R RSy DSadzyRSY ydzNJ 6 SA Ankibitor dzt I ( A 2
12 Y0 AYASNIARAGdniStenRi& enibeiden GRihibitoren @bbildung63).
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Abbildung63: Unterschiedliche Regulation des RAlei Gesunden und Fatienten unter Normoxi@argestellt

sind die prozentualen Veréanderungen, die durch Stimulation bzw. Inhibition der Fibroblasten mit verschiedenen
Reagenien, im Vergleich zu einer DM8Ontrolle (1039, auftraten. Grin: Gesunde, rot. RRorm:
b-ARAgonist, PT: @-Inhibitor, CMPD: GRK2IBhibitor, CCG: GRK2Bhibitor.*=p<0,05. n(FLN)=5, n(RA)=11.

Besonders stark ausgepragt war der Unterschied inRigulation des PAl unter Normoxie
durch den GRK2{hhibitor (Abbildung63). Bei den Gesunden wurde die PAKonzentration
auf 110% gesteigert, bei den RPatienten auf 1906 @Abbildung63).

P YGSNI I @LI2EAS 6 dzNRhigitoryuodNien PEANAD Kor KerBbjhierD h A
mit dem Aktivator der Adenylatzyklase signifikante Unterschied zwischen dePalénten
und den Gesunden detektierAbbildung64).
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Abbildung64: Unterschiedliche Regulation des RAjei Gesunden und HFatienten unter Hypoxidargestellt

sind die prozentualen Veréanderungen, die durch Stimulation bzw. Inhibition der Fibroblasten mit verschiedenen
Reagenzien, im Vergleich zu einer unstimuliekemtrolle (10049, auftraten. Griin: Gesunde, rot: RA. NKH:
Adenylatzyklas¢ | G A @ ( 2iibitort H8Y: PKahibitor. *=p<0,05, **=p<0,001. n(FLN)=5, n(RA)£21

2 NKNEB y R -lihibited b8 dén Gesunden unter Hypoxie keine Regulation desl PAI
bewirkte, hemmte er dig&Konzentratiorbei den RAPatienten auf 6@% Abbildung64).

Die Kombination des PKAhibitors mit dem Aktivator der Adenylatzyklase bewirkte
sowohl bei den Gesunden als auch bei derFRRfienten eine signifikante Verminderung der
PAL1-Konzentration(Abbildung64). Bei den RARatienten war die Hemmung jedocim etwa
30% starker ausgepraghbbildung64).

Unter Normoxie fiihrte die Simulation der Entzindung durcmIL 1T dz RSy Y SA:
signifikanten Unterschieden in der Redida des PA}1 zwischen den RRatienten und den
Gesunden im Vergleich zu den anderen getesteten Bedinguddenldung63 bis Abbildung
660 @ ! 0 ASASHYKAGAYI 2D A £ £ SA Yy dugAgonistBnsawleydenS NI Y
GRK2/9nhibitor allein fuhrten alle anderen getesteten Reagenzien zu einer signifikant

unterschiedlichen &gulation ded?Atl bei RAPatienten und GesundeAbbildung65).
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Abbildung65: Unterschiedliche Regulation des RAbei Gesunden und FRatienten unterNormoxiet+ IL-1b.
Dargestellt sind die prozentualen Veranderungen, die durch Stimulation bzw. Inhibition der Fibroblasten mit
verschiedenen Reagenzien, im Vergleich zu einer unstimulierten bzw-Kiigalle (1004, auftraten. Grin:
Gesunde, rot: RA. NKH: Adenylatzyklaktvator, Form: b-ARAgonist, H89: PKAnhibitor, CMPD:
GRK2/3nhibitor, CCG: GRK2/Bhibitor. *=p<0,05, **=p<0,001. n(FLN)=5, n(RA)£32

Hochsignifikant waren die Unterschiede zwischen derlPRégulation bei eén Gesunden und
den RAPatienten beispielsweise bei Stimulation der Zellen mit dem GRIKB&iBitor und
dem GRK2/2 Y KA 0 A G 2 NJ T dza JARAj&igten aBbifdun§eS) YWahrend CMPD
keine Regulation des RAlbei den Gesunden bewirkte, senkte es id@nzentrationbei den
RAPatienten auf etwa 7% @bbildung65). Die Kombination debeiden Stimulanzien fuhrte
zu einem Unterschied der R&Konzentratiorzwischerden Gesunden undenRAPatienten
von etwa 55% @bbildung65).

Unter Hypoxie dagegen reduzierteMi RAS AA3IYATFAL LY OGSy | yiaSNHn
RAPatienten und den Gesunden. Der GRK2f3bitor war das einzige Reagenz, das zwar
keine signifikant urdrschiedliche Regulation des PAIim Vergleich zur unstimulierten
Kontrolle, jedoch signifikant unterschiedliche Regulation zwischen ddpaénten und den

Gesunden bewirkteAbbildung66).
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Abbildung66; Unterschiedliche Regulation des RAbei Gesunden und FRatienten unter HypoxieIL-1b.
Dargestellt sind die prozentualen Veranderungen, die durch Stimulation bzw. Inhibition der Fibroblasten mit
verschiedenen Reagenzien, im Vergleich zu einer ER&@olle (100%), auftraten. Griun: Gesunde, rot: RA.
CMPD: GRK2/®hibitor. *=p<0,05. n(FLN}, n(RA)=12.

3.6.4DieRegulatiordesCCL2n Fibroblasten

CCLZ2gehort zur Familie der GChemokine(129) Es ist inverschiedene immuologische
Ereignisse wibeispielsweisd&ntziindungewerwickelt und auf3erdem ein wichtiger Faktor in
der Pathogenese der RA2%;132). Es konnte gezeigt werden, dake CCLZKonzentrationen
im Synovialgewebe, der Synovialflissigkeit und auch im Serum eeatirten im Vergleich
zu Gesunden und auch anderen arthritischen Erkrankungen ediod{129,131,132)CCL2
ist unter anderem flrOsteoklastengenese, Angiogenese msowlie Rekrutierung von
Monozyten, Leukozyten und Makrophagen an den Ort der Verletzung zustgri2gl 31)
Obwohl CCL2 tendenziell eher mit der Krankheitsprogression assoziikanstes auch eine
schitzende Rolle bei entziindlichen Erkrankungen Uberneh{hg@) CCL2 kanxon einer
Vielzahl von Zellen produziert werden, wie Dbeispielsweisaononukledren Blutzellen,
Endothelzellen, glatten Muskelzellen, Fibroblasten, Epithelzellen und Tumorzel(lird2h

Bei RA wird es im Gelenk jedoch hauptséachlich von Makrophagen prodda2jyt

RAPatienten

Bei der Messung der CGK2nzentrationen in den Uberstanden der unstimulierten Kontrollen
ergabsich bei den R&Ratienten unter Normoxieein Gehalt vor389pgml, unter Hypoxie
332pg/ml, unter Normoxie+ IL-m 18.392 pg/ml und unterHypoxie+ IL.-m i4.741pg/ml. Diese

Datensindin den Abbildungen nicht dargestellit.
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Bei der Regulation des CCL2 bei Bé#Patienten konnte eine gegensétzliche Regulation

durch NKH77 und Formoterol detektiert werdemie man eigentlich nicht erwarten wiirde

(Abbildung67).
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Abbildung 67: Regulation de CCL2durch NKH477 und Formoterol bei RRatienten. Dargestellt sind die
prozentualen Veranderungen, die durch Stimulation der FibroblasteNK#tid77 und Formoterglim Vergleich
Zu einer unstimigrten bzw. DMS@&ontrolle (10049, auftraten. NKH:Adenylatzyklasé\ktivator, Form:

b-ARAgonist *=p<0,05, **=p<0,001. n(FLN)=5, n(RA)29
Die Stimulation der Adenylatzyklase bewirkts den RAPatientenunter jeder der getesteten
Bedingungen eine varinderte CCLXonzentrationm Vergleich zur unstimulierten Kontrolle
(zwischen 8%6 und 20%) (Abbildung 67). Der i -ARAgonist dagegen steigerte die
CCLZXKonzentrationunter Normoxie (1699 und Hypoxie (158, verlor jedoch seine
Wirkung beiSimulation einergesteigertenEntziindung durclzusatzliche Stimulation der
Fibroblastermit IL.-m i (Abbildung67).
SA RS NJ 2 A NdRAggristen RfiBlén auRerdem Unterschiede in der

SSAY Tt dza aol NJ S AldhibivdebglliertenRSRypalwelZaf, aBhtingig vom de

untersuchten Bedingunghpbildung68).
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Abbildung68: Regulation de CCL2 durch Formoterol, PertusBixin und deren Kombination bei-Ratienten.
Dargestellt sind die prozentualen Veranderungen, die durch Stimulation bzw. Inhibition der Fibroblasten mit
Formoterol, PertussiSoxin und deren Kombination, im Vergleich zu einer unstimulierten bzw. -BibigMlle
(100%), auftraten.Form:b-ARAgonist,PT: Gi-Inhibitor. *=p<0,05, **=p<0,001. n(RA)=12.

Unter Normoxie und unter Hypoxie unterschied sich slieigernde, proinflammatorische

2 AN) dzyBRIRB2ay Na G Sy It SAY dzy R-Inkilytor MightgignKikamt G A 2 y
(Abbildung68). Erst bei zusatzlicher Stimulation der Zellen miu ilbeeinflusste dedurch

den D h-lRhibitor regulierte Signalwe@® A S 2 A NJ-ARAJnisReBasf CCLZAbbildung

68 und Abbildung69). Wahrend Formoterol allein jeweils keine signifitalVirkung auf die
CCLZXKonzentratiorhatte, wurde digKonzentratiordes CCL2 bei Kombination des Formoterol

mit PertussisToxin signifikant gehemmApbildung69).
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Abbildung69: Regulation des CCL2 durch Formoterol, Pertligsis und deren Kombination bei-Ratienten
unter NormoxietIL-16 und Hypoxie+IL-1b. Dargestellt sind die prozentualen Verédnderungen, die durch
Stimulation bzw. Inhibition der Fibroblasten mit Formoterol, Perttasiin und deren Kombination, im Vergleich
zu einer unstimulierten bzw. DM$®@ntrolle (10®%), auftratenForm:b-ARAgonist,PT: Gi-Inhibitor. *=p<0,05.
n(RA)=12.

Die GRKnhibitoren bewirkten unter Normoxie und Hypoxie eigesteigerteKonzentration

des CCL2 bei den fRatienten (jeweils etwa 17 unter Normoxie, CMPD 1% bzw. CCG

160% unter Hypoxie) Abbildung70). Unter den Bedingungn mit IbLmi  KIF G G4Sy &A S
keinen Einfluss auf die CGK@nzentration (Abbildung 70), ahnlich wie es zuvor bei

Formoterol beobachtet werden konntépbbildung67).

120



Ergebnisse

Normoxie Hypoxie
500 - 500 -
*
-
400 A 400 4 T
c
S5 * 2T % *
£ 200 % * . £5 a0 |
5 h S g E % 2
g a * % * N o
5x . H % *
¥ o X g
& T 200 N 200 4
o o=
3] )
w-———e == 100 - [E—
*
-
e .
0 T T T T T 0 T T T T T
Fom CMPD CMPD+Form CCG CCG+Form Fom CMPD CMPD+Fom CCG CCG+Fom
Normoxie + IL-1p Hypoxie +IL-1
500 4 500 -
400 4 400 -
5. 5.
£330 £73 3001
£ b=
Be g
5 E 200 & E 200
o o 4
*
100 ,,,,*,,*,,&,*,,*,,, 100 ,,,,+,, ** _:E ***** ******
»
0 ! . . . . 0 . . . . .
Form CMPD  CMPD+Form  CCG CCG+Form Form CMPD  CMPD+Form  CCG CCG+Fom

Abbildung70: Regulation deCCLbei RAPatientendurchFormoterol, GRKInhibitoren und deren Kombinatian
Dargestellt sind die prozentualen Veranderungen, die durch Stimulation bzw. Inhibition der Fibroblasten mit
Formoterol GRKInhibitoren, sowie dene Kombination, im Vergleich zuiner DMS@&Kontrolle (100%), auftraten.
Form:b-ARAgonist CMPDGRK2/3nhibitor, CCGGRK2/58Inhibitor. *=p<0,05, **=p<0,001. n(RA)=11B.

Unter Normoxie+ IL-m i konnte ein signifikanter Unterschied zwischen der Stimulation der
Fibroblasten Y A R-@RAgonisten allein und dessen Kombination mit dem

GRK2/8Inhibitor detektiert werden(Abbildung70 und Abbildung71).
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Abbildung71 Regulation des CCL2 bei-R&tienten durch Formoterol, GR¥ibitoren undderen Kombination
unter Normoxiet IL-1b. Dargestellt sind die prozentualen Veranderungen, die durch Stimulation bzw. Inhibition
der Fibroblasten mit Formoterol, GRHibitoren, sowie deren Kombination, im Vergleich zu einer
DMSGKontrolle (10®%), auftaten. Form: b-ARAgonist CMPD:GRK2/3nhibitor, CCG:GRK2/8nhibitor.

*=p<0,05. N(RAYEL-12.
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Obwohl die beiden Reagenzien einzeln kdRegulation des CCL2 bewirkten, hemmten sie in
Kombination die Konzentration des CCLZsignifikant (Abbildung 71). Der durch den
GRK2/8Inhibitor regulierte Signalweg SSA Yy Ff dzaaGS RS Y y-ARAgonigeh S 2 A NJ
auf CCLdei RAPatienten unterNormoxie+ IL-m i Bei allen anderen Vergleichen zwischen
den Stimulanzierergaben sich keinsignifikantenUnterschiedg/Abbildung70).

Eine weitere Auffalligkeit lag in der RegulatiessdCCL2 durch den RKdibitor allein
und in Kombination mit dem Aktivator der Adenylatzykléskbildung72).
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Abbildung72: Regulation ésCCL2 durcNKH477, H89 und deren Kombination bei-Ratienten Dargestellt sind
die prozentualen Veranderungen, die durch Stimulation bzw. Inhibition der FibroblastéK it 7, H89, sowie
deren Kombination, im Vergleich zu einaunstimulierten Kontrolle (10%), auftraten. NKH:
Adenylatzyklaséktivator, H89: PK#nhibitor. *=p<0,05, **=p<0,001. n(RA)23.

Zunéachst fiel auf, dass der PKibitor alleinunter Normoxie und Hypoxie eine signifikante
Hemmung der CCH2onzentratiorbewirkte (40%und 60%) (Abbildung72). Bei zusatzlicher
Stimulation der Zellen mit ai ¢ dzZNRS RSNJ 9FFS1 0 dzy i SNJ b2 NY
umgeschaltet, es kam zuner Steigerung der CGKdnzentrationdurchH89 (Abbildung72).
Unter Hypoxie+ IL-m iwurde die Wirkung des PKAhibitors aufgehobenAbbildung72).

AuRRerdem wurde festgestelltlass es nur unter Normoxie umty/poxiet+ IL-m izu einer

signifikant unterschiedlichen Regulation des CCL2 durch den Aktivator der Adenylatzyklase
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allein undin Kombination mit dem PKihibitor kam Abbildung72). Hierbei wurde die
Wirkung desNKH477 unter Normoxie verstarkt (58 auf 30%) und unterHypoxie+ IL-m |
abgeschwécht (3@auf 50%) (Abbildung72). Unter den anderen beiden Bedingungen wurde
kein Unterschied zwischeater Regulation des CCL2 duMKHA477allein oderkombiniertmit
H89 detektiert Abbildung72).

Gesunde

Bei den Gesunden fielen die Konzentrationen des CCL2 bei den unstimulierten Kontrollen
deutlich hoher as als bei den RA&Ratienten Sie entsprachen unter Normoxie630pg/ml,

unter Hypoxiel.152pg/ml, unter Normoxie+ IL-m i 8.140pg/ml und unter Hypoxie+ IL-m i
7.884pg/ml. Diese Daten sind in den Abbildungen nicht dargestellt.

Bei den Gesunden wurd€CL2 kaum von den getesteten Reagenzien reguliert
(Abbildung 73). Lediglich derD h-Ikhibitor und der Inhibitor der PKA bewirkten eine
signifikante Hemmung des CCI(25% und 80%) und dies auch nur unter Normoxie
(Abbildung73).

Unter den anderen getesteten Bedingungen konnte keine signifikante Regulation des

CCL2 detektiert werdem\pbildung73).
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Abbildung73: Abhéangigkeit der CCIRegulation bei Gesunden vonrlh und dem Sauerstoffgehalt der Lulft.
Dargestellt sind die prozentualen Veranderungen, die durch Stimulation bzw. Inhibition der Fibroblasten mit
verschiedenen Reagenzien, im Vergleich zu einer unstimulierten bzw -Kivigalle (1004, auftraten. NKH:
AdenylatzyklaseAktivator, Form:b-ARAgonist PT:D h-IRhibitor, H89 PKAInhibitor, CMPDGRK2/3nhibitor,
CCGGRK2/8nhibitor. *=p<0,05. n(FLN$-5.

Vergleich RAPatienten und Gesunde
Beim Vergleich der Wirkung der Reagenzien auf di®&#nten und die Gesunden fiel auf,
dass die meisten signifikanten Unterschiede in der Regulation des CCL2 unter Normoxie
auftraten (Abbildung74 bis Abbildung76).

Unter Normoxie war CCLR dzZNOK | £ £ S wS I 3 S-hhibktd® Yei derlzi S NJ
RAPatenten und den Gesundesignifikantunterschiedlichreguliert Abbildung74). Selbes

konnte zuvor bei Osteoprotegerin beobachtet werdébildung48).
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Abbildung74: Unterschiedliche Regulation des CCL2 bei Gesunden tiPatiBiten unter Normoxidargestellt
sind die prozentualen Veranderungen, die dustimulation bzw. Inhibition der Fibroblasten mit verschiedenen

Reagenzien, im Vergleich zu einer unstimulierten bzw. DiK¢&B@olle (100%), auftraten. Grun: Gesunde, rot:

RA. NKH: Adenylatzyklagé&tivator, Form: b-ARAgonist, t ¢ Y -Inbibitér, H89: PK#nhibitor, CMPD:
GRK2/3nhibitor, CCG: GRK2¥Bhibitor. *=p<0,05, **=p<0,001. n(FLM)5, n(RA)=112.

Durch Simulation einer Entziindung durckmlL

signifikante Unterschiede in der Regulatidas CCL2 zwischen den-Ratienten und den

2 RS NX dzy R

| 8LIZEAS

G NI G &

Gesunden aufAbbildung74 bis Abbildung76). Dass die signifikanten Unterschiede durch die

simulierte Entzindung vermindert waren konnte zuvor auch be tetektiert werden
(Abbildung35 bis Abbildung38).

Unter Hypoxie wurde CCL2 bei denaienten und den Gesunden durch den Aktivator
RSNJ ! RSyet I G(ARAJoniste S 3R S NiBigddr iand den PKAnhibitor allein
sowie in Kombination mit N#K477 signifikant unterschiedlich regulieAlbildung75). Hierbei

wurde CCL2 bei den Hratienten jeweils (hoch)signifikant reguliert wahrend bei den

Gesunden kein Unterschied zur unstimulierten Kontrolle festgestellt werden konnte

(Abbildung75).
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Abbildung75: Unterschiedliche Regulation dECLDbei Gesunden und R2atienten unteHypoxie Dargestellt

sind die prozentualen Veranderungen, die durch Stimulation bzw. Inhibition der Fibroblasten mit verschiedenen
Reagenzien, im Vergleich zu einer unstimuliekdzw. DMS&Kontrolle (10049, auftraten. Grin: Gesunde, rot:

RA. NKH: Adenylatzykla8é&tivator, Form:b-ARAgonist,t ¢ Y -InBibitdr, H89: PK#nhibitor. *=p<0,05,
**=p<0,001. n(FLN)=5, n(RA)%2.

Unter Hypoxie+IL-m i bewirkte der Aktivator der Adenylatzyklase eine hochsignifikante
Hemmung de CCL2 bei den Ratienten Abbildung76). Diese Regulation unterschisith
hochsignifikabhvon den Gesunden, bei denen kein Unterschied zur unstimulierten Kontrolle
detektiert werden konnte Abbildung76).

5dzNOK {GAYdzZ I GA2Y R SARAgGistenNBdoHerhnduiigSagr PKAA U

unter Hypoxiet+IL-m i unterschied sich die CCKdnzentration zwar nicht von der

P
(0p))

unstimulierten Kontrolle, sie unterschied sich jedoch signifikant zwischen den beiden Gruppen
(Abbildung76).
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Abbildung 76: Unterschiedliche Regulation d&CL2bei Gesunden und RAatienten unterHypoxiet IL-16.
Dargestellt sind die prozentualen Veranderungen, die durch Stimulation bzw. Inhibition der Fibroblasten mit
verschiedenen Reagenzien, im Vergleich zu einer unstimulierten bzw-Kdn8alle (1004, auftraten. Grin:
Gesunde, rot: RA. NKH: Adenylatzyklakgvator, Form: b-ARAgonist H89: PKAnhibitor. *=p<0,05,
**=p<0,001. n(FLNY=5, n(RA)=113.

Unter Normoxie filhrte die Simulation einer Entziindung durcmIL R T dzZ RI & &
signifikanten Unterschiede in der Regulation des Cli&hen den RRatenten und den
Gesundermehr detektierbar waren. Diese Wirkung ist gegensatzlich zu der Regulation des
PALL, bei dem unter dieser Bedingung die meisten signifikanten Unterschiede zwischen den

beiden Gruppen detektiert werden konnteAl§bildung65).

3.7 Potenzielle Regulatoren der untersuchi#alparameter

Durch Literaturrecherche wurden weitere Schlisselpunkte der Signalkaskade gefunden, die
Einfluss afieine D h-A+D h-Umschaltung haben kénnterHierbei wurde der Fokus auf
Proteine gelegt, die das Potenziaben, auf die zuvor untersuchten Parameter Einfluss zu
nehmenund ebenfalls mit Entziindungsreaktionen und/oderRAMAssoziieresind Zusatzlich
wurden die favorisierten Proteine mit den ErgebnissenBg\Microarraysabgeglicherund
diejenigen ausgewabhlt, bei denen eine Regulation detektiert worden Raraufhinwurden
PCREB, pEL/2, pNF_ ,pJud { SN o 0 ¥ LIWdzy oausgeMEhit uncmaysiert. D& 9 . t |
RSNJ bl OKgSAa RSa LOMzgseddziIBicHtyelng twurdeddr BokuS aud
die Bedeutung depCRB, pNF_ .und pErk1/2 gelegt.

Auch flir die potenziellen Regulatoren der Zielparametarrde der Einfluss der
Stimulanzien und Inhibitorerm Detail betrachtet und im Folgenden die Besonderheden

Regulationereinzeln aufgefuhrt.
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3.7.1Die Regulation des pCREB in Fibroblasten
Die CREBraeine gehdren zu den basischen LetdZipperTranskriptionsfaktorerf133,134)

CREB wird wtich eine Vielzahivon physiologischen Reizen aktiviert und ist an der
Transkriptionsregulation in vielen verschiedenen Zelltypen bete(li§B,134) CREBwird

durch Phosphorylierung aktiviert, was tber verschiedene Signalwege induziert werden kann
Neben der Phosphorylierung durch dieAMRabhangige PKA wird es auch von
Ca&*-abhéangigenKinasen, Wachstumsfaktoren, mieRas/ErkSignalwegund stressbedingt
beispielsweise durch Hypoxie aktiviét33;135) Auch im Bezuguf RA spielt CREB eine
grol3e RolleEswird von den FLS, genauso wie von vielen anderen Synovialzellen produziert
und istmit der proinflammatorischen Zytokimnd MMP-Produktionsowieder Proliferation

der FLS assoziig133)

RAPatienten

'y i SNI b 2 NI 2 E A ARADGiStbaildell BRate@aleine Steigerung dpCREB

auf 125% der unstimulierten Kontrolle (Abbildung 77). Bei der Kombination des

I -ARAgonisen mit demD h-IRhibitor kam es zu einer signifikarerminderten Wirkungm

+ SNBt SAOK T dzNJ | f f QRY18% @bbildgng7x) YDz sprichk dafir, dAsS & |
die steigernde Wirkundesstimulierteni -AR auf pCREB durbh viermittelt wurde.
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Abbildung77: Regulation des pCREB durch Formoterol, Perfliegia und deren Kombination bei-RAtienten

unter Normoxie.Dargestellt sind die prozentualen Verdnderungen, die durch Stimulation bzw. Inhibition der
Fibroblasten mit verschiedenen Reagenzien, im Vergleich zu einer unstimulierten bzwKoMSI: (100%6),
auftraten. Form:b-ARAgonist, PT: @-Inhibitor. *=p<Q05, **=p<0,001. n(RA)=B.

Die Kombinationdesi -ARAgonistenmit den GRKInhibitoren dagegen flhrte nicht zu einer

signifikant unterschiedlichesteigerung des pCRHEB Vergleich zur Stimulation desAR

128



Ergebnisse

allein (jeweils ca. 1200 (Abbildung78). Die Wirkung destimulierteni -ARauf pCREB war
demnachunabhangigronder Aktivitat der GRKs.
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Abbildung78: Regulation des pCREB duFdrmoterol, GR#nhibitoren und deren Kombination beidRAtienten

unter Normoxie Dargestellt sind die prozentualen Verdnderungen, die durch Stimulation bzw. Inhibition der
Fibroblasten mit verschiedenen Reagenzien, im Vergleich zu einer-Kon86lle (00%), auftraten.Form:
b-ARAgonist CMPD: GRK2/Bhibitor, CCG: GRK2Bhibitor. *=p<0,05, **=p<0,001. n(RA)=6

Die unter Normoxie beobachteten Regulationen des pCREB wurden jedoch bei zusatzlicher
Stimulation der Zellen mitdui | 6 3 S Aubikling78) SDas einzige Reagenz, das erst

durch die Simulation der gesteigerten Entzindung migiL 'y . SRSdzidzy3 3Ss |
PKAInhibitor. Durch Hemmung der PKA wen unter Normoxiet IL-M | Y dZNI W RO K dn
pCREB im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle detektirb{ldung79).
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Abbildung79: Regulation des pCREB beifienten.Dargestellt sind die prozentualen Verénderungen, die
durch Stimulation bzw. Inhibition der Fibroblasten mit verschiedenen Reagenzien, im Vergleich zu einer
unstimulierten bzw. DMSR®ortrolle (100%), auftraten. NKHAdenylatzyklaséktivator, Form:b-ARAgonist

PT:D h-lIkhibitor, H89 PKAInhibitor, CMPD:GRK2/3nhibitor, CCGGRK2/8nhibitor. *=p<0,05, **=p<0,001.

n(RA)=67.
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Fur 1L6, Osteoprotegerin, CCL2 und pCR&mhte unter Nomoxiebei denRAPatieneneine
(hoch0 AAIYATFALI YyiS { GSA IS NI EobRaubLIEdeREbi®lung G A Y dzf |
80). Man kann daher mit einiger Vorsicht annehmen, dp€REB unter Normoxieei den
RAPatieneneinenstimulierencen Einflusswf I1:6, Osteoprotegerin und CCit2 Kontextder
{ G AYdzZ I G-ARhétte. FD&ser Bffekt wurde in dieser Untersuchung nicht kausal
nachgewiesen, und so bleibt die Aussage spekulativ.

Bei zusétzlicher Stimulation der Zellen mivi Sy § FA St RSNJ 9FFS{ aG |
pPpCREB und CCl&bbildung80). Dadie Konzentrationen deki-6 und Osteoprotegersauch
unter dieser Bedingung signifikagesteigertwurden, war dies wahrscheinlich Uber einen
anderenPfad als das pCREB gescheidibildung80).

Stimulation mit Formoterol unter Normoxie Stimulation mit Formoterol
unter Normoxie
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Abbildung80: Vergleichende Darstellung dRegulationdes IL6, Osteoprotegerin, CCL2 und pCREBgestellt
sind dieprozentuaén Verénderungen, die durch Stimulation der Fibroblasten mit Formoterol, im Vergleich zu
einer DMS&Kontrolle (10®%), auftraten. *=p<0,05, **=p<0,001. n(RA)=.
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Gesunde

Unter der nichtentziindlichen Bedingung dédormoxiekonnte bei den Gesunden keinerlei
signifikante Regulatiordes pCREB durch die getesteten Reagendetektiert werden
(Abbildung81).
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Abbildung81: Regulation des pCREB bei GesunbBangestellt sind die prozentualen Veranderungen, die durch
Stimulation bzw. Inhibition der Fibroblasten mitsehiedenen Reagenzien, im Vergleich zu einer unstimulierten
bzw. DMS&ontrolle (10®%0), auftraten. NKHAdenylatzyklasé\ktivator, Form:b-ARAgonist PT:D h-lRhibitor,

H89 PKAInhibitor, CMPDGRK2/3nhibitor, CCGGRK2/8nhibitor. *=p<0,05. n(FLN)=3.

Erst durch Simulation einer Entzindung mimiL 1 2y yGS SAyS &A3IYAFALL
PCREB detektiert werdedbildung81). Unter NormoxietI-mi K S Y Y (i SInhiRit®rNJ t Y !
pCREB auf 9% der unstimulierten KontrolleApbildung81).

AuRerdem unterschied sich unter Normoxi-mi RA S wS3dzZ  G§ déhy RSaA
I -ARAgonisten allein und kombiniert mit dem GRKMBibitor signifikant Abbildung81).

Vergleich RAPatienten und Gesunde

Signifikante Unterschieden der Regudtion des pCREB durch die getesteten Reagenzien
zwischen den Gesunden und den-Rdtienten traten nur unter Normoxiauf. Signifikant
unterschiedlich war die Regulation des pCREB durch den Aktivator der Adenylatzyklase, den
i -ARAgonisten sowie dieKombination des Pkkhibitors mit dem Aktivator der

Adenylatzyklas€Abbildung82).
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Abbildung 82: Unterschiedliche Regulation dggCREBbei Gesunden und RPatienten unter Normoxie.
Dargestellt sind die prozentualen Veranderungen, die durch Stimulation bzw. Inhibition der Fibroblasten mit
verschiedenen Reagenzien, im Vergleich zu einer unstimulierten bzw-Kiigalle (1004, auftraten.Grin:
Gesunde, rot: RA. NKH: Adenylatzyklakgvator, FormH-ARAgonist,H89: PKAnhibitor. *=p<0,05. n(FLN3=
n(RA)S-7.

Der grof3te Unterschied in der Regulation des pCREB zwischen deatiBfen und den
DSadzy RSy 12yyidS dzy i SARAJoashl detekticdt wetdzhBrdurig Sy i
82). Bei den Gesunden bewirkte Formoterol keine signifikant unterschiedliche Regulation des
pPpCREB im Vergleich zur unstimukertKontrolle Abbildung 82). Bei den RA&atienten
dagegen steigerte der-ARAgonist die Konzentration des pCREB signifikant auf %25
(Abbildung82).

3.7.2DieRegulatiordes pkk1/2 in Fibroblasten
Erk1/2 ist Teil der MARKaskadeund wird durch Phosphorylierung aktivieftLl36) Der
Signalweg Uber Erk1/2 ist bei der Regulation einer VielzahlProzessen beteiligt wie
beispielsweise Zelladhasion, Zellzyklusprogression, Zellmigragomtherleben der Zellen
und Apoptose, Differenzieng, Metabolismus, Proliferation, Transkription und
Entzindungsprozessefi36¢142) Auch bei einer Vielzahl von pathologischen Zustanden
spielt die Signalweiterleitung Uber Erk1l/2 eine grof3e Rolle, wie beispielsweiderddes,
Arthritis, chronischen Entzindungen und Osteoporo€E39,140,143,144) Auch die
Entwicklung einer RA steht im engen Zusammenhang mit dem E8i@ralweq145) Die
erhohte Expression der aktivierten MA&hasen im Synovium sind vor allem mit
Entzindungsprozessen und der Pannusbilduagsoziiert, unter anekem durch die
Beteiligung an der Synthes®n proinflammatorischen Mediatoren und Metalloproteinasen
durch Synovialzelle(l.37,138,141,144)Auch bei der zytokininduzierten HWRExpression,
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als Anpassung an die durch die Entzindung indgzigypoxie, ist der Erk1l{3ignalweg
beteiligt (146)

RAPatienten

Beiden RA I GASY 1Sy FTNKNIS RA Slornoyiekzu @ikedl gegteigertBrS & DN
Erk1/2Aktivitat von etwa 1196 (Abbildung 83). 5 S NAARAgonist hatte bei alleiniger
Stimulation keine regulierende Wirkung auf pErk1Abbildung83). Die Kombination des
Pertussist 2 EA Y Y MRAgdRiStan filhrte zu einer stark inhibierenden Wirkung auf
pErk1/2 (63%) @bbildung83). Die Bedeutung der Hemmung de8iGchlug also unter
b2NXY2EAS NIRA(If Ay RAS DS 33K akhvierkniumde/ FasidaY = 6 S
RAS wS3dzZ I GA2Y RSa LI NJ #RAgoniRezND ¥ ROIFBIbitSr2 Y 6 A y |
jeweils signifikant von der Stimulation der Reagenzien einzeln unterschiectekdavon
ausgegangen werden, dass sich die Signalwege, die durch die beiden Reagenzien reguliert

wurden, in ihrer Wirkung auf pErk1/2 gegenseitig beeinflus$édobildung83).
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Abbildung 83: Regulation des pErk1l/2 bei fRAtienten durch Formoterol, Pertus3isxin und deren
Kombination. Dargestellt sind die prozentualen Veréanderungen, die durch Stimulation bzw. Inhibition der
Fibroblasten mit verschiedenen Reagenzien, im Vergleich zu einer unstimulierten bzwKaMSI: (100%6),
auftraten. Form:b-ARAgonist, PT: @-Inhibitor. *=p<Q05, **=p<0,001. n(RA)=5.

Unter NormoxietI-m i @S NI 2 NBYy C2 N¥BXineMElh ihrdaysRnifikaStéhll dza & A
Einfluss auf pErk1/2Apbildung83). Nur deren Kmbination fluhrte auch bei zusatzlicher
Stimulation derFibroblastenmit ILmi Y2 OK Tdz SAYSNJ aAIYyAFALI YOG
(Abbildung 83). Die Wirkung fiel jedoch geger aus als ohne 4| % yunter
Normoxie+IL-mi  dzydunter plormoxie)Abbildung83).

Unter Normoxie bewirkte der GRK2IBhibitor allein und in Kombination indem

I -ARAgonisten eine Hemmung des pErk{73% und 60%)(Abbildung84). Die Kombination
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der beiden Reagenzien bewirke eine signifikant unterschiedliche Regulation als Formoterol
allein, das keinen Unterschied zur unstimulierten Kontrolle bewirkteb{ldung84).

Unter NormoxietIL-mi @S NI 2 NdnhibSoNalldnvwuivdHrnkKembination mit dem
i -ARAgonisten seine Wirkung auf pErkl/2 und es konnten keine Signifikanzen mehr

detektiert werden @bbildung84).
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Abbildung 84: Regulation des pErk1l/2 bei {RAatienten durch Formoterol, GRihibitoren und deren
Kombinaton. Dargestellt sind die prozentualen Veradnderungen, die durch Stimulation bzw. Inhibition der
Fibroblasten mit verschiedenen Reagenzien, im Vergleich zu einer-Rdfn8aGlle (100%0), auftraten.Form:
b-ARAgonist, CMPD: GRK2i3hibitor, CCG5RK2/8nhibitor.*=p<0,05, **=p<0,001. n(RA)=6

Im Gegensatz zum GRK2fthibitor hatte der GRK2/hhibitor unter Normoxie weder allein

Yy 20K (| 2Y0 A Yy AARNJonisiei ginenksignifikanten Effekt auf pErk1Ablgildung

84). Die Simulation degesteigertenEntziindungdurchIl-mi ¥ ed#oblid&u, dass die
Y2Y0 Ayl (-ARAgoridges @it dem GRK2/hhibitor zu einer signifikanten Hemmung
des pErkl/2 auf 8% fuhrte, obwohl die beiden Reagenzien einzeln, wie unter Normoxie,
keine signifikante Regulation des pErk1/2 bewirkt@bkildung84).

Durch die Simulation eineyestagerten Entziindung mit Hw igewannen noch weitere
Reagenzien an Bedeutung, die unter Norm&eimen signifikanten Einfluss auf die Regulation
des pErk1/2 hattenAbbildung85). Hierzu gehorten der Aktivator der Adenylatzyklase%8s
der PKAhibitor (90%) und deren Kombination (85) Abbildung85). Beim Vergleich der
Reagenzien einzeln und in Kombination konnten keine signifikanten Unterschiede detektiert
werden Abbildung85). Die durch die beiden Reagenzien regulierten Signalwege beeinflussten

sich demnach nicht gegenseitig in ihrer Wirkung auf die Regulation des pErk1/2
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Abbildung85: Regulation des pErk1/2 beifRAtenten durch NKH, H89 und deren Kombinatizergestellt sind

die prozentualen Veranderungen, die durch Stimulation bzw. Inhibition der Fibroblasten mit verschiedenen
Reagenzien, im Vergleich zu einer unstimulierten Kontrolled@p@uftraten. NKH: AdglatzyklaseAktivator,

H89: PKAnhibitor. *=p<0,05. n(RA)=7.
Die gefundenen Regulationen des pErk1/2 konnten in keinen Zusammenhang mit den

Regulationen der getesteten Zytokine gebracht werden.

Gesunde
pErk1/2 wurde bei den Gesunden durch keine gietesteten Reagenziesignifikantreguliert

(Abbildungse).
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Abbildung86: Regulation des pErk1/2 bei Gesundeargestellt sind die prozentualen Veranderungen, die durch
Stimulation bzw. Inhibition der Fibroblasten mit verschiedenen Reagenzien, im Vergleich zu einer unstimulierten
bzw. DMS&ontrolle (1004, auftraten. NKHAdenylatzyklaséktivator, Form:b-ARAgonist PT:D h-IRhibitor,

H89 PKAInhibitor, CMPDGRK2/3nhibitor, CCGGRK2/8Inhibitor. n(FLN)=3.

Vergleich RAPatienten und Gesunde
'yGSNI b2NXY2EAS dzy i SNAE OlidhibBors aliein Ub&in KoSiidatimitT f dza &
R S Y-ARAgonisten signifikant zwischen den Gesunden und defP&ienten Abbildung

87).
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Abbildung 87: Unterschiedliche Regulation dgdrk1l/2 bei Gesunden und RRatienten unter Normoxie.
Dargestellt sind die prozentualen Veranderungen, die durch Stimulation bzw. Inhibition der Fibroblasten mit
verschiedenen Reagenzien, im Vergleich zu einer unstimulierten bzw-Kdngalle (1004, auftraten. Giin:
Gesunde, rot: R&orm:b-ARAgonist, PT: @-Inhibitor. *=p<0,05, **=p<0,001. n(FLIS)=(RA)S8-7.

Wahrerd unter Normoxiebei den Gesundekeine Regulation des pErk1/2 detektiert werden
konnte, steigerteR S NJInbibitér die Konzentration des pErk1/2 bei den-Ratienten auf
115% der unstimulierten Kontrolle und verminderte sie in Kombination mit dem
i -ARAgonisten auf 686 (Abbildung87).

Unter Normoxie+ IL-m i unterschieden sich die Wirkung des PiKAibitors allein und
desGRK2RR. Yy KA 0 A G 2 NE | 2 ARAgohistéNDnifikéit Awiseh&nten Geden
und den RAPatienten Abbildung88).
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Abbildung88: Unterschiedliche Regulation dpErk1/2bei Gesunden und RAatienten unteNormoxiet+ IL-1b.
Dargestellt sind die prozentualen Veranderungen, die durch Stimulation bzw. Inhibition der Fibroblasten mit
verschiedenen Reagenzien, im Vergleich zu einer unstimulierten bzw-iKdi8alle (100, auftraten. Grin:
Gesunde, rot: RAForm:b-ARAgonist, H89: Pkkhibitor, CMPD: GRK2[8hibitor.*=p<0,05. n(FLNB: n(RA)Z.
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Wie auch unter Normoxie konnte bei den Gesunden keine Regulation des pErk1/2 detektiert
werden @bbildung 88). Bei den R#Ratienten dagegenkam es zueiner signifikant
verminderten Konzentration des pErk1/2 durch Stimulation dEibroblastenmit dem
PKAInhibitor (90%) und Kombination des GRK24#hA 6 A G 2 NE& -ARAganistBrS83/) |
(Abbildung8g).

3.7.3DieRegulatiordes pNF_ .in Fibroblasten

NE_. Aad SAy ¢ NI yiEquitidinh XytbpRaghia Fabt hllér ZelEperReSpNmiert
wird (147) B kann durch eine Vielzahton pathogenen Stimuli aktiviert werdenwie
beispielsweisebakterielle Produkte undvirale Proteine, Zytokine, Wachstumsfaktoren,
Strahlung, Ischamie/Reperfusion und oxidatiBtresund ist an einer Vielzakibnzellularen
Vorgangen beteilig{148,149) Unter anderem gehdren dazu Proliferation, Differenzierung
und Uberleben von Zellenowie die Expression von Zytokinen, Chemokinen und
Adhasionsmolekiilen(148,149) NF_ . y AlUver idiese VorgangeEinfluss auf das
Entzindungsgeschehen in den Zellen, sowohl in akuten als auch chronischen Situationen und
ist an der Pathogeneséeler Erkrankingen beteiligt, wie beispielsweise auch @A7¢149)

Hierbei istNF_ . nicht nur fir die Entstehung, sondern auch die Aufrechterhaltung der
Erkrankung entscheider{d47¢149) & induziert Entzindungsmediatoren und unter anderem

die Expression der Matrix-Metalloproteinasen (148,149) Die Aktivierung des

NF_ :Signalweges fiuhrt bei FLS der-Raienten zu Proliferation und Hemmung der
Apoptose, was zur Hyperplagies Synoviums und der Pannusbildung f{i7¢149) Neben

der proinflammatorischen Wirkung kann NF. 2SR20K | dzOK NX3dzf A
Immunantwort Einfluss nehmefi47,149)

RAPatienten

Bei den RAPatienten tratunter Normoxie mit und ohne {la i eine Hemmungdes (NF_ .

durchden PKAInhibitor allein (90% bzw. 80%) und in Kombination mit der Aktivierung der
Adenylatzyklase afB0%bzw. 75%) (Abbildung89). Der Aktivator der Adenylatzyklase allein

bewirkte nur unter Normoxe + IL-m | SAYS AAAYATFALI VUGS FIAS Y Y dzy 3
(Abbildung89). Die Wirkung der Kombination der beiden Reagenzien unterschiegesicbh

unter beiden Bedingungenicht signifikant von der Wirkung des AdenylddaseAktivators

oder dem PKAnhibitor allein Abbildung89).
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0 Hdtienten durciNKH477, H89 und deren Kombinatiddargestellt

sind dieprozentuaén Verénderungen, die durch Stimulation bzw. Inhibition der Fibroblasten mit verschiedenen
Reagenzien, im Vergleich zu einer unstimulierten Kontrolle9gL.08uftraten. NKHAdenylatzyklae-Aktivator,
H89 PKAInhibitor, CMPDGRK2/3nhibitor, CCGGRK2/8Inhibitor. *=p<0,05. n(RAB=7.

AuRerdem wurdeNF_ .sowohl unter Normoxie als auch untslormoxie+ IL-m idurchden

GRK2/3nhibitor allein (80%bzw. 85%) sowieden GRK2/5nhibitor in Kombination mit dem

I -ARAgonisen (75%bzw. 95%) gehemmt(Abbildung90).
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0 SPatientenn durb Formoterol, GRkKhibitoren und deren

Kombination. Dargestellt sind digprozentuaén Veranderungen, die durch Stimulation bzw. Inhibition der
Fibroblasten mit verschiedenen Reagenzien, im Vergleich zu einer-Kdn80alle (1004, auftraten. Form:
b-ARAgonist, CMPD: GRK2#3hibitor, CCG: GRK2iBhibitor. *=p<0,05. n(RAB=7.

Die Kombination des-ARAgonisen mit demGRK2/8nhibitorinduzierte eine Regulationles

PNF_

, die bei den Stimulanzien einzeln eingesetzt nicht detektiert werden konnte

(Abbildung 90). Diese Hemmung waunter Normoxie signifikant unterschiedlich zu der

2 A NJ dzy 3-ARRdsristeni allein Abbildung 90). Die kombinierte Stimulation der

Fibroblastermit demi -ARAgonisen und demGRK2/3nhibitor dagegen hohunter beiden
getesteten Bedingungedie hemmendeWirkung, die CMPD allein hatte, géfbbildung90).

Dies lasst einen Zusammenhang zwischen den Signalwegen zur Regulatiod~dediper

RAS DwYa-AByeRuteSy |
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Bei Simulation einergesteigerten Entziindung durch zusatzliche Stimulation der
Fibroblastermit Ibm i ¢ dXNRR SuRedem durch weitere Reagenzien gehemmt, die ohne
Ibmi  {SAYS aAAYATFALLIYGS 2AN]dzy3 | dzF RWaSe wS 3 dz
bewirkte beispielsweisenur unter Normoxie+ IL-m i eine signifikanteHemmung des NF_ .
(75%) (AbbildungB9). Dasselbegalt fur denD h-IRhibitor, dernur unter Normoxie+ IL-m ieine
Hemmungdes pNF_ .auf 90% der unstimulierten Kontrolle bewirkteApbildung91). Bei
T dzZANGT £ A OKS NI {AR Airdizt die iherémendeRifiing des Pertussifoxin
aufgehoben Abbildung910 ® 5 A S 2 AARRgdzysEnallRiS@rariderte sich durch die

Kombination mit denD h-IRhibitor jedoch nicht sigifikant (Abbildung91).
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Abbildung91: Regulation des pNF . 0 -Bdtienten durch Formoterol, Pertus3isxin und dereKombination.
Dargestellt sind digrozentuaén Veranderungen, die durch Stimulation bzw. Inhibition der Fibroblasten mit
verschiedenen Reagenzien, im Vergleich zu einer unstimulierten bzw-Kdng8ale (1004, auftraten. Form:
b-ARAgonist, PT: @-Inhibitor. *=p<0,05. n(RA)=8.

Obwohl RSNARS 32y A &l  dahRbitoR $téd NDrmdxie weder einzeln noch
kombiniert eine signifikante Regulation desN®-_ . bewirkten, konnte ein signifikanter
Unterschied zwischen der Stimulation nfibrmoterol allein und dessen Kombination mit
PertussisToxindetektiert werden Abbildung91). DA S 2 A NJ| &% auf deRégulation
des pPNF_ . wurde demnach unter Normoxie durch den vom D h-Ikhibitor regulierten
Signalwedeeinflusst.

Genauso wie bei pErk1/2 konnten die gefundenen Regulationen HEs pin keinen

Zusammenhang mit den Regulationen der getesteten Zytokine gebracht werden.
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Gesunde

pNF_ .wurde bei den Gesunden ledigliamter Normoxiedurch die Kombination des
GRK2/8Inhibitors mit demi -ARAgonisen signifikantreguliert @Abbildung92). Hierbei kam
es zu einer Hemmung dedNp_ . auf etwa 80% der unstimulierten Kontrolle die sich
signifikant von der Regulation des pNF R dzZNJO-KRAJRsien allein unterschied
(Abbildung92).
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Abbildung92: Regulation desiF_ .bei GesunderDargestellt sind diprozentuaén Veranderungen, die durch
Stimulation bzw. Inhibition der Fibroblasten mit verschiedenen Reagenzien, im Vergleich zu einer unstimulierten
bzw. DMS&ontrolle (1004, auftraten. NKHAdenylatzyklaséktivator, Form:b-ARAgonist PTD h-IRhibitor,

H89 PKAInhibitor, CMPDGRK2/3nhibitor, CCGGRK2/8Inhibitor. *=p<0,05. n(FLN3=

Bei zusatzlicher Stimulation der Zellen mitli. g NJ { SAY S &AIAYNAEA] I YGS
durch die getesteten Reagenzien mehr detektierl#sk{ildung92).

Vergleich RAPatienten und Gesunde
Obwohl pNF_ . bei den RAPatienten durchviele der getesteten Reagenzierignifikant
reguliert wurdeund dies bei den Gesunden nur bei emBeagenz der Fall war, wurden kaum
signifikante Unterschiede beim Vergleich der Gesunden unB&i&nten detektiert

Der einzige signifikante Unterschied in der Regulation des-pNF 1T 6 A &8 OKSYy
Gesunden und RRafenten trat unter Normoxie+IL-M | bei kombinierter Stimulation der
Fibroblastenmit dem GRK2/&. y KA 6 A (i 2 NJ 1 dza ARAGSigten Yauf Abbil@uSgy” |
93). Wahrend beden Gesunden keine signifikante Regulation despNF RS S1 G A S NI
konnte, waen bei den RAPatientenim Vergleich zur unstimulierten Kontrolle nur 9&des

PNE_ . RS i SAbbIAUEBJID. | NJ
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Abbildung93: Unterschiedliche Regulation dpBlF_ .bei Gesunden und RZatienten unteNormoxie+ IL-1b.
Dargestellt sind die prozentualen Veranderungen, die durch Stimulation bzw. Inhibition der Fibroblasten mit
verschiedenen Reagenzien, im Vergleickeiner DMSOKontrolle (100%), auftraten. Grin: Gesunde, rot: RA.
Form:b-ARAgonist,CCG: GRK24Bhibitor. *=p<0,05. n(FLN}7n(RA)Z.

3.8 Suchenacheinenm fluoreszenzbasierten cAMP Sensor

~

Um eine spezifischere Aussage (iber die Auswirkungen der Signalumsciauylg Dh & | dz D
bzw. der Behandlung der Zellen mit Stimulanzien und Inhibitoren verschiedener
Schlusselpunkte in der Signalkaskade im Bezug auf das Vorhandensein von cAMP zu

untersuchensolltenhierfur fluoreszenzbasierteAMRabhangigeSensorergenutzt werden

3.8.1KCNQ1

Der erste Ansatz fur die Suche nach fluoreszenzbasierten ed&tRern war der Nachweis
von KCNQ1. Der Kaliumkanal widS Aadrénerger Stimulation tblicherweise durch die
cAMRabhangige PKA phosphoryliert, was zu einem vermehrten Kaliumstron(1&5¢153)
Mittels eines FLIPRFluorescenimaging Plate ReadgAssays kann dieser Strom miféel
eines Fluoreszenzfarbstoffes gemessen gedebenenfalls mit verschiedenen Stimulanzien
und Inhibitoren beeinflusst werde(154)

Bei der histologischen Untersuchung konnte der Kaliumkanal KCNQ1 nicht
nachgewiesen werdenApbildung94). Weder bei gefarbtem synovialem Gewebe noch bei
isolierten synovialen Fibroblasten fiel die Farbung positiv abdi([dung94). Aufgrund des
fehlenden Nachweises wurde das Vorgehen zur Messung von cAMP lber KCNQ1 nicht

weiterverfolgt.
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_ S0pm ,S0pm

Abbildung94: Immunhistologische Farbung des KCNExsL.wurde KCNQL1 (griin) sowie der Zellkern (litau)
synovialem Gewebe (A)nd synovialen FibroblasterB) der RAPatienen immunhistologisch gefarbtDer
MaRstabsbalken entspricht §m.

3.8.2Epacabhangigr FREISensor
3.8.2.1Transfektion der synovialen Fibroblasteih ciem Epacabhangign
FREJSensor
Durch die Transfektion ohne einen viralen Vektor war Nachweis des cAMRiittels des
Epacabhéngign FREISensos nicht moglich. Weder mit Lipofectamine 2.000oder
Lipofectamine 3.000, PolyFedilektroporation, FuGene dler X-treme Gene Qelang esn
den synovialen Fibroblasten einen Farbumschizag. eine Verdnderung des FR&Egnalsls
Nachweis fur veranderte cAMRonzentrationerdurch Stimulation der Zellen zu detektieren.
Die Elektropoation mit dem Programm -B23 fur eine hohe Transfektionsrate
Uberlebtendie synovialen Fibroblasten nichdine Analyse der Zellen unter dem Mikroskop
war nicht méglich
Bei den anderernrransfektionsmthoden war jeweils ein ahnliches Bild unter dem
Mikroskop erkennbar.Die synovialen Fibroblastdmatten eine sehr hohe Eigenfluoreszenz
und so wares optisch nicht eindeutig ersichtlictvelche Zelle transfiziert war und welche
nicht. AuRerdem waren digynovialen Fibroblasterdieam ehesterpositiv zu seinchienen,
nicht homogen gefarbt und nuninimal leuchtender als die restlichen Zell@bbildung95).
Bei den HEKZellen dagegen wargeweilseinigeZellendeutlich positiv, was zeigt dass die

Transfektionsmethodebei den HEKZellentechnisch funktionierten.
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EPAC 187

Abbildung 95: Transfizierte synoviale FibroblasteBynoviale Fibroblasteder RAPatienen zeigen eine
schwacheheterogeng-arbung nach Transfektion mit debpacabhangigen FREISensor

Bei dem Versuch die cAMRoduktiondurch Stimulation der Zelleanzuregen und einen
Farbumschlag zdetektieren,waren keine Anderungedes FRESBignaldei den synovialen
Fibroblasten messbar. Weder Forskolin, IsoprenalinNKH477, PertussisToxin
Dibutyryl-cAMP  noch eine Kombination vschiedener Stimulanzierbewirkte einen
FarbumschlagZur Kontrolle wurden auch die transfiziertétEKZellen stimuliert. Bei ihnen
war eine Aktivierung der cAMProduktion nachweisbarDie Ratio CFP/YFP stibgi den
HEKZellen nach der Stimulaticem, und die Zellen farbten sich von tirkis zu dunkelhlaas

die Funktion deSensos anzeigte

3.8.2.2Transduktiorder synovialen Fibroblasten neinemlentiviralen Vektor
Die Transduktion mit dem lentiviralen Vektor warfolgreicher als die nichtviralen
Methoden. Dennoch war der Nachweis des cAlK! den synovialen Fibroblasteauch
hierbei nicht reproduzierbar moéglich. Auch bei der lentiviralen Transduktion war bei den
synovialen Fibroblasten eine sehr hohe Eigenfluoreszenz detektierbar. Nur wenige einzelne
Zdlen warenminimal intensiver leuchtend als die anderen.

Ahnlich wie bei den nichtiralen Transfektionsveushen waren die HkZellen, die als
Kontrolle dienten erfolgreichzu transduzierenEinzelne BkZellen leuchteten deutlich heller
als andere undkonnten als eindeutig positiv identifiziert werdefsuch der durch Stimulation
induzierte Anstieg der cAMRonzentration in den Zellen konnte wie erwartet tUber den
Sensor mit einem Farbumschlag der Zellen und einem Anstieg der Ratio CFP/YFP
nachgewiesen welen.

Bei der Stimulation desynovialen Fibroblastemit Forskolin, IsoprenalifNKH477,

PertussisToxin Dibutyryl-cAMP oder einer Kombination verschiedener Stimulanzien war bei
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den meisten positiv scheinenden Zelleingegerkein Farbumschlagnd keire Anderung des
FRETSignalgletektierbar.

Bei einem einzelnen synovialen Fibroblasten hatte die Detektion des cAMP mittels des
Epaeabhangign FREBensors funktioniertAbbildung96). Durch die Stimulation der Zelle
YAG SAYySY | jadréndder Reddpt®rsSKkonnte ein leichter Anstieg des cAMP
nachgewiesen werderApbildung96). Wahrend das Signal des YFP nachliel3, wurde das Signal
des CFP stéarker, die Ratio CFP/YFP stiggpbaindung96). BeianschlielRender Stimulation der
Zelle mit einem Aktivator der Adenylatzyklase wurde ein deutlich starkerer Anstieg der
cAMRKonzentration detektiert Abbildung96). Mit zunehmender Konzentration des cAMP
farbte sich der synoviale Fibroblast von einem hellen Turkis zu einem dunkleBlaldng
96). Solche Befunde waren aber eine iRdy und somit war an eine systematische

reproduzierbare Untersuchung nicht zu denken.

2,5

Synovialer Fibroblast

=
[0}

Ratio [CFP/YFP]

Negativkontrolle

0,5

Isoprenalin Forskolin

0

0 30 60 90 1p0 150 180 210 240 270 300 330 360 39¢ 420 450 480 510 540 570 600 630 660 690 720 750 780 810 840 870 900 930

Zeit [s]

Abbildung96: Mit einem lentiviralen Vektor transduziertgynoviale FibroblastDargestellt ist die Ratio CFP/YFP
eines synovialerfribroblasteneines RAPatienen ohne Stimulation, nach Zugabe von Isamlin und nach
Stimulationmit Forskolin. Die Bilder des Fibroblasten demonstrieren den Farbumschlag der Zellen, der den Anstieg
derRatio widerspiegelt. Isopnalin Aktivator de-AR, Forskolin: Aktivator der Adenylatzyklase.
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4 Diskussion

4.1 Zellkultur

Schon beim Kultivieren der Fibroblasten wurde deutlich, dass sich die Individualitat der
Patienten auch in dezellkultur widerspiegelteEs gab gro3e Unterschiede im Zellwachstum
und der Morphologie der Zellen unterschiedlicher Patieng&bbildungll). Wéahrend Zellen,
die ausfrisch entnommenem Synovialgewebe isoliert wordearen,schneller wuchsen, gab
es oft Probleme beim Anwachsen und der Vermehrung weggefrorener Zellen.

Beim Vorgang deBinfrierers und Auftauers kann es zZellschaden komme(il55) Es
wird unter anderem did_ebensfahigkeit der Zelldreeinflusstgenauso wiglie Apoptoserate,
die metabolische Aktivitatind dasAdhéasionspotenzigll55,156) Unterschiede beziiglich der
Zellzahl und der Kondition der Zellen vor dem Wegdne durch die Beteiligug
unterschiedicher Mitarbeiter waren moglich Auch eine hoéhere Anzahl an Einfriemd
Auftauzyklen durch vorherige Arbeitenrnte nicht ausgeschlossen werddbie Zeit, die die
Zellen weggefrorerwaren, unterschied sich ebenfalls von Patient zu Patiantd konnte
Eirfluss auf den Zustand der Zellen gehabt haben

Eine weitere Ursachiir die Unterschiedezwischen den verschiedenen Zellag in der
Passage. Wahrend Zellen direkt nach der Isolation (Passage 0) noch teilungsfreudig
erschienen nahm diese Eigenschaft namtinehmender Zellteilung alwie es auch zuvor bei
anderen Arbeiten mit synovialen Fibroblastenon RAPatienen beobachtet worden war
(157) Allgemein gelten synoviale Fibroblasteon RAPatienen als tendenziell langsam
wachsend(157) Auch die Morphologie anderte sich mit zunehmender Passage. Da die
meisten aufgetauten Zellen bereits in Passage 3 oder hdataren, erklart das die
Unterschiede beispielsweise zwischen frisch isolierten synovialen Fibrobladéen
RAPatienenund den FLB| die gefroren versandt worden wareBs ist bekannt, dass sowohl
die Passage als auch die Zeit der Zellen in Kiihdlussauf die Zellphysiologie haben kénnen
wie beispielsweise auf die Grolie der Zellen, ihre Morpho)dyachstumseigenschaftamd
auch die Genexpressiofi57¢160) Eventuellspielte die Passage auch eine Rolle bei der
Vertraglichkeit des Einfrierens und deéhideit, sich danachwieder zu erholen.

Weitere Faktoren, die das Zellwachstum und die Morphologie beeinflusst haben

konnten,waren dasGeschlecht der Patienten unldr Alter. AuRerdem standen die Patienten
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unter dem Einfluss unterschiedlicher Medikamente gegdie Grundkrankieit und
unterschiedliche Komorbiditaten. Aufgrund der geringen Patientenzahl, die fur die Versuche
zur Verfugungstand, konnten die daraus resultierenden Effekte niggtrennt analysiert
werden.

Unterschiede die sichzwischen den FldNund RAZellen dargstellt haben, lagen
vermutlichunter anderem auclam Aktivitatszustand der Zellen. Die synovialen Fibroblasten
wurden aus akut entziindetem Gewebe isoliert, was mit einer hoéheren Grundaktivitat
einhergeht, alglies tUblicherweisdei Zelleraus gesunde Geweébe der Fall is{(157,161)

AuBerdem sind dieuntersuchten und verglichenerribroblasten unterschiedlicher
Herkunft. Aus Studien istdkannt, dass sich Fibroblasten abhangig von ihrem anatomischen
Ursprungsort spezialisieren und unterschiedliche Funktionen erfu{le82) Synouale
Fibroblastender RAPatientn unterscheiden sich beispielsweisabhangig vontGeknk, aus
dem siestammen, in ihrem Transkriptom Epigenom undihrer Funktion (163,164) Der
gelenkspezifisahPh&ndyp sorgt fur eine ausgepragte funktionelle Vielfalt téispielsweise
unterschiedliche adhasive, proliferativen, chemotaktische und Matrixabbauenden

Eigenschaften und damit flirre? einzigartige Mikroumgebund63,164)

4.2 Grundvoraussetzungen fur die Umschaltdeg

{A3dylItegS83sa @2y Dha 1dz Dh A
Aus der Literatur war bekanmdass es am2-AR zu einer Umschaltung der Sigreiterleitung
@2y Dh & 1 dz DN(96,97120Y183D¥) Bdi diegefi Arbeiten konnte gemeinsames
. AYRSY @2 y-Aresiirdan dedZgeReptor beobachtet werd@7,103) Des Weiteren
scheint diese Situation vor allddingen dann vorzukommen, wenn eine inflammatorische
Situation vorliegt

Im entziindeten Gewebe eines Hatienten liegt typischerweise ein Sauerstoffgehalt
zwischen 26 und 4% vor(53¢55). Um diese Begebenheit zu simulieren, wurden die Versuche
zusatzlich zur Normoxie auch unter Hypoxie durchgefihrt, was eine entztindliche Situation
erzeugen kann. Aul3erdem ist bekannt, dass bePRi#enten eine erhdhte Konzentration des
ILmi  AY aeyz2gAalt S{7) s adie ERzinduhdsSitdatoR au simulieren,
wurden die Zellen unter Normoxie und auch unter Hypamieund ohnell-m i a0AYdz A SNI

Durch die verschiedenen Bedingungen wurden drei Vergleichsplattformen geschaffen,
dzy 4 S NJ R S yz&-§ h-Rnschaltuhg untersudhwerden konnte Abbildung97). Hierbei
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wurden die Gesunden unter nichtentzindlichen Bedingungen mit entzindlichen
Bedingungen, die durch Hypoxie oder/undMli. & A Ydzf ASNI ¢dzZNRSyYy > @SN
wurden die Unterschiede zwischen den Gesunden und desPd&i&nten unterjeweils

derselben Bedingung untersucht. Die dritte Plattform stellten didPR#lenten dar, bei denen

die Entziindung durch Hypoxie oder/undliL y2 OK ¢ SAGSNJ 3SadSAISNIL ¢

Gesunde unter
entziindlichen
Bedingungen durch
Hypoxie oder/und IL-1B

Gesunde und
RA-Patienten unter
jeweils denselben
Vergleichs- |l Bedingungen
plattformen -

RA-Patienten bei
zusatzlicher Steigerung
der Entzlindung durch

| Hypoxie oder/und IL-1B |

Abbildung97: Plattformen zut y (i S NB dzO K dz¢i h-Brksgh@itdgD h &
Ydzy NOKaG 12yyidS 3ST SARIM synoveaNdGBwete umilaiich deR SNJ | 1
isolierten synovialen Fibroblasten vorhanden wAbbildung12). Schon dieser Befund ist
bedeutend, weil man Ublicherweise eine Hemmung des proinflammatorischen ZyioKiRs
Uber den 2-AR erwarten wiirde, was aber bei dieser Krankheit nicht zur Wirkung kommt, weil
wahrscheinlich eine Rezeptorumschady von BGs zu Bi eine entscheidende Rolle spielt.
I dzOK 3ISYSAyal Y 3S aAdasth Rofirfenachgevdiasen defdébbildung
13 und Abbildung 14). Nachdem diese Grundvoraussetzungenvorherigen Arbeiten in
gemischtersynovialen Zéén nachgewiesen worden waren, konnte nun gezeigt werden, dass
dies auch fur die synovialen Fibroblasten der Fall (i§13) AufRerdem konntendie
Untereinheiten der @roteine, diel y S A yz8MDI-Umschaltung beteiligt sindn den
synovialen Fibroblastedetektiertg SNRSy ® { 2¢2Kf Dha | f& | dzOK D!
vertreten (Abbildungl15). Dies konnte zuvoebenfallsin einer anderen Arbeit in Monozyten
0S20F OKGSG ¢ SNRSyuD h-tisthalRiR) yidtlyVefRrenBundsvedetzungen
untersucht wurde(105) Dadie Grundvoraussetzungen erfiilitaren, sollte ein Umschalten
RSa&a {A3dyltsS3Sa @2y Dgeia [ dz DPA LINAYT ALASEE Y
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4.3 Relevant&Zielparameteftr die Signalonschaltungson

Dha 1 dz DhA
In bisheri®@y ! NDSAGSYZXZ RAS SAYyS ! YAOKIf ddzy3d RSNJ
untersuchen, wurde meistens TNF als Marker fur eie proinflammatorische
Signalweiterleitung gewah(tL03,105) Zum einen ist TNF ein typischer Entzindungsmarker,
zumanderenisd S1 F Yy iG> RIFaa ¢bC A-Signdwegen s keB)y 3 YA
Auch in Bezug auf RA istNF ein wichtigerkrankheitsfordernderFaktor, weshalb die
UntersuchunglesTNAnN diesem Zusammenhang sinnvoll(3f15,4%¢52).

Da Fibroblasten jedockein TNF produzieren, mussten andere Parameter gefunden
werden, die die Signalumschaltungichtbar machen konntenHierfur wurden Proteine
ausgewahlt, die durch Stimulation der Adenylatzyklase reguliedrden und mit
Entzindungsreaktionen bzw. RA assoziiert $hach derHumanCytokine Arrayiel die Wahl
auf 16, I8 und PAl, genauso wie {L2p70 und SDE (Abbildung 16). Durch den
RNAMicroarray sind zusatzlidBMP2, BMP6, 183, Osteoprotegerinll-1ra, GAS1CCL2ind
VEGFKCin den Fokus gerate(Tabelle39). Nach Ausschluss jener Proteine, die nicht mittels
ELISAletektierbarwaren, wurde das Hauptaugenmerk dl#6, Osteoprotegerin, PAL, CCL2
und VEGIE geleqt.

IL-6 ist in der Lage lokale Entziindungen zu induzieren und aufrecht zu erhalten und
dadurch die Zerstérung der Gelenke zu beeinflus¢&f5,116) Osteoprote@rin hat
schitzende Funktionen, da es durch die Hemmung der Bildung von Osteoklasten die
Knochenerosion hemmt und an der Regulation der Knochenbildung und Knochenresorption
beteiligt ist (118,120) PALL ist ein Regulator des fibrinolytischen Systems, indem es die
Umwandlung des P&minogen zu Plasmin hemm{121¢124) AulRerdem ist die
PAL1-Expression bei RA erhéht und mit der Krankheitsaktivitat assoziief,128) CCL2
wirkt chemotaktisch und nimmt unter anderem Uber die Osteoklastengenese und
Angiogenese Einfluss auf die Entwicklung der(R22¢131) VEGFC vermittelt ebenfalls
Angiogenese und zusatzlich Lymphangiogenese, wodurch es die Synovitis beeinflusst
(169,170)

Bei den ersten Versuchen mit  einer Dedigkungskurve des
Adenylatzyklasé\ktivators NKH477 wurde deutlich, dassdie 5 ausgewéhltenProteine
abhangig vom Sauerstoffgehalt der Lufftd der zusatzlichen Stimulation mitiLisignifikant

reguliert wurden (Abbildungl8 bis Abbildung21). Aul3erdem wurde eideutlicherEffekt des
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Adenylatzyklasé\ktivatorsdetektiert, der bei einer Konzentration von M sichtbar wurde
(Abbildung 18 bis Abbildung 21). Auf dem Boden dieseersten Ergebnisse wurde die
Konzentration de®KH477fur die weiteren Versuchauf 10° M festgelegt.

AulRerdem konnte éreits bei diesen Versuchen festgestellt werden, dass die
Regulationsmechanismen nicht fur alle Proteine einheitlich waren. Wahrend manche mehr
von den induzierten EntziindungsreaktionenduremlL. 6 SSAY Ff dzad i ¢ dzZNRSy >
der Sauerstoffgehalt der Lufer entscheidende Faktor fir diregulation

4.4 DieRegulatiorder einzelnen Proteine

Neben der Wirkung des Sauerstoffgehaltes der Luft, der StimulatiorFitbeoblastenmit
ILmi T & #nalatich ddrAtiénylatzyklase sollten agRlem andere Schliisselpunkte in der
{A3YyLlLE1lFail RS bbragioNinbEffaks ald/diR Zyiokideintersuchtwerden.

In den durchgefihrten Versuchen wurden zusatzlich £ @steoprotegerinPAt1 und CCR
auch pCRERErk1/2 undpNF_ .analysiert, die alle mit Entzindungsreaktionen oder der
Pathogenese der RA assoziiert sind.

. SA SAYSNI { ATy Hiw SNAISNIE B3 yi dyStyyaRniarddeSy Db
Adenylatzyklase aktiviert, die durch die Steigegy der cAMRMonzentration zu
antiinflammatorischen Signalweiterleitungen fih§®6,97,100) Kommt es stattdesserzu
SAYSNIDDUAY A OKI f Gdzy3 6ANR RIFa {A3ylf @2Y adavd
dzy R FNKNI TdzNJ ! {GABASNYzyd LINBAYFELFYYFG2NR&OK
t Y ! 2Arrestin und PDE4 eine entscheidende Rolle bei dieser Umschalgenauer
beschrieben untef..2.5D h -Z+D "-Wmschaltungind inAbbildung9) (84,96,97,100,103)

Da es bisher noch keinderoffentlichungen gibt, die die in dieseTeil derArbeit
untersuchten Zusammenhange betrachierar es nicht mogth diefolgendenErgebnisse mit

der Literatur zu vergleichen.

4.4.1D "-A+D "-Bmschaltung bei entziindlicher Konstellation

Durch RA oder auch die Simulation einer Entziindung bei Gesunden konnten typische

D h-ZuD h-Bmschaltungen detektiert werden. HierbeiwurRe- & { A 3y £ yAROK{G Y S
N 6 S Nan@ie Adenylatzyklase weitergeleitet. In den meisten Fallen konnte die Umschaltung
RdzZNOK | SYYdzyd RSa DhA 2RSNkdzyR | SYYdzy3 RSNJ D
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IL-6
Bei den RAPatienten konnte unter Normoxie bei Simulation eiggsteigertenEntziindung
durch Il:m i S A yz8D h-DimsEhaltung beobachtet werdenHierbei konnte keine
cAMRbedingte Regulation des-t. N 6 S NJ -FR&8 gletekiert &verden (Abbildung 28).
{GFrGGRSaasSy 1FY Sa! WdANDKSA Y SN SRY B BEGSNI S
gesteigerte I6-Konzentration bewirkte(Abbildung 29). Die IE6-Steigerung durch den
F1O0AGHMININSRYYYGS a262Kf RdAzZNOK |-TONhYabzguBduleS & Dbh A
die GRKnhibitoren aufgehoben werdempbildung29 und Abbildung30).

5 A S -zBD hadmschaltung filhrte demnach zu einer proinflammatorischen Situation
bei stimuh S NI-SW> i RAS RdzZNOK DhAZ DwY H KAbbildaygB8). DWY H K p
Df SAOKI SAGA3T KFEGGSYy Dhax O! at Regl&ionRias3s. t Y! {1 S
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Formoterol B NKH
B2-AR e v
Steigerung des IL-6
Formoterol NKH
B2-AR (400 I 7~
PT

Keine Regulation des IL-6 H89

Formoterol

B2-AR INIIL/
) 4

Formoterol

B2-AR wm[/
V

Abbildung98: Umschaltung der Signalweiterleitung bei-Ratienten unter Normoxie IL-1b bei der Regulation

des IL6. Unter (A) dargestellt sind die Umschaltungen der Signalweiterleitund-@d? Wahrend Formoterol

allein eine Steigerung desdL N6 SNJ Dh A 06S6ANJ X 6ANR RSNJ 9FFS{1d o0SA
GRK2/5 aufgehoben. Unter (B) sieht man die Umgaiglder Signalweiterleitung der Adenylatzyklase. Durch
Stimulation der Adenylatzyklase durch NKH wird keine Regulation des-8Lbewirkt auch nicht bei
gleichzeitiger Hemmung der PKRKH: Adenylatzyklagkktivator, Formb-ARAgonisE t ¢-Ihibih W89:
PKAInhibitor, CMPD: GRK2[8hibitor, CCG: GRK2IBhibitor, AC: Adeylatzyklase, cAMP:zyklisches
Adenosinmonophosphat

Bei den Gesunden konnte durch Simulation einer Entziindung durch Hypoxie-mnd ILS A y' S
D h-A4D h-Umschaltung beobachtet werdeRormoterolfiihrte zu einerSteigerung des 16,

gl & RdAzZNOK SAYyS | SYYdZJoRin aRdestellt erdekoivhte (AbbildSngli dza & A :
33). Daswardzy SNB | NIl S X ¢ S A fbedividteySteigerurighdas-G8rlagheund h A
RAS No f-bedngtd Stdigerdng des cAMP keine Rolle fi #u spielen séan. Dafur
spricht auch die fehlende Wirkung dedKHA4A77 (Abbildung 32). Der Aktivator der
Adenylatzyklasdekam erst wieder eine Bedeutung, wenn der RKAmmer H89 ins Spiel

kam, was fur die PKAedingte Hemmung des-B-Anstiegs sprich(Abbildung32). Auch das
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war unerwartet, weil man unter den kanonischen Bedingungen eine cRKRbedingte

Steigerung des 16 erwarten wirde AuRerdem konnte gezeigt werden, dass die GRK3 in die

P Y&OKIE fldzy3a 1T dzNJ LINBAY T | ARAgoNBAIA @nvOlKedtywar2 A NJ dz
(Abbildung34). Es konntalso durcheine Kombination aus Hypoxie undMli  SA Yy S { A i dzt
bei Gesunden erzetigverders. RA S S A y-A:Dh-Bdischdl@ing provozieet> Drid A

die GRK®Bekamenso eine prell-62 A NJ dzy 3 dzy R D" & Drersie@lbildoag R t Y'!
99).

Formoterol B NKH

:WNL &

StE|gerung des IL-6

Formoterol NKH

Keine Regulation des IL-6 H89

Formoterol

B2-AR Hm

Abbildung99: Umschaltung der Signalweiterleituihgi Gesunden unteddypoxie+ IL-1b bei der Regulation des

IL-6. Unter (A) dargestellt sind die Umschaltungen der Signalweiterleitun§-dé¢s Wahrend Formoterol allein

eine Steigerungdes-t. N6 SNJ Dh A 0S6AN]J G S6ANR RSNIO9OFFS{4G o06SA I SY
Unter @) sieht man die Umschaltung der sadyveiterleitung der Adenylatzyklase. Durch die PKA wird die

Wirkung desNKH477unterbunden. Erst bei Hemmung der PKA durch H89 kommt es zu einer Steigerug des IL

NKH: Adenylatzyklask&ktivator, Form: b-ARAgonist, PT: @-Inhibitor, H89: PK#nhibitor, CMPD:
GRK2/3nhibitor, AC: Adeylatzyklase, cAMRyklisches Adenosinmonophosphat

Osteoprotegerin

Auch bei der Regulation des Osteoprotegerins bei den Gesunden konnte eine

D h-A&u4D h-Umschaltung durch Simulation einer Entzindung provozieerden. Unter
Normoxie+IL-mi g1 NJ S& yAOK(G YI I3t AOK SAYyS wS3dz | GA2
R S &ARioderder Adenylatzyklase allein zu bewirkefAbbildung46). Die Wirkung des

Adenylatzyklasé\ktivators war durch die Aktivitdt der PKaifgehoben sodass erst durch
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deren Hemmung eine vermindertéonzentrationdes Osteoprotegerins detektiert werden
konnte @bbildung450 @ 5A S 2 A MRAdmNESten Ré&hdte nur bei gleichzeitiger
LYKAOAGAZ2Y RSa DAbbNdug®)i S1 GASNI 6SNRSYy o

Unter  Normoxiet IL-m | g1 NBY RSYy Il OK RAS t Y! dzy
D h-A&+D h-Bmschaltung bei der Regulation des Osteoprotegerins bei Gesunden bethdigt
beideeine Steigerung des Osteoprotegerins bewirk{@bbildungl100). Die GRKs, die zuvor
beilc ©6SA RSNJ ! YAOKIflddzy3 @2y Dha 1Tdz DA @2y
Rolle Abbildung44).

A Formoterol B NKH

B2-AR 7 7

-

Formoterol NKH

B2-AR pd pd

P1 ’

Hemmung des
Osteoprotegerins

Keine Regulation des
Osteoprotegerins

Abbildung100: Umschaltung der Signalweiterleitung bei Gesunden uN@moxie+ IL-1b bei der Regulation

des Osteoprotegeringnter (A) dargestellt sind diédmschaltungen der Signalweiterleitung de&\R Wahrend
Formoterol allein keine Regulation des OsteoprotegdrawirktkannR dzZNOK Y 2 Y6 A y | drkiBitgr Y A (
eine Hemmung des Osteoprotegerins detektiert werden. Unter (B) sieht man die Umschaltung de
Signalweiterleitung der Adenylatzyklase. Durch die PKA wird die Wirkungkd#s77 unterbunden. Erst bei
Hemmung der PKA durch H89 kommt es zu einer Hemmung des Osteoprotegerins. NKH:
Adenylatzyklasé\ktivator, Form:b-ARAgonisE t ¢-Whibiibk, H89: PK#nhibitor, AC: Adeylatzyklase,
cAMP:zyklisches Adenosinmonophosphat

¢
w»

PAFL

Bei den Gesunden konnte bei ddregulationdes PAIL eine unerwartete teilweise

D h-ZuD h-Wmschaltung bereits ohne Simulation einer Entziindung beobachtetemer

' VGSNI b2NY2EAS 0656 A NRR Sne Beutth deiingevedzerhmuigdgs R S &
PAILl als es beim Aktivator der Adenylatzyklase der Fall wdbi{dung 59). Das war

dzy 3Sg| Kyf AOKX RIF RFa&a {A3ylrft o0SA- WSNIOBINY DY Xa (
die Adenylatzyklaseveitergegeben werdewirde,ohne dabei in diesem Ausmal} vermindert

zu werden 5 dzNOK Y 2 YO0 AMRIiA2WA AR Sd  iYnkiitor Wusde PARLh A
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signifikantstarker erniedrigtals ohne PertussiSoxin(Abbildung61). Dies weist darauf hin,
RIdaa DMA SAyYyS -M INSOASNSRRiSyRel RSa t ! L

Diese Umschaltung war jedoch deutlich geringer ausgepragt als bei Simulation einer
Entziindung durch Hypoxte . SA { I dzZSN& ( 2 F T Yzu-y HBnkchathgeindl] 0 S R
ANYTEt AOKS | 6aO0KI f tABAGEnistBGANGildiNg3)| Rizst KomRifnation
R S &ARAgonistenY A & R Snhibitbrhkdnnte jedoch eine Hemmung des RAbewirkt
werden, die nahezu identisch mit der Wirkung des Aktivators der Adenylatzyklase war
(Abbildungs9und Abbildung10 @ 5 dzZNOK | SYYdzyd RSa DhA (2yyidSs
Dh a S A yedinge aatinflammatorischeHemmung des PAI bewirken (Abbildung
102).

2 NKNBYR RAS ! YaOKIlIfldzy3a @2y Dha 1dz DhA dzy
w2fttS AaLASEGEST dzy i SNDNI OK &AS dzy 6ARNaur!| @ LR E.
Adenylatzyklase komplett. Entgegen der Beobachtungen bei den vorherigen Zytokinen konnte
bei dieser Umschaltung jedoch keine Beteiligung der PKA oder der GRKs nachgewiesen

werden Abbildung59, Abbildung60).

Formoterol
B2-AR

Keine Regulation des PAI-1

Formoterol
B2-AR

PT

Hemmung des PAI-1

Abbildung101 Umschaltung der Signalweiterleitung bei Gesunden unter Hypoxie bRiegettation defAlL.
Die Regulation des PAI R dzNOK C2NX20iSNRf H6ANR o0SA DSadBpuksby dzyiS!

| SYYdzy3 RSa DhA 06S6AN] G RARLNG 8 &5 DP HRARAIOFSEN ¥ SNMhbiy A RS a

CCL2

Bei der Regulation des CCL2 konnte bei denHR#fienten unter Normoxie IL-m | SAyYyS

D h-A&4D h-Umschaltung detektiert werden. Entgegen der cAbERlingten Hemmung des

/I /[ H RdZNOK RSy ' 1GAGF (2N RMRAgonisRkBinessifnifikante 1 | & ¢

Regulatbn des CCLAbbildung67).b dzZNJ 6 SA 3t SA OKT S A(AhiEBAED) | S Y Y dzy
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Diskussion

oder Hemmung der GRK2(Bbbildung71) { 2 Y YU S RA S {-AR ehesferthniuAg2z Yy RS a
RSa //[Hn NOSNI Dha dzfd @ Nanil GRKFSBSdimjfeSieigerug
des CCL2 spricht

DhA dzy R RAS DwYukp 0S53Nzb GHUnBch8tyng & Yy | OK
GSNKAYRSNISY RAS {-ARZyr Ademylatiykiasenidi€ damidegiimindere Y |
cAMRbedingte Hemmung des CCI#e Abbildungl02fasst den Sachverhalt zusammen.

Abbildungl02 Umschaltung der Signalweiterleitung bei-Ratienten unteiNormoxie+ IL-1b bei der Regulation

des CCL2Formoterol allein hat keine Wirkung auf die Regulation des CCL2 bBatiRAten unter
Normoxie+IL-1b, dadS 2 A NJ dzy IdzyRRIZNDOKY HDkhpA @GS NKAYRSNI 6ANR® . SA | SY
kommt es jeweils zu einer HemmuiyS & / / [ H AOmnSOHNIRADONBLDPT: @-Inhibitor, CCG:
GRK2%-Inhibitor.

pCREB

Auch bei der Regulation des pCREB konnte emide D h-Z+D h-Umschaltung unter

Normoxie beiden RA I GASYy 1Sy RSGS{GASNI AR KNRiBKE®Nne5 A S {1
proinflammatorische Steigerung des pCREB, die nicht bei Aktivierung der Adenylatzyklase
detektiert werden konntedzy R RSYYy Il OK VY A OKdilingte aNIBSteigebuhg/ S DN 3
vermittelt wurde (Abbildung790 @ 5 dzNOK RA S | SYYdzy 3-StRi§etungDh A & «

RdzZNOK -AR3gonisten signifikant vermindert was darauf hinweist, dass die
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