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1. Einleitung

1.1. Bedeutung der Arthrose

Aufgrund ihrer Haufigkeit nehmen die Arthrosen und ihre Behandlung unter den mus-
kuloskeletalen Erkrankungen eine zentrale Stellung ein [35]. Das Risiko fiir die Entwick-
lung einer Arthrose steigt mit zunehmendem Alter kontinuierlich an [37]. So wurde in
Deutschland bei mehr als 30 % der iiber 50-Jéhrigen eine Arthrose drztlich diagnosti-
ziert, die Selbstangaben zu arthrotischen Beschwerden liegen bei iiber 40 % [192]. Die
alltdglichen Aktivitdten der Betroffenen werden durch die Krankheitssymptome einge-
schrénkt, was zu einem Verlust an Lebensqualitdt fihrt [106, 90]. Die demografische
Entwicklung unserer Gesellschaft ldsst eine weitere Zunahme der Privalenz erwarten.
Die Arthrose erlangt dadurch zusétzlich 6konomische Bedeutung. In Deutschland wur-
den 2006 Krankheitskosten in Héhe von 7.5 Milliarden Euro durch Arthrose verursacht,
dies machte den grofiten Anteil im Bereich der muskuloskeletalen Erkrankungen aus
[192]. Aber auch sekundédre Kosten der Krankheit belasten die Sozialsysteme [35]. In
den kommenden Jahren entwickelt sich die Arthrose vermutlich zum Hauptgrund fiir
Invaliditdat und fithrt damit zu steigendem Arbeitsausfall und krankheitsbedingter Friih-
verrentung [35]. Daher wurde zu Beginn dieses Milleniums von den Vereinten Nationen
und der Weltgesundheitsorganisation die ,,Bone and Joint Decade 2000-2010° ausgerufen.
Im Focus soll dabei die Behandlung und Pravention von muskuloskeletalen Stérungen
stehen [218].

Arthrose ist ein iiber das durch die normale Alterung bedingte Mafs hinausgehender
Gelenkverschleit [192]. Am haufigsten sind davon Knie- und Hiiftgelenke betroffen. Ri-
sikofaktoren sind neben dem Alter eine iiberméRige Belastung des Gelenkes durch Uber-
gewicht oder angeborene bzw. traumatische Fehlstellungen. Auch vorangegangene Ver-
letzungen und Entziindungen oder genetische Dispositionen kénnen eine Rolle spielen.
Die Arthrose zeigt ein komplexes Krankheitsbild, das alle Bereiche des Gelenkes betrifft
(Abb. . Sie manifestiert sich primér in der Degeneration des Knorpels, geht aber auch

mit einer Sklerose des darunterliegenden Knochens und der Bildung von Osteophyten
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einher. Die Folgen der krankhaften Verdnderungen im arthrotischen Gelenk sind eine
Einschrénkung der Beweglichkeit bis hin zum Funktionsverlust sowie starke chronische
Schmerzen. Die Arthrose wird von der rheumatoiden Arthritis klar abgetrennt, bei der
eine chronische Gelenkentziindung aufgrund einer Autoimmunreaktion im Vordergrund
steht [125].

A: Normal B: Arthrose

Geschwéchte und ausgefranste
Sehnen/Bander und Muskeln

Muskel

Episodisch entziindetes Synovialgewebe

Sehnen/Bénder Reduzierte Viskositat der Synovialfliissigkeit
Frakturierter, degenerierter Knorpel

Knorpel

Meniskus

Synovialgewebe

Synovialflissigkeit

Osteophyten
Osteosklerose

Ausgefranster, eingerissener Meniskus
Gelenkkapsel

Knochen

Abbildung 1.: Schematische Darstellung arthrotischer Veréinderungen im Kniege-
lenk

A: Darstellung von gesundem Gewebe ohne Knorpelfissuren oder Synovitis. B: In der Arthrose
zu beobachtende Knorpeldegeneration, die haufig mit Osteosklerose, der Bildung von Osteo-

phyten sowie einer Synovitis einhergeht. Adaptiert nach Wieland et al. [215]

1.2. Der Knorpel

1.2.1. Aufbau und Funktion des artikuldren Knorpels

Primér bei einer Arthrose betroffenes Gewebe ist der Gelenkknorpel [215]. Knorpel
gehort zu den Binde- und Stiitzgeweben des menschlichen Korpers. Er iiberzieht die ar-
tikulierenden Knochenenden mit einer beim Kniegelenk etwa 5 mm dicken Schicht und
ist von Synovialfliissigkeit bedeckt, die als Schmiermittel dient. Dadurch wird eine fast
reibungslose Beweglichkeit des Gelenks ermdglicht. Durch die hohe Elastizitat der Knor-
pelmatrix werden Stofke geddmpft und der darunterliegende Knochen vor Abreibung ge-

schiitzt. Diese besonderen Eigenschaften des Knorpels sind auf den Aufbau der Matrix
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zuriickzufiihren. Im Gelenk ist hyaliner Knorpel zu finden, der sich im Vergleich zum
Faser- bzw. elastischen Knorpel durch seine hohe Belastungsfahigkeit auszeichnet. Die
Hauptbestandteile sind Wasser (60-80 %), Kollagene (10 % - 30 %) und Proteoglykane
(5% -10 %) [122]. Die arkadenformig angeordneten Kollagenfasern bilden ein Grundge-
riist und sorgen so fiir Zug- und Reiffestigkeit des Knorpels [184]. Von den 27 bekannten
Kollagentypen kommt im Gelenkknorpel vorrangig das fibrillare Kollagen Typ II (95%)
vor, das mit den Kollagenen Typ IX und XI Heterofibrillen bildet, die zum Beispiel
an Interaktionen mit Nicht-Kollagen-Proteinen beteiligt sind. Der Zwischenraum der
extrazelluldren Grundsubstanz wird von Hyaluronsédure, verschiedenen Glykoproteinen
und Proteoglykanen, die aus einem Core-Protein und daran gebundenen Glykosamin-
glykanketten bestehen, ausgefiillt. Einen hohen Stellenwert fiir die funktionellen Anfor-
derungen an den Gelenkknorpel hat das Proteoglykan Aggrekan, an dessen Core-Protein
zahlreiche Chondroitinsulfat- und Keratansulfatketten kovalent gebunden sind. Es kann
mit Hyaluronséure riesige Aggregate bilden, die aufgrund ihrer Wasserbindung fiir die
Elastizitdt des Knorpels verantwortlich sind [83]. Durch das Kollagengeriist wird eine
unkontrollierte Schwellung begrenzt. Als Folge besteht ein stetiger Schwelldruck, der
bei Druckeinwirkung von aufsen eine Deformation verhindert. Die extrazelluldre Matrix
(EZM) wird von den im Knorpel befindlichen Zellen, den Chondrozyten, gebildet. Die
Chondrozyten weisen eine inhomogene Verteilung in den verschiedenen Schichten des
Knorpelgewebes auf und liegen in Knorpelhdhlen, teilweise zu Chondronen zusammen-
gefasst, vor (Abb. . Die Zellen machen nur 5 % der Gesamtmasse des Knorpels aus.
Da es sich um ein avaskuléres, alymphatisches und nicht innerviertes Gewebe handelt,
erfolgt die Versorgung der Zellen iiber Diffusion durch die EZM, angetrieben durch die
Kompression und Dekompression der Matrix bei Belastung des Gelenkes [121]. Chondro-
zyten zeigen eine hohe metabolische Aktivitdt zur Protein- und Kohlenhydratsynthese.
Sie bestimmen die Zusammensetzung der EZM und damit die Art des ausdifferenzierten

Knorpels.

Die EZM des Knorpels befindet sich in stetigem Umbau. Die Umbauvorgénge spielen
beispielsweise bei der Signalweiterleitung oder auch der Zellmigration eine wichtig Rolle
[193]. Eine Balance zwischen katabolen und anabolen Prozessen ist dabei von essentiel-
ler Bedeutung. Im gesunden Knorpel wird der enzymatische Abbau der Grundsubstanz
durch die Synthese von anabolen Matrixbestandteilen kompensiert. Dieses komplexe
Gleichgewicht wird durch ein streng kontrolliertes Netzwerk aus Zytokinen und Wachs-
tumsfaktoren reguliert. Die Degradation der Matrixkomponenten erfolgt hauptséchlich
durch substratspezifische Matrix-Metalloproteinasen (MMP) und Aggrekanasen. MMP
gehoren zu einer strukturell und funktionell vielfaltigen Gruppe, die Kollagenasen (z. B.
MMP1 und MMP13), Gelatinasen (MMP2 und MMP9), Stromelysine (z. B. MMP3 und
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A
Obere Knorpelzone -
Saane”ntlaI \;.eglz.a”ufen- ( Extrazellulre
e Kollagenfibrillen) o Matrix
Mittlere Knorpelzone Zellkern
{(Ubergang in vertikal
verlaufende Fasern)
Perizellulare
Matrix
Untere Knorpelzone (
_Tide Mark" s ; : ¥ o Chondrag

Subchondraler Knochen [ '3

Abbildung 2.: Mikroskopische Aufnahmen von artikulirem Knorpel A: Safranin-O-
Farbung eines Schnittes von Paraffin-prapariertem, leicht arthrotischem Knorpelgewebe mit
angrenzendem Knochen. Die in der Matrix enthaltenen Proteoglykane erscheinen rot gefarbt. B:
Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahme eines Chondrozyten mit umgebender Ma-

trix im Ultradiinnschnitt.

MMP10) und weitere, teilweise transmembrane Enzyme umfasst. Sie weisen gemeinsa-
me funktionelle Domé&nen und komplexe Aktivierungsmechanismen auf. Zytokine beein-
flussen die Synthese und Sezernierung der MMP. Spezifische Antagonisten, die ,tissue
inhibitors of matrix metalloproteinases* (TIMP), binden an das aktive Zentrum von
MMP und sind somit wichtige Gegenspieler dieser Enzyme. Die Aggrekanasen stellen
eine Untergruppe der Metalloproteinasen dar und kénnen in ADAM (,a disintegrin and
metalloproteinase) und ADAMTS (,a disintegrin and metalloproteinase with throm-
bospondin motif“) unterteilt werden. Im Gegenteil zu ADAM, die an die Zellmembran
gebunden sind, werden die ADAMTS sezerniert und sind in die Matrixhomdostase in-

volviert. Sie werden auf verschiedenen Ebenen in ihrer Expression reguliert und wie die

MMP durch TIMP inhibiert [96], 164].

1.2.2. Veranderung des Knorpels in der Arthrose
1.2.2.1. Veranderung der Zell-Matrix-Biologie

Die EZM des Gelenkknorpels ist das Hauptziel arthrotischer Degeneration. Einerseits ist
eine mechanische Schidigung des Knorpels bei einer Arthrose festzustellen, andererseits

spielen biochemische Prozesse eine entscheidende Rolle. Ein gestortes Gleichgewicht ma-
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trixbildender und -abbauender Vorgéinge verdndert die biomechanischen Eigenschaften
des Knorpels und fiihrt zu einem Teufelskreis aus Knorpeldegradation und der Bildung
von Inflammationsmediatoren (Abb. [3).

Mechanische

Auswirkungen der
Belastung

Degradations-
gestoérten Homdostase:

produkte

Aggrekan Link Protein

Matrixdegeneration

Fehldifferenzierung
und Apoptose
von Chondrozyten

Veranderung der

o biomechanischen
Entziindungs Eigenschaften der
mediatoren Matrix

o ~—
Verursachung
Kollagen Typ IX von Schmerzen
veranderte Matrixsynthese
Synovia

Abbildung 3.: Schematische Darstellung verschiedener Faktoren, die in die Patho-
genese der Arthrose involviert sind

Arthrotische Chondrozyten sind verédnderten extrazelluliren Bedingungen wie Entziindungsme-
diatoren (z. B. Interleukin 1, Tumornekrosefaktor «, Prostaglandin Eo, NO), Abbauprodukten
der Matrix (z. B. Kollagen-, Fibronektin- und Aggrekanfragmente) oder mechanischer Bela-
stung verstarkt ausgesetzt. Dadurch werden Zellreaktionen induziert, die dem Knorpelabbau
durch Degradationsenzyme (z. B. Matrixmetalloproteinase 13, ,a disintegrin and metallopro-
teinase with thrombospondin motif* 5), der Bildung von Inflammationsmediatoren und der
Verénderung des chondrozytéren Phanotypes weiteren Vorschub leisten. Abbildung adaptiert
nach Aigner et al. [3]

Zu den Entziindungsfaktoren zéhlen verschiedene Zytokine, wobei dem pro-inflammato-
rischen Zytokin IL-1/ eine herausragende Rolle zukommt [54]. Diese Mediatoren werden
nicht nur als autokrine Faktoren von den Chondrozyten selbst gebildet. Sie werden z.
B. auch von Synoviozyten oder Leukozyten sezerniert und gelangen durch Diffusion in
den Knorpel. In einer teilweise synergistischen Wirkungsweise steigern sie die Synthese
proteolytischer Enzyme und hemmen die Synthese von Enzyminhibitoren in Chondrozy-
ten. Zusatzlich fithren sie zu einem Proteoglykanverlust und verédndern die Zusammen-
setzung der EZM durch Beeinflussung der Matrixsynthese [I78|. Dies fiihrt zu einem

fortschreitenden Ungleichgewicht, das zugunsten kataboler Vorgéinge verschoben ist. Bei
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den Degradationsprozessen wird MMP13 eine Schliisselrolle zugeschrieben [16, 66]. Diese
Proteinase wird unter anderem durch IL-13, TNFa und Fibronektin-Fragmente positiv
reguliert und ist in arthrotischem Gewebe vermehrt vorhanden. [209] 66]. Zusétzlich sind
Aggrekanasen an der Pathogenese der Arthrose beteiligt [154] [38] [145]. Dadurch werden
zum einen Abbauprodukte der Matrix freigesetzt, die wiederum als Entziindungsmedia-
toren wirken konnen [ITT], 167, 92]. Zum anderen wird die Belastungsféhigkeit der Knor-
pelmatrix geschwécht und mechanische Schiadigung gefordert. Die Chondrozyten versu-
chen diesen Degradationsprozess durch gesteigerte Synthese von EZM-Komponenten
und Erhohung der mitotischen Teilungen zu kompensieren [I78]. Diese Gegenregulati-
on reicht aber héufig nicht aus, um die Degradation auszugleichen [77]. Teilweise wird
durch das verénderte regulatorische Umfeld eine fehlgeleitete Differenzierung der Chon-
drozyten induziert, was zu einem hypertrophen oder dedifferenzierten Phanotyp oder
auch zur Apoptose fithren kann [3]. Zum Zelltod kann die Bildung des Mediators Stick-
stoffmonoxid (NO) beitragen [212]. Es wird unter anderem durch IL-15 induziert und
ist in arthrotischem Knorpel erhoht. Neben einer schiadigenden Wirkung auf die DNA
fordert NO katabole Prozesse [4§].

1.2.2.2. Induktion intrazellularer Vorgiange

Bei der Pathogenese der Arthrose erfolgt die Induktion inflammatorischer Prozesse iiber
Signalkaskaden. Ein Uberblick iiber die beteiligten Schliisselwege gibt Abb. , S. . Zwei
der wichtigsten pro-inflammatorischen Mediatoren bei entziindlichen Gelenkerkrankun-
gen sind die Zytokine IL-1 und TNFa« [22].

Von IL-1 existieren zwei Isoformen, IL-1a und IL-13, die beide an denselben Rezeptor
binden und &hnliche biologische Aktivitdten aufweisen [55]. Stimulierte Chondrozyten
bilden vorrangig IL-13, weshalb dieser Form eine grofere Bedeutung bei Gelenkerkran-
kungen zugeschrieben wird als IL-1« [168]. Die Synthese, Sekretion und Aktivitéit von
IL-173 ist streng reguliert. Beispielsweise muft die Proform von IL-13 durch das ,,IL-13
converting enzyme” (ICE) aktiviert werden, dessen Expression ebenfalls von den Zellen
moduliert werden kann [27]. Eine weitere Regulationsmdoglichkeit ergibt sich durch den
IL-1-Rezeptor Antagonisten (IL-1Ra), der aufgrund struktureller Ahnlichkeit zu IL-13
den Interleukin-1-Rezeptor (IL-1R) blockiert [55]. Der durch IL-1/ induzierte Signalweg
ist hochkonserviert und moduliert hauptsiachlich Immun- und Entziindungsantworten
[59]. Nach Bindung des Zytokins an IL-1R kommt es zu einer Komplexbildung mit dem
LIL-1R accessory protein® [55] Dadurch wird eine Signaliibertragung ermdoglicht, im Zuge

derer verschiedene Kinasen durch Phosphorylierungskaskaden aktiviert werden.
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Das Zytokin TNFa kann an die beiden TNF-Rezeptoren I und II (TNFR1 und TNFR2)
binden. In Zellen, die nicht dem Immunsystem angehoren, erfolgt die Signaliibertragung
hauptséachlich iber TNFR1. Dadurch werden vielfiltige biologische Effekte vermittelt
wie z. B. die Rekrutierung von Transkriptionsfaktoren [I7]. TNF« spielt nicht nur bei
inflammatorischen sondern auch bei apoptotischen Prozessen eine Rolle und zeigt dabei
einen stérkeren Effekt als IL-15 [41]. In Chondrozyten wurde festgestellt, dass die beiden
Zytokine IL-14 und TNF«a inflammatorische Reaktionen synergistisch induzieren und

dadurch die Degradation von Knorpel vorantreiben [23] 39).

Die Aktivierung der Rezeptoren durch IL-15 und TNF« 16st eine Kaskade von Phos-
phorylierungen aus, an deren Beginn die Bildung Rezeptor-assoziierter Proteinkomplexe
und unter anderem die Aktivierung der TGF-aktivierten Kinase (TAK1) steht. Da-
durch werden verschiedene Signalwege in Gang gesetzt. Zu den Schliisselwegen gehort
der MAPK (,mitogen-activated protein kinase“)-Weg sowie der NF-xB (,nuclear factor-
xkB“)-Weg. Unter anderem werden dabei weitere Mediatoren wie z. B. Prostaglandine

gebildet, die wiederum inflammatorische Signale vermitteln.

Eine fiir Inflammationsprozesse wichtige Signalkaskade ist der MAPK-Weg (Abb. 4| S.
B). Bei den MAPK handelt es sich um hochkonservierte Serin/Threonin-Proteinkinasen.
Der MAPK-Signalweg umfasst drei Gruppen an MAPK, namlich die Familie der ERK
(sextracellular signal-regulated kinase“) und die zwei Stress-aktivierten Proteinkinase-
Familien (SAPK) p38MAPK und JNK (,Jun N-terminal kinase“) [198]. Die MAPK
konnen durch unterschiedliche stromaufwérts gelegene MKK (MAPK Kinasen) phos-
phoryliert werden, die jeweils wiederum von MKKK (MAPK Kinase Kinasen) phospho-
ryliert werden. Jede dieser Kinasen weist eine spezielle Regulation, Substratspezifitat
und Aktivierungskinetik auf. Dadurch ist eine koordinierte und spezifische Aktivierung
der verschiedenen MAPK durch eine breite Palette an Stimuli méglich [I98]. Die negative
,Feedback“-Inhibition durch ,dual-specifity phosphatases* (DUSP) stellt eine weitere Re-
gulationsmoglichkeit dar, die eine konstitutive Aktivierung der MAPK verhindert [I80].
In Chondrozyten wird durch eine Stimulation mit IL-13 vor allem JNK und p38 akti-
viert [74]. Die Familie der p38MAPK besteht aus den vier Isoformen p38c«, p3843, p38y
und p384, die jeweils unterschiedliche Substratspezifitaten aufweisen [166]. Es wird ver-
mutet, dass die a-Isoform der Hauptmediator bei inflammatorischen Prozessen ist [182].
Ausgehend von der Aktivierung der p38MAPK sind vielfiltige Signalweiterleitungen
tiber die Phosphorylierung verschiedener Substrate moglich [I33]. Hauptséchlich wird
die Aktivierung und Synthese von Transkriptionsfaktoren induziert, aber auch die Sta-
bilitdt der mRNA sowie die Translation reguliert [182]. Dadurch ist eine Regulation der

Expression von Entziindungsprozess-assoziierten Genen moglich [133]. Daneben nimmt
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Abbildung 4.: Schematische Darstellung Zytokin-aktivierter inflammatorischer Si-
gnalwege

Die drei MAPK-Phosphorylierungskaskaden sowie der NF-xB-Weg vermitteln Zytokin-indu-
zierte Genexpression und die damit verbundene Synthese von Entziindungsmediatoren. A A:
Arachidonsdure; ADAMTS: ,a disintegrin and metalloproteinase with thrombospondin mo-
tif; AP-1: Aktivator-Protein 1; C/EBP: [ CCAAT /enhancer binding proteins; COX2: Zy-
klooxygenase 2; Elk-1: Fts-like transcription factor; ERK:  extracellular signal-regulated
kinase“; IL-13: Interleukin-13; I-xB: ,inhibitor of NF-xB*“; IKK: ,I-kB kinase”; JNK: ,Jun
N-terminal kinase*; MAPK: ,mitogen-activated protein kinase*; MKK: ,MAPK kinase"
MKKK: ,MAPK kinase kinase*; MMP: Matrix-Metalloproteinase; NF-xB: ,nuclear factor-
kB“ NO: Stickstoffmonoxid; NOS2A: induzierbare NO-Synthase; PGEs: Prostaglandin Es;
PGHs: Prostaglandin Hy; PGJs: Prostaglandin Jo; PLAs: Phospholipase As; PPARAy: ,per-
oxisome proliferator-activator receptor +“; PTGES: Prostaglandin E-Synthase; TNF «: Tu-
mornekrosefaktor . Adaptiert nach Thalhamer et al. [198]
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der p38MAPK-Weg iiber die Phosphorylierung der HSP27 auch Einfluss auf das Zy-
toskelett der Zelle [80]. In der Pathogenese der Arthrose spielen p38MAPK-vermittelte
Prozesse eine wesentliche Rolle. So ist dieser Signalweg an der Induktion der Zyklooxy-
genase 2 (COX2) und der Prostaglandin E Synthase 1 (PTGES) beteiligt [199, [146]
und beeinflusst dadurch die Synthese von Prostaglandinen. Auch die Expression der
Matrix-Metalloproteinasen MMP1 und MMP13 sowie der induzierbaren NO-Synthase
(NOS2A) ist p38-abhéngig [I51], [14]. Bei der Synthese von Aggrekan konnte ebenfalls

eine Beteiligung des Signalweges nachgewiesen werden [168].

Als weiterer Signalweg bei Entziindungsreaktionen ist der NF-xB-Weg zu nennen (Abb.
[ S.[g). Die NF-xB-Familie schlieRt verschiedene Proteine ein, die Homo- oder He-
terodimere bilden kénnen. Die géngigste Form von NF-xB besteht aus den p50/p65-
Untereinheiten [196]. NF-£B ist ein Transkriptionsfaktor, der im Zytosol in einer inak-
tivierten Form gebunden an das Protein I-xB vorliegt. Durch die Aktivierung des IL-1-
oder TNFa-Rezeptors kommt es unter Beteiligung von reaktiven Sauerstoffverbindun-
gen zur Auslosung einer Signalkaskade, die die Phosphorylierung von I-xB verursacht.
Das phosphorylierte I-xB wird ubiquitinyliert und im Proteasom abgebaut. NF-xB liegt
nun frei im Zytosol vor und kann in den Nukleus translozieren und dort die Transkripti-
on verschiedener Gene aktivieren. Es werden vor allem die Expression inflammatorischer
Faktoren wie z. B. Zytokine induziert. In Chondrozyten ist dieser Weg an der Transkrip-
tion verschiedener Matrix-Metalloproteinasen (MMP-1, MMP-13) beteiligt [135], 151].
Aufserdem wird auf diesem Wege die Expression von SOX9 inhibiert, einem Transkrip-

tionsfaktor, der bei der Differenzierung der Chondrozyten eine Rolle spielt [187].

Neben IL-15 und TNF« gibt es weitere Mediatoren der inflammatorischen Signaliiber-
tragung. Beispielsweise fungieren die aus Fettsdurederivaten synthetisierten Prostag-
landine der Serie 2 entziindungsverstirkende Gewebshormone (Abb. [4] S. [8). Unter
den Prostaglandinen spielt das inflammatorische Prostaglandin E, (PGE,) die wichtig-
ste Rolle bei Gelenkerkrankungen. Die daran beteiligten Enzyme Zyklooxygenase und
Prostaglandin E-Synthase kommen sowohl als konstitutiv gebildete als auch als indu-
zierbare Isoformen vor und ermoglichen dadurch eine strenge Syntheseregulation [189].
PGE, wird von Chondrozyten und Synoviozyten unter Zytokineinfluss gebildet und ist
in arthrotischem Knorpel erhéht [47]. Es kann an die vier Rezeptortypen EP1-4 binden,
die alle zu den G-Protein-gekoppelten Rezeptoren gehoren [176]. Durch die induzierten
Signalkaskaden wird die intrazelluliare Ca?*-Konzentration und der Aktivierungszustand
der Adenylatzyklase kontrolliert [76]. Die verschiedenen Rezeptoren haben dabei unter-
schiedliche Funktionen. Es wird vermutet, dass EP2 anabole Effekte von PGE, vermit-

telt, wiahrend die anderen Subtypen cher katabole Reaktionen triggern [76]. Daneben
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fungiert PGE, als Schmerzmediator, indem es nozizeptive Nervenendigungen sensibili-
siert [I89]. Neben PGE, wird der PGJy-Familie besondere Bedeutung in der Arthrose
zugeschrieben [30]. Es handelt sich um Metabolite von PGDy, die direkt an PPAR
(,peroxisome proliferator-activator receptors®), eine Familie von Transkriptionsfaktoren,
binden. In Chondrozyten findet man PPARa- und PPAR~y-Isoformen [29]. Nach Akti-
vierung durch den Liganden bindet der Faktor an die Promotersequenz PPRE (,PPAR
response element”) und reguliert die Transkription. Es wurde gezeigt, dass PPAR die
Aktivierung des NF-xB- und AP-1-Signalweges unterdriicken und der IL-15-induzierten

Bildung inflammatorischer Zytokine in Chondrozyten entgegenwirken kénnen [76, 30].

1.3. Pharmakologische Therapie der Arthrose

1.3.1. Angewandte Medikation

Als derzeit zur Verfiigung stehende Medikation erfolgt bei akuten arthrotischen Be-
schwerden eine symptomatische Schmerztherapie, die jedoch nicht die Ursachen der
Arthrose beseitigt. Gebréuchliche Analgetika mit relativ gutem Sicherheitsprofil wie
Acetaminophen weisen bei vielen Patienten eine unzureichende Wirksamkeit auf [99].
Mit dem Fortschreiten der Arthrose und zunehmendem Schmerzempfinden bieten sich
opioidartige Analgetika an, die ihre Wirkung vorrangig im Zentralnervensystem durch
die Bindung an Opioidrezeptoren entfalten. Eine regelméfige Verabreichung kann je-
doch zu diversen Nebeneffekten wie Atemdepression und physischer Abhéngigkeit fiih-
ren [139]. Alternativ werden anti-inflammatorische Substanzen appliziert, die eine ef-
fiziente Schmerztherapie bei gleichzeitiger antiphlogistischer Wirkung ermoglichen. Als
wichtigste Wirkstoffklassen lassen sich NSAID (nichtsteroidale Entziindungshemmer,
,honsteroidal anti-inflammatory drugs®), spezifische COX2-Hemmer oder auch Gluko-
kortikoide anfiihren. Die Wirkung der NSAID beruht auf der Hemmung der beiden
Isoformen der Zyklooxygenase COX1 und COX2. Dadurch wird die Synthese der Pros-
taglandine blockiert und Prostaglandin-vermittelte Entziindungs- und Schmerzsignale
unterbunden. Da NSAID die in allen Gewebetypen vorkommende, konstitutiv exprimier-
te COX1 inhibieren, werden auch physiologische Funktionen von PGE, beeintréachtigt.
PGE, spielt unter anderem eine wichtige Rolle bei der Regulierung der Magensaure-
produktion sowie der Blutgerinnung, so dass Schiadigungen der Magenschleimhaut, der
Nieren und der Leber hiufig auftretende Nebenwirkungen von NSAID darstellen [189).
Eine Losung dieses Problems versprachen zunéchst die seit 1999 erhaltlichen spezifi-
schen COX2-Inhibitoren, die nur die entziindungsvermittelte PGEs-Produktion blockie-
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ren sollen. Allerdings wird dadurch die Synthese anderer inflammatorischer Derivate
der Arachidonsiure, z. B. der Leukotriene, verstiarkt [143]. Es stellte sich heraus, dass
manche dieser Wirkstoffe bei Langzeitgabe kardiovaskulére Storungen mit erhéhter Mor-
talitdtsrate hervorrufen konnen, so dass entsprechende Medikamente 2004 vom Markt
genommen wurden [57]. Glukokortikoide sind aufgrund ihres Sicherheitsprofils nicht fiir
langfristige systemische Therapien geeignet und werden allenfalls direkt in das Gelenk
appliziert. Eine sichere Behandlungsmoglichkeit bei Langzeitanwendung bietet die Ver-
abreichung von Glukosaminoglykanen und Chondroitinsulfatderivaten sowie die intra-
artikuldre Gabe von Hyaluronsiure. Die Wirksamkeit dieser Substanzen ist jedoch um-
stritten beziehungsweise die Applikation mit einem erhéhten Infektionsrisiko verbunden
[215]. Auch neue Behandlungsansétze wie z. B. der Einsatz des Antibiotikums Doxy-
cyclin, das im Tiermodell Arthrose-mildernde Effekte zeigte, konnte in einer klinischen

Studie die Erwartungen nicht erfiillen [120].

1.3.2. Die Entwicklung neuer Wirkstoffe

Aufgrund der beschriebenen Nachteile der verfiigharen Arthrosemedikamente fokussiert
die pharmazeutische Forschung die Entwicklung neuer Wirkstoffe. Eine Moglichkeit stellt
die Weiterentwicklung Symptom-modifizierender Arzneistoffe mit verbessertem Sicher-
heitsprofil dar. So sind beispielsweise verschiedene selektive COX2-Inhibitoren und mo-
difizierte NSAID unter klinischer Priifung, die eine reduzierte Toxizitét aufweisen [215].
Ein neuer Ansatz der Wirkstoff-Forschung zielt darauf ab, den Krankheitsverlauf der Ar-
throse mit Hilfe von DMOAD (,,Disease-Modifying Osteoarthritis Drug") zu beeinflussen.
Die neuen Substanzen sollen an Schliisselpositionen des Degenerationsprozesses eingrei-
fen und so katabole Kaskaden blockieren [162]. Die Arthrose betrifft zwar das ganze
Gelenk, trotzdem ist die Symptomatik vor allem durch den Abbau artikuldren Knorpels
und der Synthese inflammatorischer Mediatoren charakterisiert [77]. DMOAD sollen
die Degeneration des Gelenkknorpels verlangsamen oder gar stoppen und so Schmerzen
reduzieren und die Gelenkfunktion weitgehend erhalten [32]. Unter den vielen mogli-

chen Angriffspunkten zelluldrer Prozesse lassen sich einige Hauptziele der derzeitigen

Wirkstoffentwicklung identifizieren [162], die in Abb.[5] S. [12] dargestellt sind.

Die p38MAPK stellt ein interessantes pharmazeutisches Ziel dar, das seit einigen Jah-
ren im Fokus der anti-inflammatorischen Arzneimittelforschung steht [56]. Es ist an der
Induktion vieler kataboler und inflammatorischer Faktoren und an der Schmerzmediati-
on beteiligt [182] [140} 94]. Forschungsergebnisse aus In-vitro- und In-vivo-Studien wei-

sen darauf hin, dass p38MAPK-Inhibitoren den Krankheitsverlauf positiv beeinflussen
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Abbildung 5.: Schematische Darstellung pharmazeutischer Ziele anti-inflammatori-
scher Wirkstoffe

Signal-, Synthese- oder Degradationswegen, die am arthrotischen Knorpelabbau beteiligt sind,
stellen mogliche pharmazeutische Ziele dar. Inhibitoren fiir die im Schema eingezeichneten
Ziele (=1) sind bereits unter pharmazeutischer Entwicklung [215, [162]. Beispielhaft sind
drei p38MAPK-Inhibitoren sowie ein Inhibitor des PGEy/LTBy4-Syntheseweges angegeben.
SB203580 wurde bereits 1984 als prototypischer p38-Hemmer der Pyridinylimidazol-Klasse vor-
gestellt, der kompetitiv um die ATP-Bindungsstelle der p38MAP Kinase konkurriert [134, 133].
Das zur Klasse der Diaryl-Harnstoffe gehérende Birb 796 ist ein hochaffiner, allosterischer p38-
Inhibitor [I58]. Pamapimod, ein Pyridopyrimidin-Derivat, zeigte in klinischen Vorstudien ei-
ne hohe Selektivitat und Wirksamkeit bei rheumatoider Arthritis [88], allerdings konnte die
Wirkung herkémmlicher Arthritis-Medikamente nicht iibertroffen werden [49]. Das Pyrrolizin-
Derivat Licofelone blockiert als dualer Inhibitor sowohl die Synthese von PGEy als auch
von LTBy, einem inflammatorisch wirkenden Leukotrien, und weist im Vergleich zu NSAID
ein verbessertes Sicherheitsprofil auf [123]. AA: Arachidonsidure; ERK:  extracellular signal-
regulated kinase; ICE: ,IL-18 converting enzyme®; IL-13: Interleukin-13; JNK: ,Jun N-
terminal kinase; LTBy: Leukotrien By; MAPK:  mitogen-activated protein kinase; MMP:
Matrix-Metalloproteinase; PGEy: Prostaglandin Eo; PLAs: Phospholipase As.



1. Einleitung 13

[149, [140]. Viele Inhibitoren des p38-Signalweges wurden bisher beschrieben, allerdings
zeigte die erste Generation der Substanzen meist toxische Effekte [67]. Von den nachfol-

gend entwickelten Inhibitoren wiesen ebenfalls viele ein mangelndes Sicherheitsprofil auf

[56], weshalb die Arzneimittelforschung auf diesem Gebiet weiter vorangetrieben werden

muss [224].

Zulassung Priifung

Chem. Enzym-, Tier- Phase 1 Phase 2 Phase 3 und
Substanz Zellkultur- | versuche ) . Markt- Phase 4
oder Organ- Gesunde  Ausgewéhlte Patienten- einfiihrung
assays Probanden Patienten gruppen
A A A A A A
. . Dosisfindung Verg|eich
Wirkungsnachweis . i
Chemische ° Pharmakokinetik mit Langzeit-
Synthese / Wirkungs- Toxikologie, Wirkung Wirkung Standard Nutzen-
Naturstoff- mecha-  Pharmako- auf Korper- auf oder Risiko-
isolierung nismus kinetik funktion Krankheit Placebo Abwagung

Abbildung 6.: Schematischer Uberblick iiber den Verlauf der Arzneimittelentwick-
lung.

Die Pharmaindustrie entwickelt ein zugelassenes Medikament iiber mehrere Priifungsphasen aus
anfénglich etwa 10000 in die Testung einbezogenen chemischen Substanzen [139]. Thematisch
beschéftigt sich diese Arbeit mit der Etablierung eines Zell-basierten In-vitro-Testverfahrens.

Dieser Bereich der pharmazeutischen Entwicklung ist im Schema griin umrandet.

Die Entwicklung neuer Arzneimittel durchlduft verschiedene Phasen, die in Abb. [6] auf-
gefithrt sind. Eine essentielle Voraussetzung fiir die Auffindung potenter Wirkstoffe
ist die Verfiigbarkeit von geeigneten Testsystemen. In der modernen Arzneimittelfor-
schung kommen grofse Bibliotheken chemischer Substanzen zum Einsatz, deren biologi-
sche Wirksamkeit in einem automatisierten ,high throughput screening* getestet wird
[20]. Manche der im ,screening” gefundenen Molekiile kénnen als Leitstruktur herange-
zogen und weiter optimiert werden [211]. Die Beurteilung der Wirksamkeit und Spezi-
fitdt erfolgt in biochemischen bzw. biologischen Testsystemen und soll potente Wirk-
substanzen identifizieren. In den letzten Jahren wurde die Technologie zur Testung von
Kinase-Inhibitoren entscheidend verbessert [61], 103]. In Enzym-Bindungsassays kann
die Affinitdt und Spezifitdt von Hemmsubstanzen beziiglich hunderter Kinasen analy-
siert und verglichen werden, so dass auch Nebenaktivitdten der Inhibitoren entdeckt
werden. Diese zellfreien Testsysteme finden allerdings aufserhalb der normalen biologi-
schen Umgebung statt und lassen den zelluldren Kontext aufser Acht, der Einfluss auf
die Wirksamkeit von Hemmstoffen nehmen kann [88, [114]. Zudem ist es wichtig, die
Effekte der Wirksubstanzen auf komplexe biologische Systeme wie Zellen oder ganze

Organismen zu untersuchen. Neben Tiermodellen bieten Zell-basierte Testsysteme die
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Moglichkeit, Wirkmechanismen der Inhibitoren im biologischen Umfeld zu analysieren.
Zur Testung anti-inflammatorischer Substanzen kommen beispielsweise Wirkungstests
auf der Basis von PBMC (,peripheral blood mononuclear cells*) oder Zelllinien zum
Einsatz, mit deren Hilfe die Hemmung der Zytokin- oder Metabolitfreisetzung analy-
siert werden kann [130], 131], 173]. Diese In-vitro-Assays weisen eine gute Korrelation zu
Enzym-Assays auf und sind in der Lage, p38MAPK-Inhibitoren zu erfassen [130]. Im
speziellen Fall der Arthrosetherapie sollen die Wirkstoffe allerdings die in die Pathoge-
nese involvierten Zellen im Gelenk und damit vorrangig Chondrozyten ansprechen. Die
Wirkung von Inhibitoren kann zwischen verschiedenen Zelltypen variieren, da Signalwe-
ge héufig Zelltyp-spezifisch ablaufen [I73]. Im Anschluss an die In-vitro-Testung erfolgt
der Nachweis der Wirksamkeit im Tiermodell. Damit werden die Bedingungen im leben-
den Organismus mit einbezogen und die Effekte der Wirksubstanzen auf das Zielgewebe
nachweisbar. Allerdings sind die Befunde im Tiermodell nur bedingt préadikativ fiir die
Wirkung des Arzneistoffes im Menschen. Eine Erweiterung der bisher verfiigharen In-
vitro-Testverfahren mit Systemen, die auf die Erfordernisse der Arthrose-Therapie zu-
geschnitten sind, ist daher von Interesse. Die Verwendung von am Krankheitsgeschehen
beteiligter Zellen humanen Ursprungs sowie die Analyse Arthrose-assoziierter Parameter

ware dabel wiinschenswert.
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1.4. Zielsetzung

Das Ziel der vorliegenden Arbeit bestand darin, in Kooperation mit der Firma ratiopharm
GmbH, Ulm, ein In-vitro-Modell zur Testung anti-inflammatorisch wirkender Substanzen
zu etablieren. Um Probleme der Transferierbarkeit vom Tiermodell auf den Menschen
zu vermeiden, sollten humane artikulare Chondrozyten verwendet werden. Die Beibe-
haltung des chondrozytiaren Phanotypes unter den verwendeten Kulturbedingungen war

sicherzustellen.

Zur Etablierung des Testsystems gehorte die Isolierung und angepasste Kultivierung

von Chondrozyten aus dem Restgewebe von Knie-Totalendoprothese-Implantationen.

Durch eine geeignete Stimulation der in wvitro kultivierten Zellen sollte das arthrotische
Entziindungsgeschehen modellhaft dargestellt und typische Effekte anti-inflammatorisch

wirkender Substanzen in entziindlichen Gelenkerkrankungen nachvollzogen werden.

Eine genomweite Genexpressionsanalyse des etablierten In-vitro-Inflammationsmodells
sollte das Auffinden neuer, bisher nicht beachteter zellbiologischer Faktoren ermdglichen,

die in die Pathogenese der Arthrose involviert sind.

Mit Hilfe der genomweiten Analyseergebnisse sollten neue Arthrose-relevante Zielgene
identifiziert werden, deren Expressionsanalyse eine differenzielle Charakterisierung anti-
inflammatorisch wirkender Arzneistoffe erlaubt. Zusétzlich war die Analyse geeigneter

Metabolite zur Uberpriifung ausgewihlter Genexpressionen vorgesehen.

Zur Verifikation des In-vitro-Inflammationsmodells war anschliefsend die Testung ver-
schiedener, in der pharmazeutischen Entwicklung befindlicher Arzneistoffe geplant. Die
Effekte der neuen Substanzen sollten mit etablierten Inhibitoren verglichen werden, um
Unterschiede beziiglich Wirksamkeit und Wirkmechanismus zu erkennen und eine Se-

lektion potenter Wirksubstanzen zu ermoglichen.



2. Material und Methoden

2.1. Material

2.1.1. Patientenkollektiv

Humane artikuldre Chondrozyten wurden von Knorpelgewebe aus Kniegelenken isoliert,
die im Rahmen von routineméfigen Knie-Totalendoprothese (K-TEP)-Implantationen
asserviert wurden. Die Ubereignung des Gewebes erfolgte nach Aufklirung durch den
behandelnden Stationsarzt und nach Zustimmung der Patienten geméfs den Richtlini-
en der Ethik-Kommission der Universitidt Ulm. Es wurde Gewebe von 29 ménnlichen
Patienten (Altersdurchschnitt: 67.1 + 6.5 Jahre) und 61 weiblichen Patienten (Alters-
durchschnitt: 66.3 + 8.8 Jahre) verwendet. Patienten mit rheumatoider Arthritis oder

systemischen Stoffwechselerkrankungen wurden ausgeschlossen.

2.1.2. Gerate und Verbrauchsmaterial

Waage Precisa 400M Altenrath GmbH, Wuppertal, Deutsch-
land

Spectrophotometer Amersham Biosciences Europe GmbH,

Ultrospec 3000 Freiburg, Deutschland

UV-Lampe

AbiPrism7000 Applied Biosystems, Darmstadst,

MicroAmp Optical 96-Well-Reak- Deutschland

tionsplatten

Optical adhesive cover
Falcon Petrischalen BD GmbH, Heidelberg, Deutschland

15 ml Falcon-Zentrifugenrchr-

chen
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50 ml
chen
Falcon T75 Zellkulturflasche
Falcon T175 Zellkulturflasche
Falcon Zellschaber

0 well“-Zellkulturplatten

,,24 well“-Zellkulturplatten

,96 well“-Zellkulturplatten
®

Falcon-Zentrifugenréhr-

Kaniile Microlance
Spritze Plastipak®

Allegra 64R Zentrifuge

GmbH, Krefeld,

Beckman Coulter
Deutschland

Blotkammer Fastblopt B43
Elektrophoresekammer AGAgel
Standard ohne Kiihlung
Elektrophoresekammer 10 cm
Hybridisierungsofen
Stromversorgungsgerét

Transilluminator

Biometra GmbH i. L., Gottingen,
Deutschland

Geldoc XR, PC-Version 170

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miin-
chen, Deutschland

Filtertips Brand GmbH & Co., Wertheim,
Reaktionsgefifie Deutschland
Stripetten Costar Corning B.V., NE Schiphol-

Rijk, Holland (VWR Deutschland)

Wasserbad Laktotherm 1, Modell
LTH 232312

Dinkelberg-Labortechnik, = Neu-Ulm,
Deutschland

Elisa-Reader

Dynatech Laboratories, Chantilly, VA,
USA

Wasserbad

GFL - Gesellschaft fiir Labortechnik
mbH, Burgwedel, Deutschland

Pipette Pipetman 0.5-10 puL
Pipette Pipetman 2-20 uL
Pipette Pipetman 20-200 uL
Pipette Pipetman 100-1000 pL

Gilson International B.V.,
Bad Camberg, Deutschland

Kryoréhrchen Cellstar

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhau-

sen, Deutschland




2. Material und Methoden

18

Kiivette Suprasil Quarzglas, 10

min

Hellma GmbH & Co KG,

Inkubator HeraCell240
Megafuge 1.0

Sterilbank Laminair

Heraeus Holding GmbH, Hanau,
Deutschland

Pipettierhilfe ,Pipetus”

Hirschmann Laborgerdte GmbH & Co.
KG, Eberstadt, Deutschland

Stromversorgungsgerét
Slim Sx 250

Mighty

Hoefer, San Francisco, USA

Magnetrithrer IKA MAG

IKA, Staufen, Deutschland

Mikroprozessor-pH-Meter

KNICK elektr. Meftgeréite GmbH & Co,
Berlin, Deutschland

Gefrierschrank  -80°C, Modell

U85-360

Labotec, Gottingen, Deutschland

Ausgiefsstation EG 1140H
Histokinette Reichert-Jung 2050
Kiihlplatte EG 1140C

Mikrotom Reichert-Jung Super-
cut 2050

Leica Microsystems. Bensheim,
Deutschland

Kihl-Gefrier-Kombination

mium no-frost

pre-

Liebherr, Ochsenhausen, Deutschland

Stromversorgungsgeréit 2301 Ma-

crodrive 1

LKB, Bromma, Schweden

Streckbad
Wiérmeplatte Typ 13800

Medax Nagel GmbH, Kiel, Deutschland

Desinfector Automatic G7735
Aqua Purificator G7749

Miele, Giitersloh, Deutschland

Immobilon TM-P Transfer Mem-

Millipore, Schwalbach, Deutschland

bran
Deckglaser Paul Marienfeld GmbH & Co. KG,
Objekttrager Lauda-Koénigshofen, Deutschland

Permanox-Objekttriger

Nunc, New York, USA

Feinwaage

Sartorius AG, Gottingen, Deutschland

Zellzahlgerat Casy TT

Schéarfe System GmbH, Reutlingen,
Deutschland
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Whatman-Papier
Paper GB002*

,Gel-Blotting

Schleicher & Schuell GmbH, Dassel,
Deutschland

Robocycler Gradient 96

Stratagene Europe, Amsterdam, Hol-

land

Mikrotomklingen S35

Seidel Medipool (Feather)

Autoklav

Tuttnauer Europe b.v., GD Breda, Hol-
land

Mikroskop Axioskop 2 mot plus
Mikroskop Axiovert 35

Zeiss, Oberkochen, Deutschland

SDS-PAGE-Kammern vertikal

Wissenschaftlichen Werkstatt Fein-
werktechnik, Universitat Ulm,
Deutschland

2.1.3. Chemikalien und Kits

dTTP, dATP, dCTP, dGTP
Thermo Sequenase Primer Cycle

Sequencing Kit

Amersham BiosciencesEurope GmbH,
Freiburg, Deutschland

Natriumhydroxid AppliChem, Darmstadt, Deutschland
Power SYBR Green PCR Master Applied  Biosystems,  Darmstadt,
Mix Deutschland

DMEM Biochrom KG, Berlin, Deutschland
Dulbecco’s Modified Eagle Medi-

um(DMEM)

Fetales Kélberserum (FKS, Cat.

No.S0115,

Lot. No. 627EE und 0973H)
HAM’s F-12 Medium
L-Glutamin
L-Glutamin
Nicht-essentielle
(NEAS)

Penicillin/Streptomycin

Aminosauren

Pyruvat
SES1/SolA + SolB
Trypan Blau
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Trypsin/EDTA

PGESELISA Correlate EIATM

Biotrend,
Deutschland

Assay  Designs, Koln,

Oligo (dT)15
Oligonukleotide (Primer)

biomers.net GmbH, Ulm, Deutschland

SeaKem LE Agarose

Cambrex Bio Science German Office,

Apen

Agarose-Pulver NEEO

APS (Ammoniumperoxidsulfat)
Cacodylsdure-Natriumsalz
Dithiothreitol

DMSO (Dimethylsulfoxid)
EDTA
tat)
Rotiphorese Gel A
Rotiphorese Gel B
TEMED

diamin)

(Ethylendiamintetraace-

(Tetramethylethylene-

Carl Roth GmbH +Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Alzianblau 8GS
Eosin AG extra

Chroma-Gesellschaft Schmid
GmbH&Co., Kéngen, Deutschland

AEC+ High Sensitivity Substrate
Chromogen

Antibody Diluent with Back-
ground Reducing Components
Blocking Buffer

LSAB2® HRP-Kit

Dako Deutschland GmbH, Hamburg,
Deutschland

Aqua Spiillésung

DeltaSelect GmbH, Dreieich, Deutsch-
land

Safranin-O

Fisher Scientific Company, New Jersey,
USA

Bromphenolblau-Di-Natriumsalz
Chondroitin-6-Sulfat

Coomassie Brillantblau
D+-Saccharose
Guanidinhydrochlorid
Kernechtrot

Natriumcitrat

Fluka Biochemika, Buchs, Deutschland
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Paraformaldehyd 37 %
Phalloidin-FITC
Propidiumiodid

SDS (Natrium Dodecylsulfat)

ICN Biomedicals GmbH, Eschwege,
Deutschland

Alginat Keltone®

International  Speciality  Products,

Koln, Deutschland

Platinum® SYBR® qPCR Super-
MixUDG

TOP10 E.coli one shot

TOPO TA Cloning Kit

Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutsch-
land

Borséure
Natriumchlorid
Wasserstoffperoxid 30 %

J.T.Baker, Deventer, Holland

NucleoSpin Plasmid Kit

Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Dii-

ren

Aluminiumsulfat
Bariumchlorid
Calciumchlorid
Dinatriumhydrogenphosphat
Essigsaure 100 % (Eisessig)
Extran MA 02 neutral
Formaldehydlosung, 37 %
Giemsa Losung

Glycerin, 87 %

Glycin

Immersionsol

Kaiser‘s Glyceringelatine
Kaliumchlorid
Mercaptoethanol
Natriumacetat, wasserfrei
Natriumdihydrogenphosphat
ortho-Phosphorsiure 85 %
Triton-X 100

Tween 20

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Eukitt

O. Kindler
Deutschland

GmbH+Co. Freiburg,
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Aceton, techn.
Isopropanol 99 %

Methanol, Fassware

Olfabrik Schmidt, Ulm, Deutschland

Phosphat gepufferte Salzlosung
(PBS)

PAA, Colbe, Deutschland

100 bp-Basenpaarleiter

PeqLab Biotechnologie GmbH, Erlan-
gen, Deutschland

Griess Reagent System

Promega, Mannheim, Deutschland

DNase I

dNTPs

EndoFree Plasmid Maxi Kit
HotStarTaq® Master Mix Kit
HotStarTaq® Plus DNA Polyme-
rase

HotStarTaq®Plus Buffer Set
Omniscript RT Kit

QIAfilter Plasmit Midi Kit
QIAquick Gel Extraktions Kit
QiaShredder-Saulen
RNase-Free DNase Set
RNeasy Mini Kit

Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland

Ampicillin-ratiopharm 5.0

ratiopharm, Ulm, Deutschland

Random Primer
RNase Inhibitor

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,
Deutschland

Casyclean

Casyton

Schérfe System GmbH, Reutlingen,
Deutschland

e-Amino-n-Capronséure
3-Aminopropyl-Triethoxysilan
Collagenase IV

DEPC (Diethylpyrocarbonat)
Ethanol (96 %) absolut fiir Ana-
lyse

Ethidiumbromid, 10 mg/ml
L-Ascorbinséure-2-phosphat

LB Agar (Lennox L Agar)

LB Broth Fliissigmedium

Sigma-Aldrich
Laborchemikalien GmbH,
Taufkirchen, Deutschland
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Mayer‘s Hamatoxylin
Natriumformiat

Phosphate buffered Saline, pH 7.4
Protease

Proteinstandard 50-200 kDa
(-Glycerophosphat

Tris buffered saline 10x

Xylol, Isomerengemisch

Magermilchpulver Sucofin TSI GmbH, Zeven Deutschland

IL-156 TEBU, Offenbach, Deutschland

TNFa

Paraplast Plus Tyco Healthcare Deutschland GmbH,
Neustadt/Donau, Deutschland

Tris base USB Corporation Cleveland, USA

Tris

2.1.4. Inhibitoren, Primer und Antikorper
2.1.4.1. Inhibitoren

Samtliche Hemmstoffe, die fiir Inhibitionsversuche im Chondrozyten-Zellkulturmodell
zum FEinsatz kamen, wurden von der Firma ratiopharm GmbH, Ulm, Deutschland, zur
Verfiigung gestellt. In nachfolgender Tabelle sind die Inhibitoren mit zugehorigen Ei-
genschaften wie Molekulargewicht (MG in g/mol), Summenformel (SF), dem priméren
Target (PT), eventueller weiterer Spezifitdten (WS) und ihrer Strukturformel aufgeli-
stet.

Substanz, Eigenschaften Strukturformel
Entwicklung

Birb 796 MG: 927.67

Bohringer- SE: C31H37N503

Ingelheim PT: p38MAPK ™ T \N\/N
ws:  JNK2/3 PN : Y—%
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Substanz, Eigenschaften Strukturformel
Entwicklung
CBS 3825 MG: 400.48
ratiopharm, SF: CooHnFN, 055 Diarylimidazol-Derivat
Ulm PT: p38MAPK
CBS 3868 MG: 432.52
ratiopharm, SFE: CQ4H21FN4OS N’NH
Ulm PT:  p38MAPK A e
Licofelone MG: 379.89
ratiopharm, SF: Co3Ha3;CINO,
Ulm PT: COX1, COX2, 5-LOX
WS: PTGES
Lu 151 MG: 421.54
ratiopharm, SE": CaH31NO4
Ulm PT:  cytosolische Phospho-
lipase A2
ML 3408 MG: 356.42
ratiopharm, SFE: C.sH7,FN,OS
Ulm PT: p38MAPK
ML 3435 MG: 376.46
ratiopharm, SF 021H17FN4S
Ulm PT: p38SMAPK
F
ML 3595 MG: 372.42
ratiopharm, SF: CrsHi7F N1 0,5 Diarylimidazol-Derivat
Ulm PT: p38MAPK / PDE4
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Substanz, Eigenschaften Strukturformel
Entwicklung
ML 3602 MG: 386.45
ratiopharm, SF: CroH1oFN, 055 Diarylimidazol-Derivat
Ulm PT: p38MAPK / PDE4
ML 3624 MG:  483.97 T
ratiopharm, SF': CosHa7CIFN3O4 - Q © o
Ulm PT:  p38MAPK @\/@Cl >
WS:  JNK3 \
ML 3736 MG: 358.44
ratiopharm, SF: CrsHipFN4OS Diarylimidazol-Derivat
Ulm PT: p38MAPK
WS: PDE4
Pamapimod MG: 406.39 ;
Roche, SF:  C9HyFsN,0, XXI@
Mannheim PT:  p38MAPK S g
WS:  JNK3 W |
Rofecoxib MG: 314.36 ~°
Merck, SE": C17H14045 -
Darmstadt PT: COX2 Q Q
ws:  JNK2/3 S
SB203580 MG: 377.44 F
Lee et al., 1994  SF: Co1HigFN30S N P
[134] PT: p38MAPK N | N@S\
ws:  JNK2/3 N~
Tepoxalin MG: 385.85

Argentieri et al., SF: CooHyCIN3O5
1994 [9) PT: COX1, COX2, 5-LOX
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Substanz, Eigenschaften Strukturformel
Entwicklung

Zileuton MG:  236.29

Carter et al., SFE: C11H12NQOQS HoN N/OH /

1989 [42] PT: 5LOX 7// i

2.1.4.2. Primer

Die Primer fiir die RT-PCR sowie fiir die quantitative ,realtime* PCR wurden mit dem
Programm Primer3 [I74] erstellt. Hierzu wurden publizierte DNA-Sequenzen aus der
Gendatenbank von NCBI [71] (,GenBank®) verwendet. Sequenzierprimer sind mit dem

Fluoreszenzfarbstoff Cyb markiert.

Primer fiir RT-PCR und Sequenzierprimer

Gen ,GenBank-  Léange d. Primersequenz
Zugangs- Amplif. F (“forward®) und R (“reverse”)
nummer in bp 5’ 3

RT-PCR-Primer
ADAM15 NM 003815 118 F: ctgtgacagcaacaggcact

R: taagaccaggaggctgagga
ADAMTS5 NM 007038 80 F: cgctgeccaccacactcaa

R: cgtagtgctcctcatggtcat
AGC NM 013227 498 F: ccatgcaatttgagaact

R: acaagaagaggacaccgt
COL10A1 NM 000493 703 F: gcccaagaggtgeccctggaatac

R: cctgagaaagaggagtggacatac
COL2A1 NM 033150 365 F: caggggtgaacgaggtttc

R: cacgagcaccagcacttcc
COL4A6 NM 001847 123 F: gggcttcctggagataaagg

R: agtgcctggaaatcctgatg
COLb/A1 NM 000093 139 F: aggaatgcctggacaaactg

R: acccectttetecategtcetce
COL6A1 NM 001848 116 F: caagaggagaccctggtgaa

R: gccteggtagectttaggtce
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Untereinheit

2. Material und Methoden
Gen ,GenBank-  Lénge d. Primersequenz
Zugangs- Amplif. F (“forward®) und R (“reverse®)
nummer inbp 5 3’
COMP NM 000095 100 F: agcagatggagcaaacgtattg
R: tggaagacttcacagccttgag
COX2 NM 000963 158 F: tgagcatctacggtttgetg
R: tgcttgtctggaacaactgce
CRTL1 NM 001884 123 F': gaaaatggcccccatctact
R: atggattcctgagccaaatg
FN1 NM 002026 135 F: atgatgaggtgcacgtgtgt
R: ctcttcatgacgcttgtgga
GAPDH NM 002046 188 F: gagtccactggcgtcttcac
R: ggtgctaagcagttggtggt
IL10 NM 000572 352 F: atgccccaagctgagaaccaagaccca
R: tctcaaggggctgggtcagetatccca
IL1B NM 000576 205 F: gggcctcaaggaaaagaatc
R: ttctgcttgagaggtgetga
IL6 NM 000600 610 F: aactccttctccacaageg
R: tggactgcaggaactcctt
ITGA2B NM 000419 117 F: atgtcgagggctttgagaga
R: acatcgcgattcctatctgg
MMP13 NM 002427 97 F: tgg tcc agg aga tga aga cc
R: tcctcggagactggtaatgg
MMP24 NM 006690 115 F: ttaaggaggtgacggtggag
R: taggtcttgcccacaggttc
MMP3 NM 002422 83 F: tgtggagttcctgacgttggt
R: acaatcctgtatgtaaggtgggtttt
NFKB, M58603 174 F: cctggatgactcttgggaaa
DNA-bindende R: tcagccagectgtttcatgtc
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Gen ,GenBank-  Lénge d. Primersequenz
Zugangs- Amplif. F (“forward®) und R (“reverse®)
nummer inbp 5 3’
NOS2A NM 000625 158 F: acaagcctacccctccagat
R: tccegtcagttggtaggttc
p3SMAPKA NM 001315 188 F: tgactcagatgccgaagatg
R: atcataaggatcggccactg
PPARG2 NM 015869 628 F: gaatgtcgtgtctgtggaga
R: tgaggagagttacttggtcg
PTGES NM 004878 168 F: gaagaaggcctttgccaac
R: gggttaggacccagaaagga
TIMP1 NM 003254 782 F: aattccgacctcgtcatcag
R: tgcagttttccagcaatgag
TIMP2 NM 003255 470 F: ggcgttttgcaatgecagatgtag
R: cacaggagccgtcacttctcttg
TNFA NM 000594 380 F: tcagcctcttctecttectg
R: gatgcggctgatggtgtg
Sequenzierprimer

M 13 reverse
T7 Promotor

Cyb-caggaaacagctatgac
Cy5-taatacgactcactataggg

Primer fiir quantitative PCR

Gen und Lange d. Primersequenz

Schmelzkurve

,GenBank-  Amplif. F (“forward“) und R (“reverse®)

Zugangsnr. inbp 5 3
18S-rRNA 65 F: cgcagctaggaataatggaatagg
X03205 R: catggcctcagttccgaaa i
COX2 123 F: cccttgggtgtcaaaggtaa

NM 000963 R: ggcaaagaatgcaaacatca ,

Temparsure ©)
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Gen und Liange d. Primersequenz Schmelzkurve
,GenBank“  Amplif. F (“forward®) und R (“reverse®)
Zugangsnr. inbp 5 3
FHL1 115 F: ctgcgtggattgctacaaga
NM 001449 R: gtgccaggattgtccttcat -
FHL2 102 I': ggtacccgcaagatggagta
NM 001450 R: tttggggatgaaactcttg , ,iT__
ITGB3 120 F: atggggacacctgtgagaag
NM 000212 R: aacggttgcaggtattttcg
LASP1 102 F: tgcgctacaaggaggagttt
NM 006148 R: tgatctggtcctgggtcttc
MMP13 97 F: tcctcttcttgagetggactcatt
NM 002427 R: cgctctgcaaactggaggtc
NOS2A 117 F: attcactcagctgtgcatcg
NM 000625 R: tcaggtgggatttcgaagag
OPG 117 F: ggcaacacagctcacaagaa
NM 002546 R: cgctgttttcacagaggtca A
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Gen und Liange d. Primersequenz Schmelzkurve
,GenBank-  Amplif. F (“forward“) und R (“reverse®)
Zugangsnr. inbp 5 3
PDLIM1 112 F: aatgtggcactgggattgtt
NM 020992 R: gaaatggcccttctgtttcea
PTGES 155 F: cccccagtattgecaggag ¥
NM 004878 R: ggaagaccaggaagtgcatc A —
TUBB 140 F: tgacttgcagctggagagaa
NM 001069 R: gtctgaagatctggccgaag
VIM 144 F: gagaactttgccgttgaagce
NM 003380 R: ctcaatgtcaagggccatct _—

2.1.4.3. Antikorper

Bei den fiir Immunfarbung und Western-Blot verwendeten Antikérpern handelte es sich

um monoklonale Maus-Antikorper:

Antigen Klon

Hersteller

FHL2 F4B2-B11

Vimentin V9

Gabe von Prof. Dr. V. Wixler, Miinster, Deutschland

Sigma-Aldrich Laborchemikalien GmbH, Taufkir-
chen, Deutschland
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2.1.5. Kulturmedien, Puffer, Losungen und Gele

2.1.5.1. Zellkulturmedien

Chondrozytenmedium

1:1 DMEM : HAM’S F-12 Medium
1 mM L-Glutamin
50 U/ml Penicillin
50 pg/ml  Streptomycin
10 pg/ml  L-Ascorbinsdure-2-phosphat

10 % hitzeinaktiviertes fetales Kalberserum

Kryomedium
Zum Kultivierungsmedium wurde 5 % DMSO (Dimethylsulfoxid) zugegeben und bei
0°C verwendet.

Serumfreies Medium:
DMEM
1 mM L-Glutamin
1 mM Pyruvat
50 U/ml Penicillin
50 pg/ml  Streptomycin
nicht-essentielle Aminoséduren (L-Alanin: 8.9 mg/ml,
L-Asparagin x H,O: 15 mg/ml, L-Asparaginsiure:
13.3 mg/ml, L-Glutaminsiure: 14.7 mg/ml, Glycin:
7.5 mg/ml, L-Prolin: 11.5 mg/ml, L-Serin: 10.5 mg/ml
1:1000 SES1 Solution A
1:1000 SES1 Solution B, jeweils frisch zugegeben

Hitzeinaktivierung des FKS

Gefrorenes FKS wurde iiber Nacht im Kiihlschrank bei 4°C aufgetaut und bei 56°C fiir
30 min erhitzt. Anschliefend wurden Aliquots portioniert und bis zur Verwendung bei
-20°C gelagert.

2.1.5.2. Medien fiir Bakterienkultivierung

Agarplatten mit Selektivmedium

35¢g LB Agar
1 ml  Ampicillin (50 mg/ml)
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Mit Aqua demin. auf 1 | auffiillen, den gelosten LB Agar 6 min bei 121°C autoklavieren,
nach dem Abkiihlen auf unter 42°C Ampicillin zugeben, Platten giefsen und nach dem
Erkalten lichtgeschiitzt bei 4°C lagern.

Selektivmedium

25 g LB Broth

1 ml  Ampicillin (50 mg/ml)
Mit Aqua demin. auf 1 | auffiillen, das geloste LB Broth 6 min bei 121°C autoklavieren
und nach dem Abkiihlen Ampicillin zugeben.

2.1.5.3. Puffer

Auflosepuffer fiir Alginat-Beads

0.055 mol Natriumecitrat
0.020 mol EDTA
0.15 mol Natriumchlorid

Mit Aqua demin. auf 1 | auffiillen und den Puffer mit NaOH auf pH = 6.8 einstellen.

Spiilpuffer fiir Paraffineinbettung von Alginat-Beads

0.1 mol Cacodylséure-Natriumsalz
50 mmol BaCl,
10 g Saccharose

Mit Aqua demin. auf 1 1 auffiillen, den Puffer mit HCI auf pH = 7.4 einstellen. Vor der

Verwendung 10 ml Eosin zugeben.

TBE-Puffer (pH 8.3)

10.9 g Tris-Base
5.5 g Borsdure Mit Aqua demin. auf 1 1 auffiillen.
0.93 g Di-Natrium-EDTA
ALP-Puffer 10x

0.1 mmol ZnCl,
1 mmol MgCl,
1 ml Triton-X

20 mmol Tris

Probenpuffer fiir SDS-PAGE

Mit Aqua demin. auf 1 I auffiillen.
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125 ml  Tris (pH 6.8), 0.5 M
10 g SDS

150 ml  Glycerin
2.3 g Dithiothreitol

Laufpuffer fiir SDS-PAGE (pH 8.3)

Mit Aqua demin. auf 1 I auffiillen.

192 mmol Glycin
25 mmol Tris Mit Aqua demin. auf 1 | auffiillen.
1g SDS
Blotpuffer
Blotpuffer I | BlotpufferIl | Blotpuffer 111
Tris basisch 300 mM 30 mM -
e-Amino-n-Capronséure - - 40 mM
Methanol 20 % 20 % 20 %
2.1.5.4. Gele
Agarosegele
50 ml  TBE-Puffer (2.1.5.3, S.[32)
0.5 ¢ Agarose fiir ein 1 %-iges Gel, beziehungsweise
1 g Agarose fiir ein 2 %-iges Gel
0.5 pg/ml  Ethidiumbromid

TBE-Puffer mit Agarose aufkochen und nach Abkiihlung auf unter 50°C Ethidiumbro-
mid unter Riihren zugeben. Agarosegel in einer Gelkammer ca. 30 min polymerisieren

lassen.

SDS-PAGE-Gele

Komponenten Trenngel 11.5 % | Sammelgel
Acrylamid (30 %) 3.96 ml 1.47 ml
Bisacrylamid (2 %) 3.12 ml 0.59 ml
1.5 M Tris-HCI (pH 8.8) 3.75 ml 2.50 ml
SDS (10 %) 50 pl 50 pl
Aqua demin. - 5.28 ml

gut mischen
10 pl
100 gl

TEMED (100 %)
APS (10 %, frisch angesetzt)

Coomassie-Blue

10 pl
100 pl
ca. 20 pl
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Zwei Glasplatten fiir Polyacrylamidgele (Anfertigung der Wissenschaftlichen Werkstatt
Feinwerktechnik der Universitdt Ulm) fixieren und mit 2 %-iger Agaroselésung abdich-
ten. Trenngel zwischen die Platten gielten und mit wassergesattigtem Butanol iiber-

schichten. Nach Polymerisation Botanol abgiefsen, Gel mit 1:4 verdiinntem Laufpuffer
(2.1.5.3 S. spiilen und mit Sammelgel {iberschichten, danach den Kamm einsetzen
und das Gel iiber Nacht bei 4°C auspolymerisieren lassen.

2.1.5.5. Losungen

Formalin nach Lillie (pH 7.0)

4.0 g Natriumdihydrogenphosphat
6.5 g Dinatriumhydrogenphosphat Mit Aqua demin. auf 1 | auffiillen.
100 ml  Formaldehydlosung (37 %)

EDTA-L6sung zur Entkalkung von Gewebeproben (pH 7.4)
200 g Di-Natrium-EDTA
20 g Natriumhydroxid (NaOH)

Di-Natrium-EDTA und NaOH in Aqua demin. aufschlimmen und durch Erhizen und
Riithren auflésen. pH-Wert mit NaOH auf 7.4 einstellen und mit Aqua demin. auf 1 1

auffillen.

Bromphenolblaulésung (pH 8.0)

2.5 g Bromphenolblau Natriumsalz
400 g Saccharose Mit Aqua demin. auf 1 | auffiillen.
125 mmol Di-Natrium-EDTA

Fixierlosung fiir Proteingele

500 ml Methanol

_ Mit Aqua demin. auf 1 I auffiillen.
125 ml  Essigsaure

Entfiarber /Waschl6sung fiir Proteingele
100 ml  Methanol

- Mit Aqua demin. auf 1 1 auffillen.
5ml Essigsdure

Coomassie-Farbung (1 %) fiir Proteingele

100 ml Methanol
5 ml Essigsaure Mit Aqua demin. auf 1 I auffiillen.

10 g Coomassieblau
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2.1.6. Computerprogramme
e AbiPrism SDS 7000 system software, Version 1.2.3, Applera GmbH, Darmstadt,
Deutschland

e ALFexpress Software, Amersham Biosciences Europe GmbH, Freiburg, Deutsch-
land

e AxioVision 3.1, Zeiss Oberkochen, Deutschland

e BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/)

e CASY TT, Schéirfe System GmbH, Reutlingen, Deutschland

e Genesis, Version 1.6.0 Beta 1 (http://genome.tugraz.at/)

e GoMiner (http://discover.nci.nih.gov/gominer/index. jsp)

e Primer3 (http://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer3_www.cgi)

e Quantity One 1D Analysis Software, Version 4.6, Bio-Rad Laboratories GmbH,
Miinchen, Deutschland

e Zoom Browser Ex, Version 4.5.1.148, Canon Deutschland GmbH, Fichtenhain,
Deutschland

2.2. Methoden

2.2.1. Zellkultur
2.2.1.1. Praparation von Chondrozyten

Zur Isolation von Chondrozyten wurde Knorpelgewebe verwendet, das im Rahmen ei-
ner K-TEP-Operation entnommenen wurde. Die Uberlassung des Gewebes erfolgte nach
Aufklarung durch den behandelnden Stationsarzt und nach Zustimmung der Patien-
ten geméaft den Richtlinien der Ethik-Kommission der Universitdat Ulm. Es wurde nur
makroskopisch intakter Knorpel herangezogen, der eine glatte Oberflache aufwies. Die
Isolierung der Zellen wurde wie beschrieben durchgefiihrt [98]. Alle Arbeitsschritte er-
folgten unter sterilen Bedingungen, samtliche Medien und Losungen wurden auf 37°C

vorgewarmt.

e Restgewebe in sterile Nierenschale iiberfithren, mit PBS spiilen


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/
http://genome.tugraz.at/
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e Mit Hilfe eines Skalpells Knorpel in etwa 1 mm diinnen Scheiben von der Gelenk-

flache schneiden und in DMEM iiberfithren, um Austrocknung zu verhindern

e Zerkleinerten Knorpel zweimal mit DMEM spiilen und in 50 ml Falcon Rohrchen
mit 30 ml Protease-Losung (9 U/ml Protease in DMEM, steril filtriert) iiberfiithren

e Gewebe bei 37°C 45 min im Rotor des Hybridisierungsofens bei 7 Upm vorverdauen

e Angedautes Gewebe dreimal mit DMEM waschen und mit 30 ml Collagenase-
Losung (75 U/ml Collagenase in DMEM, steril filtriert) versetzen

e Gewebe 15 - 18 h bei bei 37°C im Rotor des Hybridisierungsofens bei 7 Upm

verdauen

e Die in der Verdaulosung befindlichen Zellen durch Zentrifugation (10 min bei
180 RZB) pellettieren und durch wiederholtes Resuspendieren in DMEM und zen-

trifugieren zweimal waschen

e Zellsuspension durch ein Zellsieb von 70 um Porengrofe filtrieren und nochmals

zentrifugieren

e Zellen in Chondrozytenmedium (2.1.5.1} S. resuspendieren, zdhlen und 2 Mio
Zellen pro 75 cm? Zellkulturflasche aussiahen und kultivieren

e Chondrozyten ein bis zwei Tage adhérieren lassen, mit PBS spiilen und kryokon-

servieren

2.2.1.2. Zellzdhlung

Zur Zahlung von Zellen wurden 100 pl Zellsuspension in 10 ml Casyton gegeben, am
Zellzahlgerat Casy 1 analysiert und mit Hilfe des Software-Programmes CASY TT aus-
gewertet. Dabei wurde die Anzahl vitaler sowie toter Zellen, Zelltrimmer und Zellag-
gregate in einer dreifachen Messung bestimmt und daraus die Zellvitalitit, der Aggra-

gationsfaktor und schlieflich die vitale Zellzahl berechnet.

2.2.1.3. Zellkultivierung

Die Kultivierung der Zellen erfolgte bei 37°C, 5 % CO, und 95 % Luftfeuchte, Medi-
um wurde alle drei bis vier Tage gewechselt und die Zellen bei etwa 80 % Konfluenz

passagiert.
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2.2.1.4. Zellpassagierung

Zur Expansion oder Umsetzung von Zellen in andere Kulturgefiffe wurden kultivierte

Zellen passagiert, alle Medien und Losungen wurden auf 37°C vorgewarmt:

e Medium aus Kulturgefifs abnehmen und Zellen zweimal mit PBS waschen

e Zellrasen mit Trypsin/EDTA (0.05 %/0.02 % in PBS ohne Ca?*, Mg?*) bedecken
und 5 - 10 min bei 37°C ,5 % CO,, 95 % Luftfeuchte inkubieren

Ablosung der Zellen durch Klopfen des Kulturgefifies unterstiitzen und optisch

kontrollieren

Enzymatische Reaktion durch Zugabe von serumhaltigem Medium abstoppen und

Zellsuspension 10 min bei 180 RZB abzentrifugieren

Zellpellet in Kulturmedium resuspendieren und wieder aussidhen

2.2.1.5. Kryokonservierung

Zur Kryokonservierung wurden die Zellen passagiert , S. , nach dem Zentrifu-
gieren in eiskaltem Kryomedium , S. resuspendiert und in Kryoréhrchen mit
jeweils 2-108 Zellen aliquotiert. Anschlieffend wurden die Rohrchen 12 h in der Gasphase
von Fliissigstickstoff abgekiihlt und danach zur Lagerung in die Stickstofffliissigphase
iiberfiihrt.

2.2.1.6. Einbettung von Chondrozyten in Alginat-Beads

Die Immobilisierung von Chondrozyten in einer dreidimensionale Alginatmatrix wurde
wie von Hauselmann et al. beschrieben [91] durchgefiihrt. Alle Arbeitsschritte erfolgten
unter sterilen Bedingungen, sdmtliche Medien und Losungen wurden auf 37°C vorge-

warmt.

e Chondrozyten dreimal mit HAMs F12-Medium waschen (Zentrifugation 10 min

bei 180 RZB), um eine Ca?*-freie Zellsuspension zu erhalten

e Pelletierte Zellen in steril filtrierter Alginatlosung (1.2 % in 0.9 % NaCl-Losung)

aufnehmen, Zellzahl auf 4-106 Zellen/ml einstellen

e Alginat-Zellsuspension in einer Spritze mit einer 0.4 mm x 19 mm Kaniile luftbla-

senfrei aufziehen
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e Alginat-Zellsuspension unter Riihren in eine 135 mM CaCl,-Losung eintropfen und

10 min bei RT stehen lassen

e Beads einmal mit 0.9 % NaCl und dreimal mit DMEM waschen und anschliefend
in Chondrozytenmedium bei 37°C, 5 % COs und 95 % Luftfeuchte kultivieren,

alle drei bis vier Tage Medium wechseln

2.2.1.7. Auflésung von Alginat-Beads

Zur Weiterverwendung der in Alginat eingebetteten Zellen wurden die Alginat-Beads

wie von Hauselmann et al. beschrieben [91] aufgelost.
o Kulturiiberstand der Bead-Kultur abnehmen und Beads zweimal mit PBS waschen

e Pro Bead 20 ul Auflésepuffer (2.1.5.3] S. zugeben, 15 min inkubieren lassen

und griindlich vortexen

e Suspension 10 min bei 180 RZB abzentrifugieren, Zellpellet vor der Weiterverwen-

dung (Zelllyse oder Zellkultivierung) einmal mit PBS waschen

2.2.1.8. Stimulation und Inhibition von Zellen in Monolayer- oder
Alginat-Bead-Kultur

Die Kultivierung von Chondrozyten mit verschiedenen Inhibitoren und Stimuli erfolgte

nach folgendem Protokoll:

e Fiir Monolayerkulturen Zellen mit einer Dichte von 3 - 5-104Zellen/cm? ausséden

und zwei Tage adhérieren lassen

e Fiir Alginat-Bead-Kulturen Zellen nach Vorschrift in Alginat immobilisieren und

kultivieren

e Zellen zweimal mit PBS waschen und 24 h in serumfreiem Medium (2.1.5.1] S.

kultivieren

e Die in DMSO (Dimethylsulfoxid) gelosten Inhibitoren mit DMEM auf die ge-
wiinschte Konzentration vorverdiinnen, den DMSO-Gehalt auf 0.1 % im Endan-

satz einstellen
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e Medium abnehmen und Zellen 15 min mit Inhibitor in serumfreiem Medium in-
kubieren (37°C, 5 % COs und 95 % Luftfeuchte), Kontrollanséitze in serumfreiem
Medium mit 0.1 % DMSO kultivieren

e Stimulanz in gewiinschter Konzentration zugeben und Zellen bei 37°C, 5 % COq
und 95 % Luftfeuchte stimulieren

e Nach erfolgter Stimulation Zellen zweimal mit PBS waschen und lysieren ([2.2.1.9]
s

— Bei Monolayerkulturen erfolgt die Zelllyse direkt im Kulturgefafs

— Alginat-Beads werden nach Vorschrift aufgeldst (2.2.1.7] S.[38]) und anschlie-
fsend lysiert

2.2.1.9. Zelllyse

Zur Analyse verschiedener intrazelluldrer Komponenten wurden die Zellen wie folgt

aufgelost:

e Zur RNA-Isolierung die Zellen in 350 ul RLT-Puffer (aus dem RNeasy Mini Kit
der Fa. Qiagen GmbH, Hilden) mit 10 pl/ml S-Mercaptoethanol aufnehmen, bei
mehr als 106 Zellen 600 ul des Lysispuffer verwenden

e Zum SDS-PAGE die Zellen trypsinieren, waschen und Pellet in SDS-Probenpuffer

(2.1.5.3, S. aufnehmen
e Zur Proteinbestimmung oder DNA-Messung Zellen trypsinieren, waschen und Pel-

let in ALP-Puffer 1x (2.1.5.35. aufnehmen

2.2.2. Molekularbiologische Methoden
2.2.2.1. RNA-Isolierung

Zur Isolation der Gesamt-RNA aus Zelllysat fiir Genexpressionsanalysen wurde das RN-

easy Mini Kit der Fa. Qiagen GmbH, Hilden, nach Herstelleranleitung verwendet.
o Zelllysat (2.2.1.9, S. mit gleichem Volumen 70 % Ethanol mischen

e Lysat-Ethanol-Gemisch auf RNeasy mini spin-Séule in 2 ml Sammelréhrchen auf-

tragen
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15 s bei 15500 RZB zentrifugieren und Durchbruch entfernen

e 700 pul RW1-Puffer auf die Sdule pipettieren

e 15 s bei 15500 RZB zentrifugieren und Saule in neues Sammelréhrchen stellen

e 500 ul RPE-Puffer auf die Séule pipettieren

e 15 s bei 15500 RZB zentrifugieren und Durchbruch entfernen

e Nochmals 500 pl RPE-Puffer auf die Saule pipettieren

e 2 min bei 15500 RZB zentrifugieren und Durchbruch entfernen

e 1 min bei 15500 RZB zentrifugieren und Séule in 1.5 ml Sammelréhrchen stellen

e Elution der RNA: 30 ul RNAse-freies Wasser direkt auf die Membran der Séule

pipettieren
e 1 min bei 15500 RZB zentrifugieren, Saule entfernen
e RNA-Losung sofort auf Eis tiberfiihren

e Bei -80°C lagern

2.2.2.2. Reverse Transkription

Fiir die Durchfithrung von Genexpressionsanalysen wurde Gesamt-RNA (2.2.2.1] S.
mit Hilfe des Omniscript RT Kit der Fa. Qiagen GmbH, Hilden, nach Anleitung des
Herstellers in ¢cDNA umgeschrieben. RNA-Losung und verwendete Reagenzien wurden

auf Eis gehalten.

e RNA (maximal 2 pug) mit RNAse-freiem Wasser auf 12 pl Gesamtvolumen einstel-

len
e RNA-Losung 5 min bei 65°C denaturieren und danach sofort auf Eis stellen

e Reaktionsmix zugeben aus

RT-Puffer 10x 2 pul
dNTP-Mix jebmM 2 pul
Oligo dTy; 20 pM 1 pl
Random-Primer 100 pM 1 pl

RNAse-Inhibitor 10 units/ul 1 ul
Omniscript RT 4 units/pl 1 pl

e Gemisch vortexen und kurz anzentrifugieren
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e 60 min bei 37°C inkubieren (Robocycler ohne beheizten Deckel)
e 60 min bei 42°C inkubieren

e cDNA bei -20°C einfrieren

2.2.2.3. RT-PCR

Zur semiquantitativen Genexpressionsanalyse wurde eine RT-PCR (Reverse Transkrip-
tase-Polymerase-Kettenreaktion) mit dem HotStarTaq Master Mix Kit (Qiagen) in 20
pl-Ansétzen nach Anleitung des Herstellers durchgefiihrt. Die Primer wurden 1 uM im
Ansatz eingesetzt. Alle Primersequenzen, die in der RT-PCR eingesetzt wurden, sind in
Abschnitt S. zu finden. Die Amplifikationsreaktion erfolgte im Robocycler
Gradient 96 (Stratagene) unter folgenden Bedingungen:

Zyklenzahl Zeit Temperatur

1 15 min  96°C
30 1 min  95°C
1 min 60°C
1min 72°C
1 20 min 72°C

2.2.2.4. Quantitative PCR

Die quantitative Genexpressionsanalyse wurde in einem AbiPrism7000 (Applied Bio-
systems) unter Verwendung von Platinum®SYBR®qPCR Super-Mix UDG, Invitro-
gen (FHL1, FHL2, ITGB3, LASP1, MMP13, PDLIM1 und TUBB) bzw. Power
SYBR®Green PCR Master Mix, Applied Biosystems (185-TRNA, COX2, NOS2A,
OPG, PTGES, VIM) nach den jeweiligen Herstellerangaben in 20 pl-Triplikatansitzen
durchgefiihrt. Die in Vorversuchen optimierte Primerkonzentration for ,forward“- und
,reverse-Primer betrug im Ansatz jeweils 1 pM, nur die PTGES- und NOS2A-Primer
wurden jeweils 0.3 uM eingesetzt. Die Amplifikationsreaktion erfolgte unter den ange-
gebenen Bedingungen:
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Zyklenzahl  Zeit  Temperatur

1 2 min 50°C
1 10 min 95°C
40 15 s 95°C

1 min 60°C
1 20 min 72°C

Alle Primersequenzen, die in der quantitativen PCR eingesetzt wurden, sind in Ab-
schnitt , S. , zu finden. Zur Uberpriifung der amplifizierten Sequenzen und zur
absoluten Quantifizierung wurde fiir jedes Primerpaar das Amplifikat kloniert, in E.coli
transformiert und die Amplifikatsequenz durch Sequenzierung verifiziert (siehe [2.2.2.6]
S. und , S. . Zur absoluten Quantifizierung wurden die Plasmide mit den
inserierten Zielsequenzen aus den Klonen isoliert und die Nukleinsdure-Konzentration
photometrisch bestimmt , S. . Die Plasmide dienten als quantitative Referenz

und wurden in einer Konzentrationsreihe analysiert, die als Standardgerade diente.

2.2.2.5. Agarose-Gelelektrophorese

Die Amplifikate aus RT-PCR (2.2.2.3], S. und quantitativer PCR (2.2.2.4] S. wur-
den durch Gelelektrophorese im Agarosegel (2.1.5.4] S. aufgetrennt. Dazu wurde 4 pul

100 bp-Basenpaarleiter als Standard und 7 pl Amplifikat aufgetragen. Zur Identifikation
der Lauffront wurden die Proben zuvor mit 12.5 % Bromphenolblaulosung S.
34) versetzt. Mit ,Choral Buffer angesetzte Proben konnten direkt aufgetragen werden.
Die Auftrennung der Amplifikate erfolgte durch Anlegen von 120 V und 80 mA fiir 30
min. Anschlieflend wurden die Gele am GelDocXR (Bio-Rad) ausgewertet.

2.2.2.6. Klonierung und Transformation von PCR-Amplifikaten

Zur Verifizierung von PCR-Amplifikat-Sequenzen und zur absoluten Quantifizierung von
cDNA-Molekiilen in der quantitativen PCR wurden PCR-Amplifikate in E.coli transfor-

miert. Die daraus gereinigten Plasmide dienten als quantitativ bestimmbare Referenz.

Herstellung und Reinigung von PCR-Produkten

Die PCR-Produkte wurden mit dem HotStarTaq®Master Mix Kit wie unter [2.2.2.3] S.
[41] beschrieben hergestellt. Um eine ausreichende Menge an PCR-Produkten zu erhal-
ten, wurden 50 ul-Reaktionen angesetzt. Als Kontrolle wurden die Amplifikate zundchst
auf ein Agarosegel , S. aufgetragen und danach mit dem NucleoSpin Plasmid
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Kit (Machery-Nagel, Diiren) oder dem QIAquick Gel Extraktions Kit (Qiagen GmbH,

Hilden) nach den jeweiligen Herstellerangaben extrahiert.

Auf einem Geltrager ein 1 %-iges Agarosegel mit grofen Taschen giefen (jeweils

zwei Kammzinken mit Klebestreifen zusammengekleben)

Amplifikat mit 5 ul Bromphenolblau mischen, 40 ul Probe pro Tasche auftragen

und unter Standardbedingungen auftrennen

Gel mit Amplifikat kurz auf den Transilluminator (Wellenldnge: 254 nm) legen

und Bande mit Skalpell markieren

Bande vollsténdig ausschneiden und in zuvor gewogenem Reaktionsgeféifs auswie-

gen
Reingiung mit NucleoSpin Plasmid Kit:

— 3 Volumen NT1-Puffer zu einem Volumen Gel geben und 10 min bei 50°C

inkubieren, alle 2 min vortexen bis Gelstiicke vollstéandig gelost sind

— Auf NucleoSpin-Saule in 2 ml Sammelrohrchen auftragen und 1 min bei 8000

RZB zentrifugieren, Durchfluss verwerfen

— 600 pl NT3-Puffer auftragen und 1 min bei 11000 RZB zentrifugieren, Durch-

fluss verwerfen

— 200 pl NT3-Puffer auftragen und 2 min bei 11000 RZB zentrifugieren, Durch-

fluss verwerfen

— Séule in 1.5 ml Rohrchen iiberfithren, 30 pl NE-Puffer direkt auf die Sdulen-

membran pipettieren und 1 min bei RT inkubieren
— 1 min bei 11000 RZB zentrifugieren
Reinigung mit QIAquick Gel Extraktions Kit:

— 3 Volumen QG-Puffer zu einem Volumen Gel geben und 10 min bei 50°C

inkubieren, alle 2 min vortexen bis Gelstiicke vollstandig gelost sind

— Nach Auflésen muss Farbe des pH-Indikators im Puffer gelb sein, sonst 10 ul
3 M Natriumacetat, pH 5.0 zugeben

— Probe mit einem Gelvolumen Isopropanol mischen und vollstéandig auf QIA-

quick Spin-Saule in 2 ml Sammelrohrchen auftragen

— 1 min bei 15500 RZB zentrifugieren, Durchfluss verwerfen
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— 500 pl QG-Puffer auftragen und 1 min bei 15500 RZB zentrifugieren, Durch-

fluss verwerfen

— 750 pl PE-Puffer auftragen, 5 min bei RT inkubieren und 1 min bei 15500

R7ZB zentrifugieren, Durchfluss verwerfen
— Zum Trocknen erneut 1 min bei 15500 RZB zentrifugieren

— Séule in 1.5 ml Rohrchen iiberfithren, 50 pl EB-Puffer direkt auf die Sdulen-

membran pipettieren und 1 min bei RT inkubieren
— 1 min bei 15500 RZB zentrifugieren
e Eluat bei -20°C lagern

Klonierung und Transformation

Zur Klonierung der PCR-Produkte in einen Vektor wurde das TOPO TA Cloning® Kit
mit dem pCR®2.1-TOPO® Vector (Invitrogen) nach Herstellerangaben benutzt:

e Klonierungsreaktionen auf Eis ansetzen und vorsichtig mischen:

PCR-Produkt 4 pl
Salz-Losung 1l
TOPO-Vektor 1 ul

e Ansatz 7 min bei RT inkubieren, danach auf Eis stellen

Fiir die Transformation wurden kompetente TOP10 E.coli-Bakterien nach Herstelleran-

gaben verwendet.
e Bakterien auf Eis auftauen und 2 ul der Klonierungsreaktion zugeben
e Vorsichtig mischen und 15 min auf Eis inkubieren

e Bakterien exakt 30 s bei 42°C im Wasserbad hitzeschocken und sofort auf Eis

iiberfithren
e 250 pl auf RT temperiertes SOC-Medium zugeben
e 1 h bei 37°C horizontal schiitteln (200 rpm)
e 1 min bei 200 RZB zentrifugieren
e Uberstand dekantieren und Bakterien im Riicklauf resuspendieren

e 50 ul der Bakteriensuspension auf einer ersten, den Rest auf einer zweiten ampi-

cillinhaltigen, auf 30°C temperierten Agarplatte ausstreichen
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e Platten mit leicht geéffnetem Deckel stehen lassen, bis Fliissigkeitsfilm getrocknet
ist und bei 37°C iiber Nacht im Brutschrank inkubieren

e Von ausgewéhlten Klonen Ritzkulturen zur weiteren Verwendung anlegen

2.2.2.7. Plasmidisolierung

Es wurde das EndoFree Plasmid Maxi Kit oder alternativ das QIAfilterPlasmid Midi
Kit (beide Qiagen) nach Anleitung des Herstellers benutzt.

e 50 -

100 ml Bakteriensuspension einer Ubernacht-Kultur 15 min bei 6000 RZB

abzentrifugieren

e Uberstand dekantieren und vollstindig ablaufen lassen

e [solierung mit EndoFree Plasmid Maxi Kit:

Pellet durch Vortexen in 10 ml P1-Puffer vollstandig lysieren

10 ml P2-Puffer zugeben, Mischung sechs mal kippen und 5 min bei RT

inkubieren

10 ml gekiihlten P3-Puffer zugeben und vorsichtig durch sechsmaliges Kippen

mischen

Lysat unverziiglich auf eine vorbereitete QIAfilter Kartusche geben und
10 min bei RT inkubieren

Kartusche offnen und Lysat mit Hilfe des Stempels in ein 50 ml Réhrchen

filtrieren

Lysat mit 2.5 ml ER-Puffer versetzen, durch zehnmaliges Kippen mischen

und 30 min auf Eis inkubieren

Lysat auf eine mit 10 ml QBT-Puffer equilibrierte QIAGEN-tip 500-Saule

geben, Durchfluss verwerfen
Saule zweimal mit je 15 ml QC-Puffer waschen

DNA mit 5 ml QN-Puffer eluieren

e Isolierung mit QIAfilter Plasmid Midi Kit:

Pellet durch Vortexen in 4 ml P1-Puffer vollstédndig lysieren
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— 4 ml P2-Puffer zugeben, Mischung sechs mal kippen und 5 min bei RT inku-

bieren

— 4 ml gekiihlten P3-Puffer zugeben und vorsichtig durch zehnmaliges Kippen

mischen

— Lysat unverziiglich auf eine vorbereitete QIAfilter Kartusche (10 ml) geben
und 10 min bei RT inkubieren

— Kartusche 6ffnen und Lysat mit Hilfe des Stempels in ein 50 ml Réhrchen

filtrieren

— Lysat auf eine mit 4 ml QBT-Puffer equilibrierte QIAGEN-tip 100-Saule

geben, Durchfluss verwerfen
— Séaule zweimal mit je 10 ml QC-Puffer waschen
— DNA mit 5 ml QF-Puffer eluieren

e DNA mit 3.5 ml kaltem Isopropanol (100 %) prézipitieren und 30 min bei

15000 RZB zentrifugieren, Uberstand vorsichtig abnehmen und verwerfen

e Pellet mit 2 ml 70 % Ethanol waschen, 10 min bei 15000 RZB zentrifugieren,

Uberstand vorsichtig abnehmen und verwerfen

e Pellet 5 - 10 min trocknen lassen, in 300 pul TE-Puffer aufnehmen und bei -20°C

lagern

Bestimmung der Nukleinsdure-Konzentration am Photometer
Die DNA- bzw. RNA-Konzentration wurde mit dem Spectrophotometer bestimmt. Ge-
mass dem Gesetz von Lambert-Beer besteht eine lineare Beziehung zwischen der gemes-

senen Extinktion und der Konzentration der entsprechenden Losung.

e DNA-Proben geeignet mit 0.1 %-DEPC-Wasser verdiinnen, um im linearen Mef-
bereich von 5 - 50 ug/ml zu liegen

e Messung der Extinktion bei den Wellenldngen 260 nm und 280 nm gegen Referenz

(entsprechend verdinnter Proben-Puffer)

e Berechnung der Nukleinsdure-Konzentration nach der Beziehung c = N wobei E)

= Extinktion bei der Wellenldnge A, oy = Extinktionskoeffizient bei der Wellen-

lange A und 1 = Weglénge des Lichtes in der Losung mit aogopna = 20 1/g cm und

Ql260RNA — 25 l/g cm

e Berechnung der Ratio Fagg/ Eago zur Uberpriifung der Reinheit
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2.2.2.8. Sequenzierung mit ALFexpress

Zur Verifizierung der Inserts der erhaltenen Plasmide erfolgte eine Sequenzierung nach
der Einstrangmethode nach Sanger [179]. Es wurde das Thermo Sequenase Primer Cy-
cle Sequencing Kit (Amersham Biosciences) nach Anleitung des Herstellers eingesetzt.
Gereinigte Plasmid-Losung wurde direkt in der Sequenzierreaktion eingesetzt. Alterna-
tiv entfiel die Reinigung der Plasmide aus transformierten Bakterien. In diesem Fall
erfolgte eine Amplifikation des Plasmids direkt aus dem entsprechenden Klon. Dazu
wurde eine PCR mit M13 und T7 Primern wie unter 2.2.2.3] S. 41}, dargestellt durchge-
fiihrt. Mit Hilfe einer Pipettenspitze wurden dafiir aus Kolonien gepickte Bakterien in
dem PCR-Reaktionsmix resuspendiert. Das erhaltene Amplifikat wurde mit dem Qiagen

Purification Kit gereinigt und zur Sequenzierung verwendet.

Alle Reagenzien wurden auf Eis gehalten, die Primer M13 und T7 20 uM eingesetzt.
Die Annealing-Temperatur lag bei 55°C:

e Ansetzen des Reaktions-Mixes M pro Primer:

Plasmid-Losung 6 ul gereinigtes Amplifikat 8 ul
Primer 1 pul bzw. Primer 1wl
Aqua demin. 6 pl Aqua demin. 4 pl

e Ansetzen der vier Terminierungsreaktionen fiir jedes Nukleotid (A, C, G und T):
Nukleotid-Reagenz 3 ul
Reaktionsmix M 3 ul

e Proben 25 Zyklen bei folgenden Temperaturen im Robocycler inkubieren:

30 s 95°C
30 s 55°C
1 min 72°C

e Reaktion mit je 6 ul ,,Formamide loading dye* abstoppen

e ReproGel High Resolution (Polyacrylamidgel) mit einem Kamm der Zinkendicke

0.3 mm gieffen und 15 min unter der UV-Lampe aushérten lassen

e Pro Geltasche 5 ul Probe auftragen und bei 1500 V, 60 mA, 30 W und 55°C mit

einem Probenintervall von 2 s 450 min laufen lassen

e Sequenzierung mit ALFexpress Software auswerten, dann mit Hilfe von BLAST

(2.1.6] S.[39)) die erhaltene Sequenz analysieren
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2.2.2.9. Microarray-Analyse

Zur genomweiten Analyse der Genexpression von Chondrozyten wurde ein Oligo-Micro-
array-Experiment an der Microarray-Core Facility der Universitdt Ulm von Herrn Dr. K.
Holzmann durchgefiihrt. Um geniigend Ausgangsmaterial zu erhalten, wurden die Chon-
drozyten von sechs Spendern vereinigt und in fiinf Versuchsgruppen zu jeweils 3 Mio
Zellen aufgeteilt. Die Zellen wurden bei einer Dichte von 5-10*Zellen /cm? in Monolayer-
kultur gehalten und wie unter 2.2.1.8] S. 38 beschrieben mit IL-15 und verschiedenen
Inhibitoren kultiviert. Das Experiment wurde mit drei unabhéngigen Spendergruppen

durchgefiihrt, so dass insgesamt 15 Versuchsansitze auszuwerten waren.

Versuchsschema:

Versuchsansatz Kultivierungsbedingung

Kontrollansatz

Kultivierung mit 10 ng/ml IL-13

Kultivierung mit 10 gM Birb 796 und 10 ng/ml IL-15

Kultivierung mit 10 xM ML 3595 und 10 ng/ml IL-15

Kultivierung mit 10 xM SB203580 und 10 ng/ml IL-15

Nach 24 h Stimulation wurden die Zellen zur RNA-Isolierung wie unter 2.2.1.9] S. 39}
beschrieben mit 1.2 ml Lysispuffer pro Versuchsgruppe lysiert und mit einem Zellschaber

vollstdndig von der Zellkulturflasche gelost.

Die weiteren Schritte erfolgten alle an der Microarray-Core Facility wie von Buchholz
et al. [36] beschrieben. Das Array-Design und sémtliche Protokolle sind hinterlegt bei
ArrayExpress [10] unter der Identifikationsbezeichnung ,A-MEXP-716 und dem Namen
,SBGB homo sapiens Operon Chip 21K v2.0“. Zunéchst wurden die Oligonukleotide des
,Human Genome Oligo Set Version 2.0“ (Operon,Germany) auf einen Aminosilantrager
gespottet. Aus den Zelllysaten wurde RNA isoliert, revers transkribiert in cDNA und in
einem Amplifikationsschritt wiederum in anti-sense-RNA umgeschrieben. Danach erfolg-
te die Markierung der Proben-RNA mit Cy5 (rot) sowie einer Referenz-RNA mit Cy3
(griin), die daraufthin zur Co-Hybridisierung auf den Triger aufgebracht wurden. Die

Farbsignale wurden mit Hilfe eines Laserscanners visualisiert und nach Print-Tip-Loess
normalisiert. Die statistische Auswertung erfolgte wie unter [2.2.5.5] S.[58], beschrieben.
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2.2.3. Proteinbiochemische Methoden
2.2.3.1. Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Bestimmung der Proteinkonzentration wurde nach der Methode von Bradford [31]
mit Roti®-Quant (Roth) durchgefiihrt. Durch die Bindung eines Farbstoffes an Protein
erfolgt eine Absorptionsédnderung, die iiber einen weiten Konzentrationsbereich linear

verlauft.

e Auftragung von jeweils 50 ul der BSA-Standardreihe (5 - 200 pg/ml) und der
geeignet verdiinnten Proben auf eine 96-Well-Mikrotiterplatte in Duplikaten

e Zugabe von 200 pl einer 1:4 verdiinnten Roti®-Quant-Lésung
e Messung der Extinktion bei A = 590 nm im , ELISA-Reader

e Ermittlung der Probenkonzentration mit Hilfe der Standardgeraden

2.2.3.2. SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die elektrophoretische Auftrennung von Proteinen aus Zelllysat wurde mit Hilfe der
SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) nach Laemmli [127] in vertikalen
Kammern (Anfertigung der Wissenschaftlichen Werkstatt Feinwerktechnik der Univer-
sitdt Ulm) fiir 10 x 10 cm grofke Platten durchgefiihrt.

e Polyacrylamidgel mit 11.5 %-igem Trenngel und 4.5 %-igem Sammelgel (2.1.5.4]
S. giefsen
Gel in Gelkammer mit Laufpuffer fiir SDS-PAGE (2.1.5.3] S. befestigen

Nach erfolgter Proteinbestimmung der Probe (2.2.3.1] S.[49)) geeignete Menge und
3 pl Precision Plus Protein Standard Dual Color (Bio-Rad) mit den Molekularge-
wichten [kDa] (250; 150; 100; 75; 50; 37; 25; 20; 15; 10) auf das Gel auftragen

Gellauf von etwa 3.5 h mit folgenden Einstellungen:
Sammeln 50 V 30 mA

Auftrennen 100 V. 50-60 mA
e Coomassie-Farbung des Gels:
— Gel 30 min in Fixierlosung (2.1.5.5 S. inkubieren
— Férbung in Coomassie-Férbelosung (2.1.5.5, S. fiir 10 min
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— Entfiarben des Gels in Waschlosung (2.1.5.5, S. iiber Nacht

e Bei Einsatz des Gels im Western-Blot entféllt Coomassie-Farbung

2.2.3.3. Immunoblot (Western-Blot)

Zur Detektion einzelner Proteine mit spezifischen Antikérpern wurden die aufgetrennten
Proteine aus dem Polyacrylamid-Gel auf eine Nitrozellulose-Membran der Porengrofe
0.45 pm tibertragen (Methode modifiziert nach Towbin et al. [200]):

e Transfer-Membran 10 s in Methanol aktivieren und 10 min in Blotpuffer III
(2.1.5.3 S. aquilibrieren

e Blotten der Proteine bei 70 mA und 40 V fiir 1 h in einer Blotkammer mit folgen-
dem Blotaufbau:

1. Schicht: Sechs Lagen Whatman®Papier in Blotpuffer 1 (2.1.5.3 S.
getrankt

— 2. Schicht: Drei Lagen Whatman®Papier in Blotpuffer 1T (2.1.5.3] S. ge-
trankt

— 3. Schicht: Transfer-Membran
— 4. Schicht: Polyacrylamidgel mit aufgetrennten Proteinen
— 5. Schicht: Neun Lagen Whatman®Papier in Blotpuffer III getrinkt

e Immunochemische Detektion spezifischer Proteine mit einem Chromogen-Detek-

tionssystem von Dako:
— Blocken der Membran mit 5 % Magermilchpulver iiber Nacht bei 4°C

— Inkubation (1.5 h bei RT oder iiber Nacht bei 4°C) mit Primérantikdrper
, S. , anschliefsend dreimaliges Waschen mit PBS-Tween (250 pul
Tween 20 pro 1 PBS) fiir jeweils 10 min. Die Antikérper wurden in folgender
Verdiinnung in ,,Antibody Diluent” eingesetzt: aFHLy 1:5, aTubulin 1:500
und oVimentin 1:1000.

— 1 h Inkubation bei RT mit biotinyliertem Sekundirantikérper (LSAB2®
System-HRP), anschliefsend dreimaliges Waschen mit PBS-Tween fiir jeweils

10 min
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— 30 min Inkubation mit Streptavidin-HRP (LSAB2® System-HRP), anschlie-

flend dreimaliges Waschen mit PBS-Tween fiir jeweils 10 min

— Inkubation mit AEC Chromogen bis zum Sichtbarwerden der Proteinbanden,
anschliekend Waschen der Membran mit HoO

— Dokumentation und densitometrische Auswertung der Proteinbanden mit

dem Dokumentationssystem Geldoc XR

2.2.3.4. PGE;-ELISA

Zur Bestimmung der PGEs-Konzentration in Zellkulturiiberstdnden wurde der ,Correla-
te EIATM PGE,-ELISA® (Biotrend, Assay Designs) nach Herstellerangaben eingesetzt.
Es handelt sich dabei um einen kompetitiven ELISA, bei dem das PGE, der Proben

mit einem alkalische Phosphatase-Konjugat um Bindungsstellen eines Antikoérpers kon-

kurriert. Das alkalische Phosphatase-Konjugat wiederum katalysiert eine Farbreaktion,

die mit einem ,ELISA-Reader* gemessen werden kann.

Auftragung von jeweils 100 ul der PGEs-Standardreihe (39-5000 pg/ml) und der
geeignet verdiinnten Proben auf eine 96-Well-Mikrotiterplatte in Duplikaten

Zugabe von je 50 ul Konjugat und monoklonalem aPGEy-Mausantikorper
2 h Inkubation bei RT im Dunkeln unter Schiitteln

Auswaschen und Ausklopfen der Platte

Zugabe von 200 ul Substratlosung (p-Nitrophenylphosphat)

45 min Inkubation bei RT im Dunkeln unter Schiitteln

Messung der Extinktion bei A = 405 nm (Test-Filter) und A = 590 nm (Referenz-
Filter) im ,ELISA-Reader®

Logarithmische Auftragung der Standardkurve und Anndherung des Kurvenver-

laufs mit einem Polynom zweiten Grades

Ermittlung der Probenkonzentration mit Hilfe der Standardkurve
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2.2.3.5. Nitrit-Bestimmung im Griess-Assay

Das im Zellkulturiiberstand vorhandene Nitrit entsteht durch Oxidation des von Chon-
drozyten abgegebenen Stickstoffmonoxid und ist daher ein Mafs fiir die Bildung von NO.
Der Griess-Assay (,Griess Reagent System von Promega) beruht auf einer quantitativ
auswertbaren Farbreaktion, bei der Nitrit zu einem violetten Azofarbstoff umgesetzt

wird. Der Assay wurde nach Herstellerangaben durchgefiihrt.

e Auftragung von jeweils 50 ul der Nitrit-Standardreihe (1.56-100 M) und der
geeignet verdiinnten Proben auf eine 96-Well-Mikrotiterplatte in Duplikaten

e Zugabe von 50 ul Sulfanilamid-Losung (1 % Sulfanilamid in 5 %iger Phosphor-

saure)
e 10 min Inkubation bei RT im Dunkeln

e Zugabe von 50 pl NED-Losung (0.1 % N-1-Naphthylethylendiamindihydrochlorid

in Wasser)
e 10 min Inkubation bei RT im Dunkeln
e Messung der Extinktion bei A = 530 nm im , KLISA-Reader*

e Ermittlung der Probenkonzentration mit Hilfe der Standardgerade

2.2.4. Histologie und Zellfarbung
2.2.4.1. Paraffineinbettung

Gewebeproben von Knorpel und Knochen wurden nach Fixierung und angemessener

Entkalkung fiir histologische Untersuchungen in Paraffin eingebettet:

e Fixierung des Gewebes in Formalin nach Lillie (2.1.5.5)) je nach Grofe des Gewe-
bestiickes fiir 3 - 14 Tage

e 2 h wissern unter fliefsendem Leitungswasser

Entkalkung von kalzifiziertem Gewebe mit EDTA-Losung (2.1.5.5)), regelméfiger
Wechsel der EDTA-Losung und Uberpriifung des Entkalkungsgrades durch Anste-

chen des Gewebestiickes

e 2 h wissern unter fliefsendem Leitungswasser

Dehydrierung der Probe mit einer Histokinette
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e Einbettung der Probe in Paraffin an einer Ausgiefistation
e Anfertigung von 3.5 pum-Schnitten an einem Microtom

e Aufziehen der Schnitte auf Objekttriager

2.2.4.2. Farbungen von Paraffinschnitten

Vorbehandlung von Paraffinschnitten bei Farbungen
Paraffinschnitte wurden fiir Farbungen zunéchst bei 65°C 30 min entparaffiniert und

anschliefsend in einer absteigenden Alkoholreihe rehydriert:

Xylol kurz spiilen
10 min
Alkohol 100 %  kurz spiilen
10 min
Alkohol 96 %  kurz spiilen
10 min
Alkohol 75 % kurz spiilen
10 min
Aqua demin. kurz spiilen, danach Durchfiihrung von Farbungen

Hamatoxylin- und Eosin-Fiarbung (HE-Firbung)
Ubersichtspriparate wurden nach der Entparaffinierung mit Hilfe von Hématoxylin und

Eosin gefarbt:
Kernfirbung in Hamalaun nach MAYER 8 - 10 min

Bléuen unter fliekendem Leitungswasser 10 min
Matrixfarbung mit 0.5 % Eosin AG extra 3 - 5 min

Aqua demin. kurz spiilen
Anschlieflend wurden die Schnitte in einer aufsteigenden Alkoholreihe wieder entwéssert

und mit Eukitt eingedeckt.

Safranin-O-Farbung
Nach der Entparaffinierung und Rehydrierung bis 96 % Alkohol wurden Proteoglykane

mit Safranin-O angefarbt:
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Kernfarbung mit Weigerts saurem Eisenhdmatoxylin 6 - 8 min

Aqua demin. zweimal kurz spiilen
Blauen unter fliefsendem Leitungswasser 10 min
Gegenfiarbung mit 1:5000 wéssrigem Fastgreen 3 min

1 % Essigsaure kurz spiilen
Proteoglykanfarbung mit 0.1 % Safranin-O 4 - 6 min

(mit HCI auf pH<3 eingestellt)
Anschliefend wurden die Schnitte in einer aufsteigenden Alkoholreihe ab 96 % Alkohol

wieder entwassert und mit Eukitt eingedeckt.

2.2.4.3. Einteilung des Knorpelschiadigungsgrades nach Mankin

Die Bestimmung des Schiadigungsgrades erfolgte an HE- und Safranin-O-gefdrbten Par-

affinschnitten (sieche Abschnitt 2.2.4.1) und [2.2.4.2)) von Knorpelgewebe mit angrenzen-

dem Knochen durch zwei unabhéngige Beobachter. Die Bewertung geht auf Mankin
et al. [142] zuriick und ordnet den aufgefiihrten Merkmalen eine bestimmte Punktzahl

Zu:

Struktur normal
Unregelméafigkeiten an der Oberfliche
Pannus und Unregelméfigkeiten an der Oberflache
Spalten bis zur Ubergangszone
Spalten bis zur radialen Zone
Spalten bis zur calcifizierenden Zone

komplette Disorganisation

Zellen normal
diffuse Hyperzellularitit
Cloning
Hypozellularitat

Safranin-O-Farbung normal
leicht verringert
moderat verringert
schwer verringert
keine Farbung
Integritdt der Tidemark intakt

von Blutgeféfen durchkreuzt

= Ol W N = OWNKFHE OO G i Wi —= O

Die Punktzahlen der vier Bereiche werden addiert und geben den Schadigungsgrad zwi-

schen 0 (ungeschidigt) und 14 (maximale Schiadigung) an.
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2.2.4.4. Farbung von Monolayer-Zellkulturen

FHL2-spezifische Immunfirbung

Zur FHL2-spezifischen Farbung wurden Zellen auf Permanox-Objekttrager (Nunc) mit
vier Kammern ausgesét und nach jeweiliger Angabe kultiviert. Die Farbung erfolgte mit
dem Chromogen-Detektionssystem LSAB2® System-HRP bei RT in den angegebenen

Inkubationsschritten, dazwischen wurde jeweils dreimal mit PBS gewaschen:

Fixierung mit 3.7 % Formaldehyd in PBS 5 min
Permeabilisierung mit 0.1 % Triton X-100 in PBS 2 min
Monoklonaler FHL2-Antikorper F4B2-B11, unverdiinnt 1 h
Biotinylierter Sekundérantikorper 30 min
Streptavidin-HRP-Konjugat 30 min
AEC-Chromogen 30 min

Das Praparat wurde in HyO gewaschen und mit Kaisers Glyceringelatine eingedeckt.

Fluoreszenzfiarbung von Aktinfasern mit Phalloidin-FITC
Zur Fluoreszenzmarkierung von Aktinfasern wurden Zellen auf Permanox-Objekttrager
mit vier Kammern ausgesit und nach jeweiliger Angabe kultiviert. Die Farbung erfolg-
te lichtgeschiitzt bei RT in den angegebenen Inkubationsschritten, dazwischen wurde
jeweils dreimal mit PBS gewaschen:

Fixierung mit 3.7 % Formaldehyd in PBS 5 min

25 pg/ml Phalloidin-FITC in PBS 40 min
Das Praparat wurde in HoO gewaschen, mit Kaisers Glyceringelatine eingedeckt und die
griin fluoreszierende Farbung durch Fluoreszenzmikroskopie am Zeiss Axioskop 2 mot

plus, Filterset 05 (Exzitation 395 - 440 nm, Emission 470 nm), ausgewertet.

2.2.5. Datenauswertung und statistische Auswerteverfahren
2.2.5.1. Auswertung von quantitativen PCR-Daten

Absolute Quantifizierung

Zur absoluten Quantifizierung von Zielsequenzen in ¢cDNA-Proben wurde parallel zu
den Proben das Referenzplasmid in einer Konzentrationsreihe von 100 bis 1 Mio Plas-
midkopien in Zehnerschritten aufgetragen. Die Konzentration an Plasmidkopien (cp)
in nmol/l) errechnet sich aus der photometrisch bestimmten DNA-Konzentration der
Plasmidlésung (cpna in pg/ml, siche 2.2.2.7)), der Grofe des verwendeten Vektors (av,
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pCR2.1-TOPO mit 3931 bp), der Grofe des inserierten Amplikons (ay, siehe [2.1.4.2))
und dem Durchschnittsgewicht eines Basenpaares (mpp) von 650 g/mol:

CDNA

Cp)= ———~
Mmpp(ay +an)

Das verwendete Computerprogramm AbiPrism SDS 7000 ermittelte mit Hilfe der Stan-
dardkonzentrationsreihe die Anzahl an Zielsequenzen in der analysierten Probe. An-
schlieflend wurden die Ergebnisse gegen die endogene Kontrolle 18S-rRNA abgeglichen,
um unterschiedliche RNA-Mengen aufgrund unterschiedlicher Zellzahlen zu normalisie-

rern.

Relative Quantifizierung

Mit dieser Methode wurden die relativen Mengen der cDNA-Zielsequenzen verschiedener
Proben verglichen. Zur Auswertung wurde ein Schwellenwert t (Threshold) der Fluores-
zenz festgelegt. Die Anzahl der PCR-Zyklen, die nétig sind, um den Schwellenwert zu
erreichen, bezeichnet man als Ci-Wert, er wurde von der Auswertungssoftware AbiPrism
SDS 7000 angegeben. Die Ergebnisse der genspezifischen Reaktionen wurden auf 18S-
rRNA als endogene Kontrolle durch Subtraktion der Ci-Werte (ACy) normalisiert. Fiir
den Vergleich der Expression eines Gens in behandelten Zellen zu Kontrollzellen wur-
den die jeweiligen AC;-Werte voneinander abgezogen (ACipenandelt — ACiKontrone) Und der
negative Differenzwert —AAC, in Potenz zur Basis 2 gesetzt (2-22C = RQ = relative
Menge). Der RQ-Wert entspricht also der relativen Expression der mRNA in behan-
delten Zellen gegeniiber der mRNA-Expression in Kontrollzellen. Um die RQ-Werte

anschaulicher zu machen, wurden sie logarithmisch dargestellt (log;oRQ).

2.2.5.2. Darstellung von Daten im Boxplot

: : Oberer Extremwert
Der Boxplot dient zur graphischen Darstel- Oberee oot T
lung einer Reihe numerischer Daten. Es wer- Median
den der Median, die zwei Quantile und die Unteres Quanti

beiden Extremwerte wie folgt angegeben: Unterer Extremuert l

2.2.5.3. Auswertung von Microarraydaten

Zur Auswertung grofser Datenmengen wurden verschiedene frei zugéngliche Computer-

programme verwendet.
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GoMiner

Mit Hilfe der GoMiner-Software 78] kénnen Daten aus einer Microarrayanalyse ausge-
wertet werden. Es erfolgt eine Zuordnung der insgesamt analysierten und der regulierten
Gene zu den in den Gene Ontology Datenbank definierten Bereichen. Durch einen Ver-
teilungstest konnen Bereiche mit iiberdurchschnittlich vielen regulierten Genen erkannt
werden. Zur Analyse in dieser Arbeit wurden Datensétze in Macintosh-Formatierung
mit Tabulatortrennung verwendet. In der Liste aller analysierten Gene wurden nur die
Gensymbole angegeben. In den Listen der durch die verschiedenen Behandlungen re-
gulierten Gene waren in der ersten Spalte die Gensymbole und in der zweiten Spalte
die Regulationsrichtung aufgefiihrt (1: verstirkte Expression, -1: verminderte Expres-
sion). Die Benutzung des Programms erfolgte nach Anleitung von GoMiner. Fiir die
Auswertung wurden die ,Go Ontology“-Kategorien ,biological processes* und ,cellular

components” verwendet.

Genesis

Mit Hilfe der Genesis-Software [73] kann eine Clusteranalyse grofer Datenmengen durch-
gefithrt werden. In die Auswertung wurden jene Gene eingeschlossen, die durch minde-
stens eine der durchgefiihrten Behandlungsarten eine signifikante Regulation aufwiesen.
Fiir jedes Gen wurden alle Regulationen als Logarithmus des Expressionsverhéltnisses
des Versuchsansatzes zur jeweiligen Kontrolle angegeben (logsRatio). Die Liste dieser
Daten wurde mit den Einstellungen: ,Hierarchical Clustering, ,Average linkage cluste-
ring und ,Cluster genes® wie in der zugehorigen Software-Dokumentation angegeben

analysiert.

2.2.5.4. Auswertung von Messreihen

Berechnung der Hemmung

Um die Wirkung von inhibitorischen Substanzen untereinander vergleichbar zu machen,
wurde sowohl bei der quantitativer PCR , S. als auch bei der Bestimmung von
Metaboliten ([2.2.3.4/und [2.2.3.5] S.[51]) eine prozentuale normierte Hemmung bestimmt.

Die Berechnung wurde mit folgender Formel durchgefiihrt:

Hpx = 100(1 - w)
gs — gk
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Hpy: prozentuale, normierte Hemmung
gk : Messwert des Kontrollansatzes
gs : Messwert des Stimulationsansatzes

¢1  : Messwert des Inhibitionsansatzes

Berechnung der ICs¢ und IC75-Werte

Um die Hemmwirkung der einzelnen Inhibitoren untereinander vergleichbar zu machen,
wurde die Inhibitorkonzentration berechnet, bei der eine 50 %ige bzw. 75 %ige Hemmung
erreicht wurde. Dazu wurden die beiden Konzentrationen herangezogen, die Hemmwerte
oberhalb und unterhalb von 50 % bzw. 75 % erreichten. Mit Hilfe der Auswertungs-
software Excell wurde eine Geradengleichung aus den beiden Mefipunkten erstellt und
die Konzentration zum interessierenden Hemmwert ermittelt. Lagen alle gemessenen
Hemmwerte einer Substanz ober- oder unterhalb der 50 % bzw. 75 %-Schwelle, wurde
kein IC-Wert berechnet sondern der Konzentrationsbereich unter- oder oberhalb der

eingesetzten Grenzkonzentration angegeben.

2.2.5.5. Statistische Auswerteverfahren

Die Ergebnisse der quantitativen PCRs, Western-Blots und ELISA-Bestimmungen wur-
den entweder als Mittelwert+Standardabweichung im Balkendiagramm oder im Boxplot-
Diagramm dargestellt. Statistische Signifikanz der Unterschiede zwischen verschiedenen
experimentellen Ansédtzen wurde mit Hilfe eines zweiseitigen, gepaarten Student’schen
T-Tests beurteilt, wobei ein Wert von p<0.05 als statistisch signifikant, p<0.01 als stati-
stisch hochsignifikant eingestuft wurde. Wurden Ergebniswerte unterschiedlicher Spen-
der aufeinander bezogen, so wurde ein zweiseitiger, ungepaarter Student’scher T-Test

unter der Annahme gleicher Varianz durchgefiihrt.

Die Ergebnisse aus der Microarray-Analyse wurden mit Hilfe eines ,moderated t-test®
[191] ausgewertet. Im Vergleich zweier Proben wurden Gene als differenziell reguliert
bewertet, wenn der modifizierte T-Test einen Wert unter 0.05 erreichte und die Genex-

pressionswerte sich mindestens um den Faktor zwei unterschieden.



3. Experimente und Ergebnisse

3.1. Etablierung eines In-vitro-Testsystems

Ziel dieser Arbeit war die Etablierung eines In-vitro-Testsystems auf der Basis kultivier-
ter humaner Chondrozyten, das es erlaubt, zelluldre Antworten auf therapeutische Wirk-
stoffe zu beschreiben. Die Zellen wurden aus makroskopisch intaktem Knorpelgewebe
gewonnen, das im Rahmen von Knieendoprothese-Implantationen bei Arthrosepatienten
an der Orthopédischen Universitédtsklinik in Ulm asserviert wurde. Der Schiadigungsgrad
des verwendeten Knorpels wurde mit Hilfe eines Mankin-Scores bei 23 Proben représen-
tativ bestimmt. Der Durchschnittswert von 4.6+£2.8 im Mankin-Score wurde von zwei
Personen in unabhéngigen Beurteilungen ermittelt (Abschnitt [2.2.4.3] S. [p4). Das ent-

spricht einer leichten Knorpelschadigung.

Die Testbedingungen im Zellkultursystem wurden in Vorversuchen dahingehend opti-
miert, dass alle anti-inflammatorischen Substanzen unter gleichen Kulturbedingungen
in vitro getestet werden konnten. Zur Verifikation wurden Differenzierungs- und Stimu-

lationsmarker auf Genexpressionsebene analysiert.

3.1.1. Vergleich zwischen Monolayer- und Alginat-Bead-Kultur

Chondrozyten konnen nach der Isolation aus dem Knorpelgewebe auf unterschiedliche
Art kultiviert werden. Zum Einen wurden die Zellen im Monolayer kultiviert, wobei
sie in serumhaltigem Medium innerhalb von 24 h adhérierten. Diese Kultivierungsform
bietet den Vorteil einer Selektion von vitalen Zellen iiber deren Adhérenzverhalten sowie
der Moglichkeit einer Zellexpansion. Die Chondrozyten zeigten in Monolayer-Kultur
zunéchst eine kompakte, anndhernd dreieckige Zellform, die sich im Laufe von etwa 5
Tagen abflachte (Abb. [7| A+B). Bei weiterfithrender Kultivierung begannen die Zellen
nach etwa 8 Tagen stark zu proliferieren und eine fibroblastenartige, langgezogene Form

anzunehmen.

59
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Abbildung 7.: Chondrozyten in verschiedenen Kultivierungsformen

A+B zeigen Chondrozyten in Monolayer-Kultur (A): nach einem Tag Adhérenz, Ver-
groferung 200x und (B): nach sechs Tagen Adhérenz, Vergroferung 100x. C+D zeigen
immobilisierte Chondrozyten in Alginat-Bead-Kultur (C): im Phasenkontrastmikroskop,
Vergroferung 100x und (D): Alcianblau-gefiarbt, Vergroferung 25x

Eine alternative Kultivierungsform stellte die Einbettung der Chondrozyten in eine drei-
dimensionale Alginat-Matrix dar, die den Bedingungen der Zellen in vivo ndher kommt
(Abb. m C+D). Allerdings verhindert die Immobilisierung der Zellen weitgehend die
Zellteilung und bindet sowohl vitale als auch tote Zellen ein.

3.1.1.1. Differenzierungsverhalten in der Genexpression

Die Proliferation von Chondrozyten fithrte zum Verlust des chondrozytéren Phanotypes.
Dabei war eine verringerte Genexpression der Differenzierungsmarker Kollagen Typ II,
Aggrekan und Cartilage Oligomeric Matrix Protein (COMP) zu beobachten. Dagegen
zeigte sich der chondrozytéire Phanotyp bei kurzer Kultivierungsdauer in Monolayer und
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bei mehrwochiger Kultivierung in dreidimensionaler Alginat-Bead-Kultur stabil. Abb.
S. [61] zeigt die Genexpression ausgewéhlter Differenzierungsmarker bei unterschiedlicher

Kultivierungsart und -dauer.

A B
M 12 3 45 12345M
COLIl
AGC
COMP
GAPDH

Abbildung 8.: Genexpression von chondrozytiren Differenzierungsmarkern bei
unterschiedlicher Kultivierung.

Gezeigt ist die elektrophoretische Auftrennung von DNA-Fragmenten einer semiquanti-
tativen PCR-Analyse von Kollagen Typ II (COLII), Aggrekan (AGC), ,Cartilage Oli-
gomeric Matrix Protein“ (COMP) und dem Referenzgen Glyceraldehyd-3-Phosphat-
Dehydrogenase (GAPDH) im Ethidiumbromid-gefiarbten 2 %-igen Agarosegel. M bezeich-
net den 100 bp-Marker. A: Kurzzeitige Kultivierung von Chondrozyten im Monolayer (1):
direkt nach dem enzymatischen Verdau, (2): nach einem Tag Adhérenz (Passage 0), (3):
drei Tage, (4): fiinf Tage und (5): sechs Tage Kultivierung nach Kryokonservierung (Pas-
sage 1). B: Kultivierung von Chondrozyten (1): vier Tage in Alginat, (2): 36 Tage in
Alginat, (3): 47 Tage in Alginat, (4): 81 Tage in Alginat und (5): 35 Tage in Monolayer-

Kultur nach fiinf Passagen

3.1.2. Stimulationsstudien

Grundlage fiir das Testen anti-inflammatorischer Substanzen ist ein In-vitro-Inflamma-
tionsmodell, das typische Entziindungswege des arthrotischen Gelenkes nachvollzieht.
Inflammatorische Signalwege kénnen durch verschiedene Zytokine ausgelost werden. In
der Pathogenese der Arthrose spielen vor allem IL-15 und TNF« eine wichtige Rolle
und wurden bereits in Zellkulturmodellen eingesetzt [2, 208] 23]. In den unter be-
schriebenen Kulturmodellen wurden diese beiden Stimuli vergleichend getestet, wobei
TNF« aufgrund seiner geringeren inflammatorischen Potenz in 10fach héherer Konzen-
tration verwendet wurde [39)]. Es wurde die Expression von acht entziindungsrelevanten
Genen mit semiquantitativer RT-PCR , S. bei verschiedenen Zytokinkonzen-
trationen und Inkubationszeiten untersucht. Zur Auswertung wurden die Amplifikate
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gelelektrophoretisch aufgetrennt , S. , die Bandenstédrke optisch bestimmt
und subjektiv gegen das Referenzgen GAPDH normiert. Die Banden der mit IL-13 und
TNF« kultivierten Proben wurden mit der zugehorigen Kontrolle (unbehandelte Zel-
len) verglichen und eine unterschiedliche Bandenintensitét qualitativ bewertet. Abb. |§]
zeigt exemplarisch die Analyse der IL6 (Interleukin 6)-Expression bei unterschiedlichen

Kultivierungsbedingungen durch RT-PCR im Agarosegel.

IL-1p-Stimulation TNFa-Stimulation

4 h 24 h 4h 24 h Inkub.zeitin h
0 011 10{0 01 1 10 |0 1 10 100/ 0 1 10 100/ Konz.in ng/ml

IL6

Monolayer-
GAPDH Kultur
IL6

Bead-
GAPDH Kultur

Abbildung 9.: IL-13- und TNFa-induzierte Genexpression von IL6 in Monolay-
er- und Alginat-Bead-Kultur

Gezeigt ist die elektrophoretische Auftrennung von DNA-Fragmenten einer semiquantitati-
ven PCR-Analyse von IL6 (Interleukin 6) und dem Referenzgen GAPDH (Glyceraldehyd-
3-Phosphat-Dehydrogenase) im Ethidiumbromid-gefarbten 2 %-igen Agarosegel. Humane
Chondrozyten wurden fiir die angegebene Inkubationszeit (Inkub.zeit) mit der angegebe-
nen Konzentration (Konz.) an IL-15 bzw. TNFa im Monolayer bzw. in Alginat-Beads
(Bead-Kultur) kultiviert.

Tab. [7 S. zeigt die Ergebnisse einer semiquantitativen Genexpressionsanalyse aus
jeweils zwei unabhéngigen Experimenten. Eine zusétzlich abgebildete Farbcodierung
in der Auswertungstabelle veranschaulicht die Regulation der Genexpression durch die
Zytokine. Durch IL-13-Stimulation konnte bei allen untersuchten Genen konzentrati-
onsabhéngig eine verstiarkte Expression beobachtet werden. Die IL-13-induzierte TNFa-
Expression erreichte bereits nach 4 h den héchsten Expressionswert, wahrend die MMPs
nach 24 h [L-13-Stimulation stérker exprimiert wurden als nach 4 h. Die Stimulation mit
TNFa erhohte ebenfalls abhédngig von der verwendeten Konzentration die Expression
der untersuchten Gene, wobei dieser Effekt in der Monolayer-Kultur deutlicher zu beob-
achten war als in der Alginat-Bead-Kultur. Der Einfluss von IL-15 und TNF« beziiglich
Konzentration und Kultivierung wurde mit Hilfe einer Varianzanalyse (ANOVA) ohne
Messwiederholung untersucht. Die Signifikanzwerte sind in Tab. [§] S.[64] angegeben. Die

qualitative Beurteilung der Genexpressionsstéirke wurde dafiir in ein Zahlensystem von
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Tabelle 7.: Auswertung der semiquantitativen Genexpressionsanalyse ausgewéhlter
Gene, die in der Pathogenese der Arthrose eine Rolle spielen.

Es wurden Chondrozyten in Monolayer- und in Alginat-Bead-Kultur 4 h und 24 h mit 1L-13
und TNF« in den angegebenen Konzentrationen stimuliert. Anschlieffend wurde eine RT-PCR
durchgefiihrt und die Amplifikate im Ethidiumbromid-gefarbten Agarosegel aufgetrennt. Die
Bandenstéirke der PCR-Produkte wurde optisch bestimmt und gegen das Referenzgen GAPDH
normiert. ( - ) : keine Expression, ( + ): schwache Expression, (#): mittlere Expressionsstarke,

(mm): starke Expression, (HE): schr starke Expression.

Monolayer 4 h Monolayer 4h 24 h

IL-1B TNFa

[(ng/ml) 0 01 1 10| 0 |(ng/ml) 0 1 10 100/ 0 1 10 100
COX2 + o+t + COX2 + o+ + o+ o+ e+
IL-6 + o+ ‘ + IL-6 + o+ o+
MMP3 + o+t 4|+ MMP3 + o+ A+ o+ o+ o+
MMP13 + 0+ o+ o+ |+ MMP13 - + o+ |+ o+ o+
NFxB o+ o+ | o+ NFxB o+ . O+t
NOS2A - -+ - NOS2A - -+ - -+
PTGES + o+ o+ - PTGES T T = 7 I
TNFG, - - + - TNF(x - - + ++ - - - +
Beads 4h Beads 4h 24 h

IL-1B TNFa

(ng/ml) 0 01 1 10| 0 (ng/ml) 0 1 10 100/ 0 1 10 100
(00) ¢ - -+ . - COX2 PR -

IL-6 - - 4+ - IL-6 + o+ o+ |- -+
MMP3 + 0+ o+ o+ |+ MMP3 + o+ |+ 4+
MMP13 + + o+ o+ |+ MMP13 + o |+ o+
NFxB R NFxB - - 1 B S = S
NOS2A - -+ 4+ NOS2A + o+ - + o+ 4+ ++
PTGES + o+ o+ |+ PTGES S o IR S S
TNFa - -+ - - TNFa - e -+ 4+

0 bis 4 iiberfiihrt. Die Ergebnisse entsprechen keiner quantitativen statistischen Auswer-
tung, p-Werte im Bereich des Signifikanzniveaus von 5 % deuten jedoch auf eine Abhéan-
gigkeit hin. Aufgrund von Datensymmetrien war bei manchen Genexpressionswerten kei-
ne ANOVA moglich. Die Varianzanalyse zeigte, dass der Faktor , IL-13-Konzentration
sowohl nach 4 h als auch nach 24 h auf die Expression der untersuchten Gene Einfluss
nahm. Dagegen hatte die Art der Kultivierung bei IL-13-Stimulation keine Auswirkung.
Bei Stimulation mit TNFa zeigte die ANOVA nur in Einzelféllen signifikanten Einfluss

der untersuchten Faktoren.

Sowohl die Monolayer- als auch die Alginat-Bead-Kultur sind ein geeignetes Kultivie-
rungssystem fiir ein In-vitro-Inflammationsmodell von Chondrozyten. IL-15 wurde be-
reits haufig in etablierten Arthrosemodellen eingesetzt [2, [46] und fiir das in dieser Ar-
beit verwendete Inflammationsmodell als Stimulanz ausgewéhlt. Eine Stimulation mit

10 ng/ml IL-15 verstérkte die Expression aller untersuchten Gene, weshalb in den wei-
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Tabelle 8.: Signifikanzwerte einer Varianzanalyse zum Einfluss der Zytokinkonzen-
tration und der Kultivierungsart auf die Genexpression.

Es wurden Chondrozyten in Monolayer- und in Alginat-Bead-Kultur 4 h und 24 h mit 1L-13
und TNF« in unterschiedlichen Konzentrationen stimuliert und die Genexpression semiquan-
titativ bestimmt. Der Einfluss der Konzentration (Konzentr.) und Kultivierungsform (Kultiv.)
wurde mit Hilfe einer Varianzanalyse (ANOVA) bestimmt. p-Werte < 0.05 sind gelb hinterlegt,
p-Werte < 0.06 sind hellgelb hinterlegt. —: Aufgrund von Datensymmetrien ist keine Analyse

moglich.
IL-1B, 4h IL-1B, 24h TNFa, 4h TNFa, 24h

Konzentr. Kultiv. | Konzentr. Kultiv. | Konzentr. Kultiv. | Konzentr. Kultiv.
COXx2 0.072 0.092 0.022 0.182 - - 0.236 0.092
IL-6 0.019 0.092 0.006 0.391 0.120 0.215 0.011 0.015
MMP3 0.500 0.182 0.052 0.391 - - 0.500 0.182
MMP13 - - 0.052 0.391 0.082 0.058 0.196 1.000
NFkB - - - - 0.292 0.182 0.157 0.391
NOS2A 0.015 0.391 0.006 0.391 0.157 0.391 0.157 0.391
PTGES 0.052 0.391 0.052 0.638 0.037 0.391 0.101 0.638
TNFa - - 0.088 0.182 0.022 0.391 0.088 0.182

teren Analysen diese Konzentration verwendet wurde. Der Einfluss von 10 ng/ml IL-173
auf die Vitalitdt von Chondrozyten wurde in einer Trypanblaufarbung untersucht. Sie
ergab mit und ohne IL-13-Stimulation einen Anteil von 80 bis 90 % vitaler Zellen in

Monolayerkultur.

3.2. Charakterisierung verschiedener Testsubstanzen

auf semiquantitativer Genexpressionsebene

Das etablierte In-vitro-Testsystem wurde zur Charakterisierung von pharmazeutischen
Substanzen eingesetzt. Die getesteten Inhibitoren wurden von der Firma ratiopharm
GmbH, Ulm, zur Verfiigung gestellt und wiesen unterschiedliche Spezifitat auf. Die phar-
mazeutischen Targets der Testsubstanzen sind Abschnitt [2.1.4.1] S.[23] zu entnehmen.

In Vorversuchen wurde der Einfluss der verschiedenen Inhibitoren auf die Genexpres-
sion von Chondrozyten im Inflammationsmodell semiquantitativ untersucht. Es wur-
den Gene ausgewahlt, denen in der Literatur bereits eine Rolle bei entziindlichen Ge-
lenkserkrankungen zugeschrieben wird. Die Kultivierung der Chondrozyten erfolgte 4
h und 24 h mit 10 gM Inhibitor und 10 ng/ml IL-13 wie unter S. [38| beschrie-
ben. Nach anschliekender RT-PCR (Abschnitt [2.2.2.3] S. wurden die Amplifikate
im Ethidiumbromid-geférbten Agarosegel aufgetrennt und die Bandenstérke am Geldoc
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XR optisch ausgewertet. Die Bandenstéirke wurde auf die GAPDH-Expression normiert.
Die Expression in inhibierten und stimulierten Zellen wurde auf stimulierte Zellen ohne
Inhibitor bezogen. Tab. @, S.|66|zeigt einen Uberblick der getesteten Inhibitoreffekte. Die
jeweils zugehorige Kultivierungsform und Spenderanzahl der Hemmstoffexperimente ist

in Tab. [I9] S. im Anhang angegeben.

Die Darstellung in Tab. [9 S. erlaubt einen qualitativen Vergleich der gete-
steten Substanzen untereinander. Die verschiedenen p38MAPK (Mitogen-aktivierte
Proteinkinase)-Inhibitoren zeigten unterschiedliche Wirkung. Beispielsweise verringer-
ten SB203580, ML 3408 und ML 3435 die IL-13-induzierte COX2-Genexpression stark.
Die MMP13-Genexpression wurde durch ML 3435, SB203580 und ML 3595 am stérksten
gehemmt, die Genexpression von NOS2A durch die Inhibitoren ML 3435 und SB203580.
Durch die p38MAPK-Inhibition mit ML 3408 und SB203580 wurde die Expression von
TIMP1 verstdarkt. Im Vergleich dazu modulierten die p38MAPK-Inhibitoren Birb 796,
ML 3624 und ML 3736 die Genexpression von COX2, MMP13, NOS2A und TIMP1
nur schwach oder gar nicht. Die Substanzen ML 3595 und ML 3602, die sowohl die
p38MAPK als auch die PDE4 (Phosphodiesterase 4) spezifisch hemmen, unterschieden
sich ebenfalls in der Regulation der TIMP1- und COX2-Expression von den anderen
p38MAPK-Inhibitoren. Auch die beiden Inhibitoren der PGE,/LTB,-Synthese stimm-
ten in ihrer Wirkung nicht iiberein. Wéhrend z. B. Tepoxalin die TIMP1-Expression

stimulierte, hatte Licofelone darauf keinen Einflufs.

Trotz gleicher pharmazeutischer Targets der Hemmstoffe ergaben sich in diesen Vorver-
suchen Wirkunterschiede auf die Expression bekannter Arthrose-assoziierter Gene. Da
zur Charakterisierung pharmazeutischer Substanzen deren Wirkung verglichen werden
soll, sind Unterschiede der Inhibitoreffekte von Interesse. Es stellt sich die Frage, ob wei-
tere Arthrose-relevante Gene von Inhibitoren gleicher Spezifitdt unterschiedlich reguliert
werden. Aus einer solchen Gengruppe kann ein geeignetes Panel fiir eine quantitative

Charakterisierung pharmazeutischer Substanzen ausgewéhlt werden.

Ein weiterer Aspekt der Inhibitorcharakterisierung stellen unerwiinschte Nebeneffek-
te der Hemmsubstanzen dar. Eine Analyse der Expression aller Gene des menschlichen
Genoms bei Behandlung mit den Testsubstanzen kann Hinweise auf mogliche Nebenwir-
kungen geben. Aus diesen Griinden wurde in einem Oligo-Microarray eine genomweite
Genexpressionsanalyse von Chondrozyten durchgefiihrt, die im etablierten Inflammati-

onsmodell mit verschiedenen Testsubstanzen behandelt wurden.
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Tabelle 9.: Auswertung der semiquantitativen Inhibitoranalyse

Es wurden IL-18-stimulierte Chondrozyten 4 h und 24 h mit verschiedenen Inhibitoren kulti-
viert, unbehandelte Zellen und IL-1(3-stimulierte nichtinhibierte Zellen dienten als Kontrollen.
Die Amplifikate einer semiquantitativen PCR wurden elektrophoretisch aufgetrennt, die Ban-
denstérke der PCR-Produkte optisch bestimmt und gegen das Referenzgen GAPDH normiert.
Die Spalte ,Stimulation® gibt die relative Anderung der Genexpression IL-13-stimulierter Zellen
im Vergleich zu nichtstimulierten Zellen wieder, wobei zwischen verstérkter (rot), verminderter
(griin) und unverédnderter Genexpression (weiss) unterschieden wird. Die nachfolgenden Spal-
ten zeigen die relativen Anderungen der Genexpression IL-13-stimulierter, inhibierter Zellen
im Vergleich zu stimulierten, nichtinhibierten Zellen. Bei den Inhibitoren handelt es sich um
die unter 2.1.4.1] S. 23] beschriebenen Substanzen. 0: unverénderte Expression, — Expressions-
riickgang (blau), +: Expressionsverstarkung (gelb), wobei Verdopplungen einen vergleichsweise
starken Effekt beschreiben. COX: Zyklooxygenase, cPLA: zytosolische Phospholipase A, LOX:
Lipoxygenase, LTB,4: Leukotrien By, MAPK: Mitogen-aktivierte Proteinkinase, PDE4: Phos-
phodiesterase 4, PGEs: Prostaglandin E,

¥
£ 8
| ®
N| 3
E|E
Gen h| &b =
4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
ADAMTSS 24 oo -lo]o oo | -lo|-]o]-
4 - - -- 0 0 -- 0 0 - 0 0 0 0
COX2 24 0 — — - - — - o — o 0 0 -
q o - - - - - 0 0 0 - - 0 0
IL1B 24 - + 0 0 0 0 0 - 0 0 0 0
4 - - -- 0 0 -- 0 0 0 - - 0 0
IL6 24 0 0 - - - -- 0 - - 0 0 0 0
IL10 4 0 - - - - - 0 0 0 0 0 0 0
24 0 0 0 0 0 0 - 0 0 0 0 0 0
4 0 - - 0 0 - - 0 0 - - 0 0
MMP3 24 - 0 0 - 0 -- - 0 0 0 - 0 0
4 0 0 0 0 0 - 0 0 0 - 0 - -
MMP13 24 . . o 0 - - - 0 - 0 - o -
4 0 - 0 0 0 -- 0 0 - 0 - - =
NOS2A 24 i i} o B 0 - . - - 0 - - 0
4 - 0 0 0 0 - 0 0 + 0 0 + +
NFKB 24 0 0 - 0 0 0 0 0 - 0 0 0 0
4 0 + + 0 + 0 0 0 + 0 0 0 0
p38 MAPK 24 0 un o 0 0 0 0 0 0 0 + 0 +
4 0 0 0 0 0 0 0 0 + + + + 0
PPARG 24 0 - - 0 0 - 0 0 0 ++ + 0 0
4 0 0 0 0 0 - 0 0 0 - - - 0
PTGES 24 - 0 0 - - - - 0 0 0 0 0 0
4 + + 0 0 0 + + 0 ++ 0 0 ++ ++
TIMP1 24 0 ++ 0 0 0 ++ 0 0 - 0 0 ++ 0
4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
TIMP2 24 0 . - 0 0 0 0 - o + 0 0 -
4 0 0 -- 0 0 - 0 0 0 0 + 0 0
TNFA 24 0 - -- 0 0 - - - -- + 0 0 0
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3.3. Genomweite Microarray-Analyse

Es wurde eine genomweite Microarray-Analyse der Genexpression im etablierten Zell-
kulturmodell IL-13-stimulierter Chondrozyten durchgefiihrt. Damit sollte untersucht
werden, ob in diesem Testsystem Zellreaktionen nachvollzogen werden kénnen, die fiir
die Pathogenese der Arthrose beschrieben sind. Ein weiteres Ziel war es, zellbiologische
Prozesse und dazugehorige Gene zu finden, die in entziindlichen Gelenkserkrankungen
eine Rolle spielen, bisher aber nicht in diesem Zusammenhang untersucht wurden. In
der Gruppe dieser Arthrose-assoziierten Gene sollten Wirkeffekte der getesteten Hemm-
substanzen aufgedeckt werden. Mogliche Wirkunterschiede von Inhibitoren mit gleichem
pharmazeutischen Target erlauben eine differenzielle Charakterisierung der Substanzen.
Auch der Frage moglicher Nebeneffekte der Inhibitoren sollte in der genomweiten Ana-

lyse nachgegangen werden.

In diesem Experiment wurden Zellen von sechs Spendern vereinigt und mit 10 pyM
Inhibitor und 10 ng/ml IL-15 wie unter S. [48] beschrieben 24 h kultiviert. Es
wurden exemplarisch die drei verschiedenen Inhibitoren der p38MAPK Birb 796, ML
3595 und SB203580 in der Microarray-Analyse zur Behandlung der Zellen eingesetzt.
Anschliefsend wurde die Wirkung der IL-13-Stimulation und der p38MAPK-Inhibition
auf die Genexpression in einer Microarray-Analyse an der Microarray-Core Facility der
Universitat Ulm untersucht. Das Experiment wurde dreimal mit Zellen von unterschied-
lichen Spendern durchgefithrt. Der Altersdurchschnitt in den drei Spendergruppen lag

zwischen 66 und 69 Jahren.

In einem Vorversuch wurde die Wirkung der Inhibitoren Birb 796, SB 203580 und ML
3595 auf die Genexpression nicht stimulierter Chondrozyten semiquantitativ untersucht.
Die basalen Expressionen von TNF«, IL6, MMP13, NOS2A und COL2 wurden durch
die Testsubstanzen bei 24-stiindiger Inkubation nicht verandert. ML 3595 hatte im Ge-

gensatz zu den beiden anderen Inhibitoren einen leicht stimulierenden Effekt auf die
COX2- und PTGES-Expression.

3.3.1. Auswertung der Microarray-Analyse

Die Analyse der Genexpression IL-13-stimulierter und hemmstoffinkubierter Chondro-
zyten zeigte eine Vielzahl differenziell regulierter Gene. Tab. gibt einen Uberblick

iiber die Anzahl regulierter Gene bei verschiedenen Zellbehandlungen im Vergleich zum
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jeweiligen Kontrollansatz. Dabei wurden IL-13-stimulierte Zellen im Vergleich zum Kon-
trollansatz mit unbehandelten Zellen analysiert, wihrend als Referenz der hemmstoffin-
kubierten und IL-13-stimulierten Zellen der Stimulationsansatz ohne Inhibitorzugabe
diente. Den grofiten Einfluss auf die Genexpression zeigte I1L-13, durch das 1141 Gene
in ihrer Expression moduliert wurden. Das entspricht einem Anteil von 5 % aller im
Array untersuchten Gene. Auf zwei Drittel dieser Gene wirkte IL-1( stimulierend, bei
dem anderen Drittel wurde die Expression verringert. Unter den am starksten regu-
lierten Genen befanden sich z. B. die verstarkt exprimierten Gene COX2, IL6, SOD2
(Superoxiddismutase 2) oder MMP13. Die Expression der Gene CTGF (,Connective tis-
sue growth factor”), FHL1 (,Four and a half LIM domains 1) und HOMER-3 (,Homo

sapiens homer homolog 3“) wurde am stérksten verringert.

In der Arrayanalyse konnte eine Wirkung der p38MAPK-Inhibitoren auf die Genex-
pression IL-13-stimulierter Chondrozyten festgestellt werden, wobei der stimulierende
und hemmende Effekt ausgeglichen war. Birb 796 nahm auf 502 Gene und damit 2 %
der untersuchten Gene Einfluff. ML 3595 wirkte auf die Expression von 295 Gene, was
einem Anteil von 1 % der untersuchten Gene entspricht. Durch SB203580 wurden mit
646 Gene 3 % aller im Array untersuchten Gene reguliert. Diese Substanz beeinflusste
damit doppelt so viele Gene wie ML 3595 und 30 % mehr Gene als Birb 796. Unter
den im Array untersuchten Genen gibt es einige Oligosequenzen, die unbekannte oder
hypothetische Gene repréasentieren. Werden diese ausgeschlossen, so erhélt man Listen
bereits bekannter Gene. In Tab.[22] S. im Anhang sind die am starksten regulierten,

Tabelle 10.: Anzahl differenziell regulierter Gene im Microarray.

Angegeben ist die Anzahl der in der Microarray-Analyse differenziell regulierten Gene bezogen
auf den Vergleich unterschiedlicher Behandlungsregime. IL-13-stimulierte Zellen wurden mit
unbehandelten Kontrollzellen verglichen, inhibierte und stimulierte Zellen wurden mit stimu-
lierten Zellen ohne Inhibitorzugabe verglichen. Bei den Inhibitoren handelt es sich um die unter

2.1.4.1{S. beschriebenen Substanzen.

Vergleich der Behandlungsregime Anzahl der regulierten Gene
Gesamt-  verstiarkt  vermindert

anzahl  exprimiert exprimiert

IL-13 ohne Inhibitor vs  Kontrolle 1.141 721 420
IL-13 + Birb 796  vs  IL-1( ohne Inhibitor 502 212 290
IL-13 + ML 3595  vs IL-13 ohne Inhibitor 295 133 162

IL-15 + SB203580 vs IL-1/3 ohne Inhibitor 646 338 308
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bekannten Gene aufgelistet.

Des Weiteren wurden Gene bestimmt, die sowohl durch IL-13 als auch durch einen
Hemmstoff gemeinsam reguliert wurden. In Tab. [11], S. [70] ist die Anzahl der Koregu-
lationen im Mengendiagramm angegeben, wobei auch die Richtung der Expressionsmo-
dulation durch den Inhibitor bzw. durch IL-15 aufgezeigt wird. Von den insgesamt 502
durch Birb 796 beeinflussten Gene waren 41 % (208 Gene) durch IL-1 koreguliert. 98 %
dieser Gene wurden gegenlaufig zu IL-13 reguliert. 54 der insgesamt 295 durch ML 3595
regulierten Gene zeigten eine gleichzeitige Beeinflussung durch IL-153, was einem Anteil
von 18 % an koregulierten Genen entspricht. 98 % dieser Gene wurden gegenlaufig re-
guliert. Durch SB203580 wurden 116 (18 %) der insgesamt 646 beeinflussten Gene mit
IL-13 gemeinsam reguliert. Die Regulation verlief bei 87 % gegenlaufig, 13 % der Gene
wurden durch IL-13 und SB203580 gleichgerichtet reguliert.

Im Anhang sind die koregulierten bekannten Gene aufgelistet (Tab. [23] bis [25] S.
, wobei auch die zugehérigen Zugangsnummern der NCBI-Gendatenbank [71], eine
Genbeschreibung sowie die Expressionsdnderungen angegeben sind. In Tab. [26] S.
ist aufserdem die Schnittmenge von zehn bekannten Genen aufgefiihrt, deren Expression

sowohl durch IL-13 als auch durch alle Inhibitoren gemeinsam beeinflusst wurde.

3.3.2. GoMiner-Analyse der Microarray-Ergebnisse

Eine weitere Moglichkeit der Ubersichtsauswertung von Microarray-Ergebnissen bietet
die Analyse mit Hilfe der frei verfiigbaren Software GoMiner [78] 222]. Dabei wurden
sdmtliche untersuchten Gene den in der Gene Ontology Datenbank [72] definierten Ka-
tegorien und Bereichen zugeordnet. Eine Ubersichtseinteilung erfolgte in die Kategorien
,biologische Prozesse”, ,Zellkomponenten und ,molekulare Funktionen“ der Zelle, die
wiederum in eine Vielzahl von Unterbereichen aufgeteilt sind. Darauthin wurde die Ver-
teilung der im Experiment regulierten Gene auf die verschiedenen Bereiche analysiert.
Trat eine statistisch signifikante Haufung beeinflusster Gene bei einem Prozess auf, so
wurde dieser als reguliert gewertet. Vor allem die Kategorien ,biologische Prozesse” und

wZellkomponenten® wiesen interessante Kumulationen regulierter Genen auf.

3.3.2.1. Zuordnung zu biologischen Prozessen

Die Analyse der durch IL-13 und Birb 796, ML 3595 bezichungsweise SB203580 beein-
flussten Gene mit Hilfe des GoMiner-Programmes ergab eine Reihe betroffener biologi-
scher Prozesse. Die Anzahl dieser Prozesse ist in Tab. [12] S. [72] angegeben. Es ist zu-
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Tabelle 11.: Anzahl koregulierter Gene im Microarray

In den dargestellten Mengendiagrammen ist angegeben, wieviele Gene in der Microarray-
Analyse durch die Stimulation mit IL-15 verstarkt (IL-15 1) bzw. verringert (IL-18 |) ex-
primiert wurden im Vergleich zu nichtstimulierten Zellen. Ebenfalls angegeben ist die Anzahl
an Genen, die durch die Kultivierung mit Inhibitor und IL-13 verstéarkt (Inhibitor 1) bzw. ver-
ringert (Inhibitor |) exprimiert wurden im Vergleich zu nichtinhibierten, stimulierten Zellen.
Die Schnittmengen geben die Anzahl an koregulierten Genen an. Bei den Inhibitoren handelt
es sich um die unter [2.1.4.1{ S. [23| beschriebenen Substanzen.

Koregulation durch  Schnittmengendarstellung

IL-13 und Birb 796

IL-13 und ML 3595

IL-1/3 und SB203580
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satzlich aufgefiihrt, wieviele dieser Bereiche sich bei verschiedenen Behandlungen iiber-
schneiden. Die Stimulation mit IL-13 fiihrte zu 215 regulierten Prozessen. Birb 796
nahm auf 145 biologische Prozesse Einfluss, von denen ein Fiinftel (27 Bereiche) auch
von IL-1/ beeinflusst war. ML 3595 wirkte auf 85 Prozesse ein, von denen sieben (8 %)
durch IL-15 koreguliert wurden. Am wenigsten Einfluss auf biologische Prozesse zeigte
SB203580. Es regulierte 58 Bereiche, von denen fiinf (9 %) durch IL-15 koreguliert wur-
den. Es fanden sich drei Prozesse, die durch drei der vier Behandlungsregime gemeinsam
beeinflusst wurden. Die zwei biologischen Prozesse , oxygen and reactive oxygen species
metabolic process” und ,defense response” wurden von IL-13, Birb 796 und SB203580
gemeinsam reguliert, der Prozess ,programmed cell death* wurde von IL-13, Birb 796

und ML 3595 gemeinsam reguliert.

Die Einzelprozesse konnten haufig thematisch zu Hauptbereichen zusammengefasst wer-
den, von denen viele mit der Pathogenese der Arthrose assoziiert sind. So fielen bei einer
Stimulation von Chondrozyten mit IL-14 29 der insgesamt 215 regulierten biologischen
Prozessen in den Bereich der Abwehrreaktionen wie z. B. den Immun- und Entziin-
dungsantworten. Eng damit verkniipft sind Prozesse in der Zytokinproduktion und bei
der Antwort auf oxidativen Stress, auf die jeweils sieben Teilbereiche vereinigt werden
konnten. Des Weiteren waren Vorgidnge im Themenbereich Signalwege und Zytoskelett
mit zwolf beziehungsweise acht Teilbereichen vorrangig betroffen. Die von Birb 796 regu-
lierten Gene spielten vorrangig in den Hauptbereichen eine Rolle, die auch schon durch
[L-15 beeinflusst wurden, ndmlich der Abwehrreaktion (20 Teilbereiche), des oxidativen
Stresses (sechs Teilbereiche) und der Signalwege (drei Teilbereiche). Dagegen liefen sich
zwolf Prozesse zu dem Hauptbereich Apoptose und Zelltot zusammenfassen, den eine
Behandlung mit IL-15 kaum ansprach. Ein Effekt von Birb 796 auf das Zytoskelett oder

die Zytokinproduktion war bei dieser Analyse nicht zu erkennen.

Im Vergleich dazu unterschied sich der Inhibitor ML 3595 in seiner Wirkung auf die
zellbiologischen Prozesse. Zwar liefen sich auch die Hauptbereiche Signalwege (zwolf
Teilbereiche), oxidativer Stress (finf Teilbereiche), Apoptose (vier Teilbereiche) und
Cytoskelett (drei Teilbereiche) identifizieren. Allerdings wurde auker dem Bereich ,0xi-
dativer Stress” kein biologischer Prozess angesprochen, der der Abwehrreaktion der Zelle
zugeordnet werden konnte. Dagegen fanden sich auffallend viele Bereiche, die bei Diffe-

renzierungsprozessen eine Rolle spielen.

SB203580 zeigte nur wenig kumulierbare Prozesse, die aber die von IL-13 regulierten
Bereiche widerspiegelten. So fanden sich zehn Teilbereiche zu Abwehrreaktionen, fiinf

Teilbereiche zum Zytoskelett und drei Teilbereiche zum oxidativen Stress.
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Tabelle 12.: Anzahl der im Microarray beeinflussten biologischen Prozesse.
Angegeben ist die Anzahl der biologischen Prozesse, die durch IL-16 oder die Testsubstan-
zen Birb 796, ML 3595 und SB203580 reguliert bzw. durch zwei dieser Faktoren koreguliert
wurden. Die Analyse der Microarray-Daten erfolgte mit Hilfe der GoMiner-Software [78|, die
differenziell regulierte Gene den in der Gene Ontology*-Datenbank definierten Prozesse zuord-
net und signifikante Haufungen regulierter Gene in Prozessen ermittelt. IL-15-regulierte Gene
wurden im Vergleich zu nichtstimulierten Zellen festgestellt. Als Inhibitor-reguliert galten die
Gene, deren Expression nach IL-18- und Inhibitorbehandlung verdndert war im Vergleich zur
Genexpression in stimulierten, nichtinhibierten Zellen. Bei den Inhibitoren handelt es sich um
die unter [2.1.4.1| S. [23| beschriebenen Substanzen.

Regulation durch Anzahl der Anzahl der durch zwei Faktoren
regulierten Prozesse koregulierten Prozesse
Birb 796 ML 3595 SB203580
IL-16 215 27 7 5
Birb 796 145 8 6
ML 3595 85 1
SB203580 58

Die als signifikant reguliert eingestuften biologischen Prozesse sind in den Tab. [29| bis
S. im Anhang benannt. Es wurden zusétzlich der Signifikanzwert p, die Anzahl
der regulierten und der insgesamt dem Bereich zugeordneten Gene sowie die Identifika-
tionsnummern der Prozesse aufgelistet. Die Liste wurde auf jene Bereiche beschrankt,
denen in der ,Gene Ontology“-Datenbank mindestens zehn Gene (IL-13-Regulation) be-
ziehungsweise mehr als ein Gen (Regulation durch die Inhibitoren) zugeordnet werden.
Prozesse mit wenig involvierten Genen stellen in der Regel kleine Unterbereiche eines

iibergeordneten Pozesses dar.

3.3.2.2. Zuordnung zu Zellkomponenten

Die unter den verschiedenen Behandlungsregimen regulierten Gene wurden den in der
,Gene Ontology“-Datenbank definierten Zellkomponenten zugeordnet. Durch IL-13-Be-
handlung waren 32 verschiedene Bereiche signifikant betroffen. Durch die Inhibitoren
wurden 19 (Birb 796 und SB203580) beziehungsweise 13 (ML 3595) verschiedene Zell-
komponenten angesprochen. Ahnlich wie bei der Zuordnung zu biologischen Prozessen
lief'en sich auch hier wieder Hauptbereiche identifizieren, die regulierte Unterbereiche

einschliefen. IL-13-regulierte Gene fanden sich vor allem in dem Hauptbereich ,Extra-
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zelluldre Matrix und Kollagene®, dem zehn Unterbereiche zugeordnet werden konnten,
sowie im Zytoskelett (5 Teilbereiche) und in MHC-Proteinkomplexen (3 Teilbereiche).
Eine vollstandige Liste der durch IL-14-Stimulation signifikant beeinflussten Zellkom-
ponenten gibt Tab. S. im Anhang wieder. Die Behandlung mit den Inhibitoren
beeinflusste vor allem MHC-Proteinkomplexe (Birb 796), Ribosomen (Birb 796 und
SB203580) sowie intrazelluldre Membranen (ML 3595).

Hierarchische Biindelung ILMLBiSB GB-Acc Gene

NM_018111  HLA-DRA
NM_004583  RABSC
NM_002427  MMP13
NM_002198  IRF1
NM_015686  TED
NM_000836  S0D2
NM_001677  ATP1B1
NM_002093  SCYBG
NM_002421  MMP1
AF070674 BIRC3
NM_016180  MATP
NM_032413  NMES1
NM_001353  AKR1C1
. NM_000983  PTGS2
Farbkodierung: NM_D02883  SCYA3
_ NM_000600  IL&
<30 0 30< NM_004691  SCYA20
NM_004520  MLLT3
Zweier-Logarithmus des NM_003052  SLC34A1
Expressionsverhéltnisses NM_002088  GRO2

Abbildung 10.: Abbildung eines aus den Microarray-Daten erhaltenen Genclu-

sters

Gezeigt ist exemplarisch eine Gengruppe, die aus den Daten der Microarray-Analyse in ei-
ner hierarchischen Clusteranalyse mit Hilfe der ,Genesis“-Software ermittelt wurde. Dabei
wurden Gene zusammengefasst, die eine dhnliche Regulation zeigten. Die Farbkodierung
gibt die Richtung und Stérke der Regulation als Zweier-Logarithmus des Expressionsver-
héltnisses zur jeweiligen Kontrolle an. Die Wirkung der IL-13-Stimulation (IL) wurde auf
unbehandelte Zellen bezogen, die Effekte der Inhibitoren (ML: ML 3595, Bi: Birb 796, SB:
SB203580) auf IL-18-stimulierte Chondrozyten wurde auf nichtinhibierte, stimulierte Zellen
bezogen. GB-Acc: ,,GenBank‘“-Zugangsnummer [71].

3.3.3. Clusteranalyse der Microarray-Ergebnisse

Die Clusteranalyse ermdglicht es, Gene zu Gruppen zusammenzufassen, die eine dhn-
liche Regulation zeigen. Durch eine farblich abgestufte Darstellung der Regulations-
richtung und -stiarke kann das Ergebnis leicht optisch ausgewertet werden. Eine solche
Analyse wurde mit Hilfe der frei verfiigharen Software ,Genesis* [73] durchgefiihrt, die
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verwendeten Parameter sind im Abschnitt 2.2.5.3] S. [57] angegeben. Abb.[10] S. [73| zeigt
exemplarisch ein Gencluster, aus dem die zwei Gene MMP13 und COX2 (COX2 ist
im verwendeten ,Human Genome Oligo Set* von Operon als PTGS2 bezeichnet) fiir
spatere Einzelexpressionsanalysen ausgewahlt wurden. Gemeinsames Regulationsmerk-
mal der Gengruppe war die Stimulation durch IL-15 um einen Faktor > 8. Die blau
markierte Untergruppe zeigte auflerdem einen starken Riickgang der Expression bei In-
hibition sowohl mit SB203580 als auch mit Birb 796, wéahrend in dem braun markierten
Genbiindel meistens Birb 796 die stirkste Inhibition hervorruft. Auf der Grundlage der
Clusteranalyse wurden Gene fiir die in Abschnitt [3.5] S. [83] beschriebene Charakterisie-
rung von Inhibitoren ausgewéahlt. Als Auswahlkriterium wurde zunéchst die Bedeutung
der Gene in der Arthrose herangezogen, so dass vor allem Gene in Betracht kamen, die
bei entziindlichen Gelenkserkrankungen beschrieben sind. Des Weiteren wurden Gene
ausgewahlt, deren Expression durch IL-13 stimuliert und durch die Inhibitoren unter-
schiedlich reguliert wurde. Tab.[I3] S.[74] zeigt die Genauswahl, bei der eine differenzielle
Wirkung der Inhibitoren erkennbar ist. Wahrend die MMP13-Genexpression durch al-
le Inhibitoren zuriickgeht, zeigt ML 3595 diese Wirkung auf die COX2-, NOS2A- und

OPG-Genexpression nicht.

Tabelle 13.: Ausgewihlte Gene aus der Clusteranalyse fiir die Inhibitorcharakteri-
sierung

Aufgefiihrt ist die Regulation der ausgewéhlten Gene mit der in der Clusteranalyse verwendeten
Farbcodierung und den zugehorigen Zahlenwerten. Die Regulation ist als Zweier-Logarithmus
des Expressionsverhéltnisses (Ratio) zur jeweiligen Kontrolle angegeben. Die Wirkung der
IL-14-Stimulation (IL) wurde auf unbehandelte Zellen bezogen. Die Effekte der Inhibitoren
(ML: ML 3595, Bi: Birb 796, SB: SB203580) auf IL-13-stimulierte Chondrozyten wurde auf
nichtinhibierte, stimulierte Zellen bezogen. Farbkodierung der LogsRatio: <_F

0 30<
Gen “GenBank‘-  Farbkodierung Regulation [logsRatio| durch
Zugangsnr. IL ML Bi SB IL-15 ML 3595 Birb 796 SB203580
MMP13 NM 002427 [ 6.07 -1.68 -4.53 -3.77
COX2 NM 000963 I T7.77 -0.39 -4.35 -1.56
NOS2A NM 000625 N 4.56 -0.22 -2.10 -2.46
OPG NM 002546 N 3.35 -0.57 -2.06 -1.08
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3.4. Analyse neuer involvierter Gene

Zusitzlich zu den Uberblicksanalysen der Array-Ergebnisse wurden einzelne Gengrup-
pen naher betrachtet, die bestimmten Arthrose-relevanten Zell- oder Funktionsbereichen
zugeordnet werden konnen. Die in der Chipanalyse gefundene Genregulation wurde da-
bei mit anderen Methoden verifziert und teilweise weiterfiihrend charakterisiert. Der
Schwerpunkt lag auf der Untersuchung der Stimulationseffekte von IL-13 und den Wir-
kungen des Hemmstoffes SB203580. Dieser Inhibitor ist ein gebrauchlicher p38MAPK-

Hemmer, so dass Vergleiche mit Ergebnissen aus der Literatur moglich sind.

3.4.1. Extrazellulare Matrixkomponenten

Die in Abschnitt [3.3.2.2] S. [72] beschriebene Zuordnung regulierter Gene zu Zellkompo-
nenten zeigte signifikant viele durch 1L-13 regulierte Gene aus dem Bereich der extra-
zelluldren Matrix (EZM). Die EZM spielt in der Knorpelbiologie und der Pathogenese
der Arthrose eine wichtige Rolle. Deshalb wurde der Einfluss von IL-15 und SB203580
auf Gene untersucht, die mit der EZM assoziiert sind. Zur Erstellung einer Liste EZM-
assoziierter Gene wurden Knorpelmatrix-relevante Gene ausgewahlt, deren Bedeutung
in der Pathogenese der Arthrose bereits in der Literatur beschrieben wurde oder die
die Homoostase des Knorpels beeinflussen. Zuséatzlich wurden weitere Adhésions- und
Matrixkomponenten der Auswahl hinzugefiigt. Dies ergab insgesamt eine Gruppe von
etwa 350 EZM-assoziierten Genen, die in der durchgefiihrten genomweiten Arrayana-
lyse enthalten waren. Aus dieser Gruppe zeigten 83 Gene eine Regulation durch IL-13
und 16 Gene durch SB203580, vier davon waren koreguliert. In Tab. 27] S. im An-
hang sind die Gene mit Beschreibung, Regulation und ,GenBank“-Zugangsnummer [71]
aufgefiihrt. Unter den IL-13-regulierten Genen fanden sich eine Reihe von Kollagenen,

Zytokinen und Rezeptoren.

Zur Verifzierung der Microarray-Ergebnisse wurde eine semiquantitative PCR (Ab-
schnitt , S. durchgefiihrt. Dafiir wurden entsprechend dem Microarray-
Experiment Zellen von sechs verschiedenen Spendern gepoolt und wie beschrieben mit
IL-16 und SB203580 kultiviert . Es wurde die Genexpression der im Array
[L-15-regulierte Kollagene Typ Val (COL5A1), Typ VIal (COL6A1) und Typ Xal
(COL10A1) sowie der Matrixmetalloproteinase 24 (MMP24) untersucht. Ebenfalls iiber-
priift wurde die Genexpression der im Array durch den Inhibitor SB203580 regulierten
Gene ADAM15 (,,A Disintegrin And Metalloproteinase 15¢) , CRTL1 (,,Cartilage Linking
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Protein 1¢) und FN1 (Fibronektin 1) sowie die koregulierten Gene MMP13 (Matrixme-
talloproteinase 13), NOS2A (,Nitric Oxide Synthase 2), ITGA2B (Integrinkette asqp)
und COL4A6 (Kollagen Typ IVa6). Tab. [14] S. [76] stellt die erhaltenen Ergebnisse den
Befunden aus der Arrayanalyse gegeniiber. Es konnte bei acht der insgesamt elf unter-
suchten Gene die in der Arrayanalyse gefundene Regulation bestétigt werden. Fiir FN1
und ITGA2B zeigte die RT-PCR ein anderes Ergebnis, eine COL4A6-Genexpression

konnte nicht detektiert werden.

Tabelle 14.: EZM-assoziierte Gene: Verifizierung der Microarray-Ergebnisse in der
semiquantitativen PCR.

Ergebnisse aus der Microarray-Analyse und einer semiquantitativen PCR-Analyse sind ein-
ander gegeniibergestellt. —: keine Anderung der Genexpression, 1: verstiarkte Expression, |:

verminderte Expression, 0: kein Amplifikat.

Gen Array-Ergebnisse: | PCR-Ergebnisse: | Vergleich der

Regulation durch | Regulation durch | Ergebnisse

IL-16 SB203580 | IL-18 SB203580 | Array vs PCR
ADAM15 - } - } Ergebnis bestétigt
COL4AG6 0 i) 0 0 Ergebnis nicht bestétigt
COL5A1 ) - ) - Ergebnis bestétigt
COL6A1 i - i) - Ergebnis bestéatigt
COL10A1 } - ) - Ergebnis bestétigt
CRTL1 = } — } Ergebnis bestétigt
FN1 - J - - Ergebnis nicht bestétigt
ITGA2B ) l ) - Ergebnis nicht bestéatigt
MMP13 1 l 1 i) Ergebnis bestatigt
MMP24 } - } - Ergebnis bestatigt
NOS2A ) l 1 J Ergebnis bestatigt

3.4.2. Zytoskelettkomponenten

Aus der GoMiner-Analyse der Microarraydaten (Abschnitt [3.3.2] S. wurde deutlich,
dass sowohl die Stimulation von Chondrozyten mit IL-15 als auch deren Inhibition mit
SB203580 die Genexpression signifikant vieler Zytoskelett-assoziierter Gene beeinflusste.
Unter den IL-138- und SB203580-regulierten Genen fanden sich insgesamt 68, die dem
Zytoskelett zugeordnet werden konnten. Elf davon wurden durch beide Behandlungen

gemeinsam reguliert, 37 Gene wurden nur durch IL-15 und 20 nur durch SB203580
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beeinflusst. Diese Gene samt ,GenBank“-Zugangsnummer [71], Beschreibung und Regu-
lation sind in Tab. 28] S. [I57im Anhang aufgelistet.

3.4.2.1. Quantitative Genexpressionsanalyse Zytoskelett-assoziierter Gene
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Abbildung 11.: Auswertung der quantitativen Expressionsanalyse Zytoskelett-
assoziierter Gene nach Stimulation mit IL-13

Es wurden Chondrozyten 4 h und 24 h mit 10 ng/ml IL-15 kultiviert und anschliefend
die Genexpression quantitativ bestimmt. Aufgetragen ist der dekadische Logarithmus des
Expressionsverhéltnisses zu unbehandelten Kontrollzellen (LogjgRatio) in einer Boxplot-
Darstellung (siehe Abschnitt [2.2.5.2)) mit n = 6.

Zur Verifizierung und weiterfithrenden Analyse auf quantitativer Genexpressionsebe-
ne wurden vier Zytoskelett-assoziierte Gene mit LIM-Doménen, namlich FHL1, FHL2,
LASP1 (,LIM and SH3 protein 1) und PDLIM1 (,PDZ and LIM domain 1¢) aus-
gewahlt. LIM-Proteine vermitteln Protein-Protein-Interaktionen und spielen haufig ei-
ne Rolle bei Zytoskelett-vermittelter Signaltransduktion, die moglicherweise auch bei
IL-13-induzierten Signalwegen von Bedeutung ist. Des Weiteren wurde die Genexpres-
sion von Vimentin (VIM), Tubulin g (TUBB) und der Integrinuntereinheit 5 (ITGB3)
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als Bausteine der Intermedidrfilamente, Makrotubuli beziehungsweise der Integrine in
das Panel mitaufgenommen. Dazu wurden Chondrozyten-Monolayer-Kulturen von sechs
verschiedenen Spendern 4 h und 24 h mit 10 ng/ml IT-13 und 10 M SB203580 kultiviert
(Abschnitt , S. . Es wurde eine absolute Quantifizierung der Genexpression wie
in den Abschnitten [2.2.2.4] S.[AI]und 2.2.5.1] S.[55| beschrieben durchgefiihrt und auf die

18S-rRNA-Expression normalisiert. In den revers transkribierten Proben unbehandelter
Zellen befanden sich etwa 3000 Kopien von FHL2, PDLIM1 und ITGB3. Von TUBB und
LASP1 waren etwa 100000 Kopien und von FHL1 und VIM etwa 1 Mio Kopien vorhan-
den. Um den Einfluss der Stimulation und p38MAPK-Inhibition zu bestimmen, wurde
das Expressionsverhéltnis zwischen IL-13-stimulierten und Kontrollzellen bzw. zwischen
stimulierten, inhibierten und stimulierten, nicht inhibierten Zellen berechnet. In Abb.
und [I2]sind die Effekte der Zellbehandlung auf die Expression der aufgefiihrten Gene
in einer Boxplot-Darstellung, die unter néher erlautert wird, wiedergegeben.

Die Expression aller untersuchten Gene wurde durch die Stimulation mit IL-15 ver-
ringert (Abb. [11)). Wahrend die FHL1-, FHL2- und LASP1-Genexpression zu beiden
Messzeitpunkten zuriickging, konnte fiir PDLIM, TUBB und VIM nur nach 24 h ein
signifikanter Effekt beobachtet werden. Die ITGB3-Genexpression wurde dagegen nur
nach 4 h beeinflusst. Der Faktor, um den die Genexpression verdndert wurde, bewegte
sich meist im Rahmen von 2 bis 6, nur die FHL1-Genexpression wurde nach 24 h um
den Faktor 44 vermindert. Die Richtung und der Umfang der 24-stiindigen Genexpres-
sionsdnderungen stimmten in fast allen Féllen mit den Ergebnissen aus der Microarray-
Analyse iiberein. Die im Array beobachtete signifikant verstarkte Genexpression von

ITGB3 war in der quantitativen PCR als Tendenz zu erkennen.

Den Effekt der p38MAPK-Inhibition bei IL-13-Stimulation zeigt Abb. SB203580
bewirkte bei FHL2- und TUBB-Genexpression nach 4 h beziehungsweise 24 h eine si-
gnifikante Gegenregulation zum Stimulationseffekt, die tendenziell auch an den anderen
Zeitpunkten zu erkennen war. Auch LASP1 und VIM zeigten nach 24 h eine verstérkte
Genexpression um den Faktor 1.7 (p = 0.05) beziehungsweise um den Faktor 2.7 (p = 0.2).
Die Expression der anderen IL-13-regulierten Gene wurde nicht durch SB203580 verén-
dert. Ein Vergleich der 24 h-Werte mit den Array-Daten zeigte eine Ubereinstimmung
der Genregulation von FHL1, FHL2, TUBB, ITGB3 und, in der Tendenz, von LASP1
und VIM. Im Gegensatz dazu konnte die im Array beobachtete Expressionsverstirkung
von PDLIM1 in der quantitativen PCR nicht bestatigt werden.
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Abbildung 12.: Auswertung der quantitativen Genexpressionsanalyse Zytoske-
lett-assoziierter Gene nach Behandlung mit SB203580 und IL-13

Es wurden Chondrozyten 4 h und 24 h mit 10 ng/ml IL-18 und 10 pM SB203580 kultiviert
und anschlieffend die Genexpression quantitativ bestimmt. Die Effekte des Inhibitors auf
IL-18-stimulierte Chondrozyten wurden auf nichtinhibierte, stimulierte Zellen bezogen.
Aufgetragen ist der dekadische Logarithmus des Expressionsverhéltnisses (LogioRatio) in
einer Boxplot-Darstellung (siche Abschnitt [2.2.5.2) mit n = 6.

3.4.2.2. Untersuchung von Zytoskelettkomponenten auf Proteinebene

Morphologie und Aktinzytoskelett In der Genexpressionsanalyse konnte gezeigt wer-
den, dass verschiedene Zytoskelett-assoziierte Gene durch die Behandlung mit inflam-
matorischen und anti-inflammatorischen Faktoren in ihrer Expression verdndert wurden.
In nachfolgenden morphologischen Studien sollte geklirt werden, ob es dadurch zu An-
derungen des Aktinzytoskeletts kommt. Eine Untersuchung des Zytoskelettes erfolgte
durch Anfarbung der Aktinfasern mit fluoreszenzmarkiertem Phalloidin. In Abb.
sind die 1L-13-Effekte auf die Chondrozytenmorphologie zu sehen. Kontrollzellen zeich-
neten sich durch eine flache Zellform aus (Abb. [13| A). Die Aktinfarbung wies auf gute
Adhérenz durch fokale Adhédsionen hin und zeigte ein Netzwerk von Aktinbiindeln und
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Abbildung 13.: Morphologie und Aktinzytoskelett von Chondrozyten nach
IL-13-Stimulation

A+C: Kontrollzellen; B+D: Chondrozyten nach 24-stiindiger Stimulation mit 10 ng/ml
IL-18; A+B: Phasenkontrastmikroskopie von Monolayer-Kulturen, Vergrofergung 200x;
C+D: Fluoreszenzmikroskopie von Chondrozyten, die mit FITC-gekoppeltem Phalloidin
gegen F-Aktin gefirbt wurden. Im Bild erscheint F-Aktin griin fluoreszierend.

Stressfasern (Abb. [13| C). Im Vergleich zur Kontrolle zeigten IL-13-stimulierte Chon-
drozyten nach 24 h ein anderes Aussehen. Viele Zellen hatten sich zusammengezogen
und abgekugelt (Abb.|13|B+D), die Aktinfarbung liefs keine Zytoskelettstrukturen mehr
erkennen (D). Eine Kokultivierung mit dem p38MAPK-Inhibitor konnte diese morpho-

logischen Anderungen nicht verhindern.

Expression und Verteilung des FHL2-Proteins Um die Befunde in der Genexpres-
sionsanalyse auf Proteinebene zu verifizieren, wurde exemplarisch die Expression von
Vimentin und von FHL2, dem prominentesten der LIM-Proteine, im Western-Blot un-
tersucht. Um geniigend Material zu erhalten, wurden jeweils Chondrozyten von vier

verschiedenen Spendern vereinigt. Vier unterschiedliche Spendergruppen wurden im Mo-
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Abbildung 14.: Densitometrische Auswertung der FHL2-Proteinexpression von
Chondrozyten nach Behandlung mit IL-13 und SB203580.

Chondrozyten wurden 24 h und 48 h mit 10 ng/ml IL-15 mit und ohne 10 uM SB203580
kultiviert, unbehandelte Zellen dienten als Kontrolle. Das Zelllysat wurde im Western-Blot
FHL2-spezifisch gefarbt, die Intensitdt der Banden densitometrisch mit dem Geldoc XR
(Bio-Rad) bestimmt und relativ zur jeweiligen Kontrolle als Mittelwert + SD aufgetragen.
Es wurden Zellen von jeweils vier Spendern zu einer Spendergruppe vereinigt und vier (K
und IL) bzw. zwei (SB+IL) unabhéngige Gruppen untersucht. (K: Kontrolle, IL: IL-15-
Stimulation, SB+IL: Kultivierung mit SB203580 und IL-17)

nolayer 24 h und 48 h mit 10 ng/ml IL-1/ stimuliert, bei zwei Spendergruppen erfolgte
zuséatzlich die Koinkubation mit 10 pM SB203580. Anschlieffend wurden die Zelllysate
wie unter 2.2.3.3] S. [50] beschrieben mit FHL2- und VIM-spezifischen Antikérpern ge-
farbt. Es wurde von allen Proben die Proteinkonzentration bestimmt (Abschnitt
S. und gleiche Proteinmengen aufgetragen. Abb. S. 81| zeigt die Ergebnisse des
FHL2-spezifischen Immunoblots, die die Befunde aus der quantitativen PCR-Analyse
bestétigten. Nach 48 h IL-13-Inkubation liefs sich ein signifikanter Riickgang der FHL2-
Expression beobachten, der auch schon nach 24 h zu erkennen war. Die Inhibition mit
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Abbildung 15.: Analyse der VIM-Proteinexpression von Chondrozyten nach
Behandlung mit IL-15 und SB203580.

Chondrozyten wurden 24 h und 48 h mit 10 ng/ml IL-15 mit und ohne 10 uM SB203580
kultiviert, unbehandelte Zellen dienten als Kontrolle. Das Zelllysat wurde im SDS-
Gel aufgetrennt und im Western-Blot VIM-spezifisch gefiarbt. (K: Kontrolle, IL: IL-153-
Stimulation, SB+IL: Kultivierung mit SB203580 und IL-1.)

SB203580 konnte den IL-13-Effekt nicht hemmen. Die Vimentin-spezifische Farbung
der Zellproteine im Western-Blot zeigte keine Anderung der Vimentin-Expression durch
IL-13-Stimulation, wie Abb. [15] zeigt.

Abbildung 16.: FHL2-spezifische Fiarbung von Chondrozyten nach IL-13-Sti-
mulation.

A: Kontrollzellen und B: IL-15-stimulierte Chondrozyten (24 h, 10 ng/ml), die mit einem
aFHL2-Antikérper immunhistochemisch gefdarbt wurden. Im Bild erscheint das FHL2-

Protein rot.

In Abb. [16] ist die FHL2-spezifische Farbung von Chondrozyten in Monolayer-Kultur
zu sehen. Unbehandelte Zellen wiesen eine typische Verteilung von FHL2 an Adhésions-
punkten, aber auch um und im Zellkern auf. Die Stimulation mit IL-13 verdnderte wie
im vorigen Absatz bereits beschrieben die Zellmorphologie. Dabei wurde auch die Loka-

lisierung von FHL2 gestort, in abgerundeten Zellen war eine gleichméfige Farbung zu
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beobachten. Zellen, die trotz der Stimulation noch eine ausgebreitete Zellform behielten,

zeigten kaum mehr FHL2-Lokalisierung an den Adhésionspunkten.

3.5. Quantitative Charakterisierung

anti-inflammatorischer Wirkstoffe

Um Inhibitoren im etablierten Zellkulturmodell quantitativ charakterisieren zu konnen,
wurde deren Wirkung auf verschiedene IL-13-abhéngige Reaktionen untersucht. Dazu
wurde die Genexpression der Gene COX2, NOS2A, MMP13 und OPG quantitativ analy-
siert, deren Auswahl in Abschnitt [3.3.3] S.[73| beschrieben wurde. Als Ergénzung erfolgte
die Genexpressionsanalyse der induzierbaren Prostaglandin E Synthase PTGES, die wie
die Cyclooxygenase COX2 an der Synthese von Prostaglandinen beteiligt ist. Zusétzlich
zu den Genexpressionsanalysen erfolgte die Bestimmung der Metabolite Prostaglandin
E; (PGE;) und Nitrit aus dem Zellkulturiiberstand der behandelten Zellen (Abschnitt
Sp1] und S. p2). PGE; ist ein Produkt des Arachidonsdurestoffwech-
selweges, an dem die Enzyme COX2 und PTGES beteiligt sind. Fiir die Synthese von
Stickstoffmonoxid (NO) ist die NO-Synthase NOS2A verantwortlich. NO wird im Uber-
stand schnell zu Nitrit weiter oxidiert, dessen Konzentration als Maf fiir die NO-Bildung
dient.

Als Hemmstoffe wurden eine Reihe verschiedener Substanzen eingesetzt. Es handelte
sich um die bereits charakterisierten p38MAPK-Inhibitoren SB203580, Birb 796 und
Pamapimod sowie den PGE,/LTB,-Synthesechemmer Licofelone, die als Referenzsub-
stanzen in die Analyse eingeschlossen wurden. Zudem wurden die gegen die p38SMAPK
gerichteten Hemmstoffe CBS 3825, CBS 3868 und ML 3736 sowie das p38SMAPK- und
PDEA4-spezifische ML 3595 getestet, die derzeit in der pharmazeutischen Entwicklungs-
phase sind.

Fiir diese Experimente wurden Chondrozyten von zwei Spendern vereinigt, in Mono-
layer kultiviert und mit 10 ng/ml IL-1/5 und dem entsprechenden Inhibitor 4 h und 24 h
inkubiert. Die Substanzen Birb 796, CBS 3868, Licofelone, ML3736 und SB203580 wur-
den in den Konzentrationen 0.1 pM, 1 uM und 10 pM eingesetzt. Pamapimod wurde 0.1
M und 1 M und CBS 3825 und ML 3595 1 pM und 10 uM getestet. Die im Anhang
aufgefithrten Tab. 20} S. [145] und [21], S. geben die genaue Anzahl an Spendergruppen

der einzelnen Experimente wieder. Die quantitative PCR wurde wie in den Abschnitten

2.2.2.4] S.[p5 und 2.2.5.1] S. [55] beschrieben durchgefiihrt und ausgewertet. Die Expres-
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sionswerte wurden auf die 18S-rRNA-Expression normalisiert. Die Durchfithrung der
Metabolit-Messungen ist unter 2.2.3.4] S. 1] und 2.2.3.5], S. [52] beschrieben.

3.5.1. Effekte der Wirksubstanzen auf den PGE,-Syntheseweg

Zur Beurteilung der Inhibitoreffekte auf den Arachidonsaurestoffwechselweg wurde die
Genexpression von COX2 und PTGES in behandelten Zellen im Vergleich zu Kontroll-

zellen gemessen und der PGEs-Gehalt im Zellkulturiiberstand bestimmt.
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Abbildung 17.: Auswertung der quantitativen COX2-Genexpressionsanalyse
nach Behandlung mit IL-13 und Referenz-Inhibitoren

Es wurden Chondrozyten 4 h und 24 h mit 10 ng/ml IL-15 und Birb 796, Licofelone,
Pamapimod oder SB203580 kultiviert und anschlieffend die Genexpression quantitativ
bestimmt. Unbehandelte Zellen dienten als Kontrolle. Aufgetragen ist der dekadische Lo-
garithmus des Expressionsverhéltnisses zur Kontrolle (LogjgRatio) als Mittelwert + SD
mit n > 4.
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Abbildung 18.: Auswertung der quantitativen COX2-Genexpressionsanalyse
nach Behandlung mit IL-13 und Inhibitoren aus der pharmazeutischen Ent-
wicklung

Es wurden Chondrozyten 4 h und 24 h mit 10 ng/ml IL-15 und CBS 3825, CBS 3868, ML
3595 oder ML 3736 kultiviert und anschliefsend die Genexpression quantitativ bestimmt.
Unbehandelte Zellen dienten als Kontrolle. Aufgetragen ist der dekadische Logarithmus

des Expressionsverhéltnisses zur Kontrolle (LogigRatio) als Mittelwert + SD mit n > 4.

3.5.1.1. Genexpression von COX2

Abb. [I7, S. und [1§] zeigen die relative quantitative Genexpression von COX2 in
stimulierten und Hemmstoff-inkubierten Chondrozyten. Es war eine Induktion durch
IL-18 um den Faktor 30 (p < 0.001) und 150 (p < 0.001) nach 4- bzw. 24-stiindiger
Behandlung zu beobachten. Sdmtliche p38MAPK-Inhibitoren bewirkten zu beiden Be-
obachtungszeitpunkten eine konzentrationsabhéngige Verringerung der Genexpression.
Der PGE,/LTB4-Synthesehemmer Licofelone verringerte nur bei einer Konzentration
von 10 uM nach 24 h die COX2-Genexpression. Um die Inhibitoreffekte vergleichend
beurteilen zu konnen, wurden fiir die Expressionswerte jedes Behandlungsansatzes ein
Hemmwert wie unter 2.2.5.4] S. [57] angegeben bestimmt. Die Hemmung wurde auf die
Stimulationsfahigkeit der jeweiligen Spender normiert und prozentual angegeben. Eine

100 %-ige Hemmung bedeutet eine Genexpression auf dem Niveau von Kontrollzellen,
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eine 0 %-ige Hemmung entspricht der Expression auf Stimulationsniveau. Signifikanz-
angaben beziehen sich auf die Differenz zum Stimulationswert und beschreiben eine
signifikante Hemmung der Stimulation durch den Inhibitor zum Signifikanzniveau von
5 %. Zusitzlich wurde die Inhibitorkonzentration wie unter 2.2.5.4] S. beschrieben
bestimmt, bei der eine 50 %ige bzw. 75 %ige Hemmung erreicht wurde. Alle ICs0- und

IC75-Werte sind in Tab. [I7] S.[99 zusammengestellt. In Abb. [19 und [20]ist die normierte
prozentuale Hemmung der COX2-Genexpression zu sehen.
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Abbildung 19.: Normierte prozentuale Hemmung der IL-13-induzierten COX2-
Genexpression durch Referenz-Inhibitoren.

Es wurden Chondrozyten 4 h und 24 h mit 10 ng/ml IL-18 und Birb 796, Licofelone,
Pamapimod oder SB203580 kultiviert und anschliekend die Genexpression quantitativ be-
stimmt. Die Hemmung wurde wie unter S.[57 beschrieben berechnet. Als Referenz
dienten sowohl unbehandelte als auch IL-13-stimulierte nichtinhibierte Zellen. Aufgetra-
gen ist der Mittelwert £ SD mit n > 4. Signifikante Unterschiede der Hemmwerte zwischen
den Konzentrationsstufen sind in Tab. S. |88 angegeben. (*: p < 0.05, **: p < 0.01)

Die p38MAPK-Hemmer Birb 796, Pamapimod, CBS 3825, CBS 3868 und ML 3736
zeichneten sich bei allen eingesetzten Konzentrationen durch eine hochsignifikante Ver-
ringerung der IL-15-induzierten COX2-Genexpression von mindestens 50 % aus. Die

[C50-Werte lagen alle unterhalb oder im Bereich von 0.1 uM. Nach 24 h Kultivierung
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Abbildung 20.: Normierte prozentuale Hemmung der IL-13-induzierten COX2-
Genexpression durch Inhibitoren aus der pharmazeutischen Entwicklung.

Es wurden Chondrozyten 4 h und 24 h mit IL-18 und CBS 3825, CBS 3868, ML 3595
oder ML 3736 kultiviert und anschliefend die Genexpression quantitativ bestimmt. Die
Hemmung wurde wie unter S. beschrieben berechnet. Als Referenz dienten
sowohl unbehandelte als auch IL-18-stimulierte nichtinhibierte Zellen. Aufgetragen ist
der Mittelwert + SD mit n > 4. Signifikante Unterschiede der Hemmwerte zwischen den
Konzentrationsstufen sind in Tab. S. |88 angegeben. (*: p < 0.05, **: p < 0.01)

mit 10 uM dieser Inhibitoren wurde eine Hemmung von etwa 90 % erreicht. 10 puM
SB203580 verringerte die COX2-Genexpression um 75 % (p < 0.001), der ICsy betrug
0.6 uM. ML 3595 war bei keiner der eingesetzten Konzentrationen ein signifikanter Ein-
fluss nachzuweisen. 10 puM Licofelone zeigte nach 24 h eine 46 %ige Hemmung (p =
0.003), wohingegen nach 4 h durch 0.1 uM Licofelone eine signifikante Verstarkung der
COX2-Genexpression zu verzeichnen war (p = 0.021). Um mogliche Konzentrationsab-
héngigkeiten zu erkennen, wurden die Hemmwirkungen unterschiedlicher Konzentratio-
nen statistisch ausgewertet. Signifikanzen sind in Tab. [L5|angegeben. Fiir die Substanzen
Birb 796, Pamapimod und ML3595 war weder nach 4 h noch nach 24 h eine Konzentra-
tionsabhéngigkeit zu verzeichnen. Dagegen wurde bei SB203580 und CBS 3825 durch
eine Erhohung der Konzentration von 0.1 pM auf 1 uM beziehungsweise von 1 uM auf

10 uM zu beiden Zeitpunkten eine signifikant starkere Hemmung erreicht. Die Erhéhung
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Tabelle 15.: Abhéngigkeit der COX2-Expressionshemmung von der Inhibitorkon-
zentration.

Angegeben sind die Signifikanzen (p-Werte) der Unterschiede der in Abb. und [20| darge-
stellten Hemmung zwischen den verschiedenen Konzentrationsstufen der Inhibitoren nach 4 h
bzw. 24 h Kultivierung. CBS 3825, ML 3595 und Pamapimod wurden in zwei Konzentrations-
stufen eingesetzt, so dass ein Vergleich méglich war. Birb 796, CBS 3868, Licofelone, ML 3736
und SB203580 wurden in drei Konzentrationsstufen eingesetzt, so dass drei Vergleiche moglich

waren. (Kultiv.: Kultivierung, —: p>0.05, /: nicht bestimmbar)
Kultiv.-  Vergleich der Birb CBS CBS Lico- ML ML Pama- SB

zeit Konz. in uM 796 3825 3868 felone 3595 3736 pimod 203580
4h 01 vs 1 -/ 0012 0001 / — 0.001 0.017
1 vs 10 - 0044 - 003 - - / -
01 vs 10 -/ 0003 - / - / 0.007
24h 01 vs 1 - - - /0001 - 0.002
1 vs 10 - 0019 - 004 - 0019 [ -
01 vs 10 - -~ 0005 / 0013 /  0.007

der CBS 3868-Konzentration von 0.1 yM auf 1 uM bzw. 10 uM zeigte nach 4 h eine
signifikante Verbesserung der Hemmwirkung. Nach 24 h verstérkte die Erhohung der
Licofelone-Konzentration von 1 uM auf 10 uM die Hemmung, wahrend beide Konzen-

trationserh6hungen von ML 3736 signifikante Wirkung zeigten.

3.5.1.2. Genexpression von PTGES

Durch Stimulation der Chondrozyten mit IL-15 konnte eine signifikante Zunahme der
PTGES-Genexpression nach 4 h um den Faktor 3 (p = 0.001) und nach 24 h um den
Faktor 11 (p < 0.001) verzeichnet werden. Abb. und zeigen die inhibitorische
Wirkung der Hemmsubstanzen auf die PTGES-Genexpression nach 24-stiindiger Be-
handlung der Chondrozyten. Fast alle p38MAPK-Inhibitoren zeigten eine Hemmung
der Genexpression um 50 %. Die IC5p-Werte lagen im Bereich von 1 uM (Tab. S.
, wobei Birb 796 mit ICsp = 3 uM den hochsten und CBS 3868 mit IC5y = 0.6 uM den
niedrigsten Wert unter den p38-Hemmern aufwies. ML 3595 hatte keinen signifikanten
Einfluss auf die PTGES-Genexpression. Licofelone hemmte die PTGES-Genexpression
bei einer Konzentration von 10 uM zu 50 %. Die Erhohung der Konzentration von 1
uM auf 10 uM zeigte eine signifikante Verbesserung der Hemmwirkung (p = 0.049).

Die 4-stiindige Kultivierung der Zellen mit den Testsubstanzen zeigte aufgrund hoher



3. Experimente und Ergebnisse 89

100 L
*
* T sk *%
75 *%* xk T *% * T T
[ P
50
o\c> 25,
£
(@]
S 0
S
5
L 25
-50
0.1 1 10 1 10 0. 1 0. 1 10
Birb 796 Licofelone | Pamapimod SB20358

Konzentration in pM

Abbildung 21.: Normierte prozentuale Hemmung der IL-13-induzierten
PTGES-Genexpression durch Referenz-Inhibitoren.

Es wurden Chondrozyten 24 h mit 10 ng/ml IL-18 und Birb 796, Licofelone, Pamapimod
oder SB203580 kultiviert und anschlieffend die Genexpression quantitativ bestimmt. Die
Hemmung wurde wie unter S. beschrieben berechnet. Als Referenz dienten
sowohl unbehandelte als auch IL-13-stimulierte nichtinhibierte Zellen. Aufgetragen ist
der Mittelwert £ SD mit n > 4. Signifikante Unterschiede der Hemmwerte zwischen den

Konzentrationsstufen sind im Diagramm angegeben. (*: p < 0.05, **: p < 0.01)

Standardabweichungen keine signifikante Hemmung. Die Reaktion verschiedener Spen-
derzellen variierte vor allem beziiglich der Substanzen ML 3736 und SB203580 stark.
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Abbildung 22.: Normierte prozentuale Hemmung der IL-13-induzierten
PTGES-Genexpression durch Inhibitoren aus der pharmazeutischen Entwick-
lung.

Es wurden Chondrozyten 24 h mit 10 ng/ml IL-18 und CBS 3825, CBS 3868, ML 3595
oder ML 3736 kultiviert und anschliefend die Genexpression quantitativ bestimmt. Die
Hemmung wurde wie unter 2.2.5.4] S. 57] beschrieben berechnet. Als Referenz dienten
sowohl unbehandelte als auch IL-18-stimulierte nichtinhibierte Zellen. Aufgetragen ist
der Mittelwert + SD mit n > 4. (*: p < 0.05, **: p < 0.01)

3.5.1.3. Freisetzung von PGE;

Die Bildung des Prostaglandins PGE, kann als Mafs der Aktivitdt von COX2 und PT-
GES herangezogen werden, da es das Produkt dieser beiden Enzyme ist. Fiir eine Aus-
wahl von Inhibitoren wurde die Freisetzung von PGE,; gemessen. IL-15-Stimulation
bewirkte nach 4 h eine Zunahme der PGE,-Menge im Uberstand von durchschnittlich
0.9 ng/ml um den Faktor 6.6 auf 6.0 ng/ml (p = 0.01). Nach einer Stimulationszeit
von 24 h erhohte sich die Prostaglandinkonzentration um das 9-fache von 1.3 ng/ml
auf 11.6 ng/ml (p < 0.001). Abb. zeigt die inhibitorische Wirkung von SB203580
und Licofelone im Konzentrationsbereich von 0.1 bis 10 gM. In Abb. 24 sind die Er-
gebnisse der p38MAPK-Inhibitoren CBS 3825, CBS 3868, ML 3736 und Pamapimod
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dargestellt, die bereits im Konzentrationsbereich von 0.1 und 1 gM die COX2- und
PTGES-Genexpression hemmen konnten, so dass die Analyse auf diese Konzentratio-
nen beschrankt blieb.
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Abbildung 23.: Normierte prozentuale Hemmung der IL-18-induzierten PGE;-
Freisetzung durch Licofelone und SB203580.

Es wurden Chondrozyten 4 h und 24 h mit 10 ng/ml IL-13 und Licofelone oder SB203580
kultiviert und anschliefend die PGEy-Konzentration im Uberstand bestimmt. Die Hem-
mung wurde wie unter S. beschrieben berechnet. Als Referenz dienten sowohl
unbehandelte als auch IL-13-stimulierte nichtinhibierte Zellen. Aufgetragen ist der Mit-
telwert + SD mit n > 4. Signifikante Unterschiede der Hemmwerte zwischen den Konzen-
trationsstufen sind in Tab. S. 193 angegeben. (*: p < 0.05, **: p < 0.01)

Durch die Hemmsubstanzen Birb 796, CBS 3868, Licofelone, ML 3736, Pamapimod und
SB203580 wurde die PGE,-Freisetzung signifikant zu beiden Messzeitpunkten um > 60
% gehemmt. Nur Pamapimod (0.1 M) und SB203580 (0.1 uM) zeigten nach 4 h bezie-
hungsweise 24 h keinen signifikanten Einfluss. Licofelone (1 ¢M und 10 pM) erreichte
nach 24 h eine Inhibition der PGEy-Freisetzung von iiber 90 % (p < 0.001). Die I1C50-
Werte der Inhibitoren lagen unterhalb 0.1 M, nur Pamapimod und SB203580 zeigten
Werte von 0.6 pM und 0.9 uM (Tab. , S. . Die Hemmwirkungen unterschiedlicher
Konzentrationen wurden statistisch ausgewertet. Nach 4-stiindiger Inkubation waren
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Abbildung 24.: Normierte prozentuale Hemmung der IL-13-induzierten PGE;-
Freisetzung durch verschiedenen Inhibitoren.

Es wurden Chondrozyten 4 h und 24 h mit 10 ng/ml IL-15 und CBS 3825, CBS 3868,
ML 3736 oder Pamapimod kultiviert und anschlieRend die PGEs-Konzentration im Uber-
stand bestimmt. Die Hemmung wurde wie unter 2.2.5.4] S. [57] beschrieben berechnet. Als
Referenz dienten sowohl unbehandelte als auch IL-13-stimulierte nichtinhibierte Zellen.
Aufgetragen ist der Mittelwert + SD mit n > 4. Signifikante Unterschiede der Hemmwerte

zwischen den Konzentrationsstufen sind in Tab. S. [93| angegeben. (*: p < 0.05, **: p <
0.01)

keine signifikanten Unterschiede zu beobachten, Signifikanzen nach 24 h sind in Tab.
angegeben. Bei allen Inhibitoren aufer Birb 796 zeigten sich signifikante Unterschiede
zwischen 0.1 pM und 1 puM eingesetzter Konzentration. Eine Erhéhung der SB203580-

Konzentration sowohl von 0.1 uM auf 1 M (p = 0.014) als auch von 1 pM auf 10 pM
(p = 0.041) bewirkte eine stérkere Hemmung.
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Tabelle 16.: Abhéangigkeit der PGE>-Bildung von der Inhibitorkonzentration.

Angegeben sind signifikante Unterschiede der in Abb. 23] und [24] dargestellten Hemmung zwi-
schen den verschiedenen Konzentrationsstufen der Inhibitoren nach 24 h Kultivierung. Birb
796, CBS 3868, ML 3736 und Pamapimod wurden in zwei Konzentrationsstufen eingesetzt, so
dass ein Vergleich moglich war. Licofelone und SB203580 wurden in drei Konzentrationsstufen

eingesetzt, so dass drei Vergleiche moglich waren. (—: p>0.05, /: nicht bestimmbar)

Vergleich der
Konz. in puM  Birb 796 CBS 3868 Licofelone ML 3736 Pamapimod SB203580

01 vs 1 - 0.015 0.001 0.023 0.023 0.014
1 vs 10 / / - / / 0.041
0.1 vs 10 / / - / / 0.005

3.5.2. Effekte der Wirksubstanzen auf den NO-Syntheseweg
3.5.2.1. Genexpression von NOS2A

Die Stimulation mit IL-15 bewirkte eine 250-fache Zunahme der NOS2A-Genexpression
nach 4 h (p < 0.001) und eine 370-fache Zunahme nach 24 h (p = 0.003). Die Inhi-
bitorbehandlung von Chondrozyten zeigte nach 4 h keine signifikante Hemmung der
[L-13-stimulierten NOS2A-Genexpression, 0.1 uM Licofelone verstarkte die Expression
sogar um 60 % (p = 0.006). Die Ergebnisse fiir die Inhibitorkonzentrationen von 1 und
10 M nach 24 h sind in Abb. 25| zu sehen. Fiir die meisten p38MAPK-Inhibitoren war
eine signifikante, konzentrationsabhingige Hemmung zu verzeichnen, die ihre Maxima
zwischen 50 und 70 % erreichte. Die IC50-Werte lagen im Bereich von 2 pM (CBS 3868)
bis 7 pM (Birb 796 und ML 3736), nur SB203580 zeigte einen ICsq > 10 uM (Tab. [17]
S.[99). 1 uM ML 3595 wirkte gegenldufig zu den anderen Inhibitoren und verstérkte
die NOS2A-Genexpression (p = 0.024). Die Chondrozyten verschiedener Spender rea-
gierten unterschiedlich auf 10 pM ML 3595, wodurch die grofe Standardabweichung
der Hemmwerte bedingt ist. Licofelone (10 yM) vermochte die NOS2A-Genexpression
mit 82 % am stérksten zu hemmen (p = 0.003, IC5y = 5 uM). Der Einsatz von 0.1
uM der Inhibitoren sowie die Verwendung von Pamapimod bewirkte keine signifikante
Hemmung, weshalb auf die Darstellung dieser Ergebnisse verzichtet wurde. Signifikan-
te Konzentrationsabhédngigkeiten konnten fiir CBS 3868 und Licofelone nachgewiesen

werden.
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Abbildung 25.: Normierte
NOS2A-Genexpression durch verschiedenen Inhibitoren.

Es wurden Chondrozyten 24 h mit 10 ng/ml IL-148 und Birb 796, CBS 3825, CBS
3868, Licofelone, ML 3595, ML 3736 oder SB203580 kultiviert und anschliefend die
Genexpression quantitativ bestimmt. Die Hemmung wurde wie unter 2.2.5.4] S. [57] be-
schrieben berechnet. Als Referenz dienten sowohl unbehandelte als auch IL-1G-stimulierte

nichtinhibierte Zellen. Aufgetragen ist der Mittelwert + SD mit n > 4. Signifikante

prozentuale Hemmung der IL-15-induzierten

Unterschiede der Hemmwerte zwischen den Konzentrationsstufen sind im Diagramm

angegeben. (*: p < 0.05, **: p < 0.01)

3.5.2.2. Freisetzung von Nitrit

Nitrit wurde als Maf fiir die Bildung von Stickstoffmonoxid durch die NO-Synthase
herangezogen. Durch die Stimulation mit IL-13 wurde die Nitritmenge im Uberstand
nach 24 h um den Faktor 5 von durchschnittlich 1.2 pM auf 6.2 pM erhéht (p < 0.001),
nach 4 h war dagegen keine Zunahme zu beobachten. Abb. 26| zeigt die Hemmung der
Nitrit-Abgabe nach 24 h. Licofelone vermochte bei einer Konzentration von 10 puM
die Nitritbildung um 80 % zu hemmen (p = 0.005, IC5y = 6 uM). Eine Verringerung
der Nitritmenge war durch die p38MAPK-Inhibition mit Birb 796 (p = 0.083, ICsq
=6 uM), CBS 3868 (p = 0.113, IC59 = 6 M) und in geringerem Ausmaf mit ML
3736 (p = 0.073, IC59 > 10 uM) und SB203580 (p = 0.131, IC5 > 10 uM) bei einer
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Konzentration von 10 M zu beobachten. Nach 4-stiindiger Hemmstoffinkubation war
dagegen kein Effekt auf die Freisetzung von Nitrit zu sehen. Der statistische Vergleich
der verschiedenen Licofelonekonzentrationen wies auf hochsignifikante Wirkunterschiede
zwischen den Konzentrationen 1 uM und 10 M hin (p = 0.005).
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Abbildung 26.: Normierte prozentuale Hemmung der IL-13-induzierten Nitrit-
Freisetzung durch verschiedene Inhibitoren.

Es wurden Chondrozyten 24 h mit 10 ng/ml IL-15 und Birb 796, CBS 3868, Licofelone, ML
3736, Pamapimod oder SB203580 kultiviert und anschliefsend die Nitrit-Konzentration im
Uberstand bestimmt. Die Hemmung wurde wie unter S. |57 beschrieben berechnet.
Als Referenz dienten sowohl unbehandelte als auch 1L-18-stimulierte nichtinhibierte Zellen.
Aufgetragen ist der Mittelwert + SD mit n > 4. Signifikante Unterschiede der Hemmwerte

zwischen den Konzentrationsstufen sind im Diagramm angegeben. (*: p < 0.05, *%: p <
0.01)
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3.5.3. Effekte der Wirksubstanzen auf die
MMP13-Genexpression
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Abbildung 27.: Normierte prozentuale Hemmung der IL-13-induzierten
MMP13-Genexpression durch Referenz-Inhibitoren.

Es wurden Chondrozyten 24 h mit 10 ng/ml IL-18 und Birb 796, Licofelone, Pamapimod
oder SB203580 kultiviert und anschlieffend die Genexpression quantitativ bestimmt. Die
Hemmung wurde wie unter S. beschrieben berechnet. Als Referenz dienten
sowohl unbehandelte als auch IL-18-stimulierte nichtinhibierte Zellen. Aufgetragen ist
der Mittelwert + SD mit n > 4. Signifikante Unterschiede der Hemmwerte zwischen den

Konzentrationsstufen sind im Diagramm angegeben. (*: p < 0.05, **: p < 0.01)

Nach 4-stiindiger Inkubation der Chondrozyten mit IL-15 verdreifachte sich die MMP13-
Genexpression (p = 0.08). Die Reaktion der verschiedenen Spenderzellen war allerdings
uneinheitlich, weshalb die Hemmwerte vor allem beziiglich Birb 796, ML 3736 und
SB203580 variierten (jeweils 0.1 uM und/oder 1 pM). Nur die Substanzen CBS 3825
(10 uM, p = 0.037), CBS 3868 (0.1 uM, p = 0.020; 1 uM, p = 0.016 und 10 uM, p =
0.016) und Licofelone (1 uM, p = 0.043) zeigten zu diesem Zeitpunkt eine signifikante
Hemmung der MMP13-Stimulation. Nach 24 h war bei allen Spendern eine einheitli-

che Reaktion auf die Stimulation zu beobachten mit einer Expressionsverstarkung um
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den Faktor 43 (p = 0.014). Fast alle Inhibitoren konnten diese signifikant hemmen, wie
Abb. 27] und [2§] zeigen. Bei einer Inhibitorkonzentration von 10 M betrug die Hem-
mung dabei durchgingig tiber 80 %. Die IC5p-Werte von Licofelone, Pamapimod und
SB203580 betrugen 4 pM, 0.7 uM und 0.6 M wahrend die IC5-Werte von Birb 796,
CBS 3868 und ML 3736 unter 0.1 pM lagen (Tab. [L7, S.[09). ML 3595 hatte keinen
signifikanten Einfluss auf die MMP13-Genexpression, ebenso niedrige Konzentrationen
von Licofelone (0.1 M und 1 pM), Pamapimod (0.1 M ) und SB203580 (0.1 pM
). Die Hemmstoffe Licofelone, SB203580, CBS 3825 und CBS 3868 zeigten nach 24 h
signifikante Unterschiede der Hemmwirkung bei verschiedenen Konzentrationen.
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Abbildung 28.: Normierte prozentuale Hemmung der IL-13-induzierten
MMP13-Genexpression durch Inhibitoren aus der pharmazeutischen Entwick-
lung.

Es wurden Chondrozyten 24 h mit 10 ng/ml IL-18 und CBS 3825, CBS 3868, ML 3595
oder ML 3736 kultiviert und anschliefend die Genexpression quantitativ bestimmt. Die
Hemmung wurde wie unter 2.2.5.4] S. 57] beschrieben berechnet. Als Referenz dienten
sowohl unbehandelte als auch IL-18-stimulierte nichtinhibierte Zellen. Aufgetragen ist
der Mittelwert + SD mit n > 4. Signifikante Unterschiede der Hemmwerte zwischen den

Konzentrationsstufen sind im Diagramm angegeben. (*: p < 0.05, **: p < 0.01)
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3.5.4. Effekte der Wirksubstanzen auf die OPG-Genexpression
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Abbildung 29.: Normierte prozentuale Hemmung der IL-13-induzierten OPG-
Genexpression durch verschiedene Inhibitoren.

Es wurden Chondrozyten 24 h mit 10 ng/ml IL-18 und CBS 3825, CBS 3868 Licofelone,
ML 3736 oder SB203580 kultiviert und anschlieffend die Genexpression quantitativ be-
stimmt. Die Hemmung wurde wie unter S.[67 beschrieben berechnet. Als Referenz
dienten sowohl unbehandelte als auch IL-13-stimulierte nichtinhibierte Zellen. Aufgetra-
gen ist der Mittelwert £ SD mit n > 4. Signifikante Unterschiede der Hemmwerte zwischen

den Konzentrationsstufen sind im Diagramm angegeben. (*: p < 0.05, **: p < 0.01)

Die OPG-Genexpression wurde durch Stimulation der Chondrozyten mit IL-15 nach 4
h um das dreifache (p = 0.002) und nach 24 h um das 5-fache (p < 0.001) im Vergleich
zu den Kontrollzellen erhoht. Ahnlich wie die MMP13-Genexpression reagierte auch die
OPG-Genexpression der Spenderzellen nach 4 h uneinheitlich auf die Inhibitorbehand-
lung mit Birb 796, ML 3736 und SB203580 (jeweils 1 uM). Die Substanzen CBS 3868 (1
uM, p = 0.0103), Licofelone (1 uM, p = 0.002), ML 3736 (10 M, p = 0.018) und Pamapi-
mod (1 uM, p = 0.037) zeigten zu diesem Zeitpunkt signifikant hemmenden Einfluss auf
die IL-15-induzierte OPG-Genexpression. Nach 24 h wurde durch fast alle Wirksubstan-
zen bei Konzentrationen von 1 M und 10 M eine signifikante Hemmung erreicht, wie
Abb. [29] zeigt. CBS 3825 (IC50 = 2 uM), CBS 3868 (IC50 < 0.1 uM) und ML3736 (IC5
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= 2 uM) konnten bei einer Konzentration von 10 M die Genexpression um tiber 80 %
hemmen, 10 uM Licofelone erreichte eine Hemmung von 130 % (p < 0.001, IC5¢ = 2 uM).
Damit fiel die Expressionstarke unter das Niveau von Kontrollzellen. Birb 796, ML 3595
und Pamapimod zeigten bei keiner der eingesetzten Konzentrationen einen hemmenden
Effekt. Signifikante Abhéngigkeit der Hemmung von den eingesetzten Wirkstoffkonzen-
trationen wurden fiir CBS 3868 (p = 0.003) und Licofelone (p = 0.03) festgestellt. Bei
beiden verstiarkte die Erhohung von 1 pM auf 10 M Inhibitor die Hemmung.

3.5.5. 1C5- und IC;5-Werte der Wirkstoffe

Tabelle 17.: Zusammenstellung der ICsp- und IC75-Werte der Testsubstanzen.
Angegeben sind die Inhibitorkonzentrationen in pM, bei denen eine 50 %ige bzw. 75 %ige
Hemmung (IC50 bzw. IC75) beziiglich der IL-13-induzierten Genexpression (COX2, PTGES,
NOS2A, MMP13 und OPG) und Metabolitfreisetzung (PGE2 und NO) erreicht wurde.

IC5o-Werte

Zeit | Birb 796 | CBS 3825 | CBS 3868 | Licofelone | ML 3736 |Pamapimod| SB203580
COXx2 4 h <0.1 <1 <0.1 >10 <0.1 0.1 0.9
é COX2 24 h <01 <1 <0.1 >10 <0.1 0.2 0.6
@ PTGES |24 h 3 1 0.6 10 0.8 1 0.7
£ |Nos2a [24h 7 4 2 5 7 > 1 ~10
& |wwvP1s [2an| <o <1 <0.1 4 <0.1 0.7 0.6
OPG 24 h >10 2 <0.1 2 2 >1 0.9
- PGE, 4h <01 <0.1 0.2 <0.1 0.9 0.1
-% ,%,’ PGE, 24 h <01 <0.1 <0.1 <0.1 0.6 0.9
w NO 24 h 6 6 6 >10 >1 >10
IC,5-Werte
Zeit | Birb 796 | CBS 3825 | CBS 3868 | Licofelone | ML 3736 |Pamapimod| SB203580
COX2 4 h 4 4 0.9 >10 >10 1 >10
S |coxz [24n] <o 2 05 > 10 0.5 0.9 10
@ PTGES | 24h >10 >10 >10 >10 >10 >1 >10
% NOS2A |24 h >10 >10 10 9 >10 >1 >10
§ MMP13 | 24 h 1 3.2 2 8 0.9 > 1 3
OPG 24 h >10 8 6 5 8 >1 >10
. PGE, 4h < 0.1 1 0.8 0.1 >1 10
-% % PGE, 24 h 0.9 0.7 0.3 > 1 > 1 6
w NO 24 h >10 9 9 >10 >1 >10
Kp-Werte der 0.37 nM ca. 1 nM ca. 1 nM - 1.6 nM 1.3 nM 12 nM

p38MAPK-Bindung

Farblegende: IC <0.1

01 <IC<1bzw.IC<1

1 <IC <10 bzw. IC > 1
IC>10
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Um die verschiedenen Inhibitoren vergleichend bewerten zu kénnen, wurden die Einzel-
ergebnisse der durchgefiithrten Analysen zusammengestellt. In Tab. [I7, S. sind die
ICs0- und IC75-Werte aus den Genexpressions- und Metabolitanalysen aufgelistet. Diese
Werte geben die Inhibitorkonzentration an, bei der eine 50 %ige bzw. 75 %ige Hemmung
erreicht wurde S. . Tab. , S. gibt den Quotienten der ICs5,-Werte von
SB203580 und der anderen Testsubstanzen an. Diese Darstellung erlaubt die Bewertung
der Hemmstoffe im Vergleich zur Referenzsubstanz SB203580. Der Quotient gibt den

Faktor an, um den die Testsubstanz effektiver ist als die Referenz.

Tabelle 18.: Effektivitit der Testsubstanzen beziiglich der Referenz SB203580
Angegeben sind die Quotienten der IC5p-Werte von SB203580 und der anderen Testsubstanzen.

Der Quotient gibt den Faktor an, um den die Testsubstanz effektiver ist als die Referenz.

Zeit | Birb796 | CBS 3825 | CBS 3868 | Licofelone | ML 3736 |Pamapimod
COX2 4h > 8.8 >0.88 > 8.8 <0.09 > 8.8 8.80
§ COox2 24 h >6.2 >0.62 >6.2 <0.06 >6.2 3.44
¢ |PTGES |24h| 022 0.57 1.18 0.06 0.86 0.54
% NOS2A 24 h 1.69 3.05 4.99 2.68 1.74 <1.21
§ MMP13 |24 h > 6.1 > 0.61 > 6.1 0.16 > 6.1 0.92
OPG 24h| <0.09 0.60 >9.1 0.42 0.59 <0.91 Farb.
2 o PGE2 4h >1 >1 0.45 >1 0.11 legende:
% § PGE2 24 h >9.3 >93 >9.3 >9.3 1.58 =5
w NO 24h| >157 >1.77 >1.68 n.b. n.b. <02




4. Diskussion

Das Ziel dieser Arbeit bestand in der Etablierung eines Zell-basierten Testsystems, mit
dessen Hilfe anti-inflammatorische Substanzen auf ihr Wirkspektrum beziiglich arthro-
tisch degenerativer Prozesse untersucht werden kénnen. Bei der Entwicklung pharma-
zeutischer Wirkstoffe werden haufig zellfreie Enzym-Assays zur Testung eingesetzt, die
zwar exakte Aussagen liber Bindungsaffinitdten erlauben, jedoch die komplexen Bedin-
gungen in der Zelle vernachlassigen [103], [61]. Eine andere Moglichkeit bieten Testsyste-
me mit Blutzellen [I31) [132] oder kommerziell verfiigbaren Zelllinien. Allerdings wird
damit der avisierte Wirkungsort, das arthrotische Gelenk, aufser Acht gelassen. Die
Wirksamkeit von Inhibitoren in zelluldren Assays kann stark vom verwendeten Zelltyp
beeinflusst werden [I73]. Chondrozyten eignen sich als Zielzellen einer pharmakologi-
schen Arthrosetherapie, da sie fiir die Matrixhomdoostase des Knorpels verantwortlich
sind und eine entscheidende Rolle bei der Pathogenese der Arthrose spielen [22]. In der
vorliegenden Arbeit wurden daher humane primére Chondrozyten zur Etablierung des
In-vitro-Inflammationsmodells verwendet. Die Zellen wurden aus Knorpelgewebe prapa-
riert, das im Rahmen von Knieendoprothese-Implantationen bei Arthrosepatienten as-
serviert wurde. Es ist zu berticksichtigen, dass arthrotische Chondrozyten moglicherweise
anders auf Umgebungsreize reagieren als ungeschidigte Zellen [63]. Andererseits sollen
die untersuchten Wirkstoffe zur Arthrosetherapie eingesetzt werden und damit eben-
falls an geschédigten Zellen wirken. Eine Alternative zu priméren arthrotischen Chon-
drozyten bieten humane immortalisierte Chondrozyten. Diese Zelllinien besitzen zwar
chondrozytére Merkmale, zeigen jedoch Unterschiede zu priméren Zellen [69]. Durch die
Verwendung von Primérzellen konnen zuséatzlich Variabilitdten zwischen verschiedenen
Spendern erkannt und abgeschétzt werden [126]. Die individuellen Reaktionen der Pati-
enten auf pharmakologische Wirkstoffe wird in der Therapie zunehmend beriicksichtigt

und gewinnt bei der Entwicklung neuer Arzneimittel an Bedeutung [205] 214] [141].

101
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4.1. Etablierung und Validierung des

In-vitro-Inflammationsmodells

Zur Etablierung des In-vitro-Inflammationsmodells wurden in verschiedenen Experimen-
ten sowohl die Auswirkungen der Kultivierungsform als auch die Reaktion auf die Gabe
von inflammatorisch wirkenden Zytokinen untersucht und zur Validierung des neuen
Modells anschlieffend mit bekannten Literaturdaten verglichen. Verschiedene Studien
zeigen, dass Chondrozyten ihren Phénotyp verindern, wenn sie aus ihrer natiirlichen
Matrix isoliert und in zweidimensionaler Zellkultur gehalten werden [511 28]. Die Dedif-
ferenzierung geht mit einem Expressionsriickgang chondrozytarer Marker einher. Die-
ser Prozess kann aber durch eine Kultivierung der Zellen in einer dreidimensionalen
Matrix vermieden werden [28]. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Chon-
drozyten nach der Praparation aus arthrotischem Knorpelgewebe typische Differenzie-
rungsmarker wie Kollagen Typ II, Aggrekan und ,Cartilage oligeomeric matrix protein
(COMP) exprimierten [221]. Auch von Gebhard et al. wurde beschrieben, dass kein ge-
nereller Phanotyp-“Shift“ in arthrotischen Chondrozyten stattfindet [70]. Vergleichbar
mit publizierten Daten blieb der chondrozytére Differenzierungsstatus bei einwochiger
Kultivierung in Monolayer-Kultur wie auch bei einmonatiger Kultivierung in Alginat-
Bead-Kultur erhalten [221], [84]. Daher war fiir Kurzzeitstudien sowohl die zwei- als auch
dreidimensionale Kultivierung der Chondrozyten geeignet. Die Kultivierung in Mono-
layer bietet Vorteile beziiglich der Aufbereitung der Zellen zur molekularbiologischen

Analyse.

Der Einfluss inflammatorischer Substanzen in Form von IL-15 (Interleukin 1 beta) und
TNF« (Tumornekrosefaktor alpha), die in vivo im entziindlichen Gelenk beispielsweise
von Chondrozyten und Synovialzellen gebildet werden, wurde auf Genexpressionsebene
analysiert. Durch Stimulation der Chondrozyten mit den Zytokinen wurde die Genex-
pression bekannter Inflammationsmarker wie COX2 (Zyklooxygenase 2), IL6 (Interleu-
kin 6), MMP13 (Matrixmetalloprotease 13) und NOS2A (induzierbare NO-Synthase)
in beiden Kultivierungsformen induziert [22]. Wie auch von Kojima et al. beobachtet
[115], zeigte sich IL-13 wesentlich potenter als TNFa. Aukerdem weisen verschiedene
Arbeiten auf die prominente Bedeutung von IL-15 in der Pathogenese der Arthrose hin
[65, B]. Eine genetische Disposition fiir Arthrose wurde mit einem Polymorphismus im
IL-Cluster assoziiert [65]. Deshalb wurde fiir die weiteren Experimente nur IL-13 ver-
wendet. Eine gleichzeitige Stimulation mit IL-15 und TNF«, die synergistische Effekte
zeigt [23], wurde nicht in Erwégung gezogen, da zur Testung von Inhibitoren in der

Etablierungsphase die Signalwege des Inflammationsmodells moglichst eng umschrie-
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ben sein sollten. Es wurde eine IL-13-Konzentration von 10 ng/ml gewéhlt, bei der
in den Vorversuchen eine Stimulation aller untersuchten entziindungsrelevanten Gene
stattfand. Diese Konzentration liegt im Bereich der IL-13-Konzentration in der Synovi-
alfliissigkeit, die bei Gelenkentziindungen bis zu 5 ng/ml betragen kann [89)]. Allerdings
spielen in vivo natiirliche IL-13-Inhibitoren eine Rolle, die moglicherweise eine Bioak-
tivitdt des Zytokins verringern [89]. Jedoch gibt es Hinweise, dass Chondrozyten aus
arthrotischem Gewebe weniger sensitiv als normale Chondrozyten auf 1L-1/3 reagieren
und deshalb eine vergleichsweise hohe Zytokinkonzentration zur Stimulation benétigen
[63]. Zusammenfassend stellt sich das In-vitro-Inflammationsmodell wie folgt dar: Hu-
mane Chondrozyten wurden fiir die Experimente im Monolayer unter Stimulation mit
10 ng/ml IL-1% in einer Zelldichte von 5 -10* Zellen pro cm? kultiviert. In Vergleichsex-

perimenten wurde alternativ eine Kultivierung in Alginat-Beads durchgefiihrt [97].

Zur Validierung des [In-vitro-Inflammationsmodells wurde die Wirkung verschiedener
bekannter anti-inflammatorisch wirkender Substanzen getestet. Prinzipiell konnten auf
Genexpressionsebene die in der Literatur beschriebenen Effekte der Wirkstoffe beob-
achtet werden. Die Inhibition der p38MAPK (Mitogen-aktivierte Proteinkinase) mit
SB203580 modulierte die IL-18-induzierte Genexpression von COX2, PTGES (Pros-
taglandin E-Synthase), NOS2A, MMP13, IL6 und TIMP1 (,tissue inhibitor of ma-
trix metalloproteinase 1¢). Diese Wirkung wurde in verschiedenen Arbeiten bestétigt
[156, 146, 150, [160] 168, 195]. Auch die Wirkung von Licofelone auf die Genexpression
von ADAMTS5 (,a disintegrin-like and metalloproteinase with thrombospondin type
1 motif, 15%), IL1B (Interleukin 1 beta) und MMP13 wurde in anderen In-vitro- bzw.
In-vivo-Arthrosemodellen beschrieben [I61], 100, 26]. Der COX2-spezifische Inhibitor
Rofecoxib (Merck, Darmstadt, Deutschland) hemmte die IL-15-induzierte Genexpres-
sion von IL6, MMP3, NOS2A und PTGES und verstiarkte die PPARG (,peroxisome
proliferator activated receptor gamma®)-Expression. Die beschriebene Hemmung durch
eine COX2-Inhibition konnte auch in verschiedenen anderen Arbeiten gezeigt werden
[177, 204 6]. Eine Genexpressionsverstarkung von PPARG zeigte sich auch in Magenkar-
zinomen von Patienten, die mit Rofecoxib behandelt wurden [117|. Es wird vermutet,
dass die Stimulation von PPARs und anderen Transkriptionsfaktoren eine wichtige Rol-
le im Wirkmechanismus von NSAID (,Nonsteroidal anti-inflammatory drugs®) spielt
[190].

Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass Inhibitoren mit gleichem pharmazeutischem
Ziel die Expression Arthrose-assoziierter Gene unterschiedlich modulierten. Multifak-
torielle Wirkmechanismen wurden z. B. auch von Sanchez et al. fiir eine Reihe von
COX-Inhibitoren beziiglich der Aggrekan-, I1-6- und IL-8-Produktion festgestellt [177].
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Masuko-Hongo et al. berichteten dagegen von zwei p38MAPK-Inhibitoren mit unter-
schiedlicher Wirkung auf die PTGES-Genexpression in Chondrozyten [146]. Diese Be-
funde zeigen, dass pharmazeutische Substanzen trotz gleicher Ziele Unterschiede in ihrer
Wirkung auf Signalwege aufweisen kénnen. Ein Grund dafiir kénnen Interaktionen der
Hemmstoffe mit weiteren Bindungspartnern darstellen. Karaman et al. konnten z. B. fiir
Kinase-Inhibitoren eine Vielzahl an Bindungspartnern nachweisen [103]. Pharmazeuti-
sche Substanzen gleicher Spezifitdt konnen sich in ihrer Selektivitat und damit in ihrem
Wirkungsspektrum unterscheiden. In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden,
dass diese Wirkunterschiede sich nicht auf die Expressionsregulation der bisher ausge-
wahlten Arthrose-assoziierten Gene beschréanken, sondern alle zellbiologischen Bereiche
betreffen.

In der Zusammenfassung ist fiir das neue In-vitro-Inflammationsmodell festzuhalten,
dass die Ergebnisse der Wirkstofftestung mit denen der Literatur korrelieren und dies-

beziiglich ein valides Testsystem etabliert werden konnte.

4.2. Genomweite Microarray-Analyse

Mit Hilfe einer genomweiten Untersuchung der Genexpression (Microarray-Analyse) soll-
te die Wirkung von Testsubstanzen auf breiter Basis analysiert werden, um eventu-
ell neue Kandidaten-Gene, Wirkmechanismen oder unerwiinschte Nebeneffekte zu fin-
den [8 68, 1T3], 2 223]. Es wurde daher der Einfluss der p38MAPK-Inhibitoren Birb
796, SB203580 und ML 3595 auf die Genexpression von Chondrozyten unter IL-13-
Stimulation untersucht. Bisher wurden noch keine Studien zu einer genomweiten Ex-
pressionsanalyse p38-inhibierter Chondrozyten verdffentlicht. Um geniigend Ausgangs-
material fiir die Analyse zu erhalten, wurden die Zellen mehrerer Spender vereinigt und
das Experiment mit drei unabhéngigen Spendergruppen wiederholt. Durch dieses expe-
rimentelle Design konnte trotz Gruppenbildung die biologische Variabilitdt der Spender
abgebildet werden [108].

Die Stimulation mit IL-1/5 zeigte in der Chipanalyse einen starken Einfluss auf die Gen-
expression. 5 % aller im Array untersuchten Gene wurden durch das Zytokin in ihrer
Expression moduliert, wobei IL-13 die Expression in den meisten Féllen verstarkte. Die-
ser Befund ist in Ubereinstimmung mit der Beobachtung, dass IL-13 in Chondrozyten
die Expression vieler inflammatorischer Gene induziert oder verstérkt [22]. Durch eine
Analyse mit dem GoMiner-Programm [222] wurden die durch IL-15 regulierten Gene

biologischen Vorgéngen in der Zelle zugeordnet. Unter den regulierten zellbiologischen
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Bereichen fanden sich vor allem Prozesse, die mit der Abwehrreaktion, der Antwort auf
oxidativen Stress und dem Zytoskelett verkniipft waren. Diese Wirkungen von IL-1(3
sind auch in der Literatur beschrieben [181], 53] [155].

Es konnte erstmals in einer Arrayanalyse eine differenzielle Wirkung von p38MAPK-
Inhibitoren auf die Genexpression 1L-15-stimulierter Chondrozyten festgestellt werden.
Es wurde gezeigt, dass eine Inhibition mit SB203580 nur 18 % der Zielgene von IL-13
betraf, wobei die Regulation teilweise gleichgerichtet verlief. Dagegen beeinflusste Birb
796 iiber 40 % der Zielgene von IL-13. Die Regulation verlief fast vollstindig gegenlaufig.
Dieses Ergebnis weist darauf hin, dass Birb 796 der Wirkung von IL-1( starker entge-
genwirkt als SB203580. ML 3595 beeinflusste die wenigsten Gene in ihrer Expression
und zeigte eine relativ kleine Uberschneidung mit Zielgenen von IL-1/3. Die Regulation

verlief jedoch gegenlaufig.

Die Zuordnung der regulierten Gene zu biologischen Prozessen mit Hilfe des GoMiner-
Programms lieft Unterschiede im Wirkspektrum der Testsubstanzen erkennen. Vergli-
chen mit den anderen beiden p38MAPK-Inhibitoren beeinflusste SB203580 trotz einer
grofseren Anzahl regulierter Gene weniger biologische Prozesse. Die regulierten Gene wa-
ren auf viele verschiedene biologische Prozesse verteilt, meist ohne diese signifikant zu
beeinflussen. Dies deutet auf einen breit gestreuten, relativ unspezifischen Effekt des In-
hibitors hin. Uberschneidungen mit IL-13-regulierten Prozessen lagen in den Bereichen
Abwehrreaktion, oxidativer Stress und Zytoskelett. Eine Zuordnung der durch IL-173
und SB203580 gemeinsam regulierten Gene betraf hauptsichlich die Bereiche ,response
to stimulus” und ,joxygen and reactive oxygen species metabolism“ [97]. Der beobachtete
Einfluss von SB203580 stimmt mit publizierten Befunden iiberein. [46, 156], 157].

Birb 796 beeinflusste mehr als doppelt so viele biologische Prozesse wie SB203580 trotz
einer geringeren Anzahl an regulierten Genen. Die meisten regulierten Prozesse lieken
sich zu wenigen Hauptbereichen zusammenfassen. Die durch Birb 796 regulierten Gene
sind vornehmlich in die Abwehrreaktion und oxidativen Stress involviert. Damit kon-
kurriert der Inhibitor direkt mit IL-13-regulierten Bereichen. In einer klinischen Stu-
die wurde ebenfalls eine anti-inflammatorische Wirkung des Inhibitors nachgewiesen,
durch die eine LPS (Lipopolysaccharid)-induzierte Zytokinproduktion in Leukozyten
der Testpersonen stark gehemmt wurde [33]. Als weiterer Hauptbereich wurde in der
vorliegenden Arbeit Apoptose und Zelltot von Birb 796 angesprochen. Weder IL-1(3
noch SB203580 wiesen im Bereich Apoptose eine Kumulation regulierter Gene auf [97].
In einer Studie von Yasui et al. konnte gezeigt werden, dass Birb 796 in Myelomzellen
eine Caspase-Aktivierung induzierte und die Zytotoxizitdat anderer Wirkstoffe verstark-

te [220]. Vertiefende Analysen zu diesen Nebeneffekten sind daher von Interesse und
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miissten in weiterfiihrenden Studien durchgefiithrt werden.

ML 3595 wirkte auf eine gréfere Anzahl biologischer Prozesse als SB203580. Es konnte
gezeigt werden, dass aufer in den Bereichen des oxidativen Stresses kaum inflamma-
torische Prozesse beeinflusst wurden. Dies korreliert mit dem Befund, dass ML 3595
eine relativ geringe Uberschneidung mit IL-13-regulierten Prozessen aufwies. ML 3595
modulierte hauptséchlich Differenzierungsprozesse. Moglicherweise ist dieser Effekt auf
eine Hemmung der PDE4 (Phosphodiesterase 4) zuriickzufiihren. Beispielsweise vermag
der PDE4-Inhibitor Rolipram (Bayer Schering Pharma AG, Berlin, Deutschland) in
einer Kokultur von murinen Knochenmarkszellen und Osteoblasten die Osteoklasten-
Differenzierung zu induzieren [44].

Der experimentelle Ansatz einer Microarray-Analyse kann urséchlich fiir falsch positive
wie auch falsch negative Ergebnisse sein, deren Moglichkeit nicht aufser Acht gelassen
werden darf [165]. Bei Studien mit einer grofen Anzahl an Replikaten kann diese Wahr-
scheinlichkeit anhand der FDR (,false discovery rate®) statistisch bestimmt werden [165].
Bei kleinen Studien wie dem hier vorliegenden Experiment kann diese Kennzahl nicht
verwendet werden. Die aus der Array-Analyse erhaltenen Einzelergebnisse miissen des-
halb mit einer weiteren Methode verifiziert werden, um einen falsch positiven Befund
auszuschliefen. Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine Uberpriifung der Array-Daten fiir
insgesamt 22 interessierende Gene mit Hilfe einer quantitativen oder semiquantitativen
PCR durchgefiihrt. Fiir 19 der untersuchten Genexpressionen konnte das Array-Ergebnis
nachvollzogen werden. Drei Genexpressionsergebnisse (14 %) stellten sich als falsch posi-
tiv herausstellten. Ausnahmen waren bei den Expressionen von COL4A6 (Kollagen Typ
IV6), FN1 (Fibronektin 1) und ITGA2B (Integrinkette 23) nachweisbar. Insgesamt liegt
dies unter dem Durchschnitt der zu erwartenden Fehlerrate von etwa 30 % (personliche

Mitteilung von Dr. Holzmann, Microarray-Core Facility, Universitat Ulm).

Zusammengefasst kann aus der Auswertung der Microarray-Analyse festgehalten wer-
den, dass zum einen das neu entwickelte Inflammationsmodell ein valides In-vitro-System
fiir die Testung neuer Wirkstoffe darstellt. Zum anderen konnte gezeigt werden, dass
dieses System auch dazu geeignet ist, antagonistische Wechselwirkungen und Wirkun-
terschiede von Inhibitoren zu erkennen. Zuletzt erlaubt die Microarray-Analyse, neue,

bisher nicht erkannte Ziele zu identifizieren, die im Folgenden diskutiert werden sollen.



4. Diskussion 107

4.3. Analyse neuer involvierter Gene

4.3.1. Extrazellulare Matrixkomponenten

Die extrazelluldre Matrix (EZM) erfiillt im Knorpel essentielle mechanische und bioche-
mische Funktionen [1211,[193]. Bei entziindlichen Gelenkerkrankungen wird die Matrixho-
moostase empfindlich gestort [178]. Zytokine spielen dabei als Entziindungsmediatoren
eine entscheidende Rolle, weshalb der Einfluss von IL-15 auf Komponenten der EZM
von besonderem Interesse ist. Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefithrte Microarray-
Analyse zeigte, dass IL-17 signifikant viele Gene beeinflusste, die mit der EZM assoziiert
sind. Ein Effekt des Zytokins auf EZM-Komponenten, insbesondere auf Proteoglykane
und Kollagen Typ II, wird vielfach in der Literatur bestatigt [75], 19, 112] 185 168].
In der durchgefiihrten Array-Analyse konnte erstmalig ein Einfluss von IL-13 auf die
Expression anderer Kollagene nachgewiesen werden, denen zum Teil bereits eine Rolle
in der Arthrose zugeschrieben wurde. So wurde die Genexpression der Kollagene Typ
V (COL5A1), Typ VI (COL6A1), Typ X (COL10A1) und des am Knorpelaufbau be-
teiligten Kollagen Typ XI (COL11A1) durch IL-1/5 reduziert. Kollagen Typ V wird als
fibrilldres Kollagen vor allem von den Zellen des Faserknorpels exprimiert [21]. Kolla-
gen Typ VI ist typischerweise in der perizellularen Matrix des Knorpels zu finden [4].
Ein Fehlen dieses Kollagens beeintrachtigt die biomechanischen Eigenschaften und be-
schleunigt im Tiermodell die Entwicklung einer Arthrose [4]. Typ X Kollagen wird vor
allem von hypertrophen Chondrozyten im Rahmen der enchondralen Ossifikation gebil-
det [I38]. Eine terminale Differenzierung von Chondrozyten spielt auch im Rahmen der
Arthrose eine Rolle [43], allerdings kann keine allgemeine Entwicklung der Zellen hin zur
Hypertrophie beobachtet werden [34]. Die Bedeutung der Expression von Kollagen Typ
X in der Arthrose wird kontrovers diskutiert. Wahrend manche pro-inflammatorischen
Signale eine COL10A1-Expression induzieren [43|, hemmt IL-15 dessen Expression im
hier verwendeten Zellkulturmodell. Auch in Chondrozyten aus der Wachstumsfuge von
Kaninchen konnte eine Hemmung beobachtet werden [105]. In der vorliegenden Arbeit
wurden weitere IL-15-regulierte Gene gefunden, die mit der terminalen Differenzierung
von Chondrozyten assoziiert sind ohne einheitlichen Bezug auf eine hypertrophe Diffe-
renzierung unter inflammatorischen Bedingungen [I83]. Vermutlich beeinflussen in vivo
weitere Arthrose-assoziierte Faktoren die Regulation hypertropher Marker. Andererseits
ist es auch moglich, dass die Anderung der Genexpression sich nicht auf Proteinebene
widerspiegelt, da an der Translation weitere regulative Prozesse beteiligt sein konnen
[194, [7].

Neben Kollagenen wurden mehrere Enzyme durch IL-13 beeinflusst, die am Matrix-Um-
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bzw. -Abbau beteiligt sind. So wurde die Expression des in der Knorpeldegradation vor-
herrschenden MMP13 erhoht [38] wiahrend die Expression von MMP24 reduziert wurde.
MMP24 aktiviert die Vorstufe der Gelatinase A (MMP2), die wiederum die Knorpel-
matrix remodelliert. MMP2 wird in der Arthrose verstarkt exprimiert und wirkt als
Aktivator von pro-MMP13 [85] [58]. Allerdings exprimiert auch ungeschiadigter Knorpel
MMP2 in relevanten Mengen, was fiir eine physiologische Rolle der Protease spricht.
Ob eine verringerte MMP24-Expression damit dem Knorpelabbau entgegenwirkt oder
aber die physiologische Knorpel-Homdoostase stort bleibt offen und muf in weiteren Ex-
perimenten geklart werden. Es kann allerdings festgestellt werden, dass I1L-15 Einfluss
auf die Expression Matrix-relevanter Gene ausiibt. Damit kann das Gleichgewicht zwi-
schen katabolen und anabolen Prozessen empfindlich gestort werden und zu irreversiblen
Knorpelschéden fithren [104].

4.3.2. Zytoskelettkomponenten

Das Zytoskelett der Zelle bildet ein Geriist, das nicht nur die viskoelastischen Eigen-
schaften von Chondrozyten beeinflusst, sondern auch an der intrazelluldren Signalwei-
terleitung beteiligt ist [201], 110]. Eine potentielle Rolle des Zytoskeletts wurde auch in
der Pathogenese der Arthrose diskutiert [40]. Mit Hilfe der Microarray-Analyse konnten
neben EZM-verkniipften Genen auch verschiedene Zytoskelettkomponenten als signi-
fikant durch IL-173 reguliert identifiziert werden. Diese Ergebnisse wurden fiir sieben
funktionell bedeutsame Gene durch quantitative PCR-Analyse verifiziert, deren Regu-
lation durch IL-13 in Chondrozyten erstmalig gezeigt wurde. Es handelte sich dabei zum
einen um die bekanntermaften in Chondrozyten exprimierten Strukturkomponenten VIM
(Vimentin) und TUBB (Tubulin () sowie das fiir die Integrinkette 53 kodierende Gen
ITGB3. Zum anderen wurde die Expression der in Chondrozyten erstmalig beschriebe-
nen Gene FHL1 (,four and a half LIM domains 1), FHL2 (,four and a half LIM do-
mains 2¢), LASP1 (,LIM and SH3 protein 1) und PDLIM1 (,PDZ and LIM domain 1)
analysiert. Die kodierten Proteine besitzen als gemeinsames Merkmal sogenannte LIM-
Doménen. Diese Doménen bestehen aus Zink-bindenden, Cystein-reichen Modulen, die
Interaktionen verschiedenster Proteine vermitteln [13]. Viele dieser LIM-Proteine, wie
auch die hier untersuchten, sind mit dem Aktin-Zytoskelett assoziiert [I09]. Es konnte
gezeigt werden, dass IL-1/3 die Expression der iiberpriiften Gene in Ubereinstimmung
mit den Array-Ergebnissen signifikant reduzierte. Die Stimulation ging mit einer Ver-
anderung der Zellmorphologie sowie dem Abkugeln und Ablésen der Zellen von den
Adhésionspunkten einher. Gleichzeitig wechselte die FHL2-Lokalisierung im Kern und

an den Adhésionspunkten zu einer gleichméafigen Verteilung im Zytoplasma. Dies ist



4. Diskussion 109

die erstmalige Beschreibung, dass I1.-15 Einfluss auf die Organisation des Zytoskeletts
von Chondrozyten nimmt [98]. Die Inhibition der p38MAPK durch SB203580 konnte
dem IL-13-Effekt auf die FHL2- und TUBB-Genexpression signifikant entgegenwirken.
Dieses Ergebnis deutet auf eine mogliche Beteiligung des p38MAPK-Signalweges hin.
Von Bedeutung scheint die Beeinflussung von FHL2 zu sein. FHL2 gehort zu der ,four
and a half LIM domains“-Familie, die aus fiinf verschiedenen Proteinen besteht [109].
Es kann mit iiber 50 Proteinen wie z. B. Transkriptionsfaktoren, Integrinen oder Struk-
turproteinen des Zytoskeletts interagieren. Da dem FHL2 bisher keine enzymatische
Aktivitdt nachgewiesen werden konnte, wird eine Funktion als Geriistprotein vermutet
[95]. Die Lokalisation an den fokalen Adhésionen in Chondrozyten legt nahe, dass FHL2
durch seine Bindung an Aktin andere Proteinbindungen stabilisiert. In Mausfibroblasten
wurde die hier beobachtete Verteilung von FHL2 an Adhé#sionspunkten bestatigt [152].
Zusatzlich wurde FHL2 im Zellkern lokalisiert, so dass eine Funktion als Transkriptions-
faktor nahe liegt [95]. In mehreren Studien wurde gezeigt, dass FHL2 als Ubermittler
verschiedener Signalwege fungiert, die in der Organisation des Aktin-Zytoskeletts oder
an der Anordnung extrazelluldrer Matrixproteine beteiligt sind [152], 159]. Des Weite-
ren interagiert FHL2 mit dem Transkriptionsfaktor RUNX2 (,runt-related transcription
factor 2¢) und spielt damit nicht nur in der Osteogenese [€1] sondern auch in der Chon-
drogenese eine Rolle. RUNX2 trégt zur Expression von MMP13 bei [213] und wird in
einem frithen Stadium der Arthrose induziert [I02]. Dies legt die Vermutung nahe, dass
FHL2 nicht nur mit Anderungen im Zytoskelett sondern auch mit Arthrose-assoziierten
Vorgéngen in IL-1(-stimulierten Chondrozyten verkniipft ist. Die Abschwéchung des
IL-13-Effektes durch SB203580 legt eine Beteiligung des p38MAPK Signalweges an der
Transkriptionsregulation nahe. Der FHL2-Promoter enthélt tatsidchlich eine Bindungs-
stelle fiir den Transkriptionsfaktor MEF-2, der durch p38 reguliert wird [95], 82]. Eine
signifikante Beeinflussung der FHL2-Expression durch SB203580 konnte allerdings auf
Proteinebene nicht bestétigt werden. Zum einen kénnte eine zu geringe Sensitivitiat der
semiquantitativen Western-Blot-Analyse dafiir verantwortlich sein, so dass geringe An-
derungen der Proteinmenge nicht detektiert wurden. Zum anderen sind vielleicht weitere
posttranskriptionale Mechanismen an der Regulation beteiligt, wie z B. die Regulation
der Bildung des Initiationskomplexes 206, 225] [194].

FHL1, das ebenfalls zu der ,four and a half LIM domains‘-Familie gehort, wurde in
Myoblasten néher charakterisiert [I71]. Es ist dort an fokalen Adhésionen, Stressfasern
und im Kern lokalisiert und an Integrin-vermittelten Vorgéngen wie dem Umbau des
Zytoskelettes oder der Differenzierung von Muskelzellen beteiligt. Vermutlich reguliert
es involvierte Transkriptionsfaktoren [I71), 148]. Wenn eine &hnliche Rolle von FHLI in

Chondrozyten angenommen wird, konnte der starke IL-13-induzierte Expressionsriick-
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gang die von den Integrinen ausgehende Signaliibermittlung zum Kern beeintréichtigen
und damit die Zell-Matrix-Interaktion beeinflussen. LASP1 besitzt neben LIM-Motiven
auch eine SH3-Doméne, die eine Bindung an verschiedene fokale Adhésionsproteine wie
z. B. Zyxin ermdoglicht. Es fungiert durch weitere Bindungsstellen fiir F-Aktin als Gertist-
protein, das die Bildung von Proteinkomplexen an fokalen Adhésionen vermittelt und
dient als Signalmediator, der vor allem Signale der extrazellularen Matrix iibermittelt
[79, [137]. Eine dhnliche Funktion von LASP1 in Chondrozyten ist naheliegend. Tatséch-
lich ist LASP1 ein relevanter Faktor bei der Chondrozytendifferenzierung wéhrend der
Skelettentwicklung der Wirbelsdule [87]. gehort zu den PDZ-LIM-Proteinen und bin-
det an a-Aktinin und Aktinfasern. Es ist in verschiedenen Zelltypen an der Bildung von
Stressfasern und fokalen Adhésionen beteiligt [18,[197]. Bei dhnlicher Funktion in Chon-
drozyten konnte eine durch IL-13 verminderte PDLIM-Expression das Zytoskelettgefiige

empfindlich stéren oder assoziierte Signalwege beeintréchtigen.

Das Strukturprotein Tubulin 3 ist eine Komponente der Mikrotubuli und wesentlich
am intrazelluldren Transport beteiligt. Eine Storung dieser Strukturen in Chondrozy-
ten vermindert die Synthese von Kollagen Typ II und Proteoglykanen [25]. Vimentin
ist am Aufbau der Intermediérfilamente beteiligt, die fiir die Stabilitdt der Zelle sor-
gen. Zerstorte Intermediarfilamente verursachen ebenfalls einen Riickgang der anabolen
Prozesse in Chondrozyten und kénnten so zu einem Ungleichgewicht in der Homdoo-
stase des Knorpels beitragen [25]. Zusétzlich werden die viskoelastischen Eigenschaften
von Chondrozyten verdndert und konnten mit einer erhohten Steiffigkeit der Zellen in
arthrotischem Knorpel zusammenhéngen [201]. In einem Arthrose-Modell in Ratten
wurde eine verminderte Anzahl Vimentin- und Tubulin-positiver Zellen festgestellt [40)].
Auch in humanem arthrotischen Knorpel wurden Verénderungen der Chondrozyten-
Morphologie beschrieben [119]. Vor allem Zellen der oberen Knorpelschicht wiesen eine
gestorte Aktin-, Vimentin- und Tubulinverteilung auf. Diese Knorpelschicht ist direkt
pro-inflammatorischen Faktoren aus der Synovialfliissigkeit ausgesetzt. Moglicherweise
spielt dabei die hier nachgewiesene Hemmung der Vimentin- und Tubulin-Genexpression
durch IL-15 eine Rolle. Das Integrin av33 ist als Rezeptor extrazellularer Matrixkom-
ponenten (Kollagene, Fibrinogen, Fibronektin, Vitronektin, Osteopontin) unter ande-
rem bei inflammatorischen Prozessen von Bedeutung und moglicherweise bei Gelenks-
erkrankungen involviert [216]. Dieses Integrin wird auch von Chondrozyten exprimiert
[217]. Untersuchungen von arthrotischem Knorpel ergaben, dass av(33 bei der 11-13-
vermittelten Induktion von Entziindungsmediatoren wie Interleukinen, MMPs und NO
regulierend wirkt [11]. Eine Deregulation von I'TGB3 durch IL-15 kénnte inflammatori-
sche Prozesse verstiarken. Zusammengefasst zeigen die untersuchten Zytoskelettkompo-

nenten vielschichtigen Einfluss auf Signaltransduktion, anabole und katabole Prozesse,
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viskoelastische Eigenschaften oder die Ansprechbarkeit auf extrazelluldre Reize. Die Re-
gulation dieser Prozesse durch IL-13 konnte ein Faktor in der Pathogenese der Arthrose

sein.

4.4. Charakterisierung anti-inflammatorischer
Wirkstoffe

In der pharmazeutischen Entwicklung kann auf eine Vielzahl an chemischen Substanzen
zuriickgegriffen werden [20]. Um potente Wirkstoffe selektieren zu konnen, sind geeig-
nete Testsysteme von entscheidender Bedeutung [93]. Das in dieser Arbeit etablierte
In-vitro-Inflammationsmodell wurde zur quantitativen Charakterisierung neu entwickel-
ter Wirksubstanzen herangezogen und so die Qualitét dieses Testsystems bewertet. Als
Goldstandard wurden die bereits in der Literatur beschriebenen Inhibitoren Birb 796,
Licofelone, Pamapimod und SB203580 eingesetzt. Birb 796, Pamapimod und SB203580
hemmen spezifisch die a-Isoform der p38MAPK mit Dissoziationskonstanten Kp von
0.37 nM, 1.3 nM bzw. 12.0 nM [I03], 88|. Licofelone dagegen hemmt spezifisch die Syn-
these von Prostaglandin E; und Leukotrien B, [202, [114]. Getestet wurden die vier in
der pharmazeutischen Entwicklung befindlichen p38MAPK-Inhibitoren CBS 3825, CBS
3868, ML 3595 und ML 3736, wobei ML 3595 zusétzlich die PDE4 hemmt. Um die
inhibitorischen Effekte der Substanzen vergleichen zu kénnen, wurden Konzentrationen
gewahlt, die eine unterschiedliche Affinitdt zum Primértarget beriicksichtigen. Als Maf
der Inhibitoreffizienz wurde die Hemmung der IL-13-induzierten Expression verschiede-
ner Gene sowie die damit verkniipfte Bildung von Metaboliten herangezogen [118]. Als
Uberblick sind in Abbildung [30| die im Folgenden diskutierten Einfliisse der wichtigsten

Inhibitoren zusammenfassend dargestellt.

4.4.1. Effekte der Wirksubstanzen auf den PGE,-Syntheseweg

In der Arthrose kann die Zytokin-induzierte Bildung von PGE,; Entziindungsreaktio-
nen wie Schmerzen, Gewebeschwellung oder Knorpeldegradation verstirken [189] [76].
Zur Charakterisierung der Wirksubstanzen wurde deshalb deren Hemmung auf den
PGE,-Syntheseweg bestimmt. Dazu erfolgte sowohl eine Untersuchung der COX2- und
PTGES-Genexpression als auch der PGEs-Freisetzung 1L-15-stimulierter Chondrozy-

ten.
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Abbildung 30.: Schematische Darstellung der Inhibitoreffekte auf die analy-
sierte Genexpression und Metabolitfreisetzung. Die Stéirke der roten Balken gibt
die Affinitdt von Birb 796, Licofelone, Pamapimod und SB203580 zu ihrem jeweiligen
Ziel geméfs ihrer Ky -Werte an [88 [103, [114]. Die Affinitdten von CBS 3868, ML3595
und ML 3736 wurden anhand von ICsp-Bestimmungen abgeschétzt [169]. Gestrichel-
te Pfeile markieren Signalwege mit nicht abgebildeten Zwischenstufen, durchgezogene
Pfeile geben schematisierend Expressions-, Synthese- oder Sekretionswege an. 5’-AMP:
5’-Adenosinmonophosphat; AA: Arachidonsdure; cAMP: zyklisches Adenosinmono-
phosphat; COX2: Zyklooxygenase 2; IL-13: Interleukin 15, JNK: c-jun N-terminale
Kinase; MAPK: Mitogen-aktivierte Proteinkinase; MMP13: Matrixmetalloproteinase
13; NOS2A: induzierbare NO-Synthase; OPG: Osteoprotegerin; PDE4: Phosphodie-
sterase 4; PLA,: Phospholipase Ay; PGE,: Prostaglandin Es; PTGES: Prostaglandin
E-Synthase.
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Bereits nach 4 h bewirkte IL-15 eine 30fache Erhohung der COX2-Expression und be-
statigte damit die beschriebene Regulation der induzierbaren COX2 [50]. Alle Inhibito-
ren der p38MAPK aufer ML 3595 zeigten eine starke Hemmung der IL-13-induzierten
COX2-Genexpression nach 4 h sowie nach 24 h. Der zeitnahe Hemmeffekt der Testsub-
stanzen deutet darauf hin, dass die direkte Induktion der COX2-Transkription iiber die
p38MAPK blockiert wurde. Dieses Ergebnis stimmt mit Befunden von Nieminen et al.
tiberein [I56]. Fast alle Inhibitoren zeigten eine signifikante Konzentrationsabhéngigkeit
ihrer Hemmwirkung, nur der ICsp-Wert von Birb 796 lag unterhalb der kleinsten einge-
setzten Konzentration von 0.1 M. Dieses Ergebnis kann mit der vergleichsweise héheren
Affinitat zur p38MAPK erklart werden. Zwar weist Birb 796 als allosterischer Inhibitor
eine zeitabhéngige Hemmung der p38MAPK auf, die nach 15 min Vorinkubation noch
nicht ihr Maximum erreicht hat [124] T58|. Jedoch stimmen die Ergebnisse mit Befunden
von Kuma et al. iiberein, nach denen der IC5;)-Wert 0.08 pM ohne Vorinkubation bzw.
0.07 uM bei 30 min Vorinkubation betrug [124]. Bei den in der vorliegenden Arbeit ein-
gesetzten Konzentrationen von > 0.1 4M muss also der zeitliche Effekt der allosterischen
Hemmung beziiglich der 1C5q-Wert-Bestimmung nicht berticksichtigt werden.

Licofelone zeigte nach 24 h bei der hochsten eingesetzten Konzentration von 10 M eben-
falls eine fast 50 %ige Hemmung der COX2-Genexpression. Moglicherweise ist dafiir die
Hemmung der PGE,-Synthese verantwortlich. Wie fiir Synovialfibroblasten gezeigt wur-
de, kann PGE, die Stabilitdt der COX2-mRNA iiber einen p38MAPK-vermittelten Weg
erhohen [64]. In einer Studie von Alvarez-Soria et al. bewirkten NSAID ebenfalls einen
Riickgang der COX2-Expression in Chondrozyten in wvivo und in wvitro [6]. Dagegen
verstarkte 0.1 uM Licofelone in der vorliegenden Arbeit die IL-13-induzierte COX2-
Genexpression nach 4 h signifikant. Moglicherweise zeigen geringe Konzentrationen des
Hemmstoffes eine kurzzeitige stimulationsverstirkende Wirkung. Dieser Effekt ist nicht
mit den bisher bekannten Regulationsmechanismen der COX2-Induktion zu erkléren

und sollte mit einer groferen Anzahl von Spendern verifiziert werden.

Die Genexpression der PTGES wurde durch Stimulation der Chondrozyten mit 1L-1/3
nach 24 h 14fach erhoéht, nach 4 h zeigte sich dagegen nur eine schwache Expressi-
onsverstarkung. Eine signifikante Hemmung der IL-13-Induktion nach 24 h zu etwa 40
% bis 60 % war durch alle p38MAPK-Inhibitoren aufser ML 3595 zu beobachten. In
Ubereinstimmung mit einer Studie von Kojima et al. trat die Induktion der PTGES-
Expression im Vergleich zur COX2 zeitlich verzogert auf [115]. Dafiir kénnten unter-
schiedliche Transkriptionsmechanismen verantwortlich sein [I75]. Masuko-Hongo et al.
zeigten eine Hemmung der IL-18-stimulierten PTGES-Induktion durch SB203580 (1 uM
und 10 gM) um etwa 65 % [146]. Interessanterweise konnte dort der p38a-spezifische
Inhibitor SC906 die PTGES-Expression nicht hemmen, weshalb ein p383-spezifischer
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Signalweg vermutet wurde, den SB203580 ebenfalls anspricht (Kp = 70nM [103]). In der
vorliegenden Arbeit hemmte Birb 796 mit einem 1Csp-Wert von 3 uM im Vergleich zu
den anderen p38-Inhibitoren (IC50 < 1 uM) die PTGES-Induktion am schwéchsten. Die-
ses Ergebnis korreliert mit dessen geringen Affinitat zu p384 [103] und deutet auf eine
Rolle dieser Isoform bei der Regulation der PTGES-Genexpression hin. In der Literatur
sind jedoch widerspriichliche Angaben zur p383-Spezifitdt von Birb 796 zu finden [124].
Es konnten weitere Effekte der Inhibitoren wie beispielsweise die Hemmung des ERK-
1/2-Signalweg an der beobachteten PTGES-Expressionshemmung beteiligt sein [146].
Eine Signalweiterleitung iiber diesen Weg koénnte erkldren, weshalb die Inhibition der
p38MAPK nur eine teilweise Hemmung bewirkte. Die Inhibition des Eicosanoidstoff-
wechsels durch 10 M Licofelone hemmte die PTGES-Genexpression ebenfalls um etwa
50 %. Diese Wirkung wird auch von NSAID in vivo und in vitro beschrieben [6].

Die Freisetzung von PGE, wurde durch IL-15-Stimulation bereits nach 4 h auf die sechs-
fache und nach 24 h auf die neunfache Menge im Vergleich zur Kontrolle verstarkt. Auch
COX2 wurde im Gegensatz zu PTGES bereits nach 4 h stark induziert. Dieser zeitna-
he Effekt auf die PGEs-Freisetzung deutet darauf hin, dass vor allem die verstarkte
COX2-Expression fiir die PGEs-Zunahme verantwortlich ist. Kojima et al. zeigten in ei-
ner zeitlichen Verlaufsstudie, dass das COX2-Enzym in humanen Chondrozyten bereits
innerhalb der ersten 6 Stunden der IL-15-Stimulation verstarkt synthetisiert wurde,
wahrend eine Erhohung der PTGES-Enzymmenge erst nach 12 h nachzuweisen war
[115]. Dementsprechend beruht die Wirkung der p38MAPK-Inhibitoren wahrscheinlich
vor allem auf der Hemmung der COX2-Genexpression und nur sekundar auf der Hem-
mung der PTGES-Expression. Jedoch wurde auch der Induktion der PTGES bei inflam-
matorischen Reaktionen eine wichtige Rolle zugeschrieben [153]. Moglicherweise ist die
Hemmung der PTGES-Genexpression nach 24 h fiir eine langerfristige Reduktion der
PGE,-Synthese von Bedeutung. Birb 796, CBS 3868 und ML 3736 konnten bei Konzen-
trationen von 0.1 M und 1 uM die IL-15-induzierte PGE,-Bildung um 60 % bis 80 %
hemmen. Im Vergleich dazu wirkte Pamapimod und SB203580 schwécher. Die Wirkung
der Substanzen auf die PGEs-Freisetzung korreliert also mit der Hemmwirkung auf die
COX2-Genexpression. 10 pM SB203580 erreichte nach 24 h mit iiber 90 % den stiarksten
Hemmeffekt unter den p38-Inhibitoren in Ubereinstimmung zur Literatur [156]. Es wur-
de gezeigt, dass neben der p38MAPK auch JNK (Jun N-terminale Kinase) eine Rolle
bei der IL-15-stimulierten COX2-Expression und PGE,-Bildung spielt [156]. SB203580
weist eine sekundére Spezifitat fiir JNK auf (Kp = 35 nM [103]), die fiir die signifikante
Verstarkung des Hemmeffektes mit zunehmender Konzentration und die vergleichsweise
hohe Wirkkraft verantwortlich sein kénnte. Fir Birb 796, CBS 3825, CBS 3868 und
ML 3736 wurde in einem Enzym-Test ebenfalls eine Spezifitiat fir JNK beobachtet (Kp
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= 7.3 nM [103]) bzw. personliche Mitteilung, ratiopharm GmbH, Ulm, Deutschland).
Allerdings konnte fiir Birb 796 in verschiedenen Arbeiten gezeigt werden, dass diese

Spezifitit in zelluldrer Umgebung keine Hemmung der JNK bewirkt [124] [15].

Licofelone konnte ab einer Konzentration von 1 uM die Bildung des Prostaglandins fast
vollstdndig hemmen. In anderen zellbasierten Assays wurde eine vergleichbare Effizienz
des Wirkstoffes von 1C5q = 0.1 uM festgestellt [I14]. Die Inhibition der PGE,-Synthese
durch Licofelone wurde von Koeberle et al. vor allem auf die Hemmung der PTGES-
Aktivitat zurtickgefithrt [114]. Die Wirksamkeit im etablierten Inflammationsmodell

spiegelt sich auch in vivo in verschiedenen Tierarthrosemodellen wider [100, [128].

4.4.2. Effekte der Wirksubstanzen auf den NO-Syntheseweg

Neben Zytokinen und anderen biochemischen Faktoren vermitteln auch reaktive Sau-
erstoffverbindungen wie Stickstoffmonoxid (NO) inflammatorische Signale [86]. Sie sind
beispielsweise an der Regulation der Matrixdegradation und der Apoptose beteiligt [86].
Die Effekte der Wirksubstanzen auf den NO-Syntheseweg wurden anhand der NOS2A-
Genexpression sowie der Konzentration von Nitrit im Kulturmedium als Maf fiir die

Freisetzung von NO analysiert.

Eine etwa 300fache Induktion der NOS2A durch IL-13 war bereits nach 4-stiindiger
Stimulation zu beobachten und hielt wiahrend der Inkubationszeit von 24 h vor. Die
zeitnahe Regulation wird von verschiedenen Arbeiten auf Genexpressions- und Protei-
nebene bestatigt [60] [45], 210]. Die IL-15-stimulierte Produktion von NO in Chondrozy-
ten ist vor allem auf die induzierbare NO-Synthase NOS2A zurtickzufiihren [172]. Trotz
zeitnaher Induktion des Enzyms war nach 4 h noch keine signifikante Erhohung des
NO-Spiegels messbar. Dieses Ergebnis wird von Rosa et al. bestétigt, die einen komple-
xen Regulationsmechanismus der Zytokin-induzierten NO-Synthese vorschlagen [172].
Dabei regulieren 1L-13 und NO konzertant den Abbau der konstitutiven NO-Synthase
und die Expression und den Abbau der induzierbaren NO-Synthase sowie die Aktivitéat
des Transkriptionsfaktors NFxB. Dadurch erfolgt die IL-1/3-induzierte Bildung von NO
zeitverzogert. Fiir die Bedeutung des Inflammationsgeschehens in vivo bleibt zu bertick-
sichtigen, dass auch andere Zellen im Gelenk wie z. B. Synovialzellen an der Produktion

von Entziindungsmediatoren wie NO beteiligt sind [24].

In Ubereinstimmung mit Literaturdaten fiihrte eine Behandlung der Chondrozyten mit
p38MAPK-spezifischen Hemmsubstanzen bei Konzentrationen von 1 pM bis 10 pM
zu einer Inhibition der NOS2A-Genexpression [14, [I50], wobei erst nach 24 h eine
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signifikante Hemmung von etwa 50 % erreicht wurde. Diese Ergebnisse zeigen, dass
die p38-Inhibition die IL-13-Induktion der NOS2A-Expression nicht vollstdndig verhin-
dern kann. Tatséchlich spielt bei der Transkriptionsregulation des Enzyms in Chon-
drozyten der NFxB-Signalweg, der ebenfalls durch IL-1/3 aktiviert wird, eine wichtige
Rolle [207, 136, 45]. Auch die Kinasen JNK, JAK2 (Janus Kinase 2) und ERK1/2
(Extrazelluldre-Signal-regulierte Kinase 1/2) sind moglicherweise involviert [60, [157].
Mendes et al. erreichten mit 40 M SB203580 in einer semiquantitativen Analyse ei-
ne fast vollstindige Hemmung der NOSA-Expression in IL-13-induzierten Chondrozy-
ten, sowohl auf mRNA- als auch auf Proteinebene [150]. Da SB203580 mit steigender
Konzentration Affinitdten zu weiteren Kinasen aufweist [I03], konnten moglicherweise
in die Regulation der NOS2A-Transkription involvierte Kinasen inhibiert und dadurch
der Hemmeffekt verstéarkt werden. Im Gegensatz zu den hier dargestellten Ergebnissen
konnten Badger et al. in bovinen Chondrozyten bereits nach 4 h eine Hemmung der
IL-18-induzierten NOS2A-Expression durch 10 M SB203580 nachweisen [14]. Die Dis-
krepanz ist moglicherweise speziesbedingt oder lésst sich auf das unterschiedliche Verhal-
ten von ungeschédigten und arthrotischen Chondrozyten zuriickfithren. Die p38MAPK-
Inhibitoren zeigten bei héchster Konzentration von 10 uM eine nicht signifikant hem-
mende Wirkung auf die NO-Freisetzung der IL-13-stimulierten Chondrozyten. In einer
Arbeit von Vuolteenaho et al. wurde bei murinen Chondrozyten nach 24 h ebenfalls kein
Effekt durch 1 pM SB203580 auf die IL-1/5-induzierte NO-Freisetzung beobachtet [210].
Badger et al. dagegen konnten in bovinen Knorpelgewebe- und Chondrozyten-Alginat-
Kulturen einen signifikant hemmenden Effekt von SB203580 ab einer Konzentration von
0.1 uM auf die IL-15-induzierte NO-Synthese nach 72 h Inkubation nachweisen. Mogli-
cherweise sind diese Unterschiede auf eine lingere Behandlungszeit oder die verwendete

Spezies zuriickzufiihren.

10 uM Licofelone inhibierte die NOS2A-Genexpression nach 24 h mit 82 % stérker als die
p38MAPK-Hemmer. Damit konnte zum ersten Mal gezeigt werden, dass Licofelone die
Synthese der NOS2A in IL-13-stimulierten Chondrozyten auf mRNA-Ebene beeinflusst.
In Korrelation zu diesem Ergebnis konnte ebenfalls eine signifikante Hemmung der NO-
Freisetzung von 80 % beobachtet werden. Damit ist die Hemmwirkung von Licofelone
effizienter als die der p38MAPK-Inhibitoren. Martel-Pelletier et al. konnten eine signifi-
kante Hemmung der NO-Freisetzung durch Licofelone in humanen Chondrozyten unter
TGF (- und 1,25(OH),Ds-Stimulation nachweisen [144]. Der COX1/2-Hemmer Napro-
xen zeigte in diesem Testsystem vergleichbare Wirkung. Diese Ergebnisse deuten darauf
hin, dass die Hemmung der Prostaglandin Es-Synthese sekundar den NO-Syntheseweg
beeinflusst. Der mogliche Einfluss der PGEs-Konzentration muss in weiterfithrenden

Experimenten naher untersucht werden. Eine fast vollstdndige Hemmung der PGEs-
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Synthese konnte bereits bei einer Licofelone-Konzentration von 1 M beobachtet wer-
den, eine Beeinflussung der Genexpression und der NO-Freisetzung erst bei 10 pM.
Moglicherweise sind noch weitere regulatorische Mechanismen an einer Inhibition be-
teiligt. Licofelone hemmt die mikrosomale PGE,-Synthase [114]. Dadurch kénnte die
Synthese anderer Prostaglandine wie beispielsweise PGJ, geférdert werden. PGJy inhi-
biert die IL-18-induzierte Expression von NOS2A sowie MMP13 und COX2 [62] und ist
ein Aktivator des Transkriptionsfaktors PPAR~y, der wiederum an der Regulation vieler
Entziindungsfaktoren beteiligt ist [24]. Allgemein wurde fiir NSAID eine Transrepressi-
on inflammatorischer Prozesse iiber PPAR nachgewiesen [190]. Auch MK-886, ein dem
Licofelone &hnlicher PTGES- und FLAP (,5-lipoxygenase-activating protein)-Inhibitor,
verursacht eine Translokation von PPAR~y in den Kern [I47]. Diese Befunde legen ei-
ne vielschichtige und komplexe Regulation des NO-Syntheseweges nahe. Moglicherweise
beruht die Wirkung der p38-Inhibitoren hier auf einer Kombination verschiedener Me-

chanismen, an der die Reduktion des PGE,-Spiegels beteiligt ist.

4.4.3. Effekte auf die MMP13- und OPG-Genexpression

MMP13 wird eine wesentliche Rolle bei der Matrixdegradation im arthrotischen Gelenk
zugeschrieben [66]. In Ubereinstimmung mit Literaturdaten wurde in der vorliegenden
Arbeit die MMP13-Genexpression nach 24 h mehr als 20fach verstarkt [170, [66] ]. Die
Inhibition der p38MAPK hatte bei Inhibitorkonzentrationen von 1 M bis 10 uM eine
Hemmung der IL-13-induzierten MMP13-Genexpression von 70 % bis 90 % zur Folge.
SB203580 und Pamapimod zeigten im Gegensatz zu den anderen p38MAPK-Inhibitoren
bei einer Konzentration von 0.1 pM keine signifikant hemmende Wirkung. Diese Befunde
korrelieren mit der Hemmwirkung der beiden Substanzen auf die COX2-Genexpression
und die PGEs-Freisetzung. Eine Reduktion der MMP13-Expression durch SB203580
wurde von Pei et al. in einer Chondrosarkoma-Zelllinie schon bei einer Konzentrati-
on von 0.1 uM festgestellt [160]. Abweichungen zu den hier aufgefiihrten Ergebnissen
konnten auf die Unterschiede von Zelllinie und priméren Zellen oder das unterschied-
liche Verhalten arthrotisch geschédigter Zellen zuriickzufiihren sein. Die Inhibitoren
CBS 3825, CBS 3868 und SB203580 zeigten eine signifikante Steigerung der Hemm-
wirkung mit steigender Konzentration. Eine Erkldrung fiir die beobachtete Wirkungs-
steigerung konnten sekundére Spezifitdten der Inhibitoren darstellen. Tatséchlich sind
weitere Signalwege an der komplexen Regulation der MMP13-Genexpression beteiligt
[209]. Der p38MAPK /PDE4-spezifische Inhibitor ML 3595 zeigte in der vorliegenden
Arbeit eine Inhibition der MMP13-Genexpression. Fiir keine der anderen untersuchten

Zellreaktionen mit Beteiligung des p38MAPK-Signalweges war eine Hemmung durch
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ML 3595 nachweisbar. Deshalb ist anzunehmen, dass der Hemmeffekt auf die MMP13-
Genexpression nicht p38-vermittelt ist. Moglicherweise ist die Inhibition der PDEA4 fiir
die gemessene Hemmung verantwortlich. Phosphodiesterasen hydrolysieren zyklische
Nukleotide wie cAMP (zyklisches Adenosinmonophosphat), die als ,second messenger‘-
Molekiile fungieren. PDE4-Inhibitoren bewirken eine Erhohung des zelluldren cAMP-
Spiegels und fithren zu vielfdltigen Zellreaktionen [52]. In verschiedenen Studien mit
Arthritis-Tiermodellen zeigten PDE4-Inhibitoren einen positiven Effekt [188, 219]. Viel-
leicht konnte die Wirkung einer PDE4-Hemmung auf die MMP13-Genexpression hierzu
beitragen.

Licofelone konnte bei einer Konzentration von 10 M nach 24 h die Genexpression von
MMP13 zu 85 % hemmen. Boileau et al. beobachteten eine 75 %ige Hemmung der
[L-13-induzierten MMP13-Genexpression durch 8 uM Licofelone, die auch auf Protei-
nebene nachvollzogen werden konnte. Dabei zeigte sich, dass sowohl die IL-13-induzierte
p38MAPK-Aktivitat als auch die Aktivierung von Transkriptionsfaktoren des MMP13-
Promoters (CREB und AP-1) durch Licofelone inhibiert wurden [26]. Dafiir kénnte
teilweise die Hemmung der PGE,-Freisetzung verantwortlich sein. Eine Beteiligung des
Prostaglandins an der IL-13-induzierten MMP13-Sekretion wurde bereits nachgewie-
sen [12]. Auch in vivo in einem Arthrosemodell im Hund konnte eine Reduktion der

MMP13-Expression durch Licofelone nachgewiesen werden [161].

Osteoprotegerin (OPG) reguliert in einem Balanceakt mit seinem Gegenspieler RANKL
(,receptor activator of nuclear factor kappa B ligand®) die Differenzierung von Osteokla-
sten und damit den Knochenumbau [107]. OPG wird auch von Chondrozyten gebildet
und ist in arthrotischer Synovia erhoht, weshalb ihm eine Rolle in der Arthrose zuge-
schrieben wird [163]. Ubereinstimmend mit einer Studie von Komuro et al. [116] wurde
in der vorliegenden Arbeit die OPG-Genexpression durch IL-13-Stimulation in Chon-
drozyten signifikant verstérkt. Die geringe Expressionsverstarkung (Faktor 5 nach 24 h)
ist moglicherweise auf ein bereits erhohtes basales Expressionsniveau in arthrotischen
Chondrozyten zuriickzufiihren [116] und erschwert den Nachweis eindeutiger Inhibitoref-
fekte. Jedoch konnten fast alle p38-Inhibitoren die OPG-Expression hemmen, nur Birb
796 und ML 3595 zeigten keinen signifikanten Effekt. Da Birb 796 als ein hochwirk-
samer p38a-Inhibitor kaum Hemmwirkung aufwies, sind vermutlich weitere Faktoren
an der Regulation der OPG-Expression beteiligt. Es konnten z. B. andere Isoform der
p38MAPK oder andere I1.-13-induzierte Signalwege involviert sein [166, 22]. SB203580
und Pamapimod hemmen aufer p38a auch die S-Isoform der p38MAPK (Kp = 70 nM
bzw. 120 nM [103], 88]). Auch die Substanzen CBS 3825, CBS 3868 und ML 3637 weisen
eine p38-Spezifitit auf [169], wohingegen Birb 796 kaum daran bindet (Kp = 1.5 uM).

Die Inhibition dieser Isoform koénnte also eine Rolle spielen. Lambert et al. konnten zei-
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gen, dass in Osteosarkomzellen die IL-13-induzierte OPG-Synthese bei Inhibition der
p38MAPK mit SB203580 signifikant reduziert wird. Dagegen hatte die Inhibition der
JNK-, ERK- und NFkB-Signalwege keinen Einfluss auf die Genexpression von OPG
[129]. Dies weist darauf hin, dass die sekundére Spezifitat der Wirkstoffe fiir JNK wahr-
scheinlich auch in Chondrozyten keinen Einfluss ausiibt.

Licofelone hemmte bei einer Konzentration von 10 M die OPG-Genexpression zu iiber
100 % und senkte damit das OPG-Expressionsniveau unterhalb des basalen Niveaus. In
dieser Arbeit konnte zum ersten Mal gezeigt werden, dass die Inhibition der p38MAPK-
Aktivitat sowie der PGE,-Synthese die IL-13-stimulierte Expression von OPG in Chon-
drozyten reduziert. Diese Wirkung der Inhibitoren kénnte bei der therapeutischen Be-
handlung der Arthrose von Bedeutung sein, da OPG in arthrotischem Gewebe verstérkt
exprimiert wird und eine Korrelation zum Schiadigungsgrad zeigt [163]. Andere Arbei-
ten berichten allerdings von einem chondroprotektiven Effekt des Osteoprotegerins, das
Knorpel und Knochen vor Schédigung schiitzt und der Apoptose von Chondrozyten
entgegenwirkt [TI0T], I86]. Moglicherweise handelt es sich bei der IL-15-induzierten Ex-
pressionsverstarkung um einen Schutzmechanismus im Knorpel, der durch therapeuti-
sche Substanzen nicht unterbunden werden sollte. Die Rolle von OPG in der Arthrose
und seine Bedeutung als pharmakologisches Ziel sollte durch weiterfithrende Arbeiten

genauer geklart werden.

4.4.4. Vergleich der Wirkstoffe anhand der Analyseergebnisse

Um die Wirksamkeit der verschiedenen Inhibitoren vergleichbar zu machen, wurde die
Konzentration bestimmt, bei der eine 50 %ige beziehungsweise 75 %ige Hemmung zu
beobachten war (ICso- bzw. IC75-Wert). Durch diese Bewertung der Wirksubstanzen
war ein Vergleich mit Literaturdaten moglich. So bewegten sich die ICs)-Werte von
SB203580 in der vorliegenden Arbeit meist im Bereich von 0.1 bis 1 M und korrelierten
damit sehr gut mit publizierten IC5o-Werten [88] 203]. Auch fiir die anderen Substanzen
korrelierten die ermittelten IC5-Werte mit publizierten Kp-Werten [103], [88], [114] bezie-
hungsweise mit unveréffentlichten Daten aus der pharmazeutischen Entwicklung [169].
Diese Ubereinstimmungen sind zusétzliche Indizien fiir die Validitit des Chondrozyten-
basierten Inflammationsmodelles und des ausgewahlten Analyse-Panels. Dariiber hinaus
waren die ICsq- und IC75-Werte spezifisch fiir die untersuchten Genexpressionen und die
Freisetzung der Metabolite und liefsen Unterschiede zwischen den verschiedenen Inhi-
bitoren erkennen. Es wurde deutlich, dass sich die Analyse des PGE,-Syntheseweges
sowie der MMP13- und OPG-Genexpression sehr gut fiir die differenzielle Inhibitorcha-

rakterisierung eignen. Dagegen zeigte die Analyse des NO-Syntheseweges kaum Unter-
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schiede zwischen den verschiedenen p38-Hemmern. Es konnte beobachtet werden, dass
die Hemmung der PGEs-Synthese und des NO-Syntheseweges durch Licofelone eine
dhnliche Potenz wie die p38-Inhibition aufwies, weshalb die Beteiligung eines PGE,-
vermittelter Effektes vermutet werden kann. Durch eine Analyse des NO-Syntheseweges
werden daher vermutlich vor allem sekundéare Effekte der p38MAPK-Inhibitoren erfasst

und beurteilt.

Die Normierung der ICs-Werte der verschiedenen p38MAPK-Inhibitoren auf die Re-
ferenzsubstanz SB203580 ermoglichte einen Vergleich zur Wirksamkeit. Verglichen mit
SB203580 erwies sich die Effizienz von Birb 796, CBS 3868 und ML 3736 beziiglich
der Hemmung der COX2- und MMP13-Genexpression sowie der PGE,-Freisetzung als
deutlich hoher. Diese Befunde korrelieren mit den unterschiedlichen Affinitdten der In-
hibitoren zu p38MAPK. Pamapimod jedoch zeigte ein divergentes Bild. Obwohl der
Kp-Wert sich im Bereich der Werte fiir CBS 3868 und ML 3736 bewegt, verhielt sich
der Inhibitor beziiglich seiner Hemmeffizienz dhnlich wie SB203580. Auch Hill et al.
beobachteten vergleichbare inhibitorische Aktivitdten von Pamapimod und SB203580
in einem Inhibitions-Assay mit Synovia-Explantaten [88]. Diese Befunde zeigen, dass
eine unterschiedliche Affinitdt auf molekularer Ebene sich nicht zwingend in einer un-

terschiedlichen Hemmeflizienz auf zelluldrer Ebene dufiert.

Eine Differenzierung der dhnlich bewerteten Inhibitoren Birb 796, CBS 3868 und ML
3736 ermoglichte die Analyse der OPG-Genexpression. Birb 796 zeigte eine zehnfach
niedrigere, ML 3736 eine dhnliche und CBS 3868 dagegen eine etwa zehnfach hohere
Wirksamkeit als SB203580. Damit wirkte CBS 3868 insgesamt am besten dem Stimula-
tionseffekt von IL-15 entgegen. Allerdings wurde bereits diskutiert, dass die verstirkte
OPG-Expression moglicherweise einen Schutzmechanismus des arthrotischen Knorpels
darstellt, dem eine pharmakologische Therapie nicht entgegenwirken sollte. Damit er-
scheint nach den Ergebnissen des Analyse-Panels der Inhibitor Birb 796 am besten
geeignet, die Pathogenese der Arthrose positiv zu beeinflussen. Er hemmt am effektiv-
sten die negativen Effekte von IL-13, ohne positive Reaktionen zu unterbinden. Aber
auch der neue Wirkstoff ML 3736 zeigte dhnlich vorteilhafte Eigenschaften.

Die Verwendung von Primérzellen erlaubte eine Abschétzung der spenderabhéngigen
Variabilitat der Wirkstoffeffekte. Es war zu beobachten, dass vor allem bei kurzzeitiger,
gering dosierter Behandlung mit Birb 796, ML 3736 und SB203580 die Genexpressi-
on von MMP13, PTGES und OPG spenderabhingig reagierte. Diese Ergebnisse konn-
ten einen Hinweis auf die mogliche Notwendigkeit individueller Therapieansétze geben
[113].
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Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass die Ubereinstimmung mit verschiede-
nen publizierten In-vivo- und In-vitro-Studien beziiglich charakteristischer Zellreaktio-
nen das etablierte In-vitro-Inflammationsmodell an Knorpelzellen bestétigt. Die unter-
suchten Substanzen lassen sich durch das Modell in Threr Wirksamkeit unterscheiden,
wodurch eine Selektion ermdoglicht wird. Allerdings sind weiterfiihrende Untersuchun-
gen zur Vertraglichkeit der Wirkstoffe im Organismus zwingend notwendig. Viele der
p38-Inhibitoren wie auch Birb 796 offenbaren dabei ein mangelhaftes Sicherheitsprofil,
so dass ein therapeutischer Einsatz im Menschen nicht in Frage kommt [56]. Deshalb ist
es wichtig, weitere, neue Inhibitoren zu entwickeln, die ein dhnlich gutes Wirkprofil auf
Arthrose-assoziierte Prozesse aufweisen [224]. Das in dieser Arbeit etablierte Testsystem
stellt eine wertvolle Ergénzung zu den bisher gebrauchlichen Testsystemen wie Enzym-
Bindungsassays oder Blutzellassays dar [103, 132]. Durch die Verwendung humaner Zel-
len konnte es wichtige Informationen zur Wirksamkeit von therapeutischen Substanzen
in entziindlichen Gelenkerkrankungen liefern und somit vor dem Wirksamkeitsnach-
weis im Tiermodell stehen. Die erzielten Daten wiren spezifisch fiir die Anwendung
am Menschen ausgerichtet und kénnten gleichzeitig das Problem der Ubertragbarkeit

experimenteller Daten vom Tiermodell auf den Menschen reduzieren helfen.



5. Zusammenfassung

Die Arthrose als die Gelenkerkrankung mit der weltweit hochsten Pravalenz kann bisher
nicht kurativ therapiert werden. Deshalb steht die Entwicklung von DMOAD (,,Disease-
Modifying Osteoarthritis Drug“) im Fokus der pharmazeutischen Forschung. Die im All-
gemeinen zur Selektion potenter Wirkstoffe eingesetzten In-vitro-Testsysteme bzw. Tier-
modelle lassen héufig Arthrose- bzw. Spezies-spezifische Aspekte aufer Acht. Das Ziel
dieser Arbeit war daher die Etablierung eines humanen, zell-basierten In-vitro-Modells
zur Testung anti-inflammatorisch wirkender Substanzen, das arthrotische Prozesse im
entziindlichen Gelenk nachvollzieht. Anschliefend sollten verschiedene Testsubstanzen,
die von der Firma ratiopharm GmbH, Ulm, zur Verfiigung gestellt wurden, im etablierten
System vergleichend charakterisiert werden.

Zunéachst wurde unter Verwendung IL-13-stimulierter, humaner artikuldrer Chondrozy-
ten ein In-vitro-Inflammationsmodell etabliert, in dem Testsubstanzen appliziert wur-
den. Zur Beschreibung des Modells bzw. zur Charakterisierung von Wirkstoffen wurden
Genexpressionsanalysen durch relative Quantifizierung bzw. durch semi-quantitative
RT-PCR durchgefiihrt. Einige Zytoskelett-Komponenten wurden zusétzlich histoche-
misch und im Western-Blot auf Proteinebene nachgewiesen. Die Konzentration von
PGE, (Prostaglandin E;) bzw. NO (Stickstoffmonoxid) im Zellkulturiiberstand wur-
de mittels ELISA bzw. Griess-Assay bestimmt. Das Modell erlaubte die Abbildung
relevanter Zytokin-stimulierter Inflammationsreaktionen wie z. B. die Induktion von
COX2 (Zyklooxygenase 2), IL6 (Interleukin 6), MMP13 (Matrixmetalloproteinase 13)
und NOS2A (induzierbare NO-Synthase) sowie deren Hemmung durch verschiedene In-
hibitoren. Der Vergleich mit publizierten Daten bestéatigte die Validitat des etablierten
Systems.

Die Applikation der p38MAPK-Inhibitoren Birb 796 und SB203580 sowie dem
p38MAPK /PDE4-Hemmer ML 3595 im In-vitro-Inflammationsmodell zur anschlieften-
den genomweiten Microarray-Analyse machte Wirkunterschiede der Substanzen bei glei-
chem pharmazeutischem Ziel deutlich. Birb 796 konnte den Effekt von IL-145 auf die
Genexpression am besten kompensieren wiahrend SB203580 eine ungerichtetere Wir-
kung aufwies und ML 3595 nur teilweise anti-inflammatorisch wirkte. Die genomweite
Analyse deckte zusétzlich neue IL-13-Effekte auf Chondrozyten auf. Neben der Gen-
expression von Matrixkomponenten wurde auch die Expression Zytoskelett-assoziierter
Gene wie Vimentin, Tubulin und Gene mit LIM-Doménen durch IL-13 reduziert. Dieser
Effekt konnte teilweise durch p38MAPK-Inhibition kompensiert werden. Die Expressi-
on und IL-13-Regulation von LIM-Proteinen wie FHL2 (,four and a half LIM domains
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2¢) bzw. deren kodierenden Genen in Chondrozyten wurde im Rahmen dieser Arbeit
erstmalig beschrieben. Aufgrund ihrer Funktion als Geriist- und Signalproteine weisen
die Ergebnisse auf eine wichtige Rolle in der Pathogenese der Arthrose hin.

Die Expressionsanalyse der Gene COX2, PTGES (Prostaglandin E-Synthase), NOS2A,
MMP13 und OPG (Osteoprotegerin) sowie die Bestimmung der PGEy- und NO-
Synthese wurde zur differenziellen quantitativen Charakterisierung von Testsubstanzen
eingesetzt. 1L-13 verursachte im vorgestellten Modell eine Aufregulation dieser Gene
und Metabolite. Die als Goldstandard dienenden p38MAPK-Inhibitoren Birb 796, Pa-
mapimod und SB203580 zeichneten sich iibereinstimmend mit publizierten Daten durch
eine starke Inhibition der IL-13-induzierten COX2- und MMP13-Genexpression sowie
der PGEy-Synthese aus. Dagegen war der Einfluss der drei p38-Hemmer auf die Ex-
pression von NOS2A, OPG und PTGES sowie die NO-Synthese deutlich schwécher.
Entsprechend seiner héheren Affinitdt zur p38a-MAPK iibertraf Birb 796 in seiner
Wirkeffizienz SB203580 und Pamapimod. In Ubereinstimmung mit Literaturdaten wies
Pamapimod trotz hoherer Affinitét eine d&hnliche Wirksamkeit wie SB203580 auf. Die
beiden p38-inhibitorischen Testsubstanzen CBS 3868 und ML 3736 zeigten eine dem
Birb 796 vergleichbare Wirksamkeit. Nur die OPG-Genexpression wurde durch CBS
3868 etwa 100-fach und durch ML 3736 5-fach starker gehemmt und erlaubte eine Dif-
ferenzierung der Substanzen. Die p38MAPK /PDE4-hemmende Testsubstanz ML 3595
reduzierte die IL-13-induzierte MMP13-Expression, liefs aber keine weitere fiir eine p38-
Inhibition typische Hemmung erkennen. Der hier aufgestellten Vermutung, dass ein
PDE4- und nicht ein p38-vermittelter Effekt zugrunde liegt, konnte in weiterfiithren-
den p38-Aktivierungsstudien nachgegangen werden.

Der zum Vergleich eingesetzte Inhibitor der PGE,/LTB, (Leukotrien By)-Synthese, Li-
cofelone, konnte die COX2- und PTGES-Genexpression kaum hemmen, zeigte aber be-
zliglich der PGEs- und NO-Freisetzung sowie der MMP13- und OPG-Genexpression ein
den p38-Hemmern dhnliches Wirkprofil. Es wurde deshalb eine regulatorische Rolle von
PGE, vorgeschlagen, die durch weitere PGE,-Stimulationsexperimente bzw. Rezeptor-
Hemmstudien bestétigt werden konnte.

Das etablierte In-vitro-Inflammationsmodell erlaubte die quantitative Charakterisierung
verschiedener Inhibitoren und deren differenzielle Abgrenzung beziiglich ihrer Hemmwir-
kung auf inflammatorische Prozesse in humanen Knorpelzellen. Zu einer weiterfithrenden
Charakterisierung von Hemmsubstanzen ist die Einbeziehung weiterer Genexpressions-
analysen, die z. B. auch anabole Prozesse beriicksichtigen, moglich. Das Modell stellt ein
wertvolles Werkzeug zur effizienten Selektion potenter Wirksubstanzen als Ergénzung

bisheriger Testsyteme der pharmazeutischen Entwicklung dar.
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A. Anhang

A.1. Angabe der Spenderzahlen

Tabelle 19.: Spenderanzahl und Kultivierungsform der semiquantitativen Inhibitorstu-

dien (Abschnitt

Inhibitor

Anzahl Spender

Alginat-Bead-Kultur

Monolayer-Kultur

Birb 796 2

Licofelone

Lu 151

ML3408
ML3435
ML3595
ML3602
ML3624
ML3736

Rofecoxib
SB203580
Tepoxalin
Zileuton

O DN UL DN WWW RS

X

X X X X X

X X X X

Tabelle 20.: Anzahl der Spendergruppen der Inhibitorstudien auf quantitativer Gen-
expressionsebene (Abschnitt [3.5)). Fiir jede Spendergruppe wurden die Chondrozyten

zweier Spender

vereinigt.

Konzentration in pM

4 h Inkubation 24 h Inkubation
10

0.1

1

0.1

1

10

Birb 796

CBS 3825

CBS 3868
Licofelone

ML3595

ML3736
Pamapimod
SB203580
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Tabelle 21.: Anzahl der Spendergruppen der Inhibitorstudien bei Uberstandsanalysen
(Abschnitt . Fiir jede Spendergruppe wurden die Chondrozyten zweier Spender ver-

einigt. *: nur Nitritbestimmung

Konzentration in pM
4 h Inkubation 24 h Inkubation
0.1 1 10 0.1 1 10

Birb 796 6 6 2% 6 6 3*
CBS 3868 4 4 3* 4 4 3*
Licofelone 3 6 6 3 6 6
ML3736 6 6 3* 5 6 3*
Pamapimod 6 6 - 6 6 -
SB203580 6 6 5 6 6 5
Kontroll- und

Stimulationsansatze 12

A.2. Listen

A.2.1. Listen regulierter Gene

A.2.1.1. Stark regulierte Gene

Tabelle 22.: Bekannte Gene, die in der Microarray-Analse die stirkste Regulation zeigten.

Es sind fiir beide Regulationsrichtungen die 10 bzw. 5 am stéarksten durch IL-18 bzw. Inhibitor regulierten Gene angegeben.
loga R gibt den Zweier-Logarithmus des Expressionsverhéltnisses zwischen Probe und jeweiliger Kontrolle an. IL-13-
stimulierte Zellen wurden mit unbehandelten Kontrollzellen verglichen, inhibierte und stimulierte Zellen wurden mit
stimulierten Zellen ohne Inhibitorzugabe verglichen.

Regulation  Gen-Symbol GenBank Gen-Beschreibung logg R p-Wert
durch Zugangs-Nr.
1L-18 Expressionsverstarkung

GRO2 NM 002089 GRO2 oncogene 9.56  0.0002

SLC34A1 NM 003052  Solute carrier family 34 (sodium phosphate), member 8.55 0.0003
1

SCYA20 NM 004591 Small inducible cytokine subfamily A (Cys-Cys), 8.06 0.0000
member 20

MLLT3 NM 004529  Myeloid/lymphoid or mixed-lineage leukemia (tritho- 8.00 0.0002
rax homolog, Drosophila); translocated to, 3

PTGS2 NM 000963 Prostaglandin-endoperoxide synthase 2 (prostaglandin 7.7 0.0002
G/H synthase and cyclooxygenase)

1L6 NM 000600 Interleukin 6 (interferon, beta 2) 7.54  0.0005

SCYA3 NM 002983  Small inducible cytokine A3 6.71 0.0000

AKRI1C1 NM 001353  Aldo-keto reductase family 1, member C1 (dihydrodiol 6.64  0.0009
dehydrogenase 1; 20-alpha (3-alpha)-hydroxyster

MATP NM 016180  AIM-1 protein 6.38 0.0002

SOD2 NM 000636  Superoxide dismutase 2, mitochondrial 6.23 0.0000

Expressionsriickgang

CTGF NM 001901  Connective tissue growth factor -5.29 0.0000

FHL1 NM 001449  Four and a half LIM domains 1 -4.62 0.0015

HOMER-3 NM 004838 Homer, neuronal immediate early gene, 3 -3.81 0.0043

CRIP1 NM 001311  Cysteine-rich protein 1 (intestinal) -3.62 0.0155

ITGA11l AF109681 Integrin, alpha 11 -3.47 0.0000

SGCB NM 000232  Sarcoglycan, beta (43kD dystrophin-associated glyco- -3.46 0.0016

protein)

.. nachste Seite
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Tabelle 22.: Bekannte Gene, die in der Microarray-Analse die stirkste Regulation zeigten.
loga R gibt den Zweier-Logarithmus des Expressionsverhéltnisses zwischen Probe und jeweiliger Kontrolle an.
Regulation  Gen-Symbol  GenBank Gen-Beschreibung logo R p-Wert
durch Zugangs-Nr.
EMAPL NM 004434  Echinoderm microtubule-associated protein-like -3.38  0.0353
MXRAS AF245505 Adlican -3.34  0.0000
SPTA1 NM 003126  Spectrin, alpha, erythrocytic 1 (elliptocytosis 2) -3.31  0.0002
CLCN1 NM 000083  Chloride channel 1, skeletal muscle (Thomsen disease, -3.22 0.0346
autosomal dominant)
Birb 796 Expressionsverstarkung
IFNB1 NM 002176 Interferon, beta 1, fibroblast 4.35  0.0021
FLRT1 NM 013280  Fibronectin leucine rich transmembrane protein 1 3.94  0.0291
SIX1 NM 005982  Sine oculis homeobox homolog 1 (Drosophila) 3.64 0.0070
FASTK NM 025096 FAST kinase 3.45  0.0031
HOMER-3 NM 004838 Homer, neuronal immediate early gene, 3 2.76 0.0256
Expressionsriickgang
HLA-DRA NM 019111 Major histocompatibility complex, class II, DR alpha -5.37 0.0000
GCNT2 NM 001491  Glucosaminyl (N-acetyl) transferase 2, I-branching en- -4.98 0.0100
zyme
SOX3 NM 005634 SRY (sex determining region Y)-box 3 -4.79  0.0009
RAB5C NM 004583 RABS5C, member RAS oncogene family -4.65 0.0000
MMP13 NM 002427  Matrix metalloproteinase 13 (collagenase 3) -4.53  0.0039
ML 3595 Expressionsverstarkung
EMAPL NM_ 004434  Echinoderm microtubule-associated protein-like 4.27  0.0029
SIX1 NM 005982  Sine oculis homeobox homolog 1 (Drosophila) 2.86  0.0119
RGS13 NM 002927 Regulator of G-protein signalling 13 2.84  0.0051
SHARP NM 015001 SMART/HDACI associated repressor protein 2.80 0.0106
HOMER-3 NM 004838 Homer, neuronal immediate early gene, 3 2.62 0.0180
Expressionsriickgang
KRTHAT NM 003770 Keratin, hair, acidic, 7 -4.03  0.0152
SLC9A3R1 NM 004252  Solute carrier family 9 (sodium/hydrogen exchanger), -3.83  0.0055
isoform 3 regulatory factor 1
NUP160 D83781 Nucleoporin 160kD -2.69 0.0029
DGS-A L77571 DiGeorge syndrome gene A -2.63 0.0245
PLK NM 005030  Polo-like kinase (Drosophila) -2.41 0.0114
SB203580 Expressionsverstarkung
HTMP10 NM 033207 Transmembrane protein HTMP10 6.61  0.0006
HES6 NM 018645 Likely ortholog of mouse Hes6 neuronal differentiation 6.10 0.0003
gene
PREP NM 002726  Prolyl endopeptidase 5.95 0.0006
ABCF1 NM 001090 ATP-binding cassette, sub-family F (GCN20), mem- 5.67  0.0001
ber 1
BIC AF402776 Homo sapiens BIC noncoding mRNA, complete se- 4.09 0.0029
quence
Expressionsriickgang
RNF23 NM 021253 Ring finger protein 23 -8.17 0.0013
TBX6 NM 004608 T-box 6 -7.57  0.0023
RAB5C NM 004583 RABS5C, member RAS oncogene family -4.59  0.0014
MMP13 NM 002427  Matrix metalloproteinase 13 (collagenase 3) -3.77  0.0003
SEEK1 NM 014068 SEEKI protein -3.74 0.0121

A.2.1.2. Koregulierte Gene

Tabelle 23.: Bekannte Gene, die sowohl durch IL-13 als auch durch SB203580 reguliert werden.

logo R gibt den Zweier-Logarithmus des Expressionsverhéltnisses zwischen Probe und jeweiliger Kontrolle an. IL-13-
stimulierte Zellen wurden mit unbehandelten Kontrollzellen verglichen, inhibierte und stimulierte Zellen wurden mit
stimulierten Zellen ohne Inhibitorzugabe verglichen.

Gen-Symbol GenBank Gen-Beschreibung Regulation durch
Zugangs-Nr. SB203580 IL-158
logg R p-Wert loga R p-Wert
ACAS2L AKO024396 Acetyl-Coenzyme A synthetase 2 -1.41 0.0030 1.92  0.0001

(AMP forming)-like

.. nachste Seite
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Tabelle 23.: Bekannte Gene, die sowohl durch IL-13 als auch durch SB203580 reguliert werden.
loga R gibt den Zweier-Logarithmus des Expressionsverhéltnisses zwischen Probe und jeweiliger Kontrolle an.
Gen-Symbol GenBank Gen-Beschreibung Regulation durch
Zugangs-Nr. SB203580 1L-138
logo R p-Wert logo R p-Wert
ACATN NM 004733  Acetyl-Coenzyme A transporter 1.05 0.0495 1.05 0.0084
ANXA2P3 M62895 Annexin A2 pseudogene 3 1.45 0.0222 -1.22 0.0063
BARX1 NM 021570 BarH-like homeobox 1 1.52  0.0263 -1.70  0.0003
BDKRBI1 NM 000710 Bradykinin receptor Bl 2.06  0.0365 1.92  0.0027
C1S NM 001734 Complement component 1, s subcom- -2.06 0.0078 1.10 0.0260
ponent
C2orf9 NM 032309 Chromosome 2 open reading frame 9 3.22  0.0015 -1.21  0.0116
CCT6A NM 001762 Chaperonin containing TCP1, subunit 1.63  0.0299 -1.19  0.0177
6A (zeta 1)
CHRNAS5 NM 000745  Cholinergic receptor, nicotinic, alpha -1.39 0.0292 1.15 0.0048
polypeptide 5
COL4A6 NM 033641  Collagen, type IV, alpha 6 -1.52 0.0227 1.43 0.0081
CPSF1 NM 013291 Cleavage and polyadenylation specific 2.69 0.0137 -2.06 0.0029
factor 1, 160kD subunit
EEF1A1 AJ420488 Eukaryotic translation elongation fac- -1.07  0.0413 -2.45  0.0009
tor 1 alpha 1
EVC NM 014556  Ellis van Creveld syndrome 1.11 0.0107 -1.25 0.0018
FACVL1 NM 003645 Fatty-acid-Coenzyme A ligase, very -1.72 0.0401 1.51 0.0087
long-chain 1
FKBP9 BC011872 FK506 binding protein 9 (63 kD) 1.05 0.0245 -2.22 0.0040
G1P3 NM 022873 Interferon, alpha-inducible protein -1.17 0.0398 2.71 0.0169
(clone IFI-6-16)
GBP1 NM 002053 Guanylate  binding  protein 1, -3.66 0.0279 3.84  0.0000
interferon-inducible, 67kD
GPR58 NM 014626 G protein-coupled receptor 58 1.24 0.0365 -1.02 0.0333
GPRC5B NM 016235 G protein-coupled receptor, family C, 1.83 0.0241 1.64 0.0214
group 1, member B
GRIKS5 AJ249209 Glutamate receptor, ionotropic, kaina- -1.11 0.0360 2.00 0.0010
te 5
GRO1 NM 001511 GRO1 oncogene (melanoma growth -1.16 0.0419 1.17  0.0012
stimulating activity, alpha)
GSTA4 NM 001512  Glutathione S-transferase A4 2.86  0.0043 -1.79  0.0246
HAL NM 002108 Histidine ammonia-lyase -1.80 0.0468 1.20 0.0009
HCK NM 002110 Hemopoietic cell kinase -1.68  0.0207 1.67  0.0003
HDACS NM 018486  Histone deacetylase 8 1.01 0.0183 -1.34 0.0012
HLA-A NM 002116 Major histocompatibility complex, -1.73 0.0030 3.10 0.0002
class I, A
HLA-E NM 005516 Major histocompatibility complex, -1.85  0.0387 1.64  0.0084
class I, E
HOMER-3 NM 004838 Homer, neuronal immediate early ge- 1.89 0.0147 -3.81 0.0043
ne, 3
HOXD12 NM 021193 Homeo box D12 1.72  0.0459 -3.03  0.0003
HUMMHCW1A  M12679 Cw1 antigen -1.76  0.0259 3.03  0.0150
HYA22 NM 005808 HYA22 protein 1.73  0.0343 -1.15  0.0018
ITGA2B NM 000419 Integrin, alpha 2b (platelet glycopro- -1.65  0.0265 2.01  0.0009
tein IIb of IIb/IIla complex, antigen
CD41B)
ITGB3BP NM 014288 Integrin beta 3 binding protein (beta3- 1.18 0.0195 2.62 0.0369
endonexin)
KRTHAT NM 003770 Keratin, hair, acidic, 7 -2.37  0.0151 4.07  0.0036
LASP1 NM 006148 LIM and SH3 protein 1 1.22 0.0180 -1.29 0.0007
LETM1 NM 012318 Leucine zipper-EF-hand containing 1.10 0.0138 -2.00 0.0004
transmembrane protein 1
LOC51030 NM 016078 CGI-148 protein 2.08  0.0348 1.16  0.0014
LOC51031 NM 016080 CGI-150 protein 1.50  0.0097 -1.08  0.0042
LOC51133 NM 016121 NY-REN-45 antigen 1.72 0.0054 1.63 0.0029
MKKS NM 018848 McKusick-Kaufman syndrome 2.12  0.0055 -1.37  0.0051
MMP13 NM 002427  Matrix metalloproteinase 13 (collagen- -3.77  0.0003 6.07  0.0008
ase 3)
MPL NM 005373  Myeloproliferative leukemia virus on- -2.26 0.0082 3.25 0.0006

cogene
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A. Anhang 149
Tabelle 23.: Bekannte Gene, die sowohl durch IL-13 als auch durch SB203580 reguliert werden.
loga R gibt den Zweier-Logarithmus des Expressionsverhéltnisses zwischen Probe und jeweiliger Kontrolle an.
Gen-Symbol GenBank Gen-Beschreibung Regulation durch
Zugangs-Nr. SB203580 1L-138
logo R p-Wert logo R p-Wert
MT-ACT48 NM 012332 Mitochondrial Acyl-CoA Thioesterase 2.22  0.0045 -1.57  0.0328
NARS NM 004539  Asparaginyl-tRNA synthetase 1.10 0.0184 -1.24 0.0023
NOS2A NM 000625 Nitric oxide synthase 2A (inducible, -2.46 0.0027 4.56  0.0022
hepatocytes)
NUP160 NM 015231  Nucleoporin 160kD -2.27  0.0049 2.87  0.0031
NXF2 NM_ 017809  Nuclear RNA export factor 2 -2.55  0.0106 1.89  0.0088
NYD-SP27 NM 033123  Testis-development related NYD-SP27 1.33  0.0252 -1.03  0.0285
PDCD2 AKO055180 Programmed cell death 2 3.34  0.0297 -2.05  0.0321
PDLIM1 NM 020992 PDZ and LIM domain 1 (elfin) 1.16  0.0280 -1.50  0.0253
PHT2 NM 016582  Peptide transporter 3 -2.11 0.0104 3.71 0.0000
PLIN NM 002666 Perilipin 1.29  0.0191 2.25  0.0032
PLK NM 005030 Polo-like kinase (Drosophila) -1.39  0.0254 1.67  0.0273
PRDX2 NM_ 005809  Peroxiredoxin 2 1.12 0.0407 -1.04 0.0029
PRKAG3 NM 017431 Protein kinase, AMP-activated, gam- -1.94 0.0023 1.44 0.0040
ma 3 non-catalytic subunit
PSMBS8 NM 004159 Proteasome (prosome, macropain) -1.49 0.0333 1.88  0.0058
subunit, beta type, 8 (large multifunc-
tional protease 7)
RAB27A U38654 RAB27A, member RAS oncogene fa- 1.82 0.0101 -1.69  0.0173
mily
RAB5C NM 004583 RABS5C, member RAS oncogene fami- -4.59 0.0014 4.73  0.0000
ly
RANBP3 NM 003624 RAN binding protein 3 -1.46 0.0120 1.11 0.0242
RANGAP1 AB058738 Ran GTPase activating protein 1 -1.15 0.0178 1.11 0.0017
RHEB2 NM 005614 Ras homolog enriched in brain 2 -1.13  0.0495 1.44  0.0114
RPL18 NM_ 000979 Ribosomal protein L18 1.03  0.0439 -1.76 ~ 0.0304
SCTR NM 002980  Secretin receptor -1.85  0.0017 1.14  0.0011
SF3B3 NM 012426  Splicing factor 3b, subunit 3, 130kD 1.30 0.0233 2.16 0.0465
SHARP NM 015001 SMART/HDACI1 associated repressor 1.76  0.0349 -2.58  0.0051
protein
SLC9A3R1 NM 004252 Solute carrier family 9 (sodi- -2.89  0.0127 4.07  0.0042
um/hydrogen exchanger), isoform
3 regulatory factor 1
SOD2 NM 000636 Superoxide dismutase 2, mitochondrial -1.60 0.0276 6.23 0.0000
TNRC4 NM _ 007185  Trinucleotide repeat containing 4 -1.29 0.0145 1.03 0.0046
TPST1 NM 003596 Tyrosylprotein sulfotransferase 1 1.20  0.0332 -1.13  0.0332
TRIM36 NM_ 018700 Tripartite motif-containing 36 1.92 0.0188 -1.72  0.0452
TST NM 003312 Thiosulfate sulfurtransferase (rhoda- -1.16  0.0227 1.04  0.0287
nese)
TUBB NM 001069  Tubulin, beta polypeptide 1.68 0.0136 -2.42 0.0000
UGTS8 NM 003360 UDP glycosyltransferase 8 (UDP- -1.08 0.0068 1.27 0.0034
galactose ceramide galactosyltrans-
ferase)
WARS NM 004184 Tryptophanyl-tRNA synthetase -1.45 0.0342 2.13  0.0097

Tabelle 24.: Bekannte Gene, die sowohl durch IL-13 als auch durch Birb 796 reguliert werden.
logz R gibt den Zweier-Logarithmus des Expressionsverhéltnisses zwischen Probe und jeweiliger Kontrolle an. IL-13-
stimulierte Zellen wurden mit unbehandelten Kontrollzellen verglichen, inhibierte und stimulierte Zellen wurden mit
stimulierten Zellen ohne Inhibitorzugabe verglichen.

Gen-Symbol GenBank Gen-Beschreibung Regulation durch
Zugangs-Nr. Birb 796 IL-18
logg R p-Wert loga R p-Wert
ABCAS NM 007168 ATP-binding cassette, sub-family A -1.53 0.0058 2.54 0.0001
(ABC1), member 8
ADHT NM 000673  Alcohol dehydrogenase 7 (class IV), -2.06  0.0137 1.91 0.0012
mu or sigma polypeptide
AMELY NM 001143  Amelogenin (Y chromosome) -1.01  0.0122 177 0.0004
ATP1B1 NM 001677  ATPase, Na+/K+ transporting, beta -2.83 0.0146 5.55 0.0001

1 polypeptide
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A. Anhang 150

Tabelle 24.: Bekannte Gene, die sowohl durch IL-13 als auch durch Birb 796 reguliert werden.
loga R gibt den Zweier-Logarithmus des Expressionsverhéltnisses zwischen Probe und jeweiliger Kontrolle an.

Gen-Symbol GenBank Gen-Beschreibung Regulation durch
Zugangs-Nr. Birb 796 IL-18
logg R p-Wert loga R p-Wert
BARX1 NM 021570 BarH-like homeobox 1 1.29  0.0118 -1.70  0.0003
BCKDHB NM 000056 Branched chain keto acid dehydrogen- -1.05 0.0018 1.63 0.0010

ase E1, beta polypeptide (maple syrup
urine disease)

BF NM 001710  B-factor, properdin -1.60 0.0323 2.52 0.0069

BIRC3 AF070674 Baculoviral IAP repeat-containing 3 -1.57  0.0212 6.19  0.0000

BMPR2 NM 001204 Bone morphogenetic protein receptor, -1.56 0.0131 2.53 0.0014
type II (serine/threonine kinase)

BOC NM 033254  Brother of CDO 1.13  0.0088 -1.41 0.0024

BTN3A3 NM 006994 Butyrophilin, subfamily 3, member A3 -1.78 0.0145 1.74 0.0147

C18 NM 001734 Complement component 1, s subcom- -1.28 0.0126 1.10 0.0260
ponent

CALD1 NM 033138 Caldesmon 1 1.73  0.0482 -1.78  0.0406

CARD15 NM 022162 Caspase recruitment domain family, -1.15 0.0206 1.69 0.0020
member 15

CKLF1 NM 016951  Chemokine-like factor 1 1.16  0.0472 -1.88  0.0096

CLIC3 NM_ 004669  Chloride intracellular channel 3 -3.58  0.0241 -1.18  0.0181

COL4A6 NM 033641  Collagen, type IV, alpha 6 -1.34  0.0128 1.43  0.0081

COL5A2 NM 000393  Collagen, type V, alpha 2 -1.04  0.0066 -1.68  0.0435

CPSF1 NM 013291 Cleavage and polyadenylation specific 1.95 0.0037 -2.06 0.0029
factor 1, 160kD subunit

DAF NM 000574  Decay accelerating factor for comple- -2.10 0.0003 1.99 0.0004
ment (CD55, Cromer blood group sy-
stem)

DAPK3 NM 001348 Death-associated protein kinase 3 1.38  0.0162 -2.28  0.0008

DNAJA1 NM 001539 DnaJ (Hsp40) homolog, subfamily A, -1.17  0.0014 1.53  0.0007
member 1

DNAJB9 NM 012328 DnaJ (Hsp40) homolog, subfamily B, -1.54 0.0219 2.10 0.0138
member 9

DSCR2 NM 003720 Down syndrome critical region gene 2 -1.00  0.0136 1.30  0.0329

DSTN NM 006870 Destrin (actin depolymerizing factor) 1.19  0.0267 -2.10  0.0002

EDG7 NM 012152 Endothelial differentiation, lysophos- 2.00 0.0087 -1.49 0.0345
phatidic acid G-protein-coupled recep-
tor, 7

EIF3S1 NM 003758 Eukaryotic translation initiation factor -2.67 0.0231 2.30 0.0181
3, subunit 1 (alpha, 35kD)

EREG NM 001432  Epiregulin -1.03  0.0327 2.10  0.0001

EVC NM 014556 Ellis van Creveld syndrome 1.18  0.0027 -1.25  0.0018

FACL4 NM 022977 Fatty-acid-Coenzyme A ligase, long- -1.71 0.0231 1.40 0.0289
chain 4

FACVL1 NM 003645 Fatty-acid-Coenzyme A ligase, very -1.01 0.0265 1.51 0.0087
long-chain 1

FHOS NM 013241 FHI1/FH2 domain-containing protein 1.16 0.0132 -1.12 0.0145

FKBP9 BC011872 FK506 binding protein 9 (63 kD) 1.50 0.0214 -2.22 0.0040

FLJ20499 NM 016552  Testis specific ankyrin-like protein 1 -1.32  0.0047 1.49  0.0008

G7C NM 025258 NG37 protein -1.42 0.0026 2.58 0.0001

GBP1 NM 002053 Guanylate  binding  protein 1, -3.41  0.0002 3.84  0.0000
interferon-inducible, 67kD

GBP2 NM 004120  Guanylate binding protein 2, -1.89 0.0004 1.76 0.0021
interferon-inducible

GCP6 NM 020461 Gamma-tubulin complex component 1.25 0.0481 -1.01 0.0288

GG2-1 NM 014350 TNF-induced protein -1.12  0.0157 2.38  0.0006

GGCX NM 000821 Gamma-glutamyl carboxylase -1.32  0.0006 1.29  0.0009

GLRX NM 002064 Glutaredoxin (thioltransferase) -1.09  0.0014 1.14  0.0024

GPX4 NM 002085  Glutathione peroxidase 4 (phospholi- 2.47 0.0018 -2.49 0.0006
pid hydroperoxidase)

GRIK5 AJ249209 Glutamate receptor, ionotropic, kaina- -1.42 0.0064 2.00 0.0010
te 5

GTR2 NM 022157 Rag C protein 1.01  0.0064 -1.05  0.0112

HCK NM 002110 Hemopoietic cell kinase -1.37 0.0008 1.67 0.0003

HDACY9-PENDING NM 014707 Histone deacetylase 9 1.18  0.0493 -1.50  0.0218
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A. Anhang 151
Tabelle 24.: Bekannte Gene, die sowohl durch IL-13 als auch durch Birb 796 reguliert werden.
loga R gibt den Zweier-Logarithmus des Expressionsverhéltnisses zwischen Probe und jeweiliger Kontrolle an.
Gen-Symbol GenBank Gen-Beschreibung Regulation durch
Zugangs-Nr. Birb 796 IL-18
logg R p-Wert loga R p-Wert
HES7 NM 032580 Hairy and enhancer of split 7 (Droso- 1.68  0.0021 -2.23  0.0008
phila)
HLA-DRA NM 019111 Major histocompatibility —complex, -5.37 0.0000 4.58 0.0005
class II, DR alpha
HLA-E NM 005516 Major histocompatibility —complex, -1.26 0.0046 1.64 0.0084
class I, E
HLA-F NM 018950 Major histocompatibility —complex, -1.41 0.0005 2.34 0.0001
class I, F
HLA-G NM 002127 HLA-G histocompatibility —antigen, -1.25 0.0425 1.79 0.0041
class I, G
HOMER-3 NM 004838 Homer, neuronal immediate early ge- 2.76 0.0256 -3.81 0.0043
ne, 3
HSD11B1 NM 005525 Hydroxysteroid (11-beta) dehydrogen- -1.08  0.0029 3.60  0.0000
ase 1
HSPC144 NM 014174 HSPC144 protein 1.08  0.0247 -1.31 0.0362
HUMMLC2B NM 013292 (clone PWHLC2-24) myosin light 1.13  0.0301 -1.35  0.0366
chain 2
TAN4L1 NM 018384 Immune associated nucleotide 4 like 1 -1.11  0.0131 1.04  0.0098
(mouse)
ICAM1 NM 000201 Intercellular adhesion molecule 1 -1.68 0.0029 4.16 0.0000
(CD54), human rhinovirus receptor
IFI27 NM 005532 Interferon, alpha-inducible protein 27 -1.26  0.0083 2.47  0.0004
IF135 BC001356 Interferon-induced protein 35 -1.02 0.0314 2.38 0.0012
IFIT4 NM_ 001549 Interferon-induced protein with tetra- -1.24  0.0315 2.52  0.0003
tricopeptide repeats 4
IL11 NM 000641 Interleukin 11 -1.32  0.0066 1.23  0.0066
L2 NM 000586 Interleukin 2 -1.96  0.0006 3.42  0.0001
1IL23A NM 016584 Interleukin 23, alpha subunit p19 -1.37 0.0049 1.80 0.0001
IRF1 NM 002198 Interferon regulatory factor 1 -2.62  0.0003 5.62 0.0000
ITGA2B NM 000419 Integrin, alpha 2b (platelet glycopro- -2.02 0.0003 2.01 0.0009
tein IIb of IIb/Illa complex, antigen
CD41B)
JUND NM 005354 Jun D proto-oncogene -1.32 0.0299 1.83 0.0003
JWA NM 006407 Vitamin A responsive; cytoskeleton re- 1.37 0.0230 -1.86 0.0034
lated
K-ALPHA-1 NM 006082  Tubulin, alpha, ubiquitous -1.70  0.0450 2.26  0.0367
KCNJ1 NM 000220 Potassium inwardly-rectifying channel, -1.01 0.0203 2.65 0.0007
subfamily J, member 1
KDELR3 NM 006855 KDEL (Lys-Asp-Glu-Leu) endoplas- 1.12  0.0041 -1.14  0.0091
mic reticulum protein retention recep-
tor 3
KIAA0105 NM 004906  Wilms’ tumour l-associating protein -1.11 0.0090 1.64 0.0007
KLF5 NM 001730  Kruppel-like factor 5 (intestinal) -1.52  0.0003 3.20  0.0000
KRTHAT NM_ 003770 Keratin, hair, acidic, 7 -3.53  0.0180 4.07  0.0036
LDOC1 NM 012317  Leucine zipper, down-regulated in can- 1.37  0.0395 -1.43  0.0205
cer 1
LOC51026 AL136571 CGI-141 protein -1.91  0.0009 2.25  0.0001
LOC51056 NM 015907 Leucine aminopeptidase -1.94 0.0000 2.86 0.0000
LOC51191 NM 016323 Cyclin-E binding protein 1 -1.25 0.0013 1.25 0.0007
LOC64116 NM 022154  Up-regulated by BCG-CWS -1.60  0.0005 2.77  0.0000
MAN1A1 NM 005907 Mannosidase, alpha, class 1A, member -1.02 0.0038 2.88 0.0021
1
MATP NM 016180  AIM-1 protein -1.89  0.0012 6.38  0.0002
MEG3 AKO055725 Maternally expressed 3 -1.83  0.0121 2.04  0.0096
MFAP1 NM 005926  Microfibrillar-associated protein 1 1.65  0.0158 -1.32  0.0231
MGST2 NM 002413 Microsomal glutathione S-transferase 2 1.14 0.0128 -1.24 0.0037
MGST3 NM 004528 Microsomal glutathione S-transferase 3 1.49  0.0040 -1.47  0.0118
MKKS NM 018848 McKusick-Kaufman syndrome 1.59 0.0055 -1.37 0.0051
MMP10 NM 002425 Matrix metalloproteinase 10 (strome- -1.41 0.0139 1.23 0.0215

lysin 2)
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A. Anhang 152
Tabelle 24.: Bekannte Gene, die sowohl durch IL-13 als auch durch Birb 796 reguliert werden.
loga R gibt den Zweier-Logarithmus des Expressionsverhéltnisses zwischen Probe und jeweiliger Kontrolle an.
Gen-Symbol GenBank Gen-Beschreibung Regulation durch
Zugangs-Nr. Birb 796 IL-18
logg R p-Wert loga R p-Wert
MMP13 NM 002427 Matrix metalloproteinase 13 (collagen- -4.53 0.0039 6.07 0.0008
ase 3)
MPL NM 005373  Myeloproliferative leukemia virus on- -3.20 0.0010 3.25 0.0006
cogene
MRPS12 NM 021107 Mitochondrial ribosomal protein S12 -1.96 0.0010 1.96 0.0003
MTA1 NM 004689  Metastasis associated 1 1.10  0.0032 -1.40  0.0014
MYBPC2 NM 004533 Myosin binding protein C, fast type 1.25  0.0188 -1.19  0.0212
NDUFV2 NM 021074 NADH dehydrogenase (ubiquinone) -1.13  0.0052 1.29  0.0009
flavoprotein 2 (24kD)
NME5 NM 003551 Non-metastatic cells 5, protein expres- 1.31 0.0436 -1.04 0.0341
sed in (nucleoside-diphosphate kinase)
NTN4 AF278532 Netrin 4 1.18  0.0439 -2.59  0.0025
NUP160 NM 015231 Nucleoporin 160kD -2.51  0.0060 2.87  0.0031
OASL NM 003733  2’-5-oligoadenylate synthetase-like -1.04  0.0067 1.85 0.0023
OTOR NM 020157  Otoraplin -1.28  0.0008 2.37  0.0000
PBEF NM 005746  Pre-B-cell colony-enhancing factor -3.74  0.0155 4.52  0.0004
PDCD2 AKO055180 Programmed cell death 2 2.14 0.0254 -2.05 0.0321
PDGFRA NM 006206 Platelet-derived growth factor recep- 1.07 0.0012 -1.96 0.0013
tor, alpha polypeptide
PHT2 NM 016582 Peptide transporter 3 -1.68 0.0001 3.71 0.0000
PIAS3 NM_ 006099  Protein inhibitor of activated STAT3 -1.28 0.0106 1.32 0.0066
PLA2G4A M68874 Phospholipase A2, group IVA (cytoso- -1.46  0.0174 1.13  0.0334
lic, calcium-dependent)
PMAIP1 NM 021127 Phorbol-12-myristate-13-acetate- -1.44  0.0040 4.17  0.0007
induced protein 1
POLE NM 006231 Polymerase (DNA directed), epsilon -1.14  0.0484 1.07  0.0094
PRDX2 NM 005809  Peroxiredoxin 2 1.15  0.0065 -1.04  0.0029
PSMBS8 NM 004159 Proteasome (prosome, macropain) -1.79  0.0003 1.88  0.0058
subunit, beta type, 8 (large multifunc-
tional protease 7)
RAB5C NM 004583 RABS5C, member RAS oncogene fami- -4.65  0.0000 4.73  0.0000
ly
RAI3 NM 003979 Retinoic acid induced 3 -2.24 0.0143 2.54 0.0038
RANGAP1 ABO058738 Ran GTPase activating protein 1 -1.63 0.0263 1.11 0.0017
RHEB2 NM 005614 Ras homolog enriched in brain 2 -1.74 0.0100 1.44 0.0114
RIPK2 NM 003821  Receptor-interacting serine-threonine -1.72 0.0110 3.16 0.0005
kinase 2
RNF36 AL360161 Ring finger protein 36 -1.57  0.0010 2.82  0.0000
RPL36A NM 021029 Ribosomal protein L36a 1.37  0.0324 -1.48  0.0045
RPS6 NM 001010 Ribosomal protein S6 1.01 0.0305 -1.29 0.0284
SCYA3 NM 002983  Small inducible cytokine A3 -2.56  0.0022 6.71 0.0000
SCYA3L1 D90145 Small inducible cytokine A3-like 1 -2.20 0.0107 2.68 0.0022
SCYAS8 Y16645 Small inducible cytokine subfamily A -3.69  0.0019 4.04  0.0002
(Cys-Cys), member 8 (monocyte che-
motactic protein 2)
SCYB10 NM 001565 Small inducible cytokine subfamily B -2.53  0.0046 3.07  0.0003
(Cys-X-Cys), member 10
SDS NM 006843  Serine dehydratase -1.02  0.0031 2.89  0.0001
SEMA4D NM 006378 Sema domain, immunoglobulin do- -1.20 0.0168 1.60 0.0003
main (Ig), transmembrane domain
(TM) and short cytoplasmic domain,
(se
SLC9A3R2 NM 004785 Solute carrier family 9 (sodi- 1.20  0.0257 -1.45  0.0085
um/hydrogen exchanger), isoform
3 regulatory factor 2
SLUG BC014890 Slug homolog, zinc finger protein 1.58 0.0236 -2.74 0.0015
(chicken)
SOD2 NM 000636  Superoxide dismutase 2, mitochondrial -2.02 0.0034 6.23 0.0000
ST14 NM 021978  Suppression of tumorigenicity 14 (co- 1.29 0.0111 -1.48 0.0005

lon carcinoma, matriptase, epithin)
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A. Anhang 153
Tabelle 24.: Bekannte Gene, die sowohl durch IL-13 als auch durch Birb 796 reguliert werden.
loga R gibt den Zweier-Logarithmus des Expressionsverhéltnisses zwischen Probe und jeweiliger Kontrolle an.
Gen-Symbol GenBank Gen-Beschreibung Regulation durch
Zugangs-Nr. Birb 796 IL-18
logg R p-Wert loga R p-Wert
STAT1 NM_ 007315 Signal transducer and activator of -1.00  0.0194 1.42  0.0047
transcription 1, 91kD
STEAP NM_ 012449 Six transmembrane epithelial antigen -2.05  0.0045 2.74  0.0446
of the prostate
TED NM 015686 TED protein -2.75  0.0036 5.89  0.0001
TEX12 NM 031275  Testis expressed sequence 12 1.33  0.0040 -2.25  0.0001
THEG NM 016585  Testicular haploid expressed gene -1.11 0.0008 1.32 0.0009
TIMP3 NM_ 000362 Tissue inhibitor of metalloproteinase -1.62  0.0256 1.21  0.0462
3 (Sorsby fundus dystrophy, pseudoin-
flammatory)
TNFAIP3 NM 006290 Tumor necrosis factor, alpha-induced -1.05 0.0262 1.95 0.0001
protein 3
TNFRSF11B NM 002546 Tumor necrosis factor receptor super- -2.06 0.0020 3.35 0.0001
family, member 11b (osteoprotegerin)
TRA1 NM 003299 Tumor rejection antigen (gp96) 1 -1.56  0.0171 1.05 0.0066
TRIM22 NM_ 006074 Tripartite motif-containing 22 -1.05  0.0417 1.67  0.0036
TUBB NM 001069 Tubulin, beta polypeptide 1.77 0.0035 -2.42 0.0000
TXNDC AL080080 Thioredoxin domain-containing -1.03 0.0027 1.06 0.0066
UBE2L6 NM 004223  Ubiquitin-conjugating enzyme E2L 6 -1.85 0.0067 2.90 0.0004
WARS NM 004184 Tryptophanyl-tRNA synthetase -2.10  0.0087 2.13  0.0097

Tabelle 25.: Bekannte Gene, die sowohl durch IL-13 als auch durch ML 3595 reguliert werden.

loga R gibt den Zweier-Logarithmus des Expressionsverhéltnisses zwischen Probe und jeweiliger Kontrolle an. IL-13-
stimulierte Zellen wurden mit unbehandelten Kontrollzellen verglichen, inhibierte und stimulierte Zellen wurden mit
stimulierten Zellen ohne Inhibitorzugabe verglichen.

Gen-Symbol  GenBank Gen-Beschreibung Regulation durch
Zugangs-Nr. ML 3595 IL-18
logg R p-Wert loga R p-Wert

ALDHS8A1 NM 022568 Aldehyde dehydrogenase 8 family, -1.01 0.0193 1.47  0.0035
member Al

Clorf19 AF288394 Chromosome 1 open reading frame 19 1.09 0.0059 -1.44  0.0009

CCNALl NM 003914 Cyclin Al 1.92  0.0003 1.64  0.0007

CLCA3 NM 004921  Chloride channel, calcium activated, -1.31 0.0017 1.99 0.0017
family member 3

CLTB NM 007097  Clathrin, light polypeptide (Lcb) -1.93 0.0147 1.08  0.0060

CORO1A NM 007074  Coronin, actin binding protein, 1A 1.27  0.0315 -1.16  0.0027

CPSF1 NM 013291 Cleavage and polyadenylation specific 1.76 0.0033 -2.06  0.0029
factor 1, 160kD subunit

CRABP1 NM 004378  Cellular retinoic acid binding protein 1 -1.45 0.0038 4.23 0.0009

FACVL1 NM 003645 Fatty-acid-Coenzyme A ligase, very -1.10 0.0146 1.51 0.0087
long-chain 1

FKBP9 BC011872 FK506 binding protein 9 (63 kD) 1.27 0.0305 -2.22 0.0040

GATA1 NM 002049 GATA binding protein 1 (globin tran- -1.38  0.0178 2.76  0.0014
scription factor 1)

GPX4 NM 002085 Glutathione peroxidase 4 (phospholi- 1.02  0.0297 -2.49  0.0006
pid hydroperoxidase)

HES7 NM 032580 Hairy and enhancer of split 7 (Droso- 2.00 0.0004 -2.23 0.0008
phila)

HOMER-3 NM 004838 Homer, neuronal immediate early ge- 2.62 0.0180 -3.81 0.0043
ne, 3

1ID2B M96843 Striated muscle contraction regulatory -1.08 0.0190 3.51 0.0000
protein

IL-1H1 NM 019618 Interleukin-1 homolog 1 -1.81  0.0006 4.54  0.0000

KRTHAT NM 003770 Keratin, hair, acidic, 7 -4.03  0.0152 4.07  0.0036

MPL NM 005373  Myeloproliferative leukemia virus on- -1.63 0.0141 3.25 0.0006
cogene

NFKBIA NM 020529 Nuclear factor of kappa light polypep- -1.10 0.0467 5.09 0.0000

tide gene enhancer in B-cells inhibitor,
alpha
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Tabelle 25.: Bekannte Gene, die sowohl durch IL-13 als auch durch ML 3595 reguliert werden.
loga R gibt den Zweier-Logarithmus des Expressionsverhéltnisses zwischen Probe und jeweiliger Kontrolle an.
Gen-Symbol  GenBank Gen-Beschreibung Regulation durch
Zugangs-Nr. ML 3595 1L-18
logg R p-Wert logo R p-Wert
NUP160 NM 015231  Nucleoporin 160kD -2.69  0.0029 2.87  0.0031
RAB5C NM 004583 RABS5C, member RAS oncogene fami- -1.25 0.0415 4.73 0.0000
ly
RGS13 NM 002927 Regulator of G-protein signalling 13 2.84 0.0051 -2.94 0.0097
SHARP NM 015001 SMART/HDAC1 associated repressor 2.80  0.0106 -2.58  0.0051
protein
SLC9A3R1 NM 004252 Solute carrier family 9 (sodi- -3.83  0.0055 4.07  0.0042
um/hydrogen exchanger), isoform
3 regulatory factor 1
SLC9A3R2 NM 004785 Solute carrier family 9 (sodi- 1.07  0.0297 -1.45 0.0085
um/hydrogen exchanger), isoform
3 regulatory factor 2
SOD2 NM 000636 Superoxide dismutase 2, mitochondrial -1.49 0.0094 6.23  0.0000
SST NM 001048 Somatostatin 1.65  0.0356 -2.18  0.0088
ST14 NM 021978  Suppression of tumorigenicity 14 (co- 1.32  0.0015 -1.48  0.0005
lon carcinoma, matriptase, epithin)
TNFRSF6B NM 016434 Tumor necrosis factor receptor super- 2.34 0.0003 -2.37 0.0006

family, member 6b, decoy

Tabelle 26.: Bekannte Gene, die von IL-13, SB203580, Birb 796 und ML 3595 gemeinsam reguliert werden.
logz R gibt den Zweier-Logarithmus des Expressionsverhéltnisses zwischen Probe und jeweiliger Kontrolle an. IL-13-
stimulierte Zellen wurden mit unbehandelten Kontrollzellen verglichen, inhibierte und stimulierte Zellen wurden mit
stimulierten Zellen ohne Inhibitorzugabe verglichen.

Gen-Symbol  GenBank Gen-Beschreibung loga R
Zugangs-Nr. IL-13 SB203580 Birb 796 ML 3595

RAB5C NM 004583 RAB5C, member RAS oncogene 4.73 -4.59 -4.65 -1.25
family

KRTHAT NM 003770 Keratin, hair, acidic, 7 4.07 -2.37 -3.53 -4.03

NUP160 NM 015231  Nucleoporin 160kD 2.87 -2.27 -2.51 -2.69

MPL NM 005373  Myeloproliferative leukemia virus 3.25 -2.26 -3.20 -1.63
oncogene

FACVL1 NM 003645 Fatty-acid-Coenzyme A ligase, ve- 1.51 -1.72 -1.01 -1.10
ry long

SOD2 NM _ 000636  Superoxide dismutase 2, mitochon- 6.23 -1.60 -2.02 -1.49
drial

RHEB2 NM_ 005614 Ras homolog enriched in brain 2 1.44 -1.13 -1.74 -1.55

FKBP9 NR 003949  FK506 binding protein 9 (63 kD) -2.22 1.05 1.50 1.27

HOMER-3 NM_ 004838 Homer, neuronal immediate early  -3.81 1.89 2.76 2.62
gene, 3

CPSF1 NM 013291 Cleavage and polyadenyl. specific -2.06 2.69 1.95 1.76

factor 1

A.2.1.3. Listen ausgewahlter Gene

Tabelle 27.: EZM-assoziierte Gene, die durch IL-13 und/oder durch SB203580 reguliert werden.

loga R gibt den Zweier-Logarithmus des Expressionsverhéltnisses zwischen Probe und jeweiliger Kontrolle an. IL-13-
stimulierte Zellen wurden mit unbehandelten Kontrollzellen verglichen, inhibierte und stimulierte Zellen wurden mit
stimulierten Zellen ohne Inhibitorzugabe verglichen.

Gen-Symbol  GenBank Gen-Beschreibung Regulation durch
Zugangs-Nr. 1L-18 SB203580
logo R p-Wert logo R p-Wert
IL-18- und SB203580-koregulierte Gene
COL4A6 NM 033641  Collagen, type IV, alpha 6 1.43 0.0081 -1.52 0.0227
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Tabelle 27.: EZM-assoziierte Gene, die durch IL-13 und / oder durch SB203580 reguliert werden.
loga R gibt den Zweier-Logarithmus des Expressionsverhéltnisses zwischen Probe und jeweiliger Kontrolle an.
Gen-Symbol  GenBank Gen-Beschreibung Regulation durch
Zugangs-Nr. 1L-13 SB203580
logo R p-Wert logo R p-Wert
ITGA2B NM 000419 Integrin, alpha 2b (platelet glycopro- 2.01 0.0009 -1.65 0.0265
tein IIb of IIb/IIla complex, antigen
CD41B)
MMP13 NM 002427  Matrix metalloproteinase 13 (collagen- 6.07 0.0008 -3.77 0.0003
ase 3)
NOS2A NM 000625 Nitric oxide synthase 2A (inducible, 4.56 0.0022 -2.46  0.0027
hepatocytes)
IL-13-regulierte Gene
ADAMTSI10 AF163762 A disintegrin-like and metalloprotease 2.56 0.0026 -0.63  0.2995
(reprolysin type) with thrombospon-
din type 1 motif, 10
ADAMTS3 AB002364 A disintegrin-like and metalloprotease 1.25  0.0036 0.59  0.4865
(reprolysin type) with thrombospon-
din type 1 motif, 3
AMELY NM 001143  Amelogenin (Y chromosome) 1.77  0.0004 -0.62  0.1752
APP NM 000484  Amyloid beta (A4) precursor protein -3.03  0.0019 -0.11  0.8866
(protease nexin-II, Alzheimer disease)
BMP2 NM 001200 Bone morphogenetic protein 2 1.84 0.0006 -0.42 0.2025
BMP3 NM 001201 Bone morphogenetic protein 3 (osteo- 1.47 0.0225 -0.35 0.4542
genic)
BMPR2 NM 001204 Bone morphogenetic protein receptor, 2.53 0.0014 -1.29 0.3890
type II (serine/threonine kinase)
CD44 AJ251595 CD44 antigen (homing function and 2.25 0.0000 1.09 0.2007
Indian blood group system)
CDH11 NM 033664 Cadherin 11, type 2, OB-cadherin -2.37 0.0001 0.97 0.4114
(osteoblast)
CDHS8 NM 001796  Cadherin 8, type 2 1.15 0.0075 -0.44 0.3663
CEBPB NM 005194 CCAAT /enhancer binding protein 2.41 0.0165 -0.59  0.1765
(C/EBP), beta
CILP NM 003613 Cartilage intermediate layer protein, -1.09 0.0147 0.92 0.2774
nucleotide pyrophosphohydrolase
COL10A1 NM 000493  Collagen, type X, alpha 1(Schmid me- -1.35 0.0022 0.53 0.2566
taphyseal chondrodysplasia)
COL11A1 NM 001854  Collagen, type XI, alpha 1 -1.74 0.0009 -1.02 0.0713
COL2A1 NM 001844  Collagen, type II, alpha 1 (prima- -2.34  0.0013 0.10  0.7861
ry osteoarthritis, spondyloepiphyseal
dysplasia, congenital)
COL4A2 AKO025912 Collagen, type IV, alpha 2 -1.16  0.0039 0.98  0.0714
COL5A1 NM 000093  Collagen, type V, alpha 1 -2.17  0.0003 0.67  0.1303
COL5A2 NM 000393  Collagen, type V, alpha 2 -1.68  0.0435 1.35  0.3399
COL6A1 NM 001848  Collagen, type VI, alpha 1 -1.21 0.0010 0.20 0.4371
CRABP1 NM 004378  Cellular retinoic acid binding protein 1 4.23  0.0009 0.78  0.5620
CTGF NM 001901  Connective tissue growth factor -5.29  0.0000 0.63  0.0727
CTSG NM 001911  Cathepsin G 1.69  0.0088 0.49  0.5025
CTSS AKO024855 Cathepsin S 1.87  0.0003 -0.59  0.4006
CYR61 NM 001554  Cysteine-rich, angiogenic inducer, 61 -1.03 0.0249 -0.20 0.5372
DKFZ AF245505 Adlican -3.34  0.0000 -0.08  0.7655
p56411922
FCN3 NM 003665 Ficolin (collagen/fibrinogen domain 1.45  0.0003 0.59  0.3664
containing) 3 (Hakata antigen)
FGFR2 NM 023028 Fibroblast growth factor receptor 2 -2.36 0.0009 0.74 0.1576
(bacteria-expressed kinase, keratinocy-
te growth factor receptor,
FLJ14440 AF251057 Thrombospondin 2.05  0.0011 -0.38  0.7204
FLRT1 NM 013280 Fibronectin leucine rich transmembra- -1.96 0.0029 2.03 0.0028
ne protein 1
HIP AY009951 Hedgehog-interacting protein 1.25 0.0003 -0.19 0.6021
HRH2 NM_ 022304 Histamine receptor H2 -1.00  0.0045 0.35  0.2018
ICAM1 NM 000201 Intercellular adhesion molecule 1 4.16  0.0000 0.58  0.5515

(CD54), human rhinovirus receptor
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Tabelle 27.: EZM-assoziierte Gene, die durch IL-13 und / oder durch SB203580 reguliert werden.
loga R gibt den Zweier-Logarithmus des Expressionsverhéltnisses zwischen Probe und jeweiliger Kontrolle an.
Gen-Symbol  GenBank Gen-Beschreibung Regulation durch
Zugangs-Nr. 1L-13 SB203580
logo R p-Wert logo R p-Wert
IFI27 NM 005532 Interferon, alpha-inducible protein 27 2.47 0.0004 -0.59 0.4012
1L11 NM 000641 Interleukin 11 1.23  0.0066 -0.86  0.0545
1L13 NM 002188 Interleukin 13 1.13  0.0025 -0.25  0.3587
IL1B NM 000576 Interleukin 1, beta 1.94  0.0000 0.02  0.9669
IL-1H1 NM 019618 Interleukin-1 homolog 1 4.54  0.0000 0.21  0.8689
1L.2 NM 000586 Interleukin 2 3.42  0.0001 -0.91  0.5188
1L23A NM 016584 Interleukin 23, alpha subunit p19 1.80 0.0001 -1.35 0.0575
1L6 NM 000600 Interleukin 6 (interferon, beta 2) 7.54  0.0005 1.00 0.1515
IRF1 NM 002198 Interferon regulatory factor 1 5.62 0.0000 -1.97 0.0595
ITGA11 AF109681 Integrin, alpha 11 -3.47  0.0000 0.19  0.3789
ITGB3 NM 000212 Integrin, beta 3 (platelet glycoprotein 1.18 0.0310 0.03 0.9341
IIIa, antigen CD61)
ITGB5 NM 002213 Integrin, beta 5 -1.30  0.0038 0.58  0.1650
KAL1 NM 000216 Kallmann syndrome 1 sequence -1.02 0.0109 0.70 0.1592
LAMRI1 AK055991 Laminin receptor 1 (67kD, ribosomal -1.60  0.0002 0.02  0.9549
protein SA)
LIF NM 002309 Leukemia inhibitory factor (cholinergic 4.47 0.0003 0.03 0.9460
differentiation factor)
LTBP2 NM 000428 Latent transforming growth factor be- -1.19 0.0013 0.30  0.3503
ta binding protein 2
MATN2 NM_ 002380  Matrilin 2 -1.02 0.0138 0.05 0.8564
MATN4 NM 003833 Matrilin 4 -1.18  0.0073 -0.89  0.0649
MMP1 NM 002421 Matrix metalloproteinase 1 (interstiti- 6.06  0.0001 0.66  0.0634
al collagenase)
MMP10 NM 002425 Matrix metalloproteinase 10 (strome- 1.23 0.0215 -0.78  0.2627
lysin 2)
MMP17 NM 016155 Matrix metalloproteinase 17 1.12  0.0138 -0.72  0.0861
(membrane-inserted)
MMP24 NM 006690 Matrix metalloproteinase 24 -1.07  0.0015 0.46  0.2247
(membrane-inserted)
NFKBIA NM 020529 Nuclear factor of kappa light polypep- 5.09 0.0000 0.41 0.7745
tide gene enhancer in B-cells inhibitor,
alpha
OGN NM 033014  Osteoglycin (osteoinductive factor, mi- -1.85 0.0375 0.01 0.9797
mecan)
PCDH20 NM 022843 Protocadherin 20 4.74  0.0001 -0.89  0.6099
PDGFRA NM 006206 Platelet-derived growth factor recep- -1.96  0.0013 0.17  0.7415
tor, alpha polypeptide
PIAS3 NM 006099  Protein inhibitor of activated STAT3 1.32  0.0066 -0.94  0.0709
PLAU NM 002658 Plasminogen activator, urokinase 1.67 0.0019 0.90 0.0902
PRG1 NM 002727  Proteoglycan 1, secretory granule 3.36 0.0003 -0.02 0.9792
PTGS2 NM 000963 Prostaglandin-endoperoxide synthase 7.77  0.0002 -1.56  0.3090
2 (prostaglandin G/H synthase and cy-
clooxygenase)
SCYA2 NM 002982  Small inducible cytokine A2 (monocy- 4.55  0.0063 -0.19  0.3947
te chemotactic protein 1)
SCYB11 NM _ 005409 Small inducible cytokine subfamily B 1.29 0.0014 -0.49 0.2980
(Cys-X-Cys), member 11
SPARC NM 003118  Secreted protein, acidic, cysteine-rich -1.74 0.0024 0.61 0.4917
(osteonectin)
SPOCK NM 004598  Sparc/osteonectin, cwev and kazal-like -1.85 0.0043 1.49 0.0831
domains proteoglycan (testican)
STAT1 NM 007315 Signal transducer and activator of 1.42  0.0047 1.65  0.1795
transcription 1, 91kD
TFPI2 NM 006528 Tissue factor pathway inhibitor 2 4.58 0.0003 1.11 0.2220
THBS1 NM 003246  Thrombospondin 1 -1.71 0.0007 -0.15 0.7141
THBS2 NM 003247 Thrombospondin 2 -2.31 0.0015 0.24 0.6145
THBS4 NM 003248 Thrombospondin 4 -1.11 0.0273 1.73 0.2374
THY1 AKO057865 Thy-1 cell surface antigen -1.15 0.0036 -0.22  0.8166
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Tabelle 27.: EZM-assoziierte Gene, die durch IL-13 und / oder durch SB203580 reguliert werden.
loga R gibt den Zweier-Logarithmus des Expressionsverhéltnisses zwischen Probe und jeweiliger Kontrolle an.
Gen-Symbol  GenBank Gen-Beschreibung Regulation durch
Zugangs-Nr. 1L-13 SB203580
logo R p-Wert logo R p-Wert
TIMP3 NM_000362 Tissue inhibitor of metalloproteinase 1.21  0.0462 -0.20  0.6204
3 (Sorsby fundus dystrophy, pseudoin-
flammatory)
TNFRSF11B  NM _ 002546  Tumor necrosis factor receptor super- 3.35 0.0001 -1.08 0.1935
family, member 11b (osteoprotegerin)
TNFRSF1A NM 001065 Tumor necrosis factor receptor super- -1.11 0.0049 0.30 0.6672
family, member 1A
VCAM1 NM 001078  Vascular cell adhesion molecule 1 2.28 0.0003 -0.91 0.2218
VEGF AF022375 Vascular endothelial growth factor 1.80 0.0013 -0.10 0.8752
WNT5A NM _ 003392  Wingless-type MMTYV integration site 1.05 0.0040 0.62 0.2720
family, member 5A
SB203580-regulierte Gene
ADAM15 NM 003815 A disintegrin and metalloproteinase 0.28  0.2927 -1.09  0.0279
domain 15 (metargidin)
CRTL1 NM 001884  Cartilage linking protein 1 0.66  0.2882 -1.76  0.0068
FN1 NM 002026 Fibronectin 1 0.98  0.4600 -1.15  0.0284
GPC3 NM 004484  Glypican 3 0.88  0.2506 -1.41 0.0350
IBSP NM 004967 Integrin-binding sialoprotein (bone 0.44 0.5514 1.04 0.0134
sialoprotein, bone sialoprotein II)
ITGA9 NM 002207  Integrin, alpha 9 0.55 0.1721 -1.64 0.0265
JUN NM 002228  V-jun sarcoma virus 17 oncogene ho- 0.78 0.0634 -1.11 0.0468
molog (avian)
MADH2 NM 005901 MAD, mothers against decapentaple- -0.75 0.0275 1.49  0.0152
gic homolog 2 (Drosophila)
NID NM 002508 Nidogen (enactin) 0.09 0.8643 1.16  0.0499
TGFBI NM 000358 Transforming growth factor, beta- -1.03 0.1692 -2.19  0.0332

induced, 68kD

Tabelle 28.: Zytoskelett-assoziierte Gene, die durch IL-13 und/oder durch SB203580 reguliert werden.
logo R gibt den Zweier-Logarithmus des Expressionsverhéltnisses zwischen Probe und jeweiliger Kontrolle an. IL-13-
stimulierte Zellen wurden mit unbehandelten Kontrollzellen verglichen, inhibierte und stimulierte Zellen wurden mit

stimulierten Zellen ohne Inhibitorzugabe verglichen.

Gen-Symbol  GenBank Gen-Beschreibung Regulation durch
Zugangs-Nr. IL-15 SB203580
logg R p-Wert loga R p-Wert

IL-18- und SB203580-koregulierte Gene

CDC42BPB NM 006035 CDC42 binding protein kinase beta -1.70 0.0140 2.64  0.0046

EMAPL NM 004434 Echinoderm microtubule-assoc. -3.38  0.0353 3.40  0.0199
protein-like

ITGA2B NM 000419 Integrin, alpha 2b (platelet glycoprote- 2.01 0.0009 -1.65 0.0265
in IIb)

ITGB3BP NM 014288 Integrin beta 3 binding protein 2.62 0.0369 1.18  0.0195

KRTHAT NM_ 003770 Keratin, hair, acidic, 7 4.07  0.0036 -2.37  0.0151

LASP1 NM 006148 LIM and SH3 protein 1 -1.29 0.0007 1.22 0.0180

PDLIM1 NM 020992 PDZ and LIM domain 1 (elfin) -1.50 0.0253 1.16  0.0280

SGCB NM 000232  Sarcoglycan, beta -3.46 0.0016 2.66  0.0087

SGCG NM 000231  Sarcoglycan, gamma -0.99 0.0176 2.64 0.0114

SLC9A3R1 NM 004252  Solute carrier family 9, isoform 3 regul. 4.07 0.0042 -2.89 0.0127
factor 1

TUBB NM 001069  Tubulin, beta polypeptide -2.42 0.0000 1.68 0.0136

IL-13-regulierte Gene

ACTG1 NM 001614  Actin, gamma 1 -1.37  0.0169 0.19  0.6019

ARPCI1B NM 005720  Actin related protein 2/3 complex -1.95 0.0043 0.66 0.1861

CALD1 NM 033138 Caldesmon 1 -1.78 0.0406 2.60  0.0630

CORO1A NM 007074  Coronin, actin binding protein, 1A -1.16 0.0027 0.21 0.5415

CORO1C AL162070 Coronin, actin binding protein, 1C -1.27 0.0042 0.92 0.0656
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Tabelle 28.: Zytoskelett-assoziierte Gene, die durch IL-13 und / oder durch SB203580 reguliert werden.
logz R gibt den Zweier-Logarithmus des Expressionsverhéltnisses zwischen Probe und jeweiliger Kontrolle an.

Gen-Symbol  GenBank Gen-Beschreibung Regulation durch
Zugangs-Nr. 1L-13 SB203580
logo R p-Wert loga R p-Wert
CPAP AF139625 Centrosomal P4.1-associated protein -1.47 0.0196 0.49 0.4782
FHL1 NM 001449  Four and a half LIM domains 1 -4.62 0.0015 -0.25 0.7558
FHL2 NM 001450 Four and a half LIM domains 2 -1.82 0.0006 0.30 0.7733
FHOS NM 013241 FHI1/FH2 domain-containing protein -1.12 0.0145 0.59 0.6090
GCP6 NM 020461 Gamma-tubulin complex component -1.01 0.0288 0.85 0.1714
ITGA11 AF109681 Integrin, alpha 11 -3.47  0.0000 0.19  0.3789
ITGB3 NM 000212 Integrin, beta 3 (platelet glycoprotein 1.18 0.0310 0.03 0.9341
111a)
ITGB5 NM 002213 Integrin, beta 5 -1.30  0.0038 0.58  0.1650
KIAA0429 NM 014751 KIAA0429 gene product 1.22  0.0060 0.00  0.9907
KIF3A NM_ 007054 Kinesin family member 3A 1.33 0.0411 0.30 0.6365
KIF4A NM_012310 Kinesin family member 4A 1.45  0.0057 0.77  0.4722
KIF9 NM 022342 Kinesin family member 9 1.10  0.0306 0.99  0.2190
KRT1 NM 006121  Keratin 1 -1.25  0.0365 1.30  0.1535
KRT9 NM 000226  Keratin 9 -1.14 0.0257 0.90 0.1822
LMNA NM 005572 Lamin A/C -1.22 0.0034 -0.04  0.8723
LRRFIP1 NM 004735 Leucine rich repeat interacting protein 1.02 0.0021 0.82 0.3608
1
MYO10 NM 012334 Myosin X 1.42  0.0034 -0.08  0.9164
MYO1A NM 005379 Myosin IA 1.50  0.0010 -0.17  0.5354
MYO1D AK026920 Myosin ID -1.68 0.0020 0.23 0.5831
MYO6 NM 004999 Myosin VI -1.75  0.0356 0.47  0.5685
PFN2 NM 053024 Profilin 2 -1.15  0.0029 0.05  0.8977
PKP2 NM 004572  Plakophilin 2 1.16  0.0007 -0.58  0.0683
PLS3 NM 005032 Plastin 3 (T isoform) -1.17  0.0051 -0.15  0.8436
PTK2 NM 005607 PTK2 protein tyrosine kinase 2 1.00 0.0330 -0.01 0.9802
SNTG1 NM 018967  Syntrophin, gamma 1 -2.30  0.0095 0.01 0.9854
SNTG2 NM_ 018968  Syntrophin, gamma 2 3.05 0.0101 0.06  0.9029
SPTA1 NM 003126  Spectrin, alpha, erythrocytic 1 -3.31 0.0002 0.07  0.9021
SPTAN1 NM 003127  Spectrin, alpha, non-erythrocytic 1 1.92 0.0063 0.20 0.7146
TEKT3 NM 031898  Tektin 3 1.69  0.0057 -0.29  0.8006
TPM2 NM 003289 Tropomyosin 2 (beta) -1.08  0.0132 0.08  0.8628
VIL1 NM 007127  Villin 1 1.21 0.0074 -0.22  0.5805
VIL2 NM 003379  Villin 2 (ezrin) 1.65  0.0006 -0.06  0.9239
SB203580-regulierte Gene
ACTL7A NM_ 006687  Actin-like 7TA -0.87 0.0896 1.50 0.0302
CYLC2 NM 001340  Cylicin 2 0.24 0.6874 -1.22 0.0197
DOCK1 NM 001380 Dedicator of cyto-kinesis 1 0.12  0.6211 -1.24  0.0102
EPB41 NM 004437  Erythrocyte membrane protein band 1.12 0.5030 -1.24 0.0437
4.1
FN1 NM 002026  Fibronectin 1 0.98 0.4600 -1.15 0.0284
HARP11 NM 018477 Hypothalamus protein HARP11 0.01 0.9700 3.67  0.0211
HINT AK054976 Histidine triad nucleotide binding pro- -0.89 0.2425 2.09 0.0343
tein
IQGAP2 NM 006633 IQ motif containing GTPase activating 0.73 0.3466 -1.93 0.0428
protein 2
KNSL5 NM 004856  Kinesin-like 5 (mitotic kinesin-like pro- -0.19  0.6919 1.83  0.0154
tein 1)
KRT7 NM_ 005556  Keratin 7 0.37  0.4057 -1.16  0.0105
KRTHB6 NM 002284  Keratin, hair, basic, 6 (monilethrix) -0.26 0.4843 -1.27  0.0073
MAPI1LC3A NM 032514  Microtubule-associated protein 1 light -0.34 0.0947 -2.55 0.0098
chain 3a
MAPT7 NM 003980  Microtubule-associated protein 7 0.22 0.3392 -2.28 0.0060
MAPRE2 NM 014268 Microtubule-associated protein, 0.70 0.1652 -3.06 0.0047
RP/EB family
MARKL1 ABO058763 MAP /microtubule affinity-regulating -0.52 0.4627 1.22 0.0218
kinase like 1
MLF1 NM 022443 Myeloid leukemia factor 1 0.56  0.3194 -1.05  0.0272
NF2 AF369658 Neurofibromin 2 (bilateral acoustic 0.03  0.9526 2.38  0.0072

neuroma)
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Tabelle 28.: Zytoskelett-assoziierte Gene, die durch IL-13 und / oder durch SB203580 reguliert werden.
logz R gibt den Zweier-Logarithmus des Expressionsverhéltnisses zwischen Probe und jeweiliger Kontrolle an.

Gen-Symbol  GenBank Gen-Beschreibung Regulation durch
Zugangs-Nr. 1L-13 SB203580
logo R p-Wert loga R p-Wert
PKP3 NM _ 007183  Plakophilin 3 0.57  0.0929 1.84  0.0104
RNF28 AF361946 Ring finger protein 28 -0.63  0.2947 1.35  0.0066
VIM NM 003380  Vimentin -1.54  0.0774 1.91 0.0009

A.2.2. Beeinflusste biologische Prozesse und Zellkomponenten

Tabelle 29.: Biologische Prozesse, an denen signifikant viele IL-13-regulierte Gene beteiligt sind (p < 0.05)
und denen in der ,,Gene Ontology* mindestens zehn Gene zugeordnet sind.
GO ID gibt die Identifikationsnummer des Prozesses in der ,Gene Ontology“ Datenbank an.

Anzahl involvierter Gene

Biologischer Prozess p-Wert  reguliert gesamt GO ID
immune system process < 0.0001 60 506 2376
immune response < 0.0001 47 372 6955
positive regulation of phosphorylation 0.0001 9 31 42327
positive regulation of phosphate metabolic process 0.0002 9 33 45937
positive regulation of phosphorus metabolic process 0.0002 9 33 10562
gas transport 0.0004 5 11 15669
regulation of cytokine biosynthetic process 0.0005 11 52 42035
phosphate transport 0.0005 11 52 6817
organ development 0.0006 78 821 48513
response to wounding 0.0006 36 306 9611
positive regulation of MAPKKK cascade 0.0006 6 17 43410
skeletal development 0.0007 23 168 1501
cytokine biosynthetic process 0.0010 11 56 42089
cytokine metabolic process 0.0012 11 57 42107
positive regulation of protein amino acid phosphorylation 0.0012 7 26 1934
response to stimulus 0.0018 123 1453 50896
response to chemical stimulus 0.0021 40 377 42221
inorganic anion transport 0.0022 16 109 15698
positive regulation of cytokine biosynthetic process 0.0026 8 37 42108
response to external stimulus 0.0028 45 443 9605
antigen processing and presentation of peptide antigen 0.0030 4 10 48002
positive regulation of cellular metabolic process 0.0031 31 278 31325
peptidyl-serine modification 0.0031 5 16 18209
positive regulation of macromolecule biosynthetic process 0.0034 9 47 10557
positive regulation of peptidyl-tyrosine phosphorylation 0.0041 5 17 50731
peptidyl-amino acid modification 0.0042 12 76 18193
peptidyl-tyrosine modification 0.0043 8 40 18212
macromolecule biosynthetic process 0.0045 40 393 9059
inflammatory response 0.0046 24 204 6954
positive regulation of metabolic process 0.0053 31 288 9893
response to hydrogen peroxide 0.0054 5 18 42542
hydrogen peroxide catabolic process 0.0063 4 12 42744
cytokine production 0.0071 12 81 1816
positive regulation of protein modification process 0.0074 7 35 31401
localization of cell 0.0075 30 283 51674
cell motility 0.0075 30 283 6928
hydrogen peroxide metabolic process 0.0086 4 13 42743
peptidyl-serine phosphorylation 0.0086 4 13 18105
regulation of defense response 0.0087 7 36 31347
extracellular matrix organization and biogenesis 0.0087 7 36 30198
calcium-mediated signaling 0.0087 5 20 19722
integrin-mediated signaling pathway 0.0089 8 45 7229
regulation of MAPKKK cascade 0.0091 6 28 43408
anatomical structure development 0.0101 106 1291 48856
hemopoiesis 0.0101 16 127 30097
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Tabelle 29.: Biologische Prozesse, an denen signifikant viele IL-13-regulierte Gene beteiligt sind (p < 0.05).
GO ID gibt die Identifikationsnummer des Prozesses in der ,Gene Ontology“ Datenbank an.

Anzahl involvierter Gene

Biologischer Prozess p-Wert  reguliert gesamt GO ID
negative regulation of biological process 0.0103 68 776 48519
biological process 0.0106 484 7062 8150
biological adhesion 0.0107 47 503 22610
cell adhesion 0.0107 47 503 7155
protein homooligomerization 0.0108 5 21 51260
cartilage development 0.0109 6 29 51216
positive regulation of cellular protein metabolic process 0.0111 9 56 32270
regulation of macromolecule biosynthetic process 0.0113 14 107 10556
response to oxidative stress 0.0115 10 66 6979
germ cell development 0.0115 4 14 7281
placenta development 0.0115 4 14 1890
positive regulation of T cell activation 0.0117 7 38 50870
oxygen and reactive oxygen species metabolic process 0.0117 7 38 6800
negative regulation of cellular process 0.0122 64 729 48523
anion transport 0.0125 16 130 6820
multicellular organismal metabolic process 0.0132 5 22 44236
response to reactive oxygen species 0.0132 5 22 302
response to stress 0.0153 61 697 6950
positive regulation of biosynthetic process 0.0154 9 59 9891
regulation of protein amino acid phosphorylation 0.0154 7 40 1932
system development 0.0156 93 1131 48731
regulation of inflammatory response 0.0160 5 23 50727
negative regulation of cell proliferation 0.0162 19 168 8285
localization 0.0168 136 1736 51179
enzyme linked receptor protein signaling pathway 0.0170 22 204 7167
positive regulation of protein metabolic process 0.0171 9 60 51247
hemopoietic or lymphoid organ development 0.0174 16 135 48534
antigen processing and presentation 0.0175 7 41 19882
hormone secretion 0.0175 6 32 46879
regulation of actin polymerization and/or depolymerizati- 0.0175 6 32 8064
on

tissue remodeling 0.0181 11 81 48771
leukocyte differentiation 0.0187 10 71 2521
anatomical structure morphogenesis 0.0197 52 587 9653
actin polymerization and/or depolymerization 0.0198 7 42 8154
regulation of localization 0.0204 14 115 32879
regulation of phosphorylation 0.0209 9 62 42325
myeloid cell differentiation 0.0209 9 62 30099
regulation of biosynthetic process 0.0215 15 127 9889
regulation of cell proliferation 0.0216 34 357 42127
regulation of biological quality 0.0228 56 645 65008
isoprenoid metabolic process 0.0232 4 17 6720
regulation of actin filament length 0.0233 6 34 30832
translation 0.0240 23 223 6412
taxis 0.0243 10 74 42330
I-kappaB kinase/NF-kappaB cascade 0.0243 10 74 7249
chemotaxis 0.0243 10 74 6935
negative regulation of hormone secretion 0.0249 3 10 46888
macrophage differentiation 0.0249 3 10 30225
neutrophil chemotaxis 0.0249 3 10 30593
cartilage condensation 0.0249 3 10 1502
regulation of phosphorus metabolic process 0.0252 9 64 51174
regulation of phosphate metabolic process 0.0252 9 64 19220
cell-matrix adhesion 0.0252 9 64 7160
cell proliferation 0.0253 49 556 8283
response to virus 0.0256 8 54 9615
T cell activation 0.0265 10 75 42110
T cell differentiation 0.0266 6 35 30217
transmembrane receptor protein tyrosine kinase signaling 0.0268 16 142 7169
pathway

cell-substrate adhesion 0.0276 9 65 31589
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Tabelle 29.: Biologische Prozesse, an denen signifikant viele IL-13-regulierte Gene beteiligt sind (p < 0.05).
GO ID gibt die Identifikationsnummer des Prozesses in der ,Gene Ontology“ Datenbank an.

Anzahl involvierter Gene

Biologischer Prozess p-Wert  reguliert gesamt GO ID
positive regulation of nucleobase, nucleoside, nucleotide 0.0279 21 202 45935
and nucleic acid metabolic process

positive regulation of transcription 0.0280 20 190 45941
multicellular organismal macromolecule catabolic process 0.0283 4 18 44266
multicellular organismal macromolecule metabolic process 0.0283 4 18 44259
multicellular organismal protein catabolic process 0.0283 4 18 44254
multicellular organismal protein metabolic process 0.0283 4 18 44268
protein digestion 0.0283 4 18 44256
collagen catabolic process 0.0283 4 18 30574
Wnt receptor signaling pathway, calcium modulating pa- 0.0283 4 18 7223
thway

immune system development 0.0284 16 143 2520
regulation of cellular protein metabolic process 0.0289 17 155 32268
homeostasis of number of cells 0.0301 6 36 48872
regulation of cellular component size 0.0301 6 36 32535
biomineral formation 0.0302 9 66 31214
ossification 0.0302 9 66 1503
regulation of peptidyl-tyrosine phosphorylation 0.0308 5 27 50730
growth 0.0324 18 169 40007
regulation of alpha-beta T cell activation 0.0326 3 11 46634
interleukin-6 biosynthetic process 0.0326 3 11 42226
sterol metabolic process 0.0329 9 67 16125
response to biotic stimulus 0.0336 16 146 9607
defense response 0.0339 32 344 6952
regulation of actin cytoskeleton organization and biogene- 0.0340 6 37 32956
sis

regulation of response to external stimulus 0.0340 6 37 32101
developmental growth 0.0341 4 19 48589
generation of a signal involved in cell-cell signaling 0.0342 8 57 3001
maintenance of localization 0.0355 5 28 51235
T cell proliferation 0.0355 5 28 42098
response to other organism 0.0359 12 101 51707
negative regulation of developmental process 0.0367 24 245 51093
regulation of actin filament-based process 0.0382 6 38 32970
peptidyl-tyrosine phosphorylation 0.0382 6 38 18108
positive regulation of lymphocyte activation 0.0385 7 48 51251
positive regulation of immune system process 0.0390 11 91 2684
multicellular organismal catabolic process 0.0404 4 20 44243
collagen metabolic process 0.0404 4 20 32963
regulation of actin filament depolymerization 0.0404 4 20 30834
actin filament depolymerization 0.0404 4 20 30042
pyrimidine nucleotide metabolic process 0.0404 4 20 6220
positive regulation of signal transduction 0.0409 12 103 9967
coagulation 0.0422 10 81 50817
blood coagulation 0.0422 10 81 7596
regulation of T cell activation 0.0424 7 49 50863
positive regulation of cell differentiation 0.0424 7 49 45597
protein oligomerization 0.0427 6 39 51259
developmental maturation 0.0427 6 39 21700
cellular macromolecule metabolic process 0.0432 132 1734 44260
protein kinase cascade 0.0448 24 250 7243
anti-apoptosis 0.0455 14 128 6916
regulation of cell growth 0.0476 11 94 1558
programmed cell death 0.0479 45 526 12501
regulation of developmental process 0.0487 46 540 50793
bone remodeling 0.0489 9 72 46849

digestion 0.0489 9 72 7586
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Tabelle 30.: Biologische Prozesse, an denen signifikant viele Birb 796-regulierte Gene beteiligt sind (p <
0.05) und denen in der ,,Gene Ontology* mehr als ein Gen zugeordnet ist.
GO ID gibt die Identifikationsnummer des Prozesses in der ,,Gene Ontology* Datenbank an.

Anzahl involvierter Gene

Biologischer Prozess p-Wert  reguliert gesamt GO ID
immune system process 0.0003 28 506 2376
immune response 0.0005 22 372 6955
response to virus 0.0006 7 54 9615
response to stimulus 0.0007 59 1453 50896
antigen processing and presentation of peptide antigen via 0.0010 3 8 2474
MHC class I

cell differentiation 0.0015 46 1095 30154
cellular developmental process 0.0015 46 1095 48869
developmental growth 0.0015 4 19 48589
regulation of developmental process 0.0016 27 540 50793
apoptotic program 0.0016 7 63 8632
response to biotic stimulus 0.0021 11 146 9607
antigen processing and presentation of peptide antigen 0.0021 3 10 48002
developmental process 0.0022 73 1984 32502
tube development 0.0029 8 89 35295
oxygen and reactive oxygen species metabolic process 0.0035 5 38 6800
regulation of nitrogen compound metabolic process 0.0037 3 12 51171
cell development 0.0039 34 780 48468
tissue development 0.0040 13 205 9888
response to wounding 0.0042 17 306 9611
STAT protein nuclear translocation 0.0043 2 4 7262
regulation of vascular endothelial growth factor receptor  0.0043 2 4 30947
signaling pathway

regulation of biological process 0.0056 82 2361 50789
lung development 0.0058 4 27 30324
respiratory tube development 0.0058 4 27 30323
response to other organism 0.0062 8 101 51707
growth 0.0065 11 169 40007
caspase activation 0.0066 4 28 6919
embryonic heart tube development 0.0070 2 5 35050
positive regulation of nitric oxide biosynthetic process 0.0070 2 5 45429
cellular component disassembly 0.0075 4 29 22411
positive regulation of caspase activity 0.0075 4 29 43280
apoptosis 0.0079 24 521 6915
cell structure disassembly during apoptosis 0.0087 3 16 6921
cell death 0.0089 25 555 8219
death 0.0089 25 555 16265
programmed cell death 0.0089 24 526 12501
biological regulation 0.0102 90 2691 65007
positive regulation of nitrogen compound metabolic pro- 0.0104 2 6 51173
cess

positive regulation of oxidoreductase activity 0.0104 2 6 51353
regulation of vasodilation 0.0104 2 6 42312
thyroid gland development 0.0104 2 6 30878
tissue regeneration 0.0104 2 6 42246
platelet activation 0.0121 3 18 30168
UTP biosynthetic process 0.0143 2 7 6228
UTP metabolic process 0.0143 2 7 46051
regulation of muscle cell differentiation 0.0143 2 7 51147
regulation of nitric oxide biosynthetic process 0.0143 2 7 45428
regulation of defense response 0.0161 4 36 31347
negative regulation of developmental process 0.0166 13 245 51093
regulation of caspase activity 0.0177 4 37 43281
regulation of endopeptidase activity 0.0177 4 37 52548
regulation of peptidase activity 0.0177 4 37 52547
regulation of apoptosis 0.0179 18 385 42981
response to external stimulus 0.0182 20 443 9605
sensory perception of mechanical stimulus 0.0184 7 99 50954
sensory perception of sound 0.0184 7 99 7605
regulation of cellular process 0.0186 74 2191 50794
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Tabelle 30.: Biologische Prozesse, an denen signifikant viele Birb 796-regulierte Gene beteiligt sind (p <

0.05).

GO ID gibt die Identifikationsnummer des Prozesses in der ,,Gene Ontology* Datenbank an.

Anzahl involvierter Gene

Biologischer Prozess p-Wert  reguliert gesamt GO ID
CTP biosynthetic process 0.0187 2 8 6241
CTP metabolic process 0.0187 2 8 46036
pyrimidine ribonucleoside triphosphate biosynthetic pro- 0.0187 2 8 9209
cess

pyrimidine ribonucleoside triphosphate metabolic process 0.0187 2 8 9208
regeneration 0.0187 2 8 31099
wound healing 0.0193 7 100 42060
regulation of programmed cell death 0.0197 18 389 43067
mitochondrion organization and biogenesis 0.0235 5 60 7005
GTP biosynthetic process 0.0236 2 9 6183
GTP metabolic process 0.0236 2 9 46039
branched chain family amino acid catabolic process 0.0236 2 9 9083
fat cell differentiation 0.0236 2 9 45444
release of cytochrome c from mitochondria 0.0236 2 9 1836
multi-organism process 0.0239 10 178 51704
organ development 0.0240 32 821 48513
response to stress 0.0241 28 697 6950
antigen processing and presentation 0.0249 4 41 19882
defense response 0.0260 16 344 6952
positive regulation of cellular process 0.0283 27 676 48522
pyrimidine nucleoside triphosphate metabolic process 0.0290 2 10 9147
vascular endothelial growth factor receptor signaling pa- 0.0290 2 10 48010
thway

regulation of endocytosis 0.0297 3 25 30100
negative regulation of biological process 0.0314 30 776 48519
innate immune response 0.0319 5 65 45087
positive regulation of cellular component organization and 0.0337 4 45 51130
biogenesis

positive regulation of innate immune response 0.0348 2 11 45089
pyrimidine ribonucleotide biosynthetic process 0.0348 2 11 9220
pyrimidine ribonucleotide metabolic process 0.0348 2 11 9218
regulation of innate immune response 0.0348 2 11 45088
sensory perception of pain 0.0348 2 11 19233
vesicle organization and biogenesis 0.0348 2 11 16050
regulation of cell proliferation 0.0350 16 357 42127
negative regulation of cellular process 0.0399 28 729 48523
skeletal development 0.0405 9 168 1501
DNA fragmentation during apoptosis 0.0410 2 12 6309
branched chain family amino acid metabolic process 0.0410 2 12 9081
natural killer cell activation 0.0410 2 12 30101
regulation of oxidoreductase activity 0.0410 2 12 51341
spermatid development 0.0410 2 12 7286
nitrogen compound metabolic process 0.0411 12 250 6807
regulation of blood pressure 0.0414 4 48 8217
epithelial cell differentiation 0.0437 3 29 30855
positive regulation of biological process 0.0449 28 737 48518
regulation of biological quality 0.0465 25 645 65008
regulation of protein catabolic process 0.0476 2 13 42176
spermatid differentiation 0.0476 2 13 48515
regulation of molecular function 0.0483 15 343 65009
cellular biosynthetic process 0.0497 21 525 44249

Tabelle 31.: Biologische Prozesse, an denen signifikant viele ML 3595-regulierte Gene beteiligt sind (p <
0.05) und denen in der ,,Gene Ontology* mehr als ein Gen zugeordnet ist.

GO ID gibt die Identifikationsnummer des Prozesses in der ,Gene Ontology“ Datenbank an.

Biologischer Prozess

p-Wert

Anzahl involvierter Gene

reguliert

gesamt

GO ID

Notch signaling pathway

0.0013

4

33

7219
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Tabelle 31.: Biologische Prozesse, an denen signifikant viele ML 3595-regulierte Gene beteiligt sind (p <

0.05).

GO ID gibt die Identifikationsnummer des Prozesses in der ,,Gene Ontology* Datenbank an.

Anzahl involvierter Gene

Biologischer Prozess p-Wert  reguliert gesamt GO ID
striated muscle development 0.0028 5 66 14706
embryonic skeletal morphogenesis 0.0072 2 9 48704
skeletal muscle development 0.0075 4 53 7519
embryonic skeletal development 0.0089 2 10 48706
cell development 0.0093 20 780 48468
regulation of G-protein coupled receptor protein signaling 0.0094 3 30 8277
pathway

cell communication 0.0112 44 2200 7154
cellular developmental process 0.0150 25 1095 48869
cell differentiation 0.0150 25 1095 30154
muscle fiber development 0.0156 3 36 48747
skeletal muscle fiber development 0.0156 3 36 48741
skeletal morphogenesis 0.0174 2 14 48705
somitogenesis 0.0199 2 15 1756
regulation of neuron differentiation 0.0225 2 16 45664
localization of cell 0.0238 9 284 51674
cell motility 0.0238 9 284 6928
developmental process 0.0242 39 1984 32502
small GTPase mediated signal transduction 0.0246 7 195 7264
negative regulation of signal transduction 0.0265 4 7 9968
regulation of signal transduction 0.0278 9 292 9966
response to hydrogen peroxide 0.0282 2 18 42542
regulation of cell differentiation 0.0288 5 117 45595
myoblast migration 0.0292 1 2 51451
regulation of timing of cell differentiation 0.0292 1 2 48505
actin nucleation 0.0292 1 2 45010
apocarotenoid metabolic process 0.0292 1 2 43288
retinal metabolic process 0.0292 1 2 42574
retinoic acid metabolic process 0.0292 1 2 42573
regulation of development, heterochronic 0.0292 1 2 40034
regulation of sodium:hydrogen antiporter activity 0.0292 1 2 32415
subpallium development 0.0292 1 2 21544
protein myristoylation 0.0292 1 2 18377
protein amino acid myristoylation 0.0292 1 2 18319
muscle cell migration 0.0292 1 2 14812
male meiosis I 0.0292 1 2 7141
N-terminal protein lipidation 0.0292 1 2 6498
N-terminal protein myristoylation 0.0292 1 2 6499
very-long-chain fatty acid metabolic process 0.0292 1 2 38
actin filament polymerization 0.0312 2 19 30041
glial cell differentiation 0.0343 2 20 10001
development of primary male sexual characteristics 0.0376 2 21 46546
multicellular organismal process 0.0377 41 2170 32501
actin cytoskeleton organization and biogenesis 0.0379 5 126 30036
transmission of nerve impulse 0.0382 8 261 19226
regulation of small GTPase mediated signal transduction 0.0390 4 87 51056
segmentation 0.0409 2 22 35282
response to reactive oxygen species 0.0409 2 22 302
muscle development 0.0413 5 129 7517
apoptosis 0.0418 13 521 6915
di-, tri-valent inorganic anion homeostasis 0.0435 1 3 55061
phosphate ion homeostasis 0.0435 1 3 55062
positive regulation of muscle cell differentiation 0.0435 1 3 51149
positive regulation of myoblast differentiation 0.0435 1 3 45663
positive regulation of macrophage differentiation 0.0435 1 3 45651
enucleate erythrocyte differentiation 0.0435 1 3 43353
response to exogenous dsRNA 0.0435 1 3 43330
negative regulation of NF-kappaB import into nucleus 0.0435 1 3 42347
induction of programmed cell death by hormones 0.0435 1 3 35081
cellular phosphate ion homeostasis 0.0435 1 3 30643
cellular di-, tri-valent inorganic anion homeostasis 0.0435 1 3 30319
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Tabelle 31.: Biologische Prozesse, an denen signifikant viele ML 3595-regulierte Gene beteiligt sind (p <

0.05).

GO ID gibt die Identifikationsnummer des Prozesses in der ,,Gene Ontology* Datenbank an.

Anzahl involvierter Gene

Biologischer Prozess p-Wert  reguliert gesamt GO ID
pancreatic juice secretion 0.0435 1 3 30157
synaptic vesicle docking during exocytosis 0.0435 1 3 16081
protein lipoylation 0.0435 1 3 9249
induction of apoptosis by hormones 0.0435 1 3 8628
cytoplasmic sequestering of NF-kappaB 0.0435 1 3 7253
metabotropic glutamate receptor signaling pathway 0.0435 1 3 7216
response to oxygen radical 0.0435 1 3 305
response to superoxide 0.0435 1 3 303
programmed cell death 0.0446 13 526 12501
Wnt receptor signaling pathway 0.0463 4 92 16055
establishment and/or maintenance of cell polarity 0.0480 2 24 7163

Tabelle 32.: Biologische Prozesse, an denen signifikant viele SB203580-regulierte Gene beteiligt sind (p <
0.05) und denen in der ,,Gene Ontology* mehr als ein Gen zugeordnet ist.

GO ID gibt die Identifikationsnummer des Prozesses in der ,Gene Ontology* Datenbank an.

Anzahl involvierter Gene

Biologischer Prozess p-Wert  reguliert gesamt GO ID
translation 0.0004 18 225 6412
superoxide metabolic process 0.0011 4 15 6801
hemopoietic progenitor cell differentiation 0.0011 2 2 2244
translational elongation 0.0035 3 10 6414
cellular biosynthetic process 0.0036 29 525 44249
sulfate transport 0.0078 3 13 8272
defense response 0.0088 20 344 6952
macromolecule biosynthetic process 0.0099 22 395 9059
biopolymer biosynthetic process 0.0140 4 29 43284
biosynthetic process 0.0195 35 751 9058
regulation of DNA replication 0.0196 3 18 6275
photoreceptor cell maintenance 0.0201 2 7 45494
fear response 0.0201 2 7 42596
endosome organization and biogenesis 0.0201 2 7 7032
negative regulation of protein amino acid phosphorylation 0.0262 2 8 1933
sensory perception of chemical stimulus 0.0332 5 55 7606
sensory perception of smell 0.0346 4 38 7608
oxygen and reactive oxygen species metabolic process 0.0346 4 38 6800
inflammatory response 0.0353 12 204 6954
actin filament bundle formation 0.0404 2 10 51017
cortical cytoskeleton organization and biogenesis 0.0404 2 10 30865
somatic recombination of immunoglobulin gene segments 0.0404 2 10 16447
negative regulation of blood coagulation 0.0483 2 11 30195
negative regulation of DNA replication 0.0483 2 11 8156

Tabelle 33.: Zellkomponenten, an denen signifikant viele IL-13-regulierte Gene beteiligt sind (p < 0.05).

GO ID gibt die Identifikationsnummer des Prozesses in der ,Gene Ontology* Datenbank an.

Anzahl involvierter Gene

Zellkomponente p-Wert  reguliert gesamt GO ID
extracellular region part < 0.0001 72 542 44421
extracellular matrix part < 0.0001 17 80 44420
extracellular matrix < 0.0001 47 226 31012
proteinaceous extracellular matrix < 0.0001 47 225 5578
extracellular region < 0.0001 101 1010 5576
collagen 0,0002 9 33 5581
MHC protein complex 0,0007 7 24 42611
cellular component 0,0014 489 7094 5575
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Tabelle 33.: Zellkomponenten, an denen signifikant viele IL-13-regulierte Gene beteiligt sind (p < 0.05).
GO ID gibt die Identifikationsnummer des Prozesses in der ,Gene Ontology“ Datenbank an.

Anzahl involvierter Gene

Zellkomponente p-Wert  reguliert gesamt GO ID
cortical actin cytoskeleton 0,0016 5 14 30864
basement membrane 0,0017 10 51 5604
coated pit 0,0024 7 29 5905
cytoplasm 0,0043 242 3195 5737
syntrophin complex 0,0044 2 2 16013
fibrillar collagen 0,0044 4 11 5583
cytosolic part 0,0080 16 124 44445
MHC class I protein complex 0,0086 4 13 42612
collagen type V 0,0127 2 3 5588
eukaryotic translation elongation factor 1 complex 0,0127 2 3 5853
extracellular space 0,0128 35 356 5615
hemoglobin complex 0,0128 3 8 5833
cortical cytoskeleton 0,0132 5 22 30863
cell cortex 0,0198 7 42 5938
receptor complex 0,0204 10 72 43235
proteasome core complex 0,0283 4 18 5839
cytosol 0,0294 32 340 5829
MHC class II protein complex 0,0326 3 11 42613
filamentous actin 0,0388 2 5 31941
collagen type IV 0,0388 2 5 5587
cell cortex part 0,0407 5 29 44448
cytosolic small ribosomal subunit 0,0407 5 29 22627
small ribosomal subunit 0,0424 7 49 15935
actin cytoskeleton 0,0437 17 163 15629
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