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1 Einleitung

1.1 Sporadische Einschlusskorpermyositis

1.1.1 Einfithrung

Die Einschlusskorpermyositis (Inclusion Body Myositis; IBM) z&hlt zu der Gruppe der
entziindlichen Muskelerkrankungen. Der Begriff ,,/nclusion Body Myositis* wurde 1971
gepragt [ Yunis und Samaha 1971]. Allerdings wurden bereits 1967 im Muskelgewebe
eines Patienten mit Polymyositis IBM-éhnliche Verdnderungen bei passender Klinik
beschrieben [Chou 1967]. Neben einer sporadischen Form (sIBM) findet sich auch eine
hereditire Variante (hIBM), bei der es sich um eine nicht-entziindliche
Muskelerkrankung handelt [Mitrani-Rosenbaum et al. 1996]. Im Zentrum der
vorliegenden Dissertation steht die sSIBM.

1.1.2 Epidemiologie, Symptomatik und Verlauf

Die Prédvalenz der sSIBM wird auf 4,3 bis 14,9 pro Million geschitzt. Bei Patienten élter
als 50 Jahre steigt sie jedoch auf bis zu 51,3 pro Million an. Das durchschnittliche
Erkrankungsalter liegt um das 55. Lebensjahr, es gibt aber auch Fille in denen sich die
Erkrankung um das 30. oder das 80. Lebensjahr manifestiert. Etwa dreiviertel der
Betroffenen sind méinnlich [Badrising et al. 2000; Needham et al. 2008].

Die sIBM ist eine chronisch progressive, entziindliche Muskelerkrankung, die zu
Muskelschwéche und Atrophie distaler und proximaler Muskeln fiihrt. Initial sind haufig
der Quadrizeps sowie die tiefen Fingerbeuger beteiligt (Abb. 1-1), wodurch Patienten
sehr leicht stiirzen und feinmotorische Tétigkeiten nicht mehr ausfithren kdnnen. Im
Verlauf nimmt die Muskelschwéiche immer weiter zu, so dass die Patienten binnen
einiger Jahre an den Rollstuhl gebunden sind. Durch Mitbeteiligung der Schluck-
muskulatur tritt in vielen Féllen eine Dysphagie auf [Peng et al. 2000].
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Abb. 1-1: Fotographie eines Patienten mit sSIBM: Zu sehen sind Atrophien des Quadrizeps und der Finger-Flexoren.
[Abb. aus Engel und Askanas 2006, S. 21]

1.1.3 Histopathologie und Pathophysiologie

Im Muskel von sIBM-Patienten finden sich typische myopathische Verdnderungen, zu
denen Faserkalibervariationen, zentrale Kerne und ein bindegewebiger Umbau zéhlen.
Weitere Charakteristika umfassen Einschlusskdrperchen und Vakuolen [Carpenter et al.
1978]. Neben nekrotischen Muskelfasern gibt es auch regenerierende Fasern [ Arnardottir
et al. 2004] sowie entziindliche Infiltrate. Hierbei handelt es sich hauptsidchlich um
CDS8"-T-Zellen, die morphologisch unauffillige Muskelfasern umstellen [Arahata und
Engel 1984] [siche unten Abb. 1-2].

Abb. 1-2: Lichtmikroskopische Charakteristika im sSIBM-Gewebe: Trichromfirbung einer sSIBM-Muskelbiopsie
mit typischen histopathologischen Charakteristika wie ¢: Faserkalibervariationen, 4: internalisierte Zellkerne,

A: entziindliche Infiltrate, »: Proteinakkumulationen/Einschlusskdrperchen, *: red rimmed vacuoles und e:
nekrotische Fasern. Die Aufnahmen in A wurden mit einem 20er Objektiv angefertigt, B zeigt eine Vergroferung aus
A mit vakuolisierten Muskelfasern.

Die Pathophysiologie der sIBM ist sehr komplex und bisher nicht vollstindig geklart
bzw. verstanden. Es werden momentan entziindliche, degenerative und Zellstress-
assoziierte Pathomechanismen diskutiert, wobei unklar ist, inwieweit diese
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miteineinander in Verbindung stehen. Des Weiteren wird ein Zusammenhang mit
autophagischen Prozessen vermutet [Liinemann et al. 2007].

Die Expression pro-inflammatorischer Zytokine und die Prisenz zytotoxischer
T-Lymphozyten im Muskelgewebe von sIBM-Patienten deuten auf eine entziindliche
Pathogenese hin [Raju ef al. 2003]. Die Invasion dieser T-Lymphozyten in den Muskel
kann durch ein lokales pro-inflammatorisches Milieu beglinstigt werden, welches durch
die Muskelfasern durch Expression von Zytokinen wie IFN-y, TNF-a oder IL-1p [Tews
und Goebel 1996], sowie einiger Chemokine [De Paepe et al. 2008] selbst generiert
werden kann. Ebenso regulieren die Muskelfasern unter entziindlichen Bedingungen die
fiir eine Antigenprasentation notwendigen MHC-Oberflichenmolekiile hoch
[Emslie—Smith et al. 1989]. Solch eine chronisch entziindliche Umgebung kann direkt
zur massiven Schidigung der Muskelzellen fiithren, was bereits fiir IL-1p [Broussard e?
al. 2004] und TNF-o [Li YP et al. 2005] gezeigt wurde.

Neben einer chronischen Entziindung und der Invasion zytotoxischer T-Lymphozyten
akkumulieren aberrante Proteine im Muskelgewebe. Das bekannteste dieser Proteine in
Muskelfasern mit Vakuolen/Einschliissen ist f-Amyloid, welches aus dessen
Vorlaufermolekiil Amyloid Precursor Protein (APP) generiert wird. Eine Hochregulation
von APP im sIBM-Muskelgewebe [Sarkozi ef al. 1993] und seine experimentelle
Uberexpression wurde in vitro [Askanas et al. 1996] und in vivo [Sugarman et al. 2002]
in Zusammenhang mit der in der sSIBM gefundenen vakuoldren Transformation von
Skelettmuskel gebracht. Daher wird die Uberexpression von APP als ein friihes Ereignis
in der Pathogenese der sIBM angesehen [Wojcik et al. 2006].

Als ein weiteres Molekiil mit Bezug zur friihen Pathogenese wurde aB-Crystallin in
normal erscheinenden Muskelfasern beschrieben [Banwell und Engel 2000]. Es handelt
sich hierbei um ein Hitzeschockprotein, was als Chaperon missgefaltete Proteine,
einschlieBlich der Aktin- und Desminfilamente, zuriickfaltet und dessen Funktionsverlust
mit Proteinaggregationen im Skelettmuskel [Bennardini ef al. 1992], sowie mit
B-Amyloid-Akkumulation beim Morbus Alzheimer [Wilhelmus et al. 2006] assoziiert ist.
Ebenfalls wurde aB-Crystallin als anti-entziindlicher Mediator in der Experimentellen
Autoimmunen Demyelination des ZNS beschrieben [Ousman et al. 2007]. Dieser
Zellstress konnte im Muskel den chronisch degenerativen Prozess mit irreversiblen
Schiden fordern.

Neben B-Amyloid sind viele weitere Proteine, die in degenerativen Erkrankungen gehauft
vorkommen, auch bei der sIBM prisent. Hierzu zéhlt unter anderem das Marker-Protein
Ubiquitin [Askanas ef al. 1991] oder phosphoryliertes Tau/Neurofilament (P-Tau)
[Askanas et al. 1994], welches meist in vakuolisierten Fasern im sIBM-Muskel auftritt
[Mirabella et al. 1996]. Neben den degenerativen Molekiilen gibt es eine Reihe an
Degenerations-/Regenerations-Markern wie Desmin oder Neuronal Cell Adhesion
Molecule (NCAM), deren Expression im Gewebe von sIBM-Patienten erhoht ist
[Arnardottir ef al. 2004].

Ein Zusammenhang zwischen entziindlichen und degenerativen Pathomechanismen
konnte erstmals 2008 durch Nachweis einer Ko-Lokalisation von B-Amyloid mit IL-13
im Muskelgewebe von sIBM-Patienten aufgezeigt werden. Zusitzlich wurde in vitro
demonstriert, dass IL-1p die B-Amyloid-Akkumulation fordern kann [Schmidt ez al.
2008]. Der genaue Mechanismus, der sich dahinter verbirgt, ist allerdings noch nicht
geklért.
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1.1.4 Diagnostik und Therapie

Die Diagnostik der sIBM ist sehr komplex und noch unzureichend verstanden. Zur
Diagnosesicherung wurden 1995 von Griggs und seinen Kollegen Kriterien
zusammengestellt, die die klinischen und laborchemischen Befunde, sowie eine negative
Familienanamnese einschlieen [Griggs ef al.1995]. Hierbei gehort zu den klinischen
Kriterien ein Fortbestehen der Erkrankung seit {iber sechs Monaten, ein
Manifestationsalter iiber dem 30. Lebensjahr, sowie eine Muskelschwiche, die die
proximalen und distalen Muskeln der Arme und Beine betreffen. Zusitzlich kann eine
Schwiche der Finger- oder Hand-Flexoren vorliegen, bei dem die Extensoren weniger
stark betroffen sind. Auch kann nur der Quadrizeps eine hohe Muskelschwiche
aufweisen [Sayers ef al. 1992]. Laborchemisch ist die Kreatinkinase nur wenig erhoht
[Lotz et al. 1989]. Elektromyographische Untersuchungen zeigen Veridnderungen, die mit
einer entziindlichen Myopathie vereinbar sind [Julien et al. 1982]. Gleiches trifft auch auf
die Untersuchung des Muskelbiopsates zu. Dieses ist lichtmikroskopisch charakterisiert
durch Infiltrationen mononukledrer Zellen um nicht-nekrotische Muskelfasern sowie
durch vakuolisierte Muskelfasern [Lotz ef al. 1989]. Des Weiteren ist das Vorhandensein
von intrazelluldren B-Amyloid-Ablagerungen durch Fluoreszenz oder von 15-18-nm
Tubulofilamenten im Elektronenmikroskop nachweisbar [Mendell ef al. 1991; Askanas et
al. 1993].

Bis heute gibt es keine effektive Therapie, die die Erkrankung heilt oder den
Krankheitsverlauf, der mit Muskelfaserdegeneration einhergeht, aufzuhalten vermag
[Griggs 2006]. Aufgrund des Vorhandenseins entziindlicher Infiltrate im sIBM-Muskel
wurden in zahlreichen Studien immunsuppressive bzw. immunmodulatorische
Medikamente innerhalb der letzten Jahre getestet.

Die hoch-dosierte Gabe des Glukokortikoids Prednisolon in einer prospektiven Studie
iiber die Dauer von 12 Monaten wies keinen positiven Effekt auf [Barohn et al. 1995].
Die intravendse Gabe von Immunglobulinen zeigte eine geringe Steigerung der
Muskelkraft in den Beinen, allerdings bei einer extrem kurzen Studiendauer von nur drei
Monaten [Dalakas ef al. 1997]. Unabhingig davon konnte in einer weiteren Studie durch
Gabe von Immunglobulinen iiber einen Zeitraum von sechs Monaten bei einigen der
Patienten zumindest der Krankheitsprogress gestoppt werden [Walter et al. 2000]. Das
Folsdure-Analogon Methotrexat verhinderte nicht das Fortschreiten der Erkrankung
[Badrising ef al. 2002]. Im Gegensatz dazu fiihrte die Gabe von Methotrexat in
Kombination mit intravendser Gabe eines anti—T-Lymphozyten-Immmunglobulins zu
einer marginalen Starkung der Muskelkraft [Lindberg ef al. 2003]. Das Glykoprotein
Interferon-f 1a erwies sich unabhéngig von der Konzentration der Dosis als ineffektiv in
der Behandlung der IBM [Muscle Study Group 2001; Muscle Study Group 2004].
Alemtuzumab (CAMPATH 1-H), ein humanisierter monoklonaler Antikorper, der zur
Reduktion peripherer Lymphozyten im Blut fiihrt, zeigte in einer Studie lediglich eine
Verlangsamung des Erkrankungsfortschritts [Dalakas et al. 2009].

Neben der medikamentdsen Therapie werden supportive MaBBnahmen angewandt,
insbesondere gezielte Physiotherapie [Arnardottir et al. 2003].
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1.2 High Mobility Group Box 1 (HMGBI) und dessen Receptor for Advanced
Glycation Endproducts (RAGE)

1.2.1 Einfiihrung

Der Transkriptionsfaktor High Mobility Group Box 1 ( HMGB1) wurde in den

70er Jahren als nukledres, DNA-bindendes Protein von Goodwin ef al. beschrieben
[Goodwin et al. 1973]. Fast 30 Jahre spiater wurde HMGBI als extrazelluléres, pro-
inflammatorisches Zytokin wiederentdeckt [Wang H ef al. 1999]. Es gelangt entweder via
Nekrose [Scaffidi et al. 2002] oder durch aktive Sekretion von Immunzellen [Gardella et
al. 2002] in den extrazelluldren Raum. Dort fiihrt es zur Aktivierung des Immunsystems
[Wang H et al. 1999] und zur Einleitung von Reparaturprozessen [Palumbo et al. 2004]
nach einem Gewebeschaden. Seine extrazelluldre, pro-inflammatorische Wirkung erfolgt
unter anderem {iber die Bindung an RAGE [Hori ef al. 1995].

Membrangebundenes HMGB1 an der Zelloberfliche wachsender Neuriten wird auch
Amphoterin genannt. Der Name entstand aufgrund der chemischen Eigenschaften mit
einem positiv geladenen Kopf und einem negativ geladenen Schwanz in den 90er Jahren,
als noch nicht bekannt war, dass es sich um HMGBI1 handelte [Merenmies et al. 1991].

1.2.2 Aufbau von HMGB1

HMGBI1 besteht aus 215 Aminoséuren. Es enthilt zwei Doménen, die jeweils aus 80
Aminoséduren zusammengesetzt sind und als ,,Box A* und ,,Box B* bezeichnet werden.
Diese Doménen interagieren mit der DNA und fiihren zu Distorsionen und Biegungen der
Doppelhelices. Die DNA-bindenden Doménen sind sich dhnlich: Der Unterschied in der
Aminoséduresequenz betragt lediglich 20% [Reeck et al. 1982; Hardman et al. 1995]. In
strukturellen Funktionsanalysen mit rekombinantem Box A und Box B konnte gezeigt
werden, dass die Zytokin-Aktivitdt von HMGBI1 auf der Box-B-Domine liegt
(Aminosduren 89-123), wohingegen rekombinantes Box A als Antagonist wirkt. Es
schwiécht die HMGB 1-induzierte Sekretion pro-inflammatorischer Zytokine in
Makrophagen ab [Li J et al. 2003]. Die Nuclear localization signals (NLS1 und NLS2)
innerhalb der Box-A- und Box-B-Domaénen kontrollieren die Translokation von HMGB1
aus dem Zellkern. NLS1 umfasst die Aminosiuren 28—44, NLS2 die Aminosauren 180—
185 [Bonaldi et al. 2003]. HMGBI1 kann seinen Rezeptor RAGE iiber die RAGE-
bindende Doméne, die aus den Aminoséduren 150—183 besteht, aktivieren [Hori e?
al.1995]. Strukturell enthdlt HMGB1 weiterhin eine hoch konservierte C- und N-
terminale Region mit entsprechend vielen Aminosiuren mit sauren und basischen Resten
[Reeck et al. 1982] (Abb. 1-3).

Passiv freigesetztes HMGBI variiert in seinem Aufbau von dem von Immunzellen wie
z.B. Makrophagen aktiv sekretierten HMGBI1. Letzteres enthdlt Acetylierungen, die zur
aktiven Sekretion bendtigt werden [Rendon-Mitchell ef al. 2003].
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Abb. 1-3: Struktur von HMGB1: HMGBI besteht aus einer Box-A- und Box-B-Doméne. Die pro-inflammatorischen
Eigenschaften sowie die RAGE-Bindestelle liegen auf der B-Box-Domiéne. Anhand der Nuclear localization signals
(NLS1 und NLS2) erfolgt die Translokation in und aus den Zellkern. Innerhalb der hoch konservierten C- und N-
terminalen Regionen gibt es entsprechend viele Aminosduren. [Abb. aus Ulloa und Messmer 2006, S.190]

1.2.3  Zelluliire Expression und Freisetzung von HMGB1

HMGBI ist in nahezu allen eukaryotischen Zellen wie z.B. Endothel- und glatten
GefaBmuskelzellen [Degryse et al. 2001], Monozyten und Makrophagen [Gardella et al.
2002] oder in Zellen von Milz, Thymus, Leber oder Hirn [Prasad und Thakur 1990]
exprimiert und durch die Evolution hochkonserviert erhalten geblieben (99%-Identitét in
Sdugetieren). Die nukledre Expression variiert jedoch mit der Entwicklung und dem Alter
[Miiller et al. 2004].

HMGBI1 kann via nekrotischen Zelltod [Scaffidi et al. 2002] oder durch aktive Sekretion
von Immunzellen [Gardella ef al. 2002] in das extrazelluldre Milieu gelangen. Als
Transkriptionsfaktor kann sich HMGBI1 schnell an die DNA anlagern und auch wieder
16sen und so kontinuierlich zwischen Zellkern und Zytosol translozieren [Bonaldi ef al.
2003]. Aktive Sekretion von HMGB1 durch Monozyten oder Makrophagen tritt als
Antwort auf entziindliche Stimuli wie Lipopolysaccharide (LPS) oder Zytokine wie
TNF-a, IL-1B [Wang H ef al. 1999] oder IFN-y auf [Rendon-Mitchell ef al. 2003]. Nach
Kontakt mit inflammatorischen Stimuli transloziert HMGB1 vom Nukleus in das
Zytosol. Der Import in den Nukleus wird durch Acetylisierung von Lysin-Resten in dem
HMGB1-Molekiil blockiert [Bonaldi ef al. 2003]. Da eine sekretorische Signalsequenz
fehlt, wird HMGB1 nicht durch das Endoplasmatische Retikulum und den Golgi-Apparat
geleitet, sondern in sekretorische Lysosomen verpackt und in den extrazelluldren Raum
abgegeben. [Gardella ef al. 2002], wo es seine pro-inflammatorische Wirkung entfaltet.

1.2.4 Funktion von HMGB1

Im Zellkern iibernimmt HMGB1 wichtige Funktionen, so dass die meisten Zellen circa
eine Million Molekiile davon enthalten [Bianchi 2004]. HMGBI ist ein sehr mobiles
Protein. Seine Dynamik in lebenden Zellen wurde durch Fluoreszenz-markiertes HMGB1
und Photobleaching-Techniken dargestellt [Scaffidi e al. 2002]. In diesen Studien wurde
gezeigt, dass HMGB1 im Nukleus umherstreut, fiir Bruchteile einer Sekunde an die DNA
bindet und dabei als Transkriptionsfaktor fungiert. Hierbei bindet es ohne Sequenz-
Spezifitit an die kleine Furche der DNA und ruft dadurch Kriimmungen in der helikalen
Struktur hervor. Somit werden HMGB 1-Interaktionen zwischen DNA und vielen
weiteren Faktoren wie p53, NK-«B, recombination activating gene 1/2 oder hormonellen
Steroid-Rezeptoren ermoglicht [Bianchi 2004]. Dass die nukleédre Funktion von HMGB1
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fiir das Uberleben essentiell ist, wurde in knockout-Miusen gezeigt. Diese versterben
kurze Zeit nach der Geburt. Phinotypisch fallen sie durch eine kleinere Grof3e, zerzaustes
Fell, lange Hinterbeine und Mangel an Fettpolstern auf [Calogero ef al. 1999].

HMGBI kann passiv via Nekrose in den extrazelluldren Raum gelangen und dort
entziindliche Prozesse auslosen [Scaffidi ez al. 2002]. Es signalisiert benachbarten Zellen,
dass ein Gewebsschaden vorliegt und Reparaturprozesse eingeleitet werden miissen. In
Immunzellen fiihrt es zu einer gesteigerten Genexpression pro-inflammatorischer
Faktoren [Andersson U et al. 2000]. In Monozyten [Rouhiainen et al. 2004], vaskuldren
Muskelzellen [Degryse et al. 2001] und Mesangioblasten [Palumbo et al. 2004] tragt es
zur Zytoskelettreorganisation und transendothelialer Migration bei und fordert zum Teil
die Proliferation in Myoblasten [De Mori et al. 2007]. Im Gegensatz dazu sind Zellen
ohne HMGBI ineffektiv. Die Blockade von HMGBI1 in vivo reduziert die Leukozyten-
Rekrutierung im Modell der akuten hepatischen Nekrose [Scaffidi et al. 2002], was
darauf hindeutet, dass HMGBI1 an der Entziindungsreaktion, hervorgerufen durch
Nekrose, beteiligt ist. Bei dem programmierten Zelltod, der Apoptose, kommt es
hingegen zu keiner oder nur zu einer gering ausgepragten Entziindungsreaktion und eine
Freisetzung von HMGBI in das extrazelluldre Milieu findet hierbei nicht statt [Scaffidi et
al. 2002].

Immunzellen konnen HMGBJ1 aktiv sezernieren, wenn diese in Kontakt mit mikrobiellen
Erregern oder anderen pro-inflammatorischen Stimuli getreten sind [Wang H ez al. 1999].
Dadurch wird die Umgebungssituation von unvorhergesehenem Zelltod imitiert. Im
Gegensatz zu TNF-a und IL-1p, die binnen weniger Minuten nach LPS-Stimulation
abgegeben werden, wird HMGB1 nach mehreren Stunden in vitro [Zimmermann et al.
2004] und in vivo [Wang H et al.1999] freigesetzt.. Somit wird HMGBI1 nicht nur von
Makrophagen als Antwort auf pro-inflammatorische Stimuli abgegeben, sondern bewirkt
auch eine verspétete Entziindungsreaktion. Die Immunantwort wird dadurch aufrecht
erhalten und verldngert.

Zusétzlich zu der nukledren Lokalisation exprimieren einige Zellen HMGBI1 auf der
Plasmamembran. Dieses Membran-assoziierte HMGBI ist einbezogen in die Leitung des
Neuriten-Wachstums [Merenmies et al. 1991], die Chemotaxis glatter Muskulatur
[Degryse ef al. 2001] und in die Tumorzell-Metastasierung [Taguchi et al. 2000].

1.2.5 Rezeptoren von HMGB1

Der prominenteste Rezeptor fiir HMGBI1 ist RAGE, welcher in den meisten Zellen wie
z.B. Neuronen [Hori et al. 1995], Endothelzellen [Basta et al. 2002], glatten Gefal3-
Muskelzellen [Lander et al. 1997] oder Entziindungszellen [Rouhiainen ef al. 2004]
exprimiert wird. Membran-gebundenes HMGBI1 auf der Zelloberfliche von wachsenden
Neuriten bindet mit hoher Affinitdt an RAGE und treibt hierdurch trophische Effekte wie
die Induktion von Neuriten-Wachstum an [Hori ef al. 1995]. Dagegen induziert die
Uberaktivierung von RAGE neuronale Apoptose [Huttunen et al. 1999]. Die Hemmung
der RAGE-Aktivierung unterdriickt die regenerativen Prozesse im peripheren Nerven
[Rong et al. 2004]. Durch seine Eigenschaft als Rezeptor auf Endothelzellen fordert es
die Leukozytenansammlung [Chavakis et al. 2003] und wirkt somit pro-inflammatorisch.
Der Verlust von RAGE schiitzt dagegen im Maus-Modell der Sepsis vor Letalitét



1. EINLEITUNG -8-

[Liliensiek et al. 2004]. Durch die Blockade von RAGE wird der pro-inflammatorische
Effekt von HMGBI1 auf Makrophagen und Endothelzellen unterdriickt [ Treutiger et al.
2003]. Da diese Unterdriickung nur partiell ist, geht man davon aus, dass HMGB1 an
weitere Rezeptoren bindet. Kandidaten hierfiir sind die Toll-like-Rezeptoren 2 bzw. 4
(TLR2/4), die von Makrophagen exprimiert werden. Murine Makrophagen-Zelllinien, die
mit dominant-negativen Konstukten von TLR2 und TLR4 transfiziert worden sind,
zeigten eine verminderte Aktivitdt nach Stimulation mit rekombinantem HMGB1 [Park et
al. 2004]. In RAGE-knockout-Méusen konnte eine um 70% verminderte HMGB1-
induzierte Zytokin-Sekretion nachgewiesen werden, was ebenfalls auf die Mitbeteiligung
weiterer Rezeptoren hindeutet [Kokkola et al. 2005].

1.2.6 Struktur und Liganden von RAGE sowie Signaltransduktion

RAGE gehort zu der Immunglobulin (Ig-) Superfamilie der Oberflachenmolekiile. Es
besitzt drei extrazelluldre Ig-Doménen, ein transmembrandres Segment sowie einen 43
Aminoséduren langen intrazelluldren Schwanz. Die drei Ig-Doménen bestehen aus einer
variablen und zwei konstanten Regionen. Die Bindung von Liganden an RAGE erfolgt
iiber die variable Region. Fiir die intrazelluldre Signalkaskade wird der Aminosaure-
Schwanz benétigt [Neeper et al. 1992].

Neben HMGBI sind weitere Liganden von RAGE bekannt. Hierzu zdhlen unter anderem
AGEs (Advanced Glycation Endproducts). Dabei handelt es sich um nicht-enzymatische
Addukte von Proteinen, die in Zusammenhang mit Systemerkrankungen wie Amyloidose
[Miyata et al. 1993] oder Diabetes [Koschinsky et al. 1997] gebracht werden. Weitere
Liganden sind das in Morbus Alzheimer akkumulierende -Amyloid [Du Yan et al.
1997] und das bei systemischer Amyloidose akkumulierende Amyloid A [Yan et al.
2000]. Ebenfalls bindet RAGE S100/Calgranulin, welches bei chronischer Entziindung
gehauft auftritt [Hofmann ez al. 1999] und es interagiert mit Oberflichenmolekiilen von
Bakterien [Chapman et al. 2002], Prionen [Sasaki ef al. 2002] oder Entziindungszellen
[Liliensiek et al. 2004].

Durch Bindung von HMGBI1 an RAGE werden intrazelluldre Signalkaskaden in Gang
gesetzt, die zur Aktivierung des pro-inflammatorischen Transkriptionsfaktors NF-«xB
fiihren [Lander ef al. 1997]. Dieser ist in seiner inaktiven Form im Zytoplasma an seinen
Inhibitor IkBa gebunden. Nach Aktivierung wird IkBa phosphoryliert, ubiquitiniert und
degradiert, was zur Freisetzung und Translokation von NF-«B in den Nukleus fiihrt
[Chen et al. 1996]. Dort bindet es an die DNA und fordert unter anderem die
Transkription von Zytokinen [Libermann und Baltimore 1990], Adhésionsmolekiilen
[Montgomery et al. 1991], RAGE [Tanaka et al. 2000] sowie von antiapoptotischen
Genen [Grimm ef al. 1996].

1.2.7 Klinische Syndrome, die mit HMGB1 und RAGE assoziiert sind

Erhohte Level an HMGB1 wurden bei der Sepsis [Sundén-Cullberg et al. 2005] und dem
Staphylokokken induzierten toxischen Schock-Syndrom (Toxic Shock Sysdrome; TSS)
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[Kalyan und Chow 2008] im Patientenserum detektiert. In Hautldsionen bei Patienten mit
systemischem Lupus erythematodes wurden ebenfalls erhohte Mengen an HMGBI1
gefunden [Popovic et al. 2005]. Gleiches gilt fiir die aktiven Herde der Multiplen
Sklerose. Die HMGBI1-Level im Serum dieser Patienten korrelierten hierbei mit dem
Grad der aktiven Entzlindung [Andersson A ef al. 2008]. In zahlreichen weiteren
systemischen Erkrankungen wie der Rheumatoiden Arthritis scheint HMGB1 an der
Pathogenese beteiligt zu sein [Taniguchi ez al. 2003]. In den entziindlichen
Muskelerkrankungen Dermatomyositis und Polymyositis konnten HMGB1- und RAGE-
positive Fasern mittels immunhistochemischer Farbungen von Mukelgewebe dieser
Patienten im Vergleich zu Kontrollen detektiert werden [Ulfgren et al. 2004; Haslbeck et
al. 2005]. Im Blutserum von Schlaganfallpatienten wurden ebenfalls erhohte Level an
HMGBI nachgewiesen [Goldstein et al. 2006]. Eine wichtige Rolle wird HMGB1 auch
im Pathomechanismus von Krebserkrankungen [Brezniceanu ef al. 2003] sowie der
Metastasierung [Taguchi ef al. 2000] zugewiesen. Weitere Systemerkrankungen, die in
Verbindung mit RAGE gebracht werden, sind Diabetes-assoziierte Erkrankungen
[Wautier et al. 1994] und arteriosklerostische Verdanderungen [Falcone ef al. 2005]. Auch
im Pathomachanismus der B-Amyloid-assoziierten Morbus-Alzheimer-Demenz sowie der
vaskuldren Demenz wurde RAGE beschrieben [Yan ef al. 1998; Emanuele ef al. 2005].



2. ZIELE DIESER ARBEIT -10-

2 Ziele dieser Arbeit

Die Pathophysiologie der sIBM ist noch unzureichend verstanden. Die Diagnostik ist
meist sehr komplex und es gibt keine effektive Therapie. Ein besseres Verstindnis der
Pathophysiologie der sIBM bleibt zur Erweiterung der bestehenden diagnostischen
Methoden und therapeutischen Optionen eine unabdingbare Grundlage.
Ubergeordnetes Ziel der vorliegenden Arbeit war es, einen mdglichen Zusammenhang
zwischen Entziindung, Zellstress und Degeneration bei der sSIBM zu untersuchen, um
daraus gegebenenfalls neue diagnostische und therapeutische Optionen ableiten zu
konnen. Im Einzelnen sollten drei iibergeordnete Fragestellungen bearbeitet werden:

1. Welche Rolle spielt das Zellstressmolekiil aB-Crystallin bei der Pathologie der
sIBM?

Mittels serieller immunhistochemischer Farbungen und quantitativer Analyse sollten Ko-
Lokalisationen von Degenerations-/Regenerations-Markern, entziindlichen Infiltraten
sowie aB-Crystallin in Gewebsschnitten von sIBM-Patienten ausgewertet werden.
Insbesondere morphologisch unauffillige Muskelfasern sollten beziiglich des
Vorhandenseins der genannten Verdnderungen betrachtet werden, um eine
Uberexpression von Markern in einem mdglichst frithen Stadium der Muskelschidigung
zu erkennen.

2. Werden HMGBI und RAGE im Muskelgewebe von sIBM-Patienten
tiberexprimiert?

Die Expression von HMGB1 und RAGE sollte auf RNA- und Proteinebene im
Muskelgewebe von sIBM-Patienten untersucht werden. Anhand serieller Farbungen fiir
die beiden Molekiile mit Degenerations-Markern sollten Ko-Lokalisationen im Gewebe
von sIBM-Patienten im Vergleich zu gesundem Kontrollgewebe sowie neuropathischem
und dystrophem Gewebe quantitativ analysiert werden.

3. Welche Interaktionen von pro-inflammatorischem Zellstress, der Expression von
HMGBI und RAGE und der Akkumulation von f-Amyloid gibt es in
Mouskelzellen?

In Zellkulturexperimenten sollte die Auswirkung von entziindlichem Zellstress auf die
Expression der beiden Molekiile und auf Zelltod hin ermittelt werden. Zusétzlich sollten
in vitro die Effekte von rekombinantem HMGBI1 auf Amyloid-Aggregatbildung und
Zelltod erforscht werden. Die Folgen von pro-inflammatorischem Zellstress auf die
Amyloid-Aggregation sollten durch Inhibition von HMGB1 mit Box A antagonisiert und
neu betrachtet werden.
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3 Material und Methoden

3.1 Zellbiologische Methoden und Materialien

3.1.1 Einfiihrung

Zellkultivierung sowie alle Versuche mit Zellkulturen erfolgten unter einer Sterilbank der
Sicherheitsklasse II. Alle verwendeten Materialen wurden vor Gebrauch autoklaviert oder
hitzesterilisiert. Verwendete Medien und Fliissigkeiten wurden vor Gebrauch in einem
externen Wasserbad auf 37°C erwdrmt. Die Kultivierung der Zellen erfolgte im
Brutschrank bei 37°C in einem CO,-Gehalt von 5% in feuchter Atmosphire.

Fiir Versuche mit Zellkulturen wurden zum einen humane, adhdrent wachsende
Myoblasten der Rhabdomyosarkoma-Zelllinie CCL136 verwendet, deren Verdopplungs-
zeit 24 h betrdgt. Zum anderen wurden fiir Zellkulturexperimente ausgereifte Myotuben
von gesunden Kontrollen verwendet, die diskontinuierlich wachsen.

Fiir die Zellkultivierung von CCL136 wurden Gewebskulturflaschen (75 cm?) mit dem
Néhrmedium DMEM (4,5% Glukose) mit 10% FCS, 1% Penicillin/Streptomycin und 1%
Glutamin verwendet. Die Beurteilung der Zell-Konfluenz erfolgte lichtmikrokopisch. Ab
einer Zellkonfluenz von 80 bis 100 % wurden die Zellen geteilt. Das Ablosen der Zellen
erfolgte nach einmaligem Waschen mit warmer PBS und einer ein-miniitigen Inkubation
bei 37°C in warmem Trypsin (0,05% Trypsin-EDTA) in frischem Medium.

3.1.2 Bestimmung der Zellzahl und Zellvitalitit und Kultivierung von CCL136 auf
24-Kammer-Platten/8-Kammer-Objekttriger

Anhand des Trypan-Blau-Testes wurde die Zellvitalitit bestimmt. Hierzu wurden dem
zum Zihlen entnommenen Volumen Zellsuspension (10 pl) die gleiche Menge Trypan-
Blau-Losung dazugegeben und beides vermischt. Anschlieend wurden 10 pl dieses
Gemisches auf die Neubauer-Zahlkammer pipettiert und unter dem Phasenkontrast-
mikroskop die gesunden Zellen gezéhlt.

Zur Kultivierung von CCL136 auf 24-Kammer-Platten wurden sie mit einer Dichte von
1,0 - 2,0 x 10* Zellen/cm? in 500 ul DMEM-Medium pro Kammer ausplattiert, in
8-Kammer-Objekttriagern hingegen mit einer Dichte von max. 0,4 x 10* Zellen/Kammer
in 300 pl Medium. Die 24-Kammer-Platten/8-Kammer-Objekttrager wurden vorsichtig
geschwenkt und bis zur nichsten Behandlung in dem Brutschrank bei 37°C aufbewahrt.
Alle drei Tage wurde ein Mediumwechsel vollzogen.
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3.1.3 Zytokin-Exposition und HMGBI1-Inhibition von Zellkulturen auf 24-

Kammer-Platten/8-Kammer-Objekttrigern

Ab einer Konfluenz der Myoblasten von etwa 70% bzw. nach Erhalt einer aus-
differenzierten, mehrkernigen Myotubenkultur auf den 24-Kammer-Platten/§8-Kammer-
Objekttragern erfolgte ein Waschschritt mit 37°C warmer PBS. Anschliefend wurden
Variationen der pro-inflammatorischen rekombinanten, humanen Zytokine IFN-y

[300 U/ml], TNF-a [10 ng/ml], IL-1p [20 ng/ml] (alle Chemicon International, Inc.,
Temecula, USA) sowie humanes rekombinantes HMGB1 [0,3 bzw. 1 pg/ml] (R&D
Systems, Minneapolis, USA) in X-Vivo verdiinnt auf die 24-Kammer-Platten/8-Kammer-
Objekttrager gegeben und bei 37°C fiir den gewiinschten Zeitraum inkubiert.

Zusitzlich zu pro-inflammatorischen Zytokinen wurden die Zellen in einigen
Experimenten flir 72 h mit dem HMGB 1-Inhibitor Box A [10 pg/ml] (HMGBiotech,
Italien) inkubiert.

Fiir den Abbruch der Zytokin-Stimulation wurde der Uberstand vorsichtig abgesaugt und
die Zellen mit warmer PBS gewaschen, bevor die Plastikkammern geméf
Herstellerangaben vom Objekttriger abgelost wurden. Die Zellen wurden kurz an der
Luft angetrocknet und entweder im Gefrierschrank (—80°C) bis zur nichsten Behandlung
aufbewahrt oder fixiert.

3.1.4 Fixierung von 8-Kammer-Objekttriagern/Gefrierschnitten

Die 8-Kammer-Objekttrager wurde je nach gewliinschter Farbung mit Aceton (Ac) oder
Paraformaldehyd-Methanol (PFA-Meth) fixiert, Gefrierschnitte dagegen mit Ac oder
reinem PFA. Bei der Ac-Fixierung wurden die 8-Kammer-Objekttrager/Gefrierschnitte
fiir 10 Min in Ac bei —20°C inkubiert und anschlieBend an der Luft trocknen gelassen,
bevor sie weiterverarbeitet wurden. Bei der PFA-Fixierung wurden die 8-Kammer-
Objekttrager fiir 10 Min in 4% PFA bei RT fixiert und anschlieend dreimal fiir 2 Min in
PBS gewaschen. Fiir eine PFA-Meth wurden sie im Anschluss fiir weitere 10 Min in
Meth bei —20°C fixiert. Nach der Fixierung wurden die Schnitte bei —80°C aufbewahrt
oder umgehend gefarbt.

3.2 Immunbiologische Methoden und Materialien

3.2.1 Patienten und Kontrollen - Muskelbiopsate

Muskelbiopsate von Patienten und Kontrollen wurden unter sterilen Bedingungen
entnommen und geméiB klinischen, elektrophysiologischen und histologischen Kriterien
untersucht (1.1.3). Aus den Biopsaten wurden Gefrierschnitte fiir Firbungen hergestellt
und/oder die RNA extrahiert. Die RNA wurde in cDNA umgeschrieben, um mittels
quantitativer Echtzeit-Polymerasekettenreaktion (Real-time Polymerase Chain-Reaction,
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RT-PCR) die Expression verschiedener Marker zu untersuchen. Fiir Zellkulturversuche
wurden die Biopsate aufgereinigt und in Kultur genommen [Schmidt e al. 2008].

3.2.2 Himalaun und Eosin-Firbung von Kryoschnitten

Fiir die Himalaun und Eosin (H&E)-Féarbung wurden die Gefrierschnitte mit PFA fixiert,
dreimal mit PBS gewaschen und fiir 5-7 Min in Hidmalaun nach Mayer inkubiert.
Daraufhin wurden sie fiir 5-10 Min mit handwarmem H,O gewissert. Anschlieend
wurden sie fiir 30 Sek mit Eosin geférbt und erneut mit H,O gespiilt. AbschlieBend
wurden sie in einer aufsteigenden Alkoholreihe fiir je 5 Min zweimal in 70%-, 96%-
sowie 99%-Ethanol und zweimal in Xylol fiir 10 Min inkubiert. Zum Schluss wurden die
Schnitte eingedeckelt.

3.2.3 Trichrom-Fiarbung nach Gomori

Die entparaffinierten Schnitte wurden fiir die Trichromférbung nach Gomori in H,O
gewaschen und in Bouinsche Losung bei Raumtemperatur tiber Nacht inkubiert.
AnschlieBend wurden sie in flieBendem H,O griindlich auswaschen, bis die Farbe
verschwunden ist und mit Weigertschem Eisenhdmatoxylin fiir 2 Min die Kerne geférbt.
Abermals wurden die Schnitte in flieBendem H,O fiir 10 Min gewaschen und dann fiir
10-20 Min in der Trichromldsung inkubiert. Danach wurden die sie in 0,5%iger
Essigsdure 2 Min lang gespiilt, um in absteigender Isopropanolverdiinnung, beginnend
mit 90%tiger Losung und abschlieend mit Xylol gewaschen und eingedeckelt.

3.2.4 Immunzytochemische/immunhistochemische Firbungen

Fiir immunzyto-/immunhistochemische Farbungen wurden die 8-Kammer-Objekttriger
bzw. die Gefrierschnitte der Patienten entsprechend der gewiinschten Farbung fixiert. Bei
Verwendung der Antikorper fiir f-Amyloid, HMGB1 und P-Tau wurde Gewebe mit PFA
bzw. Zellkulturen mit PFA-Meth fixiert, bei Verwendung aller anderen Antikdrper wurde
die Ac Fixierung verwendet. AnschlieBend wurden die einzelnen Kammern bzw. das
Gewebe mit Pap-Pen umrahmt. Nach 30 Min Blockierung mit einem 1:1 Gemisch aus
10% BSA und 100% Ziegenserum folgte die Inkubation mit dem in 1 x BSA verdiinnten
jeweiligen Primédrantikorper liber 1 h, wenn nicht anders in Tabelle 1 beschrieben.
Anschlieend wurden die Objektriger dreimal in PBS gewaschen, bevor die 45 Min
Inkubation mit dem entsprechenden Fluoreszenz-markierten Sekundirantikorper erfolgte.
Im Fall einer Mehrfachfarbung erfolgte entweder eine weitere Priméar— und
Sekundérantikdrper-Inkubation oder direkt eine DAPI Fiarbung. Danach wurden die
Objekttrager kurz getrocknet, mit Fluoromount-G eingedeckelt und im Dunkeln bei
Raumtemperatur gelagert. Alle Antikorper-Inkubationen erfolgten in einer dunklen,
feuchten Kammer.
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Tabelle 1: Priméirantikorperliste: Liste der fiir die immunzyto- und immunhistochemischen Farbungen verwendeten
Antikorper. Die Inkubationszeit betrug 1 h bei Raumtemperatur, wenn nicht anders beschrieben.

Spezifitit Hersteller

Spezies und Klon

Inkubation und Verdiinnung oder
Konzentration

aB-Crystallin ~ Serotec, Oxford,UK
APP R&D, Minneapolis, USA

B-Amyloid Signet, Dedham, USA
Desmin Abcam Inc., Cambridge, USA
HMGBI1 Abcam Inc., Cambridge, USA
MHC-I Serotec, Oxford,UK
MHC-II Ancell, Bayport, USA
NCAM Labvision/Neomarkers,
Fremont, USA
P-Tau Abcam Inc., Cambridge, USA
RAGE Abcam Inc., Cambridge, USA
RAGE Chemicon, Temecula, USA
Ubiquitin DAKO, Carpinteria, USA

3.2.5 ThioflavinS-Firbung

Kaninchen polyklonal
Ziege polyklonal
Maus Klon 6E10
Kaninchen polyclonal
Kaninchen polyklonal
Ratte Klon YTH 826.2
Maus Klon TDR31.1
Maus Klon Eric-1

Maus monoklonal smI31
Kaninchen polyklonal
Maus monoklonal
Kaninchen polyklonal

1 h; 1:1000

1 h; 10 pg/ml

24 h/4°C; 10 pg/ml
1 h, 30 pg/ml

1 h, 1:100

1 h, 5 pg/ ml

1 h, 1:100

1 h, 2 pg/ml

1 h, 1:2000
1 h, 1:100
1 h, 1:100
0,5 h, 15 pg/ml

Die ThioflavinS-Féarbung dient dem Nachweis von Amyloid-Aggregaten [Bussiere et al.
2004]. Hierzu wurden die 8-Kammer-Objekttrager mit PFA-Meth fixiert. Nach
dreimaligem Waschen mit H,O erfolgten je eine 5-miniitige Inkubationen in 1%-
ThioflavinS und 70%-Ethanol. Daran schlossen sich Waschschritte mit H,O, sowie
zweimal mit PBS, die Zellkerngegenfiarbung mit DAPI und das Eindeckeln mit
Fluoromount-G an. Da die ThioflavinS-Farbung schnell an Intensitét verliert, wurde am
darauffolgenden Tag die Fluoreszenz-mikroskopische Analyse durchgefiihrt, wobei der
Fluoreszeinisiothiocyanat (FITC)-Filter zur Visualisierung eingesetzt wurde.

3.2.6 Propidiumiodid-Farbung

Die Zelltodfarbung mit Propidiumiodid (PI) erfolgte direkt im Medium der 8-Kammer-
Objekttrager mit 2 pg/ml PI fiir 20 Min bei 37°C. Nach zweimaligem Waschen mit
warmer PBS wurden die Objekttriger mit Mowiol® eingedeckelt. Spétestens am
darauffolgenden Tag erfolgte die Fluoreszenz-mikroskopische Analyse, wobei der Texas
Red Filter zur Visualisierung eingesetzt wurde.

3.2.7 Fluoreszenz-mikroskopische Analyse

Die Untersuchung und Visualisierung der fluoreszent markierten Zellen bzw. der
Gewebsschnitte erfolgte am Fluoreszenzmikroskop Axiovert 200 M unter Verwendung
von 20er oder 40er Objektiven, wobei die Filtereinstellungen entsprechend der
Emissionswellenldnge des jeweiligen Farbstoffes verwendet wurden. Die Aufnahmen
wurden mit einer CCD-Kamera der Firma Intas angefertigt und die jeweiligen
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Einstellungen fiir einen experimentellen Ansatz konstant gehalten. Fiir die
Grauwertanalyse wurden die Aufnahmen zunédchst mit IrfanView invertiert und
anschlieBend mittels Scion Image die medianen Grauwerte bestimmt. Pro Gruppe wurden
mind. 4 Aufnahmen mit einem 20er Objektiv analysiert.

3.2.8 Durchflusszytometrie (fluorescent activating cell sorting; FACS)

Fiir FACS-Experimente wurden Myoblasten verwendet. Diese wurden auf einer 24-
Kammer-Platte ausplattiert und ab einer Konfluenz von circa 60-70% iiber 72 h zu
Zytokin-Variationen von IFN-y und TNF-a exponiert. Am Tag der Messung betrug die
Konfluenz pro Kammer 100%. Der Uberstand wurde zu Versuchsbeginn in 500-pl-
Eppendorf Gefidlle liberfiihrt und zentrifugiert (3000 Umdrehungen pro Minute, 5 Min;
RT) bevor der Uberstand erneut in 500-ul-Eppendorf Gefife iiberfiihrt und diese bei
-80°C fiir weitere Experimente aufbewahrt wurden. Die Zellen wurden vorsichtig mit
warmer PBS gewaschen und 1 Min bei 37°C in 200 pl Trypsin inkubiert. Nach
Abstoppen der Reaktion mit 500 pl kaltem DMEM-Medium wurden die Zellen abgeldst
und in die entsprechenden Rohrchen iiberfiihrt. Zunédchst wurden die Zellen
abzentrifugiert (300 g, 5 Min, RT), zweimal mit FACS-Puffer gewaschen und in 50 pl
FACS-Puffer resuspendiert. Anschlieend erfolgte eine 45 Min Inkubation bei 4°C mit
1:500 verdiinnten Maus-Anti-RAGE-Primérantikorper. Nach zwei weiteren
Waschschritten wurden die Zellen in 50 pul FACS-Puffer mit 1:500 verdiinntem, Alexa-
488-gekoppeltem Ziege-Anti-Maus-Sekundérantikdrper resuspendiert und 30 Min bei
4°C im Dunkeln inkubiert. Nach zwei weiteren Waschschritten wurden die Myoblasten
in 200 pl FACS-Puffer geldst. Falls zeitgleich eine Zelltoduntersuchung stattfand, wurde
der Farbstoff 7-Aminoactinomycin (7AAD) [4 ng/ml] dazugegeben, bevor die Messung
iiber ein BD FACS Calibur mit Cell Quest Pro erfolgte. Die Analyse wurde im Anschluss
mit WinMDI 2.8 durchgefiihrt.

3.2.9 Sandwich Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) fiir HMGB1

Der Sandwich-ELISA wurde in Kooperation mit PD Dr. Voll aus Erlangen durchgefiihrt.
Der Uberstand von 24 h, 48 h, sowie 72 h Zytokin-exponierten Myoblasten- und
Myotubenkulturen wurde abgenommen und die Menge an HMGB1 gemél des etablierten
Protokolles detektiert [Urbonaviciute et al. 2007].

3.3 Molekularbiologische Methoden und Materialien

3.3.1 RNA-Extraktion aus Gewebe/Zellkultur (24-Kammer-Platte)

Die gesamte RNA-Extraktion wurde auf Eis durchgefiihrt. Fiir die RNA-Extraktion aus
der Zellkultur (24-Kammer-Platten) wurde das Quiagen-RNeasy Kit gemaif3



3. MATERIAL UND METHODEN -16-

Herstellerangaben verwendet, wobei mit 350 ul RLT-Puffer und ohne den optionalen
Zentrifugationsschritt (Punkt 10a im Kit) gearbeitet wurde. Die RNA wurde in 33 pl
RNase-freiem H,O eluiert und direkt weiterverarbeitet oder bei -80°C gelagert.

Frisches oder gefrorenes Gewebe wurde in ein 1,5 ml Eppendorf-Gefidl3 gegeben, 500 pl
Trizol hinzugefiigt und mit einem Zellmorser homogenisiert. Nach 5-mintitiger
Inkubationszeit bei RT wurden die Eppendorf-Gefal3e fiir 10 Min bei 4°C mit 14000 rpm
zentrifugiert und der Uberstand in neue Eppendorf-GefiBe iiberfiihrt. 5 ug , linear
Acrylamid“ (Ambion 9520) wurden dazugegeben und die Eppendorf-Gefalie fiir 10 Sek
gemischt. Danach wurden 100 ul Chloroform dazugegeben, erneut fiir 30 Sek gemischt
und fiir 5 Min bei 4°C mit 14000 rpm zentrifugiert. Die wissrige Phase wurde in ein
neues Eppendorf-Gefal tiberfiihrt und 240 pl Isopropanol dazugegeben. Die Eppendorf-
Gefdlle wurden geschiittelt und gemischt. Die Prizipitation erfolgte fiir 30 Min bei -80°C.
AnschlieBend wurden sie fiir 30 Min bei 4°C mit 14000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand
wurde verworfen. Das Pellet wurde mit 500 ul RNAse-freiem 70%-Ethanol gewaschen
und erneut fiir 10 Min bei 4°C mit 14000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde
vorsichtig abgenommen, verworfen und die Eppendorf-Gefal3e fiir 1 Min abzentrifugiert,
um den restlichen Uberstand zu entfernen. Nachdem das Pellet fiir 1-2 Min an der Luft
getrocknet worden war, wurde die RNA in 33 ul RNAse-freiem Wasser geldst, die
Konzentration bestimmt und die RNA bis zum Gebrauch bei —80°C gelagert.

Zur Bestimmung der RNA-Konzentration und der Reinheit wurde das NanoDrop-
Spektrophotometer entsprechend der Herstellerangaben benutzt.

3.3.2 cDNA-Synthese

Zur Synthese der zur mRNA komplementdren cDNA (complementary DNA) wurde der
SuperScript' II Kit entsprechend der Herstellerangaben verwendet. Dabei wurde als
Primer fiir diese RNA-abhéngige DNA-Polymerase ein Oligo-Desoxythymidin-Nukleotid
(10—15 Desoxythymidin), welches komplementér zum Poly-A-Schwanz der
eukaryotischen mRNA ist, eingesetzt und iiber einen Desoxyribonukleosidtriphosphat-
Mix und die reverse Transkriptase der komplementdre cDNA-Strang vervollstandigt. In
der sich anschlieBenden Reaktion wird die Ursprungs-RNA eliminiert und eine
doppelstingige cDNA gebildet. Diese wurde bis zur weiteren Verwendung bei —20°C
gelagert.

3.3.3 Real-time-Polymerase-Kettenreaktion

Die RT-PCR wurde basierend auf dem TaqMan®-Sonden-System von Applied
Biosystems an einem 7500 Real-Time-PCR-System mit FAM-markierten Primer/Proben
durchgefiihrt. Die verwendeten Primer (alle von Applied Biosystems, Foster City, USA)
sind in Tabelle 2 angegeben.

Tabelle 2: Primer Proben der RT-PCR: Angegeben sind die Primer mit der Assay ID.

Primer Assay ID
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Glycerinaldehyd-3-Phosphat Dehydrogenase (GAPDH) Hs99999905 ml
High Mobility Group Box 1 (HMGBI1) Hs01923466 g1
Receptor for Advanced Glycation Endproducts (RAGE) Hs00179504 m1

Fiir die Quantifizierung der mRNA-Expression der Marker HMGB1 und RAGE wurden
pro 20 pl Ansatz 10 pul PCR 2 x Mix; 8,5 ul H,O; 0,04 pul ROX; 0,5 ul cDNA und 1 pl
Primer Probe verwendet. Im PCR 2x Mix waren die Taq-DNA-Polymerase,
Magnesiumchlorid, DNA-Glykosylasen, Desoxyribonukleosidtriphosphate und
Stabilisierer enthalten. Der quantifizierbare Farbstoff Carboxy-X-Rhodamin (Rox) wurde
hinzugegeben, um pipettierbedingte Volumenunterschiede der PCR-Proben durch
Normalisierung auf die Rox-Menge zu vermeiden. Die RT-PCR lief entsprechend der in
Tabelle 3 aufgefiihrten Einstellung.

Tabelle 3: Einstellung der RT-PCR: Angegeben sind die einzelnen Zyklen mit ihrer jeweiligen Dauer und
Temperatur.

RT-PCR Schritt Dauer Temperatur Zyklenzahl
Initialisierung 2 Min 50°C

Hitzeaktivierung 10 Min 95°C

Hybridisierung 15 Sek 95°C 40
Elongation 1 Min 60°C

Bei der Auswertung wurde die relative mRNA-Expression der einzelnen analysierten
Marker gegen die relative mRNA-Expression von Glycerinaldehyd-3-phosphat-
Dehydrogenase (GAPDH), einem Haushaltsgen, gemessen und verrechnet.

3.4 Statistische Methoden

Fiir alle statistischen Analysen wurde mit den Programmen Microsoft Exel 2003 oder
Graph Pad Prism V4 gearbeitet. Unterschiede zwischen zwei Kollektiven wurden anhand
des T-Tests ungleicher Varianzen unter Anwendung von Microsoft Exel 2003 berechnet.
Korrelationen wurden mit Hilfe von Graph Pad Prism V4 bestimmt. Signifikanzen
wurden wie folgt definiert: * = P<0,05, ** = P<0,01 und *** = P<0,001. Mittelwert
(MW) und Standardabweichung (SD) sind in Prozent angegeben.
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4 FErgebnisse

4.1 Interaktion von degenerativen, entgiindlichen und Zellstress-assoziierten

Markern im Skelettmuskel der sIBM

Die Pathologie der sporadischen Einschlusskorpermyositis (sIBM) ist sehr komplex und
zeichnet sich sowohl durch entziindliche [Lotz ef al. 1989] als auch degenerative
[Mendell et al. 1991] Pathomechanismen und Zellstress [Banwell und Engel 2000] aus.
Allerdings ist es bisher unzureichend verstanden, ob eine direkte Verkniipfung zwischen
diesen Mechanismen besteht, oder ob sie unabhingig von einander auftreten. Um
Aufschluss iiber das Netzwerk molekularer Pathomechanismen im sIBM-Muskel zu
erlangen, wurde mittels serieller immunhistochemischer Doppelfarbungen von sIBM-
Muskelgewebe die Expression und Ko-Lokalisation Degenerations-/Regenerations-,
Entzlindungs- und Zellstress-assoziierter Marker quantifiziert.

4.1.1 Quantitative Analyse seriell gefirbter sSIBM-Gefrierschnitte fiir

Degenerations-/Regenerations-, Zellstress- und Entziindungs-Marker

Gefrierschnitte von 10 sIBM-Patienten wurden in Serie geféarbt. Hierbei wurden
morphologische Verdnderungen histochemisch anhand der H&E- und Trichrom-
Féarbungen dargestellt und insbesondere atrophe, hypertrophe und nekrotische
Muskelfasern sowie Fasern mit Vakuolen/Einschliissen und solche, die von
entziindlichen Infiltraten umgeben waren, analysiert. Immunhistochemisch wurden der
Degenerations-Marker B-Amyloid durch einen monoklonalen Antikorper (6E10), der
spezifisch fiir ein Epitop im Bereich der Aminoséuren 1-17 der B-Amyloidsequenz ist,
angefarbt. Sein Vorldufermolekiil Amyloid Precursor Protein (APP) und Ubiquitin,
sowie die Degenerations-/Regenerations-Marker Neuronal Cell Adhesion Molecule
(NCAM) und Desmin und als Zellstressmarker das Hitzeschockprotein aB-Crystallin
wurden ebenfalls immunhistochemisch dargestellt (Abb. 4-1).
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Abb. 4-1: Serielle Farbung fiir Degenerations—, Regenerations- und Zellstress-assoziierte-Marker im
Muskelgewebe von sIBM-Patienten: Histochemie: H&E, Trichrom, Immunhistochemie: f-Amyloid, NCAM,
Desmin, Ubiquitin, oB-Crystallin und APP. Dargestellt sind représentative Ausschnitte eines Gewebsschnittes eines
sIBM-Patienten mit einem 20er Objektiv.

Pro Patient wurden zwischen 80 und 299 Muskelfasern (Gesamtfaserzahl 1418) aus
korrespondierenden Arealen aller serieller Farbungen mittels einer CCD-Kamera mit
einem 20er Objektiv fotografiert und beziiglich Morphologie und Expression der Marker
quantitativ analysiert. Bei der mikroskopischen, quantitativen Auswertung aller Fasern
waren 22,6+ 9,3% (Mittelwert+ Standardabweichung) dieser positiv fiir B-Amyloid (Abb.
4-2). Uberexpression des Vorldufermolekiils APP zeigten etwa doppelt so viele
Muskelfasern (37,4+ 12,8%). Das Markierungs-Molekiil Ubiquitin war in 21,8+ 9,6%
aller Fasern vorhanden. Die Proteine Desmin (32,0+ 8,3%), NCAM (25,5+ 9,0%) und
aB-Crystallin (28,3+ 9,4%) waren zu einem dhnlichen Prozentsatz in den Muskelfasern
iiberexprimiert. Mittels H&E- und Trichrom-Féarbung wurden lichtmikroskopisch
morphologische Verédnderungen analysiert. Hierbei wurden 37,8+ 11,8% atrophe
Muskelfasern ermittelt. Von allen untersuchten Fasern enthielten 21,9+ 10,0%
intrazelluldre Vakuolen oder Einschliisse und entziindliche Infiltrate wurden in 7,6+ 4,1%
der Fasern vorgefunden. Anzeichen einer Hypertrophie wiesen 14,1+ 10,3%, die von
Nekrose 0,4+ 0,6% der Fasern auf.
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Abb. 4-2: Quantitative Analyse Degenerations—, Regenerations- und Zellstress-assoziierter Marker sowie
morphologischer Verinderungen im Muskelgewebe von 10 sSIBM-Patienten: Prozentualer Anteil aller untersuchten
Marker und morphologischer Verdnderungen. Pro Patient wurden zwischen 80 und 299 Muskelfasern (gesamt 1418)
beziiglich Morphologie und Expression der Marker analysiert. (Daten angegeben als Mittelwert +
Standardabweichung.)

4.1.2 Assoziation zwischen aB-Crystallin und Degenerations-Markern

Die Hochregulation des Zellstress-Molekiils aB-Crystallin wurde im Skelettmuskel der
sIBM beschrieben [Banwell und Engel 2000]. Um die Relevanz von aB-Crystallin als
Pathomechanismus der sIBM zu erdrtern, wurden Ko-Lokalisationen von aB-Crystallin
mit Degenerations-/Regenerations- und Entziindungs-Markern immunhistochemisch
untersucht (Abb. 4-3).

aB-Crystallin + DAPI MHC-I + DAP

APP + DAPI NCAM + DAPI APP + NCAM

Abb. 4-3: Serielle Firbung fiir Degenerations-, Regenerations- und Zellstress-assoziierte Marker im sIBM-
Muskelgewebe: Représentative Ausschnitte einer immunhistochemischen Doppelfarbung fiir aB-Crystallin (rot), APP
(rot), MHC-I (griin) und NCAM (griin). Zellkerngegenfarbungen erfolgten mit DAPI. Die Aufnahmen wurden mit
einem 40er Objektiv angefertigt.

Bei der quantitativen Analyse aller aB-Crystallin-positiven Muskelfasern waren die
Degenerations-Marker B-Amyloid (41,0+ 12,3%) und Ubiquitin (45,1+ 14,2%) zu etwa
40% innerhalb dieser Fasern vorhanden, wohingegen APP (56,04 11,7%) zu einem
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deutlich hoheren Prozentsatz in den aB-Crystallin-positiven Fasern detektiert wurde.
Etwa 60% dieser Fasern waren ebenfalls positiv fiir NCAM (57,4+ 14,9%) und Desmin
(66,4+ 11,6%). Von entziindlichen Infiltraten waren 13,1+ 9,3% der aB-Crystallin-
positiven Muskelfasern umgeben (Abb. 4-4).
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Abb. 4-4: Analyse aB-Crystallin-positiver Muskelfasern: Quantifizierung von Degenerations— und Regenerations-
Markern sowie entziindlicher Infiltrate in aB-Crystallin-positiven Fasern im Muskelgewebe von 10 Patienten mit
sIBM. (Daten angegeben als Mittelwert + Standardabweichung.)

Der Zusammenhang zwischen aB-Crystallin mit weiteren Degenerations-/
Regenerations-Markern, sowie mit morphologischen Verdanderungen wurde anhand von
Korrelationen untersucht. Hierbei fand sich eine statistisch signifikante Korrelation
zwischen aB-Crystallin-positiven Muskelfasern mit APP- (***P< 0,0001), -Amyloid-
(***P< 0,0001) und Ubiquitin-positiven Muskelfasern (***P< (0,0001). Ebenfalls
korrelierten aB-Crystallin-positive Muskelfasern signifikant mit den Degenerations-/
Regenerations-Markern NCAM (***P< 0,0001) und Desmin (***P< 0,0001). Eine
signifikante Korrelation wurde ebenso mit morphologischen Verdanderungen wie
Vakuolen/Einschiisse (***P< 0,001), Atrophie (***P< 0,0001) oder entziindlichen
Infiltraten (**P< 0.01) festgestellt. (Abb. 4-5).
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Abb. 4-5: Korrelationsanalyse (Pearson r) von aB-Crystallin mit Degenerations- und Regenerations-Markern
und morphologischen Verinderungen: aB-Crystallin korreliert signifikant mit APP, B-Amyloid, NCAM, Desmin,
Ubiquitin und den morphologischen Verdnderunen Atrophie, Vakuolen/Einschliisse und entziindlichen Infiltraten.

4.1.3 Expression von aB-Crystallin in normal erscheinenden Muskelfasern

Um frithe Verdnderungen der sIBM-Pathologie im Muskel zu erkennen, wurde die
Expression von Degenerations-/Regenerations-, Zellstress- und Entziindungs-Markern in
normal erscheinenden Muskelfasern untersucht. Normal erscheinende Muskelfasern
wurden hierfiir als solche definiert, die lichtmikroskopisch weder Zeichen von Atrophie,
Hypertrophie oder Nekrose, noch Vakuolen/Einschliisse aufwiesen. Innerhalb dieser
zeigte ein beachtlicher Teil der Muskelfasern eine Uberexpression von aB-Crystallin
(15,9+ 8,6%) (Abb. 4-6). Ahnliche Ergebnisse wurden auch von einer anderen
Arbeitsgruppen beschrieben, die die morphologisch unauffilligen, aB-Crystallin-
positiven Muskelfasern als ,, X-fibres ““ bezeichnete [Banwell und Engel 2000]. APP-
positive Muskelfasern waren in etwa dem gleichen Prozentsatz (19,4+ 16,1%) in den
morphologisch unauffilligen Muskelfasern vorhanden. Alle anderen untersuchten
pathologischen Marker wiesen einen deutlich geringeren Prozentsatz auf: NCAM

5,0+ 4,7%, Desmin 10,5+ 7,6% und Ubiquitin 9,7+ 7,2%.

Die genauere Betrachtung der X-fibres zeigte, dass nur 2,8+ 4,6% dieser aB-Crystallin-
positiven, morphologisch unauffilligen Muskelfasern von entziindlichen Infiltraten
umgeben waren, wohingegen 17,6+ 19,8% dieser Fasern positiv fiir APP und negativ fiir
B-Amyloid und ein geringerer Prozentsatz von 8,6+ 12,2% positiv fiir beide
Degenerations-Marker waren (Abb. 4-6).
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Abb. 4-6: Analyse morphologisch unauffilliger Muskelfasern: Quantifizierung der Expression der Marker in
morphologisch unauffélligen Muskelfasern, sowie entziindlicher Infiltrate und die Expression von APP und B-Amloid
in aB-Cyrstallin-positiven, morphologisch unauffilligen Muskelfasern (X-fibres). (Daten angegeben als Mittelwert +
Standardabweichung.)

Aufgrund dieser Daten konnte sich eine frithe sSIBM-Pathologie um APP/aB-Crystallin
ko-expressierende Muskelfasern zentrieren. Um dieses genauer zu betrachten, wurde der
Zusammenhang zwischen APP/aB-Crystallin-doppelt-positiven Muskelfasern mit
Degenerations-Markern analysiert. Hierbei fiel auf, dass Akkumulationen von -Amyloid
(60.8+ 14.5%) und Ubiquitin (59,5+ 20,7%) zu einem dhnlichen Prozentsatz in den
APP/oB-Crystallin-doppelt-positiven Muskelfasern vorhanden waren. Hingegen war ein
wesentlich hoherer Prozentsatz positiv fiir die Degenerations-/Regerations-Marker
NCAM (79,2+ 15,4%) und Desmin (88,7+ 10,5%). Entziindliche Infiltrate fanden sich in
18,3+ 13,5% dieser Fasern (Abb. 4-7).
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Abb. 4-7: Analyse von APP/aB-Crystallin ko-expressierenden Muskelfasern: Quantifizierung von Degenerations-
/Regenerations-Marken sowie morphologischer Verdnderungen im Muskelgewebe. (Daten angegeben als Mittelwert +
Standardabweichung.)
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4.1.4 Pathologische Verinderungen assoziiert mit -Amyloid

Die Relevanz der Uberexpression von APP und die Akkumulation von B-Amyloid in der
sIBM-Pathologie wurde durch die Analyse der Expression beider Degenerations-Marker
in den seriellen Farbungen weiter untersucht. Hierbei fiel auf, dass nur 45,3 +14,2% der
APP-positiven Muskelfasern Akkumulationen von B-Amyloid aufwiesen, wohingegen
die tiberwiegende Anzahl an B-Amyloid-positiven Muskelfasern APP iiberexprimierte
(74,5+ 13,3%). Die Mehrzahl der B-Amyloid-positiven Muskelfasern wiesen auflerdem
eine Uberexpression weiterer Degenerations-/Regenerations- und Zellstress-Marker
sowie morphologische Verdnderungen auf (Abb. 4-8). Ein dhnliches Ergebnis wurde
auch in APP-positiven Muskelfasern, sowie in Muskelfasern mit Vakuolen/Einschliissen
gefunden.
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Abb. 4-8: Analyse p-Amyloid-positiver Muskelfasern: Quantifizierung von Degenerations—, Regenerations- und
Zellstress-Markern und morphologischer Verdnderungen in f-Amyloid-positiven Muskelfasern. (Daten angegeben als
Mittelwert + Standardabweichung.)

Die Assoziation zwischen der Akkumulation von APP/B-Amyloid mit anderen
Degeneration-/Regenerations-Markern wurde zusétzlich anhand von Korrelationen
analysiert. Diese Untersuchungen zeigten eine signifikante Korrelation zwischen
APP/B-Amyloid-positiven Muskelfasern mit solchen, die positiv fiir Ubiquitin
(***P<0,001), Desmin (***P< 0,0001) sowie NCAM (**P< 0,01) waren. Des Weiteren
korrelierten APP/B-Amyloid-positive Muskelfasern mit morphologischen Verdanderungen
wie Atrophie (***P=0,001) und Vakuolen/Einschliisse (***P= 0,001). Im Einklang mit
kiirzlich erschienenen Beobachtungen [Schmidt ef al. 2008], korrelierten
APP/B-Amyloid-positive Muskelfasern ebenfalls signifikant mit solchen, die von
entziindlichen Infiltraten umgeben waren (**P< 0,01).

4.2 Expression von HM GBI und RAGE im Skelettmuskel der sSIBM

Die Pathophysiologie der sSIBM ist noch unzureichend verstanden. Die Verbindung von
aB-Crystallin-assoziiertem Zellstress und der Akkumulation von -Amyloid konnte im
vorangegangenem Teil dieser Dissertation gezeigt werden. Ferner gibt es bei der sSIBM
einen Zusammenhang von Entziindung und der Akkumulation von -Amyloid [Schmidt
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et al. 2008]. Die Entziindungsmarker HMGB1 und RAGE konnten hierbei eine Rolle
spielen. Eine erhohte Expression beider Molekiile wurde bereits bei der Dermato- und der
Polymyositis gezeigt [Ulfgren et al. 2004; Haslbeck et al. 2005] und RAGE wurde
ebenfalls als Rezeptor fiir B-Amyloid in Zusammenhang mit degenerativen Prozessen
beim Morbus Alzheimer gebracht [Yan et al. 1998]. Aufgrund dieser Uberlegungen
wurde die Expression beider Molekiile auf mRNA- und Proteinebene im Skelettmuskel
von sIBM-Patienten untersucht und anhand serieller Farbungen Ko-Lokalisationen mit
Degenerations-Markern erforscht.

4.2.1 Quantifizierung der Expression von HMGB1 und RAGE auf mRNA- und
Proteinebene im Gewebe von sIBM-Patienten im Vergleich zu nicht-

myopathischen Kontrollen

Mittels quantitativer RT-PCR wurde die mRNA-Expression von HMGB1 und RAGE im
Gewebe von Patienten mit sIBM (n=10) im Vergleich zu Kontrollen mit unauffalliger
Muskelbiopsie (n=8), Dystrophie- (n=6) und Neuropathie-Patienten (n=5) untersucht.
Eine signififkant hohere Expression beider Molekiile fand sich im Gewebe von sIBM-
Patienten im Vergleich zu gesunden Kontrollen. Im Gegensatz zur Expression von
RAGE, war die von HMGBI ebenfalls bei Neuropathie-Patienten gegeniiber den
Kontrollen signifikant erhoht. Hingegen wurde keine signifikante Steigerung der
Expression beider Molekiile im Gewebe von Dystrophien gefunden (Abb. 4-9).
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Abb. 4-9: Relative mRNA-Expression von HMGB1 und RAGE: Verwendet wurde Muskelgewebe von Kontrollen
mit unauffilliger Muskelbiopsie (n=8), sSIBM- (n=10), Neuropathie- (n=6) und Dystrophie-Patienten (n=5). Eine
signifikant hohere HMGB1 und RAGE Expression wurde im Gewebe von sIBM-Patienten und fir HMGBI1 im
Gewebe von Neuropathie-Patienten gemessen.

Anhand immunhistochemischer Farbungen wurde die Expression von HMGB1 und
RAGE auf Proteinebene untersucht. Doppelfarbungen erfolgten mit Antikorpern gegen
B-Amyloid und phosphoryliertes Tau/Neurofilament (P-Tau), um Ko-Lokalisationen
dieser Degenerations-Marker zu ermitteln. Hierbei wurde P-Tau durch den Antikdrper
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SMI-31 dargestellt, der zu etwa 80% an Tubulofilamente vakuolierter Muskefasern und
zu einem sehr geringen Teil an nicht-vakuolisierte Fasern im Gewebe von sIBM-
Patienten bindet [Mirabella et al. 1996]. Insgesamt wurden Gefrierschnitte von 4 sSIBM-
Patienten im Vergleich zu Kontrollen (n=3), Dystrophie- (n=3) und Neuropathie-
Patienten (n=3) gefarbt. Hierbei war im Gewebe gesunder Kontrollen sowie im Gewebe
von Dystrophie- und Neuropathie-Patienten eine extrem geringe Anfarbbarkeit fiir alle
untersuchten Marker zu verzeichnen. Im Gewebe der sIBM-Patienten hingegen war eine
im Vergleich zum Kontrollgewebe und zum Gewebe nicht-myopathischer
Muskelerkrankungen deutlich erhdhte basale Expression von HMGB1 und RAGE zu
beobachten und es gab es zum Teil deutlich positive Fasern fiir die untersuchten Marker
(Abb. 4-10).

HMGB1 + DAPI P-Tau + DAPI RAGE + DAPI B-Amyloid + DAPI

Kontrolle

sIBM

Abb. 4-10: Immunhistochemische Doppelfiarbung fiir Zellstress- und Degenerations-Marker im sIBM-
Muskelgewebe im Vergleich zum Kontrollgewebe: Gefarbt wurde fiir RAGE (rot), HMGBI (rot), B-Amyloid (griin)
und P-Tau (griin). Zellkerngegenfarbungen erfolgten mit DAPI. Die Aufnahmen wurden mit einem 20er Objektiv
angefertigt.

In der statistischen Analyse der seriellen immunhistochemischen Farbungen der 4 sSIBM-
Patienten wurden zwischen 109 und 283 Muskelfasern pro Patient (insgesamt 845
Muskelfasern) beziiglich ihrer Expression der Entziindungs- und Degenerations-Marker
untersucht. RAGE-positiv waren 36,2+ 8,0% (Mittelwert+ Standardabweichung) aller
untersuchten Fasern; positiv fiir HMGB1 waren 22,7+ 6,9%. Akkumulationen von
B-Amyloid wiesen 22,2+ 7,3% aller Muskelfasern auf, wohingegen P-Tau nur in einem
geringeren Prozentsatz (9,4+ 2,6%) der Fasern zu verzeichnen war (Abb. 4-11).
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Abb. 4-11: Quantitative Analyse von HMGB1 und RAGE im Vergleich zu Degenerations-Markern: Insgesamt
wurden 845 Muskelfasern beziiglich ihrer Expression von RAGE, HMGB1, B-Amyloid und P-Tau im Muskelgewebe
von 4 sIBM-Patienten untersucht. (Daten angegeben als Mittelwert + Standardabweichung.)

4.2.2 Assoziation von HMGB1 und RAGE mit -Amyloid und P-Tau

Der Zusammenhang zwischen der Expression von HMGB1 und RAGE mit den
Degenerations-Markern wurde in Form von Ko-Lokalisationen analysiert. Von den
RAGE-positiven Fasern waren 35,7+ 10,8% ebenfalls positiv fiir f-Amyloid,

40,5+ 15,5% fiir HMGBI und 19,4+ 13,3% fiir beide Marker. Ein geringerer Teil war
positiv fiir P-Tau (11,84 9,5%) (Abb. 4-12; A). Hingegen war RAGE {iberwiegend in
Fasern nachweisbar, die positiv waren fiir HMGBI1 (65,5+ 26,6%), B-Amyloid-

(59,0+ 15,9%) oder P-Tau (45,9+ 33,3%) (Abb. 4-12; B-D). Von den HMGB1-positiven
Fasern fanden sich in 41,8+ 19,2% B-Amyloid-Akkumulationen und 32,1+ 24,0% waren
doppelt positiv fiir B-Amyloid und RAGE. P-Tau war zu 27,2+ 24,1% in den HMGB1-
positiven Fasern vorhanden (Abb. 4-12; B). Von den P-Tau-positiven Fasern waren
jedoch 48,4+ 32,0% positiv fiir HMGBI1 und 27,6+ 22,6% fiir HMGB1 und RAGE (Abb.
4-12; D). Innerhalb der B-Amyloid-positiven Fasern wiesen 43,8+ 20,0% eine erhdhte
Expression von HMGBI auf und 32,0+ 20,0% dieser Fasern waren positiv fiir HMGBI1
und RAGE (Abb. 4-12; C).
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Abb. 4-12: Quantitative Analyse der Ko-Lokalisationen von HMGB1 und RAGE mit Degenerations-Markern:
Analyse der Ko-Expressionen der jeweils untersuchten Marker in Fasern positiv fiir RAGE (A), HMGB1 (B),
B-Amyloid (C) und P-Tau (D). (Daten angegeben als Mittelwert + Standardabweichung.)

4.3 Expression von HMGBI1 und RAGE in Muskelzellen unter pro-

inflammatorischem Zellstress

Eine erhohte Expression der Entziindungsmarker HMGB1 und RAGE im Skelettmuskel
von sIBM-Patienten wurde im vorangegangenen Teil dieser Dissertation demonstriert.
Ebenso wurden Ko-Lokalisationen dieser beiden Molekiile mit Degenerations-Markern
gezeigt. Diese Ergebnisse untermauern die bereits publizierten Daten iiber einen
Zusammenhang von Entziindung und der Akkumulation von B-Amyloid [Schmidt ef al.
2008]. Der Mechanismus hierfiir ist jedoch unklar. HMGB1 und RAGE induzieren die
Freisetzung pro-inflammatorischer Zytokine [Steer et al. 2006] und konnten somit eine
Rolle bei der Interaktion zwischen Entziindung und B-Amyloid-Akkumulation spielen.
Mit einem kiirzlich etablierten in-vitro-Modell fiir entziindlichen Zellstress in priméren
Myotubenkulturen aus nicht-pathologischem Muskel [Schmidt e al. 2008] sollten
mogliche molekulare Interaktionen zwischen pro-inflammatorischem Zellstress und der
Expression von HMGB1 und RAGE sowie der Zusammenhang mit 3-Amyloid-
Akkumulationen untersucht werden. Hierbei wurde ein entziindliches Milieu durch die
Exposition der Zellkulturen zu unterschiedlichen Kombinantionen der Zytokine IFN-y,
IL-1PB und TNF-a geschaffen. Die aufgefiihrten Experimente wurden, wenn nicht anders
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angegeben, mindestens dreimal sowohl an den Myoblasten als auch an nicht-
pathologischen priméaren Myotubenkulturen mit ahnlichen Ergebnissen
wiederholt.

Da die Kultivierung von Primirzellkulturen aufwendig ist, wurde insbesondere fiir
Vorabtestungen und Methodenetablierungen parallel auch mit einer Myoblasten-Zelllinie
(Rhabdomyosarkomazellen, CCL136) gearbeitet. Lediglich die durchflusszytometrischen
Untersuchungen wurden auf Myoblasten beschrinkt, weil diese Untersuchung an
ausdifferenzierten und fusionierten Myotuben aus technischen Griinden nicht moglich ist.

4.3.1 mRNA-Expression von HMGB1 und RAGE nach Zytokin-induziertem

Zellstress

In Zellkulturexperimenten wurde die Auswirkung von entziindlichem Zelltress auf die
Expression von HMGB1 und RAGE untersucht. Hierzu wurden Myoblasten und
Myotuben mit verschiedenen Kombinationen der Zytokine IFN-y, IL-18 und TNF-a fiir
24 h, 48 h und 72 h inkubiert und anschlieBend mittels quantitativer RT-PCR die relative
Expression von HMGB1 und RAGE gegeniiber GAPDH auf mRNA-Ebene analysiert.
Hierbei zeigten sich keine wesentlichen Verdnderungen nach Zytokin-Exposition im
Vergleich zu den Kontrollen (Abb. 4-13).
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Abb. 4-13: Relative mRNA-Expression von HMGB1 und RAGE in Myotuben: Fusionierte priméire humane
Myotuben wurden iiber die Zeitrdume von 24 h, 48 h und 72 h zu Kombinationen der Zytokine IL-1f (20 ng/ml), IFN-y
(300 U/ml) und TNF-a (10 ng/ml) exponiert. (Daten angegeben als Mittelwert + Standardabweichung.)

4.3.2 Translokation und Uberexpression von HMGB1 nach Zytokin-induziertem

Zellstress auf Proteinebene

Mittels immunzytochemischer Farbungen wurde die Proteinexpression von HMGBI1 in Myotuben
und Myoblasten nach Zytokin-Exposition untersucht. Infolge von Zytokin-induziertem Zellstress

erfolgte bereits nach 24 h eine Translokation von HMGB1 aus dem Zellkern in das Zytoplasma.
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Dieser Effekt war ebenfalls nach 48 h und 72 h nachweisbar, wobei initial das starke
Zellkernsignal von HMGB1 ab- und das Signal im Zytoplasma zunahm (Abb. 4-14).

Kontrolle [I-1B+IFN-y

Abb. 4-14: Translokation von HMGBI1 in Myotuben nach Zytokin-Exposition: Immunzytochemische Farbung fiir
HMGBI in humanen Myotuben nach Exposition zu Kombinantionen der pro-inflammatorischen Zytokine IL-1f (20

ng/ml), IFN-y (300 U/ml) und TNF-a (10 ng/ml) {iber einen Zeitraum von 72 h. Zellkerngegenfarbung erfolgte mit
DAPI. Die Aufnahmen wurden mit einem 20er Objektiv angefertigt.

II-1B+TNF-a I1-1B+IFN-y+TNF-a

HMGB1

HMGB1+DAPI

4.3.3 Sekretion von HMGBI1 nach Zytokin-induziertem Zellstress

Neben der Translokation aus dem Zellkern in das Zytoplasma war auch eine aktive
Freisetzung von HMGB1in das extrazelluldre Milieu moglich, wie sie von Immunzellen
bekannt ist [Gardella ef al. 2002]. Eine mdgliche Sekretion von HMGB1 im Uberstand
von Zytokin-exponierten Myoblasten und Myotuben wurde mit Hilfe eines ELISA
gemessen. Flir diese Versuche wurden die Zellkulturen iiber die Zeitrdume von 24 h, 48 h
und 72 h mit verschiedenen Kombinationen der Zytokine IFN-y, IL-13 und TNF-a
inkubiert und in dem Uberstand die HMGB1-Analyse durchgefiihrt. Hierbei zeigte sich
eine deutlich gesteigerte Sekretion von HMGBI, insbesondere nach Exposition zu den
Zytokin-Kombinationen IFN-y und IL-1p, sowie IFN-y und TNF-a (Abb. 4-15).
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Abb. 4-15: Sekretion von HMGBI1 nach Zytokin-Exposition: Exposition von Myotubenkulturen tiber 24 h, 48 h und
72 h mit Kombinationen von IL-1f (20 ng/ml), IFN-y (300 U/ml) und TNF-o (10 ng/ml). Messung der HMGB1
Sekretion mittels ELISA [ng/ml]. (Daten angegeben als Mittelwert + Standardabweichung.)

4.3.4 Hochregulation von RAGE nach Zytokin-induziertem Zellstress

Die Expression von RAGE sowie der Oberfldchenrezeptoren MHC-I und MHC-II nach
Zytokin-induziertem Zellstress wurde mittels immunzytochemischer Farbungen in
Myotuben und Myoblasten auf Proteinebene nach 24 h, 48 h und 72 h analysiert. Hierbei
zeigte sich die Uberexpression von RAGE, sowie von MHC-I und MHC-II im
entziindlichen Milieu (Abb. 4-16).

- Myotuben - - Myoblasten -

MHC-I RAGE MHC-II RAGE

Abb. 4-16: Erhéhte RAGE-Expression nach Zytokin-Exposition: Myotuben und Myoblasten wurden iiber 48 h zu
der Zytokin-Kombination IL-1f (20 ng/ml), IFN-y (300 U/ml) und TNF-a (10 ng/ml) exponiert. Geférbt wurde fiir
RAGE, MHC-I und MHC-II. Die Aufnahmen wurden mit einem 20er Objektiv angefertigt.

Kontrolle

IFN-y+TNF-o+IL-18

Durchflusszytometrische Untersuchungen belegten die Zytokin-bedingte Oberflidchen-
expression von RAGE nach 48 h und 72 h. Zeitgleich wurde die Zelltodrate durch den
Farbstoff 7AAD bestimmt. Diese nahm iiber die Zeit unter entziindlichen Bedingungen
signifikant zu. Hierbei zeigte sich ein Zusammenhang zu der entziindungs-bedingten
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Uberexpression von RAGE und der Induktion von Zelltod, da sich die doppelt-positive
Population fast verdoppelte (Abb.4-17).

RAGE Zelltod
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Abb. 4-17: Durchflusszytometrische Analyse der RAGE-Oberflichenexpression in Zusammenhang mit Zelltod:
Myoblastenkulturen wurden fiir 72 h mit IFN-y (300 U/ml) und TNF-a (10 ng/ml) inkubiert. Die Konturblots (links)
zeigen den Anteil der Myoblasten die RAGE-positiv bzw. nicht mehr vital sind. Die quantitative Auswertung (rechts)
zeigt den Prozentsatz an RAGE-positiven, toten Myoblasten

4.3.5 Zunahme von Amyloid-Aggregation und Zelltod nach Exposition zu pro-

inflammatorischen Zytokinen

In Myotuben wurde gezeigt, dass durch die Zytokine IFN-y und IL-1f die
Amyloidgenerierung vermehrt wird [Schmidt ez al. 2008]. Dieser Nachweis ist liber eine
ThioflavinS Farbung moglich [Bussiére et al. 2004]. Durch die Exposition zu den pro-
inflammatorischen Zytokinen IFN-y und IL-1f iiber einen Zeitraum von 72 h zeigte sich
in der quantitativen Grauwertanalyse der Farbungen eine signifikante Zunahme von
Amyloid-positiven Proteinaggregaten (***P< 0,001), was mit den bereits publizierten
Ergebnissen iibereinstimmt. Um die Effekte von HMGBI1 auf die Akkumulation von
Amyloid zu untersuchen, wurden Myoblasten und Myotuben unterschiedlichen
Konzentrationen von rekombinantem HMGBI1 ausgesetzt. Hierbei wurde konzentrations-
abhingig eine signifikant gesteigerte Amyloid-Aggregation nachgewiesen (***P< 0,001).
Nach Exposition zu rekombinantem HMGB1 mit einer Konzentrationen von 0,3 pg/ml
war das Signal der Amyloid-Aggregation signifikant hoher im Vergleich zur Kontrolle,
jedoch weniger intensiv als bei einer HMGB1 Konzentration von 1 pg/ml. (Abb. 4-18).
Die Zelltodinduktion durch pro-inflammatorische Zytokine wurde mit rekombinantem
HMGBI in Myotuben und Myoblasten verglichen. Hierbei wurde iiber einen Zeitraum
von 72 h mit IFN-y und IL-1P sowie unterschiedliche Konzentrationen an
rekombinantem HMGBI inkubiert. In immunologischen Zelltodanalysen mit dem
Farbstoff Propidiumiodid, der dhnlich 7AAD mit der DNA toter Zellen interkaliert,
wurde in der quantitativen Grauwertanalyse der Farbung eine signifikante Zunahme an
toten Zellen im entziindlichen Milieu gezeigt (**P< 0,01). Ebenfalls fand sich eine
konzentrationsabhingige, signifikante Steigerung an Zelltod nach Exposition zu
HMGBI1: 0,3 pg/ml (*P< 0,05) und 1 pg/ml (**P<0,01) (Abb. 4-18).
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Abb. 4-18: Akkumulation von Amyloid und Zelltodzunahme nach pro-inflammatorischen Zytokinen und
rekombinantem HMGBI1: Exposition von Myotuben {iber 72 h zu der Zytokin-Kombination IL-1f (20 ng/ml) und
IFN-y (300 U/ml), sowie zu rekombinantem HMGBI (0,3 und 1 pg/ml). Geférbt wurde mit ThioflavinS und
Propidiumiodid. Die Aufnahmen wurden mit einem 40er Objektiv angefertigt. (Daten angegeben als Mittelwert +
Standardabweichung.)

4.3.6 Reduktion der Zytokin-induzierten Amyloid-Aggregatbildung durch den
HMGBI1-Inhibitor Box A

Mit Hilfe des HMGB1-Inhibitors Box A sollte die Zytokin-induzierte Zellstressreaktion
und die damit verbundene Amyloid-Akkumulation reduziert werden. Box A ist ein Peptid
mit der Eigenschaft, HMGB1 zu blockieren [Li J ef al. 2003]. Es wurde direkt nach den
Zytokinen und dem rekombinanten HMGB1 auf die Zellkulturen gegeben. Die
Aggregation von Amyloid wurde mit ThioflavinS nachgewiesen. Hierbei wurde in der
quantitativen Grauwertanalyse die signifikante Abnahme der Amyloid-Akkumulation
demonstriert, die durch Inkubation mit rekombinantem HMGB1 (*P< 0,05) und
insbesondere nach Zytokin-Exposition (***P< 0,001) liber den Zeitraum von 72 h
induziert worden war (Abb. 4-19).
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Abb. 4-19: Amyloid-Akkumulation nach Inhibition von HMGB1: Myotuben (n=2) wurden iiber 72 h zu der
Zytokin-Kombination IL-1f (20 ng/ml) und IFN-y (300 U/ml), sowie zu rekombinantem HMGB1 (1 pg/ml) bei

zeitgleicher Inhibition mit Box A (10 pg/ml) exponiert. Gefdrbt wurde mit ThioflavinS. Die Aufnahmen wurden mit
einem 40er Objektiv angefertigt. (Daten angegeben als Mittelwert + Standardabweichung.)
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5 Diskussion

5.1 aB-Crystallin und APP als friihe pathogenetische Marker der sSIBM

Bei der sIBM kommt der -Amyloid-assoziierten Degeneration eine zentrale Bedeutung
zu. Dariiberhinaus besteht eine ausgepriagte Entziindung im Muskel mit lymphozytarer
Infiltration sowie als Ausdruck von Zellstress eine Uberexpression des
Hitzeschockproteins aB-Crystallin [Banwell und Engel 2000]. Insbesondere in
morphologisch unauffilligen Muskelfasern zeigte sich eine Hochregulation von
aB-Crystallin, was auf eine Zellstressreaktion im frithen Stadium hindeuten konnte,
zumal pro-inflammatorischer Zellstress in vitro zu einer Uberexpression von
aB-Crystallin fiihrt [Muth ef al. 2009]. Solch ein im sIBM-Muskel vorhandener Zellstress
konnte moglicherweise eine chronische Degeneration mit irreversiblen Schéden bei der
sIBM mitbedingen.

Um Aufschluss tiber das Netzwerk molekularer Pathomechanismen im sIBM-Muskel zu
erlangen, wurde in dieser Arbeit insbesondere ein moglicher Zusammenhang der
Uberexpression von oB-Crystallin mit einer Ko-Uberexpression von APP, Akkumulation
von B-Amyloid sowie entzlindlichen Infiltraten in Muskelbiopsien mehrerer sSIBM-
Patienten untersucht.

Eine positive Korrelation zwischen aB-Crystallin und B-Amyloid-assoziierten Markern
konnte in dieser Arbeit demonstriert werden. Viele der normal erscheinenden
Muskelfasern zeigten eine Ko-Lokalisation von aB-Crystallin und APP, wohingegen
innerhalb aller aB-Crystallin/APP-positiven Fasern auch eine f-Amyloid-Akkumulation
und eine Uberexpression von Degenerations-/Regenerations-Markern wie NCAM und
Desmin gezeigt wurde. Ebenso wurde eine signifikante Ko-Lokalisation zwischen
APP/B-Amyloid und Markern von Zellstress und Regeneration demonstriert.
Zusammengefasst deutet dies darauf hin, dass aB-Crystallin zusammen mit APP einen
frithen Indikator einer intrazelluldren Zellstressreaktion darstellt. Die Daten sprechen
dafiir, dass die Akkumulation von B-Amyloid im Skelettmuskel der sSIBM der
Zellstressreaktion nachfolgt.

Im sIBM-Muskelgewebe wurde aB-Crystallin bereits in normal erscheinenden
Muskelfasern demonstriert, welche als ,, X-fibres “ bezeichnet wurden [Banwell und
Engel 2000]. Dieses wurde durch die vorliegende Arbeit bestitigt. Die mittlere
Prozentzahl aB-Crystallin-positiver Fasern war bei Banwell und Engel [2000] lediglich
9,8 %. Im Vergleich dazu wurde in dieser Arbeit eine etwa doppelt so hohe Prozentzahl
aB-Crystallin-positiver Fasern detektiert. Dieses konnte unter anderem dadurch zu
erkliren sein, dass 5 der 11 sIBM-Patienten bei Banwell und Engel [2000] zum Zeitpunkt
der Studie bereits mit Prednisolon mit oder ohne zusétzliche Immunsuppressiva oder
Immunmodulatoren behandelt worden waren, wohingegen die Patienten dieser Arbeit
zum Zeitpunkt der Biopsie keinerlei Therapie erhalten hatten. Des Weiteren konnte die
hier vorliegende gesteigerte Entziindungsrate zu einer Steigerung an aB-Crystallin-
positiven Fasern gefiihrt haben. Weiterhin kdnnte in Bezug auf das schwache Signal von
aB-Crystallin, das in nahezu allen Fasern dieser Studie sowie auch bei Banwell und
Engel [2000] beschrieben worden ist, ein unterschiedlicher Grenzwert fiir
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,.Uberexpression oder die Verwendung eines anderen Antikdrpers zu dieser Diskrepanz
gefiihrt haben. Die Grenzwerte fiir jeden Marker der vorliegenden Arbeit entsprachen
zuvor etablierten [Schmidt et al. 2008].

Da in aB-Crystallin iiberexprimierenden Fasern auch Vakuolen, 3-Amyloid und
Ubiquitin detektiert werden konnte, wurde eine Assoziation von aB-Crystallin mit der
Aggregation abberanter Molekiile in sSIBM-Patienten angenommen [Banwell und Engel
2000]. Die Relevanz von aB-Crystallin in normal erscheinenden Muskelfasern in Bezug
auf die Uberexpression von APP und die daraus resultierende Akkumulation von
B-Amyloid wurde noch nicht geklért. Bisher wurde demonstriert, dass in vitro die
Uberexpression von APP eine Hochregulierung von aB-Crystallin induziert [Wojcik et
al. 2006]. Durch Immunprézipitation wurde aulerdem eine physikalische Assoziation
von APP/B-Amyloid und aB-Crystallin gezeigt, was zu der Annahme fiihrte, dass
aB-Crystallin als Antwort auf die intrazelluldre Bildung von B-Amyloid-Oligomeren in
noch normal erscheinenden Muskelfasern hochreguliert wird. In seriellen immun-
histochemischen Féarbungen konnten eine Korrelation und Ko-Lokalisation von
aB-Crystallin und APP/B-Amyloid aufgezeigt werden. Da jedoch APP und aB-Crystallin
in normal erscheinenden Muskelfasern ko-liberexprimiert werden, kann eine
Uberexpression von aB-Crystallin nicht ausschlieBlich als sekundire Antwort auf eine
Hochregulation von APP begriindet werden. Es ist moglich, dass eine entziindliche oder
eine andere Zellstressreaktion zu der simultanen Hochregulation und Generierung von
APP mit Akkumulation von B-Amyloid beitridgt. Diese These wird unterstiitzt durch die
Ko-Lokalisation von MHC-I und aB-Crystallin [Ferrer et al. 2004].

Mit Hilfe eines zuvor etablierten in vitro Modells der SIBM [Schmidt ez al. 2008] lie3
sich bestétigen, dass pro-inflammatorischer Zellstress die Hochregulierung von
aB-Crystallin und APP in den Muskelfasern in vitro induziert [Muth et al. 2009] und eine
nachfolgende Akkumulation von B-Amyloid bewirkt. Eine Assoziation von Protein-
Aggregation und aB-Crystallin wurde kiirzlich in vitro [Wilhelmus ef al. 2006] und im
Skelettmuskel ex vivo demonstriert [Ferrer ef al. 2004]. Dariiber hinaus korrelierte die
Expression von aB-Crystallin mit weiteren Degenerations- und Regenerations-Markern
wie NCAM und Desmin.

Nicht alle der Fasern mit B-Amyloid Ablagerungen zeigten auch eine Uberexpression von
aB-Crystallin und APP. Dieses kann durch eine reduzierte Kapazitét an Zellstressantwort
im Endstadium degenerativer Fasern erklédrt werden, was ebenfalls fiir die Interpretation
von aB-Crystallin und APP als frithe Marker in der Erkrankung festigt. Die Tatsache,
dass einige der Fasern ohne morphologische Veridnderungen ebenfalls positiv fiir NCAM
und Desmin waren, spricht fiir einen frithen Degenerations-/ Regenerations-Prozess, was
als weiteres Indiz fiir eine frithe Zellstressantwort gilt. Eine dhnliche Assoziation
zwischen Desmin und aB-Crystallin wurde bereits beschrieben [Fischer et al. 2002].
Obwohl mehrere Daten darauf hinweisen, dass der Muskel von sIBM-Patienten eine
unterlagerte Eigenschaft zur {iberschieBenden Zellstressantwort unter pro-
inflammatorischen Bedingungen besitzten [Schmidt et al. 2008], wire es moglich, dass
die hier dargestellten Ergebnisse nicht nur bei der sSIBM vorkommen. Aufgrund der
Tatsache, dass degenerative Marker wie B-Amyloid und Vakuolen nicht bei der Poly- und
Dermatomyositis auftreten, konnte diese multi-parameter Analyse der seriellen
Féarbungen nur bei der sIBM, nicht aber den Erkrankungskontrollen durchgefiihrt werden.
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Zusammengefasst erweitern diese Daten den Kenntnisstand der zuvor beschriebenen ,, X-
fibers “ im Skelettmuskel der sIBM und untermauern, dass aB-Crystallin Teil einer
frithen Zellstressantwort im Skelettmuskel der sIBM ist. Die Ko-Lokalisationen von
entziindlichen Reaktionen und aB-Crystallin, zusammen mit der in vitro Uberexpression
von aB-Crystallin nach pro-inflammatorischem Zellstress [Muth et al. 2009],
unterstiitzen die Bedeutung der Entziindungsreaktion im sIBM-Muskel. Diese Ergebnisse
verbessern das Verstindnis der Pathologie der sIBM und zeigen Ansatzpunkte auf fiir
zukiinftige diagnostische und therapeutische Strategien.

5.2 Expression von HMGBI und RAGE im Skelettmuskel der sSIBM

Als Pathomechanismus der sIBM konnte eine Interaktion von Entziindung und
B-Amyloid-Akkumulation demonstriert werden [Schmidt et al. 2008]. Die Grundlage
dieser Interaktionen ist jedoch noch unzureichend verstanden. Da HMGB1 und RAGE
bei Entziindung ebenso wie bei Zelluntergang eine Rolle spielen und auch im Muskel
vorkommen, konnten diese auch an solchen Interaktionen beteiligt sein.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Expression von HMGB1 und RAGE im
Skelettmuskel von sIBM-Patienten untersucht. Hierbei konnte auf mRNA-Ebene eine
signifikante Hochregulation von HMGB1 und RAGE im sIBM-Gewebe im Vergleich
zum Kontroll-Gewebe detektiert werden, wobei die Expression von HMGB1 auch bei
Neuropathie-Patienten signifikant erhoht war. Im Gewebe von Dystrophie-Patienten
hingegen konnte keine gesteigerte mRNA-Expression beider Molekiile nachgewiesen
werden. Diese Ergebnisse konnen auf die unteschiedlichen Pathomechanismen der
Erkrankungen zuriickzufiihren sein. Bei der sIBM spielen im Gegensatz zur Dystrophie
moglicherweise auch spezifische Immunmechanismen eine Rolle. Im Gegensatz dazu ist
die Neuropathie eine Erkrankung des peripheren Nervens, die vor allem zur Atrophie des
Muskelgewebes fiihrt und mit einer vermehrten Regeneration einhergeht. Die Induktion
der Expression und die Freisetzung von HMGBI1 aufgrund entziindlicher Stimuli [Steer et
al. 2006] konnte die niedrige Expression im Kontroll- und Dystrophiegewebe erkléren
sowie die erhohte Expression bei sIBM- und Neuropathie-Patienten.

Auf Proteinebene war die Expression der beiden Molekiile im sIBM-Gewebe signifikant
hoher als im Vergleich zum Gewebe gesunder Kontrollen, Neuropathie- und Dystrophie-
Patienten. Analog zu der erhohten Expression von HMGB1 und RAGE im sIBM-
Gewebe, wurde auch im Gewebe von Patienten mit Poly- und Dermatomyositis eine
erhohte Expression von HMGB1 und RAGE beschrieben [Ulfgren ef al. 2004; Haslbeck
et al. 2005].

Um den Zusammenhang zwischen der Expression von HMGB1 und RAGE mit
Degenerations-Markern im sIBM-Gewebe zu analysieren, wurden analog zur
vorhergehenden Auswertung Gewebsgefrierschnitte von sIBM-Patienten fiir HMGBI,
RAGE, B-Amyloid und P-Tau in Serie gefarbt und die Expression dieser Marker
quantitativ ausgewertet. Hierbei wurden etwa 20% B-Amyloid-positive Muskelfasern
gefunden. In einer fritheren Studie wurde ein &hnlicher Prozentsatz an B-Amyloid-
positiven Muskelfasern detektiert [Schmidt et al. 2008]. Etwa 10% der Fasern zeigten
auch eine Uberexpression von P-Tau, was durch den Antikdrper SMI-31, demonstriert
wurde. In der vorliegenden Arbeit zeigten etwa 20% der untersuchten Muskelfasern ein
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im Vergleich zum umliegengen Gewebe verstirktes Signal von HMGB1. Im Gewebe von
Patienten mit Poly- und Dermatomyositis wiesen etwa ein Drittel aller untersuchten
Fasern eine erhohte Expression von HMGBI1 auf [Ulfgren et al. 2004]. Der Unterschied
in der etwas geringeren Expression bei der eigenen Studie konnte unter anderem auf den
Gebrauch eines anderen Primérantikorper sowie auf die Definition eines anderen
Grenzwertes fiir positive Fasern zuriickzufiihren sein. RAGE war in etwa 40% der
untersuchten Muskelfasern nachweisbar.

In der Untergruppenanalyse der fiir jeden Marker positiven Fasern fiel auf, dass RAGE
als Rezeptor fiir HMGBI1 [Kokkola ef al. 2005] und B-Amyloid [Yan et al. 1998] nicht
immer mit diesen Fasern ko-lokalisierte, was damit zusammenhédngen konnte, dass es
neben RAGE noch weitere Rezeptoren gibt. Fiir HMGB1 kommen insbesondere die
Toll-Like Rezeptoren 2 und 4 in Frage [Yu ef al. 2006]. Andererseits war der
iiberwiegende Teil der B-Amyloid-positiven Fasern auch positiv fiir RAGE. Analog wies
der iiberwiegende Teil der fiir den Degenerations-Marker P-Tau-positiven Fasern eine
erhohte Expression von RAGE und HMGBI auf. Da P-Tau hauptséichlich in
vakuolisierten Muskelfasern akkumuliert [Mirabella ef al. 1996], konnte es analog zu
B-Amyloid als ein Marker fiir ein fortgeschrittenes Stadium der Erkrankung angesehen
werden. Die Tatsache, dass nicht alle P-Tau- oder B-Amyloid-positiven Fasern auch eine
Uberexpression von HMGB1 und RAGE aufwiesen, kann entsprechend Punkt 5.1 durch
eine reduzierte Kapazitit von Zellstressantworten im Endstadium degenerativer Fasern
erklirt werden. In einer Analyse der Expression von RAGE in anderen entziindlichen
Muskelerkrankungen wurde hauptsichlich die Expression von RAGE in regenerativen
Muskelfasern demonstriert [Haslbeck et al. 2005], was ein Indiz fiir eine frithe
Hochregulation sein konnte.

Zusammenfassend konnte erstmals gezeigt werden, dass HMGB1 und RAGE im Gewebe
von sIBM-Patienten im Vergleich zu Kontroll-Geweben signifikant iiberexprimiert
werden. Die Ko-Lokalisation mit weiteren Degenerations-Markern legt einen
Zusammenhang zwischen Entziindung, Zellstress und Degeneration als
pathomechanistisches Netzwerk bei der sIBM nahe. Die vermehrte Ko-Expression von
HMGB1 und RAGE innerhalb degenerativer Fasern sowie die im Vergleich dazu geringe
Expression der Degenerations-Marker innerhalb der HMGB1- und RAGE-positiven
Fasern untermauern zusammen mit der Expression von RAGE in regenerativen Fasern in
der Poly- und Dermatomyositis [Haslbeck ef al. 2005] die Bedeutung von HMGB1 und
RAGE bei der Pathogenese der sSIBM.

5.3 Interaktionen von pro-inflammatorischem Zellstress, der Expression von

HMGBI1 und RAGE und der Akkumulation von Amyloid in Muskelzellen

Um die Rolle von HMGB1 und RAGE in der Pathogenese der sIBM weiter zu erortern,
wurde mit einem bereits etablierten in-vitro-Modell fiir entziindlichen Zellstress in
primiren Myotubenkulturen aus nicht-pathologischem Muskel [Schmidt et al. 2008]
mogliche molekulare Interaktionen zwischen pro-inflammatorischem Zellstress, der
Expression von HMGB1 und RAGE und der Akkumulation von Amyloid untersucht.
Dafiir wurde entziindlicher Zellstress durch Exposition der Zellkulturen zu
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Kombinantionen der Zytokine IFN-y, IL-1p und TNF-a ausgeldst. Diese sind dafiir
bekannt, die mRNA- und/oder Proteinexpression pro-inflammatorischer Zytokine
signifikant zu induzieren [Raju ef al. 2003; Schmidt et al. 2008].

In der vorliegenden Arbeit bedingte das entziindliche Milieu zwar keine Verdanderungen
in der mRNA-Expression von HMGB1 und RAGE, fiihrte aber bereits nach 24 h zu einer
deutlich vermehrten Oberflachenexpression von RAGE auf Myoblasten und Myotuben,
sowie zu einer Translokation und Sekretion von HMGB1. Neben Immunzellen [Wang H
et al. 1999] sind somit auch Muskelzellen in der Lage, infolge von pro-
inflammatorischem Zellstress HMGBI in das extrazellulire Milleu abzugeben.
Gleichzeitig kam es unter pro-inflammatorischen Bedingungen zu einer signifikanten
Zelltodzunahme, insbesondere in den RAGE-positiven Fasern als Ausdruck einer
Zellstressreaktion. Diese Ergebnisse sind im Einklang mit fritheren Untersuchungen, in
denen demonstriert wurde, dass Zytokine in vitro die Zelltodrate erhdhen kdnnen
[Ankarcrona et al. 1994; Abello und Buchman 1994]. Hierbei kommen in Bezug auf
RAGE sowohl Apoptose [Burke et al. 2004] als auch Nekrose [Haslbeck et al. 2005] in
Betracht.

Durch Exposition zu rekombinantem HMGBI {iber einen Zeitraum von 72 h wurde eine
signifikante Zunahme von Zelltod in Muskelzellen nachgewiesen, wobei die Zelltodrate
mit einer gesteigerten HMGB 1-Konzentration zunahm. Da ausdifferenzierte Myotuben in
Kultur als Apoptose-resistent erachtet werden [Wang J und Walsh 1996], ist am ehesten
von einem nekrotischen Zelltod auszugehen, was im Einklang mit Daten zur
Mitbeteiligung von HMGBI1 bei dem Modell der akuten hepatischen Nekrose stinde
[Scaffidi et al. 2002]. Bei dem programmierten Zelltod, der Apoptose, kommt es nur zu
einer gering ausgeprigten Entziindungsreaktion und HMGB1 gelangt hierbei nicht in das
extrazelluldre Milieu [Scaffidi et al. 2002]. Da trotz der Expression Apoptose-assoziierter
Marker [Behrens et al.1997] bei der sIBM und anderen entziindlichen Myopathien
hauptsédchlich Nekrose fiir das Zugrundegehen der Muskelfasern verantwortlich ist
[Schneider et al.1996], scheint HMGB1 auch hierbei eine Rolle zu spielen.

Der extrazelluldre Effekt von HMGBI auf die Akkumulation von Amyloid wurde
untersucht, indem Myotuben zu verschiedenen Konzentrationen von rekombinantem
HMGBI {iber einen Zeitraum von 72 h exponiert wurden. Hierbei wurde eine
signifikante, von der HMGB1 Konzentration abhéngige Amyloid Aggregation
nachgewiesen. Dieser Effekt konnte sekundér ausgelost sein, da HMGBI die Freisetzung
pro-inflammatorischer Zytokine wie IL-1f induziert, was in Zellkulturen von
Immunzellen demonstriert wurde [Wang H ez al. 1999]. Gleichzeitig verstarkt IL-18 im
Muskelgewebe die Generierung von Amyloid [Schmidt et al. 2008]. HMGBI ist hierbei
ein ,, Tragermolekiil“ fiir andere Zytokine und weist insbesondere zu IL-1f eine sehr hohe
Affinitit auf [Sha et al. 2008]. Dadurch, dass HMGBI die Freisetzung pro-
inflammatorischer Zytokine wie IL-1p bewirkt und IL-1p die HMGB1-Freisetzung
stimuliert [Steer et al. 2006], kann es zu einer Autoinduktion von IL-1p und HMGB1
kommen, wodurch die im Muskelgewebe demonstrierte Bildung von Amyloid [Schmidt
et al. 2008] verstarkt werden kann. Hierbei konnte HMGBJ1 die Position als einer der
zentralen Mediatoren innehaben.

Um diese Schliisselrolle genauer zu untersuchen, wurde unter pro-inflamatorischen
Stimuli HMGBI blockiert und die Auswirkung auf die Amyloid-Aggregation analysiert.
Myotuben wurden hierfiir iiber 72 h zu der Zytokin-Kombination IFN-y und IL-18
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exponiert und zeitgleich HMGB1 durch Box A blockiert. Hierbei wurde die
pathologische Bildung von Amyloidaggregaten signifikant reduziert. Die erfolgreiche
Verwendung des Inhibitors wurde bereits in vivo gezeigt: Bei der Endotoxin-verursachten
Sepsis in Tier-Modellen wurden die toxischen Eigenschaften von HMGB1 demonstriert
und durch die Gabe von Box A erfolgreich Organversagen verhindert [Yang et al. 2004].
Ebenfalls wurde der Verlauf experimenteller Arthritis bei Méausen und Ratten durch Anti-
HMGB1-Antikorper oder Box A verbessert [Kokkola et al. 2003].

In der vorliegenden Arbeit wurde der Zusammenhang von Zytokin-induziertem Zellstress
auf die Expression von HMGB1 und RAGE in humanen Myotuben und Myoblasten
sowie der Zusammenhang beider Molekiile mit Zelltod gezeigt. Eine mogliche
Schliisselrolle von HMGBI fiir die Akkumulation von Amyloid konnte vorliegen, da die
Inhibition von HMGBJ1 die sIBM-assoziierten degenerativen Mechanismen im
Zellkulturmodell signifikant senkte. Somit konnte die Blockade von HMGBI1 ein neuer
Ansatzpunkt fiir die Behandlung der sIBM sein.
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6 Zusammenfassung

Die sIBM ist eine chronisch progrediente Muskelerkrankung, deren Pathogenese bisher
unzureichend verstanden ist. Neben degenerativen Komponenten wie der Expression von
B-Amyloid und seinem Vorldufermolekiil APP sind auch inflammatorische Infiltrate im
Muskelgewebe von sIBM-Patienten vorhanden. Des Weiteren wurde die Expression des
Zellstressmarkers aB-Crystallin in iiberwiegend normal erscheinenden Muskelfasern
beschrieben [Banwell und Engel 2000]. Das Zusammenspiel dieser Pathomechanismen
bei der sIBM ist sehr komplex und bisher nur zum Teil verstanden. Dieses Unverstdndnis
trdgt auch zu der oft unsicheren Diagnosestellung und zu den geringen therapeutischen
Behandlungsoptionen bei.

Ziel des ersten Teiles der vorliegenden Arbeit war es, die Rolle des Hitzeschockproteins
aB-Crystallin als Pathomechanismus der sIBM weiter zu untersuchen. Hierzu wurden
Serien-Gewebsschnitte von 10 sIBM-Patienten fiir Degenerations-, Regenerations- und
Zellstress-Marker gefarbt. Diese Daten bestitigten die Annahme von Banwell und Engel
[2000], dass es sich bei aB-Crystallin um einen friih iiberexprimierten Marker im
Muskelgewebe von sIBM-Patienten handeln kann, und unterstiitzen die Hypothese einer
direkten Assoziation von intrazelluldrem Zellstress mit Degeneration und Entziindung.
Die Priasenz von aB-Crystallin im Gewebe von sIBM-Patienten in einem Stadium, in dem
lichtmikroskopisch noch keine Muskelfaserschadigung nachweisbar ist, weist auf ein
mogliches diagnostische Potential dieses Markers hin.

Im zweiten Teil der vorliegenden Arbeit wurde die Prdsenz von HMGB1 und RAGE im
sIBM-Muskelgewebe auf mRNA- und Proteinebene untersucht. Es wurde erstmalig eine
Uberexpression beider Molekiile im Gewebe von sSIBM-Patienten nachgewiesen. Durch
Ko-Lokalisationen mit Degenerations-Markern wurde der Zusammenhang zwischen
Entziindung und B-Amyloid-Akkumulation abermals verdeutlicht.

Im dritten Teil wurde anhand eines in-vitro-Modells fiir entziindlichen Zellstress das
Zusammenspiel von Zellstress mit Degeneration und Entziindung genauer untersucht. Es
wurde gezeigt, dass HMGB1 und RAGE nach Exposition zu pro-inflammatorischen
Zytokinen in humanen Myotuben und Myoblasten signifikant {iberexprimiert und
HMGBI sogar sezerniert wird. Der bisher unbekannte Zusammenhang von HMGB1-
Expression und Amyloid-Akkumulation wurde durch die Exposition von humanen
Myotuben und Myoblasten zu rekombinantem HMGBI in vitro untersucht. Hierbei
wurde eine signifikante Steigerung der Akkumulation von Amyloid demonstriert, die
erfolgreich durch Inhibition von HMGBI1 reduziert werden konnte. Hierdurch wird ein
neuer therapeutischer Ansatzpunkt aufgezeigt, der bei einer chronischen Entziindung im
Muskel wie bei der sIBM zum Einsatz kommen konnte.

Zusammenfassend demonstrieren diese Ergebnisse die Bedeutung von Zellstress-
molekiilen und entziindlichen Mediatoren im Netzwerk molekularer Pathomechanismen
der sIBM, auch in einem Stadium der friihen Muskelschadigung. Neben einem Potential
fiir eine verbesserte Diagnostik durch Verwendung dieser Marker stellen die Daten einen
moglichen Ansatzpunkt fiir zukiinftige Therapiestrategien dar, z.B. {iber Blockade von
HMGBI1 durch Box A.
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