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1 Einleitung
1.1 Psoriasis

1.1.1 Epidemiologie und Klinik

Die Psoriasis gehort zu den haufigsten chronisch entziindlichen Erkrankungen
(Boehncke und Schon 2015). Bei weil3en Europaern betragt ihre Pravalenz etwa 2
bis 3%, weniger haufig tritt sie bei Asiaten und Afrikanern auf (Christophers 2001,
Lowes et al. 2007). Von der schubweise verlaufenden Erkrankung sind allein in
Deutschland etwa 1,6 Millionen Menschen betroffen (Nast et al. 2012b), von denen
bis zu 50% an einer mittelschweren bis schweren Verlaufsform leiden (Augustin et al.
2008). Fur 56% der Betroffenen geht die gleichermal3en bei weiblichen und
mannlichen Patienten auftretende Erkrankung mit groRen Einschrankungen einher,
angefangen bei sozialen und psychologischen Problemen (Nestle et al. 2009) bis hin
zu assoziierten Erkrankungen (Komorbiditat), wie kardiovaskularen Leiden (Gelfand
et al. 2006), chronisch-entzindlichen Darmerkrankungen (Yates et al. 1982), dem
metabolischen Syndrom (Sommer et al. 2006) sowie psychischen Erkrankungen.
Eine Studie belegte dariber hinaus eine im Vergleich zur Allgemeinbevélkerung
erhohte Mortalitdt sowie verkirzte Lebenserwartung bei Psoriasis-Patienten (Gelfand
et al. 2007). Es findet sich eine Inzidenzhaufung innerhalb der 2.-3. sowie der 5.-6.
Lebensdekade (Henseler und Christophers 1985). Die Erkrankung kann aber auch
bereits im Kleinkindalter auftreten.

Die haufigste Form ist mit 90% aller Psoriasis-Erkrankungen die Psoriasis vulgaris
(Griffiths und Barker 2007; Crow 2012). Sie ist durch scharf begrenzte
erythematésquamése Plagues, welche vor allem an den Streckseiten der
Extremitaten auftreten, gekennzeichnet. Auch der Bauchnabel, die beharrte Kopfhaut
sowie die Sakralregion sind Pradilektionsstellen. Weitere, aber deutlich seltenere
Entitaten stellen die Psoriasis guttata, die Psoriasis inversa und die lokalisierte
(palmoplantare) oder generalisierte Psoriasis pustulosa dar. Die psoriatische
Erythrodermie (Befall der gesamten Korperoberflache) ist eine lebensbedrohliche
Maximalform. Etwa 50% der Psoriasis-Patienten weisen einen Nagelbefall mit
,Tupfelnageln“ (Onycholysis punctata), Onycholyse oder ,Olflecken” auf. 5-42% aller

Psoriasis-Patienten leiden an einer seronegativen Arthritis, welche unabhangig von

i
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den Hautverédnderungen auftreten kann (O’Neill und Silman 1994; Christophers
2001; Gladman et al. 2005; Zachariae 2012). Genaue Aussagen Uuber den
individuellen Krankheitsverlauf konnen nicht getroffen werden.

Bei der Psoriasis vulgaris schuppen die betroffenen silbrig-weiRen Hautareale stark,
was sich auf die erhdhte Proliferationsgeschwindigkeit und verfrihte Reifung der
Keratinozyten zurtckfuhren lasst. Die Regenerationszeit der Epidermis ist bei
Psoriasis-Patienten von 28 auf nur vier Tage reduziert (Weinstein et al. 1984; Schon
und Boehncke 2005). Die erkrankte Haut weist ein verdicktes Stratum corneum mit
noch vorhandenen Zellkernen (Parakeratose), ein fehlendes Stratum granulosum,
eine Akanthose sowie verlangerte Reteleisten auf. Zudem treten Ansammlungen von
Immunzellen, vor allem innerhalb der erkrankten Hautareale, auf. In der oberen
Dermis sind dies vor allem CD8+-Lymphozyten, dendritische Zellen und
Makrophagen, in der Epidermis in erster Linie neutrophile Granulozyten, welche die
Munro-Mikroabzesse bilden (Nestle et al. 2009). Auch innerhalb gesunder
Hautareale treten deutlich erhohte Immunzellzahlen auf (Lowes et al. 2007).
AuRerdem findet sich eine hohe Anzahl verlangerter, stark gewundener BlutgefalRe in
den dermalen Papillen (Nestle et al. 2009; Micali et al. 2010), deren Dilatation das
deutlich sichtbare Erythem der betroffenen Hautareale bedingt (Nograles et al. 2010).
Diese GefaBe weisen groBe Ahnlichkeiten mit den fir Lymphknoten
charakteristischen hochendothelialen Venolen (HEV) auf und sind permeabler als die

urspringlichen Gefalde.

1.1.2 Pathogenese der Psoriasis

Bisher konnte nicht abschliel3end geklart werden, ob es sich bei der Psoriasis um
eine Erkrankung immunologischen oder epithelialen Ursprungs handelt, wobei die
Evidenz fur eine primare Rolle des Immunsystems Uberwiegt (Nickoloff et al. 2000;
Nestle et al. 2009; Boehncke und Schén 2015). Eine Dysregulation des angeborenen
Immunsystems ist zweifelsfrei von gro3er Bedeutung, wobei diese nicht nur lokal,
also innerhalb der betroffenen Hautabschnitte, sondern systemisch auftritt. So spricht
die infektionsunabhéangige Uberaktivierung von B- und T-Zellen fur eine
organspezifische Autoimmunerkrankung (Christophers 1996; Lowes et al. 2007).
Inzwischen gibt es auch konkrete Anhaltspunkte fir eine T-Zell-vermittelte
Autoimmunreaktion (Lande et al. 2014; Arakawa et al. 2015). Typischerweise erfolgt




bei der Psoriasis zunadchst eine Aktivierung plasmazytoider dendritischer Zellen,
unter anderem durch Keratinozyten, welche wiederum myeloische dendritische
Zellen durch IFN-a stimulieren (Nestle et al. 1994). Innerhalb der Lymphknoten
differenzieren sich T-Zellen nach Aktivierung durch dendritische Zellen und IL-23
dann in Thl-, Thl7- und Th22-Lymphozyten und produzieren verschiedene
Mediatoren (z. B. IL-17, IL-22). Auf den T-Helfer-Zellen kommt es aul3erdem zu einer
erhohten Expression von CLA und VLA-1 (Di Meglio et al. 2011). Bei der Psoriasis
liegt ein Ungleichgewicht zwischen Thl- und Th2-Zellen zugunsten der Thl- Zellen
vor. Dieses hat eine vermehrte Produktion von TNFa, IL-2, und IFN-y zur Folge,
welche zur Stimulation einer zellularen Immunantwort fihrt. Die dadurch ausgeloste
Entzindungsreaktion induziert unter anderem die Diapedese, Keratinozytenreifung
und vaskulare Veranderungen (Lew et al. 2004). Als pathogenetisch bedeutsamste
Zellpopulation werden heute die Thl7-Zellen angesehen, welche durch die
Produktion von IL-17 gekennzeichnet sind (Boehncke und Schon, 2015). Stimulierte
Lymphozyten, Keratinozyten und Endothelzellen beginnen nun ihrerseits, Chemokine
und Zytokine zu produzieren. Zu den wichtigsten zahlen CCL2 (Monocyte
chemotactic protein-1, MCP-1), CXCL1 (Growth regulated onkogen alpha, Gro-a)
und CXCLS8 (Interleukin-8, IL-8) (Gillitzer et al. 1993, 1996; Schon und Ruzicka 2001,
Wang et al. 2008).

Die T-Zell-Abhangigkeit der Erkrankung wird durch die Tatsache unterstrichen, dass
eine Assoziation der Psoriasis mit bestimmten HLA-Allelen besteht (Harden et al.
2015) und dass nach einer Knochenmarktransplantation von einem an Psoriasis
erkrankten Spender der Empfanger ebenfalls an Psoriasis erkrankte (Gardembas-
Pain et al. 1990). Hinweisend ist auch die deutlich erhdhte T-Zell-Konzentration
innerhalb betroffener Hautabschnitte (Mak et al. 2009) und die gute Wirksamkeit des
Calcineurin-Inhibitors Ciclosporin A auf die Erkrankung. Ciclosporin A greift unter
anderem in die T-Zell-Aktivierung, Keratinozytenproliferation und Zytokinfreisetzung
ein (Gottlieb et al. 1992; Borel et al. 1976; Cooper et al. 1990; Berth-Jones 2005).
Schliel3lich kbnnen experimentell psoriasisartige Hautentziindungen in Mausen oder
Ratten ohne primare epitheliale Veranderungen allein durch pathogene T-Zellen
induziert werden (Breban et al. 1996; Schon et al. 1997; Schén 2008).

Die Psoriasis geht mit einer erhdhten Expression des Vascular Endothelial Growth
Factor (VEGF) innerhalb der betroffenen Hautareale einher (Detmar et al. 1994), was

zu verstarkter Angiogenese, erhthter Permeabilitat dermaler Blutgefal3e sowie zur
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Stimulation der Keratinozytenproliferation fuhrt (Elias et al. 2008). Durch die erhdhte
Expression der Adhasionsmolekile ICAM-1 (CD54), VCAM-1 (CD106) und E-
Selectin (CD62E) ermoglichen die unter anderem durch VEGF aktivierten
Endothelzellen den Austritt von Immunzellen in das umliegende Gewebe (Kim et al.
2001).

Psoriasis kann durch  Medikamente (wie Betablocker, Lithium oder
Malariatherapeutika), Streptokokken-Infektionen (Telfer et al. 1992), psychischen
oder mechanischen Stress (Kébner-Effekt) sowie klimatische Bedingungen (Nograles
et al. 2010) ausgelost (provoziert) oder verschlechtert werden. Erhohter
Alkoholkonsum und Nikotinabusus werden ebenfalls als Ausloser diskutiert (Naldi et
al. 1992; Naldi et al. 1999; Armstrong et al. 2011; Naldi et al. 2005; Poikolainen et al.
1994).

Fur eine genetische Basis der Psoriasis spricht vor allem ihre familiare Haufung. So
besitzen Kinder mit einem erkrankten Elternteil ein 20-fach erhdhtes
Erkrankungsrisiko, bei Erkrankung beider Eltern steigt das Risiko auf 75%. Die Halfte
aller Patienten mit Typ-I-Psoriasis weisen einen erkrankten Elternteil auf (Henseler
und Christophers 1985). Die Konkordanzrate monozygoter Zwillinge betragt 70%
(Schén und Boehncke 2005). Mittlerweile wurden zahlreiche Genloci (bezeichnet als
PSORS, psoriasis susceptibility locus) identifiziert, die mit dem Auftreten der
Psoriasis assoziiert sind (Bowcock und Krueger 2005). Das haufigste mit Psoriasis
assoziierte und in mehreren unabhéngigen Studien bestétigte Allel ist hierbei das
PSORS1, bei dem es sich um die MHC-Region auf Chromosom 6 handelt, welches
fur das humane Leukozytenantigen (human leucocyte antigen) (HLA)-Cw6 kodiert
(Nair et al. 2006). HLA-Cwé6 findet sich bei etwa 50% der Psoriasis-Patienten (Schén
und Boehncke 2005), wahrend es nur bei 15% der gesunden Probanden auftritt. Man
geht bei Alleltragern von einem 10- bis 20-fach erhéhten Erkrankungsrisiko aus (Mak
et al. 2009), bei Homozygotie erhoht sich das Risiko noch einmal um das 2,5-Fache
(Gudjonsson et al. 2003). PSORS1 ist vor allem mit der Typ-I-Psoriasis assoziiert
(Schmitt-Egenolf et al. 1996). Vermutet wird eine Funktion des Allels bei der
Antigenprasentation und Regulation der natirlichen Killerzellen (Lowes et al. 2014).
Tatsachlich scheint es direkt an kurzlich beschriebenen Autoimmunreaktionen bei
Psoriasis beteiligt zu sein (Lande et al. 2014). Die Immun-Pathogenese
unterstreichend, fielen Veradnderungen in Genregionen auf, welche fur spezifische

inflammatorische Signalwege kodieren, wie den NF-kB-, den IL-23- oder den TNFa-
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Signalweg (Arias et al. 1996; Reich et al. 2002; Nair et al. 2009; Suarez-Farifias et al.
2012). Uberschneidungen mit einigen mit anderen Autoimmunerkrankungen
assoziierten Genloci wurden ebenfalls beschrieben (Bowcock 2005; Langley et al.
2005). Eine erkrankungsspezifische Mutation konnte bisher bei Psoriasis-Patienten

nicht gefunden werden (Nestle et al. 2009).

1.1.3 Zell-Zell-Interaktion zwischen Endothelzellen und Lymphozyten

Die Diapedese bezeichnet das Hindurchtreten von Immunzellen durch das Endothel
kleiner Gefal3e und spielt eine wichtige Rolle bei der Entstehung akuter und
chronischer Entziindungen. Nicht-aktivierte Lymphozyten werden im Blutstrom durch
die Blutgefalle bewegt, ohne an die Endothelzellen zu adharieren. Durch
verschiedene Stimuli, wie Lipide, Chemokine, Komplementfaktoren oder
Bakterienpeptide, wird eine Kaskade ausgeldst, welche letztlich zum Austritt der
Zellen aus den GefalRen fihrt. Diese lymphozytare Extravasation gliedert sich in
folgende Schritte: lockeres Anhaften und Rollen (tethering and rolling), Aktivierung
und feste Adhasion sowie transendotheliale Migration. Mal3geblich gesteuert wird
dieser Vorgang von endothelialen und leukozytaren Adhasionsmolekilen (Schon et
al. 2003).

Zunachst kommt es zum Rollen und einer lockeren Adh&sion der Lymphozyten an
die Gefallwand. Dieser Schritt wird vor allem durch Selektine, wie E-Selektin
(CD62E), P-Selektin und L-Selektin vermittelt (Schon et al. 2003). Hierbei handelt es
sich um einkettige Membranproteine, die mit einem Teil ihrer Transmembranhelix in
das GefaRlumen ragen und dort Bindungen mit leukozytaren Glykopeptiden und
Glykoproteinen eingehen kdnnen. Beispielsweise binden das endotheliale E- und P-
Selektin an das kutane Lymphozytenantigen 1 (cutaneus lymphocyte antigen-1, CLA-
1) (Fuhlbrigge et al. 1997), das lymphozytare Selektin (CD62L, L-Selektin) bindet
unter anderem an P-Selectin-Glykoprotein-Ligand-1 (PSGL-1) (Tu et al. 1996; Tsang
et al. 1997; Raffler et al. 2005). Entziindungsmediatoren bedingen eine Aktivierung
von Leukozyten und Endothelzellen sowie eine vermehrte Expression der
Adhéasionsmoleklle sowohl auf endothelialer als auch auf leukozytéarer Seite. Dies
ermoglicht die feste Adhasion der Leukozyten an das Endothel. Dieser Schritt wird
durch ICAM-1 und VCAM-1 vermittelt, wobei VCAM-1 vorrangig an das Integrin VLA-
4 (very late antigen-4, entspricht a4f1-Integrin, CD49d/CD29) bindet und ICAM-1 an




das Integrin LFA-1 (lymphocyte function-associated antigen-1, entspricht alL32-
Integrin, CD11a/CD18) bindet (Shimizu et al. 1991; Dustin und Springer 1988;
Makgoba et al. 1988; Lowes et al. 2014). Durch eine Abflachung ihrer Form
entziehen sich die Leukozyten nun den Scherkraften des Blutes und wandern
langsam an der GefaBwand entlang, um durch endotheliale Licken in das
umgebende Gewebe auszutreten. Im Gewebe angekommen, produzieren T-
Helferzellen (CD4-positive Lymphozyten) und zytotoxische T-Zellen (CD8-positive

Lymphozyten) weitere Zytokine, welche die Entziindung aufrechterhalten.
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Abb. 1: Schematische Darstellung der Interaktion von Endothelzellen und Leukozyten 1) Rollen
und lockere Adhasion werden auf Seiten der Endothelzellen von E-und P-Selektin, auf leukozytarer
Seite von L-Selektin und CLA-1 vermittelt 2) Die feste Adhasion erfolgt durch die endothelialen
Adhasionsmolekile VCAM-1 und ICAM-1 sowie durch das leukozytare VLA-4 und LFA-1 3)
transendotheliale Migration.




1.1.4 Therapie der Psoriasis

Vor Beginn der Psoriasis-Therapie erfolgt die Beurteilung des Schweregrades der
Erkrankung mit Hilfe klinischer Skalen wie der BSA (Body Surface Area) oder dem
PASI (Psoriasis Area and Severity Index, Werte zwischen 0 und 72 mdoglich). Aber
auch der PGA (Physician's Global Assessment) sowie der DLQI (Dermatology-
Related Life Quality Index, Werte zwischen 0 und 30 moglich) werden herangezogen.
Dartber hinaus wurden spezielle Instrumente zur Beurteilung der Psoriasis in
besonderen Lokalisationen wie der behaarten Kopfhaut, den Handflachen und
Ful3sohlen sowie der Nagel entwickelt und validiert. Bei der BSA wird der Befall der
Korperoberflache in Prozent erfasst, beim PASI werden zusétzlich das Ausmal? der
Schuppung (Desquamation), Rotung (Erythem) und Infiltration beurteilt. Eine
mittelschwere bis schwere Psoriasis ist durch BSA > 10%, DLQI > 10 Punkte und/
oder PASI > 10 Punkte definiert. Bei einer mindestens mittelschweren Psoriasis wird
eine systemische Therapie dringend empfohlen. Die genannten Skalen werden
ebenfalls zur Beurteilung des Therapieerfolges angewandt (Nast et al. 2012 b).

Die Basis der Psoriasis-Therapie bildet die intensive antiproliferative und
antientzindliche topische Therapie beispielsweise mit Vitamin D3-Analoga (Calcitriol,
Calcipotriol, Tacalcitol), Cignolin, Retinoiden (Tazarotene), Calcineurin-Inhibitoren
(Tacrolimus, Pimecrolimus) oder Glukokortikosteroiden. Die Wahl des jeweiligen
Wirkstoffes wird hierbei in Abhangigkeit von Schweregrad und Lokalisation der
betroffenen Hautareale getroffen. Je nach Ausmali der Hyperkeratose erfolgt initial
auBerdem haufig eine Keratolyse mittels Harnstoff oder Salizylsdure, um so die
Wirkung der weiteren differenten topischen Therapie zu erhéhen. Zuséatzlich kénnen
Lichttherapien mit UVB 311nm oder eine PUVA (UV-A-Licht + Psoralen) durchgefuhrt
werden. Fir milde Verlaufsformen und damit zur Behandlung der meisten Patienten
ist die Lokaltherapie ausreichend (Altmeyer und Nichel 1996). In schwereren Fallen,
bei Therapieresistenz oder dem Auftreten einer Psoriasis-Arthritis sind allerdings
Systemtherapien angezeigt. Zur konventionellen Therapie =zahlen hier der
Folsaurantagonist Methotrexat, der Calcineurin-Inhibitor Ciclosporin A, Retinoide
sowie die Fumarsdureester. Apremilast ist ein im Jahr 2015 zugelassener oral
verfugbarer Antagonist der Phosphodiesterase-4. Zuséatzlich kdnnen bei Versagen
der konventionellen Therapie seit einigen Jahren Biologicals eingesetzt werden.

Hierbei handelt es sich um monoklonale AntikGrper oder andere Proteine, welche




selektiv Zytokine oder T-Zellen inhibieren (Lowes et al. 2007). Die derzeit
zugelassenen  Substanzklassen  umfassen  TNFa-Inhibitoren  (Etanercept,
Adalimumab, Golimumab (nur gegen Psoriasis-Arthritis zugelassen) und Infliximab),
IL-12/23-Blocker  (Ustekinumab) sowie IL-17-Antagonisten  (Secukinumab,
Ixekizumab). Weitere Praparate, beispielsweise selektiv gegen IL-23, befinden sich in
der Entwicklung.

Oft besteht aufgrund tatséchlicher Nebenwirkungen, zeitlichen Aufwandes, Angst vor
Langzeitfolgen und langer Wirklatenz nur eine geringe Therapieadharenz (Zaghloul
und Goodfield 2004). Lediglich 60% der Patienten wenden die verordneten
Medikamente regelmalf3ig und verordnungsgemal an (Richards et al. 1999; Richards
et al. 2006). Bei der Lichttherapie etwa handelt es sich um eine sehr zeitintensive
Behandlungsform, die Gber mindestens 4 Wochen mehrmals wdchentlich
durchgefiihrt werden muss und dariber hinaus potentiell karzinogen auf die Haut
wirkt (Altmeyer und Nuchel 1996). Konventionelle systemische Therapien kdnnen mit
Nebenwirkungen wie Hepato- oder Nephrotoxizitat (Ciclosporin, Methotrexat),
Teratogenitat (Retinoide, Methotrexat), Medikamenten-Wechselwirkungen und/oder
schwerwiegenden Blutbildverédnderungen einhergehen (Menter und Griffiths 2007),
was ihre Eignung fur eine Langzeittherapie und auch die Adharenz der Patienten
einschrankt. Biologika zeigen eine gute Vertraglichkeit, allerdings liegen noch nicht in
allen Fallen Langzeitstudien vor. Die Therapieadharenz ist bei Biologika oftmals
besser als bei konventionellen antipsoriatischen Systemtherapeutika (Arnold et al.
2016).

Ein im Vergleich gunstiges Nutzen-Risiko-Profil zeigen die im folgenden Kapitel

charakterisierten Fumarsaureester.




1.2 Fumarsaureester

1.2.1 Allgemeines

Fumarsaureester (fumaric acid esters, FAE) wurden erstmals in den spaten 1950er
Jahren in einem Selbstversuch erfolgreich zur Langzeittherapie der Psoriasis
eingesetzt. Heute wird zunehmend auch ihre Wirkung auf andere Erkrankungen
getestet. Bei Fumaderm® handelt es sich um ein oral verabreichtes Medikament aus
dem Fumarsaureester Dimethylfumarat (DMF) und verschiedenen Salzen (Ca?",
Mg?*, Zn**) des Monoethylfumarats (MEF). Es wurde in Deutschland im Jahr 1994
zur Behandlung von Patienten mit schwerer und 2008 fur Patienten mit moderater
Psoriasis zugelassen (Mrowietz et al. 2009). Heute ist Fumaderm® in Deutschland
das am haufigsten eingesetzte Systemtherapeutikum. Die Therapie wird
einschleichend begonnen: Nach einer dreiwtchigen Behandlung mit Fumaderm
initial® (30 mg DMF) in ansteigender Dosierung (bis auf 90 mg/d in der dritten
Woche) erfolgt die weitere Therapie mit Fumaderm® (120 mg DMF/Tablette)
ebenfalls in ansteigender Dosierung (bis zu 6 Tabletten taglich). FAE weisen ein
gutes Nutzen-Risiko-Profil auf und sind daher zur Langzeittherapie geeignet. Der
Nutzen der FAE wurde in zahlreichen Studien belegt (Nugteren-Huying et al. 1990;
Altmeyer et al. 1994; Hoefnagel et al. 2003). Bei 50 bis 70% der Patienten zeigte sich
eine Verbesserung des PASI um bis zu 75% nach Abschluss einer viermonatigen
Behandlung (Moharregh-Khiabani et al. 2009). AuRRerdem bedingen FAE selten
Arzneimittelwechselwirkungen, was in Anbetracht der haufigen Assoziation der
Psoriasis mit schwerwiegenden systemischen Erkrankungen ein weiterer Vorteil ist.

Die Wirkmechanismen der FAE sind noch nicht vollends bekannt. DMF reduziert
unter anderem die Expression proinflammatorischer Zytokine und Chemokine in
humanen Keratinozyten, PBMC (Stoof et al. 2001) und Endothelzellen (Wallbrecht et
al. 2011). AulRerdem vermindert DMF die Expression endothelialer und leukozytarer
Adhéasionsmolekile (Rubant et al. 2008; Vandermeeren et al. 1997; Wallbrecht et al.
2011) und damit die Interaktion von Endothelzellen und Leukozyten (Wallbrecht et al.
2011). Letzteres wurde sowohl in vivo flr die Interaktion muriner Endothelzellen und
Lymphozyten, als auch in vitro fir HUVEC und humane Lymphozyten beschrieben
(Rubant et al. 2008; Wallbrecht et al. 2011). Histologische Untersuchungen belegten
eine deutliche Abnahme CD4-positiver T-Helferzellen sowie ein Fehlen CD15-

positiver Zellen in der oberen Dermis bei Psoriasis-Patienten, die FAE einnahmen
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(Ockenfels et al. 1998). Blutuntersuchungen zeigten ebenfalls eine Reduktion
peripherer CD4+- und CD8+-Lymphozyten (Hoxtermann et al. 1998). Darlber hinaus
inhibiert DMF die Differenzierung von Monozyten zu dendritischen Zellen (DC) (Zhu
und Mrowietz 2001), wirkt der fur die Pathogenese der Psoriasis wichtigen
Angiogenese entgegen (Meissner et al. 2011; Garcia-Caballero et al. 2011), entfaltet
eine apoptotische Wirkung auf T-Zellen (Treumer et al. 2003) und induziert die
Wiederherstellung der Zytokinbalance (de Jong et al. 1996; Ockenfels et al. 1998).
Die Inhibition des Transkriptionsfaktors NF-kB wird als eine der Hauptwirkungen des
DMF angesehen (Loewe et al. 2001, 2002; Vandermeeren et al. 2001; Gillard et al.
2015). Vermutet wird hier, dass DMF in das zellulare Redoxsystem eingreift und
durch eine erhdhte Konzentration an reduziertem Glutathion unter anderem zu einer
Inhibition von NF-kB flhrt (Mrowietz und Asadullah 2005; Moharregh-Khiabani et al.
2009). Aber auch eine direkte Hemmung der Translokation von NF-kB in den
Zellkern wird durch DMF bewirkt. Ebenso wére eine Beeinflussung von
Transportproteinen oder der Phosphorylierung des Transkriptionsfaktors denkbar.
Eine Inhibition der DNA-NF-kB-Bindung wurde hingegen nicht beobachtet
(Vandermeeren et al. 2001; Loewe et al. 2002).

In den letzten Jahren wurde vermehrt diskutiert, bei welchem der FAE es sich um die
biologisch aktive Komponente des Fumaderm® handelt, die somit zum anti-
psoriatischen Effekt fuhrt. Klinische sowie experimentelle Studien zeigten, dass nur
DMF, nicht aber MEF oder MMF einen signifikanten Effekt austiben (Nieboer et al.
1989, 1990; Wallbrecht et al. 2011). Allerdings konnte DMF eine Stunde nach oraler
Einnahme im Blutplasma gesunder Probanden nicht nachgewiesen werden, lediglich
sein Hydrolyseprodukt MMF sowie MEF wurden gefunden (Litjens et al. 2004b). Was
die MMF-Konzentration anbelangt, wurden grofRe interindividuelle Unterschiede
detektiert. FUr diese Beobachtung existieren verschiedene Theorien. Zum einen wird
von einer Hydrolyse von DMF zu MMF im alkalischen Milieu des Dinndarms noch
vor dem Durchtritt durch die Darmschleimhaut (Litjens et al. 2004a) ausgegangen,
zum anderen von einer Metabolisierung und Bindung des DMF durch Blutzellen
(Litlens et al. 2004a). Aber auch die Hydrolyse durch im Blutplasma befindliche
Esterasen (Werdenberg et al. 2003) und eine Reaktion von DMF mit GSH werden
diskutiert (Schmidt et al.2007; Rostami-Yazdi et al. 2008; Dibbert et al. 2013).
AulR3erdem besteht die Theorie, dass DMF nur zum Teil mit GSH reagiert und das

restiche DMF unverdndert in den Blutzellen verbleibt, wodurch es nicht im
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Blutplasma nachgewiesen werden kann (Wollina 2011). Mittlerweile konnte die
Mercaptursdure des DMF im Urin behandelter Psoriasis-Patienten nachgewiesen
werden. Als Abfallprodukt der Glutathion-Bildung entsteht die Mercaptursaure
héchstwahrscheinlich im Pfortaderkreislauf, nachdem DMF im Duodenum resorbiert
wurde (Rostami-Yazdi et al. 2010; 2008). Weiterfiihrende Untersuchungen zeigten
jedoch, dass DMF nicht im Pfortaderblut zu finden ist (Dibbert et al. 2013).

Aufgrund der Tatsache, dass bisherige Studien eine ausschliel3lich durch DMF-
vermittelte Wirkung zeigten, wurde der Fokus auch in der vorliegenden Arbeit auf die

Wirkung und mdgliche Verbesserung der Therapie mit DMF gelegt.

1.2.2 Nebenwirkungen der FAE

In einer prospektiven multizentrischen Studie zeigten 69 von 100 mit FAE
behandelten Patienten mit schwerer Psoriasis Nebenwirkungen (Mrowietz et al.,
1998). 56% der Patienten litten an gastrointestinalen Beschwerden, wie Diarrhd,
Tenesmen, Meteorismus und abdominalen Schmerzen. Hinzukommend berichteten
31% der Patienten Uber kutane Flushes (anfallsartig auftretende R6tung von Gesicht
und Dekolleté). Zu den selteneren Nebenwirkungen zéahlten
Transaminasenerh6hungen, Lymphozytopenien sowie Eosinophilien. Bei 7% der
behandelten Patienten musste die Therapie aufgrund der beschriebenen
Nebenwirkungen abgebrochen werden (Mrowietz et al. 1998). In einer weiteren
Studie zeigten 73% der Probanden Nebenwirkungen, auch hier tberwogen Flushes
(55%) und gastrointestinale Symptome (12-42%). Bei 76% der Patienten trat zudem
eine Lymphozytopenie auf (Hoefnagel et al. 2003). In seltenen Fallen kam es zu
einer Erhdhung der Kreatininwerte oder zu einer Proteinurie. Gleichzeitig zeigten
beide Studien aber auch die Eignung der Fumarsaureester zur Langzeittherapie, da
schwerwiegende Nebenwirkungen (Infektionen, Malignome), wie sie im
Zusammenhang mit anderen systemischen Therapeutika beschrieben wurden,
ausblieben. Die genannten Nebenwirkungen, die vor allem innerhalb der ersten 6
Monate beobachtet werden, fuhren allerdings zu einer Therapielimitierung, da sie die
Compliance (Therapietreue) der Patienten stark einschranken und gar zum
Therapieabbruch fuhren. Nebenwirkungen werden vor allem bei hohen Dosen der

FAE beschrieben, so dass eine Reduktion des Wirkstoffes haufig zu einer Besserung
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unerwinschter Symptome fuhrt. Allerdings vermindert sich durch die Dosisreduktion

gleichzeitig auch die therapeutische Wirksamkeit.

1.2.3 Sonstige Anwendungsgebiete der FAE

Seit 2013 sind FAE in Deutschland auch zur Behandlung der Multiplen Sklerose (MS;
Encephalomyelitis disseminata), einer demyelinisierenden chronisch-entziindlichen
Erkrankung des zentralen Nervensystems, zugelassen (Frohman et al. 2006). In
einer doppelblinden placebo-kontrollierten Studie zeigte sich unter einer
Hochdosistherapie mit FAE ein Ruckgang zerebraler MS-Lasionen um 69% (Kappos
et al. 2008). Zur MS-Therapie wird BG-12, ein reines DMF-Préparat, genutzt. Phase
[lI-Studien an Patienten mit schubweise verlaufender MS zeigten eine gute
Wirksamkeit, aber auch die typischen Nebenwirkungen der FAE (Fox et al. 2012;
Gold et al. 2012). DMF war auch in vitro neuroprotektiv wirksam (Duffy, So und
Murphy 1998; Lin et al. 2011; Scannevin et al. 2012; Albrecht et al. 2012).

In aktuellen Studien werden FAE auch hinsichtlich ihrer Wirkung auf Sarkoidose,
Epidermolysis bullosa acquisita, Lupus erythematodes und Alopecia areata
untersucht. Bei all diesen Erkrankungen handelt es sich (vermutlich) um
Autoimmunerkrankungen (Breuer et al. 2005; Venten et al. 2006; Tsianakas et al.
2014). Auch die Wirksamkeit der FAE in der Asthma-bronchiale-Therapie wird
diskutiert (Seidel et al. 2009; Seidel und Roth 2013). Beobachtungen, dass FAE anti-
nekrotisch auf Kardiomyozyten (Meili-Butz et al. 2008) und anti-tumorigen auf
Prostatakarzinom- und Melanomzellen (Loewe et al. 2006; Yamazoe et al. 2009)
wirken, kénnten weitere Einsatzgebiete aufzeigen. Des Weiteren ist aufzufihren,
dass DMF die HIV (Human Immuno-deficiency Virus)-Replikation hemmt (Cross et al.
2011; Gill und Kolson 2013). AufRerdem zeigten mit DMF behandelte Chorea-
Huntington-Mause einen geringer ausgepragten Phéanotyp als Kontrolltiere
(Ellrichmann et al. 2011).

Ausgehend von der guten Wirksamkeit bei Psoriasis konnten FAE auch bei weiteren
Thl-gewichteten entzundlichen Erkrankungen wirksam sein. Diese grof3e Zahl
moglicher Anwendungsgebiete belegt die klinische Relevanz und den Bedarf an

einer Verbesserung der Therapie mit DMF.
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1.3 Transkriptionsfaktor NF-kB

Der ubiquitar im menschlichen Korper vorkommende Transkriptionsfaktor NF-kB
(nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B-cells) ist ein wichtiger
Regulator zahlreicher Gene und seine Fehlregulation wird mit der Pathogenese
verschiedenster  inflammatorischer,  neoplastischer und  immunologischer
Erkrankungen in Verbindung gebracht (Gerondakis et al. 1999; Grossmann et al.
1999; Dolcet et al. 2005). Da die Existenz der NF-kB-Familie erstmals in
Lymphozyten beschrieben wurde (Sen und Baltimore 1986), galt der
Transkriptionsfaktor in erster Linie als zentraler Mediator der adaptiven
Immunantwort. In nachfolgenden Studien wurde NF-kB aber auch in zahlreichen
anderen Kdorperzellen, wie Endothelzellen und Neuronen nachgewiesen (Kaltschmidt
et al. 1994; Read et al. 1994; Kaltschmidt und Kaltschmidt 2009). AuRerdem gilt als
erwiesen, dass NF-kB in die Apoptose-Induktion, Zell-Zell-Kkommunikation, neuronale
Vorgange sowie in inflammatorische Prozesse und die zellulare Stressantwort
involviert ist. Auch in der Entwicklung und Reifung von Lymphozyten, der Steuerung
des Zellzyklus sowie beim Wachstum und der Proliferation von Zellen Gbernimmt NF-
kB eine wichtige Rolle (Ghosh et al. 1998).

Bei dem gelaufig als NF-kB bezeichneten Transkriptionsfaktor handelt es sich um
eine Familie aus funf strukturell miteinander verwandten Transkriptionsfaktoren, zu
der die Proteine RelA (p65), RelB, c-Rel, p50/p105 (NF-kB1) und p52/ p100 (NF-kB2)
gehoren (Lawrence et al. 2001). Untereinander sind sie in der Lage, Homo- und
Heterodimere zu bilden und jede Untereinheit verfligt Uber ganz eigene Funktionen
(Gerondakis et al. 1999; Hoffmann et al. 2003). Inhibiert werden sie von Proteinen
der IkB-Familie (IkBa, IkBB, IkBe, BCL-3), wobei diese physiologische Inhibition
wiederum von der IkB-Kinase (IKK) aufgehoben wird, deren drei Untereinheiten
(IKKa, IKKB und NEMO) als Komplex vorliegen (Greten und Karin 2004; Hayden und
Ghosh 2004). NF-kB liegt in den meisten Zellen zun&chst inaktiv als p50/p65(RelA)-
Heterodimer, das an das inhibitorische Protein IkBa gebunden ist, im Zytoplasma vor
(Baldwin 1996). Beispielsweise in Malignomen findet sich aber auch eine konstitutive
NF-kB-Aktivierung (Rayet und Gélinas 1999). Durch unterschiedliche Stimuli, wie
inflammatorische Mediatoren, Hormone, virale und bakterielle Pathogene oder
physikalischer Stress (Baeuerle und Henkel 1994; Baldwin 1996; Piva et al. 2006),
wird IkBa von der IkB-Kinase (IKKB) phosphoryliert und daraufhin ubiquitiniert
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(Karian und Ben- Neriah 2000). Wéahrend IkB nun im 26S-Proteasom abgebaut wird,
kann NF-kB in den Nukleus translozieren und an die DNA binden (Gerondakis et al.
1999).

NF-kB Ubernimmt eine zentrale Rolle bei der Pathogenese der Psoriasis (Nair et al.
2009). So besteht eine deutlich gesteigerte Konzentration der Untereinheit p65 in
den Zellkernen betroffener Haut, wohingegen in der Haut gesunder Probanden kaum
p65 nachweisbar war (Lizzul et al. 2005). AuRerdem korreliert die Hohe der NF-kB-
Konzentration in epidermalen Keratinozyten mit dem Grad der dermalen Hyperplasie
sowie dem inflammatorischen Infiltrat (Moorchung et al. 2014). Es wird ein
Ungleichgewicht zwischen anti-apoptotischen und Zellzyklus-hemmenden Effekten
des Transkriptionsfaktors vermutet. Eines der wichtigsten Zytokine in der
Pathogenese der Psoriasis ist TNFa, welches nachweislich zu einer Aktivierung von
NF-kB fuhrt (Banno et al. 2004).

Genklasse NF-kB-abhangige Gene

Zytokine und Chemokine TNFa, IL-2, IL-6, Interferon 3 und y, CXCL8
(IL-8),CXCL1 (Gro-a), CCL2 (MCP-1)

Adhasionsmolekile ICAM-1, VCAM-1, E-Selektin, P-Selektin,
Fibronektin

Wachstumsfaktoren VEGF, G-CSF, GM-CSF

Transkriptionsfaktoren Rel/NF-kB-Protein, IkB-Protein, c-myc

Immunrezeptoren CD21, CD40, CD 40-Ligand, CD 48, MHC
Klasse | (HLA), B2-Mikroglobulin, Ig k
Leichtkette

Akute- Phase-Proteine CRP, Angiotensinogen, Tissue Factor 1

Stressantwort COX-2, Angiotensin I

Tab. 1. Ausgewahlte NF-kB- abhangige Genprodukte (Baeuerle und Henkel 1994; Kumar et al.
2004). Hervorgehobene Genprodukte wurden in der vorliegenden Arbeit untersucht.
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1.4 NF-kB-Inhibitoren

1.4.1 Allgemeines

Da NF-kB eine wichtige Rolle bei der Psoriasis-Pathogenese spielt (siehe Kapitel
1.3) und da DMF in hoher Konzentration dessen Translokation hemmt, kénnte die
Kombination mit NF-kB-Inhibitoren den therapeutischen Effekt von DMF verstarken.
Neben den physiologischen existieren mittlerweile auch artifiziell hergestellte NF-«kB-
Inhibitoren. Die Experimente dieser Arbeit wurden mit zwei dieser Substanzen, KINK-
1 (kinase inhibitor of nuclear factor—-kB-1) und Bortezomib, durchgefihrt. Diese
hemmen NF-kB auf unterschiedliche Weise. Da der genaue Inhibitionsmechanismus
von DMF nicht bekannt ist, schien es angebracht, das Augenmerk nicht nur auf einen
bestimmten Wirkmechanismus zu legen. Wahrend KINK-1, durch die Verhinderung
der IkB-Phosphorylierung, spezifisch den Transkriptionsfaktor NF-kB hemmt, inhibiert
Bortezomib die Proteasomen und ist somit ein weniger spezifischer Inhibitor. Im

Folgenden werden die beiden gewéahlten Inhibitoren n&her vorgestellt.

1@

B>
/ N
&y -

Proteasom

Abb. 2: Unterschiedliche Wirkorte von KINK-1 und Bortezomib innerhalb des NF-kB-
Sighalweges (vereinfachtes Schema).
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1.4.2 KINK-1 (kinase inhibitor of nuclear factor-kB-1)

Der 2008 erstmals hinsichtlich seiner Wirkung auf Melanomzellen charakterisierte
NF-kB-Inhibitor gehort zu einer neuen kleinmolekularen Substanzklasse, welche
spezifisch die IKKB-Untereinheit der IkB-Kinase hemmt (Schon et al. 2008). KINK-1
inhibiert dosisabhangig sowohl die TNFa-induzierte, sowie die konstitutive
Phosphorylierung von IkB als auch die Aktivitat des Transkriptionsfaktors im Zellkern.
Im nicht phosphorylierten Zustand kann IkB nicht ubiquitiniert und daher auch nicht
vom Proteasom abgebaut werden. Uber diesen Mechanismus reduziert KINK-1 in
Melanomzellen die Expression NF-kB-abhéngiger Genprodukte, welche Proliferation,
Migration und Adhasion maligeblich beeinflussen. Zu den herabregulierten
Genprodukten zahlen CCL-2 (MCP-1), CXCL-1 (Gro-a), CXCL-8 (IL-8), TNFa, IL-6,
MMP-9, COX-2 und I-CAM-1. Dies sind Zytokine und Chemokine, die nicht nur in die
Tumorprogression, sondern auch in die Pathophysiologie entziindlicher Krankheiten
involviert sind. Aufl3erdem besitzt KINK-1 eine anti-apoptotische Wirkung, greift
reversibel in den Zellzyklus ein (G2-Arrest) und kann die Wirkung von Zytostatika,
wie Doxorubicin oder Camptothecin, verstarken (Amschler et al. 2010; Schon et al.
2008). Die Substanz weist auch in hdheren effektiven Dosen nur eine geringe
Zelltoxizitat auf. Daten Uber die Wirkung von KINK-1 auf Endothelzellen lagen bis zu

dieser Arbeit nicht vor.

1.4.3 Bortezomib

Bortezomib (Handelsname Velcade®) ist ein selektiver reversibler Inhibitor des
eukaryotischen 26S-Proteasoms. Es wird seit 2003 in den USA und seit 2004 in
Europa zur gezielten Therapie (targeted therapy) des multiplen Myeloms und des
Mantelzelllymphoms eingesetzt. Bisher wurde Bortezomib vor allem bezuglich seiner
Wirkung auf Tumorzellen, vereinzelnd aber auch auf Endothelzellen, untersucht
(Roccaro et al. 2006; Belloni et al. 2010; Tamura et al. 2010). Experimentelle Daten
legen auch eine Wirksamkeit gegen Psoriasis nahe (Zollner et al. 2002). Sein
Wirkmechanismus beruht auf der Hemmung des 26S-Proteasoms, eines
multikatalytischen, ubiquitar vorkommenden, intrazellularen Enzymkomplexes. Nach
der Markierung mit Ubiquitin werden fehlgefaltete oder mutierte Proteine von der
regulatorischen 19S-Untereinheit des Proteasoms erkannt und von der katalytischen
20S-Untereinheit abgebaut (Arendt und Hochstrasser 1997; Heinemeyer et al. 1997;

i
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Goldberg 2003). Zahlreiche Proteine, die eine wichtige Rolle in Entwicklung,
Differenzierung, Apoptose, Gentranskription und Signaltransduktion tbernehmen,
werden ebenfalls auf diesem Weg selektiv reguliert, indem sie aktiviert oder
inaktiviert werden (Hershko und Ciechanover 1998; Naujokat und Hoffmann 2002).
Durch Inhibition des Proteasoms kommt es intrazellular unter anderem zu einer
Akkumulation pro-apoptotischer Proteine und somit zum programmierten Zelltod.
Gleichermaf3en wird der NF-kB-Inhibitor IkB nicht mehr abgebaut, wodurch NF-kB
nicht aktiviert werden kann, was wiederum zu verminderter Synthese anti-
apoptotischer Substanzen sowie weiterer NF-kB-abhangiger Genprodukte
(proinflammatorische Zytokine, zellulare Adh&sionsmolekile) fuhrt (Adams 2002,
2004; Ludwig et al. 2005). Durch seinen Eingriff in das Ubiquitin-Proteasomen-
System inhibiert Bortezomib unter anderem das Zellwachstum von Endothelzellen
durch Suppression der G2/M-Transition (Tamura et al. 2010), induziert Apoptose in
Lymphozyten, Retinoblasten und Endothelzellen (Pahler et al. 2003; Poulaki et al.
2007; Belloni et al. 2010) und reduziert durch verminderte VEGF-Expression die
Angiogenese (Roccaro et al. 2006). AuRerdem greift es in die Zell-Zell-Adh&sion und
Zellmigration ein (Lorch et al. 2007). Studien zeigten, dass sich Bortezomib deutlich

zytotoxischer auf Tumorzellen als auf gesunde Zellen auswirkt (Chen et al. 2011).
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1.5 Zielstellung der Arbeit

Eine wichtige Wirkung des DMF scheint die Inhibition der Translokation des
Transkriptionsfaktors NF-kB in den Zellkern zu sein. Daher besteht das Ziel der
vorliegenden Arbeit darin, die experimentelle Basis fir eine Kombinationstherapie mit
NF-kB-Inhibitoren zu schaffen, um so die nétige Dosis an DMF und damit auch
Nebenwirkungen zu reduzieren.

In der vorliegenden Arbeit wurde zunachst die Wirkung des Fumarsaureesters DMF
sowie der NF-kB-Inhibitoren KINK-1 und Bortezomib auf humane Endothelzellen
untersucht. Danach wurde die Wirkung der Kombination jeweils eines NF-kB-
Inhibitors mit DMF auf die Zellen n&aher betrachtet. Hierbei wurden neben der
Translokation des Transkriptionsfaktors NF-kB auch Veranderungen auf der mRNA-
sowie der Proteinebene, unter besonderer Beriicksichtigung wichtiger fur die
Psoriasis-Pathogenese relevanter Chemokine, Adhasionsmolekile und
Wachstumsfaktoren untersucht. Des Weiteren wurden funktionelle Parameter der
Zellen wie Apoptose und Proliferation sowie ihre Interaktion mit Lymphozyten

analysiert.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterialien

Aufsatz fiir Multipette® 12,5 ml

Cell culture inserts for live cell analysis
Chamber slides (Immunfluoreszenz)

Cover slips (Deckglaschen fir Flusskammer)
Deckglaschen 24 x 60 mm

Cellstar® flat bottom well-plates 6er, 12er,
96er

Einfrierrdhrchen 2ml

Eppendorf-Cups 0,5 ml, 1,5 ml, 2,5 ml
FACS- R6hrchen 5 ml

Falcon- Réhrchen 15 ml, 50 ml
Glaspipetten 5, 10, 25 ml
Glaspipetten fir Absauger

Kanulen Microlance ™ 3

Kanilen Sterican®

Laborticher

PCR cups

Petrischalen 100x20 mm
Pipettenspitzen 10, 200, 1000 pl
Pipettenspitzen TipOne
Pipettenspitzen FilterTip 1000 pl
Pipettenspitzen ep T.I.P.S. rocks 10 ml
Safety-Multifly-Set (zur Blutentnahme)
Spritze 20 ml

Spritzen Injekt®-F Tuberkulin 1 ml
Zellkulturflaschen 25er, 75er

2.1.2 Gerate

Gerate

Absaugsystem Vacusafe comfort
Abzug captair®flex®

Appliskan

Brutschrank HERAcell 150
Brutschrank HERAcell 150i

CoolSNAP ES (Kamera am Mikroskop)
Einkanalpipetten 10, 20, 100, 200, 1000 pl
Durchflusszytometer FACS Canto |l
Fluoreszenzmikroskop Axio Imager M1
Flusskammer

Gel Imager system U:Genius

Inverses Mikroskop Axiovert 200

Hersteller

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Ibidi, Planegg / Martinsried, Deutschland

BD, Franklin Lakes, NJ, USA

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA
Gerhard Menzel GmbH, Thermo Fisher
Scientific, Braunschweig, Deutschland
GreinerBioOne, Kremsmiinster, Osterreich

GreinerBioOne, Kremsmiinster, Osterreich
Eppendorf, Hamburg, Deutschland

BD, Franklin Lakes, NJ, USA
GreinerBioOne, Kremsmiuinster, Osterreich
Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland

WU. Mainz, Deutschland

BD, Franklin Lakes, NJ, USA

B. Braun, Melsungen, Deutschland
Kimberly-Clark GmbH, Koblenz-Rheinhafen,
Deutschland

Biozym, Hessisch Oldendorf, Deutschland
GreinerBioOne, Kremsmiinster, Osterreich
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Starlab, Hamburg, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland

BD, Franklin Lakes, NJ, USA

B. Braun, Melsungen, Deutschland
GreinerBioOne, Kremsmiinster, Osterreich

Hersteller
IBS Integra Bioscinces, Fernwald, Deutschland
Erlab group, KoIn, Deutschland

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA
Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA
Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA
Photometrics, Tucson, AZ, USA

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

BD, Franklin Lakes, NJ, USA

Zeiss, Oberkochen, Deutschland
Wunschanfertigung

Syngene, Cambridge, MA, USA

Zeiss, Oberkochen, Deutschland
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Kihl-/ Gefrierschranke +4°, -20°, -80°
Mehrkanalpipette Transferpette® S-12 200

Mikroskop Axiovert 40 C
Multipette® plus

PCR Mastercycler

Photometer Genesys 10 Bio
Pipettierhilfe Pipetboy acu
Prazisionswaage

Reagent Reservoirs Tip-Tub (fur
Mehrkanalpipette, autoklavierbar)
Reinstwasserpumpe arium 611 VF
Schittler PMR- 30
Spannungsquelle fur Elektrophorese Power
Pack P25

Thermblock ThermoStat plus
Tischzentrifuge Hearaeus Picol7
Vortex Mixer L-46

Wasserbad

Zellkulturbank HERAsafe
Zellkulturbank Safe 2020
Zentrifuge Heraeus Picol7
Zentrifuge Megafuge 1.0
Zentrifuge Megafuge 1.0 R
Zentrifuge 1 S-R Heraeus
Zentrifuge Rotina B5

2.1.3 Chemikalien

Chemikalien
7TAAD

Accutase solution
Agarose

Calciumchlorid-Dihydrat

CFDA-SE
4’,6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI)
Dimethylsulfoxid (DMSO)

EDTA

EGM™Single Quots® (Herstellung von
Endothelial Cell Growth Medium)
Endothelial Cell Basal Medium
Einfriermedium CryoSFM
Essigsaure 100%

Ethanol

Fetal calf serum (FCS)

Ficoll Paque Plus

Formaldehyd 37%

GelRed™

Hank's buffered salt solution (HBSS)
Heparin

Humanes AB- Serum
2-Mercaptoethanol

Liebherr, Bulle, Schweiz

BRAND GMBH + CO KG, Wertheim,
Deutschland

Zeiss, Oberkochen, Deutschland

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA
IBS Integra Bioscinces, Fernwald, Deutschland
Sartorius, Goéttingen, Deutschland

Eppendorf, Hamburg, Germany
Sartorius, Goéttingen, Deutschland
Grant- Bio, Cambridge, MA, USA

Biometra, Gottingen, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA
Labinco, Breda, Niederlande

Memmert, Schwabach, Deutschland
Heraeus, Hanau, Deutschland

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA
Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA
Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA
Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA
Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA
Hettich Zentrifugen, Tuttlingen, Deutschland

Hersteller

BD Bioscience, Heidelberg, Deutschland
PAA, Pasching, Osterreich

Biozym Scientific, Hessisch Oldendorf,
Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland
Invitrogen, Carlsbad, CA, USA
Sigma- Aldrich, St. Louis, MO, USA
Roth, Karlsruhe, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Lonza, Basel, Schweiz

Lonza, Basel, Schweiz

Promocell, Heidelberg, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland

PAA, Pasching, Osterreich

GE Healthcare, Chalfont St. Giles,
GrofRRbritannien

Chem solute, Renningen, Deutschland
Biotium, Hayward, CA, USA

Life Technologies, Carlsbad, CA, USA
Rotexmedica, Trittau, Deutschland
Sigma- Aldrich, St. Louis, MO, USA
Roth, Karlsruhe, Deutschland
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Mounting Medium

NaCl

Neutralrot

Phosphate- buffered saline (PBS)
rhTNFa

RPMI- 1640

Tirks-LAsung

Tris

Trypanblau

2.13.1 Versuchssubstanzen

Stammlésung
50 mM (in DMSO)

Dimethylfumarat (DMF)

DAKO, Glostrup, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland

PAA, Pasching, Osterreich
ImmunoTools, Friesoythe, Deutschland
PAA, Pasching, Osterreich

Merck, Darmstadt, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Hersteller

Aldrich® Chemistry, St. Louis,
MO, USA

Janssen Cilag, Neuss,
Deutschland

Bayer, Leverkusen,
Deutschland

Bortezomib (in NaCl)
KINK-1 50 mM (DMSO)
2.1.3.2 Gebrauchsfertige Reaktionssysteme

Reaktionssysteme

CellDeath ELISA Plus Kit

Cell Proliferation Assay BrDU

CellTiter96® Non-radioactive cell proliferation
assay

E.N.Z.A.™ Total RNA-Kit |

First strand cDNA synthesis Kit

RNAsa-free DNAse | Set

Taqg DNA Polymerase all inclusive

Venor® GeM Mycoplasma DetectionKit

2.1.4 Medien

Medium

Einfriermedium Cryo-SFM
Endothelial Basal Cell Medium
EGM™ Single Quots®

Endothelial Basal Cell Medium MV2
MV2 Supplements

Hersteller

Roche, Mannheim, Deutschland
Roche, Mannheim, Deutschland
Promega, Madison, WI, USA

Omega Bio-Tek-Norcross, GA, USA
Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland
Omega Bio-Tek-Norcross, GA, USA
Peglab, Erlangen, Deutschland
Minerva Biolabs, Berlin, Deutschland

Hersteller

Promocell, Heidelberg, Deutschland
Lonza, Basel, Schweiz

Lonza, Basel, Schweiz

Promocell, Heidelberg, Deutschland
Promocell, Heidelberg, Deutschland
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2.1.5 Antikorper

Antikorper
NF-kB p65

Sekundarantikorper
Alexa Fluor® 488 anti-
mouse

E-Selectin/ CD62E PE
(IF/FACS)

VCAM/ CD106 purified
(IF/FACS)

ICAM/ CD54 FITC
L-Selektin/ CD62L PE
LFA-1/ CD11la FITC

CLA-1FITC
CD49d FITC

Anti-CD3 PE

Anti-CD3 FITC
Isotyp FITC

Isotyp PE
Isotyp FITC

Isotyp purified

2.1.6 EDV

Programm
AxioVision Rel 4.7

FACS Diva Software
ImageJ

MetaMorph 6.3r2
Microsoft Office 2007

2.1.7 Sonstiges

Ursprungsspezies
Maus, 1gG;

Ziege, IgG

Maus, IgG1
Maus, IgG1
Maus, IgG1
Maus, IgG1
Ratte, IgG2a

Ratte, IgM
Maus, IgG1

Maus, IgG1

Maus, IgG1
Hamster, IgG1

Maus, IgG1
Ratte, IgG2b

Maus, IgG1

Elektrophoresekammer SubCell GT
Gene Ruler™ 100bp PlusDNA Ladder
Isopropanol-Cryo-Container

Neubauer Zahlkammer 0,0025 mm?

Timer

Zielspezies

Hersteller

Santa Cruz Biotechnology, Inc.,
Heidelberg, Deutschland

Cell Signaling, Danvers, MA, USA

Mensch

Maus

Antibodies online, Aachen,
Deutschland

Immunotools, Friesoythe,
Deutschland

Immunotools, Friesoythe,
Deutschland

BD Pharmingen, Heidelberg,
Deutschland

BD Pharmingen, Heidelberg,
Deutschland

BioLegend, San Diego, CA, USA
Immunotools, Friesoythe,
Deutschland

Immunotools, Friesoythe,
Deutschland

DAKO, Hamburg, Deutschland
BD Pharmingen, Heidelberg,
Deutschland

Immunotools, Friesoythe,
Deutschland

Immunotools, Friesoythe,
Deutschland

Zymed Laboratories, Life
Technology Cooperation,
Darmstadt, Deutschland

Mensch
Mensch
Mensch
Mensch
Maus

Mensch
Mensch

Mensch

Mensch

Hersteller

Zeiss, Oberkochen, Germany

BD, Franklin Lakes, NJ, USA

National Institutes of Health, Bethesda, MD,
USA

Molecular devices, Sunnyvale, CA, USA
Microsoft, Redmond, WA, USA

Hersteller

Bio- Rad, Hercules, CA, USA
Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland
Nalgene, Rochester, New York, USA

Brand, Wertheim Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland
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2.1.8 Puffer/ Lésungen/ Medien

,Blocking“-L6sung (fir Immunfluoreszenz):
50 pl FCS + 950 ul PBS

Antikdrpergrundlésung (fur Immunfluoreszenz):
25 ul FCS + 975 ul PBS

10fach TBE-Puffer:
108 g Tris + 55 g Borséure + 40 ml 0,5 M EDTA (pH 8.0) + 1000 ml Aqua bidest

Waschlésung (Neutralrot-Test):
1. 0,5 g Calciumchlorid-Dihydrat in 48,65 ml PBS geben
2. 1,35 ml 37%iges Formaldehyd hinzugeben

Extraktionslosung (Neutralrot-Test):
1. 25 ml 100% Ethanol auf 24,5 ml Aqua destillieren
2. 0,5 ml 100 % Essigsaure hinzugeben

Waschpuffer (Flusskammer):
50 ml HBSS (ohne Ca** und Mg®*) + 100 ul 2 mM CaCl,

Doppeltes Einfriermedium:
DMSO (20%) + FCS (40%) + RPMI (40%)

Basalmedium:

500 ml Basalmedium (Lonza) + 50 ml FCS (Fetales Kalberserum)
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2.2 Methoden

2.2.1 Zelllinien und Kultivierung

Bei den Human Umbilical Vein Endothelial Cells (HUVEC) handelt es sich, um
makrovaskulare Endothelzellen, die aus der Nabelschnur gesunder Neugeborener
isoliert und von verschiedenen Spendern zusammengefuhrt (gepoolt) werden.
Human Dermal Microvascular Endothelial Cells (HDMEC) werden aus juveniler
Vorhaut isoliert. Beide Zelltypen wurden in Sekundarkultur von den entsprechenden
Firmen bezogen. Auf die Nutzung immortalisierter Zelllinien wurde bewusst
verzichtet, da sie sich zwar leichter und langer kultivieren lassen, jedoch eine
Funktionseinschrdnkung dieser Endothelzellen gezeigt wurde, insbesondere
hinsichtlich ihres Ansprechens auf TNFa und der Expression entztindungsrelevanter
Adhasionsmolekiile (Oostingh et al. 2007).

Die adharent wachsenden Zellen wurden im Brutschrank bei 37 °C, einem CO,-
Gehalt von 5% sowie einer relativen Luftfeuchtigkeit von 95% kultiviert. Ausgesat
wurden die Zellen in Tzs-Zellkulturflaschen in Wachstumsmedium (Endothelial
Growth Medium, EGM) plus Zuséatzen (Supplements). Die Verdopplungsrate der
Endothelzellen schwankt passagenabhangig, wobei HUVEC bis etwa zur 16.
Passage proliferierten. Die HDMEC wuchsen bereits nach der sechsten Passage nur
noch sehr langsam. Bei einer Konfluenz (Bedeckung des Gefalbodens durch die
kultivierten Zellen) von etwa 90% wurden die Zellen passagiert, fur die Versuche
ausgesat oder eingefroren. Zunachst wurde hierfir jeweils das Medium von den
Zellen abgesaugt, die Oberflache mit 9 ml PBS fur etwa 30 sec gewaschen und nach
Absaugen des PBS mit 3 ml Accutase® zwei Minuten lang bei 37 °C inkubiert.
AnschlieBend wurde der Uberstand mit 2 ml EGM in ein Zentrifugenréhrchen
Uberfuhrt und zentrifugiert. Accutase®, ein natirliches proteolytisches und
kollagenolytisches Enzym, verdaut sich anschlielend selbst, wodurch ein Stoppen
der Ablosungsreaktion nicht noétig ist. Nach Resuspension des Zellsediments in EGM
wurde die gewulnschte Zellanzahl in eine neue Flasche Uberfihrt. Fir die im
Folgenden beschriebenen Versuche wurden die Zellpassagen 4 bis 6 genutzt. Etwa
alle drei Tage wurde das EGM gewechselt.

Jeweils 18 bis 24 Stunden vor dem Beginn der jeweiligen Versuche wurde das EGM
durch basales Zellmedium (Basal Cell Medium, EBM) plus 10% FCS ersetzt, um den
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Stoffwechsel der Zellen zu normalisieren und so die Versuchsergebnisse nicht zu
verfalschen.

Die Endothelzellen wurden jeweils mit TNFa stimuliert (25 ng/ml), um eine
Entzindungsreaktion zu imitieren (Wallbrecht et al. 2011; Lockmann und Schon
2014). HUVEC und HDMEC exprimieren die meisten ihrer Adhasionsmolekile erst
im aktivierten Zustand (Thorp et al. 1992; Klein et al. 1995, 1994; Oostingh et al.
2007). AuBerdem ubernimmt TNFa eine wichtige Rolle bei der Pathogenese der
Psoriasis (Boehncke und Schon 2015) und es wird in Psoriasis-Lasionen vermehrt
exprimiert (Ettehadi et al. 1994). TNFa beeinflusst unter anderem die Immunantwort,
den Zellzyklus, die Produktion von Chemokinen und die Apoptose (Banno et al.
2004).

Vor der PCR, der Durchflusszytometrie sowie den Flusskammerversuchen wurden
die Endothelzellen fir 4 h stimuliert, vor der Immunfluoreszenz zum NF-kB-Nachweis
fur 2 h. Fur E-Selektin beispielsweise ist die starkste Expression 4 h nach TNFa-
Stimulation bekannt (Bevilacqua et al. 1987).

2.2.2 Zellzahlbestimmung mit Neubauer-Zahlkammer

Vor dem Aussaen und Einfrieren der Zellen wurden diese jeweils zentrifugiert, das
Zellsediment in 1 ml Medium resuspendiert und eine 1:10 Verdinnung mit
Trypanblau hergestellt. Trypanblau ermdglicht die Unterscheidung vitaler von toten
Zellen, da der blaue Farbstoff sich in die Zellwand toter Zellen einlagert. 10 ul der
Suspension wurden auf eine Neubauer-Zahlkammer aufgetragen und die
ungefarbten Zellen in allen vier Quadranten der Zahlkammer gezahlt. Die Zellzahl
wurde mit folgender Formel bestimmt:

Zellzahl (ml*) = (Mittelwert der vier Quadranten) x 10* x Verdiinnungsfaktor (10) x

Ausgangsvolumen (1ml)

2.2.3 Kryokonservierung und Revitalisierung der HUVEC

Zur Kryokonservierung wurde das Zell-Accutase®PBS-Gemisch, nach vorheriger
Bestimmung der Zellzahl, bei 250 g fir 5 min bei Raumtemperatur (RT) zentrifugiert
und anschlie3end in 4 °C kaltem Einfriermedium aufgenommen. Die Zellen wurden
hierbei auf Konzentrationen von 7,5 x 10°/ml bis 1 x 10%ml verdiinnt. Jeweils 1 ml

der Zellsuspension wurde in vorbeschriftete Einfrier-Réhrchen pipettiert und zunachst

i
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Uber Nacht bei -80 °C in einem Isopropanol-Tank eingefroren. Durch das Isopropanol
kiuhlen die Proben langsam um 1 °C pro min ab. Am folgenden Tag wurden die
Zellen zur dauerhaften Lagerung in flissigen Stickstoff (-196 °C) Uberfihrt.

Zum Auftauen der Zellen wurden die Einfrier-Réhrchen ohne Verzégerung im
Wasserbad bei 37 °C aufgetaut. Das aufgetaute Zell-Einfriermedium-Gemisch wurde
in eine mit Medium geflllte Tzs-Kulturflasche pipettiert, welche zuvor bei 37 °C im
Brutschrank vorgewarmt wurde. Nach spatestens 24 h wurde das Medium
ausgetauscht, da das Einfriermedium Dimethylsulfoxid (DMSO) enthielt. DMSO
verhindert die Bildung extra- und intrazellularer Kristalle wahrend des
Einfrierprozesses, kann allerdings auch toxisch auf Endothelzellen wirken (Layman
1987; Koizumi et al. 2003).

2.2.4 Indirekte Immunfluoreszenz

Das Prinzip der indirekten Immunfluoreszenz beruht auf der Markierung des zu
bestimmenden Proteins mit einem Antikorper, welcher wiederum durch die spéatere
Bindung eines zweiten, mit einer fluoreszierenden Substanz gekoppelten
Antikdrpers, im Fluoreszenzmikroskop nachweisbar wird. In der vorliegenden Arbeit
wurde mit Hilfe der Immunfluoreszenz die Translokation der Untereinheit p65, welche
die in Endothelzellen haufigste Untereinheit des Transkriptionsfaktors NF-kB ist, in
den Zellkern nachgewiesen. Dies geschah jeweils unter Einfluss von DMF,
Bortezomib oder KINK-1. Die Ergebnisse dienten in Vorbereitung der weiteren
Versuche zur Bestimmung der optimalen Einzelkonzentrationen der drei Stoffe und
ihrer Auswirkung auf die Zellen. AuRerdem erlaubt die Auswertung der
mikroskopischen Bilder eine erste orientierende Aussage uber die Toxizitat der drei
Wirkstoffe.

Fur die indirekte Immunfluoreszenz wurden zunachst 40 h vor Versuchsbeginn
HUVEC in gekammerte Objekttrager (Chamber slides) mit je 30.000 HUVEC/
Kammer in jeweils 500 pl EGM ausgesat. Auf den Chamber slides wachsen die
Zellen in Plastikkdmmerchen, welche auf einem Glasobjekttrager befestigt sind. Nach
Beendigung der Versuchsdurchfiihrung kdnnen die Kammerchen abgetrennt und die
Zellen ohne Beeintrachtigung der Zellschicht fixiert und unter dem Mikroskop

betrachtet werden.
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Zuvor wurde nach einer 36-stindigen Inkubation bei 37 °C ein Mediumwechsel auf
EBM durchgefuhrt, 4 h spater wurden die HUVEC wie nachfolgend beschrieben
behandelt:

Auflistung der Anséatze fir die Immunfluoreszenz:

1. unbehandelt, unstimuliert 1. AK + 2.AK
2. unbehandelt, stimuliert 1. AK + 2.AK
3. Vehikel (DMSO), stimuliert 1. AK + 2.AK
4. Isotypkontrolle

5. unbehandelt, stimuliert kein AK

6. unbehandelt, stimuliert nur 2. AK

7. —12. DMF 5-300 pmol 1.AK + 2.AK
13.-15. KINK-1 0,3-50 uM 1.AK + 2.AK

16.— 18. Bortezomib 5-50 ng/ml 1.AK + 2.AK

Die mit DMF behandelten Zellen wurden zunéchst 2 h im Brutschrank bei 37 °C
inkubiert, daraufhin erfolgte die Stimulation mit TNFa (25 ng/ml) fur weitere 30 min.
Nach der Behandlung wurde das Medium vorsichtig entfernt und zwei Waschgange
mit jeweils 500 pl PBS (4 °C) durchgefiuihrt. Zur anschlieRenden Fixierung der Zellen
wurden in jede Kammer 500 pl Methanol (-20 °C) gegeben und far 5 min im
Gefrierschrank bei -20 °C inkubiert. Das Methanol wurde durch ausklopfen und
zweimaliges Waschen mit PBS vollstandig entfernt. Hierauf folgte die Inkubation mit
500 ul ,Blocking“-Lésung (5% FCS in PBS) pro Kammer bei RT auf dem Schttler.
Nach Entfernen der ,Blocking“-Ldsung erfolgte die Zugabe des 1. Antikorpers (AK),
welcher zuvor in einer AK-Grundlésung (2,5 % FCS in PBS) verdiunnt wurde. Die
Proben wurden damit tber Nacht bei 4 °C auf dem Schiuttler inkubiert. Am folgenden
Tag wurde die Grundlésung entfernt und die Kammern dreimal fur jeweils 10 min mit
PBS auf dem Schuttler gewaschen. Anschliel3end wurde der zuvor ebenfalls in der
AK-Grundlésung verdinnte 2. AK auf die Kammern gegeben und fir 1 h
lichtgeschitzt bei RT auf dem Schittler inkubiert. Danach wurden die Kammern
erneut mit PBS gewaschen und nachfolgend einige Minuten an der Luft getrocknet.
Nach Entfernen der Plastikkammern wurden 15 pl Einbettmedium (mounting

medium) plus 4°,6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI), in einer Konzentration von 1:100
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hinzugegeben und das Ganze vorsichtig mit einem Deckglas abgedeckt, leicht
angedruckt und mit Klarlack verschlossen.

Bei DAPI handelt sich um einen Fluoreszenzfarbstoff der sich in die AT-reichen
Regionen der kleinen Furche der DNA-Doppelhelix einlagert und damit in der Lage
ist, DNA-reiche Regionen wie den Zellkern zu markieren. Das Emissionsmaximum
von DAPI liegt im Bereich des kurzwelligen Lichtes, weshalb es moglich ist, Stoffe mit
einem langwelligen Emissionsmaximum wie Alexa488, gleichzeitig einzusetzen.
Abschliel3end wurden die Farbungen mit dem Mikroskop Axio Imager M1 sowie der
Software Axio Vision ausgewertet. Unter dem Fluoreszenzmikroskop fluoreszierten
die DAPI-markierten Zellkerne blau, wahrend der mit Alexa488 gekoppelte

Transkriptionsfaktor NF-kB grin fluoreszierte.

2.2.5 Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR)

2.25.1 Prinzip der PCR

Die Methode der PCR erlaubt es, Primer-markierte DNA-Abschnitte mit Hilfe der
hitzestabilen Taqg-Polymerase des Bakteriums Thermus aquaticus zu amplifizieren.
Durch aufeinanderfolgende Zyklen wird die DNA exponentiell vermehrt, wobei sich
die Amplifikation in Denaturierung, Primer-Hybridisierung (Annealing) und Elongation
gliedert. Durch hohe Temperaturen von 92 °C bis 94 °C werden zunéachst die
Wasserstoffbriickenbindungen innerhalb der DNA gespalten, so dass diese in ihren
Einzelstrangen vorliegt und sich die Primer in der Annealing-Phase (55 °C bis 62 °C)
anlagern kénnen. Wahrend der Elongationsphase lagert die Tag-Polymerase bei 72
°C in 5-3'-Richtung Nukleotide an die Primer an. Die Elongationsdauer variiert je
nach Grol3e des zu amplifizierenden DNA-Abschnitts ebenso wie die optimale Anzahl

der Reaktionszyklen.

2.25.2 Probengewinnung

Um die Wirkung der drei Stoffe DMF, KINK-1 und Bortezomib auf mRNA-Ebene zu
untersuchen, wurden vier Tage vor der Behandlung jeweils 100.000 Zellen pro 25
cm?-Kulturflasche ausgesat und 24 h vor der Behandlung in EBM kultiviert. Die drei
Substanzen wurden dann direkt in die Kulturflaschen pipettiert, in denen sich ein
Endvolumen von 5 ml befand. Die Zellkulturen wurden mit DMF (5-200 uM), KINK-1

i
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(5-100 uM), Bortezomib (1,25-50 ng/ml) oder einer Kombination dieser Stoffe (5-100
MM DMF + 5-100 pM KINK-1 beziehungsweise 0,625-5uM KINK-1; 5-50 pM DMF +
2,5-50 ng/ml Bortezomib) versetzt und nach einer Stunde zusatzlich mit 25 ng/mi
TNFa stimuliert. Nach weiteren 4 h Inkubationszeit bei 37 °C im Brutschrank wurde

die Behandlung der Zellen durch Waschen mit PBS gestoppt und die Zellen lysiert.

2.2.5.3 Lyse

Nach Abschluss der Behandlung mit DMF, KINK-1 oder Bortezomib wurde das
Medium vorsichtig aus den Flaschen entfernt, die Zellen mit 3 ml PBS gewaschen
und anschlieend 7 min mit 1 ml Accutase bei 37 °C im Brutschrank inkubiert.
AnschlieBend wurden die Zellen mit zusatzlichen 5 ml PBS in 15 ml-
Zentrifugenréhrchen tberfihrt und fir 5 min bei 250 x g zentrifugiert. Der Uberstand
wurde verworfen und die Zellsedimente in 350 ul TRK-Lysis-Puffer (TRK lysis buffer)
resuspendiert. Der TRK-Puffer wurde zuvor mit 2% vol. 2-Mercaptoethanol versetzt.
Nach Uberfuhrung in  1,5-ml-Eppendorf-Zentrifugenrohrchen  erfolgte  das
Umschreiben in mRNA.

2254 MRNA-Isolierung und DNAse-Verdau

Zunachst wurde das Lysat durch mehrmaliges Auf- und Abpipettieren homogenisiert
und mit 350 ul 70%-igem Ethanol versetzt. AnschlieRend wurde die Probe in eine
HiBind RNA Spin Column Uberfuhrt, welche zuvor in ein 2 ml-Sammelgefal3
eingesetzt wurde. In der Sdule befindet sich eine Silika-Gel-Membran an die die RNA
reversibel bindet. Durch die im Folgenden beschriebenen Waschschritte wurden
Verunreinigungen der Probe minimiert und durch den DNAse-Verdau eine DNA-
Kontamination beseitigt. Die Probe wurde nun fir 1 min bei 10.000 x g zentrifugiert.
Nachdem der Inhalt des Sammelgefal3es verworfen wurde, wurden 250 ul
Waschpuffer | je Probe aufgetragen und erneut bei 10.000 x g fir 1 min zentrifugiert.
Anschliel3end erfolgte der DNAse-Verdau, indem 73,5 ul DNAse-Verdau-Puffer mit
1,5 yl RNAse-freier DNAse vermischt direkt auf die Membran innerhalb der S&ule
aufgetragen wurden. Nach 15-mindtiger Inkubation bei RT wurden 500 pl
Waschpuffer | auf die Saule pipettiert und nach weiteren 2 min Inkubationszeit
wurden die Saulen fir 1 min bei 10.000 x g zentrifugiert. Darauffolgend wurden die

Proben zweimal mit Waschpuffer Il gewaschen und zentrifugiert. Ohne weitere

i
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Hinzugabe eines Puffers wurden die Saulen zwei Minuten lang bei
Hochstgeschwindigkeit (17.000 x g) zentrifugiert, um die Flussigkeit vollstandig zu
entfernen. Nach diesem Schritt wurden die S&aulen in ein 1,5-ml-Eppendorf-
Zentrifugenrohrchen eingesetzt und jeweils 40 ul auf 70 °C vorgewarmtes RNAse-
freies Wasser (DEPC-Wasser) auf jede Séule gegeben. Die Saulen wurden nun 1
min inkubiert und anschlieBend ein letztes Mal fir 2 min bei hoéchster
Geschwindigkeit zentrifugiert. Die Proben wurden nun bei -80 °C gelagert oder gleich

weiterverarbeitet.

2.25.5 Photometrische Bestimmung der mRNA-Konzentration und
Reverse Transkription

Vor dem Umschreiben der mRNA in cDNA wurde die mRNA-Konzentration mittels
eines Spektralphotometers ermittelt. Die Bestimmung erfolgte bei einer Wellenlange
von 260 nm. Hinzukommend wurde die Absorption bei 280 nm gemessen, um
maogliche Verunreinigungen durch Proteine zu bestimmen. Der Quotient der
gemessenen optischen Dichte bei 260 nm und bei 280 nm sollte zwischen 1,8 und
2,0 liegen. Danach wurde die mRNA mit nukleasefreiem Wasser auf 10 ul aufgefullt
und zu jeder dieser Proben jeweils 1 pl dTig-Primer aus dem First Strand cDNA
Synthesis Kit hinzugegeben. Nach grindlichem Mischen und kurzer Zentrifugation
wurden die Proben 5 min auf 70 °C erhitzt. Daraufhin wurden die Proben auf Eis

abgekihlt und zu jeder Probe 9 pl des folgenden Mastermixes pipettiert:

Mastermix cDNA

5 x Reaktionspuffer 4 ul
RiboLock™ RNAse Inhibitor 1 pl
dNTP Mix 2 ul

Reverse Transkriptase 2 ul

Nun wurden die Proben mit einem Endvolumen von 20 pul fir 65 min bei 37 °C
inkubiert. Anschlie3end folgte eine 10-minttige Inkubation bei 70 °C, durch welche
die Reaktion gestoppt wurde. Die cDNA wurde sofort weiterverwendet oder bei -20
°C gelagert.
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2.2.5.6 Durchfihrung der PCR

Zur Durchfuhrung der PCR wurden zunachst in jedes Reaktionsgefal3 24 pl eines
zuvor hergestellten Mastermixes (siehe unten) und 1 pl der jeweiligen cDNA
gegeben. Fur jede PCR wurde zusatzlich eine Negativkontrolle (Mastermix + 1 pl

Aqua dest.) erstellt, welche spater auch auf das Gel aufgetragen wurde.

Mastermix PCR

Vorwarts-Primer 0,5 pl

Ruckwarts-Primer 0,5 pl

dNTP 10 mM 0,5 ul
10 x Puffer S 2,5 ul
Tag- Polymerase 0,1 pl
Aqua dest 19,9 ul
Endvolumen 24 ul

Die PCRs wurden in einem Thermozykler durchgefuhrt. Zun&chst erfolgte eine
Denaturierung fur 3 min bei 94 °C, dann eine Denaturierungsphase fir 30 sec bei
ebenfalls 94°C und das Annealing mit anschlie3ender Elongation bei 72 °C. Die
Annealing-Temperatur variierte je nach Gen zwischen 55 °C und 62 °C, ebenso die
Anzahl der Zyklen. Die genauen Versuchsbedingungen der durchgefiihrten PCRs

finden sich in der folgenden Tabelle:
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Gen Sequenz des Vorwarts-Primers Sequenz des Riickwarts-Primers GroRe/
Annealingtemp./
Zyklenanzahl
GAPDH 5 5-TTCGTTGTCATACCAGGAAATG-3' 451 bp
CTTTGGTATCGTGGAAGGACTC- 58 °C/ 26 Zyklen
3
CD106 5'- 5-“CAGCCTGTCAAATGGGTATAC-3 355 bp
(VCAM- CCAGAATCTAGATATCTTGCTC-3¢ 58 °C/ 30 Zyklen
1)
CD54 5-TGACCAGCCCAAGTTGTTGG-3' 5-ATCTCTCCTCACCAGCACCG-3* 379 bp
(ICAM-1) 55 °C/ 26 Zyklen
CD62E 5- AAGCCTGGCAGTTCCGGG-3' 5-GGCTTTGGCAGCTGCTGG-3 308 bp
(E- 56 °C/ 26 Zyklen
Selektin)
VEGF 5-CGAAGTGGTGAAGTTCATGGA- | 5-TTCTGTATCAGTCTTTCCTGGT- 3° 469 bp
3 55 °C/ 30 Zyklen
CXCL8 5'- 5'- 253 bp
(IL-8) ACAAGCTTCTAGGACAAGAGCCA GTGAATTCAGTGGTCCACTCTCAAT 62 °C/ 26 Zyklen
GGAAG- 3 C-3
CCL2 5'- 5-TGCAGATTCTTGGGTTGTGGAG- 297 bp
(MCP-1) GCTCATAGCAGCCACCTTCATTC- 3 58 °C/ 26 Zyklen
3¢
CXCL1 5-“ATGGCCCGCGCTGCTCTCTCC- | 5-CTTAACTATGGGGGATGCAGG-3' 282 bp
(Gro-a) 3 58 °C/ 26 Zyklen

Tab. 11: Primersequenzen und PCR-Versuchsbedingungen

2.2.6 Agarose-Gelelektrophorese

Zuerst wurden fur die Herstellung des Gels 2 g Agarose-Pulver und 200 ml TBE-
Puffer vermischt und in der Mikrowelle bis zum Siedepunkt erhitzt. Dann wurden zu

d™. ein interkalierender Fluoreszenzfarbstoff,

je 200 ml des Gemisches 6 pl GelRe
hinzupipettiert, da nur durch diesen die DNA spater unter UV-Licht sichtbar wurde.
Die noch heiBe Ldsung wurde anschlieBend in eine vorbereitete Gelkammer
gegossen, in die zur Taschenbildung Kd&mme hineingesteckt wurden. Nach etwa 20
min konnten die Kdmme entfernt und die Proben aufgetragen werden. Jede Probe
wurde hierzu mit 2 ul blaugefarbtem Ladungspuffer grtindlich vermischt bevor jeweils
10 ul der Probe in eine Geltasche pipettiert wurden. Um die Grol3e des DNA-
Produktes spater beurteilen zu kdnnen, wurden in die erste Geltasche jeder Reihe
jeweils 5 pl eines DNA-Oligomers bekannter GroRe (GroRRenstandard 100 bp)
pipettiert. In der Elektrophoresekammer wanderten die Nukleinsduren fir 2 h bei 120

V aufgrund ihrer Ladung durch das Gel und trennten sich entsprechend ihrer Grol3e
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auf, wobei sich kleine Molekile schneller durch das Gel bewegen als grofiere.
Anschlieend wurden die Banden in den Gelen unter einer UV-Lampe sichtbar
gemacht und fotografiert.

2.2.7 Zelltod-ELISA

Der Zelltod-ELISA wurde zur Bestimmung der Apoptose-induzierenden DMF-, KINK-
1 und Bortezomib-Konzentration durchgefuhrt. Fur die Durchfliihrung der Versuche
wurde das CellDeath Detection ELISA Plus-System der Firma Roche genutzt, wobei
streng nach dem vom Hersteller gelieferten Protokoll vorgegangen wurde. Der Test
weist spezifische DNA-Fragmente und Histon-assoziierte Nukleosomen nach, welche
bei der Apoptose enstehen.

24 h vor Versuchsbeginn wurden HUVEC in einer 96-Kammer-Platte in EGM
ausgesat. Nach 20 h Inkubation erfolgte der vorsichtige Wechsel von EGM auf EBM.
Nach weiteren 4 h wurden die Zellen mit DMF (50-300 uM), KINK-1 (5-100 uM) und
Bortezomib (3,3-50 ng/ml) behandelt. Zusétzlich wurden folgende Kontrollen
verwendet:

a) unbehandelte, unstimulierte Zellen

b) EBM plus DMSO

¢) unbehandelte, stimulierte Zellen

d) Positivkontrolle mit Staurosporin.

Nach 1 h Inkubation im Brutschrank erfolgte jeweils die Zugabe von TNFa und die
anschlieende Inkubation Uber Nacht. Jede Probe beziehungsweise Kontrolle wurde
als Triplett (jede Versuchsbedingung dreifach) angelegt. Nach Ablauf der
Inkubationszeit wurden die Zellen fir 10 min bei 200 x g zentrifugiert und der
Uberstand verworfen. Nach Hinzugabe von 200 pl Lysepuffer, erfolgte eine 30-
minttige Inkubation unter der Sterilbank (RT). Hierdurch werden die Zellen
aufgebrochen und die Nukleosomen freigesetzt. AnschlieBend wurden die Zellen
erneut fir 10 min zentrifugiert und jeweils 20 pl des Lysat-Uberstandes in eine der 45
mit Streptavidin beschichteten Kammern Uberfuhrt. Zusatzlich wurden in jede
Kammer 80 pl Immunreagenz (bestehend aus 240 pl Anti-DNA-POD, 240 pl Anti-
Histon und 4320 ul Inkubationspuffer) gegeben. Mit selbstklebender Folie
verschlossen, folgte eine 2-stindige Inkubation bei RT auf dem Plattenschiittler.

Darauffolgend wurde die Lésung aus den Kammern entfernt und die Zellen dreimal
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mit 250 pl Inkubationspuffer gewaschen. Schliel3lich wurden 100 pl ABTS-L6sung
(2,2'-Azino-di-(3-ethylbenzthiazolin-6-sulfonsaure) in jede Kammer gegeben und die
Platte 10 bis 20 min auf dem Plattenschdittler inkubiert bis eine Farbreaktion sichtbar
wurde (Farbumschlag von farblos zu griin). Gestoppt wurde die Reaktion mit 100 pl
ABTS-Stopplésung je Kammer. Die photometrische Messung erfolgte durch

Messung der Absorption bei 405 nm und einer Referenzwellenldnge von 490 nm.

2.2.8 Neutralrot-Test

Der Neutralrot-Test erlaubt den Nachweis lebender Zellen, da das Neutralrot an
anionische Gruppen in lysosomalen Membranen vitaler Zellen gebunden wird.
Defekte oder tote Zellen hingegen vermégen es nicht, den Farbstoff aufzunehmen
und farben sich daher nicht rot.

Zunachst wurden 200 pl EGM mit jeweils 25.000 Zellen in jede Kammer einer 96-
Kammer-Platte ausgesat und bei 37 °C im Brutschrank kultiviert. 24 h vor der
Behandlung wurde das EGM durch EBM ausgetauscht, welches zuletzt durch 200 pl
Inkubationslésung (DMF, KINK-1, Bortezomib oder die Kombinationen plus EBM)
ersetzt wurde. Die Zellen wurden mit dieser Inkubationslésung fir 24 h behandelt
und nach einer Stunde zuséatzlich fur 23 h mit TNFa stimuliert. Da das Neutralrot als
Pulver geliefert wird, wurde dieses zunachst in Aqua dest. geldst (10 mg/ml) und mit
dem Kulturmedium auf 0,1 mg/ml weiter verdunnt. Die Neutralrot-Lésung wurde tber
Nacht inkubiert, eventuell verbliebene Farbstoffkristalle wurden am nachsten Tag mit
einem 0,2 um-Sterilfilter entfernt. Die Behandlung der Zellen wurde durch Absaugen
der Inkubationslésung und Waschen mit PBS gestoppt. In jede Kammer wurden
anschlieend 100 ul der Neutralrot-Losung pipettiert und es folgten 3 h Inkubation
bei 37 °C. Nach dem Absaugen der Neutralrot-L6sung wurden die Kammern jeweils
mit 100 pl Waschlésung (1% Formaldehyd/ 1% Calciumchlorid-Lésung in PBS)
gewaschen, abgesaugt und mit jeweils 100 ul Extraktionslosung (1% Essigsaure in
50% Ethanol und Aqua dest.) fur 10 min bei RT inkubiert. Durch Schitteln wurde der
Farbstoff anschliel3end gleichmafig in den Kammern verteilt und im Photometer bei
einer Messwellenlange von 540 nm und einer Referenzwellenlange von 405 nm

gemessen.
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2.2.9 MTT-Test

Der MTT-Test erlaubt den Nachweis der Zellviabilitat nach der Behandlung mit
toxischen Substanzen. Die Zellviabilitat wird durch Verstoffwechselung des gelben
wasserléslichen  membrangangigen Farbstoffs  3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazoliumbromid (MTT) durch mitochondriale Dehydrogenasen zu einem
blau-violetten wasserunloslichen Formazan nachgewiesen. Das Formazan bildet
nicht-membrangangige Kristalle und akkumuliert in vitalen Zellen.

Fir die Durchfihrung des Tests wurde der Cell Titer 96® Non-radioactive Cell
Proliferation Assay von Promega genutzt. Zunachst wurden 10.000 Zellen/ 100 pl
EGM auf einer 96-Kammer-Platte ausgeséat und 24 h inkubiert. Nach dem Wechsel
des Mediums auf EBM und weiteren 24 h Inkubation wurden die Zellen fir 24 h mit
den drei Substanzen beziehungsweise ihren Kombinationen plus TNFa behandelt.
Darauffolgend wurden 15 pl der im Kit enthaltenen Dye Solution (Farbelésung) in
jede Kammer gegeben und fur 4 h inkubiert. Die Reaktion wurde mit 100 ul Stop
Solution Gber Nacht gestoppt. Nach kurzem Schitteln wurden die Proben bei 570 nm
im Photometer gemessen. Die Bildung des blauen Formazans ist hierbei direkt

proportional zu der Zahl der vitalen Zellen.

2.2.10BrdU-Test

5-Bromo-2‘-desoxyuridin (BrdU) ist ein chemisches Analogon der Base Thymidin. Es
wird von den Zellen aufgenommen und wahrend der S-Phase des Zellzyklus in
phosphorylierter Form in die DNA eingebaut. Der Cell Proliferation ELISA von Roche
berunht darauf, das in die DNA inserierte BrdU nachzuweisen und so die
Zellproliferation zu messen.

Vor der Durchfihrung des ELISAs wurden zunachst 25.000 Zellen/Kammer in 100 pl
EGM auf einer 96-Kammer-Platte ausgesat. 24 h vor Behandlungsbeginn mit den
drei Substanzen (DMF, KINK-1, Bortezomib) wurde das Kulturmedium durch EBM
ersetzt und 8 h nach Behandlungsbeginn wurden in jede Kammer 10 pl 10x BrdU-
Losung hinzugegeben. Nach weiteren 16 h wurde das Medium-BrdU-Gemisch von
den Zellen abgezogen und jede Kammer dreimal mit PBS gewaschen. In jede
Kammer wurden nun 200 pl Fix/Denat-L6ésung (Fix/Denat Solution) pipettiert und das
Gemisch bei RT 30 min inkubiert. Durch vorsichtiges Ausklopfen wurde die Lésung

wieder aus den Kammern entfernt und durch jeweils 100 ul Anti-BrdU-POD-L6sung

i
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(anti-BrdU-POD working solution) ersetzt. Nach 90-mindtiger Inkubation bei RT
wurde die Flussigkeit durch dreimaliges Waschen mit 200 bis 300 ul Waschlésung
(washing solution, 1x PBS) entfernt. Durch Hinzugabe der Substrat-L6sung in die
flissigkeitsfreie Kammer entwickelte sich die Farbreaktion. Nach 5 bis 30 min
Inkubation wurden 25 ul Stopplésung (stop solution, 1 M H,SO,) hinzupipettiert und
die Platte 1 min geschiittelt. Die Messung erfolgte innerhalb von 5 min nach Zugabe

der Stopp-LOsung im Photometer bei 405 nm.

2.2.11 Durchflusszytometrie (fluorescence-activated cell sorting, FACS)

2.2.11.1 Prinzip der Durchflusszytometrie

Das FACS (fluorescence-activated cell sorting) ermdglichst es, Zellen betreffend ihrer
GrolRe, Granulation und Anzahl naher zu bestimmen. Mit Hilfe fluoreszenzmarkierter
Antikorper lassen sich auf3erdem die Expression von Oberflachenmolekilen und
(nach Permeabilisierung der Zellen) auch intrazellularen Antigenen messen. Die in
Suspension vorliegenden Zellen flieBen perlenschnurartig durch eine Kapillare und
werden dabei von monochromatischem Laserlicht bestrahlt. Trifft der Laserstrahl auf
die einzelnen Zellen entsteht Streulicht, welches von Photodetektoren erfasst wird.
Das Vorwartsstreulicht (forward scatter, FSC) ist hierbei ein Mal3 fur die Grol3e der
Zellen und das Seitwartsstreulicht (side scatter, SSC) gibt die Granularitat der Zellen
wieder. Durch den Laserstrahl werden auf3erdem die Elektronen des verwendeten
Fluoreszenzfarbstoffes (hier: FITC, PE) auf ein hoheres Energieniveau angehoben.
Nach dem Abebben des Laserimpulses fallen diese Elektronen unter Energieabgabe
in Form von Photonen zurlck auf ihr Ursprungsniveau, welches dann ebenfalls von

einem Photodetektor bei der jeweils typischen Emissionswellenlange registriert wird.

2.2.11.2 Durchflusszytometrische Messung der Adhasionsmolekile auf
HUVEC

Zunachst wurden 90.000 HUVEC/Kammer in jeweils 1 ml EGM auf einer 12-
Kammer-Platte ausgesat. 48 h spater wurde das EGM durch EBM ersetzt. Die Zellen
wurden nach weiteren 24 h mit den drei Substanzen in unterschiedlichen
Konzentrationen jeweils einzeln und in Kombination sowie mit TNFa inkubiert. Nach
5-stiindiger Behandlung wurde das Medium entfernt und die HUVEC mit PBS
gewaschen, mittels Accutase® abgel6st und in jeweils 800 ul PBS resuspendiert.

i
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Nach der Uberfiihrung in FACS-R6hrchen wurden jeweils 5% AB-Serum
hinzugegeben und es erfolgte eine 7-mindtige Zentrifugation bei 1300 rpm (290 x g).
Nach Abnahme des Uberstandes wurden die HUVEC fir 30 min mit dem 1. AK (0,5-
10 pl/100 pl) im Kdhlschrank inkubiert. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden die
Zellen erneut gewaschen, zentrifugiert und der Uberstand abgesaugt. Nun erfolgte
nach Zugabe des 2. AK (0,5-1 pl/100 pl) eine weitere Inkubation fir 30 min, ein
erneuter Waschgang sowie das Absaugen des Uberstandes. In 250 ul PBS

resuspendiert wurden die HUVEC mit dem FACS gemessen.

AntikOorper-Ansatze:

1. unbehandelt kein AK

2. unbehandelt nur 2. AK

3. unbehandelt Isotyp FITC + PE

4. - 6. unbehandelt 1. AK E-Selektin/ ICAM-1/ VCAM-1 + 2. AK
7.—09. unbehandelt, stimuliert 1. AK E-Selektin/ ICAM-1/ VCAM-1 + 2. AK
10.-12. DMSO 1. AK E-Selektin/ ICAM-1/ VCAM-1 + 2. AK
14. - 17. 5- 200 uM DMF 1. AK E-Selektin + 2. AK

18. - 21. 5- 200 uM DMF 1. AK ICAM-1 PE

22.—25. 5- 200 uM DMF 1. AKVCAM-1 + 2. AK

26. — 30. 0,015- 5 uM KINK-11. AK E-Selektin + 2. AK
31.-35. 0,015- 5 uM KINK-11. AK ICAM-1 PE

36. — 40. 0,015- 5 uM KINK-11. AK VCAM-1 + 2. AK

41. - 43. 2,5- 10 ng/ml Bortezomib 1. AK E-Selektin + 2. AK
44, — 46. 2,5- 10 ng/ml Bortezomib 1. AK ICAM-1 PE

47. - 49, 2,5- 10 ng/ml Bortezomib 1. AK VCAM-1 + 2. AK
50. - 52. DMF + KINK-1 1. AK E-Selektin + 2. AK
53. - 55. DMF + KINK-1 . AK ICAM-1 PE

56. — 58. DMF + KINK-1 . AKVCAM-1 + 2. AK
59. — 61. DMF + Bortezomib . AK E-Selektin + 2. AK
61. — 63. DMF + Bortezomib . AK ICAM-1 PE

64. — 66. DMF + Bortezomib . AKVCAM-1 + 2. AK

e
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2.2.11.3 Durchflusszytometrische Messung der Oberflachenmolekiile von
Leukozyten

Zunachst erfolgte die Lymphozytenisolierung aus frischem Blut wie in Kapitel 2.3.6
beschrieben. Eine CFDA-SE-Farbung erfolgte hierbei nicht. Nach dem letzten
Zentrifugationsschritt wurde das Zellsediment in 1 ml supplementiertem RPMI (1%
Glutamin, 5% FCS, 0,01% pB-Mercaptoethanol) aufgenommen und ausgezahilt.
Anschliel3end wurden jeweils 2 Mio. Zellen in 50-ml-Réhrchen Gberfihrt und fir 2 h
bei 37 °C inkubiert. Nach anschlieRender Zentrifugation und Entfernen des Mediums
erfolgte die Resuspension in 1 ml PBS. Im Anschluss an eine weitere Zentrifugation
bei 300 x g fur 5 min wurden die Zellen in 1ml PBS mit 5% AB-Serum aufgenommen,
gezahlt und jeweils ca. 100.000 Zellen in FACS-R6hrchen Uberfuhrt. Nach erneuter
7-mindtiger Zentrifugation, wurde der Uberstand bis auf 100 ul abgesaugt und unten
aufgeflihrte Antikorper (AK) zu den behandelten Proben pipettiert.

Antikdrper- Ansatze:

Kein AK

CD3- Isotyp FITC/ PE
CD3 FITC

CD3 PE

CD3 FITC  +Isotyp PE
CD3 PE + Isotyp FITC
CD3 FITC  + L-Selektin
CD3 PE + VLA4
CD3 PE + LFA-1
10.CD3 PE + CLA-1
11.7AAD

© © N o o s~ 0w P

Nach 30-minutiger Inkubation wurden Uberschissige Antikorper mittels Waschen mit
PBS entfernt, die einzelnen FACS-ROhrchen mit jeweils 150 ul PBS aufgefullt und

gemessen.
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2.2.12Lymphozytenisolierung

Um die Lymphozyten (PBMC, peripheral blood mononuclear cells- nachfolgend
synonym verwendet) fur die anschlieBenden Versuche zu isolieren, wurden 20 ml
frisch abgenommenes vendses Blut freiwilliger gesunder Spender in ein Réhrchen
gegeben und mit der gleichen Menge an HBSS versetzt (Antragsnummer:
DOK_9 2015, durch Ethikkommission genehmigt). Von diesem Blut-HBSS-Gemisch
wurden anschlieRend 20 ml vorsichtig auf 10 ml Ficoll-Paque Plus gegeben und fur
30 min bei 400 x g =zentrifugiert. Bei Ficoll handelt es sich um ein
Dichtegradientenmedium mit hohem molekularem Eigengewicht zur Herstellung
eines Gradienten. Die mittlere milchig-triibe Lymphozyten -,Scheibe” wurde
vorsichtig aus dem zentrifugierten Réhrchen abgenommen, in ein neues Réhrchen
Uberfihrt und mit auf 37 °C vorgewarmtem HBSS aufgefillt. Nach erneuter
zehnminutiger Zentrifugation bei 300 x g, wurden die Zellen fur die FACS-Analysen in
1 ml RPMI mit 1% Glutamin und 5% FCS aufgenommen und ausgezahlt.
AnschlieBend wurden die Zellen in 50-mI-Réhrchen Uberfihrt, behandelt und im
Brutschrank bei 37 °C inkubiert.

Zentrifugation

HBSS- Blut- Serum
Gemisch
Lymphozyten
Ficoll Ficoll
Erythrocyten

Abb. 3: Lymphozytenisolierung mittels Ficoll-Gradient

2.2.13Lymphozytenfarbung mit CFDA-SE

Wenn die Lymphozyten nach lhrer Aufreinigung aus dem Blut flr einen

Flusskammerversuch verwendet wurden, wurden sie nach der zweiten oben

i
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genannten Zentrifugation mit CFDA-SE (Carboxyfluorescein Diacetate Succinimidyl
Ester) gefarbt. Hierbei handelt es sich um eine membrangangige Substanz, welche
nach der Spaltung durch Esterasen zu CFDA fluoreszierende Eigenschaften erhalt.
Fur die Farbung wurde CFDA-SE in einer Endkonzentration von 5 uM in warmes (37
°C) HBSS gemischt und die Zellen in diesem Gemisch resuspendiert. Nach
anschlielender 15-minutiger Inkubation bei 37 °C, wahrend derer der Farbstoff in die
Zellen eindringen konnte, wurden die Zellen erneut fur 10 min bei 200 x ¢
zentrifugiert, in HBSS resuspendiert und 30 min bei RT inkubiert. Es folgten zwei

weitere Zentrifugations- und Resuspensionsschritte in HBSS.

2.2.14 Einfrieren der Lymphozyten

Zum Einfrieren wurden die Lymphozyten nach der letzten Zentrifugation der
Aufreinigungs-Prozedur in RPMI-1640 bei 4 °C resuspendiert und auf 18 x 10%ml
verdiinnt. AnschlieBend wurden die Lymphozyten mit der gleichen Menge des
doppelt konzentrierten Einfriermedium aufgefullt. Je 1 ml der Zell-RPMI-
Einfriermedium-Suspension wurde in vorbeschriftete Gefrierréhrchen gegeben, in
einem Isopropanol-Tank bei -80 °C gekiuhlt und am folgenden Tag in einen
Stickstofftank Uberfiihrt. Untersuchungen hatten gezeigt, dass die Kryokonservierung
der Lymphozyten keinen Einfluss auf ihnre Zusammensetzung (Anteil von CD13-, CD-
14- und CD-19-positiven Zellen) oder auf ihre funktionellen Eigenschaften nimmt
(Lockmann und Schon 2013).

2.2.15Flusskammerversuche

2.2.15.1 Prinzip der Flusskammer

Die Flusskammer ermdglicht es, (bio)physikalische Bedingungen in Blutgefal3en zu
modellieren, um die Interaktion zwischen Endothelzellen (stationdre Phase) und
suspendierten Zellen (beispielsweise Lymphozyten; mobile Phase) in Echtzeit oder
Videoaufnahmen zu untersuchen. Die Flusskammer besteht aus einem Acrylquader
mit einer rechteckigen, 0,5 cm x 3,5 cm grof3en Aussparung von 50 um Tiefe auf der
Unterflache. Von den Schmalseiten der Aussparung fuhren zwei schmale Kandle als
Zu- oder Abfluss nach aul3en. Der Quader wird mit Hilfe zweier exzentrisch

gelagerter Plastikschrauben in  einem Metallgestell fixiert, nachdem bei
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Versuchsbeginn eine mit Endothelzellen bewachsene Glasplatte (Coverslip) unter
der Aussparung platziert wurde. Durch eine Spritzenpumpe am Zufuhrschlauch der

Kammer wird ein annahernd laminarer Strom mit definierten Scherkraften erzeugt.

Fixierschrauben

—=_ —— Schutzflies

Q{ Acry‘quader
Schlauchsystem
HUVEC-beschichteter
Objekttrager

Aussparung (50 um tief)

Abb. 4: Flusskammer — a) Schematische Gesamtansicht der Flusskammer. b) Querschnitt der
Flusskammer. Durch den Zufuhrschlauch an der rechten Seite der Kammer gelangen die
Lymphozyten in die an der Unterseite des Acrylquaders befindliche, 50 um tiefe Aussparung. Auf
dieser Aussparung liegt der mit HUVEC beschichtete Objekttrager auf, so dass beide Zelltypen
miteinander interagieren konnen. Acrylquader und Objekttrager werden mit Hilfe exzentrisch
gelagerter Plastikschrauben im Metallgestell fixiert. Das Verhalten der Zellen kann durch ein inverses
Fluoreszenz- oder Phasenkontrast-Mikroskop beobachtet und fotografiert werden. Durch den
Schlauch auf der linken Seite der Kammer strémen die Lymphozyten wieder aus der Aussparung
heraus.

2.2.15.2 Vorbereitung der Flusskammerversuche

Vor Versuchsbeginn erfolgte die Beschichtung der Coverslips mit HUVEC. Auf jeden
Coverslip wurden zunachst 100.000 Zellen in 1 ml EGM vorsichtig ausgesat. Der in
einer Petrischale platzierte Coverslip wurde nun einige Stunden im Brutschrank
inkubiert, bevor weitere 7 ml Medium zu den mittlerweile adharenten Zellen
hinzugegeben wurden. 18 h vor Versuchsbeginn wurde das EGM gegen 8 ml EBM
ausgetauscht. Die PBMC wurden wie beschrieben aus dem Blut freiwilliger gesunder
Spender isoliert und mit CDFA-SE gefarbt.

Zu den HUVEC wurden die drei Testsubstanzen anschlieRend einzeln oder in
Kombination direkt in das Medium pipettiert. Die Proben wurden dann jeweils flr 5 h
bei 37 °C inkubiert. Nach der ersten Stunde wurde TNFa (25 ng/ml) hinzupipettiert,
um die Endothelzellen zu stimulieren. Die Behandlung der einzelnen Proben erfolgte
zeitlich versetzt, um die Behandlungsdauer genau einhalten zu kénnen und

ausreichend Zeit fur die einzelnen Arbeitsschritte zu haben.
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2.2.15.3 Durchfuhrung der Flusskammerversuche

Nach Entnahme des Coverslips aus der Petrischale wurde dieser unter dem
Acrylquader platziert und das Schlauchsystem mit Waschpuffer (HBSS mit CaCly)
durchspdilt, um Luftblaschen, die den laminaren Strom stéren wirden, aus dem
System zu entfernen. Acrylqguader und Coverslip wurden nun vorsichtig in die
Flusskammer eingespannt, auf dem Mikroskop-Tisch montiert und die Spritze mit der
Lymphozyten-Suspension an den zufihrenden Schlauch des Systems
angeschlossen. Die Spritze wiederum wurde in eine Spritzenpumpe eingespannt,
welche die Zellen automatisch und gleichmafRlig mit einer Flussgeschwindigkeit von
1,12 ml/h durch das System befordert. Zunachst wurde die Lymphozyten-HBSS-
Losung Uber die Endothelzellschicht laufen gelassen, bis sich ein gleichméaRiger
Fluss gebildet hatte und die Zellen zu adharieren begannen. Nun wurde der Fluss 10
min lang unter dem Mikroskop beobachtet und wahrend dieser Zeit alle rollenden
Zellen gezahlt. Nach Ablauf der 10 min wurden jeweils 16 Gesichtsfelder im mittleren
Bereich der Kammer einem standardisierten Schema folgend auf dem Coverslip

abfotografiert. Die Verteilung der Gesichtsfelder findet sich nachstehend aufgefihrt:

5 13

7 15

Abb. 5: Verteilung der Gesichtsfelder fir die Auszéhlung der adharenten PBMC. Die Festlegung
der Gesichtsfelder erfolgte bei 80-facher Vergréfierung.

2.2.15.4 Auswertung der Flusskammerversuche

Nachdem die rollenden Lymphozyten auf den Endothelzellen bereits wahrend des
Versuches gezahlt wurden, wurden nach Beendigung des Versuches die adharenten
Lymphozyten in den 16 fotografierten Gesichtsfeldern quantifiziert. Hierzu wurden die
Fotos im Programm ImageJ aufgerufen, der Kontrast verstarkt und die kleinen

Lymphozyten sorgfaltig ausgezahlt.
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2.2.16 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte grof3tenteils mit der Microsoft Excel Software. Es
wurden jeweils der Mittelwert und der Standardfehler berechnet. Zur Beurteilung der
Signifikanz wurde der zweiseitige Student’s T-Test verwendet, wobei p-Werte <0,05
(Konfidenzintervall 95%) als signifikant angesehen wurden. Fiur die
Immunfluoreszenz- und PCR-Versuche war eine derartige statistische Auswertung

nicht moglich, die Auswertung erfolgte rein qualitativ.
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3 Ergebnisse

3.1 Auswirkungen der unterschiedlichen Einzelstoffe sowie ihrer
Kombinationen auf die Translokation des Transkriptionsfaktor NF-kB/
p65

Die Inhibition des Transkriptionsfaktors NF-kB wird als eine der Hauptwirkungen von
DMF diskutiert, was zu der Hypothese fihrte, das eine Kombination mit NF-kB-
Inhibitoren zu einer Augmentation des Effektes fuhren kdnnte. Loewe et al.
beschrieben 2002 eine verminderte Translokation von NF-kB in den Zellkern (als
Surrogat-Parameter fur die Aktivierung) von HUVEC bei einer Konzentration von 80
UM (Loewe et al. 2002).

Die Beurteilung der Translokation erfolgte immunfluoreszenzmikroskopisch (Abb. 6).
Zuvor wurden die HUVEC mit DMF, KINK-1, Bortezomib oder Kombinationen von
DMF mit jeweils einem der beiden NF-«kB-Inhibitoren behandelt. Wahrend der letzten
30 min wurden die Zellen mit TNFa, einem potenten Induktor des NF-kB-
Signalweges (Siebenlist et al. 1994), stimuliert.

DMF bewirkte in hohen Konzentrationen von 100 uM eine partielle Inhibition (noch
vereinzelte positive Kernsignale) der NF-kB-Untereinheit p65, eine vollstandige
Inhibition trat erst bei einer Konzentration von 200 uM auf. KINK-1 hemmt NF-kB
bereits in geringen Konzentrationen von 5 pM vollstdndig, Bortezomib bei
Konzentrationen >40 ng/ml. Alle drei Substanzen inhibierten die NF-kB-Aktivierung in
dosisabhangiger Weise. Die Kombinationen der drei Substanzen in jeweils geringen
Konzentrationen verstarkte die Hemmung der NF-kB-Translokation im Vergleich zu
den jeweiligen Einzelsubstanzen. Beispielsweise zeigen Kombinationen aus 15 pM
DMF und 0.0375 pM KINK-1 beziehungsweise 5 uM DMF und 5 ng/ml Bortezomib
bereits eine Inhibition der Translokation von NF-kB in den Zellkern und damit eine

Steigerung des Effektes.
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KINK-1 (uM) 0.0375
TNFa + + + + +

c

Borte. (ng/ml) 5
TNFa

DMF (uM) 5
KINK- 1 (uM) 0
Borte. (ng/ml) 5
TNFa +

5
5
0
+

Abb. 6: Inhibition des Transkriptionsfaktors NF-kB. Um die nukle&re Translokation von NF-kB zu
hemmen, wurden HUVECs den in der Abbildung genannten Substanzen fir jeweils 2,5 h ausgesetzt
und gleichzeitig fur die letzten 30 min mit TNFa stimuliert (- kein TNF, + TNF-stimuliert). DMF inhibiert
die Translokation von NF-kB in den Zellkern der HUVEC nur teilweise bei einer vergleichsweise hohen
Konzentration von 100 uM (a). KINK-1 (b) und Bortezomib (c) inhibieren NF-kB dosisabhéngig. Unter
Verwendung der Kombinationen wurde eine partielle Inhibition von NF-kB bereits bei niedrigen
Konzentrationen erreicht (d).- NF-kB im Zellkern, =) signalfreier Zellkern, MaRstabsbalken 50 pym.
(modifiziert nach Hund et al. 2016, die Verwendung erfolgte mit freundlicher Genehmigung des

Verlags John Wiley & Sons A/S.)
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3.2 Auswirkungen der unterschiedlichen Einzelsubstanzen sowie ihrer
Kombinationen auf mRNA-Ebene

3.2.1 Wirkungen der Einzelsubstanzen auf mRNA-Ebene

3.2.1.1 Wirkung von DMF auf die Transkription von Adhasionsproteinen,
Chemokinen und VEGF

Um das TNFa-reiche Mikromilieu psoriatischer Lasionen, in welchem die Expression
proinflammatorischer Zytokine und Adh&asionsmolektle induziert ist, zu modellieren,
wurden die Endothelzellen fur 4 h mit TNFa stimuliert. Mit semiquantitativer RT-PCR
wurde dann der DMF-Einfluss auf die Expression der Adhasionsmolekille VCAM-1
(CD106), ICAM-1 (CD54) und E-Selektin (CD62E), der Chemokine CXCL1 (Gro-a),
CXCL8 (IL-8) und CCL2 (MCP-1) sowie des vaskularen endothelialen
Wachstumsfaktors (VEGF) untersucht. Hierzu wurde mRNA sowohl von HUVEC als
auch von HDMEC verwendet. Die Verwendung jeweils gleicher mRNA-Mengen
wurde durch Bestimmung der konstitutiv exprimierten GAPDH kontrolliert (Abb. 7).
VCAM-1, ICAM-1, E-Selektin, CCL2, CXCL1 und CXCL8 wurden im nicht
stimulierten Zustand der Endothelzellen nur sehr schwach exprimiert. Nach der
Stimulation mit TNFa zeigten sowohl HUVEC als auch HDMEC einen deutlichen
Anstieg der Expression aller drei Adhasionsmolekile und Chemokine. Mit TNFa
stimulierte HUVEC und HDMEC exprimierten VCAM-1-mRNA unter der Behandlung
mit DMF unverandert bis zu einer Konzentration von 25 pM, unter der Behandlung
mit 50 uM zeigte sich eine Abschwéchung der Transkription und ab 100 uM waren
keine Signale mehr nachweisbar. Die ICAM-1-mRNA wurde bis zu einer
Konzentration von 50 uM DMF (HUVEC) beziehungsweise 25 yM DMF (HDMEC)
unverandert exprimiert, danach zeigte sich eine Abschwéachung der Banden bis hin
zu einem vollstandigen Bandenverlust bei 100 uM DMF. Die E-Selektin-Expression
verhielt sich ahnlich: In HUVEC war eine Abschwachung des E-Selektin-Signals bei
einer DMF-Konzentration von 50 pM nachweisbar, ab 100 uM verschwand das
Signal vollstandig. In HDMEC zeigten sich ab 100 uM DMF nur noch sehr schwache
Banden. CXCL8 wurde bis zu einer Konzentration von 150 uM DMF in HUVEC,
beziehungsweise 200 pM DMF in HDMEC unveréndert exprimiert. Insgesamt
exprimierten HDMEC CXCL8 deutlich starker als HUVEC. Auf die mRNA der
Chemokine CXCL1 und CCL2 fand sich ein vergleichbarer Effekt. Sowohl in HUVEC
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als auch HDMEC prasentierte sich hinsichtlich beider Signale eine Abschwachung ab
100 pM DMF, und ab 150 beziehungsweise 200 uM trat kein Signal mehr auf.

Auf den Wachstumsfaktor VEGF hingegen wirkte sich DMF Expressions-steigernd
aus. Die Signalstarke der VEGF-mRNA nahm in HUVEC und HDMEC ab einer
Konzentration von 50 pM DMF stetig zu, unter dem Einsatz geringerer
Konzentrationen zeigten die Banden eine &hnliche Intensitat wie die nicht stimulierter
Zellen. Die GAPDH-mRNA blieb unter allen Versuchsbedingungen unbeeinflusst.
Zusammenfassend entfaltete DMF in beiden Zelllinien bei Konzentrationen ab 50 uyM
eine hemmende Wirkung auf die untersuchten endothelialen Rezeptoren und

Mediatoren (vollstandige Wirkung auf alle Parameter erst bei 200 uM).
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Abb. 7: Wirkung von DMF auf mRNA-Ebene. Die Transkription NF-kB-abhéangiger Gene wurde
mittels RT-PCR untersucht. HUVEC (linke Abb.) und HDMEC (rechte Abb.) wurden mit DMF in den
angegebenen Konzentrationen fir 5 h behandelt und die letzten 4 h parallel mit TNFa stimuliert.
GAPDH-mRNA diente als interne Kontrolle. Als weitere Kontrollen dienten: unbehandelte/ nicht-
stimulierte, unbehandelte/ stimulierte und DMSO-behandelte (V fur Vehikel)/ stimulierte Zellen. DMF
bewirkt in beiden Zelllinien eine dosisabhéngige Reduktion der mRNA von VCAM-1, ICAM-1, E-
Selektin, CXCL88, CXCL1 und CCL2 ab Konzentrationen von 50 uM. VEGF hingegen zeigt sich
sowohl in HUVEC als auch in HDMEC ab 50 uM DMF steigend.
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3.2.1.2 Wirkung von KINK-1 und Bortezomib auf die Transkription von
Adhéasionsproteinen, Chemokinen und VEGF

Der Einfluss der beiden NF-kB-Inhibitoren auf die Expression endothelialer Antigene
wurde ebenfalls durch semiquantitative RT-PCR untersucht. Die Stimulierbarkeit der
Transkription entziindungsassoziierter Antigene durch TNFa bestatigte sich. GAPDH
diente erneut als interne Kontrolle (Abb. 8).

KINK-1 wirkte in HUVEC bereits bei einer Konzentration von 5 uM hemmend auf die
Transkription aller drei Adhasionsmolekile. Ab 25 uM zeigten sich bei VCAM-1 nur
noch sehr schwache Banden, bei ICAM-1 und E-Selektin keine Banden mehr.
HDMEC reagierten sehr ahnlich. Zusatzlich wurde KINK-1 auch in geringen
Konzentrationen untersucht. Hierbei wurde die mRNA aller drei Adhasionsmolekile
bereits ab 0,625 uM KINK-1 herabreguliert. Insbesondere auf ICAM-1 zeigte sich ein
starker Effekt. Das CXCL8-Signal nahm in HUVEC ab 25 pM KINK-1 deutlich ab, in
HDMEC wurde bei Konzentrationen von 0,625 bis 50 uM nur eine sehr schwache
Reduktion der mRNA-Expression beobachtet. Die Transkription von CXCL1 und
CCL2 war sowohl in HUVEC als auch in HDMEC ab 25 pM KINK-1 reduziert. VEGF
zeigte sich unter der KINK-1-Behandlung in beiden Zelllinien unbeeinflusst.
Bortezomib bewirkte in HUVEC eine konzentrationsabhéngige Abschwéchung des V-
CAM-1-Signals bei Konzentrationen von 2,5 bis 50 ng/ml. Noch héhere Bortezomib-
Konzentrationen konnten diesen Effekt nicht weiter verstarken. In HDMEC zeigte sich
keine Veranderung der VCAM-1-mRNA durch Bortezomib. ICAM-1 hingegen wurde
in HUVEC schon unter 2,5 ng/ml Bortezomib auf das Niveau unbehandelter Zellen
herabreguliert, in HDMEC wurde dieser Effekt ab 20 ng/ml nachgewiesen. Die E-
Selektin-mRNA zeigte eine deutlich verminderte Expression bei Konzentrationen von
2,5 und 5 ng/ml Bortezomib. Ab 25 ng/ml trat jedoch wieder eine Signalverstarkung
auf. CXCL8 und CXCL1 blieben sowohl in HUVEC als auch in HDMEC unbeeinflusst.
Ebenso wurde CCL2 in HUVEC durch Bortezomib nicht beeinflusst, in HDMEC
wurde die CCL2-mRNA ab 10 ng/ml leicht reduziert. CXCL1 sank in HUVEC ab 5
ng/ml Bortezomib ab. Bortezomib &nderte das VEGF-Signal nicht.
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Abb. 8: Wirkung von KINK-1 und Bortezomib auf mRNA-Ebene. Die Transkription NF-kB-
abhangiger Gene wurde mittels RT-PCR untersucht. HUVEC und HDMEC wurden mit den
angegebenen Substanzen in den aufgefiihrten Konzentrationen fir 5 h behandelt und die letzten 4 h
parallel mit TNFa stimuliert. GAPDH-mRNA diente als interne Kontrolle. Als weitere Kontrollen
dienten: unbehandelte/ nicht-stimulierte, unbehandelte/ stimulierte und DMSO-behandelte (V fur
Vehikel)/ stimulierte Zellen. KINK-1 bewirkt eine deutliche Reduktion aller Adhasionsmolekile (VCAM-
1, ICAM-1, E-Selektin) bei einer Konzentration von 5 yM. CXCL8, CXCL1 sowie CCL2 wurden ab 25
UM KINK-1 beeinflusst. KINK-1 zeigt keine Auswirkung auf VEGF. Bortezomib reduziert die
Expression von VCAM-1, I-CAM-1 und E-Selektin.
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3.2.2 Wirkungen der Kombinationen von DMF mit NF-kB-Inhibitoren auf
MRNA-Ebene

3.22.1 Wirkung der Kombination von DMF und KINK-1 auf die
Transkription von Adhéasionsproteinen, Chemokinen und VEGF

Im né&chsten Schritt wurde die Wirkung der Kombinationen von DMF mit NF-«B-
Inhibitoren auf die Transkription der genannten Gene in HUVEC und HDMEC
untersucht (Abb. 9).

Bereits bei der Kombination von DMF und KINK-1 in geringen Konzentrationen (je 5
pM) konnte VCAM-1-, ICAM-1- und E-Selektin-mRNA nicht mehr nachgewiesen
werden. Das CXCL8-Signal war bei samtlichen Kombinationen der beiden Stoffe
abgeschwacht, was bei hoheren Konzentrationen (5 pM DMF + 100 uM KINK-1
beziehungsweise 100 yM DMF + 5 yM KINK-1) noch deutlicher zutage trat. Eine
vollstandige Inhibition der CXCL8-Transkription wurde bei den verwendeten
Konzentrationen nicht erreicht. Durch Kombinationen von 5 uM KINK-1 mit 5, 25 oder
50 uM DMF kam es zu einer deutlichen Herabregulation der CXCL1-mRNA; bei 5 uM
KINK-1 und 100 uM DMF beziehungsweise 5 uM DMF und 100 pM KINK-1 zeigten
sich keine Banden mehr. Die CCL2-mRNA war bei Kombinationen von 5 pM KINK
und 5 oder 25 pM DMF bereits deutlich abgeschwacht, bei samtlichen héheren
Konzentrationen verschwand das Signal.

VEGF wurde erst bei hohen Konzentrationen beeinflusst: Bei der Kombination von 5
MM KINK-1 mit 100 pM DMF kam es zu einem Anstieg der mRNA-Expression,
wahrend sich bei hoher KINK-1-Konzentration (100 uM) in Kombination mit 5 uM
DMF nur eine sehr schwache Bande prasentierte.

Die HDMEC wurden mit 5 pM DMF und KINK-1 in Konzentrationen von 0,625 bis 5
MM behandelt. Hier zeigte sich eine dosisabhéngige Abnahme der VCAM-1-mRNA
bereits ab einer KINK-1-Konzentration von 0,625 uM. Auch die ICAM-1- und E-
Selektin-Signale prasentierten sich ab 0,625 pM abgeschwécht und verschwanden
ab Konzentrationen von 2,5 pM KINK-1 vollends. Die CXCL1-mRNA zeigte eine
leichte Reduktion ab der Kombination von DMF mit 1,25 uM KINK-1, CCL2 ab der
Kombination mit 5 uM KINK-1. Die Transkription von VEGF und CXCL8 wurde unter

den verwendeten Kombinationen nicht sichtbar beeinflusst.
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Abb. 9: Wirkung der Kombination von DMF und KINK-1 auf die Transkription in HUVEC und
HDMEC. Die Transkription NF-kB-abhéngiger Gene wurde mittels RT-PCR untersucht. HUVEC und
HDMEC wurden auch hier mit DMF und KINK-1 in den angegebenen Konzentrationen fir 5 h
behandelt und die letzten 4 h zusatzlich parallel mit TNFa stimuliert. GAPDH-mRNA diente als interne
Kontrolle. Als weitere Kontrollen: unbehandelte/ nicht-stimulierte, unbehandelte/ stimulierte und DMSO
(V fur Vehikel) behandelte/ stimulierte Zellen. Bei den Kombinationen der Substanzen zeigte sich in
HUVEC bereits ab 5 uM DMF mit 5 pM KINK-1 eine deutliche Reduktion von VCAM-1, ICAM-1, E-
Selektin, CXCL1 sowie CCL2. Fur CXCL8 trat bei niedrigeren Konzentrationen der kombinierten
Substanzen DMF und KINK-1 eine leichte Herabregulation auf, erst bei hohen Konzentrationen
wurden die Banden deutlich schwacher. Die VEGF-Signale sind bei der Kombination 100 uM DMF
und 5 uM KINK-1 verstarkt, bei 5 uM DMF und 100 uM KINK-1 abgeschwacht. In HDMEC wird ein
ahnlicher reduzierender Effekt bereits bei KINK-Konzentrationen ab 0,625 uM erreicht.

3.2.2.2 Wirkung der Kombination von DMF und Bortezomib auf die
Transkription von Adhé&sionsproteinen, Chemokinen und VEGF

In dieser Versuchsreihe wurden Konzentration 5 bis 50 uM DMF mit 2,5 bis 50 ng/ml
Bortezomib kombiniert (Abb. 10). Die Expression der VCAM-1-, ICAM-1- und E-
Selektin-mRNA in HUVEC wurde durch Kombinationen von Bortezomib in
verschiedenen Konzentrationen mit jeweils 5 uM DMF vermindert. Diese Wirkung
verstarkte sich bei Kombinationen mit jeweils 25 uM DMF, und bei 50 pM DMF waren
keine Signale mehr nachweisbar. Die CXCL8- und CXCL1-Transkription wurde erst
durch die Kombination von Bortezomib mit 50 uM DMF reduziert. Fir CCL2 zeigte
sich eine Reduktion der mRNA bereits bei der Kombination von 25 uM DMF und
Bortezomib, bei der Kombination mit 50 uM DMF zeigten sich nur noch sehr
schwache Banden. Die VEGF-Signale wurden durch Kombinationen aus DMF und

Bortezomib konzentrationsabhangig verstarkt.
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In den Versuchen mit HDMEC wurden nur geringe DMF-Konzentrationen von 5 uM
eingesetzt, da in HUVEC bereits fur diese ein Effekt gezeigt werden konnte. Die
Kombinationen aus 5 uM DMF und 2,5 bis 40 ng/ml Bortezomib zeigten in HDMEC
eine geringe Abschwéachung der ICAM-1-, E-Selektin- und CCL2-Banden.
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Abb. 10: Wirkung der Kombination von DMF und Bortezomib auf die Transkription in HUVEC
und HDMEC. Bestimmung mittels RT-PCRs. HUVEC und HDMEC wurden mit den angegebenen
Substanzen fur jeweils 5 h behandelt und die letzten 4 h parallel mit TNFa stimuliert. GAPDH-mRNA
diente als interne Kontrolle. Als weitere Kontrollen: unbehandelte/ nicht-stimulierte, unbehandelte/
stimulierte und DMSO (V fur Vehikel)-behandelte/ stimulierte Zellen eingesetzt. In HUVEC zeigte sich
bereits bei der Kombination von 5 uM DMF und 2,5 ng/ml Bortezomib eine deutliche Reduktion von
VCAM-1, ICAM-1 und E-Selektin. CXCL8, CXCL1 sowie CCL2 wurden erst ab einer Kombination von
50 uM DMF mit 2,5 ng/ml Bortezomib sichtbar herabreguliert. VEGF wurde bereits bei Kombination
der geringsten Substanzmengen verstarkt exprimiert. In HDMEC bleiben die Transkriptionen durch die
Behandlung mit DMF und Bortezomib kaum beeinflusst. Es zeigen sich lediglich leichte
Abschwachungen der ICAM-1, E-Selektin und CCL2-Banden.
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3.3 Auswirkungen der unterschiedlichen Einzelstoffe sowie ihrer
Kombinationen auf Protein-Ebene

3.3.1 Einfluss auf endotheliale Adhasionsproteine

3.3.1.1 Allgemeines

Nachdem eine transkriptionelle Reduktion endothelialer Adhasionsmolekile durch
DMF in Kombination mit NF-kB-Inhibitoren nachgewiesen wurde, sollte die
Expression von E-Selektin, VCAM-1 und ICAM-1 auf Proteinebene tberpruft werden.
In  durchflusszytometrischen  Messungen  wurden sowohl die  mittlere
Fluoreszenzintensitat (MFI) als auch der prozentuale Anteil positiver Zellen ermittelt.

Da DMF als Einzelstoff in Konzentrationen von 50 bis 200 pM zu einer signifikanten
Reduktion der E-Selektin- und VCAM-1-Expression fuhrt (Wallbrecht et al. 2011),
wurden flr die Kombinationen in erster Linie niedrige DMF-Konzentrationen von 5 bis

25 uM genutzt.

3.3.1.2 Einfluss auf die Expression von E-Selektin

3.3.1.21 Einfluss der Kombination von DMF und KINK-1 auf die E-Selektin-
Expression

TNFa stimulierte die Expression endothelialen E-Selektins. Die durchschnittliche MFI
stieg von 717 auf 24.659 an. Auch die Zahl positiver Zellen stieg von 4,3% auf
78,8%.

Nach der Behandlung mit DMF sank die MFI auf 19.242 (5 uM DMF SEM + 5.848)
beziehungsweise 11.665 (15 uM SEM =+ 5.417). KINK-1 bewirkte eine Reduktion der
MFI auf 14.588 (SEM % 5.415) beziehungsweise 12.502 (SEM % 5.389). Durch DMF
fiel die MFI somit um bis zu 53%, unter KINK-1 um 49,3%. Die Zahl E-Selektin
exprimierender Zellen wurde ebenfalls gesenkt (DMF 5 uM auf 73,8% SEM + 3,33,
DMF 15 uM auf 54,7% SEM % 7,45, KINK-1 0,015 puM auf 69,1% SEM = 4,25, KINK-
1 0,0375 uM auf 60,2% SEM = 6,68). Die kombinierte Behandlung mit DMF und
KINK-1 fuhrte zu einer weiteren Reduktion der E-Selektin-Expression. So fiel die MFI
beispielsweise unter der Kombination von 15 puM DMF und 0,015 pM KINK auf
3.345,6 (SEM = 1.108), die positiven Zellen wurden auf 39,1% herabgesetzt (p<0,05
im Vergleich zu der unbehandelten stimulierten Kontrolle, SEM = 9,36). Dies
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bedeutete eine Reduktion der MFI um 86,5% und der Zahl positiver Zellen um 50%

im Vergleich zu unbehandelten stimulierten Kontrollen (Abb. 11).
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Abb. 11: Einfluss der Kombination von DMF und KINK-1 auf die Expression von E-Selektin an
der Zelloberflache von HUVEC. Untersuchung der MFI von E-Selektin mittels Durchflusszytometrie
nach Behandlung der Zellen mit DMF und KINK-1 in den angegebenen Konzentrationen. Dargestellt
sind Mittelwerte und Standardfehler (SEM). n=3 unabhéngige Experimente. * p<0,05, ** p<0,01 im
Vergleich zu der unbehandelten stimulierten Kontrolle.

3.3.1.2.2 Einfluss der Kombination von DMF und Bortezomib auf die E-Selektin-
Expression

Nach Stimulation der HUVEC mit TNFa steigerte sich die MFI von 608 auf 24.683,
der Anteil positiver Zellen von 6,2% auf 84,43%. Durch die Behandlung mit DMF fiel
die MFI auf 17.174 (5 uM DMF SEM =+ 1.421) beziehungsweise 9.883 (15 uM DMF
SEM % 918). Nach der Behandlung mit Bortezomib zeigte sich ein Abfall der MFI auf
13.974 (5 ng/ml SEM = 840) beziehungsweise 11.394 (10 ng/ml SEM + 2.282).
Verglichen mit der MFI unbehandelter stimulierter HUVEC bedeutete dies einen
maximalen Rickgang der MFI um 60% durch DMF und um 54% durch Bortezomib.
Der Anteil positiver Zellen fiel durch 5 beziehungsweise 15 uM DMF auf 78,8% (SEM
+ 1,53) beziehungsweise 65,2% (SEM + 3,83), unter 5 beziehungsweise 10 ng/ml
Bortezomib auf 75,3 (SEM % 3,18) beziehungsweise 62,9% (SEM * 4,89). Dieses
entspricht einer maximalen Reduktion der positiven Zellen um 25,5%. Auch hier
zeigte sich bei der Kombination der Substanzen eine Verstarkung des reduzierenden

Effektes. So fuhrte die Kombination von 15 uM DMF mit 10 ng/ml Bortezomib zu

54



einer Reduktion der MFI um 86% (p<0,05 im Vergleich zu der unbehandelten
stimulierten Kontrolle, SEM = 620), die positiven Zellen fielen unter gleicher
Kombination um 51% (p<0,01 im Vergleich zu der unbehandelten stimulierten
Kontrolle, SEM % 6,8) (Abb. 12).
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Abb. 12: Einfluss der Kombination von DMF und Bortezomib auf die Expression von E-Selektin
an der Zelloberflache von HUVEC. Untersuchung der MFI mittels Durchflusszytometrie nach
Behandlung der Zellen mit DMF und Bortezomib (Borte.) in den angegebenen Konzentrationen.
Dargestellt sind Mittelwerte und Standardfehler (SEM). n=3 unabhangige Experimente. * p<0,05, **
p<0,01 im Vergleich zu der unbehandelten stimulierten Kontrolle.

3.3.1.3 Einfluss auf die Expression von VCAM-1

3.3.1.31 Einfluss der Kombination von DMF und KINK-1 auf die VCAM-1-
Expression

Die Oberflachen-Expression des endothelialen VCAM-1 war ebenfalls durch TNFa-
induzierbar. So stieg die MFI von 49,3 auf 15.600 an (SEM % 998). Auch der Antell
positiver Zellen erhtéhte sich von 0,9% auf 80,96% (SEM = 0,12). Unter der
Behandlung mit DMF fiel die MFI auf 13.227 (5 pM DMF SEM * 743)
beziehungsweise 8.434 (15 pM DMF SEM % 1.380) (p<0,05 im Vergleich zu der
unbehandelten stimulierten Kontrolle). Nach der Behandlung mit KINK-1 zeigte sich
ebenfalls eine Reduktion der MFI auf 16.347 (0,015 uyM KINK-1 SEM + 1.844)
beziehungsweise 10.142 (0,0375 uyM KINK-1 SEM + 1.657) (p<0,05 im Vergleich zu

der unbehandelten stimulierten Kontrolle). Unter DMF fiel die MFI somit um maximal

i
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45,9%, unter KINK-1 um 34,9%. Die Anzahl der positiven Zellen fiel unter der
Behandlung mit 5 beziehungsweise 15 pM DMF auf 77,1 (SEM + 1,82)
beziehungsweise 64,9% (SEM = 2,5), unter 0,0375 pM KINK-1 auf 69,9% (SEM =
1,86), wahrend eine Konzentration von 0,015 uM KINK-1 zu keiner Reduktion der
positiven Zellen fiihrte. Somit reduzierte DMF allein die positiven Zellen um 20%,
KINK-1 um 13,7%. Die Kombinationen fiihrten zu einer weiteren Reduktion der
VCAM-1-Expression. So fiel die MFI beispielsweise unter der Kombination von 15
UM DMF mit 0,0375 uM KINK-1 auf 4673 (SEM * 710) herab, was einer prozentualen
Reduktion von 70% entspricht (p<0,001 im Vergleich zu der unbehandelten
stimulierten Kontrolle). Die positiven Zellen wurden unter gleicher Kombination um
43% reduziert (Abb. 13).
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Abb. 13: Einfluss der Kombination von DMF und KINK-1 auf die Expression von VCAM-1 an der
Zelloberflache von HUVEC. Untersucht mittels Durchflusszytometrie nach Behandlung der Zellen mit
DMF und KINK-1 in den angegebenen Konzentrationen. Dargestellt sind Mittelwerte und
Standardfehler (SEM). n=3 unabhangige Experimente. * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,01 im Vergleich zu
der unbehandelten stimulierten Kontrolle.

3.3.1.3.2 Einfluss der Kombination von DMF und Bortezomib auf die VCAM-1-
Expression

Nach der Behandlung mit 5 yM DMF fiel die MFI von 13.283 auf 10.899,6 (SEM =+
2.177) herab, unter 15 yM DMF auf 7.016,6 (SEM * 994). Auch die positiven Zellen
verringerten sich von 81,5% auf 75,26% (SEM + 1,27) beziehungsweise 64% (SEM =

1,58). Wie erwartet fuhrte auch Bortezomib in Einzelkonzentration zu einer Reduktion

i
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des VCAM-1-Signals. Hier verringerte sich die MFI auf 8.738 (5 ng/ml SEM £ 1.779)
und 6.226 (10 ng/ml SEM = 569), die positiven Zellen fielen jeweils auf 64% (SEM =
2,2 beziehungsweise 1,46). Dies bedeutet eine maximale Reduktion der MFI unter
DMF um 47,2%, unter Bortezomib um 53,2% (p<0.05 im Vergleich zur
unbehandelten stimulierten Kontrolle). Die positiven Zellen fielen unter beiden
Stoffen um maximal 26,5% (p<0,001 im Vergleich zur unbehandelten stimulierten
Kontrolle). Unter der Behandlung mit den Kombinationen reduzierten sich die MFI
sowie die positiven Zellen erneut. Die MFI sank um max. 83%, die Zahl der positiven
Zellen um 65% (Abb. 14).
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Abb. 14: Einfluss der Kombination von DMF mit Bortezomib auf die Expression von VCAM-1 an
der Zelloberflache von HUVEC. Untersucht mittels Durchflusszytometrie nach Behandlung der
Zellen mit DMF und Bortezomib (Borte.) in den angegebenen Konzentrationen. Dargestellt sind
Mittelwerte und Standardfehler (SEM). n=3 unabhangige Experimente. * p<0,05, ** p<0,01 im
Vergleich zu der unbehandelten stimulierten Kontrolle.

3.3.14 Einfluss auf die Expression von ICAM-1

3.3.14.1 Einfluss der Kombination von DMF und KINK-1 auf die ICAM-1-
Expression

Im Fall des Adhasionsmolekiils ICAM-1 kam es unter TNFa-Stimulation ebenfalls zu
einem deutlichen Anstieg der MFI sowie der positiven Zellen. Erste stieg von 340,6
auf 2.926 (SEM = 448). Auch die positiven Zellen stiegen von 5 auf 68,1% (SEM =
10,05) deutlich an. Unter der Behandlung mit DMF fiel die MFI nur wenig auf 2.815,6
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(5 uM DMF SEM = 664) beziehungsweise 2.548 (15 uM DMF SEM =+ 148). Nach der
Behandlung mit KINK-1 zeigte sich ebenfalls eine Reduktion der MFI auf 1.896
(0,015 uM KINK-1 SEM + 348) beziehungsweise 1732,6 (0,0375 uM KINK-1 SEM *
274). Unter DMF fiel die MFI somit um maximal 13%, unter KINK-1 um 40,8%. Die
Anzahl der positiven Zellen fiel unter der Behandlung mit 5 beziehungsweise 15 uM
DMF auf 62,5 (SEM =+ 15,85) beziehungsweise. 66% (SEM = 5,4), unter 0,0375 puM
KINK-1 auf 53,4% (SEM = 9,95). Somit reduzierte DMF allein die positiven Zellen um
max. 8,3%, KINK-1 um 21,6%. Die Kombinationen flihrten zu einer starkeren
Reduktion der ICAM-1-Expression. So fiel die MFI beispielsweise unter der
Kombination von 15 pM DMF mit 0,0375 pM KINK-1 auf 1186,3 (SEM = 81), was
einer prozentualen Reduktion von 59,5% entspricht (p<0,05 im Vergelich zu der
unbehandelten stimulierten Kontrolle). Die positiven Zellen wurden unter gleicher
Kombination um 43,7% reduziert (Abb. 15).
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Abb. 15: Einfluss der Kombination von DMF und KINK-1 auf die Expression von ICAM-1 an der
Zelloberflache von HUVEC. Untersucht mittels Durchflusszytometrie nach Behandlung der Zellen mit
DMF und KINK-1 in angegebenen Konzentrationen. Dargestellt sind Mittelwerte und Standardfehler
(SEM). n=3 unabhangige Experimente. * p<0,05 im Vergleich zu der unbehandelten stimulierten
Kontrolle.
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3.3.14.2 Einfluss der Kombination von DMF und Bortezomib auf die ICAM-1-
Expression

Nach Stimulation mit TNFa steigerte sich die MFI fuar ICAM-1 von 358 auf 2.666
(SEM = 362), die positiven Zellen von 4,9% auf 67,4% (SEM * 5,8). Nach der
Behandlung mit DMF fiel die MFI auf 2.643,6 (5 uM DMF SEM = 640)
beziehungsweise 2.614,8 (15 uM DMF SEM % 139). Nach der Behandlung mit
Bortezomib zeigte sich ebenfalls ein Abfall der MFI auf 2.579 (5 ng/ml Bortezomib
SEM % 500) beziehungsweise 2.363,6 (10 ng/ml Bortezomib SEM £ 699). Verglichen
mit der MFI der unbehandelten stimulierten HUVEC bedeutete dies einen maximalen
Ruckgang der MFI um 6,1% unter DMF und um 19,5% unter Bortezomib. Die Anzahl
der positiven Zellen fiel unter der Behandlung mit 5 beziehungsweise 15 uM DMF auf
63,3 (SEM = 9,4) beziehungsweise 65,7% (SEM = 3,6), unter 5 beziehungsweise 10
ng/ml Bortezomib auf 54,3 (SEM = 5,16) beziehungsweise 54,5% (SEM + 14,98).
Dies entspricht einer maximalen Reduktion der positiven Zellen um 19,5%. Auch hier
zeigte sich nach Behandlung mit den Kombinationen eine Verstarkung des
reduzierenden Effektes. So fuhrte die Kombination von 15 pM DMF und 10 ng/ml
Bortezomib zu einer Reduktion der MFI um 40,9%, die positiven Zellen fielen unter
gleicher Kombination um 29,9% (Abb. 16).
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Abb. 16: Einfluss der Kombination von DMF und Bortezomib auf die Expression von ICAM-1 an
der Zelloberflache von HUVEC. Untersucht mittels Durchflusszytometrie nach Behandlung der
Zellen mit DMF und Bortezomib (Borte.) in den angegebenen Kombinationen. Dargestellt sind
Mittelwerte und Standardfehler (SEM). n=3 unabhangige Experimente. *p<0,05 im Vergleich zu der
unbehandelten stimulierten Kontrolle.
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3.3.2 Einfluss auf leukozytare Oberflachenmolekile

In der nachsten Versuchsreihe wurde Uberprift, ob DMF, KINK-1, Bortezomib oder
Kombinationen aus DMF und je einem der beiden NF-kB-Inhibitoren auch
Zelloberflachen-Rezeptoren  humaner Leukozyten (frisch isolierte PBMC)
beeinflussen und damit auf beide Interaktionspartner der Leukozyten-Extravasation
wirken.  Die leukozytaren Liganden der untersuchten  endothelialen
Adhasionsmolekiile, L-Selektin (lymphocyte-selectin, CD62L), LFA-1 (lymphocyte
function-associated antigen-1, CD11a/CD18), CLA (cutaneous lymphocyte antigen)
und VLA-4 (very late antigen-1, CD49d/CD29), wurden durchflusszytometrisch
untersucht. Die PBMC wurden zuvor fir 2 h mit den Substanzen inkubiert.

DMF hatte auch bei hohen Konzentrationen von 200 uM keine signifikante Wirkung
auf die Expression oben genannter Molekile. Gleichzeitig zeigten auch die NF-kB-
Inhibitoren KINK-1 und Bortezomib keinen Einfluss auf die Antigen-Expression. Die
Kombinationen von 25 uM DMF und KINK-1 (5 und 25 uM) sowie 25 uM DMF und
Bortezomib (5, 10, 20, 40 ng/ml) veranderten die Expression der leukozytaren
Oberflachenmolekiile ebenfalls nicht.

Demnach Ubten Kombinationen aus DMF und NF-kB-Inhibitoren eine gegenseitig
verstarkende Wirkung auf TNFa-stimulierte Endothelzellen, nicht aber auf frisch
isolierte PBMC aus (Abb. 17).
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Abb. 17: Einfluss von DMF, KINK-1 und Bortezomib auf PBMC. Humane PBMC wurden aus dem
Vollblut gesunder Probanden isoliert und 2 h mit DMF (25 pM) und KINK-1 (linke Spalte)
beziehungsweise Bortezomib (Borte., rechte Spalte) behandelt. Die Expression der leukozytaren
Oberflachenmolekile L-Selektin, LFA-1, CLA und VLA-4 wurde mittels Durchflusszytometrie
untersucht (MFI= mittlere Fluoreszenzintensitéat in % der unbehandelten Kontrolle). Dargestellt sind
Mittelwerte und Standardabweichungen von jeweils zwei unabhéangigen Untersuchungen. Es zeigten
sich keine deutlichen Effekte auf die Expression der untersuchten Oberflichenmolekile, weder unter
Verwendung der Einzelstoffe noch unter ihren Kombinationen. (modifiziert nach Hund et al. 2016, die
Verwendung erfolgte mit freundlicher Genehmigung des Verlags John Wiley & Sons A/S.)
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3.4 Induktion von Apoptose, Viabilitdt und Proliferation humaner
Endothelzellen durch DMF, KINK-1 und Bortezomib

3.4.1 Apoptoseinduktion/ Zytotoxizitat von DMF, KINK-1 und Bortezomib

Da fur die Kombinationsbehandlungen vorzugsweise Einzelsubstanzen niedriger
Zytotoxizitat verwendet werden sollten, wurde zunachst die akute Toxizitat von DMF,
KINK-1 und Bortezomib in einer breitangelegten Versuchsreihe bestimmt. Als
Parameter wurden die Apoptose mittels Zelltod-ELISA (s. Kap. 2.3.1) sowie die
Anzahl vitaler HUVEC mit Hilfe des Neutralrot-Tests (s. Kap. 2.3.2) erfasst. Als
positive Kontrolle diente in beiden Versuchsreihen Staurosporin, ein starker
Apoptose-Induktor. Fiur beide Untersuchungen wurden HUVEC fur 24 h mit je einem
der drei Substanzen behandelt und zusatzlich 23 h davon parallel mit TNFa
stimuliert.

Der Zelltod-ELISA zeigte eine dosisabhéngige Zunahme der Apoptoseinduktion fir
DMF (>50 uM) und KINK-1 (ab 5 uM). Bortezomib hingegen ubte bereits bei geringen
Konzentrationen einen dosisunabhangigen negativen Effekt aus. Eine signifikante
Steigerung der Apoptose im Vergleich zu der nur TNFa-stimulierten Kulturen zeigte
sich bei keinem der drei Stoffe (Abb. 18).
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Abb. 18: Apoptoseinduktion durch DMF, KINK-1 und Bortezomib. Die Apoptoseinduktion von
DMF, KINK-1 und Bortezomib wurde mittels Apoptose-ELISA betrachtet. DMF und KINK-1 zeigten
eine dosisabhangige Zunahme der Apoptoserate, wahrend Bortezomib einen dosisunabhangigen
starken Effekt auf die Vitalitat der Endothelzellen zeigt. Dargestellt sind Mittelwerte und Standardfehler
von jeweils drei unabhangigen Versuchen.
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Im Neutralrot-Test wurde fur DMF, KINK-1 und Bortezomib eine dosisabhangige
Abnahme vitaler Zellen als Zeichen der Zytotoxizitat gesehen. Fur DMF wurde der
negative Effekt ab 150 uM und fur KINK-1 ab 25 uM beobachtet. Bortezomib zeigte
eine steigende Toxizitat bereits ab 5 ng/ml (Abb. 19).
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Abb. 19: Zytotoxizitdt von DMF, KINK-1 und Bortezomib in HUVEC. Die Zytotoxizitat von DMF,
KINK-1 und Bortezomib wurde mittels des Neutralrot-Tests untersucht. Alle drei Stoffe bewirken eine
dosisabhéngige Abnahme vitaler Zellen. Dargestellt sind Mittelwerte und Standardfehler von drei
(KINK-1, Bortezomib) beziehungsweise 4 (DMF) unabhéngigen Versuchen. * p<0,05, ** p<0,01 im
Vergleich zu der nur mit TNFa stimulierten Kontrolle. (modifiziert nach Hund et al. 2016, die
Verwendung erfolgte mit freundlicher Genehmigung des Verlags John Wiley & Sons A/S.)

3.4.2 Zellviabilitat

Um auszuschliel3en, dass die Kombinationen der eingesetzten Pharmaka neben den
erwiinschten Wirkungen auch zu einer Verstarkung negativer Effekte auf HUVEC
fuhren, wurde die Viabilitat der HUVEC mit dem MTT-Test untersucht (Abb. 20).

Weder TNFa (25 ng/ml) noch DMSO (max. 4yl DMSO auf 996ul Basalmedium)
beeinflussten die Zellviabilitat, wogegen sie DMF dosisabhangig bei Konzentrationen
ab 50 pM reduzierte (beispielhaft bei 100 uM um 35% p<0,05, bei 200 uM um 68%
p<0,01 im Vergleich zu der nur TNFa-stimulierten Kontrolle). Der IKKB-Inhibitor
KINK-1 zeigte ebenfalls eine Dosisabhangigkeit in Bezug auf den untersuchten
Parameter. Bei einer niedrigen Konzentration von 2,5 uM beeintrachtigte KINK-1 die
Zellviabilitat nicht (SEM = 0,03), bei 25 uM KINK-1 ging die Viabilitdt allerdings
bereits um 68% zuriick (SEM * 0,06, p<0,05 im Vergleich zur nur TNFa-stimulierten
Kontrolle). Bortezomib reduzierte die Viabilitat bereits bei einer Konzentration von 2,5
ng/ml deutlich (um 83%, SEM + 0,01, p< 0,001 im Vergleich zu der nur TNFa-
stimulierten Kontrolle), es zeigte sich keine weitere Steigerung des Effektes unter

hdéheren Dosen.
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Wurde DMF mit KINK-1 oder Bortezomib kombiniert, wurde lediglich bei hohen
Konzentrationen (etwa Kombination mit 25 pM KINK-1, Abfall um 71%) ein
signifikanter Anstieg (p<0,01) der inhibitorischen Wirkung auf Proliferation und
Viabilitéat im Vergleich zu einer nur mit DMF behandelten Kontrollen festgestellt. Die
Kombination von DMF (5 und 15 uM) und Bortezomib (2,5 ng/ml) fuhrte sogar zu
einer Verminderung des unerwiunschten Effektes auf die Zellviabilitat im Vergleich zu

den Auswirkungen von Bortezomib allein.
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Abb. 20: Viabilitat der HUVEC unter DMF, KINK-1 und Bortezomib. Die Viabilitat wurde mit dem
MTT- Test nach der Behandlung mit DMF und/oder den NF-kB-Inhibitoren KINK-1 und Bortezomib
(Borte.) in den angegebenen Konzentrationen untersucht. Die Kombinationen von DMF mit jedem der
beiden anderen Pharmaka zeigt keine Augmentation des negativen Effektes beziehungsweise diesen
nur unter hohen Konzentrationen. Dargestellt sind Mittelwerte und Standardabweichungen dreier
unabhangiger Versuche. * p<0,05, ** p<0,01, ***p<0,001 im Vergleich zu den nur mit DMF
behandelten TNFa-stimulierten Kontrollen (5 oder 15 um DMF). (modifiziert nach Hund et al. 2016, die
Verwendung erfolgte mit freundlicher Genehmigung des Verlags John Wiley & Sons A/S.)

3.4.3 Proliferation der HUVEC unter DMF, KINK-1 und Bortezomib

Neben der Viabilitat war auch die Auswirkung von DMF, KINK-1 und Bortezomib
sowie der Kombinationen dieser Substanzen auf die Proliferation der HUVEC von
Interesse. Die Viabilitat stellt nur den Anteil vitaler Zellen an der Zellpopulation dar,
lasst aber keine Aussage dartiber zu, ob die Zellen auch aktiv proliferationsfahig
sind. Daher wurde zusétzlich die Proliferationsfahigkeit anhand des BrdU-Einbaus in
neu synthetisierte DNA bestimmt (Abb. 21).

TNFa beeinflusste die Proliferation nicht. Auch die Vehikel-Kontrolle (DMSO)
bewirkte keine signifikante Veranderung. Bei Behandlung der Zellen mit DMF fiel die
Proliferation bei einer Konzentration von 25 pM um 44 % (p<0,05 im Vergleich zur
nur TNFa-stimulierten Kontrolle, SEM = 0,01) deutlich ab, bei 5 uM DMF zeigten sich

i

64



die Zellen allerdings kaum beeintrachtigt (Reduktion um 3,9%). KINK-1 induzierte
bereits bei einer Konzentration von 5 pM eine Reduktion der Proliferation um 10%.
Die Kombination von DMF und KINK-1 fuhrte allerdings zu keinem weiteren Abfall im
Vergleich zur nur KINK-1 behandelten Kontrolle. Im Vergleich zur DMF-behandelten
Kontrolle zeigte sich eine signifikante Reduktion der Viabilitdt um 37% (p<0,05, SEM
+ 0,01). Bortezomib zeigte ebenfalls bereits bei einer Konzentration von 2,5 ng/ml
einen negativen Effekt auf die Proliferation der HUVEC (Reduktion um 51% im
Vergleich zu den nur TNFa-stimulierten Kontrollen, p< 0,01, SEM £ 0,01). Dieser
wurde durch eine Konzentrationserh6hung auf 5 ng/ml beziehungsweise durch die
Kombination mit DMF jedoch nicht weiter verstarkt. Im Vergleich zu der nur DMF-

behandelten Kontrolle zeigt sich allerdings ein signifikanter Unterschied (p<0,05).
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Abb. 21: Proliferationsféhigkeit der HUVEC unter Behandlung mit DMF, KINK-1 und
Bortezomib. Die Proliferationsfahigkeit der HUVEC wurde nach Behandlung mit den drei Substanzen
in den genannten Konzentrationen der mittels BrdU-Test untersucht. Die Kombinationen der Stoffe
zeigten nur teilweise eine signifikante Verstarkung des anti-proliferativen Effektes. Dargestellt sind
Mittelwerte und Standardfehler. n=3 unabhangige Experimente. *p<0,05 im Vergleich zu den nur mit
DMF-behandelten TNFa-stimulierten Kontrollen (5 oder 25 um DMF). (modifiziert nach Hund et al.
2016, die Verwendung erfolgte mit freundlicher Genehmigung des Verlags John Wiley & Sons A/S.)

3.5 Wirkung der unterschiedlichen Einzelstoffe sowie ihrer
Kombinationen auf die Interaktion von Endothelzellen und Lymphozyten

Da die Suppression endothelialer Adhasionsmolekille durch DMF durch die
Kombination mit NF-kB-Inhibitoren verstarkt werden konnte, lag die Vermutung nahe,
dass diese Kombinationen auch die Interaktion aktivierter Endothelzellen mit PBMC
beeinflussen wirden. Diese Hypothese wurde durch Flusskammer-Versuche
Uberpruft. Isolierte humane PBMC wurden hierzu Gber einen mit HUVEC bedeckten

Objekttrager geleitet. Mittels Video-Mikroskopie wurden die im laminaren Strom

i
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bewegten Zellen in Echtzeit beobachtet und aufgenommen. Die rollenden Zellen
wurden 10 min lang ausgezédhlt sowie die fest adhéarierten Zellen nach einem
standardisierten Schema nach 10 min abfotografiert und spater ausgezahlt (Abb. 22).
Die PBMC zeigten keinerlei Interaktion mit nicht-stimulierten HUVEC. Erst nach der
Stimulation mit TNFa rolliten (MW 32,1 PBMC/ Feld; SEM % 2,3) und adhérierten die
PBMC auf der Endothelzellschicht (MW 26,1 PBMC/ Feld; SEM %4,7). Das Vehikel
DMSO hatte keinen zusatzlichen Effekt auf die Interaktion der Zellen.

Die Behandlung der HUVEC mit 15 yM DMF bei gleichzeitiger TNFa-Stimulation
reduzierte das Rollen um 20,12%; es rollten noch 26,5 PBMC/Feld (SEM % 3,7) im
Vergleich zu 33 PBMC auf der TNFa-stimulierten und DMSO-behandelten Kontrolle.
Die Inkubation mit 0,0375 pM KINK-1 inhibierte das Rollen um 17,56% auf 30
rollende Zellen pro Gesichtsfeld (SEM = 2,5) und die Behandlung mit 10 ng/mi
Bortezomib auf 25,33 rollende Zellen (SEM %1,2), was einer Reduktion um 11,6%
entspricht.

Die Behandlung der HUVEC mit der Kombination aus 5 pM DMF und 0,0375 pM
KINK-1 resultierte in einer Reduktion des Rollens um 58,34% (p<0,01 im Vergleich
zu der unbehandelten TNFa- stimulierten Kontrolle, SEM * 2,1), die Kombination von
0,0375 pM KINK-1 und 15 pM DMF in einer Reduktion um 62,51% (p<0,01 im
Vergleich zu der unbehandelten TNFa-stimulierten Kontrolle, SEM = 2,3). Die
Kombination aus 10 ng/ml Bortezomib und 5 uM DMF reduzierte das Rollen um
58,92% (p<0,05 im Vergleich zu der unbehandelten TNFa-stimulierten Kontrolle,
SEM = 2,0), kombiniert mit 15 pM DMF nahm die Zahl rollender Zellen um 67,72%
ab (p<0,01 im Vergleich zu der unbehandelten TNFa-stimulierten Kontrolle, SEM *
1,8).

Gleichzeitig wurde auch die feste Adhasion der PBMC auf den Endothelzellen durch
die beschriebenen Kombinationen beeinflusst. Die Inkubation der HUVEC mit 5 uM
DMF resultierte in einer Inhibition der Adhasion um 19,71% (18,8 PBMC/Feld, SEM %
2,5), mit 15 uM DMF um 21,76% (18,7 PBMC/Feld SEM + 4,0). KINK-1 verstarkte die
Inhibition der Adhasion um 12,41% (25,5 PBMC/Feld SEM = 6,3) und Bortezomib um
41,35% (11,4 PBMC/Feld SEM % 3,6). Nach der Behandlung der HUVEC mit der
Kombination aus DMF und 0,0375 uM KINK-1 betrug die Hemmung 57,24% (5 puM
DMF, SEM # 1,6) und 69,64% (15 uM DMF, SEM = 2,0) (p<0,05 im Vergleich zu der
unbehandelten TNFa-stimulierten Kontrolle). Die Kombination aus DMF und 10 ng/ml
Bortezomib resultierte in einer Inhibition um 67,84% (5 uM DMF, SEM = 1,1; p<0,05
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Vergleich zu der unbehandelten TNFa-stimulierten Kontrolle) beziehungsweise um
bis zu 80,46% (15 pM DMF, SEM =+ 0,1; p<0,01 Vergleich zu der unbehandelten
TNFa-stimulierten Kontrolle). Zusammenfassend, fihrten die Kombinationen zu einer
Herabregulation dynamischer Interaktionen zwischen HUVEC und PBMC, die in
gleichem Ausmalfd nicht mit der Behandlung der Einzelkonzentrationen erreicht

werden konnte.
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Abb. 22: Interaktion von HUVEC und Lymphozyten unter dem Einfluss von DMF, KINK-1 und
Bortezomib. Dargestellt sind jeweils die Mittelwerte und Standardfehler (SEM) fir Rollen und
Adhéasion der PBMC aus drei unabhangigen Versuchen. (a) und (b) zeigen die Interaktion zwischen
HUVEC und PBMC unter DMF und KINK-1, (c) und (d) unter DMF und Bortezomib. Die Zahl der
rollenden Zellen wurde durch Auszahlen innerhalb von 10 Minuten in einem Gesichtsfeld bei 160-
facher VergrolRerung ermittelt. Die adharenten PBMC wurden nach Versuchsende in jeweils 16
standardisierten Gesichtsfeldern bei 80-facher Vergré3erung gezéahlt. * p<0,05, ** p<0,01 im Vergleich
zu der unbehandelten TNFa-stimulierten Kontrolle. (modifiziert nach Hund et al. 2016, die
Verwendung erfolgte mit freundlicher Genehmigung des Verlags John Wiley & Sons A/S.)
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Die Behandlung mit DMF beziehungsweise KINK-1 fiihrte nicht zu morphologischen
Veranderungen der Zellen. Auch nach Kombination der beiden Stoffe blieben die
HUVEC unverandert. Bortezomib induzierte spindelartige Formen der HUVEC und
vergroRerte die Zell-Zell-Abstande. Zwischen den nur mit Bortezomib behandelten
und den mit einer Kombination aus Bortezomib und DMF behandelten Zellen zeigten

sich allerdings keine morphologischen Unterschiede.
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Abb. 23: Morphologie der HUVEC unter DMF, KINK-1 und Bortezomib. HUVEC aus einem
exemplarischen Versuch nach 5 h Behandlung mit DMF und/oder NF-kB-Inhibitoren vor der
Interaktion mit Lymphozyten im Flusskammerversuch. Die HUVEC wurden zuvor in festgelegter
Zellzahl auf spezielle Objekttrager (Coverslip) ausgesat, mit TNFa-stimuliert und mit DMF, KINK-1
oder Bortezomib in angegebenen Konzentrationen inkubiert. Bei Behandlung mit DMF und/oder KINK-
1 zeigen sich die HUVEC morphologisch unverandert. Unter dem Einfluss von Bortezomib fallen
gréRere Zellabstande und vermehrt spindelférmige HUVEC auf. Zwischen der alleinigen Behandlung
mit Bortezomib und der Kombinationsbehandlung mit DMF sind allerdings keine morphologischen
Unterschiede feststellbar. Die Zellen wurden mit einer zehnfachen Vergré3erung aufgenommen. Der
MafRstab betrégt 100 um. (modifiziert nach Hund et al. 2016, die Verwendung erfolgte mit freundlicher
Genehmigung des Verlags John Wiley & Sons A/S.)
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4 Diskussion

4.1 Ubersicht

DMF wird in der Therapie chronisch-inflammatorischer Erkrankungen wie der
Psoriasis und der Multiplen Sklerose angewendet. Bei beiden handelt es sich um
TNFa-dominierte Erkrankungen (Navikas und Link 1996; Liu et al. 1998; Steinman
2001; Schon und Boehncke 2005; Slavin et al. 2010; Phillips und Fox 2013;
Bomprezzi 2015). Sowohl auf molekularer als auch auf zellularer Ebene hat DMF
pleiotrope Wirkungen, deren Einzelheiten bis heute nicht vollends bekannt sind.
Zahlreiche Studien konnten den Einfluss von DMF unter anderem auf Endothelzellen
(Vandermeeren et al. 1997; Loewe et al. 2002; Meissner et al. 2011; Wallbrecht et al.
2011), Lymphozyten (Hoxtermann et al. 1998; Treumer et al. 2003), Astrozyten (Lin
et al. 2011), Keratinozyten und Monozyten (Stoof et al. 2001) belegen. Die
Experimente der vorliegenden Arbeit bestatigten grundséatzlich die Hemmung der
Translokation des Transkriptionsfaktors NF-kB in den Zellkern (Loewe et al. 2002),
zeigten aber auch, dass dafur héhere als die beschriebenen Konzentrationen nétig
sind. Die Herabregulation endothelialer Adh&sionsmolekiile und Zytokine sowie die
Beeinflussung dynamischer Leukozyten-Endothelzell-Interaktion bei  hohen
Konzentrationen (50 bis 200 uM) konnten ebenfalls bestatigt werden (Rubant et al.
2008; Wallbrecht et al. 2011).

Die meisten Nebenwirkungen des DMF sind dosisabhangig. Daher ist es von grof3em
Interesse, die DMF-Dosis zu senken ohne die anti-inflammatorische Wirkung zu
schmaélern. Zu den Hauptwirkungen des DMF gehort die Hemmung des NF-kB-
Signalweges, welche letztlich zur Herabregulation pro-inflammatorischer Zytokine
fuhrt. Daher wurde in der vorliegenden Arbeit eine Verstarkung der Inhibition durch
NF-kB-Inhibitoren angestrebt. Dies wurde zum einen uber direkte IKKB-Inhibition
durch KINK-1, zum anderen Uber Proteasomen-Hemmung durch Bortezomib
erreicht. Tatsachlich hatten beide Kombinationen den theoretisch erwarteten Effekt,
also eine verstarkte Wirkung auf die Expression endothelialer Adhasionsmolekiile
und Zytokine sowie auf die dynamische funktionelle Interaktion zwischen
Endothelzellen und Lymphozyten, ohne negative Wirkungen (morphologische
Veranderungen, Reduktion von Proliferation beziehungsweise Zellviabilitat)

malf3geblich zu erhéhen.
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4.2 Verstarkung der durch DMF-induzierten NF-kB-Inhibition durch
Kombination mit NF-kB-Inhibitoren

In friheren Studien wurde die Inhibition der Translokation des Transkriptionsfaktors
NF-kB in den Zellkern humaner Endothelzellen (Loewe et al. 2002), dermaler
Fibroblasten (Vandermeeren et al. 2001), dendritischer Zellen (Peng et al. 2012) und
glatter Muskelzellen der Atemwege (Seidel et al. 2009) durch DMF gezeigt. Diese
Wirkung auf HUVEC wurde hier bei hohen DMF-Konzentrationen (100 bis 200 uM)
bestétigt. Die NF-kB-Inhibitoren KINK-1 und Bortezomib flhrten hingegen bereits bei
geringeren Konzentrationen zu einem partiellen (Bortezomib) oder vollstandigen
(KINK-1) Ausbleiben der Translokation in den Zellkern. Sowohl die Kombination von
DMF und KINK-1 als auch von DMF und Bortezomib fihrte zu einer deutlichen
Verstarkung des Effektes, ohne dass die Zellen — soweit mikroskopisch beurteilt
werden konnte — geschadigt wurden. Hierbei wurde durch die Kombination mit KINK-
1 ein deutlich starkerer inhibitorischer Effekt hervorgerufen.

Wahrend der Wirkmechanismus der NF-kB-Inhibitoren bekannt ist, ist der molekulare
Mechanismus der DMF-induzierten NF-kB-Inhibition bisher ungeklart. Man vermutet,
dass DMF den Ubergang des Transkriptionsfaktors in den Zellkern direkt hemmt
(Loewe et al. 2001, 2002). Sollte diese Hypothese zutreffen, griffen die Substanzen
an verschiedenen Stellen in die Aktivierung des Transkriptionsfaktors ein. Die
Inhibitionsverstarkung wére also additiv.

Die verminderte NF-kB-Aktivierung durch Kombinationen passt zur gleichsinnigen
Herabregulation NF-kB-abhangiger Adhé&sionsmolekile sowie der Endothelzell-
Leukozyten-Interaktion. AufRerdem erlaubt sie den Ruckschluss, dass die
beobachteten Effekte der Kombinationen tatsachlich auf eine verstarkte NF-kB-
Inhibition zuriickzufihren sind.

Mit der Immunfluoreszenz-Mikroskopie konnte qualitativ beurteilt werden, ob NF-kB
aktiviert wurde, indem sich das entsprechende Fluoreszenzsignal innerhalb des
Zellkerns detektieren lie3. Die verminderte NF-kB-Aktivierung durch die
Kombinationen konnte so ebenfalls gezeigt werden. Weiterfihrend waren hier
Untersuchungen interessant, die auch eine quantitative Auswertung erlauben wirden

(beispielsweise Luciferase-Experimente).

70



4.3 Kombinationen von DMF und NF-kB-Inhibitoren zeigen bereits bei
niedrigen Konzentrationen eine signifikante Herabregulation
endothelialer Adh&sionsmolekiile

Die Interaktion von Endothelzellen und Lymphozyten ist ein essentieller Schritt bei
der Pathogenese inflammatorischer Erkrankungen. Vermittelt wird sie auf
endothelialer Seite vor allem durch Selektine (E- und P-Selektin) und Mitglieder der
Immunglobulin-Superfamilie (ICAM-1, VCAM-1) (s. Kapitel 1.1.3).

Sowohl DMF als auch KINK-1 bewirkten eine ausgepragte Herabregulation von E-
Selektin, VCAM-1 und ICAM-1. Bortezomib hingegen supprimierte nur ICAM-1
eindeutig. Dies wurde sowohl auf mMRNA- Ebene (PCR) als auch auf Proteinebene
(Durchflusszytometrie) gezeigt. Wahrend sich eine deutliche Reduktion der
Expression der drei Adhasionsmolekile nur bei hohen DMF-Konzentration (100 uM)
fand, zeigte sich bei Kombination mit KINK-1 ein vergleichbarer Effekt bereits bei 5
MM DMF. Somit konnte erstmals gezeigt werden, dass durch die Kombination mit
NF-kB-Inhibitoren geringere DMF-Konzentrationen fur diesen Effekt ausreichen.
Wahrend E-Selektin die lockere Adhasion und das Rollen der Leukozyten auf den
Endothelzellen der GefaBwéande initiiert (Groves et al. 1991; Shimizu et al. 1991,
Schon 2005), vermitteln VCAM-1 und ICAM-1 deren feste Adhasion (Schon et al.
2003). Alle drei Adhasionsmolekiile werden in psoriatischen Plaques verstarkt
exprimiert. Manchmal kdnnen sogar erhéhte Serumkonzentrationen bei Psoriasis-
Patienten nachgewiesen werden (Szepietowski et al. 1999; Cabrijan et al. 2009). Die
pathogenetische Bedeutung dieser Molekiile steht daher aul3er Zweifel.

Eine klinische Studie wies die Reduktion von E-Selektin im Serum sowie in
Hautbiopsien von Patienten mit moderater bis schwerer Psoriasis nach Behandlung
mit einem monoklonalen Antikdrper gegen E-Selektin nach. Die erwartete klinische
Verbesserung blieb allerdings aus, vermutlich wegen kompensatorischer Wirkungen
anderer Rezeptoren, beispielsweise P-Selektin (Bhushan et al. 2002). Zuvor wurde in
vitro die Reduktion der Bindung von E-Selektin an CLA-positive Lymphozyten unter
dem Einsatz des gleichen Antikdrpers gezeigt (Owens et al. 1997). In einer weiteren
klinischen Studie fuhrte auch der Einsatz eines monoklonalen Antikorpers gegen L-
Selektin (BNPOO1, Aselizumab) nicht zur klinischen Besserung der Psoriasis
(Friedrich et al. 2005). Diese Beobachtung zeigt, dass die Inhibition eines Teilfaktors
allein nicht ausreicht, die Leukozyten-Extravasation ausreichend zu hemmen. Dies

beruht auf funktioneller Redundanz verschiedener Adh&sionsmolekile (Schén 2005).

i
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Die hier gezeigte verstarkende Wirkung der Kombinationen von DMF mit NF-kB-
Inhibitoren ist folglich noch kein ausreichender Hinweis auf eine klinische Wirkung;
vielmehr mussten weitere Adh&sionsmolekile, Zytokine und Chemokine sowie die
Wirkung in praklinischen Modellen in vivo Uberprift werden. Nichtsdestotrotz belegen
die Ergebnisse dieser Arbeit, dass die untersuchten Parameter der Entzindung
tatsachlich additiv beeinflusst werden. Die verwendeten Substanzen reduzierten in
Kombination bereits bei geringen Konzentrationen die Expression dreier relevanter
Adhésionsmolekiile.

Der Effekt zeigte sich bereits nach einem vergleichsweise kurzen
Behandlungszeitraum (5 h), was auf eine direkte transkriptionelle Wirkung schlie3en
lasst. Indirekte Regulation, beispielsweise Uber eine Suppression von Zytokinen,

wirde eher ein spéateres Eintreten des Effektes erwarten lassen.

44 DMF, KINK-1 und Bortezomib reduzieren die Expression
endothelialer, nicht aber leukozytarer Adhasionsmolekile

Im Vergleich zur deutlichen Suppression endothelialer Adhé&sionsmolekile durch
Behandlung mit DMF und/oder den NF-kB-Inhibitoren wurde die Expression
leukozytarer Adhasionsmolekiile unter den gewahlten Bedingungen nicht beeinflusst.
Eine Erklarung hierflir kénnte sein, dass LFA-1, L-Selektin, VLA-4 sowie CLA, im
Gegensatz zu den untersuchten endothelialen Adhéasionsmolekilen VCAM-1, ICAM-
1 und E-Selektin (Schindler und Baichwal 1994; Bunting et al. 2007; lademarco et al.
1992), weniger stark durch NF-kB reguliert werden. Aktuell liegen hierfir weder
beweisende noch widerlegende Studien vor. Eine geringe NF-kB-Abhangigkeit der
Expression wirde allerdings gut zu den Beobachtungen passen, da DMF, KINK-1
und Bortezomib NF-kB auf unterschiedliche Weise hemmen und alle drei Stoffe die
lymphozytaren Rezeptoren nicht beeinflussten. Zuséatzlich lassen die in dieser Arbeit
erzielten Ergebnisse nach der Behandlung mit DMF und/oder den NF-kB-Inhibitoren
keine Restaktivitat des Transkriptionsfaktors mehr vermuten, die ausreichen wirde,
die Expression leukozytarer Oberflachenmolekile zu induzieren, was wiederum eine
NF-kB-Abhangigkeit unwahrscheinlich macht. Aul3erdem lasst der fehlende Einfluss
der Kombinationen auf die leukozytdren Oberflachenmolekile darauf schlie3en, dass
der Effekt der untersuchten Substanzen tatsachlich in erster Linie, allerdings nicht

nur, auf die Inhibition von NF-kB zurltickzuftihren ist.
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Alternativ ist zu diskutieren, dass die untersuchten Leukozyten in einem nicht
stimulierten Zustand behandelt wurden. Es ist denkbar, dass die eingesetzten
Inhibitoren hauptséchlich die induzierte ,Uberproduktion® entziindungsassoziierter
Molekile hemmen, nicht oder weniger hingegen deren konstitutive Expression.
Allerdings wurde in Studien mit anderen Wirkstoffen die Expression von L-Selektin,
VLA-4 und LFA-1 auch ohne vorherige Stimulation der humanen Leukozyten deutlich
beeinflusst (Forkel et al. 2014) und L-Selektin wird konstitutiv auf humanen
Leukozyten hoch exprimiert (Tedder et al. 1990, 1995; Oostingh et al. 2007). In einer
anderen Studie wurde eine DMF-induzierte Reduktion von CLA nach 96-stindiger
Stimulation mit toxic shock syndrome toxin-1 (TSST-1) beschrieben; fur VLA-4 zeigte
sich dieser Effekt nicht (Rubant et al. 2008). Eine Stimulation kénnte also, &hnlich wie
bei Endothelzellen, zu einer vermehrten Induktion der Expression der
Oberflachenmolekiile und zur Nachempfindung eines inflammatorischen Milieus
fuhren und sich somit in weiteren Versuchen als sinnvoll erweisen. Ebenso kdnnten
interindividuelle Unterschiede und Unterschiede zwischen dem Ansprechen der
Leukozyten von Psoriasis-Erkrankten und gesunden Probanden einen Einfluss auf
die Versuchsergebnisse haben, so dass es interessant ware, Leukozyten von einer
groReren Zahl gesunder und an Psoriasis- erkrankter Probanden zu untersuchen.

Schlie3lich mussten die frisch isolierten Leukozyten rasch untersucht werden, so
dass die Behandlungszeitraume moglicherweise nicht ausreichten, um

transkriptionelle Anderungen zu erfassen.

45 Kombinationen von DMF mit NF-kB-Inhibitoren reduzieren die
Expression proinflammatorischer Chemokine, aber nicht die von VEGF

Die Chemokine CXCL8 (IL-8), CCL2 (MCP-1) und CXCL1 (Gro-a) spielen eine
wichtige Rolle in der Pathogenese chronisch-inflammatorischer Erkrankungen.
CXCL8 ist ein von Endothelzellen und Makrophagen produziertes
proinflammatorisches  Chemokin, welches chemotaktisch auf neutrophile
Granulozyten wirkt und die Keratinozytenproliferation férdert (Bickel 1993; Baggiolini
et al. 1995; Schon und Ruzicka 2001). Bei Psoriasis-Patienten liegt CXCL8 im Blut
und in der Haut vermehrt vor (Nickoloff et al. 1991; Sticherling et al. 1999; Arican et
al. 2005). CXCL-1 findet sich ebenfalls vermehrt in psoriatischen Lasionen, attrahiert
neutrophile Granulozyten und fordert somit die Bildung der Munroschen
Mikroabzesse (Gillitzer et al. 1996). CCL2 wirkt hingegen auf Monozyten und erhoht
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die Zahl der Makrophagen und Mastzellen in psoriatischer Haut (Schén und Ruzicka
2001).

Wahrend DMF die untersuchten Chemokine erst unter hohen Konzentrationen
herabregulierte, vermochte die Kombination von DMF und KINK-1 bereits in
niedrigen Konzentrationen ihre Expression deutlich abzuschwachen. Bortezomib
hingegen wirkte sich weder als Einzelstoff noch in Kombination mit DMF malf3geblich
auf die Expression der Chemokine aus.

Insgesamt wirkten sich die Kombinationen von DMF mit NF-kB-Inhibitoren nicht so
deutlich auf die Expression der Chemokine aus wie auf die der endothelialen
Adhasionsmolekiile, obwohl auch erstere von NF-kB reguliert werden (Anisowicz et
al. 1991; Kunsch und Rosen 1993; Ueda et al. 1994; Burke et al. 2014).

Die durch DMF und/oder die NF-kB-Inhibitoren supprimierten endothelialen
Adhasionsmolekiile und Chemokine werden alle durch TNFa induziert (Groves et al.
1995; Murao et al. 2000; Osawa et al. 2002; Shieh et al. 2014). Im nicht-stimulierten
Zustand zeigten die Endothelzellen keine oder nur eine geringe Expression von
VCAM-1, ICAM-1, E-Selektin, CCL2, CXCL1 und CXCL-8. TNFa ist als Induktor des
NF-kB-Signalweges ein zentraler Mediator der Immunantwort bei entzindlichen
Erkrankungen wie Psoriasis oder Multipler Sklerose (Cheshire und Baldwin 1997).
Der geringe Einfluss von Bortezomib und auch der geringere Effekt von DMF und
KINK-1 auf die Chemokine lassen vermuten, dass der durch TNFa induzierte Effekt
nicht ausschlief3lich durch NF-kB reguliert wird.

Die Expression von VEGF blieb nach Stimulation mit TNFa unverandert.
Interessanterweise bestétigte sich eine bereits beschriebene dosisabhangige
Steigerung der VEGF-Expression durch Behandlung mit DMF (Wallbrecht et al.
2011), wahrend KINK-1 und Bortezomib sich weder steigernd noch reduzierend
auswirkten. Durch Kombination von DMF und NF-kB-Inhibitoren blieb eine Zunahme
der Expression aus. Dieses konnte sich einerseits darin begriinden, dass die NF-kB-
Inhibitoren in diesem Fall der DMF-Wirkung entgegenwirken, andererseits aber auch
darin, dass fir die Kombinationen DMF nur in geringen Konzentrationen verwendet
wurde. Es bleibt die Frage warum VEGF als einziges der untersuchten Molekule
unter den Kombinationen nicht signifikant in seiner Expression vermindert wird, da
seine Transkription ebenfalls von NF-kB reguliert wird (Kiriakidis et al. 2003; Tong et
al. 2006). AulRerdem zeigte sich beispielsweise eine verminderte VEGF-Expression
in Mammakarzinomzellen durch NF-kB-Inhibition (Shibata et al. 2002). Es ist noch

i
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nicht belegt, ob die durch DMF erhdhte VEGF-Expression auf Transkriptionsebene
einen negativen Effekt des Stoffes darstellt und ob es tberhaupt auf Proteinebene zu
einer vermehrten VEGF-Expression kommt. Grundsatzlich wére es aber
winschenswert, dass ein anti-psoriatisches Medikament den VEGF-Spiegel senkt
oder zumindest unverédndert lasst, da VEGF unter anderem die Bildung
proinflammatorischer Zytokine (Hao et al. 2009), die Angiogenese und die
Keratinozytenproliferation fordert (Elias et al. 2008).

4.6 Kombinationen von DMF mit NF-kB-Inhibitoren verstarken negative
Effekte im Vergleich zu den Einzelsubstanzen nicht

Zytotoxizitat sowie Abnahme von Viabilitat und Proliferation der HUVEC zeigten sich
bei DMF-Konzentrationen ab 50 yM, also durchaus im Bereich therapeutischer
Konzentrationen. Dies verdeutlicht erneut, dass die Reduktion der DMF-Dosis durch
Kombination mit anderen Stoffen winschenswert ist. Im Vergleich zu den nur mit
DMF behandelten Proben waren Viabilitdit und Proliferation im Vergleich zu den
Kombinationen teilweise signifikant unterschiedlich. Fir Experimente zur Wirksamkeit
der Kombinationen (PCR, FACS, Flusskammer) wurden nur Konzentrationen ohne
signifikanten negativen Einfluss auf Viabilitat und Proliferation genutzt.

Zwischen den allein mit den NF-kB-Inhibitoren (KINK-1 oder Bortezomib)
behandelten Proben und den Kombinationen bestanden keine signifikanten
Unterschiede. Dies legte nahe, dass die Zunahme der negativen Effekte im Vergleich
zu den nur mit DMF behandelten Proben auf die NF-kB-Inhibitoren selbst und
weniger auf einen additiven Effekt zurtickzuflhren ist.

Bei geringeren Konzentrationen von KINK-1 allein zeigten sich keine signifikanten
Verdnderungen der genannten Parameter, erst die Kombination von DMF und
vergleichsweise hohen Dosen KINK-1 bewirkten eine deutliche Senkung der Viabilitat
und Proliferation der HUVEC. Fir die Kombinations-Experimente zur Untersuchung
der Wirkung dieser Substanzen wurden daher niedrigere Konzentrationen
verwendet. Die Kombination von DMF mit Bortezomib reduzierte auch bei geringen
Konzentrationen die Proliferationsfahigkeit signifikant. Hier stellt sich die Frage, ob
die Reduktion der Proliferation Gberhaupt als negativer Effekt anzusehen ist, denn in
psoriatischer Haut ist die endotheliale Hyperproliferation ein pathologischer Vorgang
(Schon und Boehncke 2005).
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Bortezomib ist ein Chemotherapeutikum zur Behandlung von Patienten mit Multiplem
Myelom oder Mantelzell-Lymphom (Field-Smith et al. 2006; Reece et al. 2006;
Kouroukis et al. 2014). Es kann zu gastrointestinalen Problemen, Anamie, Hypotonie
oder Polyneuropathie fiihren (Field-Smith et al. 2006). In der Tumortherapie wird
Bortezomib allerdings in einer Dosis von 1,3 mg/m? Korperoberflache zweimal
wochentlich eingesetzt und nach intraventser Gabe wurden Plasmaspiegel von 180
ng/ml beschrieben (Piperdi et al. 2011). Dies entspricht einer bis zu 70-fach héheren
Konzentration als in der vorliegenden Arbeit verwendet wurde. Daher erscheint eine
deutliche Auspragung der beschriebenen Nebenwirkungen in vivo bei den in dieser

Arbeit verwendeten Konzentrationen unwahrscheinlich.

4.7 Kombinationen von DMF und NF-kB-Inhibitoren fihren zu einer
verminderten Interaktion zwischen Endothelzellen und Lymphozyten

Die durch Adhasionsmolekile vermittelte Leukozyten-Extravasation ist ein wichtiger
Schritt in der Pathogenese inflammatorischer Erkrankungen. DMF inhibiert in hohen
Konzentrationen sowohl in vitro als auch in vivo Rollen und Adhésion von T-
Lymphozyten auf Endothelzellen (Rubant et al. 2008; Wallbrecht et al. 2011). Die
vorliegende Arbeit bestatigte die Hemmung dynamischer Interaktionen von
Lymphozyten und Endothelzellen ab einer Konzentration von 100 pM. Durch
Kombination von DMF mit den NF-kB-Inhibitoren konnte dieser Effekt verstarkt
werden. Die Kombinationen vermdgen es demnach, einen der wichtigsten Schritte
der Entzindung zu inhibieren. In den Flusskammerversuchen wurden Lymphozyten
(PBMC) gesunder Probanden verwendet. Es ware daher interessant, auch
Lymphozyten von Psoriasis-erkrankten  Probanden einzusetzen. Auch
Flusskammerversuche mit Endothelzellen derjenigen Probanden, von denen die
Lymphozyten stammen, wirde eine sinnvolle Erweiterung der Versuche sein, was
allerdings eine mehrmalige invasive Probenentnahme (Blutenthahme, Stanzbiopsie)

bedeuten wiirde.
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4.8 Ausblick auf nebenwirkungsarmere FAE-Therapien

Die In-vitro-Experimente dieser Arbeit sollten einen Weg aufzeigen, die hohe
nebenwirkungsbedingte Abbruchrate der FAE-Therapie zu senken. Dies sollte durch
Minderung der dosisabhangigen Nebenwirkungen des DMF erzielt werden.

Da in erster Linie gastrointestinale Nebenwirkungen therapielimitierend sind
(Mrowietz et al. 1998; Hoefnagel et al. 2003; Ismail et al. 2014), konnte die
Wiederholung der Experimente dieser Arbeit mit Zellen aus der Darmmukosa
zielfihrend sein. Denkbar ware eine lokale Minderung gastrointestinaler Symptome
durch NF-kB-Inhibition in Zellen der Darmmukosa. Fir die Genese gastrointestinaler
Symptome wurden eine allergische Kontakt-Mukositis, eine TNFa-Freisetzung durch
FAE sowie eine eosinophile Gastroenteritis diskutiert (Balak 2015).

Auch das Flushing durch Dilatation dermaler Blutgefal3e beeinflusst die Therapie-
Adharenz der Patienten. Wie genau dieses Phanomen entsteht, ist bisher ungeklart.
In Frage kame die Ausschittung endothelialer Vasodilatatoren. Nikotinséure, welche
ebenfalls zur Flush-Symptomatik fuhren kann, beeinflusst epidermale Langerhans-
Zellen. Folglich kénnten Langerhans-Zellen an der Vasoregulation beteiligt sein
(Benyo et al. 2006). Interessant waren also auch die Wirkungen der Kombinationen
auf Langerhans-Zellen. Zwei Studien zeigten, dass FAE-induziertes Flushing durch
den Niacinrezeptor HCA2 (hydroxycarboxylic acid receptor 2) vermittelt wird. HCA2
wird auf epidermalen Langerhans-Zellen und Keratinozyten exprimiert (Hanson et al.
2012). Da der molekulare Mechanismus der Symptomatik nicht bekannt ist und das
Auftreten des Flushings letztlich nur in vivo beobachtet werden kann, kénnte die
Auswirkung der Kombinationen von DMF mit NF-kB-Inhibitoren auf diese
Nebenwirkung vielleicht erst in vivo ausreichend evaluiert werden.

Neben DMF beinhaltet das Praparat Fumaderm®, fiir welches die Nebenwirkungen
beschrieben worden sind, auch Kalzium-, Magnesium- und Zinksalze des
Ethylhydrogenfumarats. Lange wurde diskutiert, bei welchem Bestandteil es sich um
den aktiven Metaboliten des Medikamentes handelt. Da gezeigt wurde, dass DMF
zumindest in vitro der aktive Bestandteil ist und dass die Nebenwirkungen auch unter
der Monotherapie mit DMF auftreten (Gold et al. 2012), war die vorliegende Arbeit
auf DMF und seine Kombinationen mit NF-kB-Inhibitoren fokussiert. Eine Ausldsung

oder Verstarkung der Nebenwirkungen durch andere Bestandteile des
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Handelspraparates lasst sich nicht ausschlieRen, erscheint aber eher
unwahrscheinlich.

Hinsichtlich der Wirksamkeit der Fumarsaureester in der Therapie der Multiplen
Sklerose waren auch die Auswirkungen der Kombinationen mit NF-kB-Inhibitoren auf
vaskulare zerebrale Zellen, beispielsweise Human Brain Microvascular Endothelial
Cells (HBMEC), interessant, ebenso wie die Untersuchung des Einflusses und der
Wirksamkeit der Kombinationen in Tiermodellen der Multiplen Sklerose.

Neben der eigentlichen Zielstellung der Arbeit konnte auch erstmals die Wirkung des
NF-kB-Inhibitors KINK-1 auf humane Endothelzellen charakterisiert werden. Bisher
lagen nur Daten fur Melanomzellen vor (Schon et al. 2008; Amschler et al. 2010).
KINK-1 zeigte einen DMF-&hnlichen dosisabhangigen Effekt auf Endothelzellen. Eine
Inhibition der Translokation des Transkriptionsfaktors NF-kB in den Zellkern zeigte
sich bereits bei sehr geringen Konzentration (0,625 pM). KINK-1 supprimierte auch
die Expression endothelialer Adhasionsmolekile sehr potent. Gleichzeitig wies KINK-
1 eine vergleichsweise niedrige Toxizitat auf. Weitere Untersuchungen der Wirkung
von KINK-1 in Bezug auf chronisch-inflammatorische Erkrankungen waren von
grol3em Interesse. So kdnnte KINK-1, eventuell nicht nur in Kombination mit DMF,
sondern auch allein therapeutisch interessant sein.

Nachdem die verwendeten Kombinationen von DMF und NF-kB-Inhibitoren eine
deutlich gesteigerte anti-inflammatorische Wirkung auf Endothelzellen in vitro
offenbarten, waren zukunftig In-vivo-Studien sinnvoll. Denkbar ware hier der Einsatz
préklinischer Mausmodelle (Schon 2008). Sollten sich die Ergebnisse dieser Arbeit
dann auch in Kklinischen Studien bestatigen, kdonnte die Therapie der Psoriasis
beziehungsweise Multiplen Sklerose entscheidend verbessert werden. Patienten
konnten mit geringeren DMF-Konzentrationen in Kombination mit einer ebenfalls
niedrigen Dosis eines NF-kB-Inhibitors behandelt werden, bei nach wie vor hoher
therapeutischer Wirksamkeit. Bei einer Therapieabbruchrate von bis zu 40%
(Mrowietz et al. 1998; Ismail et al. 2014) und immer neuen Einsatzgebieten (s.
Kapitel 1.2.2), erscheint diese mdgliche Verbesserung der Therapie mit DMF von

stetig zunehmender klinischer Relevanz.
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5 Zusammenfassung

Fumarsaureester, insbesondere Dimethylfumarat (DMF), werden seit Jahren
erfolgreich in der Psoriasis-Therapie angewendet. Auch in der Therapie anderer
chronisch-inflammatorischer Erkrankungen, wie der Multiplen Sklerose, nehmen sie
an Relevanz zu. Durch ihr gutes Nutzen-Risiko-Profil eignen sich FAE besonders zur
Langzeittherapie, doch fihren Nebenwirkungen, wie gastrointestinale Probleme, zu
einer Therapieabbruchrate von bis zu 40%. Da die meisten der durch DMF bedingten
Nebenwirkungen dosisabhéngig sind, sollten Moglichkeiten Uberprift werden, die
DMF-Dosis zu reduzieren, ohne die anti-entziindliche Wirkung zu schmaélern.

Die Experimente bestatigten die Inhibition des NF-kB-Signalweges, der Expression
von Adhasionsmolekilen und Zytokinen sowie eine Reduktion der Endothelzell-
Lymphozyten-Interaktion durch DMF in hohen Konzentrationen. Da die Inhibition des
NF-kB-Signalweges eine wichtige Wirkung des DMF ist, wurde eine Verstarkung der
Inhibition mit Hilfe von NF-kB-Inhibitoren angestrebt. KINK-1 wirkt hierbei als direkter
Inhibitor der NFkB-Aktivierung durch eine Blockade von IKK@, wahrend Bortezomib
indirekt Uber eine Proteasomenblockade den Abbau des natirlichen NF-kB-
Inhibitors IkBa hemmt und damit einer Aktivierung des Transkriptionsfaktors
entgegenwirkt. Tatsachlich zeigten beide Kombinationsvarianten den gewiinschten
Effekt sowohl auf die Expression der endothelialen Adhasionsmolekile E-Selektin
(CD62E), VCAM-1 (CD106) und ICAM-1 (CD54) als auch auf die Interaktion
zwischen Endothelzellen und Lymphozyten, ohne zu einer signifikanten Erhéhung
des negativen Effektes (morphologische Veranderungen, Reduktion von Proliferation
und Viabilitdt) zu fuohren. Somit zeigt die vorliegende Arbeit eine mogliche

Verbesserung in der Therapie mit Fumarsaureestern auf.
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