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1. Einleitung

Die rheumatoide Arthritis ist eine Autoimmunerkrankung mit einer Pravalenz
von etwa 1% der Bevdlkerung. Uber Phasen der rezidivierenden, meist-
symetrisch-manifesten Arthritiden kommt es sehr fruh zu Knorpel- und
Knochenlasionen, deren molekulare Grundlage in ihrer Komplexitat immer
noch nicht umfassend verstanden ist. Epidemiologische Daten belegen, daf}
30% der Patienten schon im ersten Jahr und rund 70% innerhalb der ersten
beiden Jahre nach Beginn der Primarsymptome radiologisch nachweisbare
Erosionen entwickeln (Heijde et al., 1995). Obwohl die rheumatoide Arthritis
als eine benigne Erkrankung eingestuft wird, zeigen statistische Analysen
aus Langzeitbeobachtungen, dass die Mortalitat der betreffenden Patienten
erhoht ist. Zum einen basiert dies auf einer Beteiligung lebenswichtiger
Organe des Herz-Kreislauf-Systems zum anderen auf Medikamenten-
nebenwirkungen, Infektionen und Sekundar-malignomen (Pincus et al., 1986;
Harris et al., 1990).

Aho et al. (1986) zeigte in einer groRen Studie an monozygoten Zwillingen
aus Finnland eine 12%-ige Ubereinstimmung fiir RA verglichen mit der 4%-
igen Konkordanz bei zweieiigen Zwillingen. Eine weitere Studie aus England,
die an 203 RA-betroffenen Zwillingen durchgefuhrt wurde, deckte eine 15%-
ige Konkordanz fur RA bei eineiigen Zwillingen auf, im Vergleich zur 4%-igen
Ubereinstimmung bei dizygoten Zwillingen (Silman et al., 1993). Beide
Studien konnten eine 3- bis 4-fach hodhere Konkordanz fur RA bei
monozygoten im Vergleich zu dizygoten nachweisen. Diese Daten weisen
darauf hin, dass flr die Entstehung der rheumatoiden Arthritis eine
genetische Grundlage sicherlich eine wichtige Rolle spielt. Vor mehr als 20
Jahren wies der Bericht von Stastny et al. (1978) zum ersten Mal auf eine
Assoziation zwischen bestimmten genetischen Marker und dem Ausbruch
der RA hin. Bei Patienten mit einer schweren RA fand er eine hdhere
Frequenz der HLA (humanes leukozytares Antigen) -DR4 Allele. Viele DRB1
Allele wurden mittlerweile mit der RA assoziiert, darunter die DR4-Subtypen
DRB1*0401, *0404, *0405 und 0408 sowie DRB1*0101, *1402 und *1001



(Fugger und Svejgaard, 2000). Nepom et al. (1998) fasste das relative
Risiko fur die drei haufigsten DRB1-Allele in der kaukasischen Population
zusammen. Dabei war das relative Risiko eine RA zu entwickeln flr
Patienten, die DRB1*0401 Allele exprimierten, 6mal hoher und fur Patienten,
die DRB1*0404 Allele exprimierten, 5mal hoher. Fir das DRB1*0101 Allel
ergab sich kein erhohtes Risiko im Vergleich zu Individuen, die dieses Allel
nicht tragen.

Die primare Funktion der HLA-Molekule besteht in der Bindung von Antigen-
peptiden. Dies stellt ein Teil der Immunaktivierung dar, das zur
Antigenprasentation an die T-Zelle flhrt. Die Fahigkeit eines Antigenpeptids
an ein HLA-Molekul gebunden zu werden, entscheidet dartber, ob eine
Immunantwort gegen dieses Peptid generiert werden soll. Die individuelle
Variation der HLA-Molekile in der Peptid-Bindungsdomane, verursacht durch
den genetischen Polymorphismus, flhrt dazu, dass ein bestimmtes Peptid in
einem Individuum als Antigen erkannt wird, im anderen Individuum jedoch
wegen seiner Unfahigkeit an seine HLA-Moleklle zu binden, nicht erkannt
wird (Abb 1). Die RA-assoziierten HLA-DR4 Molekiile tragen Anderungen der
Aminosaurensequenz der Kodons 67, 70, 71 und 74. Dieses Merkmal reicht
aus um die mit dem HLA-DR4 assoziierte Empfanglichkeit fur RA zu andern.
Eines der Ziele bei der Generierung transgener Mause, die RA-assoziierte
HLA-DR Molekile exprimieren, war es humanisierte Tiermodelle fir die RA
zu entwickeln. Weder DRB1*0401 noch DRB1*0101 transgene Mause
entwickeln eine spontane Arthritis (Fugger et al., 1994; Woods et al., 1994).
Wenn DRB1*0401 (Andersson et al., 1998; Rosloniec et al., 1998) oder
DRB1*0101 (Rosloniec et al., 1997) transgene Mause mit nativem Kollagen |l
immunisiert werden, entwickelt ein Grofdteil der Tiere eine inflammatorische
Arthritis, die der humanen RA sehr ahnlich ist und die kaum von der
klassischen Kollagen-induzierten Arthritis bei der Maus zu unterscheiden ist
(Holmdahl et al., 1999).
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Abb. 1 Schematische Struktur der HLA-Molekiile am Beispiel des HLA-DRB1*04 Molekiils.
Die zwei parallelen a-Helices bilden die ,Wénde” der vermuteten Antigen-Bindungsstelle,
wéhrend die $-Faltblattstrukturen den ,Boden* der Bindungsstelle bilden (A, Sicht von oben).
Die HLA Klasse Il Molekiile bestehen aus einer a- und einer 3-Kette, die jeweils eine a-Helix
und eine B-Faltblattstruktur enthalten. B zeigt die HLA-Struktur mit dem gebundenen Peptid
in der Bindungsgrube. C. Schematische Darstellung zweier HLA-Allele mit unterschiedlichen
Antigen-Bindungsstellen. Das entsprechende Antigenpeptid kann nur an das HLA-Allel #1,
nicht an das HLA-Allel #2 binden. Die Unterschiede in den HLA-Bindungsdoménen ergeben
sich aus dem Polymorphismus der Aminosduresequenz und aus der resultierenden

dreidimensionalen Konformation.



Demnach ist die Bindung eines arthritogenen Peptides oder womaoglich
mehrerer Peptide in der Initialphase der Erkrankung von Bedeutung. In
dieser Phase spielen Antigenprasentation und CD4’-T-Helferzellen eine
entscheidende Rolle (Quale et al., 1992; Weyand et al., 1992; Friede et al.,
1996). Es werden jedoch auch Infektionen vermutet, obwohl definierte
Erreger - wie bei der Lyme-Arthritis oder bei reaktiven Arthritiden, nicht
gefunden werden konnten. Vermutlich ist nicht ein einziger Erreger
verantwortlich, sondern eine ungluckliche Kaskade von fur sich genommen
harmlosen Infektionen, die jedoch im Zusammenspiel mit Autoimmun-
reaktionen schliel3lich den Durchbruch zu einer Autoimmunerkrankung
hervorrufen. Ist die Erkrankung einmal eingetreten, wird sie in ihrem Verlauf
durch bestimmte Zytokingene oder durch Gene, die fir eine starke

Expression von Entzindungsmediatoren verantwortlich sind, modifiziert.

1.1 Das Synovium

Das Synovium, die Membran, die die Gelenke schitzend umgibt, besteht aus
zwei Schichten. Der gefallosen, ein- bis zweischichtigen Intima folgt die
Subintima, die normalerweise relativ zellos ist, sie beinhaltet Gefalle,
Fettzellen und Fibroblasten. Die lose verteilten Zellen der Intima werden in
Typ A und Typ B Zellen eingeteilt. Die Typ A Zellen zeigen Merkmale von
Gewebe-Makrophagen, sie exprimieren makrophagenspezifische Oberfla-
chenmarker wie CD14 und CD 68, Fc-Rezeptoren und besitzen einen
prominenten Golgi-Apparat sowie zahlreiche Lysosomen. Die Typ-B Zellen
zeigen eine Fibroblasten-ahnliche Morphologie, das stark entwickelte
endoplasmatische Retikulum verleiht ihnen eine prominente sekretorische
Fahigkeit, sie zeigen weder Fc-Rezeptoren noch Makrophagenmarker auf
ihrer Oberflache. Immunhistochemisch konnte das Enzym Uridin
Diphosphoglucose Dehydrogenase (UDPGD) in Typ B Synoviozyten
nachgewiesen werden (Wilkinson et al., 1992; Pitsillides et al., 1993). Dieses
Enzym wandelt die UDP-Glucose in UDP-Glucuronat um, eines der zwei

Substrate, das von der Hyaluronsaure Synthase fur die Zusammensetzung



des Hyaluronsaure Polymers bendtigt wird. Hyaluronsaure ist Bestandteil

der Synovialflissigkeit, der ihr eine viskdse Konsistenz verleiht.

1.2 Synovitis bei der RA

Bei der rheumatoiden Arthritis, sowie auch in anderen inflammatorischen
Arthritiden, verandert sich das Synovium wahrend der Krankheit dramatisch.
In der Anfangsphase nimmt das Synovialgewebe an Umfang zu, eine
vermehrte Angiogenese und Hyperplasie der Intima wird beobachtet. Die
spate chronische Phase der Krankheit ist durch eine starke Hyperplasie der
Intima, die Uber zehn Zellschichten aufweist, eine verstarkte Vaskularisierung
sowie eine vermehrte Infiltration der Subintima mit T- und B-Zellen,
Makrophagen und Plasma-Zellen, charakterisiert (Abb. 2).

In einem Merkmal unterscheidet sich die rheumatoide Arthritis von anderen
inflammatorischen Arthropathien. Teile des Synoviums wachsen an der
Grenzschicht zu Knorpel und Knochen aggressiv-invasiv. Dieses knorpel-
destruktive Gewebe wird auch als Pannus bezeichnet und ist fur die
charakteristischen Erosionen, die in Gelenken von RA-Patienten beobachtet
werden (Heijde et al., 1995), verantwortlich. Der Pannus besteht aus invasiv-
wachsenden Zellen, die vermehrt Proto-Onkogene, Adhasionsmolekuile und
zerstorende Metalloproteinasen exprimieren (Krane et al, 1982, Zvaifler et
al.,, 1994). Diese Zellen exprimieren sowohl phenotypische als auch
funktionelle Merkmale der Fibroblasten-ahnlichen Synoviozyten und der
Chondrozyten. Es ist noch unbekannt, ob es sich bei diesen Zellen um eine
separate Zellinie oder um entdifferenzierte Synoviozyten oder Chondrozyten
handelt. T. Geiler et al. konnten zeigen, da® humanes Synovium von RA
Patienten, das mit einem Stuck Knorpel unter die Nierenkapsel von SCID
Mausen koimplantiert wurde, das aggressiv-invasive Wachstum beibehalt
und in den Knorpel einwachst (Geiler et al., 1994). Bemerkenswert daran
war, dass die benachbarten Chondrozyten auch aktiviert zu schein schienen
und ihrerseits die perizellulare Matrix zerstorten. U. Mduller-Ladner et al.

konnten weiterhin nachweisen, dass in diesem Tiermodell synoviale



Fibroblasten auch in Abwesenheit von Entzindungs- bzw. Immunzellen ihre
zerstorerische Eigenschaft beibehalten (Muller-Ladner et al., 1996). Die
Tatsache, dass der Pannus ein invasives Verhalten trotz der Abwesenheit
von Lymphozyten zeigt, lasst vermuten, dass die RA-Synoviozyten in
irgendeiner Form aktiviert oder sich in einem Transformations-ahnlichen

Zustand befinden.
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Abb. 2 Schematische Darstellung des vermuteten Ablaufs der Synovitis. Bei der rheuma-
toiden Arthritis verbreitet sich die normalerweise 1- bis 2-zellige Deckzellschicht stark. Es
kommt zu einer Infiltration mit T-Zellen, Makrophagen und B-Zellen, welche zu Plasma-
Zellen reifen. AuBerdem erfolgt eine massive Gefdl3neubildung, es kommt zum Austritt von
Lymphozyten ins Synovialgewebe, wobei die CD4"-T-Zellen Cluster bilden und die CD8"-T-
Zellen diffus das Gewebe infiltrieren.



Abb. 2 beschreibt den vermuteten Ablauf der Synovitis: durch ein noch
unbekanntes Antigen oder Antigene werden T-Zellen aktiviert, die ihrerseits
Makrophagen aktivieren, was sich in einer starken Sekretion von inflamma-
torischen Zytokinen (vor allem IL-1 und TNF-a) manifestiert. Dies setzt
Entzindungsvorgange in Gang, die wiederum zur Aktivierung der
Fibroblasten fuhrt, die ihrerseits durch die massive Produktion von
Proteinasen den umliegenden Knorpel zerstoren.

Neben den aktivierten Fibroblasten, die an der Knorpeldestruktion
malfgeblich beteiligt sind, fluhren aktivierte Osteoklasten zur Knochen-
resorption (Bromley et al., 1984; Gravallese et al., 1998; Gravallese et al.,
2000). Ahnlich wurden TRAP- (Tartrat resistente saure Phosphatase) und
Kalzitonin-Rezeptor positive, multinukleare Zellen an der Oberflache der
Gelenkserosionen bei der Kollagen-induzierten Arthritis in der Maus
gefunden (Suzuki et al., 1998; Romas et al., 2000). Verschiedene Zytokine
und Faktoren, die vom synovialen Gewebe produziert werden, sind in der
Lage die Differenzierung der Monozyten/Makrophagen in Richtung

funktioneller Osteoklasten zu lenken.

1.3 Entziindungsmediatoren bei der RA

Zu den Entzindungsmediatoren, die bei der rheumatoiden Arthritis zu
systemischen Reaktionen fuhren kdnnen, da sie via Blutbahn in zahlreiche
Gewebe gelangen, zahlen vor allem TNFa (Tumor Nekrose Faktor o) und IL-
1 (Interleukin 1), weiterhin M-CSF (Makrophagen Kolonien-stimulierender
Faktor), IL-17 (Interleukin-17) und RANKL (Rezeptor Aktivator des NF«kB-
Ligands). Die Zytokine TNFa und IL-1 werden oft zusammen erwahnt bzw.
berucksichtigt, weil sie auf synoviale Zellen ahnliche Wirkungen haben,
obwohl sie an verschiedene Rezeptoren binden. Beide Zytokine rufen eine
arthritische Erkrankung hervor (Chandrasekhar et al., 1995; Henderson et al.,
1989). IL-1 ist ein 17 kDa Protein, das wahrend der Antigenprasentation

hauptsachlich von Makrophagen produziert wird. Fibroblasten, Endothel-



zellen, T- und B-Lymphozyten sind jedoch auch in der Lage, IL-1
auszuschutten. IL-1 kommt in 2 Isoformen vor: IL-1a. und IL-13, wobei IL-1a
auch in einer membranstandigen Form vorkommen kann, wahrend IL-113
ausschlieBlich sezerniert wird und somit die pathologisch wichtigere Form
des IL-1 darstellt. Biochemische Untersuchungen ergaben, dass zwei
unabhangige Gene, die eine 27%-ige Sequenzhomologie aufweisen fur die
zwei IL-1 Polypeptide kodieren. Beide Proteine binden an den gleichen IL-
Rezeptor der Zellen. IL-1 ist ein hochwirksamer, interzellularer Signalstoff,
der sowohl auf Fibroblasten als auch auf Chondrozyten und Osteoklasten
wirken kann.

TNFa wird von T-Zellen und Makrophagen produziert. Es wird als
Homotrimer synthetisiert, an der Zelloberflache exprimiert und schliel3lich
sezerniert nach Abtrennung durch eine Matrix-Metalloproteinase. TNFa ist
ein Hauptregulator der normalen Immunantwort aber auch der primare
Mediator bei entzindlichen Erkrankungen wie z.B. beim septischen Schock.
TNFo und IL-1 sind potente Stimulatoren der Synoviozyten (Alvaro-Gracia et
al., 1990, Dayer et al., 1986) und wirken normalerweise synergistisch, die
Zugabe beider Faktoren zu den Synoviozyten resultiert in einer verstarkten
Ausschittung der Entzindungsmediatoren und Metalloproteinasen, die
hauptverantwortlich sind fur die Knorpeldestruktion.

Weitere Entzindungsmediatoren, die bei der RA eine wichtige Rolle spielen,
sind Interleukin-6 (IL-6) und Interleukin-8 (IL-8). IL-6 wird in grofien Mengen
sowohl in der SynovialfliRigkeit als auch in Uberstanden von synovialen
Fibroblasten gefunden. IL-6 ist hauptsachlich verantwortlich fir die B-Zell
Stimulation, es stellt aber auch ein Wachstumsfaktor fur die T-Zellen dar und
induziert die Produktion von Akute-Phasen Proteinen. IL-8 gehdrt zur Familie
der Chemokine und tragt zur Migration einer hohen Anzahl an Neutrophilen
ins Gelenk bei. IL-8 wurde ebenfalls in hohen Konzentrationen in der
Synovialflussigkeit gefunden. Die synovialen Gewebsmakrophagen
produzieren konstitutiv IL-8, wahrend die synovialen Fibroblasten die
Stimulation durch IL-1 und TNFa bendtigen, um IL-8 auszuschuitten. Der

Makrophagen Kolonien-stimulierender Faktor (M-CSF) wird ebenfalls in



hohen Konzentrationen in der SynovialfliRigkeit gefunden und wird
konstitutiv von den Synoviozyten exprimiert. Die Makrophagenproliferation im
Knochenmark wird vom M-CSF unterstutzt, auRerdem stimuliert es die

monozytare TNFa Produktion.

1.4 Matrix-Metalloproteinasen

Matrix-Metalloproteinasen (MMP) sind die Enzyme, die fur die

Knorpeldestruktion verantwortlich sind.

Inaktive Form Aktive Form
Cystein
|
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Proteolyse +
Inaktive Form < TIMP

Abb. 3 Struktur der Metalloproteinasen. Schematische Darstellung der Aktivierung von
Metalloproteinasen durch Proteolyse. Nach der Spaltung des Cysteinrestes, ist das Zink-lon
in der Lage die enzymatische, katalytische Reaktion in Gang zu setzen. Der Inhibitor der

Metalloproteinasen (TIMP) kann an das aktive Enzym binden und seine Aktivitdt hemmen.




Diese werden generell als inaktive Proenzyme sezerniert, die erst einer
proteolytischen Spaltung unterzogen werden mussen, um aktiviert zu werden
(Abb. 3).

Die proteolytische Aktivitat der Metalloproteinasen hangt von der
Verflgbarkeit des Zink-Kations ab, das in der inaktiven Form an einem
Cysteinrest gebunden ist. Zwei Metalloproteinasen, die hauptsachlich die
Knorpeldestruktion bei der RA vermitteln, sind MMP-1 (Kollagenase-1,
interstitielle Kollagenase) und MMP-3 (Stromelysin, Transin,
Proteoglykanase). Die Kollagenase 1 (MMP-1) kann die trippel-helikalen
Kollagene des Typs |, Il, lll, VII, VIII und X degradieren, Stromelysin (MMP-3)
spaltet Proteoglykane, Laminin und Fibronektin sowie Kollagen Typ I, IlI, IV,
V, IX. Stromelysin ist zusatzlich befahigt, latente pro-MMP’s (pro-MMP-1, -7,
-8, -9, -13, Nagase et al., 1997) zu aktivieren und gibt damit ein positives
Feedback-Signal fir die Knorpeldestruktion. Die Kombination beider
Kollagenasen ist besonders effektiv, da sie die wichtigsten Strukturproteine
innerhalb der Gelenke zerstoren kdnnen. Zahlreiche Studien haben gezeigt,
dall sowohl im Serum als auch in der Synovialflissigkeit von RA-Patienten
signifikant mehr MMP-1 und -3 nachgewiesen werden konnte im Vergleich
zu den OA-Patienten (Yoshihara et al., 2000, Cunnane et al., 2001).

Die Produktion der Metalloproteinasen wird durch Inhibitoren kontrolliert. Ihre
Wirkung ist sowohl auf einen direkten Effekt durch die Bindung des aktiven
Proteins als auch auf einen indirekten Effekt, indem sie die proteolytische
Spaltung des membranstandigen TNFo hemmen, zurick-zufihren. Zu der
Familie der Metalloproteinase Inhibitoren gehoren 4 Mitglieder: TIMP-1, -2, -3
und —4. TIMP-1 inhibiert die Expression von MMP-1 und MMP-3. TIMP-3 ist
hauptsachlich in der extrazellularen Matrix, TIMP-4 in den Gefallen
lokalisiert. Im Gegensatz zu den Metalloproteinasen scheint die Produktion
der Metalloproteinase-Inhibitoren im  RA-Synovium ein  ahnliches
Expressionsmuster wie im OA-Synovium zu zeigen. Das Verhaltnis zwischen
den Inhibitoren und den entsprechenden Metalloproteinasen ist demnach
niedriger bei RA als bei nichtinflammatorischen Arthritiden. Das TIMP-1 Gen

wird konstitutiv exprimiert, wahrend Stromelysin und Kollagenase in nur sehr
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geringen Mengen produziert werden. Zytokine wie IL-1 und TNFa erhéhen
dramatisch die Stromelysin und Kollagenase Expression, haben aber keinen
relevanten Einflul auf die TIMP-1 Expression. Im Gegensatz dazu erhoht IL-
6 die TIMP-1 aber nicht die Stromelysin Expression. Demnach ist das
Zytokin-Milieu wichtig fur die Feinregulierung der Metalloproteinasen und

deren Inhibitoren und somit fur die Kontrolle der Matrixdestruktion.

1.5 Transkriptionsfaktoren

Transkriptionsfaktoren sind Proteine, die die Expression von Genen
kontrollieren und somit jede Zellentwicklung und Funktion regulieren. Die
generelle Aktivitat im Nukleus, die raumliche Organisation der Zielgene und
das Vorhandensein spezifischer DNA-Bindungsstellen beeinflussen ihre
Zellfunktion. Manche Transkriptionsfaktoren assoziieren durch exponierte
Leucin-Reste, die als Leucin Zipper bezeichnet werden (Landschulz et al.,
1988), mit anderen Proteinen bevor sie an die DNA binden. Diese
Assoziation zu anderen Proteinen bestimmt die Stabilitat inrer DNA-Bindung
bzw. ihre Affinitdt zu DNA-Bindungsstellen und moduliert ihre
Phosphorylierung.

Zieht man Zellen eine Zeit lang unter Serumentzug und appliziert dann
Serum, wird in den ersten 30 Minuten die Expression von zahlreichen Genen
induziert. Manche sind schon nach 5-10 Min. detektierbar und werden aus
diesem Grund als ,immediate early genes“ bezeichnet. Diese rasche
Induktion erfolgt durch das Fehlen einer de novo Protein-Synthese. Sogar
nach Zugabe von Cycloheximid, ein Gift, das die Ribosomen blockiert, kann
die Transkription der ,,immediate early genes® immer noch induziert werden.
Es gibt induzierbare und konstitutive Trankriptionsfaktoren, die auch ohne
externe Stimuli an regulatorische DNA-Stellen binden. Die Transkriptions-
faktoren werden aulerdem in zwei weitere Familien eingeteilt: in die
generellen Transkriptionsfaktoren und in die Promotor/Enhancer Trans-
kriptionsfaktoren. Die generellen Transkriptionsfaktoren werden konstitutiv

exprimiert, binden mit der RNA-Polymerase Il an die TATA Box, wo die
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Transkription startet. Promotor/Enhancer Transkriptionsfaktoren binden an
spezifische DNA-Stellen, die sich naher oder weiter weg von der TATA-Box
befinden kdnnen.

Transkriptionsfaktoren agieren nicht nur als Aktivatoren, sondern auch als
Repressoren, indem sie DNA-Stellen besetzen ohne die generellen
Transkriptionsfaktoren zu aktivieren oder einfach indem sie andere Faktoren
an der DNA-Bindung verhindern. Ein Wechsel vom transkriptionalen
Aktivator zum Repressor kann auch durch alternatives Splicing oder
posttranslationelle Modifikationnen erfolgen.

Die Transkription wird durch ein Multiprotein Komplex (TFIID), der sich an die
TATA Box anlagert, iniiziert, indem die C-terminale Domane der RNA
Polymerase Il mit diesem Komplex interagiert. Der TFIID Initiations-Komplex
besteht aus dem TATA bindendem Protein und aus wenigstens acht TBP-
assoziierten Proteinen. Durch die Interaktion der konstitutiven und/oder der
induzierbaren Transkriptionsfaktoren mit dem TATA bindendem Protein oder
mit einem der assoziierten Proteinen, wird der Initiationskomplex aktiviert.
Transkriptionsfaktoren kdnnen auch die Elongation des primaren Transkripts
durch das Heranziehen von Elongationsfaktoren, die an den Komplex
assoziiert werden, regulieren (Yankulov et al., 1994). All diese Schritte
konnen durch negative Regulatoren antagonisiert werden. Neben den
Transkriptionsfaktoren spielen die Histonproteine eine wichtige Rolle beim
Aufbau der rdumlichen Organisation, die flr die Gentranskription notwendig
ist (Wolffe et al., 1994).

1.5.1 Der Transkriptionsfaktor Egr-1

Das fur das Zinkfingerprotein Krox-24 kodierende Gen wurde erstmals aus
Ratten-Zellen isoliert und als nerve growth factor inducible gene (A) (NGFI-A)
bezeichnet (Milbrandt et al.,, 1987). NGFI-A ist homolog zum murinen tis8
(Lim et al., 1987), zif 268 (Christy et al., 1988) zum humanen Egr-1 (early
growth response gene 1, Sukhatme et al., 1988) und zum zenk Protein, das
im Vogel identifiziert wurde (Nastiuk et al., 1994). Krox-24 besitzt 3
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Zinkfingerdomanen flir die sequenz-spezifische DNA-Bindung. In diesen
Regionen betragt die Homologie zwischen dem Ratten-spezifischen Krox-24
und dem murinen Egr-1 98%. Das humane Egr-1 besteht aus 533
Aminosauren mit einem errechneten Molekulargewicht von 57 KD, das aber
aufgrund der Glycin-reichen Domanen im SDS-Gel auf der Hoéhe von 80 KD
detektierbar wird (Cao et al.,, 1990; Waters et al.,, 1990). Es ist auf dem
Chromosom 5 in einer Region lokalisiert (5923-31), die bei Patienten mit 5g-
myeloischen Erkrankungen haufig deletiert ist (Sukhatme et al., 1988).

Der Krox-24 Promotor enthalt finf (humane, Sakamoto et al., 1991) oder vier
(murine) Serum regulierte Elemente (SRE), ein Krox reguliertes Element
(KRE), ein CRE (cyklisches AMP reguliertes) -ahnliches und ein AP-1
ahnliches Element (Christy et al., 1988; DeFranco et al., 1993). Krox-24 kann
die eigene Transkription durch Bindung mit hoher Affinitat an das KRE im
Promotor autoregulieren. Die SRE stellen starke Regulatoren der Krox-24
Aktivitat dar. Die Besetzung eines SRE ist ausreichend fur die maximale
Expression (McMahon et al., 1995). Die induzierbare Egr-1 Genexpression
wird durch verschiedene Untergruppen der MAP-(mitogen activated protein)

Kinasen, einschlieldlich der extrazellularen signal-regulierten Kinase (ERK)
und der c-Jun amino-terminalen Kinase (JNK) sowie durch p38 vermittelt.
Einmal aktiviert, fluhren diese Kinasen zu Interaktionen zwischen den
ternaren Komplex Faktoren (TCF) und den Serum Response Faktoren
(SRF), die durch die Bindung an den SRE innerhalb des Promotors, die Egr-
1 Transkription aktivieren (Treisman et al., 1995; Lim et al., 1998).

Die NGFI-A bindenden Proteine 1 und 2 (NAB1 und NAB2) unterdricken die
Egr-1 Aktivitat. NAB1 bindet an eine inhibitorische Domane von Egr-1, R1
genannt, die 5’ von der Zinkfingerbindungsdomane lokalisiert ist (Russo et
al., 1995, Swirnoff et al., 1998). Die Deletion der R1 Domane resultiert in
einem starken Anstieg der Egr-1 Aktivitat, wahrend eine Uberexpression von
NAB1 zu einem starken Rickgang der transkriptionalen Aktivitat fuhrt. Das
verwandte Protein NAB2 zeigt eine hohe Homologie zu NAB1 (Svaren et al.,
1996) und funktioniert auch auf &ahnliche Weise. Die zwei Proteine

unterscheiden sich jedoch darin, dass NAB1 konstitutiv in fast allen Zellen
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exprimiert wird, wahrend NAB2 rasch und transient von denselben Stimuli,
die auch Egr-1 aktivieren, induziert wird und aulRerdem starker Gewebe-
selektiv zu sein scheint. Die Expression des NAB2 Genes wird sogar durch
Egr-1 kontrolliert (Ehrengruber et al., 2000), was darauf hinweist, dass Egr-1
seine eigene biologische Aktivitat durch eine negative Feedback-Schleife

reguliert.

Zielgen

Egr-1 Bindungs-
— domaine

sP [ TSR T GCGGGGG | ITATAII-""
" TcAMPRE .
 —

Transkriptions-

start
9 (0} 9 (0} 9 (¢)
OOOo oOOO oOOO oOOO

Zinkfinger DNA-
Bindungsdoméne

| ]
N Starker Negativer Schwacher C
Transkriptionaler Regulator Transkriptionaler
Aktivator NAB1 Aktivator

Bindungsstelle

Egr-1 Protein

Abb. 4 Schematische Darstellung des Egr-1 Proteins mit der Zinkfinger DNA-Bindungs-
doméne zwischen AS 332-416. Die transkriptionale Aktivierungszone befindet sich in der
amino-terminalen Region zwischen AS 1-281. Die Repressordoméne, an die die Proteine
NAB1 und NAB2 binden, ist zwischen AS 281-314 positioniert. Am carboxy-terminalen Ende
befindet sich ein schwacher transkriptionaler Aktivator. Mit Hilfe der Zinkfingerdoméne bindet
das Egr-1 Protein an spezifische DNA-Stellen mit der Sequenz: GCG(G/T)GGGCG und setzt
auf dieser Weise die Transkription von Zielgenen in Gang.
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Andererseits kann das Egr-1 Protein auch an die Egr-1 Bindungsstelle
(EBS) im eigenen Promotor binden und auf dieser Weise die eigene
Transkription unterdrucken (Cao et al., 1993).

Welchem Mechanismus die Repression durch NAB1 und NAB2 unterliegt, ist
noch nicht bekannt, es wird jedoch spekuliert, dass die Interaktion der
Repressor-Proteine mit Egr-1 dazu fuhrt, dass die Bindung zu den
Koaktivatoren CBP (CREB bindendes Protein) und p300 gestort ist. Diese
Interaktionen mit den Koaktivatoren sind relativ schwach im Vergleich zu
denen mit sequenz-spezifischen Transkriptions-faktoren, aus diesem Grund
bleibt ihre Rolle bei der Egr-1 vermittelten Genexpression eher unklar
(Silverman et al., 1998). Egr-1 besitzt eine DNA-Bindungsdomane, die aus
drei Zinkfingern besteht (s. Abb. 4). Diese sind zwischen den Aminosauren
332 und 416 lokalisiert. Mit Hilfe der Zinkfinger bindet Egr-1 spezifisch an
DNA Sequenzen, die einen speziellen Konsensus (GCG(C/G)GGGCG und
GCG(G/T)GGGC, Swirnoff et al, 1995) aufweisen. Eine starke
transkriptionale Aktivierungszone wurde innerhalb der amino-terminalen
Region des Proteins zwischen der Aminosaure 1 und 281 identifiziert
(Gashler et al.,, 1995) wahrend das Aminosauresegment 281-314 eher
repressive Effekte zeigt, da es die Bindungsstelle fur die Repressoren NAB1
und NAB2 beinhaltet (Molnar et al., 1994, Svaren et al., 1996). Hinter der
Repressordomane wurde die fur den Kerntransport notwendige Doméane
identifiziert (AS 315-330), am carboxy-terminalem Ende befindet sich ein

schwacher transkriptionaler Aktivator (Gashler et al., 1993).

1.5.2 Egr-1 regulierte Gene

Die Expression von Wachstumsfaktoren wie der PDGF-A Kette (plateled
derived growth factor A) (Khachigian et al., 1995; Silverman et al., 1997)
sowie der PDGF-B Kette (Khachigian et al., 1996), des b-FGF (basic
fibroblast growth factor) (Biesiada et al., 1996) und des TGF- (tissue growth
factor, Kim et al., 1989) werden von Egr-1 induziert. Weiterhin konnen Gene
wie TNFa (Yao et al., 1997), IL-2 (Skerka et al., 1995), ICAM-1 (intracellular

15



adhesion molecule 1, Maltzman et al., 1996a) M-CSF (macrophage colony-
stimulating factor, Harrington et al., 1991) und Superoxiddismutase (SOD1)
von Egr-1 reguliert werden. All diese Gene enthalten eine oder mehrere Egr-
1 Konsensus Bindungsstellen innerhalb ihrer Promotoren. Da einige dieser
Genprodukte auch ihrerseits die Expression von Egr-1 stimulieren, sind

autokrine und parakrine Schleifen maglich.

1.5.3 Die Egr-1 Rolle bei der Reifung von B- und T-Zellen

Egr-1 spielt eine wichtige Rolle bei der Reifung und Differenzierung der
fruhen B-Zellen (Dinkel et al., 1997). Die Antigenerkennung durch den B-Zell-
Antigen-Rezeptor (BCR) fuhrt zur Aktivierung von immediate-early Genen,
unter anderem von Egr-1 (Seyfert et al., 1990; Mittelstadt et al., 1993). Dinkel
et al. konnten zeigen, dass nach stabiler Transfektion verschiedener B-
Zellinien mit Egr-1 die Expression von CD44, ein Protein das im Prozess der
Lymphozytenmigration involviert ist, hochreguliert wird. Dagegen ist sowohl
die CD23 (niedrige Affinitat IgE Rezeptor) als auch die Fas (auch bekannt als
CD95 oder Apo-1) Expression in den gleichen Zellen reprimiert worden.
Durch die Inhibition der Fas Expression durch Egr-1 - nicht aber durch
andere Familienmitglieder wie Egr-2 und Egr-3 - die die Fas Expression
induzieren (Mittelstadt et al., 1998, Mittelstadt et al., 1999), kénnten B-Zellen
vor der Fas/Fas-Ligand vermittelten Apoptose geschutzt sein. Dinkel et al.,
(1998) berichten auRerdem, dass Egr-1 zwei Schritte in der B-Zell Reifung
unterstitzt, einerseits die Progression zur pra-B-Zelle und andererseits die
Progression zum reifen B-Zell Stadium (Dinkel et al., 1998).

Auch an der Aktivierung der T-Zell Funktion ist Egr-1 beteiligt, da es nach
Bindung des T-Zell-Rezeptors (TCR) rasch exprimiert wird (Perez-Castillo et
al., 1993). Untersuchungen an transgenen Mausen, die Egr-1 in unreifen
Thymozyten Uberexprimierten, zeigten, dass Egr-1 an der frGthen Thymo-
zytenreifung beteiligt ist (Myazaki, 1997). Dabei umgehen die doppelt
negativen Thymozyten (CD47/CD8) unter dem Einflud von Egr-1 das
CD25'CD44" Reifestadium und reifen zu CD8 einzel-positiven (ISP) Zellen,
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was zu einer Beschleunigung der Thymozytenreifung fuhrt. Weil Nguyen et
al. (1993) und Krishnaraju et al., (1995) dem Transkriptionsfaktor Egr-1
aullerdem eine wichtige Rolle bei der Makrophagen Differenzierung aus den
hamato-poetischen Zellen zuschreiben, scheint Egr-1 bei der Differenzierung

von 3 wichtigen hamatopoetischen Zellinien beteiligt zu sein.

1.5.4 Egr-1 Knock-out Mause

Egr-1 defiziente Mause sind phenotypisch normal, der einzige Defekt, der bei
den weiblichen Knock-out Mausen beobachtet wurde, war die Infertilitat
dieser Tiere (Lee et al., 1996a). Dies hing mit der gestorten Synthese des
luteinisierenden Hormons B (LH-B) zusammen, fur dessen Regulierung der
Transkriptionsfaktor Egr-1 offensichtlich unabdingbar ist. Aus den Studien mit
den Egr-1 Knock-out Mausen ging hervor, dass die Gene flr das
luteinisierende Hormon 3, den Gewebe Faktor (TF) und fur Apoprotein A-l,
die einzigen Gene sind, deren Expression ohne Egr-1 nicht nachweisbar sind
(Lee et al., 1995). Lee et al. (1996b) konnten auch zeigen, dass in den Egr-1
Knock-out Mausen die Reifung von Monozyten bzw. Makrophagen
unbeeintrachtigt ist und die Makrophagen funktionell aktiv sind. Dieses
Ergebnis war unerwartet, da Nguyen et al (1993) aus Differentierungs-
experimenten nach Elektroporation mit Egr-1 anti-sense Oligonukleotiden

folgerte, dass Egr-1 fur die Differenzierung der Makrophagen essentiell sei.

1.5.5 Transkriptionsfaktoren und ihre Rolle bei der RA

Die physiologische Regulation der DNA Transkription ist essentiell fir die
Homoostase. Nukleare Transkriptionsfaktoren wie das Aktivator-Protein 1
(AP-1) und der nukleare Faktor kB (NFxB) regulieren die Intensitat der
Gentranskription und werden selber von zahlreichen intrazellularen
Signalmechanismen moduliert. NFxB ist ein Heterodimer bestehend aus
NFxB1 und RelA. Das inaktive NFkB befindet sich komplexiert mit seinem

inhibitorischen Protein 1kB im Zytoplasma. Nach der Spaltung des Inhibitors
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IxB, transloziert NFxB in den Kern und bindet dort an die NFkB Motive der
Zielgene. Die Anzahl der bekannten Gene, die durch NF«B reguliert werden,
wachst standig. Diese Gene schlielRen Zytokine, Chemokine, Wachstums-
faktoren, zellulare Liganden und Adahsionsmolekile ein. Viele dieser Gene
spielen bei der Pathogenese der RA eine entscheidende Rolle.

Werden synoviale Fibroblasten mit TNFo induziert, fuhrt dies zu einer
gesteigerten Proliferation mit einer Abnahme der Kontaktinhibition der Zellen
und gleichzeitig zu einer Induktion des Transkriptionsfaktors Egr-1
(Grimbacher et al., 1998). Ahnlich stimuliert TNFo. die NFxB-Aktivitat, indem
es den NFkB-Suppressor kB degradiert und den Stress-Kinase Mechanis-
mus in Gang setzt (Fujisawa et al., 1996). Weiterhin kénnen proinflam-
matorische Zytokine wie TNFa, IL-13 und IL-6 die DNA-Bindungsaktivitat des
Hitze-Schock Transkriptionsfaktors 1 erh6hen und die Expression des Hitze-
Schock Proteins 70 in synovialen Fibroblasten aktivieren (Schett et al.,
1998). Eine erhdhte DNA-Bindungsaktivitat des AP-1 Proteins wurde im
Synovialgewebe von RA-Patienten im Vergleich zu OA-Patienten gefunden
(Asahara et al., 1997). Wakisaka et al. konnte die Anwesenheit einiger
Transkriptionsfaktoren einschlieRBlich NFkB, AP-1, CREB und OCT-1 im
Synovialgewebe von RA-Patienten nachweisen (1998). Weiterhin demon-
strierten die Authoren, dass IL-1 die Translokation dieser Transkriptions-

faktoren in den Nukleus auslost.
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1.6 Zielsetzung der Arbeit

Die Regulation der Genexpression durch Transkriptionsfaktoren ist grund-
legend fur den Phanotyp der Zellen. Induzierbare Transkriptionsfaktoren sind
verantwortlich fir die Expression vieler Gene, die in inflammatorischen
Prozessen involviert sind u.a. Zytokine, matrix-degradierende Enzyme und
Adhasionsmolekule. Moglicherweise spielen sie eine entscheidende Rolle bei
der Pathogenese der rheumatoiden Arthritis.

Vorarbeiten von Aicher et al. (1994) und Grimbacher et al. (1998) zeigten,
daf} die Egr-1 Expression in Synoviozyten von RA Patienten erhoht ist. Diese
Aktivierung war nicht mit einer gesteigerten Proliferation der RA-Fibroblasten
assoziiert, im Gegenteil, die RA-Fibroblasten proliferierten viel langsamer als
autologe Hautfibroblasten. Egr-1 Promotoruntersuchungen in Synoviozyten
von RA Patienten zeigten, dass die Bindung der Serum regulierten Elemente
zu einer starken Aktivierung der Egr-1 Expression fuhrt, wahrend die cAMP
regulierte Elemente sowie die NFxB (Nuklear Faktor kappa B) Bindungs-
stellen innerhalb des Promotors inhibitorische Elemente darstellen (Aicher et
al., 1999).

Uber die Egr-1 abhangige Genregulation bzw. Uber seine Rolle bei der
Pathogenese der rheumatoiden Arthritis ist zur Zeit sehr wenig bekannt.
Nachdem nun gezeigt worden war, dass dieser Transkriptionsfaktor in
Synoviozyten von RA-Patienten Uberexprimiert wird und dessen Promotor
naher untersucht worden war, soll mit den Experimenten aus der
vorliegenden Arbeit ein Beitrag zur Aufklarung der Egr-1 gesteuerten
zellularen Funktionen bei der rheumatoiden Arthritis erforscht werden. Zu
diesem Zweck werden immortalisierte synoviale Fibroblasten von einem RA-
Patient mit dem Maus-Egr-1 Gen stabil transfiziert. Mit Hilfe einer differentia-
len Genexpressionsanalyse (RAP-PCR) sollen Gene ausfindig gemacht
werden, die in den entsprechenden Klonen differentiell exprimiert werden.
Die Expression der entsprechenden Genen soll auf Transkript- und

Proteinebene naher untersucht werden. Dazu werden Anderungen auf
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Transkriptebene quantitativ mit Hilfe der Echtzeit-PCR erfasst. Unterschiede
auf Proteinebene lassen sich mit Western BIot/ELISA nachweisen. Um
mogliche Artefakte im immortalisierten System auszuschlielen, soll das
Maus-Egr-1 auch in anderen Zellinien transient zur Uberexpression gebracht
werden, um auch in diesen Expressionssystemen mdgliche Egr-1 regulierte
Gene untersuchen zu koénnen. Fur diese Experimente wird die
Fibrosarkomzellinie HT1080 sowie das Ecdyson-induzierbare System
eingesetzt. Um einen besonders hohen Reinheitsgrad der transient
transfizierten Zellen zu erzielen, werden die transfizierten Zellen aus der
gemischten Zellpopulation herausselektiert, damit die Effekte der
Transfektion nicht durch die der zahlenmaRig uberlegenen nicht transfizierten
Zellen Uberdeckt werden. Die transient transfizierten Zellen werden dann
ebenfalls auf Transkript- und Proteinebene naher charakterisiert. Zusatzliche
Promotoruntersuchungen sollen dazu Dbeitragen, den Regulations-
mechanismus, Uber den Egr-1 diese Gene moduliert, aufzuklaren.

Die Aufklarung der detaillierten Signaltransduktionswegen, die spezifisch
sind fur das Krankheitsbild der RA, kdnnte in der Zukunft dazu fuhren, dass

neue Therapieformen fir die RA entwickelt werden.
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2. Material und Methoden

2.1 Zellkultur

Die verwendeten Zellen wurden in 10%-igem DMEM (Gibco BRL Life
Technologies) bei 37°C und 5% CO; kultiviert. Das fotale Kalberserum
(BioWhittaker) wurde fur eine halbe Stunde bei 56°C hitzeinaktiviert, fur eine
weitere halbe Stunde mit Aktiv-Kohle geschuttelt, anschlieiend steril filtriert
und Aliquots von 50 ml bis zum Gebrauch bei —20°C eingefroren. Als
Medienzusatze wurden Vitamine, Fungizone und Penicillin-Streptomycin in
einer Endkonzentration von 200 U/ml bzw. 200 pg/ml (Gibco BRL Life
Technologies) verwendet. Die Zellen wurden zweimal pro Woche umgesetzt,
indem sie nach dem Waschen mit PBS mit Hilfe von 0,25% Trypsin (Gibco
BRL Life Technologies) vom Boden der Kulturflasche abgeldst wurden. Nach
dem Abzentrifugieren der Zellen bei 1500 U/min, wurde das Zellpellet 1:5 bis
1:6 verdinnt und in eine frische Kulturflasche Gberfuhrt. Fir die Selektion von
Zellen wurden Geneticin (G-418 Sulphate (Gibco BRL Life Technologies) und
Zeocin (Invitrogen) verwendet. Fur langere Aufbewahrungszeiten wurden die
Zellen im speziellen Einfriermedium bestehend aus DMEM ohne Zusatze/
20% FCS/ 10% DMSO in Flussig-Stickstoff eingefroren.

2.1.1 Zelllinien

Folgende Zellen bzw. Zelllinien wurden verwendet: native synoviale Fibro-
blasten, immortalisierte synoviale Fibroblasten, stabil mit Egr-1 bzw. mit dem
leeren  Vektor transfizierte immortalisierte  Fibroblasten, humane
Fibrosarkom-Zellen (HT1080, ECACC, Salisbury, UK), humane embryonale

Nierenzellen (EcR 293, Invitrogen).

2.2 Herstellung des LB-Mediums/der Agar-Platten

10 g Trypton/Pepton 140, 5 g Hefeextrakt (Gibco BRL Life Technologies) und
10 g NaCl wurden in Aqua dest. geldst, mit 1N NaOH auf pH 7,4 eingestellt,
auf 1 | aufgeflillt und autoklaviert. Selektionsmedium wurde durch die Zugabe

von Ampicillin (50 pg/ml) kurz vor dem Gebrauch hergestellt. Fiur die
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Zubereitung der Agar-Platten wurden 15 g Agar/1L hinzugefigt, in der
Mikrowelle erhitzt bis sich der Agar gelést hatte und anschlieRend
autoklaviert. Nach dem Abkuhlen auf etwa 60°C wurde Ampicillin (100 pg/ml)
hinzugefugt und in sterile Petri-Schalen gegossen. Die gebrauchsfertigen

Agar-Platten wurden fur 2 bis hdochstens 3 Wochen bei 4°C aufbewahrt.

2.2.1 Transformation von kompetenten Bakterien

100 ul Aliquots von XL1 Blue MRF’ ultrakompetenten (Stratagene) sowie
DH50. kompetenten E.coli Bakterien (Library efficiency® DH5R, Invitrogen)
wurden auf Eis aufgetaut. Zu den XL1 Blue MRF’ ultrakompetenten Zellen
wurde 1 yl Mercaptoethanol und 2 ul Plasmid hinzugefigt und 30 min. auf
Eis inkubiert. Im Falle der DH5a Bakterien war nach Firmenangaben die
Zugabe von Mercaptoethanol nicht erforderlich. Es folgte der Hitzeschock flr
90 sec. (45 sec. fur DH5a) im Wasserbad bei 42°C und eine weitere
Inkubation auf Eis fur 2 min. Nach der Zugabe von 800 pl LB-Medium ohne
Ampicillin liel3 man die Bakterien entweder im Bakterienschuittler oder im
Thermoblock bei 37°C fur 1 h schitteln. Die Bakteriensuspensionen wurden
in der geklhlten Zentrifuge bei 6000 g fur 5 Min. abzentrifugiert, das Pellet in
50-100 pl LB-Medium+Ampicillin. (50 pg/ml) aufgenommen und ein kleines
Aliquot von 10-20 pl anschlieBend auf die Agar-Platte ausplattiert. Die
Platten wurden fur 16-18 h bei 37°C inkubiert.

2.2.2 Mini- und Maxi-Praparationen

Von den ausplattierten Agar-Platten wurden einzelne Kolonien gepickt, in 15
ml Polypropylen Rohrchen in 2,5 ml LB-Medium mit Ampicillin (50 pg/ml)
aufgenommen und fir 16-18 h bei 37°C im Bakterienschittler (225 U/Min.)
inkubiert. Nach einer anschlieffenden Inkubation auf Eis fir 20 min., wurden
nach Einfrieren von kleinen Aliquots (1:1 mit Glycerin, —70°C), die Bakterien-
suspensionen fur 15 Min. bei 6000 g in der gekuhlten Beckman Zentrifuge
abzentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, das Bakterienpellet in
Lysepuffer aufgenommen. In den folgenden Schritten wurde die Plasmid-

DNA nach Kitanleitung (Qiaprep® Spin Miniprep Kit, Qiagen) extrahiert. Nach
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entsprechenden Testverdaus der Plasmid-DNAs mit den dazu bendtigten
Restriktionsenzymen, wurde der geeignete Klon ausgesucht. 100 ml LB-
Medium+Ampicillin (50 pg/ml) wurde mit 20-50 pl dieser Bakteriensuspension
fur die Maxi-Praparationen angeimpft. Nach einer Inkubation von 16-18 h bei
37°C im Bakterienschattler (225 U/Min.), wurden die Bakterien fir 20 min. auf
Eis geklhlt. Aufgrund dessen, dass die aus den Maxi-Praparationen
extrahierte DNA meistens anschlieBend fur Zell-Transfektionen verwendet
wurde, wurde fiir diesen Zweck der Endotoxin-freie EndoFree® Plasmid Maxi
Kit (Qiagen) verwendet. Die extrahierte Plasmid-DNA wurde durch weitere
Testverdaus Uberprift, anschlieRend sequenziert und kurz vor dem Einsatz

fur die Transfektionen fur 15 min. bei 65°C erhitzt.
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2.2.3 Verwendete Vektoren

pcDNA3.1 (+/-)
5428/5427 bp

Invitrogen

enhancer region (3 end)

689 CATTGACGTC AATGGGAGTT TGTTTTGGCA CCARRATCAA CGGGACTTTC CARAATGTCG
CAAT TATA
1 1

74% TAACAACTCC GCCCCATTGA CGCARATGGG CGGTAGGCGT GTACGGTGGG AGGTCTATAT

3" end of hCMV . iitional
1 | puta s onal start

809 AAGCAGAGCT CTCTGGCTAA CTAGAGRACC CTGCTTAC TGGCTTATCG AAATTAATAC

Multiple
. T7 promoter/primer binding site Nire 1 Pmel AR Hind T AspTIRT Kpnl
Klonierungs- 660 CACTCACTAT AGGd | O . i

GACTCACTAT AGGGAGACCC AAGCTGGCTA GCGTTTAAAC TTAAGCTTGG TACCGAGCTC

Ste”e BamH 1

| S.s.r)f I* E('i)R I EcoR 'V B.s.rl)( I* ,'\«'olrl Xho 1
pCDNA31(+) 929 GGATCCACTA GTCCAGTGTG GTGGAATTCT GCAGATATCC AGCACAGTGG CGGLCCGCTCG
Xbal Apal  Pmel peDNAS I/BGH reverse priming site
[ 1

989 AGTCTAGAGG GCCCGTTTAA ACCCGCTGAT CAGCCTCGAC TGTGCCTTCT AGTTGCCAGC

1049 CATCTGTTGT TTGCCCCTCC CCCGTGCCTT CCTTGACCCT GGAAGGTGCC ACTCCCACTG
BGH poly (A) site

1109 TCCTTTCCTA ATAAAATGAG GAAATTGCAT

enhancer region (3" end)

689 CATTGACGTC AATGGGAGTT TGTTTTGGCA CCAAAATCAA CGGGACTTTC CAAAATGTCG

CAAT TATA

1

749 TAACAACTCC GCCCCATTGA CGCAAATGGGE CGGTAGGCGT GTACGGTGGG AGGTCTATAT
3 end of RCMV

tinal start

MUltIp|e 8089 AAGCAGAGCT CTCTGGCTAR CACTGCTTAC TGGCTTATCG AAATTAATAC
Kl onierun g S- T7 promoter/primer binding site Nhel FPmel Aper 1Xbar I Xho 1 Norl
1 | | I~ | |

Ste"e 869 GACTCACTAT AGGGAGACCC AAGCTGGCTA GCGTTTARAC GGGCCCTCTA GACTCGAGCG

pcDNA3.1(-) BOXI EeoR V EcoR 1 RerX 1% Bamil 1

|
929 GCCGCCACTG TGCTGGATAT CTGCAGAATT CCACCACACT GGACTAGTGG ATCCGAGCTC

AspTIR T Kpn1 Hind 11 Af 11 Prie 1 rT:DNe\j.Ia'B(il[lc\-crjc pl'imin‘gsi}c
989 GGTACCAAGC TTAAGTTTAA ACCGCTGATC AGCCTCGACT GTGCCTTCTA GTTGC
1049 ATCTGTTGTT TGCCCCTCCC CCGTGCCTTC CTTGACCCTG GRAGGTGCCA CTCCCACTGT
BGH poly (A) site
1

1108 CCTTTCCTAA TAAAATGAGGE ARATTGCATC
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transcriptional pause site
(for background reduction)

pGL3-Basic
Veclor

Vector :
(3320bp) 'v.:‘r‘\ :4” (4818bp) H%d [l
1428 BamH | 61
58
V40 late 85
poly(A) ;’;
247 Xba | Riue ? qum[?é? Egl(gpi%g?)l
. H Hpal
— 8 Xbal
Promega
JScal 4299
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Nae | 2692 * 1 start
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1 on Sphl | 26
Sca | 1872 Xba | N
e o |3 A
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25




2.3 Prinzip der Transfektion mittels kationischer liposomaler Reagen-
Zien
Liposomale Transfektionsreagenzien bestehen aus positiv geladenen Lipiden

mit einem wassrigen Zentrum und mit einem Durchmesser von 100-400 nm.

+ +
Kationische VS A g VS A J
Lipide Ol>+ +<IOI>+<IOI>+

Lipid-DNA
MOW%@\ —>WOOOOO<\ Komplexe

Negativ geladene

DNA V 4 Ay’ 4
+ <lp Ql>+<]p Ql>+
egnted v v
VAN v v
fanaoy
{ }

Abb. 5 Kationische Lipid-Reagenzien vermittelte Transfektion

Die kationischen Lipide interagieren spontan mit der negativ geladenen DNA
oder RNA, die hinzugegeben wird und bildet mit dieser Komplexe. Die
Komplexe wiederum interagieren mit der negativ geladenen Zellmembran
und férdern das Makromolekul durch die Membran. Von hier aus gelangt die
DNA in den Nukleus, wo sie transkribiert und anschlie®end im Zytoplasma

translatiert wird.

2.4 Immortalisierung synovialer Fibroblasten
Synoviale Fibroblasten wurden aus der Synovialis eines Rheuma-Patienten
gewonnen und mit dem groRen SV40 T-Antigen, das in das pGEM 7 zf

Plasmid subcloniert wurde, transfiziert. Dafiir wurde das von einer EcoR V
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und BamH | Restriktionsstelle flankierten SV40 T-Antigen in das Sma
I/BamH | geschnittene pGEM 7 zf Plasmid hineinligiert. Das groRe SV40 T-
Antigen bindet an die Proteinprodukte zweier wichtiger Tumorsuppressor-
Gene (Rb-Protein und p53) der Wirtszelle und setzen sie auller Gefecht.
Dadurch wird die ,Notbremse* der Zellvermehrung desaktiviert, die Zelle teilt
sich. Diese zwei Tumorsuppressorgene sind an der Entstehung vieler
Krebstypen beteiligt.

Am Tag vor der Transfektion wurden in 6-Loch Platten 2x10° Zellen/Loch
ausgesat. Fur die Transfektion wurde ein liposomales Transfektions-
Reagenz verwendet (DOTAP, Roche). Eine DOTAP/DNA Praparation wurde
hergestellt, indem 5ug der mit Sca | linearisierte DNA (zu einem Endvolumen
von 50ul mit HBS-Puffer verdunnt) mit 30ul DOTAP (zu einem Endvolumen
von 100ul mit HBS-Puffer verdlinnt) gemischt und 15-20 Minuten bei RT
inkubiert wurden. Das serumhaltige Medium (10%) aus den am Tag davor
angesetzten 6-well Platten wurde durch serumreduziertes DMEM (0,5%)
ersetzt und die DOTAP/DNA Praparation vorsichtig hineinpipettiert. Nach
einer 5-6 stindigen Inkubation bei 37°C wurde das Transfektionsmedium
wieder durch serumhaltiges Kulturmedium ersetzt. Nachdem die Zellen 5-
8mal passagiert wurden, waren z.T. Zellhaufen sichtbar, die schneller
proliferierten als andere. Durch weiteres, haufiges Passagieren der Zellen,
wurden die schneller proliferierenden Zellen herausselektioniert, sodald man
nach 10-15 Passagen eine nahezu uniforme Population von SV40-
transformierten Zellen erhielt. Diese zeigten Veranderungen, nicht nur
bezogen auf das Wachstum, sondern auch auf die Morphologie: die Zellen
wurden eher klein und wiesen nicht mehr die langen Zellfortsatze, die typisch

sind flr Fibroblasten, auf.

2.5 Herstellung des rekombinanten murinen Egr-1

Das murine Egr-1 Gen wurde aus einer genomischen Bank als ein Xba |
flankiertes, 6,6 kb langes Fragment isoliert. Die 2,5 kb lange von Nru | und
Auvr Il flankierte, fur Egr-1 kodierende Region wurde zur Mutagenese in pAlter

(Promega) subkloniert (Dinkel A., Promotionsarbeit Universitat Freiburg,
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1997). Dadurch wurden 2 ATTTA RNA Instabilitatssignale des Egr-1 Gens
entfernt. 5° von Exon | wurde eine Hind Il Schnittstelle und 3’ von Exon Il
eine EcoR | Schnittstelle eingefugt. Zusatzlich wurde ein ATTTA Motiv im

Exon Il konservativ an Position 2922 mutiert.

Transkriptions

start RNA RNA
Instabilitatsmotiv Instabilitatsmotiv
in vitro generierte in vitro generierte
Hind IlI Stelle EcoR | Stelle
== Promotor : ¢ Exon 1 Exon 2 ¢ :
Nru | Avr |

Translations
start (ATG)

Abb. 6 Mutagenese des murinen Egr-1 Genes zur Herstellung stabil exprimierender Egr-1
mRNA

FUr die unten beschriebenen Experimente zur stabilen bzw. transienten
Transfektion von Zellen, wurde das resultierende Hind Ill/EcoR | Fragment
jeweils in verschiedene Vektoren kloniert (pCNA3.1 (+/-), pIND (Invitrogen,
pLXIN (Clontech).

2.5.1 Stabile Transfektion immortalisierter Fibroblasten mit dem rekom-
binanten murinen Egr-1

Zur Herstellung stabiler, Egr-1 Uberexprimiernder Klone, wurden in einer
ersten Transfektionsserie die immortalisierten synovialen Fibroblasten mit
einem linearisierten pCR-Egr-1-Neo Vektor transfiziert. Daflr wurden die
immortalisierten Zellen in 6-well Platten in einer Dichte von 2x10° Zellen/well
ausgesat. Die Transfektion wurde wie oben beschrieben mit Hilfe des
liposomalen Transfektions-Reagenz DOTAP durchgefuhrt. Nach der
Transfektion wurde das serumreduzierte durch serumhaltiges Medium

ersetzt und 16 h spater mit der Neomycin-Selektion begonnen. Die Selektion
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erstreckte sich Uber zwei Wochen, die Selektionsdosis betrug 500 pg/mi
Neomycin. Nach dieser Zeit blieben nur vereinzelt Zellen Ubrig, die die
Neomycin-Resistenz stabil in ihr Genom eingebaut hatten. Einzelne Klone
wurden vorsichtig abtrypsiniert und in frische 6-Loch Platten Uberfuhrt. Diese
Klone wurden dann solange im Neomycin-Medium (Erhaltungsdosis =
200ug/ml) weiterkultiviert, bis gentigend Zellen (1x10°) jeweils fiir den
Proteinnachweis und fur die RNA-Extraktion zur Verfigung standen.

Ahnlich wurde bei der zweiten Transfektionsserie vorgegangen mit dem
einzigen Unterschied, dass die immortalisierten synovialen Fibroblasten mit
einem linearisierten pcDNA3.1(+)-Egr-1-Neo bzw. pcDNAS3.1(-)-Egr-1-Neo
Vektor stabil transfiziert worden sind. Hierbei wurde beabsichtigt sense und
anti-sense Klone zu erhalten, aufgrund der unterschiedlichen Orientierung
der multiplen Klonierunsstelle. Nach der Selektion wurden die sense und
anti-sense Klone solange kultiviert, bis 1x10° Zellen jeweils fiir den Western

Blot und fur die RNA-Extraktion zur Verfligung standen.

2.5.2 Transiente Transfektion von humanen Fibrosarkomzellen (HT1080)
Humane Fibrosarkomzellen (ECACC) wurden in 4 6-Loch Platten in einer
Zelldichte von 1x10° Zellen/Loch ausgesidt. Nach einer 16-stiindigen
Inkubation wurden die Zellen mit dem zirkuldaren pMACS KX.II- (Miltenyi
Biotec) und dem im zweifach molarem UberschuR zugegebenen
pcDNA3.1(+)-Egr-1Neo Vektor kotransfiziert. Die zwei Plasmide wurden im
serumfreiem Medium mit dem zur DNA-Gesamtmenge dreifachem Volumen
an liposomalem Reagenz FUGENE (Roche) fur 15-20 min. bei RT inkubiert
und anschlieBend vorsichtig in das Zellkulturmedium hineinpipettiert. Die
Transfektion wurde fur 5 h bei 37°C im 10%-igem Kulturmedium ohne
Antibiotika-Zusatze durchgefuhrt. Das Transfektions-Medium wurde durch
frisches Vollmedium ersetzt und die Zellen fur weitere 46 h kultiviert.

Nach dieser Zeit exprimierten die kotransfizierten Zellen den Maus-
Oberflachenmarker. Durch Zugabe von Antikérpern gegen den Maus
Oberflachenmarker, die zusatzlich kleine Magnetkugelchen trugen, war es

moglich in einem magnetischen Feld die kotransfizierten Zellen von der nicht
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transfizierten Fraktion zu trennen. Die Trennsaule wurde dann aus dem
magnetischen Feld entfernt, die positive Fraktion mit dem PBE-Puffer eluiert.
Die positive, stark angereicherte Egr-1 Uberexprimierende Fraktion, sowie die
Durchflu-Fraktion und die nicht transfizierten Fibrosarkomzellen wurden fur
die RNA-Extraktion verwendet. Nach anschliellender c-DNA Synthese

standen die Proben fir die quantiativen RT-PCR Analysen zur Verfligung.

N
:

Ko-Transfektion

& |

PMACS K.Il  pcDNA3.1(+)-Egr-1

Magnetische
Zellseparation
Markierung der transfizierten Elution der positiven,
Zellen mit magnetischen Anti- , , magnetischen
Maus Antikdrper O Nicht markierte Zellen Fraktion

@ Markierte Zellen

Abb. 7 Transiente Ko-Transfektion mit anschlieBender Zell-Separation am Beispiel der
Fibrosarkom-Zellen. Nach der Ko-Transfektion wurden die transfizierten Zellen mit
Antikérpern gegen den Maus-Oberflichenmarker, die zusétzlich kleine Magnetkiigelchen
tragen, markiert und im magnetischen Feld sepatriert. Die Durchflul8-Fraktion enthélt die nicht
transfizierten Zellen. Nach dem Entfernen der Trennséule aus dem magnetischen Feld kann
die angereicherte, positive Fraktion eluiert werden.
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2.5.3 Transiente Transfektion von humanen embryonalen Nierenzellen
(EcR-293)

Humane embryonale Nierenzellen (EcR-293, Invitrogen) exprimieren stabil
die Untereinheiten des funktionalen Ecdyson-Rezeptors (RXR und VgEcR)
und enthalten die Zeocin-Resistenz. Nachdem das rekombinante Egr-1 in
den pIND Vektor, der den Ecdyson-induzierbaren Promotor beinhaltet,
subkloniert wurde, wurden die EcR-293 Zellen mit diesem Plasmid transient
transfiziert. Um eine anschlieRende Magnet-Separation der transfizierten
Zellen zu erméglichen, wurde zusatzlich mit dem pMACS KX.II Plasmid ko-
transfiziert. Dabei wurde ahnlich wie bei der transienten Transfektion von
Fibrosarkomzellen vorgegangen: das pIND-Egr-1 Plasmid wurde im zweifach
molaren UberschuB zum pMACS KX.II Plasmid zugegeben, mit dem
liposomalen Transfektions-Reagenz FUGENE 15 min. inkubiert und zu den
EcR-293 Zellen zugegeben. Nach einer 5-stundigen Inkubation wurde das
Transfektionsmedium durch frisches, Zeocin-haltiges (400 pg/ml) Medium
ersetzt. 24 Stunden spater wurde Ponasteron A (2,5uM), ein Ecdyson-
Analogon, das die Untereinheiten des Ecdyson-Rezeptors zur Bindung an
das Ecdyson-response Element und dadurch zur Aktivierung des Ecdyson-
induzierbaren Promotors (Pansp) stimuliert, dem Kulturmedium zugeflgt. In
der Abwesenheit des Inducers (Ponasterone A) interagieren die zwei
Untereinheiten des Rezeptors nicht mit dem Ecdyson-response Element und
die Expression des Drosophila Hitze-Schock Promotors (Pansp) ist
vernachlassigbar. Nach weiteren 24 h wurden die transfizierten Zellen mit
Hilfe des Zell-Separations-Systems von der nicht transfizierten Fraktion

separiert, anschlieend erfolgte die RNA-Extraktion und c-DNA Synthese.

31



EcR 293 Zellen

—{ P R

e

/ Pcmv  )>——VgEcR

VP16
Untereinheiten
< des Ecdyson-
Rezeptors
DED Transfektion mit
pIND-Egr-1 DBD
IND l Promoto
P ERFE/GRE Maus-Egr-1
Ecdysone-Response-
Element
Inducer
Ponasteron A
VP16

Ponasteron A

<

N

-/

ERE/GRE

[ DBD]

—>

Promoton\
Papsp >

Abb.8 Ecdyson-Induzierbares Expressions-System.

Die humanen embryonalen Nierenzellen (EcR-293) exprimieren konstitutiv die 2
Untereinheiten des Ecdyson-Rezeptors (RXR, VgEcR). Durch die Zugabe des pIND-
Plasmids, das den Ecdyson-induzierbaren Promotor sowie das Egr-1 Gen enthélt,
und des Inducers (Ponasteron A), binden die 2 Untereinheiten mit ihren DNA-

Bindungsdoménen (DBD) an das Ecdyson-response Element und aktivieren somit

Maus-Egr-1

den Promotor, der die Transkription des Egr-1 Gens in Gang setzt.
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2.6 RNA-Extraktion und c-DNA Synthese

Nach Abtrypsinieren und Waschen der Zellen, wurde die Gesamt-RNA mit
Hilfe des Rneasy” Mini Kits (Qiagen) nach den Instruktionen des Herstellers
extrahiert. Die RNA-Konzentration wurde mit Hilfe des GeneQuant pro
(Pharmacia) photometrisch bestimmt und eine Gesamtmenge von 2ug RNA
fur die c-DNA Synthese eingesetzt. In einem ersten Schritt wurde mit Hilfe
der Oligo dT Primer (2ul) die m-RNA gebunden (bei 70°C fur 2 Min.). Nach
Abkihlen auf Eis und Zugabe von 8ul 5x Reaktionspuffer, 1ul
rekombinantem Inhibitor, 2pyl dNTP-Mix und 2uyl MMLV reverser
Transkriptase in einem Endvolumen von 40ul pro Ansatz, wurde die c-DNA
Synthese bei 42°C fur 60 min. im Thermocycler (Biometra) durchgefuhrt.
Zum Schluf® wurde die c-DNA fur 10 Min. auf 95°C erhitzt und nach Abkuhlen
auf 4°C auf ein Gesamtvolumen von 200yl verdunnt. Jeweils 0,02 ug c-DNA

wurde flr die quantitative RT-PCR eingesetzt.

2.7 RAP-PCR

Drei verschiedene RNA-Konzentrationen (100 ng, 250 ng und 500 ng)
wurden als Vorlage fir jedes Experiment eingesetzt. Die Erststrang (=cDNA)-
Synthese erfolgte mit Hilfe der zufalligen Primer (2 pM): US6 (5'-
GTGGTGACAG-3’), US9 (5-GTGACAGACA-3’) und Nuklear 1+ (5-ACGAA
GAAGAG-3’). Fur die Zweitstrang-Synthese setzte man die Primer-
konzentration hoher an (4 uM), auRerdem radioaktiv markierte Desoxy-
Cytosin-Triphosphate (0*?P-dCTP) fiir 35 Zyklen bei niedrieger Stringenz.
Zufallige Primer flur die Zweitstrang-Synthese waren: OPN21 (5-
GTGACAGACA-3’), Kin A2+ (5-GAGGGTGCCTT-3’), OPN23 (5-CAGGG
GCACC-3’) und Nuklear 1+ (s.0.). Die PCR-Amplifikation wurde mit Kombi-
nationen aus beiden Primergruppen durchgefihrt. Die PCR-Produkte wurden
auf die Sequenziergele (8 M Harnstoff / 6% Polyacrylamid) geladen und die
Elektrophorese wurde fur 2-3 h bei 50 W in 1x Tris-Borsdure EDTA Puffer
durchgefuhrt. Die Gele wurden auf Whatman Paper transferiert, bei 80°C
unter Vakuum getrocknet und dem Rdntgenfilm (BioMax TM, Kodak) bei RT

33



fir 12-72 h exponiert, je nach Intensitat der Radioaktivitat der amplifizierten
Fragmente. Die Gelbanden, die das Ziel-Fragment enthielten, wurden aus
dem Gel herausgeschnitten, in 50 yl TE-Puffer (10 mM Tris-HCI, 1 mM
EDTA, pH 8,0) aufgenommen und zum Eluieren bei 65°C fur 3 h inkubiert.
Die Eluate verwendete man fir die Reamplifikation der Genfragmente unter
den oben beschriecbenen Bedingungen fur nur 20 Zyklen. Um
Kontaminationen mit nicht diferentiell regulierten PCR-Produkten von
gleicher GroRe auszuschliefen, wurden die PCR-Produkte in einer zweiten
Runde in SSCP Gelen aufgereinigt. Nach der Identifizierung des
Gensegments erfolgte nach dem Ausschneiden der Bande aus dem SSCP-
Gel eine zweite Reamplifikation.

Nachdem die richtige GroRe und die Reinheit im 1%-igem Gel Uberpruft
wurde, konnten die reamplifizierten Produkte aus dem SSCP-Gel in PCR®-II
Topo mit Hilfe des TOPO-TA-Cloning® Kits DUALPromoter (Invitrotrogen)
kloniert werden. Nach der sogenannten blau-weiss Selektion der Klone
mittles der o Komplementation des R-Galaktosidase Enzyms, wurden 10
weisse und eine blaue Kolonie gepickt und in 50 yl Wasser aufgenommen.
Aliquots dieser Bakteriensuspensionen wurden durch hohe-Stringenz-PCRs
mit den absteigenden Sequenzier-Primers T7 und M13 (oder M20) auf die
korrekte Lange ihrer Inserts Uberpruft. Die entsprechenden Klone mit den
richtigen Inserts wurden in 5 ml LB-Medium+Ampicillin (50 ug/ml)
aufgenommen, Ubernacht geschiittelt und nach der Plasmid Isolation mit
Hilfe des Perkin Elmer (Norwalk, CT) Hat sequencing Kits sequenziert

(Applied Biosystems 373 automatic sequencer).

2.8 Quantitative Echtzeit (real-time) PCR

Um Veranderungen der aus den Zellkulturen gewonnenen m-RNA exakt
quantifizieren zu konnen, wurde die Echtzeit (real-time) PCR mit Hilfe des
LightCycler Systems (Roche Diagnostics) eingesetzt. Diese PCR basiert auf
die Bindung des Fluoreszenz-Farbstoffes SYBR Green | an doppelstrangige
DNA. Wahrend der abwechselnden PCR-Schritte, kdnnen unterschiedliche

Fluoreszenz-Intensitaten detektiert werden, abhangig von den aktuellen
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Mengen an doppelstrangiger DNA. Die Fluoreszenzmenge wird jeweils am
Ende der Elongationsphase bei 530 nm gemessen und auf dem Monitor
angezeigt, sodal} die zunehmenden Mengen an PCR-Produkt von Zyklus zu
Zyklus verfolgt werden kdnnen.

Fir die einzelnen PCR Reaktionen fugte man in einem Gesamtvolumen von
20 ul 2 ul cDNA (generiert von 0,02 ug RNA), 3 mM MgCl,, 0,5 uM
Primergemisch und 2 yl DNA Master Sybr Green | mix (Roche Molecular
Biochemicals) hinzu. Die Amplifikation der Ziel-DNA erfolgte nach dem
folgendem PCR-Protokoll: nach einem ersten 10-minutigen Denaturierungs-
schritt bei 95°C folgten 35-40 Zyklen mit den Schritten: 95°C fur 15s, 62°C
(bzw. 65, 67, 71°C, je nach Zielgen) fur 5s und 72°C fur 10s, die Temperatur-
Veranderungsrate betrug 20°C/s. Die Analysen der Schmelzkurven von
Primerdimeren bzw. spezifischen PCR Produkten erfolgten bei 95°C Os,
65°C 15s, 95°C Os, die Temperatur-Veranderungsrate betrug 0,1°C/s. Die
amplifizierten PCR Produkte wurden anschlieBend im 1,5%-igem Agarose-
Gel aufgetrennt und auf die richtige Lange Uberpruft. Als externen Standard
wurde ein Haushaltsgen, Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase
(GAPDH), von dem angenommen wird, dass es in relativ konstanten Mengen
exprimiert wird, gewahlt. Die Kopienzahl des untersuchten Gens wurde auf
die Kopienzahl des Haushaltsgens (GAPDH) bezogen, sodal’ die Quantifizie-
rung als das Verhaltnis Zielgen/Haushaltsgen ausgedriickt wurde. Fur die
Erstellung der Standardkurve dienten ebenfalls GAPDH-Standards (Search
LC) mit bekannter Kopienzahl, aus denen man jeweils 3 Verdlinnungsreihen

herstellte (1:10 bis 1:1000). Folgende Primer-Paare wurden verwendet:

Fragment
Primer Name Sequenz
Lange
Maus Egr-1 upper |5 -GGGGAGCCGAGCGAACAACC- 3 290 bp

Maus Egr-1 lower |5 -GAGGCAGAGGAAGACGATGAAGCAG-3’
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Fragment

Primer Name Sequenz
Lange
Human Egr-1 5 —ACAAGAAAGCAGACAAAAGTG- 3 531 bp
upper
Human Egr-1 lower | 5 —-GGGAAGTGGGCAGAAAGGATT- 3
Kollagen Typ | (a1) |5 —~AGCGCTGGTTTCGACTTCAGCTTCC- 3’ 466 bp
upper
Kollagen Typ | (a1) |5 -CATCGGCAGGGTCGGAGCCCT- 3’
lower
Kollagen Typ | (a2) |5 -CTGGTCCTTCTGGTCCTGTTG- 3’ 544 bp
upper
Kollagen Typ | (a2) |5 -GTGCGAGCTGGGTTCTTTCTA-3
lower
TIMP-1 upper 5 —-TGCACCTGTGTCCCACCCCACCCACAG 515 bp
ACG- 3
TIMP-1 lower 5 —-GGCTATCTGGGACCGCAGGGACTGCCA
GGT-3
TIMP-2 upper 5 —-CGCTCGGCCTCCTGCTGCT- 3 399 bp
TIMP-2 lower 5 —AGGCTCTTCTTCTGGGTGGTGCTCA- 3
TIMP-3 upper 5 —CAAGGTGGTGGGGAAGAAGC- 3 426 bp
TIMP-3 lower 5 —-CGGATGCAGGCGTAGTGTTT-3
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Fragment

Primer Name Sequenz
Lange
TIMP-4 upper 5 —ACAGCCAGAAGCAGTATC- & 446 bp
TIMP-4 lower 5 —CCAGAGGTCAGGTGGTAA- 3

PDGFR1 upper 5 —-CTGTCCAGGTGAGAAAGATCGAGATTGT 253 bp

GCGG- 3’

PDGFR1 lower 5 —-GCCGTCTTGTCATGCGTGTGCTTGAATT

TCCG- 3
Kollagen Typ Il 5 —-CTGGCTCCCAACACTGCCAACGTC- 3 414 bp
(a1) upper
Kollagen Typ Il 5 —-TCCTTTGGGTTTGCAACGGATTGT- 3’
(a1) lower

Fiar weitere Gene wurden die fur den Light Cycler optimierten Primer Kits von

Search LC (Heidelberg) verwendet.

2.9 Hestellung der Agarosegele

Sowohl die PCR-Produkte als auch die klonierten Plasmide wurden auf die
richtige Grol3e im Agarosegel Uberpruft. Fir die meistens relativ kurzen PCR-
Produkte (bis zu 1 Kb) eigneten sich 1,5%-ige Gele, fur die langeren
Plasmide bzw. Plasmid-Fragmente die 1%-igen Agarosegele. Dafur wurden
6 g Agarose (SeaKem® LE Agarose, Bio Whittaker Molecular Applications,
Rockland) abgewogen und auf 400 ml 1x TBE-Puffer aufgeflllt. Der Ansatz
wurde in der Mikrowelle solange erhitzt bis sich die Agarose gelost hatte.

Durch die Zugabe von 30 ul (0,001%-ig) einer gebrauchsfertigen
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Ethidiumbromid-Losung konnten die DNA-Banden unter der UV-Lampe
sichtbar gemacht werden. 20x TBE Puffer wurde hergestellt, indem 121 g
Trizma Base (Sigma, Endkonzentration 1 M), 61,7 g Borsaure (Merck,
Endkonzentration 1 M) und 7,14g Titriplex Il (Merck, Endkonzentration 20

mM) auf 1 | A.dest. aufgefullt und autoklaviert wurde.

2.10 Egr-1 Proteinanalysen mittels Western Blotting

Im nachsten Schritt wurden die zahlreichen Klone auf ihre Egr-1 Protein-
Expression mittels Western Blotting getestet.

Beim Western Blotting werden die Proteine unter denaturierenden
Bedingungen elektrophoretisch nach Molekulgrofie aufgetrennt.

Von den jeweiligen Klonen wurden aus 1x10° Zellen Zellysate hergestellt.
Dafur wurden die Zellen mit kaltem PBS gewaschen, abtrypsiniert, dann im
Vollmedium aufgenommen und fiur 7 Minuten bei 4°C und 1200 U/min
abzentrifugiert. Nach einem zweiten Waschschritt mit kaltem PBS, wurde das
Zellpellet in 60 pl Lysis-Puffer aufgenommen und bei —=70°C UN eingefroren.
Die Lysate wurden dann bei 4°C und 15000 U/min abzentrifugiert. Die
Zelltrimmer blieben als Zellpellet zuriick, der Uberstand wurde in ein neues
Rohrchen Uberfihrt und mit 20 pl Probenpuffer versetzt. Die Zellysate
wurden bei 95°C flir 10 min. erhitzt. Jeweils 20 pl Probe wurden
anschlielend in die Geltaschen pipettiert. Nach einer Laufzeit von 90 min.
bei 100 V, wurden die Proteine aus dem Gel auf eine Nitrocellulose-
Membran transferiert (Hybond™ ECL™ Nitrocellulose membrane, Amersham
Pharmacia). Nach einer Laufzeit von 90 min. bei 100 V, wurde die Membran
fur 3x10 min. mit PBS gewaschen, anschlieRend mit PBS/0,1% Tween/5%
Milchpulver 1 h bei RT inkubiert, um die unspezifischen Bindestellen zu
blockieren. Die Inkubation mit den spezifischen Primar-Antikorper (Egr-1 (C-
19), polyklonale Kanninchen |gG-Fraktion, Santa Cruz Biotechnology, 1:2000
verdunnt) erfolgte entweder fir 1 St. bei RT oder UN bei 4°C in PBS/5%
Milchpulver. Nach intensivem Waschen der Membran (3x15 Min. mit
PBS/0,1% Tween und 1x10 Min. mit PBS), erfolgte die Inkubation mit dem
POD-konjugiertem Sekundar-Antikorper (Affini Pure Ziege Anti-Kanninchen
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IgG, Dianova, 1:4000 verdunnt) fur 1 St. bei RT. Nach erneutem Waschen
der Membran, wurden die Proteine mit Hilfe der ECL-Chemilumineszenz
Methode (Amersham Pharmacia) sichtbar gemacht. Dabei wird Luminol
durch die Peroxidase in Anwesenheit von Enhancern oxidiert, was eine Licht-
Emission zur Folge hat. Die Nitrocellulosemembran wurde flr 2 min. mit den
ECL-Lésungen inkubiert, in die Filmkassette gelegt und mit einer
Klarsichtfolie luftblasenfrei bedeckt. Der Rontgenfilm (Kodak, Biomax ML,
13x18 cm) wurde in der Dunkelkammer fur 1 min. exponiert, anschliefend

fixiert und entwickelt.

2.10.1 Kollagen Typ | Proteinanalysen mittels Western Blotting

Um die Proteinexpression von Kollagen Typ | in Uberstdnden von mit Egr-1
stabil transfizierten Zellen zu bestimmen, wurden 5x10° Zellen/Loch einer 6-
Loch Platte ausgesat. 16 h spater wurden die Zellen zweimal mit PBS
gewaschen und 1 ml serumfreies Kulturmedium, das Ascorbinsaure (50
pg/ml) und 3-Aminopropionitril (100 pg/ml) enthielt, dazugegeben. Durch die
Zugabe dieses Lathyrogens kann die Bildung von Quervernetzungen der
Kollagen-Fibrillen, die mit Hilfe der Peptidyl-Lysin-Oxidase katalysiert wird,
reduziert werden. Um falsch positive Ergebnisse auszuschlieRen, wurde
serumfreies Kulturmedium verwendet, da das fotale Kalberserum per se
hohe Typ | Kollagen Mengen enthalt. Nach 48 h Inkubation wurden 300 pl
Uberstand abgenommen und eine Fallung der Proteine mit 9 Volumen
Ethanol abs. bei -20°C Ubernacht vorgenommen. Nach einem
Zentrifugationsschritt (36670 g, 4°C, 20 min.) wurden die Uberstande
verworfen und das Proteinpellet in 30 uyl Probenpuffer aufgenommen. Die
folgende Proteindetektion wurde wie oben beschrieben durchgefiuhrt. Als
Primarantikdrper verwendete man eine gegen Kollagen Typ | (a2) C(18)
polyklonale Ziegen IgG-Fraktion (Santa Cruz, Biotechnology, 1:2000
verdunnt) und als Sekundarantikorper dementsprechend POD markierte
Kanninchen Anti-Ziege Antikorper (Dianova, 1:4000 verdunnt).
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2.10.2 Proteinanalysen mittels ELISA

Die TIMP-1 Proteinexpression in Uberstanden von stabil transfizierten Zellen
wurde mittels eines kommerziellen ELISAs (Amersham Pharmacia),das
spezifisch fur freies und mit MMP’s komplexiertes TIMP-1 ist, gemessen. Die
Messbereich lag zwischen 3,13 und 50 ng/ml, die Sensitivitat betrug 1,25
ng/ml.

Die Kollagen Typ | Proteinexpression wurde mit Hilfe des kommerziellen
ELISAs gegen das C-terminale Propeptid des Typ | Kollagens (Metra
Biosystems, Heidelberg) mit einem Nachweisbereich zwischen 1 und 80

ng/ml, ermittelt.

2.11 Herstellung von Promotor-Konstrukten

Aus synovialen Fibroblasten der zweiten Subkultur wurde die genomische
DNA mit Hilfe des DNeasyR Tissue Kits (Qiagen) extrahiert.

Die Sequenz des Kollagen Typ | («1) Gens ist in der Gen-Bank unter der
Nummer X98705 veroffentlicht. Das TATA-Signal ist angegeben zwischen
Position 2456 und 2460. Fur das Designen der Primer wurde ein erster
Genabschnitt (2640), der offensichtlich die Sequenz des Promotors enthalt,
gewahlt. Die Primer wurden so generiert, dass der upper-Primer eine Kpn |
Restriktionsstelle und der lower-Primer eine Bgl Il Schnittstelle enthalt mit
folgender Sequenz:

Upper-Primer

5 AAA GGT ACC GCC AAGCGTTTTAAGTCG AA 3

lower-Primer

5 TTT AGA TCT GTC TAG ACC CTAGAC ATG TAGACTCTT &

Die Amplifizierung des Kollagen Typ | (1) Promotorfragments (2598 bp) aus
der genomischen DNA erfolgte mit Hilfe der Platinum® Tagq DNA Polymerase
High Fidelity (Invitrogen), die eine 3’-5’-Exonukleaseaktivitat (Proofreading)
besitzt. In einem Gesamtansatz von 50 ul wurden 5 pl des 10x HiFi PCR
Puffers, 1 pl des 10 millimolaren dNTP-Gemisches (jeweils 0,2 mM
Endkonzentration), 2 pl der 50 millimolaren MgSO4-Losung (2 mM
Endkonzentration), 1 yl Primer-Mix (0,2 mM Endkonzentration), 0,2 pl HiFi
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Taq Polymerase und 2,5 ul DNA hinzupipettiert. Fur die Amplifizierung
wurde im Thermocycler (Biometra) ein PCR-Programm mit 30 Zyklen
bestehend aus jeweils 45 sec. bei 94°C, 60 sec. bei 65°C, 120 sec.bei 72°C
und einer finalen Elongation von 5 min. bei 72°C, gewahlt. Aufgrund dessen
dass das PCR-Produkt unter diesen Bedingungen sehr schwach amplifiziert
wurde, stellte man aus diesem eine 1:100 Verdunnung her und amplifizierte
das PCR-Produkt nochmals, diesmal mit 35 Zyklen. Nach der Uberpriifung
des PCR-Produkts im 1,5%-igem Agarosegel erfolgte die Gelextraktion mit
Hilfe des QiaQuick™ Gel Extraction Kits (Qiagen). Nach der DNA-Ausfallung
mit 2,5 Volumen Ethanol abs. und 1/10 NaAc 3M, pH 6,2 UN bei —70°C,
konnte die DNA in einem kleinen Volumen Wasser aufgenommen und
photometrisch gemessen werden. Anschlie®end erfolgte zuerst der Verdau
mit Kpn | (12 uyl H20, 2 pl low Puffer, 2 pl Kpn I, 0,2 pl BSA (Stock 20 mg/ml),
4 ul DNA) far 2 h bei 37°C. Nach der 10-minutigen Hitzeinaktivierung bei
65°C wurden 2 pl Bgl Il, 2 pl high Puffer und 16 pl H,O hinzugefugt und far
1.30 h bei 37°C inkubiert. Nach einer erneuten Gelextraktion konnte das
Kollagen | Promotor-Fragment fur die Ligation in den pGL3 Vektor, der auf
gleicher Weise geschnitten wurde, verwendet werden.

Fir das TIMP-1 Promotor-Konstrukt erhielten wir freundlicherweise von
Herrn Dr. Hiroshi Sato (Krebs Forschungs-Institut, Kanazawa Universitat,
Japan) ein CAT-Plasmid, das ein 550 bp Promotor-Fragment enthielt.
Nachdem das Fragment mit Sac | und Xba | aus dem Vektor heraus-
geschnitten und aus dem Agarosegel extrahiert wurde, fand die Ligation mit
dem pBluescript SK (+) Vektor, der vorher mit den gleichen Restriktions-
enzymen geschnitten und aus dem Agarosegel extrahiert wurde, statt. Da
das TIMP-1 Promotor-Fragment selber eine Sma | Schnittstelle besal},
konnte nicht mit Sac | und Sma | geschnitten und in den pGL3 basic Vektor
ligiert werden. Der pGL3 basic Vektor besitzt keine Xba | Restriktionsstelle im
Polylinker, sodal} es auch nicht moéglich war mit Sac | und Xba | das
Promotor-Fragment aus dem pBluescript Vektor herauszuschneiden und in
den pGL3 basic Vektor hineinzuligieren. Aus diesem Grund wurde der

pBluescript Vektor zuerst mit Xba | geschnitten, durch die Zugabe des
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Klenow-Fragments (Roche) erhielt der Vektor glatte Enden, anschlieRend
wurde der Vektor mit Sac | geschnitten, die Promotorbande aus dem Gel
extrahiert und in den pGL3 basic Vektor, der vorher mit Sac | und Sma |
geschnitten und aus dem Gel extrahiert wurde, ligiert.

Fir die Herstellung der TIMP-1 Promotor-Mutante wurde ein Stu I/Eco47 Il
flankierter Abschnitt (etwa 60 bp lang), der eine klassische Egr-1
Bindungsstelle enthielt, aus dem Promotor-Fragment entfernt. Fur diesen
Zweck wurde das pGL3 basic/TIMP-1 Promotor Plasmid in zwei getrennten
Ansatzen mit Restriktionsenzymen geschnitten. Im ersten Ansatz wurde der
Vektor mit Xba | und Stu | geschnitten. Daraus resultierten 2 Fragmente: ein
3,5 kb und ein 1,8 kb langes Vektorstluck, das das Stu I/Eco47 Il flankiertes
Fragment enthielt. Im zweiten Ansatz wurde das pGL3 basic/TIMP-1
Promotor Plasmid mit Eco47 Ill und Xba | geschnitten, aus dem 3
Fragmente resultierten. Das 2,7 kb lange Vektorstlick enthielt das Stu
I/Eco47 Il flankierte Fragment, das 1,8 kb lange Vektorstick enthielt die
andere Seite des Vektors bis zur Eco47 Ill Schnittstelle und das dritte 400 bp
lange Fragment war in dem 3,5 kb langem Vektorstick aus dem ersten
Ansatz enthalten. Zum Schlul® konnte das 3,5 kb lange Fragment aus dem
ersten Ansatz mit dem 1,8 kb langen Vektorfragment aus dem zweiten
Ansatz zum vollstandigen pGL3 basic/TIMP-1 Promotor Plasmid, dem die

Stu I/Eco47 Il flankierte Stelle fehlte (AEgr-1), ligiert werden.

2.11 Ligationsansatze

Bei allen Ligationen wurde ahnlich vorgegangen. Daflir wurden 4 Ansatze
jeweils hergestellt, darunter eine reine Vektor- und eine Insert-Kontrolle
(jeweils 100 ng), weiterhin eine Ligation mit gleichen Vektor- und Insert-
Mengen und schliel3lich eine Ligation mit dem Vektor und der zwei- bis
dreifachen Insert-Menge (100 ng Vektor + 200-300 ng Insert, je nach Insert-
lange). Dazu wurden in einem Gesamtvolumen von 10 pl 1 pl Ligations-
Puffer, 1 yl ATP, 0,5 pl Ligase pipettiert. Die Ansatze wurden flr 24 h bei
14°C im Thermocycler (Biometra) inkubiert. Mit jeweils 5 pl aus diesen

Ansatzen wurden kompetente E.coli transformiert, auf Agar-Platten
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ausplattiert und bei 37°C fir 16-18 h inkubiert. Mit einzelnen Kolonien
wurden Mini-Praparationen und nach entsprechenden Testverdaus Maxi-

Praparationen angesetzt.

2.13 Promotor-Reporter Assays

Promotor-Reporter Assays wurden mit Hilfe eines kommerziellen Kits (Dual-
Luciferase Reporter Assay System, Promega) durchgefuhrt. Daftr wurden in
6-Loch Platten 2x10° Zellen/Loch ausgesdt. Um die experimentellen
Variabilitdten, verursacht durch die unterschiedliche Vitalitat bzw.
Transfektions-Effizienz in den einzelnen Zellen zu normalisieren, wurde der
pRLY Vektor, der konstitutiv Renilla Luziferase exprimiert, als interne
Kontrolle mitgefuhrt. Die Zellen wurden mit aquimolaren Mengen der
zirkularen pRLY und pGL3 basic Plasmide mit Hilfe des Transfektions-
Reagenz FUGENE fur 5 h transient ko-transfiziert. 43-46 h spater erfolgte
eine aktive Zellyse durch die Zugabe von 300ul Lysepuffer und das
Abschaben der Zellen mit Hilfe eines Zellschabers. Der Zellrasen aus jeweils
drei Vertiefungen einer 6-Loch Platte wurde pro Ansatz zusammengepoolt.
Far die komplette Zellyse wurden die Zellen zweier Einfrier-/Auftau-Zyklen
ausgesetzt. Die Aktivitaten der Firefly- und Renilla-Luziferasen wurden aus
derselben Probe (20upl) mit Hilfe eines Luminometers (Lumat LB 9507,
Berthold Technologies) gemessen. Die Firefly-Lumineszenz wurde nach
Zugabe von 100pl Luciferase Assay Reagent Il (LARIIl) quantifiziert. Durch
die anschlieliende Zugabe vom Stop&Glo Reagenz, wurde die Firefly-
Reaktion gestoppt und die Renilla-Luziferase Reaktion iniitiert und

quantifiziert.

2.14 Transduktion der murinen embryonalen Fibroblasten Zellinie
(NIH3T3)

FUr die Transduktion von murinen embryonalen Fibroblasten wurde ein
bicistronisches retrovirales Konstrukt (pLXIN, Clontech), das ein IRES
Element zwischen der multiplen Klonierungsstelle und der Neomycin-

Resistenz enthalt, ausgewahlt. Der 5 gelegene virale LTR Promotor
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kontrolliert folglich die Expression des untersuchten Gens, sowie die der
Neomycin-Resistenz.

Fur diesen Zweck wurde in einem Gesamtvolumen von 200 pl das
pcDNAS3.1(+)-Egr-1-Neo Plasmid mit Hind Ill und EcoR | verdaut und die
DNA mit 2,5 Volumen Ethanol abs. und 1/10 NaAc 3M pH 6,2 bei —70°C
Ubernacht ausgeféallt. Nach einem Zentrifugationsschritt fur 30 min. bei
15000 U/min. wurde der Uberstand verworfen und die DNA in 20 pl H.,O
aufgenommen. Da die zwei Restriktionsenzyme 5’-Uberhénge produzieren,
erfolgte anschlieRend mit Hilfe vom Klenow Fragment (1 pl) fir 15 min. bei
37°C das Einfugen der glatten Enden, nachdem 3 ul 10x Polymerase Puffer,
3 pl 10 mM DTT, 3 pl dNTPs (je 0,5 mM) hinzugefugt wurden. Der pLXIN
Vektor wurde mit Hpa | geschnitten, durch das Hinzufugen der alkalischen
Phosphatase fur 30 min. bei 37°C dephosphoryliert und fir 10 min. bei 65°C
hitzeinaktiviert. Nach dem Auftragen beider Vektoren auf das 1%-ige
Agarosegel, wurde die pLXIN-Vektorbande sowie das Hind IllI/EcoR |
Fragment herausgeschnitten und miteinander ligiert. Nach entsprechenden
Testverdaus wurde eine transiente Transfektion der Fibrosarkomzellen
(HT1080) mit dem pLXIN-Egr-1 Vektor bzw. der Vektorkontrolle durchgeftihrt,
um die Funktionalitat des retroviralen Systems zu testen. Die Zellen wurden
mit Hilfe des MACS-Zellsortierungssystem selektiert, aus den entsprechen-
den Fraktionen wurden Zellysate hergestellt.

Die mit dem pLXIN-Egr-1 Vektor transient transfizierten Zellen brachten im
Western Blot ein sehr starkes Egr-1 Signal (80 KD), sodald das retrovirale
System fiir die folgende Transfektion der Verpackungszellinie (RetroPack™
PT67, Clontech, Heidelberg) eingesetzt wurde. Die folgenden Experimente
erfolgten wegen der erforderlichen Sicherheitsstufe 2 im Labor von Dr. T.
Pap in Magdeburg. Der pLXIN-Egr-1 Vektor enthalt nicht die Strukturgene,
die fur die Virus-Partikelformation und die Replikation erforderlich sind,

sondern sie sind im Genom der Verpackungszellinie stabil integriert.
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Abb. 9 Retrovirus-vermittelter Gen-Transfer. Die Transfektion der Verpackungszellinie mit
dem pLXINxEgr-1 Vektor und die anschlieBende Neomycin-Selektion fiihrt zur Entstehung
einer stabil virusproduzierender Zellpopulation. Der Virusiiberstand wird fiir die Infektion der

Zielzellinie (NIH3T3) verwendet. Nach der Neomycin-Selektion erfolgt der Egr-1 Protein-
nachweis per Western Blotting.

45



Das Einfihren des pLXIN-Egr-1 Vektors und des alleinigen pLXIN Vektors
in die Verpackungszellinie fuhrt dementsprechend zur Produktion von hoch-
titrigen, Replikations-inkompetenten infektiosen Viruspartikel.

Im nachsten Schritt wurden die embryonalen Maus-Fibroblasten (NIH3T3)
mit dem Zellkulturiberstand der Verpackungszellinie, der die retroviralen
Partikel enthielt (pLXIN-Egr-1 vs. Kontrolle), infiziert und mit Neomycin
selektioniert. Die Neomycin-Resistenz korreliert dann mit der Expression vom
rekombinanten Egr-1. Nach einer 2-3-wdchigen Neomycinselektion erfolgte
der Egr-1 Proteinnachweis per Western Blotting, um die erfolgreiche

Transduktion zu bestatigen.
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3. Ergebnisse

3.1 Untersuchung des rekombinanten murinen Egr-1 auf Proteinebene

nach der stabilen Transfektion immortalisierter Fibroblasten

In Vorarbeiten wurden immortalisierte synoviale Fibroblasten mit dem pCMV-
Egr-1-Neo Vektor stabil transfiziert. Aus dieser Transfektionsserie ergab sich
ein Egr-1 Uberexprimierender Klon (Klon 10), der sowohl unter serumre-
duzierten als auch unter normalen Kulturbedingungen (0,5 oder 10% FCS)
ein starkes Egr-1 Signal auf der Hohe von 80 kD im Western Blot brachte.
Um die Stabilitat des Klons zu Uberprufen wurde die Proteinexpression
verschiedener Passagen getestet. Als Kontrolle wurde ein Klon ausgesucht,
der mit demselben Vektor transfiziert wurde, der aber in der RT-PCR kein
Maus-Egr-1 zeigte und der aus diesem Grund als Mock-Kontrolle bezeichnet
wurde (Klon 6). Im Western Blot brachte der Kontrollklon ein sehr schwaches
Egr-1 Signal (Abb. 10).

Egr-1__5 S .
80kD -

Abb. 10 Egr-1 Proteinnachweis mittels Western Blotting in Klonen aus einer ersten
Transfektionsserie, die mit dem pCMV-Egr-1-Neo Vektor transfiziert wurden. Die
Proteinexpression wurde unter verschiedenen Kulturbedingungen (0,56 und 10 % FCS)
untersucht.

1=Klon 6 0,5% FCS

2=Klon 6 10% FCS

3=Klon 10 0,5% FCS

4=Klon 10 10% FCS

Flr eine zweite stabile Transfektionsserie von immortalisierten synovialen
Fibroblasten mit dem murinen rekombinanten Egr-1, wurde das Hind Il und

EcoR | flankierte Fragment in den pcDNA3.1(+) bzw. (-) hineinligiert.
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Aufgrund der genau umgekehrt positionierten Hind Il und EcoR |
Restriktionsstellen in der multiplen Klonierungsstelle des pcDNA3.1(-)
Plasmids (s.0.), durfte das eingefligte Egr-1 Fragment nicht gelesen werden,
da es entgegegesetzt zur Transkriptionsrichtung eingefugt wurde. Die Klone,
die aus der Transfektion mit dem pcDNA3.1(+) Plasmid stammten, wurden
dementsprechend als sense Klone und diejenigen, die aus der Transfektion
mit dem pcDNA3.1(-) Plasmid stammten, als anti-sense Klone bezeichnet.
Alle Klone wurden Restriktionsverdaus unterzogen, um den Erfolg der
Ligation zu bestatigen. Mit Hind Ill und EcoR | wurde das Maus-Egr-1
Fragment wieder herausgeschnitten, mit Sca | wurde der Vektor linearisiert.
Der Schnitt mit Pvu | ergab zwei Banden, da das Enzym einmal im Insert und
einmal im Vektor schneidet, allerdings unterschieden sich diese Banden je
nach der Orientierung des Inserts im Vektor. Der Restriktionsverdau der
sense Klone resultierte in eine 3,2 und eine 4,5 Kb grof3e Bande. Die anti-
sense Klone zeigten, wie erwartet eine 5,6 und eine 2,1 Kb grof3e Bande
(Abb. 11).

>« >

S1 S2 aS 1 aS 2

Abb. 11 Restriktionsverdau zweier sense (S1 und S2) und zweier anti-sense Klone (aS 1
und aS 2) mit Hind Ill/EcoR I (1), Sca | (2) und Pvu I (3). Der Schnitt mit Hind lll/EcoR | oder
mit Sca | ergab bei sense und anti-sense Klonen gleiche Banden. Der Restriktionsverdau mit
Pvu | jedoch resultierte je nach Orientierung des Inserts in ein unterschiedliches
Bandenmuster.
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Nach dieser Kontrolle wurde die Plasmid-DNA eines sense Klons
sequenziert. Die Sequenz-Homologie zum Maus-Egr-1 wurde im Bereich
beider Exons bestatigt (Abb. 12). Der unterbrochene Bereich der Diagonale
stellt das 700 Bp lange Intron dar, das im pcDNA3.1(+)xEgr-1 enthalten ist,
aber in der Genbanksequenz (NM_007913) fehlt. AnschlielRend konnte die
Transfektion der immortalisierten Fibroblasten mit dem pcDNAS3.1(+)xEgr-1

Plasmid bzw. dem pcDNAS3.1(-)xEgr-1 Plasmid erfolgen.

Exon 1|<«4—Intron >‘< Exon 2

500 1000 1500 2000

Abb. 12 Sequenzhomologie (Stringenz 7, Fenster 9, DNA Strider®) zwischen der Genbank-
Sequenz der murinen m-RNA NM_007913 und der Plasmid-DNA pcDNA3.1(+)xEgr-1. Der
Sequenzvergleich ergibt eine hohe Homologie im zwei kodierenden Bereichen (Exon 1 und
Exon 2). Der unterbrochene Bereich der Diagonale stellt das etwa 700 Bp lange Intron dar,

das im pcDNAS3.1(+)xEgr-1Vektor enthalten ist, das aber in der Genbanksequenz fehit.
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Einzelne sense und anti-sense Klone wurden nach der Neomycin-Selektion
gepickt und weiterkultiviert. Sobald genugend Zellen zur Verfligung standen,
wurden Zellysate hergestellt und die Klone wurden auf ihre Egr-1
Proteinexpression im Western Blot Uberpruft. Von den zahlreichen sense
Klonen wiesen jedoch nur drei eine starke Egr-1 Expression auf. Zwei von
diesen schienen keine stabile Egr-1 Klone zu sein, denn sie verloren das
Maus-Egr-1 im Laufe folgender Passagen. Ein sense Klon war besonders
stabil (3+/85), die wiederholte Kontrolle Uber mehrere Passagen ergab eine
starke Proteinbande auf der Hohe von 80 Kd (Abb. 13). Als Kontrollklon
wurde sowohl ein anti-sense Klon (3-/76) als auch ein Klon ausgewahlt, der
mit dem leeren pcDNAS3.1(+) Vektor stabil transfiziert wurde (VK 3).

L
Ear-1
B> -

Abb. 13 Egr-1 Proteinnachweis mittels Western Blotting in der Vektor-Kontrolle (VK 3,

Geltasche 1 und 2), die mit dem leeren Vektor transfiziert wurde, in einem anti-sense Klon
(3-/76, Geltasche 3 und 4) und einem stabilen sense Klon (3+/85, Geltasche 5 und 6). Da
die Expression des Transkriptionsfaktors Egr-1 vom fétalen Kélberserum induziert wird,
wurde in den Klonen die Egr-1 Expression auch unter serum-reduzierten
Medienbedingungen (0,56% FCS) untersucht.

1=VK 3 0,5% FCS

2=VK 3 10% FCS

3=3-/76 0,5% FCS

4=3-/76 10% FCS

5=3+/85 0,5% FCS

6=3+/85 10% FCS
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3.2 Untersuchung des rekombinanten murinen Egr-1 auf Transkript-

ebene nach der stabilen Transfektion immortalisierter Fibroblasten

Nachdem die Klone aus beiden Transfektionsserien im Western Blot auf ihre
Egr-1 Proteinexpression getestet wurden, erfolgte die quantitative Analyse
der m-RNA Transkripte mit Hilfe der LightCycler PCR. Der Kontrollklon aus
der ersten Transfektionsserie (Klon 6) brachte kein Signal, wahrend bei dem
Egr-1 Uberexprimierenden Klon (Klon 10) ein Quotient (m-Egr-1/GAPDH) von
144 errechnet werden konnte (Abb. 14).

1. Transfektions- 2. Transfektions-
serie serie

160
140

120

100 -
80 -
60

40 |

Ratio (mEgr-1/GAPDH)

Klon 6 Klon 10 VK 3 3-/76 3+/85

Abb 14 Quantitative Analyse der m-Egr-1 Transkripte in Klonen aus zwei voneinander
unabhdngigen Transfektionsserien mit Hilfe der LightCycler PCR. Dargestellt ist der Quotient
zwischen der m-Egr-1 und der GAPDH Kopienzahl. Der errechnete Quotient wurde
anschlieBend mit dem Faktor 100 multipliziert. Die im Agarosegel aufgetragenen PCR-

Produkte entsprechen den im oberem Diagramm dargestellten Klonen.
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Die Vektorkontrolle aus der zweiten Transfektionsserie (VK 3) zeigte, wie
erwartet, ebenfalls kein spezifisches Signal, wahrend die anti-sense Kontrolle
(3-/76) eine im Agarosegel schwach sichtbare Bande aufwies, der errechnete
Quotient (m-Egr-1/GAPDH) blieb allerdings wegen der sehr niedrigen
Kopienzahl bei nur 0,2.

Die quantitative Analyse der m-Egr-1 Transkripte im sense Klon (3+/85)
ergab einen um 30% niedrigeren Quotienten (101) als der im Klon 10

errechneten, allerdings blieb der Unterschied zur Kontrolle noch sehr hoch.

3.3 Untersuchung der Proliferation von stabil transfizierten Fibroblasten

Eine interessante Beobachtung konnte in Bezug auf die Proliferation der
sense und anti-sense Klone gemacht werden. Wahrend der sense-Klon
(3+/85) sehr schwach proliferierte, mussten anti-sense Klone viel haufiger
passagiert werden. Nach der Durchfuhrung von Proliferations-/Vitalitatstests
bestatigte sich diese Beobachtung. Wie in der Abb.15 zu sehen ist, zeigte
der sense Klon (3+/85) nach 24 h nur einen schwachen Anstieg der
optischen Dichte um 12,5%, wahrend beim anti-sense Klon 3-/76 eine 43%-
ige und dem anti-sense Klon 3-/97 eine 77%-ige Zunahme der optischen
Dichte zu sehen war. Der anti-sense Klon 3-/76 proliferierte demnach dreimal
so schnell und anti-sense Klon 3-/97 etwa sechsmal so schnell als der Egr-1
uberexprimierende Klon 3+/85.

Die gleiche Beobachtung hinsichtlich der Proliferationsrate konnte auch bei
Klonen aus der ersten Transfektionsserie gemacht werden. Der Egr-1
Uberexprimierende Klon 10 proliferierte ebenfalls langsamer als die Mock-

Kontrolle Klon 6 (Daten nicht gezeigt).
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Abb 15 Analyse der Proliferation/Vitalitat des Egr-1 (iberexprimierenden sense Klons (3+/85)
im Vergleich zu den anti-sense Klonen 3-/76 und 3-/97 mittels des kolorimetrischen
Vitalitétstest (EZ4U, Biozol) anhand der mitochondrialen Aktivitét.

3.4 Untersuchung differentiell exprimierter Gene mit Hilfe der RNA
arbitrarily primed PCR (RAP-PCR)

Der Einsatz von zufédlligen Primern bei der RAP-PCR sowie die stark
gesenkte Annealingtemperatur fuhrt dazu, dass die Primer auch an nur
teilweise komplementare Sequenzen hybridisieren kdnnen, sodal} eine hohe
Anzahl an Banden unterschiedlicher Grol3e entsteht. Amplifiziert man die
DNAs unter gleichen Bedingungen, konnen durch den Vergleich des
Bandenmusters Unterschiede zwischen Spezies nachgewiesen werden.

Mit der Absicht diferentiell exprimierte Gene in den Klonen aus der ersten
Transfektionsserie (Klon 6=Mock-Kontrolle, Klon 10=Egr-1 Uberexprimieren-
der Klon) zu finden, die mdglicherweise mit der starken Egr-1 Expression
zusammenhangen, wurden diese der RAP-PCR unterzogen. Nach dem
Auftragen der RAP-PCR Produkte auf das Sequenziergel wurden 16 in den
zwei Klonen diferentiell exprimierte Banden gefunden, die anschlie3end

sequenziert und mit den Daten aus der Genbank verglichen wurden.
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Abb. 16 Ausschnitt aus dem Sequenziergel, auf das die RAP-PCR Produkte aufgetragen
wurden. A. Beispiel eines Gens, das in Klon 6 und 10 unterschiedlich exprimiert wird. B.
Beispiel eines Gens, das in beiden Klonen etwa gleich stark exprimiert wird. Flir die RAP-
PCR wurden steigende RNA-Mengen vorgelegt (1 und 4=100 ng, 2 und 5=250 ng, 3 und
6=500 ng).

Eine von diesen Banden zeigte eine 100%-ige Homologie mit der a1 Kette
des Typ | Kollagens (Abb. 16). Auf dieses Ergebnis basierend, wurde im
nachsten Schritt die m-RNA und die Proteinexpression des Typ | Kollagens
in den aus beiden Transfektionsserien stammenden Klonen eingehend

untersucht.

3.5 Bestitigung der Kollagen | (a1 Kette) Genexpression mittels
quantitativer Echtzeit PCR

Die quantitative Analyse der Kollagen | Transkripte erfolgte mit Hilfe der
LightCycler PCR. Im Egr-1 Uberexprimierenden Klon (Klon 10) aus der ersten
Transfektionsserie wurden mehr als 100-fach hohere Transkriptniveaus der
o1 Kette des Typ | Kollagens gefunden als in der aus derselben Transfek-

tionsserie stammenden Mock-Kontrolle (Abb. 17, oben).
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Abb. 17 Quantitative PCR-Analyse der Kollagen | mRNA Expression mit Hilfe des
LightCyclers in immortalisierten Fibroblasten, die mit dem pCMV-Egr-1-Neo Vektor stabil
transfiziert wurden. Untersucht wurde die Expression der a1 und der a2 Kette. Im mittleren
Teil der Abbildung wird der Unterschied in der Koll | (a1) Expression in Klon 6 versus Klon
10 im Agarosegel deutlich sichtbar. Abgebildet sind die Amplifikate aus drei verschiedenen
Passagen. Der Induktionsindex stellt das x-fache an Induktion in dem Egr-1
tiberexprimierenden Klon (Klon 10) im Vergleich zur Mock-Kontrolle (Klon 6).

M=Marker

1=Klon 6 1.Passage 3=Klon 6 2.Passage 5=Klon 6 3.Passage

2=Klon 10 1.Passage 4=Klon 10 2.Passage 6=Klon 10 3.Passage
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Dieser erhebliche Unterschied in der Expression bestatigte sich erneut nach
der Uberprifung in cDNAs aus verschiedenen Passagen und war im 1,5%-

igem Agarosegel deutlich sichtbar (Abb. 17, Mitte).

3.6 Bestitigung der Kollagen | (a2 Kette) Genexpression mittels
quantitativer Echtzeit PCR

Eine Triple Helix von Kollagen | besteht normalerweise aus zwei a1 Ketten
und einer a2 Kette. Nach der Bestimmung der Transkripte flr die a1 Kette,
war es nun von Interesse auch das Expressionsniveau der o2 Kette zu
untersuchen. Im Klon 10 ergab sich im Vergleich zur Mock-Kontrolle eine
6,7-fache Induktion der a2 Kette von Kollagen | (Abb. 17, unten).

Die quantitative Analyse der Kollagen | Expression auf Transkriptebene in
Klonen aus der zweiten Transfektionsserie ergab die gleiche Tendenz jedoch
blieben die Expressionsniveaus um einige Zehnerpotenzen unter den
Transkriptlevels, die in den Klonen aus der ersten Transfektionsserie
gefunden wurden. Im Egr-1 Uberexprimierenden Klon (3+/85) ergab sich eine
3,2-fache Induktion der a1 Kette im Vergleich zum anti-sense Klon (3-/76)

und 2,5-fach héhere Transkriptionsniveaus der a2 Kette (Abb. 18).
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Abb. 18 Quantitative PCR-Analyse der Kollagen | mRNA Expression mit Hilfe des
LightCyclers in immortalisierten Fibroblasten aus der zweiten Transfektionsserie. Der sense
Klon (3+/85) wurde mit dem pcDNA3.1(+) Vektor, der anti-sense Klon (3-/76) mit dem
PcDNA3.1(-) Vektor stabil transfiziert. Untersucht wurde die Expression der a1 und der a2
Kette. Der Induktionsindex stellt das x-fache an Induktion in dem sense Klon im Vergleich

zur anti-sense Kontrolle.

3.7 Untersuchung der Kollagen | Expression auf Proteinebene

Nach der Bestimmung der Kollagen | Expression auf Transkriptebene
erfolgte der Proteinnachweis in Uberstanden von Klonen aus beiden
Transfektionsserien nach Zugabe von [3-Aminopropionitril, ein Lathyrogen,
das die Peptidyl Lysin Oxidase, die fur die Bildung von Quervernetzungen
der Kollagenfibrillen verantwortlich ist, inhibiert. Mittels ELISA konnte eine 5-

fache Induktion des C-terminalen Propeptids des Typ | Kollagens in
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Uberstanden von klon 10 im Vergleich zur Mock-Kontrolle (Klon 6) bestimmt
werden (Abb 19, oben).

Ausschiittung des C-terminalen
Propeptids des Typ | Kollagens
5| |BKon6
x B Klon 10
[})
'g 4
‘w
c
o3
x
=
T 2
£
1
0
1 2 3 4 M 5 6 7 8
[ . Koll I (a.2)
- . = T e
] b - o=
. Ve s
ZweiteTransfektionsserie Erste
Transfek-
tionsserie

Abb. 19 Kollagen Typ | Protein-Expression in Klonen aus beiden Transfektionsserien. Das
obere Diagramm zeigt eine 5-fach h6here Proteinausschiittung des C-terminalen Propeptids
des Typ | Kollagens (a1 Kette) in Ubersténden von Klon 10 im Vergleich zur Mock-Kontrolle
(Klon 6) mittels ELISA nach Zugabe von B-Aminopropionitril. Das untere Bild zeigt die
Detektion des Typ | Kollagens (a2 Kette) in Uberstinden von Klonen aus beiden

Transfektionsserien mittels Western Blotting nach Zugabe von B-Aminopropionitril.

M=Protein-Marker 4=Anti-sense Kontrolle (3-/76)
1=Positiv Kontrolle (DMEM/10% FCS) 5,6=Sense Klon (3+/85)
2=Negativ Kontrolle (DMEM/0% FCS) 7=Klon 10

3=Vektor Kontrolle 3 (VK 3) 8=Klon 6
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Die Proteinexpression in Uberstéanden aus der zweiten Transfektionsserie lag
jedoch unter der Nachweisgrenze des kommerziellen ELISAs. Um die
Identitat des Typ | Kollagens, das im ELISA detektiert wurde zu bestatigen,
wurde die Proteinexpression mittels Western Blotting zusatzlich bestimmit.
Ein starkes Signal der a2 Kette des Typ | Kollagens auf der Hohe von 180 kD
konnte in Uberstanden von Klon 10 nachgewiesen werden. Im Vergleich
dazu zeigte die Mock-Kontrolle eine viel schwachere Proteinexpression
(Abb. 19, unten). In Uberstanden von Klonen aus der ersten Transfektions-
serie konnte trotz Behandlung mit 3-Aminopropionitril, ahnlich wie im ELISA,

kein spezifisches Signal detektiert werden.

3.8 Untersuchung der Kollagen Il (a1 Kette) und PDGF Genexpression

Die Expression der a1l Kette des Typ |l Kollagens wurde ebenfalls
untersucht. Auch hier ergab sich eine Korrelation zwischen einer Egr-1
Uberexpression und erhdhten Transkriptniveaus des Typ Il Kollagens. Klon
10 zeigte eine 3-fache Induktion dieses Gens im Vergleich zur Mock-
Kontrolle (Klon 6) (Abb. 20 A), der sense Klon aus der zweiten Transfektions-
serie (3+/85) wies 4,7 hohere Transkriptlevels im Vergleich zum anti-sense
Klon (3-/76) (Abb. 20 B), auf.

Ein bekanntes durch den Transkriptionsfaktor Egr-1 reguliertes Gen ist
PDGF (plateled derived growth factor). Um die biologische Aktivitat des
rekombinanten murinen Egr-1 anhand eines in der Literatur beschriebenen,
von Egr-1 modulierten Gens zu testen, wurde die quantitative Analyse der
PDGF[31-Transkripte in den entsprechenden Klonen vorgenommen. 3,9-fach
hdhere Expressionsniveaus des PDGFR1 wurden in Klon 10 versus Klon 6
gefunden und 2,8-fach hoéhere Transkriptlevels im sense Klon (3+/85) im

Vergleich zum anti-sense Klon (3-/76).
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Abb. 20 Quantitative PCR-Analysen der Kollagen Il (a1 Kette) und PDGFR1 mRNA
Expression mit Hilfe des LightCyclers in immortalisierten Fibroblasten aus zwei
Transfektionsserien. Der Induktionsindex stellt das x-fache an Induktion in dem Egr-1
Uiberexprimierenden Klon (Klon 10, 3+/85) im Vergleich zur Mock- bzw. anti-sense Kontrolle
(Klon 6, 3-/76).

3.9 Untersuchung der TIMP-1 (tissue inhibitor of metalloproteinases 1)

Genexpression
In Vorarbeiten verdichtete sich der Hinweis darauf, dass der Transkriptions-

faktor Egr-1 die Expression des Inhibitors der Metalloproteinasen TIMP-1

induziert. Aus diesem Grund erfolgte eine genaue Quantifizierung der vier
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bekannten TIMP-Gene in cDNAs von Egr-1 Uberexprimierenden Klonen vs.

Kontrollen aus beiden Transfektionsserien. Der Egr-1 Uberexprimierende
Klon aus der ersten Transfektionsserie (Klon 10) zeigte eine 3,37-fache
Induktion der TIMP-1 Expression, eine 3,35-fache Induktion der TIMP-2
Expression und 4-fach héhere TIMP-3 Transkriptniveaus (Abb. 21, oben).
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Abb. 21 Quantitative PCR-Analysen der TIMP-1, -2, -3 mRNA Expression mit Hilfe des
LightCyclers in immortalisierten Fibroblasten aus zwei Transfektionsserien. Der
Induktionsindex stellt das x-fache an Induktion in dem Egr-1 (iberexprimierenden Klon (Klon
10, 3+/85) im Vergleich zur Mock- bzw. anti-sense Kontrolle (Klon 6, 3-/76).
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Der Egr-1 Uberexprimierende Klon aus der zweiten Transfektionsserie
(3+/85) zeigte eine 4,8-fache Induktion der TIMP-1 Expression und eine 2,3-
fach erhohte TIMP-3 mRNA Expression im Vergleich zur anti-sense Kontrolle
(3-/76) (Abb. 21, unten).

Die TIMP-2 mRNA Expression war jedoch um 50% reduziert im Vergleich zur
Kontrolle. Die Expression des TIMP-4 Gens konnte weder in den Klonen der
ersten noch in den Klonen der zweiten Transfektionsserie quantifiziert

werden.

3.10 Untersuchung der TIMP-1 (tissue inhibitor of metalloproteinases 1)

Proteinexpression

Die Untersuchung der TIMP-1 Expression mittels ELISA ergab in den Egr-1
uberexprimierenden Klonen stets hohere TIMP-1 Levels als in den
entsprechenden Kontrollen. Im Klon 10 konnte zum ersten abgenommenen
Zeitpunkt nach 6h eine 2,1-fache, nach 12h eine 2,6-fache, nach 24h eine
1,8-fache und nach 48h eine 1,7-fache Induktion detektiert werden Abb 22A).
Im Egr-1 Uberexprimierenden Klon aus der zweiten Transfektionsserie
(3+/85) wurde zum ersten abgenommenen Zeitpunkt nach 6h eine 4,97-
fache Induktion der TIMP-1 Proteinexpression gemessen, die nach 12h auf
das 4,3-fache, nach 24h auf das 4-fache und nach 62h auf das 2,6-fache
zuruickging (Abb.22B).
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Abb. 22 Zeitabhéngige quantitative Bestimmung der TIMP-1 Proteinexpression mittels
ELISA in immortalisierten Fibroblasten aus der ersten Transfektionsserie (A, Klon 6/10) und

aus der zweiten Transfektionsserie (B, 3+/85 vs. anti-sense Kontrolle 3-/76).

3.11 Transiente Transfektion von humanen Fibrosarkomzellen (HT1080)
mit dem pcDNA3.1(+)xEgr-1 Vektor

Um auszuschlieBen, dass es sich bei den Ergebnissen der stabilen
Transfektion um Mutationen oder Klonierungsartefakte handelt, wurde eine

transiente Transfektionsmethode etabliert. Dafir wurden humane Fibrosar-
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komzellen (HT1080) mit dem pcDNAS3.1(+)xEgr-1 Vektor und dem pMACS
K“Il Plasmid fir eine anschlieBende Zellsortierung ko-transfiziert. In
Vorversuchen konnte mittels Fluoreszenzfarbung eine Transfektionseffizienz
von 15-20% ermittelt werden. Damit die Zellzahl nach der Sortierung mit dem
MACS-System fur die RNA-Extraktion bzw. flr die Herstellung von Zellysaten
fir die Proteinextraktion ausreicht, wurden 4 6-Loch Platten mit 10°
Zellen/Loch zusammengepoolt. Im Gegensatz dazu ergab eine Ko-
Transfektion mit dem pMACS K¥.II Plasmid und dem Kontrollplasmid pMACS
14.1 Transfektionseffizienzen bis zu 60%. Dies lasst vermuten, dass die
schlechtere Transfektionseffizienz darauf zurlickzufihren ist, dass das
murine Egr-1 die Proliferation der Fibrosarkomzellen hemmt, was auch nach
der stabilen Transfektion mit dem Maus-Egr-1 bei den immortalisierten
Fibroblasten beobachtet werden konnte.

Um die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse aus den stabilen Transfek-
tionsserien in einem transienten Transfektions-System zu testen, wurde die
Expression verschiedener Gene nach der Zellsortierung der Fibrosarkom-
zellen mittels Echtzeit-PCR ermittelt. FUr diese Untersuchungen wurden
cDNAs von nicht transfizierten Kontrollzellen, von der stark angereichertne
Egr-1 Fraktion und von der Durchflu Fraktion quantitativ erfasst. Im
Vergleich zur Durchflu® Fraktion konnte in der angereicherten Egr-1 Fraktion
eine 157,9-fach hdhere Maus-Egr-1 Expression beobachtet werden (Abb. 23,
links oben).

Die nicht transfizierte Kontrolle erbrachte, wie erwartet, kein Signal. Im
Gegensatz zur Durchfluld Fraktion, die keine Induktion zeigte, war die
Kollagen | (a1) Expression in der angereicherten Egr-1 Fraktion 32,5-fach
erhoht im Vergleich zur nicht transfizierten Kontrolle. Eine 53-fache Induktion
der Kollagen Il (a1) Expression wurde in der Egr-1 Fraktion gefunden im
Vergleich zur nicht transfizierten Kontrolle (Abb. 20, links Mitte). In der
Durchflul Fraktion schien die Kollagen Il (1) Expression eher reduziert zu
sein im Vergleich zur Kontrolle, was im 1,5%-ige Agarosegel auch sichtbar
wurde (Abb. 23, rechts), allerdings kann aufgrund der extrem niedriegen

Kopienzahl keine deutliche Aussage gemacht werden. Die hohe Egr-1
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Expression in den Fibrosarkomzellen korrelierte aul3erdem mit einer 5,78-
fachen Induktion der PDGFR31 Expression (Abb. 23, links unten).
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Abb. 23 Quantitative PCR-Analysen mit Hilfe des LightCyclers in transient transfizierten
Fibrosarkomzellen. Die positive, stark angereicherte Egr-1 Fraktion (HT1080xEgr-1) zeigt im
Vergleich zur Durchflu Fraktion und zur nicht transfizierten Kontrolle eine erhdhte
Expression von Kollagen | und Il und PDGFR1. Der Unterschied der Kollagen-Expression ist

im Agarosegel deutlich sichtbar (rechts).
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Abb. 24 Quantitative PCR-Analysen der TIMP-1, -2, -3 mRNA Expression mit Hilfe des
LightCyclers in transient transfizierten Fibrosarkomzellen. Die positive, stark angereicherte
Egr-1 Fraktion (HT1080 x Egr-1) zeigte eine 6-fache Induktion der TIMP-1 Expression und
11-fach héhere Transkriptniveaus der TIMP-3 Expression im Vergleich zur nicht
transfizierten Kontrolle. Der Induktionsindex stellt das x-fache an Induktion in dem Egr-1

liberexprimierenden Fraktion (HT1080 x Egr-1) im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle.

Die quantitativen Analysen der TIMP-Gene ergaben eine 6-fache Induktion
der TIMP-1 mRNA Expression und 11-fach hohere Transkriptniveaus des
TIMP-3 Gens in der angereicherten Egr-1 Fraktion im Vergleich zur nicht
transfizierten Kontrolle. Die TIMP-2 Expression war jedoch in der Egr-1
uberexprimierenden Zellfraktion um 35% reduziert im Vergleich zur Kontrolle.
Die Durchflul Fraktion zeigte keine nennenswerten Anderungen der
Genexpression (Abb. 24).

Insgesamt ergab sich in den transient mit Maus-Egr-1 transfizierten HT1080-
Zellen ein sehr ahnliches Genmuster wie in den stabil transfizierten Zellinien
mit dem Unterschied, dass die Expression der untersuchten Gene in den
Fibrosarkomzellen um einige Zehnerpotenzen unter dem Expressionsniveau
der immortalisierten Zellen lag und dass die TIMP-2 Expression in diesen

Zellen nicht induziert wurde.
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In einem getrennten Ansatz wurden die Fibrosarkomzellen auf gleicher
Weise ko-transfiziert und selektiert. AnschlieBend wurden aus der
angereicherten Egr-1 Fraktion, der Durchflu® Fraktion und der nicht
transfizierten Kontrolle Zellysate fur den Proteinnachweis im Western Blot
hergestellt. Wie in der Abbildung 25 zu sehen ist, zeigt die angereicherte
Fraktion (HT1080 x Egr-1) ein sehr starkes Signal im Vergleich zur Durchflul®
Fraktion, die eine schwache spezifische Bande bringt und zur nicht
transfizierten Kontrolle, die kein Signal zeigt.

In einem weiteren getrennten Ansatz wurden die Fibrosarkomzellen nach der
Zellsortierung erneut ausgesat um Uberstande fiir den Kollagennachweis im
Western Blot sammeln zu kdnnen. Trotz der Behandlung mit 3-Aminopropio-

nitril war ein Proteinnachweis nicht moglich.

Abb. 25 Maus-Egr-1 Proteinnachweis in Fibrosarkomzellen, die mit dem pcDNAxEgr-1
und dem pMACS K Il Vektor transient ko-transfiziert und anschlieend selektiert wurden,
mittels Western Blotting.
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3.12 Transiente Transfektion von humanen embryonalen Nierenzellen
(EcR-293)

Die Folgen einer Egr-1 Uberexpression wurden weiterhin anhand eines
induzierbaren Expressionssystems getestet.

Fir dieses System wurden humane embryonale Nierenzellen (EcR293), die
konstitutiv die zwei Untereinheiten des Ecdyson-Rezeptors exprimieren,
transient mit dem pIND Vektor, der den Ecdyson-induzierbaren Promotor,
das Ecdyson-Response Element und das rekombinante murine Egr-1 tragt,
transfiziert.  Nach der Ligation der Hind Ill/EcoR | flankierten Egr-1
kodierenden Region (2,3 Kb) in den pIND Vektor (5 Kb), wurde die aus Mini-

Praparationen stammenden Plasmid-DNA mit Hilfe von Restriktionsenzymen

getestet.
Bp Bp
5148 5148
2027
1584
1375
—»
Pvu | Bgl | Hind 11l
EcoR |

Abb. 26 Restriktionsverdaus des pINDxEgr-1 Vektors. Der Verdau mit Pvu |, das einmal im
Vektor und einmal im Insert schneidet, ergibt eine 4,5 und eine 2,8 Kb groBe DNA-Bande.
Bgl | schneidet zweimal im Insert und einmal im Vektor, es resultieren 3 Banden (1,4; 1,8
und 4 Kb lang). Der Schnitt mit Hind Ill und EcoR | ergibt den 5 Kb groBen Vektor und das
2,3 Kb groR3e Insert.
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Einerseits konnte das Insert mit Hind Ill und EcoR | herausgeschnitten
werden, andererseits konnten mit Bgl |, das zweimal im Insert und einmal im
Vektor schneidet und mit Pvu I, das einmal im Vektor und einmal im Insert
schneidet, weitere Testverdaus durchgefuhrt werden (Abb. 26).

Die Restriktionsverdaus ergaben die erwarteten Banden, sodal® der
pINDxEgr-1 Vektor zusammen mit dem pMACS K¥.II Plasmid (fir die spatere
Zellsortierung) fur die transiente Transfektion der ECR-293 Zellen eingesetzt
wurde. Nach der Zellselektierung wurde aus der positiven Zellfraktion, aus
der Durchflul-Fraktion und aus nicht transfizierten Zellen die RNA extrahiert
und anschlieBend die cDNA-Synthese durchgefihrt. Der quantitative
Nachweis der Expression verschiedener Gene erfolgte mit Hilfe des Light
Cyclers.

In Vorversuchen wurden die ECR-293 Zellen mit Ponasteron-Konzentrationen
zwischen 1und 10 uM (1, 2,5, 5, 10 uM) induziert. Eine von unterschiedlichen
Ponasteron A Konzentrationen regulierte Egr-1 Expression konnte jedoch
nicht beobachtet werden, die unten beschriebenen Experimente wurden mit
einer Ponasteron A Konzentration von 2,5 uM durchgefuhrt. Wahrend die
nicht transfizierten embryonalen Nierenzellen (EcR-293), wie erwartet, kein
Maus-Egr-1 exprimierten, konnte bei der Durchfluf3fraktion ein Quotient (m-
Egr-1/GAPDH) von 124,9, bei der positiven angereicherten Egr-1 Fraktion
von 1578 errechnet werden (Abb.27, links oben). Diese Ergebnisse zeigen,
dass wahrend der Zellsortierung einige mit Egr-1 transfizierte Zellen verloren
gingen, allerdings ist ein 12,6-facher Unterschied zwischen den beiden
Zellfraktionen in der Expression von Maus-Egr-1 noch relativ grof3. Um die
Ergebnisse aus den Experimenten mit den immortalisierten Fibroblasten und
mit den transient transfizierten Fibrosarkomzellen auch in diesem System zu
bestatigen, wurde die Kollagen-Expression untersucht.

Eine 77-fache Induktion der Kollagen | (a1) Expression wurde in der
angereicherten Egr-1 Fraktion gefunden im Vergleich zur nicht transfizierten
Kontrolle, die konstitutiv eine sehr niedrige Kollagen Typ | Expression
aufwies (Abb. 27, links unten). Die Durchflu® Fraktion zeigte eine 43-fach
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erhdhte Kollagen | (a1) Expression im Unterschied zur nicht transfizierten

Kontrolle, was auf eine Dosis-Wirkung von Maus-Egr-1 hinweisen kdnnte.
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Abb. 27 Quantitative PCR-Analysen mit Hilfe des LightCyclers am Beispiel des Ecdyson-
induzierbaren Expressions-Systems. EcR-293 Zellen wurden mit dem pINDxEgr-1 und dem
PMA CSK* Il Vektor ko-transfiziert und mit Ponasteron A induziert. Die Expression von Maus-
Egr-1, Kollagen | (a1), Kollagen | (a2), Kollagen Il (a1) und PDGFR1 wurden in der nicht
transfizierten Kontrolle, in der Durchflu Fraktion und der angereicherten Egr-1 Fraktion

untersucht.

Die a2 Kette von Kollagen | wurde in den embryonalen Nierenzellen noch
schwacher exprimiert, eine transiente Transfektion mit Egr-1 brachte jedoch
eine 38-fache Induktion im Vergleich zur nicht transfizierten Kontrolle. In der
Durchflu® Fraktion konnte nur eine 3-fach erhohte Expression beobachtet
werden. Bezogen auf die Kollagen Typ Il (a1) Expression, zeigte die

angereicherte Egr-1 Fraktion eine 1,9-fache und die Durchflu Fraktion eine
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1,4 fache Induktion im Vergleich zur Kontrolle. Durch die zusatzliche
Untersuchung der PDGFR1 Expression sollte auch in diesem System die

biologische Aktivitat des rekombinanten Maus-Egr-1 getestet werden.

O Kontrolle

®] @ DurchfluR Fraktion
X
g 57T MECcCR293 x Egr-1
c
=
c
O
)
K4
S
c
= [ -

0 T T

TIMP 1 TIMP-2 TIMP-3

Abb. 28 Quantitative PCR-Analysen der TIMP-1, -2, -3 mRNA Expression mit Hilfe des
LightCyclers in transient transfizierten EcR 293 Zellen (humane embryonale Nierenzellen).
Die positive, stark angereicherte Egr-1 Fraktion (EcR 293 x Egr-1) zeigte eine 6,5-fache
Induktion der TIMP-3 Expression im Vergleich zur nicht transfizierten Kontrolle. Der
Induktionsindex stellt das x-fache an Induktion in dem Egr-1 (berexprimierenden Fraktion

(EcR 293 x Egr-1) im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle.

Eine 7,7-fach hdhere PDGFR1 Genexpression wurde in der angereicherten
Egr-1 Fraktion gefunden, die Durchflud Fraktion wies 2,4-fach hohere
Transkriptlevels als die nicht transfizierte Kontrolle auf.

Die quantitative Untersuchung der TIMP-Gene ergab in diesem Expressions-
system eine 6,5-fache Induktion der TIMP-3 Expression in den Egr-1
uberexprimierenden EcR 293 Zellen im Vergleich zur unbehandelten
Kontrolle (Abb. 28).

Eine Egr-1 Uberexpression korrelierte in diesen Zellen jedoch nicht mit einer
Induktion der TIMP-1 und TIMP-2 Gene.
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3.13 Funktionelle Analysen des TIMP-1 Promotors in Egr-1 (iber-

exprimierenden Klonen

Wie oben beschrieben, korrelierte die Egr-1 Uberexpression mit einer
erhdhten TIMP-1 Expression. Diese Korrelation konnte nicht nur in den stabil
transfizierten immortalisierten Fibroblasten sondern auch in transient trans-
fizierten Fibrosarkomzellen gefunden werden. Diese Genregulation kann
entweder direkt Uber die Promotor-Aktivierung oder indirekt Uber die
Aktivierung anderer Faktoren erfolgen.

Das TIMP-1 Promotor-Fragment (551 Bp) wurde nach dem Klonieren in den
pGL3 Vektor sequenziert. Es erfolgte der Sequenzvergleich mit der
Genbank-Sequenz Y09720 (H. sapiens TIMP-1 Gen, Promotorsequenz und
Exon 1 und 2). Der Sequenzvergleich ergab eine hohe Sequenzhomologie,

dargestellt durch die durchgehende Diagonale (Abb. 29).
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Abb. 29 Sequenzhomologie (Stringenz 7, Fenster 9, DNA Strider®) zwischen dem fiir die
Luziferaseassays verwendeten TIMP-1 Promotor-Fragment und der Genbank-Sequenz
Y09720 (H.sapiens TIMP-1 Gen, Promotorsequenz und Exon 1 wund 2). Der
Sequenzvergleich ergibt eine hohe Homologie im gesamten kodierenden Bereich von 551
Bp, dargestellt durch die durchgehende Diagonale.
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Um herauszufinden, ob der Transkriptionsfaktor Egr-1 die TIMP-1 Expression
durch die direkte Bindung an seinen Promotor induziert, wurden Egr-1
Uberexprimierende Zellen aus beiden Transfektionsserien und die
entsprechenden Kontrollen transient mit dem TIMP-1 Wildtyp-Promotor bzw.
mit der Promotor-Mutante (s. Material/Methoden) und dem pRL¢ Vektor als
Kontrollplasmid ko-transfiziert. Durch das Abgleichen der Renilla-Luziferase
Aktivitat auf die Firefly Luziferase Aktivitat, konnten Variabilitaten, die durch
eine unterschiedliche Vitalitat der Zellen bzw. durch unterschiedliche
Transfektionseffizienzen verursacht wurden, minimiert werden.

In einer ersten Serie von Experimenten wurde die TIMP-1 Promotoraktivitat
in Klonen aus der ersten Transfektionsserie untersucht. Durch die
Transfektion des Egr-1 Uberexprimierenden Klons (Klon 10) mit dem TIMP-1
Wildtyp-Promotor, ergab sich eine statistisch signifikante 2,6-fache Induktion
der Promotoraktivitat im Vergleich zur Mock-Kontrolle (Klon 6), die mit dem
gleichen Vektor transfiziert wurde (Abb. 30A). Abgebildet sind die Mittelwerte
und Standardabweichungen von 7 Messungen, die mit Hilfe des ungepaarten
t-Testes ermittelt wurden. Die Transfektion von Klon 10 mit der Promotor
Deletions-Mutante brachte eine signifikante Reduktion (p<0,01) der TIMP-1
Promotoraktivitdt um 38%. In einem wiederholt durchgefihrten Experiment
konnte durch die Transfektion mit dem TIMP-1 Wildtyp-Promotor erneut eine
3,7-fache Induktion der Promotoraktivitdt im Klon 10 im Vergleich zur
Kontrolle beobachtet werden (Abb. 30B). Dargestellt sind Mittelwerte und
Standardabweichungen von 5 Messungen. Die Deletion der Egr-1
Bindungsstelle reduzierte auch diesmal die Promotorstarke um 37%, dies
war jedoch wegen der hohen Schwankungen im t-Test nicht signifikant. Die
transiente Transfektion der Kontrolle (Klon 6) mit der TIMP-1 Promotor-
Mutante flhrte jedoch zu keiner Veranderung im ersten Ansatz bzw. zu

einem minimalen Anstieg der TIMP Promotoraktivitat im zweiten Ansatz.
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Abb. 30 TIMP-1 Promotoranalysen in Klonen aus der ersten Transfektionsserie. Im ersten
Ansatz wurden Mittelwerte und Standardabweichungen von 7 Messungen (A), im zweiten
Ansatz von 5 Messungen (B) dargestellt. Die Promotorstdrke wurde jeweils zu der mit dem
Wildtyp Promotor transfizierten Kontrolle (Klon 6 TIMP WT) in Relation gesetzt. Die
Verédnderung der Promotoraktivitdt wurde im ungepaarten t-Test auf die statistische
Signifikanz untersucht.
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In einer zweiten Serie von Experimenten wurde die TIMP-1
Promotoraktivitat in Klonen aus der zweiten Transfektionsserie untersucht.
Die Promotor-analysen wurden auch mit diesen Zellen in 2 Ansatzen
durchgefuhrt.

Im ersten Ansatz brachte die Transfektion mit dem TIMP-1 Wildtyp-Promotor
eine statistisch signifikante, 1,7-fache Induktion der TIMP-1 Promotoraktivitat
im Klon 3+/85 im Vergleich zur anti-sense Kontrolle (3-/76), die mit dem
gleichen Vektor transfiziert wurde. Die Transfektion mit der Promotor-
Mutante brachte eine Reduktion der Promotoraktivitat um 32% (Abb. 31A).

Im wiederholt durchgeflihrten Ansatz zeigte sich nach der Transfektion mit
dem TIMP-1 Wildtyp Promotor eine 1,6-fache, statistisch signifikante
Induktion der Promotoraktivitat im Egr-1 Uberexprimierenden Klon (3+/85) im
Vergleich zur entsprechenden Kontrolle (3-/76). Die transiente Transfektion
mit der Promotor-Mutante brachte eine sigifikante (p<0,01) Reduktion der
Promotoraktivitat um 26% (Abb. 31B). Auch in diesen Ansatzen fuhrte die
Transfektion der Kontrolle (3-/76) mit der Promotor-Mutante nicht zu einer
Reduktion sondern eher zu einem kleinen Anstieg der Promotoraktivitat.
Zusammenfassend ergab sich anhand der Luziferaseassays, dass eine
transiente Transfektion beider Egr-1 Uberexprimierenden Klone mit dem
TIMP-1 Wildtyp Promotor zu einer statistisch signifikanten gesteigerten
Promotoraktivitat, fuhrte. Die transiente Transfektion mit der Deletions-
Mutante brachte bis auf einen Ansatz jeweils eine statistisch signifikante
Reduktion der TIMP-1 Promotoraktivitat, im Gegenteil zu den Kontrollen, bei
denen die Promotoraktivitat durch die Transfektion mit der Promotor-Mutante

eher leicht angestiegen oder gleich geblieben war.
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Abb. 31 TIMP-1 Promotoranalysen in Klonen aus der zweiten Transfektionsserie. Im ersten
Ansatz wurden Mittelwerte und Standardabweichungen von 3 Messungen (A), im zweiten
Ansatz von 6 Messungen (B) dargestellt. Die Promotorstédrke wurde jeweils zu der mit dem
Wildtyp Promotor transfizierten Kontrolle (3-/76 TIMP WT) in Relation gesetzt. Die
Verdnderung der Promotoraktivitdt wurde im ungepaarten t-Test auf die statistische

Signifikanz untersucht.
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3.14 Transduktion der murinen embryonalen Fibroblasten Zellinie
(NIH3T3)

Eine weitere Methode um ein bestimmtes Gen stabil in das Genom der
Wirtszelle zu integrieren ermoglicht die Transduktion mit Retroviren. Fur
diesen Zweck wurde das retrovirale bicistronische Expressionssystem
(PLXIN) ausgewahlt. Nach der Ligation der von Hind Il und EcoR |
flankierten, fur Maus-Egr-1 kodierende Region (2,3 Kb) in den pLXIN Vektor
(6,1 Kb), wurde die Integration durch Testverdaus und die richtige

Orientierung durch eine kurze Ansequenzierung uberpruft.

51Kb—»

2Kb—»

- .

Bgl ll/BamH | Sca |l

Abb. 32 Restriktionsverdau der aus drei Kolonien gewonnenen Plasmid-DNA.

Der pLXINxEgr-1 Vektor wurde mit Bgl II und BamH | geschnitten. Dieser Probeverdau
ergab zwei Banden: die Vektorbande (6,1 Kb) und die Insert Bande (2,3 Kb). Mit Sca | wurde
der 8,4 Kb gro3e pLXINxEQr-1 Vektor linearisiert.

Aufgrund dessen, dass die Hind Il und EcoR | Restriktionsstellen durch das
Einfugen von glatten Enden verloren gegangen sind, wurde der Testverdau
mit Bgl Il, das im Egr-1 Gen an Position 61 schneidet und im pLXIN Vektor
keine Schnittstelle hat, und mit BamH I, das im pLXIN Vektor an Position

1486 schneidet und im Egr-1 Gen keine Schnittstelle besitzt, durchgefuhrt.
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Auf dieser Weise konnte das eingefligte Egr-1 Fragment, jetzt etwa 55 Bp
kleiner, im 1%-igem Agarosegel sichtbar gemacht werden. Aulerdem

wurden die Plasmide mit Sca | linearisiert (Abb. 32).
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Abb. 33 Sequenzhomologie (Stringenz 7, Fenster 9, DNA Strider®) zwischen der Genbank-
Sequenz der murinen m-RNA (NM_007913) und der Plasmid-DNA pLXINxEgr-1 (Kolonie
3) nach einer kurzen Ansequenzierung der ersten 350 Basenpaare. Durch die kurze

Ansequenzierung konnte die richtige Orientierung der eingefiigten DNA (berpriift werden.

Nach der Sequenzierung der aus Mini-Praparationen stammenden Plasmid-
DNAs, zeigte die DNA aus der Kolonie 3 die richtige Orientierung des Inserts
sowie eine starke Sequenzhomologie zum Maus-Egr-1 Gen (Abb. 33). Um
die Funktionalitdt des in den pLXIN Vektor eingefligten Egr-1 Gens im
Western Blot zu Uberprifen, wurden Fibrosarkomzellen (HT1080) mit diesem

Vektor transient transfiziert und anschlieRend mit dem MACS-
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Sortierungssystem selektiert. Die positive, angereicherte pLXINXEgr-1
Zellfraktion wurde im SDS-Gel aufgetragen und zeigte ein deutlich starkes
Signal auf der Hohe von 80 Kd gegenuber der nicht transfizierten Kontrolle,

die kein spezifisches Signal ergab (Abb. 34).

Abb. 34 Maus-Egr-1 Proteinnachweis in mit dem pLXINxEgr-1 Vektor transient transfizierten
Fibrosarkomzellen (Geltasche 1 und 2). Die nicht transfizierte Kontrolle brachte kein
spezifisches Signal (Geltasche 3). Als Negativkontrolle wurde ein Zellysat der

immortalisierten Fibroblastenzellinie (HSESV40) aufgetragen (Geltasche 4).

Die Transfektion der Verpackungszellinie (RetroPack™ PT67) mit dem
pLXINXEgr-1 Vektor sowie die folgenden Selektionsschritte und die Infektion
der embryonalen Maus-Fibroblasten mit Virusuberstanden erfolgte, wie im
Teil Material/Methoden schon erwahnt, im S2 Labor von Dr. T. Pap in
Magdeburg. Nach einer 2-3-wochigen Neomycin-Selektion der mit
Virustberstanden infizierten Maus-Fibroblasten (NIH3T3), erfolgte der
quantitative Nachweis der Egr-1 m-RNA mit Hilfe des LightCyclers und die
Proteindetektion im Western Blot. Abb. 35 zeigt die 50-fache Induktion der
Maus-Egr-1 m-RNA in Maus-Fibroblasten, die mit pLXINxEgr-1 transduziert
wurden im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle.

Wie in der Abb. 36 zu sehen ist, exprimierten die nicht transfizierten
embryonalen Maus-Fibroblasten wie erwartet das Maus-Egr-1 Protein. Die

transduzierten Maus-Fibroblasten zeigten jedoch ein deutlich starkeres
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Protein-Signal. Bei der Vektor-Kontrolle wurde nur ein schwaches Egr-1-

Signal gefunden.
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Abb. 35 Quantitativer Egr-1 mRNA Nachweis mittels LightCycler in unbehandelten Maus-
Fibroblasten (NIH3T3) und in Zellen, die mit pLXINXEgr-1 transduziert wurden. Die zwei
PCR-Produkte wurden auf das 1,56%-ige Agarosegel aufgetragen (M=Marker, 1= NIH3T3
Kontrolle, 2=NIH3T3xpLXINEgr-1).

mEgr-1
80 KD

Abb. 36 Egr-1 Proteinnachweis mittels Western Blotting in unbehandelten Maus-Fibroblasten
(NIH3T3) und in Zellen, die mit Retroviren, die entweder den pLXIN Vektor oder den
pPLXINxEgr-1 Vektor trugen, infiziert wurden. Als positive Kontrolle diente die mit Egr-1 stabil

transfizierte Fibroblastenzellinie.

80



3.15 Funktionelle Analysen des Kollagen Typ | Promotors in transdu-

zierten Maus-Fibroblasten

Eine Egr-1 Uberexpression korrelierte in den oben beschriebenen
Experimenten sowohl in stabil als auch transient transfizierten Zellen mit
einer erhohten Expression des Typ | Kollagens. Um zu untersuchen, ob
diese Genregulation uUber eine direkte Promotor-Aktivierung vonstatten geht,
wurden Promotoranalysen durchgeflhrt.

Die aus humanen synovialen Fibroblasten amplifizierte Promotorregion des
Typ | Kollagens (a1) wurde nach dem Klonieren in den pGL3 Basic Vektor
sequenziert. Diese Sequenz wurde mit der Genbank-Sequenz X98705
(Homo sapiens DNA-Sequenz des Kollagen | (a1) Gens, fusioniert mit Intron
1 des PDGF-B Gens) verglichen. Es ergab sich Uber dem gesamten
kodierenden Bereich eine hohe Sequenzhomologie, dargestellt durch die
durchgehende Diagonale (Abb.37).

Die mit Egr-1 transduzierten Maus-Fibroblasten, sowie die nicht transduzierte
Kontrolle wurden transient mit dem Kollagen | Promotorkonstrukt transfiziert.
Nach dem Abgleichen auf die Renilla-Luziferaseaktivitat ergab sich in der
nicht transduzierten Kontrolle (NIH3T3) eine 13-fache Induktion der Kollagen
| Promotoraktivitat. In den Egr-1 Uberexprimierenden Maus-Fibroblasten
(NIH3T3xEgr-1) stieg die Kollagen | Promotoraktivitdt jedoch auf das 45-
fache, was eine 3,3-fach hohere Induktion im Vergleich zur nicht
transduzierten Kontrolle bedeutete (Abb. 38). Diese Tendenz konnte in

einem wiederholt durchgeflhrten Ansatz bestatigt werden.
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Abb. 37 Sequenzhomologie (Stringenz 7, Fenster 9, DNA Strider®) zwischen dem fiir die
Luziferaseassays verwendeten Kollagen | (a1) Promotor und der Genbank-Sequenz X98705
(H.sapiens DNA Sequenz des Kollagen | (a1) Gens fusioniert mit Intron 1 des PDGF-B

Gens). Der Sequenzvergleich ergibt eine hohe Homologie im gesamten kodierenden Bereich

(2599 Bp), dargestellt durch die durchgehende Diagonale.
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Induktion des Kollagen | Promotors durch Egr-1
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Abb. 38 Kollagen | Promotoranalysen in murinen embryonalen Fibroblasten. Die mit Egr-1
transduzierten Maus-Fibroblasten (NIH3T3xEgr-1) sowie die nicht transduzierte Kontrolle
(NIH3T3) wurden transient mit dem Kollagen | Promotorkonstrukt transfiziert. Nach dem
Abgleichen auf die Renilla Luziferaseaktivitdt wurden Mittelwerte und Standardabweichun-
gen von 7 Messungen dargestellt. In den Egr-1 (iberexprimierenden Zellen ergab sich eine

3,3-fach héhere Induktion der Promotoraktivitat.

Diese Promotoruntersuchungen wurden kurze Zeit nachdem die embryona-
len Maus-Fibroblasten mit Egr-1 transduziert wurden, durchgeflhrt. Zu
diesem Zeitpunkt ergab sich, wie im Kapitel davor erwahnt, eine 50-fach
hdhere Egr-1 Transkription in den transduzierten Zellen und auf Protein-
ebene ein viel starkeres Signal als in der nicht transduzierten Kontrolle (siehe
Ausschnitt aus Abbildung 36).

Ausschnitt aus Abb. 36, — ~ <+— mEgr-1
Seite 79

NIH3T3 | NIH3T3
Kontrolle| x Egr-1
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Zu einem viel spateren Zeitpunkt wurden durch verschiedene
Restriktionsschnitte 3 Kollagen | Promotormutanten hergestellt (A1-453;
A1671-2599; A453-2599). Die mit Egr-1 transduzierten Maus-Fibroblasten
sowie die nicht transduzierte Kontrolle, die sich immer noch in Kultur
befanden, wurden erneut, diesmal mit dem Wildtyppromotor und mit den 3
Promotormutanten, transient transfiziert. In der nicht transduzierten Kontrolle
ergab sich eine 45-fache Induktion der Promotoraktivitat durch die transiente

Transfektion mit dem Wildtyppromotor Abb. 39).
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Abb. 39 Promotoranalysen in nicht transduzierten sowie in Egr-1 transduzierten murinen
embryonalen Fibroblasten mit dem Kollagen | Wildtyppromotor und den drei hergestellten
Mutanten (A1-453; A1671-2599; A4453-2599). Nach dem Abgleichen auf die Renilla
Luziferaseaktivitdt wurden Mittelwerte und Standardabweichungen von 5 Messungen
dargestellt. Die grauen Balken stellen die Promotoraktivitét in der nicht transduzierten
Kontrolle (NIH3T3), die schwarzen Balken die Promotoraktivitét in den Egr-1 transduzierten
Maus-Fibroblasten (NIH3T3xEgr-1).
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Die Transfektion mit der Mutante A1-453 ergab eine noch starkere 62-fache
Induktion der Promotoraktivitat, im Gegensatz zur Transfektion mit der
Mutante A1671-2599, die zu einer kompletten Inhibierung der Promotor-
aktivitat fuhrte. Die transiente Transfektion mit der Mutante A453-2599
brachte eine 6,5-fache Induktion im Vergleich zur pGL3 Kontrolle (Abb. 39).
Die transiente Transfektion der Egr-1 transduzierten Maus-Fibroblasten mit
dem Kollagen | Wildtyppromotor brachte lediglich eine 32-fach gesteigerte
Promotoraktivitat und stieg auf das 41-Fache nach der Transfektion mit der
ersten Mutante (A1-453). Auch in diesen Zellen ergab sich nach der
Transfektion mit der Mutante A1671-2599 eine komplette Inhibierung der
Promotoraktivitdt und eine schwache, 3,6-fache Induktion nach der
Transfektion mit der dritten Mutante (A453-2599) (Abb. 39).

Insgesamt zeigte die transiente Transfektion der nicht transduzierten als
auch der Egr-1 transduzierten Maus-Fibroblasten mit dem Kollagen |
Wildtyppromotor und den drei Mutanten den genau gleichen Einflu auf die
Promotoraktivitat. Es ware jedoch zu erwarten gewesen, dass die Induktion
der Promotoraktivitat in Egr-1 Uberexprimierenden Maus-Fibroblasten starker
ist als in der nicht transduzierten Kontrolle. Dies legte die Vermutung nahe,
dass die Egr-1 transduzierten Zellen im Laufe der Passagen das
rekombinante Egr-1 verloren haben oder dass das rekombinante, stark
exprimierte Egr-1 das zelleigene Gen supprimiert. Die Untersuchung der zum
gleichen Zeitpunkt hergestellten Proteinextrakte bestatigte diese Vermutung.
Die zwei Zellinien unterschieden sich nicht mehr stark in ihrer

Proteinexpression (Abb. 40).

Abb. 40 Untersuchung der Egr-1 Protein-

expression in murinen embryonalen Fibroblasten
|5 - u <+— mEgr-1 , . .

zum Zeitpunkt der zweiten Serie von Promotor-
untersuchungen mit dem Kollagen | Wildtyp-
promotor und den drei hergestellten Promotor-

NIH3T3 | NIH3T3
Kontrolle ngr-1 mutanten, mittels Western Blotting.
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Aus diesem Grund wurden die Promotorexperimente mit einer frisch
aufgetauten, friheren Passage der Egr-1 transduzierten Maus-Fibroblasten
(NIH3T3) wiederholt. Diese unterschied sich bezogen auf die Maus-Egr-1

Proteinexpression deutlich von der nicht transduzierten Kontrolle (Abb. 41).

NIH3T3 xEgr-1

— L «— mEgr-1

\/

NIH3T3
Kontrolle

Abb. 41 Maus-Egr-1 Proteinexpression in einer frisch aufgetauten, frilhen Passage der

transduzierten Maus-Fibroblasten vs. unbehandelte Kontrolle mittels Western Blotting.

Die transiente Transfektion der Egr-1 transduzierten Maus-Fibroblasten mit
dem Kollagen | Wildtyppromotor als auch mit den Promotormutanten brachte
jedoch auch in diesem Fall sehr ahnliche Ergebnisse wie in der Abb. 39
dargestellt. Die Induktion der Kollagen | Promotoraktivitat in Egr-1
Uberexprimierenden Maus-Fibroblasten fiel nicht starker aus als in der nicht
transduzierten Kontrolle. Nach der Transfektion mit der Mutante A1671-2599
konnte ebenfalls bei transduzierten als auch bei nicht transduzierten Maus-
Fibroblasten eine komplette Inhibierung der Promotoraktivitat beobachtet
werden. Die transiente Transfektion mit der Mutante A453-2599 fluhrte
ebenfalls zu einer schwachen Induktion der Kollagen | Promotoraktivitat, die
sich jedoch in transduzierten und in unbehandelten Zellen nicht deutlich
unterschied. Daraus wurde der Schluld gezogen, dass der Transkriptions-
faktor Egr-1 die Genexpression der a1-Kette des Typ | Kollagens nicht durch

einen direkt am Promotor wirkenden Mechanismus beeinflusst.
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4. Diskussion

Die Pathophysiologie der rheumatoiden Arthritis (RA) ist durch eine synoviale
Hyperplasie, pathologische Immunphanomene und eine progressive
Gelenkzerstorung gekennzeichnet. Viele Zelltypen, darunter T- und B-Zellen,
Makrophagen, Endothelzellen und synoviale Fibroblasten sind in die
Pathogenese der RA involviert. Die Uberexpression von angiogenen
Faktoren wie VEGF (vascular endothelial growth factor) fuhrt zur Proliferation
und Migration von synovialen Endothelzellen, die in einer vermehrten
Angiogenese sowie im Einstrom von Entziindungszellen in das Synovium
resultiert (Koch et al., 2000; Neidhart et al., 1999). T-Zellen dominieren in
Entziindungsinfiltraten der RA, weiterhin sind CD68" Makrophagen und B-
Zellen stark vertreten. Synoviale CD4" T-Zellen exprimieren CD69, einen
frihen Aktivierungsmarker. Zirkulierende T-Zellen von RA-Patienten zeigen
nur selten diesen Aktivierungsmarker, sodass angenommen wird, dass die T-
Zellen erst im RA-Synovium aktiviert werden (Weyand, C.M., 2000). Obwohl
zahlreiche Hinweise auf eine Aktivierung und dadurch auf eine
entscheidende Rolle der T-Zellen bei der RA bestehen, ist deren Bedeutung
bei der Pathogenese der RA immer noch nicht ganz geklart. Die
Verabreichung von monoklonalen Anti-CD4-AntikOrper brachte in einer
Plazebo-kontrollierten Multi-Center-Studie bei RA-Patienten keine signifikan-
te Verbesserung der Krankheit mit sich (Wendling et al., 1998).

In zunehmendem Male besteht die Evidenz, dass die Zerstérung des
Gelenkknorpels auch unabhangig von Entzindungszellen durch aktivierte
synoviale Fibroblasten vonstatten geht (Franz et al., 1998). Weitere Hinweise
dafur finden sich im SCID (severe combined immuno-defficient)-Mausmodell,
in dem synoviale Fibroblasten von RA-Patienten zusammen mit gesundem
Knorpel unter die Nierenkapsel der Tiere koimplantiert werden. Die
synovialen Fibroblasten wachsen in den Knorpel tief ein und zerstoren
diesen in ahnlicher Weise, wie dies im humanen Gelenk von RA-Patienten zu
beobachten ist (Muller-Ladner et al., 1996).

Die Frage, inwieweit die synoviale Hyperplasie einer Tumorerkrankung

ahnlich ist, bleibt nach wie vor offen. Es ist nicht klar, ob synoviale
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Fibroblasten von Rheuma-Patienten transformiert sind im Sinne einer
Vorstufe zur Krebszelle. Die geringe Proliferationsrate in vivo wie in vitro
spricht gegen eine solche Transformation (Aicher et al., 1994; Konttinen et
al., 1989). In synovialen Fibroblasten sind aber zahlreiche Proto-Onkogene
heraufreguliert (Mlller-Ladner et al., 1995). Diese Gene spielen eine wichtige
Rolle innerhalb zellularer Signalkaskaden und in der Wachstums- und
Apoptosekontrolle. Mutiert ein solches Proto-Onkogen, so kann es unter
Umstanden zum Onkogen werden und die betreffende Zelle entwickelt sich
zur Krebszelle. Die Expression eines Proto-Onkogens mufl} jedoch nicht
heissen, dass die Zelle transformiert ist, sondern dies deutet auf eine
zellulare Aktivierung hin (Varmus, 1985).

Ein Tumorsuppressorgen, dessen Funktionsverlust ein haufiges Kenn-
zeichen von malignen Tumoren ist, ist das p53. Unter seiner Kontrolle
durchlauft die Zelle entweder den programmierten Zelltod oder der Zellzyklus
wird angehalten, um die Reparatur des Genoms zu ermoglichen. In mehr als
50% aller Karzinome ist p53 mutiert und dadurch die Einleitung der Apoptose
gestort (May, P. und May, E., 2000). Eine starke Expression von p53 im
synovialen Lining und daruber hinaus p53-Mutationen im rheumatoiden
Synovium konnten Firestein et al. (1996, 1997) nachweisen. Andere
Untersuchungen konnten jedoch weder eine Uberexpression von p53 noch
p53-Mutationen im synovialen Lining bestatigen (Kullmann et al., 1999; Lee
et al., 2000).

Ein weiteres Tumorsuppressorgen, PTEN, zeigte bei RA-Patienten eine
andere Gewebeverteilung als im normalen Gewebe auf, war jedoch nicht
vermehrt exprimiert (Pap et al., 1999). Wahrend PTEN im normalen Gewebe
in der Lining Schicht exprimiert wird, zeigten die Zellen der Sublining Zone
des hyperplastischen RA-Synoviums PTEN-spezifische Signale. PTEN-
Mutationen konnten in diesem Gewebe jedoch nicht nachgewiesen werden.
Aktuell wird eher vermutet, dass die synoviale Hyperplasie durch eine
verminderte Apoptose der Zellen verursacht wird. Dafur wirde einerseits die
verminderte Proliferationsrate der synovialen Fibroblasten und andererseits

die geringe Apoptoserate, die mittels Elektronenmikroskopie in diesen Zellen
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detektiert werden konnte (Matsumoto et al., 1996). Eine starke Expression
des anti-apoptotischen Molekils Sentrin, zeigte sich im RA-Gewebe, in
synovialen Fibroblasten von RA-Patienten in vitro und in den Knorpel-
invadierenden Zellen im SCID-Mausmodell (Franz et al., 2000). Im
Gegensatz hierzu, wiesen Kontrollgewebe bzw. Kkultivierte Zellen von
Osteoarthrose-Patienten und normale Hautfibroblasten nur geringe Sentrin-
Signale auf. Sentrin hemmt die Ubertragung der Signale der Todesdoméne-
assoziierten Proteine wie TRADD und FAD. Sentrin-positive Fibroblasten
sind dadurch resistent gegen die TNF- und Fas-induzierten Apoptose.

Die pro-inflammatorischen Zytokine TNF-a. und Interleukin-1 spielen eine
SchlUsselrolle bei der Progression von entziindlichen Gelenkserkrankungen,
was zahlreiche Studien bisher belegten (Feldmann et al., 1996; Brennan et
al., 1998). Die Blockade von TNF-a oder IL-1 reduziert die Inflammation und
kann z. T. die Erkrankung kontrollieren sowohl bei Patienten mit RA (Maini et
al., 1998; Bresnihan et al., 1998; Sekut et al., 1998; Moreland et al., 1999;
Keystone, 1999) als auch in verschiedenen Tiermodellen der Arthritis (Van
De Loo et al., 1995; Joosten et al., 1996; Kuiper et al., 1998; Bendele et al.,
1999; McComb et al., 1999, Feige et al., 2000). Viele Studien weisen darauf
hin, dass TNF-a und IL-1 in vitro auf synergistische Weise die Inflammation
unterhalten konnen. Gemeinsam induzieren sie die Produktion des
Plasminogen-Aktivators in humanen Chondrozyten (Campbell et al., 1990),
der Kollagenase und Prostaglandins E; (Meyer et al., 1990; Berenbaum et
al., 1996), der IL-6 (Harigai et al., 1991) und der IL-8 Produktion in humanen
synovialen Fibroblasten (Rathanaswami et al., 1993). Dieser Synergismus
resultiert vermutlich aus pro-inflammatorischen Feedback-Loops, durch die
IL-1 die TNF-a Produktion induziert und umgekehrt.

In verschiedenen Zellinien konnte gezeigt werden, dass die Aktivierung der
extrazellular regulierten Kinasen (ERK1/2) die Aktivitat des Transkriptions-
faktors Egr-1 induziert (Dieckgraefe und Weems, 1999; Wung et al., 1999).
Shi et al. (2002) untersuchten ob die ERK1/2 abhangige Aktivierung von Egr-
1 zur LPS-stimulierten TNF-a Produktion in Maus-Makrophagen (RAW
264.7) beitragt. Sie berichteten, dass die LPS-induzierte ERK1/2 Aktivierung
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erforderlich ist fur die LPS-stimulierte TNF-a Gen- und Proteinexpression.
Weiterhin konnten sie demonstrieren, dass die LPS-stimulierte Aktivierung
von ERK1/2 die Bindungsaktivitat von Egr-1 an den Maus TNF-o Promotor
steigerte. Eine weitere Studie berichtete von einem ahnlichen Einflu von
ERK1/2 und Egr-1 auf die LPS-stimulierte TNF-a Produktion, diesmal in der
humanen Makrophagen Zellinie THP-1 ( Guha et al., 2001). Kishore et al.
(2002) zeigten, dass eine LPS-Aktivierung der ERK1/2 und Egr-1 Expression
zu einer erhdhten TNF-o Produktion in den Kupfferzellen von Ratten nach
chronischer Ethanol-Futterung beitragt. Andererseits zeigten Grimbacher et
al. (1998), dass nach Stimulation der synovialen Fibroblasten mit TNF-a die
Egr-1 Expression induziert wird. Diesen Daten zufolge, konnte TNF-a ein
moglicher Aktivierungsfaktor der Egr-1 Expression im rheumatoiden
Synovium darstellen. Sicherlich sind an der spezifischen Aktivierung der
synovialen Fibroblasten mehrere Faktoren beteiligt. So spielt IL-1 ebenfalls
eine bedeutende Rolle in der Pathogenese der rheumatoiden Arthritis.
Ahnlich kdnnen auch weitere Interleukine einen aktivierenden EinfluR auf die
Synoviozyten haben. Granet und Miossec berichteten, dass TNF-a, IL-1 und
IL-17, wenn sie allein oder in niedrigen Konzentrationen verwendet werden,
nahezu keinen Effekt auf die Expression der Transkriptionsfaktoren Egr-1,
AP-1 und NFkB in Osteoblasten hatten (2003). Die Kombination dieser
Zytokine jedoch, zeigte einen synergistischen Effekt auf die Transkription und
die nukleare Translokation der drei Transkriptionsfaktoren. Es ware demnach
denkbar, dass Egr-1-, AP-1- und NFkB-vermittelte Mechanismen auf
kombinierte synergistische Effekte von pro-inflammatorischen Zytokinen sehr
sensibel reagieren.

Die Aufklarung der Ursachen und Mechanismen, die zur Aktivierung
synovialer Fibroblasten im Pannus flhren, tragt zum Verstandnis der
Atiologie der RA bei. Fir diesbezigliche Untersuchungen wird synoviales
Gewebe von Rheuma-Patienten, die sich meistens in einer spaten, chroni-
schen Phase der Krankheit befinden, verwendet, sodass die Folgen von den
Ursachen der chronischen Entzindung nur schwer zu unterscheiden sind.

Eine jahrelange Medikation der Patienten kann die Ergebnisse beeinflussen.
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Arbeiten mit Primarkulturen werden zusatzlich dadurch erschwert, dass sie
aus Mischpopulationen von makrophagen- und fibroblastendhnlichen Zellen
bestehen. In den ersten Subkulturen verschiebt sich das Gleichgewicht
immer mehr in Richtung Monokultur, eine Weiterpassagierung der Zellen
geht jedoch mit einer drastischen Abnahme der Lebensdauer und mit einer
kontinuierlichen Veranderung der Genexpression einher. Die Verwendung
einer immortalisierten Zellinie, die mit dem rekombinanten Maus-Egr-1
transfiziert werden konnte, erleichterte die Arbeiten zur Charakterisierung
dieses Transkriptionsfaktors. Nach der SV40 Transfektion zeigten die
synovialen Fibroblasten weiterhin eine fibroblastoide Morphologie, die Zellen
wurden jedoch viel kleiner und sie zeigten unabhangig von mitogenen Stimuli
eine konstante Proliferationsrate. Die nahere Charakterisierung der
immortalisierten synovialen Fibroblasten ergab eine fehlende Expression von
VCAM-1 und dem Fibroblasten-assoziierten Antigen Thy-1 sowie eine
verringerte Expression der PDGF-, IL-1 und TNF-a Rezeptoren (Dissertation
Ch. Haas, Freiburg, 1996; Lemaire et al.,, 1994). Diese Veranderungen,
sowie das Fehlen bestimmter Oberflachenmarker deutet auf eine zumindest
partielle Dedifferenzierung der Zellen, die fir SV40 TAg transfizierte humane
Fibroblasten schon beschrieben wurde (Saito et al., 1991; Lemaire et al.,
1994). Gleichzeitig zeigten die immortalisierten Fibroblasten Gemeinsam-
keiten zur nativen Zellinie: eine ahnliche Expression von ICAM-1, CD44 und
Fas konnte detektiert werden, weiterhin fand sich keine Anderung im
Expressionsmuster des Transkriptionsfaktors Egr-1. Die Induzierbarkeit von
Egr-1 sowie des MHC-IlI Rezeptors (HLA-DR) durch IFN-y, was ein weiteres
Indiz fir den erhaltengebliebenen Phanotyp darstellte, blieb unverandert
(Haas et al., 1997). Aufgrund dieser Analysen, der hohen Proliferationsrate
dieser Zellen und der Tatsache, dass sich die Primarfibroblasten als weder
transfizier- noch selektionierbar erwiesen, wurde die immortalisierte
Fibroblastenzellinie flir die aus der vorliegenden Arbeit geplanten
Experimente ausgesucht.

Um die Folgen der Egr-1 Uberexpression in humanen synovialen

Fibroblasten zu untersuchen und Gene zu identifizieren, die durch diesen
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Transkriptionsfaktor reguliert werden, wurde im ersten Teil der Arbeit die
immortalisierte Fibroblasten-Zellinie mit dem rekombinanten Maus-Egr-1
stabil transfiziert. Das fur Egr-1 kodierende Maus-Gen enthalt drei ATTTA
Sequenzen, die fur die mRNA Instabilitat verantwortlich sind. Um Egr-1
kodierende mRNA mit langerer Halbwertzeit zu erhalten, wurden die AUUUA
Sequenzen aus dem Maus-Egr-1 Gen entfernt, die DNA Bindungs-
eigenschaften des rekombinanten Genes im Gelretardationsexperiment
bestatigt und die funktionelle Egr-1 Expression in B-Zellen der Maus und des
Menschen geprift (Dinkel et al., 1997).

Nachdem aus Vorarbeiten ein fir die Genexpressionsanalyse geeignetes
Klonpaar zur Verfugung stand (Klon 6 und 10), wurde eine zweite
Transfektionsserie angeschlossen, diesmal mit einem anderen Vektor
(pcDNA  3.1(+)/(-)), der eine sense bzw. anti-sense Orientierung des
rekombinantten Maus-Egr-1 Genes, ermoglichte. Aus dieser Transfektions-
serie ging ein weiteres Klonpaar hervor, der Egr-1 Uberexprimierende sense
Klon 3+/85 und die anti-sense Kontrolle 3-/76. Als weitere Kontrolle wurde
ein Vektor-Klon mitgefuhrt, der kein Maus-Egr-1 enthielt (VK3). Wahrend der
Egr-1 Uberexprimierende Klon 10 eine relativ stabile Egr-1 Expression
sowohl auf Transkript- als auch auf Proteinebene zeigte, verlor der Klon
3+/85 nach den anfanglichen Experimenten im Laufe weiterer Passagen die
starke Egr-1 Expression. Es ware denkbar, dass nach laufender haufiger
Passagierung der CMV-Promotor, unter dessen Kontrolle das transfizierte
Maus-Egr-1 in den Zellen zur Expression kommt, methyliert wird und die
Transkription dadurch verringert wird. Komura et al. (1995) untersuchten den
Effekt der DNA-Methylierung bestimmter Regionen auf die Expression dieser
Gene in HeLa-Zellen und konnten dabei feststellen, dass durch Methylierung
der Promotor- bzw. der zu transkribierenden Regionen, die Transkription der
betreffenden Gene reprimiert wird.

Andererseits konnte es sich bei dem stabilen Klon 10 um eine Ausnahme-
situation handeln, da das Egr-1 Gen moglicherweise multipel integriert wurde
oder die Expression des Repressors NAB in irgendeiner Weise durch diese

multiple Integration gestort worden ist.
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Eine weitere interessante Beobachtung der vorliegenden Arbeit wurde
hinsichtlich des Einflusses von Egr-1 auf die Proliferation gemacht. Eine
Uberexpression dieses Transkriptionsfaktors scheint in immortalisierten
synovialen Fibroblasten mit einer Hemmung der Proliferation einherzugehen.
Diese Wirkung von Egr-1 scheint jedoch zelltypspezifisch zu sein, denn
beides, eine Suppression aber auch eine Aktivierung der Proliferation durch
Egr-1 sind in der Literatur beschrieben. Einige Arbeiten zeigten, dass eine
Uberexpression von Egr-1 in transformierten Zellen das Wachstum hemmt
und die Tumorbildung in Nackt-Mausen inhibiert (de Belle et al., 1999; Huang
et al.,, 1997; Huang et al., 1995). Die stabile Uberexpression von Egr-1 in
Osteosarkom-, Glioblastom- und Fibrosarkomzellen (HT1080) fuhrte zu einer
verringerten DNA-Synthese und zu einer Reduktion des Tumor-wachstums
um 40%. Aus diesem Grund schien es nicht Uberraschend, dass der Versuch
im Rahmen der vorliegenden Arbeit, Fibrosarkomzellen (HT1080) stabil mit
Egr-1 zu transfizieren, erfolglos blieb. Die schlechte Selektionierbarkeit der
Egr-1 Klone wurde vermutlich durch die proliferationshemmende Eigenschaft
von Egr-1 bedingt. Weiterhin konnten Huang et al. (1995) nachweisen, dass
die Egr-1 Bindungsdomane erforderlich ist fur die tumorsupprimierende
Eigenschaft.

Im Gegensatz zu der oben beschriebenen tumorsupprimierenden
Eigenschaft von Egr-1, wurde in der Literatur mehrmals beschrieben, dass
der Transkriptionsfaktor Egr-1 in Prostata Tumorzellinien tUberexprimiert wird
und die Expressionsniveaus mit dem Grad der Malignitat korreliert (Eid et al.,

1998; Thigpen et al., 1996). Die Egr-1 Uberexpression in primaren Prostata
Karzinomen ist vermutlich auf den haufigen Verlust seines Ko-Repressors
NAB2 zurlckzufihren (Abdulkadir et al., 2001). Dies scheint spezifisch fir
Prostata Tumorzellen zu sein, denn in Tumoren aus anderen Geweben
(Mamma-Karzinom, Fibrosarkom, Glioblastom) scheint Egr-1 eher
unterexprimiert zu sein (Huang et al., 1995; Huang et al., 1997; Calogero et
al., 2001). Die transkriptionelle Regulation in den Prostata Tumorzellen, die
konstitutiv hohe Egr-1 Proteinlevels zeigen, wurde von Virolle et al. (2003)

mit Hilfe der Affymetrix Array Technologie gegen Zellen, bei denen aufgrund
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der Zugabe von anti-sense Oligonukleotiden die Egr-1 Expression effizient
gehemmt wurde, verglichen. In Anwesenheit der Oligonukleotide war Egr-1
drei Tage lang in Prostata Tumorzellen nicht detektierbar, im Gegensatz zur
unveranderten Egr-1 Expression in Zellen, die mit Kontroll-Oligonukleotiden
behandelt wurden. Solange die Egr-1 Expression inhibiert wurde, konnte eine
starke Reduktion der Proliferationsrate beobachtet werden. Die weitere
Beobachtung, dass die Expression von Zyklin D2 und dem G-alpha-12
Protein (die das Wachstum und die Zellzyklus Progression stimulieren) in
den ersten drei Tagen inhibiert und die Synthese von Zyklin G2 und p19" 4
(die die Zellzyklus Progression inhibieren) erhéht war, fihrte zu dem Schluf3,
dass Egr-1 uber die Regulation dieser Gene sowie durch die Inhibition von
CD95, das Zellwachstum beeinflusst. Eine weitere Arbeit berichtet von einer
Egr-1 Uberexpression beim Magen-Karzinom (Kobayashi et al., 2002). Die
Authoren fanden eine signifikante Egr-1 Uberexpression im Tumorgewebe im
Vergleich zum Normalgewebe sowohl auf Transkript- als auch auf
Proteinebene. Weiterhin zeigten kultivierte Tumorzellen mit hohem
metastatischem Potential eine hohere Egr-1 Expression als die parentalen
Zellen, sodal®d vermutet wurde, dass Egr-1 eine wichtige Rolle bei der
Karzinogenese, Progression und Metastasierung des Magen-Karzinoms
spielt.

Aufgrund dessen, dass Egr-1 zu einem frihen Zeitpunkt im apoptotischen
Prozess induziert wird (Muthukkumar et al., 1995; Ahmed et al., 1996), ist zu
erwarten, dass Egr-1 die Aktivierung der Gene, die an der Wachstums-
kontrolle involviert sind, vermittelt. Eine sehr interessante Arbeit von Nair et
al. (1997) beschreibt eine Transaktivierung des p53 Promotors durch Egr-1.
Die gesteigerten p53 mRNA und Protein Levels fuhrten zu einer Zunahme
der Egr-1-abhangigen Apoptose. Die Inhibition der p53 Funktion durch
dominant-negative Mutanten verringerte andererseits die Egr-1-abhangige
Apoptose. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die tumorsuppri-
mierende Wirkung von Egr-1 auf den p53-vermittelten Zelltod zurlickzufliihren
ist, wahrend p53 Mutationen in Tumorzellen ihnen eine Resistenz gegenuber

der Egr-1 induzierten Apoptose verleiht. Einen weiteren Nachweis fur die
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Interaktionen zwischen Egr-1 und p53 lieferte die Arbeit von Liu et al.
(2001). Rekombinante p53 und Egr-1 Fusionsproteine komplexierten mit in
vitro translatierten Egr-1 bzw. p53 Proteinen, was durch Immunprazipitation
detektierbar war. Ein p53 Protein, das im Kodon 154 eine Mutation aufwies,
konnte nicht an Egr-1 binden, weiterhin waren intakte Zinkfinger-Domanen
fur diese Bindung erforderlich.
Egr-1 reguliert aullerdem die Transkription von PTEN, eines weiteren Tumor-
suppressor-Gens (Virolle et al., 2001), das in humanen Tumoren oft mutiert
ist. Nach Bestrahlung fand man in Wildtyp-, aber nicht in Egr-1 Knockout-
Mausen, eine Aktivierung der PTEN mRNA und Proteinexpression, die zur
Apoptose fuhrte. Egr-1-/- Mause, die ihre PTEN-Expression nicht regulieren
konnten, waren resistent gegen die Bestrahlungs-induzierten Apoptose. Der
Verlust der Egr-1 Expression, der, wie oben erwahnt oft bei Tumoren
beobachtet wird, konnte zur Resistenz der Tumorzellen gegen Bestrahlung,
beitragen.

In einer rezenten Arbeit haben de Belle et al. (2003) ein neues Egr-1 Zielgen
kloniert und identifiziert, das sie als TOE1 bezeichneten (Target of Egr-1).
Das Protein TOE1 stellte sich, durch die Induktion von p21 (ein Protein, das
den Zellzyklus in der G1 Phase stoppt) und durch seine Fahigkeit die
Kolonienbildung zu hemmen, als Inhibitor des Zellwachstums heraus.

Der Transkriptionsfaktor Egr-1 wird in synovialen Fibroblasten von RA-
Patienten im Vergleich zu Osteoarthrose-Patienten verstarkt exprimiert
(Trabandt et al., 1992; Aicher et al., 1994). Aufgrund seiner Funktion als Teil
des Transkriptionsapparates kommt Egr-1 eine bedeutende Rolle zu. Egr-1
konnte als erste Antwort der Zellen auf aul3ere Differenzierungssignale einen
entscheidenden Einflul auf den veranderten Phanotyp der Synoviozyten bei

RA-Patienten haben. Eine Transformation der Synoviozyten im Sinne einer
Vorstufe zur Krebszelle ist wegen der geringen Proliferationsrate der Zellen
eher unwahrscheinlich. Nachdem die proliferationshemmende Wirkung von
Egr-1 ausflhrlich erlautert wurde, konnte eine Uberexpression dieses
Transkriptionsfaktors diese Beobachtung unterstutzen. Wahrend eine

Apoptose-Induktion von Egr-1 ausgehen konnte, wurde im RA-Synovium nur
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eine geringe Apoptoserate detektiert. Andererseits kdnnte die proliferations-
hemmende Wirkung von Egr-1 auf der Induktion des neulich entdeckten,
Proteins TOE1, das den Zellzyklus inhibiert, basieren. Andererseits werden
Prostata Tumorzellen, die konstitutiv eine Egr-1 Uberexpression zeigen, zur
Proliferation angeregt durch die Stimulation von Zyklin D2 und G-alpha-12
Protein. Das Gleichgewicht zwischen induktiven und hemmenden
antagonistischen Prozessen gerat sowohl in Tumorzellen als auch in
aktivierten Synoviozyten aus dem Gelenk von RA-Patienten aus den Fugen
und ist in seiner Komplexitat immer noch nicht ganz verstanden.

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass eine Uberexpression
des Transkriptionsfaktors Egr-1 in stabil bzw. transient transfizierten Zellinien
mit einer erhdhten Kollagen | Expression korrelierte. Wahrend gleichzeitig die
Induktion von TIMP-1, dem Inhibitor der interstitiellen Kollagenase, in Zellen
die Egr-1 Uberexprimierten, beobachtet werden konnte, wurde der Schluf}
gezogen, dass Egr-1 eine Rolle bei der Entstehung eines fibrosierenden
Prozesses im Gelenk des Rheuma-Patienten, spielen kdnnte.

Auf die Tatsache, dass Egr-1 eine Rolle bei der Entstehung der Fibrose
spielen kénnte, wurde auch in verschiedenen anderen Studien hingewiesen.
Yan et al. (1998) zeigten, dass Wildtyp-Mause unter Sauerstoffentzug den
Gewebe-Faktor (TF) Uberexprimieren und Fibrin in den Lungen ablagern. Im
Gegensatz hierzu zeigten homozygote Egr-1 defiziente Mause weder eine
TF-Expression noch Fibrin-Ablagerungen. In einer erweiterten Studie (Yan et
al., 2000) induzierten sie durch Sauerstoffentzug die Expression von Egr-1
und des Gewebe-Faktors (tissue factor — TF) in Wildtyp-Mausen. Eine
ahnliche Induktion konnten sie bei PKCB (Protein Kinase C R Isoform)
defizienten Mausen nicht beobachten. Eine Hypoxie-vermittelte Aktivierung
der extrazelullar Signal-regulierten Kinase (ERK1/2) konnte ebenfalls bei
Wildtyp-Mausen, aber nicht bei PKCB defizienten Mausen nachgewiesen
werden. Neben der Induktion des Gewebe-Faktors wurde gleichzeitig eine
Fibrin-Ablagerung in den Lungen von Wildtyp-Mausen unter hypoxischen
Bedingungen unterstitzt, jedoch nicht in PKCR defizienten Mausen. Sie

stellten daraufhin die Hypothese, dass eine Aktivierung der 3 Isoform der
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Protein Kinase C zu einer Induktion der ERK1/2 und schlief3lich Elk-1 flhrt.

Elk-1 bildet einen Komplex mit dem Serum-regulierten Faktor, was wiederum
die Transkription von Egr-1 aktiviert. Eine direkte Hochregulierung des
Gewebe-Faktors (TF) und anschlieBende Fibrin-Ablagerungen, die den
Blutfluss in den Gefassen verhindert, waren dann die Folge. Die Induktion
der Gewebe-Faktor Expression durch Egr-1 ist in verschiedenen Zellen und
im Tiermodell nachgewiesen worden (Cui et al., 1996; Mechtcheriakova et
al., 1999; Yan et al., 2000; Guha et al., 2001).
McCaffrey et al. (2000) fand in humanen atherosklerotischen Gefasslasionen
eine Uberexpression des Transkriptionsfaktors Egr-1 sowie vieler Egr-1
induzierbarer Gene. Weiterhin resultierte die Induktion der Atherosklerose in
LDL-Rezeptor defizienten Mausen durch eine fettreiche Diat in einer starken
Erhdhung der Egr-1 Expression in der Aorta. Wachstumsfaktoren gehoéren
auch zu den Zielgenen von Egr-1. In vitro Studien zeigten, dass Egr-1 an die
Egr-1 Bindungsstellen innerhalb des Promotors von PDGF-A (Khachigian et
al.,, 1996) und PDGF-B (Khachigian et al., 1995) bindet und deren
Transkription induziert. TGF-R1 und TGF-R3 (transforming growth factor)
stellen weitere putative Egr-1 induzierbare Wachstumsfaktoren dar, die wie
PDGF in den atherosklerotischen Lasionen Uberexprimiert waren. Auch
andere Studien belegten, dass in humanen (Nikol et al., 1992) und tierischen
(Majesky et al., 1991) Gefasslasionen TGF-1 m-RNA und Protein
Uberexprimiert waren und dass die Inhibition von TGF-B1 die
fibroproliferative Antwort reduzierte (Wolf et al., 1994). Die Egr-1 Induktion
von PDGF und TGF-R kdnnte in atherosklerotischen Lasionen zur Migration
und Proliferation der glatten Muskelzellen und zur Akkumulation von
extrazellularer Matrix beitragen. In den Experimenten der vorliegenden Arbeit
konnte ebenfalls eine erhohte Expression von PDGF-B in Egr-1
uberexprimierenden Klonen beobachtet werden, wobei das Expressions-
niveau insgesamt sehr niedrig blieb. Eine durch Egr-1 induzierte TGF-R
Expression konnte jedoch nur auf minimalen Niveau nachgewiesen werden
(1,2 bis 1,4-fach).
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Nakamura et al. (2002) konnte an einem Ratten-Modell der interstitiellen
Fibrose zeigen, dass die Einflihrung eines DNA-Enzyms, das die Egr-1 RNA
spaltet, zur Reduktion der Egr-1, TGF-3 und Kollagen | Expression und somit
zur verminderten interstitiellen Fibrose fuhrte.

Santiago et al. (1999) untersuchte die Rolle von Egr-1 wahrend der
Proliferation und Wundheilung von glatten Muskelzellen. Sie stellten fest,
dass die Inkubation der Zellen mit dem DNA-Enzym, das Egr-1 m-RNA
spaltet, die Serum-induzierte Proliferationsrate  reduzierte.  Nach
mechanischer Verletzung der glatten Muskelzellen sowohl im Zellkultur-
modell als auch durch die Aufdehnung der Carotis mittels eines Ballon-
Katheters, inhibierte die Einfuhrung des DNA-Enzyms gegen Egr-1 die
Regeneration des Gewebes. Diese Ergebnisse deuteten darauf hin, dass
Egr-1 nach mechanischer Verletzung der Gefalle, die Proliferation und
Wundheilung der glatten Muskelzellen induziert. Bryant et al. (2000)
untersuchten ebenfalls die Rolle von Egr-1 bei der Wundheilung. Nach
Einflhrung der Egr-1 Plasmid-DNA, konnten sie eine Aktivierung der
Wachstumsfaktoren VEGF, TGF-31 und PDGF-a immunhistochemisch in
den entsprechenden Regionen nachweisen. Diese Egr-1 induzierbaren
Wachstumsfaktoren stimulierten im Tiermodell die Wundheilung (Benn et al.,
1996; Corral et al.,, 1999; Eming et al., 1999). Weiterhin konnten sie eine
erhohte Kollagen | Produktion und eine verstarkte Angiogenese und
Reepithelisation beobachten, was den naturlichen Heilungsprozess
beschleunigte.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit verstarken ebenfalls die Vermutung,
dass Egr-1 eine wichtige Rolle bei der Entstehung der Fibrose spielen
konnte. Metalloproteinasen sind Enzyme, die Bestandteile der extrazellularen
Matrix, vor allem Kollagene, degradieren. Eine gleichzeitige Induktion des
Inhibitors der interstitiellen Kollagenase (TIMP-1) und der Kollagen |
Expression wurde das Gleichgewicht zwischen knorpelauf- und -abbauenden
Prozessen, das im normalen, gesunden Gewebe besteht, zugunsten einer
Fibrosierung stéren. Wahrend dem TIMP-1 einen wachstums-stimulierenden

EinfluR auf eine Vielzahl von Zellen, u.a. auch auf humane Fibroblasten
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zukommt (Hayakawa et al., 1992), kénnte dieser Faktor die Proliferation des
Pannusgewebes fordern. Die Zerstérung des Knorpels wird z.T. durch das
invasive Wachstum von synovialen Fibroblasten verursacht. Tolboom et al.
(2002) konnten eine Korrelation zwischen dem invasiven Wachstum von
Synoviozyten und der MMP-1, -3 und -10 Expression in diesen Zellen finden.
Der adenovirale Gentransfer der Proteinase-Inhibitoren TIMP-1 und TIMP-3
reduzierte in Zellkultur-experimenten sowie im Tiermodell das invasive
Wachstum von synovialen Fibroblasten. Die Zugabe von Marimastat, einem
synthetischen Inhibitor der MMP’s reduzierte ebenfalls das invasive
Wachstum der Synoviozyten (Van der Laan et al., 2003).

Nachdem Vorarbeiten schon darauf hinwiesen, dass TIMP-1 ein Egr-1
induziertes Gen darstellt (Dissertation Ch. Haas, Freiburg, 1996), erfolgte der
Nachweis in weiteren stabil transfizierten Klonen aus zwei Transfektions-
serien sowie in transient transfizierten humanen Fibrosarkomzellen, in denen
eine Egr-1 Uberexpression ebenfalls mit einer erhdhten TIMP-1 mRNA
Expression korrelierte. Daruber hinaus konnte in stabil transfizierten Klonen
aus beiden Transfektionsserien der Nachweis erbracht werden, dass Egr-1
Uberexprimierende Klone (Klon 10 und 3+/85) stets hdohere TIMP-1 Levels
auch auf Proteinebene im Vergleich zu den entsprechenden Kontrollen
zeigten. Die TIMP-1 Proteinexpression in transient transfizierten Fibro-
sarkomzellen war aufgrund der niedrigen m-RNA Expressionsniveaus im
ELISA nicht nachweisbar. In transient transfizierten humanen embryonalen
Zellen (EcR 293) war eine erhohte Kollagen-, jedoch keine erhohte TIMP-1
Expression detektierbar. Eine deutliche Induktion der TIMP-3 m-RNA
Expression (6,5-fach) konnte in transient transfizierten EcR 293 Zellen
gefunden werden, was darauf hinweisen kénnte, dass die Egr-1 Genregu-
lation zelltypspezifisch ist. Das Vorhandensein potentieller Bindungssequen-
zen reicht alleine nicht aus, um darlber entscheiden zu kdnnen, ob ein Gen
von einem bestimmten Transkriptionsfaktor in einer bestimmten Zelle
reguliert wird. Vielmehr ist ein komplexes Zusammenspiel verschiedener
Regulationsmechanismen dafur verantwortlich. So ist die Zuganglichkeit

dieser Bindungssequenzen fur einzelne Transkriptionsfaktoren je nach
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Methylierungsgrad und Chromatinstruktur der DNA von entscheidender
Bedeutung flr diese Bindung.

Promotorstudien der vorliegenden Arbeit demonstrierten, dass Egr-1 die
TIMP-1 Expression direkt durch Aktivierung des Promotors regulieren kann.
Die Transfektion des Egr-1 Uberexprimierenden Klons (Klon 10) mit dem
TIMP-1  Wildtyp-Promotor, ergab eine statistisch signifikante 2,6-fache
Induktion der Promotoraktivitat im Vergleich zur Mock-Kontrolle (Klon 6), die
mit dem gleichen Vektor transfiziert wurde. Die Deletion der putativen Egr-1
Bindungsstelle fUhrte zu einer Reduktion der Egr-1 induzierten Promotor-
aktivitdt um 38%. Die transiente Transfektion der Klone aus der zweiten
Transfektionsserie mit dem TIMP-1 Wildtyp-Promotor bzw. der Promotor-
Mutante ergab die gleiche Tendenz mit dem Unterschied, dass die
Aktivierung der Promotoraktivitat etwas schwacher war. Aufgrund dessen,
dass eine reproduzierbare Induktion der TIMP-1 Promotoraktivitat in Egr-1
Uberexprimierenden Klonen und eine deutliche Reduktion dieser Induktion
nach Deletion der Egr-1 Bindungsstelle beobachtet werden konnte, liegt die
Schlussfolgerung nahe, dass Egr-1 die TIMP-1 Expression Uber einen direkt
am Promotor wirkenden Mechanismus, reguliert. Ein weiteres Gen, das sich
reproduzierbar in allen verwendeten Zellinien durch eine erhohte Egr-1
Expression induzieren lie3 war TIMP-3, ein Inhibitor von Stromelysin und
anderen MMP’s. Allerdings sollen Promotoruntersuchungen den Wirkmecha-
nismus noch abklaren. Eine Induktion von TIMP-2 liel® sich lediglich in
Klonen der ersten Transfektionsserie beobachten.

Der Regulation des Proteaseinhibitors TIMP-1 kommt bei der Pathogenese
der RA eine besondere Bedeutung zu, da fir die auftretende Knorpel-
destruktion ein Ungleichgewicht zwischen Metalloproteinasen und deren
Inhibitoren verantwortlich gemacht wird. Yoshihara et al. (2000) konnten im
Rahmen einer grofieren Patienten-Studie (97 RA-Patienten und 103 OA-
Patienten) eine signifikant hohere Expression von MMP-1, -2, -3, -8, -9 und
TIMP-1 in der Synovialflissigkeit von RA-Patienten im Vergleich zu OA-
Patienten nachweisen. MMP-7 und —-13 war nur in 45% der Synovial-

flissigkeiten von RA-Patienten und in 20% der Synovialflissigkeiten von OA-
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Patienten detektierbar. Die molaren Verhaltnisse der Gesamt-MMP’s zu
denen der Gesamt-TIMP’s waren in RA-Patienten funfmal héher als bei OA-
Patienten, was darauf hinweist, dass ein Ungleichgewicht zwischen den
Metalloproteinasen und deren Inhibitoren im Gelenk der RA-Patienten
bestent und die Knorpeldestruktion verursacht. Wahrend TIMP-1 (ber-
exprimiert ist, sind die anderen Protease-Inhibitoren weniger stark vertreten.
Dass die in der vorliegenden Arbeit detektierte TIMP-1 Uberexpression mit
der Egr-1 Uberexpression zusammenhangen kénnte, zeigen ebenfalls in situ
Hybridisierungen des Synovialgewebes, die in Zusammenarbeit mit der
Arbeitsgruppe von Steffen Gay in Zlrich durchgefihrt wurden. Eine
Koexpression beider Gene Egr-1 und TIMP-1 war in nahezu identischen
Zonen des Linings und Sublinings zu finden. Im Gegensatz dazu waren in
Gewebeschnitten von gesunden bzw. OA-Patienten deutlich schwéachere
Signale detektierbar (Aicher et al., 2003).

Die Regulation der Kollagen | Expression durch Egr-1 scheint jedoch nicht
durch eine direkte Aktivierung des Kollagen | Promotors stattzufinden. In
stabil transfizierten Klonen aus zwei Transfektionsserien, in transient
transfizierten humanen Fibrosarkomzellen sowie in humanen embryonalen
Nierenzellen korrelierte eine Egr-1 Uberexpression mit einer erhohten
Kollagen | (a1 und a2) Expression. Die transiente Transfektion der Klone aus
der ersten Transfektionsserie (Klon 6/10) mit dem Kollagen | Promotor ergab
jedoch, unerwarteterweise, eine viel starkere Induktion der Promotor-aktivitat
in der Mock-Kontrolle (Daten nicht gezeigt), die sowohl auf Transkript- als
auch auf Proteinebene eine niedrige Egr-1 und Kollagen | Expression zeigte.
Die Wiederholung der Promotorversuche im mit Egr-1 transduzierten Maus-
Fibroblasten Modell (NIH3T3) brachte ebenfalls keine klaren Ergebnisse. In
einem anfanglich durchgefuhrten Promotorexperiment war eine 3,3-fach
hohere Induktion der Kollagen | Promotoraktivitat in Egr-1 transduzierten
Fibroblasten (45-fach) im Vergleich zur nicht transduzierten Kontrolle (13-
fach) nachweisbar. Die relativ hohe Induktion der Promotor-aktivitat in der
nicht transduzierten Kontrolle deutet darauf hin, dass der Promotor durch

viele andere Faktoren vermutlich ebenfalls reguliert wird. Denn im Gegensatz
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zu den TIMP-1 Promotorexperimenten, bei denen die Klone nur mit einem
Promotorfragment (das die Egr-1 Bindungsstelle beinhaltet) transfiziert
wurden, erfolgte die Transfektion fur die Kollagen | Promotorexperimente mit
einem Konstrukt, das den gesamten Promotor-bereich des Kollagen | Gens
enthielt. In diesem Fall kdnnen verschiedene Faktoren an die im Promotor
enthaltenen regulativen Elemente binden und auf dieser Weise ebenfalls die
Promotoraktivitat beeinflussen. Bei Promotor-experimenten, die zu einem
spateren Zeitpunkt durchgeflihrt wurden, zeigte die nicht transduzierte
Kontrolle nach Transfektion mit dem Kollagen | Wildtyp-Promotor sogar eine
etwas starkere Induktion als die Egr-1 transduzierten Fibroblasten. Die
Untersuchung der Egr-1 Expression auf Proteinebene zeigte nahezu
gleichstarke Signale bei den transduzierten Fibroblasten sowie bei der
unbehandelten Kontrolle. Dieses Ergebnis deutet darauf hin, dass auch die
transduzierten Maus-Fibroblasten keine stabile Zellinie darstellte. Nach
Auftauen einer friheren Passage wurden die Promotorexperimente
nochmals durchgefuhrt. Die Induktion der Kollagen | Promotoraktivitat war
diesmal in der transduzierten Zellinie ebenfalls nicht héher als in der
unbehandelten Kontrolle, obwohl sich beide Zellinien auf Proteinebene
deutlich  unterschieden. Die Tatsache, dass die anfanglichen
Promotorexperimente sich nicht reproduzieren lieRen, deutet darauf hin, dass
der Transkriptionsfaktor Egr-1 die Kollagen | Expression vermutlich nicht
uber einen direkten, sondern eher Uber einen indirekten Mechanismus
reguliert. Alternativ, kdnnte in dieser Zellinie ein Egr-1 kooperierender Faktor,
der fur seine biologische Aktivitat notwendig ist, fehlen. Ausserdem konnen
Ergebnisse, die mit Hilfe eines Maus-Modells gewonnen wurden nicht direkt
auf Regulationsmechanismen in humanen Zellen Ubertragen werden. Da
allerdings die Promotoruntersuchungen im humanen System (Klon 6/10)
ahnliche Ergebnisse wie im Maus-Modell brachten, liegt die Vermutung nahe,
dass Egr-1 nicht direkt den Kollagen | Promotor beeinflusst.

Eine Induktion der a1-Kette von Kollagen Typ Il korrelierte mit der Egr-1
Uberexpression in Klonen aus beiden Transfektionsserien, in transient

transfizierten humanen Fibrosarkomzellen sowie in humanen embryonalen
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Nierenzellen. Auch im Falle dieses Gens sollen zukinftige Promotorunter-
suchungen den beteiligten Wirkmechanismus abklaren. Die transienten
Transfektionen der embryonalen Maus-Fibroblasten mit drei Promotor-
mutanten brachten interessante Ergebnisse. Die Transfektion mit der
Promotormutante A1-453 brachte eine sogar etwas starkere Induktion der
Promotoraktivitat als mit dem Kollagen | Wildtyppromotor. Die Transfektion
mit der Promotormutante A1671-2599 reduzierte die Firefly-Aktivitat unter
das Niveau der Kontrolle. Schlie8lich konnte nach der Transfektion mit der
Promotormutante A453-2599 eine schwache Induktion der Promotoraktivitat
beobachtet werden, die jedoch etwa zehnmal schwacher war als diejenige,
die nach der Transfektion mit der Promotormutante A1-453 detektiert wurde.
Aus diesen Experimenten ging hervor, dass sich starke positive
regulatorische Elemente im Segment 1671-2599, stark negative Regulations-
elemente im Bereich 453-1671 und schwach-positive Elemente im Segment
1-453, befinden kdénnten. Genauere Untersuchungen des Kollagen |
Promotors anhand weiterer Promotormutanten sollen zuklnftig mehr Klarheit
uber seine Regulation in Fibroblasten verschaffen.

Artefakte bzw. Mutationen, die durch die Immortalisierung und die stabile
Transfektion von Fibroblasten entstanden sein konnten, wurden in der
vorliegenden Arbeit dadurch ausgeschlossen, dass weitere Zellinien flr
transiente Transfektionen, die die Zellen weniger stark manipulieren,
verwendet wurden. Allerdings stellt die Arbeit mit Tumorzellinien weiterhin ein
recht artifizielles Versuchsmodell dar, das sich in Bezug auf Genexpression
und Morphologie vom primaren Gewebe stark unterscheidet. Versuche,
synoviale Fibroblasten der ersten Subkulturen von Rheuma- oder
Osteoarthrose-Patienten mit dem rekombinanten Maus-Egr-1 zu transfizieren
und anschlieBend zu selektieren, schlugen fehl, da nur eine minimale
Transfektionseffizienz aufgrund der geringen Vitalitat der Zellen erreicht
werden konnte. Da Tumorzellen in der Regel sehr vital sind und auch unter
schlechten  Bedingungen  uberleben  konnen, werden sie fur
Transfektionsversuche, die die Zellen einem gewissen Stress aussetzen,

eingesetzt. Die Transfektion von nativen synovialen Fibroblasten wirde
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allerdings das besser geeignete System flir Expressionsanalysen darstellen,
da es schon eher der in vivo Situation entsprechen wirde. Ein von der Firma
Amaxa Systems neu entwickeltes Gerat verspricht eine schnelle und hoch-
effiziente Methode fur den Gentranfer. Diese Methode wurde speziell flr
Transfektionen von Primarkulturen und sich nicht teilenden, schwer
transfizierbaren Zellen entwickelt. Mit Hilfe der Nucleofector™ Technologie
soll ein direkter Transport der zu untersuchenden DNA in den Nukleus
stattfinden, wodurch die Transfektion nicht mehr von der Zellteilung abhangig
sein wulrde. Durch den direkten Transfer in den Zellkern ware das
transfizierte Gen schon kurz nach der Nukleofektion auf Proteinebene
detektierbar. Nach Firmenangaben ergaben Untersuchungen an T-Zellen
eine Transfektionseffizienz von 15% nach einer Stunde und bis zu 70% nach
16 h Inkubation. Dies wurde Zeit- und Dosis-Kinetiken an nativen Zellen, die
weniger stark manipuliert werden wurden, ermodglichen und somit eine

geeignetere Methode flir Genexpressionsanalysen darstellen.

Zahlreiche Studien fokussierten bis jetzt in vitro Analysen von einzelnen
Zielgenen in spezifischen Zellen unter definierten Versuchsbedingungen. Der
nachste Schritt zur vollstandigeren Aufklarung der biologischen Rolle des
Transkriptionsfaktors Egr-1 ist die ldentifizierung der in vivo Zielgene.
Methoden wie die differentielle Genexpressionsanalyse und substraktive
Hybridisierungs-Analysen ermdglichen die Identifizierung von Genen, die
entweder Uber- oder unterexprimiert sind mit Hilfe von RNA-Pools aus Zellen,
die das zu untersuchende Gen entweder Uber- oder unterexprimieren. Diese
Methoden spiegeln demnach Expressionsanderungen bezogen auf eine
bestimmte RNA-Message wieder, sie ermoglichen jedoch nicht die
Selektierung direkter Zielgene, was der in vivo Situation eher entsprechen
wirde. Um neue Zielgene fur den Transkriptionsfaktor Egr-1 zu identifizieren
aber auch um ihnen eine in vivo Relevanz zu verleihen, eignet sich die
Chromatin Immunprazipitation, die schon andere Arbeitsgruppen flur diesen

Zweck erfolgreich verwendeten (de Belle et al., 2000). Mit Hilfe dieser
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Methode ist nach Formaldehydfixierung die Isolierung der in vivo

quervernetzten, protein-gebundenen DNA maglich.
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5. Zusammenfassung

Der Trankriptionsfaktor Egr-1 (immediately early gene response-1) gehort zu
den DNA-bindenden Zinkfingerproteinen und stellt ein frihes Aktivierungs-
gen dar. Egr-1 ist ein induzierbarer Transkriptionsfaktor, der die Expression
vieler Gene, die in inflammatorischen Prozessen involviert sind, reguliert.
Madglicherweise spielen Transkriptionsfaktoren eine entscheidende Rolle bei
der Pathogenese der rheumatoiden Arthritis.

Wie frihere Arbeiten von Aicher et al. (1994) und Grimbacher et al. (1998)
zeigten, wird Egr-1 in synovialen Fibroblasten von RA Patienten vermehrt
exprimiert. Ziel der Arbeit war, Egr-1 stabil oder transient in synovialen
Fibroblasten zur Uberexpression zu bringen um seine regulatorische Wirkung
auf die Egr-1 abhangige Genexpression direkt untersuchen zu kénnen.

Fir diese Versuche wurden synoviale Fibroblasten mit dem SV 40 large T-
Antigen immortalisiert und mit dem rekombinanten Maus-Egr-1 stabil
transfiziert. Nach der Uberpriifung der Egr-1 Expression auf Transkript- und
Proteinebene, wurden mittels differentialer Genexpressionsanalyse (RAP-
PCR) Gene ausfindig gemacht, die in den entstandenen Klonen differentiell
exprimiert wurden. Ein Gen, das in den Klonen stark unterschiedlich
exprimiert wurde, zeigte nach dem Vergleich mit der Gen-Bank eine 100%-
ige Homologie mit der a1-Kette des Typ | Kollagens.

Um diese Ergebnisse zu bestatigen, wurden zwei aus unterschiedlichen
Transfektionsserien stammenden Klon-Paare mittels quantitativer Echtzeit-
PCR auf die Expression beider Ketten (a1 und o2) des Typ | Kollagens
naher untersucht. In beiden Klon-Paaren korrelierte die Egr-1 Uber-
expression mit einer gesteigerten Kollagen Typ | Genexpression. Auf
Proteinebene konnten sowohl mittels ELISA als auch Western Blotting
hdhere Kollagen | Expressionsniveaus im Egr-1 Uberexprimierenden Klon
aus der ersten, nicht jedoch aus der zweiten Transfektionsserie
nachgewiesen werden. Weiterhin konnte in beiden Egr-1 Uberexprimieren-
den Klonen eine gesteigerte TIMP-1 (tissue inhibitor of metalloproteinases),
TIMP-3 und Kollagen Typ |l Expression auf Transkriptebene beobachtet

werden.
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Um auszuschlieBen, dass es sich bei der stabilen Transfektion um
Klonierungsartefakte handelt, wurde eine transiente Transfektionsmethode
an einer Fibrosarkom-Zellinie (HT1080) etabliert. Auch in diesen Zellen
korrelierte die Egr-1 Uberexpression mit einer gesteigerten Kollagen Typ |
und Il sowie TIMP-1 und TIMP-3 Genexpression im Vergleich zur nicht
transfizierten Kontrolle oder zur Durchflul3-Fraktion, bei der die Expression
dieser Gene ebenfalls auf niedrigem Niveau blieb.

Die Anwendung eines induzierbaren Ecdyson-Expressionssystems brachte
ahnliche Ergebnisse wie bei der stabilen und der transienten Transfektion.
Eine Egr-1 Uberexpression in den humanen embryonalen Nierenzellen (EcR
293) korrelierte mit einer erhohten Kollagen Typ |, Typ Il und TIMP-3, jedoch
nicht mit einer verstarkten TIMP-1 Genexpression.

Promotoruntersuchungen mit dem TIMP-1 Wildtypkonstrukt bzw. mit der
Promotormutante, der die Egr-1 Bindungsstelle fehlte, bestatigte die
Vermutung, dass Egr-1 die TIMP-1 Expression Uber einen direkt am
Promotor wirkenden Mechanismus beeinflusst. Im Gegenteil dazu fuhrten
Promotorexperimente mit dem Kollagen | Wildtyppromotor bzw. mit
verschiedenen Promotormutanten zu dem Ergebnis, dass Egr-1 die Kollagen
| Expression womoglich nicht Uber einen direkten Mechanismus zu steuern
scheint.

Weil in Egr-1 Uberexprimierenden Zellen gleichzeitig die Expression von

Kollagen I, Il und TIMP-1, dem Inhibitor der interstitiellen Kollagenase,
induziert wurde, wurde angenommen, dass Egr-1 eine Rolle bei der
Entstehung eines fibrosierenden Prozesses im Gelenk des Rheuma-
Patienten, spielen kdnnte. Metalloproteinasen sind Enzyme, die Bestandteile
der extrazellularen Matrix, vor allem Kollagene, degradieren. Eine
gleichzeitige Induktion des Inhibitors der interstitiellen Kollagenase (TIMP-1)
und der Kollagen | Expression wirde das Gleichgewicht zwischen knorpel-
auf- und —abbauenden Prozessen, das im normalen, gesunden Gewebe
besteht, zugunsten einer Fibrosierung storen.

Diese Vermutung wird weiterhin durch andere Studien unterstutzt, die dem

Transkriptionsfaktor Egr-1 eine wichtige Rolle bei der Entstehung der
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interstitiellen Fibrose bei der Ratte (Nakamura et al., 2002) zukommen
liessen. Die Einfihrung eines DNA-Enzyms, das die Egr-1 RNA spaltet,
fuhrte zur Reduktion der Egr-1, TGF- und Kollagen | Expression und somit
zur verminderten interstitiellen Fibrose.

Die weitere Aufklarung der detaillierten Signaltransduktionswegen, die
spezifisch sind flr das Krankheitsbild der RA, kénnte in der Zukunft dazu

fUuhren, dass neue Therapieformen fur die RA entwickelt werden.
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